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Uvod

Nanomaterialy maji alesponi jeden ze tii rozmérit mensi nez 100 nm a maji jiné
vlastnosti nez jejich objemové materialy. Diky t€émto odlisSnym vlastnostem se muZzeme
setkat u nanomateriali s mnoha zajimavymi aplikacemi. Mohou byt vyuzity
v primyslu, ve fyzice, v chemii a v mediciné. V mediciné¢ se nanomaterialy mohou
uplatnit pro transport 1é¢iv, jako biosenzory, tkanové podpory nebo jako zobrazovaci
kontrastni latky. Proto je toxicita nanomateriald v souc¢asné dobé velice zkoumané téma.
Nanomaterialy tvotfené z uhliku se zdaji byt vice biokompatibilni nez nanomaterialy

vyrobené z tézkych kov.

Cilem prace bylo teoretické sepsani fyzikélnich vlastnosti uhlikovych nanomateriald,
které maji vysoky potencial pro vyuziti v bioaplikacich, sledovani bunéénych reakci
nanové syntetizované uhlikové nanomateridly pomoci mikroskopie. A dale pak
pokrocilejsi testovani cytotoxicity — viability (Zivotnosti) a oxidac¢niho stresu pomoci

specidlnich kitl a jejich vyhodnoceni.

Cytotoxicita byla métena na mysich fibroblastech (bunéc¢né linii NIH3T3). Toxicita
byla testovana na dvou vzorcich uhlikovych kvantovych tecek, které byly syntetizované
jinym zpisobem. Uhlikové tecky GUS byly syntetizované podle ¢lanku [60]. Ptiblizny
rozmér GUS (Gallate — derived carbon dots) je 7 nm. Uhlikové tecky QCDs
(Quaternized Carbon Dots) syntetizované podle ¢lanku [61] mély velikost 4-9 nm.



1 Teoreticka cast

1.1 Nanomaterialy

Nanomaterialy jsou prostorové utvary, které maji alespon jeden z rozmérti mensi
nez 100 nm. Materialy, které maji pouze jeden rozmér mensi nez 100 nm, jsou ve form¢é
tenkych filmt. Kvantové draty nebo uhlikové nanotrubi¢ky jsou materidly, které maji
nanometrovou velikost ve dvou rozmérech. Mezi materialy, které jsou nanometrove
omezeny ve vSech tfech dimenzich, patfi koloidy a kvantové tecky. Tyto materidly
mohou mit rozdilné vlastnosti od svych objemovych protéjski. Mezi odlisné vlastnosti
nanomaterial muzeme zafadit kvantové jevy a vétsi plochu povrchu na jednotku
hmotnosti, které maji za nasledek zménu fyzikalnich vlastnosti — mechanickych,

optickych, elektrickych a magnetickych.

1.1.1 Pouziti nanomaterialu

Nanomateridly — nanotrubi¢ky, kvantové tecky, fullereny, grafen, nanovldkna,
nanocastice, jsou pouzivany napiiklad v elektronice jako zdznamova média, displeje,
v chemii jako katalyzatory a samocistici povrchy. Dale se nanomateridly pouZivaji
v Cisténi odpadnich vod, jako izola¢ni materialy, v palivovych ¢lancich nebo na vyrobu
antibakterialnich odévi. Zajimavé vyuziti nasly tyto materialy v mediciné. Zde se
vyuzivaji jako kontrastni latky, pro transport 1éCiv, pro své antibakterialni ucinky.

Prekvapivé uplatnéni nanomateriali nachazime také v tkanovém inzenyrstvi. [1]
1.1.2 Vyroba nanomaterialt

Nanomaterialy se vyskytuji v ptfirod¢ napt. pii vulkanické ¢innosti nebo pfi lesnich
pozarech. Vytvareji se i pifi antropogenni Cinnosti a to jako nezadouci produkty
pfi spalovani benzinu a nafty ve spalovacich motorech a pii koufeni cigaret.

Nanomaterialy mohou byt vyrobeny také synteticky. [2]
1.2 Uhlikové nanomaterialy

Zékladnim stavebnim prvkem uhlikovych nanomaterialti, jako jsou nanotrubicky,
grafen, fulleren a kvantové tecky, je uhlik. Jedna se o chemicky prvek, ktery fadime

mezi nekovy. Jako pevna krystalicka latka se uhlik vyskytuje v nékolika formach.



V piirodné se uhlik vyskytuje ve formé diamantu a grafitu. Diamant krystalizuje
v kubické soustavé, nejCastéji v osmisténech. Jeho krystaly jsou bud’ bezbarvé a
prihledné anebo rGzné zbarvené. Dobie lamou svétlo a maji hustotu 3,51 g/cmg.
Na kazdém atomu uhliku jsou kovalentné navazany dal$i Ctyfi atomy. Struktura
diamantu a velkd pevnost vazeb zplsobuje mimotfadnou tvrdost (nejtvrdsi ptirodni
latka, 10. ¢len Mohsovy stupnice tvrdosti), vysokou teplotu tani (3500 °C) a nizkou
chemickou reaktivitu. Diamant je elektricky nevodivy. Grafit neboli tuha ma
vrstevnatou strukturu. Krystaly tuhy jsou mékké, Supinaté a snadno Stipatelné podél
vrstev. Elektrony obsazuji systém delokalizovanych m-orbitald, coz ma za nasledek
Cerné zbarveni a kovovy lesk. Atomy uhliku jsou uspofadany méné tésné¢ nez
v diamantu. Tuha se vyskytuje v hexagonalni a ortorombické soustavé. Grafit je velice

mékky material (0,5-1. ¢len na Mohsové stupnici tvrdosti). [3]

1.2.1 Fulleren

Fulleren byl objeven v roce 1996 (David Jones) a byl pojmenovan podle Richarda
Buckminstera Fullerena. Jsou to sférické molekuly, skladajici se z dvanacti
péticlennych a rizného poctu SestiCetnych uhlikovych cykld. Zatim nejstabilnéjsi a
nejvice pouzivany je fulleren Cgo (Obr. 1). Jednd se o nejmensi znamy fulleren,
ve kterém péticlenné kruhy navzajem nesdileji zadny atom. Nejméné stabilni je Cy. [4]
Fulleren je odolny vué¢i nékterym vnéj§im fyzikalnim jevim a dokonce muze byt

supravodivy. Fulleren se pfipravuje pyrolyzou. [5]

Structure

Obr. 1 Fulleren C60 [13]



1.2.2 Grafen

Geim a kol. vroce 2004 poprvé piipravili jednotlivou vrstvu grafenu pomoci
mechanického odlupovani malych ¢asti z vysoce orientovaného pyrolytického grafitu.
Grafen je dvoudimenzionalni plat tésn¢ sbalené miizky ve tvaru medové plastve. [40]
Je to material slozeny z jedné nebo dvou vrstev atomu uhliku, které jsou uspotadany
do pravidelné struktury Sestitthelniki vazbami sp® [6] Grafen ma mnoho jedinetnych
vlastnosti a to mechanickych, elektrickych, termickych a optickych. Déale ma velky
povrch a vyznacuje se biokompatibilitou. [39] Jednoatomova vrstva bez piimési
vykazuje vysokou elektrickou vodivost, dvouatomova se chova podobné jako

polovodice. Grafen je nejtenci a soucasné nejpevnéjsi material. [6]
1.2.2.1 Struktura a druhy grafenu

C—C vazba v rovin¢ grafenu je velice silnd. AvSak mezivrstvy jsou vazany slabymi
van der Waalsovymi silami. Tyto sily zptsobuji, ze je material m¢k¢i nez diamant.
Vsilné C-C vazbé aromatické struktury se vyskytuji volné m elektrony. Planarni
struktura grafenu umoziiuje icastnit se mnoha reakei jako jsou ,,click reakce, cyklo-
adice a vsunuté karbidové reakce. Transformace sp2 struktury na Sp3 uspotadani vedou
k vytvoteni topologickych defektd nebo jako jsou pentagon, heptagon, vakance,

praskliny a necistoty.

Rodina grafenovych materiali je klasifikovana pocétem vrstev plati nebo jejich
chemickou modifikaci (Obr. 2). Mohou to byt napt. jednovrstevny, dvouvrstevny nebo
multivrstevny grafen, grafenovy oxid a redukovany grafenovy oxid. Jednovrstevny
grafen si pfedstavujeme jako izolovanou vrstvu uhlikovych atomil, dohromady vdzanou

V rovinné 2D struktufe.

Grafenova vrstva mize mit rizné strukturni uspofadani a to cikcak — zigzag, zidlicka
— armchair a chiralni tvar (chiral). Chemicka reaktivita geometricky napinanych oblasti
a zigzag hrany grafenu se zdaji byt lepsi nez nezatizené oblasti a nebo armchair hrany,

diky snadnosti pfemisténi elektronil z vyssi roviny aromatického kruhu.

Grafen oxid je vysoce oxidovana forma chemicky modifikovaného grafenu. Sklada se

Z jednovrstevného grafenového platu s karboxylovou kyselinou, epoxidovymi a
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hydroxylovymi skupinami. Karboxylové skupiny (na okraji grafenu) poskytuji koloidni
stabilitu a negativni povrchovy naboj, zavisly na pH. Epoxidové a hydroxylové skupiny
jsou nenabity, ale polarita dovoli pfitomnost slabym interakcim, hydrogenovému véazani
a dal$im povrchovym reakcim. Zakladni rovina grafenu také obsahuje volné povrchové
n elektrony, které jsou hydrofobni a schopné n-m interakci (napt. pro léky) a

nekovalentni funkcionalizace.

Redukovany grafen oxid by mohl byt pouzivan hlavné pro elektrickou vodivost a
optickou absorpci. [41]

Electrical Conductivity ~ 104 S/cm
00— 26, 06 o Optical Transmittance ~ 97.7%
o

©

Mechanical Strength oo @BH o
(AFM) ~ 1TPa

= =

0 0.9°

Graphene oxide

Tissue Engineering

oy

Doy - - e

Nano-bioelectronic devices

O,
Gene & Drug Delivery

Obr. 2 Schéma riznych aplikaci grafenu [41]

1.2.2.2 Vlastnosti grafenu

Grafen je unikétni material s neobyCejnymi vlastnostmi mechanickymi, elektrickymi,

optickymi, fyzikdlnéchemickymi, jejichz vyuZiti nalezneme napt. v biomediciné.

Cisty grafen je hydrofobni. Jednotlivd vrstva grafenu ma vysokou termalni a
elektrickou vodivost diky malému mnozstvi defekti v krystalové miizce. Tepelna

vodivost je cca 5200 W/mK a je podstatné vyssi nez u grafen oxidu (cca 2 000 W/mK).
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Jeho elektricka vodivost je 10* S/cm, vodivost grafen oxidu pak 10™ S/cm, p¥i pokojové

teplote.

Jednotliva vrstva grafenu ukazala propustnost 97,7 % svétla. Rekombinace paru
elektron-dira piispiva k fotoluminiscenci grafenu. Napéti nutné ke zlomeni jednotlivych
bezdefektnich vrstev grafenu je 130 GPa, coz je pfiblizn¢ 200krat vice nez u oceli, to
déla grafen nejpevnéjs§im materialem. Youngv modul grafenu je 1 TPa, u grafen oxidu
se pohybuje v rozmezi 0,15-0,35 TPa. [41]

1.2.2.3 Syntéza

Grafen muze byt syntetizovany riznymi metodami. Jedna z moznosti vyroby grafenu
je metoda opakovaného mechanického odlupovani. K syntéze grafenu se pouziva
zejména chemicka depozice par (CVD) na termalné Zihaném listu médi/niklu, dale
extrémné kontrolované¢ho rustu na karbido-kfemikovém substratu pomoci chemické
depozice par (CVD), termalni zihani rutheniovych jednotlivych krystald obsahujici
uhlik. [39, 40]. Jednotlivé vrstvy bezdefektniho grafenu jsou tézko syntetizovatelné
ve velkém objemu. Diky vysoce reaktivnimu povrchu je grafen velmi téZko rozpustny
vroztoku a také vplynové fazi. [41] Veédci ve studii [39] uvadéji vyrobu
multifunk¢éniho grafenu kovalentni modifikaci s polyakrylovou kyselinou (PAA) a

fluoresceinem o-methacrylat (FMA) pomoci ultrazvuku.
1.2.2.4 Pouziti grafenu v mediciné

Grafen by se mohl uplatnit v mnoha biomedicinskych aplikacich, jako jsou transport

1é¢iv, transport gendl, bio-zobrazovani a tkanové inZzenyrstvi.

Ve studii [39] se usilovalo o cetng€jsi vyuziti grafenu a grafenového oxidu jako
fluorescencéni znacky pro intrabunééné zobrazeni. Napft. grafen oxid-polyethylen glykol
(PEG) zvysil vlastni fotoluminiscenci a je mozné ho vyuZit pro biomedicinské aplikace,

jako jsou buné¢né zobrazeni, 1ékovy transport a foto-termalni terapie.

Konjugace nanocastic oxidl zeleza s grafenem dava super paramagnetické vlastnosti
a mohl by byt také wuzit k transportu IéCiv. Grafen oxid soxidy zeleza a
funkcionalizovanym PEG, s doxorubicinem byl Gspésné uzit pro cilovou donéasku 1éciv

a biozobrazovaci aplikace.
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Pro cilenou donasku kjadru bunky je dulezité, aby Iékovy nosi¢ unikl
pted endosomalni casti a uvolnil 1€k v cytosolické casti. Kim a kol. vyuzili blizké
infradervené zafeni (NIR) a vysoce intracelularni hladiny glutathionu (GSH)
pro intraceluldrni cytosolickou dopravu doxorubicinu. Bunky lé¢ené redukovanym
grafen oxidem funkcionalizovanym s PEG a polyethylenimem (BPEI) byly vystaveny

NIR K rozruseni a naslednému uvolnéni doxorubicinu. [41]

Grafenové materidly byly konjugovany s mnoha biopolymery, jako jsou napf.
zelatina a chitosan, pro funkcionalizované agenty transportu 1é¢iv. Grafen-zelatina
ukézala, Ze by mohla nalozit vys§i mnozstvi 1é€iv diky velkému povrchu a relativné

vys$si 7 interakci.

Grafen by mohl byt vyuzit pro regenerativni a tkanové inzenyrstvi, jako zpeviujici
material v hydrogelech, biodegradabilnich filmech a v dalsich tkanovych podpirnych
nosicich. [41]

1.2.3 Nanotrubice

Nanotrubice jsou ,,valcovité fullereny* a patii mezi nejcastéji pouzivané stavebni

prvky nanomateriald.

Nanotrubice objevil vroce 1991 Sumio lijima. Tento nanomaterial je zajimavy
pro svij tvar, velikost a pro své fyzikalni a chemické vlastnosti. Nanotrubice se sklada
z grafitovych vrstev, zabalenych do valce o priméru od 2 nm do 100 nm, uhliky jsou
vazané do tvaru 3estitthelniku (Obr. 3). Chemické vazby jsou piedeviim sp? a jsou
podobné vazbam grafitu. Jednotlivé nanotrubice jsou vzdjemné vazany
van der Waalsovymi silami pomoci © vazeb. Vykazuji mimotfadnou pevnost a maji
unikatni elektrické vlastnosti. Jsou velmi i¢innymi vodici tepla, maji velky pomér mezi
délkou a primérem. Nanotrubice nalézaji velké uplatnéni V elektronice, medicing,
strojirenstvi, optice a v dalSich oborech. Nanotrubice se uplatiuji pro ploché displeje,

vodivé plasty, super kompozitni vlakna, supravodice a baterie. [12, 14, 17]

1.2.3.1 Druhy uhlikovych nanotrubic

Nanotrubice mohou byt jednosténné (SWNT), dvousténné (DWNT) nebo vicesténné
(MWNT) (Obr. 3). Nanotrubice maji tfi mozné struktury, jedna z nich je cikcak —

zigzag, dalsi je zidlicka — armchair a posledni je chiralni tvar (chiral). [12]
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MWNT se skladaji z n¢kolika vrstev, které jsou od sebe vzdaleny 0,34 nm a maji
primér v rozsahu 10-100 nm. Jsou vhodné pro priamyslovou vyrobu a maji lepsi
odolnost vici chemikaliim. ZvySovanim poctu stén nanotrubic ziskava trubice jiné

vlastnosti. [7] SWNT maji pramér od 0,4 nm do 2 nm. [15]

Obr. 3 Nanotrubice SWNT a MWNT [14]

Pti nedostatku katalyzatoru se nanotrubice uzavird ve tvaru fullerenu. Hemisféra
fullerenu se sklada z pentagont a hexagonid. Pentagony na konci nanotrubic zlepSuji

chemickou reaktivitu.

Jelikoz strukturu nanotrubice tvofi hemisféra, nevyskytuje se zde pouze sp’
hybridizace nybrz i hybridizace sp3. Tato hybridizace ma za nésledek vyssi reaktivitu

nez u grafenu. [8]
1.2.3.2 Vlastnosti uhlikovych nanotrubic

Nanotrubice jsou vyuzivany zejména pro své obdivuhodné mechanicke, fyzikalni a

chemické vlastnosti.

Nanotrubice jsou velice pevné, jejich namahani v tahu je 230-725 GPa a jsou

povazovany za nejpevnéjsi material. [9, 10]

MWNT vykazuji vyrazné teleskopické vlastnosti. Vnitini nanotrubice, tzv. jadro, je
pii pohybu témét bez tfeni. Pokud chceme zlepSit mechanické vlastnosti, nastavime
uhlikovou trubici do sméru naméhani. Jakmile mnozstvi poruch ve struktufe ubyva,
zlepsuji se mechanické vlastnosti nanotrubic. Pevnost vazby nanotrubic je nepifimo
imérna délce uhlikové nanotrubice. Cim je uhlikové trubice deli, tim mizeme nalézt

vice poruch ve struktute nanotrubic. [13]

Nanotrubice mohou ptenaset velkou proudovou hustotu. Jeji hodnoty se pohybuji
okolo 10%-10' A/cm?. Tato proudova hustota je tisickrat vétsi neZ u médi. Odpor

nanotrubic je velmi maly a téméf nezdvisi na délce nanotrubic. Elektrickd vodivost
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zavisi na struktufe nanotrubic. Uhlikové nanotrubice, které se vyznacuji malym
primérem, mohou byt bud’ polovodice, nebo kovy. Kovové nanotrubice maji strukturu
zidli¢ckovou (chiralni tihel = 30°). Jako polovodiée se chovaji asi dvé tietiny nanotrubic
[12]. Jejich termalni vodivost u SWNT je cca 3 500 W/mK a u MWNT 3 000 W/mK.
[41]

Uhlikové nanotrubice jsou pro svou zvy$enou kiivost chemicky vice reaktivni. Cim je
prumér trubice mensi, tim je vétSi reaktivita. Nejpfihodné€j$i jsou Sestiuhelniky
v grafitové vrstvé pro svou energeticky nejvhodngj$i reaktivitu. Zmeéna hustoty
elektronii uvnitf a venku zakfivené roviny zpusobi zakiiveni grafitové roviny a tim
vytla¢eni m elektronti. Vice chemickych reakei je zptisobeno vétsi hustotou elektronti.

To vyvolava odstépeni elektronu. [11]
1.2.3.3 Syntéza uhlikovych nanotrubic

Soucasné technologie umoZiuji vyrdbét nanotrubice primyslove. Uhlikové
nanotrubice mohou byt pfipravovany riznymi metodami. Mezi nejpouzivanéjsi zptisoby
pro jejich vyrobu patii nasledujici metody ptipravy: v elektrickém oblouku, laserova ablace
a metoda CVD (chemical vapor deposition). Nékteré z téchto procesti probihaji v ochranné

atmosféte plynu nebo ve vakuu.

Elektricky oblouk

Nanotrubicky byly vytvoteny V elektrickém oblouku z uhlikovych sazi v grafitové
elektrodé poprvé v roce 1991. Pivodné byla tato metoda urcena k produkei fullerent.
Pro elektricky oblouk se pouziva proud 50-100 A. K prvni velkovyrobé uhlikovych
nanotrubicek doslo v roce 1992. Vzhledem k tomu, Ze nanotrubicky byly objeveny za
pouziti této techniky, patfila tato metoda mezi prvni nejpouzivanéjSi metody pro

syntézu nanotrubicek.

Tuto metodu pouzili Ebbesen a Ajayan. Oblouk je vytvofen stejnosmérnym proudem,
mezi dvéma grafitovymi elektrodami vnikne plasma za pomoci uhlikovych par,
inertniho plynu a katalytického plynu. [20] Valec obsahuje dva ventily. Prvni odsava
vzduch, vytvaii vakuum. Druhy ventil plni véalec inertnim plynem. Jako inertni plyn
se pouzivéa argon nebo helium o tlaku 0,007 az 0,05 MPa. Uhlik je obsaZen v zaporné

elektrodé, odkud se sublimuje pii vysoké vystupni teploté. Nanotrubi¢ky vyrobené
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pomoci obloukového vyboje jsou dlouhé, rovné a jsou na obou koncich uzaviené. [18,
19, 14] Vytézek této metody je pouze 30 hmotnostnich procent a vytvaii jak SWNT, tak
MWNT s délkou az 50 mikrometrd. Iijima v roce 1993 zjistil, Ze jakmile je na katodé
kovovy katalyzator (napt. kobalt, Zelezo nebo nikl) ve smési s grafitovym praskem, ma
to za nasledek vznik SWNT. [20] Tyto nanotrubi¢ky obsahuji nepiili§ vad. Touto

metodou mohou vznikat i jiné produkty a to saze, fullereny a uhlikova vlakna. [21]
Laserova ablace

Tento proces byl vyvinut na Rice Univerzité v Houstonu (USA). Zpocatku — v dobé
objevu uhlikovych nanotrubic — se pouzivalo tryskani kovii pomoci laseru na vyrobu
riznych kovovych molekul. Pozd¢ji nahradili kov grafitem a vytvofili MWNT.
Ve stejném roce pouzili kompozit z grafitu a kovovych castic katalyzatoru. Metoda

laserové ablace ma vytézek 70 %. Touto metodou se vyrabi piedev§im SWNT. [21, 14]

Zatizeni se skladd zpece, kifemenné trubice soknem, uhlikového terce
s katalyzatorem, vodou chlazeného kolektoru produktd a systému inertni atmosféry.
V procesu laserové ablace se z paprsku pulzniho laseru, ktery dopada na terc, za vysoké
teploty (1200 °C) reaktoru, vypafuje grafit, zatimco inertni plyn — nej¢astéji argon — je
vpustén do komory. Odpatujici se uhlik kondenzuje na chladn€j$im povrchu reaktoru.
Nanotrubice jsou unaSeny plynem a poté se zachyti na kolektoru mimo pec. Pokud je
plazma generovana silnym elektrickym polem b&hem procesu rustu, pak bude
nasledovat riist nanotrubic ve sméru elektrického pole. Jakmile nastavime geometrii
reaktoru, je mozné syntetizovat uhlikové nanotrubicky vertikalné. Bez pouziti plazmy
jsou nanotrubicky ndhodné uspotadané. NejlepSi vytézek pro vyrobu SWNT byl
ze smé&si kobaltu a niklu. Pfi pouziti této metody vznikaji velmi dokonalé trubice

s prumérem okolo 20 nm. [22, 18, 14]
Chemicka depozice par (CVD)

Metoda CVD je v soucasnosti nejvice pouzivanou metodou pro rist nanotrubic. CVD
je pouzivana zejména pro jednoduchost a pro vyrobu vétsiho mnozstvi pomérné Cistych

nanotrubic.
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Rist nanotrubic probihda v tzv. peci pii teploté 500-1200 °C. Do pece (Obr. 4)
se vhani smés chemicky reaktivnich plynt jako je napt. CHy4, CyH,, zemniho plynu a

vodiku. Pro lepsi reakci uhliku s katalyzatorem se piidava MgO nebo Al,O3. [20]

Hi“lqmmm
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Obr. 4 Schéma pece metody CVD [20]

Pro metodu CVD je potieba podklad s vrstvou kovovych castic katalyzatoru,
nejCastéji niklu, Kkobaltu, Zeleza nebo jejich kombinace. Pro dosazeni nejlepSich
vysledkl je potfeba urcit nejlepsi kombinaci mezi né€kolika faktory — reakéni dobou,
teplotou, slozenim plynu, typem a velikosti katalytickych castic, rychlosti pratoku
plynu. Pro vyrobu MWNT mezi 600 °C az 800 °C se obvykle acetylen pouziva jako
zdroj atomu uhliku. [23] Priméry nanotrubic, které jsou péstovany, zavisi na velikosti
kovovych ¢astic. Nanotrubic¢ky rostou v mistech kovového katalyzatoru, plyn obsahujici
uhlik se rozkldd4 na povrchu Castice katalyzatoru a vznikajici karbid je transportovan
k okraji cCastice, kde vytvafi nanotrubice. Tento mechanismus se dosud studuje.
Katalyzator mtize, v zavislosti na adhezi mezi katalyzatorem a ¢astici podkladu, ztstat
na koncich rostouci nanotrubicky, nebo milize zlstat na zdkladn€ nanotrubicky. Problém
v této syntéze je odstranéni katalyzatoru. Katalyzator se odstraituje pomoci HCI nebo
NaOH. Odstranéni kyselinou mtize poskodit piivodni strukturu uhlikovych nanotrubic.
Nanotrubice maji mnoho strukturnich poruch. Poruchy Ize odstranit pii vysoké teploté
(2500 °C). Pfi vyrobé nanotrubic vznikaji i jiné produkty napt. saze. [20] Metoda CVD
se ukazuje jako nejslibné;jsi pro primyslovou vyrobu, pro jeji cenu a schopnost ristu

nanotrubic pfimo na pozadovany podklad.
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1.2.3.4 PouZiti nanotrubic v mediciné

Nanotrubice se pouzivaji pro transport 1é¢iv, jako biosenzory a tkanové podpory
nebo jako zobrazovaci kontrastni latky, které se podavaji oraln¢ nebo intraven6zng.
Nanotrubice by se mohly uplatnit jako ptenasece latek pro cilenou 1é¢bu a pro detekci
rakoviny. Nanotrubicky jsou pfitahovany k rakovinotvornym buitkdm a timto zpisobem

by mohly dodavat latky piimo do rakovinotvornych bunék. [9, 13]

Nanotrubice se mohou vyuzit pro cileny transport 1é¢iv, kde je potiebné mnozstvi
léku dopraveno k pozadovanému mistu, napiiklad k nadoru. Timto by se mohly
minimalizovat vedlejsi ti€inky 1¢kt na ostatni tkané. Uhlikové nanotrobice jsou schopné
prostupovat skrz bunééné membrany a tim donést 1éCivo. Lék je na uhlikové
nanotrubice pfipojen pomoci kovalentni nebo nekovalentni vazby. Bud’ vstupuje
do buriky samotny 1ék, nebo nanotrubice i s 1ékem. Po dopraveni 1éku na misto se odd¢li

1é¢ivo od nanotrubice v intracelularnim prostiedi. [17]

Castice se do organismu mohou dostat predeviim vdechnutim. Nanotrubice maji
nanometrové rozméry a diky tomu se mohou snadnéji dostat az do plic. Po vstupu
do plic se nanotrubi¢ky transportuji az do hlavni nervové soustavy, lymfatického
systému a krve. Dale se dostavaji do ostatnich organi, jako jsou slezina, srdce a jatra.
Schopnost nanomaterialu pohybovat se vtéle, zalezi na chemické reaktivité,

na povrchové charakteristice a schopnosti se vazat na proteiny. [14]

Predpoklada se, Ze uhlikové nanotrubi¢ky zvySuji regeneraci tkani. Pti infarktu je
srdce zbaveno kysliku a to zabiji svalové a nervové bunky. Tkan se nemize sama
regenerovat. Tkanovi inZenyii po celém svété hledaji zplsoby, jak obnovovat a
opravovat poSkozené tkané. Védci laboratorné vytvoftili uhlikové nanotrubice, které
napodobuji pfirozené tkan¢ a mohou regenerovat bunky. Podle vyzkumu Brown
University jsou nanotrubicky schopné regenerovat tkan. Tyto uhlikové nanotrubicky
jsou obsazeny ve vodivé naplasti. Naplast vede elektfinu a napodobuje drsny povrch
pfirozené tkang. Cim vice nanotrubiéek se pfid4, tim vice bun&k kolem ni je schopno

se regenerovat. [16]

Uhlikové nanotrubice mohou byt vhodnymi kandidéaty pro regeneraci kosti a nervi.
Nanotrubice mohou byt pouzity jako kostry pro nukleaci a rast hydroxyapatitu, diky

svym mechanickym vlastnostem a své délce, kterd dosahuje 100-300 nm. Uhlikové
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nanomaterialy jsou uzavieny do trojité Sroubovice kolagennich fibrili. Cisté uhlikové
nanotrubice nemaji zadné vlastnosti, které podpofi riist kosti. Proto se uhlikové
nanotrubice funkcionalizuji skupinami, které pritahuji vapenaté kationty. Naptiklad
muze byt pouzita PABS (polyaminobenzeno sulfonova kyselina). Vysledky ukazuji,
ze pouzitim PABS se zvysila mineralizace mezi 7 az 14 dny. Uhlikové nanotrubice

mohou byt tedy pouzity jako podporujici materialy pro stavbu kosti.

Obr. 5 Kovalentni funkcionalizace nanotrubice [67]

Vyborné elektrické a mechanické vlastnosti umoziuji vyuzit uhlikové nanotrubice
Vv neuralni regeneraci. Pro neurdlni regeneraci je potifeba podpora, ktera neni pouze
elektricky vodiva, ale zaroven podporuje neuronovy rust. Nanotrubice, které se pouziji
pro rust neuronl, museji byt funkcionalizované (Obr. 5), a to obalenim bioaktivni
molekuly, napf. 4-HNE (aldehyd 4-hydroxynonenal). Pii pouziti MWCNT, ktera je
obalena 4-HNE, byl podpofen rust neuronti. Kdyz se MWCNT nefunkcionalizuji,
vyrostou pouze jeden az dva neurony. Sotvaze se MWCNT obali 4-HNE, vyroste na ni

4 a7 6 neuront. [17]

Nanotrubice maji velky potencial jako biosenzory. Nanotrubice mohou byt spojeny
s biomolekulou. Jeji elektrické a vodivé vlastnosti umoziuji citlivéjsi detekei
biomolekul v realném ¢ase. Diky miniaturnimu spojeni s mikrofluidnimi zafizenimi se
mize monitorovat vice biomolekul souc¢asné. To by mohlo umoznit rychlejsi stanoveni
diagndzy nemoci, nez posilat vzorky do laboratofe. Nanotrubice mohou detekovat
elektrochemické signaly od biomolekul (napiiklad detekce redoxni reakce). Jedna
zvyhod je, ze elektrony zreakce jsou pfesné spojeny s nanotrubici a to zvySuje
citlivost. Uhlikové nanotrubice detekuji rizné druhy proteinti, vazani protilatek a DNA
hybridizaci. [23]
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1.2.4 Kvantové tecky

Kvantové teCky jsou fluorescenéni polovodicové nanokrystaly s unikatnimi
fotofyzikalnimi vlastnostmi. Kvantova tecka mtze byt slozena z prvka ze skupiny 11-1V,
I11-V, napiiklad CdTe nebo InP. Rozsah priméru kvantové tecky je od 2 do 10 nm.
Diky témto malym velikostem maji kvantové tecky jiné vlastnosti na rozdil od svych

objemovych polovodi¢ovych materialovych protéjsku. [24]
1.2.4.1 Struktura

Kvantové tecky se skladaji z jadra, skorapky a obalu. Struktura kvantovych tecek je
vSeobecné vytvofena zjadra, které je slozeno z anorganického polovodicového
materialu (napiiklad CdTe, CdSe) a zanorganické skoiapky z polovodicového
materialu S odlisSnymi pasovymi mezerami (napiiklad ZnS). Jadro se skotapkou je
obaleno vodou rozpustnym organickym povlakem, ke kterému mize byt pfipojena
biomolekula. Vybér skotfapky a obalu je dileZity, protoZze skofapka stabilizuje jadro
nanokrystalu a také meéni fotofyzikalni vlastnosti. Obal poskytuje vlastnosti, které
dovoluji jeho pouziti v ruznych aplikacich jako je rozpustnost ve vodném médiu a
poskytuje reaktivni skupiny pro vaznost biomolekul. Holé nanokrystalové jddro nemuze
byt vyuzito bez obalu a skotéapky, protoze je vysoce reaktivni a toxické. Jadro je také
nestabilni a degraduje. Nepravidelnosti jadra vedou k emisnimu blikani. Pfekryv jadra
skorapkou zptisobi pasivaci toxickych iontll. Skofdpka neni dostatecnd k ochran¢ jadra
Vv biologickych rozpoustédlech, a proto je potfeba vodé rozpustny obal, ktery zajisti
rozpustnost v biologickém médiu. Skotapka se miize skladdat z fosfolipidovych micel,
merkaptoacetické kyseliny, dihydrolipoické kyseliny nebo amfibickych polymerd.

Na obal se mohou konjugovat protilatky nebo nukleonové kyseliny. [24]
1.2.4.2 Vlastnosti

Tecky vyuzivaji kvantové omezenych efekt. V jadfe nanokrystalu vznikaji pary
elektron — dira. Kvantové tecky jsou vysoce fotostabilni se Sirokym absorpcnim
spektrem a zkym symetrickym emisnim spektrem. Jejich emisni barvy zavisi na jejich
velikosti, chemickém slozeni a chemickém slozeni povrchu. Barva mize byt laditelna
od ultrafialové pies viditelnou az k blizké infracervené vinové délce. Jejich unikatni

optické vlastnosti pfekonaly nedostatky tradi¢nich barviv a slibuji byt dal§i generaci
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fluoroforti — latek, které absorbuji fotony svétla v jednotlivych vinovych délkach a pak

znovu vyzafuji fotony Vv rozdilnych vinovych délkach. [24]

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720

Obr. 6 Emise QD a jejich vinova délka [66]

Kvantové teCky jsou slozené =z polovodiCovych materialt, obsahujicich pasy
dovolenych energetickych hladin, oddélené pasovymi mezerami (tzv. zakazanymi
pasy). Elektrony obsazujici hladiny pod zakdzanym pasem se oznacuji jako valencni,
elektrony na hladinach nad zakazanym pdsem oznacujeme jako vodivostni. Na
energetické hladiné mohou byt pouze dva elektrony. K pieskoku z valen¢niho
do vodivostniho pasu potiebuji elektrony ziskat energii, aby piekroCily zakazany pas
energii. Tato energie muize byt ziskana pomoci tepla nebo elektrickym napétim. Jakmile
elektrony preskocCi ptes zakazany pas, zanechd to za nimi pozitivné nabitou ¢astici —
diru. Par elektron — dira se nazyva exciton. Elektron ve valen¢nim pasu zustava pouze
docasné, nez ,,spadne” zpét. Jakmile elektron pada zpét do valenc¢niho pasu, emituje
elektromagnetické zatreni s rozdilnou vinovou délkou (Obr. 6, 7). Kdyz se objemovy

polovodi¢ovy material blizi velikosti excitonu, je tento nanokrystal nazvan kvantova
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teCka. Kvantovad tecka je kvantové omezena tzn., Ze ma diskrétni hladiny. Zména

chemického povrchu mtize zpisobit zménu v zakdzaném pasu.

Dalsi jedinecnou optickou vlastnosti je nastavitelnost absorpéniho a emisniho vzoru.
Emise muze byt laditelna od UV k blizkému infraervenému spektru tak, ze malé tecky

vyzafi v modré oblasti a vétsi te¢ky v Cervené oblasti. [24]
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Obr. 7 Absorbce a fluorescence CdSe kvantové tecky [26]

1.2.4.3 Syntéza

Murray a kolektiv uvedli koloidni syntézu kvantovych teCek. Pouzili organické
médium a organometalické ¢astice. Tento postup ukazal vysoky stupeit monodisperzity
a dobrou schopnost krystalizovat, kvantové tecky byly témét bez strukturnich defektt.
Bohuzel kvantovy zisk byl pouze 10 %. Zptsobovaly to defekty na ¢asticovém povrchu
k tomu, aby zlepSovali povrchovou kvalitu. Prvni uspé$na cesta zahrnovala povrchovou
pasivaci pomoci usazeni anorganické skotfapky z polovodi¢ového materialu se Sirokou
pasovou mezerou. Tyto struktury dosahuji zvyseni fluorescenc¢niho zisku. Tato metoda
se provadi pyrolickymi reakcemi pii rtizn€ vysokych teplotdch. Velmi dualezitd je
kombinace kovovych a organometalickych surovin s chalkogenovym prekurzorem
(napriklad S, Se, Te pfimési) v koordina¢nim rozpoustédle. Vysoka kvalita kvantovych
teCek muze byt ziskdna uzitim vhodného rozpoustédla (naptiklad tri-n-octylposfatovy
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oxid — TOPO), které je stabilni pii vysokych teplotach a zabranuje agregaci nanocastic.

Rust tecek je monitorovan. [27]

Kvantové tecky se vyrabé&ji napt. organickou a vodni syntézou. U vodni syntézy se

mohou pouzit mikroviny. [25]
Organicka syntéza

Organické syntézy patii mezi nejcastéjsSi metody syntézy kvantovych tecek.
V Bawendi skupiné pouzili dimethyl kadmium jako Cd prekurzor a trioctyl fosfat a
trioctylfosfatovy oxid jako povrchové Cinidlo. Protoze dimethyl kadmium je vysoce
toxické, drahé a nestabilni pii pokojové teploté a vybusné pii vysokych teplotach, dalsi
skupina védct pouzila jako Cd prekurzor CdO. Tato metoda byla jednoducha a
reprodukovatelna. Kvantové tecky vyrobené pomoci organické syntézy nejsou ve vodé

rozpustné, tudiz nejsou vhodné pro biologickou aplikaci. [25]
Vodni syntéza

Tato metoda produkuje vodou rozpustné kvantové tecky. Tyto kvantové teCky se
syntetizuji za pouziti reakce mezi Cd soli a NaHTe nebo NaHSe s uzitim thiolovych
komponentti jako povrchového c¢inidla. Kvantové te¢ky vyrobené ve vodni fazi nemaji
dobrou schopnost krystalizovat. Dalsi nevyhoda je, Ze tato metoda ma nizky kvantovy
zisk. Vyhody této metody jsou jednoduchost, levnost, jednoznacné€ snadna

reprodukovatelnost. [25]

Vodni syntéza za pomoci mikrovin je nova metoda, kterou popsal Ren a
spolupracovnici. Je zaloZzena na mikrovlnném ozéteni s ménitelnou teplotou. To vytvari
rychlou produkci kvantovych tecek s velikostné naladitelnou emisi od zelené k blizké
infradervené oblasti. Reakce spo¢ivd mezi Cd** a NaHTe roztokem. Vyhoda této
metody je nizka toxicita, dobrd reprodukovatelnost, rozpustnost ve vodé a tim

biologicka kompatibilnost a nizka cena. [26]

1.2.4.4 PouZziti kvantovych tecek v mediciné

Jakmile je kvantova teCka opatfena obalem rozpustnym ve vod¢, miize se pouzit pro

biologické aplikace.

23



Kvantové tecky mohou nahradit fluorescencni barviva jako je alexaflour 488 nebo
rhodamine 6G, které se pouzivaji pro zobrazeni biologickych objekti. Kvantové tecky
se vyuzivaji, protoze maji jisté vlastnosti, jako jsou blikani a zjasnéni. K zjasnéni dojde,
kdyz kvantové tecky rychle méni emitovany a neemitovany stav. To miize n¢kdy
zpusobit  problém v jedno-molekule  nebo  vestopovani.  Zjasnéni  je

zvySovano intenzitou fluorescence kvantovych tecek pfi excitaci.

Kvantové teCky se v biomedicin€ uzivaji jako fluorescencni biologické oznaceni
pro bunééné zobrazeni. Jejich velkd povrchova plocha dovoluje se vazat k cilenym
molekulam a tato vlastnost s kombinaci nanorozméri mize byt uzita v diagndze 1éceni
nemoci na bunééné trovni. Kvantové tecky se mohou pouzit pro zobrazeni in vitro a
in vivo. In vitro zobrazeni zahrnuje zivé bunééné zobrazeni. Kvantové tecky by mohly
byt pouzity jako biologické oznaceni pro bunééné proteiny a struktury, rizné molekuly,

protilatky a fluorescence v misté hybridizacni techniky pro DNA a RNA mapovani.

Kvantové teCky mohou byt idealni sondy pro in vivo zobrazeni diky jejich vyborné
fotoluminiscenci a fotostabilité pfi vystaveni laserovému ozafeni. Kvantové tecky
s povrchovym obalem polyetylen glykolu jsou stabilni. Obal, ktery bude zcela
netoxicky a zaroven nezméni vlastnosti kvantové tecky, zistdva prozatim nenalezeny.
Delsi vinové délky rozsifené v blizké infracervené oblasti mohou byt uzity k excitaci
kvantovych teéek v infracerveném zobrazeni, aby mohly byt pozorovany struktury
hluboko v biologické tkani. Jedna ze zajimavych aplikaci je zobrazeni kvantovymi

teckami v NIR pfi biopsii lymfatickych uzlin.

V roce 1998 byla ukdzéana prvni aplikace kvantovych tecek jako biologické znaceni
mysich fibroblasti. Cervené kvantové tecky byly upraveny, aby oznaéily bunéénou
kostru, zelené kvantové tecky byly urceny, aby rozpoznaly bunééné jadro. Znaceni
mize také sledovat, jak kvantové tecky vstupuji do bunky a jak zméni mechanizmus
burky. [27]

Kvantové tecky mohou byt vyuzity jako dodavka 1€kt k ur¢enému mistu. Léky
mohou byt cilené dopraveny K tumoru pomoci zvySené propustnosti a zadrzovaciho

efektu a to muze byt aplikovano u rakovinotvornych bunék.

Fototerapie je prijata pro rakovinovou terapii pro rtizné organy, jako jsou ktze, usta,

prsy, plice a jicen. Kvantové tecky by mohly byt uzity ke zvyseni citlivosti fototerapie.
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Kvantové teCky také mohou slouzit pro detekci riznych bakterii a toxind jako je

cholera toxin. [25]

Fluorescencni imunotesty odhaluji navazani fluoroforovych nalepek protilatky
k analytické molekule, ktera je pfilepena k substratu. Po kratké inkubacni dobé jsou
protilatky odplaveny a je ukazano mnozstvi protilatek. Kvantové tecky jsou schopné
detekovat n¢kolik znacek soucasné a to za pouziti jednoduchého svételného zdroje.
Nepfretrzité¢ sledovani v redlném case je umoznéno diky stabilité kvantovych tecek.
Védci se snazi vytvofit kvantové tecky, které by mohly pfepinat na on/off. FRET
nepozaduji prostorovou reorganizaci paru donor-akceptor, aby vyvolal ptepinéni.

To mlze vést K intenzivnim a pevnym senzorim. [27]

1.2.5 Uhlikové kvantové tecky

Uhlikové kvantové teCky (CQDs) jsou fluorescenéni uhlikové nanocastice. Jejich
rozmér je mensi neZ 10 nm. Jsou biokompatibilni a jsou ve vodé rozpustné. Uhlikové
kvantové tecky maji unikatni fotoelektrické vlastnosti. CQDs maji podobné vlastnosti
jako polovodi¢ové kvantové tecky, ale jsou mnohem vice biokompatibilni. [28] CQDs
jsou tvofeny uhlikovym jadrem a povrchem modifikovanym karbonylovymi a

karboxylovymi skupinami nebo polymery. [33]

Davoren a kol. ve své praci uvadé€ji vyrobu uhlikovych kvantovych tecek
elektrochemickou syntézou za pouziti dvou elektrod. Vysoce cista grafitova tyc¢
o prifezu 0,6 cm? slouzila jako pracovni elektroda paralelng s dalsi elektrodovou
grafitovou ty¢i, ktera byla ve vzdalenosti 2 cm. Elektrolyt se skladal z 5 ml vody, 4 ml
1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluorboratu ([BMIm] [BF4]) a 4 ml 1-butyl-3-
ethylimidazolium exafluorofosfatu ([BMIm] [PF6]). Byl pouzit staticky potencial 15 V,
na dvé elektrody pomoci stejnosmérného zdroje napajeni po dobu 6 hodin. Pti pouziti
této smési je vyroben Zluto hnédy prasek. Uhlikové tecky po ozafeni fluoreskuji jasné

modrou barvou. [28]

Uhlikové tecky se pouzivaji pro biozobrazovani, biochemické a chemické analyzy a

jako pfistroje vyzatujici bilé svétlo. [28]
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1.3 Bunka

Ttidéni vSech Zivych organismu je uréovano podle jadra. Organismy, jejichz bunky
obsahuji jadro, se nazyvaji eukaryotni (z feckych slov eu = opravdu, karyon = jadro). U

prokaryotnich (pro = pted) organismu bunky jadro nemaji. [56]

1.3.1 Stavba bunky

vvvvvv

soustfednymi membranami. Jadro obsahuje velmi dlouhé polymery molekul DNA.
Nosi¢em DNA jsou chromozomy. V jadie je malé jadérko. V jadérku dochazi
ke spojeni ¢asti riaznych chromozomii a k pfepisovani ribosomalni RNA a sestaveni

podjednotky ribosomi.

Mitochondrie jsou ve vSech aerobnich eukaryotickych bunkach (Obr. 8) a generuji
energii pro buiiku. Energii ziskavaji z oxidace molekul potravy (napt. cukrr), produkuji
palivo adenosintrifosfat (ATP), ktery slouZzi pro praci vétSiny bunécnych aktivit.
Mitochondrie pii své Cinnosti spotiebovavaji kyslik a uvolnuji oxid uhli¢ity. Tento

proces je nazyvan respirace (dychani).

Endoplazmatické retikulum je nepravidelny labyrint bunéénych prostort. Tento
labyrint je uzavieny membranou. V endoplazmatickém retikulu vnika vétSina slozek

bunéné membrany i materialli uréenych pro export z bunky.

Golgiho aparat pfijimad a casto méni molekuly vyrobené v endoplazmatickém
retikulu. Poté je sméruje do okoli buniky a dalich ¢asti. Golgiho systém pifipomina

stohy zplos§télych membranovych vack.

Lyzozomy jsou malé nepravidelné organely. Slouzi k vnitrobunéénému traveni.
Uvolfuji ziviny z potravy a odbouravaji nezadouci molekuly pro recyklaci nebo

vylouceni.

Peroxisomy jsou malé membranou ohranic¢ené vacky. V peroxisomu dochézi pomoci

enzymu k odbouravéani nebezpecného peroxidu vodiku.

Vnitiek bunky vypliuje cytosol. Je to koncentrovany vodny gel molekul. Cytosol je
mistem mnoha chemickych reakci a proto je dulezity pro existenci buiniky. Dochazi zde
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k prvnimu odbouravani molekul potravy a syntéze proteini. Cytosol udrzuje pohromadé
plasmaticka membrana. Je to tzv. obal zivé bunky. [56]
mitochondrie
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Obr. 8 Eukaryotni burika [56]

1.3.2 Bunéc¢na reprodukce

Rozmnozovani bunék se oznacuje jako mitdza (nepiimé déleni). [58] Pro rozdéleni
na témet stejné dcefiné buiky je potfeba zdvojeni genetického materialu a ostatnich
funkénich kapacit bunky. Jaderné déleni neboli mitéza je rozdéleni DNA na dvé

identické sady, poté nasleduje bunécné déleni neboli cytokinéza. [57]

Mitéza probihd ve Ctyfech fazich: profazi, metafazi, anafazi a telofazi. V profazi
se chromozomy zkracuji a zesiluji. Blana jadérka se rozpousti a vytvoii se délici
vieténko. V metafazi se sefadi chromozomy svymi centromerami do centralni roviny
buniky. V anafazi se chromozomy v misté centromery podélné rozd¢€li a chromatiny jsou
zkracovany a pfitahovany k opaénym konclim bunky. V telofazi délici vieténko zanika
a chromozomy se protahuji. Okolo chromozomu se vytvaii jadernd membrana a zacinaji
se okolo n¢ho vyskytovat jadérka. Uprostied buiky se vytvaii membrana, ktera

nasledné rozdéli matefskou bunku na dvé dcefiné. [58]

1.3.3 Bunéc¢na smrt

Pfic¢inou bunééné smrti byva jeji nevratné poskozeni. Tato nefyziologicka smrt

se oznacuje jako nekroza (Obr. 9). Nekroza vznika nevratnym poskozenim burnky diky
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vystaveni extrémnim podminkam, jako jsou vysoka teplota, radioaktivni zafeni, toxické
latky atd. Hlavnim rysem nekrozy je ztrata funkce a integrity plazmatické membrany.
DNA je témét celou dobu nekrozy nedotCena. V zavéreCné fazi dochazi k prasknuti
plazmatické membrany a vyliti bunééného obsahu do okoli. Nekréza se tykd veétsi

skupiny poskozenych bungk a je casto doprovazena zanétlivou reakci. [59]

NEKROZA

Obr. 9 Bunééna smrt — nekroza [59]

Buiika muze vykonat fyziologickou smrt. Bunééna smrt je vysledkem potieb
pro eliminaci ptislusné buiiky. Tato smrt se u obratlovci nazyva apoptdza (Obr. 10).
Apoptéozu mizeme chéapat jako urcity typ programované bunécné smrti s urcitymi
znaky. U apoptozy dochazi k degradaci DNA a plazmaticka membrana zlistava intaktni.
Apopticka bunika se zmensuje. Mitochondrie se tvarové neméni, ale ztraci svou funkci.
V jadfe dochazi ke kondenzaci chromatinu u vnitfni jaderné membrany. Na zavér
vznikaji vezikuly s cytoplazmou, organely s jadernym materidlem ohrani¢ené
plazmatickou membranou. Apoptéza se tykd pouze jednotlivych bun¢k a neni

doprovazena zanétlivou reakei. [59]

APOPTOZA

x4

Obr. 10 Bunécna smrt — apoptoza [59]
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1.3.4 Pronikani nanocastic do bunky

Prinik ¢astic do a skrz buiiku zévisi pfedevSim na cytoplazmatické membran¢ bunky
(Obr. 11). Membrana reguluje a udrzuje latky vné i uvniti a rozhoduje o tom, v jakém
mnozstvi budou pfijaty a vylouceny. Makromolekuly a nanocastice mohou byt
zachyceny ve vnéj$im prostiedi bunky pomoci endocytézy. Nanocastice je obalena a
vlozena do vezikuly (vacek) z cytoplazmatické membrany. Endocytdéza se sklada

ze dvou mechanismii: pinocytdzy a fagocytozy.

Macropinosome

@& 0.5-5 pm @ 100-150 nm

Apical region
of the plasma membrane

—

3 5 Tight
junctions
~ & 70 nm

+ Sorting
endosome

Phagosome

2 0.1-10 pm \O (;
l L) sosok

Phagolysosome

O
A\ Exocytosis()

¥ Basal region
of the plasma membrane

Obr. 11 Typy internalizace buiikami: 1. Fagocytoza zprostfedkovana receptory a
vedouci k tvorbé fagozomu, 2. Makropinocytoza, 3. Endocytéza zavisla na proteinu
klatrinu, 4. Kalveoly zprostfedkovanad endocytoza, 5. Endocyt6za nezavisla na proteinu
klatrinu a na kalveolech [2]

Fagocytozu zprostiedkovavaji fagocyty napt. makrofagy, monocyty a polynuklearni
neutrofily. Fagocyty slouzi k ochrané pied patogeny. Béhem fagocytozy jsou bakterie,
bunéény odpad a velké Castice pozorovany uvniti fagozomu. Fagozém ma primér
vrozsahu 0,1-10 um. Fagozom zni¢i patogeny pomoci enzymu, oxidantl, proteaz,
hydrolaz. Latky, které jsou odolné vuci degradaci, zistavaji ve fagozomu. Jakmile je
castice velkd, nedokdze ji cytoplazmatickd membrana zcela uzaviit a vznikd
tzv. frustrovany fagozém. Tento frustrovany fagozom spousti chronickou zanétlivou
reakci. U alveolarnich makrofagi v dychacim systému studie ukazuji, ze Uc¢innost
fagocytdzy je slabsi a muze dochdzet k nepohlceni cCastic fagozomem a nasledné

usazeni v alveolarnim epitelu.
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Pinocyt6za je neustale probihajici proces ptijmu tekutin, roztoki a vyjimecné i plyna.

Pinocytozou vznikaji velmi malé vacky oproti fagocytoze. [2]

1.4 Toxicita

Nanocastice se nevyhnutelné stavaji vice pouzivané v riznych oblastech. Lidské télo
je tedy vystaveno nanocasticim a je potifeba se zaméfit na vyzkum nanotoxicity. Je

potieba nejdiive ziskat informace o toxicité nanoc¢astic na buné¢né urovni — in vitro.

Nanocéstice jsou Siroce vyuzivané v konzumnich produktech a mohou se dostat
do téla inhalaci, koznim kontaktem, travicim traktem nebo injekci. Kdyz jsou
nanocastice ulozeny v organech, mohou zpusobit modifikaci fysiochemickych vlastnosti
a zpusobovat nepfiznivé biologické reakce. Na druhou stranu je vyuZziti nanoc¢astic

v biomedicinskych aplikacich velice zajimavé. [31]

1.4.1 ROS

Volné radikaly a vysoce reaktivni druhy jsou znamy jako reaktivni kyslikové druhy
(ROS). Jsou vytvorené z kyslikovych molekul vzniklych bunéénym dychanim. ROS
tvofi kyslikové radikaly, jako superoxidovy aniont a hydroxylovy radikél a dalsi jiné
reaktivni kyslikové neradikélové druhy (peroxid vodiku, ozén, kyslik). Tyto chemicke
druhy mohou byt vyrobeny z vnitinich a vnéjSich zdroj. Vnitini zdroje zahrnuji zanét,
mitochondrie, cytochromovy metabolismus, mikrosomy, peroxysomy. Znecistovatelé
prostiedi (napf. cigaretovy kouf) jsou dobife znadmy jako vnéjSi zdroje ROS, které

vytvareji fetézovou reakci ROS produktii v bunkéach.

Kyslikové volné radikdly obsahuji neparové volné elektrony, proto reaguji
v mikrosekundach na kratkou vzdalenost (nanometry) s blizkou molekulou. ROS je
fyziologicky vyroben v normalnich davkach béhem metabolického procesu nebo béhem
ozafeni. ROS jsou dulezité vedlejsi produkty z mitochondrialniho dychéni, které
zahrnuje katalyzované elektronové transportni reakce. ROS je také tvofeno b&hem
reakce s kovovym katalyzatorem. Fagocyty podstupuji spravny oxidativni stres, ktery je
umistén ve fagozomech. Nadmérné mnozstvi ROS muze hrat roli v fetézové reakci

jedovatého cyklu a navic podporuje sekreci biologicky duilezitych molekul. Oxidativni
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poskozeni se akumuluje béhem zivota a predpoklada se, ze to miize hrat klicovou roli

ve vyvoji rakoviny, Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby. [32]

1.4.2 Méreni toxicity in vitro

Toxicita nanomaterialti se nejprve testuje na buiikkach (in vitro) a poté na zvitatech
(in vivo). Ne testovani toxicity in vitro se pouzivaji napi. trypanova modi, MTT, MTS,
XTT, MTS, FDA, fluorescen¢ni sondy a dalsi.

1.4.2.1 Trypanovad modr

Pro optické zjisténi mnozstvi poSkozenych bunék se pouziva trypanova modf.
Trypanova modi je sodna sul toluidin-diazo-diamino-naftoldisulfonové kyseliny
(Obr. 12). Tato metoda byla vyvinuta pro pouziti v oblasti klinické hematologie a v roce
1950 byla adaptovana pro studium bunécnych kultur. Barvivo nepronikd do zivych
bunck, ale pouze modfe obarvi buiiky s poSkozenou membrdnou a mrtvé buiky.
Zivotnost je poéitana jako pomér poétu Zivych bunék k celkovému poétu viech bundk.

[42]

Nevyhodou této metody je hodnoceni statisticky malého poctu bunck (napf.
hodnoceni v 10 zornych poli). Dalsi nevyhodou je ovlivnéni toxicity latkou samotnou.
Toxicita se musi méfit do 5 min po pfidani chemikalie, v opacném ptipadé se poskodi

zdravé bunky. [43]

Vyhoda této metody je jednoduché a rychlé hodnoceni vysledku. Pfi metod€ barveni

bunék trypanovou modfi se pouziva svételny mikroskop. [44]

CH, CH,
NH, OH OH NH;
SeN I
NaO;S SO;Na NaO,S SO;Na

Obr. 12 Trypanova modi [42]
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1.4.2.2 MTT

Nejbéznéjsi metoda pro méfeni cytotoxicity pouziva MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-di-fenyl tetrazolium bromid). Testem se méfi bunécna aktivita, provadi se
ve tm¢, protoze MTT je latka citliva na svétlo [47, 48, 49]. Zaklada se na redukci
zlutého MTT na nerozpustny, fialovy formazan (Obr. 13, 14). Tato reakce je zpusobena
mitochondrialnimi enzymy Zivych bunék. Cim vice je Zivych bunék, tim vice je roztok
fialové zbarveny. Zbarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky pfi vinové délce

od 500 nm do 600 nm. Tato metoda je materialové i ¢asové efektivni. [50]

Obr. 13 Oxidovana forma MTT [42] Obr. 14 MTT formazan [42]

1.4.2.3 MTS

Dalsi metoda méfeni cytotoxicity je S vyuzitim MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazollium).  MTS je  vodou
rozpustnd a tim ptekondva nevyhody metody MTT, naptf. rozpustnost krystall
pted spektrofotonovym méfenim. Tato metoda muze byt pouzita pro rizné bunécné
populace. [45] MTS testy jsou zalozeny na pfeméné tetrazolinové soli na obarveny
vodou rozpustny formazanovy produkt pomoci mitochondridlni aktivity zivych bunék.
Mnozstvi formazanu vzniklych pomoci dehydrogenaznich enzymt je pifimo umeérné
poétu Zivych bunék v kultufe. Zivé buiiky mohou byt méfeny pii vinové délce 492 nm.

[46]
1.4.2.4 XTT

XTT detekuje bunéénou metabolickou aktivitu. Je podobny MTT testu cytotoxicity.
XTT je 3-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6nitro)benzene-

sulfonic acid hydrate. Zluta tetrazonova siil je pfeménéna dehydrogenazovym enzymem
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zivych bunék na formazanové krystalky. Absorpce je méfena pii 450 nm pomoci

spektrofotometru. [51, 52]

1.4.2.5 FDA

FDA je acetylovy derivat zeleného fluorescenéniho barviva fluoresceinu. Diky
acetylovym skupinam barvivo nefluoreskuje a je schopné difundovat skrz

fosfolipidovou dvojvrstvu. FDA je ptitomna v cytoplazmé. [53]

1.4.2.6 Méreni toxicity in vitro pomoci fluorescencni sondy

Pro detekci ROS (reaktivni kyslikové druhy) se pouzivaji fluorescenéni sondy,
napt. CM-H,DCFDA [ 5-(and-6)-chlomethyl-2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat]
nebo H,DCFDA (2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetait) nebo H;DCFDA-AM
(acetomethylovy ester). Tyto sondy jsou citlivé na zvySenou produkci peroxidu vodiku
(H202) nebo radikalu hydroxidu (HO), peroxylu (ROO), oxidu dusnatého (NO) a
oxidu dusicitého (NOO') a prochazeji skrz bunécnou membranu. U uvedenych sond
dochazi reakcemi k vytvofeni fluorescenéniho DCF (2,7-dichlorodihydrofluorescein).
Jako pftiklad je popsana pfeména acetomethylového esteru (H,DCFDAAM) na DCF
(2,7-dihydrofluorescein).
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Obr. 15 Pfeména acetomethylového esteru (H,DCFDAAM) na DCF (2,7-
dihydrofluorescein) [62]

Esterazy jsou lysozomalni enzymy, které hydrolyzuji estery niz§ich mastnych kyselin.
Jsou pfitomné v endoplazmatickém retikulu. [65] Esterazy H,DCFDA se preménuji
na H,DCF, které se oxiduje pomoci ROS (H,O,, HO, ROO;, NO, NOO)
na fluorescenéni 2,7-dihydrofluorescein DCF (Obr. 15). DFC je excitovano pii 498 nm
a emituje pti 522 nm. DCF umoznuje lokalizaci a pfipadné i kvantifikaci ROS. [63, 64]

1.4.3 Toxicita grafenu

Toxikologické testy ukazaly, ze multifunkéni grafen (MFG vyrobeny z grafen oxidu a
ferocenu) lze povazovat za netoxicky, pfi tom nevytvaii zadné podstatné mnozstvi ROS
ani apoptozy v HeLa bunkach. MTT byl pouzit jako cytotoxicky test. Byly pouzity tyto
koncentrace: 0 ug/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/ml, 100 ug/ml, 200 ug/ml.

U koncentrace 80 pg/ml viabilita klesla pod 60 %. In vitro bunéné zobrazeni
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multifunkéniho grafenu na HeLa bunikach dalo excelentni lokalizaci v oblasti lysozomu.

In vivo studie dokazaly, ze MFG byl biokompatibilni k Daniu pruhovanému. [39]

Pouzitim MTT testu bylo vyhodnoceno, ze grafen neni toxicky pro HeLa a PANC-1
buniky. PANC-1 jsou lidské pankreatické karcinomni bunky. Viabilita HelLa bunék
sgrafenem pii inkubaci 4 hod byla dokonce zvySena proti 24 hod inkubaci.
Fluorescentni mikroskopie ukazala, ze ROS produkce byla zvysena v PANC-1 burikach.

Toxicita ukazala, Ze velice zavisi na typu bun¢k a proteinovém zdroji. [40]

Testy provadéné skupinou Horvéath a kol. ukazuji, ze celkové vysledky pfi pouziti
grafen oxidu davaji stfedni akutni cytotoxickou reakci na epitelnich a makrofagovych
buiikach. Grafen oxid byl ukazan pouze ve fagozomech, nezplsobuje zadné ziejmé
nepfiznivé zmény v bunécné morfologii a ultrastruktufe. Testy byly provadény
na lidskych epitelnich bunkach A549 a na mysich peritonealnich makrofagovych
buiikach RAW 264,7. Pfi koncentraci 0,125 pg/cm? byla viabilita nad 80 %. [54]

Toxicita byla zkoumdna na prsnich rakovinotvornych bunkach MDA-MB-231.
Viabilita byla uréena MTT testem. GCP (grafen-uhlik pasta) zlepsuji buné¢nou viabilitu
a snizeni ROS produkci, kdyz GCP substrat obsahuje nizké koncentrace grafenu
(1-2,5 hmotnostni %). Naopak vyssi grafenové koncentrace vedou ke zvySeni toxicity a
chudsimu bunétnému rustu. GCP substrat snizkym obsahem grafenu je vice
biokompatibilni nez CP (uhlikovd pasta) substrat. GCP by mohl byt uzit

jako elektrochemicka elektroda pro bunéénou analyzu. [55]

1.4.4 Toxicita uhlikovych nanotrubic

SWNT maji nizkou akutni toxicitu po pusobeni 24 hodin na buiiky A549. Vétsi
toxicita byla zaznamenana pii absenci séra, které jako nosi¢ zabranuje aglomeraci
nanotrubic. Tento trend nebyl zaznamenan pii expozici kiemikem. SWNT reagovaly
s barvivy pfi cytotoxickém méfeni, proto se pouzila jina spektroskopicka technika
pro pozdé¢jsi objeveni téchto interakci. Po 24 hodinach expozice nebyly zaznamenany
SWNT uvnitf bungk, ale tvarové zmény v bunikach. Byla zaznamenana lamelova téliska
ukladajici surfaktant. Lamelarni téliska v buiice skladuji surfaktant (lipidova vrstva
zabranujici splasknuti bunék v alveolu) a jsou obrannou reakci plicnich bunék

na SWNT. [29]
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DNA poskozeni a poskozeni jadérka je zpisobené uhlikovymi nanotrubicemi (CNT)
a grafitovymi nanovldkny (GNF) v lidskych praduskovych epitelidlnich buiikach.
Genotoxicita je zpusobena vlaknitou strukturou CNT s moznym prispévkem kovovych
katalyzatorii (CNT Co a Mo a Fe u GNF). U obou materiala bylo vidét poskozeni DNA,
zavislé na davkovani. Efekt byl vice znatelny pii delSim casovém pulsobeni.
Pti jadérkové zkouSce nebyl davkové zavisly efekt zaznamenéan. Pozitivni vysledky
byly ziskany v davkach, které nebyly toxické k buitkam. ZvySovani davky materialu

stézovalo mikroskopickou analyzu jadérka. [30]

SWNT jsou oznaCeny jako vysoce toxické ve vysokych koncentracich. Toxicita
SWNT byla zkoumana na ledvinovych buiikach lidského embrya. Toxicita byla
sledovana od 1 do 5 dni. Cui a kol. nalezli, ze toxicita bun€k je zavisla na davce a Casu
vystaveni. Cisté SWNT jsou cytotoxické, ale tento efekt by se dal zmirnit pomoci
funkcionalizace povrchu SWNT. Kam a kol. odhalili nizkou toxicitu za pouZiti
carboxyl-, biotin-, a fluorescenéniho obalu v buitkach HL60 po dobu 1 hodiny. Sayes a
kol. sledovali cytotoxicitu ve vod¢ rozpustnych SWNT na lidskych koznich
fibroblastech, s koncentraci 3-30 mg/ml po dobu 48 hodin. Bunééna smrt byla nejvyssi
u nedotéené SWNT. Funkcionalizované SWNT obsahujici vice funkénich skupin mély
za nasledek vétsi bunéénou zivotaschopnost. Védci se snazi objasnit toxicitu SWNT,
ktera je pravdépodobné spojena s jejich syntézou. Pii syntéze se pouzivaji kovové
katalyzatory, kter¢ mohou byt samy o sobé toxické. Bylo sledovano, Ze katalyzator
obsahujici zelezo v roztoku, zptsobuje cytotoxicitu. Shedova a kol. ukazali davkové a
Casové zavislou cytotoxicitu na lidskych epidermalnich keratinocytech. Vyssi
koncentrace a del$i inkubacni Cas zvySuji oxidativni stres a ten redukuje glutationové

hladiny jaderné a mitochondrialni zmény. [13]

Svazky SWNT vyvolavaji neptiznivé bunécéné efekty. To mlze byt zplisobenou diky

tuhosti a veétsi velikosti. Nanotrubice mohou napodobovat efekty azbestovych vlaken.

Studie MWNT poskytly vysledky podobné tém se SWNT. Procento bun¢k s MWNT
se zvysilo z 59 % ve 24 hodinach na 84 % po 48 hodinach. Piedpoklada se, ze MWNT
jsou toxické i pii nedostatku katalytickych castic. Moteiro-Riviere a kol. se domnivali,
7e toxicita je zpusobena pfilepenim MWNT Kk bunééné membrané nebo proniknuti
dovniti bunék. MWNT byly vidény v cytoplazmé a blizko jadra. Riznost povrchového

obalu napt. hydroxylové nebo karboxylové skupiny zpusobuje mensi toxicitu.
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Zhodnotili, ze MWNT byly netoxické, protoze metabolickd aktivita byla udrzovana
nad 75 %.

Muller a kol. inkubovali peritondlni makrofagy obsahujici ¢ist¢ MWNT a rozemleté
MWNT vV koncentracich 20-100 mg/ml po dobu 24 hodin. Zjistili, z2 MWNT mély
schopnost indukovat davkové zavislou cytotoxicitu a zvySeni TNF-a, které je podobné

azbestu. [13]

SWNT vsttiknuté do krysi plice, za 24 hod zptsobily smrt v 15 % infikovanych krys.
Vyzkumnici uvedli cytotoxicitu SWNT, ktera indukovala plicni poskozeni mysi.
Pti vstiiknuti 0,5 mg SWNT do mysi se aktivovaly makrofagy a vznikly rizné zanétlivé
odpovédi. Stoker a kol. odhadli zdravotni riziko z nanotrubic na lidském dychacim
systému pii uziti bun€k bronchidlniho epitelu a normaélnich lidskych fibroblastech.
Inkubovali vodni roztok s SWNT, majici primérnou délku 500 nm a primér méné
nez 10 nm. Vysledky ukazaly zvysenou produkci oxidld dusiku a snizenou bunécnou

Zivotaschopnost po vystaveni rozdilnym koncentraci SWNT [14]

Funkcionalizované nanotrubice poskytuji vétsi biokompatibilitu s fyziologickym
systtmem a diku tomu se snizuje jejich toxicita. SWNT funkcionalizované s fenyl-

SO3H a SWNT s fenyl-(COOH); jsou méné¢ toxické. [13]

1.4.5 Toxicita kvantovych tecek (QD-CdSe a QCD)

Obavy z toxicity kvantovych teCek jsou opravnéné, protoze jadro byva sloZzeno
z toxickych prvkt. Sledovani vstiiknutych kvantovych tecek na kontrolni embrya
ukazalo nové utvary. Kvantové tecky zustavaly v bunkach, do kterych se vstrikovaly.
Ballou a kol. sledovali uskladnéni QD s povrchovym obalem V jatrech, slezin€ a kostni
difeni mys$i. VSechny QD byly nalezeny uvnitt endosomu, hlavné v perifokularnich
buiik4ch sleziny a viditelné znaky byly pozorovany pomoci elektronové mikroskopie.
Dlouhodobé studie zkoumaly QDs na bunkach mPEG-750. QDs zistavaly meésic
Vv plicich mysi, lymfatickych uzlinach a kostni dfeni. [13] Shiohara a kol. studovali
cytotoxicitu MUA — obalené CdSe/ZnS QDs ve tfech rozdilnych bunéénych liniich
(Vero bunky, HelLa bunky a lidské hepatocyty). Po inkubaci bun¢k s kvantovymi
teCkami s koncentraci od 0-0,4 mg/ml po dobu 24 hodin byla nalezena zavislost
cytotoxicity na davce. MUA je sloucenina, ktera byla v pfedchazejici studii pouzita
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pro vodné rozpusténi CdSe/ZnS kvantovych tecek. Tato studie ukazala, ze MUA obal
neni vhodny, protoze zvysuje toxicitu kvantovych tecek. Kirchner a kol. nalezli PEG,
ktery snizuje buné¢nou toxicitu kvantovych tecek s kiemikovym obalem. Zhang a kol.
sledovali velikostné zéavislou toxicitu na zelenych, zlutych a cervenych kvantovych

teckach, kdy koncentrace zptsobuje 50% snizeni MTT aktivity.

Studiem pusobeni QD na bakterii Escherichia coli se ukazuje, ze QD zpomaluji rist
bakterii. Cim jsou nano&astice mensi, tim jsou pro bakterii vice toxické. Pomoci metody
ATR-FTIR byla zjisténa rizna spektra v zavislosti na koncentraci QD castic. Zelena
pfi 543 nm, Zlutd pii 579 nm, Cervend pii 647 nm. Vysledky ukazuji, ze vnéjsi
membrana bunék je zménéna nebo poskozena QD, coz umoznuje , aby QD vstoupily
do buiiky. Kademnaty kationt (Cd®") je méné& toxicky nez QD obsahujici CdTe.

Schopnost pieziti bakterie a stupefi poS§kozeni jsou zavislé na koncentraci QD. [31]

V dal$i studii se zjiStovala interakce mezi lidskymi bunkami — epidermélnimi
keratinocyty a QD slozenymi z CdSe. Zkoumal se vliv na buiky pii aplikaci tazného
napéti. Zakladni schéma bylo pfi koncentraci 3nM QD a bylo aplikovano zatizeni bun¢k
V podélném sméru po dobu 4 hodin. Poté byly buiiky prozkoumany na zivotaschopnost
a produkci cytokinli. Predpokladalo se, ze 10% napéti zvysi piijem QD do buriky.
Vysledky indikuji, Ze pfidané napéti zvySuje produkci cytokind, tim se zvysi ptijem QD
do buriky a to ma vliv na zivotaschopnost burniky. Jakmile se nepouZije napéti, pronikani

QD se nezvySuje a tim se nezvysi QD toxicita (pfi stejné koncentraci). [32]

Toxicita byla zkoumana na rakovinotvornych prsnich buiikach MCF-7. Uhlikové
kvantové teCky byly pasivovany PEGispon. V této studii je uhlik netoxicky. A proto

uhlikové kvantové tecky mohou byt povazovany jako netoxické. [14]

Ye-Yun Zhang a kol. syntetizovali vodou rozpustné fluorescencni uhlikové kvantové
tecky (QCDs), které byly zkoumany na cytotoxicitu. Cytotoxicita QCDs byla
vySetiovana na HeLa bunkach v riznych koncentraci (0 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml,
200 pg/ml, 400 pg/ml) po dobu 48 hod a 72 hod. Nejnizsi toxicita byla naméfena
u koncentrace 400 pg/ml po dobu 72 hod. MTT test ukazal, ze tato koncentrace ma
90 % viabilitu a tedy testy MTT ukazaly, ze QCDs maji nizkou toxicitu (viabilita témét
100 %). [34]
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Cytotoxicita DEG-CDs byla vyhodnocena pomoci MTT testu. Tyto QD byly ziskany
mikrovinnym ozafenim uhlikového zdroje a reaktivnim médiem diethylen glykolem
(DEG). Viabilita byla zkoumana na C6 gliomovych butikach inkubovanych s DEG-CDs
Vv riznych koncentraci po dobu 24 hod. Cytotoxicita byla zanedbatelna az k 1 mg/ml.
MTT testy ukazaly, ze DEG-CDs davaji zanedbatelnou toxicitu. [35]
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Obr. 16 Viabilita HeLa bun¢k inkubovanych s CDs a CdTe QDs s riznou koncentraci
po dobu 6 hod (a) a inkubovanych pro rizné ¢asy s koncentraci 0,75 mg/ml CDs a 0,1
mg/ml CdTe QDs (b) [36]

Baofu Han a kol. srovnavali cytotoxicitu CDs a CdTe QDs. CdTe QDs byly
pfipraveny teplotné rozpustnou syntézou ve voda-glykolovém médiu a jako uhlikovy
zdroj byla pouzita glukéza. CDs mély prumér okolo 7,5 nm. Toxicita byla zkoumana

na HeLa buiikach po dobu 6 hod. Viabilita HeLa bunék se se zvySujici koncentraci CDs
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(po 6 hod inkubaci) pouze mirn¢ snizila. Naopak viabilita HeLa bun¢k se zvySujici
koncentraci CdTe QDs byla rapidn¢ snizena (Obr. 16 a, b). [36]

Uhlikové tecky jsou biologicky kompatibilni a ukazuji vyborné optické vlastnosti
pro zobrazovaci aplikace. Excita¢ni vinova délka CDs byla 405 nm. Cytotoxicita CDs
byla studovana na lidském hepatobunécném karcinomu. Toxicita byla testovana CKK-8
po dobu 24 hod a 48 hod. Vysledky ukazuji, Ze viabilita bunék zavisi na koncentraci a
inkuba¢nim ¢ase. Pouzity byly koncentrace 2 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml,
140 pg/ml, 200 pg/ml. Do koncentrace 140 pg/ml byla viabilita bunék téméf stejna,
pohybujici se do 80 %. U koncentrace 200 pg/ml po dobu 24 hod je viabilita bun¢k
takika 70 %. V inkubaéni dob¢ 48 hod klesla viabilita bunék témét k 60 %. [37]

Uhlikové tecky o velikosti 5-10 nm byly zkoumany na toxicitu. U téchto uhlikovych
teCek dosdhla maximalni excitacni vinova délka 450 nm. Uhlikové tecky by mohly byt
pouzity pro bunécné zobrazeni. Toxicita byla métena MTT testem na MDCK burikach.
CDs byly extrémné biokompatibilni vici MDCK buinkdm. Byly pouZity tyto
koncentrace: 1 pg/ml, 1,5 pg/ml, 2 pg/ml, 2,5 pg/ml, 3 pg/ml, 3,5 pg/ml, 4 pg/ml.
Ve vsech koncentraci byla viabilita bunék vice nez 80 %. V koncentraci 1 pg/ml nebyly

zabity zadné bunky. Ve 4 pg/ml bylo nalezeno 80,32 % zivych bunék. [38]

K syntéze vodé disperzibilnich uhlikovych tecek (CDs) byl pouzit jako uhlikovy
zdroj roztok Saccharum officinarum. Tecky mély primérnou velikost 3 nm a ukazaly
jasnou modrou fluorescenci pod UV svétlem (A = 365 nm). Toxicita byla testovana
na bakteriich (Escherichia coli) a kvasinkach (Saccharomyces cerevisiae). Vysledky
ukazuji, ze koncentrace 40 pg/ml CDs byla vhodna pro bunécné zobrazeni jak bakterii,
tak i kvasinek. [68]

40



2 Prakticka c¢ast

Praktickd c¢éast prace byla zaméfena na toxicitu uhlikovych kvantovych tecek
k bunkam. Bunky interagovaly se vzorkem 24 hod v béznych kultiva¢nich podminkach
(37 °C a atmosféra obohacena o 5% CO,), které zajistoval CO, inkubator. Cytotoxicita
byla pozorovéana z hlediska zmén v bunééné viabilité (zivotnosti) a vzniku oxidac¢niho
stresu. Pokles viability bun¢k a stanoveni toxické koncentrace (tzv. IC — 50) byly
zjistény MTT testem. Hladina volnych kyslikovych radikald (ROS — reactive oxygene
species) byla detekovana pomoci fluorescencni sondy interagujici S ROS. Pomoci
mikrodestickového readeru Synergy HT (Biotek) se detekovaly hodnoty absorbance
i fluorescence, které se nasledné ptepocitaly na procentualni odchylky od kontrolnich
bun¢k — bunék bez nanomateridlu. Interakce buné€k s uhlikovymi kvantovymi teCkami

(zkracené C-dots) byly zobrazeny svételnym mikroskopem s fluorescencnim modem.
Vzorky uhlikovych kvantovych tec¢ek

Pro testovani byly pouzity dva druhy uhlikovych kvantovych tecek. Kazdy vzorek
kvantovych teCek byl syntetizovan jinym zptasobem. Prvni uhlikové tecky byly
syntetizované védeckou pracovnici RCPTM podle ¢lanku [60]. Jsou oznaceny jako
GUS (Gallate — derived carbon dots), jejich tvar a velikost jsou ukazany na Obr. 17.
Druhy pouzity vzorek (Obr. 18) QCDs (Quaternized Carbon Dots) byl dodan z fecké

Univerzity v loanning a syntetizovan Athanasios Bourlinosem podle ¢lanku [61].

Obr. 17 Uhlikové kvantové tecky GUS5 zobrazeny pomoci TEM, velikost ~ 7 nm [60]
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Obr. 18 Uhlikové kvantové tecky QCDs zobrazeny pomoci TEM v levém hornim rohu
(mefitko 100 nm), velikostni distribuce je 4-9 nm [61]

2.1 Popis experimentalniho vybaveni
PouZité buiiky

Cytotoxicita nanomateriala byla méfena pod vedenim Ing. Katefiny
Tomankové, Ph.D., na mysich fibroblastech (buné¢na linie NIH3T3). Tyto fibroblasty
jsou standardné kultivovany pro méfeni cytotoxicity na Lékaiské fakulté Univerzity
Palackého v Olomouci. Buiky byly kultivovany v rustovém médiu DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle’s Medium), které obsahovalo 10 % FBS (Fetal Bovine Serum) a 1%
antibiotik (penicilin/streptomicin). Kazda jamka 96 jamkové mikrotitra¢ni desticky
obsahovala 10 000 bunék. Jednotlivé jamky se znacily rdznou koncentraci vzorku

ve sterilnim prostiedi (v laminarnim boxu).
PouZité chemikdlie
MTT test

e DMSO - dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich)
e MTT — 3-(4,5-di methylthiazol-2-yl)-2,5-di-fenyl tetrazolium bromid (Sigma
Aldrich)

Detekce ROS

e Fluorescen¢ni  sonda  CM-H,DCFDA -  5-(and-6)-chlomethyl-2,7-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (Invitrogen Co)
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e Fosfatovy pufr PBS (Phosphate Buffer Saline) — sloucenina NaCl, KCI,
Na,HPO,4, KH,PO,, (pfiprava Vv laboratofi LF)

Pouzité pristroje

e CO; inkubator vyhiaty na 37 °C s 5 % CO,, s odchylkou 5 % (BioTek)

e Triepacka s kruhovym pohybem tiepani (Heidolph Instruments)

e Ultrazvukova lazen (Elma Ultrasonic)

e Svételny mikroskop Olympus 1X81 vybaveny CCD kamerou a Cell® softwarem
(Olympus)

e Multi-detek¢éni mikrodestickovy Synergy HT reader (Obr. 19). ROS: méfeni
fluorescence — pouzité filtry: excitaéni 485/20 nm a emisni 540/25 nm; MTT:

méfeni absorbance pii 570 nm a 690 nm (BioTek)

Obr. 19 Synergy HT fluoro-reader

2.2 Priprava vzorku na méreni

Vzorky obsahovaly vodu a uhlikové tecky. Koncentrace GU5 a QCDs byla 4 mg/ml.
Vzorky byly vlozeny do ultrazvukové 1azné (5 min) pro lepsi oddéleni Castic a nasledné
byla pfipravena jejich koncentra¢ni fada: 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 125 pg/ml, 60 pg/ml,
30 pug/ml, 15 pg/ml, 7,5 pg/ml. Redéni jednotlivych koncentraci bylo poéitano podle

nasledujici rovnice:
c1.Vi=cy.V,

Cy...cilena koncentrace
V1...pottebny objem
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C,...koncentrace zasobniho roztoku
V5...vysledny objem vzorku

Zde je konkrétni ptiklad, jak nafedit zasobni roztok (c, = 4 mg/ml) na koncentraci

1 000 pg/ml, kdyz potiebujeme ziskat objem 450 pl:

¢;'V; _ 1000450
c; 4000

vV, = =112,5 = 113 ul vzorku

V, — V, = 450 — 113 = 337 ul média

V objemu 450 pl je tedy 113 pl vzorku a 337 ul média. Z obou zasobnich roztokd (GUS
I QCDs) byl nafedén roztok o koncentraci 1000 ug/ml, ktery byl nasledné fedén
dvojkovou tadou (viz Tab. 1) a aplikovan do jamek s bunkami. Podobné je to i
pro méfeni ROS. Roztok o koncentraci 1000 pg/ml obsahuje 57 pl roztoku uhlikovych
teCek a 168 ul PBS. Roztok byl tedén analogicky viz Tab. 1, ale médium bylo
nahrazeno PBS.

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 9
¢ [pg/ml] 1000| 500| 250| 125| 60 30 15| 7,5 0
vzorek [ul] 100 50 25 12 6 3 2 1 0
médium [ul] 0 50 75 88| 94 97 98 99| 100

Tab. 1 Koncentrace a piislusné fedéni vzorku na kazdou jamku; 9. sloupec je kontrolni
— bez vzorku, pouze s bunikami

& 6. 7_1 B4 OKK1O 1 12 K

|| MTT- vzorek A-QcCDs

-~ i R

S e 've]

MTT — vzorek B — GU5

-

MRS N
K A 7 5 Ay |

= g

e )( )

ROS - vzorek A — QCDs

"'-/ NGNS ¥ ROS —vzorek B —GU5
' T
Obr. 20 Rozvrzeni mikrotitraéni desticky pro méteni ROS a MTT (fialové zbarveni je

zpusobeno redukci formazanu metabolicky aktivnimi buiikami)
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Z mikrotitracni desticky vyjmuté z inkubatoru bylo odstranéno médium (bunky zGstaly
adherované na dné jamek). Do prazdnych jamek bylo doplnéno médium a vzorky podle
Tab. 1. Do poslednich dvou fadk, které byly uréeny pro méieni ROS, byl pfidan misto
média PBS (Obr. 20). Kazda koncentrace byla opakovana dvakrat, aby byla vylou¢ena
chyba testu a cCasové nezavislé pokusy byly provedeny tfikrat, pro objektivni

zhodnoceni cytotoxicity.
Detekce kinetické produkce ROS

Vznik ROS byl sledovan ve dvou rdznych inkubacnich dobach od aplikace
nanomaterialti. PO naplnéni jamek na 100 pl bylo k jamkam s PBS ptidano 2 pl sondy
CM-H;DCFDA. Tato sonda ur€uje nasledujici reaktivni formy kysliku: H,O,, HO-,
HOCI, COO-. Prvni pokus méfil kinetickou produkci ROS od okamzité aplikace C-dots
po dobu 4 hod. Po 4 hodinach byla desticka vyjmuta z ptistroje a vlozena zpét do CO,
inkubatoru na 24 hod. Po této inkubaci s uhlikovymi teckami byla opét zmétena hladina
ROS.

Test bunécné Zivotnosti

Jamky, uréené pro MTT test, byly po odstranéni roztoku zivného média DMEM
se vzorkem, promyty fosfatovym pufrem (100 pl). Do vyprazdnénych jamek
(do prvnich 4 tadka Obr. 20) bylo pfidano 50 pul 2 mM MTT roztoku. Nez bunky zacaly
metabolizovat tuto tetrazoliovou sil, byly vyfotografovany pod optickym mikroskopem
ve fazovém kontrastu i fluorescenénim modu. Nasledné byla kultivaéni desticka vloZena
zpét do CO; inkubatoru. Po 3 hod hodinach byl z desti¢cky odstranén nevyredukovany
roztok soli a do prazdnych jamek bylo pfidano organické rozpoustédlo DMSO
v mnozstvi 100 pl. Vyredukované krystalky formazanu méni roztok na fialovou barvu.
Pro dokonalé rozpusténi krystalki byla desticka umisténa na 10 minut do tfepacky a
nasledné byla vlozena do readeru, kde byla zmeéfena absorbance pifi vinové délce
570nm a 690 nm. Absorbance bunck se liSila podle koncentrace rozpusténého
formazanu, kterd je pfimo Umérna metabolické aktivité bunck, tj. jejich Zivotnosti.
Z naméfenych dat byla vypoctena viabilita bunék (v % ke kontrolni skuping) a hodnoty
pro jednotlivé koncentrace nanomaterialu byly porovnany v grafu. Z métenych hodnot

byla stanovena hodnota 1C — 50 pomoci Phototox v. 2.0.
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3 Vysledky a diskuze

Vyhodnoceni bunécné Zivotnosti (MTT) a ROS analyzy

Viabilita bunék byla méfena po 24 hodinové inkubaci bunék se vzorky GUS a QCDs.
Vzorek GU5 vykazoval nizsi cytotoxicitu vuéi bunééné linii NIH3T3 — burniky byly
viabilni i pfi koncentraci 500 pg/ml v porovnanim se vzorkem QCDs, u kterych nastala
IC — 50 pti 489,97 ug/ml. Prabéh viability béhem testovani bunék s GUS uhlikovymi
teCkami nevykazoval Zadné vyrazné odchylky od kontrolni skupiny az do koncentrace
1000 pg/ml. IC — 50 tohoto vzorku nastala pii 867,71 pug/ml (viz Tab. 2). Z grafu 1 je
zietelné, ze koncentrace 500 pug/ml je mezni koncentraci, pti které bunky jesté ziji, je
vSak n¢kolikanasobné vyssi, nez je koncentrace nutna pro fluorescen¢ni znaceni bunék
[37, 38]. U vzorku QCDs bylo fluorescen¢ni znaceni dostatecné uz pii koncentraci
7,5 pg/ml (viz Obr. 21). Vice snimku pfi vyssich koncentracich je k nahledu v pfiloze.
Pii koncentraci 500 pg/ml doslo k pfevrstveni bunék nanomateridlem, coz mohlo
ovlivnit MTT vysledky, jelikoz tetrazoliova sil nepronikla K bunkam, které pak
nemohly sl zmetabolizovat. Od této koncentrace mohly nastat faleSné¢ negativni
vysledky, proto je dulezité propojit testovani viability nanomaterialti s mikroskopii.

Tento jev byl pozorovan u vzorku CQDs, viz Obr. 22.
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Graf 1. : Viabilita bunék po 24 hodinové inkubaci se vzorky QCDs a GU5; vysledky
MTT testu

vzorek IC - 50 (ng/ml)
GU5 876,71
QCDs 489,97

Tab. 2. IC - 50 (50 % inhibi¢ni koncentrace)

Obr. 21 Fluorescenéné znacené bunky vzorkem QCDs (7,5 ug/ml). Snimek slozen

Z fluorescencniho obrazu a fazového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81
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Obr. 22 Ptevrstvené bunky fluorescenénim nanomateridlem (QCDs o koncentraci
500 pg/ml). Snimek slozen z fluorescenéniho obrazu a fazového kontrastu. ZvétSeni
400x; svételny mikroskop Olympus IX 81

Vysledky ROS analyzy, pii které hladina kyslikovych radikalt stoupa se vzristajici
koncentraci vzorki, jsou znazornény v grafu 2 a 3. U vzorku GUS5 hodnoty stoupaji az
do koncentrace 1000 ug/ml. U vzorku QCDs je patrné, ze od koncentrace 250 pg/ml
dochazi k ubytku bunék a tedy i mnozstvi metabolicky aktivnich bunék schopnych
produkovat ROS.
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Graf 2. : Kineticka produkce ROS métena po dobu 4 hodin od ptidani uhlikovych tecek.
K - kontrola (zadné uhlikové te¢ky). RFU — relativni fluorescenéni jednotky

Hladinu ROS v zavislosti na riznych koncentracich aplikovaného vzorku (pg/ml)

znazoriuje graf 2. Méfeni mnozstvi ROS probihalo od pfidani vzorku k bunkam

po dobu ¢tyt hodin. Nejvyssi mnozstvi ROS vzniklo se vzorkem QCDs pii koncentraci

60 pg/ml, nasledné hladina reaktivnich forem kysliku klesala se stoupajici koncentraci.

Tento pokles hladiny ROS mohl nastat z divodu zaniku bunék — nanomaterial

interagoval s mensim poctem zivych bunék, a proto nevznikal oxidac¢ni stres (pokles

ROS). Uhlikové tecky GUS5 interagovaly s bunikami az do nejvyssi koncentrace, proto

hladina ROS rostla s rostouci koncentraci.

49




ROS po 24 hod
14000
12000
10000 -~ T
8000 -

E mGUS
6000 - m QCDS
4000 - T
2000 -

0 -
1000 500 250 125 60 30 15 7,5 K
koncentrace (png/ml)

Graf 3. : Koncova produkce ROS po 24 hodinach od piidani nanomaterialu. K —
kontrola (zadné uhlikové tecky). RFU — relativni fluorescenc¢ni jednotky

Bunky byly Snanomateridly inkubovany 24 hodin a nasledné byla do jamek
napipetovana fluorescen¢ni sonda detekujici ROS. Inkubace sondy probihala 20 minut.
Vyvoj ROSu se nasledné métil po dobu 10 minut. Pii porovnani grafu 2 a 3 je prub¢h
hladin ROS stejny, av§ak hodnoty RFU po 24 hod inkubaci byly zna¢né vyssi (graf 3),
neZ pii méfeni ROS od prvni aplikace nanomaterialu (viz graf 2), kde se teprve ROS
vyvijel. Ze 4 hodinovych méfeni kinetické produkce ROS (viz graf 2) byly ziskany
nasledujici hladiny ROS: QCDs 160 RFU (pfi koncentraci 60 ug/ml), GU5 80 RFU
(pti koncentraci 1000 pg/ml). Méfeni ROS po 24 hodinové inkubaci nanomateridli
(graf 3) demonstruje, Ze vzniklo vyssi mnozstvi reaktivnich forem kysliku pfi stejnych
koncentracich: QCDs 10000 RFU (pti koncentraci 60 pg/ml), GU5 11 000 RFU
(pti koncentraci 1000 pg/ml).

Méteni ROS produkovanych bunikami po aplikaci QCDs (24 hodinova inkubace)
ukazalo, ze vzorky s koncentraci 1000 pg/ml a 500 pg/ml produkuji méné volnych

radikall ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 3).

Grafy 4 a 5 ukazuji rist ROS u vSech koncentraci. Koncentrace 1000 pg/ml v grafu 4
vykazuje linearni narist ROS. U grafu 5 je nejrychlejsi narist RFU u koncentrace
500 ug/ml. Pro GU5 je mira poskozeni bunék vyssi u koncentrace 500 ug/ml nez
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u nejvyssi koncentrace 1000 ug/ml. Méteni u QCDs a GUS5 probihalo v 15 minutovych

intervalech, v obou ptipadech po dobu 4 hodin.

Kineticka produkce ROS 4 hod - QCDS
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S 4000,0 Ceenietteettt L =250ug/ml
= L xxx o ® .
& 3000,0 !==!;f:."' lieeeettd = ¢=125ug/ml
2000,0 prlilest otprrtld
-'!3!" srsp222l ] = c=60ug/ml
1000,0 4 _yprliiiaaect viisiiiiiiiieetereee
0.0 essddlassasseeseseesef ettt oo oo no- + ¢=30ug/ml
P P PP P LSS ® c=15ug/ml
SLLLLLLLLSLSLSLSL LS
O IR S LIE I S I I S 3 |
cas s c=K
Graf. 4. : Kineticka produkce ROS QCDs po dobu 4 hod (RFU — relativni fluorescencni
jednotky)
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Graf. 5. : Kineticka produkce ROS GUS5 po dobu 4 hod (RFU — relativni fluorescencni

jednotky)
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Fotografie bunék

Obr. 23 Fluorescen¢né znacené bunky vzorkem QCDs (30 pg/ml). Snimek slozen
Z fluorescencniho obrazu a fdzového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81

Obr. 24 Fluorescenéné znacené bunky vzorkem QCDs (60 pg/ml). Snimek sloZen
Z fluorescen¢niho obrazu a fazového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81
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Obr. 25 Fluorescen¢né znacené buniky vzorkem QCDs (125 pg/ml). Snimek slozen
Z fluorescencniho obrazu a fazového kontrastu. Zvétseni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81

QCDs vykazuje nejvyssi hodnoty ROS u koncentraci 125 pg/ml, 60 pg/ml, 30 ug/ml.
QCDs s koncentraci 125 pg/ml (Obr. 25) obsahuje vyssi pocet tecek ve srovnani
s koncentraci 60 pg/ml (Obr. 24) a 30 pg/ml (Obr. 23). A piesto bunky produkuji
nejvys$si mnozstvi ROS u koncentrace 60 pg/ml. U ostatnich koncentraci dochazi
k zaniku bun€k (snizeni ROS). Uhlikové tecky jsou pfilepeny k membrané bunky
(Obr. 23). U koncentrace 30 pg/ml je pozorovano mensi mnozstvi bunék vzhledem
ke koncentracim 125 pg/ml, 60 pg/ml. Uhlikové tecky pronikaji do buiky

pies cytoplazmatickou membranu (Obr. 24).
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Obr. 26 Fluorescen¢né znacené buiky vzorkem QCDs (1000 pg/ml). A) fluorescenéni
mod, B) slozeny obraz (fluorescen¢ni obraz + fazovy kontrast). Zvétseni 200x%; svételny

mikroskop Olympus 1X 81

QCDs s koncentraci 1000 pg/ml zelené fluoreskuji (Obr. 26). QCDs maji nejnizsi
hodnotu ROS pfi koncentraci 1000 pg/ml. Toto mohlo byt zptisobeno piekryvem bunék

teCkami.

Obr. 27 Bunky zna¢ené GU5S. A) s koncentraci 7,5 pg/ml. B) s koncentraci 1000 pg/ml.
Pouzity objektiv 400x; pouzity piistroj Olympus 1X 81
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Zaver

Toxicita uhlikovych tecek byla zkoumana na mysich fibroblastech NIH3T3 pomoci
MTT testu a méfenim reaktivnich forem kysliku (ROS). Pro testy byly pouzity uhlikové
kvantové tecky Quaternized Carbon Dots (QCDs) a Gallate — derived carbon dots
(GUS), které byly k bunkam ptidany v koncentra¢ni fadé 7,5-1000 pg/ml. Viabilita
bunék byla zméfena po 24 hodinové inkubaci se vzorky a byla stanovena IC — 50 obou
vzorkt: u QCDs IC — 50 nastala pti koncentraci 489,97 ug/ml a u GUS5 pii koncentraci
876,71 pg/ml.

Kinetickd produkce ROS se méfila ithned po ptfidani uhlikovych tecek a nésledné po
24 hodinach. Hladina ROS se po ptidani vzorku GUS k buitkdm zvySovala se vzrastajici
koncentraci. Odlisny vyvoj oxidaéniho stresu prob&hl po ptidani vzorku QCDs, kdy se
hladina ROS zvySovala pouze do koncentrace 60 pg/ml a poté klesala neptimo tmérné

s aplikovanou koncentraci.

Z vysledkli méfeni oxidacni stresu po 24 hodinach bylo pak priikazné, Ze béhem této
doby se reaktivni formy kysliku v bunikdch hromadily a vznikaly se stejnym pribéhem
jako pfi jiz zminénym meéfenim hladiny ROS od prvni aplikace nanomaterialu po dobu
4 hod.

Z testli cytotoxicity bylo zjiSténo odlisné chovani kladné nabitych uhlikovych tecek
QCDs, které zplsobuji oxidacni stres jiz pii niZSich koncentracich a biokompatibilni
chovani vzorku GUS. Vyssi biokompatibilita vzorku GUS byla potvrzena i vysledky
MTT testu, kdy IC — 50 nastalo skoro pfi dvojnasobné koncentraci nez u vzorku QCDs.
Bohuzel vsak nebylo mozné buinky znacené uhlikovymi teckami GUS5 zobrazit
fluorescenéni mikroskopii, protoze pfi opakované hydrataci praskové formy vzorku

doslo k jeho zhasnuti.

Aplikace uhlikovych kvantovych tecek je velice zajimavéa zejména pro zobrazovani
zivych tkani a to ptredevsim pro stejnou fotostabilitu, jako maji kvantové tecky slozené
z tézkych kova (napi. Pb, Cd). Uhlikové kvantové teCky se svymi vlastnostmi
(minimalni toxicita a stabilni fluorescen¢ni aktivita) fadi mezi slibné nanomateridly,
které se vyuzivaji jako kontrastni latky a biosenzory a proto je dalezité se zaméfit

na jejich studie.
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Prilohy

Fotografie bun¢k s uhlikovymi kvantovymi teckami.

Obr. 28 Fluorescen¢né znacené bunky vzorkem QCDs (15 pg/ml). Snimek slozen
Z fluorescencniho obrazu a fdzového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81

Obr. 29 Fluorescenéné znacené bunky vzorkem QCDs (30 pg/ml). Snimek slozen
z fluorescen¢niho obrazu a fazového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81

63



Obr. 30 Fluorescen¢né znacené bunky vzorkem QCDs (60 pg/ml). Snimek slozen
Z fluorescencniho obrazu a fazového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81

Obr. 31 Fluorescen¢né znacené buniky vzorkem QCDs (125 pg/ml). Snimek slozen
z fluorescen¢niho obrazu a fazového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81

Obr. 32 Fluorescenéné znacené bunky vzorkem QCDs (250 pg/ml). Snimek slozen
z fluorescen¢niho obrazu a fazového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81
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Obr. 33 Fluorescen¢né znacené bunky vzorkem QCDs (500 pg/ml). Snimek slozen
z fluorescen¢niho obrazu a fazového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81

Obr. 34 Fluorescen¢né znacené buiniky vzorkem QCDs (1000 pg/ml). Snimek slozen
z fluorescen¢niho obrazu a fazového kontrastu. ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81
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Obr. 35 Bunky znac¢ené GU5 (7,5 pg/ml). Zvétseni 400%; svételny mikroskop Olympus
IX 81

Obr. 36 Burky znacené GUS (15 pug/ml). Zvétseni 400x; svételny mikroskop Olympus
IX 81

66



Obr. 37 Bunky zna¢ené GUS5 (30 pg/ml). ZvétSeni 400%; svételny mikroskop Olympus
IX 81

Obr. 38 Buriky znacené GUS (60 pg/ml). Zvétseni 400x; svételny mikroskop Olympus
IX 81
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Obr. 39 Buriky znacené GU5 (125 pg/ml). Zvétseni 400x; svételny mikroskop Olympus
IX 81

Obr. 40 Bunky znacené GUS (250 pg/ml). Zvétseni 400%; svételny mikroskop Olympus
IX 81
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Obr. 41 Buriky znacené GU5 (500 pg/ml). Zvétseni 400x; svételny mikroskop Olympus
IX 81

Obr. 42 Bunky zna¢ené GUS (1000 pg/ml). ZvétSeni 400x; svételny mikroskop
Olympus 1X 81
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