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a nedopovanych  superparamagnetickych  nanodastic  oxidd  Zeleza  (SPIO)
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nanotechnologiemi obecné, nanocasticemi oxidu Zeleza a jejich specifickymi vlastnostmi
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dopované SPIO nanocastice mohou byt potencidlné vyuzity v MRl jako nové
biokompatibilni dualni kontrastni latky, avSak je zapotrebi dalsi studie zkoumajici vliv
dopace gadolinia na kontrast v MRI.
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UvoD

Obrovsky vyvoj a posun ve vyzkumu svéta nanotechnologii ma za disledek neustalé
posuny hranic pro potencidlni vyuZziti nanocastic. Velmi podstatnym se stalo vyuZiti
nanotechnologii v bioaplikacich. Uz dnes mlZeme najit nanocdastice pouzivané jako
Cisti¢ce podzemnich vod v ekologii nebo k vyrobé antibakteridlnich sterilnich materiala.

Velky potencidl ale skryvaji nanotechnologie v mediciné. Nanocastice oxid( Zeleza
jsou jeho nedilnou soucasti. JelikoZ je Zelezo kovem bézné se vyskytujicim v lidském téle,
u nékterych dospélych mizZeme nalézt vice nez 4 g Zeleza v téle, vime, Ze z hlediska
toxicity by nemélo byt Zelezo v dostatecné malém mnoZstvi problém. Mimo
biokompability ndm nanocastice Zeleza zajistuji i biodegrabilitu. Lidské télo je totiz
odbourd v rdmci svého fyziologického metabolismu.

Dillezitym aspektem vyuzZiti nanocastic oxidl Zeleza jsou i jejich magnetické
vlastnosti. Za zminéni urcité stoji jejich superparamagnetismus, ktery vykazuji
jednodoménové castice uz za pokojové teploty.

v

Vyuziti nanocastic oxidU Zeleza v mediciné spociva zejména v protinadorové lécbé,
distribuci 1ékd a jako kontrastni ¢inidlo na zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI).

Nejvice zastoupené v tomto sméru jsou nanocastice magnetitu a maghemitu.[1]

S dalSim vyzkumem nanodéastic pro medicinské ucéely dochdazi k moznosti dopovani
jinymi kovy za ucelem zlepS$eni vlastnosti pro konkrétni vyuziti. Jednim z dllezitych kovu
je gadolinium, které nam méni magnetické vlastnosti nanocastic, coz ma vliv na kontrast
v MRI.

Gadoliniem dopované nanocastice oxidl Zeleza maji obrovsky potencial jako
kontrastni ¢inidla na zobrazovani magnetickou rezonanci. NejenZe jejich uéinnost je
pfiblizné pétkrat vétsi nez dnes pouzivana Cinidla, ale gadoliniem dopované nanocastice
oxid( Zeleza skryvaji i ambice na propojeni diagnostiky a distribuce léciva v ramci
jednoho ukonu.[2]

Jednou z hlavnich véci pro klasifikaci gadoliniem dopovanych nanocastic oxidl Zeleza
jako kontrastniho ¢inidla pro MRI je vyzkum cytotoxicity. Prvnim krokem je tedy in vitro
vyzkum cytotoxicity na Zivych bunécnych liniich. Ten probihda v prostfedi co
nejpodobnéjsimu in vivo — tedy lidského ¢i zvifeciho téla.

Po kultivaci a dostatecné pripravé bunécnych linii se provede test viability, ktery
v procentech ud3d, kolik bunék prezilo znackovani gadoliniem dopovanych nanodastic
oxid( Zeleza. Z téchto procentualnich vysledk( je mozné odvodit, zda je gadolinium pro
buriky toxické nebo ¢i je vhodné pro dalsi vyzkum v hledani co nejucinnéjsiho
kontrastniho Cinidla.



TEORETICKA CAST

1. POJEM ,NANO“ VE SVETE VEDY

Vse co se tyCe nanotechnologii a nanocastic se toci kolem predpony nano-. Tento
pojem pochazi z feckého vavoc (nanos), coz v prekladu znamena trpaslik. Tato predpona
je také soucasti soustavy S| a vyjadfuje jednu miliardtinu (107°) zakladni jednotky.
Znacime ji pismenem n.[3]

1.1. DEFINICE NANOTECHNOLOGI/

Nanotechnologie maji mnoho definici. Mlzeme se na né divat jako na
multidisciplindrni obor zahrnujici chemii, fyziku, biologii, védy o materidlech
a inzenyrstvi. Dalsi definice ndm také fika, Ze nanotechnologie jsou projektovani,
charakterizace, produkce a aplikace struktur, zafizeni a systém fizeni tvard a rozméra
v nanometrické Skale.[2] Nebo mulzZeme nanotechnologie chapat jako aplikace
védeckého poznani vedouci k syntéze, manipulaci a pouziti materiall v rozmezi 1-100
nm, u nichZz se mohou objevovat nové vlastnosti a fenomény vzhledem k tomuto
rozméru.[4]

1.2. DEFINICE NANOMATERIALU A POJEM NANOCASTICE

Mezindrodni organizace pro normalizaci (International Organization for
Standardization, 1SO) nam udava: ,Nanomateridl je materidl s jakymikoliv vnéjSimi
rozméry velikosti v Fddu nanometri nebo s vnitini strukturou nebo povrchovou
strukturou v Fddu nanometrd, prfesnéji 1-100 nm.“[5]

Evropskd komise doporucuje definici, ktera nam fika: ,Nanomateridl je pfirodni
materidl, materidl vznikly jako vedlejsi produkt nebo materidl vyrobeny obsahujici
Cdstice v neslouceném stavu nebo jako agregdt ¢i aglomerdt, ve kterém je u 50 % nebo
vice castic ve velikostnim rozdéleni jeden nebo vice vnéjsich rozmeéri v rozmezi velikosti
1-100 nm.“[6] Jsou pripoustény i nékteré vyjimky, co se tyce nizSiho (1-50 %) obsahu
Castic v tomto rozmezi. V této definici agregatem myslime ¢astici sloZzenou z pevné
vazanych nebo sloucenych ¢astic, zatimco aglomerdatem shluk slabé vazanych ¢astic
nebo agregatq, jejichz vysledny vnéjsi povrch je podobny souctu povrchi jednotlivych
slozek.

V ramci predchozi charakteristiky za nanocastici povazujeme malou ¢ast hmoty
s definovanymi fyzikalnimi hranicemi.[6]



1.3. PUVOD NANOCASTIC

Nanocastice mizeme délit na prirodni a uméle vytvorené. Mezi pfirodni nanocastice
fadime napftiklad nanocastice vznikajici sope¢nou ¢innosti, rizné druhy jili nebo i tfeba
Casti tél hmyzu Ci viry a proteiny. Vykazuji se rozmanitou a slozZitéjsi definovatelnosti.[7]

Vsechny pfirodni nanomateridly vznikly procesem samoorganizace (neboli self-
assembly), tedy procesem, pti kterém se molekuly daného nanomaterialu, spontanné
organizuji a vytvareji vysledné struktury. Diky své struktufe maji pfirodni nanomaterialy
velmi unikdtni a zajimavé vlastnosti, kterymi se mnohdy ¢lovék inspiroval a v ramci
biomimetiky vytvofil nanomaterial inspirovany pfirodou za ucelem replikace téchto
unikatnich vlastnosti. Mezi zminéné vlastnosti fadime naptiklad superhydrofobicitu,
schopnost samocisténi, antireflexni vlastnosti ¢i schopnost samohojeni.[3]

7 Vs

Uméle vytvorené nanocastice délime na castice vzniklé fizenou lidskou Cinnosti a na
Castice vzniklé ndhodnym procesem neboli antropogenni nanocastice. Nanodastice
vzniklé Fizenou lidskou €innosti jsou lépe definovatelné. Radime je do 8 kategorii.

e Uhlikova cern

e Kovy, oxidy kovl a keramika
e Fullereny

e Uhlikové nanotrubice

e Nanodratky

e Kvantové tecky

e Dedrimery

e Nanojily

Antropogenni nanocastice jsou velmi variabilni ve své velikosti i strukture. Mezi
procesy vzniku antropogennich nanocdstic fadime napriklad spalovani v dieselovych
motorech, dalIni ¢innost, svarovani apod. Vyznamnych zdrojem téchto nanocastic je tedy
automobilova doprava.[7]
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2. NANOCASTICE OXIDU ZELEZA

Zelezo je nejrozéifendj$im prvkem na Zemi. MdZeme ho spolu s jeho oxidy nalézt
prakticky ve vSech vrstvach a obalech Zemé — litosfére, pedosfére, atmosfére, biosfére,
hydrosfére atd.[8]

2.1. STRUKTURNI FORMY OXIDU ZELEZA

Oxidy Zeleza délime do dvou hlavnich skupin a to hydratované a nehydratované
formy oxid( Zeleza. Mezi hydratované formy rfadime mineraly jako goethit, akaganeit,
lepidokrokit, feroxyhit, ferihydrit atd. Vystavime-li hydratované formy oxidu Zeleza
rostouci teploté na vzduchu, uvidime, Ze ndm zacne mizet krystalicka struktura a dojde
k fazové transformaci. Diky této transformaci nam vznikaji nehydratované formy oxidu
Zeleza. Mezi nehydratované formy patii tyto oxidy:[8]

e Oxid Zeleznaty — FeO — wistit

e Oxid Zelezity — Fe;03 — polymorfni — a-Fe;03 (hematit), B-Fe;0s, y-Fe 03
(maghemit), e-Fe 03

e Oxid Zeleznato-Zelezity - FesOs — magnetit

My v nasi experimentalni ¢asti pracujeme s nanocasticemi magnetitu, tedy oxidu
Zeleznato-Zelezitého, proto se budeme dal konkrétné zabyvat pouze timto oxidem
Zeleza.

Magnetit je ¢erny, magneticky mineral bézné se vyskytujici v pfirodé. Mizeme ho
nalézt jak v hornindch, tak v organismech. Jednim ze zajimavych pfirodnich zdroju
nanocastic magnetitu jsou magnetotaktické bakterie, které vsobé procesem
biomineralizace vytvafi pravidelné magnetické nanokrystaly obalené membranou
z fosfolipid(i. Takto vzniklé nanocastice nazyvame magnetosomy. Tyto magnetosomy
slouzi bakteriim k magnetotaxi, tedy orientaci a pohybu pomoci magnetickych silocar.[9]

Vyhodou téchto nanocastic je, Ze jsou biokompatibilni a jejich fosfolipidova
membrana umoznuje vazbu bioaktivnich latek.

Magnetit se sklddd z iontl Fe?* i Fe3*. Jeho krystalovou strukturu fadime do
kubickych krystalografickych struktur. Anionty kysliku vytvari FCC (face centered cubic)
mftizku. lonty Zeleza jsou rozmistény v 8 tetraedrickych a 16 oktaedrickych pozicich.
V tetraedrickych pozicich najdeme pfednostné ionty Fe3*. Uspofadani si miieme
vSimnout na obrazku ¢. 1.[1]

11



Fe** o

Fe*/Fe’* ¢

Obrazek €. 1: Grafické znazornéni krystalové mfizky magnetitu.
Pfevzato a upraveno z [10].
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2.2. JEDNODOMENOVOST

Jednodoménovost je velmi vyznamny jev spojeny s kone¢nym rozmérem materialu.
Objemovy magneticky usporadany materidl se sklada z domén, neboli spontanné
zmagnetovanych oblasti. Tyto skupiny magnetickych momentld sméfujici v jednom
sméru, které spoluplsobi v ramci jedné domény, jsou oddéleny doménovymi sténami.
Tyto bariéry jsou charakteristické svou energii a Sitkou. Domény méni svlj vektor
pfitomnosti vnéjsiho magnetického pole. Pokud ale zaéneme materidl zmensovat, za¢ne
klesat pocet vznikajicich doménovych stén az do momentu kritického objemu, kdy uz
bude pro materidl energeticky vyhodnéjsi rozdélit jednu doménu do mensich domén nez
tvorit doménové stény (viz obrazek €. 2). Material, ktery md mensi nebo stejny objem,
jak uz zminény kriticky, povazujeme za jednodoménovy. V takovych materidlech uz se
zmény magnetizace neprovadi pomoci pohybu doménovych stén, nybri pomoci
koherentni rotace magnetickych moment(.[11]

Vysledkem je, Ze vznikly jednodoménovy systém je vysoce usporadana magneticka
struktura, jejiz magnetické momenty atomU jsou orientovany ve stejném sméru, tudiz
se projevuji jako jeden velky magneticky moment. Tento zminény kriticky rozmér/objem
je platny pouze u sférickych, magneticky neinteragujicich nanocastic se silnou
anizotropii. V jiném ptipadé je potreba vzit v Uvahu i tvarovou anizotropii ¢astice, kterd
tento kriticky rozmér ¢astice zvétsuje.[11]

E4 : w—— SD
' — \ND
!
|
Jednodoménovay Vicedomeénova
Castice M1 castice
(SD) l (MD)
i
- ! >
0 Dc D

Obrazek ¢. 2: Zavislost energie na rozméru ¢astice (D) pro jedno/vicedoménové sférické
Castice. Prevzato z [11].
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3. SUPERPARAMAGNETISMUS

Superparamagnetismus je dalSim unikdtnim jevem spojenym s kone¢nym rozmérem
materialu. Vznikd pfi dalS$im zmensovani rozmérd jednodoménového magnetického
materidlu pod urcity hrani¢ni rozmér, ktery je udan typem a morfologii daného
nanomaterialu.[9]

Superparamagnetismus je stav materidlu, kdy jsou anizotropni energie a energie
teplotnich fluktuaci srovnatelné. V tomto momentu se magneticky moment spontanné
preklopi z jednoho snadného sméru do druhého a to bez jakékoliv pfitomnosti vnéjsiho
magnetického pole.[9]

Tento jev je zavisly na teploté. Teplotu, pti které dochdzi ke srovnatelnosti
anizotropni energie a energie teplotnich fluktuaci, nazyvdme blokovaci teplotou. Pfi
teplotach nizsich klesa energie teplotnich fluktuaci a naopak energie anizotropni se
zvySuje, ¢imzZ dochazi k zafixovani magnetického momentu v jednom snadném sméru.
Naopak je tomu pfi teplotach vyssich, nez je teplota blokovaci. V tom pfipadé je energie
teplotnich fluktuaci vy$$i nez energie anizotropni. Dochdzi k fluktuaci celkové
magnetizace. [9]

Tudiz i slabé vnéjsi magnetické pole zpUsobuje vybuzeni velmi intenzivni vnitini
magnetizace uvnitf superparamagnetickych nanocastic.[9]

Blokovaci stay

QD ®B
00, ©®

Obrazek €. 3: Blokovaci stav (pro teploty nizsi neZ teplota blokovaci) a superparamagneticky
stav (pro teploty vyssi nezZ teplota blokovaci) nanomaterialu.
Pfevzato a upraveno z [11].

Superparamagneticky stav
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4. INTERAKCE S BUNKOU

Buika sama o sobé tvofi otevieny termodynamicky systém, ktery neustdle
interaguje se svym okolim. Probiha zde totiz neustald vyména energie a latek mezi
buikou a okolim. VSechny tyto vymény probihaji prfes semipermeabilni
cytoplazmatickou membranu, ktera oddéluje buriku od okoli. Tato membrana je sloZena
z lipidové dvojvrstvy s kanalky a proteiny.[9] [12]

4.1. BUNECNE POHLCEN(

Pfimo nanocastice pronikaji do burnky nékolika zplisoby na zadkladé jejich obalové
vrstvy. Ta maze mit hydrofobni ¢i hydrofilni charakter. Konkrétné napfiklad nanocastice
obalené polymerni vrstvou pronikaji samovolné skrz membranu — free-floating metoda.
Dalsi metodou praniku latek do bunky je endocytdza. Timto zplsobem se do burky
transportuji napfiklad nanocdstice oxid(l Zeleza — viz obrazek €. 4.[9]

molecules

nanoparticles

microparticles
(uncoated)

Obrazek €. 4: Znadzornéni prostupu ¢astic cytoplazmatickou membranou. Svétlé nanocastice
ukazuji prostup difuzi a tmavé prostup endocytdzou.
Pfevzato a upraveno z [13].

4.2. PROSTUP MEMBRANOU

Pokud k pohlceni nanoéastic dochazi formou endocytézy, burika obklopi nanoéastice
cytoplazmatickou membranou a postupné je vchlipi do sebe, ¢imz vznikne vacek, ktery
se volné vyskytuje v cytoplazmé uvniti buriky. Diky specifickym receptorim se vacek
navaze na urcitou z organel bunky a dojde ke splynutivacku s organelou. Uvnitf organely
dojde ke konecné reakci bunky na nanocastice.[9]
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U nanocastic ¢asto dochazi k degradaci uvnitf bunky a to z dlvodu, Ze je burka
povaZuje za potencialni hrozbu, tudiz je jeSté ve vacku navaze na lysozom, kde dochazi
ke Stépeni obsahu vacku diky enzymam. A pravé tato reakce ma za dlsledek degradaci
nanocastic. Tento ptipad mizeme konkrétné pozorovat u nanocastic Zeleza.[9]

Aby se zabranilo Stépeni, potahuji se nanocastice uréitou biokompatibilni vrstvou,
ktera buriku zmate a cely proces degradace se znac¢né zpomali.[9]

Velikost pohlcované latky ndm taky urcuje, o jaky presny typ endocytdzy se jedna.
Existuji tfi typy endocytdzy.

e Fagocytdza
e Pinocytdza
e Endocytéza zprostredkovana receptorem

Fagocytdza neboli ,cell eating” spocivd ve vytvoreni tzv. panozek kolem relativné
velkého objektu a ndsledného vchlipeni. Panozky burika vytvari pomoci membrany.[13]

Pinocytdza (,,cell drinking”) je déj, pti kterém nedochdzi k transportu pouze latky, ale
i okolni tekutiny. Membrana vytvofi vacek kolem tekutiny s latkou. Timto zplsobem
burika pohlcuje kapaliny, malé ¢asti a v urcitych pfipadech i plyny.[13]

Poslednim typem endocytdzy je endocytdza zprostiedkovana receptorem, ktera je
podobna pinocytdze s jedinym rozdilem, Ze na membrdané je urcity receptor, na ktery se
dokazi navazat pouze specifické latky. Selektivnost latek k transportu vede k zrychleni
a zvyseni Ucinnosti celého procesu.[13]

Endocytosis
Phagocytosis Pinocytosis Receptor-mediated
endocytosis -
- * solid particle o * ]
. > * - Y
u *

¥
: +* ) R i
Pseudopodium Coated pit eceptar
@ Coat protein
Phagosome Vesicle

(food vacuole)

Coated vesicle

Obrazek €. 5: Znazornéni typl endocytdzy — zleva fagocytdza, pinocytdza a endocytdza
zprostiedkovana receptorem.[15]
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5. TOXICITA

Sledovani cytotoxicity je nedilnou soucdsti studia interakci nanocastic s bufkami.
PFi kazdém méreni je nutné zjistit vliv nanocastic na viabilitu bunécénych linii.[14]

5.1. VLIV VLASTNOSTI NANOCASTIC NA TOXICITU

Dalezitym faktorem miry toxicity jsou vlastnosti nanocastic.

Umisténi nanocastic v bunice urCuje predevsim velikost nanocastic. Vliv také ma
povrchovy ndboj, struktura nanocastice a nasledné i jejich koncentrace. Pokud je
koncentrace vysoka, nanocastice se shromazduji v panozkach vytvorenych
cytoplazmatickou membrdnou. Je-li ale koncentrace dostatecné nizka, nanocdstice
vytvori shluky v cytoplazmé kolem jadra. Z hlediska toxicity ale problém vznika az
ve chvili, kdy nanocastice proniknou do jadra.[9]

Dal$im ddleZitou vlastnosti v rdmci cytotoxicity je plocha povrchu. Cim je €astice
mensi a ma vétsi plochu povrchu, tim je i jeji toxicita vyssi.

Nejsnazsim zplisobem jak zjistit cytotoxicitu SPIO nanocastic, je provést test viability
—viz nize.[9]

5.2. TESTY VIABILITY

Mezi nejpouzivanéjsi testy viability patfi barveni Trypanovou modfi, MTT test Ci
fluorescencni barveni.[14]

Viabilitu mGzeme méfit i pratokovym cytometrem, fluorescencnimi sondami Ci
pomoci detekce integrity cytoplazmatické membrany.[16]

5.2.1. Trypanova modr

Trypanova modrf je barvivo obsahujici chromofor. Tento test funguje na principu
zbarveni mrtvych bunék. U téch totiz barvivo pronikne dovnitf pres poskozenou
cytoplazmatickou membranu a zbarvi je do tmavé modra. Membranou zdravych Zivych
bunék trypanova modf nepronikne. Po rozliseni se buriky mrtvé i Zivé spocitaji a pomoci
jednoduchého vzorce se vypocita viabilita.[9]
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5.2.2. MTT test

Zakladem MTT testu je reakce bunécnych enzym( s methyltetrazoliovou soli.
Konkrétné se jednd o enzymy mitochondrii. Klicovou roli hraje aktivita
mitochondridlnich dehydrogendz. Ta rozhoduje o zméné barvy roztoku. Aktivni
dehydrogendzy odpovidaji Zivym bunkam, které barvi roztok do fialova. Test se
vyhodnocuje spektrofotometricky méfenim absorbance. Méfeni probiha pfi vinové
délce 570 nm.[9] [14]

Zde muZeme i jednoduSe urcit toxickou davku materidlu, kterda odpovida
koncentraci, pfi které nastane bunééna smrt u poloviny bunék.

Problémem zde zUstavd mozné zkresleni dat kvlli probihajicimu metabolismu
buriky. Metabolicka aktivita buriky se mGze ménit i bez prfitomnosti pridané latky.[9] [14]
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6. VLIV GADOLINIA NA CYTOTOXICITU NANOCASTIC

Gadoliniem dopované nanocastice maji velké moznosti uplatnéni v mediciné —
hlavné ve snimkovani MRI. Jako kontrastni ¢inidlo by tyto nanocdstice fungovaly pétkrat
ucinnéji nez dnes pouzivané kontrastni Cinidlo. K tomu maji tyto nanocastice potencidl
spojit diagnostiku rovnou s distribuci [ékd. [2]

Z obrovského potencidlu gadolinia ve vyuZiti v bioaplikacich plyne, Ze bychom
potiebovali, aby gadoliniem dopované nanocastice mély co nejmensi cytotoxicitu a co
nejvyssi biokompabilitu.

V ramci teoretické reserse jsme zjistili, Ze u experimentd nebyly zjistény Zadné vlivy
na cytotoxicitu ani biokompabilitu. Vysledky viability bunéénych linii se pohybovaly
ve stejnych rozmezich jako u nanocastic nedopovanych.[17] [18] [19]

Proto mlZeme gadoliniem dopované nanocastice povazovat za velmi lukrativni jak
v oblasti diagnostiky rakovinovych bunék, tak v bioaplikacich obecné.[17] [18] [19]
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EXPERIMENTALNI CAST

7. CILPRACE

Po dostate¢ném teoretickém rozboru problematiky nanocastic, jsme se zaméfili na
experiment samotny.

Cilem toho experimentu bylo zjistit, zda ma gadolinium vliv na cytotoxicitu SPIO
nanocastic a pokud ano, jestli ma za efekt jeji snizeni ¢i zvyseni.

20



8. POUZITE MATERIALY A PRISTROJE

8.1. MATERIALY

V experimentalni ¢asti jsme pracovali s lidskymi fibroblasty (NIH 3T3) a kmenovymi
burikami ziskanymi z odebrané tukové tkané pacient pfi liposukci. V rdmci experimentu
se na tyto buriky aplikovaly SPIO nanocdstice nedopované ¢i dopované urcitym podilem
gadolinia. Jednalo se o magnetické nanocastice stabilizované CMC
(karboxymetylcelulézou). Gadoliniem dopované SPIO nanocastice byly pfipraveny
Upravou syntézy, kdy se béhem pfipravy nahradilo 5% a 10% iont( Zeleza ionty gadolinia
(GdOy). Tyto nanocastice byly pfipraveny v RCPTM pani doktorkou Mgr. Zdenkou
Medfikovou, Ph.D.

Jednotlivé nanocdstice méli velikost cca 30 nm a vytvarely tzv. superklastry o
velikosti pfiblizné 120 nm.

Obrazek €. 6: Snimek pouZitych SPIO nanocastic pofizenych transmisni elektronovou
mikroskopii (TEM)

Dalsi nezbytnosti pro praci s buiikami v rdmci in vitro experimentu bylo vhodné
médium, které se liSilo pro kazdy typ bunék. Dale jsme také pouzivali napfiklad roztok
trypsinu — stépiciho proteinu pro deadheraci bunék pro jejich nasledné pasazovani.

8.2. PRISTROJE A POMUCKY

K spravnému provedeni experimentu byly vyuZzity ndsledujici laboratorni pomucky -
kultiva¢ni lahve, spravné kalibrované pipety, kultivacni panely (desti¢ky) s jamkami a
mnohé dalsi.

Pro pozorovani bunék a jejich adherace a deadherace jsme pouzivali svételny
mikroskop Olympus IX 70.
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Dalsi neodmyslitelnou soucasti experimentu byl CO; inkubdtor s prostfedim pro
buriky co nejidedlnéjsim, tudiz co nejpodobnéjsi prostfedi in vivo — prostredi lidského
(zviteciho) téla. Ten nd$ mél nastavenou teplotu na 37°C spolu s 0 5% CO; obohacenou
atmosférou.

Veskeré prace s burikami a vzorky se provadély ve flow-boxu, ktery nam zajistoval
sterilni prostfedi a zastdval funkci chemické digestore pro bezpecnou praci.

Obrazek €. 7: Foto pouzivaného flow-boxu.
Pfevzato a upraveno z [14].

VyuZili jsme také pfistroje jako heater na ohfev trypsinu a MTT roztoku nebo vodni
[azné napfiklad na ohrevy média. A v neposledni fadé nesmime zapomenout na
spektrofotometr (TECAN | Control, Infinite 200Pro) s pfipojenym pocitaéem pro
samotné provedeni MTT testu.
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9. POUZITE METODY

9.1. KULTIVACE BUNEK

Kultivace bunék se nejprve provadi ve velkych nebo malych kultivaénich lahvich.
Ty se dle potieby pasazZuji a pravidelné se v nich vyménuje médium — viz nize.

Dostatek Zivin a ochranu pred infekci zajistuje pravé médium, které ma presné
sloZeni pro kazdy typ bunék.

Dulezitym aspektem viability bunék je i co nejvétsi omezeni ¢asu strdveného mimo
atmosféru inkubatoru.

Zda se nam bunky prosperuji a Uspésné adheruji kontrolujeme pravidelné vyse
zminénym svételnym mikroskopem. Jakmile mnoZstvi bunék dosahne 80% a vice,
provedeme pasaz.

9.2. PASAZOVANI

Pasazovani neboli rozsazeni bunék, provadime pfi vysoké konfluenci bunék
v kultivacni lahvi, kdy by nedostatek prostoru a Zivin vedl k deadheraci bunék a nasledné
bunécné smrti — tzv. kontaktni inhibice.

Nejprve si zahfejeme roztok PBS a médium ve vodni lazni na idealné 37°C. Dale si
v heateru ohrejeme zkumavku trypsinu, ktery se pro uchovani ucinnosti uchovava
v zmrazené podobé. Odsajeme z kultivacni ldhve médium a promyjeme buriky roztokem
PBS pro odstranéni zbytk( média. Pfiddme do kultivacni [dhve rozmrzly roztok trypsinu
a vloZzime lahev do inkubatoru. Diky trypsinu (Stépicimu proteinu) se ndm burky
deadheruji ode dna. Usp&snost deadherace zjistime na mikroskopu, kdy usp&$né
deadherovany fibroblast/kmenovad bunka ma kulaty tvar a ,plave” nam v lahvi.
Po deadheraci pridame malé mnozstvi média pro zastaveni procesu Stépeni a nasledné
polovinu média s burikami odsajeme. Poslednim krokem je, Ze doplnime médium podle
velikosti kultivacni lahve. Tim jsme vlastné zredukovali mnozZstvi bunék na polovinu
a dadvame jim prostor prosperovat a dal se mnozit.

9.3. VYMENA MEDIA
Pro viabilitu bunék je i nutna pravidelna davka Zivin, tudiz pravidelna vyména média.
Ta se provadi kazdé tfi dny.

Po ohfati média ve vodni lazni na 37°C, odsajeme veskeré médium z kultivacni lahve
a nasledné podle velikosti [ahve doplnime pipetou poZzadované mnozstvi ,Cerstvého”
média.
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9.4, POCITANI BUNEK

Pro sprdvné stanoveni viability je nutné mit stejny pocet bunék v kazdé jamce
kultivacniho panelu. My jsme vnaSem experimentu k pocitani bunék pouzivali
tzv. Blrkerovu komurku.

Jedna se o manualni pocitani bunék pod svételnym mikroskopem.

Birkerova komlrka se sklada z podlozniho sklicka s mfizkou a sklicka kryciho.
Po nakdpnuti nasi bunécné suspenze vlozime komUrku pod mikroskop. Tam po
dostatecném pfiblizeni a zaostfeni spocitame mnozstvi bunék v kazdém ctverecku
mfizky - konkrétné v péti ¢tvercich v horni pllce komurky a v péti dolnich. Poté seCteme
napocitané buriky ve vSech deseti ¢tvercich. Tento pocet vydélime deseti a vyndsobime
10°. Vysledkem je pocet bunék v mililitru suspenze.

9.5. ZNACENI BUNEK

Znacenim bunék nazyvame finalni ¢ast experimentu, kdy ke spocitanym zdravym
burikdm (20 000 bunék v 100 pul média v kazdé jamce 96-jamkové kultivacni desticky)
pfiddvam predem vypocitané mnozstvi vzorku SPIO nanodastic pro dosazeni nami
chténych koncentraci.

Jako prvni krok si rozesadime bunky z kultivaéni lahve do kultivaéniho panelu
s urcitym mnozstvim jamek. My jsme pouzivali panel s 96 jamkami.

Po dukladném propocitani potirebnych objeml vzork(l jsme vidy odebrali toto
mnoZstvi média a napipetovali vzorek do jamky k burikdm. Ddle uz dochdzi k interakcim
bunék se SPIO nanocasticemi — viz vySe v teoretickém rozboru.

Obrazek €. 8: Fotka bunék po aplikaci MTT roztoku. Krystalky MTT roztoku v burikdch maji za
nasledek modré zbarveni.
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10. POSTUP EXPERIMENTU

Cely experiment od pocitani bunék po samotné provedeni MTT testu trva tfi dny.
Samoziejmé pokud bereme v potaz i dostatecny ¢as pro kultivaci a dosazeni potifebné
adherace, viability a mnoZstvi bunék v kultiva¢ni lahvi, jednd se spiSe o tydny.

10.1. PRVNI DEN

Po ujisténi, Ze jsou bunky narostlé v dostatecném mnozZstvi a adherované, jsme
postupovali stejné jako pfi pasazovani bunék.

Nejprve jsme si zahtali PBS a médium. Poté rozmrazili trypsin. Po sprdvné deadheraci
jsme, misto odsavani poloviny objemu bunécné suspenze, cely objem suspenze pipetou
prenesli do zkumavky, kde jsme suspenzi poradné rozsuspendovali.

Nasledné jsme spocitali pocet bunék na mililitr pomoci Birkerovy komUrky. Nejprve
pod a poté nad kryci sklicko komUrky jsme napipetovali 10 ul suspenze.

Po uvézeni kolik jamek budeme k experimentu potiebovat neboli kolik druh( vzorku
budeme pouZivat, vypocitame, kolik bunék budeme k celému experimentu potrebovat
(na kazdou jamku pripada 20 000 bunék). Posléze jednoduchym prepoctem vypocitame
pocet mililitrl bunécné suspenze potrebné pro experiment.

Do kazdé jamky patfi objem 100 pl, tudiz doplnime do suspenze médium pro ziskani
potfebného objemu a ndsledné uz jen mnohokandlovou pipetou ,rozesadime” bunky
do jamek.

Kultivaéni panel se zaplnénymi jamkami ihned po dokonéeni kultivace vlozime
do inkubatoru. V tuto chvili mizZe provadét testy viability, protoze vime, Ze v kazdé
jamce mame objem 100 pl a pocet bunék priblizné 20 000.

10.2. DRUHY DEN

Po 24 hodinach stravenych v inkubatoru jsme zkontrolovali, zda jsou buriky Zivé
a adherované v kazdé jamce se suspenzi. Nasledné jsme buriky naznacili.

Jako prvni krok jsme si zvolili vzorky s urcitym obsahem gadolinia. Konkrétné jsme
pouzivali vzorky s5% a 10% obsahem Gd a vzorek nanocastic bez gadolinia.
Po promysleni, jaké vzorky budeme pouzivat, jsme si stanovili koncentrace jednotlivych
radkl kultivaniho panelu. Nase koncentrace se konkrétné pohybovaly v rozmezi
10 — 700 pg/ml SPIO.
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Po ustanoveni koncentraci a nami zndmé koncentrace zdsobniho roztoku SPIO
nanocastic (2 mg/ml) jsme si vypocitali objem zasobniho roztoku, ktery potfebujeme pro
dosazeni jednotlivych koncentraci.

Napfiklad pro koncentraci 500 pg/ml vime, Ze na 1 ml potfebujeme 0,25 ml 2 mg/ml
koncentrovaného roztoku. Tudiz na objem 100 ul, ktery mame v kazdé jamce,
potfebujeme 25 ul zdsobniho roztoku pro dosazeni koncentrace 500 pg/ml.

Takto si rozpocitame kazdou koncentraci a nasledné odebereme nami vypocitany
objem média, objem suspenze i se roztokem SPIO nanocastic musi byt poradd v kazdé
jamce 100 pl.

A O O O O ‘ ‘ 500 pg/ml

'00 000 @ T O o
;O O O O ‘ ‘ . u:fmT O 10%ad
E O Q O O ‘ ‘ /i ® nton
OO0 000 0 ...

G O O © O @ & . ug/ml

OO0 00Ce o

Obrazek €. 9: RozloZeni koncentraci vzork( na kultivacnim panelu.

10.3. TRETI DEN

Po dalSich 24 hodinach v inkubatoru se ptida do kazdé jamky 20 ul roztoku MTT
(formazan). Ten si nejprve nechdame rozmrznout v heateru podobné jako trypsin
pfi pasazovanis jedinym rozdilem, Ze ho pfikryjeme alobalem a pracujeme ve flow-boxu
se zhaslym svétlem. To z dlivodu, Ze tento roztok je citlivy na svétlo a jeho zbytecné
vystaveni svétlu by mohlo vést ke zkresleni vysledk(. Formazan pfidavdme bez odebrani
média.

Poté vloZzime cely panel na 4 hodiny do inkubatoru. Béhem této doby se ndm
suspenze zivych bunék v jamkach zabarvi do fialova vlivem pravé MTT roztoku.

Nasledné vyklepneme supernatant z desticky a pfiddme detergent (DMSO), ktery
nam rozpusti vzniklé krystaly roztoku formazanu. Cely panel vloZime na 15 minut
na elektrickou michacku.
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Poslednim krokem je vloZeni panelu do spektrofotometru,
vinovych délek (570 nm) a zméfeni intenzity absorbance.

Nasleduje uz jen pocetni zpracovani vysledka.

nastaveni spravnych
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11. VYSLEDKY

11.1. PRVNI TEST — FIBROBLASTY

koncentrace [pug/ml]

10

20

40

75

125

250

500

viabilita 0% Gd [%]

100

96,336

97,073

103,908

98,332

86,978

91,043

99,150

viabilita 10% Gd [%)]

100

86,293

81,268

83,226

82,474

79,928

78,260

85,057

odchylka 0% Gd

0

0,023

0,030

0,006

0,007

0,044

0,074

0,010

odchylka 10% Gd

0

0,048

0,009

0,021

0,016

0,004

0,111

0,014

Tabulka €. 1: Vypocitané viability pro jednotlivé vzorky s odchylkami 1.
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Obrazek €. 10: Graf zavislosti viability na koncentraci u vzorku SPIO nanocdstic s 0% obsahem

Gd

1.

Z grafu mGzeme vycist, Ze SPIO nanocastice bez procentualniho obsahu Gd jsou
biokompatibilni. Nejvétsi pokles viability jsme zaznamenali u koncentrace 125 pg SPIO
na 1 ml suspenze, kdy viabilita ¢ini (86,98 + 0,04)%.
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Obrazek €. 11: Graf zavislosti viability na koncentraci u vzorku s 10% Gd 1.

U dopovanych nanocastic s 10% Gd vidime uZ znatelny pokles viability od kontrolni
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Obrazek €. 12: Graf zavislosti viability na koncentraci u fibroblasti 1.
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Na obrazku ¢. 12 mGZeme porovnat hodnoty viability u dopovanych
a nedopovanych nanodcdastic. Je zde zfetelny rozdil. Viabilita nanocastic s gadoliniem je

niz$i nez u nanocastic bez gadolinia.

11.2. DRUHY TEST — FIBROBLASTY

koncentrace [pug/ml]

20

40

75

125

250

500

700

viabilita 0% Gd [%]

100

98,746

97,000 | 99,672

96,813

100,410

98,133

95,004

viabilita 10% Gd [%]

100

88,236

81,104 | 91,167

78,192

87,175

86,531

70,114

odchylka 0% Gd

0

0,017

0,016 | 0,020

0,026

0,008

0,038

0,064

odchylka 10% Gd

0

0,017

0,069 | 0,057

0,107

0,030

0,033

0,017

Tabulka €. 2: Vypocitané viability pro jednotlivé vzorky s odchylkami 2.

110

0% Gd

100

9

o

8

o

7

o

6

o

5

o

Viabilita [%]

4

o

3

o

2

o

1

o

Koncentrace [pg/ml]

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 75 125 250 500 700

Obrdzek €. 13: Graf zavislosti viability na koncentraci u vzorku SPIO nanoddstic s 0% obsahem
Gd 2.

U druhého testu mizeme znovu pozorovat biokompatibilitu nedopovanych SPIO
nanocastic. Hodnoty viability nam zde dokonce neklesnou pod 95%.
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Obrazek €. 14: Graf zavislosti viability na koncentraci u vzorku s 10% Gd 2.

evvs

nejvyssi koncentrace (700 pg/ml) a ¢ini (70,11 + 0,02)%.
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Obrazek €. 15: Graf zavislosti viability na koncentraci u fibroblasta 2.
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Z porovnani hodnot dopovanych a nedopovanych SPIO nanodastic vidime, dokonce
zfetelné&ji nez u prvniho testu, pokles hodnot viability u nanocastic s gadoliniem. Z toho
mUlzZeme usuzovat negativni vliv gadolinia na Zivotaschopnost bunék.

11.3. TRETI TEST = KMENOVE BUNKY

koncentrace [pg/ml]| 0 20 40 75 125 250 500 700
viabilita 0% Gd [%] | 100 |98,005 | 97,501 | 98,547 | 97,132 (99,740 | 78,176 | 84,240
viabilita 5% Gd [%] |100|97,636|92,790|77,019|75,445|91,978 | 69,023 | 62,098
viabilita 10% Gd [%] | 100 | 99,740 | 94,475 | 97,280 | 99,359 | 97,722 | 91,326 | 76,724
odchylka 0% Gd 0 | 0,045 | 0,039 | 0,001 | 0,010 | 0,015 | 0,076 | 0,022
odchylka 5% Gd 0 | 0,003 | 0,014 | 0,013 | 0,019 | 0,068 | 0,002 | 0,019
odchylka 10% Gd 0 | 0,022 | 0,000 | 0,019 | 0,021 | 0,003 | 0,019 | 0,098

Tabulka €. 3: Vypocitané viability pro jednotlivé vzorky s odchylkami 3.
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Obrazek €. 16: Graf zavislosti viability na koncentraci u vzorku SPIO nanoddstic s 0% obsahem
Gd 3.

U kmenovych bunék jsme zaznamenali pokles viability u vyssich hodnot

zde je (78,18 + 0,08)%.
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Viabilita [%]

Obrazek ¢. 17
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5% Gd - kmenové buriky
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Gd.

U méreni se vzorky s 5% obsahem gadolinia jsme zjistili vyrazny pokles

evvs

700

: Graf zavislosti viability na koncentraci u vzorku SPIO nanoédstic s 5% obsahem

pg/ml a €ini (62,10 + 0,02)%. Takto rapidni pokles miZeme pravdépodobné pfipsat
dalsi pfimési ve vzorku, kterd ma negativni vliv na Zivotaschopnost bunék.
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Obrazek ¢. 18: Graf zavislosti viability na koncentraci u vzorku s 10% Gd 3.
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Zatimco u nanocastic s 5% Gd jsme pozorovali jasny pokles viability, u nanocastic

evvs

koncentrace a ¢ini (76,7 £ 0,1)%.

MTT test - test €. 3 - kmenové buriky
110
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80 - i

70 - -

60 - -
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50 - -

Viabilita [%]

5% Gd
40 ! i

10% Gd
30 s s

20 - -
10 - -

0 20 40 75 125 250 500 700

Koncentrace [pg/ml]
Obrazek €. 19: Graf zavislosti viability na koncentraci u kmenovych bunék.

Pfi porovnani hodnot viability u 0%, 5% a 10% Gd vzorku miZeme pozorovat pokles
Zivotaschopnosti nejvyraznéji u vzorku s 5% Gd. Tato odchylka mohla byt zplsobena
hned nékolika zpUsoby.

MTT test neni stoprocentni a jeho vysledky jsou snadno ovlivnitelné vnitfnim
metabolismem buriky. Druhym ddvodem pro odchyleni dat mohla byt ndmi Spatné
provedena pfiprava bunék. Bunky nemusely byt zcela zdravé ¢i mohlo dojit k lehké
kontaminaci béhem pfiprav. DalSim dlivodem mohla byt pfitomnost jinych pfimési
v nanocasticich - napfiklad rGznych fluorescencnich barviv, které slouzila k jinym
experimentlm. V neposledni fadé musime zminit chyby zplisobené pfistroji.

Nejvhodnéjsim feSenim by bylo zopakovani experimentu s novymi vzorky. Takovou
moznost jsme bohuzel z divodu ¢asové tisné neméli.
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ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit, zda dopace nanocastic oxidU Zeleza gadoliniem ma
uréity vliv na jejich cytotoxicitu. Ukolem tedy bylo zkoumani procentudlni viability
u fibroblastl a kmenovych bunék po znaceni nanocasticemi oxidl Zeleza bez gadolinia
a s gadoliniem v rGznych koncentracich. To probihalo formou MTT testu.

Nase vysledky tedy naznacuji, Ze ani 5% ¢i 10% Gd ve vzorku SPIO nanocastic nema
vyrazny vliv na viabilitu fibroblastd. Pouze pfi vysokych koncentracich (700 pg/ml)
dochazi k poklesu viability o cca 30%. Tento materidl tedy mlzeme povaZovat
za biokompatibilni do koncentrace 500 pg/ml.

Velky potencidl gadoliniem dopovanych nanocastic poukazuje na to, Ze tomuto
tématu urcité stoji za to vénovat dalsi pozornost a pokra¢ovat v méreni, zejména zjistit,
zda ma dopace Gd vliv na kontrastni uc¢inek v metodé MRI.
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