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Souhrn

Obor nanotechnologie se mutze vnimat jako technologie schopna vytvaret a
charakterizovat materidly v nanometrickém méfitku. Piedstavuje rozSifujici se oblast
vyzkumu s obrovskym potencidlem budoucich aplikaci v riznych technickych a
biomedicinskych oblastech. Nanotechnologie jsou jiz vyuzivané v fadé odvétvi (medicina,
kosmetika, potravindistvi, strojirenstvi, elektronika), avSak stile se vyviji nanomateridly
s novymi specifickymi vlastnostmi a vyuzitim. V biomedicinskych oblastech se vSak objevuji
otazky ohledné jejich potencidlni toxicity, dlouhodobych vedlejSich uc¢inkd a biologické

rozlozitelnosti, které stale ziistavaji nezodpovézeny.

Bakalatrska prace slouzi jako piehled zakladnich vlastnosti nanomateriald a jejich
interakci s biologickymi systémy. V reSer$i jsou obecné popsany hlavni mechanismy
cytotoxicity a zminény vysledky védeckych studii zaméfenych na toxicitu vybranych

nanomaterialu.



Summary

Nanotechnology is nowadays a very popular field of science which improves
technology in many applications such as electronics, textiles, biomaterials and medicine.
Miraculous properties of nanotechnology are hidden in the size of nanomaterials.
Consequently nanomaterials are extraordinary conducting or/and magnetic and have special
optic, thermal and catalytic properties. Therefore, these materials are utilized for improvement
of medical instruments, devices and for new diagnostic methods and treatment. Nevertheless,
the questions about their potential toxicity, a long term side effect and biodegradability are

still the main interest of research.

This bachelor thesis should serve as a review of basic properties of nanomaterials and
their interactions with biological systems. In this review, the main machanisms of cytotoxicty
were described and various scientific studies about toxicilogy of specific nanomaterials
included.
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Cile prace:

Cile bakalatské prace (reserSe) jsou: 1) vysvétleni oxidac¢niho stresu jako hlavni
priiny posSkozeni bun¢k vyvolané toxickou latkou, 2) popsani zakladnich vlastnosti
nanomateridlti a jejich interakci s bunécnou membranou, 3) kompletni piehled cytotoxicity

vybranych nanomateriali podlozeny védeckymi studiemi.



Uvod:

Ackoliv se lidstvo setkdvalo s nanocasticemi od pradavna, az v poslednich dvou
desetiletich nastal ve vyzkumu nanotechnologie vyrazny pokrok. Nanocastie jsou zajmem
mnoha védct, predevsim kviili jedinecnym fyzikaln¢ chemickym vlastnostem, které vznikaji
pfi zmenseni materiali pod 100 nm. Mnoho teoretickych a experimentalnich studii se zabyva
syntézou a vyvojem novych druhli nanomateridlli, jelikoz jejich aplikace jsou Siroce
vyuzivané.S vyvojem nanomateridli vSak vznikaji i rizika jejich biokompatibility. Zatimco
toxicita makroskopickych materialtt je dobfe prozkoumana, nanomaterialy vykazuji noveé

toxikologické vlastnosti (Hussain et al, 2009).

Ve vétsiné studii je toxicita nanomaterialii testovana piedevS§im na in vitro urovni.
Nanomaterial je inkubovan sbunéénou kulturou po ur¢itou dobu, béhem které interaguje
S plazmatickou membranou a nasledné i s vnitrobunéénymi kompartmenty.Mezi nejcastéjsi
pri¢inu toxicity patii oxida¢ni stres vyvolany zvySenou hladinou reaktivnich forem
Kysliku(ROS).V mensim mnozstvi se tyto volné radikaly vyskytuji vbunce i pfi
béznychfyziologickych déjich (Huo et al, 2009), avsak v disledku interakce nanocastice
s bunikou, mtze dojit k naruSeni vnitrobunééné rovnovahy, ktera vede k nahromadéni ROS.
Vznikly oxidaéni stres zptisobuje oxidaéni poskozeni dulezitych biomolekul (proteint, lipidu,
DNA) a casto vede az ke smrti buiiky (Meller et al, 2009).Cytotoxita nanocastic mize byt
ovlivnéna velikosti, tvarem a povrchovou Upravou nanocastic, ale také zavisi na podané

koncentraci a citlivosti testované bunééné linie (Roiter et al, 2009).



Kapitola 1 — Oxida¢ni stres

Redoxni stav buniky neboli oxidaén¢ — redukéni rovnovéha je pomér mezi mnozstvim
reaktivnich kyslikovych radikdli (ROS), které vznikaji jako vedlejsi produkty latkové
vymény a endogennich thiolovych pufrt, které bunku chrani pfed oxidacnim posSkozenim.
V piipadé narusSeni ustavené rovnovahy dochazi k oxida¢nimu stresu, ktery muze vést az

zavaznému poskozeni bunky.

Mezi obranné antioxida¢ni mechanismy bun¢k se tadi thiol redukujici puftr, ktery se
sklddd z malych proteinti s redukénimi sulthydrylovymi skupinami (gluthathion GSH,
thioredoxin TRX) a dal$i enzymatické systémy jako je superoxid dismutdza, katalaza a
glutathion peroxidaza (Finkel et Hoolbrook, 2000).

1.1. Reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive oxygen species)

Reaktivni kyslikové radikéaly, neboli ve zkratce ROS (reactive oxygen species),
vznikaji ve vysSich eukaryotnich systémech v disledku redukce molekularniho kysliku
Vv pribéhu dychani a také vlivem dalich enzymatickych d&ji. ROS jsou v buiice zastoupeny
v nékolika velmi dilezitych procesech, které zahrnuji obranu proti patogentim, rist bunky,
aktivaci transkripce geni, vnitrobunéény pienos signald a hlavné apoptozu. V piipadé
vyrazného nartstu téchto radikalti dochazi ke zménam hodnot endogennich thiolovych pufri,
coz muze vést k trvalé aktivaci signdlnich drah a expresi geni zodpovédnych za indukci
apoptozy. Nové vyvinuta protinddorova 1éciva indukuji ROS v rakovinnych bunkach, aby

doslo k jejich selektivni likvidaci (Davis et al, 2001).

Pfi metabolismu vznikaji ROS piedev§im v mitochondriich ¢aste¢nou redukei kysliku
v moment¢, kdy elektron unika z transportniho elektronového fetézce béhem dychani. Za
tvorbu kyslikovych radikaltjsou také zodpovédné endogenni enzymatické systémy, jako
napiiklad membranova NADPH — oxidaza a cytosolova xanthin — oxidéaza, a bunééné zdroje
jako je peroxisomalni cytochrom P450 oxiddza. Mezi nejznaméjsi formy ROS patii
predevsim superoxid O,", peroxid vodiku H,O, a hydroxylovy radikal OH'". Existuji také
sekundarni reaktivni produkty - lipidove peroxidy (Gamaley et Klyubin, 1999).
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1.1.1. Zdroje ROS
Mitochondrie

V dychacim fetézci probihajicim v mitochondriich dochazi k pfesunu elektronti po
redoxnim spddu z organickych latek az na kyslik, ktery se pravé diky Etyfemelektroniim

redukuje na vodu za uvolnéni velkého mnozstvi energie. (Reakce 1)
NADH + H++ % 02— NAD*+ H20
AGo’ =-219.25 kI mol-1  (Reakce 1)

Pti redukci kysliku na vodu dochazi k tvorbé reaktivnich meziproduktd, ze kterych
nasledn& mohouvznikat hlavni reaktivni kyslikové radikaly: superoxid O, peroxid vodiku

H,0; a hydroxylovy radikal OH". Jednotlivé kroky redukcekysliku zahrnuji (Liu et al, 2002):

a) Jednoelektronovou redukci kysliku NADPH oxidazou za vzniku O,” a jeho

dismutaci za vzniku peroxidu vodiku H,O, (Reakce 2).
02'7 + 02.7 + 2 H+—) O, + H,0O, (Reakce 2)

b) Fentonovu reakci H,O, s Fe nebo s Cu, pii které dochazik vytvoreni
hydroxylového radikalu OH" (Reakce 3).

H,0, + Fe**— OH™ + OH" + Fe** (Reakce 3)

NADPH oxidaza (NOX)

Jedna se o multienzymovy komplex, jehozjedinou funkci je tvorba ROS. NADPH
oxidaza katalyzuje elektronovy pifenos z NADPH na molekularni kyslik, pfi¢emz se vytvari
meziprodukty O, a H;0,. Mnozstvi kyslikovych radikalt, které oxidaza vytvoii, zavisi na
typu buiiky, ve které tato reakce probiha (Bedard et Krause, 2007). Nartst v aktivit¢ NOX
souvisi se starnutim buné€k a také s Alzheimerovou nemoci. Radikaly vzniklé pravé aktivitou
tohoto komplexu mohou byt zodpovédné za chronické onemocnéni jako napt. plicni fibroza,

rakovina a jiné (Lambeth, 2007).

Xanthin oxidaza

Xatnhin oxidaza hraje dtlezitou roli pfi katabolismu purinti, kdy pfeménuje xanthin na
kyselinu mocovou. Pfi tomhle procesu dochéazi uvnitt bunék k tvorbé superoxidu a peroxidu

vodiku (Sanders et al, 1997).
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Peroxisomy

Dulezitou roli v redoxni rovnovaze buiky a oxida¢nim stresu maji peroxisomy. Jak
Z jejich nazvu vyplyva, hraji stézejni roli v metabolismu peroxidu vodiku (H,O,). Peroxisomy
obsahuji enzymy, které jsou schopné H,O; vytvaiet (oxidazy) i odbouravat (katalazy). Avsak
enzymy s Kkatalytickou aktivitou, mohou pii rozkladu H,O, generovat dalsi ROS, jako
napiiklad xanthin oxidaza vytvaii superoxid O,  a oxid dusnaty NO°, které navzajem reaguji
za vzniku peroxinitritu (ONOO-).Navic, ze samotnéhoH,O, mohou Fentonovou reakci
vznikat hydroxylové radikaly (OH"), a proto se daji peroxisomy povazovat za zdroj ROS.
Jelikoz ONOO- a OH" jsou velice nestalé molekuly, musi peroxisomy obsahovat také
antioxida¢ni enzymy, které jsou schopny tyto molekuly degradovat (napf. superoxid

dismutaza, peroxiredoxin 5, glutathion kappa S- transferdza) (Antonenkov et al, 2010).

1.1.2 Prehled aktivnich forem Kysliku
Superoxid O,

Superoxid se tvoifi v mitochondriich a vznika redukci kysliku jednim elektronem.
Ptestoze se jednd o radikal, superoxid postrada schopnost prochézet pies lipidovou dvojvrstvu
a zustava tak uzavien v prostoru, ve kterém vznikl (Finkel, 1998). Jeho tvorba probiha
nahodné predevSim v prostfedi vnitini membrany mitochondrii (v misté priabéhu dychaciho
fetézce), protoze se tam nachazi bohaty vyskyt volnych elektrontd. Superoxid muze také
vznikat enzymaticky, predev§im aktivitou flavoenzymi, z nichZ mezi nejzndméjsi patii
xanthin oxidéaza, lipoxygenaza, cyklooxygenidza a dal§i enzymové komplexy (NADPH
dependentni oxidaza) (Thannickal et Fanburg, 2000). Dvé molekuly superoxidu spolu mohou
reagovat za vzniku peroxidu vodiku, ktery také patfi mezi dalezit¢ ROS, a molekularniho

kysliku.

Peroxid vodiku H,0O,

Peroxid vodiku vznika dismutaci superoxidu nebo piimym plsobenim oxidaz
(monoaminoxidazy, gluthationoxiddzy, xanthinoxidazy) (Sakuma et al, 2015). Pfestoze se
nefadi mezi volné radikaly, patii k reaktivnim formam kysliku, protoZe pronika skrz lipidové
membrany a pii vysokych koncentracich tedy dokdze poSkozovat klicové bunééné struktury
jako DNA nebo lipidy. (Kirkland, 1991). Peroxid vodiku je stézejni molekulou v oxidacnim

stresu také z dalsiho duvodu, jelikoZz se jedna o meziprodukt pii tvorbé jesté vice
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reaktivnéjSich molekul. Jedna se o kyselinu chlornou (HCIO, reakce 4) a piedev§im o

hydroxylovy radikal OH’, ktery vznika pomoci Fentonové reakce (reakce 3).

Vyznamnou funkci vSak ma 1 pfi antioxidacni ochrané. Pusobi totiz jako
vnitrobunécna signalni molekula, ktera pomaha aktivovat detoxikacni enzymy, jako jsou
napiiklad katalaza, glutathion peroxidaza a peroxiredoxiny, které nasledné¢ eliminuji ROS a

vyrovnavaji bunéénou redoxni rovnovahu (Park et al, 2004).
H" + CI" + H,0,—3 HCIO+ H,0 (reakce 4)

Hydroxylovy radikal OH’

4

schopnost siln¢ reagovat s biomolekulami (Betteridge, 2000). Tento radikal vznika
z peroxiduvodiku reakcikatalyzovéanou kovovymi ionty (Cu® nebo Fe®), které jsou &asto
vazany s jinou molekulou. Tato reakce se nazyva Fentonova reakce. Ve spojitosti s touto
reakci je dulezity také superoxid, ktery vzniklé ionty (Fentonovou reakci) recyklovat (reakce

5). Dohromady spolu reakce 3 a 5 tvoti Haber — Weissovu reakci (Halliwell, 1987).
Cu®/Fe** + 0,7 Cu'/Fe®* + O, (reakce 5)

Oxid dusny (NO)

Oxid dusny nereaguje s vétSinou biomolekul jako ostatni ROS, ale jeho neparovy
elektron se vaze na dalsi volné radikély a vytvaii tak méné reaktivni molekuly. Funguje jako
takzvany vychytava¢ volnych radikal (scavenger) a dokonce byly dokumentovany piipady,
kdy NO inhiboval peroxidaci lipidd v bunééné membrané (Hogg et Kalyanaraman, 1998).
Pokud je v8ak produkovan ve velkém mnozstvi soucasnése superoxidem, navzajem spolu
reaguji za tvorby peroxynitritu (OONQO", reakce 6), ktery je vysoce cytotoxicky a dokaze dale
reagovat s biomolekulami v jedno- nebo dvou- elektronovych reakci (Beckmanet Koppenol,
1996). Peroxinytrit mize dale tvofit vysoce reaktivni molekuly, podléhat homolyze (za tvorby

OH"a NO,") nebo se pieskupit na dusi¢nan (NO3").
NO + O,"— ONOO (reakce 6)

Ackoliv se oxid dusny podili na vzniku velmi reaktivnich molekul, které mohou byt
pro buiiku velmi Skodlivé, védci se shoduji, ze v diisledku jeho ptsobeni na redoxni systém

bunky zastava oxid dusny funkci spiSe jako antioxidant nez jako oxidant.

13



1.1.3 Oxida¢ni poSkozeni zpiisobenévlivem ROS

Jak jiz bylo zminéno, narist ROS nad kapacitu enzymatickych systému,
zodpovédnych za regulaci téchto radikali, mutze vést k potencialné toxickému oxida¢nimu
stresu. V takovém piipad¢ mohou tyto vysoce reaktivni radikaly poskodit DNA, RNA,
proteiny a lipidové slozky, coz mize v konecném diisledku zptisobit bunéénou smrt. Schéma
celého procesu je znazornéno na obrazku ¢. 1.Vnégjs$i vlivy (napi. teplota, radiace atd.)
vyvolaji ROS a nasledné také aktivaci riznych transkripénich faktord (NF-kB, HSF1), které
podmiiiuji nadmérnou expresi antioxidanich enzymt (kataldza, gluthation peroxidéza,
superoxid dismutdza). Tato kaskada dé&ju se projevuje zménami v proliferaci, senescenci a
zménami v bunééném cyklu. Pfi velkém naruSeni homeostdzy uz buiika neni schopnd obnovit

buné¢nou rovnovahu a cely proces vede k apoptoze (Finkel et Holbrook, 2000).

Zdroje stresu z vnéjsiho prostredi
teplota, H202, radiace, atd.

]

—

>PDOPOPDY

/

Apoptodza, senescence, zmény v proliferaci a buné&éném cyklu

Nasledky zvysené hodnoty ROS

Obrézek ¢. 1: Hlavni signalni drahy aktivované jako odpovéd’ na oxidativni stres. Pfevzato z

Finkel et Holbrook, 2000.
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DNA

Kyslikové radikaly se oznacuji jako mutagenni pfedevsim diky jejich negativnim
chemickym efektim na molekulu DNA. Diusledkem reakci s radikdly miize dochazet
k riznému poskozeni molekuly. Nejreaktivnéji se projevuje hydroxylovy radikal OH’, jelikoz

dokaze rozrusovat struktury vSech slozek DNA.

Poskozeni DNA muze probihat nékolika zptisoby. ROS napiiklad casto poskozuje
guanin, protoze ma ze vSech bazi nejmensi oxidacni potencial. Modifikace guaninu ve formé
jeho oxidace, nitrace nebo alkylace mize nasledné vyvolat mutagenezi, vznik mistki mezi
DNA a proteiny, coz ve vysledku vede k ovlivnéni replikace a transkripce DNA (Jena et
Mishra, 2012).

Oxidaéni poskozeni miZe nastat i modifikaci thyminu, hydroxylovym radikalemOH’,
ktery nasledné vytvaii mistek s guaninem a méni tak strukturu fetézce DNA (Labet et al,
2008). Podobné dokazi ROS modifikovat i dalsi baze, které nasledné tvori mustky s cukernou
¢asti DNA (Cooke et al, 2003).Dokumentovany jsou piipady vzniku vazby, jak mezi bazi a
proteinem (Perrier et al, 2006), tak i mezi cukernou sloZkou a proteinem (Sczepanski et al,
2010).

Lipidy

Peroxidace lipidi je jednim znejvice rozSifenych a prozkoumanych pusobeni
kyslikovych radikalt. Nachazeji se totiz v kliCové cCasti bunky, kterou je plazmaticka
membrana. Metabolismus lipidi fidi peroxisomy, které pomadhaji chranit bunku tim, ze
udrzuji optimalni kompozici lipidi v membrané (Fransen et al, 2013). Pokud vsak dojde
k nartstu volnych radikalti v bunice, podléhaji lipidy vlivem oxida¢niho stresu peroxidaci.
Oxidace lipidové dvojvrstvy nésledné¢ mlze ménit strukturu membrany, jeji propustnost a
funkci, coz muize vést az klyzi bunky. Peroxidaci lipidi zvySuje ptitomnost vysoké
koncentrace nenasycenych mastnych kyselin, které jsou vii¢i oxida¢nimu stresu velmi citlivé
a stavaji se tak lehkym cilem pro reakci s volnymi radikaly (Yin et al, 2011). Peroxidaci

zpusobuji ptedevsim vysoce reaktivni a nestabilni radikaly, jako je napiiklad ONOO™ (Ho et
al, 2002).
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1.2. Antioxidanty

Hlavni funkce antioxida¢niho systému spoc¢iva v zajisténi rovnovahy mezi hladinou
oxidantli a antioxidantd. Podili se tak na ochrané¢ bunky pied nepifiznivymi uc¢inky
kyslikovych radikald, které vznikaji jejich hromadénim. Antioxidacni systém lze rozdélit na
enzymatické a neenzymatické antioxidanty. Mezi enzymatické oxidanty se fadi superoxid
dismutaza, ktalaza a gluthation peroxidaza, do neenzymatickych antioxidanta patii gluthation,

kyselina askorbova (vitamin C) a a-tokoferol (vitamin E).

1.2.1 Enzymatické antioxidanty

Za enzymatické antioxidanty se povazuji molekuly, které¢ inhibuji oxidaci jinych
molekul v buiice tim, Ze katalyzuji reakce, které zajistuji odbouravani volnych radikala (Sies,
1997). Mezi hlavni antioxidacni enzymy patii superoxid dismutdza, kataldza a glutathion

peroxidaza.

Superoxid dismutaza (SOD)

Superoxid dismutdza katalyzuje reakci pfemény vysoce reaktivniho aniontu
superoxidu na mén¢ reaktivni peroxid vodiku, ktery je ndsledné¢ odbouran pomoci katalazy
nebo jinych peroxisomalnich enzymt. Dismutaza tvoii 3 formy: cytoplazmatickouCu/Zn -
SOD1, mitochondridlni Mn — SOD2 a extracelularni SOD3. Formy SOD 1 a 2 zajist'uji
odstranéni iontu superoxidu uvnitf buniky, respektive v mitochondriich, zatimco SOD 3

katalyzuje reakce, které probihaji vné bunky (Zelko et al, 2002).

Katalaza

Kataldza urychluje reakci ptemény peroxidu vodiku na vodu a kyslik, pfi¢emz vyuziva
zeleza (Fe) nebo manganu (Mn) jako kofaktoru. Kataldza se nachazi predevSim
v peroxisomech, kde pomaha odbouravat peroxidu vodiku (viz kapitola 1.1.2 Zdroje ROS).
Dale ma funkci detoxifikace rtiznych substratii, jako jsou napiiklad alkoholy a fenoly.
Utinnost katalazy se da jesté zvysit navazanim NADPH, ktery také brani jeji degradaci

(Kirkman et al, 1999).

Glutathion peroxidaza (GPx)

Podobn¢ jako katalaza, glutathion peroxidaza katalyzuje redukci peroxidu vodiku za
pomoci redukované formy glutathionu. GPx dokdze redukovat také dalsi typy peroxidi na

alkoholy (napft. lipidové peroxidy v membran¢). Jedna se o peroxidazu, ktera obsahuje selen
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(Se) a vyskytuje se jak v cytosolu, tak také v mitochondriich. Nékteré studie povazuji GPx za
dulezitou slozku antioxidantni obrany i pfi fyziologickém stavu burniky (Jones et al, 1981),
zatimco jiné ji zobrazuji jako enzym vyznamny pouze pii oxidacnim stresu (Kelner et
Bagnell, 1990). Vsichni se v8ak shoduji, Ze se jedna o kli¢ovou ¢ast enzymatické obrany proti

oxida¢nimu poskozeni.

1.2.2. Neenzymatické antioxidanty

Neenzymatické antioxidanty funguji jako tzv. vychytavaci (scavengers). Jedna se o
chelatac¢ni Cinidla, kterd inhibuji endogenni zdroje oxidantd nebo aktivuji antioxidacni
systémy. D¢Eli se na metabolické (glutathion), které jsou tvofeny jako meziprodukty pfi

metabolismu burnky, a vyzivujici (vitamin E a C), které je nutné piijimat v potrave.

Glutathion

Glutathion (glutamyl — cysteinyl — glycin neboli GSH) se vyskytuje v buné&cném jadie,
cytosolu i v mitochondriich a je to hlavni intracelularni antioxidant. Vychytava a odbourava
aktivni formy kysliku za ptitomnosti gluthathion peroxidazy. Pasobi jako kofaktor n¢kolika
detoxikacnich enzymi (glutathion peroxidaza, glutathion transferaza, a dalsi) a je schopny
regenerovat vyznamné antioxidanty (vitamin C a E) zpét do jejich aktivni formy (Masella et

al, 2005).

Vitamin E

Vitamin E je lipofilni antioxidant, ktery chrdni membrany pted poskozenim
zpiisobenym piedevsim radikéaly peroxidi pfi oxidaci tukli. Mezi nejaktivnéjsi isoformy patii
hlavné a — tokoferol. Pti studiich byla dokazana ochranna funkce vitaminu E u neuronti

(Kabay et al, 2009).

Vitamin C (kyselina askorbovd)

Vitamin C neboli kyselina askorbova je nejsilngj$i antioxidant, ktery se podili na
odstranéni volnych radikald pomoci elektronového pienosu a v mnoha reakcich ptsobi jako
kofaktor antioxida¢nich enzymil. Ptikladem jeho funkce mize byt proces odstranéni
superoxidu a peroxidu vodiku z buiiky, béhem kterého vitamin C spolupracuje se superoxid
dismutdzou (SOD) a kataldzou. Jak jiz bylo zminéné diive, SOD katalyzuje pfeménu
superoxidového aniontu na peroxid vodiku, ktery je dale v katalyzované reakci pfeménén na

vodu a kyslik. Katalaza ma vS8ak k molekule H,O; nizkou afinitu a proto neni rozstépeno jeho
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celkové mnozstvi. Naopak vitamin C diky své vysoké afinité odstrani zbytkovou koncentraci
H,0, a zabrani tak potencidlnimu poskozeni buiiky hydroxylovymi radikaly (Arrigoni et De
Tullio, 2002).

1.3. Meéreni oxida¢niho stresu

Jak jiz bylo zminéno na zacatku této kapitoly, oxidacni stres je zplisoben zvySenou
hladinou ROS, ktera aktivuje antioxida¢ni obranny mechanismus bunky. Oxidacni stres mize
byt zjistén nékolika zplisoby: 1) méfenim hladiny ROS, 2) méfenim mnozstvi antioxidantd,

3) detekci poSkozenych biomolekul.

Fluorescen¢ni sondy jsou specifickd barviva zaloZzena na oxidaéné — redukénich
reakcich mezi ROS a redukovanou sondou, ktera po své oxidaci za¢ne emitovat fluorescenci.
Detekci tohoto zareni Ize urCit a zméfit velikost signalu urcitého radikalu v presném misté
bunky. Pro kazdy kyslikovy radikal existuje rtizné mnozstvi sond, které maji specifické
vlastnosti praveé vuci ur€itému radikalu (Wardman, 2007). Na obrazku €. 2 je uveden ptiklad

interakce fluorescen¢ni sondy s ROS.

Pii mé&feni hladiny ROS se vyuZivad interakci reaktivnich kyslikovych radikald s
chemickymi slou€eninamivyskytujicimi se uvnitt bunék. Interakci ROS s intracelulranimi
latkami vznikd fluorescenéni komplex, jehoz intenzita je meéfitelna a vyhodnocena jako
hladina ROS. Timto zpiisobem se napfiklad vyhodnocuje pfitomnost superoxidu, ktery

redukuje cytochrom c (reakce 7) na barevny produkt (McCord et Fridovich, 1968).
Fe¥*cyt ¢ + 0, — Fe’'cytc + O, (reakce 7)

Dlasi moznosti je spektroskopické stanoveni nartstajici hodnoty peroxidu vodiku.
Existuje fada fluorogennich substratli, které slouzi jako donory vodiku a jsou ve spojeni s
enzymem (kienovou peroxidédzou), ktery néasledné tvofi intenzivné fluorescencni produkty.
Nartstajici hodnoty H202 tak vedou k nartstani fluorescencniho produktu, ktery je mozno
mefit. Mezi nejpouzivangj$i substraty patii naptiklad kyselina homovanilova (Ruch et al,

1983).
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Obrézek €. 2: Priklad intereakce fluorescencni sondy H2DCFDA-AM s ROS (v tomto ptipadé
s H202). Pfevzato z Held, 2012.

Druhy zplisob méfeni oxidacniho stresu vyuziva antioxidacni enzymy, které slouZzi k
obnoveni redoxni stability bunky (kapitola 1.2.1 Enzymatické antioxidanty). M¢cfeni
oxidac¢niho stresu vSak potiebuje silny detekéni signal, a proto se pouzivaji nejdilezité;si
antioxidacni enzymy, mezi které patii kataldza, superoxid dismutdza, glutathion peroxidaza a
glutathion reduktdza. Metody méfeni zahrnuji reakce katalyzované jednotlivymi
antioxida¢nimi enzymy, kde je vysledny oxidacéni stres nasledn€¢ stanoven
spektrofotometricky. Naptiklad pti detekci superoxidu se pouzivaji latky, které v reakci se
superoxidem vytvareji barevné produkty, které jsou nasledné spektrofotometricky meéteny
(Skalicka et al, 2012). Stanoveni oxida¢niho stresu pomoci peroxidu vodiku je zalozeno na
poklesu absorbance H202, ktera predstavuje rozklad peroxidu vodiku pusobenim katalaz

(Schellhorn, 1995).

Posledni metoda méfeni oxidacniho stresu vyuziva markery poSkozeni biomolekul v

bunice. Existuje velké mnozstvi markert, které se vyuZzivaji pro méfeni oxidacniho poskozeni

vvvvvv

které vznikaji v disledku oxidacniho poSkozeni proteind. Jejich vyborna chemicka stabilita z

nich déla vhodné cile pro laboratorni méteni (Dalle-Donne et al, 2005). Druhy dulezity
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marker predstavuje 8-hydroxy-2-deoxyguanosin (8OHdG), jelikoz se jedna o marker, ktery se
vyuziva pro detekci oxidacniho poSkozeni DNA (Valavanidis et al, 2009).
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Kapitola 2 — Uvod do nanotechnologie

V posledni dob&é dochazi k velkému rozvoji v odvétvi nanotechnologie. Jedna se o
vyzkum materiald, které diky svym velmi malym rozmérim vykazuji specifické fyzikalné
chemické vlastnosti. Materidl spadajici do tzv. nanosvéta, musi mit alespoinl jeden rozmér pod
100 nm. Nanomaterialy se podle rozméru déli do tiech kategorii (viz obrazek ¢. 3). Do prvni
kategorie spadaji materialy, které maji pouze jeden rozmér pod 100 nm. Patii sem napiiklad
velmi tenké povrchové vrstvy nebo filmy. Druha kategorie obsahuje materialy, které jsou
nanometrické ve dvou rozmérech (nanodraty a nanotrubi¢ky). Mezi nanomaterialy omezené

ve vSech tiech rozmérech (dimenzich) patii nanoc¢astice a kvantové te¢ky (Liu et Tang, 2010).

LLeLelee

1D struktura

¢ 6
L
GG""\..,_‘

Manotastice (NPs)

3D struktura

Obrézek ¢. 3: Schéma rozdilnych (1D, 2D, 3D) sestav nanomaterialt.. Pfevzato z Liu et Tang,

2010.

Fyzikalni chovani latek v nanometrovém meéfitku popisuje kvantova mechanika, jejiz
zédkony jsou formulovany predevSim ve Schrodingerové rovnici. Tato rovnice je pro
kvantovou fyziku (nanofyziku) stejné dtlezita jako Newtonova pohybovéa rovnice pro béznou
mechaniku(Di Sia, 2013). Podrobny popis kvantové fyziky neni pfedmétem této prace, avsak

vSechny anomalni vlastnosti nanomateriali jsou na ni zaloZené.
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2.1. Vlastnosti nanomaterialu

ZmenSovanim rozméru materiald na atomarni uroven dochazi ke zménam

povrchovych vlastnosti materialu a vlastnosti spojenych s kone¢nym rozmérem ¢astic.

2.1.1. Povrchové vlastnosti:

Povrchové anomalie nanocastic jsou zplsobeny zmenSenim materidlu pod kritickou
mez, kdy doch&zi k rozpadu krystalové symetrie. ZvySuje se pocet atoml na povrchu na tkor
objemu nanocéastice a dochazi ke zvySeni reaktivity mezi povrchovymi atomy. U
magnetickych material se zvySuje povrchova anizotropie a neuspofadanost povrchovych
magnetickych momentt.Povrch nanocéstice tak mtize vykazovat odliSnou magnetickou

aktivitu nez jeji jadro (Xu et al, 2007).

2.1.2. Jevy spojené s koneénym rozmérem nanocastic

Specifické vlastnosti, které nanocastice vykazuji ve spojeni sjejich koneénym
rozmérem, vznikaji v disledku kvantového omezeni pohybu elektronti. Projevem téchto
anomdlii muze byt nenulova energie zékladniho stavu Céstice a kvantovani dovolenych
energetickych hladin v nizkodimenzionalnich strukturach (Havrdova, 2012). Mezi jevy

spojené s kone¢nym rozmérem fadime jednodoménovost ¢astic a superparamagnetismus.

Jednodoménovost nanocastic

Makroskopicky magneticky material je rozdélen do Weissovych domén o velikosti 0,1
UM (pro krystalu magnetitu), ve kterych se nachazi rizné orientované magnetické momenty
(Bastow et Trinchi, 2009). Jednotlivé domény jsou ohrani¢ené doménovymi sténami, jejichz
vlastnosti zavisi na energetickych, krystalografickych a geometrickych parametrech.
ZmenSovanim velikosti materidlu prestdva byt doménové struktura energeticky vyhodna a
dochéazi k postupnému ubyvani domén, az ¢astice za¢ne vykazovat jednodoménovy charakter.
Pii takto malém rozméru materialu, resp. nanomaterialu spolu interaguji jednotlive
magnetické momenty atomid. V jednodoménové nanocastici ziskaji vSechny atomové
magnetické momenty stejny smér (uréeny magnetickou anizotropii) a navenek vykazuji

obrovsky magneticky moment, tzv. superspin (Tucek, 2008).

Superparamagnetismus

Jednodoménosvost je propojena se superparamagnetismem, ktery nastava pii

zmenSovani jednodoménové nanocastice (Thanh, 2012). Tento jev je tedy spojeny
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S kone¢nym rozmérem nanocastic a dochazi pifi ném k ovlivnéni celkového magnetického
stavu nanocastice teplotni energii. Nanoc¢astice vykazuje superparamagnetické chovani, pokud
se anizotropni energie stane srovnatelnou s energii teplotnich fluktuaci. Diky teplotni energii
dojde ke spontannimu pieklopeni magnetického momentu z piivodniho snadného sméru, ve
kterém byla magnetizace udrzovana anizotropni energii, do sméru druhého i bez pfitomnosti
vné&jsiho magnetického pole (Bhagwat et al, 2005). Doba, po kterou magneticky moment
setrvava ve snadném smeéru, nez zaujme novy smer magnetizace, se nazyva relaxacni cas.
Superparamagnetismus je tedy zptisoben soutéZzenim anizotropni energie s energii teplotnich
fluktuaci (Suominen et al, 2007).

Superparamagnetické nanoCastice maji silnou magnetickou odezvu i v nizkém
magnetickém poli, ¢ehoz se vyuziva pfi vyvoji novych kontrastnich latek pro MRI (Wang et
al, 2013).

2.2. Struktura nanocastic

Znacné rozdily ve fyzikalné — chemickych vlastnostech nanocastic v porovnani
s jejich makroskopickou fazi jiz byly rozeznany v mnoha odvétvich védy a techniky. Dochazi
k vyuzivani mnoha riznych materiald, u kterych doslo ke zlepSeni vlastnosti pfi zmenSeni
jejich rozmérh. Jedna se o polovodicoveé, magnetické, kovové nebo polymerni nanosystémy, u
kterych byl zjistén potencialné nad&jny ucinek v biomedicinskych oborech (Karlsson et al,
2009).

2.2.1. Modifikace nanodastic

Struktura nanomateriald pro bioaplikace se ve vétsing piipadt nesklada pouze z jadra
nanocastice, ale obsahuji také tzv. slupku neboli povrchovou vrstvu z jiného materiali. Takto
upravené nanocastice maji oproti neupravenym jednoduchym ¢asticim vyrazné vyhody, které
casto vedou ke zlepSeni jejich vlastnosti a vyuziti. Mezi takové vyhody patii pfedevsim niZsi
toxicita a lep$i bio- a cytokompatibilitu (Law et al, 2008) a dale také zvySena rozpustnost,
konjugace s dal§imi bioaktivnimi molekulami a termalni a chemicka stabilita (Chatterjee et al,
2014).

Mezi dalsi latky, které se pouzivaji pro modifikaci povrchu nanocastic, patii rtizné
organické polymery. Jedna se napiiklad o protilatky, ligandy, fluorescencni znacky, 1é¢ivé
latky, radionuklidy a dalsi (viz obrazek ¢. 4). Takto upravené nanocastice se nasledné

vyuzivaji pro specifické interakce (Liu et al, 2010).
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Obrézek ¢. 4: Schéma multifunkéni nanocastice pro molekularni zobrazeni, cilené dodavani

1é¢iv a dalsi terapie. Pievzato z Chatterjee et al, 2014.
2.3. Interakce nanocéastic s bunikami

Prvni interakci nanocastice sbunéénym systémem provazi velky pocet jevli a
interakci, které oba systémy ovlivituji. Po adsorpci nanocastic na membranu buiky totiz
dochézi k prvnimu kontaktu mezi odliSnymi vlastnostmi nano a bio slozky. Za soucast
biologické slozky je tfeba také pocitat ristové médium, které obsahuje proteiny, glukézu a
dalsi biomolekuly, které se mohou véazat na povrch nanocéstice a ovliviiovat jejich interakci
s bunénou membranou (Cedervall et al, 2007). Co se tyCe nanocastic, povrchovy naboj,
struktura povrchu, tvar a pfitomnost obalové vrstvy ligandll patfi mezi klicové vlastnosti,

které ovliviuji internalizaci ¢astic do bunky (Verma et al, 2008).

Zpusobu, jakymi dokaze nanocastice prekonat lipidovou dvojvrstvu, je zndmo hned
nekolik. Zatimco véEt§i nanocastice podléhaji endocytdze, Cili obaleni ¢astice do membranové
vezikuly, ktera nasledné putuje do cytosolu (Conner et Schmid, 2003), mensi ¢astice, jako
napiiklad 3 — 4 nm velké nanocastice zlata, dokazi proniknout do bunék pitimo diftizi nebo
pinocytozou, jak se prokazalo diky méfeni mikroskopie atomarnich sil (Shukla et al, 2005).
Podobny endocyticky osud potvrdily studie také u nanocastic oxidla zeleza (Wilhelm et al,

2008). Pti priniku mensich nanocastic je vSak stézejni, aby po jejich pruchodu zistala
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membrana buniky neporusena, nebot’ by disledky mohly vést az ke smrti bunky (Leroueil et
al, 2008).

Jelikoz nejvyssi miru toxického Gc¢inku dokazi nanocastice vyvolat pouze v interakci
S vnitrobunéénym prostiedim, piedstavuje jejich internalizace neboli tzv. uptake do bunky tak

klicovy krok pti potencidlni cytotoxicit¢ nanocastic.
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Kapitola 3: Nano¢astice jako zdroj oxidaé¢niho stresu

Syntéza novych nanomateridlti a jejich aplikace stale roste a fada teoretickych i
experimentalnich studii se zaméfuje na jejich toxicitu. Nanocastice maji rozmanité vlastnosti
a parametry, kterymi mohou toxicitu vyvolat. Patii mezi né¢ velikost, tvar, struktura a
vlastnosti povrchu (povrchova reaktivita, hydrofilni/hydrofébni vlastnosti), naboj, chemickeé
slozeni, homogenita a stabilita nanomaterialu (Oberdorster et al, 2005). Toxicita nanocastic se
muze projevit riznymi zplUsoby a vyvolat Sirokou Skdlu bunécnych odpovédi, jako jsou
zmény v morfologii, sniZeni/zvySeni proliferace, pokles Zivotnosti, oxidacni stres,

genotoxicita (Rouch et al, 1995).

Diky velmi malé velikosti dokazi nanocastice vstoupit do biologickych systému, kde
interaguji s vnitrobuné¢nymi strukturami a makromolekulami. Velikost ¢astic se povazuje za
jeden z hlavnich faktort, ktery pfispiva k nanotoxicité. Diky své velikosti maji nanocastice
mnohem vyssi reaktivni potencial nez velké castice a dokazi indukovat vznik vétsiho
mnozstvi volnych radikalt (Nel et al, 2006). Nadmérna produkce reaktivnich kyslikovych
radikalid (ROS) zpiisobuje oxidac¢ni stres a zodpovida tak za velmi velké procento cytotoxicity
(viz kap. 1.2.3 Oxidacni poskozeni zplisobené ROS). Jelikoz se velkd c¢ast kyslikovych
radikalu generuje v dychacim fetézci v mitochondriich, kde v§ak v malém mnoZstvi pozitivné
ovliviiuji naptiklad proliferaci, expresi genl a regulaci redoxniho prostiedi (Dalle-Donne et
al, 2007), nanocastice jsou schopny narusit tuto funkci mitochondrii a vytvofit oxidacni stres,
ktery nasledné vede k apoptoze (Murphy, 2009). Nanocastice o velikosti 2 — 10 nm mohou
vstupovat i do buné¢ného jadra (Huo et al, 2014,Boyoglu et al, 2013), kde mohou zptisobit
mutaci DNA (Frohlich et al, 2010). Velikost castice tedy muize vyrazné ovlivnit jeji

potencialni toxicitu.

Dalsi dulezity faktor, ktery ma vliv na potencialni toxicitu ¢astice, je jeji povrchovy
naboj. V riznych studiich bylo popsano, Ze kladné nanomaterialy pisobi vyssi toxicitu nez
nanomaterialy negativni. (Goodman et al, 2004, Mahmoudi et al, 2011). Jednim z divodu
muze byt tzv. electron sponge efekt, ktery nastava pouze u kladnych nanocastic. Tento d¢j
probiha diky vysoké afinit¢ kladné nabitych ¢astic k lipidim na povrchu membrany, které
jsou nasledné endocytovany do vezikul. KdyZz se cCastice nasledn¢ dostanou do kyselého

prostiedi lyzozomu, dokézi nenasycené amino skupiny vychytat protony, které jsou dodévany
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ATPéazou (protonovou pumpou). Tento proces vede ve vysledku K roztrzeni lyzozomu a

vypusténi nanocastic do cytoplazmy (viz obrdzek ¢. 5) (Leroueil et al, 2008).

& . .@‘: Kladné
o "y ATPaza %, nanotastice

o H m Chioridowy '3:, Enzym
kanal

Nasledné interakce s
mitochondrii, jadrem
a dalSimi organelami

Lyzozom

Obrazek ¢. 5:Tzv. electron sponge effect — ¢astice unikne z endosomu a interaguje s dal§imi

organelami, v¢etn¢ jadra, do kterého miize prostoupit. Pfevzato z Nel et al, 2009.

Obecné 7z literatury vyplyva, Ze nejvétsi biokompatibilitu vykazuji uhlikové
nanomateridly (uhlikové tecky, grafen a grafenové tecky), u nanocastic zlata a oxidu
pfechodnych kovi dochdzi k rozporuplnym vysledkiim pfi testovani jejich cytotoxicity. A
V posledni fad¢ stiibrné nanocéstice a kvantové tecky plsobi ve vysokém procentu piipadii
toxicky, jelikoz vykazuji vyborné antibakterialni ucinky (stéibro) a jsou slozeny z jader

z tézkych kovi (kvantové tecky).

3.1. Priklady nanocastic pouzivanych v priumyslovych a

biomedicinskych oblastech

S postupné vyraznéjSim vyvojem oboru nanotechnologie jde ruku v ruce také Castéjsi
tvorba novych nanocastic. Nanoc¢astice mohou byt tvofeny riznymi materialy, které nasledné
ovliviiuji jejich zakladni vlastnosti a potencidlni G¢inek. V souéasnosti se nanomaterialy
pouzivaji v riznych oblastech, které zahrnuji pokrocilé materidly, elektroniku (Xiao et al,
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2003), magnetismus, optiku (Gao et al, 2002), biomedicinu (Bergey et al, 2002), kosmetiku
(Shaal et al, 2010), environmentalni detekci (Zhu et al, 2004) a monitoring (Zhang et al,
2006). Ve vétsingé pripadi zde vSak nedochazi k vystaveni jejich ucinktim, avSak s
potencialem, ktery v sob¢ ukryva nanotechnologie a jeji vyuziti, se da predpokladat, ze v
budoucnu dojde k vyraznému nartstu v pravdépodobnosti vystaveni pisobeni nanomaterialt

(Oberdorster et al, 2005).

Tato kapitola je zaméfena na toxicitu nejCastéji aplikovanych piikladii nanocastic,
jejich potencionalnimu vyuziti a toxickym wGéinkiim, které mohou vyvolat pii interakci

S Zivym organismem.

3.1.1. Nanocastice stiibra (Ag NPs)

Nanocastice stiibra (AgNPs) patii mezi jedny z nejvice rozSifenych nanocastic
v biomedicinskych aplikacich, kde se vyuziva jejich antibakteridlnich a antimykotickych
vlastnosti (Groll et al, 1996). AgNPs se fadi mezi nejvice komercializovany nanomaterial
(Ahamed et al, 2008) a diky optickym vlastnostem se vyuziva i ve fotonickych a senzorickych
aplikacich (McFarland et al, 2003). Ackoliv maji AgNPs antibakterialni a antimykotické
ucinky, intracelularné ptisobi toxicky (ROS, genotixicita (Arora et al, 2008)). Cytotoxicitu
AgNPs je mozné minimalizovat snizenimkoncentrace pouzitého vzorku, jelikoz AgNPs
vykazuji antimikrobialni uc¢inky jiz pii velice nizkych davkach (1 pg AgNPs ve 100 pl
bakterialni suspenze dokaze zcela inhibovat bakterialni rast)(Pal et al, 2007). Nanocastice
stiibra prostupuji ptes bakteridlni membranu a ovlivni jeji fyziologické procesy. Bakteriocidni
ucinky byly potvrzeny pfi interakci AgNPs s bakteriemiFusarium Oxysporum (Durén et al,
2007) a Escherichia Coli (Tripathi et al, 2009) a antimykotické wéinky vuéi plisnim
Trichophyton mentagrophytes a Candida albicans (Kim et al, 2009). AgNPs dokazi rozrusit
membréanu plisné a inhibovat tak proces puceni (Kim et al, 2009). U¢innost nano&astic byla
porovnana s fungicidnim amfotericinem B a vysledky byly srovnatelné (Hartsel et Bolard,
1996).

Zminéné vlastnosti jen minimalné ukazuji potencidl vyuziti stiibrnych nanocastic
VvV oblastech bio medicinského vyzkumu. Pfi interakci sbuné€nym materidlem vSak

nanocastice stfibra mohou vykazovat toxické ucinky, které nasledné vedou k bunécné smrti.

Mezi nejpravdépodobnéjsi mechanismy toxicity Ag NPS patii tvorba ROS a s nimi

spojeny oxidacéni stres (Arora et al, 2008), ktery muze byt vyvolan i nasledkem vycerpani
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glutathionu. Dalsi pfi¢inou toxicity (zptisobenou AgNPs) je zména aktivity antioxidacnich
enzymu a peroxidace lipidd, coz vede k oxidativnimu poskozeni bunky (Ahamed et Siddiqui,
2007). Nanocastice stfibra také zptsobuji poruchy mitochondrialniho dychaciho fetézce.
Dochazi tam k nahromadéni kyslikovych radikali a pteruseni tvorby ATP, coz muze vést
k poskozeni DNA (Asharani et al, 2008). Pti testovani nizkych davek zpusobily ¢astice stiibra
expresi gentl spojenych s bunéénym cyklem a apoptdzou v lidskych jaternich bunkach (c <0,5
pug/ml) (Kawata et al, 2009) a také vyvolaly toxické t¢inky v lidskych mezenchymalnich
kmenovych bunkach (¢ = 3 pg/ml) (Greulich et al, 2009). Tyto dvé studie tedy potvrdily, Ze

nanocastice stfibra mohou byt velmi nebezpecné i ve velmi nizkych koncentracich.

Stejné jako u ostatnich nanocastic, i u AgNPs byly provedeny testy in vitro, které
testovaly toxicitu ¢astic v zavislosti na jejich velikosti. Ve studii autofi pouzili bunéénou linii
THP-1 a AgNPs o velikosti 20 nm a 40 nm. Z vysledku WST-1 testu vyplyva, Zemensi
nanocastice jsou o néco vice toxické - hodnota IC 50 nastala pfi koncentraci 110 pg/ml,
avsak IC 50 u 40 nm AgNPs byla 140 pg/ml. Po 48 hodinéach zivotnost bunék klesla pod IC
50 jiz pti 18 pg/ml (AgNPs 20 nm) a 30 pg/ml (AgNPs 40 nm), avSak 20 nm nanocastice
vykazovaly vyraznéjsi toxické ucinky (Haase et al, 2011). V dalsi studii zaméfené na
potencidlni vliv velikosti ¢astic na jejich toxicitu autofi pouZili bunéénou linii BEAS-2B, na
které testovali AgNPs o velikostech 10, 40 a 75 nm, potazeny PVP a citritem. Zivotnost
bun¢k byla méfena za pomoci Alamar blue (AB) a LDH testii. Ve vysledku dosli autofi ke
zjisténi, Ze Zivotnost bunék ovliviiuji a toxickym ucinkem ptisobi pouze AgNPs o velikosti 10
nm, které navic nevykazovaly zadné rozdily s ohledem na typ potazeni (Gliga et al, 2014). U
AgNPs tak byla také potvrzena zavislost velikosti nanocastic na jejich potencidlni

cytotoxicite.

JelikoZ se ve vodnim prostiedi z nanocastic stfibra (Ag NP) uvoliuji Ag+ ionty (Kim
et al, 2009), snazi se védci rozpoznat toxicitu zpiisobenou rozpusténym iontem (Johnston et
al, 2010) a toxické efekty nanocastice. Studie zaméfené na tohle téma se ve svych vysledcich
ponékud rozchazi. Autofi (Kawata et al, 2009, Chae et al, 2009) tvrdi, Ze se obé tyto latky
spolecné podileji na celkové toxicité nanocastic, na druhé stran¢ vSak ptichézi studie (Kim et
al, 2009, Asharani et al, 2008) s tvrzenim, ze Ag NPs zpusobuji toxicitu nezavisle na
pusobeni volnych Ag+ iontl. Nékteti védci zase uvadi piedpoklad, ze Ag NPs zde mohou
fungovat jako tzv. ,,Trojsky kan“, ktery dokéze obchézet typické bariéry builky a nasledné
uvoliiuje Ag” iont, ktery ji poskodi (Park et al, 2010).
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Pomoci Ramanovy spektroskopie (SERS) bylo dokazano, Ze pti detekci analytu
v interakci s nanocasticemi stfibra dochazi k takovému zesileni Ramanova signalu, ktery
umoziiuje detekovat jednotlivé molekuly v analytu (Potara et al, 2012). Specifickym
optickévlastnosti stiibra pomahaji s vétsi presnosti detekovat imunoglobuliny, peptidy a dalsi
molekuly (Shrivas et Wu, 2008) a nanocastice stiibra v budoucnu pouzivat jako potencialni
biosenzory (McFarland et al, 2003).

Potencialni ohrozeni lidského zdravi v disledku pasobeni stiibrnych nanoc¢éastic musi
byt v budoucnu jesté dostate¢né prozkoumano, avsak jiz ted’ se mohou povazovat za dtlezitou

tfidu nanomaterialt s Sirokym primyslovym a medicinskym vyuzitim.

3.1.2. Nanocastice oxidu titanicitého (TiO, NPS)

Nanocastice oxidu titani¢itého (TiO, NPs) patii spolu s ¢asticemi oxidu zine¢natého a
médnatého mezi nejpouzivanéj$i nanocastice prechodnych kovi, které mohou mit Siroky
okruh uplatnéni. V soucasnosti se pouzivaji v oblastech magnetického chlazeni (Roy et al,
1993), mediciny (Wellman et al, 1998) a farmacie (Gélis et al, 2004) a také se staly soucasti

optickych a nahravacich zatizeni (Prinz et al, 2008).

U TiO, NPs maji fotokatalytické u¢inky (Yu et al, 2007), které zajiStuji stalost bilé
barvy a dezinfekéni vlastnosti (Pant et al, 2013). Pfidavaji se do bilého pigmentu barev a
papirQ, pouzivaji se v kosmetice, potravinach a v dalSich vyrobcich, které se kazdodenné
vyuzivaji (Kaida et al, 2003). Avsak vysoké davky mohou zptsobovat plicni zanéty (Warheit

et al, 2008) nebo vest k nadorovému onemocnéni (Heinrich et al, 1995).

Jak jiZ bylo zminéno, TiO2 NPs jsou Siroce pouzivané a proto se staly tématem fady
cytotoxicitnich studii. Védci potvrdili, ze TiO, NPs inkubované s bunéénou linii A549 zvysuji
hladinu ROS (Jugan et al, 2009) a nasledkem toho zptsobuji nepfimou genotoxicitu
(Bhattacharya et al, 2009). Za neptimou genotoxicitu se povazuje interakce s biomolekulami
mimo DNA, které nésledné zptisobuji genotoxické efekty. Jedna se pfedevsim o peroxidaci
lipidd a vznik proteinovych adukti (Kirsch-Volders et al, 2003). Pfi¢inou nadmérné tvorby
ROS je ptfedevsim interakce TiO, NPS s mitochondriemi, jejimZz nasledkem dochazi

k prudkému poklesu aktivity dehydrogenazy a ke zméné membranového potencialu (Ghosh et
al, 2013).

Z toxikologickych studii vyplyva, ze z pfechodnych kovi pouzitych v interakci
s lidskymi bunkami vykazuji TiO, NPs nejmensi zjisténou toxicitu (Lai et al, 2008, Jin et al,
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2008, Karlsson et al, 2008). Toxicita byla testovana i na neutrofilnich bunkach a ani pfi
maximalni pouzité koncentraci (100 pg/ml) TiO, NPs nezpusobily nekroticky efekt
(Goncalves et al, 2010).

Znacna toxicita TiO, NPs byla vSak prokdzéna na lidskych lymfatickych bunkéch, u
kterych doslo po 24 hodinach k chromozomalnim aberacim, po 48 hod k inhibici buné¢ného
cyklu. Nekteré bunky vSak podléhaly apoptodze jiz po 6 hod (Wang et al, 2007). Oxidaéni
stres a nasledné poSkozeni DNA vlivem TiO; NPs bylo zjisténo také na lidskych
epidermalnich burikach. Pouzita koncentrace TiO, NPs byla srovnatelna s davkou TiO, NPs
vyskytujicich se v kosmetickych piipravcich, ktera by mohla pfi mensim poranéni do kuze
proniknout. Proto opét vyvstava otdzka bezpecnosti pti aplikaci téchto ¢astic do spotiebniho

zbozi (Shukla et al, 2011).

Jelikoz se jednd o castice, které se vyskytuji v bézn€¢ pouzivanych materidlech,
potencialni toxické efekty TiO, NPs jsou stale pifedmétem mnoha studii, av§ak prozatim bez
jednotnych urcujicich vysledkd. Pravé velmi odlisné vysledky prokazuji, ze pochopeni
mechanismu toxicity TiO; NPs je velmi dulezitym krokem, ke kterému vsak bude jeste

potieba provést dalsi studie provadéné piedevsim in vivo.

3.1.3. Nanocastice zlata (Au NPs)

Jako dalsi materidl, ze kterého se wvytvaii nanocCastice s velmi specifickymi
vlastnostmi, se vyuZiva zlato. Nanocastice zlata (Au NPs) vykazuji podobné jako Ag NPs
mimofadné optické vlastnosti, které z nich ¢ini velice cenné materialy pouzivané pro cilené
dodavani 1é¢iv a gent (Han et al, 2007), 1é¢bu rakoviny a biologické zobrazovani (Murphy et
al, 2008). V zavislosti na tvaru a velikosti ¢astice dokazi Au NPs absorbovat nebo rozptylit
dopadajici svétlo na ur€itou vlnovou délku, ¢ili fenomén zvany lokalizovand povrchova
plazmonova rezonance (LSPR — Localized surface plazmon resonance) (Au et al, 2009). Au
NPs vykazuje také fototermalni schopnosti pfeménit blizké infracervené svétlo na teplo, coz

ma védecky potencial v protinadorové 1é¢bé (Hasan et al, 2009).

Jelikoz zlato spada do skupiny vzacnych kovl a tudiz nevykazuje skoro zadnou
chemickou reaktivitu, predpokladalo se, Ze by nemélo vyvolat ani bunéfnou toxicitu.
Nanorozmér vSak zméni chovani materialu a tim i jeho toxicitu (Panyala et al, 2009). Pii
velmi malych velikostech (1,4 nm) mohou Au NPs potencidlné navodit toxické ucinky

proniknutim do jadra a interagovat s DNA (viz obrazek ¢. 6) (Tsoli et al, 2005). Zlato z kovi
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vykazuje nejvetsi elektronegativitu, ktera zptsobuje ptitazlivé sily mezi nanocastici a zaporné

nabitou DNA (Tsoli et al, 2005).

Obrazek ¢. 6: Irreverzibilni vazba mezi AuNPs a DNA, ptevzato z Tsoli et al, 2005

Toxikologické studie zabyvajici se zlatymi nanocasticemi popisuji rozporuplné
zavery. Bylo dosazeno vysledkt, které potvrzuji netoxicke ucinky Au NPs in vitro (Connor et
al, 2005, Male et al, 2008) a také in vivo (Kattumuri et al, 2007), avSak v rozporu s témito

vysledky existuje také mnoho takovych, které toxicitu zlata potvrzuji.

Toxicita Au NPs byla potvrzena také na bunétné linii lidského cervikalniho
karcinomu (HeLa buiky), kde bylazjisténa koncentracné zavisla cytotoxicita. Po 24 hodinach
byla za pomoci MTT testu nalezena hodnota IC50 (koncentrace, pii které odumie 50 %
testovanych bunck), kterd odpovidala 41 pug/ml nanocastic. Nasledné studium morfologie
bunck pomoci zna€eni DAPI ukazalo v jadie zlomy chromozomil a fragmentaci chromatinu,
coz se povazuje za jasny dukaz cytotoxickych ucinkli Au NPS vii¢i rakovinnym HeLa
bunkam (Dhas et al, 2014). Potvrzeni vysledku pfinesla i dalsi studie na HeLa bunkach, ktera
pfinesla podobnou hodnotu IC50 (Pan et al, 2009).

In vivo studie PEG-Au NPs prokazala odliSnou distribuci Castic v testované mysi
v zavislostina velikosti ¢astice. Zatimco u ¢astic o velikosti 5 a 10 nm doslo k akumulaci
predevsim v jatrech mysi, ¢astice o velikosti 30 nm se nahromadily ve slezin¢ (Zhang et al,
2011). Dtlezitou roli velikosti ¢astice potvrdila také in vitro studie na n¢kolika bunéénych
liniich (HeLa, Sk-Mel-28, L929, J774Al). Ve studii se zabyvali cytotoxickym efektem
nanocastic zlata s rozdilnou velikosti. Autoti pouzili AuNPs o velikostech 0,8 nm, 1,2 nm, 1,4

nm, 1,8 nm a 15 nm. Po provedeni MTT testu bylo zjiSténo, Ze nejvyssi toxicitu zpisobily
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AuNPs o velikosti 1,4 nm (IC50 = 30 — 46 pM). Ostatni AuNPs ptsobily mnohem mensi
toxicitu, jelikoz zjisténé hodnoty pro AuNPs o velikosti 0,8 nm, 1,2 nm a 1,8 nm byly
mnohem vyssi (Postupné 250, 140 a 230 pM). AuNPs o velikosti 15 nm nevykazovaly zadny
toxicky ucinek ani pii koncentracich né€kolikrat vétsich nez ¢astice mensi (IC50 = 6300 uM)
(Pan et al, 2007). Velikost nanocastice tedy hraje kli¢ovou roli v biologické odpovédi
organismu vuéi nanocastici, coz se potvrdilo také v in vivo studii na slavce jedlé (Mytilus
edulis) (Tedesco et al, 2010).

Zuvedenych vysledkii studii vyplyvd, ze nanocastice zlata mohou zpusobit
cytotoxické efekty, at’ uz se jedna o in vivo nebo in vitro studie. Tyto ucinky se v§ak mohou
vyuzit pfedev§im v biomedicinskych oborech, protoze bylo dokazano, ze Au NPs toxicky
pusobi také na buniky rakovinné. Toxicita a také distribuce ¢astic v organismu se li§i podle
velikosti jednotlivych castic, avSak prozatim nebyla zjiSténa urCitd velikost, ktera by

zpusobovala jednotné vysledky.

3.1.4. Nanocastice oxida Zeleza (IONPs)

Oxid Zeleza obecné patii mezi ferromagneticky materidl, ktery reaguje na vnéjsi
magnetické pole vytvofenim magnetického momentu ve sméru silocar vnéjSiho pole (Mornet
et al, 2004). Diky velmi malé velikosti se vSak ¢astice mohou stat superparamagnetickymi
(viz kapitola 2.2.2. Jevy spojené s kone¢nym rozmérem Castic) a vykazovat silny signal i

v nizkém magnetickém poli.

Téchto vlastnosti se vyuziva v biomedicinskych aplikacich, kdy se Castice vyuZivaji
jako kontrastni latky pro magnetickou rezonanci, mediatory pii magnetické hypertermii

rakoviny a také jako magneticky posilené vektory pro cilené¢ dodavani 1€¢iv a genti (Soenen et
al, 2009).

Jelikoz se zelezo vyskytuje v lidském téle a hraje klicovou roli v né€kolika signdlnich
drahéch, povazovali ho védci za netoxické. Nasledné vSak doslo ke zjiSténi, IONPs mohou

zpusobit piili§ vysoké davky Zeleza uvniti bunék. Prebytek Zeleznatého iontu tak mize

Mrwe

Superparamagnetické nanocastice oxidi Zeleza (SPION) se podle jejich
hydrodynamického praméru déli na standard SPION (SSPIO), 50 — 150 nm; ultrasmall
SPION (USPI10), <50 nm (Elias et Tsourkas, 2009). Velikost ¢astic a povrchové modifikace
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ovlivituji internalizaci nanocastic do buné€k, intracelularni biodistribuci a potencialni

toxicituSPION (Duguet et al, 2006).

Vnéjsi vrstva IONPs se dostava do kontaktu s bunéénou membranou a ovliviiuje
internalizaci nanocastic (Bulte et Kraitchman, 2004). Aby byla zajisténda maximalni
biokompatibilita, povrch nanocastic se modifikuje piirodnimi nebo syntetickymi
biodegradabilnimi polymery. Pfirodni polymery obsahuji polysacharidy: napt. dextran,
alginat, chitosan a proteiny jako je kolagen, albumin a Zelatina. Mezi syntetické polymery se
fadi polyester: napt. poly(lactic acid) (PLA), polyetery: napt. polyethylene glycol (PEG),
polyanhydridy: napft poly(sebacic acid) a dal$i (Thanh et al, 2012).

Rada studii se zaméfuje na porovnani cytotoxicity SPION s riiznymi typy
povrchovych uprav vii¢i SPION bez funkcionaliza¢ni vrstvy. Bylo potvrzeno, Ze nanocastice
magnetitu (Fe3O4) S dextranem na povrchu snizuji bunécnou proliferaci a nasledné evokuji
bunéénou smrt (pii davce 50 pg/ml), stejné jako nefunkcionalizované nanocastice, avSak
buiiky vystavené holym nanocasticim vykazovaly mnohem vyraznéj$i poruSeni membrany
(Berry et al, 2004). Nejvic biokompatibilni vlastnosti mély nanocastice magnetitu potazené
albuminem, které pii stejna koncentraci nezpusobily bunéénou smrt (Berry et al, 2003).
Vysledky téchto studii opét potvrzuji dilezitou roli povrchovych tprav nanocastic oxidi
Zeleza pii jejich toxickém ucinku. Ackoliv se za kliCovy mechanismus odpovédny za
cytotoxicitu bunky povazuje oxidativni stres, citratem potazené SPION (9 nm) vykazovaly
zvySeny oxidativni stres v krysich makrofazich, aniz by vyrazné poklesla jejich Zivotnost
(Stroh et al, 2004, Petters et al, 2015). Nartst oxidativniho stresu byl vSak pouze doc¢asny,
nebot’ béhem 24 hodin doslo k poklesu ROS na normalni hladinu. Autofi se domnivaji, Ze
tento nartist zplsobily ionty Zeleza uvolnéné z nanocastic béhem brzké faze inkubace. Pro
testovani  genotoxickych ucéinki SPION potaZzenych meso-2,3-dimerkaptojantarovou
kyselinou (DMSA) byly pouzity lidské fibroblasty (MSTO-211H).) Pfi davkach 10 — 1000
ug/ml autofi nepozorovali vznik genotoxickych U¢inkt, avSak byl zaznamenan lehky avSak
vyznamny pokles Zivotnosti bunék. Ve studii prezentovali autofi také zajimavé zjisténi,
jelikoz SPION pfi koncentraci 100 pg/ml nevykazaly snizenou Zivotnost, ale vykéazaly mirny,
avSak opét statisticky vyznamny, nartst v metabolické aktivité mitochondrii (Auffan et al,

2006).

Jina studie se zabyvala porovnanim toxicity nanocastic s rozdilnymi povrchovymi

vlastnostmi. Riizné bunééné linie (mozkové - BE-2-C, srde¢ni - HCM a ledvinove - HEK293)
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byly znaceny stejné velkymi SPION — COOH, SPION — NH; a nemodifikovanymi SPION.
Funk¢éni skupina — COOH zajist'ovala negativni naboj na povrchu, ¢astice SPION a SPION —
NH, mély naboj pozitivni. Bylo potvrzeno, ze povrchovy naboj nanocastic ovliviiuje interakci
S negativné nabitou bunéfnou membranou. Vysledky ukazaly, Ze nejvyssi hodnoty
cytotoxicity ve vSech bunéénych liniich vykazuji pozitivné nabité ¢astice SPION — NH2,
jelikoz diky svému néboji dokazi uniknout z lysozomu a dostat se do cytosolu buiky (viz

obrazek ¢. 5:tzv. electron sponge efekt) (Mahmoudi et al, 2011).

SPION jiz dnes piedstavuji kli¢ovou slozku pouzivanou v biomedicinskych oborech,
avsak vzhledem k velkému mnozstvi riznych nanocastic, které¢ je mozné syntetizovat, se pii
jejich pouziti stdle nachdzi mnoho nejasnosti. Nicméné, SPION potazené dextranem patii

mezi schvalené kontrastni latky pro pouziti v mediciné (Meng et al, 2009).

3.1.5. Kvantové tecky (QDs)

Fluorescen¢ni polovodicové krystaly neboli kvantové tecky se zacinaji stale vice
vyuzivat v biologickych aplikacich, ptedev§im v odvétvi fluorescenéni mikroskopie.
Univerzalnost a rozvoj fluorescencnich senzorti a znaceni proteint v zivych bunkach ptinesl
jasnéjsi pochopeni dynamiky cytoskeletu, transdukce signdlu a mezibunéénych interakci
(Binz et al, 2004). Nicméné charakteristické fotofyzikalni vlastnosti téchto fluoroforu, které
zahrnuji Siroké absorpéni/emisni profily a nizké prahové hodnoty vybéleni (Miyawaki et al,
2003), maji omezenou ucinnost v dlouhodobém zobrazovani a pii soucasné detekci vice nez
jednoho signalu (Schrock et al, 1996). Avsak vyuzitim fluorofort z kvantovych te¢ek (QDs
fluorofory) se predpoklada, Ze by specifické vlastnosti kvantovych tecek mohly tyto problémy
ptekonat (Chan et Nie, 1998).

Nové generace kvantovych te¢ek tak mohou mit dalekosahly potencial pro studium
intracelularnich procesti na urovni jedné molekuly, bunétné zobrazovani s vysokym

rozliSenim, zamétovani nadort a diagnostiky.

Vlastnosti QDs

Kvantové tecky pouzivané v biologickych aplikacich, se vyskytuji vyhradné ve formé
koloidnich nanokrystali. Jejich tvar a velikost 1ze ovlivnit délkou chemické reakce, teplotou a
pouzitim riznych ligandi (Alivisatos, 1996). Mezi jedine¢né vlastnosti QDs patii pfedevSim
vysoky kvantovy vytézek, vysoky extinkéni molarni koeficient &€ (10 — 100 x vy$s§i nez u

organickych barviv) (Leatherdale et al, 2002), velka hodnota efektivniho Stokesova posunu,
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vysoka odolnost proti vybéleni a mimoiadnad odolnost proti svételné a chemické degradaci
(Murphy, 2002, Alivisatos, 2004). Ve srovnani s molekularnimi barvivy se u QDs vyjima
schopnost tpravy velikosti fluorescen¢niho emisniho spektra v zavislosti na velikosti jadra
kvantové tecky a Siroké excitacni spektrum, které umoziiuje excitaci smési kvantovych tecek

pomoci jedné vinové délky (>100 nm) odebrané z jejich spektra emisniho.

Dale se kvantové teCky vyznacuji dlouhodobou fluorescenéni zivotnosti, ktera
umoznuje na rozdil od kratké Zivotnosti vétSiny fluoroford pouziti Casové fizenych detekci
(viz obrazek ¢. 7) (Dahan et al, 2001). Pfi této detekci dochazi k oddéleni signalu kvantovych
teek od signdlu, ktery vznika jako pozadi pii autofluorescenci vyskytujici se v buiikach,
jelikoz autoflurescencni zivotnost obvykle nepfesahuje 5 ns, zatimco fluorescen¢ni zivotnost

QDs muze dosahovat az hodnoty 150 ns (Bouccara et al, 2014).

Obrazek ¢. 7: Casové rozlideny konfokdlni obraz buiiky; a) obraz ziskany ze vsech
detekovatelnych fotonti; b) obraz ziskany pouze z fotond detekovatelnych po 35 — 65 ns od
laserového pulzu (background-free detekce Qds) pievzato z (Dahan et al, 2001).

Stejné jako u ostatnich fluorofori mize u QDs vlivem povrchovych nerovnosti
dochazet na povrchu castic k oxidaci, kterd snizuje vysledny kvantovy vytézek. Aby se
zamezilo povrchové reaktivité, povrch QDs se pasivuje dal§imi atomovymi vrstvami
materidlu s vy$8i energii zakdzaného pasu na vrchni strané jadra. Tyto obaly zvySuji

fotostabilitu tecek a zajist'uji vyssi kvantovy vytézek (az na 90%)(Sukhanova et al, 2004).

Specificky modifikované QDs

Pokud se QDs nepouzivaji jako nespecifické fluorescencni barvivo, vyzaduji pro
cileny transport urcity druh biologické molekuly. Dochézi tak k vytvotreni hybridd, které se

skladaji z anorganické nanostruktury (QDs) a biomolekuly (protilatky, protein, DNA atd.).
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Tyto specificky aktivni nanomateridly vykazuji vlastnosti obou konjugovanych materiali, ¢ili
maji spektroskopicky charakter nanokrystalu a biologickou funkci povrchové pfipojenych
biomolekul. Vzhledem ke konecné velikosti (srovnatelné nebo mirné vétSi nez vétSina
proteinil) muze byt jedna tecka konjugovana k né€kolika proteinim najednou. Nasledné se tak
chova jako nanoskelet, ktery spojuje nékolik proteinii nebo jinych biomolekul k sobé a vytvari

tak multifunkéni nano — bio hybrid (viz obrazek ¢. 8) (Pinaud et al, 2004).

e CdSe/ZnS Manokrystal 4 Povrchové aktivni W~ Peptid
litka

’ﬁ\?’- ﬁ anpustenl
Cilové buiky - Analytika

Obrézek ¢. 8: Multifunk¢ni nano — bio hybrid kvantové tecky a peptidi, pievzato z Pinaud et
al, 2004.

Jako velmi vyhodné biomolekuly se ukazaly ptfirodni peptidy. S jednoduchou
vymeénou peptidu se spravnou sekvenci mize totiz hybrid jednoduse ziskat vSechny potiebné
funkce. Peptidy navic pii konjugaci zachovavaji originalni konstrukci a fluorescencni
vlastnosti tecek, poskytuji biologicky cil a umoziuji za¢lenéni vice funkci. Vysledné hybridy
tak maji vyborné koloidni a fluorescenéni vlastnosti, biokompatibilitu a navic mliZe byt tento

peptidovy komplex snadno pfizptisoben pro dodateéné funkce (Whaley et al, 2000).
Vyuziti QDs

Kvantové tecky byly testovany ve vétsin¢ biotechnologickych aplikaci, které vyuZzivaji
fluorescenci, jako napiiklad technologie DNA C¢ipii, imunologické znaeni membranovych
proteinti (Sukhanova et al, 2004), mikrotubult (Wu et al, 2003) a fluorescen¢ni znaceni

hybridizace chromozomu (Xiao et Barker, 2004).

Pro imunofluorescenci se u kvantovych te€ek vyuziva vlastnosti tecek, které i ve velmi
malém poctu dokazi produkovat signdl. Nékolik studii uvadi fenomén malych skupin
kvantovych tecek, které maji schopnost tzv. blikani a tim poskytuji dostatecny signél (Xiao et
Barker, 2004, Gao, 2013). Proto lze kvantové tecky pozorovat i v takovych podminkéach, kdy

jedna kvantova tecka odpovidé jedné cilové molekule. Navic se QDs vyskytuji v podstaté
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V neomezeném mnozstvi dobfe oddélenych barevnych kombinacich, které mohou byt vSechny
excitovany za pomoci jediné vlnové délky. Tato vlastnost mize byt vyuzita v konfokalni
mikroskopii pfi kolokalizaci vice barevnych jednotlivych kvantovych tecek pii rozliSovaci

schopnosti v fadu nanometra (Lacoste et al, 2000).

Kvantové tecky se mohou vyuzit i pii sledovani rakovinnych bunék in vivo béhem
metastaze (Hoshino et al, 2004). Doslo k vyvinuti multifunk¢éni sondy, ktera se skladala
z konjugatu tecky a protilatky proti nadoru (Gao et al, 2004). V jiné studii se autofi pokusili 0
odli$ny pfistup, kdyz nddorové bunky oznacili pomoci QDs a ty nésledné pozorovali pfi
postizeni plicni tkan¢ (Voura et al, 2004). V obou studiich doSlo pomoci fluorescenéni

spektroskopie k in vivo vizualizaci tkani, ve kterych se hromadily kvantové tecky.

Cytotoxicita kvantovych tecek

QDs jsou syntetizované z tézkych kovu (selenid a telurid kademnaty (CdSe, CdTe)) a
jejich toxicita se sniZzuje obalenim jadra sulfidem zinecnatym (ZnS). Toxicita je tedy
zapii¢inéna predev§im uvolndnim Cd* iontt z povrchu kadmiového jadra (Derfus et al, 2004,
Kirchner et al, 2005). Cytotoxicita je opét zpusobena jednak oxida¢nim stresem vyvolanym

samotnymi QDs, které narusi vnitrobun&&nou rovnovahu, tak i Cd®* ionty.

Vznik ROS a nasledné posSkozeni DNA vlivem QDs bylo popsano ve studii (Green et
Howman, 2005), ve které¢ se védci zaméfili na povrchovou oxidaci QDs po UV ozafeni.
Stejné€ jako Zivotnost i oxidacni stres se mize imérné meénit s koncentraci pridaného vzorku
(tzv. dose-response efekt) (Lin et al, 2006). Zivotnost s koncentraci vzorku b&zné klesa, aviak
hladina ROS s koncentraci roste (Yan et al, 2011). Tento efekt byl prokézan i u nadorovych
bunék (MCF-7) znacenych QDs (Lovri¢ et al, 2005). Ztéto cytotoxicitni studie nadale
zamgéfili jednak na oxidacni stres vyvolany QDs, ale také na toxicitu zptisobenou uvolnénymi
cd* ionty. Pii testech byly bunky inkubované nejen se samotnymi QDs, ale také s QDs
v kombinaci s N-acetylcysteinem, ktery slouzi jako tzv. pohlcova¢ ROS. Pravé v tomto
piipad€ byla detekovéana nizsi toxicita nez u bunék znacenych pouze kvantovymi teCkami
(Lovri¢ et al, 2005). Pii testovani zavislosti toxicity Cd QDs na tniku volnych iontl cd®
autofi potvrdili hypotézu spolutacinku uvolnénych iontl a oxida¢niho stresu. V téchto studiich
se buiiky (lidské embryondlni ledvinové buniky, HEK293) naockovaly rtiznymi koncentracemi
CdTe QDs a CdCl; a nasledn¢ se méfila jejich toxicita. Cd Qds vykazovaly vyssi toxicitu nez

CdCl,, i v piipads, Ze koncentrace vhitrobun&énych Cd?* iontil byly u obou vzorkid identické.
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Tento vysledek tak potvrzuje, ze za cytotoxicky ucinek kvantovych tecek nezodpovidaji
pouze uvolnéné ionty tézkych kovt, ale také narast hladiny reaktivnich kyslikovych radikald,
které mohou poskozovat bunééné proteiny, lipidy a DNA (Chen et al, 2012, Su et al, 2010,
Green et Howman, 2005).

Jak jiz bylo zminéno (v kapitole 2.4. Interakce nanocastic s buinikami), toxicita je
spojend s mnoha vlastnostmi nanomaterialti (velikost, tvar, reaktivita povrchu, aj.). Stejné
jako jiné nanomateridly, tak i QDs vykazuji rozdilnou toxicitou v zavislosti na jejich velikosti
(Lovri¢ et al, 2005). Z literatury vyplyva, ze mensi QDs (2,2 £ 0,1 nm) zpusobuji vyssi
toxicitu nez vétsi QDs (5,2 + 0,1 nm) (Seleverstov et al, 2006). U bunék zna¢enych mensimi
QDs doslo ke kondenzaci chromozomt a tzv. membranovému blebbingu, pii kterém vznikaji
nepravidelné zahyby plazmatické membrany (tzv. bleby) a rozvolnéni cytoskeletu. Navic QDs
s tak malymi rozméry prostupuji do bunééného jadra a dalSich vnitrobunéénych organel
(Lovri¢ et al, 2005). Povrchova chemie ovliviiuje biokompatibilitu nanomaterialt, a proto se
fada védci zabyva optimalizaci povrchovych vlastnosti QDs (Karabanovas et al, 2014). Ke
zvyseni stability QDs se pouziva ZnS (Bellanger et al, 2015), kyselina merkaptopropionovéa
(MPA) (zZhang et al, 2012), ZnO (Sakly et al, 2014), oxid kiemiéity, ktery nese
polyethylenové skupiny (PEG-silan) (Kirchner et al, 2005) a polymery (Chen et al, 2006).
Avsak MPA obal neni dostatecné stabilni, aby zabranil uniku Cd* iontd z povrchu QDs.
Toxicka davka takto modifikovanych CdSe QDs nastala pti velice nizkych koncentracich
(0.65 = 0.12 uM). Naopak CdSe QDs obaleny ZnS (siranem zine¢natym) dokézaly zamezit
uvolnéni Cd** iontd a snizit toxicky efekt, ke kterému doslo pfi koncentraci 5.9 + 1.3 uM
(Kirchner et al, 2005). Povrchova chemie kvantovych tecek se tak muze oznadit za dilezity

faktor ve vyzkumu jejich cytotoxicity.

3.1.6. Uhlikové nanomaterialy

Uhlik patii mezi nejrozsifenéjsi pfirodni prvky na zemi a nachazi uplatnéni v Sirokém
okruhu aplikaci, které zahrnuji obrovské mnozstvi uzite¢nych materialt v€etné nanomateriald.
Mezi nejpouzivanéjsi uhlikové nanomateridly se fadi uhlikové kvantové tecky (v anglicting

carbon dots, C-dots, CDs) a grafenové kvantové te¢ky (graphene dots GDs).

Uhlikové tec¢ky (CDs)

Uhlikové tecky obecné piedstavuji kulovité uhlikové nanocastice s hydrodynamickym
primérem men$im nez 10 nm, které maji vynikajici fluorescencni vlastnosti. Barva

fluorescence, kterou dokazi emitovat, se méni v zavislosti na jejich velikosti, kdy u vétSich
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CDs je jejich emitovana barva posunuta vice smérem k ¢ervenému spektru oproti mensim
teCkam (Luo et al, 2013). CDs tak ptedstavuji novou tiidu fluorescenénich nanomaterialt,
které mohou velmi vyrazné konkurovat obvyklym kvantovym teckam, jelikoz vykazuji velmi
podobné vlastnosti. Oproti klasickym kvantovym teckam vSak drzi CDs diky excelentni
biokompatibilit¢ velmi dilezity trumf. V blizké dobé tak lze ocekavat narGst vyzkumt
ohledné jejich potencialniho vyuziti jako bio senzory (Liu et al, 2014), sondy pro biologické

zobrazeni (Cao et al, 2007) a vektory pro cilené dodavani 1é¢iv (Chandra et al, 2011).

Pfi porovnani s polovodicovymi kvantovymi teC¢kami jsou CDs hydrofilni a vice
fotostabilni (Baker et Baker, 2010), avSak maji nizsi fluorescenci (kvantovy vytézek <15 %)
(Liu et al, 2007). Jelikoz jsou CDs biokompatibilni a slibné pro medicinské aplikace (Bhunia
et al, 2013), (Sun et al, 2006), védci se zabyvaji riznymi typy syntéz CDs a jejich

povrchovymi upravami (Wang et al, 2011), aby fluorescenci zvysili (Kenneth, 2011).

Toxicita CDs

Toxicita uhlikovych tecek je testovana na fadé¢ bunéénych linii (MCF-7 (Dong et al,
2012), HT-29 (Dong et al, 2012), HepG2 (Ray et al, 2009)) z pohledi rtiznych parametrti
nanomaterialu. Nejéastéji se porovnavaji rozdilné zmény proliferace, Zivotnosti a Umrtnosti,
které¢ jsou zpiisobené nepasivovanymi CDs a modifikovanymi CDs, nékdy 1 samotnymi
polymery, které jsou pro modifikaci CDs pouzivany (Dong et al, 2012). Ze studii (Dong et
al, 2012) a (Ray et al, 2009) vyplyva, ze vyssi toxicitu zpusobuji PEGylované CDs ve
srovnani se samotnymi CDs. U téchto studii je vSak nutné podotknout, Zze dochéazi k pouziti
velmi vysokych koncentra¢nich fad (100 — 1000 pg/ml), aby se ve vysledku dosahlo hodnoty
IC 50. Davka potiebna pii aplikacich CDs pro fluorescenéni znadeni vsak predstavuje
hodnotu né¢kolikanasobné nizsi (Ray et al, 2009). Vysledky téchto studii tak opét dokazuji

vynikajici biokompatibilni vlastnosti CDs.

Na ¢ervenych krvinkach (RBC) byl sledovany vliv CDs na hemolyzu. Po tfi hodinové
inkubaci erytrocytt s CDs byla porovnana rychlost hemolyzy s kontrolnimi RBC.
V kontrolnim vzorku podlehlo hemolyze asi 8 % RBC, zatimco u erytrocyti inkubovanych
sCDs se procenta hemolytickych bun€k pohybovala od 14 do 20 % v zavislosti na
funkcionalizaci povrchu CDs. Hemolyza nejrychleji probihala u RBC znacenych
nefunkcionalizovanymi CDs, kdy nejvyssi hodnoty dosahly 22,96 %. Tato studie tedy op¢t

ukazala velmi dulezitou funkci povrchovych uprav CDs (Chandra et al, 2011).
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Biokompatibilita CDs byla zkoumana také v n¢kolika in vivo testech. Testovanym
mySim (CD1) byly intraven6zné¢ podané 3 davky PEG-CDs (c = 1000 pg/ml) a byly
sledovany 28 dni. Behem této doby nebyly u mysi pozorovany zadné klinické symptomy
(Yang et al, 2009). V dalsi podobné studii, ve které byla mysim (Balb/c) podana vysoka
davka holych CDs (20 mg/kg vahy zvifecitho modelu), nenastaly toxické ucinky, vyrazny
pokles vahy nebo smrt (Tao et al, 2012). Pro lepsi porozuméni chovani CDs in vivo doslo k
testovani jejich biodistribuce v té€le mysi. Ve studii byly pfipravené CDs vpraveny do mysi
pomoci téech riznych zplsobi:intravendzné, intramuskularné a subkutanné. K metabolizaci
nanocastic dochéazi obvykle dvéma hlavnimi cestami za pomoci jater (do zluéi) a ledvin (do
moci). Pro zjisténi hlavni metabolické cesty byly CDs znaceny pomoci fluorescencni znacky
ZW800 a nasledné se jejich signal detekoval v jednotlivych organech. Po 1 hodiné od
vpraveni do téla mysi se velka ¢ast CDs nachazela v ledvindch a pouze malé procento se
detekovalo v jatrech. Pti porovnani metod vpraveni CDs byla rychlost biodistribuce do ledvin
vyhodnocena nasledovné: intramuskularni cesta > subkutanni cesta > intravendzni cesta. Po
24 hodinéach doslo k vylouceni veSkerych CDs z téla, jelikoZ nedochazelo k detekci Zadného

signalu bez ohledu na metodu vpraveni CDs do téla. (Huang et al, 2013)

Grafen

Grafen se sklada pouze z jedné vrstvy atomu uhliku vazanych do 2D miizky (viz
obrazek ¢. 9). Jedna se o novy typ materiald, ktery vykazuje vynikajici elektrickou a tepelnou
vodivost a vyborné mechanické a optické (absorp¢ni) vlastnosti. Nevyhodou pro vyuziti
grafenu je vSak fakt, Ze se jednd o material, ktery nezplsobuje fluorecnenci, dochéazi u ngj

k nizke disperzi v rozpoustédlech a mize podléhat velké agregaci (Geim et Novoselov, 2007).

Grafen 2D struktura Grafenoveé 2D listy

Obrézek ¢. 9: Struktura grafenu a tzv. grafenovych listd, pfevzato z Sanchez et al, 2011.
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Grafenové te¢ky (GDs)

GDs predstavuji vynikajici vlastnosti jejich vychoziho materidlu, grafenu. Jak jiz bylo
zminéno diive, jedna se o jednu vrstvu atomt uhliku poskladanych do miizky. Pravé diky této
struktuie ma grafen velice specifické parametry, mezi které patii napiiklad velmi velka plocha
povrchu (Zhou et al, 2010), vysoka transportni mobilita (Zhou et al, 2010), vynikajici
mechanicka pruznost (Zhou et al, 2011) a excelentni termalni a chemicka stabilita (Zhou et al,
2010). Kdyz se tyto vlastnosti spoji se specifickymi fluorescen¢nimi vlastnostmi kvantovych
teCek (dlouha fluorescenéni Zivotnost, odolnost vié¢i vybéleni atd.), tak vznika material velmi
specifického tvaru (tzv. 2D disky, viz obrazek ¢. 10) a s obrovskym potenciadlem pro fadu
biologickych aplikaci. V sou¢asnosti dochazi k vyuziti GDs napiiklad pti vyrobé
elektrochemickych sond (Zhao et al, 2011), katalyze oxida¢né — reduk¢nich reakei (Liu et al,

2010) a piedevsim opét pii biologickém zobrazeni a znaceni (Sun et al, 2008).

—

Obrézek ¢. 10: Grafenové tecky, tzv. 2D disky, pievzato z Bacon et al, 2014

Toxicita grafenu

Doposud je jen malo literarnich zdroji popisujici toxicitu grafenu (GFNs, graphene
nanosheets), avSak biologicka odpovéd’ bun¢k znacenych GFNs zavisi na poctu jeho vrstev,
velikosti miizky, povrchové upravé a hodnoté podané davky, jako je tomu u jinych, jiz
dostate¢né prozkoumanych nanomateriali. Nazory na mechanismus toxického uc¢inku GFNs
se pomérné lisi. Ackoliv se opét predpoklada vyrazny vliv reaktivnich forem kysliku (ROS),
néktefi autofi uvadéji jako dalsi pticinu toxicity vliv hydrofobniho povrchu GFNs, ktery by
mohl reagovat s membranovymi lipidy a narusit plazmatickou membranu (Sanchezet al,
2011). Specifickou vlastnosti grafenu je jeho tvar. Jak jiz bylo zminéno, morfologie GFNs je
ve formé 2D listl, které na rozdil od ostatnich nanomateriall, ptichdzi do styku s bunécnou
kulturou z obou stran. Tato vlastnost hraje dulezitou roli pfi metabolismu bun¢k a bylo
zjisténo, ze niz8i koncentrace GFNs metabolismus bun¢k urychluje, zatimco vyssi

koncentrace ho zpomaluje. Opacny ucinek vykazuji uhlikové trubicky (slozené ze svinutych
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grafenovych listir), ¢imz se potvrzuje kliCovy vliv tvaru nanomaterialu na jeho cytotoxicitu
(Sanchez et al, 2012).

Toxicita grafenovych te¢ek (GDs)

U grafenovych tecek (GDs), které tvarové predstavuji tzv. 2D disky se tento tvar
paradoxn¢ oznacuje za biokompatibilni. Buniky snadnéji interaguji s 2Ddisky nez s klasickymi

kvantovymi teckami (Bacon et al, 2014).

Toxicitni (resp. biokompatibilni) chovani GDs bylo sledovano in vitro i in vivo
studiich. U nadorovych bunék MCF-7 inkubovanych 24 hod s GDs nenastal vyrazny pokles
Zivotnosti ani pii koncentraci 100 ug/ml, piestoze GDs pronikly az do jadra (Dong et al,
2012). Rozdilna biodistribuce GDs uvnitt bun¢k byla popsana na riiznych typech kmenovych
bunck: neuralnich kmenovych b. (NSCs), pankreatickych kmenovych b. (PPCs) a srdecnich
kmenovych b. (CSCs). Zivotnost bunék neklesla na hodnoty IC 50 ani pii koncentraci 200
png/ml, avsak GQDs nepronikly do bunééného jadra a vyskytovaly se pouze v cytoplazmé

(Zhang et al, 2012).

Nepatrné cytotoxicita a biodistribuce GDs pouze v cytoplazmé byla potvrzena i na
nadorovych liniich A549 a C6, ve které byly 12 hod inkubovany s povrchové upravenymi
GDs: NH; — GDs , COOH — GDs a CO-N (CH3)2-GQDs. Na bunéénych liniich A549 a C6
grafenové tecky nepronikly do jadra a modifikace povrchu tedy neovlivnila biokompatibilitu

GDs (Yuan et al, 2014).

In vivo testy byly provedeny na mysich (Balb/c), kterym byla intraven6zné aplikovana
davka (20 mg/kg) kazdy druhy den po dobu 14 dni. Ani po 40 dnech jejich sledovani,
nenastaly zadné piiznaky toxicity PEG-GDs. Po této dob¢ byla také provedena kompletni in
vitro analyza z bunék odebranych ze zvifecich modeli. Z cytotoxicitnich testt WST-1, LDH,
ROS detekce a analyzy bunééné smrti vyplynulo, ze GDs nevykazuji zddnou zjevnou in vitro
toxicitu (Chong et al, 2014). GDs jsou tedy nadéjné pro potencialni vyuziti v biologickych
aplikacich (Nurunnabi et al, 2013).

Ackoliv vétsina studii uvadi, Ze GDs vykazuji vyborné biokompatibilni vlastnosti a
velice nizkou toxicitu, 1ze najit 1 takoveé, které prezentuji opacné vysledky. Toxické uinky
byly prokdzany na U251 buikach (lidské buriky glioblastomu), kde GDs generovaly vznik
ROS a stim spojené zvyseni oxidacniho stresu, ktery nasledné vedl k aktivaci obou typl

programované bunécéné smrti (apoptoza, autofagie) (Markovic et al, 2012). Piestoze se jedna
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o ojedingly ptipad, kdy GQDs vykazuji vyraznéjsi cytotoxicitu, dokazuje tato studie potiebu

dalsiho testovani GQDs pro bezpecnost jejich pouZiti.

GQDs se povazuji za jedny znejvice biokompatibilnich materidli, coz bylo
mnohokrat dokazano riznymi autory, avSak stale existuji otdzky ohledné jejich bezpecného

vyuziti, a proto je tieba kazdy novy nanomaterial podlozit cytotoxicitni studii.
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Z.avér:

Tato reSerSe pojednavala o toxicité nejvyuzivanéjSich a nejnovéjSichnanomateriala,
které jsou hlavnim cilem fady srovnavacich studii. V prvni ¢asti byla rozepsana problematika
oxidaéniho stresu a nasledné prace piesla na ivod do nanotechnologie. V této kapitole byly
zminény obecné 1 specifické vlastnosti nanomaterialu, jejich vyuziti i parametry, které mohou
toxicitu ovlivnit. Rozdilna toxicita vybranych nanomaterialti, do kterych se fadily nanocastice
stiibra, zlata, oxidl Zeleza, kvantové tecky a uhlikové nanostruktury (uhlikové a grafenové
kvantové tecky), byly popsany v posledni rozsahlé kapitole. Cytotoxicita nanomateriald
predstavuje velmi slozity déj, na kterém se miiZze podilet mnoho vlastnosti, jako jsou napiiklad
velikost, tvar, povrchovy naboj, povrchové tupravy a predevsim druh materiald, ze kterého
vznikly. Nicméné, nejvice biokompatibilni nanomateridly se jevi nanocastice uhliku,

predevsim uhlikové a grafenové tecky, které v mnoha studiich vykazuji vynikajici nejnizsi

toxicitu.

Védci se vSeobecné shoduji, Ze nejvétsi procento cytotoxicity je zpisobeno zvySenou
hladinou reaktivnich kyslikovych forem a naslednym oxida¢nim stresem, 0 Které tato prace

pojednévala, avsak dalsi mechanismy poskozovani bunék stale ziistavaji nejasné.

V nasledujicich védeckych letech bych se rad experimentalné zabyval podrobnou

analyzou bunécnych dé&jii a toxicitou zpisobenou nanomaterialy.
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Seznam pouzitych zkratek:

Oznaéeni nanocastic

Ag NPs
TiO, NPs
Au NPs
IONPs
SPION
QDs
C-dots, CDs
GDs

GFNs

nanocastice stiibra
nanocastice oxidu titani¢itého
nanocastice zlata

nanod¢astice oxidu Zeleza

superparamagnetické nanocastice oxidi zeleza

kvantové tecky
uhlikové tecky
grafenové tecky

grafenové nanolisty

Bunécné linie a kmeny zvifecich modeli

THP-1
BEAS-2B
A549

HelLa
Sk-Mel-28
L929
J7T74A1
MSTO-211H
BE-2-C
HMC
HEK293
MCF-7
HT-29

HepG2

lidské monocyty

bunky lidského plicniho epitelu

bunky lidského plicniho karcinomu
bunky lidského cervikalniho karcinomu
bunky lidského koZniho melanomu
bunky mysiho fibrosarkomu

buniky mysich makrofagt

bunky lidskych fibroblastli

buiiky lidského neuroblastomu

bunky lidskych srde¢nich myocytl
bunky lidskych embryonalnich ledvin
bunky lidské rakoviny prsu

bunky lidského karcinomu tlustého stieva

bunky lidského karcinomu jater



RBC
CD1
Balb/c
NSCs
PPCs
CSCs
C6

cervené krvinky

kmen mysi

kmen mysi

neuralni kmenové bunky
pankreatické kmenové buiky
srdecni kmenové builky

buniky potkanich gliovych fibroblastii

Ostatni pouZzité zkratky

ROS
GSH
TRX
NADPH
NADH
NOX
PMRS
DNA
RNA
NF-kB, HSF1
SOD
GPx

AB
LDH
SERS
LSPR
PLA
PEG

DMSA

reaktivni kyslikove radikaly/reaktivni kyslikove formy
glutathion

thioredoxin
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nikotinamidadenindinukleotid

NADPH oxidaza

redoxni systém plazmatické membrany
deoxyribonukleova kyselina

ribonukleova kyselina

transkrip¢ni faktory

superoxid dismutaza

glutathion peroxidaza

alamar blue

laktat dehydrogenaza

ramanova spektroskopie

lokalizovana povrchova plazmonova rezonance
poly(lactic acid)

polyethylen glykol

kyselina meso-2,3-dimerkaptojantarova
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MPA
In vitro
In vivo
MTT
MRI

WST-1

80HdG
DAPI
H2DCFDA-AM

kyselina merkaptoproionovéa

pokusy ve zkumavkach

pokusy na zvifecich modelech
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
zobrazeni magnetickou rezonanci

4-[3-(4-1dophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate

8-hydroxy-2-deoxyguanosin
4',6-diamidin-2-fenylindol

acetomethylovy ester 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetatu
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