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UVvVOD

Lécba nddorovych onemocnéni je stile velice aktualni téma, kterym se zabyva
nespocet védeckych odvétvi. Rychle se rozvijejici obor nanotechnologii nabizi novou
alternativu, kterd by mohla vést k tcinnéjsi 1é¢bé nddorovych onemocnéni.

V této diplomové praci predstavujeme koncept 1é¢ivé a zaroven kontrastni latky
propojujici jiz znamé antikarcinogenni tucinky mlééného proteinu laktoferinu
a vyhody superparamagnetickych nanocastic oxida zeleza. Cilem préce je zjistit, zda
nami pfipraveny komplex vykazuje antikarcinogenni G¢inky in vitro ¢i zda nema
vliv na viabilitu zdravych a nadorovych bunéénych linii.

N s N

Superparamagnetické nanocéstice oxidh Zeleza mohou byt samy o sobé tcinnou
latkou v boji proti rakovinovym bunikdm tzv. hypertermii. Nicméné v této praci byly
pouzity jako magnetické nosice lécivé latky, které se daji sledovat pomoci
magnetické rezonance (MRI). Navazany laktoferin ma jiz prostudované
antikarcinogenni tucinky a zéroven schopnost zmirnéni vedlejSich tucinkh
chemoterapii. [15][22][23][24] Navic tento protein je stejné jako jemu podobny
transferin schopen proniknout hematoencefalickou bariérou, ¢imz vznika moznost
pokroku v 1é¢bé problematickych gliomt, tedy nddord mozku. Déle diky dobré
odezvé magnetickych nanocastic na vnéjsi magnetické pole by bylo mozné cely
komplex pomoci magnetického pole navadét az k mistu nddoru a zmirnily by se tim

nezadouci vedlejsi tcinky.

Potencial tohoto komplexu v 1é¢bé rakoviny je tedy velmi rozmanity. Diplomova
préce se nejdfive zabyva teoretickou resersi a sezndmenim se s molekularni biologii
naddorovych bunék a fyzikdlni podstatou superparamagnetickych nanocastic
i se samotnym laktoferinem. Nasledné se prace zminuje o vysledcich dosavadnich
studii u podobnych komplex.

Druha cast diplomové prace se vénuje piipravé a charakterizaci komplexu
superparamagnetickych nanocastic oxida Zeleza s laktoferinem a nasledné in vitro
testovani tohoto systému na zdravych a nddorovych bunécnych liniich.



TEORETICKA CAST

1. NANOMATERIALY A NANOCASTICE

Z definice Evropské agentury pro chemické latky ECHA (European Chemical
Agency) pod pojmem nanomateridly rozumime: ,Chemické litky nebo materidly
sklddajici se z Cdstic, jejichz velikost se minimdlné v jednom rozméru pohybuje od 1 do 100
nanometrii.” [1]

Diky specifickym fyzikdlné-chemickym zméndm spojenym s nanorozmérem
nanomateridly ¢asto vykazuji jiné vlastnosti, nez ma jejich makroskopicka verze.
S touto zménou je spojena nutnost vyzkumu téchto vlastnosti a s nimi spojena
toxicita, nebezpec¢nost pro zivotni prosttedi, degradabilita atd. [1][2]

1.1. Specifické vlastnosti spojené s nanorozmérem

Rozdilné vlastnosti nanomateridlt jsou zptsobeny hlavné dvéma skupinami
jevl. Prvni skupinou jsou jevy spojené s koneénym rozmeérem castic neboli
kvantové jevy, kam patfi naptiklad superparamagnetismus ¢i jednodoménovost.
Jsou to jevy spojené s omezenim pohyblivosti elektronu neboli omezeni delokalizace
elektronu. Bud'to se jednd o omezeni v jednom rozméru - nanofilmy a nanovrstvy,
dvou rozmérech v pfipadé nanodrath ¢i ve vSech tfech rozmérech, jak je tomu
napiiklad u kvantovych tecek. V pfipadé kvantovych tecek (popf. nanocastic se
vSemi tfemi rozméry pod 100 nm) se tyto jevy projevuji ve formé diskrétniho
energetického spektra, které reprezentuje jednotlivé dovolené energetické hladiny,
na kterych se mtize elektron vyskytovat. To je dalsi odliSnost od objemovych verzi
materidld, které se vyznacuji spojitym energetickym spektrem (obrazek ¢. 1). [3][4]

10



T 2-D I-D  “0-D”

" 2

v

Energy

Density of states

&

Obrazek ¢. 1: Hustota elektronovych stavii pro makroskopickou verzi materialu (3-D),
nanofilmy (2-D), nanodraty (1-D) a kvantové tecky/nanocéastice (,,0-D”). Pfevzato z [5].

Druhou skupinou jsou povrchové jevy. Projevuji se zvysenim poctu atomd na
povrchu se zmensujicim se rozmérem ¢astice ¢i spinové vychyleni a vznik vyménné
anizotropie. Zvyseni poc¢tu atomt na povrchu ma hned nékolik dtsledk - zvyseni
schopnosti adsorpce na povrch ¢astic, poruseni vnitfni struktury na povrchu, vyssi
reaktivnost materialu atd. [4]

1.2. Superparamagnetické nanocastice oxid Zeleza

Obecné se oxidy Zeleza déli na hydratované (minerdly - goethit atd.)
a nehydratované formy. Mezi nehydratované formy oxida zeleza patii: [4]

o oxid Zelezity Fe:O3

o a-FexOs (hematit)

o P-FexOs

o Yy-FexOs (maghemit)

o &FexOs
e oxid Zeleznato-Zelezity Fe;O4 (magnetit)
e oxid Zeleznaty FeO (wiistit)

Oxid Zelezity ma ¢tyti faze. V pfirodé se ale vyskytuje pouze alfa a gama faze,
ato jak v podobé makroskopické, tak nanoskopické. Beta a epsilon faze se da
syntetizovat v nanoc¢asticové podobé. Syntéza je ale narocna a vzniklé nanocastice
jsou teplotné nestabilni, tudiZ se maji tendenci se vzrustajici teplotou modifikovat na
teplotné stabilnéjsi fazi. [4]
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Nejvyuzivanéjsimi oxidy Zeleza v nanotechnologiich jsou maghemit (y-Fe2Os)
a magnetit (FesOs). Diky jejich podobné struktute (jediny rozdil je obsah vakanci
v krystalické struktufe maghemitu) vykazuji i podobné vlastnosti a jejich vyuziti je
prakticky identické. Ve své makroskopické podobé se jedna o latky ferimagnetické.
Avsak pfi pfesunu do nanoskopického méfitka se magnetit i maghemit stavaji za
urcitych podminek latkami superparamagnetickymi. [4]

Mezi jedny znejdalezitéjsich  magnetickych  nanomateridld  patii
superparamagnetické nanocéstice oxidt Zeleza neboli SPION (Superparamagnetic
Iron Oxide Nanoparticles). SPION nabizi Siroké spektrum aplikaci v biomedicinské
oblasti - napt. zobrazovani pomoci MRI, cilené dorucovani 1éciv, znaceni bunék,
zaméfovani a oprava tkani, hypertermie. Sou¢asné mohou superparamagnetické
nanocastice oxida Zeleza zvysSovat tuc¢innost chemoterapeutickych 1é¢iv tim, Ze 1é¢ivo
doru¢i a uvolni az v cilené oblasti. Avsak i SPION maji v této oblasti svd omezeni.
Mezi né patii hlavné tendence vytvaret agregaty. Agregace totiZz vyrazné ovliviiuje
biokompatibilitu a superparamagnetické vlastnosti a zvysuje pravdépodobnost
fagocytézy burikami imunitniho systému (opsonizace). Samotné nanocastice oxid
zeleza jesté vyrazné zvysuji produkci volnych kyslikovych radikald (ROS - z ang].
reactive oxygen species), ¢imz zptsobuje oxidac¢ni stres. Tyto omezeni se daji ale
snadno obejit vhodnym obalenim nanocéstice. [6]

Podle priméru se nanocastice déli na nékolik kategorii: [7]

e SPIO - superparamagnetické nanocastice oxidli Zeleza s priimérem vétsim
jak 50 nm

e USPIO - ultramalé superparamagnetické nanocastice oxidt Zeleza
s pramérem mezi 10-50 nm

e VSPIO - velmi malé superparamagnetické nanocéstice oxidl Zzeleza
s pramérem pod 10 nm

Pro intravenézni podani nanocéastic se udava jako nejoptimalnéjsi velikost
nanocastic oxida Zeleza od 10 nm do 100 nm. Nanocastice s pramérem nad 200 nm

byvaji zpravidla odstranény z krevniho obéhu retikuloendotelovym systémem
(RES). [6]

Obecné jsou superparamagnetické nanocastice oxid(t Zzeleza diky své
biokompatibilité, biodegradabilit¢ a mnoha aplikacné atraktivnim vlastnostem
hojné vyuzivané ve vyzkumu vyuZiti nanomaterialt v mediciné - viz kapitola 3.3.
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2. NANOTOXIKOLOGIE

Za nanotoxikologii povazujeme védni disciplinu, ve které dochazi ke stanoveni
toxikologickych vlastnosti nanomaterialti s amyslem urcit, zda a poptipadé v jaké
mife miize nanomateridl pfedstavovat hrozbu pro spole¢nost i Zivotni prostiedi.
Diky malé velikosti maji nanomateridly jedine¢né chemické a fyzikalni vlastnosti
jako naptiklad vlastnosti magnetické, optické, elektrické a mechanické. Tyto nové
vlastnosti vytvari moznost vyuziti v mnoha aplikacich, ve kterych jsou jejich
objemové protéjsky nepouzitelné nebo prinejmensim nevyhodné. Zminéné vyuziti
lze nalézt napt. v medicing, elektronice, optice, energetice a v mnoha konzumnich
pripravcich. Ale i praveé kvili témto nové nabytym vlastnostem prichdzi nova rizika
pro spole¢nost a zivotni prostiedi. [8]

2.1. Fyzikalni a chemické vlastnosti ovliviiujici toxicitu nanomaterialt

Chovani nanocastic v riznych prostiedich je velmi komplexni a zahrnuje mnoho
procest. Velky vliv na vysledné chovani a toxicitu nanomateridlu maji pravé jeho
specifické vlastnosti. Mezi vlastnosti, u kterych je znamo, Ze ovliviiuji toxicitu
nanomaterialu, patfi: [8]

e velikost nanocastic

e obalovy material nanocastic

e specifickd velikost povrchu a povrchovy naboj
e tvar a struktura

e rozpustnost

2.1.1. Zavislost nanotoxicity na velikosti ¢astic

Nanocastice dokazi diky své malé velikosti proniknout bunéénymi membranami
a jinymi biologickymi bariérami do Zivych organismii a poskodit buriky. Jelikoz
vétsina studii potvrdila zvySenou toxicitu nanocéstic oproti jejich makroskopickym
protéjskiim, automaticky se zacalo predpokladat, Ze nano-verze materidlu ma vétsi
potencidl zptisobit skody. [8]

Doktorka Lankveld a kol. ve své studii potvrdili dtlezitost vlivu velikosti ¢astice
(konkrétné u stfibrnych nanocéstic) na jejich distribuci ve tkani. Akumulace
nanocastic v ur¢itém orgadnu muze vyrazné zvysit jejich toxické tcinky. Ve studii
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byla vypozorovana nejvétsi akumulace nanocastic o velikosti 20 nm v jatrech
a nasledné v ledvinach a sleziné. Zato u nanocastic o velikostech 80 nm a 110 nm
akumulace probéhla hlavné ve sleziné a nasledné jatrech a plicich. U ostatnich
organti nebyl pozorovan vliv velikosti nanocastic. Studie byla provedena na krysach.
Vysledné grafy popisujici distribuci nanocastic v jednotlivych orgénech po jedné
injekci stfibrnych nanocéstic (obrazek ¢. 2a) a po péti po sobé néasledujicich injekcich
(obrazek ¢. 2b) jsou vyobrazeny na obrazku ¢. 2. [9]
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Obrézek ¢. 2: Primérna koncentrace sttibra v jednotlivych organech krys a) po jedné
injekci, b) po péti po sobé nasledujicich injekcich. Pfevzato a upraveno z [9].

v v,

Studie provedend doktorkou T. M. Scownovou a kol. zase ukazuje, Ze nejnizsi
potencial k agregaci maji nanocastice stfibra s nejmensi velikosti (konkrétné se ve
studii porovnavali vysledky pro velikosti - 10 nm, 35 nm a 600-1600 nm). Souc¢asné
ale pravé tyto nejmensi nanocastice se v nejvétsi koncentraci vyskytovaly po
provedenti testu v zdbréch a jatrech zkoumanych ryb - Pstruhtt duhovych. [10]

Dalsi studie provedend doktorkou B. K. Gaiserovou a kol. zase porovnavala
akutni a chronickou toxicitu mikroc¢astic a nanocastic stfibra a oxidu ceric¢itého
(CeOy). Vysledky studie stanovuji tyto tmrtnosti. Pro stfibro v mikroskopické
velikosti pro koncentraci 0,1 pg/ml ¢inila amrtnost 13 %, zatimco pro koncentraci
1 pg/ml amrtnost byla uz 80 %. Pro nanocastice stfibra jsou ale hodnoty jiné -
pro koncentraci 0,1 pg/ml byla naméfena tmrtnost 57 % a pro koncentraci 1 pg/ml
se umrtnost vysplhala az ke 100 %. Zatimco nanocastice i mikrocastice CeO; se pii
téchto hodnotach neprojevily toxické. Méfeni bylo provadéno na Hrotnatkach
velkych neboli Daphnia magna. Ve studii se nasledné provadeélo cytotoxické méteni
na lidskych hepatocytech a na hepatocytech pstruha, kde se méfila nejnizsi
koncentrace, u které se na burkach projevila toxicita materidlu. Pro lidské
hepatocyty koncentrace byly 50 pg/ml pro nanocastice stfibra, 300 pg/ml pro
mikrocastice stfibra a vice jak 1 mg/ml pro nanocéstice i mikrocéstice CeOx.
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v v,

U hepatocytti pstruha se hodnoty lisily. NejniZsi toxické koncentrace byly 1 mg/ml
pro nanocastice sttibra a vice jak 1 mg/ml pro mikrocastice stfibra a nanocastice
i mikrocastice CeOs. [11]

2.1.2. Zavislost nanotoxicity na tvaru nanocastic

Ackoliv velikost c¢astic hraje nejvyznamnéjsi roli ve vysledné toxicité
nanomaterialu, dalsim ddlezitym faktorem je tvar a morfologie nanomaterialu.
Morfologie hraje i vyznamnou roli v kinetice nanocéstic a jejich transportu v daném
prostiedi. [8]

Vyznam vlivu tvaru nanocastice na toxicité byl ukazan ve studii pod vedenim
doktora Pala, kde bylo ukédzano, ze trojahelnikové nanoplaty stiibra byly vice
toxické a mély vétsi inhibi¢ni tcinky na Escherichia coli nez sférické ¢i ty¢inkovité

nanocastice stiibra. Tento vysledek lze pfifadit vétsi reaktivité a vyssi hustoté atom
na povrchu trojahelnikovych nanoplétt. [12][13]

2.1.3. Zavislost nanotoxicity na prostredi

Agregace a rozklad nanomateridlu v prostiedi jsou kli¢ové procesy pro chovani
a vyslednou toxicitu materidlu - hlavné tedy ve vodnich prostiedich. Tyto procesy
jsou z velké ¢asti ovlivnény uz zminénou velikosti a povrchovymi vlastnostmi
nanomaterialu, ale také se na nich vyznamné podili stabilita okolniho prostiedi.
Ta mize byt ovlivnéna hned nékolika faktory jako je naptiklad teplota, pH a iontova
sila. [8]

Studie vedena doktorkou Romerovou a kol. méfila stabilitu stfibrnych
nanocastic. Vysledkem bylo zjisténi, Ze s rostouci iontovou silou rapidné stoupa
agregace nanocastic v médiu. [14]

Doktorka Chavon R. Waltersova a kol. z Jihoafrické republiky zase poukdzali
v jejich méfeni na fakt, Ze pii rostoucich teplotach dochazi k vyssi toxicité praveé
kvali tvorbé mensich agregatt. [15][16]

Témito, a i jinymi studiemi [17] byl potvrzen vliv schopnosti agregace na
schopnosti proniknout nano¢astic do organismu a tim i na toxicitu materialu. [8]

UZ vyse zminénd studie provedena skupinou vedenou doktorkou Waltersovou
ukazuje vyznam teploty na vyslednou toxicitu nanomateridlu. [16][17]
K podobnym vysledktim dosla i studie vedena doktorkou Jingyu Liu a doktorem
Robertem Hurtem z Brownovy univerzity, kterd zas ukazuje vétsi rozpustnost
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(rozklad) nanocastic stfibra se zvySujici se teplotou, coz ma za dtsledek opét
zvysenou toxicitu. [18]

2.1.4. Zavislost nanotoxicity na povrchovém naboji a obalu

Povrchovy néboj je rozhodujicim faktorem pro disperzitu a koloidni stabilitu
nanoc¢astic a vyznamné ovliviiuje adsorpci ionth a biomolekul na povrch
nanocastice. [19]

Doktor Baalousha ve své studii ukazuje, Ze s rostoucim povrchovym nédbojem
dochéazi k desagregaci nanocastic FeO. [20] Podobny vliv nasvédéuje i studie
provedend doktorem Badawy a kol., kterd jasné ukazuje zavislost toxicity nanocastic
stfibra na velikosti povrchového naboje. [21]

S povrchovym ndbojem je nepfimo spojen i faktor obalu nanocastice. Mnoho
nanocastic se pravé pro zamezeni agregace a rozkladu, zmirnéni reaktivnosti
a obecné zvyseni biokompatibility obaluji. [8]

2.2. Mechanismy nanotoxicity

Toxicita nanomaterial@ byla proméfena v mnoha studiich in vitro se zjisténim,
Ze nanomateridly mohou mit nékolik negativnich efektti na funkcénost burnky od
naruseni zékladnich fyziologickych funkci po naruseni stavby buniky. Méfené jsou
efekty letdlni, kdy dochdazi k méfeni tmrtnosti bunék, tak efekty subletalni, kdy se
proméfuji vlivy toxicity na vyvoj buriky, rist, expresi genti, dychani, malformaci
buriky a napt. i miru oxida¢niho stresu. [8]

2.2.1. Oxida¢ni stres

Volné kyslikové radikaly (ROS) jsou pfirozend reakce butiky na nepfiznivé vlivy
i vedlejsi produkty nékolika bunéénych reakci. V malém mnozstvi se nejedna
o zadny problém a antioxidanty typu - vitamin C, vitamin E, zinek, selen apod. jsou
schopny tyto radikaly vychytat. V tu chvili se jedna o tzv. vratny oxidacni stres.
BohuZel pokud je produkce kyslikovych radikald p#ili§ velka ¢i je snizena obranna
funkce bunky (malé mnoZstvi antioxidant(i apod.) dochazi k imbalanci, kterd uz je
nezvratitelnd neboli k oxidacnimu stresu nevratnému. Typy oxida¢niho stresu
v zavislosti na koncentraci ROS, dobé a typu ptlisobeni ROS jsou vyobrazeny na
obrazku ¢. 3. [8][22]
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Obrézek ¢. 3: Grafy zobrazujici typy oxidac¢nich strest v zévislosti na koncentraci
volnych kyslikovych radikali a jejich typu plisobeni. Pfevzato a upraveno z [23].

Nadbyte¢nd produkce volnych kyslikovych radikald mtZze mit nékolik
negativnich dasledkt na fyziologické funkce buriky - napf. oxidativni modifikace
proteinti (ztrata funkénosti), vznik proteinovych radikala [24], lipidova peroxidace
(poskozeni membran) [25], zlomy na DNA a néslednd modifikace nukleovych
kyselin (oxidace DNA, mutace) [26], ovlivnéni exprese gent [27].
Vsechny tyto dtsledky nasledné vedou ke genotoxicité ¢i aplné apoptéze bunky.
[8][28]

Potencidlni role oxida¢niho stresu jako mechanismu toxicity byla tedy
prozkoumana hned nékolika autory. Napiiklad uz dfive zminéna studie vedena
doktorkou Waltersovou a kol. zkoumd oxida¢ni stres (konkrétné enzymovou
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aktivitu antioxidanttl) pfi sedmidennim vystaveni stfibrnym nanocasticim
o velikosti ptiblizné 100 nm a koncentracich 10 pg/ml a 100 pg/ml. Autofi zjistili
jasnou zavislost miry oxida¢niho stresu na koncentraci nanocastic. [16]

Dalsi studie pod vedenim doktorky Gillian Federici zkouma miru oxida¢niho
stresu pri dvoutydennim vystaveni nanocasticim TiOz o velikosti pfiblizné 21 nm
a koncentracim 100 pg/ml, 500 pg/ml a 1000 pg/ml. [29]

Pocet kyslikovych radikalt byl méfen konkrétné pfes mnozstvi potencionalniho
mutagenu MDA (malondialdehyd) vznikajictho pfi lipidové peroxidaci.
Mnozstvi MDA se d4 totiz velmi jednoduse stanovit spektrofotoskopicky pomoci
metody méfeni TBARS (z angl. thiobarbituric acid reactive substances = reaktivni
slouceniny kyseliny thiobarbiturové), kdy pfi reakci kyseliny thiobarbiturové
a malondialdehydu vznikaji barevné adukty, jejiz mnozstvi se spektrofotoskopicky
vyhodnoti. [8][30]

Z grafti na obrazku ¢. 4 lze vy¢ist hodnoty kyslikovych radikaltt (konkrétné
TBARS) v a) zdbrach, b) stfevu, ¢) mozku a d) jatrech Pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss), kde je jasné zndzornéna zavislost na koncentraci nanocastic
TiOx. [29]
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Obrazek ¢. 4: Zavislost koncentrace reaktivnich sloucenin kyseliny thiobarbiturové
(TBARS) na koncentraci nanocastic TiOz v (A) Zabréch, (B) sttevu, (C) mozku a (D) jatrech
Pstruha duhového po dvoutydennim vystaveni 0 pg/ml (bily sloupec), 100 pg/ml (Sedy
sloupec), 500 pg/ml (Srafovany sloupec) a 1000 pg/ml (¢erny sloupec). Pievzato z [29].
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2.2.2. Ekotoxicita

Potencidl ekotoxicity nanomaterialt vzbudil obecny zdjem vefejnosti
a odstartoval mnoho védeckych debat o rizicich a benefitech téchto materiald.
Diky tomu v poslednich letech vzniklo mnoho studii na zjisténi ekotoxikologickych
efektt pouzivanych nanomateridlt. Podstatna cast se soustredila na vliv
nanomateridlt na vodni organismy. Bylo zjisténo, Ze nanomateridly (v tomto
pfipadé konkrétné nanocastice) mohou byt toxické pro bakterie, fasy, bezobratlé,
ryby i savce. BohuZel diky provadéni testi na omezeném mnozstvi druhti Zivocichi
je spektrum vysledki méfeni ekotoxicity nanomateridlt velmi tzké. Vétsina nyni
provadénych ekotoxikologickych testti se provadi na Hrotnatkéach velkych (Daphnia
magna). Tyto korysi totiz pfedstavuji most mezi fasami a rybami, tudiz se zvysuje
obecna relevantnost studie. [8]

Obecneé se studie shoduji, ze nanomateridly vykazuji vyssi ekotoxicitu nez jejich
makroskopické protéjsky, coz vedlo k pfedpokladu, Ze nanomateridly predstavuji
vétsi potencialni hrozbu pro Zivotni prostredi. [8]

Jedna ztéchto studii naptiklad ukazuje rozdil v toxicité pro nanoskopické
a mikroskopické verze nékolika materialti. Autofi métili koncentraci, pfi které
dochazi k thynu 50 % Had'atek obecnych (Caenorhabditis elegans) z kmene hlistnic po
24 hodinach od naznaceni. Pro nanocastice Al2Os je tato koncentrace 82 pg/ml,
zatimco pro mikroskopické AlOs je koncentrace téméi dvojnasobna - 153 pg/ml.
U oxidu titanic¢itého TiO2 zas nanocastice dosahovaly koncentrace 80 pg/ml
a mikroskopické ¢astice az 136 pg/ml. [31]

2.2.3. Genotoxicita

Diky schopnosti nanoddstic proniknout bunéénymi membranami, maji
nanocastice schopnost poskodit geneticky material buniky. [7][8] Pravé z tohoto
diévodu bylo provedeno nespocet in vitro studii pro definovani mozné genotoxicity
nanomaterialt. Mezi zjisténé genotoxické efekty nanomateridld se fadi
napr. fragmentace chromozomi, zlomy na DNA, bodové (genové) mutace, adukty
na DNA a alterace v expresi gent, které mohou spustit ¢i podpofit mutagenezi
a karcinogenezi. [32]
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Genotoxicita se déli na: [32]

e primarni - tedy vznikajici pfi pfimé interakci nanomateridlu s DNA
po internalizaci nanomateridlu do butiky

e sekundarni - vznikajici jako disledek oxida¢niho stresu a generace
vysokého mnozstvi ROS

Studie provedena doktorem Paul ]J. Oberholsterem a kol. se zabyvad méfenim
genotoxicity a jeji zavislost na koncentraci u nékolika typi nanomateridl. Méfeni
bylo provedeno na larvach pakoméart Chironomus tentans. V této studii byly méfeny
zlomy na DNA jako indikatory genotoxicity. Pouze ¢tyfi z vybranych nanomaterialt
nevykazovaly toxicitu. Jednd se o amorfni Fe;Os pfi koncentraci 5 pg/kg, silica fume
(pti koncentracich 5 pg/kg a 50 pg/kg), Sb20s (koncentrace 5 pg/kg) a kalcinovany
kifemen (koncentrace 5 pg/kg). Zato nejnizsi viabilita (13%) byla naméfena pro
vzorek y-alumina pfi nejvyssi koncentraci 5000 pg/kg. Vysledkli si miizete
povsimnout na obrazku ¢. 5. [33]
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Obrazek ¢. 5: Graf viability pro jednotlivé nanomaterialy a koncentrace. Pfevzato z [33].
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Koncentrace neni jediné, co ovliviiuje vyslednou genotoxicitu. Vliv ma naptiklad
také velikost nanocastice. Bylo provedeno nékolik studii, které poukazuji, ze mensi
nanocastice (napf. 10 nm TiO2 nanocastice) zptlisobuji vétsi chromozomalni skody
nez nanocastice vétsich rozméra (napt. 200 nm TiOz). [8][34] Tento efekt neni pouze
zpusoben schopnosti mensich nanocastic proniknout do buriky a do jadra,
ale i zvySenou reaktivitou mensich nanocastic. [35][36]

Dalsim faktorem ovliviiujici genotoxicitu je obal nanocéstice. Na tomto efektu
postavil svou studii doktor Hong a kol., ve které naméfili zvysené zlomy v DNA pfi
obaleni superparamagnetickych nanocastic oxidi Zeleza obalem s pozitivnim
nabojem. Zato u obalil s negativnim nabojem byl vliv na genotoxicitu zanedbatelny.
[37]

Podobné studie vedena doktorem Lui a kol. ukazuje hned nékolik genotoxickych
vysledk@i u nanocéstic oxidd zeleza podle jednotlivych obaleni nanocastic.
Polyethylenglykol (PEG) vykazoval zvySenou genotoxicitu vedouci az
k mutagenezi, zatimco napt. interfdze pevnych elektrolyti (SEI) nezptsobila zadné
zvyseni genotoxicity. [38]

3. VYUZITI NANOTECHNOLOGII V MEDICINE

3.1. Nanotechnologie pro medicinské vyuZiti

Nanotechnologie jsou pfimo spojeny s rozvojem mediciny. Hlavnim d@ivodem je,
Ze véts§ina pro medicinu relevantnich procesti probiha pravé v nanoméfitku -
napt. bunééné signdly, aktivita enzym@t a bunéény cyklus. Nanotechnologie
poskytuji nastroje pro pochopeni struktury tkani, tudiZz nabizi i moZnost syntézy
biomaterialt pro jejich 1é¢bu ¢i tplnou nahradu. [39]

Vsechny tyto vyhody poskytnuté rozvojem nanotechnologii umoZziuji i vytvaret
cilené léky, které presné reaguji s jednotlivymi proteiny a nukleovymi kyselinami
zodpovidajicimi za danou poruchu ¢i onemocnéni. Dalsi moZnosti je doprava
organickych makromolekul na jejich dané reakéni misto a jejich ochrana pied
degradaci a imunitni odpoveédi téla. [39]

3.2. Potencialni vyuZiti nanotechnologii v mediciné

Ackoliv predstavy neodborné vetejnosti na budouci vyuziti nanotechnologii

v mediciné jsou zatim neredlné (nanoboti provadéjici operace atd.), potencial
nanotechnologii v tomto odvétvi je obrovsky. At uz se jedna o snizovani nakladt
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a zvySovani efektivnosti jiz existujicich 1ékt, pokrok v diagnostice ¢i vyzkum
novych léciv. [39]

3.2.1. Cilené dorucovani lé¢iv

Existuje mnoho moZznosti, jak zvysit efektivitu 1é¢iv a omezit vedlejsi tcinky léc¢iv
pomoci nanotechnologii. Pfikladem mtazou byt: [39]

e enkapsulace nanoc¢astic pomoci polymerti s absorbovanym lé¢ivem
e vétvené nanocésticové systémy s kovalentné navazanymi 1écivy

e umeélé ¢i pfirodni micely (lipozémy) obsahujici nanodavky
nerozpustného ¢i toxického 1éc¢iva

Navic diky moznosti kontrolovani velikosti a obalu nanocéstic je moZzné
optimalizovat nanocastice jako nosi¢e nerozpustnych a hydrofébnich 1éc¢iv. [39]

Velikost ¢4stic mezi 10 nm a 100 nm je totiZ pro dorucovani 1é¢iv idedlni. Céstice
mensi nez 10 nm byvaji odstranény z krve filtraci v ledvinach a ¢astice nad 100 nm
se zase zpravidla akumuluji v orgénech jako jsou jatra nebo zlu¢nik. U vétsich ¢astic
miize také dochdazet k zablokovani krevnich kapilar v plicich ¢i jinych organech
a ke vzniku embolie. [39]

Nasledné uvolnéni 1é¢iva mtize byt kontrolovano pomoci pH s vyuzitim faktu,
ze pH v nddorovych tkénich je niz$i nez pH tkdni zdravych. Dalsi moZznosti je
funkcionalizace povrchu nanocéstice specifickymi latkami, které umozni lokalizaci
nanocastic v nddoru ¢i jiné cilené tkani. Po doruceni lé¢iva do vybrané oblasti dojde
k uvolnéni pomoci aplikace urcité ¢asti spektra elektromagnetického zateni. [39]

Konkrétni studie provedené na nanocasticich oxidd zeleza jsou popsany
v kapitole ¢. 3.3.2.

3.2.2. Pokrok v diagnostice

Kontrolovatelnd syntéza nanocastic poskytuje moznost vytvafeni novych
kontrastnich latek a néstroji k diagnostice. Ty zpravidla poskytuji vice citlivé
a selektivni zobrazovani az na troven buné¢nych procesti. [39]

Velky pokrok byl zaznamenan hlavné u magnetickych nanocastic - viz kapitola
¢.33.1
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3.3. Vyuziti nanocastic oxidti zeleza v mediciné

Je obecné zndmo, Ze nanocéstice oxidt Zeleza maji vhodné vlastnosti pro jejich
vyuziti v mediciné. Mezi tyto vlastnosti spada: [7][40]

e potencial proniknout neporusenou hematoencetalickou bariérou
e prodlouzeny plazmovy polocas

e minimdlni nezddouci t¢inky - nizka toxicita

e moznost funkcionalizace povrchu

e superparamagnetické vlastnosti

e schopnost byt pohlceny fagocytujicimi butikami

3.3.1. Kontrastni latky pro zobrazovani MRI

Na rozdil od ostatnich kontrastnich latek pro zobrazovani pomoci MRI
magnetické nanocéstice oxid Zeleza se daji zobrazit nejen pomoci magnetické
rezonance, ale i pomoci svétla ¢i elektronové mikroskopie, coZ umoznuje presnou
lokalizaci v tkani (napi. nervové tkani). Bylo provedeno nékolik studii na porovnéni
kontrastnich latek zalozenych na paramagnetickych vlastnostech gadolinia
a kontrastnich latek obsahujicich nanocastice oxidd Zeleza, konkrétné napriklad
komercéné dostupné nanocastice Ferumoxtran-10 (USPIO potazené dextranem).
Jejich vysledkem byl viditelny zvySeny signal ziskany z nadorovych tkéni, které
nebyly s ¢inidlem obsahujicim gadolinium viditelné. To je pravdépodobné
zpusobeno prodlouzenym plazmovym polocasem a efektivnim usazovanim
a akumulaci v burikach. [7]

S nanocasticemi oxid@ Zeleza byly také provedeny studie na pacientech po
prodélani ischemické cévni mozkové prihody. Napiiklad klinické testy provedené
skupinou védcii pod vedenim Andrease Saleha ukazuji zvySeni kontrastu na hranici
poskozené casti mozkové tkané. Zvyseni signalu je diasledkem intravaskuldrni
retence (udrzeni média uvnitt cév) a omezeni extravazace (inik média mimo cévu),
které zajistuji lepsi kontrast mezi cévou a okolni ¢asti s minimalnimi nezadoucimi
acinky. [41]
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3.3.2. Dorucovani léc¢iv

Dalsi studie vyuzivaji nanocéstic jako nosi¢ti doxorubicinu (Dox) v 1é¢bé nadort
napt. mozku. Doxorubicin je chemoterapeutickd 1é¢iva latka, ktera zastavuje syntézu
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA). Bohuzel diky
svému naboji je velmi limitovan jeji priachod pres hematoencefalickou bariéru
po intravenéznim podani. Biodistribuce nanocastic obalenych PBCA (jednim
z pouzivanych poly(alkyl-kyanoakryléat(i)) snavdzanym doxorubicinem byla
studovana nékolika védeckymi skupinami. [7]

Doktor Couvreur a kol. ukézali, Ze diky PBCA-SPIO dochazi k mensi akumulaci
Dox v srdci. Coz je velmi dilezity disledek, jelikoz vysoka kardiotoxicita je jedna
z hlavnich nevyhod pro in vivo vyuziti samotného doxorubicinu. [42]

Stejné skupina doktora Alexandra E. Gulyaeva demonstrovala, Ze nanocastice
potazené PBCA dokazi po intravendéznim podani dopravit vysoké koncentrace
doxorubicinu do mozku. Zajimavé je, ze oproti nanocasticim bez obalu, PBCA-SPIO
prokazuji mensi akumulaci v organech retikuloendotelového systému (systému
fagocytujicich bunék rozmisténych po téle) - jako jsou napf. jatra, slezina
a lymfatické uzliny. [43]

Efektivnost 1é¢by pomoci PBCA-SPIO ukazuje studie provedena doktorem
Sebastianem C.]. Steinigerem a kol. Vysledkem této studie je fakt, Ze vice jak 20 %
zvifat, konkrétné krys s intrakranidlnim (nitrolebe¢nim) glioblastomem, 1é¢enych
intraven6zné pomoci Dox-PBCA-SPIO prezilo pres 180 dni. Zatimco nelécend
kontrolni skupina se doZivala v praméru 10-20 dni. [44]

3.3.3. Hypertermie

Metoda hypertermie spocivd v aplikaci stfidavych magnetickych poli na
nanocastice, ¢imz se diky magnetickym ztratdim generuje teplo. Ke generaci tepla
dochézi v misté nadoru, kde se teplota udrzuje vétsinou mezi 42-46°C. Vysledkem
je zvySeni citlivosti nddorovych bunék na 1écbu (chemoterapeutickou,
radioterapeutickou) az po smrt nadorové buriky. Diky angiogenezi (jednomu
ze charakteristickych znakt nddorovych bunék - viz niZe) maji nddorové tkané jinou
krevni stavbu neZ tkané zdravé, coZ naddorim poskytuje dostatek Zivin pro jejich
neustalé déleni, ale zarover je ¢ini citlivéjsimi na zvysenou teplotu. [40][45]

Nanocéstice oxidl Zeleza ziskaly velkou pozornost jako mozné médium pro
lé¢bu naddort hypertermii. [45] Existuje cela fada dal$ich materiald, ktera se v dnesni

24



dobé testuji jako potencidlni média na lé¢bu hypertermii - napt. FePt, ferity kobaltu,
slouc¢eniny NdFeB atd. AvSak vyhody maghemitu a magnetitu jsou ziejmé: [46]

e vétsi odolnost proti oxidaci oproti kovovym nanocasticim
e vysokd magnetizace

e produkce mensiho mnozstvi ROS (biokompatibilita)

e relativné zndmy metabolismus (biodegradabilita)

Superparamagnetické nanocastice jsou vhodné obaleny (napif. dextran) pro
zabrédnéni agregace a rozsuspendovany ve fyziologickém roztoku (0,9% roztok
NaCl). Nasledné jsou vpichnuty do cilené tkané, kde jsou zahfivany. Navic SPION
slouzi jako kontrastni média pro MRI (viz vyse), ¢imz vznika dudlni 1é¢ivo, které pii
terapii poskytuje rovnéz moznost diagnostiky. [45]

Vyhodou hypertermie také je, Ze na rozdil od uziti blizkého infracerveného
zateni pro zahfev, metoda hypertermie neni negativné ovlivnéna hloubkou cilené
oblasti, jelikoz télo je obecné zcela transparentni pro magnetické pole. [45]

Doktor Matsumine a kol. provedli jednu z prvnich klinickych studii na aplikaci
hypertermie u pacienti s kostnimi metastdzemi. Lécba spocivala v prvotnim
chirurgickém zakroku, ndsledovaném implantovdanim kostniho cementu na bazi
fosfore¢nanu vapenatého (CPC - z angl. calcium phosphate cement) smichaného
s magnetickymi nanocasticemi. Studie byla provedena na 23 pacientech
prezentujicich 25 kostnich metastazi. Ti byli 1é¢eni metodou hypertermie kazdé dva
dny po dobu 15 minut zac¢inajice osmym dnem po chirurgickém zékroku (byl pouzit
generator magnetického pole o vystupni frekvenci 1,5 MHz). Vysledkem studie bylo
zjisténo, ze 32 % metastazi bylo redukovano a byl u nich dokonce pozorovan narast
nové kostni hmoty (obréazek ¢. 6). U 64 % metastazi nebyl zaznamendn zadny rtst
¢i tvofeni novych metastdzi po vice jak tfi mésice. A pouze u 4 % metastazi byla
zaznamenana slabd odpovéd na lé¢bu. Tyto hodnoty jsou srovnatelné s vysledky
lécby propojujici chirurgicky zakrok s radioterapii, tudiZ poukazuji na potenciél
lécby hypertermii. [47]
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3 mésice po operaci

Obrazek ¢. 6: Rentgenové snimky metastazi rakoviny moc¢ového méchyie v pazni kosti -
a) pied operaci, b) po odstranéni léze, vyztuzeni draty a vyplnéni CPC s nanoc¢asticemi
magnetitu, c) po tiimeési¢ni 1é¢bé hypertermii - tvorba nové kostni hmoty je zvyraznéna

Sipkou. Pfevzato a upraveno z [47].

Byly provedeny i dalsi studie, kde byl potvrzen pozitivni efekt hypertermie na
redukci nadorti ¢ prodlouzeni doby Zzivota pacientd (napf. u multiformniho
glioblastomu ¢i rakoviny prostaty). [46][48]

4. RAKOVINA A JEJf PODSTATA

4.1. Co je to rakovina?

Rakovina je skupina onemocnéni charakteristickd neregulovatelnym bunéénym
délenim. Je znamo vice jak 100 druht rakoviny. O ktery druh se jedna, urcuje tkar,
ve které nddorové bujeni priméarné vzniklo - napt. rakovina plic, prsu, prostaty atd.
[49][50]
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Priblizné 85 % nadorovych onemocnéni maji sviij ptivod v epitelidlnich burikach.
Takto vysokd hodnota je zptisobena castym délenim bunék epitelu.
Pravdépodobnost mutace genu a nasledného vzniku nadoru je tedy logicky vétsi nez
u bunék, které se prakticky nedéli, jako jsou naptiklad nervové a svalové buriky.
Néadorova onemocnéni vznikla v epitelidlnich burikdch se nazyvaji karcinomy.
Dalsi kategorii naddorovych onemocnéni jsou sarkomy, které maji svlij ptavod
v mezodermalnich burikdch neboli v butikdch pojivové tkédné (kost, sval atd.).
Posledni kategorii jsou adenokarcinomy, které vychazi z glandularnich (zlazovych)
bunék (napf. rakovina prsu). Na ptvodni tkdni onemocnéni také zavisi vhodny

MoV

postup lécby a vétsinou i pfi¢ina vzniku nadoru. [49][50]

Pres veskerou odliSnost jednotlivych kategorii nadorovych onemocnéni lze
definovat Sest zakladnich charakteristickych znak@t nadorovych bunék:

1. Autonomie v produkci raistovych signalt nadorovych bunék

Zdravé bunky k déleni potfebuji vnéjsi rtstové signdly. Tato potfeba ale
u nadorovych bunék mizi, coZ pfispiva k neregulovatelnosti bunécného déleni.

2. SniZena citlivost na inhibic¢ni riistové signaly

Inhibiéni rastové signdly zajistuji u zdravych bunék homeostdzu neboli
schopnost udrZovat stabilni vnitfni prostfedi. Dalsi roli maji v zastaveni buné¢ného
déleni u poskozenych bunék. U bunék nadorovych ale selhavaji.

3. Poruchy apoptozy

v, 2

Apoptodza je programovand bunééna smrt, tedy mechanismus slouzici ke zniceni
bunék s poskozenou genetickou informaci ¢i bunék napadenych patogenem.

4. Bezprahovy replikacni potencial (imortalizace)

Zdravé buriky maji kone¢ny omezeny pocet déleni. Toto kone¢né ¢islo je déano
zkracovanim telomer (konci chromozomd) pt#i replikaci DNA. U bunék
nadorovych, ale vlivem mutace ke zkracovani telomer nedochazi. Jedna se o hlavni
pri¢inu neregulovatelnosti buné¢ného déleni.

5. Angiogeneze

Angiogeneze neboli neokapilarizace je proces novotvorby krevnich kapilar.
Nadorové burky stimuluji okolni tkan k rtstu cév pro dostatek Zivin ke svému
neustalému déleni.

6. Schopnost tkanové invazivity a metastazovani

Zdravé buriky zastavaji (vétsinou) ve své ptavodni tkdni a nemigruji po téle.
Buriky nadorové mohou mit schopnost migrace mezi tkanémi. Diky této vlastnosti
1ze rozlisit dva typy nadori: [49]
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e maligni - nddor putuje po téle a vytvari metastaze

e benigni - nddor nemé schopnost migrovat

4.2. Rakovina a buné¢ny cyklus

Bunécny cyklus je cyklus, kterym si prochézi butika od jednoho déleni po dalsi.
Sklada se z nékolika pfipravnych fazi (interfaze) a nasledného bunécného déleni
(nejcastéji mitéza). Obecné se bunécény cyklus déli na 4 zakladni faze: [50]

» G faze

Zde dochédzi k réstu bunky (zdvojnasobeni bunécné hmoty) a obecné se
pripravuji nukleotidy a enzymy pro replikaci DNA v S fazi. Na konci této faze se
nachdzi dalezity kontrolni bod, kde butika pomoci signdlnich drah kontroluje
dostatek zivin a neporusenost DNA pro replikaci. Pokud burtika zjisti jakékoliv
poskozeni, cyklus prechdzi do Go faze, tedy proces déleni je zastaven.

o Sfaze
Dochéazi k replikaci DNA.
o Gafaze

V této fazi se zdvojuji organely a tvoii se struktury nutné pro déleni (napi.
mitotické vieténko).

e mitoza

Samotné déleni buriky. Sklada se z karyokineze (déleni jadra) a cytokineze
(déleni cytoplazmy).

N

Pfechody mezi fazemi jsou fizeny vnitfnimi a vnéjsimi chemickymi signdly.
Pokud dojde knesprdvné interpretaci signalu ¢i neschopnosti na né fadneé
zareagovat, muZe dojit k transformaci butiky zdravé na buriku nddorovou. Regulace
bunééného cyklu spociva v kontrolnich bodech mezi fazemi. V téchto bodech
dochézi ke spousténi signdlnich drah, které kontroluji aspekty nutné pro zdravé
bunécéné déleni - dostatek zivin, DNA bez poskozeni atd. Pokud se zjisti problém,

dochézi k zastaveni buné¢ného cyklu v kontrolnim bodé. [50]
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Obrazek ¢. 7: Schéma bunécného cyklu. Prevzato z [51].

Dilezitou roli zde hraji dva druhy proteint - cykliny a cyklin dependentni
kinazy (CDK). Ty tvorbou komplexti mezi sebou zajistuji postup kontrolnimi body
a ptechod do dalsi faze bunééného cyklu. CDK jsou katalyticky aktivni sloZzky, které
reguluji aktivitu proteinti pfenesenim fosfatové skupiny. Schopnost této fosforylace
zavisi na pfitomnosti cyklint. Bez cyklinti se nemtize vytvotit komplex cyklin-CDK
a CDK zistava neaktivni. Lze tedy fici, Ze pro spravnou funkénost bunééného cyklu
je nutny sttidavy vznik a rozpad komplexu cyklin-CDK. U nddorovych bunék ale
tento mechanismus nefunguje. To mize byt zptsobeno naptiklad mutaci v genech
kodujici cykliny nebo CDK ¢i v genech kédujicich proteiny, které jsou zodpovédné
za fadnou reakci na komplex cyklin-CDK nebo za regulaci mnozstvi vznikajicich
komplexti cyklin-CDK. Mtze dojit i k nékolika mutacim soucasné. Vysledek ale
zlstava stejny, buitka neni schopna regulovat svlij bunécny cyklus a stiva se
nadorovou. [50]

Jednim z nejdilezitéjsich kontrolnich bod@ je START neboli bod restrikce
nachazejici se na konci G; faze pred vstupem do faze replikace DNA (S faze).
Praveé v tomto bodé inhibi¢ni proteiny, které maji schopnost vnimat poskozeni DNA
nebo nedostatek Zivin, jsou schopny zabrzdit komplex cyklin-CDK a zabranit vstupu
buriky do S faze, dokud nebude DNA opravena ¢i burika dostatecné vyzivena. Tim
se zabrani replikaci a pfenosu poskozené DNA do dcefiné buriky. Nadorova burika
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ma tento kontrolni bod nefunkéni, a proto dochazi k replikaci poskozené DNA do
bunék dcetfinych, tudiz vSechny butiky z ni vzniklé jsou také butiky nadorové.
Béhem nékolika bunéénych cykltt miize dochazet k akumulaci mutaci a zptisobeni

S A

dalsi deregulace buné¢ného cyklu. [50]

4.3. Geneticka podstata rakoviny

Dnes diky pokroku v oblasti molekularni genetiky vime, Ze rakovina ma
genetické pficiny. Ale i dfive existovalo nékolik diikazii nasvédc¢ujicich, ze vSechny
buniky vzniklé z buriky nddorové jsou také nadorové. Nebo Ze existuji viry ¢i latky
zpusobujici mutace DNA, které mohou indukovat tvorbu nadorového bujeni.
A v posledni fadé i dédi¢nost urcitych typtt nddorovych onemocnéni v rodinéch.

V 80. letech byly poprvé vysledovany specifické genetické defekty, které
zapfi¢inuji nddorové onemocnéni. Zjistilo se, ze pro transformaci zdravé butiky
v nddorovou je potfeba hned nékolik genetickych defektti. Posléze se identifikovaly
dvé skupiny genti, které pfi mutaci pfispivaji ke vzniku nddorového onemocnéni.
Prvni skupinou jsou geny, které po mutaci aktivné podporuji bunécny cyklus
a nazyvaji se onkogeny. Druhou skupinou jsou nadorové supresorové geny, které
po zmutovani selhavaji v regulaci (potlac¢eni) buné¢ného cyklu. [50]

5. MLEKO A JEHO BILKOVINY

Vyzivova hodnota mléka spociva hlaveé ve zdroji proteinti, aminokyselin, lipida,
lakt6zy, vitamin®, minerdld... atd. [40]

Mlécéné bilkoviny se déli do dvou skupin - syrovatkové bilkoviny a kaseiny,
tyto skupiny se li$i chovanim pfi okyselovani (snizovani pH) mléka. [52]

Kaseiny tvoii asi 80 % vSech mlé¢nych proteinii a jsou ve vodé nerozpustné. Zato
syrovéatkové proteiny jsou rozpustné a patfi mezi né naptiklad B-laktoglobulin,
a-laktalbumin, imunoglobuliny, sérovy albumin a laktoferin. Syrovatkovym
proteintim také lze pfifadit tyto biologické funkce - prevence rakoviny (rakoviny
prsu ¢i strev), zvySeni hodnot gluthationu (zvyseni zranitelnosti nadorovych bunék,
lé¢eni pacientt s HIV), antimikrobidlni G¢inky atd. [53]
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6. LAKTOFERIN

6.1. Historie vyzkumu

Laktoferin byl poprvé separovan z kravského mléka v roce 1939 jako neznama
cervend slozka. V roce 1960 byl tento ¢erveny protein charakterizovan jako transferinu
podobny glykoprotein (jak pro bovinni Lf - bLf, tak pro lidsky Lf - hLf). V dal$ich
letech doslo k podrobnému prozkoumani jeho 3D struktury a byly zjistény jeho
antimikrobialni a antikarcinogenni tc¢inky. [54]

6.2. Vyskyt laktoferinu

Laktoferin 1ze pfevazné najit jako produkt endokrinnich 7l4z, které se nachazi
u vstupt ¢ vystupa trdvici, dychaci a rozmnozovaci soustavy. Laktoferin zde
zastupuje roli nespecifické obrany proti invaznim patogentm. TudiZz nejenze lze
nalézt laktoferin v matefském mléce, ale také v slzach, v kloubnim mazivu,
ve slindch ¢i ve vaginalnim a semenném sekretu. Laktoferin se muaze vyskytovat
i v krvi. [55]

6.3. Struktura laktoferinu

Laktoferin je mlé¢ny protein vazajici Zelezo, nékdy nazyvany laktotransferin.
Diky podobné struktute a velikosti ho mnozi fadi mezi transferiny, coz je skupina
dal$ich Zelezo vézajicich proteind. [56]

Jedna se o glykoprotein slozeny zcca 700 aminokyselin, ktery se vyznacuje
vysokou homologii mezi druhy. Jedna se o jednoduchy polypeptidovy fetézec délici
se na 2 symetrické podjednotky - N a C podjednotky. Tyto jednotky se také
vyznacuji vysokou shodnosti, jsou spojené ,kloubem” (v hLf se nachdzi mezi
aminokyseliny 333 a 343), ktery je tvofen ¢astmi a-helixu a dodava urcitou flexibilitu
molekule. Polypeptidicky fetézec laktoferinu je tedy sloZen z aminokyselin 1-332
pro N podjednotku a 344-703 pro C podjednotku a je tvofen strukturami a-helixu
a B-skladaného listu. Tyto struktury vytvéfi dvé domény (oznacovéany I a II) pro
kazdou podjednotku. Kazd4 podjednotka je schopnd navéazat iont Zeleza - Fe?*, Fe3*.
Bylo zaznamendno navéazani také iontt jinych kovh - Cu?*, Zn?* a Mn?*. Diky
schopnosti laktoferinu reverzné vazat Fe3* iont, existuji dvé strukturni formy
laktoferinu - apolaktoferin, oteviend struktura se vzijemné vzdalenymi
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podjednotkami, kterd je zcela bez iontt Fe a hololaktoferin, coZ je saturovana forma
se zcela uzavienou molekulou a vétsi rezistenci vici proteolyze. [57]

Obrazek ¢&. 8: 3D struktura bLf s dvéma navazanymi ionty Fe (rozligeni p#i 2,8 A).
Ptevzato z [57].

6.4. Vlastnosti a biologické aplikace laktoferinu

Laktoferin sjeho antibakteridlnimi, protizanétlivymi a antikarcinogennimi
ucinky lze povazovat za klicovou slozku imunitni obrany proti fyziologickym
a vné&jsim zménam. [57]

Vyse zminéné antibakteridlni Gc¢inky se u laktoferinu projevuji hned ve dvou
forméach - bakteriostatické (= zastaveni rastu bakterii vlivem nedostatku Zeleza)
a baktericidni (= usmrceni bakterii pomoci poskozeni bunécné stény). Tyto Gcinky
se vztahuji na bakterie, viry, parazity, houby, kvasinky. [52]

Nejlépe zdokumentované jsou tucinky pravé na bakterie. Zde doslo
k experimentim in vitro i in vivo, a to na Gram*, Gram- bakteriich a na kyselinam
a alkoholtim odolnym bakteriich. Mezi Gram* bakterie, u kterych byl potvrzen efekt
Lf, spada: rod Clostridium (zphsobujici napf. botulismus, prhjem, tetanus),
Staphylococcus aureus (zpusobujici onemocnéni od mirnych zanétt kiize a mékké
tkané az po Zivot ohrozujici sepse), Streptococcus mutans (bakterie napadajici zuby),
Listeria monocytogenes (ptvodce listeriézy). Mezi Gram- bakterie s potvrzenym Lf
efektem patii: Escherichia coli (soucast stfevni mikrofléry teplokrevnych Zivocichi),
Helicobacter pylori (ptavodce gastritidy), Vibrio cholerae (ptivodce cholery).
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Dalsi potvrzenou bakterii (patfici mezi kyselindm a alkoholtim odolnym bakterii),
na kterou Lf pusobi, je Mycobacterium tuberculosis (pavodce vétsiny piipadit
tuberkulézy). [57]

U laktoferinu byly také potvrzeny antivirové (virus herpes simplex, virus
hepatitidy B, C), fungicidni (Candida albicans) a antiparazitni G¢inky (Toxoplasma
gondii). [40]

Co se tyce jeho antikarcinogennich tucinkd, byly prokdzany ucinky na nadory
plic, jazyka a mocového méchyie. [40]

Za zminéni také stoji studie, kterd ukazuje, Ze bLf poddvany spolu s chemoterapii
pacientim s kolorektalnim karcinomem (rakovina tlustého stfeva a konecéniku)
zlepsuje symptomy onemocnéni (anémie) a snizuje vedlej$i tc¢inky chemoterapie
(napf. chrani jatra a ledviny pfed toxickymi latkami chemoterapie a tim zvysuje
jejich funkénost). [58]

Dalsi studie zase ukazuje zastaveni rtstu tumort v plicich mysi laktoferinem
a zabranéni dalsimu Siteni. [59]

Jako posledni 1ze zminit vliv bLf na tvorbu rakoviny tlustého stfeva pozorované
u krys. Zde byl zaznamenén rapidni pokles poc¢tu nadort i jejich rozsahu ptisobeni
vlivem bLf bez jakékoliv navyseni toxicity. [60]

7. POTENCIALNI VYUZITI KOMPLEXU SPIO-Lf

Jednim z potencidlnich vyuziti komplexu SPIO-Lf je terapeutickd aplikace,
kde nanocastice magnetitu slouzi jako kontrastni latka a laktoferin soucasné zabiji
nadorové buriky. V ramci studie in vivo (na krysach) byla demonstrovana velka
citlivost tohoto ¢inidla a tim vznikla rozliSitelnost zdravé tkané od nadorové.
Studie konkrétné zkoumala uacinky SPIO-Lf pifi zobrazovani gliomt (nadort
mozku). SPIO-Lf se selektivné a pfesné navazaly pouze na bunky gliomu. Touto
akumulaci pouze na nadorovych burikach vznikl pfi zobrazovani vysoky kontrast
mezi burikami nddorovymi a zdravou mozkovou tkani, a to po dobu 48 hodin. Lze
tedy fici, Ze SPIO-Lf by byly uZzite¢né jak pfi predoperacnim, tak pooperac¢nim
obrazu mozkové tkané. Zaroven provedend studie in vitro neukazala u vzorkt SPIO
a SPIO-Lf Zadny efekt na metabolickou aktivitu bunék. Provadén byl MTT test na
nékolika typech zdravych bunék - lidskych embryonalnich renédlnich butikach
(HEK 293), lidskych hepatocytech (HL-7702) a lidskych endotelidlnich burikach
pupecnikové zily (ECV 304). [61]
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Biokompatibilitu vzorkti SPIO a SPIO-Lf pro koncentrace 25 pg/ml, 50 pg/ml,
75 pg/ml a 100 pg/ml 1ze vycist z grath zavislosti viability bunék na ¢ase ptisobeni
uvedenych na obrazku ¢. 9.
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Obrézek ¢. 9: Grafy zavislosti viability na ¢ase ptisobeni pro jednotlivé koncentrace -

25 pg/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml a 100 pg/ml vzorkt SPIO a SPIO-Lf. Méfeni byla

provedena po ¢asech ptisobeni 24 hodin, 48 hodin a 72 hodin na zdravych lidskych
burikéch: a) embryonélnich rendlnich burikach (HEK 293), b) hepatocytech (HL-7702)
a c) endotelialnich burikach pupecnikové Zily (ECV 304). Pfevzato a upraveno z [61].

Mimo gliomy by SPIO-Lf mohly byt vbudoucnu vyuzity v diagnoze
Alzheimerovy choroby ¢i jinych karcinogennich onemocnéni. [61]
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EXPERIMENTALNI CAST

1. MATERIAL A METODY

1.1. Pouzité materiély
1.1.1. Nanocastice

V experimentu se pouzivaly komeréni superparamagnetické nanocastice
magnetitu od némecké firmy Chemicell. Konkrétné se jednalo se o fluidMAG-CMX
nanocastice.

Nanocéstice mély od vyrobce uvedeny tyto parametry:
e hydrodynamicky polomér: 200 nm
e sloZeni jddra: magnetit (béhem ¢asu pravdépodobna oxidace na maghemit)
e slozeni obalu: karboxymethyl-dextran
e médium: ultracistd voda
e funkéni skupina: karboxylat sodiku -COO-Na* (obréazek ¢. 10).

Vsechny dalsi parametry a informace o nanodasticich jsou uvedeny
v produktovém protokolu v pfiloze.

g g 1
CH;~CO,H H RO

R: H: CH,-COOH, CH,-COONa

Obrazek ¢. 10: Schéma obalu a jeho funkénich skupin pouzivanych nanocéstic.
Prevzato z produktového protokolu od firmy Chemicell [P¥iloha].
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1.1.2. Laktoferin

Pro méfeni byl pouzit komerc¢ni laktoferin separovany z kravského mléka
(bovinni laktoferin) od firmy Sigma-Aldrich.

1.2. Metody charakterizace nanocéstic

1.2.1. Transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) je nedestruktivni metoda popisujici
velikost a morfologii nanomateriala.

Transmisni elektronovy mikroskop je typem elektronového mikroskopu. Obraz
se tvofi na stinitku prichodem svazku elektronti zkoumanym vzorkem. Zdrojem
elektrond je zhavena kovova elektroda. Z té je proud elektrond urychlovan pomoci
elektrického pole (50-200 kV). Nasledné jsou elektrony sousttedovany na
pozorovany vzorek pomoci elektronové cocky, kterd je tvofena elektrickym
(specidlni kondenzator) nebo magnetickym polem (civka). Jelikoz u transmisni
mikroskopie se obraz ziskava prichodem elektronti vzorkem, je dilezité mit vzorek
dostate¢né tenky (1 pm). Po prGchodu vzorkem proud elektrond prochazi
objektivem (dalsi elektronovou ¢ockou) a vytvari prvotni elektronovy obraz, jehoz

¢ast se projektivem (dalsi elektronovou ¢ockou) znovu zvétsi a vytvari vysledny
obraz na stinitku. [62]

V experimentu byl pouzit transmisni elektronovy mikroskop JEOL 2100.

1.2.2. Dynamicky rozptyl svétla

Pro presné ovéteni velikosti SPIO a zméfeni hydrodynamického priiméru ¢astic
u vzorku snavdzanym laktoferinem byla pouZita nedestruktivni metoda
dynamického rozptylu svétla neboli DLS (Dynamic Light Scattering). Metoda
spociva v méteni fluktuaci intenzity rozptyleného svétla laserového svazku, kterym
se osvétluje vzorek. Intenzita fluktuuje diky Brownovu pohybu ¢astic - ndhodny
pohyb castic zphisobeny neustalymi srdzkami céstic mezi sebou a molekulami
média. Pro vétsi nanocastice je Browntiv pohyb pomalejsi, a tudiz i intenzita bude
fluktuovat pomaleji. Oproti tomu mensi ¢astice se pohybuji rychleji a jejich intenzita
se bude ménit rychleji. [63]
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Namétené fluktuace se nésledné pomoci korelacni funkce daji do vztahu
s velikosti nanocastic v zavislosti na intenzité, objemu ¢i poctu. [63]

Méfenim hydrodynamického prameéru pomoci DLS se ziskava i veli¢ina zvana
stupen polydisperzity (PDI - zangl. polydispersity index). Tato bezrozmérna
veli¢ina charakterizuje $itku distribu¢ni kfivky a udava kolik velikosti nanocastic se
v koloidu vyskytuje. Jeji hodnota se pohybuje mezi 0-1 a déli vzorky na: [64]

e PDI <0,05: velmi monodisperzni
e PDI <0,08: téméf monodisperzni
e PDI =0,08-0,7: polydisperzni

e PDI >0,7: silné polydisperzni

Dalsi veli¢inu, kterou lze ziskat méfenim pomoci metody dynamického rozptylu
svétla je zeta potencidl.

Zeta potencial je elektrokineticky potencidl v koloidech, ktery ptisobi mezi
iontovou povrchovou vrstvou ¢astice a okolni kapalinou. lontova povrchova vrstva
Castice je tenka vrstva opac¢nych iontdt poutana k povrchu. Na jeji hranici dochazi
k poklesu potencialu. [65]

Vrstvu kapaliny obklopujici ¢astici 1ze rozdélit na dvé ¢asti:
e Sternova vrstva - vnitini oblast se silné navazanymi ionty
e diftizni oblast - vnéjsi ¢ast vrstvy

Uvnitt diftzni oblasti se nachazi hranice tzv. rovina skluzu. Pfed touto hranici se
ionty spolu s ¢astici povaZzuji za stabilni jednotku. A pravé potenciél na této hranici
se nazyva zeta potencial. [65]
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Rovina skluzu

Céstice se zapornym
povrchovym nabojem

Sternova vrstva

Difuzni vrstva

-100

Povrchowy potencial
Sterndv potencial

mV

Potencial zeta

0 v T T v
Vzdalenost od povrchu Eastice

Obrazek ¢. 11: Zobrazeni ¢astice a jeji elektrické dvojvrstvy a ji odpovidajicim
potencialim. Prevzato z [65].

Velikost zeta potencidlu vypovida o stabilité koloidu. Pokud vSechny castice
v koloidu maji velky zdporny ¢i kladny zeta potencial, budou se navzajem
odpuzovat a nebude dochazet ke shlukovani ¢astic a tvorbé agregati ¢i aglomeratda.
Za hranici mezi stabilnim a nestabilnim koloidem se obecné uznava hodnota
30 mV. Tedy nanocastice s mensim zeta potencidlem nez -30 mV a nanocastice se
zeta potencidlem vétsi nez 30 mV se povazuji za stabilni. [65]

V experimentu na zméfeni hydrodynamického poloméru, polydisperzity a zeta
potencidlu byl pouZit pfistroj Zetasizer Nano ZS od spole¢nosti Malvern Panalytical
Ltd.
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1.3. Imobilizace laktoferinu

Existuje hned nékolik metod, jak je mozné imobilizovat protein na castici.
Tyto techniky se déli dle typu vazby na: [66]

e fyzikalni imobilizace

e chemickéa imobilizace

Mezi fyzikdlni lze zafadit napiiklad pfimou adsorpci na povrch castice,
enkapsulaci ¢i inkluzi do gelt. Kovalentni imobilizace na nerozpustné nosice
aretikulace enzyma bifunkénimi ¢inidly se fadi zase mezi chemické metody.

N

| CET
(&

O
NNNANN

Obrézek ¢. 12: Schéma nej¢astéjsich imobilizacnich technik - a) pfiméa adsorpce, b) kovaletni
vazba, c) bioafinitni vazba, d) enkapsulace, e) zachyceni v polymeru (gelu), f) zesitovani.
Pfevzato a upraveno z [66].

I kdyz se metoda piimé adsorpce zda nejjednodussi, nejvyuzivanéjsi technikou
byva imobilizace pomoci kovalentni vazby. Tato metoda je spolehlivéjsi a stabilnéjsi.
Pro vznik kovalentni vazby se vyZzaduje pfitomnost funkénich skupin c¢astice -
spiSe obalu castice (-NH», -COOH, -OH, -SH ¢i -CONHz) a obdobné funkénich

skupin proteinii. Podle funkénich skupin se urc¢uje vhodné aktivacni ¢inidlo. [66]

Pouzivané nanocastice maji funkéni karboxyskupinu. Vhodnym aktiva¢nim
¢inidlem jsou karbodiimidy (CDI). Konkrétné jsme vyuzili 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-karbodiimid neboli EDC. [66]

ZjednoduSené schéma navazani laktoferinu pomoci EDC je znazornéno
na obréazku ¢. 13.
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Obrézek ¢. 13: Schéma navazovani laktoferinu na nanocastici magnetitu.
Prevzato z [40].

1.4. Bradfordova metoda

Ke stanoveni mnozstvi navazaného laktoferinu na nanocastice se uzila
Bradfordova metoda. Jednd se o metodu spektrofotometrickou, kterd spociva
ve zméné barvy Bradfordova ¢inidla (etanol, H;POs, barvivo Coomassie-Brilliant-
Blue G-250) pfi navazani na protein. Principialné se jednd o to, Ze vyse uvedené
barvivo CBB, které je souc¢asti Bradfordova ¢inidla ma v kyselém prostiedi kyseliny
fosfore¢né cervenohnédou barvu, tedy maximum absorbance na 465 nm.
Zato po navazéani barviva na protein se zméni barva na modrou a maximum se
posune na hodnotu 595 nm. Hodnota absorbance pti 595 nm je tedy pfimo tmeérna
mnozstvi navdzaného barviva na protein neboli mnozstvi proteinu. [40]

Na samostatné méteni absorbance se uzival klasicky spektrofotometr Biochrom
WPA Lightwave II. Absorbance byla méfena pro vinovou délku 595 nm.

1.5. Prace s butikami

Testy byly provadény na zdravych a nadorovych burikach.

Jako nadorové bunky byly uzivany buriky HeLa. HeLa jsou epitelidlni butiky
z tzv. nesmrtelné bunécné linie izolované z nadoru délozniho hrdla Henrietty

Lacksové v roce 1951. Jedna se o nejstarsi a nejuzivanéjsi lidskou linii. V roce 1953
byly tyto butiky jako prvni lidské buriky klonovany. [67]
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Jako zdravé burky se uZivaly fibroblasty z mys$ich embryi NIH Swiss.
Tato buné¢nd linie byla zaloZzena v roce 1962 Georgem Todarem a Howardem
Greenem v New Yorku. Buriky byly ptvodné kultivovany tzv. 3T3 protokolem -
v prabéhu bunééného déleni dochazi k pfenosu (T- z angl. transfer) kultivovaného
vzorku kazdé tfi dny (prvni 3 v ndzvu) az do nartistu 300 000 bunék na misce (druha
3 v nazvu). Odtud tedy pochédzi nazev NIH 3T3. [68]

1.5.1. Kultivace bunék

Buniky se kultivuji v malych ¢i velkych kultiva¢nich lahvich v médiu, které je
vytvofené pro kazdé buiiky na miru, aby jim pfineslo dostate¢ny zdroj zivin (cukrt,
aminokyselin a bilkovin). Soucdsti média byva i antibiotikum pro zabranéni
kontaminace bunék bakteriemi. Kultivace bunék probihd za stalych inkubacnich
podminek, tedy podminek, které co nejvice pripominaji prostfedi lidského
¢i zvitectho téla. Inkubator tedy zajistuje stidlou teplotu 37 °C a o 5 % CO2
obohacenou atmosféru. [69]

HeLa a NIH 3T3 jsou typy bunék, které rostou adherované na dné kultiva¢ni
lahve. Je tedy dtlezit4 pravidelna kontrola nartistu bunék a pfi vice jak 80% nartistu
je potfeba buiiky pasdzovat, aby se zabranilo kontaktni inhibici. Ta nastava
v pfipadé, kdy bunky uz nemaji prostor na adheraci a rist, tedy se deadheruji
a umiraji. [69]

Veskera prace s burikami se provadi ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu
(flow-boxu), kde neustdly proud vzduchu a jeho filtrace zajistuji co nejvétsi
sterilnost pro zamezeni kontaminace buné¢nych linii.

1.5.2. Pasdazovani a rozesazovani bunék

Pri vysokém nartistu bunék ¢i nutnosti rozesadit buriky z kultiva¢ni lahve do
potfebného kultiva¢niho panelu pro méfeni se uziva metody pasaZovani.

Ta spociva v zahtati PBS, vhodného média a trypsinu na 37°C. Trypsin je stépici
enzym, ktery $tépi peptidickou vazbu mezi aminokyselinami v proteinech. V nasem
pripadé slouzi k deadheraci (odlepeni) bunék ode dna kultiva¢ni lahve pro pozdéjsi
manipulaci. Z kultivaéni 1dhve se odsaje veSkeré médium. Buriky se nasledné
pfida se trypsin a ldhev se opét vloZi na nékolik minut zpatky do inkubatoru.
Uspégnou deadheraci Ize pozorovat pod svételnym mikroskopem, kdy butiky jsou
kulaté a , plavou” v trypsinu. Pro zastaveni procesu stépeni se k burikdm opét prida
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médium. Nésledné 1ze ¢ast bunék odsat a doplnit médium do potfebného objemu
alahev opét vlozit do inkubétoru (pasazovani) ¢i ¢ast bunék piepipetovat do
zkumavky, ze které se pak bunky rozesadi do potfebného kultiva¢niho panelu
(rozesazovani bun€k). [69]

1.5.3. Poc¢itani bunék

Pro dosazeni spravnych a pouzitelnych vysledka v testech viability je nutné mit,
pokud mozno stejny pocet bunék v kazdé jamce kultiva¢niho panelu. To se d4 zajistit
dostate¢cnym rozsuspendovanim média sbuitkami a napocitdnim bunék.
Existuje hned nékolik metod, jak spocitat priblizné mnoZzstvi bunék v médiu.

Jednou z metod, které se vyuzilo, je metoda manudlni, kterd vyuziva
tzv. Biirkerovu komiirku. Burkerova komurka je specialni podlozni sklicko s vyrytou
mikroskopickou mfizkou. Na toto podlozni sklicko se pfilozi sklicko kryci a nejdiiv
pod a poté nad néj se nakdpne 10 pl bunécéné suspenze. Nésledné pod optickym
mikroskopem se pocita mnozstvi bunék v péti étvercich horni a v péti ¢tvercich dolni
poloviny mtizky. Takto napocitané hodnoty se sec¢tou, vydeéli deseti a vynasobi 10°.
Tim se ziské4 findIni hodnota udévajici pocet bunék v mililitru suspenze.

Jednodus$si metodou je vyuziti automatizovaného pocitadla bunék.
V provadéném experimentu se pouzil Automated Cell Counter TC20™ od firmy
BIO-RAD. Nevyhodou téchto pocitadel je, Ze ne vzdy jsou pfesnad. Pro zvysSeni
presnosti je vhodné zméfit pocet bunék i pro zfedénou buné¢nou suspenzi.

Pottebny pocet bunék se odviji od pouzivaného kultiva¢niho panelu. Pro zvolené
koncentrace a vzorky byl uzit kultivacni panel s 96 jamkami. Zde idedlni mnoZstvi
bunék pro méfeni je 10 000 bunék na jamku ¢i 20 000 bunék na jamku.

Po vypoctu mnozstvi bunék v mililitru se pomoci troj¢lenky dopocita pottebné
mnoZzstvi pro vysazeni bun€k do vybranych jamek. Toto mnoZstvi se nasledné
doplni médiem do potfebného objemu - je nutné mit v kazdé jamce 100 pl suspenze.
Poté uz se jednoduse rozesadi bunécnad suspenze pomoci multikanalové pipety
do kultiva¢niho panelu a vloZi se na 24 hodin do inkubétoru pro opétovnou adheraci
bunék.

1.5.4. Znaceni bunék

Po uplynuti 24 hodin v inkubatoru se jednotlivé jamky v kultivaénim panelu
znac¢i danymi vzorky nanocastic v pfedem rozmyslenych koncentracich. V naSem
experimentu jsou zvolené koncentrace 50-700 pg Fe3Os/ml.
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1.6. Testy viability

1.6.1. MTT test

MTT test je jednim z nejvyuzivanéjsich testt cytotoxicity. Zakladem MTT testu je
reakce bunéénych enzymt s methyltetrazoliovou soli. Konkrétné se jednéd o enzymy
mitochondrii. Kli¢ovou roli hraje aktivita mitochondridlnich dehydrogendz.
Ta rozhoduje o zméné barvy roztoku. Aktivni dehydrogenazy odpovidajici zivym
buttkdm redukuji Zluty MTT roztok na nerozpustny tmavé modry (fialovy)
formazan. Test se vyhodnocuje spektrofotometricky méfenim absorbance.
Meéteni probiha pfi vlnové délce 570 nm.

U MTT testu je i jednoduché urcit toxickou davku materialu, kterd odpovida
koncentraci, pfi které nastane buné¢na smrt u poloviny bunék. Nevyhodou MTT
testu je ale mozné zkresleni dat kvili probihajicimu metabolismu burky.
Metabolické aktivita butiky se méni i bez pfitomnosti pfidané latky. [69][70]

Pro méteni byl pouzit spektrofotometr TECAN I Control, Infinite 200Pro.

1.6.2. Méfeni oxida¢niho stresu

Oxida¢ni stres je reakce buriky na zvysenou produkci volnych kyslikovych
radikalt (ROS), jak uz je zminéno v kapitole 2.2.1.

Méfeni miry oxida¢niho stresu se da provadét hned nékolika zptsoby: [71]
e méfenim mnozstvi volnych kyslikovych radikald (ROS)
e méfenim mnoZstvi antioxidanti

e méfenim specifického markeru evokujici poskozeni biomolekul

Nejcastéji se pro méfeni hladiny ROS vyuziva fluorofortt (fluorescenc¢nich
barviv). To jsou redukovana barviva, kterd se reakci s ROS zoxiduji a za¢nou
emitovat fluorescenci. Existuje celd fada fluorescen¢nich barviv, které specificky
reaguji s urcitym kyslikovym radikélem. [71]

V nasem experimentu se vyuZivalo fluoroforu CM-H2DCFDA (C27H19Cl30s),
jehoZ vzorec je zobrazen na obrazku ¢. 14.
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Obrazek ¢. 14: Vzorec fluoroforu CM-H2DCFDA. Pievzato z [72].

Fluorescence se métila pro excitacni vlnovou délku 492 nm, emisni vinovou
délku 527 nm a pouzit byl opét spektrofotometr TECAN I Control, Infinite 200Pro.

1.6.3. Méfteni viability pomoci pritokového cytometru

Pratokova cytometrie je méfici metoda umoziiujici charakterizaci a analyzu
vlastnosti bunék na trovni i jedné buriky. Vyhodami této metody jsou jeji rychlost
a moznost pracovat s velkym mnozstvim bunék. [73]

Priitokovy cytometr se sklada z: [73]
o fluidiky
e optiky

e elektroniky

Y.

Buriky jsou nasdvdny a odnaSeny proudem nosné kapaliny do méticiho
prostfedi. Pomoci hydrodynamické fokusace se omezuje tok bunék (pokud mozZno
na jednotlivé buriky za sebou). Hydrodynamické fokusace je zptisobena rozdilem
tlaku mezi vzorkem a nosnou kapalinou. Cim je rozdil tlaku mensi, tim je proud
vzorku uzsi a mazou se analyzovat i jednotlivé bunky. [73][74]

Optickou ¢ésti cytometru je zdroj zafeni, soustava filtri a zrcadel a detektory.
Zdrojem zafeni nejcastéji byvaji lasery. Prtatokové cytometry byvaji dvoulaserové
(Ar*, He-Ne) ¢i tfilaserové (navic fialovy ¢i UV laser). [73][74]
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Pfi dopadu zateni na butiky dochézi k rozptylu, kdy se méti zafeni rozptylené
kolmo na svazek zdroje a z&feni nerozptylené. A to pomoci dvou detektorti: [73]

e FSC (z angl. forward scatter) - detektor umistény v ose dopadajicitho
svazku

e SSC (z angl. side scatter) - detektor umistény pod dhlem 90°

Intenzita FSC je pfimo tmeérna velikosti a ¢lenitosti buriky, ¢imz lze rozliSovat
zivé a mrtvé bunky. Za to intenzita SSC je amérna granularité buriky (granulézni
a negranul6zni butiky). Zaroven se detekuje fluorescence, a to diky znaceni bunék
fluorofory. [73]

V nasem experimentu se jako fluorescené¢ni barviva pouzily propidium jodid (PI)
a kalcein (C30H26N2013). Propidium jodid (C27Hz4l2N3) jasné oznaci mrtvé bunky,
jelikoz projde jen poskozenou membranou a véaze se na nukleovou kyselinu.
Jeho excita¢ni vlnova délka je 493 nm a emisni vinova délka 632 nm (sviti ¢erveneé).
Za to kalcein prochdzi i neporusenou bunétnou membranou a diky aktivité
intracelularnich esteraz meéni svou strukturu. Touto zmeénou zacéind vykazovat
silnou zelenou fluorescenci, ¢imz zase znaci buriky zivé. Jeho excita¢ni vinova délka
je 495 nm a emisni 515 nm. [74]

Pro méfeni byl pouzit pritokovy cytometr BD FACSLyric™ od firmy
BD Biosciences.
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2. VYSLEDKY A DISKUZE

2.1. Transmisni elektronova mikroskopie

V ramci charakterizace a pro zjisténi velikosti nanocastic bylo provedeno nékolik
snimk® transmisnim elektronovym mikroskopem. A to jak pro vzorek bez
laktoferinu, tak s laktoferinem.

Obrazek ¢. 15: TEM snimky pouzivanych superparamagnetickych nanocastic -
a) s métitkem 200 nm a b) s méfitkem 50 nm.
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Na obrazku ¢. 15 jsou zndzornény snimky ztransmisniho elektronového
mikroskopu superparamagnetickych nanocastic. Z téchto snimk Ize vy¢ist kulovity
tvar nanocastic a jejich pfiblizny pramér okolo 20-25 nm. Ten se lisi od
hydrodynamického priiméru uvedeného od vyrobce a potvrzeného pomoci metody
DLS (viz nize), ktery je pfiblizné 200 nm. Hydrodynamicky polomér udava polomér
nejen ¢astice ale i jejtho solvata¢niho obalu ¢i jiné naadsorbované vrstvy na povrchu.
[64]

Lze si povSsimnout i tendence nanocastic agregovat, coz ale mtize byt zptisobeno
i pfipravou vzorku na méfeni pomoci TEM (vysychdni vzorku). Zaroven je na
obrazku s vétsim zvétSenim patrnd amorfni vrstva pokryvajici povrch nanocastic,
kterou tvoii polymer karboxymethyl-dextran.
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50 nm

Obrazek ¢. 16: TEM snimky superparamagnetickych nanocéstic s navézan}’Im laktoferinem -

a) s méfitkem 500 nm a b) s méfitkem 50 nm.

Obrazek ¢. 16 zobrazuje TEM snimky komplexu SPIO-Lf. Zde 1ze vidét, ze po
navazani laktoferinu maji nanocastice ponékud vétsi tendenci agregovat. To bylo
potvrzeno i méfenim DLS (viz niZe). Vrstva navazaného laktoferinu bohuZzel neni
dobfe vidét, protoze polymer karboxymethyl-dextran zfejmé tvori vétsi podil
amorfni fdze nez nakonjugovany protein laktoferin.
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2.2. Dynamicky rozptyl svétla

Nameétené hodnoty maximdlntho hydrodynamického priméru dmax,
pramérného hydrodynamického primeéru dpram a stupné polydisperzity (PDI)
pro superparamagnetické nanocastice SPIO ananocastice snavazanym
laktoferinem SPIO-Lf jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

vzorek Amax [Nm] dpram [NmM] PDI
SPIO 210,833 193,467 0,126
SPIO-Lf 270,567 264,067 0,253

Tabulka ¢. 1: Naméfené hodnoty hydrodynamickych velikosti nanoc¢éstic pro SPIO
a SPIO-Lf. V druhém sloupci nalezneme namétfené hodnoty maximélniho praméru.
V tietim hodnoty pramérné. A v poslednim sloupci mame jednotlivé hodnoty
polydisperzity.

Z tabulky ¢. 1 si lze povSimnout, ze velikost 200 nm, jak udava vyrobce,
je opravdu redlnd. Za to po navézani laktoferinu se velikost zvysila o pfiblizné
60-70 nm, tento posun lze brat také jako potvrzeni navazani laktoferinu.

V poslednim sloupecku jsou uvedeny hodnoty polydisperzity. Z hodnot lze
urcit, Ze oba vzorky se fadi mezi polydisperzni, avsak jejich hodnoty PDI jsou stale
velmi malé, tedy distribuce velikosti bude tzka.

Tento zavér lze potvrdit i ze zméfeného grafu zavislosti intenzity rozptyleného
svétla na velikosti nano¢astic uvedeného na obrazku ¢&. 17. Sitky distribu¢nich pikt
jsou tzké (hlavné u vzorku SPIO). Z grafu je mozné i odvodit maximalni mnozstvi
¢astic o daném hydrodynamickém primeéru, kdy je intenzita pro dany vzorek
nejvetsi.
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Distribuce velikosti podle intenzity
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Obrazek ¢. 17: Graf zavislosti intenzity rozptyleného svétla na velikosti nanocéstic -
pro vzorek samostatnych nanocastic (¢ervené) i vzorek s navdzanym laktoferinem (zelen¢).

Nameéfené hodnoty zeta potencidlu a konduktivity pro jednotlivé vzorky jsou
uvedeny v tabulce ¢. 2. Konduktivita neboli mérna elektricka vodivost je veli¢ina
popisujici schopnost latky vést elektricky proud.

vzorek Cpotencial [mV] | konduktivita [mS/cm]

SPIO -10,66 0,015

SPIO-Lf -9,84 0,362

Tabulka ¢. 2: Naméfené hodnoty zeta potencidlu a konduktivity pro jednotlivé vzorky.

Z tabulky ¢. 2 vyplyvé, Ze koloid nanocéstic se ned4 povazovat za piili$ stabilni
systétm a nanocéstice budou mit tendenci postupné agregovat ¢i aglomerovat.
Pro vzorek s laktoferinem ibez laktoferinu se hodnoty pohybuji okolo -10 mV.
Zajimavosti je vyrazné zvyseni konduktivity po navazani laktoferinu.
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2.3. Imobilizace laktoferinu

Navazovani laktoferinu na nanocéstice bylo provddéno v poméru 1:5. Tedy na
2 mg nanocastic SPIO se do roztoku pridédvalo 400 pg laktoferinu. Koncentrace
nanocastic je uvedena v protokolu od vyrobce (viz pfiloha) a jeji hodnota je
25 mg/ml.

V dalsim kroku bylo nutné vytvofit si roztoky laktoferinu a EDC. Laktoferin se
po navazce smichal s ultracistou vodou (ddH20) a pro usnadnéni rozpousténi se
vlozil na chvili do rotatoru. Cilem bylo vytvofit roztok o koncentraci 1,5-3 mg/ml,
kdy podle vysledné koncentrace se dopocitalo mnozstvi, jaké je potteba
k nanocasticim pfidat pro zachovani hmotnostntho poméru. Roztok laktoferinu se
pred pouzitim jesté prefiltroval pres 200 nanometrovy filtr pro odstranéni
nezadoucich necistot ¢i mozné kontaminace samotného laktoferinu.

Roztok EDC se vytvarel obdobné. Po navazce (10 mg) se EDC smichalo s 100 pl
fosfatového pufru ¢i PBS (fosfatovy pufr s 0,15 M NaCl - pufrovany fyziologicky
roztok).

Nésledné se uz roztoky jen smichaly v daném poméru. Pro vysledny vzorek
o koncentraci 4 mg SPIO/ml se smichaly tyto objemy:

e 80 pulSPIO

e 4 plroztoku EDC

e 167 pl roztoku laktoferinu (koncentrace roztoku Lf - 2,4 mg/ml)
e 249 ul PBS

Tim vznikl celkovy objem vysledného roztoku 500 pl a vysledné koncentrace ¢ini
4 mg SPIO/800 pg Lf/ ml. Po smichéni se vysledny roztok SPIO-Lf vlozil na 24 hodin
do chladni¢ky (12 °C) a rotatoru (Biosan Multi Bio RS-24).

Po 24 hodinach byla provedena centrifugace roztoku (10 minut, 9 000 rpm, 20°C).
Po centrifugaci se odebral supernatant a k nanocasticim se opét pridal 1 ml PBS.
V pripadé potfeby se centrifugace opakovala pro zajisténi diikladného promyti
a odstranéni volného nenavazaného laktoferinu. Po promyti byl roztok
ultrasonifikovan pro dosazeni homogenniho koloidu.

Dilezité je podoktnout, Ze v rdmci vyuziti vzorku pro bioaplikace, bylo nutné
provadét veskeré manipulace se vzorkem ve sterilnim prosttedi (flow-box) a za uZiti
sterilnich nastrojt i roztokd.
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2.4. Bradfordova metoda

Pro zjisténi mnozZstvi laktoferinu v odpipetovaném supernatantu je duleZité
vytvoreni kalibra¢ni kiivky méfenim absorbance (pfi 595 nm) kalibra¢nich roztoki
o presnych koncentracich laktoferinu - 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml
a 40 pg/ml.

Ve vétsiné pripadech ale mnozstvi laktoferinu vlozeného do reakce presahovalo
oblast kalibra¢ni kfivky danou koncentracemi kalibra¢nich roztokt (5-40 pg/ml)
a bylo nutné supernatant zredit.

Vypocet nutného ziedéni byl proveden za predpokladu, Ze koncentrace
laktoferinu v supernatantu je rovna koncentraci laktoferinu vloZzeného do reakce.
Tedy pro vyse zminéné navazovani bylo do reakce vloZeno 400 pg laktoferinu na
500 pl roztoku. Supernatant bylo tedy potteba zfedit dvacetkrat, aby se hodnotou
dostalo na horni hranici oblasti kalibra¢ni kfivky (40 pg/ml).

Do t#f az ¢tyt zkumavek se smichal roztok 25 pl supernatantu, 475 pl PBS a 500 pl
Bradfordova ¢inidla. Do dvou zkumavek se pfipravil slepy (kontrolni) vzorek, tedy
roztok 500 pl PBS a 500 pl Bradfordova ¢inidla. VSechny pfipravené zkumavky se
vlozily na chvili michat do uz vyse zminéného rotatoru v chladniéce pro zajisténi
dostate¢ného smichani roztokd.

Jako prvni se na spektrofotometru zmétila absorbance pro 1 ml PBS pro stanoveni
nulové hodnoty absorbance (referencni vzorek). Posléze se v kyvetach zmérily
vSechny pfipravené roztoky supernatant a slepych vzorkd.

Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

vzorek absorbance | pramér
0,190
0,180
supernatant 0.213 0,192
0,186
slepy 0,155 0,134

0,133

Tabulka ¢. 3: Nameétené hodnoty absorbance pro supernatant a slepy vzorek.

Pro redlnou hodnotu absorbance supernatantu se od primeérného hodnoty
absorbance vsech vzork(i supernatantu odecte primérnd hodnota absorbance
slepého vzorku - viz rovnice (1), (2).

A= A— Ag @
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A =10,058 @)
Rovnice kalibra¢ni kiivky (3) vypocitand pomoci méfeni kalibra¢nich roztokt
a pfevzata z [40] je
y =0,0113 - x + 0,027, 3)
kde y je absorbance a x koncentrace. Po dosazeni do rovnice (3) koncentrace vychazi

_0,058-0,027
T 0,0113

= 2,73 pg/ml 4)

Hodnota koncentrace v (4) je ale koncentrace laktoferinu po zfedéni. Tedy
spravna koncentrace laktoferinu v supernatantu je

cs = (2,73 - 20) pg/ml = 54,6 pg/ml. (5)

Po vypoétu mnozstvi laktoferinu v supernatantu je vypocet mnozstvi
navazaného laktoferinu na nanocastice jednoduchy.

Do reakce bylo vloZeno 400 pg Lf (800 pg/ml). V supernatantu je ale pouze
54,6 pg/ml. Jednoduchym odectenim vychazi, Ze mnoZstvi Lf na nanocasticich je
745,4 pg Lf na 4 mg SPIO na 1 ml roztoku.

Tedy v namichaném mnozstvi 500 pl je na nanocasticich navazano 372,7 pg
laktoferinu z 400 pg vloZenych do reakce. Navéazalo se 93,2 % laktoferinu.

Tento postup byl opakovan pro vSechny testy. Procentudlni Gspésnost navazani
laktoferinu pro jednotlivé testy je uvedena v tabulce ¢. 4.

meéfeni | mecek (Lf) | mspio(Lf) %
1 400 372,7 93,2
2 800 767,3 95,9
3 400 386,6 96,7
4 800 531,9 66,5

Tabulka ¢. 4: Tabulka s uvedenymi hodnotami mnozstvi laktoferinu v pug vlozeného do
reakce (mecex(Lf)) a mnozstvi navazaného na nanocastice (mspio(Lf)) a procentualni
uspésnost navazani (%) pro véechna provedend méfeni.

2.5. Znaceni bunék

Pro vybrané koncentrace se trojclenkou spocitd, jaky objem vzorku je potteba
k buttkdm dodat pro jeji dosaZeni. JelikoZ pouzivané nanocastice SPIO byly velmi
koncentrované (25 mg/ml), musely by se pipetovat velmi malé objemy, coz byva
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mnohdy nesnadné a nepfesné. Prvnim krokem bylo zfedéni nanocastic na
privétivéjsi koncentraci - 4 mg/ml. Pak tedy napfiklad pro dosazeni koncentrace
700 pg/ml se vypocita pozadovany objem vzorku x pomoci rovnice (6)

700
X == 0,175 ml = 175 pl. (6)

JelikoZ se ale jedna o jamku o objemu 100 pl vysledny objem se musi vydélit
deseti. Tedy pro dosazeni koncentrace 700 pg/ml v 100 pl jamce je potteba 17,5 pl
roztoku SPIO nanocastic o koncentraci 4 mg/ml. Pfi znaceni se nejprve odebere
odpovidajici objem média a nasledné se pifida pozadované mnozstvi roztoku.
Pfiklad rozlozeni koncentraci jednotlivych vzorkh pro zvolenych 96 jamek je uveden
na obrazku ¢. 18.

3

4 5 6

.” Hela
OO
@OO

NIH 3T3

T O ™ m J N w9 »

Obrazek ¢. 18: Schéma naznaceného kultiva¢niho panelu, kde hodnoty v jamkach pro
vzorky SPIO a SPIO-Lf udédvaji koncentraci v pg/ml a pro vzorek Lf hodnoty udavaji
hmotnost pfidaného laktoferinu v pg.

Pro vzorek samostatného laktoferinu byl vypocet lehce sloZitéjsi. Neslo totiz
o shodnou koncentraci, ale o moZnost srovnat vysledky viabilit pro vzorek SPIO-Lf
a Lf. Tudiz se muselo shodovat mnozZstvi laktoferinu v obou vzorcich. Pomoci
Bradfordovy metody se vypocitalo mnozstvi laktoferinu navazaného na nanocastice
pro jednotliva méfeni (viz vyse). Pak uZz se snadno pomoci pfimé ameéry zjistilo, jaké
mnozstvi laktoferinu se vlastné pfidava k bunkdm pro koncentrace SPIO-Lf
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50-700 pg/ml. A opétovné se jednoduchym vypoctem zjisti objem roztoku
laktoferinu, ktery odpovidé stejné hmotnosti laktoferinu.

Po naznaceni se opét kultivaéni panel vlozi na 24 hodin do inkubétoru.
Po uplynuti této doby byly pofizeny snimky optickym mikroskopem pro kazdy
vzorek a jeho vybrané koncentrace - viz obrazek ¢. 19-21. Pro vzorky SPIO
a SPIO-Lf se pouzilo zvétSeni objektivu 40x, pro vzorek samostatného Lf pouze
zvétSeni 20x.

Obrézek & 19: Snimek naznaen}’lch bunék vzorkem SPIO nanotastic o koncentraci
50 pg/ml - a) HeLa, b) NIH 3T3.
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Na obrazku €. 19 si lze povsimnout, jak pro stejny vzorek a stejnou koncentraci
se nanocastice chovaly u jednotlivych bunék zcela odlisné. U nadorovych bunék
(HeLa) 1ze zcela jasné zpozorovat, Ze ¢ast nanocastic pronikla do bunék a zbytek
nanocastic ztstal v koloidni formé v médiu. Zato u bunék zdravych (NIH 3T3)
vzorek, ktery se nedostal do bunék, vytvoftil shluky nad burikami.

Obrézek & 20: Snimek nazée}’lch bunék vzorkem SPIO-Lf o koncentraci 50 pg/ml -
a) HeLa, b) NIH 3T3.
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Ke stejnému zavéru lze dojit i pfi pohledu na obrazek ¢. 20. Zde je snadno
viditelny rozdil mezi chovanim nanocastic s laktoferinem u jednotlivych bunék.
Pfi porovndni obrazku ¢. 19 a €. 20 si 1ze povSimnout, Ze pfitomnost laktoferinu jesté
umociiuje tendenci agregovat, jak bylo viditelné i na TEM snimcich (obrazky ¢. 15-
16) ¢i z tabulky u DLS (tabulka ¢. 1). Proto i u HeLa bunék si Ize povSimnout shlukt
nanocastic na povrchu bunék. Vétsi tendence se shlukovat by se daly odvodit
i z mensi hodnoty zeta potencidlu pro nanocastice s laktoferinem SPIO-Lf.

Obrézek ¢. 21: Snimek naznacenych bunék vzorkem laktoferinu o hmotnosti Lf 0,87 pg
(odpovidajici koncentraci SPIO-Lf 50 pg/ml) - a) HeLa, b) NIH 3T3.
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Na obrazku ¢. 21 jsou uvedeny snimky bunék naznacenych samostatnym
laktoferinem. Z nich se toho diky nartiZovélé barvé roztoku laktoferinu nedd moc
odvodit, ale 1ze si povsimnout i nékolika mrtvych bunék (kulaty tvar) a to vice
u nddorovych bunék nez u zdravych.

Na nasledujicich snimcich (obrazek ¢. 22-23) jsou zobrazeny snimky kontrolnich
(nenaznacenych) jamek pro nddorové buriky (obrazek ¢. 22) a butiky zdravé (obrazek
¢. 23). I zde si Ize povSimnout mrtvych bunék, které indikuji, Ze redlna viabilita
kontrolnich bunék nebude stoprocentni. Diky tomu ve vétsiné testech viability
vyvstava nutnost normovani vyslednych hodnot viability podle reédlné
(nestoprocentni) viability kontrolnich bunék.

Obrézek & 22: Snky kontrolnich jamek pro nddorové buiiky HelLa - a) zvétSeni
objektivu 20x, b) zvétseni objektivu 40x.
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Obrazek ¢. 23: Snimky kontrolnich jamek pro zdravé buriky NIH 3T3 - a) zvétSeni
objektivu 20x, b) zvétseni objektivu 40x

59



2.6. MTT test

Dvacet ¢tyfi hodin po naznaceni bunék se provadi samotny MTT test.
Prvnim krokem je pfidani 20 pl roztoku MTT (3-[4,5-dimetylthiazol2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid) o koncentraci 5 mg/ml do kazdé jamky bez odebrani
média. Nasledné se kultiva¢ni panel vrati na 4 hodiny do inkubatoru. Po uplynuti
¢ty hodin je jasné pozorovatelné zabarveni do tmavé modra diky vytvofeni
krystalkti formazanu (viz obrazek ¢. 24-25).

Obsah kultiva¢niho panelu se opatrné vyklepne do vylevky a do kazdé jamky se
pfidd 100 pl detergentu - konkrétné dimethylsulfoxidu (DMSO). Ten slouzi
k rozpusténi krystalk{i formazanu. Po pfidani DMSO se panel vlozi na 15 minut na
elektrickou michacku.

V této chvili uz zbyva posledni krok, a to je samotné meéfeni absorbance.
To se provadi pomoci spektrofotometru pfi vinové délce 570 nm.

Obrézek ¢. 24: Snimek nddorovych bunék naznacenych nanocasticemi SPIO
(koncentrace 200 pg/ml) a po vytvofeni krystalkti formazanu. Zvétseni objektivu 20x.
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Obrézek ¢. 25: Snimek nadorovych bunék naznacenych nanocasticemi SPIO
(koncentrace 500 pg/ml) a po vytvofeni krystalkt formazanu. Zvétseni objektivu 40x.

Po naméfeni absorbanci jednotlivych jamek se zpraimeéruji hodnoty pro
jednotlivé koncentrace a také hodnoty vSech kontrolnich jamek.

Nasledné se pomoci vzorce (7) vypocita viabilita a z téchto hodnot se vytvoii graf.
Vypoctem dle vzorce (7) se normuji jednotlivé hodnoty viability podle
nestoprocentni redlné hodnoty bunék kontrolnich a viabilita kontrolnich bunék se
tim poklada rovnd 100 %.

e 1 1. ramérna absorbance pro danou koncentraci
viabilita [%] = L .

100 @)

pramérné absorbance kontrolnich jamek

Vysledné viability byly pro vsSechny testy zprimeérovany a byl vytvoren
histogram vyobrazujici zavislost viability na koncentraci pro jednotlivé vzorky a pro
kazdy typ bunék (obrazky ¢&. 26-27).
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Zavislost viability na koncentraci vzork® - MTT - HeLa
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Obrézek ¢. 26: Graf zavislosti viability na koncentraci vzorkd pro nddorové buriky.
Cisla nad sloupci udavaji hodnotu viability a ¢erné tsecky reprezentuji primérné
smérodatné odchylky z péti nezavislych méfeni.

Z obrazku ¢. 26 lze vycist biokompatibilitu samostatnych SPIO nanodéastic,
kde viabilita neklesa pod 91 %. U SPIO-Lf jsou hodnoty nizsi, coz lze pfisoudit
navazanému laktoferinu v pfipadé nadorovych bunék. Vzorek se ale stale da
povazovat za biokompatibilni, zde hodnota u nejvyssi koncentrace (700 pg/ml)
neklesla pod 75 %. Zato u samostatného laktoferinu lze pozorovat jeho
antikarcinogenni ucinky, tedy negativni vliv na viabilitu naddorovych bunék.
U vysgich koncentraci se dostdvame k 60% viabilité. Cerné tsecky reprezentuii
pramérné smérodatné odchylky z péti nezévislych test, dévaji tedy piehled,
jak moc se jednotlivd méfeni ve vysledcich lisila.
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Zavislost viability na koncentraci vzorki - MTT - NIH 3T3
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Obrazek ¢. 27: Graf zavislosti viability na koncentraci vzorkd pro zdravé buriky.
Cisla nad sloupci udavaji hodnotu viability a ¢erné tsecky reprezentuji pramérné
smérodatné odchylky ze ¢tyf nezavislych méfeni.

U zdravych bunék je zfejmy stejny fenomén biokompatibility SPIO, zde dokonce

V2

ani u nejvyssich koncentraci hodnota neklesa pod 95 %. Obdobné jako u bunék
nadorovych je zde vidét snizend viabilita u komplexu SPIO-Lf, i kdyZz nejnizsi

N 24 Vv

hodnota viability je vyssi nez u HeLa bunék (74 %). Nejnizsi hodnoty viability pati

opét vzorku laktoferinu, ale i zde jsou hodnoty viabilit vys$si neZ u nadorovych
bunék (neklesaji pod 68 %).

Témito vysledky se potvrzuje i nameéfend biokompatibilita vzorkd SPIO
a SPIO-Lf ve srovnani se studii [61] (viz obrazek ¢. 9).
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2.7. Méfeni hladiny ROS

K fluorescenénimu barvivu CM-H2DCFDA se ptida 172 pl DMSO a do kazdé
jamky soznacenymi i kontrolnimi butikami se pfipipetuje 2 pl sondy.
Kultiva¢ni panel se vlozi na hodinu do inkubétoru a nasledné se provede méfeni
fluorescence. Méfeni se opakuje po dalsich dvou hodinach pro zdokumentovani
narustu hladiny ROS.

Vystupem méfeni jsou jiz hodnoty ROS pro jednotlivé jamky, které se pouze
zprameéruji pro duplikatni jamky.

Vysledkem jsou histogramy zobrazujici zavislost mnoZstvi ROS na koncentraci
jednotlivych vzorkt pro kazdy typ bunék (obrazky ¢. 28-29). V grafu jsou zahrnuty
hodnoty mnozstvi ROS pfi méfeni po jedné hodiné od pfidani barviva i po tfech
hodinach.

240 Graf zavislosti namétenych ROS na koncentraci vzorkt - HeLa

S

174

200
180

Juny
oA
o O

nozstvi ROS
[ S Gy
N
(@] (@]
I 123

00
80
60
40

20

— 120
———— 158
e 108
146
126
———— 103
129
116
RRRRRRRRR 161
——123
TRRRE— 131
123
S 162
— 122
119
122
SRRNRNSS———1 163
—i128
119
152
—i114
106
144
=100
98

SRR AR ———187
R S R S R A e

e I 1 )
—i91
= 87
—
IS99
B e e N1 0

o

B N N N

B e e e
A1 08

T R R R

e S

SRS
= 70
SRRRRRRRRRARRRRARRRRRE

— 70
62

L

0 50 100 200 300 400 500 700
Koncentrace [pg/ml]

m kontrola (1 hod) #K (3 hod) = SPIO (1hod) ~ SPIO (3 hod) ® SPIO-Lf (1 hod) # SPIO-Lf (3 hod) M Lf (1 hod) # Lf (3 hod)

Obrazek ¢. 28: Graf zavislosti mnoZstvi naméfenych ROS na koncentraci vzorkt pro nadorové
butiky po jedné a tfech hodinach od p#idani fluorescen¢niho barviva. Cisla udavaji mnozstvi ROS
pro jednotlivé koncentrace a ¢erné tsecky symbolizuji priimérné smérodatné odchylky z péti
nezavislych méfeni. Prvni sloupec od vzorku reprezentuje hodnotu ROS pfi méfeni po jedné hodiné
(plny sloupec) a druhy sloupec (Srafovany) hodnotu ROS po tfech hodinach.
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Z histogramu na obrazku ¢. 28 lze vycist, Ze u vzorkt SPIO a SPIO-Lf jsou
hodnoty ROS mensi nez u kontrolnich neznacenych bunék. To je pravdépodobné
zpusobeno stinénim fluorescence sondy vzorky SPIO nanocastic. Diky tomu lze
vysvétlit i vyrazné niz$i hodnoty ROS u vyssich koncentraci, kde stinéni bylo logicky
vétsi. U laktoferinu jsou hodnoty ROS srovnatelné s kontrolnimi butikami, d4 se
predpokladat, ze laktoferin nezptsobuje oxida¢ni stres. Zcela jasné lze u grafu
pozorovat nariast hladiny ROS pfi delsim ptisobeni fluorescenéniho barviva, coz je
pravdépodobné zptsobeno z velké ¢asti toxicitou samotného barviva.

Graf zavislosti mnozstvi ROS na koncentraci vzorktl - NIH 3T3
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Obrézek ¢. 29: Graf zavislosti mnoZzstvi naméfenych ROS na koncentraci vzorkt pro zdravé
butiky po jedné a tfech hodinach od p¥idani fluorescen¢niho barviva. Cisla udavaji mnozstvi ROS
pro jednotlivé koncentrace a ¢erné tsecky symbolizuji priimérné smérodatné odchylky. Prvni
sloupec od vzorku reprezentuje hodnotu ROS pfi méfeni po jedné hodiné (pIny sloupec) a druhy
sloupec (srafovany) hodnotu ROS po tfech hodinach.

V grafu popisujici zavislost hladiny ROS na koncentraci vzork pro zdravé
buriky lze nalézt prakticky stejny priibéh jako u bunék nadorovych. S tim rozdilem,
ze nartst hladiny ROS po dalsim dvouhodinovém ptisobeni je mnohem znatelnéjsi.
Stejné jako pokles ROS u vys$sich koncentraci je zapficinén pravdépodobné silnéjsim
stinénim fluorescence vzorkem, a to vyraznéji u bunék zdravych nez u bunék
nadorovych. Silngjsi stinéni fluorescence mtize byt zptisobeno vétsi tendenci vzorku

agregovat u zdravych bunék (viz obrazky ¢. 19-20).
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2.8. Pratokovy cytometr

Pro spravnou piipravu bunék na méfeni pomoci priitokového cytometru je nutné
deadherovat buriky z kazdé jamky do jednotlivych zkumavek. Prvnim krokem je
odpipetovdni supernatantu do zkumavek, aby nedoslo ke zkresleni méfeni
a zkumavka obsahovala i mrtvé deadherované burky. Nasledné se zahieje PBS,
trypsin a dané médium na 37 °C. Postup je stejny jako pro pasdZovani bunék s tim
rozdilem, Ze ke kazdé jamce se pfistupuje jako k malé kultiva¢ni lahvi.

Kazda jamka se promyje 50 pl PBS pro odstranéni zbytkti média a poté se do ni
pridd 30 pl trypsinu. Kultiva¢ni panel se dd opét do inkubatoru. Po tspésné
deadheraci se prida do kazdé jamky 100 pl média a cely obsah jamky se prepipetuje
do spravné zkumavky k odpovidajicimu supernatantu.

Do zvlastni zkumavky se smichd roztok 2 pl kalceinu ze zasobniho roztoku
se 158 pl DMSO. Z tohoto vzniklého roztoku se pak ke kazdé zkumavce s burikami
pfidaji 2 pl. Nasledné se jesté do kazdé zkumavky prida 1 pl propidium jodidu.
A vSechny vzorky se daji na 15 minut do tmy pro zajisténi naznaceni bunék
fluorescen¢nimi barvivy.

Vystupem meéfeni je pomér mezi naméfenymi zivymi a mrtvymi burikami
a celkovy pocet zméfenych bunék. Z téchto dat se nasledné spocitd procentualni
viabilita. Tu je nutno znormovat pomoci procentudalni viability kontrolnich bunék,

aby se naméfend nestoprocentni viabilita kontrolnich bunék polozila maximu
viability pro dané burky.
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Obrézek ¢. 30: Graf zavislosti viability na koncentraci vzorkd pro nddorové buriky.
Cisla udavaji hodnoty viability pro jednotlivé koncentrace a ¢erné tsecky symbolizuji
pramérné smérodatné odchylky.

Z obrazku ¢. 30 lze potvrdit biokompatibilitu SPIO nanocastic, kde hodnota
viability neklesa pod 80 %. Vyrazné nizsi jsou hodnoty viabilit pro komplex
SPIO-Lf, kde viabilita klesa az k66 %. Bylo by snadné tento pokles pfipsat
antikarcinogennim tucinkdm laktoferinu. Ty se ndm ale pro samotny laktoferin
nepotvrdily, zde jsou naopak hodnoty viability nejvyssi a neklesaji pod 86 %.
Lze to vysvétlit tim, Ze laktoferin u nadorovych bunék nezpisobuje smrt, ale pouze
negativné ovliviiuje metabolismus butiky (napt. bunééné dychéni atd.). S omezenym
metabolismem (konkrétné se sniZenou aktivitou mitochondrii) by se buriky mohly

jevit ve vysledcich MTT testu jako mrtvé, zato cytometr by je oznacil jako zivé.
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Obrazek ¢. 31: Graf zavislosti viability na koncentraci vzorkd pro zdravé buriky.
Cisla udavaji hodnoty viability pro jednotlivé koncentrace a ¢erné tsecky symbolizuji
pramérné smérodatné odchylky

V¥

Biokompatibilitu SPIO lze odvodit i z obrazku ¢. 31, kde kromé nejvyssi
koncentrace (700 pg/ml) viabilita neklesa pod 81 %. U nejvyssi koncentrace hodnota
viability pada az k 67 %. Z toho lze odvodit, Ze pfi dalsim, byt malém, zvySeni
koncentrace by se viabilita dostala khodnoté¢ LD50 (umird 50 % bunék)
a i biokompatibilni SPIO by se staly toxickymi. Stejné jako u nddorovych bunék
viability SPIO-Lf jsou nizsi a klesaji az k 68 %. Zdaleka nejvyssi hodnoty jsou opét
u laktoferinu pravdépodobné ze stejného dtivodu zminéného u nddorovych bunék.

Z celého in vitro testovani 1ze shrnout, Ze byl pfipraven biokompatibilni komplex
sloZzeny z magnetitu s navdzanym laktoferinem, ktery sice nevykazuje pfi danych
koncentracich antikarcinogenni t¢inky, ale 1ze jej pouzit jako kontrastni latku pro
MRI, ktera diky navdzanému laktoferinu na povrchu bude mit afinitu k nadorovym
a zanétlivym burikam. Z hodnoty DLS Ize usoudit, Ze systém md vhodnou velikost
pro in vivo testovani, jediné, co by se pro piipadné potencidlni vyuZiti v in vivo
podminkédch muselo optimalizovat je hodnota zeta potencidlu (-10 mV). Pro stabilni
systém, ktery nesmi aglomerovat v riznych médiich je nutnd hodnota vice zdporna
(-30mV a niZze).
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ZAVER

V této diplomové praci byla provedena pfiprava konjugovanych nanocéstic
slozenych z komer¢nich superparamagnetickych nanoc¢astic oxidii Zeleza, konkrétné
magnetitu, na jehoz povrch byla kovalentni vazbou pfes karboxylové skupiny
navazana biologicky aktivni latka laktoferin. Tento protein, obsazeny predevsim
v matefském mléce, je znam pro své zadouci protizanétlivé a antikarcinogeni tc¢inky
a v dnesni dobé se objevuje na trhu ve formé doplitkt stravy. Navazani proteinu
probéhlo s vysokou uspésnosti (66-96 %), coz bylo potvrzenou Bradfordovou
metodou a systém SPIO-Lf si zachoval podobnou velikost i zeta potencidl jako
samotné nanocastice.

V druhé fazi experimenti byl komplex SPIO-Lf podroben in vitro testovani
a vysledky byly srovnany se samotnymi SPIO a samotnym laktoferinem. Z obou
metod pro studium viability (MTT, cytometr s propidium jodidem a kalceinem) byla
potvrzena vysoka biokompatibilita systému, kdy az do koncentrace 500 pg/ml byla
viabilita zdravych i nadorovych bunék vice nez 80%. Bylo provedeno také méfeni
ROS, kde pravdépodobné dochdazelo ke stinéni fluorescence sondy, a tudiz mohly
byt vysledky zkreslené. Nicméné u zadné koncentrace nedoslo k nart@istu ROS
hodnot ve srovnédni s kontrolnimi butikami, a tudiz i ztohoto méfeni vyplyva
biokompatibilita pfipraveného systému.

Vzhledem k aktudlnim trendim moderni diagnostiky by tento systém SPIO-Lf
mohl byt uplatnén jako kontrastni latka s afinitou k nddorovym ¢&i zénétlivym
bunikam, tedy cilenému oznaceni téchto bunék a diagnostiky pomoci magnetické
rezonance.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

e MRI - zobrazovani magnetickou rezonanci

e ECHA - Evropska agentura pro chemické latky

e SPION (SPIO) - superparamagnetické nanocastice oxidi Zeleza

e ROS - volné kyslikové radikaly

e USPIO - ultramalé superparamagnetické nanocastice oxida zeleza
e VSPIO - velmi malé superparamagnetické nanocéstice oxid Zeleza
e RES - retikuloendotelovy systém

e MDA - malondialdehyd

e TBARS - reaktivni slouceniny kyseliny thiobarbiturové

e PEG - polyethylenglykol

e SEI - interfaze pevnych elektrolyt{

e Dox - Doxorubicin

e DNA/RNA - deoxyribonukleova/ribonukleova kyselina

e PBCA - poly(alkyl-kyanoakrylat)

e CPC - kostni cement na bazi fosfore¢nanu vapenatého

e CDK - cyklin dependentni kindzy

e Lf - laktoferin

e bLf - bovinni laktoferin

e hLf - lidsky laktoferin

e SPIO-Lf - komplex superparamagnetickych nanocastic s navdzanym
laktoferinem

e HEK 293 - bunécna linie zdravych lidskych embryonélnich renélnich bunék
e HL-7702 - bunécn4 linie zdravych lidskych hepatocytt

e ECV 304 - buné¢na linie lidskych endotelidlnich bunék pupecénikové zily

e MTT - 3-[4,5-dimetylthiazol2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid



fluidMAG-CMX - oznaceni vyrobce pro nanoc¢astice magnetitu obalené
karboxymethyl-dextranem

TEM - transmisni elektronova mikroskopie

DLS - dynamicky rozptyl svétla

PDI - stupen polydisperzity

CDI - karbodiimid

EDC - 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid
CBB - barvivo Coomassie-Brilliant-Blue G-250

HeLa - bunéé¢na linie nddorovych lidskych epitelialni bunék z nadoru
délozniho hrdla

NIH 3T3 - buné¢na linie zdravych fibroblastt z mysich embryi NIH Swiss
kultivovana tzv. 3T3 protokolem

PBS - fosfatovy pufr s 0,15 M NaCl - pufrovany fyziologicky roztok
CM-H2DCFDA - fluorescen¢ni barvivo C27H19Cl30s

FSC - detektor cytometru umistény v ose dopadajiciho laserového svazku
SSC - detektor cytometr umistény pod tthlem 90° od osy dopadajiciho svazku
PI - propidium jodid

ddH>O - ultracista voda

DMSO - dimethylsulfoxid

LD50 - koncentrace latky, pti které umira 50 % bunék (studovanych
organismil)
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Product Information — fluidMAG-CMX

Product name:
Article number:

Product description

fluidMAG-CMX
4106-1 (1 ml); 4106-5 (5 ml)

Aqueous dispersion of magnetic nanoparticles

Application: Weak cation exchanger; for covalent coupling of biomolecules; see
protocol A11

Hydrodynamic diameter: 200 nm

Mass concentration: 25 mg/mi

Volume: 1mi

Production date: March 2019

Batch number: 2019-03-22

Expiry date:

18 months after production date

Core composition:

Matrix composition:

Number of particles:

Particle density:

Type of magnetization:
Functional group:
Autoclaved:
Suspension medium:
Storage:

Note:

Magnetite (Fe;Os, black color) - May oxidize to maghemite (Fe;0s,

brown color) over time due to atmospheric oxygen.
Carboxymethyl-dextran, sodium

~22x10"g
particles

~1.25 g/cm®
Superparamagnetic

Sodium carboxylate , -COO” Na*
Yes

ddH,0

2 -8 °C. Do not freeze!

For complete resuspension vortex thoroughly several minutes!
Keep and use under sterile conditions.

R: H: CH,-COOH, CH»-COONa
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