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Souhrn

Predmeétem této disertacni prace bylo hodnoceni ovlivnéni bunék bunéénych linii
lidskych keratinocyti SVK-14 a lidskych fibroblastd BJ plsobenim studovanych nanocastic
oxidu titani¢itého (TiOz) a nanocastic stiibra (AgNPs) z komeréné dostupnych piipravki
uréenych pro kosmetické ucely k ptimé aplikaci na kdzi nebo na jiné upotfebeni, pfi kterém
kontakt s pokozkou neni vyloucen. Vysledky experimentalni ¢asti prace zahrnuji
mikroskopickou charakterizaci morfologie a velikosti studovanych nanocastic s vyuzitim
mikroskopie atomarnich sil (AFM) a hodnoti cytotoxicky a genotoxicky potencial studovanych
nanocastic stanovenim hodnot koncentrace 1Cso, indukce produkce reaktivnich forem kysliku
(ROS) a fragmentace DNA s vyuzitim metody kometového testu. Soucasné jsou prezentovany
vysledky hodnoceni bunééného piijmu studovanych nanocéstic s vyuzitim moderni
mikroskopické techniky — konfokalni Ramanovy mikroskopie. Konfokalni Ramanova
mikroskopie umoznila zobrazit bunécény piijem, distribuci a intracelularni chovani nanocastic
S minimalnimi naroky na pfipravu vzorku a bez nutnosti vyuZiti externiho znaceni. Vysledky
charakterizace nanocastic metodou AFM prezentuji Vv n€kolika piipadech odlisné hodnoty
velikosti nanoc¢éstic V porovnani s hodnotami velikosti deklarovanymi od vyrobce. Vysledky
prace poukazuji na signifikantni rozdily v cytotoxickém plisobeni nanocastic TiO> a AgNPs a
naznacuji az o nékolik fadt vyssi hodnoty koncentrace ICsp u nanoéastic TiO,. Navzdory tomu,
indukce produkce ROS v piipadé nanocastic TiO; byla signifikantn&j$i nez v ptipadé AgNPs.
Vsechny studované nanocastice TiOz i AgNPs zplsobily fragmentaci DNA, nicméné, ani
v jednom z prezentovanych pfipadii nebyla prokazana vyssi nez 10% fragmentace DNA
v bunikach. U vSech studovanych nanocastic byl potvrzen predpoklad jejich bunééného piijmu.
Vizualizace nanocastic TiO; poukdzala na signifikantnéj§i aglomeraci nanocastic v bunééném
prostiedi v porovnani s AgNPS, co by mohlo souviset s obecné vy$simi hodnotami koncentrace
ICso stanovenymi pro nanocastice TiO2 V porovnani s AgNPS. Soucasné je také v praci
zhodnocen vliv modifikace vyrobniho postupu na vlastnosti AgNPs a jejich projevy
v bunécném prostredi. Ukdzalo se, Ze ackoliv zminénd modifikace vazné neovlivnila
cytotoxicky a genototoxicky potencial vzorkd AgNPs, projevila se ve vlivu na buné¢ny piijem a
aglomeraci nanocastic v bunkach. Vedle vlivu vyrobniho postupu na aglomeraci AgNPs
Vv buiikach jsou také prezentovany vysledky studia bunécného ptijmu a intraceluldrniho chovani
identického vzorku AgNPs u bun¢k odlisnych bunécnych linii - linii lidskych keratinocyt
SVK-14 a mySich fibroblastt NIH3T3. U obou bunéénych linii bylo zobrazeno odlisné
intracelularni chovani nanocastic, které dopliiuje publikované vysledky o cytotoxicité a
genotoxicité studovanych AgNPs.

Disertacni prace predstavuje metodu konfokalni Ramanovy mikroskopie jako nového nastroje
pro zobrazeni bunééného pfijmu nanocastic, ktery doplnuje konvenéni metody studia
cytotoxickych a genotoxickych ucinkl. Vysledky prace ptispivaji do diskuze o potenicalnim

zdravotnim riziku spojeném s pouZzivanim nanocastic TiO2 a AgNPs.



Summary

The aim of this work was to evaluate the influence of studied commercialy available

titanium dioxide (TiO,) nanoparticles and AgNPs on SVK-14 human keratinocytes and BJ
human fibroblasts cell lines with respect to health risks associated with their use for direct
application on skin or another type of use where contact with skin is also probable. The results
of the experimental work comprise a microscopic characterisation of nanoparticles size and
morfology using atomic force microscopy (AFM) and evaluate cytotoxic and genotoxic
potential of studied nanoparticles by assessment of ICsp values, induction of reactive oxygen
species (ROS) production and DNA fragmentation using comet assay. Furthermore, the results
of the evaluation of nanoparticles cellular uptake using modern microscopic technique —
confocal Raman micrsocopy are shown. Confocal Raman microscopy allowed to visualise the
cellular uptake, distribution and intracellular behaviour of nanoparticles with the minimum
sample preparation in the label-free manner. The results of AFM characterisation of
nanoparticles size show different values from values declared by manufacturer. The results
present significant differences in cytotoxicity of TiO, to compare with AgNPs and show several
orders of magnitude higher ICs values in TiO, samples. Despite this fact, ROS production
induced by TiO; nanoparticles was more significant in a comparison to AgNPs. All studied
samples of TiO, and AgNPs caused DNA fragmentation, however, higher than 10%
fragmentation was not observed. The assumption of cellular uptake was confirmed in all studied
samples of nanoparticles. Visualisation of cellular uptake show more significant agglomeration
of TiO,, which could be associated with much higher ICsy values to compare with AgNPs.
Concurrently, the results also show the evaluation of the influence of sample manufacturing
procedure modification on properties and cellular uptake of AgNPs. Although it was shown that
this modification did not cause singificant changes in cytotoxic or genotoxic potential, it
affected the cellular uptake and agglomeration of nanoparticles in cells. Beside the effect of
manufacturing procedure, the results of the cellular uptake of identical AgNPs in two different
cell lines — SVK-14 human keratinocytes and NIH3T3 mouse fibroblasts are shown. Both cell
lines show different intracellular behaviour of AgNPs, which is complemetary to published
results related to cytotoxicity and genotoxicity of studied AgNPs.
The work introduces confocal Raman microscopy as a new investigation tool for visualisation
of the cellular uptake of nanoparticles. This microscopic technique supplements other
conventional methods used in cytotoxicological and genotoxicological studies. The results of
this work contribute to the discussion about the potential health risk associated with TiO;
nanoparticles and AgNPs and their use.



Seznam pouzitych zkratek

AFM - mikroskopie atomarnich sil (z angl. atomic force microscopy)

AgNPs - nanocastice stiibra

ANN - uméla neuronova sit’ (z angl. artificial neural network)

CCD - zafizeni s vazanymi naboji (z anlg.charge couple device)

CM-H,DCFDA - (5,6-chloromethyl-2,7'-dichlorodihydrofluorescein)

DLS - dynamicky rozptyl svétla (z angl. dynamic light scattering)

DMEM - kultiva¢ni médium (z angl. Dulbecco’s modified Eagle medium)

DMSO - dimetylsulfoxid

EDTA - etylendiamintetraoctova kyselina

FBS - fetdlni hovézi sérum (z angl. fetal bovine serum)

FCM - fuzzy C-mean shlukova analyza (z angl. fuzzy C-mean cluster analysis)
GMM - Gaussovy smésné modely (z angl. Gausian mixture modelling)

HCA - hierarchicka shlukova analyza (z angl. hierarchical cluster analysis)

HMP - s vysokym bodem tani (z angl. high melting point)

IC50 - stiedni inhibi¢ni koncentrace (z angl. half inhibitory concentration)

KMC - k-mean shlukova analyza (z angl. k-mean cluster analysis)

LMP - s nizkym bodem tani (z angl. low melting point)

MTT - [3-(4,5 — dimethylthiazol — 2 — yI) — 2,5 — difenyl tetrazolium bromid]

NA - numericka apertura

PBS - solny fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffer saline)

PCA -analyza hlavnich komponent (z angl. principal component analysis)

PCS - fotonova korela¢ni spektroskopie (z angl. photon correlation spectroscopy)
QELS - kvazielasticky rozptyl svétla (z angl. quasi elastic light scattering)

RME - receptory zprostfedkovana endocytdza (z angl. receptory mediated endocytosis)
ROS - reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)

SCGE - gelova elektroforéza jednotlivych bunék (z angl. single cell gel electrophoresis)
SEM - skenovaci elektronova mikroskopie (z angl. scanning electron microscopy)
SERS - povrchové zesilena Ramanova spektroskopie (z angl. surface enhanced
Raman spectroscopy)

TEM - transmisni elektronova mikroskopie (z angl. transmission electron microscopy)
VCA - analyza vrcholovych komponent (z angl. principal component analysis)
WD - pracovni vzdalenost objektivu (z angl. working distance)

XRD - rentgenova difrakéni analyza (z angl. X-ray diffraction)



Uvod

Soucasna situace na poli nanotechnologii zaznamenava velky narlst vyuZziti nanocastic
v kosmetickych i jinych ptfipravcich. Benefity vyplyvajici z fyzikalné-chemickych vlastnosti
nanocastic jsou Casto vyuzivany v kosmetickych ptipravcich uréenych k piimé aplikaci na ktizi
nebo na jiné upotiebeni, pii kterém kontakt s pokozkou neni vyloucen. I navzdory tomu, ze
pokozka tvofi uc¢innou bariéru pro vstup nanocastic do hlubsich vrstev kiize, riziko buné¢ného
pfijmu a metabolického ovlivnéni bunék stoupd s poranénim nebo poskozenim pokozky. Tato
skute¢nost je pri¢inou posuzovani moznosti zdravotniho rizika souvisejiciho s pronikdnim
nanocastic do bun¢k a metabolickych zmén, které s sebou plisobeni nanocastic pfinasi.
Predpoklada se, ze specifické fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic odlisné od konvencnich
chemickych latek jsou pii¢inou specifického toxického ucinku, nicméné, jeho mechanismus u
jednotlivych nanomateriali neni dosud zcela pochopen. Bez ohledu na druh expozice, penetrace
nanocastic do bunck je povazovéana za klicovy krok toxického ptisobeni, jehoz vysledkem je
zejména produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a s ni souvisejici oxidativni stres, a také
poskozeni DNA.
Tato diserta¢ni prace je hodnocenim ucinku studovanych vzorkti nanoc¢astic oxidu titani¢itého
(TiO2) a nanocastic stiibra (AgNPs) na buné¢nych liniich lidskych keratinocytd a lidskych
fibroblastt, které¢ jsou bunéénymi elementy vrstev kiize. Soucasné je hodnocenim bunécného
pfijmu a intracelularniho chovani studovanych nanocastic s vyuZzitim moderni mikroskopické
techniky - konfokalni Ramanovy mikroskopie. Metoda umoziuje vizualizaci bunééného piijmu
a distribuce nanocastic bez vyuziti externiho znaceni. Zhodnoceni priniku nanocastic do bunék
a cytotoxického a genotoxického puisobeni poskytuje soubor zakladnich informaci 0 toxicité

studovanych nano¢astic.



1 Uvod do problematiky nanodastic

1.1 Uvod

Nanotechnologie jsou technickym oborem zabyvajicim se studiem pfipravy a
vlastnosti struktur v fadech 10 (obvykle 1-100 nm). Richard P. Feynman, americky védec a
nositel Nobelovy ceny za fyziku svoji slavnou ptednaskou ,,There's plenty of room at the
bottom* (volné pielozeno ,,Tam dole je spousta mista“) na schtizi Americké spole¢nosti fyziku
na Caltechu v roce 1959 oteviel diskuzi o moznostech manipulace s molekulami a atomy. Tim,
byt’ nevyslovil slova nanotechnologie, polozil zaklad pro rozvijeni tohoto oboru (Feynman,
1959). Na jeho pocest je kazdorotné ud€lovana Feynmanova cena za pfinos v oboru
nanotechnologie. Ustaviény rozvoj a vyzkum v oblasti nanotechnologii je pfi¢inou vzristu
vyuziti nanocastic v riznych odvétvich lidské Cinnosti. Nové metody pfipravy, modifikace a
vyhodné fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic jsou diivodem jejich vzristajiciho uplatnéni -

od odvétvi primyslu az po biomedicinu a farmakologii, kde oteviraji nové moznosti.

1.2 Definice nanocastic

Nanocastice patii do skupiny struktur, souhrnné oznacovanych jako nanomaterialy.
V soucasné dob¢ neexistuje jednotnd uznavana definice nanomaterialu ¢i nanocastic. VSeobecné
je pfijiména definice dle normy ISO/TS 27687:2010, podle které je nanomateridlem material,
ktery ma nejméné jeden rozmér mezi 1 a 100 nm. V rdmci EU byla navrzena $ir$i definice pro
nanomaterialy (2011/696/EU), ktera bere do tvahy i potencidlni rizika spojena s jejich uzivanim
(Filipova et al., 2012). Dle doporuceni Evropské komise se nanomateridlem rozumi ptirodni
material, material vznikly jako vedlejsi produkt nebo materidl vyrobeny, obsahujici ¢astice
V neslouceném stavu nebo agregat ¢i aglomerat, ve kterém je u 50 % nebo vice Castic ve
velikostnim rozdéleni jeden nebo vice vnéjSich rozmért v rozmezi velikosti 1-100 nm
(Doporuceni Komise 2011/696/EU). Nanocastice jsou ¢Casticemi spoliujicimi podminku

rozméru 1-100 nm ve vSech 3 dimenzich.
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1.3 Piivod a priprava nanocastic

Nanocastice vznikaji cilenou syntézou anebo jako vedlejsi produkt pfi rtznych
fyzikalnich nebo chemickych procesech souvisejicich s lidskou ¢innosti (napt. spalovani, dulni
¢innost) nebo pfirodnimi jevy (napf. sopecna Cinnost, pisené boute) (Goel et al., 2014).
V prvnim pfipad€ se jedna o tzv. primdrni nanocastice, které se od ve druhé fadé zminénych
sekundarnich nanocastic 1isi predevsim vétsi uniformitou a homogenitou (Abbot & Maynard,
2010). Jsou piipravovany zejména pro komeréni pouziti. Tuto skupinu nanoéastic kromé
uhlikovych nanotrubic, kvantovych tecek, dendrimerti a fullereni zastupuje Siroka skupina
nanocastic kovu a jejich oxida (Vogel et al., 2014).

Nanocastice kovii a jejich oxidii, které reprezentuji nanocastice Au, Ag, Fe,O3 CuO,
TiO, ZnO nebo CeO,, a také SiO; lze ptipravit délenim vychozich agregatt fyzikalnimi
metodami, cast&ji jsou vSak vyuzivany metody chemické. Tradi¢nimi jsou redukce soli
prechodnych kovii, odstranéni ligandii Z organokovovych sloucenin, metody elektrochemie a tzv.
sol-gel metoda, pii které je koloidni disperze neboli sol pieveden na gel a nasledné na pevnou
latku (Lugue & Varma, 2012; Singh et al., 2011). V poslednich letech si ziskava pozornosti
alternativni zplsob pfipravy kovovych nanocastic oznacovany jako tzv. green syntéza. Tradicni
zpusoby piipravy nanoc¢astic jsou asto spojeny s vyuzitim vysoce toxickych latek a se vznikem
toxickych meziprodukti. Green syntézy nanocastic jsou v podstaté biosyntézami a patii do
oboru bionanotechnologii. Jejich principem je substituce toxickych c¢inidel vyuzivanych
v tradi¢nich ~ chemickych metodach pfipravy nanocastic  biokatalyzatory.  Pritom
biokatalyzatorem jsou molekuly syntetizované Zivym organismem (bakterie, kvasinky, vyssi
rostliny), které se ucastni na redukci kovi. Takto pfipravené nanocastice mohou mit, ve
srovnani s nanoc¢asticemi pfipravenymi tradi¢nimi metodami, vyhodnéjsi vlastnosti, napt. vyssi
Cistotu a biokompatibilitu (Hussain et al., 2016). Green syntéza otevira velkou kapitolu
mozZnosti pfipravy nanocastic s ohledem na alternativni metody Setrné&jsi nejen ve vztahu k
prostiedi, ale i k lidskému zdravi.

Zvlastni postaveni maji nanocastice urCené pro klinické ucely, které jsou casto
vyuzivany V diagnostice nebo jako nosice 1éCiv ¢i gend. Tato skupina nanocastic zahrnuje
predev§im pevné lipidové nanocastice, liposomy, dendrimery, polymerni micely, polymerni
nanocastice a uhlikové nanotrubice. Tyto jsou pfipravovany z biodegradabilnich prekurzora
(polysacharidy, lipidy, proteiny, syntetické polymery), a jejich pfiprava vychdzi ze specifickych
postuplt umoznujicich regulaci rozpustnosti, stability, biokompatibility a biodegradability,
povrchovych vlastnosti a antigenicity, ¢i postupné uvolnovani Vv nanocasticich uzavieného
1é¢iva. Principem metod pfipravy zmin€nych nanocastic je polymerizace, disperze polymeru,
odpafovani, fAzova separace koloidu v gelech a dalsi, vyuZivajici specifickych polymert, médii

a pomocnych latek (Richhariya et al, 2015).
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1.4 Nékteré vyznamné vlastnosti nanocastic

Vlastnosti nanocastic vzbuzuji védecky zajem zejména proto, ze tvoii mezistupen
atomarni ¢i molekularni struktury chemické latky a jeji konvenéni formy, kterd ma konstantni
fyzikalni a chemické vlastnosti nezavislé na jeji velikosti. V fadech nanometrd jsou tyto
vlastnosti na velikosti ¢astic zavislé. Velmi mala velikost nanocastic s sebou pfinasi fadu
unikatnich projevi chovani (reaktivita, optické, elektrické, magnetické vlastnosti), a to jak ve
vztahu K prostiedi, tak ve vztahu vzajemného ovliviiovani ¢astic, kterymi se zabyva kvantova
fyzika.

Z pohledu nanotoxikologie je dulezité, jak fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic
ovliviiuji jejich chovani ve vztahu k organismu. Z tohoto hlediska byly s vyuzitim zlatych
nanocastic jako modelového systému zejména prozkoumany vlivy velikosti, tvaru a
povrchovych vlastnosti na chovani nanocastic na bunécné tUrovni. Studie prokazuji, Ze
nanocastice s pruméry blizkymi 50 nm vykazuji vyznamné vy$$i bunéény piijem nez
nanocastice vetSich ¢i menSich velikosti, jejichz internalizace do bun€k je mnohonasobné
pomalejsi (Arnida & Ghandehari, 2009; Gao et al., 2005; Chithrani et al., 20006).
Cytoplasmatickou membranou bun¢k ochotnéji pronikaji kulovité nez ty¢inkovité nanocastice.
Tento fakt je pfipisovan existenci podélné osy u ty¢inkovitych nanocastic, ktera je pri¢inou
obsazeni vétsiho po¢tu membranovych receptori podilejicich se na transportu nanoc¢astice do
bunky (Chithrani et al., 2006; Jin et al., 2009). Interakce nanocastic s cytoplasmatickou
membranou bunky je ovlivnéna i povrchovym nabojem. Pozitivn¢ nabity povrch nanocastic
ochotnéji interaguje s povrchem cytoplasmatické membrany butiky, u niz pfevazuje negativni
naboj (Liang et al., 2010).

Dulezité odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic zahrnuji i jejich vysokou
reaktivitu. U nanocastic dochazi k obrovskému naristu poméru plochy povrchu k objemu ¢astic.
Pocet atoml na povrchu je mnohonasobné vyS$i nez pocet atomi uvnitf Castice. Tim je
vyznamné ovlivnéna reaktivita na povrchu nanocastic, které ovliviuji i jejich cytotoxické
pusobeni souvisejici s produkci ROS (Strambeanu et al., 2014). Vice o intracelularnim chovani
nanocastic a mechanismech toxického ucinku pojednéva kapitola 2.

Piiprava a vyuziti nanoCastic se Casto potyka s komplikaci, kterou je, v zavislosti na
povaze vazeb mezi Casticemi, agregace nebo aglomerace. V piipad¢ agregatd jsou nanocastice
ve shluku vazany kovalentni vazbou, V piipad¢ aglomeratl je vazba nanocéstic zplsobena
slabymi nevazebnymi interakcemi. Agregace nanocastic je jednou z vyznamnych odliSnosti od
konvencnich chemickych latek a pfinasi i zcela odlisné chovani materialu v Zivotnim prostredi i
v lidském organismu. Jako pfi¢ina tvorby agregati ¢i aglomeratll je uvaZovana prevaha
ptitazlivé van der Waalsovy sily mezi nanocasticemi nad elektrostatickou odpudivou silou.

Stabilizujici elektrostatické sily na povrchu nanocastice jsou v prostiedi obsahujicim ionty
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(puftr, bunééné médium, fyziologické prostredi) neutralizovany, co ma pozitivni vliv na agregaci
nebo aglomeraci nanocastic (Albenese et al., 2011). Moznosti prevence agregace ¢i aglomerace
nanocastic je adsorpce velkych molekul na jejich povrch (napt. polymerd, surfaktanti nebo
proteintt). V komplexu s velkymi molekulami dochazi mechanismem sterické stabilizace ke

zvyseni odlonosti vii¢i shlukovani (Oh & Park, 2013).

1.5 Vyuziti nanoé¢astic TiO2a AgNPs v produktech denniho pouZivani

Jak jiz bylo zmin€no, nanotechnologie jsou rychle se rozvijejicim oborem, ktery
neustale predstavuje dalsi poznatky z oblasti vyzkumu vlastnosti a technik pfipravy nanocastic a
rozSifuje moznosti jejich vyuziti. Lze se okrajoveé zminit o riznorodych aplikacich nanocastic
v technice ¢i potravinaiském primyslu, biomedicing, diagnostice, ¢i cileném dorucovani 1é¢iv a
gend, no tak specifické oblasti vyuZiti si zasluhuji vétsi prostor k diskuzi.

Z hlediska produkti denniho pouZivani je ¢asto zminovana skupina nekovovych
organickych nanocastic (liposomy, micely), jenz jsou soucasti riznych ptipravki, v nichZ plni
predev§im funkci nosi¢t aktivnich latek (Mihranyan et al., 2012). Nicmén¢, tato prace se
zabyva studiem cytotoxicity vybranych nanocastic kovl - nanocastic sttibra (AgNP) a jejich
oxidl - nanocastic oxidu titani¢itého (TiO2), urCenych pro komer¢ni tGcely, mj. spotiebu pfi
vyrobé kosmetickych a jinych produkti denniho pouzivani. O dostupnych poznatcich z této
oblasti je pojednavano nize.

AgNPs a nanocastice TiO, patfi na seznam nanomateriali posuzovanych Pracovni
skupinou pro vyrabéné nanomaterialy (WPMN, zangl. Working Party on Manufactured
Nanomaterials) Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD, z angl. Organisation
for Economic Coperation and Developement). Patii k ¢astym ingrediencim kosmetickych
ptipravkd, ale i jinych vyrobkt, se kterymi je spotiebitel v kazdodennim kontaktu.

AgNP vykazuji vyznamny antibakterialni G¢inek (Le Ouay & Stellacci, 2015; Prabhu &
Poulose, 2012). Pro tuto vlastnost jsou castou piisadou mydel, deodorantt, desinfekénich
roztokli pro lékaiské nastroje, textilii pro vyrobu obvazovych materiald, a dokonce obleceni
(Faunce & Watal, 2010; Gao et al., 2015; Selternich, 2013; Wijnhoven et al., 2009). Jako
antimikrobialni latky jsou také soucasti oSetiujicich piipravkll uréenych na ochranu popalené,
poranéné nebo akné postizené ktize (Lohani et al., 2014). Antimikrobialni uc¢inky AgNP byly
testovany i na mikroorganismech, jejichz niceni je cilem piipravka Gstni hygieny. Ukazalo se,
ze AgNP maji G¢inny antimikrobidlni G¢inek na nékteré druhy kvasinek rodu Candida, co
podnitilo jejich aplikaci do piipravka proti infekcim ustni dutiny, ale i do zubnich past. V

soucasnosti je ve svété na trhu vice nez 400 komeréné dostupnych piipravkid obsahujicich
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AgNP (Wang et al., 2015). Ty tvoii asi 12 % vsSech nanocastic vyuzivanych v kosmetickych
ptipravcich (Gajbhiye & Sakhawarde, 2016).

Nanocastice TiO. jsou ve vod¢ velmi malo rozpustnym nanomaterialem, jenz je vedle
ZnO castou ingredienci pigmentl vriznych produktech zahrnujicich potravinaiské a
farmaceutické ptipravky. V nich nanocastice TiO; zajist'uji bélost a neprithlednost piipravku, a
také plni funkci zahust'ovadla (Weir et al., 2012). Z kosmetickych produktti jsou krom¢ zubnich
past zejména ptisadou opalovacich krémi (Hamzeh & Sunahara, 2013). Zde nanocastice TiO>
pusobi jako uéinny anorganicky UVB/UVA filtr, ktery poskytuje lepsi ochranu proti UV
zafeni ve srovnani s jejich konvenénimi protdjsky s rozméry v fadech mikrometrd. Castice
TiO2 o0 velikosti 150-300 nm svétlo odrazeji a rozptyluji a pripravky se jevi jako bilé. Kdyz
vSak maji nanocastice v piipravku velikost 20-150 nm, UV zafeni je absorbovano a
rozptyleno, co je pfi¢inou toho, Ze se piipravek na kuzi jevi jako transparentni (Osmond et
al., 2010). Nizka rozpustnost ve vodé a vysoka afinita nano¢astic TiO2 k povrchiim pfispiva ke
zvySené vodeodolnosti opalovacich ptipravki.

Vyuziti anorganickych nanocastic v kosmetickych produktech piinasi své vyhody i
nevyhody. Za vyhodné jsou povazovany predevSim vlastnosti nanocastic, které v ptipravku
zvySuji jeho ucinnost a stabilitu. Na nevyhody lze pohlédnout z environmentalniho pohledu,
ktery diskutuje moznosti tiniku nanocastic do prostfedi. Z hlediska zdravotniho rizika souviseji
nevyhody vyuziti nanocastic s jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které ovliviuji prinik
biologickymi membranami a vysokou reaktivitu V intracelularnim prostiedi. Tyto aspekty

oteviraji diskuzi o toxicité nanocastic, o které pojednava nasledujici kapitola.
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2 Toxicita nanocastic

21 Uvod

S neustale se rozsifujicim dosahem vyuziti nanocastic se také klade diiraz na nutnost
posouzeni a hodnoceni rizik spojenych s jejich uzivanim. V disledku toho byl navrzen
samostatny podobor toxikologie, ktery se zabyva studiem toxickych ucinki nanocastic,
nanotoxikologie (Donaldson et al., 2004). Mechanismus toxického plisobeni nanoéastic dosud
neni zcela pochopen. Nicméné, jelikoz malé ¢astice penetruji do bun€k, nanoc¢éastice mohou byt
pfijimény buitkou molekularnimi mechanismy a V intraceluldrnim prostiedi byt ptic¢inou
biochemickych zmén vedoucich k poskozeni az smrti bunék. Proto jsou interakce s buikou a
hodnoceni naslednych metabolickych zmén souvisejicich s cytotoxicitou a genotoxicitou
nanocastic relevantni pfi posuzovani rizika jejich vyuziti.

Nanocastice mohou pronikat do organismu riznou cestou, v zavislosti na zptsobu
expozice. Cestou vstupu do organismu muze byt vdechnuti, poziti anebo piijem nanocastic
kozni cestou. V souvislosti s vyuzitim TiO, a AgNPs nebo jinych anorganickych nanocastic
v produktech denniho pouZivani se ve spojitosti s témito nanomaterialy nabizi k diskuzi
pronikani kozni bariérou. Bez ohledu na to, jak nanocastice vstoupi do organismu, za misto
jejich toxikologického plisobeni je povazovana bunka. Proto hodnoceni cytotoxicity zajima

Vv toxikologické studii nanomaterialu vyznamné misto.

2.2 Penetrace nanocastic do kuze

Mozna penetrace nanomateridlti kizi po ptimé aplikaci kosmetického pfipravku je dle
vétSiny dostupnych zdroji mélo pravdépodobna, no pofad vzbuzuje obavy. Chovani nanocastic
ve vztahu ke kizi jako biologické bariéfe je namétem fady studii, jejichz vysledky nejsou zcela
jednotné, a soucasné davaji prostor k ivaham o moznostech penetrace nanocastic do hlubsich

vrstev kize 1 dalSich tkani.

2.2.1 Potencidlni mechanismy penetrace nanocastic do kiZze

Kuze je nejveétsim organem téla, ktery je tvofen tfemi vrstvami (obr. 1):
- pokozka (lat. epidermis) - nejvrchnéj$i vrstva kiZze, je tvofena mnoha vrstvami bunék.

Nejvrchngjsi vrstva bunék (lat. stratum corneum) je pro svoji vysokou hydrofobicitu a
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soudrznost mezi bunkami (corneocyty) odpovédna za hlavni bariérni funkci kize pro vstup
nanocastic (Benson, 2005; Labouta et al., 2011). Prostfedni vrstvy pokozky tvoii ploché bunky
Vv cytoplasm¢ obsahujici meziprodukty rohovéni a cytokeratinova filamenta. Nejspodnési vrstva
pokozky (lat. stratum basale) je ze 95 % tvofena kubicko-cylindrickymi buikami
(keratinocyty), z 5 % melanocyty.

- Skara (lat. dermis) — prostfedni vrstva kiize, je pevnou, vazivovou vrstvou klize obsahujici sit’
kolagenovych a elastickych vlaken, potni a mazové Zlazy, vlasové folikuly, tukové buiky a
nervova téliska.

- podkozni vazivo (lat. hypodermis) — nejspodngéjsi vazivova vrstva kize, obsahuje kolagenova a

elastinova vlakna

Epidermis
Dermis
Vlasovy folikul
Hypodermis
Potni zlazy

Tukové burky

Fibroblasty vaziva Krevni kapilary

Obr. 1 Schematické zndzornéni vrstev lidské kuze.

Upraveno dle: Lohani et al., 2014

Faktorem, ktery ovliviiuje moznost pasivni penetrace nanocastic do klize jsou zejména
jejich fyzikalné-chemické vlastnosti. Ve stratum corneum pokozky ptedstavuji cestu vstupu do
kize hydrofilni a lipofilni pory. Obecné, lipofilni latky vykazuji vétsi penetraci do klize nez
latky hydrofilni povahy. Polarni latky i hydrofilnimi poéry pronikaji neochotné, z ¢eho lze
vyvodit i malou pravdépodobnost penetrace anorganickych nanocastic. Na druhou stranu, je-li
velikost nanocastic mensi, nez je prumér mezibunécnych prostor ve stratum corneum, mohou i
hydrofilni ¢astice penetrovat do hlubSich vrstev intercelularni cestou (Baroli, 2010). Bylo
publikovano, ze nanocastice o velikostech do 20 nm mohou kozni bariérou pronikat snadno
(Campbell et al., 2012; Labouta & Schneider, 2013). Moznost penetrace anorganickych
nano¢astic do hlubSich vrstev kiize predstavuje i folikuldrni cesta, a to dokonce i pro vétsi
nanocastice v fadech nekolika stovek nm (Patzelt et al., 2011). Moznym mechanismem

penetrace nanocastic do kize je 1 intraceluldrni cesta, které bere v uvahu molekularni
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mechanismy bunécného pfijmu nanocastic endocytdzou a jejich vylouceni v procesu exocytozy
(Bolzinger et al., 2012). Zminéné potencialni mechanismy penetrace nanocastic do kuze jsou

schematicky znazornény na obr. 2.
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Obr. 2 Schematické znazornéni potencialnich mechanismii penetrace nanocastic do kuze.

Upraveno dle Lohani et al., 2014

Navzdory vyse zminénému, vétSina studii zabyvajicich se pronikanim anorganickych
nanocastic do hlubsich vrstev klize poukazuje na negativni vysledky, pfipadné na schopnost
nanocastic pronikat maximalné do vrstev stratum corneum (Campbell et al., 2012; Wiechers &
Musee, 2010; Zhang, 2013). I pies ptedpoklady, Ze schopnost nano¢astic pronikat kiizi neni ve
srovnani s inhalaci ¢i peroralnim pozitim vyznamna (Kokura et al., 2010; Monterio-Riviere &
Riviere, 2009), nelze tuto moznost zanedbat. Pokozka sice piedstavuje vi¢i nanomaterialim
ucinnou bariéru, nicméné za predpokladu, Ze neni nijak porusena. Vyznam dermalni absorpce
totiz vyznamné narustd za predpokladu, Ze je pokozka jakkoliv poruSena, napf. poranénim,

popalenim, spalenim nebo patologickou zménou (Oberdéster et al., 2005).

2.3 Bunéény prijem nanocastic

Piijem nanocéstic bunkou hraje vyznamnou roli V jejich cytotoxickém plsobeni, a také

se, jak bylo zminéno vySe, mize podilet na penetraci nanocastic do hlubsich vrstev klze.
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Fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic, zahrnujici velikost, tvar a povrchové vlastnosti
znatné a do rizné miry ovliviji jejich biologicky ucinek. Tyto vlastnosti jsou zasadnim
faktorem ovliviiujicim bunéény piijem nanocastic (Xia et al., 2008). Pti pronikani nanocastic do
buriky je klicovou interakce s cytoplasmatickou membranou bunky. Vzhledem k velké plose
povrchu nanocastic a jejich vysoké reaktivité, maji nanocCastice schopnost vazat se na receptory
a proteiny na povrchu cytoplasmatické membrany (Nel et al.,, 2006). Za hlavni,
nejpravdépodobnéjs$i mechanismus pfijmu nanocastic do buiiky je povazovdna endocytoza
zprostitedkovana receptorem (RME, z angl. receptor-mediated endocytosis) (Chithrani et al.,
2006; Chithrani et al., 2007, Jin et al., 2009). Tento piedpoklad potvrdily vysledky studii, kdy
byl zaznamenén pokles pfijmu nanocastic pfi nizsi teploté (4°C) a v ATP-deficientnich médiich
(Chithrani & Chan 2007, Kam et al., 2006). RME nanocéstic se u€astni proteiny nebo ligandy
na povrchu nanocastice a povrchové receptory cytoplasmatické membrany bunky. Této
interakce je vyuzivano pii cileni nanocastic na specifické struktury, kdy uprava povrchu
nanocastic a jeho vlastnosti zajiStuje vazbu na cilové misto, napt. v jadie (Kang et al., 2010;
Oyerle et al., 2007). U nepokryvanych nanocastic se interakce s cytoplasmatickou membranou
ucastni proteiny, k jejichz adhezi na povrch nanocastice doslo b&hem faze distribuce
nanocastice In Vivo, anebo pfi inkubaci nanocéastic v bunééném médiu za experimentalnich
podminek in vitro (Chithrani et al., 2006; Lynch, 2007). Velmi malé nano¢astice s prumérem do
1 nm jsou schopny bunéfnou membranou penetrovat S vyuZzitim jinych mechanismu,
pravdépodobné transportu pies iontové kanaly nebo poéry v cytoplasmatické membrané (Porter
et al., 2006).

Makropinocytéza

Fagocytéza 42

Caveolin - dependentni
endocytéza

Cytoplasmaticka
membrana

cytoplasma @

o *@. nanoléstice

Q_

4+ ionty
Y receptor
@ klathrin
Klathrin - dependentni Klathrin a caveolin - @ caveolin
endocytéza independentni
endocytdza

Obr. 3 Schematické znazornéni moZnosti transportu nanocastic pies cytoplasmatickou
membranu.

Upraveno dle: Wang et al., 2015
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U nefagocytujicich eukaryotickych bunék mohou byt nanocéstice pfijimany do
intracelularniho prostiedi v procesu klathrin-dependentni endocytézy a caveolin-dependentni
endocytozy, nicméné literatura popisuje i mechanismy piijmu na zakladé clathrin a caveolin-
independentni endocytézy a makropinocytdzy. Klathriny a caveoliny jsou mebranové proteiny,
které po navazani nanocastic (¢i jinych endocytovanych ¢astic) vytvareji na intracelularni strané
cytoplasmatické membrany proteinovy plast usnadnujici tvorbu transportnich vezikul pii RME.
Makropinocytdza je transportnim membranovym mechanismem zavislym na vytvofeni vacki
zvanych makropinosomy. Ty transportuji ¢astice spolu s vnéjsi kapalinou. U fagocytt, jako jsou
makrofdgy a monocyty, je hlavnim mechanismem odpovédnym za bunécny pfijem nanocastic
fagocytoza (Singh & Ramaro, 2012). Schematicky tyto mechanismy uzavirani nanocastic do
transportnich vezikul a jejich ptijem do buiiky znazorfiuje obr. 3. Transportni vezikuly piedavaji
transportované castice endosomiim a dochazi k recyklaci receptord, které jsou transportovany
zpatky na povrch cytoplasmatické membrany (Chithrani & Chan, 2007). Endosomy posléze
fazuji s lysosomy, a po zpracovani jsou transportovany na bunéénou periferii exocytozou. Cast
nepokryvanych nanocastic unikd endolysosomalni draze a krome¢ endosomti a lysosomu jsou
nanodastice lokalizovany v cytosolu a v oblasti vyskytu membranovych struktur v perinuklearni
oblasti, mitochondriich, dokonce v jadfe (Cartiera et al., 2009; Taylor et al., 2010). Tyto
rozdilné faze transportu nanocastic byly prozkoumany a zachyceny metodou transmisni
elektronové mikroskopie s vyuzitim nepokryvanych zlatych nanocastic jako modelového
systému (Chithrani & Chan, 2007; Chithrani et al., 2006; Jin et al., 2006). Schematicky je

popsany mechanismus vyobrazen na obr. 4.
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Obr. 4 Schematické zobrazeni intracelularniho transportu nanocastic v cytoplasmé buiky.
Upraveno dle: Oh & Park, 2013
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2.4 Mechanismy toxického uc¢inku nanocastic

V ptipadé priniku nanocastic do organismu a jejich nasledné translokaci k cilovym
tkanim, mohou nanocastice vyvolat fadu poskozeni biologickych struktur. Na molekularni a
bunééné urovni jsou v souvislosti stoxickym plsobenim sklonovany pifedev§im dva

mechanismy toxického ucinku nanocastic, a to indukce oxidativniho stresu a poskozeni DNA.

2.4.1 Oxidativni stres

Reaktivni formy kysliku (ROS, zangl. reactive oxygen species) jsou piirozenymi
participanty pfenosu energie V mitochondridlnim dychacim fetézci. Vznikaji funkci leukocytu,
pfi metabolismu xenobiotik nebo v signalnich drahach. Za fyziologickych podminek
V organismu existuje rovnovaha mezi tvorbou reaktivnich forem kysliku a molekulami
pusobicimi jako jejich zhaSeCe, tj. antioxidanty. Pfikladem endogennich antioxidantl jsou
superoxiddismutaza, katalaza, glutathionperoxidaza. Za téchto podminek ROS sami pfispivaji
k homeostaze buiiky. Dojde-li z n¢jakého dtivodu k poruseni této rovnovahy, vznika stav, ktery
je oznacovan jako tzv. oxidativni stres. OXxidativnim stresem rozumime nerovnovahu mezi
tvorbou a odstranniovanim ROS. Vysledkem oxidativniho stresu v buiice je zvySena tvorba ROS.
Jedna se o kyslikaté slouceniny, které ve své valencni vrstvé nesou alespoii jeden nesparovany
elektron. ROS vznikajici v bunikdch zahrnuji superoxidovy radikal O,", hydroxylovy radikal
HO’, alkyloxylovy radikal RO’, peroxylovy radikal ROQO®, hyperoxylovy radikal HO;" i
radikaly oxidd dusnatého NO™ a dusi¢itého NO;", dale peroxid vodiku H»O; a kyselinu chlornou
HCIO. Tyto molekuly jsou vysoce reaktivni a za podminek jejich zvySeného vyskytu maji
schopnost reagovat s fadou makromolekul, jako jsou nenasycené mastné kyseliny v lipidech,
proteiny a nukleové kyseliny, i nizkomolekuldrnimi metabolity, koenzymy a jiné latky zahrnuté
V bunééném metabolismu. Oxidativni stres miize byt pfi¢inou ztrdty membranového potencialu
na mitochondridlni membrané (spotifebovani ATP) (Singh et al., 2009).

Kromé ptisobeni UV nebo RTG zafeni, vznikaji ROS také pii reakcich kovi. Produkce
ROS kovovymi nanocasticemi mize tak mit ptivod v samotné povaze nanomaterialu. V tomto
ptipadé muze byt vznik ROS na molekularni tirovni vysledkem Fentonovy reakce Vv kyselém
prosttedi lysosomd, ktera je reakci peroxidu vodiku s dvojmocnymi ionty kovi za vzniku

vysoce reaktivnich hydroxylovych radikala HO® (Blazi et al., 2011; He et al., 2014):

Me? + H,0, — Me®* + HO + HO®
Druhou moznost uvolnovani hydroxylovych radikalt vlivem nanoc¢astic v bunééném prostiedi

piedstavuje Haber-Weissova reakce, pii niz superoxid nejprve redukuje ion prechodného kovu a
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ten pak reaguje s peroxidem vodiku. Vznika hydroxidovy anion, hydroxylovy radikal a

prechodny kov se opét oxiduje:

Me?* + O, + H20; — Me* + 0, + HO™ + OH-

Kovové nanocastice jsou pro své katalytické schopnosti intenzivné studovany
v technologickych disciplinach (Dhaksinamoorthy et al., 2012; Wang et al., 2013).

Na bunééné trovni mize byt produkce ROS vysledkem interakce s bunéénymi cili.
Tento mechanismus reprezentuje piedev§im interakce s respiracnim fetézcem bunky a
mitochondrialni zmény po distribuci a akumulaci nanoéastic v mitochondriich bunky (Li et al.
2003; Xia et al., 2006). Na tkanové tirovni je mozné také uvazovat treti mechanismus produkce
ROS, ktera je vyvolana zanétlivou reakci v organismu po priniku nanoc¢astic. Obranna reakce
organismu a rozpoznavani cizich c¢astic bufikami imunitniho systému vede k uvoliiovani ROS.
Generace ROS plsobenim nanocastic byla prokazana v in vivo, a také v in vitro podminkach
(Brown et al., 2004; Oberdoster et al., 2005). Vysledky studii poukazuji na vztah mezi produkci

ROS a projevy oxidativniho stresu u bun¢k exponovanych nanocasticim.

2.4.2 Poskozeni DNA

Jak jiz bylo zminéno, nadprodukce ROS vede k poskozeni makromolekul buiiky,
pfedev§im nenasycenych mastnych kyselin lipidd, které jsou integralni soucasti membran,
nevratné oxidaci proteinti, a v neposledni fadé¢ ke zménam ve strukture DNA. Zejména
plsobenim hydroxylového radikdlu HO® dochazi k uvoliiovani purinovych a pyrimidinovych
bazi, jejich oxidaci, vlivem ¢eho mize dochazet k chybnému parovani, pierusovani ¢i zlomu
jednoho nebo obou fetézci DNA. Tyto projevy mohou vést k apoptéze anebo souviseji

s naslednou mutagenezi a karcinogenezi (Peters et al. 2006; Risom et al., 2005).

2.5 Genotoxicita nanocastic

Genotoxicita nanocastic tizce souvisi s produkei ROS a poskozenim DNA. Genotoxicita
je schopnost latky pozménit geneticky material butiky, co mize vést aZ ke karcinogenezi (Xie et

al., 2011). Mechanismy genotoxicity lze rozd¢lit na:

a) ptfimé klastogenni mechanismy — zahrnuji modifikaci bazi a vznik abazickych mist v fetézci

(mista s chybéjici bazi) a zlomy jednoho nebo obou fetézcti DNA.
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b) neptimé klastogenni mechanismy — souviseji s peroxidaci lipidd a vznikem elektrofilnich

produktd (aldehydt), které se vazou na povrch dvousroubovice DNA a tvoii exocyklické adukty

) aneugenické mechanismy - souviseji se vznikem oxidativnich 1ézi (napf. oxidace cysteinu),
které mohou ovlivnit komponenty mitotického aparatu (vieténko, kinetochor, mikrotubuly) a

negativné ovlivnit segregaci chromozémi béhem mitézy (Bota & Benaumer, 2011).

2.6 Toxicita nanocastic TiO2a AgNPs

Se vzrhstajicim zajmem o vyuziti nanocastic v produktech denniho pouzivani je
nezbytné porozumét také jejich toxickym uc¢inktm, které predstavuji potencialni zdravotni
riziko. Potencial cytotoxického a genotoxického pisobeni nanocastic kovli a jejich oxida byl
prokazan v riznych testech toxicity (Singh et al., 2009, Fubini et al., 2012; Volker et al., 2013).
Velky povrch nanocastic zvySuje jejich toxikologicky potencial, a to pro zvySenou moznost
adsorpce biomolekul a zna¢né zvySenou reaktivitu (Li et al., 2011). Tato prace se zabyva
studiem cytotoxicity a intracelularniho chovani vybranych vzorki AgNP a nanogastic TiO,,
proto je nasledujici text vénovan souhrnu dostupnych informaci o cytotoxicité a genotoxicité
zminénych nanocastic.

Jednou z charakteristickych vlastnosti kovovych nanocastic je, Zze snadno pronikaji
biologickymi bariérami a cytoplasmatickou membranou bun€ék, a jsou distribuovany
Vv intracelularnim prostiedi (Limbach et al., 2007). Stejné jako jiné nanocastice na bazi kovu,
mohou AgNP po vstupu do buiiky piimo interagovat s makromolekulami buriky anebo
uvolfiovat své ionty (Johnston et al., 2010; Xie et al., 2011). V butice jsou AgNP distribuovany
do endosomu a lysosomi nebo unikaji zendolysosomalni drahy do cytosolu, u AgNPs
s men§im primérem (6-20 nm) byla také prokazana jejich ptitomnost v jadie (AshaRani et al.,
2009). Studie poukazuji na to, ze pisobenim AgNP dochazi ke zménam bunééné morfologie a
zvySeni permeability membrany (Carlson et al., 2008; Hussain et al., 2005). K poskozeni
integrity cytoplasmatické membrany pravdépodobné vyznamnou mérou piispivaji i AgNPs
koncentrované na bunééném povrchu (George et al., 2012). V souvislosti s cytotoxicitou AgNPs
je neustale zminovana produkce ROS. Produkce ROS indukovana ptisobenim AgNPs ptispiva
k naruSeni energetického metabolismu bufiky (Ahmed et al., 2010; Kim & Ryu, 2013; Volker et
al., 2013). AgNPs mohou nahrazovat zeleznaté ionty v proteinech a nasledné se Ucastnit
Fentonovy reakce za tvorby hydroxylovych radikalt HO" (Gordon et al., 2010). Poukazano bylo
také na potencial pfimé interakce AgNPs s glutathionem, ktery se vyzamnou mérou podili na

odstraiiovani ROS v buiitkach (Carlson et al., 2009). Piekroc¢eni unosné hladiny ROS, kterou je
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bunika schopna za ucasti antioxidant piekonat, vede K oxidativnimu stresu s naslednym
poskozenim membranovych biomolekul s nasledkem bunééné smrti (AshaRani et al., 20009;
Yang et al., 2012; Shi et al., 2014). AgNPs jsou také charakterizovany z pohledu genotoxického
potencialu. Poskozeni DNA je jednim z posuzovanych mechanismt toxického ptisobeni AgNPs.
Muze byt zplsobeno translokaci mensich AgNPs do jadra, nicméné mechanismus poskozeni
DNA pasobenim AgNPs dosud nebyl objasnén. Predpoklada se, ze pti¢inou genotoxického
ucinku AgNPs je produkce ROS po priniku jadernou membranou anebo piima interakce
nanocastic s molekulou DNA (Asare et al., 2012). Studie poukazuji na to, Ze u bungk
exponovanych ptsobeni AgNPs dochazi vlivem poskozeni DNA k zastaveni bunééného cyklu
v G2/M fazi a je inhibovana proliferace bunék s naslednou bunéénou smrti (AshaRani et al.,
2009).

Mira vyuziti nanocastic TiO, je, podobné jako u AgNP, pomérné¢ vysoka. Velké
procento produkce nanocastic TiO, souvisi s jejich aplikaci do opalovacich piipravku jako
ucinny fyzikalni ochranny prostfedek, ktery rozptyluje a odrazi UVB i UVA zafeni. Toto
vyuZiti je, zejména pro minimalni schopnost nanoc¢astic TiO» pronikat epidermis, povazovano
za bezpec¢né (Furukawa et al., 2011). Nicméné, studie poukazaly na fotokatalytickou aktivitu
nanocastic TiO. (Jugan et al., 2012). Podstatna ¢ast UV zafeni je nanocasticemi TiO:
absorbovana, co, zejména ve vodném prostiedi, miize zapti€init tvorbu hydroxylovych radikald
(Guix et al., 2008). Bylo prokazano, ze nanocastice TiO; indukuji tvorbu ROS (Xie et al., 2011,
Simon et al., 2011) a jsou pfic¢inou poSkozeni DNA a membran in vivo (Singh et al., 2009) i in
vitro (Hamzeh & Sunahara, 2013; Pan et al., 2009).

Dulezitym poznatkem problematiky nanocastic TiO» je skuteCnost, ze jejich cytotoxicita je
ovlivnéna krystalickou formou. U dvou forem TiO, rutilu a anatasu, byly pfi testech toxicity
prokazany rozdily poukazujici na vyssi genotoxicitu anatasu, avsak tento poznatek dosud nebyl
vysvétlen (El-Said et al., 2015; Numano et al., 2014; Uboldi et al., 2016). Nicméng&, anatas spolu

s brookitem patii k mén¢ Casto se vyskytujicim krystalickym formam TiO5.
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3 Vybrané metody charakterizace nanocastic

3.1 Uvod

Nanocéstice jsou nositeli zcela jedinecnych vlastnosti, které zajist'uji jejich odliSnost od
konvencnich materidlii. Z obecného hlediska jsou nanocastice charakterizovany zejména
velikosti, tvarem a povrchovymi vlastnostmi. Studium velikosti a morfologie nanoc¢éstic ma pfi
jejich charakterizaci vyznamné postaveni. Zakladni metodu pro studium velikosti nanocastic
V suspenzi reprezentuje metoda dynamického rozptylu svétla (DLS, angl. dynamic light
scattering). Ke studiu morfologie a velikosti nanocastic jsou vyuzivany i metody elektronové
mikroskopie — transmisni (TEM, z angl. transmission electron microscopy) a skenovaci (SEM,
angl. scanning electron microscopy) a mikroskopie atomarnich sil (AFM, angl. atomic force

microscopy).

3.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Metoda DLS je metodou stanoveni velikosti ¢astic hano- a submikronovych kapalnych
disperznich soustav. Je rovné€z oznaovana jako kvazielasticky rozptyl svétla (QELS, angl. quasi
elastic light scattering) nebo fotonova korela¢ni spektroskopie (PCS, angl. photon correlation
spectroscopy). Tradi¢né je vyuZivana pii charakterizaci proteinl, polymert, micel, emulzi,
koloidnich disperzi i nanocastic.

Metoda je zalozena na interakci svétla s Casticemi v kapalné disperzi a nasledném méfeni
fluktuaci intenzity svétla rozptyleného z laserového zdroje okolo jeji primérné hodnoty. Tyto
fluktuace souviseji se zesilovanim a zeslabovanim svétla rozptyleného na Casticich v disperzi,
které podléhaji Brownovu pohybu. Cim rychleji se &astice pohybuji, tim rychleji se intenzita
rozptyleného svétla méni. Miru Brownova pohybu ¢astic v disperzi kromé viskozity
rozpoustédla a teploty ovlivituje také velikost ¢astic. S rostouci velikosti ¢astic rychlost jejich
pohybu klesa, z toho vyplyva, ze malé ¢astice se pohybuji rychleji a fluktuace zptisobené jejich
pohybem zanikaji rychleji nez u vétsich ¢astic (Jackson & Johann, 2007).

Vypocet velikosti ¢astic vychdzi z hodnoty translaéniho difuzniho koeficientu D

prostiednictvim Stokesovy - Einsteinovy rovnice:

d(H) = KT/3mD

24



kde d(H) je hydrodynamicky primér castice, D je translacni difuzni koeficient, k je
Boltzmannova konstanta, T je absolutni teplota a 1 je viskozita disperzniho prostfedi (Kaszuba
et al., 2008). Primér cCastice ziskany z méfeni metodou DLS se vztahuje k difuznimu pohybu
castic v kapaling, proto je ozna¢ovan jako hydrodynamicky pramér.

Vyhodou vyuziti metody DLS pii stanoveni velikosti nanocastic je rychlé a neinvazivni

provedeni, které k analyze vyzaduje maly objem vzorku (Brar et al., 2011).

3.3 Mikroskopické metody

3.3.1 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

TEM poskytuje zejména informaci o morfologii nanocastic, umoziuje ale hodnotit i
jejich velikost. Metoda vyuziva elektromagnetickym polem urychlovanych elektronti, jejichz
zdrojem je kovova katoda. Po pruchodu dostate¢né tenkym vzorkem vytvaieji elektrony na
luminiscen¢nim stinitku viditelny obraz.

Transmisni elektronovy mikroskop ma mnoho casti, které vytvareji jeho
ozatovaci a zobrazovaci ¢ast. Kondenzor fokusuje elektronové paprsky na preparat a zajistuje
jeho homogenni a intenzivni ozafeni. Spolecné s elektronovou tryskou tvoii ozafovaci ¢ast
mikroskopu. Elektronova tryska je katodou emitujici elektrony, s inkorporovanou anodou
s kruhovym otvorem, kterda elektrony pfitahuje a dava jim dostatecné zrychleni na prulet
tubusem mikroskopu. Zobrazovaci ¢ast mikroskopu tvoii prostor preparatu s drzakem vzorku,
objektiv, projektiv a luminiscenéni stinitko, ptipadné¢ CCD kamera pro zaznam obrazu. Objektiv
je uréen ktvorbé obrazu a jeho faktor zvétSeni je piiblizné 100. Byva tvofen jednou
elektromagnetickou ¢o¢kou. Ukolem projektivu tvoteného étyfmi elektromagnetickymi Go¢kami
je zobrazeni vzorku na stinitku pokrytém luminoforem. Luminofor je latka, ktera je schopna,
v zavislosti na energii a mnozstvi dopadajicich elektronli, emitovat svétlo rizné intenzity o
piiblizné stejné vinové délce. Rozliseni stinitka je omezeno velikosti zrn luminoforu, ktera se
pohybuje okolo 10-50 nm. Casto pouZivanym luminoforem pro tyto G&ely je sulfid zine¢naty
ZnS. Proud prochazejici ¢ockami je mozné regulovat, a tim ménit i vysledné rozliSeni
elektronového mikroskopu. K omezeni moznosti zeslabovani proudu elektrond, jsou vSechny

¢asti mikroskopu umistény ve vakuu (Carter & Williams, 2016).
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3.3.2 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

SEM je dalsi elektronovou mikroskopickou technikou umoziujici studium morfologie
vzorku s jeho soucasnou vizualizaci. Stejné jako TEM, poskytuje moznost hodnoceni stfedni
velikosti studovanych ¢astic vzorku. Pro charakterizaci Castic v suspenzi musi byt tato pfi
ptipravé preparatu nejdiive prevedena na suchy prasek, ktery je nasledné potazen vodivou
vrstvou kovu (Au, Pt, Pt + Pd) pomoci katodového napraSovani nebo impregnace. Poté je
povrch preparatu po tadcich, Vjakémsi neviditelném rastru skenovan zaostfenym paprskem
elektronti. Informace o povrchu vzorku jsou obvykle ziskdvany ze sekundarnich elektront
emitovanych z povrchu vzorku. Na rozdil od TEM, kdy je zobrazeni zavislé na elektronech
proslych vzorkem, v pfipadé SEM jsou to pravé odrazené elektrony, na kterych je zobrazeni
zavislé.

Metody elektronové mikroskopie poskytuji vysledky méteni stfedni velikosti ¢astic srovnatelné
s metodou DLS (Fissan et al., 2014; Pal et al., 2011). Pfinaseji s sebou ale nevyhody v podobé
naro¢né a nakladné ptipravy vzorku a potieby dopliujicich informaci k hodnoceni velikosti

¢astic.

3.3.3 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Mikroskopie atomarnich sil (AFM, atomic force microscopy) je zastupcem skupiny
mikroskopickych technik znadmych jako mikroskopie skenujici sondou (SPM, scanning probe
microscopy). Metoda nabizi vysoké rozliSeni a umoziuje skenovani vzorkd na submikronové
urovni. Principem AFM je detekce pohybu ostrého hrotu upevnéného na pohyblivém nosniku
pti rastrovém snimani povrchu vzorku. Zdrojem informaci o topografii zkoumaného povrchu
jsou silové interakce mezi atomy v povrchu vzorku a atomy kovového hrotu. Zména silového
pusobeni v zavislosti na topografii povrchu vzorku vyvola pfiblizeni ¢i oddaleni hrotu vuci
snimanému povrchu, jez se projevi v ohnuti nosniku, na jehoz volném konci se hrot nachazi.
Rekonstrukce snimanych dat, kterymi jsou zmény amplitudy oscilaci pfi interakci hrot-povrch,
umoziuje vyhodnotit topografii ¢i jiné parametry zkoumaného povrchu. Detekce ohnuti nosniku
je detekovana citlivym optickym systémem, u vétSiny AFM systému je nejcastéji realizovana
prostfednictvim laserového svazku. Laserovy svazek je fokusovan na volny konec nosniku, od
kterého se odrazi a dopada na fotodetektor. Se zménou ohnuti nosniku nastava i zména thlu
dopadu laserového paprsku na nosnik, a proto paprsek dopadne do jiného mista fotodetektoru
(Eaton & West, 2010).

Pii AFM méfeni jsou nejCastéji rozliSovany tfi rezimy zobrazovani: nekontaktni,

kontaktni a pferuSovany (tapping nebo semikontaktni rezim). V kontaktnim rezimu je hrot
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udrzovén ve fyzickém kontaktu s povrchem vzorku. Mezi hrotem a povrchem vzorku pisobi
odpudivé sily. V nekontaktnim rezimu je hrot udrzovan ve vzdalenosti 1 — 10 nm nad
zkoumanym povrchem a zde se uplatiuji pfitazlivé van der Waalsovy sily. Tento rezim
poskytuje zpravidla horsi rozliSeni nez rezim kontaktni. Pfi nekontaktnim rezimu se nosnik
nedotyka zkoumaného povrchu. Vzhledem k tomu, Ze silové ptisobeni mezi hrotem a povrchem
je mnohem mensi nez v pripadé¢ kontaktniho modu, detekovana je zména amplitud, a tak hrot
musi oscilovat. Princip Cinnosti pieruSovaného rezimu je podobny nekontaktnimu rezimu.
Rozdil je ve frekvenci rozkmitu nosniku, ktery je v ptipad¢ preruSovaného modu vétsi. Tento
rezim umoziuje snimat plochu s vét§im rozpétim v ose z.

AFM poskytuje informace o velikosti nanoéastic a jejich morfologii s vysokou
ptesnosti. AFM a techniky elektronové mikroskopie jsou Castokrat porovnavany, pii¢emz je
technika AFM uptednostiiovana zejména pro mensi narocnost ptipravy vzorku a méné naro¢nou

proveditelnost méfeni (Lu et al., 2015).

3.4 Jiné metody charakterizace nanocastic

Povrchovy naboj nanocastic uruje vzajemné interakce s prostiedim. Jeho povaha a
intenzita je tedy dulezitym faktorem, ktery ovlivituje chovani nanocastic v biologickych
systémech. Zeta potencial (elektrokineticky potencial) hodnoti povrchovy naboj nanocastic a
odpovida rozdilu potencialit mezi objemem kapaliny a tenkou vrstvou protiiontd poutanych
k povrchu nanocastice, tedy na rozhrani mezi kompaktni a diftzni ¢asti elektrické dvojvsrtvy.
Meéfeni zeta potencialu je doplitkovou metodou charakterizace nanocastic, ktera informaci o
hodnoté¢ povrchového néaboje umoziuje predpoveédét stabilitu koloidni disperze nanocastic
béhem skladovani. Dle literatury by se mély hodnoty zeta potencialu pohybovat ve vysokych
kladnych nebo zapornych hodnotach v fadech desitek mV (Pal et al., 2011).

Informace o vlastnostech povrchu a jeho modifikacich poskytuji metody zalozené na
rentgenoveém zdreni, napt. rentgenova difrak¢ni analyza (XRD, X-ray diffraction). Rentgenova
spektroskopie je ¢asto kombinovana s technikou elektronové mikroskopie (Lopez-Serrano et al.,
2014).

Vyse zminéné metody umoziuji studium fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic.
V kapitole 2 zminéna toxicita nanocastic vSak zejména diskutuje 0 potencialni penetraci
nanocastic do intracelularniho prostiedi, které je pokladano za misto jejich toxikologického
plsobeni. Vizualizaci bunééného pfijmu nanocastic umoznily metody TEM i fluorescencni
mikroskopie, nicméné, tyto metody s sebou prinaseji fadu nevyhod. TEM umoznuje zobrazeni
nanocastic v cytoplasm¢é bunék S vysokym rozliSenim, nicméné analyza vyzaduje naro¢nou

ptipravu vzorku i pfistup k odliseni nanocéastic od bunééného prostredi (Ahlinder et al., 2013).
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Jina metoda umoznujici vizualizaci nanocastic v bunikach je fluorescenc¢ni mikroskopie. I tato
technika je vhodnym nastrojem hodnoceni bunééného piijmu nanocastic, nicméné, vyzaduje
jejich piedchozi znaceni fluorescen¢ni sondou, eventualné jejich vnitini fluorescenci (Marquis
et al., 2009). Metodou, ktera obchazi nevyhody vySe zminénych mikroskopickych technik a
umoznuje studium bunéfného piijmu nanocastic je Ramanova mikroskopie. O této metod¢

zobrazeni pojednava nasledujici kapitola.
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4 Uvod do Ramanovy spektroskopie

41 Uvod

Spektroskopické metody jsou zaloZeny na studiu interakce elektromagnetického zateni
s hmotou. Dilezitym hlediskem, které tuto interakci ovliviuje, je vinova délka pouzitého
elektromagnetického zafeni, ze které vyplyva jeho energie. Pokud je energie zafeni rovna
energetickému rozdilu mezi zékladnim a excitovanym stavem molekuly, je foton
elektromagnetického zafeni absorbovan a molekula piechazi do excitovaného stavu. Pokud ale
energie excitaéniho zafeni neni rovna rozdilu mezi zakladnim a excitovanym stavem molekuly
(napt. pokud je vinova délka zateni ve viditelné oblasti ~400-800 nm), dochazi vice nez
k absorpci zateni, k jeho rozptylu. Detekce tohoto jevu je principem Ramanovy spektroskopie
(Smith & Dent, 2005).

Jev Ramanova rozptylu byl pfedpovézen v roce 1923 rakouskym fyzikem Adoflem
Smekalem. Mezi 1éty 1925 az 1927 byl predmétem zajmu nékolika vyznamnych védct, mezi
jinymi i Heisenberga ¢i Schrodingera. Teprve vroce 1928 byl jev Ramanova rozptylu
experimentalné prokazan indickym védcem, sirem Chandrasekhara Venkata Ramanem, ktery
spolu s K.S. Krishnanem poprvé pozorovali zmény ve vlnové délce svétla rozptyleného
kapalinou (Raman & Krishnan, 1928). V roce 1930 byl sir Raman za tento objev ocenén

Nobelovou cenou za fyziku.

4.2 Ramaniyv jev

Fyzikalni pivod Ramanova jevu spociva v neelastickych srazkach excitujiciho
monochromatického zafeni ve viditelné az blizké Cervené oblasti s molekulou. Literatura se na
popis jevu Ramanova rozptylu elektromagnetického zafeni diva dvéma pohledy. Prvni je
zalozen na indukci dipélového momentu v molekule ptisobenim oscilujiciho elektrického pole
excitaéniho zafeni. Indukovany dipdl je nasledné zdrojem rozptyleného zateni. Indukovany

dipdlovy moment y; je pfimo imérny intenzité elektromagnetického pole E, a to podle vztahu
pi=a.E,
kde koeficient a je elektrickd polarizovatelnost. Polarizovatelnost je fyzikaln€ spjata s mirou

schopnosti elektrického pole zménit v molekule rozlozeni nabojt a vypovida tedy o schopnosti

elektrického pole indukovat v dané molekule dipoélovy moment (Dietzek et al., 2010).
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Literatura ale uvadi i kvantové-mechanicky popis Ramanova rozptylu, ktery zohlediuje vinove-
casticovou povahu fotonti elektromagnetického zateni a kvantovani energetickych hladin
molekuly. Podle této teorie dochazi pii interakci fotonu s molekulou na extrémné kratky cas
k excitaci molekuly do virtudlniho energetického stavu, ktery je energeticky nizs$i nez plné
excitovany stav molekuly. Tento stav odpovida jiné vibra¢ni energetické hladiné molekuly. Poté
se molekula vraci do zékladniho stavu odpovidajiciho vychozi energetické hladin€. Principem
Ramanova rozptylu dle této teorie je tedy pfechod molekuly mezi dvéma vibracnimi stavy
senergii E1 a E>. V prvni fazi interaguje foton elektromagnetického zafeni o frekvenci vo
s molekulou, kterd pfechazi do virtualniho energetického stavu. Nasledné dochazi k pfechodu
molekuly na niz$i energetickou hladinu za soucasného vyzareni rozptyleného fotonu o frekvenci

Wib, Zza soucasného splnéni podminky zachovani energie:

h. wib=h. vo £ (Ez - El),

kde h je Planckova konstanta (h = 6,626 070 040 . 10 J.s)

Tento proces ma nékolik moznosti, které jsou schematicky znazornény na obr. 5. Je-li vychozi a
koncova energeticka hladina molekuly stejna, hovotime o elastickém Rayleighove rozptylu. Je-li
koncova energeticka vibracni hladina molekuly jinad nez vychozi hladina, vyzaifeny foton ma
jinou vinovou délku jako excitani zafeni, a v tomto piipadé se jedna o neelasticky Ramaniiv
rozptyl. Jestlize je frekvence rozptyleného zateni nizsi nez frekvence excitaéniho zareni, jsou v
Ramanové spektru rozliSovany Stokesovy linie odpovidajici fotonim s niz§i energii (vetsi
vlnovou délkou). V piipadé, ze je frekvence rozptyleného zafeni vy$§i nez frekvence
excitacniho zafeni, jsou v Ramanové spektru anti-Stokesovy linie, odpovidajici fotoniim s vyssi
energii (kratsi vinovou délkou). Intenzita anti-Stokesovych linii ve srovnani se Stokesovymi je
mnohem niz§i. Pro vznik téchto linii je nutné, aby se molekula jiz na zacatku déje nachdzela ve
vy$§im vibracnim energetickém stavu. ProtoZze procento molekul nachazejicich se za
normalnich podminek v takovém stavu je velmi malé, praxe se zabyva zejména studiem

Stokesovych linii (Smith & Dent, 2005).
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Obr. 5 Schematické znazornéni Rayleighova, Stokesova a anti-Stokesova Ramanova rozptylu.

4.3 Ramanovo spektrum

Analytickym vystupem metody Ramanovy spektroskopie je Ramanovo spektrum, které
vyjadfuje zavislost intenzity Ramanova rozptyleného zéieni na Ramanové posunu Av (cm™).
Ramanovo spektrum poskytuje informace o vibraénich pohybech molekul. Hovofime-li
0 vibraci, jedna se o vibraci jader kolem rovnovazné polohy. Molekuly jsou tvofeny z atomul,
které jsou vazany pruznymi vazbami, a proto mohou vykonavat periodicky pohyb, kterému
jednotlivé vibrace odpovidaji. Tyto pohyby jsou oznaCovany jako vibracni stupné volnosti.
Pocet vibraci dané nelinearni molekuly Ize vypocitat podle vztahu

X =3n-6,
kde n je pocet atomd molekuly. Pokud je molekula linearni, je pocet vibraci feSen druhym
vztahem

X=3n-5

Vibra¢ni stupné volnosti molekuly definuji jeji vibra¢ni spektrum. Na obr. 6 je uveden
priklad Ramanova spektra jednoduché molekuly, molekuly vody. V Ramanové spektru této
tiatomové nelinearni molekuly jsou viditelné tfi vibra¢ni pasy. Pas pii 1640 cm™ odpovida
deformaéni vibraci, pasy pii 3250 cm?® a 3400 cm? souviseji se symetrickymi a

antisymetrickymi valen¢nimi vibracemi molekuly.
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Obr. 6 Ramanovo spektrum vody. Pas pti 1640 cm™ odpovida deformaéni vibraci, pasy pii
3250 cm™® a 3400 cm? souvisi se symetrickymi a antisymetrickymi valen¢nimi vibracemi
molekuly.

Upraveno dle: Smith & Dent, 2005

Valencnimi vibracemi (angl. stretching vibrations) se nazyvaji vibrace, pfi nichz
dochazi ke zménadm mezijadernych vzdalenosti atomti v molekule. Tyto se dale klasifikuji na
symetrické antisymetrické (obr. 7). Deformacnimi vibracemi (angl. bending vibrations) se
rozumi deformace valen¢nich hld. Deformacni vibrace jsou dale klasifikovany na rovinné a

mimorovinné (obr. 8).

Obr. 7 Znazornéni valen¢nich vibraci molekul: a. symetricka, b. antisymetricka vibrace
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Obr. 8 Znazornéni deformaénich vibraci: a. rovinna ntizkova, b. rovinna kyvadlova,

€. mimorovinna v¢jifova, d. mimorovinné kroutiva deformace

4.4 Ramanovo spektrum biomolekul

Biomolekuly — lipidy, proteiny, nukleové kyseliny a sacharidy jsou komplexnimi
molekularnimi ~ systémy sloZzenymi zmnoha atomt. V takovémto komplexu atomu
s ekvivalentni strukturou jsou dvé a vice vazeb v blizkosti a vzajemné se ovliviiuji. Vysledna
vibrace pozorovana v Ramanové spektru je vibraci relativné malé skupiny atomil vazanych
témito vazbami, které¢ jsou od ostatnich ¢asti makromolekuly izolovany. Takova vibrace je
oznacovana jako skupinovd vibrace a je charakterizovana specifickym skupinovym vlnoc¢tem.
Kazdé skupiné atomt jednoho typu odpovidd skupinovd vibrace s podobnym vlnoctem.
Odpovidajici pasy v Ramanové spektru vznikaji prekrytim piispévki vsech téchto skupin
s ekvivalentni strukturou a prostiedim (Smith & Dent, 2005).

Ramanovo spektrum biomolekul je spektrem slozenym z ptispévki vSech skupinovych
vibraci ve slozitém komplexu. I pro molekulu DNA, proteinu nebo lipidu existuje 3n-6
normalnich vibraci, ale v jejich skuteném Ramanové spektru Ize v intervalu ~600-1800 cm™
rozeznat vyznamné mensi pocet vibraci, které souviseji s vibracemi aromatickych bazi, zbytkt
sacharidu a fosfatovych skupin (obr. 9).

Ramanovo spektrum bunky charakterizuji stejné znaky jako Ramanovo
spektrum biomolekul. Je rovnéz spektrem obsahujicim skupinové vibrace odpovidajici vibracim
vazeb v lipidech, fosfolipidech, nukleovych kyselinach a proteinech podilejicich se na

kompozici bunky.
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Obr. 9 Demonstrace Ramanova spekter vybranych biomolekul: a. albuminu, typického proteinu
Vv a-konformaci, b. y-globulinu, typického proteinu v 3-konformaci, c. DNA, d. RNA,

e. fosfatidyletanolaminu, f. lipidu (1,2-dioleoyl — 3 — trimethylamoniumpropanu) s vyzna¢enim
vIno¢tu skupinovych vibraci v jejich maximu.

Prevzato z: Diem et al., 2008

Na obr. 10 je znazornéno praimérné Ramanovo spektrum buiiky buné&né linie
lidskych keratinocytd SVK-14 s vyznacenim skupinovych vibra¢nich past. Nejintenzivn&j$im
pasem v Ramanové spektru buiiky je vibraéni pas v oblasti ~2800-3030 cm™ s maximem pfi
2935 cm™. odpovidajici valenéni vibraci C-H vazby. Ta je charakteristicka zejména pro dlouhé
fetézce nasycenych a nenasycenych uhlovodikovych fetézct, které jsou dilezitymi strukturnimi
jednotkami membranovych lipida. Jejich majoritni vyskyt odrazi také vysokou intenzitu tohoto

vibra¢niho pasu v Ramanové spektru bunky. Dulezitd oblast Ramanova spektra bunky lezi
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vrozmezi ~600-1800 cm?. Tato oblast poskytuje nejkomplexné&jsi informaci o jejim
molekularnim sloZeni (Matthéus et al., 2008 A). Intenzivnim pasem této oblasti je vibraéni pas
C=0 vazby v peptidech, oznaGované jako amid 1 ~1655 cm™. Jind oblast spektra
charakteristicka pro vibraci vazeb v proteinech, je oblast ~1270 — 1350 cm™ s maximem pfi
1310 cm?. V této Casti Ramanova spektra se vyskytuje v&tSi pocet past odpovidajicich
deformacni vibraci vazeb C-H a C-N a je oznaCovana jako amid III. Deformacéni vibraci
methylenovych skupin v lipidech, fosfolipidech, ale také postrannich fetézcich proteinti
odpovida vibraéni pas ~1425 — 1475 cm? s maximem pii 1450 cm™. Viditelnym vibraénim
pasem je i pas symetrické valenéni vibrace fenylové skupiny fenylalaninu ~1002 cm™. Z vibraci
charakteristickych pro baze nukleovych kyselin jsou diilezité ptedevsim vibra¢ni pas ~785 cm?
odpovidajici dychaci vibraci pyrimidinovych bazi a vibra¢ni pas ~1570-1590 cm™ s maximem
pii 1580 cm™ souvisejici s dychaci vibraci purinovych béazi. Dychaci vibrace (angl. breathing
vibration) souvisi s rozvoliiovanim aromatického kruhu (Matthius et al., 2008 A; Matthaus et

al., 2008 B; Dieing et al. 2010; Draux et al. 2012).
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Obr. 10 Ramanovo spektrum bunky s vyznacenim nejintenzivnéjsich vibrac¢nich pasu.
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5 Konfokalni Ramanova mikroskopie

51 Uvod

Mikroskopické techniky jsou neoddélitelnou soucasti studia bun€k a procesti na
bunécné trovni. Dvacaté stoleti predstavilo n€kolik vyznamnych zobrazovacich technik, které
mikroskopii posunuly na uroven dulezitého analytického nastroje. Pti vyuziti mikroskopické
zobrazovaci techniky jsou ¢asto hodnoceny vyhody a nevyhody, které s sebou metoda piinasi.
Primarnim zdrojem informace na bunééné urovni byva zejména detekce informace z
fluorescencné nebo radioaktivné znacené sondy, napt. protilatky, specificky vyvinuté pro vazbu
na cilové misto. Jiné mikroskopické techniky, jako je elektronovd mikroskopie nebo
mikroskopie skenujici sondou spliluji pozadavky extrémné vysokého rozliSeni pro studium
bunécnych struktur a procesi na bunécné tUrovni. Nicméné, piinasi komplikace ve
vysokych narocich na ptipravu mikroskopického preparatu a sofistikovanost zpracovani
naméfené informace. Nedavny vyvoj vytvorfil misto pro jinou mikroskopickou techniku,
konfokalni Ramanovu mikroskopii. Metoda umoznila zobrazeni bun¢k, bunétnych organel,
buné¢ného piijmu a distribuce exogennich latek jako jsou lé¢iva nebo nanocastice bez nutnosti

specifického znaceni cilovych struktur s minimalnimi naroky na ptipravu vzorku.

5.2 Princip metody a instrumentace v konfokalni Ramanové mikroskopii

Konfokalni Ramanova mikroskopie kombinuje vibraéni spektroskopickou techniku -
Ramanowvu spektroskopii se zobrazovaci technikou — konfokalni mikroskopii. Systém zahrnujici
spojeni téchto technik nabizi dosazeni vysokého rozliSeni mikroskopické a citlivosti
spektroskopické metody. Tato mikroskopicka technika je zaloZend na postupném sbéru
Ramanova rozptylu z mikroskopického preparatu skenovanim bod po bodu, odrazejic
chemickou kompozici vzorku na zaklad¢ identifikace charakteristickych skupinovych vibraci
v Ramanovych spektrech. Pro bunky a tkan€ je pfiznacna identifikace funkénich skupin
v proteinech, nukleovych kyselinach, lipidech, fosfolipidech a v sacharidech, tedy v zakladnich
stavebnich slozkach buiiky. Exogenni latky, napt. 1é¢iva nebo nanocastice charakterizuje jina,
Casto naproti bunécnému prostfedi unikatni skupinova vibrace, kterd se v Ramanové spektru
v dané oblasti projevi. Detekce je tedy zalozend na identifikaci vlastnich vibracnich znakt
molekul.

Pocatky metody Ramanovy mikroskopie jsou datovany do 90. let 20. stoleti, kdy byl
poprvé zkonstruovan Ramaniiv spektrometr kombinovany s konfokalnim optickym

mikroskopem. Dalsi vyvoj piinesl krokovy motor, umoziujici postupné skenovani zvolené
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oblasti pohybem vzorku. To umoznilo sbér Ramanova spekter z riznych pozic na vzorku a

tvorbu

jedno-, dvou- nebo tfirozmérnych zobrazeni. Rychly technicky pokrok vedl k postupnému
vyvoji citlivych a pfesnych mikroskopickych systémi (Dieing et al., 2010). Zakladni schéma
konfokalniho Ramanova mikroskopu je zobrazeno na obr. 12 na strané 40.

Zdrojem excitacni energie je, podobné jako u typi konfokalni mikroskopie, laserovy
svazek. Intenzita Ramanova rozptylu je umérnd v*, kde v je frekvence excitaéniho zafeni.
Excitace pii vinové délce v modré az zelené ¢asti spektra (430-565 nm) tak vede k mnohem
vys$s$imu Ramanovu signalu nez excitace ve zluté az ¢ervené Casti spektra (565-800 nm). Kratsi
vlnova délka excitaéniho zafeni je spojena s vysSim lateralnim rozlisenim podle Reyleighova

kritéria

ny = 0,61 . )\, /NAobj,

kde X je vlnova délka, NA numericka apertura pouZzitého objektivu a Dyy lateralni rozliSeni pro
specifickou hodnotu vinové délky A. Hodnota uvadi vzdalenost mezi dvéma odliSitelnymi body.

Ze vztahu pro Rayleighovo kritérium dale vyplyva dulezitost numerické apertury
objektivu. Ta v mikroskopii vyjadiuje u¢innou svételnost objektivu. Jedna se o bezrozmérné

Cislo, které Ize vyjadrit vztahem

NA=n.sin0

kde n je index lomu prostiedi pred objektivem a 0 je polovina vrcholového tihlu kuzele paprskt
vstupujicich do objektivu z bodu s minimalnim polomérem do, Vnémz je laserovy svazek

fokusovan (obr. 11).

Obr. 11 Schematické znazornéni paprski vstupujicich do objektivu s vyjadfenim vztahu pro
numerickou aperturu objektivu.

Upraveno dle: Everall, 2008
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Vztah mezi hodnotou NA a laterilnim rozliSenim je nepfimo timérny. Cim vice se
hodnota NA blizi jedné, tim je hodnota vzdéalenosti mezi dvéma odlisitelnymi body mensi.
Uvedené poznatky lze aplikovat na praktickém piikladu. Pouziti excitacni vlnové délky v zelené
nebo v modré casti spektra elektromagnetického zateni a objektivu s NA rovné 0.8 — 1.0
umoziuje dosazeni rozliSeni v rozmezi hodnot asi 300 — 400 nm. To dovoluje studium preparatu
na urovni butiky, a také na urovni jednotlivych bunéénych organel.

Vstupni a vystupni optické vidkno vytvareji konfokalni optické apertury. Rozptylené
svétlo z oblasti vzorku mimo oblast fokusace laserového paprsku, je silné tlumeno filtraci,
kterou zajist'uji konfokalni apertury. Konfokalita systému ma kromé vysoké hodnoty rozliseni i
jiny prakticky vyznam. Do zna¢né miry také omezuje negativni vliv fluorescence na detekci
Ramanova rozptylu (Hollricher, 2010). Fluorescence je vyznamnou komplikaci Ramanovy
spektroskopie. Pii interakci zateni s molekulou se vyskytuje s vétsi pravdépodobnosti nez
Ramaniiv rozptyl. Intenzita fluorescence mize dosdhnout az o 6 tadd vys$s$i hodnoty nez je
intenzita Ramanova rozptylu. Proto je redukce vlivu fluorescence pfi sbéru Ramanova rozptylu
velmi dulezita. Konfokalni uspofadani piispiva k redukci vlivu fluorescence z oblasti vzorku
mimo oblast fokusace laserového svazku. Vyuziti metody klade také diraz na omezeni pouziti,
¢i eliminaci vlivu pfirozené fluoreskujicich latek, a to jak povahy chemikalii vyuzitych pfi
ptipravé vzorku (napft. slozky média), tak pracovnich pomticek (napt. popisovace). Specificke je
vyuziti mikroskopickych sklicek pro Ramanovu mikroskopii vyhotovenych z kifemene nebo
fluoridu vapenatého CaF,. Vzhledem k obsahu pfimési, které vykazuji fluorescenci, neni sklo
v Ramanov¢é mikroskopii vyuzivano.

Excitacni zafeni je vstupnim optickym vlaknem vedeno do mikroskopu, kde je dale
zacileno na holograficky filtr (angl. band — pass filter — filtr propoustéjici zatreni v uritém
rozmezi frekvence a siln¢ tlumici zafeni o frekvenci mimo tento rozsah). Tento filtr zajistuje
redukci Ramanova rozptylu vlakna. Poté je mikroskopickym objektivem fokusovano na vzorek.
Rozptylené Ramanovo zafeni je sbirano stejnym mikroskopickym objektivem a vedeno na jiny
holograficky filtr (angl. edge filter — filtr propoustéjici zateni za uréitou hodnotou frekvence).
Tento filtr blokuje Rayleightiv rozptyl a paprsky odrazeného laserového zafeni. Rozptylené
zafeni je vystupnim optickym vlaknem vedeno na detektor Ramanova spektrometru.

Detektor je jednou z klicovych komponent Ramanova mikroskopu a jeho spravny vybér
silné¢ ovliviiuje Ucinnost zafizeni. CCD (z angl. charged couple devices neboli zafizeni
S vazanymi naboji) je elektronickd soucastka na bazi silikonového Cipu pouzivana pro snimani
obrazové informace. CCD vyuziva fyzikalniho jevu znamého jako fotoelektricky jev. Cip se
sklada ze sit¢ polovodi¢ovych fotobunék. Po dopadu svétla vznika fotoelektrickym jevem

Vv polovodici elektricky naboj. Volné nosice naboje (zejména elektrony) jsou kladnou elektrodou
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zachyceny v tzv. kapacitoru. V dal$im kroku je tento obraz éteny pixel po pixelu. Cteni signélu
probihd presouvanim kladného naboje v kazdém sloupci pixeld, pficemz jsou elektrony
pfemistovany zjednoho pixelu na druhy. Elektrony jsou timto zplsobem pfesouvany az na
termindl na konci zafizeni. Po piecteni celé fady se cely proces opakuje a postupné je
pfesouvana dalsi fada elektronii. Timto zplisobem jsou vSechny elektrony zachycené na Cipu
pfeneseny a odpovédny za tvorbu signalu (Bushberg et al., 2002). Obvykly rozmér mfizky
v Ramanové spektroskopii je 1024 x 127 pixeld (Hollricher, 2010).

Slab4 intenzita Ramanova rozptylu posiluje dtlezitost optimalizace kazdé Ccasti
mikroskopu tak, aby byla zaruena co moznd nejméné ztratova transmise zareni. Nespravny
vybér komponent a nastaveni jednotlivych ¢asti systému mize negativné ovlivnit citlivost
systému, a to dokonce az o n¢kolik fadt. Dilezitymi prvky ovliviiujicimi méfeni je spravné

nastaveni objektivu a fokusace laserového svazku na vzorek.
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Obr. 12 Schematické znazornéni konfokalniho Ramanova mikroskopu.

1 — osvétleni mikroskopu, 2 — systém ¢ocek, 3 — déli¢ paprsku (50:50), 4 — objektiv, 5 — vzorek,
6 — piezoeletricky fizeny stolek mikroskopu, 7 — pdsmovy holograficky filtr, 8 — pfechodovy
holograficky filtr, 9 — Cocka, 10 — déli¢ paprskt (100:0), 11 — vicevidové optické vlakno
propojujici mikroskop se spektrometrem, 12 — excitacni laser, 13 — vystup jednovidového
optického vlakna, 14, 15 — propojeni a vstup laserového paprsku, 16 — systém cocek,

17 — videokamera, 18 — zaostfovaci systém, 19 — vystupni optické vlakno propojujici mikroskop

se spektrometrem, 20 — Ramantiv spektrometr, 21 — CCD detektor
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5.3 Hyperspektralni datové soubory

Analytickym vystupem konfokalni Ramanovy mikroskopie bunék je soubor
Ramanovych spekter, které jsou komplexnim zdrojem informaci o pozorovaném vzorku.
V ptedchozim textu zminény sbér Ramanova rozptylu bod po bodu v rovin€ a oblasti zvolené
pro zobrazeni poskytuje soubory stovek az tisicti spekter, které musi byt dale zpracovany. Napt.
V zobrazované oblasti 100 x 100 pixeld je celkové zméteno 100 x 100 = 10 000 individualnich
Ramanovych spekter. Tento rozsahly datovy soubor je oznaCovan jako hyperspektralni datovy
soubor. Hyperspektralni datovy soubor tvoii tzv. datovou kostku (z angl. data cube), kterou
charakterizuji tfi dimenze (obr.). Soufadnice X a y poskytuji dvojrozmérnou informaci o vzorku,
soufadnice z je spektralni informaci o kazdém pixelu zobrazované oblasti. Jedno Ramanovo

spektrum datové kostky predstavuje jeden pixel ve vysledném zobrazeni.

V

Obr. 13 Schematické znazornéni datové kostky hyperspektralniho datového souboru.

Pro zobrazeni v Ramanové mikroskopii jsou vyuzivany dvé metody analyzy, resp. jejich
skupiny: univariacni, nebo také jednorozmérna (s jednou proménnou) a multivariacni nebo také
vicerozmérné metody analyzy (S vice proménnymi). Primarnim rozdilem je, Ze univaria¢ni
analyza zahrnuje zpracovani jedné proménné ve vsech spektrech a postupnou tvorbu zobrazeni
pixel po pixelu, zatimco metody multivariaéni analyzy vyuZzivaji informace z celého datového

souboru, které postupné, s vyuzitim vypocetnich algoritmil, porovnavaji.

5.4 Univaria¢ni metoda analyzy obrazu v Ramanové mikroskopii

Principem univariani metody pifi tvorbé zobrazeni je individudlni zpracovani
jednotlivych Ramanovych spekter. Pro zobrazeni je klicovym vybér relevantni spektralni
informace, ktera vytvari proménnou, jenz charakterizuje kazdé individualni spektrum. Touto

proménnou je konkrétni oblast v Ramanovée spektru, napi. specificky vibracni pas. Intenzita
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zabarveni pixelu se odviji od intenzity Ramanova rozptylu v dané oblasti. Vystupem je nasledné
monochromaticka intenzitni mapa znazornujici intenzitu dané¢ho vibra¢niho pasu v jednotlivych
pixelech. Pro zobrazeni bufiky je za nejvhodnéj§i povazovan vybér vibraéniho pasu
odpovidajiciho valen¢ni vibraci vazby C-H, a to 2800 — 3100 cm™ (Scaffi-Haap et al., 2007).

Schematicky univaria¢ni metodu analyzy obrazu znazornuje obr. 14.

Burika ve svétlém poli
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Obr. 14 Schematické znazornéni univariacni metody analyzy obrazu S vyuzitim intenzity

vibraéniho pasu vibrace vazby C-H 2800 — 3100 cm™.

Intenzita kazdého pixelu nabyva hodnot intenzity od 0 do 255 (pro vysvétleni jako 8
bitovy byte; 28 = 255), kde 0 (¢erna) znazortiuje nulovou a 255 (bil4) nejvyssi intenzitu. Pekryti
dvou monochromatickych map pro rizné vibra¢ni pasy umoznuje kombinaci do RGB, tzn. red-
green-blue zobrazeni, a vytvaii tak pseudo-barevné zobrazeni se smichanymi barvami
indikujicimi hodnoty intenzity vybranych vibra¢nich past v kazdém pixelu dle aditivniho RGB
modelu (obr.).

5.5 Multivaria¢ni metody analyzy obrazu v Ramanové mikroskopii

Multivariacni metody analyzy jsou déleny do dvou skupin. Prvni skupinu tvoii tzv. ,,té¢zké*
metody (z angl. hard nebo crisp), druhou tzv. ,,m&kké“ metody (z angl. soft). Zatimco v prvnim
pfipadé metoda zacéleni spektrum do urcité skupiny, ve druhém piipadé muze byt pixel
odpovidajici jednomu Ramanovu spektru vysledkem kombinace nékolika skupin (Miljkovic et

al., 2010). Podstatou je zobrazeni pixel (Ramanovych spekter) patficich do stejné skupiny
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stejnou barvou. Vytvaieno je tak jakési pseudo-barevné zobrazeni, které poskytuje pohled na
diferenciaci vnitrobunécného prostiedi, resp. diferenciaci c¢asti jakéhokoliv pozorovaného
vzorku.

Nejcastéji vyuzivané ,,mekké multivariacni metody reprezentuje zejména analyza hlavnich
komponent a analyza vrcholovych komponent, ,tézké* multivariaéni metody jsou

reprezentovany shlukovou analyzou.

5.5.1 Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent (PCA, principal component analysis) je ¢asto pouzivanou
metodou pro analyzu hyperspektralnich dat (Hadegaard et al., 2011). Patii k tzv. ,,mékkym*

multivariaénim metodam.

Analyza je zaloZzena na linearni transformaci souboru spekter do nového
soufadnicového systému. Kazdé spektrum je zobrazeno jako bod v soustavé souradnic, které
jsou tvofeny novymi proménnymi, tzv. hlavnimi komponentami (PC, principal component).
Urcujicim faktorem pro zobrazeni spektra v systému hlavnich komponent je jeho vzdalenost od
hlavni komponenty. Hlavni komponenty jsou sefazeny dle dilezitosti. Prvni hlavni komponenta
(PC1, principal component 1) udava nejvetsi vzdalenost od vsech spekter v datovém souboru a
nejvyssi miru variability, druha a kazda nasledujici hlavni komponenta je ortogonalni (kolma na
vSechny piedchazejici) a popisuje mnozstvi zbyvajici variability. Obecné, prvni tii PC vykazuji
nejvys§i variabilitu v datovém souboru. Ziskavany jsou normalizované hodnoty vzdalenosti
bodt, resp. spekter od hlavnich komponent, a ty jsou kvantitativné vyjadieny intenzitou
zbarveni. Intenzity jsou rozmistény v prostoru jako funkce vzdalenosti individualnich spekter od
hlavnich komponent (Lasch & Naumann, 1998).

Hodnoty vzdalenosti spekter od PC odpovidaji 0-255 a jsou konvertovany do
monochromatické intenzitni mapy. Dvé nebo tii monochromatické mapy pro rizné PC miizou
byt zkombinovany do RGB zobrazeni a vytvofit tak pseudo-barevné zobrazeni se smichanymi

barvami indikujicimi hodnoty intenzity pro kazdou PC (Miljkovic et al., 2010).

5.5.2 Analyza vrcholovych komponent

Zékladem metody analyzy vrcholovych komponent (VCA, z angl. vertex component
analysis) je predpoklad, ze kazdé spektrum mize byt povazovano za vektor v n-dimenzionalnim

prostoru. Vektory spekter vtomto prostoru tvofi geometricky utvar libovolného rozméru,
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pricemz je dodrzeno pravidlo poctu n+1 rohli v n-dimenzionalnim prostoru. Vrcholy tohoto
geometrického tutvaru odpovidaji nejintenzivnejSim spektrim datového souboru a jsou
oznacovany jako ,.koncova spektra® (z angl. endmembers). VCA analyzuje, jak podobné je
kazdé spektrum tomuto ,,koncovému spektru“ v datovém souboru (Hadegaard et al., 2011).

Ptedstavme si, ze spektrum v datovém souboru je popsdno dvéma frekvencemi v; a v..
Poté mtze byt na zakladé odpovidajicich intenzit rozmisténo v systému dvou os frekvenci v a
v (obr. 15a). Pokud jsou spektra identicka, budou popsany dvéma identickymi vektory (obr. a).
Dv¢ spektra majici stejné ,,sloZeni®, ale jinou intenzitu budou popsany dvéma piekryvajicimi se
vektory razné délky (obr. 15b). U spekter charakterizovanych tfemi frekvencemi vytvari
vektory vrcholy trojuhelniku (obr. 15¢). Vektory (spektra) prochazejici vrcholy trojuhelniku
jsou ,.koncova spektra® (také byvaji oznacovany jako ,,pure component spectra® = ,,spektra
Cistych komponent). Obecné, VCA vytvafi vtomto uspofadani vrcholy p-rozmérného
geometrického utvaru — polytopu o poctu p+1 rohi.

Experimenty pii zpracovani dat naméfenych Ramanovou mikrokospii bunck
poukazaly na pfitomnost minimalné tfi ,,koncovych spekter. Jedno ,,koncové spektrum* vzdy
patii vodé. Dalsi nasledujici nesou znaky odpovidajici vodé a proteiniim a poté fosfolipidim
(Matthéus et al., 2010). Podobné jako u PCA, i u VCA mohou byt monochromatické mapy pro
ruzné ,,koncové Cleny“ byt zkombinovany do RGB zobrazeni a vytvofit tak pseudo-barevné
zobrazeni se smichanymi barvami indikujicimi hodnoty intenzity pro kazdé ,.koncové

spektrum* (Miljkovic et al., 2010).
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Obr. 15 Znazornéni vektort a ,,koncovych spekter” analyzovanych metodou VCA

Upraveno dle: Miljkovic et al., 2010
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5.5.3 Shlukova analyza

Shlukova analyza (také klastrova analyza, angl. cluster analysis) je v podstaté téidénim
desitek az tisicii spekter v souboru dat podle jejich podobnosti. Jako vysledek je zobrazovana

oblast s ur¢itym rozlozenim shluki obsahujicich soubory podobnych spekter.

wK-mean* shlukova analyza (KMC, k-mean cluster analysis) je ,,tézka“ multivariaéni
metoda, ktera rozdéluje pocet n spekter do pfedem uréeného poctu k shlukd. Na pocatku
algoritmus rozpoznava tzv. centroidy, spektra reprezentujici vychozi pramérné spektrum
vznikajiciho shluku. Kazdému centroidu jsou piidélena neblizsi spektra. Poté, co je spektrum
zatfidéno do skupiny, je definovan novy centroid, ktery tvoii primérné Ramanovo spektrum
vznikajiciho shluku. Dulezitou hodnotou pti shlukovani je vzdalenost spekter od jednotlivych
centroidl, ktera se oznacuje jako tzv. skore. Ve spektroskopické terminologii se vysokym skore
rozumi vysoka podobnost spektra centroidu daného shluku (Hadegaard et al., 2011). Ve

vysledném zobrazeni jsou jednotlivé shluky a jejich spektra (pixely) barevné odliseny.

Blizka KMC je tzv. ,fuzzy C-mean“ shlukovd analyza (FCM, fuzzy C-mean cluster
analysis), jejiz princip vychazi z KMC. Podobnost spektra centroidu je ve shluku odstupiiovana
v rozsahu 0 az 1, kde 1 znaci identicitu spektra s centroidem. Jak jiz bylo zminéno vyse, spektra
(pixely) v ramci jednoho shluku jsou v zobrazeni znazornéna stejnou barvou. V ptipadé FCM je
navic stupen jejich intenzity zavisly na vzdalenosti spektra od centroidu.

Hierarchicka shlukova analyza (HCA, hierarchical cluster analysis) vytvati urcitou
shlukovou hierarchii, ktera miize byt prezentovana v podob¢ stromu. Toto usporadani se nazyva
dendrogram. Kmen stromu piedstavuje hlavni shluk obsahujici v§echna spektra. Nasledné jsou
shluky rozdéleny na sub-shluky rtizné velikosti (vétve), a ty na dal$i mensi sub-shluky (mensi
vétve, vetvicky, mensi vétvicky atd.). Listy jsou poté individudlni spektra z datového souboru.
Tvorba hierarchického uspofadani za¢ind bud’ ze zakladniho shluku, ktery je postupné
rozd€lovan anebo je hierarchické uspofadani vytvofeno postupnym shlukovanim jednotlivych
spekter. Dulezitym ukazatelem pro t¥idéni dat, resp. spekter do klastra je jejich podobnost, resp.
vzajemna vzdalenost. HCA pocita symetrickou vzdalenost dat v souboru o rozmérech n X n
mezi n spektry a uréuje jejich podobnost. Kazdé individualni spektrum je porovnano se vSemi
spektry v datovém souboru a je uréena jejich vzajemna vzdalenost. Algoritmus poté vyhledava
spektra s nejmensi vzdalenosti a dvé nejpodobnéjsi, resp. nejblizsi spektra zafadi do jednoho
klastru. Poté spocita rozdil mezi spektry zafazenymi v klastru a zbyvajicimi spektry v datovém
souboru. Tento iterativni proces je opakovan n-1 krat a je ukoncen po slouceni odpovidajicich

spekter do finalniho klastru (Hadegaard et al., 2011).
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5.5.4 Dalsi multivaria¢ni metody analyzy v Ramanové mikroskopii

Vyse zminéné metody multivariacni analyzy patii k nejastéji vyuzivanym algoritmiim
pro zobrazeni v Ramanové mikroskopii. Nicmén€, zpracovani hyperspektralnich datovych
soubort je rozsifeno i o dal$i metody modelujici rozdily mezi skupinami dat. Lze zminit
multivariaéni metody analyzy, jako jsou Gaussovy smésné modely (GMM, Gaussian mixture
modelling) nebo aplikace zvana ,,uméld neuronova sit’** (ANN, artificial neural network) (Lasch
et al., 2006; Yang etl al., 2006).

Alternativou VCA je N-FINDR algoritmus, ktery byl navrzen pro studium slozeni mineralt
Vv geologickém prizkumu (Winter, 1999) a v analyze dat naméfenych konfokalni Ramanovou
mikroskopii piedstavuje novy pristup (Hadegaard et al., 2011). Podobn¢ jako VCA, i N-FINDR
principem je hledani spekter Cistych komponent, tzv. ,,endmembers. N-FINDR algoritmus je
zalozeny na poznatku, Ze Vv p-spektralni dimenzi je p-objem definovan koncovymi spektry,
pfi¢emz tento objem je vEtsi nez objem definovany jakoukoliv jinou kombinaci pixelt (spekter).
Tento algoritmus vyhledava soubor spekter definujicich nejvétsi p-objem (Nascimento &
Bioucas, 2005, Wu et al., 2012).

5.6 Ramanova mikroskopie v biomediciiné

Za pocatek vyvoje metody konfokalni Ramanovy mikroskopie lze povazovat obdobi 90.
let 20. stoleti, kdy byl konfokalni Ramantiv mikroskop poprvé zkonstruovan. Rychly
technologicky vyvoj prispél k rozsifeni metody, ktera umoziovala sbér Ramanova rozptylu ze
vzorku s vysokou pfesnosi a citlivosti (Delhaye et al., 1996). Nicméné, vyuziti metody se
omezovalo zejména na oblast techniky, geologie a materialového vyzkumu. Ackoliv zminéné
oblasti z4jmu nadale vyuzivaji Ramanovu mikroskopii jako jednu z dilezitych aplikaci, teprve
nedavné obdobi motivovalo mnoho védeckych skupin k zaclenéni Ramanovy mikroskopie do
oblasti biomedicinského vyzkumu.

Ramanova mikroskopie si ziskala pozornost zejména jako technika pro zobrazeni
bunék, nevyzadujici znaceni. Metoda je zalozena na detekci specifickych spektroskopickych
vlastnosti biomolekul v bunééném prostiedi, liSicimi se intenzitou na zakladé poméru jejich
vyskytu v riiznych oblastech buiiky. Technika umoznila zobrazeni bunéénych organel, zejména
jaddra (Uzunbajakava et al., 2003 A) a membranovych organel, jako jsou mitochondrie
(Matthéus et al., 2007). Komparativni studie s fluorescenénim znacenim mitochondrii
poukazaly na konkurenceschopnost Ramanovy mikroskopie Vv zobrazeni membranovych
struktur v perinuklearni oblasti buiiky. Metoda Ramanovy mikroskopie si ziskala vyznamné

postaveni v oblasti studia distribuce exogennich latek na bunétné urovni. Velky zajem se
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soustfedil na studium vnitrobunééné distribuce klinicky vyuzivanych /éciv, napt. ze skupiny
imunosupresiv nebo protinadorovych 1é¢iv (Balls et al., 2007; El-Mashtoly et al., 2014;
Feofanov et al., 2000; Ling et al., 2002). Nemén¢ vyznamné vyuziti ziskava metoda Ramanovy
mikroskopie ve studiu bunééného piijmu a distribuce nanocdastic. Vedle metody TEM a
fluorescencni mikroskopie zajima metoda Ramanovy mikroskopie v této oblasti vyznamné
postaveni. Dlivodem jsou zejména minimalni naroky na piipravu vzorku a spolehliva detekce
nanocastic, jejichz vibrace jsou dostatecné odlisné od skupinovych vibraci biomolekul. Metoda
byla napt. Gspé$né vyuzita pro vizualizaci bunééného piijmu a distribuce nanocastic TiO; a
FeO(OH) (Ahlinder et al., 2013), zlatych (Shah et al., 2011), polystyrenovych (Dorney et al.,
2012) i lipidovych nanocastic (Chernenko et al., 2009).

Na aplikace metody Ramanovy mikroskopie Vv biomediciné lze pohlédnout dvéma
zpisoby. Prvni zahrnuje vySe zminéné zobrazeni buné€k s vyuzitim univariacnich nebo
mutlivaria¢nich metod analyzy. Druhy zptisob je, vice nez moznosti zobrazeni, charakterizovan
aplikaci multivariacnich metod na hyperspektralni datové soubory s cilem diferenciace skupin,
které nesou specifické vlastnosti projevujici se Ramanovych spektrech. Dilezitym ptikladem
aplikace, ktera tento pristup reprezentuje, je odliseni nadorovych od nendadorovych bunék.
S tumorgenezi souvisejici biochemické zmény probihajici na urovni biomolekul mohou byt
monitorovany zejména jako kvantitativni a konformacni transformace DNA a proteind, které se
projevuji v Ramanovych spektrech nadorovych bunék (Choi et al., 2005; Yu et al., 2006).
Metoda Ramanovy mikroskopie byla také 0spé$né vyuzita jako nastroj pro diferenciaci
bakterialnich kmenii. Aplikace je zalozena na detekci spektralnich odlisnosti souvisejicich
zejména s odlisnym vyskytem a kvantitativnim zasoupenim pigmentt u riznych druhti a kmenti
bakterii (Almarashi et al., 2013; Miinchberg et al., 2014).

Ramanova mikroskopie je rychle se vyvijejici metodou, ktera neustale nabizi moZnosti
vyuziti v riznych odvétvich biologie a mediciny. Soucasna situace naznacuje, Ze vyuziti metody
Ramanovy mikroskopie neni na ustupu. Naopak, objevuji se dalsi studie, zejména studie
moznosti klinickych aplikaci metody. Ty jsou piedev§im zaméfeny na rychlou diagnostiku
tumorgeneze, a to jak u cirkulujicich (Krafft et al., 2016; Neugebauer et al., 2014), tak u
solidnich nadort (Kast et al., 2014; Taketani et al., 2013).
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6 Cile prace

1. Zhodnotit cytotoxicky a genotoxicky efekt studovanych TiO2 a AgNPs ziskanych od rtiznych
vyrobet,, urenych pro komercéni uely na bunénych liniich odvozenych od lidskych

keratinocyt SVK-14 a lidskych fibroblastt BJ.

2. Vyuzit metodu konfokalni Ramanovy mikroskopie pro charakterizaci studovanych nanocastic

TiO2a AgNPs a zobrazeni jejich buné¢ného piijmu a distribuce na bunééné Grovni.

3. Doplnit vysledky studii cytotoxického a genotoxického plisobeni nanocastic TiO, a AgNPs

na Ustavu lékai'ské biofyziky o zhodnoceni jejich bunééného piijmu.
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7 Experimentalni ¢ast

Material a metody

7.1 Pouzity material, pristroje a software

Chemikalie a studované nanocastice

* chlorid sodny NaCl, chlorid draselny KCI, hydrogenfosfore¢nan draselny KoHPOy,
dihydrogenfosfore¢nan draselny KH.PO (Lach-ner) pro piipravu pufrovaného fyziologického

roztoku (PBS, phosphate buffer saline): v 11 H,O 8 g NaCl; 3,2 g K:HPO4; 0,2 g KH2PO4; 0,2 g

KCl;pH=74

* 10% zasobni roztok formaldehydu (Fagron)

« dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich)

* agaroza s vysokym bodem tani (HMP, Serva), agardza s nizkym bodem tani (LMP, Qbiogene)

* Triton X-100 (Serva)

* NaOH (Sigma Aldrich)

* SYBR Green (Invitrogen)

* MTT - [3-(4,5 — dimethylthiazol — 2 — yl) — 2,5 — difenyl tetrazolium bromid] (Sigma Aldrich)

* CM-H,DCFDA (5,6-chloromethyl-2,7'-dichlorodihydrofluorescein) (Invitrogen)

« vzorky TiO2 nano¢astic: TiO, a Nanorutil (Precheza), Eusolex® T-AVO (Merck)

* vzorky AgNPs: KC Rulc 14, 20, 9 a 29 (KC Rulc), Vintr (Lakshmi-Narayan)

Kultivace bunécnych linii

* bunééné linie lidskych keratinocyti SVK-14, lidskych fibroblastti BJ (ACTT)
* ristové médium (DMEM, Dulbeco’s modified eagle’s medium, Invitrogen)

* fetalni bovinni sérum (FBS, fetal bovine serum, Sigma Aldrich)

* trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich)

* L- glutamin (Sigma-Aldrich)

* penicilin (Biotika)

* streptomycin (Invitrogen)

* okénka z taveného kiemene SiO; 1 x 1 cm (Meopta)
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Pristroje

» multidetek¢ni destickovy spektrofotometr Synergy HT (BioTek)

* mikroskop atomarnich sil Bioscope Catalyst s transmisnim mikroskopem IX81 (Olympus);
opatteny kifemikovou sondou, pozistavajici z kiemikového hrotu na trojiihelnikovém nosici

z nitridu kfemiku SNL-A (Bruker)

* fluorescenéni mikroskop Olympus 1X81 (Olympus)

* konfokalni Ramantiv mikroskop CRM model Alpha 300 R+ (WiTec); opatfeny frekvenénim
zdvojenym Nd:YAG laserem (Spectra Physics Excelsior, 532 nm)

Vyuzity software

« Gwyddion 2.40 (Cesky metrologicky institut, Brno, Ceska republika)
 Nanoscope Analysis 1.5 (Bruker, Santa Barbara, Kalifornie)

* WSxN 5.0. Develop 7.0 Image Browser

* Phototox 2.0 (ZEBET, Berlin, Némecko).

» WiTec Project 2.10 (WiTec, Ulm, Némecko)

« statisticky software SPSS 22 (SPSS Inc. Chicago, USA)

7.2 Studované nanoéastice

V praci byly studovany vzorky AgNPs a nanocastic TiO: V ptipravcich urenych pro
komeréni pouziti. Prvni ¢ast experimentalni prace zahrnovala 5 vzorka — 2 vzorky TiO; a 3
vzorky AgNPs. Disperze TiO, nanocastic (v praci oznaceny jako TiO.), s deklarovanou
koncentraci
8 g.I%, byla ziskdna od firmy Precheza, a.s. Nano&astice v disperzi nebyly stabilizovany.
Vyrobce doplnil informaci o jejich velikosti na 28 nm. Druhy vzorek obsahujici TiO:
nanocastice (v praci oznacen jako Nanorutil) byl rovnéz ziskan od firmy Precheza, a.s. Jeho
koncentrace byla 16,4 mg.I?. Velikost nanocastic dle vyrobce byla 128 nm. Nanocastice
v disperzi byly stabilizovany smési SiO2/Al;Os. Nanocastice TiO2 z této skupiny vzorkd byly
uréeny jako pfimés do natérovych hmot. Zbyvajici vzorky obsahovaly AgNPs. Prvni dva vzorky
byly potizeny od firmy KC Rulc s koncentracemi 14 mg.l" (v praci oznageny jako KC Rulc 14)
a 20 mg.I* (v praci oznageny jako KC Rulc 20). Pfipravky obsahovaly stfibro (99,99%) a
ultracistou vodu, bez pfimeési stabilizacnich latek. Informace o velikosti nanocastic v disperzich

nebyly dodany. Posledni vzorek AgNPs byl pofizen u firmy Lakshmi-Narayan s koncentraci 40

50



mg.I" (v praci oznaCen jako Vintr). Ani vtomto pifpadé nebyla vyrobcem charakterizovana
velikost nanocastic v disperzi. Ve druhé ¢asti experimentalni prace byly studovany 3 vzorky — 1
vzorek nanocastic TiO2 a dva vzorky AgNPs. Nanocastice TiO. Vv této skupiné vzorkl byly
ur¢eny jako anorganicky UV filtr v pfimési do kosmetickych opalovacich ptipravkl (Eusolex®
T-AVO) a v disperzi byly stabilizovany SiO.. Informace o velikosti nanocastic nebyly dodany.
Dva vzorky AgNPs byly potizeny u firmy KC Rulc a jejich koncentrace byla 20 mg.I". Disperze
se liSily mezikrokem v elektrolytické ptipravé nanocéstic, ktery zahrnoval odlisné zpisoby
michani (v praci oznaceno jako KC Rulc S9 a KC Rulc S29). Vyrobni postup neni, vzhledem
Kk ptani vyrobce, komentovan. Ptipravky obsahovaly stiibro (99,99%) a ultracistou vodu, bez
piimési stabilizacnich latek. Informace o velikosti nanoc¢éstic nebyly dodany. Vyse zminéné

informace o vzorcich studovanych nanocastic ptehledné shrnuje tab.1.

Tab. 1 Souhrné informace o studovanych vzorcich nanocastic TiO, a AgNPs dostupné od

vyrobce.
Nanocastice TiO>
Vzorek Zdroj Koncentrace Velikost ¢astic Stabilizace
TiO Precheza a.s. 8¢l 28 nm ne
Nanorutil Precheza a.s. 16,4 g.I* 128 nm SiO,/Al,O3
Eusolex® T-AVO  Merck s.r.o. pevna latka - SiO
AgNPs
Vzorek Zdroj Koncentrace Velikost ¢astic Stabilizace
KC Rulc 14 KC Rulc 14 mg.I*t - ne
KC Rulc 20 KC Rulc 20 mg.I*? - ne
Vintr Lakshmi - Narayan 40 mg.I* - -
KC Rulc S9 KC Rulc 20 mg.I* - ne
KC Rulc S29 KC Rulc 20 mg.I*? - ne

7.3  Zobrazeni nanoéastic metodou AFM

Pro zobrazeni studovanych vzorkli nanocastic a jejich morfologie byl vyuZivan
mikroskop atomarnich sil Bioscope Catalyst S transmisnim mikroskopem IX81 (Olympus) a
SNL-A sondou (Bruker). Vzorky studovanych nanocastic byly nejdiive dle potieby ziedény
v PBS. Nasledn¢ byla disperze nanocastic aplikovana na mikroskopické sklicko a vysusena pfi
60 °C. Nanocastice byly zobrazovany pii rychlosti snimani 0,3 Hz. Velikost skenované oblasti

byla 5 x 5 um. AFM zobrazeni byla provadéna v poklepovém rezimu S pouzitim kiemikové
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sondy SLN-A, s rezonan¢ni frekvenci 40-75 kHz s konstantni silou 0.58 N.m™ v piipadé vzorki
TiO2, Nanorutil, KC Rulc 14, KC Rulc 20 a Vintr, resp. 45-95 kHz s konstantni silou 0.4 N.m*
v ptipadé vzorki Eusolex® T-AVO, KC Rulc S9 a S29. Zobrazeni byla zpracovana v
programech Gwyddion 2.40 a WSxN 5.0. Develop 7.0 Image Browser. Hodnoty vertikalni
vzdalenosti byly zpracovany v programu Nanoscope Analysis 1.5.

7.4 Bunééné kultury

V experimentech byly vyuZzivany buriky bunéénych linii lidskych keratinocytd SVK-14
a lidskych fibroblastti BJ. Bunky byly péstovany v kultiva¢nich lahvich v prostredi 5% CO> pti
37 °C, 24 h v médiu DMEM obsahujicim 10% fetalni bovinni sérum a 2 mM L-glutamin. Po
odstranéni ristového média byly bunky promyvany roztokem PBS a poté byl pfidan 0,1%
roztok trypsinu s EDTA. K uvolnéni adherentnich bunék od stén kultivac¢ni nadoby byly buiiky
vystaveny pusobeni enzymu trypsinu 2-5 min v inkubatoru, pii teploté 37 °C. K inaktivaci
enzymu bylo poté pfidano médium a bunééna suspenze byla premisténa do centrifugacni
zkumavky. Byla provedena centrifugace (400 g, 5 min) a po opatrném odstranéni supernatantu
byl pelet resuspendovan. Nasledné byl stanoven pocet bunék v bunétné suspenzi metodou
pocitani bun¢k pod mikroskopem s vyuzitim Biirkerovy komirky. Bunécna suspenze byla
V potfebném objemu dale vyuzivana pro nasledujici experimenty. Vsechna stanoveni byla
provadéna v triplikatech spolu srelevantni kontrolou. Vysledky experimenti na buné¢nych

kulturach reprezentuji hodnoty odvozené ze tii na sob& nezavislych méteni.

7.5 Stanoveni hodnoty 1Cso nanoé¢astic - MTT test

Cytotoxicita studovanych nanoc¢astic byla hodnocena pomoci testu viability MTT. MTT
test je kvantitativni spektroskopickd metoda analyzujici schopnost bunééné proliferace na
zakladé mitochondrialni aktivity zivych bunék. Metoda je zalozena na detekci aktivity
mitochondridlnich enzymt ze skupiny dehydrogenas, aktivnich pouze v Zivych proliferujicich
burikach, které metabolizuji zlutou tetrazoliovou sul MTT [3-(4,5 — dimethylthiazol — 2 — yI) —
2,5 — difenyl tetrazolium bromid] na fialovy formazan. Formazan, vzhledem ke své
nerozpustnosti ve vodném prostiedi, tvori krystaly, které¢ se snadno rozpoustéji v organickém
rozpoustédle, napt. DMSO. Intenzita fialového zbarveni reakéni smési je pfimo imérnéd poctu
zivych, proliferyjicich bunék. Test je vyhodnocovan méfenim narlstu absorbance a hodnota

ICso stanovena jako koncentrace, pti niz dochazi k poklesu zivych bun¢k na 50 %. Tomu
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odpovida koncentrace studované latky 1Cso, kterou je mozné vypocitat metodou nelinearni
regresni analyzy.

Objem bun&né suspenze odpovidajici mnozstvi 10* bun&k byl inkubovan v 96-
jamkovych panelech v inkubatoru pii teploté 37 °C a 5% CO; 24 h s ¢erstvyym DMEM. Poté
byla k buikdm pridana koloidni disperze studovanych nanocastic a buiky byly nasledné
inkubovany dalSich 24 h. Pfidanim nanocastic do bunééné suspenze byly vytvoreny
koncentra¢ni gradienty v rozmezich 0 — 20 mg.I" v piipadé AgNPs a 0 — 30 000 mg.I* v piipadé
nanocastic TiO2. Po inkubaci byly buiiky promyvany roztokem PBS. Poté bylo k buikam
piidano 20 ul MTT (rozpusténého v PBS) o koncentraci 20 mmol.I a buiiky byly inkubovany
Vv inkubatoru pti 37 °C a 5% CO; dalsi 3 h. Poté bylo PBS odstranéno a k bunkam bylo ptidano
100 pl DMSO s cilem rozpustit ve vodé nerozpustné krystaly formazanu. Suspenze v desticce
byla promichana a nasledné byla méfena absorbance s vyuzitim multidetekéniho destickového
spektrofotometru Synergy HT. Vyhodnocovan byl narist absorbance pti 570 nm, ktery je pfimo
umérny metabolické aktivité bunék, resp. intenzit¢ fialového zabarveni reakéni smési. Pro

vypocet hodnoty ICsg byl vyuzity software Phototox 2.0.

7.6 Detekce reaktivnich forem kysliku

Pro detekci ROS byla pouzita fluorescenéni sonda CM-H2DCFDA (5,6-chloromethyl-
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat), ktera je po vstupu do buiiky pfeménéna bunéénymi
esterazami na membranou nepropustny derivat CM-H2DCF. CM-H2DCF pfi reakci s ROS
oxiduje na fluorescen¢éni produkt CM-DCF (5,6-chloromethyl-2,7-dichlorofluorescein), ktery
zustavad zachycen v bunice a intenzita jeho fluorescence je piimo Umérna vnitrobunécné
koncentraci ROS (obr. 16).

Objem bun&né suspenze odpovidajici mnozstvi 10* bunék byl inkubovan v 96-
jamkovych panelech v inkubatoru pii teploté 37 °C a 5% CO; 24 h s ¢erstvyym DMEM. Poté
bylo ristové médium odstranéno a butiky proplachnuty roztokem PBS. Nasledné byla k butikam
ptidana koloidni disperze studovanych nanoéastic v koncentraci odpovidajici stanovené hodnoté
ICso, piip. IC7s a I1Cz2s, a soucasné i fluorescenéni sonda CM-H;DCFDA v koncentraci 5 umol.1*
(nafedéna v PBS). Po 30 min inkubaci bylo zahajeno monitorovani produkce ROS po dobu 1 h
s vyuzitim excitatni vinové délky 485 nm a emisni vinové délky 548 nm. Vysledky byly
vyhodnocovany jako linearni regresni koeficienty odrazejici linearni trend nartistu koncentrace

ROS v bunkach, ktery se projevil se narastem fluorescence.
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Obr. 16 Schematické znazornéni pfemény sondy CM-H;DCFDA na fluorescenéni CM-DCF

vlivem bunécnych esteraz a reakci s ROS v burice.

7.7 Kometovy test

Pro hodnoceni poskozeni DNA vlivem pusobeni studovanych nanoc¢astic TiO2 a AgQNPs
byla pouzita metoda kometového testu. Kometovy test, znamy také jako gelova elektroforéza
jednotlivych bunék (SCGE, angl. single cell gel electroforesis) je nenaro¢na a citliva technika
pro detekci poskozeni DNA na urovni jednotlivych bunék. Principem metody je odliSna migrace
DNA a jeji fragmenti v elektrickém poli. Vzorek bunék je po inkubaci se studovanou latkou
podroben piisobeni lyza¢niho pufru, vlivem kterého dochazi k odstranéni membrany a vétSiny
proteint z bunék. Nasledné je vzorek denaturovan v alkalickém prostiedi, vlivem ¢eho dochazi
k rozvolnéni struktury superhelixové DNA v gelu. Pti elektroforetickém déleni migruji vzniklé
fragmenty DNA ke kladné elektrodé. Po obarveni jsou v gelu vizualizovany typické komety,
jejichz hlava (angl. head) je tvofena DNA a ohon (angl. tail) tvofi jeji fragmenty, vznikajici jako
disledek poskozeni vlivem studované latky. Nejéastéji vyhodnocovanym parametrem je
procentualni podil DNA v hlavé komety nebo jejim ohonu (obr. 17).

Nejdiive byla ptipravena agarézova podlozni sklicka. Mikroskopicka podlozna sklicka byla
potazena 1% HMP agarézou (angl. high melting point, neboli svysokym bodem tani)
Vv destilované vodé a poté byla umisténa do susarny, kde byla ponechana pfi teploté 60 °C 30
min. Nasledné bylo aplikovano 85 ul 1% roztoku HMP agarézy v PBS a podlozni sklicka byla
pokryta krycimi. Sklicka byla umisténa do mraznicky za Gcelem urychleni tvorby agardzového
gelu. Objem bunééné suspenze odpovidajici mnozstvi 10* bun&k byl inkubovan ve 24-
jamkovych panelech v inkubatoru pfi teploté¢ 37 °C a 5% CO; 24 h. Nasledné byly bunky
promyvany roztokem PBS a k bunikdm byla pfidana koloidni disperze studovanych nanocastic
v PBS v koncentraci odpovidajici stanovené hodnoté ICso, piip. IC7s a 1C2s. Po 6 hodinové
inkubaci byly bufiky trypsinizovany, promyvany roztokem DMEM, piemistény do centrifugacni
zkumavky a centrifugovany (6 min, 1000 rpm). K bunécné suspenzi bylo ptidano 85 ul 1%
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LMP agarozy (angl. low melting point, neboli s nizkym bodem tani) a 85 pl této smési bylo po
odstranéni kryciho sklicka napipetovano na podlozni sklicko s agar6zovym gelem. Sklicka byla
po ztuhnuti gelu umisténa do lyza¢niho pufru, ktery obsahoval 2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM Tris a 1% Triton X-100 (pH = 10) na 1 h pii 4 °C. Nasledné byla sklicka promyvana
destilovanou vodou a umisténa do elektroforetické vany obsahujici elektrodovy pufr (300 mM
NaOH a 1mM EDTA) na 40 minut. Nasledn¢ byla provedena elektroforéza za podminek 0,8
V.cm? a 380 mA 20 min. Po ukonleni elektroforézy byla sklicka promyvana 5 minut
V neutraliza¢nim pufru (0,4 M Tris, pH = 7.5) pti 4 °C. DNA v gelu byla obarvena s vyuzitim
fluorescencniho barviva SYBR Green. Buiiky byly pozorovany s vyuzitim fluorescen¢niho
mikroskopu. Pro vyhodnoceni bylo ndhodné vybrano 100 bunék zkazdého vzorku.
K vyhodnoceni byl vyuzity software Comet Score a pro prezentaci vysledkt byly vyuzivany
vyhodnocené % DNA (Tomankova et al., 2011).
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v panelu testované latce bunék, pfiprava na skli¢ko s HMP
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vy : no:enl elektroforéza
ome

Obr. 17 Schematické znazornéni pribéhu experimentu s vyuzitim metody kometové analyzy.

7.8 Statistické zpracovani

Prezentovana data byla vyhodnocena ze tfi na sob& nezavisle provedenych experimenti.

Data produkce ROS jsou prezentovana jako praméry regresnich koeficientd a byla
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porovnavana S vyuzitim metody ANOVA s Dunnettovymi post hoc testy. U kometového
testu byly mediany % DNA porovnavany s pouzitim Mann-Whitneyho U testu
s Bonferroniho korekci signifikance na nasobné porovnani. Normalita dat byla ovéfena
Shapiro-Wilk testem. Pro statistickou analyzu dat byl pouZit software SPSS verze 22. Jako

statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty p < 0,05.

7.9 Ramanova spektroskopie nanocastic, zobrazeni bunék a bunééného prijmu
nanocastic

Pro zobrazovani bunék a Ramanovu spektroskopii studovanych nanocastic byl vyuzivan
konfokalni Ramandv mikroskop CRM Alpha 300 R+ (WiTec) s excitatnim laserem v zelené
casti spektra (Nd:YAG 532 nm, s maximalnim vykonem ~25 mW dopadajicim na vzorek).

Ramanova spektra AgNPs a nanocastic TiO> byla méfena na kiemenném sklicku pro
Ramanovu mikroskopii. Koloidni disperze o objemu nékolika pl byla napipetovana na sklicko, a
po fokusaci laserového paprsku na povrch kapky bylo zméteno Ramanovo spektrum nanocéstic
v disperzi. Méfeni bylo provadéno s vyuzitim integracniho c¢asu v iadech sekund, pii
maximalnim vykonu laserového svazku dopadajiciho na vzorek (~10 mW).

Ke sbéru Ramanova rozptylu pro zobrazeni bunék byl vyuzivan suchy objektiv Zeiss
EC Epiplan-Neofluar 50x NA = 0.8, WD = 0.58 mm. Pro mé&feni jednotlivych spekter
studovanych nanocastic byl vyuzivan suchy objektiv Zeiss EC Epiplan-Neofluar 20x, NA= 0.5,
WD = 2.2 mm. Objem buné&né suspenze odpovidajici mnozstvi 10* bun&k byl inkubovén Vv 6-
jamkovych kultiva¢nich panelech v inkubatoru pii teploté 37C° a 5% CO; 24 h. K bunééné
suspenzi byla na pocatku kultivace ptidana kiemenna sklicka pro Ramanovu mikroskopii, na
jejichz povrch bunky béhem kultivace adherovaly. Nasledné byla k bunkam piidana koloidni
disperze AgNPs nebo nanocéstic TiO2 odpovidajici koncentraci ICso a buiiky byly pfi vySe
zminénych podminkach inkubovany dalSich 24 h. Po této inkubaci bylo ristové médium
odstranéno a buniky byly tiikrat promyty roztokem PBS. Nasledné byla provedena fixace bunék
4% roztokem formaldehydu, ktery byl napipetovan na povrch sklicka. Po 10 min byl fixacni
roztok odstranén a kiemenna sklicka s fixovanymi buiikami byla ponechana volné uschnout v

laminarnim boxu.

Pro zobrazeni fixovanych bun¢k byl vzorek skenovan laserovym svazkem kontinualné,
v rastru, a to v oblasti vzorku definované pii jeho pozorovani ve svételném poli. Pocet pixelt
byl charakterizovan v softwarovém nastaveni jako pocet spekter zméfenych na pm. Tento pocet
byl zvolen v zavislosti na teoretické hodnoté rozlieni pouzitého objektivu vyplyvajiciho
z Rayleighova kritéria. Pro objektiv s NA = 0.8 a pouZitou vinovou délku 532 nm, odpovidala

teoreticka hodnota rozliSeni objektivu pfiblizné 400 nm, méfeni bylo tedy provedeno v miizce o
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vzdalenosti bodt 0.5 um, co odpovida méteni dvou Ramanova spekter na pm. Ramantv rozptyl
byl v kazdém pixelu méfen s integra¢nim ¢asem 0,25 nebo 0,5 s. Dana hodnota integracniho
¢asu byla s ohledem na vysledky optimalizace zvolena za optimalni pro zobrazeni fixované
buiiky, nicmén¢, vzhledem k vyskytu tepelné degradace bunék béhem skenovani bylo méteni
provadeéno pii polovi¢nim maximalnim vykonu laseru.

Pro zpracovani jednotlivych Ramanovych spekter nanoc¢astic i hyperspektralnich dat za
ucelem zobrazeni bunék byl vyuzivan program WiTec Project 2.10. Softwarova uprava
Ramanova spekter zahrnovala odstranéni artefakti spekter zpisobenych casticemi kosmického
zafeni, a ptipadné vyhlazeni pro prezentaci jednotlivych spekter. K zobrazeni jednotlivych
bun¢k a zobrazeni nanoc¢astic v bunikach byla vyuzivana univariatni metoda zobrazeni. Postup

zobrazeni je popsan v konkrétnich ¢astech prezentace vysledkli experimentalni ¢asti prace.
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8 Vysledky

Prace na experimentalni ¢asti probihala ve dvou ¢asovych obdobich. Prvni experimenty
se zamétily na skupinu vzorkll zahrnujici 2 vzorky TiO2 nanocastic oznacenych TiO; a
Nanorutil a 3 vzorki AgNPs KC Rulc 14, KC Rulc 20 a Vintr. Tyto byly studovany na
bunéénych liniich lidskych keratinocyttit SVK-14. Studované nanocastice byly charakterizovany
metodou AFM a byly stanoveny hodnoty koncentrace 1Cso, indukce produkce ROS a poSkozeni
DNA metodou kometového testu. V tomto obdobi byla uspésné zavedena a zoptimalizovana
metoda konfokalni Ramanovy mikroskopie pro hodnoceni bunécného piijmu nanocastic.

Vysledky této prace jsou soucasti spoluautorskych publikaci

« Bartoti Tomankova, K., Jiravova J., Harvanova M., Malina L., Soukupova J., Hradilové S.,
Kejlova K., Malohlava J., Licman L., Dvofakova M., Jirova D., Kolatova H. (2015)
Cytotoxicity, cell uptake and microscopic analysis of titanium dioxide and silver nanoparticles
in vitro, Food And Chemical Toxicology, 85(-), 20-30

« Jiravovd, J., Bartofi Tomankova K., Harvanova M., Hradilova S., Masek V., Malohlava J.,
Malina L., ManiSova B., Kejlova K., Jirova D., Kolafova H. (2014) Study of the penetration of
silver nanoparticles into SVK14 cells. V: Microscopy : advances in scientific research and
education. 6. Vyd. Badajoz, Spain: A. Méndez-Vilas, Ed., Formatex, 2014. 173-178

Druhou skupinu vzorki reprezentoval vzorek TiO» nanocastic Eusolex® T-AVO a 2
vzorky AgNPs KC Rulc S9 a KC Rulc S29, které byly studovany na bunéénych liniich lidskych
fibroblasti BJ. Nanocastice byly charakterizovany metodou AFM, stanoveny byly hodnoty
koncentrace 1Cs, indukce produkce ROS a poskozeni DNA metodou kometového testu, a
soucasné byl hodnocen bunécny piijem nanoc¢astic metodou Ramanovy mikroskopie. Vysledky

této prace jsou zahrnuty v prvoautorskych a spoluautorskych publikacich:

e Perlovska Harvanova M., Malohlava J., Jiravova J., Barton Tomankova K., Kolafova H.
(2017) Raman imaging of cellular uptake and studies of silver nanoparticles effect in BJ human
fibroblasts cell lines, International Journal of Pharmaceutics, 528(1-2), ISSN 0378-5173

* Harvanova M., Masek V., Jirova D., Kolafova H. (2016) Raman label-free visualisation of

TiO, nanoparticles in BJ cell lines, Clinician and technology Journal, 1(46), 25-28

» Kolatfova H., Tomankova K., Harvanova M., Hordkova J., Malohlava J., Cenklova V., Bajgar

R., Kejlova K., Jirova D. (2015) Cell Uptake Of Titanium Dioxide Nanoparticles, V: Int'l Conf.
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On Medical Genetics, Cellular & Molecular Biology, Pharmaceutical & Food Sciences, 114-
116, ISBN: 978-93-84422-23-3

Soucasti prezentovanych vysledkt je 1 zobrazeni a porovnani bunécného piijmu AgNPs
ptipravenych Tollensovou metodou na Pfirodovédecké fakult¢ UPOL na bunécnych liniich
lidskych keratinocyti SVK-14 a mysich fibroblastt NIH3T3, které je soucésti spoluatorské
publikace

« Jiravova J., Bartoii Tomankovd K., Harvanova M., Malina L., Malohlava J., Luhova L.,
Panacek A., ManiSova B., Kolafova H. (2016) The effect of silver nanoparticles and silver ions

on mammalian and plant cells in vitro, Food And Chemical Toxicology, 96, 50-61

8.1 Mikroskopicka a spektroskopicka charakterizace studovanych nanodastic

8.1.1 Zobrazeni studovanych nanoé¢astic TiOza AgNPs metodou AFM

Metoda AFM umoznila studium morfologie studovanych vzorkll nanocastic TiO: a
AgNPs. Vysledky dvoudimenzionalniho zobrazeni nanocastic TiO, jsou shrnuty na obr. 18.
Mensi ¢astice u vzorki nanocastic TiO2 oznacené vyrobcem jako TiO; a Nanorutil méli kulovity
tvar. VE&tsi Castice vytvarely shluky s nepravidelnou geometrickou strukturou.

Vysledky AFM zobrazeni studovanych nanocastic TiO2 nezahrnuji vzorek Eusolex® T-AVO.
Ze vzorku nanocastic, ktery byl dodan v praskové formé, byla pfipravena disperze, v niz se i pfi

mnohonasobném fedéni vytvarely nepravidelné a rozmérné shluky komplikujici zobrazeni.

Nanorutil. *

64.9 nm 31.6nm

0nm

Obr. 18 Vysledky AFM zobrazeni vzorki studovanych nanocastic TiOz S intenzitnim
znazornénim vysky scanu ve sméru osy z. Zobrazeni byla provedena v poklepovém rezimu pfi
rychlosti snimani 0.3 Hz a zpracovana v programu WSxN 5.0. Develop 7.0 Image Browser

s rozliSenim 256 px.
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Vysledky dvoudimenzionalniho zobrazeni AgNPs jsou shrnuty na obr. 19. Z hlediska
morfologie byly v ptipadé vzorkii AgNPs ziskany obdobné vysledky. U vSech vzorki AgNPs
byly kromé kulovitych Castic pfitomny i vétsi shluky nanocastic s nepravidelnou geometrickou
strukturou. Tyto shluky pravdépodobné¢ odpovidaji agregatiim ¢i aglomeratim, k jejichz vzniku

mohlo dochazet béhem skladovani, ¢i piipravy nanocastic.

KC Rulc 14 KC Rulc 20
618 47.1nm 384nm
0nm 0nm 0 nm
KC Rulc S29.
54.1nm . 50.0 nm
0nm 0nm

Obr. 19 Vysledky AFM zobrazeni vzorkd studovanych AgNPs. Zobrazeni byla provedena
v poklepovém rezimu pfi rychlosti snimani 0.3 Hz a zpracovana v programu WSxN 5.0.
Develop 7.0 Image Browser (KC Rulc 14, KC Rulc 20, Vintr) a Gwyddion 2.40 (S9 a S29)

s rozliSenim 256 px.

Hodnoty vertikalni vzdalenosti z AFM méfeni byly vyuzity k vyjadieni velikosti
nanocastic v studovanych vzorcich. Vysledky byly vyhodnoceny jako mediany hodnot velikosti
¢astic v nm a jsou shrnuty v tab. 2. Pouze v pifipadé vzorkd nanocastic TiO. oznaCenych
vyrobcem jako TiO> a Nanorutil byla v informacich od vyrobce uvedena jejich velikost, a to 28
nm v piipadé vzorku TiO; a 128 nm v ptipadé vzorku Nanorutil. Z naméfenych hodnot byl
stanoven medidn velikosti nanocastic ve vzorku TiO; 20,8 nm; v piipad¢ vzorku Nanorutil 22,9
nm. [ navzdory tomu, Ze Castice ve vzorku TiO2 by dle vyrobce méli byt mensi, vysledky AFM
potvrdily opacny vysledek. Ten pravdépodobné souvisi s primesi stabilizacnich latek SiO, a
Al;O3 v ptipravku Nanorutil, které zamezili agregaci nanocastic v disperzi, jejiz koncentrace
byla v porovnani se vzorkem TiO; dvakrat vyssi.

U vzorki AgNPs chybély udaje o velikosti Castic, proto vysledky ziskané z méfeni
AFM nemuzou byt porovnany s vyrobcem deklarovanou velikosti. Vzorky KC Rulc 14 a KC
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Rulc 20 od stejného vyrobce se lisily pouze koncentraci nanocastic v disperzich, ktera byla 14
mg.It a 20 mg.I* ve druhém piipadé. Pripravky obsahovaly stiibro a ultracistou vodu, bez
pfimési stabilizacnich latek. Z vysledkti je mozné diskutovat pfedpoklad, Zze ve vzorku s vyssi
koncentraci nanocastic je pravdépodobnost tvorby agregatil, resp. aglomeratti vyssi, nez ve
vzorku s niz8i koncentraci. Median velikosti ¢astic ve vzorku KC Rulc 20 se od vzorku KC Rulc
14 1isil o vice nez 100 %. Na druhou stranu, ve vzorku Vintr, jehoz koncentrace by dle udaji od
vyrobce méla byt mezi vzorky AgNPs nejvyssi, a to 40 mg.I?, byla stanovena nejnizsi hodnota
medidnu velikosti Castic. Je ale dulezité zminit, ze od vyrobce chybi udaje o stabilizaci
nano&astic v disperzi, kterd by mohla tento vysledek vyznamné ovlivnit. Castice poslednich
dvou vzorki AgNPs KC Rulc S9 a KC Rulc S29 se ve velikosti odlisovaly témét o 50 %.
Disperze mély stejnou vychozi koncentraci 20 mg.1"%, nicméng, vzajemné se liSily v mezikroku
pti elektrolytické ptipravé nanocastic, ktery zahrnoval odliSné zptisoby michani. Vyrobni postup
neni, vzhledem k pfani vyrobce, nijak komentovan. Ptipravky obsahovaly stfibro a ultracistou
vodu, bez piimési stabiliza¢nich latek. Na zakladé uvedeného je mozné vyhodnotit, ze odlisny
postup pii vyrobé nanocastic mohl ovlivnit agregaci, resp. aglomeraci v kone¢ném vyrobnim

produktu.

Tab. 2 Prehled vysledkt hodnot mediant velikosti stanovenych z tdaji o vertikalni vzdalenosti
ziskanych béhem AFM zobrazeni pro jednotlivé studované nanocastice TiO, a AgNPs. Ke

zpracovani byl vyuzity program Nanoscope Analysis.

Nanocastice TiO>

Vzorek Median velikosti
TiO, 20,8 nm
Nanorutil 22,9 nm

Vzorek Median velikosti
KC Rulc 14 10,2 nm
KC Rulc 20 24,4 nm
Vintr 9,9 nm
KC Rulc S9 30,6 nm
KC Rulc S29 20,4 nm




8.1.2 Ramanova spektroskopie studovanych nanocastic TiO2a AgNPs

Specifické vibracni spektroskopické vlastnosti studovanych nanocastic byly dilezité pro
jejich detekci v buinkach metodou Ramanovy mikroskopie pii zobrazeni bunécného piijmu.
Jednotliva Ramanova spektra s vyznac¢enim nejintenzivnéjsich vibracnich pasi jsou znazornéna
na obr. 20. Pfitomnost odliSnych vibracnich pasi v Ramanové spektru prvniho vzorku
nanocastic TiO2 souvisi s jinou krystalovou modifikaci TiO,. Porovnanim s literaturou bylo
zjisténo, ze zminéné nanocastice TiO. odpovidaji krystalové modifikaci anatasu. V ptipadé
vzorkt Nanorutil a Eusolex® T-AVO Ramanova spektra odpovidaji modifikaci rutilu (Burgio
& Clark, 2001; Hardcastle, 2011). Nejintenzivnéjsi vibraéni pas v Ramanoveé spektru anatasu pii
~150 cm? souvisi s deformaéni vibraci vazby O-Ti-O. Podobné, vibra¢ni pasy v Ramanové
spektrech rutilu pfi ~150 cm™ a ~440 cm? odpovidaji deformaénim vibracim vazeb O-Ti-O.
Literatura dale popisuje symetrickou valen¢ni vibraci vazeb O-Ti-O pii ~610 cm™ (Zhang et al.,
2013).
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Obr. 20 Ramanova spektra koloidnich disperzi studovanych nanocastic TiO2 (TiO, Nanorutil a
Eusolex® T-AVO) a AgNPs (KC Rulc 14, KC Rulc 20, Vintr, KC Rulc S9 a KC Rulc S29)

S vyznacenim nejintenzivnéjSich vibracnich pasi.
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Ramanova spektra vSech studovanych AgNPs obsahuji Siroky viditelny vibracni pas
v oblasti ~1250-1650 cm™ s maximy pii ~1360 cm™a ~1585 cm™. Pivod vibrace se zietelem na
skutecnost, ze vyklad Ramanova jevu souvisi s excitaci molekuly anebo indukci dipolového
momentu v molekule, neni jasny. AgNPs jako shluky atoml stfibra se v Ramanové
spektroskopii pouzivaji zejména pii metodé¢ povrchové zesilené Ramanovy spektroskopie
(SERS, angl. surface enhanced Raman spectroscopy), kde je vyuzivano jevu zesileni intenzity
Ramanova rozptylu studovanych molekul adsorbovanych na zdrsnény povrch kovu. Vyse
zminéna vibrace je ve spojitosti s vibracemi vodnich disperzi AgNPs a Vv konjugatech s
biomolekulami popisovana i v dostupné literatuie (Naja et al. 2007; Kora & Arunachalam,
2012).

8.2 Ramanova mikroskopie bunééného piijmu nanoéastic

Ramanovo spektrum buiiky je vibraénim spektrem obsahujicim ptispévky skupinovych
vibraci lipidt, fosfolipidi, nukleovych kyselin a proteinii — zakladnich stavebnich jednotek
buriky. Jednotlivé vibrace biomolekul v Ramanove spektrech burniky byly popsany v kapitole 4.4
teoretické ¢asti prace. Jednoduchou metodou analyzy hyperspektralniho datového souboru,
ktera umoziuje zobrazeni na zaklad¢ intenzity jednotlivych vibraci, je univariacni metoda. Tato
metoda zobrazeni zpracovava individualné kazdé spektrum v datovém souboru na zakladé
analyzy jedné proménné, kterou je intenzita vybraného vibra¢niho pasu. Zobrazenim je pseudo-
barevna intenzitni mapa, kterd demonstruje rozdily V jednotlivych bodech, kterym odpovidaji
jednotlivd Ramanova spektra. Pro zobrazeni buiiky je nejoptimalnéjsi volba vibra¢niho pasu
odpovidajiciho valenéni vibraci vazby C-H Vv rozmezi ~2800-3100 cm™, s maximem pii ~2935
cm? (Scalfi-Haap et al., 2007). Obecné, intenzita vibrace je pfimo imérna kvantit& entity, resp.
skupiny, kterd je jejim pivodcem. Univariacni zobrazeni buiiky pfi vybéru vibra¢niho pésu
odpovidajiciho valen¢ni vibraci vazby C-H odrazi odliSnosti v hustoté¢ biomolekul
zastoupenych v riznych oblastech bunky a umoznuje zejména diskriminaci jadra a oblasti

membranovych organel v perinuklearni oblasti (obr. 21).
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Obr. 21 Demonstrace rozdilti intenzity C-H vibrace v Ramanovych spektrech z riznych ¢asti
buriky. Univariaéni zobrazeni fixované buiiky SVK-14 pii ~2800-3100 cm? a jednotliva
Ramanova spektra.

Vyse zminéna frekvence odpovidajici vibracim C-H vazeb v biomolekulach mize byt
nahrazena vibracemi typickymi pro nukleové kyseliny (napi. 785 cm™ resp. 1580 cm?
odpovidajici vibracim pyrimidinovych, resp. purinovych béazi) nebo proteiny (1310 cm™, resp.
1655 cm? odpovidajici vibracim v amidové vazbg). Prekryti monochromatickych intenzitnich
map obsahujicich nejintenzivnéjsi pixely jednotlivych vibraci nabizi detailn€j$i pohled na
strukturu vnitrobuné¢ného prostiedi (obr. 22A-D).

Konfokalni Ramanova mikroskopie v kombinaci s univariaéni metodou zobrazeni
umoznila studium bunééného pifijmu studovanych nanocastic TiO, a AgNPs ve
fixovanych buiikach s minimalnimi naroky na pfipravu vzorku a nasledné zpracovani dat.
Predpokladem zobrazeni exogenni ¢astice v bunééném prostiedi metodou Ramanovy
mikroskopie jsou dostate¢né odlisné spektroskopické vlastnosti projevujici se v jejim Ramanove
spektru. Na rozdil od vétSiny exogennich latek, které jsou predmétem zajmu (napt. 1éCiv),
jejichz molekularni struktura byva vesmés prezentovana vazbami vyskytujicimi se ve struktute
biomolekul, Ramanova spektra studovanych nanocastic TiO, a AgNPs obsahuji specifické
vibra¢ni pasy, které nejsou charakteristické pro biomolekuly (viz. kap. 7.1.2). To umoznuje
jejich diskriminaci od bunécéného prostiedi. Ramanovo spektrum buiiky z oblasti vyskytu

nanocastic krome vibraci vazeb v biomolekulach reprezentuji i specifické vibrace nanocastic.
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Obr. 22 Univariaéni zobrazeni fixované buiiky SVK-14 pii ~2800-3100 cm™? odpovidajici
valen¢ni vibraci vazby C-H (A); ~1600-1700 cm™ s maximem pii 1655 ¢cm? odpovidajici
vibraci amidové vazby (B); ~1580 cm™ odpovidajici vibraci purinovych bazi v nukleovych
kyselinach (C); piekryti zobrazeni A, B a C (D); ~440 cm™ odpovidajici deforma¢ni vibraci
vazby O-Ti-O ve vzorku Nanorutil (E); piekryti zobrazeni v D a E (F) k vizualizaci buné¢ného

ptijmu nanocastic TiO>.

Zobrazeni nanocastic v bunikach pro potvrzeni jejich buné¢ného pi{jmu metodou
univariaéni analyzy spo¢iva v zobrazeni intenzity vibra¢niho pasu specifického pro nanocastice,
ktery se projevuje v Ramanové spektru bunky. Obr. 22E je zobrazenim nanocastic TiO» ve
vzorku Nanorutil v bufice vytvofeném pii vybéru vibraéniho pasu ~440 cm™? odpovidajicim
deformac¢ni vibraci vazby O-Ti-O. Piekrytim se zobrazenim buiky s jednotlivymi
kompartmenty (obr. 22F) je vizualizace buné¢ného piijmu studovanych nanocastic. V piipadé
Ramanovych spekter vzork nanocastic TiO2 (v modifikaci anatas i rutil) lezi jejich vibrac¢ni
pasy mimo oblast frekvence, v niZ se vyskytuji vibrace biomolekul, tj. mimo oblast frekvence
~600-1800 cm™. Nicméné, vibra¢ni pasy v Ramanové spektrech vodnich disperzi AgNPs lezi
ptimo v oblasti vibra¢nich pasu biomolekul. Univariaéni zobrazeni v oblasti frekvence typické
pro vibrace nukleovych kyselin nebo proteini by tak neposkytovalo vysledky zobrazeni
souvisejici s jejich distribuci v bunééném prostiedi, nybrz by kolidovalo s oblastmi s vyskytem
AgNPs. 1 ztoho divodu jsou vysledky Ramanova zobrazeni bunééného piijmu nanocastic
prezentovana jako kombinace zobrazeni bunky pii volbé vibra¢niho pasu odpovidajiciho
valenc¢ni vibraci vazby C-H a vibra¢niho pasu specifického pro jednotlivé vzorky nanocéstic.

Na obr. 23 je demonstrovano zobrazeni buné¢ného piijmu studovanych nanocastic TiO, (v
modifikaci anatas a rutil) a AgQNPs spolu s ptikladem spekter z oblasti s vyskytem a bez vyskytu
nanocastic. Vysledky zobrazeni bunécného piijmu u jednotlivych vzorkli nanocastic jsou

zahrnuty mezi vysledky studia jejich cytotoxicity a genotoxcity v kapitolach 8.3 a 8.4.
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Obr. 23 Ramanova spektra z oblasti s vyskytem (Cervend) a bez vyskytu nanocastic (modrd) se
zobrazenim ptekryti univariacnich zobrazeni pii vybéru vibracniho pasu odpovidajicimu vibraci
vazby C-H ~2800-3100 cm?, s maximem pfi ~2935 cm™ a vibraénich pasii odpovidajicich
vibracim nanoc¢astic: ~150 ¢cm™ (vzorek TiO, — anatas), ~440 cm® (vzorek Nanorutil a
Eusolex® T-AVO) a 1250-1650 cm™ (AgNPs).

66



8.3 Hodnoceni cytotoxicity, genotoxicity a bunééného piijmu studovanych
nanocastic TiO2 a AgNPs na bunééné linii lidskych keratinocyti SVK-14

Hodnoty koncentrace 1Cso u studovanych vzorki nanocastic TiO> a AgNPs byly
stanovovany s vyuzitim MTT testu na bunécnych liniich lidskych keratinocytd SVK-14, které
byly nasledné vyuzivany v experimentech pro stanoveni produkce ROS, kometovém testu a pii
vizualizaci bunécného piijmu metodou Ramanovy mikroskopie. Hodnota ICsp byla dilezita
z pohledu volby koncentrace nanocastic, které byly bufiky v experimentech exponovany.

Stanovené hodnoty ICso shrnuje tab. 3.

Tab. 3 Hodnoty ICso studovanych vzorkt nanocastic TiO2 a AgNPs stanovenych MTT testem na
bunécné linii lidskych keratinocyti SVK-14. K vyhodnoceni byl vyuzity program Phototox 2.0.

Nanocastice TiO>

Vzorek Hodnota ICs (mg.1?2)
TiO, 17441
Nanorutil 508,6
AgNPs
Vzorek Hodnota I1Cso (mg.12)
KC Rulc 14 2,7
KC Rulc 20 2,1
Vintr 2,2

Obecné je vztahu mezi cytotoxicitiou nanoc¢astic a jejich velikosti pfipisovana neptima
uméra. Z toho vyplyva, ze ¢im mensi je velikost studovanych nanocastic, tim vétsi je jejich
cytotoxicita, a tim niz8i koncentrace odpovida poklesu Zivotnosti bunék na 50 %. Tato
skute¢nost pravdépodobné souvisi s vyssi schopnosti mensich castic blokovat transportni kanaly
a negativné ovliviilovat biochemické procesy v buiice (Tomankova et al., 2015). Studované
vzorky nanocastic na bunéénych liniich SVK-14 poukazaly na vyznamny rozdil mezi
hodnotami 1Csp u nanocastic TiO, Vv porovnani s AgNPs. Nicméné, s ohledem na hodnoty
medianti velikosti studovanych nanocastic stanovené metodou AFM (tab. 2), nelze vySe
zminény trend zavislosti cytotoxicity na velikosti ¢astic potvrdit. Nebyly totiz stanoveny
vyznamné rozdily mezi velikosti studovanych nanocastic TiO2 a AgNPSs.

Produkce ROS byla stanovena s vyuzitim sondy CM-H;DCFDA, ktera spolehlivé
indikuje tvorbu ROS (H:0-, hydroxylovy radikal — HOe, peroxylovy radikal — ROOe, kyselina
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chlorna HOCI), v jejichz pfitomnosti reaguje na fluorescencni CM-DCF detekovany pii
excitaéni vlnové délce 485 nm a emisni vinové délce 548 nm. Vysledky kinetické produkce
ROS (obr. 24) poukazuji na vyznamny vliv studovanych nanocastic TiO2 i AgNPs v koncentraci
ICso na studované bunécéné linie SVK-14. V porovnani s kontrolni skupinou se vyznamnéjsi
indukce produkce ROS projevila u vzorkd nanocastic TiO2. V ptipadé prvniho studovaného
vzorku oznaéeného vyrobcem jako TiO byl zaznamenan vice nez desetinasobny, V piipadé
vzorku Nanorutil piiblizné Sestinasobny nartst hladiny ROS v porovnani s kontrolou. Mezi
jednotlivymi vzorky studovanych AgNPs v koncentraci 1Cso nebyly pozorovany zadné

vyznamné;jsi rozdily v indukci produkce ROS.
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Obr. 24 Kineticka produkce ROS indukovana pusobenim studovanych nanocastic TiO. a
AgNPs v koncentraci 1Cs/100 u bunééné linie SVK-14. Data reprezentuji primér a
smérodatnou odchylku ze tii nezavislych méfeni. Vyjadreni linearnich regresnich koeficient
produkce ROS monitorované po dobu 60 minut (A). Znazornéni linearniho trendu nardstu ROS
(B). Statisticky vyznamny nartist ROS v porovnani s kontrolou je v grafu vyznacen hvézdickou
().
Vzorek 1 (TiOy), Vzorek 2 (Nanorutil), Vzorek 3 (KC Rulc 14), Vzorek 4 (KC Rulc 20),
Vzorek 5 (Vintr).
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Kometovy test byl vyuzity k posouzeni genotoxického potencialu studovanych vzorki
nanocastic TiO, a AgNPs. Fragmentace DNA u jednotlivych bun¢k se ve vysledku testu
projevila poklesem % DNA v hlavé komety. Vysledky reprezentuji % DNA v hlavé komet
vyhodnocované jako mediany ze 100 ndahodné vybranych bun¢k exponovanych jednotlivym
vzorkim studovanych nanocastic (obr. 25). Expozice bun¢k bunécéné linie SVK-14 méla za
nasledek fragmentaci DNA bungk, nicméné ani u jednoho vzorku nebyla vyhodnocena vyssi

nez 10% fragmentace DNA.
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Obr. 25 Procento DNA v hlavé komety stanovené s vyuZzitim metody kometového testu u bunék
bunéénych linii SVK-14 exponovanych studovanym nanoéasticim TiO, a AgNPs v koncentraci
ICs0/100. Data reprezentuji mediany a smérodatnou odchylku ze tfi nezavislych méfeni.
Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou jsou v grafu vyznaéeny hvézdi¢kou (*).
Vzorek 1 (TiOy), Vzorek 2 (Nanorutil), Vzorek 3 (KC Rulc 14), Vzorek 4 (KC Rulc 20),
Vzorek 5 (Vintr).

Vysledky vizualizace bunécného prijmu nanocdstic TiO2 a AgNPs metodou Ramanovy
mikroskopie shrnuje obr. 27. Specifické vibrace nanocastic projevujici se v jednotlivych
Ramanovych spektrech (kap. 7.1) umoznily diskriminaci oblasti jejich vyskytu v cytoplasmé.
V kombinaci s univaria¢ni metodou analyzy byl metodou Ramanovy mikroskopie potvrzen
predpoklad bunécného piijmu studovanych nanocastic. Ze zobrazeni je patrna signifikantnéjsi
aglomerace nanocastic TiO. ve vzorcich TiO. a Nanorutil v porovnani se vzorky studovanych
AgNPs. Aglomerace nanocastic TiO, by mohla souviset se signifikantn¢ niz§i hodnotou
cytotoxicity v porovnani s AgNPs, ktera byla stanovena. To potvrzuje piedpoklad nepiimo

umerné zavislosti cytotoxicity nanocastic na jejich velikosti.
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TiO2 Nanorutil KC Rulc 14 KC Rulc 20 Vintr

Obr. 26 Vysledky univariaéniho zobrazeni buné¢ného piijmu studovanych nanocastic TiO, a AgNPs v burikach linie lidskych keratinocyti SVK-14 po 24h

inkubaci pii koncentraci ICso metodou Ramanovy mikroskopie. a. Univariaéni zobrazeni bufiky pii volbé intenzity vibrace C-H vazby pii ~2800-3100 cm™; b.
Univaria¢ni zobrazeni nanogéstic pfi volbé intenzity vibraéniho pasu pfi ~440 cm™ (TiO2 a Nanorutil) a 1250-1650 cm™ (KC Rulc 14, KC Rulc 20 a Vintr); c.
Prekryti zobrazeni v a. a b.
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8.4 Hodnoceni cytotoxicity, genotoxicity a bunééného piijmu studovanych
nanocastic TiO2 a AgNPs na bunééné linii lidskych fibroblasta BJ

Vysledky koncentrace 1Cso studovanych nanocastic TiO, a AgNPs stanovené na
buné¢nych liniich lidskych fibroblastt BJ jsou shrnuty v tab.4. Souhlasné s ptedchozi sérii
vzorkl, 1 vtomto pfipad€ byla vyhodnocena vys$si hodnota koncentrace ICso pro nanocastice
TiO2 Eusolex® T-AVO, a to az o nékolik fadi. Vzhledem k vysoké koncentraci, ktera
komplikovala piipravu vzorku i vyhodnoceni experimentii, bylo v pfipadé koncentrace vzorku
nanocastic Eusolex® T-AVO v experimentech pro stanoveni produkce ROS, kometovém testu i

vizualizaci bunééného piijmu metodou Ramanovy mikroskopie vyuzito stonasobného fedéni.

Tab. 4 Hodnoty 1Cso studovanych vzorkid nanocastic TiO2 a AgNPs stanovenych MTT testem na
bunécné linii lidskych fibroblastii BJ. K vyhodnoceni byl vyuzity program Phototox 2.0.

Nanocastice TiO>

Vzorek Hodnota ICs (mg.12)
Eusolex® T-AVO 27746
AgNPs
Vzorek Hodnota I1Cso (mg.12)
KC Rulc S9 4,8
KC Rulc S29 4,4

Vysledky kinetické produkce ROS u bunék bunécné linie BJ jsou znazornény na obr.
27. Vlivem pusobeni studovanych nanoc¢astic TiO, a AgNPs v koncentraci 1Csp na buiky
bunéénych linii BJ doslo k signifikantnimu nartstu produkce ROS. V piipadé nanocastic TiO;
ve vzorku Eusolex® T-AVO je mozné vyhodnotit vice nez desetinasobny narast hladiny ROS, a
tak, souhlasné s piedchozi studovanou skupinou nanoéastic, vyhodnotit vyznamné&jsi indukci
produkce ROS pusobenim nanocastic TiOx.
Vzorkim AgNPs KC Rulc S9 a KC Rulc S29 byla vénovana vétsi pozornost. Zminéné
nanocastice byly pfipraveny stejnou metodou — elektrolyticky, vzorek byl odebran z disperzi se
shodnou koncentraci AgNPs — 20 mg.I%. Jedinym rozdilem mezi disperzemi byl mezikrok
Vv pfipravé nanocastic, odpovidajici odlisnému zplsobu michani pfi elektrolytické piiprave.
Cilem bylo ovéfit, zda tato varianta v postupu piipravy ovlivnila také vlastnosti pfipravenych
AgNPs. Jak je patrné zvysledkl prezentovanych na obr. 28, v koncentracich AgNPs

odpovidajicich ICzs, ICsp a IC75 se mezi jednotlivymi vzorky projevil pouze nepatrny rozdil
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v indukci produkce ROS. Vyssi hladina ROS byla detekovana po expozici bun¢k vzorku KC

Rulc S29 a produkce ROS nartstala s nariistajici koncentraci AgNPs.

Regresni koeficient kinetické
produkce ROS (RFU)
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Obr. 27 Kinetickd produkce ROS indukovana pusobenim studovanych AgNPs a nanocastic
TiO; v koncentraci 1Cso u bunééné linie BJ. Data reprezentuji prumér a smérodatnou odchylku
ze 11 nezavislych méfeni. Vyjadfeni linedrnich regresnich koeficientii produkce ROS
monitorované po dobu 60 minut (A). Znazornéni linearniho trendu nartistu ROS u vzorkd
AgNPs (B) a vzorku nanocastic TiO, (C). Statisticky vyznamny nartst ROS v porovnani
s kontrolou je v grafu vyznaéen hvézdickou (*).

Vzorek 1 (KC Rulc S9), Vzorek 2 (KC Rulc S29), Vzorek 3 (Eusolex® T-AVO).

Vysledky kometového testu poukazaly na genotoxicky potencial studovanych nanocastic
TiO2 a AgNPs. Expozice bunék buné¢né linie BJ méla za nasledek fragmentaci DNA bunék.
Ani u jednoho vzorku vSak nebyla vyhodnocena vyssi nez 10% fragmentace DNA (obr. 29)
Porovnani vysledkt pro vzorky AgNPs KC Rulc S9 a KC Rulc S29 ani v pfipadé kometového

testu nepoukazalo na vyznamnéjsi rozdily (obr. 30).
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Obr. 28 Kineticka produkce ROS indukovana pisobenim studovanych AgNPs v koncentraci
ICas5, ICs0 @ IC75 u bunécné linie BJ. Data reprezentuji primér a smérodatnou odchylku ze tii
nezavislych méfeni. Data jsou vyjadfena jako linearnich regresni koeficienty produkce ROS
monitorované po dobu 60 minut. Statisticky vyznamny narast ROS v porovnani s kontrolou je

v grafu vyznacen hvézdickou (*).
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Obr. 29 Procento DNA v hlavé komety stanovené s vyuzitim metody kometového testu u bunék
bunéénych linii BJ exponovanych studovanym AgNPs v koncentraci ICso a nanocasticim TiO;
v koncentraci 1Csp. Data reprezentuji mediany a smérodatnou odchylku ze tfi nezavislych
méfeni. Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou jsou v grafu vyznaceny
hvézdickou (*).

Vzorek 1 (KC Rulc S9), Vzorek 2 (KC Rulc S29), Vzorek 3 (Eusolex® T-AVO).
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Obr. 30 Procento DNA v hlavé komety stanovené s vyuzitim metody kometového testu u
bunék bunéénych linii BJ exponovanych studovanym AgNPs v koncentraci 1Czs, 1Cso @ 1C75 U
bunécné linie BJ. Data reprezentuji mediany a smérodatnou odchylku ze tfi nezavislych méteni.

Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou jsou v grafu vyznaéeny hvézdi¢kou (*).

Vyhodnoceni vizualizace bunécného prijmu nanoCastic metodou Ramanovy
mikroskopie poskytlo obdobné vysledky jako v pfipadé pfedchozi skupiny vzorki. Byl potvrzen
predpoklad penetrace studovanych nanocastic TiO2 a AgNPs do bunék. Soucasné se u vzorku
nanocastic TiO. Eusolex® T-AVO projevila signifikantngj$i aglomerace nanocastic, nez
Vv piipadé studovanych AgNPs. Bunéény piijem nanocastic TiO2 byl studovan pii desetinasobné,
a nasledné pfi stondsobné nizsi koncentraci ICso. Vysledky poukdzaly na to, ze pii vyssi
koncentraci nanocastic je agregace v buiikach signifikantngjsi (obr. 31). | v tomto piipadé lze
uvazovat, ze vysoka hodnota koncentrace ICso @ S ni souvisejici niz$i cytotoxicita v porovnani
s AgNPs muze souviset saglomeraci nanocastic, ke které¢ pravdépodobné dochazi béhem
transportu pies bunéénou membranu. Pravdépodobné povrchové vlastnosti nanocastic TiOz jsou
divodem vyssi vzajemné afinity Castic a jejich vetsi tendence shlukovat se béhem bunécného
transportu. Je mozné uvazovat, Ze praveé tato skuteCnost se mize odrazet v nizké cytotoxicité
nanocastic TiO».

Vizualizace buné¢ného piijmu pro vzorky AgNPs KC Rulc S9 a KC Rulc S29 (obr. 32)
poukazuje na odlisné chovani nanocastic v bunkach. Jak jiz bylo zminéno, dodané disperze
obsahovaly stejnou koncentraci AgNPs v ultraCisté vodé bez piimesi stabilizaénich latek.
Jedinym rozdilem mezi vzorky AgNPs byl mezikrok v elektrolytické pfiprave castic zahrnujici
odlisny zptisob michani. Vysledky Ramanovy spektroskopie nano¢astic nepoukazaly na odlisné
vlastnosti nanocastic, ani ve vysledcich méfeni produkce ROS a kometového testu nebyly
vyhodnoceny vyznamné odliSnosti v jejich ptuisobeni. Vysledky vizualizace bunééného piijmu
nanodcastic vSak poukazaly na odlisnou aglomeraci studovanych vzorki AgNPs v cytosplasmé.

Modifikace v postupu pfipravy mohla ovlivnit povrchové vlastnosti vzorku AgNPs, které mohli
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mit za nasledek odliSnou afinitu nanocastic k bunééné membrané nebo odlisSnou vzajemnou

10x

Obr. 31 Vysledky univariaéniho zobrazeni buné¢ného piijmu studovanych nanocastic TiO»

Eusolex® T-AVO v buikach linie lidskych fibroblastd BJ po 24h inkubaci metodou Ramanovy

afinitu nanocastic.

100x

mikroskopie. Koncentrace nanocastic odpovidaly deseti- (10x) a stonasobné (100x) nizsi
koncentraci 1Cso. a. Univariatni zobrazeni bunky pifi volbé intenzity vibrace C-H vazby pfi
~2800-3100 cm?; b. Univariaéni zobrazeni nanogastic pii volbé& intenzity vibraéniho pasu ~455

cmt ¢; Piekryti zobrazeni v a. a b.

KC Rulc S9 KC Rulc S29

Obr. 32 Vysledky univariacniho zobrazeni buné¢ného piijmu studovanych AgNPs KC Rulc S9
a KC Rulc S29 v bunkach linie lidskych fibroblastd BJ po 24h inkubaci pii koncentraci ICso

metodou Ramanovy mikroskopie. a. Univaria¢ni zobrazeni bunky pfi volb¢ intenzity vibrace C-
H vazby pfi ~2800-3100 cm™; b. Univariatni zobrazeni nanolastic pti volbé intenzity

vibra¢niho pasu 1250-1650 cm-1; c. Prekryti zobrazeni v a. a b.
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8.5 Vyhodnoceni bunééného prijmu AgNPs u bunéénych linii SVK-14 a NIH3T3

Soucasti experimentalni prace bylo také zhodnoceni bunééného pifjmu AgNPs
ptipravenych Tollensovou metodou na Pfirodovédecké fakult¢ UPOL u bunék bunécnych linii
SVK-14 a NIH3T3. Vysledky zobrazeni bunééného piijmu jsou prezentovany na obr. 33.
Studované nanoc¢astice méli primér 27 nm a byla stanovena mnohem vyssi hodnota cytotoxicity
v porovnani s piedchozimi studovanymi AgNPs — 55,6 mg.I"* u bun&tné linie SVK-14 a 46,9
mg.I"t u bunééné linie NIH3T3. V cytoplasmé bunék obou bun&nych linii byly, vzhledem
k vysoké koncentraci ICso vyuzité v experimentech pii expozici bunék, detekovany pocetné

shluky nanocéstic.

NIH3T3 SVK-14

Obr. 33 Vysledky univariaéniho zobrazeni buné¢ného ptijmu studovanych AgNPs v buikach
linie lidskych keratinocytt SVK-14 a mysSich fibroblasti NIH3T3 po 24h inkubaci pii
koncentraci 1Csp metodou Ramanovy mikroskopie. a. Univariaéni zobrazeni buiky pii volbé
intenzity vibrace C-H vazby pii ~2935 cm™; b. Univariatni zobrazeni nanoCastic pii volbé

intenzity vibra¢niho pasu 1250-1650 cm1; c. Piekryti zobrazeni v a. a b.

Z vysledkd zobrazeni je patrné, ze se AgNPs u bunék SVK-14 akumulovali zejména
v perinukledrni oblasti, kde vytvarely vétsi shluky. V pfipadé¢ bunék NIH3T3 byly
vizualizovany mens$i shluky v cytoplasmé, ale také v oblastech jadra. Vysledky zobrazeni
korespondovaly s publikovanymi vysledky, které poukazaly na vy$$i cytotoxicky a genotoxicky
potencial studovanych AgNPs na buiiky bunééné linie NIH3T3 (Jiravova et al., 2016).
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9 Diskuze

Vyhodné fyzikalné-chemické vlastnosti nano¢astic jsou divodem jejich Castého vyuziti
v riznych produktech, od piipravki pro povrchové Upravy materiald az po aplikace
V potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu. Otazka bezpeCnosti a
potencialnich rizik spojenych s uzivanim nanocastic je aktualni a Siroce rozebirana v oblasti
vlivu na prostfedi i na lidské zdravi. Vyuziti nanomaterialti v kosmetickych ptipravcich, které
jsou ureny pro piimy kontakt s organismem, otevira diskuzi o jejich potencialnim zdravotnim
riziku spojeném se schopnosti pronikat do bunék a zplisobit negativni metabolické zmény a
poskozeni DNA. Nanocastice vstupuji do organismu riznymi drahami, které jsou specifikovany
typem expozice organismu nanocasticim. Jedna se o piijem dychacim systémem, peroralni nebo
koZni cestou. V souvislosti s kosmetickymi piipravky ur¢enymi pro piimou aplikaci na kazi, je
tedy relevantni diskuze o vstupu nanocastic do organismu kiizi. Ackoliv pokozka ptedstavuje
ucinnou bariéru pro vstup exogennich latek do hlubsich vrstev kiize a snizuje potencidl jejich
absorbce a systémovych toxickych projevi, riziko se znacné zvySuje s aplikaci na poranénou
nebo poskozenou pokozku.

Nanocastice TiO; patii do skupiny nanocastic vyrabénych ve velkém méfitku a jejich
aplikaci v kosmetickych produktech reprezentuji zejména opalovaci pfipravky, v nichZz je
vyuzivano vyhodnych optickych vlastnosti souvisejicich s filtraci UV zafeni. Vysledky studii
cytotoxicity nanocastic TiO, prezentuji signifikantni negativni, na koncentraci zavisly vliv na
zivotnost bun€k u studovanych bunéénych linii, avSak tento efekt byl pozorovan az pfi
koncentraci studovanych nanoCastic TiO2 V nasobcich stovek mg.lt. Soucasng, vysledky
poukazuji na signifikantni produkci ROS indukovanou nanocasticemi TiO; v ristovém médiu
(Hamzeh & Sunahara, 2013; Jugan et al, 2011). Bylo prokazano, ze produkce ROS indukovana
pusobenim nanocastic TiO, ma vliv na integritu DNA (Bhattacharya et al., 2009). Vysledky
studii genotoxicity s vyuzitim kometového testu se shoduji na tom, ze nanocastice TiO2 maji
vliv na poskozeni DNA u buné€k riznych bunécnych linii (Bernardeschi et al., 2010; Botelho et
al., 2013; Demir et al., 2013). V této praci prezentované vysledky studia cytotoxicity a
genotoxicity nanocastic TiO, poskytly svySe zminénymi poznatky souhlasné informace.
Stanovené hodnoty koncentrace ICso MTT testem u studovanych nanocastic TiO2 naznacuji, ze
K negativnimu ovlivnéni proliferace a bunééného metabolizmu dochazelo az pii koncentracich
odpovidajicich stovkam mg.I". Indukce produkce ROS pii koncentraci ICso byla v porovnani
s kontrolou singinifikantni u vSech studovanych vzorkl nanocastic TiO a nartst produkce ROS
byl statisticky vyznamny. Rovnéz bylo prokazano, Ze studované nanocastice TiO; zpusobuji
poskozeni DNA, nicméné, prezentované vysledky neprokazuji vice nez 10% fragmentaci DNA
v burikach. Tento vysledek je shodny s vyhodnocenim kometového testu pro studované AgNPs,

co je prekvapivé vzhledem k tomu, Ze u nanocastic TiO. byl stanoven nékolikanasobné vyssi
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nartst produkce ROS nez v ptipadé AgNPs, a dalo by se predpokladat, ze zvySena indukce
produkce ROS se bude odrazet i v poskozeni DNA. Z uvedeného je mozné predpokladat, ze
nanocastice TiO; sice indukuji produkci ROS a zplsobuji poskozeni DNA buné¢k, nicméné,
zminéné projevy spolu pravdépodobné nesouviseji a produkce ROS neni hlavni pfic¢inou
bunééné smrti exponovanych bunck. Studium bunééného piijmu nanocastic TiO. potvrdilo
predpoklad jejich penetrace pfes bunéénou membranu u vsech tii studovanych vzorku.
Vizualizace nanocéstic v buitkdch metodou konfokalni Ramanovy mikroskopie poukazala na
jejich znacnou aglomeraci, ke které dochazelo pravdépodobné v ristovém médiu a na bunécné
membrang. Prezentovana zobrazeni buné¢ného piijmu nanocastic TiO, jsou vizualizaci
aglomeratl nanocéstic na bunééné membran€ a v cytoplasmé€, a pravdépodobné souviseji
Sruznymi fazemi intraceluldrni dradhy nanocéstic v pribéhu RME. Znacnd aglomerace
nanocastic TiO, miZe mit souvis s povrchovymi vlastnostmi ¢astic a jejich vzajemnou afinitou,
a to i navzdory stabilizaci nanocastic, ktera dle vyrobcii byla provedena u vzorkd Nanorutil a
Eusolex® T-AVO. Je mozné pracovat s hypotézou, ze zvySujici se koncentrace nanocastic
ptispiva k jejich signifikantnéj$i aglomeraci v ristovém médiu, na bunééné membrané i
V cytoplasmé a teprve vétsi aglomeraty jsou pfi¢inou poskozeni bunék, pfi kterém mohou
mechanicky ptisobit na membrany bunéénych kompartment. To by mohlo souviset s vysokymi
hodnotami ICsp.

Zobrazeni v piipadé bunééného piijmu vzorku Nanorutil v buiikach SVK-14 naznacuje, Zze by
nanocastice TiO, mohly byt distribuovany do jadra, vysledky zobrazeni vSak nekoresponduji
s vysledky kometového testu, ktery neprokazal signifikantnéjsi poskozeni DNA v porovnani se
vzorkem TiO, nebo Eusolex® T-AVO. Na druhou stranu, byly publikovany vysledky
mikroskopické studie, podle které nanocastice TiO, 0 velikosti 20-80 nm mohou byt
transportovany komplexem nuklearnich port (Ahlinder et al., 2013), co bylo u nanocastic TiO;
potvrzeno metodou Ramanovy mikroskopie i TEM.

TiO; je oxidem titanu, v ptirodé se bézn¢ vyskytujicim ve dvou krystalickych formach — rutil a
vzacnéjsi anatas. Charakterizace studovanych vzorkti nanocastic s vyuzitim metody Ramanovy
spektroskopie poukazala na vyskyt obou krystalovych modifikaci mezi studovanymi vzorky
nanocastic TiO,. Bylo prokazano, Ze cytotoxické pusobeni krystalové formy anatasu je vyssi
v porovnani s formou rutilu (Kakinoki et al., 2004; Sayes et al., 2006). O této skutecnosti je
mozné diskutovat i Vtéto praci. Vzorek oznaény vyrobcem jako TiOz V krystalové formé
anatasu indukoval u bun€k bunécnych linii lidskych keratinocyti SVK-14 vyssi nartst tvorby
ROS nez vzorek Nanorutil (v krystalové forme rutilu). Podobné, v ptipadé kometového testu byl
v piipad¢é vzorku TiO; V porovnani s relevantni kontrolou vyhodnocen statisticky vyznamny
pokles % DNA v hlavé komety, zatimco v pfipadé vzorku Nanorutil nikoliv. Prezentované
vysledky se vSak tykaji pouze dvou vzorki, a pro relevantnost porovnani by bylo potiebné

hodnotit a porovnavat reprezentativnéjsi pocéet vzork.
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Nanocastice TiO; jsou klasifikovany v ramci skupiny latek potencialné karcinogennich pro
¢lovéka (skupina 2B). Poznatky o cytotoxicité a genotoxicité nanocastic TiO2 jsou dileZitym
faktorem majicim vliv na hodnoceni rizik souvisejicich s jejich pouzitim. Experimentalni
vysledky publikované v této praci dopliiuji poznatky souvisejici Shodnocenim toxicity
nanocastic TiO», a zaroven nabizeji nameéty k dal§imu studiu. Ackoliv cil zhodnotit cytotoxicky
a genotoxicky potencial studovanych nanoéastic TiO. byl splnén, k diskuzi se nabizi i moznost
vlivu technologického postupu a pfimési pifi zpracovani nanocéstic v kosmetickém piipravku.
Pouzité slozky soustavy pfi vyrobe kosmetického piipravku, ingredience typu konzervanti nebo
barviv, to v§echno mize mit vliv na povrchové vlastnosti nanocastic a ovlvinit jejich bunéény
ptijem a dalsi intracelularni osud a vliv na metabolizmus bunék.

Vétsi pozornost byla v praci vénovana vzorkim AgNPs, které byly soucésti ptipravkil
ur¢enych na piimé upotiebeni k aplikaci na kuzi. VSechny studované vzorky byly disperzemi
AgNPs v ultracisté vod¢é neobsahujicimi konzervanty ani jiné piimési. Vysledky poukazaly na
riziko souvisejici s aplikaci ptipravku na kazi, jelikoz bunéény pfijem, signifikantni indukce
produkce ROS a poskozeni DNA byly prezentovany u vSech studovanych vzorki AgNPs na
burnikach bunéénych linii SVK-14 i BJ. Cytotoxické pisobeni AgNPs souvisejici s produkei
ROS bylo prezentovano v ruznych studiich. Mnozstvi publikovanych praci diskutuje 0
2008; Johnston et al. 2010; Kim et al., 2011; Volker et al., 2013). Ty se opiraji o vysledky
riznych in vitro studii, jenz poukazuji na zna¢ny pokles zivotnosti bunék vlivem AgNPs.
Bunéény piijem AgNPs a jejich distribuce v cytoplasmé miize mit za nasledek naruseni
metabolismu mitochondrii a poskozeni DNA (AshaRani et al., 2009; Sahu et al., 2014).
Kometovy test vyuZity pro stanoveni poskozeni DNA vlivem AgNPs v studovanych vzorcich
poukazal na fragmentaci DNA u bunék bunéénych linii SVK-14 i BJ (< 10 %). I kdyz
mechanismus poSkozeni DNA pusobenim AgNPs neni zcela vysvétlen, dle publikovanych
zdrojl souvisi poskozeni struktury nukleové kyseliny S jeji pfimou nebo nepfimou interakci
s nanocasticemi (Asare et al.,, 2012). Principem nepiimé interakce je pisobeni ROS
indukovanych vlivem AgNPs a Ag" ionti Vcytoplasmé, které jsou hlavnim zdrojem
spontanniho poskozeni struktury DNA (Beer et al., 2012). Nestabilita DNA souvisi
s vytvafenim mutagennich struktur vlivem reakce s vysoce reaktivnim hydroxylovym radikalem
OH-. Vznikajici 8-hydroxyadenin a 8-hydroxyguanin indukuji nestabilitu repetitivnich sekvenci
v DNA (AshaRani et al., 2009). Predpokladem piimé interakce nanocastice s DNA je jeji
nukledrni transport. Nuklearni pory jsou komplexem membranovych kanall, které umoznuji
pasivni a aktivni transport molekul. U nanocastic je pfedpokladana schopnost diftize nuklearnim
komplexem poru pfi jejich priméru mensim nez 10 nm (Barua & Mitragotri, 2014), nicméné,
nuklearni ptijem byl prokazan i u vétSich nanoc¢astic. AshaRani et al. (2009) studovali buné¢ny

ptijem a distribuci AgNPs v buiikdch linii plicnich fibroblastii o primérech blizkych 20 nm
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metodou TEM. Vysledky poukazali na pfitomnost nanocastic na bunééné membrané a
Vv cytoplasmé, nicméné také na jaderné membrané a v jadfe. Na druhou stranu, studie Grulich et
al. (2011), zamétfena na zobrazeni bunééného piijmu a distribuce AgNPs o priméru 80 nm
s vyuzitim fluorescencni mikroskopie a mikroskopie fazového kontrastu, jaderny piijem
nepotvrdila. AgNPs byly vizualizovany v perinuklearnich oblastech bunc¢k. Podobné vysledky
prezentuji 1 Butler et al. (2015) ve studii bunééného piijmu AgNPs o pramérech 20-100 nm.
Aglomeraty AgNPs byly detekovany v oblastech odpovidajicich bunétné membrané a
vezikulam v cytoplasmé. Vizualizace bunécného piijmu AgNPs v této praci potvrdila bunéény
pfijem nanocastic, které byly lokalizovany v oblastech odpovidajicich bunécné membrané a
cytoplasmé v perinukledrni oblasti. Metodou AFM stanoveny median velikosti Castic
v disperzich AgNPs odpovidal rozmezi 10,2-30,6 nm. Porovnanim s vysledky vySe uvedenych
studii by tedy mohla byt moznost jejich jaderného ptfijmu a piimé interakce s DNA brana
vuvahu. Nicméné, ze zobrazeni bunéného piijmu metodou konfokdlni Ramanovy
mikroskopie, nebyly aglomeraty AgNPs v jadrech bunék linii SVK-14 a BJ zobrazeny a
detekované poskozeni DNA je mozné uvaZovat v souvislosti s oxidativnim stresem vlivem
indukce produkce ROS.
Jina situace vSak byla popsana u vzorku AgNPs pfipraveného na Ptirodovédecké fakulte¢ UPOL.
Zobrazeni a porovnani bunécného piijmu u bunék bunéénych linii lidskych keratinocytti SVK-
14 a mysich fibroblasti NIH3T3 metodou konfokalni Ramanovy mikroskopie bylo soucasti
studie cytotoxického a genotoxického potencidlu studovanych AgNPs o priméru 27 nm
(Jiravova et al., 2016). Vysledky zobrazeni bunééného piijmu u bunék bunéénych linii SVK-14
poukazaly na vyskyt AgNPs zejména v perinuklearni oblasti, kde nanocastice vytvaiely vetsi
shluky. Na druhou stranu, u bunék bunécné linie NIH3T3 byly vizualizovany mensi shluky
AgNPs v oblastech cytoplasmy a jadra. Jaderny piijem AgNPs by mohl souviset s vys$sim
genotoxickym potencidlem, ktery byl prezentovan na zaklad¢é vyhodnoceni kometového testu.
Bylo prokazano, ze kinetika bunéného piijmu i intracelularni draha nanocéstic mize
byt ovlivnéna typem bunécnych linii pouzitych v experimentu (Yurong et al., 2008), a to
konkrétné i u AgNPs (AshaRani et al., 2009; Bartlomiejczyk et al., 2013). I metoda piipravy
muize ovlivnit chovani nanocastic a jejich vzajemnou afinitu, ¢i interakce s transportéry nebo
membranovymi strukturami. Modifikace metody piipravy u AgNPs KC Rulc S9 a KC Rulc S29
neméla zasadni vliv na cytotoxicky a genotoxicky potencial nanocastic, nicméné, odliSnosti se
projevily na bunécné trovni riznou trovni aglomerace AgNPs. Jestli tento jev mize vyznamné
ovlivnit vliv nanocastic na bunéfny metabolismus nebo jejich zpracovani a exocytotické
vylouceni, neni na zakladé provedenych experimentll mozné vyhodnotit. AvSak, vedle ovlivnéni
pfijmu a intracelularniho chovani typem bunécnych linii a velikosti nanocastic je mozné
uvazovat také vliv vyrobnich podminek na povrchové vlastnosti nanocastic a jejich aglomeraci

nejen v disperzich, ale také na bunééné Grovni.
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Studia bunétného piijmu a distribuce nanocastic v bunéném prostiedi vyuZzivaji
zejména tradiéni mikroskopické techniky reprezentované fluorescencni mikroskopii a TEM.
Fluorescencni mikroskopie umoziuje vizualizaci nanocastic v buitkdch, nicméné€, nanocastice
musi byt konjugovany s fluorescencni znackou, pfip. fluorescence musi byt jejich pirirozenou
schopnosti. Bylo navic prokazano, Ze nanocastice mohou fluorescen¢ni znacku uvoliiovat do
cytoplasmy, a tim ptispivat k faleSné pozitivité vysledkd zobrazeni (Salvati et al., 2011; Win et
al., 2005). TEM patii k nejpouzivanéj§im mikroskopickym metodam pro zobrazeni bunék,
studia bunéénych kompartment a distribuce exogennich latek, jako jsou nanocéstice v bunkach.
Nicméné, metoda se vyznacuje narocnou piipravou vzorku a sofistikovanymi pfistupy pro
odliSeni oblasti nanocCéstic od cytoplasmy (Ahlinder et al., 2013). Posledni dvé dekady
zaznamenaly vyznamny pokrok v rozvoji a moznostech vyuziti metody Ramanovy mikroskopie
pro studium bunék a procesi na bunééné urovni. Po piedstaveni moznosti zobrazeni bunék a
buné¢nych kompartment (napf. Kraaft et al., 2005; Matthéus et al., 2007; Uzunbajakava et al.,
2003 B) a zobrazeni distribuce 1é¢iv (napi. Harada et al., 2008; Ling et al. 2002) je konfokalni
Ramanova mikroskopie v posledni dekadé poiad Castéji prezentovanym nastrojem zobrazeni
nanocastic v buitkdch. Na rozdil od jinych mikroskopickych technik nabizi Ramanova
mikroskopie vyhody spocivajici v minimalnich narocich na pfipravu vzorku a absenci nutnosti
vyuziti externiho znaCeni. Metoda byla tGsp€sné vyuzita pro zobrazeni bunééného piijmu a
lokalizaci riznych nanomateriald, jako jsou uhlikové nanotrubice, lipidové nanonosice 1éciv,
polystyrenové, zlaté nanocastice nebo nanocastice TiO, ¢i FeO(OH) (Ahlinder et al., 2013;
Dorney et al., 2012; Chernenko et al., 2009; Lamprecht et al., 2012; Shah et al., 2011). Byly
publikovany prace zahrnujici lokalizaci AgNPs po jejich bunééném pfijmu napf. s vyuzitim
fluorescencni mikroskopie, mikroskopie fazového kontrastu (Greulich et al., 2011) a TEM
(Butler et al., 2014). Vyuziti konfokalni Ramanovy mikroskopie pro zobrazeni bunééného
ptijmu a distribuce AgNPs v této praci predstavuje zcela novy piistup.

Univariacni metoda analyzy obrazu zaloZena na vizualizaci hodnoty jediné proménné, kterou je
intenzita zvolené vibrace, umoznila rychlou a nenarocnou vizualizaci bun€k a bunééného piijmu
nanoCastic. Univariatni zobrazeni bunék umoznilo pfedev§im dskriminaci jadra a
perinuklearnich oblasti s vyskytem membranovych organel, jako jsou endoplasmatické
retikulum ¢i mitochondrie, a to na zaklad¢ odliSné intenzity vibrace vazby C-H. Pfitomnost
intenzivnich specifickych vibra¢nich past nano¢astic projevujicich se v Ramanovych spektrech
bun¢k byla predpokladem jejich uspésného odliSeni od lipid-proteinového prostfedi buiiky.
Studované nanocastice byly lokalizovany na plasmatické membrané bunky, v cytoplasmé, na
membran¢ jadra nebo v jadie. Detailnéjsi pohled na organizaci bunééného prostiedi a lokalizaci
nano¢astic v bufikach nabizi multivariaéni metody zobrazeni, jejichz vyuziti reprezentuji i vyse
zminéné studie. Mimo jinych, Chernenko et al. (2009) vyuzili sofistikovanych algoritmt (VCA,

NFINDR) Kk vizualizaci deuterovanych lipidovych nanonosi¢t 1é¢iv v buiikach modelovych
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bunéénych linii. Dorney et al. (2012) a Ahlinder et al. (2013) wvyuzili k distribuci
polystyrenovych nanocastic a nanocastic TiO2 a FeO(OH) shlukovych analyz (KMCA a HCA).
Na druhou stranu, Lamprecht et al. (2012) vizualizaci uhlikovych nanotrubic a Shah et al.
(2011) vizualizaci zlatych nanocastic v bunikach poukazali na to, Ze i univariacni metoda je
ucinnou metodou studia bunééného pfijmu a zobrazeni nanocastic v buitkach. Konfokalni
Ramanova mikroskopie v kombinaci s univariaéni metodou analyzy Vv této praci umoznila
zobrazeni bunééného piijmu studovanych nanocastic TiO2 a AgNPs. Je tak mozné souhlasné
ptispét do diskuze autord vyse zminénych studii o tom, Zze Ramanova mikroskopie je vhodnym

nastrojem studia bunécného piijmu nanomateriali.
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Z.avér

Diskuze o negativnich vlivech spojenych s plisobenim nanocéastic na bunécné i
molekularni trovni in vitro nejsou ojedin€lé. Vedle studia vyhodnych vlastnosti a benefiti,
které vyuziti nano¢astic v pripravcich a vyrobcich nabizi, je tedy na misté také hodnoceni rizik
spojenych s jejich pouZivanim v ptipraveich uréenych k p#imé aplikaci na kizi nebo v téch, u
nichz kontakt s kizi neni vyloucen. V této praci bylo zhodnoceno ptisobeni nanocastic TiO> a
AgNPs z komer¢né dostupnych ptipravkl na buiiky bunécnych linii lidskych keratinocytti SVK-
14 a lidskych fibroblasti BJ. Jak bylo prokazano, u vsech studovanych nanocastic dochazelo
K jejich bunénému piijmu a negativni vliv studovanych nanocastic souvisejici s indukci
oxidativniho stresu a poSkozenim DNA v buikach, nebyl zanedbatelny. Vysledky rovnéz
oteviely diskuzi o vlivu vyrobniho procesu na intracelularni chovani nanocastic, a také pfispely
K tivaham o odlisném vlivu nano¢astic na rizné bunééné linie.

Zaveérem, disertacni prace splnila své cile a vysledky experimentalni prace pfispéla do souboru
poznatkll souvisejicich se studiem toxickych ucinkd nanocastic TiO2 a AgNPs. Hodnotné jsou
zejména poznatky o intracelularnim chovani nanocéstic, ziskané s vyuzitim metody konfokalni
Ramanovy mikroskopie, kterd se stala vhodnym ndastrojem pro rychlou a na pfipravu vzorku

nenaro¢nou vizualizaci bunééného ptijmu nanocastic a jejich lokalizaci v bunééném prostiedi.
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