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ANOTACE

V predlozené diplomové praci je systematicky popsan proces testovani a oveétovani
cytoxicity novych materiald, konkrétné superparamagnetickych nanocastic a mikrocastic.
Text prace zmifiuje nejen pozitiva vyuziti takovych materiald, ale také se podrobné
soustiedi na jejich mozné toxické ucinky. A pravé poznatky chovani nanocastic
Vv biologickych systémech a zivotnim prostiedi, jsou pro souc¢asnou védu i lidskou populaci
tolik dtlezité. Pfedlozena prace shrnuje metody vhodné pro stanoveni cytotoxicity
(nano)materialti popsanych a aktualné dostupnych v odborné literatufe. Nase in vitro studie
se zaméfila na cytotoxicitu mikrogastic ProMag™ 1 Series - COOH od firmy Bang
Laboratories, Ins (Fishers, IN, USA) a jejich modifikovanou formu s navazanou
protilaitkou 1gG. Pro naSe experimenty jsme pouzily bunétné linie A549 a MRC-5.
Mezi hlavni cile patiilo zoptimalizovani postupu prace s nano/mikroéasticemi pro
Stanoveni cytotoxicity. Bunéfnou viabilitu jsme kvantifikovaly metodou redukce
tetrazoliové soli XTT, testem vyluCovani trypanové modie a analyzou proliferace bunék
VvV realném case systémem xCELLigence. Koncentrace ¢astic plisobicich na buiky byly
v rozmezi koncentraci ¢astic 0,1 pg/ml — 1000 pg/ml. U obou bunécnych linii byl zjevny
cytotoxicky efekt se stifednim ulinkem az od koncentrace latky v kultivaénim médiu
100 pg castic/ml. Pii koncentraci testovanych ¢astic 500 pg/ml byly témét vSechny bunky

poskozeny a jejich viabilita se bliZila k nulovym hodnotam.

KLICOVA SLOVA

magnetické mikro a nanocastice, cytotoxicita, in vitro stanoveni, viabilita, A549, MRC-5

ANNOTATION

The presented thesis systematically describes the process of testing and verifying the
methods for testing of cytotoxicity of new materials, namely superparamagnetic
nanoparticles and microparticles. Text of the thesis does not mention the benefits of such
materials application, but also describes in a detail their possible toxic effects to human
organism. The knowledge of the behaviour of nano/microparticles in biological systems
and in the environment is particularly important to today's science and human population.

Therefore, this work provides a summary of methods suitable for the determination



of cytotoxicity as well as studies available and described in recent scientific literature.
Our in vitro study specifically monitores the cytotoxicity of microparticles ProMag ™
1 Series COOH from Bang Laboratories, Ins (Fishers, IN, USA) and their
biofunctionalized form with covalently linked IgG molecules. We applied A549
and MRC-5 cell lines for our cytotoxicity tests. The main objectives were to optimize
the procedure for preparation of nano/microparticles suspension, working solution
to determine cytotoxicity reproducibly. Cell viability was quantitated by XTT tetrazolium
salt reduction, trypan blue exclusion test, and real-time cell proliferation analysis
by xCELLigence system. Concentrations of the particles acting on the cells were
in the range of particle concentrations of 0,1 pg/ml - 1000 pg/ml. For both cell lines,
an apparent cytotoxic effect with a medium impact was apparent from the concentration
of the substance in the culture medium of 100 ug particles/ml. At the concentration of test
particles of 500 pg/ml, almost all cells were damaged and their viability was approaching

ZEro.

KEYWORDS

magnetic micro and nanoparticles, cytotoxicity, in vitro determination, viability, A549,
MRC-5
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UvVOD

Diky svym unikatnim vlastnostem se staly nanomateridly hlavnim objektem zajmu
napii¢ mnoha technologickymi i biomedicinskymi obory. Vznikaji rozsihlé studie
0 metodach syntézy a produkce novych materiald vyuzitelnych v riznych velice
rozmanitych oborech lidské ¢innosti. Dalsi vyzkumné studie se snazi zodpovédéet otazky
tykajici se bezpecCnosti a mozného nezadouciho uUcCinku takovych materiali na lidsky
organismus, na zivotni prostfedi. Velmi vyznamnych oborem, kde se nanotechnologie

a nanomaterialy v dnes$ni dob¢ uplatiuji je biomedicina.

Magneticky aktivni materialy v kombinaci s magnetickym polem nachazeji velkou
Skalu uplatnéni v in vitro a in vivo diagnostice, v zobrazovacich metodach, v terapii mnoha
zavaznych chorob, véetné nddorovych. Mnohé z nich jsou diky svému slozZeni a struktuie
povazovany za netoxické, lze pouzit i termin biokompatibilni. To je jeden z hlavnich
davodu jejich Sirokého vyuziti nejen v klinické praxi ale i vramci biomedicinského
vyzkumu. Jednd se napiiklad o magnetickou rezonanci, dopravu léciv, radionuklidd,
cytostatik, vyvolani hypertermického Uc¢inku pro efektivnéjsi destrukci nddorovych bunék
(Pankhurst a kol., 2003), nebo cilenou opravu tkdni ¢i imunoanalyzu

(Murugan a kol., 2017).

Charakter, mozné modifikace ¢i mechanismus pisobeni nano/mikrocéstic
Vv biologickych systémech hraji nepostradatelnou roli pro pochopeni mozného toxického
pusobeni. Z praktického i etického hlediska se v soucasnosti provadéji in vitro metody
testovani cytotoxicity. AvSak prace s nano/mikrocasticemi neni vzdy snadna. Mnohdy
se vyzkumnici potykaji s problémy, jako napiiklad spontdnni agregace Castic, interakce
povrchu ¢astic s proteiny ¢i adherence ¢astic na povrch bunck. Urcitymi laboratornimi
postupy lze tyto nezddouci faktory minimalizovat a ziskat tak validni informace.

V experimentadlni ¢asti této diplomové praci jsou testovany vybrané metody
cytotoxicity a postup prace s magnetickymi nano/mikrocasticemi byl optimalizovan.
Cytotoxicita magnetickych mikroc¢éstic, s nimiz se pracovalo, nebyla doposud v literatuie
detailn¢ studovéana a popsana. Proto se testovani jejich toxicity stalo hlavnim tématem této

diplomové prace.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Magnetické mikrocastice a nanocastice

Magnetické mikrocastice (MMPs, Magnetic Microparticles) a nanocastice (MNPs,
Magnetic Nanoparticles) se dostaly do popiedi zajmu zejména biologickych vyzkumd,
biotechnologii, lékaistvi, farmacie, dale pak environmentalni sféry, elektronického
primyslu a robotiky. Tyto materidly jsou zajimavé diky svym unikatnim vlastnostem.
Pomoci externiho magnetického pole je lze velmi rychle a selektivné izolovat
z komplexnich vzorkl. Vyuzivad se vhodnych magnetickych separatorli, permanentnich
magnetl ¢i elektromagnetti. Vyhodou je, Ze pfi manipulaci s magnetickymi ¢asticemi, neni
potieba centrifugace. Tato cilend manipulace externim magnetickym polem je hojné
rozvinuta ve spojeni magnetickych nosica s biologicky aktivni latkou. Mezi nejcastéjsi
biokompatibilni nosice patii magnetické oxidy Zeleza. Na velky povrch MMPs ¢i MNPs
se mize vazat mnoho ligandd, coz z nich déla efektivni nosi¢e (Pecova a kol., 2011).
Dalsi vyhodou je, Ze jsou takto funkcializované ¢astice schopny akumulace do konkrétniho
mista. Vné&j§i magnetické pole je tak vyuzivano nejen pro cilenou dopravu, kontrolu
pohybu, ale i pro udrZeni magnetickych ¢astic v pozadované oblasti (Khalil a kol., 2016).
Pfi pisobeni stfidavého magnetického pole mohou generovat teplo a vyvolavat hypertemii
neboli vysoko teplotni destrukci nadorovych bungk. Dale slouzi jako efektivni kontrastni
latka pii zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI, Magnetic Resonance Imaging),
(Safatik a Safatikova, 2009, Pecova a kol., 2011)

1.1.1 Charakteristika

Pojem nanomedicina se spojuje srokem 1991, kdy byl vyraz poprvé pouzit.
Do literarniho podvédomi vesel v roce 1999 s publikaci Roberta A Freitase Nanomedicina.
Avsak k progresivnimu rozvoji dochazi az na zacatku 21. stoleti (Krukemeyer MG a kol.,
2015).

Z hlediska velikosti 1ze magnetické Castice rozdélit na mikrocastice 0 velikosti
lpm - 1000 pm, jez jsou v nékterych publikacich nazyvany magnetické mikrosféry.
V idealnim ptipad¢ by mély byt mensi nez 200 pm. Maji sypky praskovy charakter a jsou
veétsSinou slozeny ze syntetickych polymerd, uvnitt kterych jsou multijaddrové

14



feromagnetické nanocastice, viz Obrazek 1 (Mukherjee a Bandyopadhyay, 2012). Pokud
jsou hodnoty velikosti fadové 10° m, jedna se o nanolastice. Obecné se magnetické
nanocastice vyskytuji v oblastech mezi 1 - 500 nm (Baumgarten a kol., 2007). U jesté
mensich rozmérd, S jadrovou velikosti 2 - 30 nm, jeZ ddva nanocasticim tak unikatni

charakter, je dulezité si nejdiive vyjasnit pojem doména neboli spontdnné zmagnetizovana

oblast (Gubin, 2009). _)\\‘:\
DNA/RNA Biotin (,\\"‘:‘
- AS3

Streptavidin

Chitosa “,
Magnetic | CHy

core
activated

no

Obrazek 1: Piiklad magnetického jadra S polymernim obalem, pfevzato dle (Otieno a kol., 2016)

Jednodoménovost a superparamagnetismus

Skupiny magnetickych momentti; domény jsou oddéleny doménovymi sténami.
Jedna se o rozdé¢leni spontanné zmagnetizovanych oblasti, se vzdjemné odliSnymi sméry
vektord. Tyto jevy jsou zndzornény na Obrazku 2. Pro vytvoreni stén je dilezitd urcita
Sitka a energie, ktera snizuje celkovou magnetickou energii systému. S klesajicim
rozmérem MNPs ubyva pocet magnetickych domén, kterymi jsou MNPs tvofeny. Neboli
klesa pocet vznikajicich doménovych stén. Pokud se velikost dostane pod kritickou
hodnotu Dgp (angl. Single Domain), tvorba domén neni jiz energeticky vyhodna.
NezmensSila by se celkova energie. Zminény kriticky rozmér je siln€ zavisly na magnetické
anisotropii a tvaru MNPs (Gubin, 2009). Takova c¢astice ma tedy jedno-doménovy
charakter. Magnetické momenty vSech atomd jsou v ni uspofadany paralelné, v jednom
sméru a navzajem spolu spolupracuji skrz celou castici. Vysledny vektor magnetizace
je pak mnohem vétsi nez u vice doménovych systémi. Navenek vykazuje takova to Castice
obrovsky superspin (magneticky moment) s hodnotami v tisicich az desetitisicich

Bohrovych magnetoni (elementarni jednotka magnetického momentu, zavisla
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na modifikované Planckové konstanté, elementarnim ndboji a klidové hmotnosti

elektronu),(Kolarova, 2013, Pecova a kol., 2011).

South

Dormain Wall Width

Fig. 6.5. Single domain Fig. 6.6. Domain struc- Fig. 6.7. Domain struc- Fig. 6.8. Domain struc-
structure, ture of a material with ture of a material with ture of a material with
small crystal anisotropy. large crystal anisotropy. uniaxial anisotropy.

Obriazek 2: Domény a doménové stény, interakce mezi magnetickymi momenty v materidlu, pievzato
a upraveno dle (Tucek, 2010; Nagaosa a Tokura, 2013, Ge a kol., 2005)
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Charakterizace chovani MNPs je spojovana se superparamagnetismem a kone¢nym
rozmérem castic. Koneény rozmér je dan tvarem, objemem a materialovou specifitou
MNPs. Vznika dal§im zmenSovanim jedno-doménového systému, viz Obrazek 3.
V zavislosti na teploté a zmenSujicim se objemu ¢astic, je magneticky moment schopny se
spontann¢ otocCit Z jednoho sméru do jiného a to i bez pilisobeni externiho magnetického
pole (Varadan akol.,, 2008). Jinak feCeno pies anizotropni bariéru (viz AE).
Pivodni orientaci magnetického momentu nejsou schopny udrzet ani upevnéné MNPs.
Cim je teplota vy$$i, tim snadnéji zméni magneticky moment smér. Na teploté zavisi
saturatni magnetizace. V pruméru je magnetické pole pfes Cas pozorovani nulové.

Vlastnosti superparamagnetismu se odvijeji zejména od relaxacni doby t:
T =Ty exp (%) AE _KV
B

7 — primérna doba fluktuace; doba mezi pieklopenimi dvou snadnych sméri magnetizace,
7o — konstanta materialu (mé velikost piiblizng 10° — 10" s), AE — energeticka bariéra
(oddéluje dva snadné sméry magnetickych momentli; vyznaéné orientace namifené proti
sobé, drzi magnetizaci ve stabilnim stavu), kg — Boltzmanova konstanta, T — teplota, K —

anisotropni konstanta, V — objem.

Superparamagnetismus je vysledkem soutéZeni anizotropni energie a energie
fluktuaci mezi dvéma vyznacnymi sméry (Tucek, 2010). Pti blokovaci teploté¢ dojde
k jejich srovnatelnosti. Tyto zmény probihaji velmi rychle. Zejména pti odezve i na slabé
vn&js$i magnetické pole, kdy se Vv superparamagnetickych ¢asticich vykazuje intenzivni
vnitini magnetizace. MNPs tak reaguji jako permanentni magnet. Jejich magneticka
citlivost je vSak mnohem Vétsi. Proto nosi vnazvu predponu ,,Supere.
Rychlé pteorientovani je velmi popularni pii vyuziti v MRI jako kontrastni latka.
Lze tak pofidit vice magnetickych skenti za jednotku ¢asu (Mahdavi a kol., 2013;
Svatakova, 2012; Benz, 2012).
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Obrazek 3: Magnetické chovani a rezimy magnetitu a maghemitu, jako exponencialni funkce jejich
velikosti, magnetické anizotropie materialu a teploty vzorku, pfevzato a upraveno dle (Estelrich a kol., 2015;
Ruffert, 2016)

Paramagnetické materidly (Al, Gd, Mg, Li, Ta) maji diky svym neparovym
elektroniim celkovy magneticky moment nulovy. Magnetickd doména chybi. Pfi ptisobeni
vnéjsiho magnetického pole dojde k natoceni dipolt a vznika slaby magneticky moment,
ktery zesiluje vloZzené magnetické pole. Tyto latky vSak nejsou schopny moment udrzet
po odstranéni vnéjsiho ptisobeni. Feromagnetické materialy si ho udrzet dokazi (Fe, Ni,
Co). Pfi spontanni magnetizaci, zpisobené vyménnymi silami mezi sousednimi atomy,
vznikaji jiz zminéné magnetické domény s nahodilou orientaci. Smér je rlzny
a magneticky moment je nulovy. Plisobenim vnéjS$iho magnetického pole se objem domén
zvétsuje. Orientace magnetického momentu se tak blizi sméru vnéjSiho pulsobeni.
Pfi dalSim zesileni je uZ orientace shodnd a dochazi k trvalému zmagnetizovani latky.
K nasyceni dochazi pti 90 % zmagnetizovaného praskového feromagnetického materialu.
Zbyla procenta jsou vysvétlena jako magneticky neaktivni atomova vrstva na povrchu

Castice s nezanedbatelnym objemem (Hofmann-Amtenbrik a kol., 2009; Issa a kol., 2013).
18



Takovéto materialy, jez maji vysokou koercitivitu Hc > 1000 A / m, co nejvetsi
magnetickou indukci B a Sirokou plochu hysterezni smycky, se nazyvaji permanentni
magnety neboli magneticky tvrdé materialy. Magnetické pole jim zdstava zachovano
po dlouhou dobu po vyjmuti zvnéjSiho magnetického pole. Modfe znazornéno
na Obrazku 4 B). Naproti tomu magneticky mékké latky ho snadno ztraceji.
Zbytkovy magnetismus je velmi maly. Hysterezni smycka je uzka s koercivitou
Hc < 100 A/m, znazornéno zelené na Obrazku 4 B), (Jiles, 2003). Feromagnetické Castice

jsou zejména doporucovany pro separaci DNA ¢i RNA (Kakar a kol., 2013).
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Obrazek 4: A) Kvalitativni chovani velikosti magnetické nanoc¢astice zavislé na koercivité Hc (schopnost;
sila pusobici proti spontanni ¢i vnéj$im polem vyvolané demagnetizaci; odmagnetovani), barevné propojeni
kiivek s druhou ¢asti obrazku 3, B) Hysterezni kiivka — zavislost magnetizace materialu M na intenzité
magnetického pole H (Mr — remanentni; zbytkova magnetizace, zistava i poté co se snizi magnetické pole
na nulu, Ms — maximalni saturaéni magnetizace; nasyceni, Hc — koercitivni sila potfebna k odmagnetovani;
potlaceni remanentni indukce na nulu, ¢im je veétsi, tim je feromagneticka latka magneticky tvrdsi), pfevzato
a upraveno dle (Mehrmohammadi a kol., 2011; Paunovi¢ a kol., 2012)

20



1.1.2 Nano/mikroéastice oxidu Zeleza

Pro biomedicinalni aplikace jsou unikatni vlastnosti, jako pravé magnetismus, malé
rozméry s naopak velkym povrchem (100 mz.g'l), velmi vazené. MMPs a MNPs jsou
idealnimi kandidaty pro povrchové nano/mikro-inzenyrstvi a produkci funkcializovanych
struktur. Vyuziva se schopnosti vazby velkého mnozstvi ligandd, molekul, cileni
na postizené bunky a zejména pak jejich ucinnou, rychlou imobilizaci a separaci. Takovato
manipulace s biologicky aktivnimi latkami patéi k ustfednim biochemickym metodam
(Pecova, 2011; Mahmoudi a kol., 2011).

MMPs se ve vétsingé pripadt skladaji z polymernich mikrokuli¢ek o pruméru
0,1 - 5 um s vlozenou multi-jadrovou MNPs (Keerthi a kol., 2013). Sklenéné mikrokulicky
maji omezenou moznost aplikace v biomedicinalni sféfe. Prvni zminéné polymerni
mikrokuli¢ky Ize jesté rozdélit na polystyrenové. Ty usnadiiuji imunoprecipitaci, téidéni
bunék a umoznuji snadnou proteinovou adsorpci na jejich povrch. Dale pak
polyethylenové, jez jsou bézn€ vyuzivané jako plnivo. Pro svou vybornou tvarovou
dostupnost své uplatnéni nachazi také u vizualizace (barveni, fluorescentni mikrokuli¢ky,

prutokova analyza), (Mukherjee, 2013).

Magnetické jadro obsahuje nejCastéji magnetit (FesO4) nebo maghemit (y-Fe,O3).
Jedna se o kovové oxidy s nejsiln€jsi magnetickou odpovédi. Maji superparamagnetické
¢i feromagnetické vlastnosti. V publikacich je lze nalézt jako Superparamagnetic Iron
Oxide Nanoparticles (SPIONs) ¢i Ultrasmall Superparamagnetic Iron Oxide (USPIO),
(Umashankar a kol., 2016). Tyto materialy jsou pro biomedicinalni aplikace pouZzivany
nejcastéji, proto jsou zde blize vysvétleny. Splnuji totiz pozadavky jako je chemicka
stabilita za fyziologickych podminek, nizka toxicita a zejména velky magneticky moment.
Mimo jiné mohou byt jadra tvofena ferity MFe,O4 (M = Mn, Zn, Co, Ni), (Estelrich, 2015;
Kakar a kol., 2013).

Magnetit [Fe *rq[Fe® +Fe?*]onO4

Jednd se o feromagnetickou latku (je pfitahovana permanentnim magnetem) majici
kubickou inverzni spinelovou symetrii. Zakladni jednotka; buiika se nazyva face centered
cubic (FCC) a obsahuje 32 aniontd O". Dale ma krystalovou strukturu tvofenou 8 kationty

Fe’* ztetraedri (Tg), zatimco 8 kationti Fe** a 8 kationtéi Fe** jsou oktaedry (Op).

21



Dle nazvoslovi ho Ize pojmenovat také jako oxid zeleznato-zelezity. Prvkové zastoupeni je
Fe=72,36 % a O = 27,64 % (Kakar a kol., 2013; Thanh, 2012). Vztazeno na jednotku
FCC prostorového vizualizatniho konstrukéniho parametru Fd3m, ktery se rovna
0,839 nm. Hustota piirodniho magnetitu je 5,2 g/em® (Ghazanfari a kol., 2016).
Nanocastice magnetitu vykazuji pfi pokojové teploté a podprahové velikosti 20 nm
superparamagetismus. Nad touto hranici az do 80 nm, stabilni jedno-doménovost S vyssi
magnetickou saturaci a perzistentni zbytkovou magnetizaci, kterou si drzi

(Altan a kol., 2016; Baumgartner a kol., 2013).

Maghemit [Feg® | ra[Feaoss> + 83JonO32

V piitomnosti kysliku se Fe304 oxiduje na maghemit (y-Fe;O3). Dochazi ke zméné
v krystalické struktufe na tetragonalni. Zelezo se zde nachazi vyhradné jako trojmocné
a jsou zde pritomné vakance. Nicmén¢ ma velmi podobné vlastnosti. Stejné jako magnetit,
vykazuje jiz pfi  pokojové  teplot€¢  feromagnetismus. Drobnd  odliSnost

superparamagnetického chovani je pti 30 nm (Mahmoudi a kol., 2011, Estelrich, 2015).

ProMagTM 1 Series COOH

V experimentalni &asti této diplomové prace bylo pracovano s ProMag ™ 1 Series —
COOQH. Jedna se o superparamagnetické monodisperzni ¢astice ProMagT'vI 1 Series COOH
od americké spole¢nosti Bangs Laboratories, Inc. (Technology Dr. Fishers, IN, USA).
Patii mezi sférické polymerni Castice na bazi magnetitu. Srozméry 1 —3 um a nizkou
nespecifickou proteinovou vazbou, jsou vhodné pro pouZiti v celé fad¢ vyzkumi. Hustota
u menSich ¢astic je 1,8 g/crn3 a vétsich 1,6 g/cm3. Jsou rozpustné ve vodé (hnéda kapalna
suspenze). Daji se snadno promyvat ¢i separovat pomoci magnetu. Firma uvadi,
7ze zmrazeni Castic miize zpusobit ireverzibilni agregaci a ztratit vazajici aktivitu.
Jsou klasifikovany jako nizkorizikové pro bézné pouziti. Avsak toxikologické vlastnosti
jesté nejsou dikladné prozkoumany. Ve slozeni kapalného roztoku lze nalézt NaNs.
Ten je ale vysoce toxicky. Napadd srdce, nervy, mozek, muze zpisobovat rakovinu

(Bangs Laboratories, 2017).
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1.1.3 Syntéza nano/mikrocastic obsahujici oxidy Zeleza

Existuje mnoho fyzikalnich a chemickym metod jako jsou precipitace, koprecipitace,
mikroemulze, sol gel syntéza, termalni dekompozice, hydrotermalni a sonochemické
metody (Ghazanfari a kol., 2016; A. K. Gupta a M. Gupta, 2005). V Tabulce 1 je na prvni
pohled zietelné, Ze se jednotlivé metody 1iSi svou narocnosti, kvalitou ¢i kvantitou

ziskaného produktu.

Koprecipitace jako jedna z konvenénich a levnych metod je postavena na principu
vysrazeni vodnych roztoki Fe’* a Fe** v piitomnosti baze. Sole jsou redukovany roztoky
jako NaOH a NH3.H,0 za vzniku ¢erného precipitatu magnetitu ¢i maghemitu. Rovnice
popisujici reakei je nasledujici: Fe?* + 2Fe** + 80H — Fe;04 + 4H,0. Touto metodou
vznikaji rtizné velké &astice. Rizeni velikosti, tvaru, sloZeni a magnetickych vlastnosti
nanod&astic zavisi na nasledujicich: druhu pouZité soli, jako jsou naptiklad CI', (SO4)",
(NOs3)",(Cl04)"". Probublavani Ny, jako ochrana nejen pied oxidaci, ale pravé i pro redukci
velikosti (A. K. Gupta a M. Gupta, 2005), teplota v rozmezi 25 °C — 80 °C — vznik ¢astic
obvykle mensich nez 10 nm. Dale pH = 8,5 — 10 pro rychlou tvorbu srazeniny a ptedejiti
tvorby nemagnetickych srazenin. Zabranéni narGstu nechténych povlaku na vznikajicich
jadrech pomoci kyseliny citronové, palmitové, listové, stearové, laurové, olejové.
Velmi dilezita je povrchova stabilizace pro potlaceni mezicasticovych interakci, dosazeni
monodisperzity. Jednim ztakovych krokd je pokryti pfirodnimi nebo syntetickymi
polymery. Témi jsou napi. polysacharidy (dextran, chitosin, skrob), polyvinylalkohol,
polyethylenimin,  polyethylenglykol,  poly-I-lysinu,  kyselina  polymethakrylova,
substituované polyakrylamidy (Babic¢, 2012, Baumgartner a kol., 2013).

Strategie, zahrnujici vySe zminéné a dale pak potazeni naptfiklad anorganickou
vrstvou jako jsou nekovové castice (SiOp, silika) ¢i kov (Au), jsou v mnoha piipadech
vyuzity nejen jako ochrannd vrstva magnetického jadra, ale zvySuje se tim
biokompatibilita. Toho se wvyuziva pro dalsi funkcionalizaci (biofunkcionalizaci),
chemickou modifikaci (Ghazanfari a kol., 2016; Hofmann-Amtenbrink a kol., 2009).
Vysledna srazenina je z roztoku vyjmuta pomoci externiho magnetického pole. Dale je
V procesu peptizace opakované promyvana deionizovanou vodou. To az do doby, kdy je

zietelny koloidni charakter. Separace je provedena pomoci centrifugace (Blaney, 2007).

Mezi alternativni metody patii jiz zminénd mikroemulze. V literatufe uvadéna také

pod titulkem metoda reverznich micel. Zde mulze byt kovovy prekurzor precipitovan
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jako kovovy oxid ve vodni fazi uvnitt micely. Micely se vytvori diky kontinualni
termodynamické disperzi dvou nemisitelnych kapalin (vody v oleji). V organické fazi
je totiz kovovy prekurzor nereaktivni a oxid kovu tu neprecipituje. Velikost vzniklych
MNPs muze byt upravovana pomoci velikosti vodnich kapic¢ek ve vnitinim prostoru
micely. Krom¢é typu prekurzoru, reakéni teploty a casu tedy zalezi na poméru
vodni/olejové faze, pripadné surfaktantu. Nicméné vzniklé magnetitové Castice jsou mensi
nez 16 nm (Ghazanfari a kol., 2016; Mahmoudi a kol., 2011). Jinde v literatuic 1ze najit
rozméry vzniklych ¢astic i 1-2 nm (A. K. Gupta a M. Gupta, 2005)

Z hlediska kontroly velikosti, jeji uzké distribuce a vysoké krystalizani schopnosti
patii termalni dekompozice neboli tepelny rozklad mezi ty nejefektivnéjsi metody. Proces
zacina pocateCnim zranim zdrodkid reakce prekurzorl. K reakéni smési je pridan horky
solvent, ktery fidi nukleaci. Nasleduje zvysujici se teplota, az do rozkladné teploty
(nad 300 °C). Touto metodou lze pfipravit ¢astice s prumérnou velikosti 12 nm

(Ghazanfari, 2016).

Silikou potazeny y-Fe;O3 s primérnou velikosti 150 nm lze pfipravit aerosolovou
pyrolyzou methanolu obsahujiciho kov amonium citrat a tetraethoxysilan (A. K. Gupta

a M. Gupta, 2005). Pro ziskani maghemitu se také vyuziva sanikace s pouzitim NaClO.

Tabulka 1: Srovnani kliCovych vlastnosti rozdilnych syntetickych metod, pievzato a upraveno dle
(Ghazanfari, 2016)

Synteticka Naro¢nost Reakéni | Reakéni | Solvent | Velikost | Kontrola | Vytézek
metoda teplota | ¢as tvaru
°C
Koprecipitace | Velmi 20-90 Minuty | Voda Relativné | Neni Velky
jednoducha uzka dobra
Mikroemulze Komplikovana | 20-50 Hodiny | Organika | Relativné | Dobra Nizky
uzka
Termalni Komplikovana | 100-320 | Hodiny | Organika | Velmi Velmi Velky
dekompozice az dny uzka dobra
Hydrotermalni | Jednoducha 200-250 | Hodiny | Voda/ Velmi Velmi Stredni
az dny Etanol uzka dobra
Mezi zajimavé moznosti ziskani magnetickych nanomateriala

(velikosti 20 -100nm) je pouziti zivych mikroorganismii jako jsou napiiklad
magnetotaktické bakterie Magnetospirillum magneticum. V procesu biomineralizace totiz
produkuji unikatni prokaryotickou organelu zvanou magnetozom. Jedna se o magnetické

monokrystaly magnetitu potazené fosfolipidovou membranou. Jejich velkou vyhodou

24



je biokompatibilita a snadna vazba bioaktivnich latek (Yamagishi a kol., 2016).
Yamagishi a kol. (2016) u této bakterie popisuji moznost fizeni exprese genu Mms7 pro
regulaci vyroby nanokrystali pozadované velikosti a tvaru. Mezi dalSi bakterie patii
Leptothrix,  Gallionella,  Geotracer  sulurreducens, Thiobacilus  denitrificans
(Sharma a kol., 2015).

1.1.4 Modifikace, funkcionalizaci magnetickych nano/mikrocastic

V biomedicin¢ se jedna se o nezbytny proces. Biologicky vyznamné latky se vazi
na modifikovany povrch MNPs ¢i MMPs. Mezi klicové faktory biokompatibility
patii velikost, hydrofobni ¢i hydrofilni povrch a jeho naboj. Nelze opomenou ani nizkou
cytotoxicitu a  imunogenicitu. Pro zabranéni reakce povrchu ¢astic se skupinami,
jez ho modifikuji, je tfeba povrch upravit napiiklad karboxylovou, aldehydovou, thiolovou
nebo aminovou skupinou. Na tyto skupiny je mozné vazat protilatky, enzymy, proteiny,
cytotoxické latky ¢i DNA (Boraha a kol., 2016). Zabrani se tak i reakcim oxidl Zeleza
skrevni plazmou. Na Obrazku 5 jsou znazornény tfi mechanismy povrchové

funkcionalizace. Ptiklad polymernich modifikaci na Obrazku 6.
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Obrazek 5: Tii odliSné strategie mechanismu povrchové funkcionalizaci, pfevzato a upraveno
dle (Boraha a kol., 2016)
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Obrazek 6: Polymery na povrchu MNPs, pievzato dle (Veiseh a kol., 2010)

Friedricha a kol. (2015) zkoumali reprodukovatelnost spektrofotometrické metody

pro rizné potazené SPIONs (dextran, polysynteticky uhlovodik, kyselina laurova, bovinni

sérovy albumin). Vypozorovali podobné absorpéni spektrum a maximum pii vinové délce

370 nm. Coz naznacuje, Ze na intenzitu absorpce byl jen nepatrny vliv povlaku

(Friedrich a kol., 2015)

Piiklady funkcionalizujicich biokompatibilnich latek byly nastinény v kapitole

1.1.3 Syntéza nano/mikrocastic. Rozsifeny vycet pouzivanych krycich vrstev je uveden

v Tabulce 2.

1.1.5 Vyuziti magnetickych ¢astic nano/mikrocastic v biomediciné

Tabulka 2 shrnuje nékteré moznosti pouzivanych funkénich vrstev pro biomedicinské

vyuziti.
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Tabulka 2: Pouzivané kryci

vrstvy mikro/nanoc¢astic a

dle (Ali a kol., 2016; Mahmoudi a kol., 2011)

jejich aplikace, ptevzato a upraveno

Velikost | Pouziti Vyhody
[nm]
Amorfni 20-200 | lzolace biomolekul, napt. NevyZzaduje zadna organicka
SiO, genomické a plazmidové DNA, rozpoustédla, odstranujici latky potfebné
extrakce nukleovych kyselin z k opakovanému odstfed’ovani, vakuové
pudy, podavani 1ékd, extrakce filtraci nebo pro separacni kolonu
fenolické slouCeniny z oblasti
zivotniho prostfedi vody
Mesoporézni | 10-300 | Kontrolované dodavani 1é€iv, Jednotna velikost porti, velka plocha a
SiO, odstranéni rtuti z primyslovych dobra piistupnost objemu port
odpadnich vod, podpora
imobilizace enzymu pro bio-
katalyzy, fluorescence, izolace
genomové a plazmidové DNA
Polyethylen- | 10-50 In vivo NMR zobrazovéani a Zlepseni biokompatibility in vivo, in
glykol kontrastni zobrazovani, vazba vitro, efektivnost MNPs, snadna
specifickych Ab mifenych na funkcionalizace, stabilita
nadorové buiky
Polyvinyl- 10-50 Zobrazovani in vivo a podavani Zabranéni koagulaci ¢astic —
alkohol 1é¢iv monodisperzita
Polyvinyl- 10-20 Kontrastni zobrazovani a Zvyseni doby cirkulace v krevnim
pyrrolidin dodavani 1é¢iv obéhu, stabilizace koloidniho roztok
Polyakrylova | cca 250 | Cilena trombolyza Zvyseni stability a biokompatibility
kyselina rekombinantnim Castic, lepsi bioadheze
tkanovym aktivatorem
plazminogenu
Polystyren 10-20 Zobrazovaci a DNA hybridizace Stabilni a jednotna velikost ¢astic v
suspenzi
Polymethyl 10-50 Separace DNA a amplifikace Jednoduchost, muze byt
methakrylat aplikovan v automatiza¢nim systému,
pro dosaZeni vysoké propustnosti
detekce single nukleotid
polymorphismi
Polydipyrrol | 20-100 | DNA hybridizace Molekularni diverzita pro strojirenstvi
/Dicarbazol
Ethylceluléza | 20-50 Tézba farmaceutickych chemikalii | Lepsi vstfebavani Iéku do okolnich tkéni
Chitosin 20-100 | Tkanové inzenyrstvi, hypertermie | Pfirodni kationtovy linearni polymer,
ktery je Siroce pouzivan jako nevirovy
systém pro dodavani gent,
biokompatibilni, hydrofilni, pouziva se v
zemedelstvi, potravinarstvi,
zdravotnictvi,
biotechnologie, textil, polymery a
uprava vody
Dextran 10-200 | lzolace E. coli, podavani 1éki, Zvyseni doby cirkulace v krevnim
(Sephadex) zobrazovaci obéhu, stabilizace koloidniho roztoku
Skrob 10-20 Kontrastni a zobrazovaci P#irodni polymery, biokompatibilita
Liposom 50-200 Zobrazovaci, kontrastni, cilena Dlouha doba cirkulace
doprava Ié¢iv, hypertermie
Albumin 100-200 | Separace bunék Magnetické znaceni a oddélovani, nema
vliv na Zivotaschopnost a proliferaci
bunky
Erytrocyty 10-100 MRI zobrazovani, dodavani léciv | Zamezeni rychlému odklizeni

retikuloendotelialnim
systémem, dlouhy polocas v krevnim
ob¢&hu
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Zelatina 500-100 | Izolace genomové DNA, Hydrofilni, biokompatibilni, pfirodni
dodavani 1éciva polymer, zlepSuje

ucinnost obsahu ucinné latky, rychlé,
jednoduché, vhodny zpiisob pro extrakci
DNA

Existuje mnoho dalSich moznosti vyuziti NPs. Naptiklad metody pro diagnostiku
lidskych patogent jako jsou viry, bakterie, vyzaduji nakladné a ¢asové narocné postupy.
Biospecifické ligandy (peptidy, nukleové kyseliny, proteiny — protilatky, enzymy) vazané

na mikro ¢i nanocasticich oteviraji novy prostor medicinalni diagnostice.

Pomoci pifenosnych mikrocipti lab-on-a-chip se nové trendy zacaly spojovat
s terminy jako je rychlost analyzy (v€asna detekce chorob), pfesnost, automatizace, nizka
cena, velmi malé mnozstvi vzorku a reagencii (Krukemeyer MG a kol., 2015).
Vyhodou je také kontinualni separace pro mnoho vzorkii najednou, data v realném case,
minimalizace ztrat ¢i vzniku agregatt, jako tomu je u konvenénich technik (selektivni
precipitace ¢i chromatografie). Velmi hezky zpracované je review Salafi a kol., 2017

0 pokrokach separace pomoci mikrofluidniho systému.

Na zékladé specifické vazby ligandu a jeho biokompatibilniho protéjSku Ize kromé
detekce dopravovat in vivo 1é¢iva, cytostatika pro cilenou terapii. Diky povrchové upraveé
jsou Castice schopny unikat imunitnimu systému a opsonizaci (proces oznaceni vedouci
k fagocytoze). Nejsou identifikovana jako cizi télesa (viz Tabulka 2). Takovéto MNPs
s cytostatiky jsou pomoci magnetického pole zavedeny do nadorové tkané, kde dojde
k jejich zahusténi. Velka plocha povrchu nanocastic ma vyznamny potencial k vétsimu
poctu vazebnych mist snadorovymi buiikkami. Poté se miize pouzit dal§i varianta
nanomagnetické 1écby a to zahfivani postizeného mista (hypertermii) pomoci stfidavého
magnetického pole, kdy dojde k oslabeni ¢i zni¢eni nddorovych bunék a zvySeni toxicity
chemoterapeutik. U mozkovych nadort lze k slibnym vysledkim dojit v kombinaci
s radioterapii (Giner-Caserea a kol., 2016; Krukemeyer MG a kol., 2015)

Velmi uzitena je naptiklad vazba antigenu Ag (angl. Antigen) a protilatky Ab
(angl. Antibody). Ab mohou byt znaceny radioaktivnimi izotopy, enzym ¢i fluorofory
pro dosazeni nizké meze detekce (Giner-Caserea a kol., 2016). Ab ttidy IgG se mohou
na magnetické Castice vazat pies Fc Cast nebo ptes thioly ziskané redukci disulfidi
Vv pantové oblasti tézkych fetézct (Conde a kol., 2014). Protein vazajici imunoglobulin,

jako je napfiklad Protein A (produkt grampozitivnich koki), se miZze vysokoafinitné vazat
28



az se 4 molekulami IgG pies Fc ¢ast. Mezi nejsilngjs$i nekovalentni imobilizace patii
afinitni interakce avidin (stacionarni faze)-biotin (ligand). Na avidin se mohou véazat
az 4 molekuly biotinylovaného IgG. Krom¢ této vazby se vyuziva interakce biotin —
streptavidin, deglykosylovany NeutrAvidin (CaptAvidin), (Kim a Herr, 2013),
ptipadné nitro — avidin a nitro-streptavidin (Morag a kol., 1996). Jedna z moznosti vyuziti
jevazba Ag bakterie s Ab navazanou na MNPs. Pfi pusobeni magnetického pole
se generuje teplo v okoli MNPs coz zpisobi bakteridlni smrt. Stejné tomu mize byt

u svételné absorpce MNPs pomoci laseru (Klaine a kol., 2008).
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1.2 Testovani cytotoxicity magnetickych nano/mikroéastic

Na SPIONs se nelze divat jen z pohledu potencialnich benefiti, ale také jsou
tu otazky ohledné bezpecnosti. V posledni dobé se studie o magnetickych nanocasticich
dostavaji do prikopnickych pozic. Proto je nezbytné klast diraz na kiizovou
mezioborovou komunikaci z hlediska bezpe¢nosti, provéiovat mozné interakce, provadét
studie toxickych ucinki, optimalizovat procesy. Hlavnim cilem je minimalizace rizik

pro zivotni prosttedi i clovéka.

Ptedbézné udaje 1ze shromazd’ovat pomoci relativn€ rychlych a jednoduchych testi
in vitro. Dnes se jedna o alternativni predikci toxikologického chovani, ktera sniZuje
Cetnost pokusi na zvifatech. Diky bunéfnym liniim ovlivnénych MMPs a MNPs
Ize sledovat potencialni patologické chovani bunék. Trh nabizi velké mnozstvi MNPs,
které 1ze zkoumat na Siroké paleté bunék, jako jsou plicni, jaterni, ledvinové, kmenové,
nervove, endotelové, rakovinné buiiky. Dale na koznich fibroblastech a makrofazich.
Je znamo, ze stupen toxicity je rlzny v zavislosti na typu bunky, pouziti holé castice
¢i specificky potazené. Biologické experimenty, probihajici za ptesné¢ definovanych
podminek, obvykle trvaji 24, 48 az 72 hodin. Pokud vysledky odhaduji malou ¢i Zadnou
toxicitu, je nezbytné aplikovat testy in vivo (Markides a kol., 2012).

Pii testech akutni toxicity se zjist'uji hodnoty, které zptsobi 50 % tmrti ¢i 50 %
inhibici exponované populace. Obvykle jsou normalizovany na hmotnost zkoumaného

organismu nebo do prostiedi, ve kterém je dany objekt zkouman (Sterner, 2010):

LDsg— letalni davka LCso — letalni koncentrace
TDsg— toxicka davka TCso — toxicka koncentrace
D5y — inhibi¢ni davka 1Cs5p — inhibi¢ni koncentrace

1.2.1 Norma testovacich metod, zkou$ek in vitro

vvvvvv

Cytotoxicita je jednou z nejdilezitéjSich metod Dbiologického hodnoceni.
Ridi se dle pravidel, ktera jsou vsouladu s mezinarodnim standardnim provoznim
postupem. Aktualni platna norma ISO 10993-5:2009 popisuje testovaci metody
pro hodnoceni in vitro cytotoxicity zdravotnickych prostiedki. Ugelem je definovéni

schéma, které vede kvybéru nejvhodnéjsiho testovani dle charakteru vzorku,
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spise nez specifikace ur€ité zkousky. V normé jsou uvedeny tii kategorie zkousek.
Zkouska extraktu (schopnost zivych bunék redukovat tetrazoliové soli),
zkouska primym stykem (nejcitlivéjsi; bunky v jamce v kontaktu s MNPs, vizualni
pozorovani inkorporace barviva v zivych buinikach, morfologie bunétné vrstvy)
a nepiimym stykem (semikvantitativni; difGzi s agarem, obsahujicim zivé obarvené
bunky — cytotoxicky pozitivni— probé¢leni). Hodnoceni lIze rozclenit dle: posouzeni
poskozeni bunék morfologickymi prostiedky; méfeni poskozenych bunck, méfeni rastu
bunék; méfeni specifickych aspektt bunééného metabolismu (CSN EN 1SO 10993-5:2009,
2010; Li a kol., 2015).

1.2.2 Testy cytotoxickych metod in vitro

V zavislosti na povaze zkoumané latky a charakteru celkové studie lze vybirat
z vétstho mnozstvi testll. Pro rozsahlost celého tématu nasleduje pouze jejich jednotlivy
vycet. Diivodem je také fakt, Zze existuje mnoho publikaci, které podrobné popisuji
principy, postupy a pouziti. Testy, jimiz Vtéto praci byla hodnocena cytotoxicita

studovanych magnetickych mikroc¢astic, jsou dikladné zpracovany v experimentalni ¢asti.

Testy viability jsou zalozeny pfedev§im na integrité bunéfné membrany.
Vyuzivaji se metody s trypanovou modii, enzymem LDH (laktatdehydrogenaza),
PI (propidium iodid). Alternativou je stanoveni mitochondrialni aktivity napf. pomoci
testht XTT, MTT, MTS, WST-1, WST-8 redukujici tetrazoliové soli na barevny formazan
(kolorimetrie). Dale detekce membranového potencialu pomoci fluorescence
¢i bioluminiscenéni detekce ATP. Funkci lyzozomi lze zjistit pomoci levné a rychlé
metody s pouzitim lipofilniho barviva neutralni cervené¢ (Minaeva a kol., 2017).
Proliferacni testy méfenim celkovych proteini pomoci metody Bradfordové (Coomassie
Brilliant blue) ¢i fluorescencniho proteinového barviva sulforhodaminu B. Expresi
specifickych proteini. Obsahem a syntézou nukleovych Kkyselin diky zaclenéni
nukleosidového analogu thymidinu BrdU (5-brom-2-deoxyuridin), EdU (5-etynyl-2-
deoxyuridin) & inkorporace ®H thymidinu do DNA bungk (fluorescence) (Johnson
a Spence, 2010).

Mezi analytické metody a techniky patii velmi casto pouzivdna prutokova

cytometrie. Na zakladé tfidéni (diferenciace) poskytuje kvalitativni i kvantitativni citlivé,
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specifické a reprodukovatelné informace. Pii cytotoxickych testech kovovych SPIONs
se uplatiiuji AAS (angl. Atomic Absorption Spectroscopy), FTIR (Fourier-Transform
Infrared  Spectroscopy), MPS  (angl. Magnetic  particle  spectroscopy),
UVS (angl. Ultraviolet  Spectrophotometry)  (Friedrich a kol.,, 2015), MP-AES
(angl. Microwave Plasma - Atomic Emission Spectrometry) (Poller a kol., 2017), ICP-MS
(angl. Inductively Coupled Plasma - Mass Spektrometry), X-ray difrakéni analyza (Klaine
a kol., 2008).

V soucasné¢ dob¢ se vyzkumy a experimenty monitoruji pomoci pielomového
syst¢ému xCELLigence, ktery analyzuje dynamické procesy bunéénych linii V redlném
¢ase. Principem je detekce dynamické impedance s pomoci mikroelektronickych ¢idel,
které jsou integrované do dna detek¢éni desky s buitkami. MéEfi se odpor adherentnich
bun€k ptilnutych k povrchu elektrod (na dno jamek). Elektricka impedance se zvySuje
s poctem ptisedlych bunck. Pokud buiky nejsou pifitomny ¢i volné plavou, je hodnota
nulova. Relativni zmény elektrické impedance jsou zaznamenavany jako cell index (CI).
Vyhodnoceni Cl poskytne aktualni informace o stavu cytotoxicity, proliferace, morfologii,
diferenciaci bunék (Li a kol., 2015)

Je tieba poznamenat, ze se obcCas vyskytuji komplikace spojené s interakci MNPS
a samotnych bunck. Problémem muze byt 1 sedimentace MNPs, kterd vede ke zvySeni
koncentrace na povrchu buiky. Vliv na vysledky ma také samotné davkovani ¢i casové
prodlevy ode¢tl. Interpretace invitro testt nam bohuzel fekne jen velmi malo
0 mechanismu toxicity ¢i divodu bunécné smrti. Je tieba zjistit vice informaci
0 imunologické, neurologické, kardiovaskularni, reprodukéni a vyvojové reakci. Navic lze

v odborné literatufe nalézt jen malo souhrnnych zprav (Markides a kol., 2012).

1.2.3 Prikaz magnetickych nano/mikroéastic uvniti bunék

Castice lze detekovat a kvantifikovat pomoci svételné mikroskopie s pouzitim
pruské modie Fes[Fe(CNg)]s, ktera se vaze na CcCastice zZeleza. Dalsi moznosti
je fluorescenéni  mikroskopie s modifikaci SPIONs kontrastnim fluoroforem
(Cordova a kol., 2014), napf. rhodaminem (Umashankar a kol., 2016) ¢i CdTe.
Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM) svelmi vysokym rozliSenim

umoznuje pozorovani fluorescencné zviditelnénych castic ve 2D a 3D rovin€. Transmisni
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elektronova mikroskopie (TEM) pracuje s urychlenymi elektrony prochazejicimi vzorkem
s MNPs. Nevyuziva se viditelného svétla. Pracuje s trajektorii elektronového paprsku
Vv magnetickém poli.  Principem jsou elektromagnetické ¢i elektrostatické cocky
(Zhou a kol., 2017). U skenovaci; rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) se detekuje
sekundarni signal odrazenych sekundarnich elektronti ¢i charakteristické rentgenové zatreni

(Cabrera a kol., 2017).

1.2.4 Invivo testovani magnetickych nano/mikrocastic

Pro studium biologickych ucinkl jsou rozhodujici vysledky testli na pfislusnych
experimenty a vysS$i vydaje. Mald zvifata jsou pribézné monitorovana. Vyhodou
je sledovani dlouhodobych ucinkt, sitfeni MNPs organismem, jejich adsorpce, akumulace

a vylucovani z organismu.

Mezi jednu z dalezitych podminek patii kompatibilita MNPs s té€lnimi tekutinami.
Mohlo by dojit k hemolyze, koagulaci se vznikem krevnich srazenin v disledku adsorpce
nebo aktivace biomolekul (Markides a kol., 2012). Pied klinickym pouzitim se déla
hemolyzaéni test (zda nejsou MNPs toxické pro erytrocyty), méti se protrombinovy cas,
aktivovany Cas srazeni, aktivovany parcialni tromboplastinovy cas, dale chemokiny
aprozanétlivé cytokiny (napt. IL-8; ukazatel potencialniho oxida¢niho stresu).
Dale transkripéni faktory analyzou genové exprese. Validacni testy zahrnuji histologii
z mista vpichu, metabolicky aktivnich mist jako jsou ledviny, jatra, slinivka, mozek.
Pro prikkaz piitomnosti Fe?*, Fe®* lze fezy obarvit pruskou modii (Perlsova reakce).
Vysledkem jsou modré srazeniny v makrofagovych bunkach zvanych siderofagy.

Zde se zelezo ulozilo ve formé hemosiderinu (Markides a kol., 2012).

Kaspaza—3 se fadi mezi kli¢ové apoptické faktory (Svandova, 2014). Funguje jako
likvidaéni enzym pfi programované bunécné smrti u poSkozenych ¢i napadenych bunék.
Proto se méfi jeji aktivita (Mokry, 2010). U klinickych zkousek na lidech je otazkou,
zda organismus negativné ovliviluje samotna cCastice nebo v kombinaci s c¢innou
terapeutickou latkou. Pelclova a kol. (2016) se zabyvali expozici aerosolu NPs Fe;Os;
u 14 pracovniku, ktefi mu byli pifimo vystaveni po dobu 10 + 4 let. Hodnotili biomarkery

oxidativniho stresu. Ty byly opravdu pfitomny ve vydechovaném kondenza¢nim dechu.
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Jednalo se o markery oxidace lipidl, nukleovych kyselin, proteinti. Nicméné usoudili,
ze K systémovym ucinkdm na lidské télo, pisobenim NPs Fe,O3, nedochazelo. Vychazeli
z vysledki analyzy vzorkti moci. Ty nenasvédCovaly zadné abnormality oproti kontrolni
skupin¢ (14 osob). Nebyly zaznamenany zadné rozdily (Pelclova a kol., 2016). Proto si
medicina a vyzkumni pracovnici dozaduji rozsahlého, komplexniho vyhodnoceni.
To je vSak mnohdy obtizné kauzaln¢ vyhodnotit (souvislost jevii; analyza problému pficiny
a dasledku).
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1.3 VIiv nano/mikrocastic na zivotni prostiedi

1.3.1 Potenciidlni negativni dopad nano/mikrocastic na Zivotni prostredi

vvvvv

negativnich G¢inkl na lidské zdravi a environmentéalni sféru. Progresivni vyuziti téchto
latek vyvolava ¢im dal vétsi otdzku ohledné nevyhnutelného vlivu na ekosystém
auvolnovani do vodniho prostiedi béhem jejich zivotniho cyklu. Velmi piehledné
je zpracovany ¢lanek Bystrzejewska-Piotrowska a kol. (2009), ktery se zabyva tématem
nanoodpadu, problémy s jeho nekontrolovatelnym uvoliiovanim do Zivotniho prostiedi,

pfipadnym oSetfenim nebo deaktivaci nanocastic.

Potencialni nebezpeci se spojuje s pronikanim do pidy, sedimentli, mikrobidlnich
kultur, bioakumulace v zivych organismech. Zminéné mikrobidlni komunity hraji
dilezitou roli pfi rozpadu organické hmoty, degradaci uhliku v padé¢, recyklaci, zpracovani
dusiku, regulaci, mineralizaci Zivin, vy¢iSténi prostiedi od kontaminujicich latek pomoci
produkujicich enzymt (bioremeditace) nebo v symbiotickém spojeni s nékolika
suchozemskymi rostlinami. Harmonie ekosystému mize byt tak naruSena. Je tieba
zdiiraznit, Ze doposud velmi zaostava tempo studii rizik oproti riistu nanotechnologického
primyslu. At uz se jedna o nedostupnost standardnich testli, problémy s vyhodnocenim
nanotoxicity, interpretaci dat ¢i1  konfrontace s pfedpisy Zivotniho prostiedi
(Hedge a kol., 2016). Opakujici se pozorovani v riznych publikacich naznacuje,
ze rozhodujici toxikologické determinanty pro bunéénou odezvu jsou zejména koncentrace
NPs, dale ptispiva velikost, povrchové funkéni skupiny, pfipadné oxidacni stav Fe

(Markides a kol., 2012; Singh a kol., 2010).

V zivotnim prostfedi jsou odpadni MNPs ovliviiovany riznymi faktory, pfi kterych
dochazi kjejich dynamické transformaci. Mohou sorbovat s organickou hmotou,
biomasou, agregovat do velikosti >1 um, kdy je jejich transport ovlivnén sedimentaci.
U nékterych NPs byla pozorovana disoluce. Cilena biologicka dostupnost MNPs se miize
zménit diky vytvofeni slouenin S jinymi latkami. Vzajemna interakce s biostrukturami
muze ovlivnit povrchové charakteristiky Castic. Prostfednictvim pasivnich ¢i aktivnich
mechanism mohou buiky MNPs vstiebavat (Joo a Zhao, 2017). Hedge a kol. (2017)
uvadi, ze po modelové expozici MNPs, byla koncentrace MNPs vyssi v puadé
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nez Ve vzduchu ¢i vodé. Ve vodnim prostiedi hraji roli hydrofobni interakce (Hedge a kol.,
2016). Mobilita u MNPs v heterogennich systémech je sefazena nasledovné: TiO, > CuO >
ZnO > Fe304. Ovlivitujicimi mechanismy jsou: intercepce (zadrzovani), rozdilna difaze,

gravitaéni depozice (spad; zachytavani na zemském povrchu), (Joo a Zhao, 2017).

Sharma a kol. (2015) popisuji prirozené se vyskytujici NPs v ptirod€, za jakych
podminek jsou stabilni a studuji ekotoxicitu vzhledem k potravinovému fetézci.
Zkoumanymi objekty jsou bakterie, rostliny, vodni a suchozemské organismy. Zaméiuji
se zejména na AgNPs. Diskutuji o tom, zda jsou NPs potazené piirodnimi organickymi
latkami mén¢ toxické nez synteticky vyrobené (Sharma a kol., 2015). Lei a kol. (2016)
uvadi, ze inhibice ristu zelené fasy (Chlorella pyrenoidosa) se vyrazné zvySovala
s klesajici velikosti MNPs magnetitu a maghemitu. Podobné tomu je i u NPs CuO, TiO;
a ZnO (Lei a kol., 2016). V kapitole 1.4.5. jsou blize uvedeny vlivy modifikovanych MNPs

na vybrané bunécné linie a organismy.

1.3.2 MozZnosti vyuZiti cytotoxického ucinku nano/mikrocastic v Zivotnim

prostiredi

Vyuziti toxicity MMPs a MNPs V zivotnim prosttedi mtze byt v ur¢itém pohledu
¢lovéku prospésné. Mnoho vydanych studii obecné poukazuje na nizky ¢i dokonce zadny
cytotoxicky t€inek SPIONs. CoZ by mohl potvrzovat fakt, Ze se Zelezné SPIONs aplikuji
I v biomediciné (Valdiglesias a kol., 2016). Velmi perspektivni vyzvou je tedy studium
jejich potencialu napfi¢ obory. Jednim takovym ptikladem jsou komati, jez patii mezi
vektory, pfenasejici zdvaznd onemocnéni. Ovliviiuji zdravi stovek milionti lidi v riznych
regionech svéta. Od maldarie, horecky dengue, Zluté zimnice, lymfatické filaridzy, japonské
encefalitidy, viru Zika a dalSich. Jedna se tedy o globalni hrozbu
(Vadivalagan a kol., 2017). V boji proti zminénym vektorim by pravé SPIONs FeO
a Fe,O3 mohly predcCit insekticidy (neustdle se zvySujici odolnost) a vyrobky neSetrné
k Zivotnimu prostfedi. Vyhodou jsou mensi naklady a eliminace pouziti vysoce toxickych
chemikalii. Nedavna studie zjistila vysoky cidni efekt SPIONs na larvy a kukly komara
Culex quinquefasciatus (vektor). Pozitivni bylo, Ze vliv SPIONs u larev malé sladkovodni
ryby Poecilia reticulata byl pouze maly a necileny. Béhem jednoho tydne expozice,
nebyla detekovana toxicita (Murugan a kol., 2017). V jiné studii kdy predmétem byl také
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druh malé ryby Danio rerio zjistili, Ze nenasyceny magnetit indukoval vyvojovou toxicitu
Vv ranych stadiich zivota a embryondlni malformace (LCsg = 53,35 mg/l). Naopak obalené
MNPs magnetitu (oxidem kiemicitym) po 15 denni expozici nevyvolavaly zadnou toxicitu
u larev a dospé€lych jedinci Danio rerio. Ani nedochazelo k poskozeni bunék ¢i tkani.
Detoxika¢ni procesy se neaktivovaly. Studie ukazuji, ze organismy v Casnych stadiich
embryonalniho vyvoje jsou senzitivnéj§i na toxikologické uc¢inky (Zhu a kol., 2012;
Valdiglesias a kol., 2016).

Mikrobialni organismy hraji zadsadni travici roli pfi ¢isténi priimyslové odpadni vody
jako napt. vody, vzniklé pii zpracovani cukrové fepy. Dochazi k degradaci organické latky
V anaerobnim prostfedi na CHs a CO,. Uplatituje se pfimy elektronovy pfenos mezi
systémem donord e a bakterialnimi akceptory e'. Ukazalo se, Ze tento proces by mohly
podpofit vodivé materidly jako napi. NPs oxidi zeleza. Hypotéza byla
testovana s ¢ = 750 mg/l NPs. Mimo to se testovaly vicendsobné uhlikové nanotrubice
(MWCNTs) o ¢ = 1500 mg/l. Zadné nepfiznivé G¢inky na mikrobialni aktivitu nebyly
shleddny. K cytotoxicit¢ bun€k nedochdzelo. Vzhledem k anaerobnimu prostredi,
nedochézelo k oxida¢nimu stresu, a tim nemohly vzniknout reaktivni formy kysliku.
Cistota pouzitych NPs a MWCNTs byla > 97 %, takze ani piipadné zbytkové kovové
necistoty, katalyzujici toxicitu, nemély vliv na uclinek. Reaktory se zkoumanym
materidlem husté obalovala polymerni substance. Jednalo se o ochrannou funkci.
Membrana bunék tak nebyla NPs a MWCNTs prodéravéna a téZ nedochazelo k ptimé
agregaci membran. K zobrazeni byla pouzita SEM a CLSM. Vysledky ukazuji, Ze diky
pritomnosti Fe;03 NPs; MWCNTS se zefektivnil fermentacni proces. Zvysila se produkce
bioplynu a CH,4. Experimentalni doba pozorovani byla 74 dni.

Na Obrazku 7 lze vidét slozeni anaerobniho kalu vystaveného Fe,O3 NPs

a MWCNTs (Ambuchi a kol., 2017).
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Obrazek 7: Slozeni anaerobniho kalu vystaveného Fe,O3 MNPs a MWCNTS. Procentudlni vyjadieni poctu
jedincti vrelaci Kk ostatnim. Prvni sloupec — vliv. MWCNTS, druhy sloupec — vliv MNPs Fe,0s,
treti sloupec — kontrola bez ¢astic, ¢tvrty sloupec — fylogeneticka reprezentace s hojnosti vyskytu nejméné

1 %, seskupeni sloupct a) kmen, b) tfida, ¢) fad, d) rod, pfevzato dle (Ambuchi a kol., 2017).

MWCNTSs se totiz také Siroce vyuZzivaji v oblasti podpory katalyzy pti degradaci

kontaminant ve vodé. Diky rychlejsi kinetice vedou ke zlepSeni Uc¢innosti procesu
(Wang a kol., 2017). Ukazuje se, ze takovéto uhlikaté nanomembrany mohou mit
antimikrobidlné-adhezivni vlastnosti. Snizena adheze bakterii ma pozitivni vliv na pocet
viabilnich bunék. Byla shleddna vys$i odolnost viici tvorbé biofilmli oproti jinym
membranam,  jako  napf. polysulfonové  ultrafiltracni  membrany.  Zkoumano
na Pseudomonas aeruginosa, jez je primarné odpovédna za membranové znecisténi

v odpadnich vodach (Lee a kol., 2015). Rahman a kol. (2017) zkoumali dvé mysi linie,
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které¢ byly po dobu 90 dni chronicky exponovany MWCNTs. Avsak znepokojujici
vysledky poukdazaly na silné a chronické zanéty plic a fibrotizujici 1éze se zvySenou expresi
p53 v této oblasti. Sice se neprokazalo, ze dochéazi k poskozeni DNA ¢i zvySeni mutantni
frekvence lacZ oproti kontrole, ale analyza genové exprese odhalila fadu poruch. Jednalo
se o zmény exprese stovek genl, které mohou indukovat prekarcinogenni drahy.
Slo zejména o procesy udrzovani bunééné homeostazy, vylu¢ovani volnych radikald,

bunééna proliferace, karcinogenni transformace (Rahman a kol., 2017).

1.3.3 Vychytavani téZkych kovii ze zneciSténych vod

Diky unikdtni magnetické vlastnosti a adsorp¢ni kapacit¢ mohou byt Fe,O3, Fe304
NPs vyuzity k vychytavani tézkych kovi pfi ¢isténi podzemnich ¢i odpadnich vod. Oxidy
zeleza mohou byt pritom pouzity z kovovych odpadii. K omezeni ptipadnych Skodlivych
ucinkll dochéazi potazenim oxidem kiemicitym ¢i chitosanem. Jedna se o nenédkladnou

technologii odstranujici kontaminaci crt.cr® cu? (Gill a kol., 2017).

Pfi pouziti amino - chitosanového povlaku a davce NPs 500 mg/l je pii pH 3
ucinnost odstranéni Cr témét 100 % (pfi ccr = 20 mg/l). Se zvysSujicim se pH klesa ucinnost
odstranovani. Dale se ovlivituje povrchovy naboj NPs, ale také oxida¢ni stav tézkych kovi
(Shukla a kol., 2017). Efektivni odstranéni As **, As **. Vyhodou je velkém rozmezi
koncentrace polutanti a hodnot pH prostiedi (pH 6-10). Napt. 200 mg/l granuli oxidu
zeleza zachyti 0,15 mg/l NazAsO, (As™") (Parida a kol., 2017). Rajput a kol. (2017) uvadi,
ze pii optimalnich dadvce 200 mg/l adsorbuji NPs maghemitu téméir 74 % Pb**
(pH 5, 25 °C). Adsorpce Cu? byla sice stejné rychla, ale adsorpéni kapacita pti 100 mg/1
NPs byla 28 %. ZvySenim davky adsorbentu jiz nevzrostlo procento odstranéni

(Rajput a kol., 2017).

Jin4 studie se zabyvala korela¢ni zavislosti stupné aminace potazenych SPIONs
vzhledem k adsorpéni kapacité iontii Cu?*, Ni**, Pb?* a Zn?*. Se zvysujicim se stupném
aminace se zvySovala adsorpce tézkych kovii. Pro uspéSnost pouziti je dilezité znat
kinetiku, termodynamiku ve spojeni s variacemi povrchu (Lin a kol., 2017). Dal$im, nejen
pro lidské zdravi nebezpe€nym prvkem, je rtut. Diky bioakumulaci mlze i v téch
nejnizSich koncentracich zplsobit zdvazné zdravotni potize. K efektivnimu odstranéni

Ho* z kontaminovanych vod dochazi pomoci NPs oxidil Zeleza béhem 4 minut s adsorpci
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43,47 %. Pro stejnou koncentraci Hg®* lze pouzit stejné NPs, ale modifikované 2-
merkaptobenzothiazolem. V tomto ptipad¢ je ucinnost 98,6 % (Parham a kol., 2012).

1.4 Chovani nano/mikro¢astic v biologickych systémech

1.4.1 MozZnosti vstupu nano/mikrocastic do organismu

MNPs piekonavaji biologickou, fyziologickou a buné¢nou bariéru. Jejich chovani
V zivém organismu in Vivo zavisi na velikosti pouzité NPs, viz obrazek 8 B). Dale na tvaru,
povrchovych a magnetickych vlastnostech (Mohammed a kol., 2016). U toxicity NPs
urovenn (davku). Déle téz distribuce, perzistence a clearance (ociSténi od této latky).
V soucasnosti v celém svété probihaji vyzkumy, jez se snazi prohloubit dosavadni znalosti
o zpusobu difuze do lidského téla, vychytavani bunkami a tkanémi, nasledna distribuce,
perzistence a clearance v ramci organismu (Sajid a kol., 2014). Ptiklad ¢asové zavislosti

pasobeni MNPs Fe3O4 na distribuci v organech je znazornén na obrazku 8 A).

Mezi cesty vstupu patii vdechnuti respiraénim systémem (inhalace). Nejcastéji
k tomu dochazi na pracovistich ve form¢ aerosolu. Pomoci elektrostatickych sil a gravitace
jsou neseny zhornich ¢asti dychacich cest do dolnich. Sedimentace ovliviiuje
NPs > 500 nm a difize < 500 nm. Uéinnost eliminace &astic smérem z alveolarni oblasti
K hrtanu je jen asi tfetinova. Jde o velmi pomaly transport. Zbylé dvé tfetiny se hromadi,
pokud nejsou biologicky ¢i jinymi mechanismy odbourany. Pfi alveolarni depozici NPs,
se aktivuji chemotaktické procesy, jeZ spoustéji systém komplementarni kaskady. Obecné
vldkna > 20 um jsou obtizné Citelnd makrofagy (Yah a kol., 2012; Dohnalova a Dohnal,
2015; Borm a Kreyling, 2004). Brayner, 2008 ve ¢lanku uvadi, ze u ¢astic > 100 nm
jizneni fagocytdéza tak ucinnd jako u menSich c&astic (Brayner, 2008). Dva dny
po aerosolové expozici MMPs Fe3O4 (1,3 pm) bylo u zdravych dobrovolnikii odstranéno
pouze 10 % castic. Polocas clearance u mladych nekuraki 124 + 66 dni a kurakt 220 +74
dni (Moller a kol.,, 2001). Translokaci pfes alveolarni epitel se Castice dostavaji
do krevniho obéhu k jinym organtim. 14 zdravych dobrovolnikid bylo po dobu 2 hod
exponovano AgNPs (3,8 nm, aglomeraty 18,7 nm). Po 15 minutdich byly AgNPs
detekovany v krevnim fecisti u 25 % zacastnénych. Do 24 hod jiz u 86 % a 3 mésice

od expozice byly ptitomny u 50 % jedinct v krvi a u vSech v mo¢i (Miller a kol., 2017).
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Vstup NPs do gastrointestindlniho traktu (GIT) probihd pozitim (digesci),
ale i cestou mukociliarni clearance. Coz je jiZz nastinény proces u vstupu NPs aspiraci.
Pii némz se prudusky a fasinkovy epitel snazi peristaltickym pohybem odstranit ¢astice
Z dolnich cest dychacich smérem nahoru k hrtanu. Sledované NPs mohou prochéazet
Peyerovymi platy se shluky lymfoidnich folikulll tenkého stfeva, tedy thymodependentnim
systétmem, tvoficim hlavni slozku slizniéni imunity (Yah a kol., 2012). Fe3O4
MNPs piechazeji dale ze stieva pres lymfatické uzliny do jater a sleziny. Viz nize obrazek
6 A). Vyssi koncentrace oproti kontrolnim skupinam lze nasledné také nalézt v mozkové
tkani. Coz naznaCuje schopnost MNPs  proniknout hematoencefalickou bariérou

(Wang a kol., 2010).

Lidska ktze je Uc¢innou bariérou oproti dychaci €i travici soustavé. Geneticky
podminéna ochrana je v riiznych variacich, diky epidermalnimu diferenciacnimu komplexu
na chromozomu 1q21 (Filipova a kol., 2012). Pfes oslabenou kizi lehce pronikaji Castice
0,5— 7 um (Yah a kol., 2012). Jinak se v pruméru jedna o mechanicky prinik ¢astic
menSich nez 1 um. Dochézi k intraceluldrni trans-epidermalni penetraci, difuzi ptes kozni
poéry, potni zlazy ¢i vlasové folikuly. Distribuce pokracuje lymfatickymi cestami
s uzlinami dale do organismu. Hydrofobicita kiize mtize byt ovlivnéna pfitomnosti riznych
aktivnich slozek ¢i organickych latek, jeZ umoZni proniknuti do bazalnich bunék epidermis
(Sajid a kol., 2014). Dale rychlejsi prinik zpisobuje ptitomnost kationickych a neutralnich
¢astic, vliv UV zéfeni, teploty, vypnuti ¢i masaZz pokozky, oteviené rany, mikroionizace

ultrazvukem (sonoforézou), pulzni magnetoterapie (Dohnalova a Dohnal, 2015).

Prichod NPs ptes spojivkovy epitel patii do vyétu moznych cest vstupu.
Injekei do rohovky zdravé mysi, byly Castice detekovany v cytoplazmé keratinocytl jeji
rohovky. Za ti¢elem testovani se také vyuziva subkutanni ¢i intraven6zni podani (Yah a
kol., 2012). Fes04 MNPs , potazené kopolymerem kyseliny mlééné a glykolové (100 — 300
nm) se Vv ptitomnosti magnetického pole dokazi dostat az do vnitiniho ucha; hlemyzdé
(cochlea). Totéz lze vyuzit k modulaci u dlouhodobého kontrolovaného podavani léka
touto cestou (Swan a kol., 2008). Vé¢tsina studii vyplyva z vyzkumi akutni toxicity,
cytotoxicity, genotoxicity, neurotoxicity, imunotoxicity ¢i vlivii na reprodukci.
Dlouhodobé potencialni negativni disledky, epidemiologické studie a jasné ptehledy
bezpecnosti téméi neexistuji (Valdiglesias a kol., 2016; Borm a Kreyling, 2004; Dohnalova
a Dohnal, 2015).
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300 - Distribuce Fe3O4 MNPs v ruznych organech a tkanich v zavislosti na ¢ase
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Obrazek 8: Organova distribuce Fes04 MNPs v zavislosti na ¢ase A) a velikosti ¢astic B), pievzato
a upraveno dle (Wang a kol., 2010; Zhou G. a kol., 2017)

1.4.2 Vstup nanodastic do bunky

V pribéhu prvnich 6 hodin, kdy buiikka pohlti NPs, se zintenzivni tvorba
nitrobunécnych prenasect (ATP, vapnik, ROS— reaktivni formy kysliku, viz podkapitola
1.4.3). Pii pfechodu NPs do lysozomti a mitochondrii v ¢asech 6 az 9 hodin, dochazi mimo
jiné k deficitu ATP. Tim je ovlivnén potencidl na mitochondridlni membrané, ktery

je velmi citlivy na nedostatek energie ¢i zmény v koncentracich iontii v bufice nebo vné.
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Nasleduje ¢asovy usek 9 az 24 hodin, kdy se spousti sled fizenych procest, usilujicich
0 apoptozu, aby se napadendposkozena bunika (napf. fragmentace DNA) nemohla dale
mnozit. Bunéénym procesem autofagie lze degradovat proteinové agregaty nebo celé
organely. Za urcCitych okolnosti je schopna aktivovat i autodestrukci buiiky. Vyjimkou neni

ani vznik nekrozy (Filipova a kol., 2012).

Prostup bunéénou membranou s rizikem poskozeni

Nekteré NPs se prilepi na bunécny povrch bakterie, vcleni se do membrany
a ohrozuji tak jeji integritu a funkci. Jsou to napiiklad silikonové Castice nebo derivaty
fulerenu. Karoxyfuleren prodéravi membranu gram pozitivnich bakterii. Vysledkem
je bunééna smrt. Zlaté Castice zase membranu Escherichia coli pii testech oslabily
a zpusobily ji tepelny Sok (Klaine a kol., 2008). Fluorescencné znacené polystyrenoveé,
zlaté a nanocastice oxidu titani¢it¢tho nemusi vstupovat do buiiky pomoci receptort,
fagocytt,, ale postaci prosta pasivni difuze. Dojde tim k vytvoreni docasnych poru
V cytoplazmatické membrané. Mozné prostupy NPs pies membranu jsou zobrazeny
na Obrazku 7. Svlj podil na tom maji adhezivni interakce, elektrostaticke,
Van der Waalsovy sily nebo stérické parametry. Pomoci sofistikovanych mikroskopickych
vizualizaci se takovyto prostup membranou prokazal naptiklad u epitelidlnich bun¢k A549
¢i u Cervenych krvinek. (Rothen-Rustishauser a kol., 2007). Jestlize NP takto vstoupi
do buiiky, burika ji stejnym mechanismem v nezménéné podob¢ muze vyloucit na opacné
¢i stejné stran€é membrany— transcyt6za. Generovani ROS NPs zpiisobuje oxidacéni
degradaci dvojnych vazeb na hydrofobnich koncich fosfolipidové membrany — peroxidaci

lipidi. Coz nasledné spousti tvorbu dalSich volnych radikali.

1.4.3 Mechanismus toxicity magnetickych nano/mikrocastic

Nanocastice mohou, jak jiz bylo zminéno, porusit membranu bunky, vyvolat
bunécénou smrt, zpiisobit oxidaci bilkovin, genotoxicitu, interaguji s respiracnim fetézcem,
zpusobi lokalni vy€erpani protont a podileji se na vzniku ROS. Uroven toxicity se lisi

u G+ a G- bakterii diky odlisSnému sloZeni a naboji bunécné stény (Hedge a kol., 2016).
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Obrazek 9 Vstup SPIONs do buiiky, nékolik moznych mechanismt toxicity, prevzato a upraveno dle (Singh
a kol., 2010)

Potencialné mize byt tedy toxicita porovnavana dle indukce oxidac¢niho stresu.
Magnetit FesO4 ma pii stejné velikosti prokazatelné vétsi toxicitu nez maghemit y-Fe;Os.
Nasleduje vysvétleni, pro¢ tomu tak je. Jak je znamo, magnetit [Fe**]rq[Fe® +Fe?*]onO4
je smési FeO a Fe;O3. Tyto oxidy zeleza nejsou piili§ stabilni. Snadno se pisobenim
vzduchu, svétla, vlhkosti, podrobuji oxidaci z Fe?* (magnetit) na Fe** za vzniku
maghemitu. Takto pfes Fentonovu reakci vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS).
Vysledkem je vysoce toxicky hydroxylovy radikal -OH a superoxidovy radikal Oj'~
Viz znazornéni na Obrazku 9. Tyto jevy zpusobuji peroxidaci lipidi, karbonylaci proteint,
proteolyzu ptes ubiquitin cyklus, a tim poskozeni DNA, bun¢k, tkani. Dochazi
k antioxida¢ni odpovédi systému pro udrzeni homeostazy, k aktivaci mediatori zanétu,
cytokini az k nasledné apoptoze (programované bunécné smrti). U bunék lidského
alveolarniho adenokarcinomu plic A549 opravdu do$lo k vy$§imu vyskytu oxidacnich
DNA 1ézi. Kupodivu v porovnani s maghemitem se nevyskytla snizena viabilita vzhledem
k oxida¢nimu potencialu (Singh a kol., 2010; Taze a kol., 2016). Lei a kol. (2016) uvadi,
7e Fe° je obecné povazovano za nizkotoxické, protoze snadno oxiduje do forem, jez jsou
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v piirod& pfirozené. PH koncentraci nanoastice Fe® 10 mg/ml (velikosti 20 — 30 nm)
nebyla pozorovana zadna inhibice rustu u Aspergillus versicolor, pouze 44 % inhibice
u koncentrace 1000 pg/ml (velikosti 40 — 60 nm) u Saccharomyces cerevisiae. Jak jiz bylo
zminéno vySe, S niz§im oxida¢nim Cislem Zeleza se toXicita zvySovala (tj. zelezo muze
oxidovat za vzniku ROS). Nanogastice Fe” byly dokonce tak reaktivni, Ze se dalo vyuzit
rozpusténého kysliku na produkci ROS ptes Fentonovu reakcei a vyvolat tak oxida¢ni skody
na buiikach (Lei a kol., 2016). Ve srovnani tvz. ,,erstvé nanodastice Fe° a 11 mésict staré
Fe° nanocastice (¢asova prodleva u povrchovych vod), se diky oxidaci materialu snizila
neurotoxicita (Phenrat a kol., 2009). Coz by mohlo znamenat, Ze svou oxidaci bude konat
redukéni Cinnost, ¢imz se soucasné snizi oxidacni poskozeni bun¢k. Mimo jiné se také
snizi magneticky moment a tim se inhibuje homo(hetero) agregace NPs. Heteroaglomerace
a fyzikalni interakce totiZ ptispivaji k nanotoxicité. Zavérem je nutné fici, Ze si i mnohdy

protichudné vysledky nadale Zadaji dalsi komplexni badani (Lei a kol., 2016).

1.4.4 Chovani a interakce nano/mikrocastic p¥i in vitro a in vivo podminkach
Interakce s proteiny

Vysoka koncentrace proteinti krevni plazmy (> 300 mg/ml) in vivo, zptisobi rychlou
absorpci NPs. Proteiny je vazi s riznou afinitou a dochazi k vyméné nizkoafinitnich za
vysokoafinitni proteiny. Naptiklad apolipoprotein A se poji mnohem slabsi vazbou nez
fibrinogen ¢i albumin. Takto vytvofeny proteinovy obal okolo NPs se nazyva korona.
Tamuize ovlivnit osud NPs. Méni slozeni, konformaci, strukturu ovliviujici lokalizaci
a disperzivitu. S tim souvisi retence NPs v organismu v fadech ps az po hodiny. V riiznych
biologickych tekutinach vznikaji podstatné odlisné korony. U proteinii dochazi k naruSeni
jejich struktury také plsobenim oxidacniho stresu. Nejvice citlivé jsou bunécné
a transportni proteiny obsahujici aminokyseliny cystein a methionin. Dvojné vazby

aromatickych AMK specificky reaguji s -OH (Filipova a kol., 2012).
Agregace

Jak ptehledné uvadi Szekeres a kol. (2017), mezi jednu z potencialnich komplikaci
patii 1 agregace. Na castici suspendované v kapaliné vznikd Sternova a diftzni elektricka
dvojvrstva. Tésné u povrchu jsou pfitahovany ionty s opaénym ndbojem, neZ ma castice.
TakZe se jedna o prostor mezi povrchem ¢éstice a rozptylujici kapalinou. Na roviné skluzu
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v difuzni vrstvé existuje zeta potencial. Jeho hodnota se méni podle vzdalenosti od povrchu
Castice a je ovlivnitelnd pH prostfedi. Stabilita disperze pak zavisi na zeta-potencialu,
neboli jaky bude trend vzhledem k vzajemné soudrznosti, agregaci Castic (tzv. flokulace)

¢i k odpuzovani (Szekeres a kol., 2017).

V knize Clinical Applications of Magnetic Nanoparticles od autora Thanh (2018),
je vysvétlena problematika vratné a nevratné agregace pii pusobeni vnéjsiho magnetického
pole. Garcia-Jimeno a kol. (2017) studovali agregaci superparamagnetickych liposomu
(suspenze magnetitu a liposomu). Jednalo se 0 konkrétni reprezentativni piiklad pro
fyziologické aplikace. Po vypnuti externiho magnetického pole dochédzelo u liposomu
ke vratné agregaci. Intenzita pfedchoziho pusobeni vnéjsiho magnetického pole byla nizka
(mensi nez 40 mT). Nevratnou agregaci, pii pfedchozim pusobeni vnéjsiho magnetického
pole a to o vysoké intenzité¢ (80 mT), ukazaly transmisni elektronové mikrofotografie
(TEM), (Garcia-Jimeno a kol., 2017).

Szekeres a kol. (2017) zjistili, Ze v ptipad¢ pouziti holych ¢astic byla pfi in vitro
podminkach pozorovana zména sloZeni bunééné¢ho média. Sérové proteiny média jsou totiz
vazany na zaporné nabity povrch holych ¢astic. Na obrdzku 10 je vidét, Ze karboxylované
MNPs magnetitu (s velikosti 8 nm) ve vysSich plazmatickych koncentracich neagregovaly.
Naopak byly koloidné stabilizované v porovnani s holymi MNPs, v nizké koncentraci vSak
okamzit€ agregovaly. Lze si to vysvétlit rozdily ve tvorbé bilkovinnych koronovych obalt
okolo MNPs, v zavislosti na sterickém rozlozenim polykarboxylatovych skupin.
Se zvySovanim koncentrace proteinti postupn¢ nartistaji negativni hodnoty zeta potencialu
(postupna adsorpce plazmatickych proteini zavadi negativni nadbytek na korong),
(Szekeres a kol., 2017). V experimentu Liu a kol. (2015) byly nanocastice s karboxylovou
skupinou Vv prostiedi pufru dispergovany (po dobu 3 mésicl). Okamzita agregace vsak

nastala u nanocastice s aminoskupinou po vlozeni do pufru (Liu a kol., 2015).

Neékteré povlaky pouzité na MNPs (napf. monomer kyseliny citronové; CA) v misté
intravendzniho vpichu in vivo agregovaly. V pfipadé¢ kyseliny citronové nevedla
ani dostatecna casova prodleva k vytvofeni korony z plazmatickych proteinti. Tim by
vznikla koloidné€ stabilni disperze. Agregaty MNPs by se teoreticky daly zpétné v krevnim
ob¢hu rozpustit, aby se zabrdnilo zablokovani malych tepen. Je vSak téz tfeba dalSich

studii. U poly akrylové-ko-maleinové Kkyseliny; (PAM) se nezavisle na Case,
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avSak pfi vysSich koncentracich plazmatickych proteinii, vytvofila v laboratornich

podminkéach stabilni korona (disperze), (Szekeres a kol., 2017).
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Obrazek 10: A) Ukéazka chemickych stavii uhliku pro povlaky CA-MNPs (povlak kyseliny citronové)
a PAM-MNPs (povlak poly(akrylové-ko-maleinové kyseliny)) navazané na zelezo-karboxylovy komplex.
Pti identifikaci pikt byly nalezeny alkoholové skupiny (-C-OH) jen u povlaku CA, karboxylové skupiny
(-C(0)-0) u CA i PAM, B) Viditelné sedimentace odhalujici pfitomnost agregatii. Pii absenci plazmatickych
proteinit byly nahé MNPs plné destabilizovany (jen Tris pufrovany fyziologicky roztok pH = 7.4
ac =154 mM). V ptipadé, kdy neni viditelnd sedimentace, mohou se jednotlivé ¢astice rovnomérné
distribuovat v médiu. Je tedy ziejmé, ze vys§i koncentrace plazmy u CA-MNPs zlepsily stabilitu, pro PAM-

MNPs se tak stalo prakticky u vSech koncentraci, pfevzato a upraveno dle (Szekers a kol., 2017)

»

1.4.5 Vliv modifikovanych nano/mikro¢astic na toxicitu burnky
I kdyz existuje velké portfolio komeréné dostupnych c¢astic €i téch, jejichz
vlastnosti se teprve zkoumaji, je dulezité testovat toxicitu nejen samotného magnetického

nosice, ale 1 jeho modifikované formy. Jak jiz bylo naznafeno, publikace se shoduji
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natom, ze pravé povrchové upravené MNPs zmirfiuji potencidlni toxické vlivy
na biologické struktury. Nasleduje nékolik piiklada studii, zabyvajici se rozdilnymi typy

povrchovych tprav s vlivem na cytotoxicitu a genotoxicitu.

Je tfeba uvést, ze 1 vliv délky fetézcti krycich vrstev mize zménit toxikologicky
profil a vykazovat tak rozdilnou toxicitu. Kratké navazané fetézce napiiklad zplsobily
kondenzaci chromatinu a formovani apoptotickych télisek (membranou ohrani¢ené
bunécné fragmenty). Je mozné, Ze delsi fetézce se stabilnimi etherovymi skupinami
a amid esterovymi vazbami, ochranily SPION pfed degradaci a enzymatickym Stépenim

na kratsi fetézce (Singh a kol., 2010).

Skodlivé dopady zmirfiuje zvétsujici se velikost SPIONs diky povrchové Gpravé.
Ptikladem je potazeni maghemitu kyselinou 2,3-dimerkaptojantarovou, kdy pfi koncentraci
1 pg/ml dochézelo ke snizeni Zivotaschopnosti bunék fibroblasti. U koncentraci vysSich
nez 100 pg/ml k vyznamnému poklesu vSak nedoslo. Byla pozorovana pouze zvysSena
mitochondrialni aktivita. Vysvétlenim mohla byt agregace SPIONs pifi vyssi saturaci.
Ato tim, ze se zménila celkova velikost SPIONs z 30 nm na 70 nm (Singh a kol., 2010).
Obecné bylo prokazano, ze mensi MNPs vykazovaly vétsi reaktivitu vzhledem k vétSimu
povrchu a bunécné internalizace byla vyraznéjsi nez u ekvivalentniho mnozstvi vétsich
Castic. Stejné tomu je i u agregatl (viz v kapitole 1.3.4. Agregace) (Luque-Garcia a kol.,
2013). Minaeva a kol. (2017) uvadi, ze vicevrstevny polymerni obal z polyargninu
a dextran-sulfatu na feromagnetickych mikrokapslich blokuje toxické ucinky ptivodné
menSich MNPs samotného magnetitu. Ke snizeni intracelularni cytotoxicity
nejpravdépodobnéji piispiva prave stinéni nanokrystald oxidi zeleza a jiz mnohokrat
zminénd zvétSujici velikost. Takovato ochrana v podobé zapouzdieni snizuje katalyticky
uc¢inek MNPs na lipidovou peroxidaci. Mikrokapsle i MNPs podstupovaly fagocytézu
v lidské krvi, nicméné aktivita byla pro tyto ¢astice vyznamné niZ§i nez pro kontrolni
latexové mikrocastice. Vzhledem k nizké urovni antigenicity a nespecifické adsorpce
plazmatickych proteint, jsou hiife rozpoznany bunkami imunitniho systému. Zjistilo se,
ze neovliviiovaly Zivotaschopnost neutrofilli. Provadéno na 1929 a lidskych leukocytech

(Minaeva a kol., 2017).

Cytotoxicita u magnetitu potazenym pouhou vrstvou dextranu se vysvétluje
jako reakce fetézci zhrouceného dextranového plasté sbunéénymi komponenty.
Dal8i mozné vysvétleni je tvorba agregatt oxidi Zeleza po zhrouceni plasté. Holé castice
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vice narusuji bunéénou membranu. Také se pii nich tvotily plynné vacky, které vedly
k alteraci (poruchy) funkce bilkovin a zménu v iontové rovnovaze. U povrchové
saturovanych SPIONs nebyl tento jev pozorovan. In vivo nemusi byt tyto efekty vidét.
Homeostaza organismu si diky jatrim a ledvinam u¢inné reguluje zmény, jako jsou pH,
iontova sila a chemické slozeni plazmy. Naopak ionty kultivaéniho média, povrchové
pouziti proteind, organickych molekul ¢i polymert mize dramaticky pozménit chemickou
reaktivitu, elektrické, magnetické a optické vlastnosti MNPs. Napf. albumin derivatizované
MNPs interagovaly s mastnymi membranovymi kyselinami a fosfolipidy. To vSak nevedlo
ke snizeni viability (Luque-Garcia a kol., 2012; Singh a kol., 2010).

Hong a kol. (2011) hodnotili SPIONSs s primérem velikosti 10 nm a 100 — 150 nm.
Holé SPIONs magnetitu byly modifikovany hydroxylem (-OH), karboxylem (-COOH)
aaminovou vrstvou (-NH;) — viz obrazek 11 nize. Zmény Zivotaschopnosti bunék,
metabolicka aktivita, oxidaéni stres, integrita bunééné membrany, morfologie a stabilita
DNA byla zkouméana na mysi fibroblastové linii 1.929. Vysledek byl vsak ptekvapujici.
Mnohem podstatnéjSim faktorem pro viabilitu bunc¢k byla koncentrace, nez napiiklad
zminéna velikost ¢i povrchova Uprava. Koncentrace ¢astic pod 200 pg/ml nevykazovaly
po 24 hodinach témét zadné cytotoxické ucinky (rizné¢ modifikované SPIONs). Zustavaly
vice nez z 90 % zivé. Pti nejvyssi koncentraci 1000 pg/ml byla ztrata Zivotaschopnosti
okolo 15 % v porovnani s kontrolou. Se vzristajici koncentraci se zvySovala generace
ROS, ale vysledky neodpovidaly tomu, Ze by se jednalo o hlavni mechanismus toxického
ucinku. Pfi koncentraci 1000 ug/ml bylo uvoliiovani LDH o 108 % vyssi nez kontrola.
Dtivodem byla ztrata integrity membrany. Cytotoxicitu to ale také neovlivitovalo. Je tedy
mozné, Ze viabilita spiSe nez z fyzického poskozeni membrany, zéavisela primarné
na bunééné internalizaci NPs. Pro bioaplikace doporucili uziti koncentraci pod 500 pg/ml
(Hong a kol., 2011). Jina srovnavaci studie MNPs magnetitu udava hodnotu koncentrace
niz§i nez 100 pg/ml jako bezpecnou, s velmi nizkou toxicitou. Pocet in vivo vyzkumui
je velmi omezeny. Cileni MNPs pomoci magnetu do konkrétni casti vSak pfispiva
K hromadéni. Zejména vysoké hladiny volnych iontt Fe?* mohou vést k nerovnovaze,

cytotoxickym ucinkiim, naruSeni DNA a iniciaci karcinogeneze (Singh a kol., 2010).
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Modifying Size (nm) Surface Surface Scheme

material charge (mV¥) functional group
None (bare) 10 20 -o
TEOS 100~150 -30 -O

APTMS 10 25 —NH,* NH,

I

TEOS-APTMS 100150 30 -NH;* NH,*
(T-A) SiO'% !
HN  NHy
Citrate 10 —40 -Co0- coo-
-oocC Coo"
Abbreviati APTMS, (3-aminopropyl)tri i TEQS, tetracthyl orthosilicate.

Obrazek 11: Schématicky zobrazeni SPIONs, rdzné velikosti a povrchové charakteristiky, pfevzato a

upraveno dle (Hong a kol., 2011)

Buliakova a kol. (2016) uvadgji, ze vSechny tfi druhy povrchové modifikovanych
MNPs  magnetitu  (oledt sodny, oleat sodny + polyethylenglykol, oleat
sodny + polyethylenglykol + poly(mlé¢na-ko-glykolova) kyselina), které zkoumali,
vyvolaly mirné zvySeni frekvence zlomu fetézci DNA a tvorbu mikrojader v bunikach
A549. 1 kdyz nedochazelo ke vstupu do jadra, v cytoplazmé se hromadily aglomeraty.
U naprosté vétSiny koncentraci (50 - 1000 uM) téchto upravenych MNPs doslo v méfeném
case 40 hodin po ovlivnéni k vyraznému sniZeni proliferacni aktivit (v procentudlnim
porovnani s kontrolou). A to az o 100 % u ¢ = 600 uM MNPs magnetitu (povrch: oleat
sodny + polyethylenglykol) a ¢ = 1000 uM MNPs magnetitu (povrch: oleat sodny).
V lidské periferni krvi se nenasSly Zadné chromozomalni aberace. Lidské lymfoblasty
MLC-5, které byly ovlivnény maghemitem potazenym dextranem vykazovaly
také zvySenou hladinu mikrojader. Pfi stejnych podminkidch k tomuto zvySeni poctu
mikrojader nedochdzelo u embryonalnich bunék syrského kiecka, plicnich bun¢k ¢inského
kfecka, bunécné linii CHS-20 z opi¢i ledviny, lidskych granul6zobunéénych HLG-5.
A to bez ohledu na to, jestli se jednalo o holy maghemit ¢i dextranem potazeny (Buliakova
a kol., 2017). Jina studie uvadi, ze stejné jako v piedchozi studii, dochazelo k agregaci
MNPs vV intracelularnim prostoru, ve vakuoldch. V jadru taktéz nebyly zadné MNPs.
Piekvapivé ani MNPs svelikosti 5 nm (péry jadra maji velikost pfiblizn€¢ 9 nm).
U bunécné linie aortalnich endotelialnich bunék prasete (PAEC) se nezavisle na velikosti
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Castic snizila cytotoxicita MNPs oxidu Zeleza potazenych dextranem a polyetylenglykolem
(PEG) v porovnani s holymi c¢asticemi. Rozdil s ptfedchozi studii, kde se u vSech
modifikovanych ¢astic viabilita bun¢k snizila, zde vSak u ¢astic modifikovanych
dextranem a PEG pf#i koncentraci 100 — 500 pg/ml zistala viabilita stejna jako bunék bez
ovlivnéni. Holé ¢astice pti koncentraci ¢astic 500 pg/ml naruSovaly aktin cytoskeletu, mély
vyssi produkci ROS a razantné se zvysil pocet mrtvych bunék. U bunék s potazenymi
Casticemi nebyly tyto problémy znatelné. Naopak se u bunék inkubovanych
s modifikovanymi MNPs snizila produkce ROS 0 35,2% u dextranového potahu
a0 62,6 % u PEG oproti holym ¢asticim (Yu a kol., 2012).

Pfi studii na pokusnych zvifatech se pii expozici MNPs potazenych
polyasparagovou kyselinou (intravendzné, intraperitonealn€), vyznamné zvysil pocet
mikrojader v bunikach kostni dfené. Holé cCastice maghemitu jez byly podany
intraperitonealné samicim potkand, vyvolalo zvySeni poctu retikulocyti (vyvojové stadium
erytrocytu). Naopak pfi jejich oralnim podani nebyl pozorovan zadny ucinek. Z hlediska
chromozomového rozdéleni béhem mitdézy jsou velmi dualezit¢é mikrotubuly déliciho
vieténka, polymery a-tubulinu a p-tubulinu a polypeptidy. Fyziologicky by se méla
vytvotit vlaknitd sitovitd struktura obklopujici jadernou oblast. U bunék vystavenych
MNPs maghemitu, jez byl zapouzdfeny albuminem, doslo k naruseni polymerace
mikrotubulu. Snizila se tak exprese syntézy tubulinu v bunikach. To nasledné mélo
za nasledek remodelaci a nerovnomérné rozdéleni tubulinu, jez je ovliviiovan syntézou
mikrotubulu. MNPs pusobily podobné jako kolchicin (alkaloid; silny mitoticky jed),
(Buliakova a kol., 2017, Valdiglesias a kol., 2015).
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

V ramci teoretické Casti prace prostudovat a formou kompilace zpracovat text na téma:

e Charakterizace, syntéza a vyuziti magnetickych nano/mikrocastic

e  Metody, které se vyuzivaji ke stanoveni cytotoxicity magnetickych nano/mikro ¢astic
e VIiv magnetickych nano/mikroc¢astic na zivotni prostiedi

e Vstup magnetickych nano/mikroc¢astic do organismu, bunky

e Mechanismus toxicity v biologickych systémech

e Vysledky studii a poznatkii toxického piisobeni magnetickych nano/mikrocastic

Cilem experimentalni ¢asti bylo:

e  Stanovit cytotoxicitu magnetickych nano/mikro¢astic pomoci vybranych metod

e Optimalizovat postup prace s magnetickymi nano/mikro¢asticemi pii stanoveni
cytotoxicity

e Nazorn¢ porovnat dosaZzené¢ vysledky stanoveni cytotoxicity nano/mikro ¢astic
ProMag™ 1 Series - COOH a ProMag™ 1 Series - COOH - IgG anti Salmonella

Typhimurium na nadorové bunééné linii A549 a primarni bunééné linii MRC-5
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pomicky, pristroje a roztoky

Pomucky:

= Kultivacni lahve (25cm?, 75cm?) a ostatni plast (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

= Mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

»  Automatické pipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

= Pasteurovy pipety (P-LAB, Praha, Ceska republika), jednotlivé balené sérologické
pipety (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts), CASY zkumavky (Roche, Basilej, Svycarsko), alobal (Carl Roth,
Karlsruhe, Némecko)

» Kultivaéni desticky — 96 jamek, 24 jamek (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts)

= Elektrodové mikrotitraéni desticky— 96 jamek (Roche, Basilej, Svycarsko)

= Biirkerova komuirka (Opting Servis, Ostrava, Ceska republika)

Piistroje:

» Laminarni biohazard box t¥idy I ESCO BSC (ESCO, Singapur)

» Inkubator Galaxy CO-170S (New Brunswick Scientific, Edison, USA)

* Biologicky svételny mikroskop Primo Vert (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen, Némecko), fotoaparat Canon EOS 500D (Carl Zeiss, Jena, Némecko)

*  Vodni lazen SWB-10L-1 (Major science CO., Ltd, New Taipei City, Taiwan)

= Centrifuga Heraeus Labofuge 400R (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts)

= CASY Roche Innovatis TT Cell Counter and Analyzer System (Roche, Basilej,
Svycarsko)

= Orbitalni tfepacka Mini Shaker PSU-2T (Biosan Ltd., Riga, Lotyssko)

= Spektrofotometr PowerWave 340 (BioTek, Winooski, Vermont, USA)

= XCELLigence RTCA SP (Roche, Basilej, Svycarsko)
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Programy:

= Software CASY excell 2.4 (Roche, Basilej, Svycarsko)
= Excel 2010 (Microsoft, Praha, Ceska republika)

= PowerPoint 2013 (Microsoft, Praha, Ceska republika)

= Software RTCA 1.2.1.1002 (Roche, Basilej, Svycarsko)

Pouzité roztoky a chemikalie:

= RPMI médium (Life Technologies, USA)

= MEM (Sigma-Aldrich, USA)

» Fetalni bovinni sérum (FBS) Heat Inaktivated (Life Technologies, USA)

» L-Glutamin (200 mM) (Life Technologies, USA)

» Neesencialni aminokyseliny (Life Technologies, USA)

= Antibiotika- penicilin/streptomycin (10 000 U/mL) (Life Technologies, USA)

= HEPES (1 M) (Life Technologies, USA)

» Pyruvat sodny (100mM) (Life Technologies, USA)

= Fosfatovy pufr (DPBS)

= Trypsin (Life Technologies, USA)

» Dimethylsulfoxid (DMSQO) (Carl Roth GmbH, Némecko)

» 0,4% roztok Trypanové modii (Sigma-Aldrich, USA)

= 70% ethanol (Penta, Ceska republika)

= CASY ton (Roche, Svycarsko)

»  Ultracista destilovana voda pro bunééné kultury LONZA (Cambrex), pfipravena
ultrafiltraci, reverzni osmoézou, deionizaci, destilaci a sterilizovanou filtraci (P-
LAB, Ceska republika)

= Electron-coupling reagent (ECR) (Roche, Svycarsko)

= XTT labeling reagent (Roche, Svycarsko)

Likvidace odpadi:

Pouzity materidl a mikrotitracni desticky se zlikvidovaly do pfipravenych

odpadnich nadob. Vse se ve sterilnich nadobéach pievezlo do spalovny.
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3.2 Priprava médii a pufru

» Inaktiva¢ni médium (100 ml): RPMI 80 ml + FBS 20 ml

» Médium pro A549 (100 ml): MEM 90 ml, FBS (10% finaln¢) 10 ml, HEPES
(10mM findln€) 1 ml, pyruvat (ImM findln€) 1 ml, penicilin/streptomycin
(10mM finalné) 500 ul

» Médium pro MRC-5 (100 ml): MEM 90 ml, FBS (10% finaln¢) 10 ml,
L-glutamin (2mM finaln¢)  1Iml, neesencialni AMK (1% findln¢) 1 ml,
penicilin/streptomycin (1L0mM finalng¢) 500 ul

= PBS: natedéni DPBS + ultracist4 destilovana voda (1:10)

3.3 Pouzité bunéc¢né linie a prace s nimi

3.3.1 Testovani cytotoxicity s bunécnou linii A549 a MRC-5

Pro tuto praci byly pouzity dvé adherentni bunécéné linie. Bunky lidského
alveolarniho adenokarcinomu plic A549 (European Collection of Cell Cultures, UK)
anenadorové linie zdravych plicnich fibroblastt MRC-5 (European Collection of Cell
Cultures , UK). Pro testovani cytotoxicity byly pouzity buiky nejvySe do 20. pasaze
U A549 a 15. pasaze u MRC-5.

3.3.2 Pasazovani, trypsinizace bunék a kultiva¢ni podminky

Pfed uskute¢nénim samotného testovani bylo tfeba bunécéné linie prekultivovat.
Pracovalo se v aseptickém prostiedi (laminarni box) s minimalnim ¢asem stravenym mimo
inkubaéni podminky, atmosféru inkubatoru (37°C, 5 % CO,). Bunky musely mit pro svij
rust dostatek Zivin. Pokud by vSak konfluence v kultivaéni lahvi doséhla 70 — 90 %, Ziviny
by se pfili§ rychle vycerpavaly a spolecné s nedostatkem prostoru by buiiky deadherovaly.

Namnozené buiiky se 2 x tydn€ pod svételnym mikroskopem kontrolovaly a dle toho
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se staré médium vymeénilo za Cerstvé ¢i se pasazovanim rozdélily. VSechny potiebné

roztoky byly pfed pouzitim zahiaty ve vodni ldzni na 37°C.

Pii pasazovani se z jamek odpipetovalo médium (odpad; jelikoZ jsou to adherentni
bunky). Miska se oplachla kyvavymi pohyby 3 ml fosfatového pufru PBS (odpad, mrtvé
buiky, debris;) a nasledné se napipetovalo 3 ml enzymu trypsinu (deadherace ze dna).
Po 9 minutach pisobeni v inkubatoru, byl roztok trypsinu s uvolnénymi builkami
resuspendovan a oplachnuto jim dno misky. Cely objem se poté piepipetoval
do inaktiva¢niho média, ktery byl pieden pfipraven v centrifugaéni zkumavce.
Miska se opét oplachla 3 ml PBS pufru, aby zadné bunky nezdstaly na povrchu misky.
Zkumavka s buiikami, trypsinem a PBS byla centrifugovana 5 minut p#i 1500 otacek/ min.
Poté byl supernatant nad bunécnou peletou Pasteurovou pipetou opatrné odsat do odpadu.
Peleta byla roziedéna 1 ml ¢i 2 ml media. Mnozstvi a viabilita byla promé&fena CASY

pristrojem.

3.3.3 Poditani bunék tzv. metodou ,,Electric Current Exclusion, pristroj
CASY TT Cell Counter

Jedna se o neinvazivni stanoveni poctu, koncentrace, velikosti a stavu bunék,
bez pouziti barviva. Na principu analyzy pulsnich oblasti byl zjistén pocet viabilnich
bunék. Viabilni buiika vystavend nizkému napéti se diky neporuSené membrané chovala

jako elektricky izolator. Poskozenou €1 rozpadlou bunikou elektricky proud prochazel.

Po nastaveni programu pro dany typ buné€k, promyti pfistroje a stanoveni pozadi
se provedlo pocitani prekultivovanych bunck. Z dikladné promichané bunécné suspenze
bylo do CASY zkumavek s tonem odpipetovano 10 pl. Software béhem velmi kratké doby
vyhodnotil celkovy pocet bun€k, viabilni buiiky ¢i debris v1 ml. Tato informace
poslouzila k piepoétu mnozstvi nasazenych bun€k do novych misek, jamek
(koncentrace bunécné suspenze 17o) nebo k samotnému spocitani viability (%)

U koncentra¢ni fady bunék ovlivnénych MMPs.
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3.4 Priprava desticky a ovlivnéni mikrocasticemi

3.4.1 Testované mikrocastice

V experimentu se pracovalo se zakoupenymi SPIONs od firmy Bang
Laboratories, Ins  (Fishers, IN, USA). Konkrétné shomogennimi magnetitovymi
nano/mikrocasticemi oxidu Zeleznato-zelezitého ProMag'™ 1 Series - COOH o velikosti
0,8 um. Nejdiive se testovala cytotoxicita téchto Castic a poté i jeji modifikovana varianta.
Katedra biologickych a biochemickych véd Fakulty chemicko-technologické Univerzity
Pardubice provedla biofunkcionalizaci — ProMag™ 1 Series - COOH - IgG namifené proti

Salmonella Typhimurium.

3,9 mg ProMag - COOH / 95 ng Ab (IgG — anti Salmonella Typhimurium)

3.4.2 Postup

Nejdiive se bylo tieba ujistit, zda bude dostate¢ny pocet prekultivovanych bungk.
Pomoci analyzatoru CASY TT pro pocitani bunék, se spocitala koncentrace bunééné
suspenze 1o (zpasazované a zcentrifugované buiky). Vysledek se porovnal s tvahou,
kolik bunék bude potieba pro uskute¢néni celého experimentu. Jednotlivé koncentrace
a kontroly se vyhotovovaly ve ¢tyfech opakovani na desticce dle Tabulky 3. V piipadé
bun&éné linie A549 bylo tieba 20.10° bungk/jamku a MRC-5 40.10° bungk/jamku.
Tento pocet se vynasobil poctem jamek. Nasledna ptiprava bunétné suspenze 2zi
spocCivala v natedéni puvodniho 1o mediem, aby vznikla vysledna koncentrace 3.10°
bun¢k/ml. Vysledna hodnota se musela vynasobit 6, protoze vzhledem k poctu jamek
(+ rezerva) bylo tieba V. suspenze 2zig 6 ml. Koncentrace bunéné suspenze 2zx
se po nafedéni médiem a opétovnym spocitanim realné pohybovala kolem 3.10° bundk/ml.
Jednoduchym piepoctem (20.103 bunék/jamku) se vypocitalo mnozstvi pipetovanych
uljamku. Od V¢jamky= 100 pl se odecetl zminény Vizi bunék a vypocitany V mmps

(ménici se hodnoty v zavislosti na koncentraci). Takto se ziskal pipetovany Vmegia.

Kultiva¢ni 96 jamkova desticka s nadavkovanymi bunkami a médiem (inokulum)
byla ihned po dokonéeni vlozena do inkubatoru (37°C, 5 % CO2) pro kultivaci bungk.
Zde bunky adherovaly na dno jamky a mohly dale proliferovat.
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Po 24 hodinové inkubaci se zkontrolovalo, zda jsou bunky zivé a adherované.
Ptipadné, zda nedoslo k bakteridlni kontaminaci. V tuto dobu bylo ukolem ovlivnit bunky
mikrocasticemi ProMag™ 1 Series - COOH & ProMag™ 1 Series - COOH - IgG.
V literatufe nebyla nalezena optimalni doporucena koncentracni fada, kde by byl vidét
skok, jez se projevuje na viabilit¢ bunck. Proto bylo nutné nejdfive zoptimalizovat pocet

nasazenych bunék andstiel koncentraci se znatelnym cytotoxickym ucinkem.

Po promysleni byly zvoleny koncentrace 0,1; 1; 2; 10; 100; 200; 500; 1000 pg/ml ¢astic
(viz Obrazek 12).

A 5491

@@@
IO GGOOOE
2
C pg/ml
10 10
@‘.“ et
100\ /100 100 100\ /100 100 100
E g/m}/\pg/ml)\ng/ml g/m)/\ug/ml)\ng/ml/\ pg/mil
200\ / 200\ /200 G A , ) N/ 200/ 200\ /200 /200
F g/ml/\pg/ml/\ug/ml ediunMediu ediu ediu g/m g/ml/\ug/ml/\ng/m
G 500\ /500 \ /500 \ /500 NK 500\ /500 \ /500 \ /500
g/ml/\ pg/my\ pg/my\ pg/my zive g/ml/\ pg/my\ pg/my\pg/m
H 1000\ /1000\ /1000\ /1000 % 1000\ /1000 /1000 /1000
g/ml/\ng/ml/\ng/ml/\ng/ml 'g{; WMSH/ \ DMSG g/ml/\ng/ml/\pg/m g/m
MRC-5

Obriazek 12: Koncentraéni schéma pro XTT. Ovlivnéni adherovanych bun&k A549 (20.10° bungk/jamku) a
MRC-5 (40.10° bun&k/jamku) testovanymi MMPs.

O
oo’

Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny tf1 zfedéné roztoky Zo mmps. Vypocltem
se zjistilo, kolik pl I, I, 1 seqencho © mmps bude potieba pro dosazeni jednotlivych
koncentraci v jamkach. Pocet pl znazornén v Tabulce 3. Castice se do jamky pipetovaly
na3 a vice mist v konkrétni jamce. Nasledné¢ byla tataz Spicka v jamce proplachnuta,

aby se cCastice rozprostiely po celé jamce. Manipulovani s pipetou muselo byt opatrné
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ajemné. Minimalizovalo se tak odloupnuti bunék ze dna. Takto ovlivnénd desticka

nanocasticemi se op¢t nechala 24 hodin inkubovat.

Tabulka 3: Pipetovaci schéma desti¢ky pro analyzu bunééné viability, nasazeni bunék a jejich ovlivnéni
MMPs.

Pipetovaci 1 2 3 4 S = 4 8
schéma OOQO OOOO'
1. den 2. den ovlivnéni | Bez ovlivnéni MMPs, pouze kontroly
nasazeni MMPs (24hod)
bb A549
Cvmps | bb | Medium | Ziedény | MMPs Medium, bb, DMSO
[ng/ml] | [] [ud] Zo MMPs [nd] [nd]
A 0,1 37,4 | 0,77 Medium 100 Medium
B 1 30,5 7,69 NK 61,8 bb + 38,2 Medium
C 2 36,2 Il 2 10%DMSO 61,8 bb+28,3 Med+10
61,8 DMSO
D 10 28,2 10
E 100 37,2 i 1
F 200 36,2 2
G 500 33,2 5
H | 1000 28,2 10

!

V. =100 pl/jamku

= bb: bunky A549
u n cMMPs, kontro|y: 4 Jamky \" f.édku

20 000 bb/jamku

n 3 S i
20.10°bungk/jamku — 323 400 bb/ml

=0,0618 ml

= 61,8 Wl ziedene suspenze bunek 27& / jamku
=  Medium: médium pro A549
» NK: negativni kontrola; Zivé bunky
= 10 % DMSO; mrtvé bunky; ptidano po 24 hodinach od nasazeni desticky
= MMPs: ProMag™ - 1 Series - COOH - 19G anti salmonella Typhimurium
= Zomwps: Zasobni roztok ProMag™ - COOH o ¢ = 26 000 pg/ml

| siedenis C1=13 ug/ml — 1 ],ll Zovnps T 1999 ],ll PBS
I redonic © 1=100 pg/ml — 1 pl Zo vinps + 259 ul PBS
i ziedéni- C 111 =10 000 ug/ml — 38,5 },Ll ZO MNPs T 65,5 Ml PBS
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3.5 Stanoveni viability testem XTT

Byla vybrana citlivd, netoxickd a neradioaktivni metoda. Bunécnad viabilita
se stanovovala kolorimetrickym, ve vodé rozpustnym, testem, za pouziti vysoce rozpustné
tetrazoliové soli. Diky mitochondrialni aktivit¢é dehydrogenaz a kofaktori NADH
a NADPH byly zivé bunky schopné pfeménit zlutou tetrazoliovou sil na oranzovy
formazan. Znamena to, ze ¢im byla niz§i proliferaéni schopnost; viabilita,
tim se absorbance (Assonm) dostavala k niz§im hodnotam. Vzniklo méné formazanu.

Mrtvé bunky (negativni kontrola) mély stejnou Agsonm jako médium.
3.5.1 Pouzité roztoky a chemikalie

= Cell Proliferation Kit II (XTT) (Roche, Mannheim, Némecko)
— XTT labeling reagent (hydrat 3°-[1-(fenylaminokarbonyl)-3,4-

tetrazolium]-bis (4-methoxy-6-nitro)benzensulfonatu sodného) v médiu RPMI

1640, bez fenolové Cerveng, sterilni 1 mg/ml

— ECR electron coupling reagent, PMS (Nmethyldibenzopyrazin- methylsulfat),
0,383 mg/ml (1,25 mM) v PBS, sterilni

— XTT smés v poméru 50 XTT : 1 ECR — 50 ul XTT smési do kazdé jamky

= Bun&na suspenze adherentnich bundk A549 o ¢ = 20.10% bungk/100 pl; jamku

= Kultivaéni médium A549

= Bunécna suspenze adherentnich bunék MRC-50 ¢ = 40.10° bun&k/100 ul; jamku
= Kultiva¢ni médium MRC-5

= Fosfatovy pufr PBS

3.5.2 Postup

Po 24 hodinach od ovlivnéni kultivovanych  bunék  mikrocasticemi
ProMag™ 1 Series - COOH &i ProMag™ 1 Series - COOH - 1gG (48 hodin od pocate¢niho
nasazeni bun¢k do 96 jamkové desticky) byly v prvni fazi odstranény MMPs. U nizkych
koncentraci, pozitivni, negativni kontroly a media (blanku) — jamky A, B, C, D, NK,
10 % DMSO, MEDIUM, se nejdiive obsah jamek opatrné promichal. Slo o velmi jemné
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nasavani a vypousSténi tekutého obsahu vramci desticky pomoci 100 pl pipety,
aby nedochazelo k odloupnuti, odmyti viabilnich bunék adherovanych na dno jamek.
Puvodni medium (+MMPs), jimz se jamky proplachovaly, bylo nasledné opatrné odsato
a vypusténo do nebezpecného odpadu a nahrazeno 100 pl cerstvého média. Rozdil u jamek
E, F, G, H byl ten, ze jesté pred pfidanim nového média byly promyty 1x 100ul PBS.
V ptipadé nedokonalého resuspendovani a odpipetovani MMPs se promyti 100 pl PBS,
v oblasti vysokych koncentraci G a H, jesté¢ jednou opakovalo. Vysvétleni pro¢ tomu

tak bylo Ize nalézt ve vysledcich v podkapitole 4.1.1.

Druha cast spocivala v pridani XTT smeési do vSech jamek na desticce, s nimiz
se pracovalo. Jednalo se o fotosenzitivni roztok. Bylo nutné mit po celou dobu, od vyndani
z mrazdku, az po vlastni spektrofotometrické vyhodnoceni, vypnutd svétla v mistnosti
I boxu. Piipadné téZ zabalit desti¢ku do alobalu. Pokud by se tak neuéinilo, mohlo by dojit
ke zkresleni vysledkt. Po rozmrazeni XTT a ECR ve vodni lazni se ptipravila XTT sm¢s.
Aby byl zachovan vySe zminény pomér, vynasobila se hodnota 50 poctem jamek.
Tak se zjistilo mnozstvi XTT [ul], ke kterému bylo nasledné ptidano 1 x stejny pocet
jamek ECR [ul]. Z této smési bylo do vSech jamek napipetovano 50 pl. Celkovy objem
150 pl/jamku (50 pl XTT smési + 100 pl nového média z prvni ¢asti). Davkovalo

se co nejrychleji, aby nedoslo k ovlivnéni reakce ¢asovou prodlevou.

Desticka zakrytd alobalem byla pienesena k spektrofotometrickému ELISA
readeru. Pfi vinové délce 450 nm, se zméfila absorbance v ¢ase 0 (Aonog). Diky pfeméné
zluté tetrazoliové soli XTT na oranZovy formazan se V metabolicky aktivnich buiikach
intenzita zbarveni po hodinové inkubaci v inkubatoru zvysila. U bun€k A549 stacil odecet
absorbance v jedné hodin€é (Aineg). AvSak u MRC-5 byly hodnoty absorbanci v prvni
hodiné nizké. Proto se proméfila jesté druha hodina (Azneg). Mezi jednotlivymi métenimi
se desticka nechala 1 minutu protiepat na tfepacce. Bublinky se propichly Spickou
¢i jehlou.

Pifi vyhodnoceni se od Aipog U A549 (Azneg U MRC-5) odecetla  Aghog-
Ze zpramérovanych odectenych hodnot jednotlivych Ajneg - Aohod koncentracni tady
se spocitala viabilita. K vypoctu byl pouzit vzorec, jenz byl vztazen k negativni kontrole

(100 % viabilita; pouze bunky a médium, bez ¢astic):

Avz.100
A NK (buniky+medium)

viabilita [%] =
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3.6 Manualni stanoveni viability trypanovou modri

Jako srovnavaci metoda pro zjiSténi viability se vyuzila jednoduchd manuélni
metoda s kalibrovanou Biirkerovou komurkou. Ta slouzi ke zjisténi koncentrace
bun¢k/1 ml. Specifickym obarvenim bunék za pouziti 0,4 % roztoku trypanové modie
(Sigma-Aldrich, USA), byly odliSeny viabilni a mrtvé bunky. Z viabilnich bun¢k byla modft
aktivné transportovana vné bunck. Zistaly tak bezbarvé. U mrtvych bunék byla porusena
integrita membrany a jeji transportni vypuzovaci mechanismy, ze barvivo prostoupilo
plazmatickou membranou. Jeho hromadéni v intracelularnim prostoru zviditelnilo bunky.

Pro mikroskopické pocitani v Biirkerové komurce byl pouzit svételny mikroskop.

3.6.1 Postup

Pro testovani bun¢k A549 byl pouzit 24 jamkovy panel. Jelikoz se jednalo o vétsi
objem jamek, pocet nasazenych bungk byl 75.10° bunék/jamku. Princip prekultivace
bunek A549 byl proveden stejné jako pii testovani viability pomoci XTT, véetné ovlivnéni
bun¢k mikrocasticemi S naslednou 24 hodinovou expozici. Rozdil byl v celkovém objemu,
S nimz se pocitalo — 500 pl/jamku. Muselo se tak piepocitat i pipetované mnozstvi ¢astic
ze zitedénych roztokl I, II, III mmps. Dal§i zménou byl postup po 24 inkubaci bunék
s nanocasticemi. Z jamek byl opatrné odpipetovan supernatant a adherované buiky byly
dvakrat promyty 500 pul PBS. Nasledné¢ se provedla pasaz bunék piidavkem 300 pl
trypsinu. Po 9 minutové inkubaci v inkubatoru se bunky trypsinem resuspendovaly,
oplachly a ptepipetovaly do centrifugacni zkumavky se 600 plinaktiva¢niho média.
Znovu byl proveden oplach 300 pl PBS, aby nedoslo k zanechani zbylych bunék v jamce.
Zkumavky s inaktivacnim médiem, trypsinem a PBS byly 5 minut centrifugovany
pii 1500 otacek/min. Supernatant byl odstranén do odpadu a k peleté bylo pfidano Cerstvé

médium.

Druhé c¢ast spocivala v obarveni buné€k trypanovou modii. Zkumavka, kterd byla
pfipravena pfidanim 100 pl Cerstvého média k sedlin€ centrifugovanych A549 bunék,
byla dikladné resuspendovana. Nasledné se do ptipravené eppendorf zkumavky odebralo
20 pl a ptidalo 20 pl trypanové modie. 10 pl této obarvené bunécné suspenze se pipetou
aplikovalo do prohlubné Biirkerovy komurky s krycim skli¢kem. Diky vzlinavosti zaplnila
smés celou stfedni ¢ast komulrky. V ohnisku svételného mikroskopu, kam se komtrka

vlozila, byl vidét sitovity obrazec s velkymi zornymi poli. Ta se dale délila na 16 malych
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¢tverci. Kulaté, projasnéné zivé a modré mrtvé buniky se pocitaly v 6 velkych zornych
polich. Nasledné z nich byl vypocitan primér. Zapocitavaly se bunky lezici na levé a horni
hrané malého ¢tverce; pouze dva okraje tak, aby nedochazelo k duplikaci. Buiiky,
jez nebyly soucasti vnitiniho prostoru ctverce alespon z50 %, se nezapocitavaly.
Z takto spocitanych Zivych a mrtvych bunék byl udélan priamér. Pfi vyhodnoceni
se muselo brat vuvahu pocateCni fedéni primarni suspenze bunék. Tento postup
se opakoval u vSech koncentraci MMPs, které v jamkach ovliviiovali bunécnou
linii A549 + pozitivni a negativni kontrola. Ze zprimérovanych hodnot byla vypocitana

viabilita a zanesena do grafu. Vzorec vypoctu:

pocet viabilnich bunék .100
celkovy pocet bunék

! viabilita [9%]=
i

&

NN,
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3.7 Analyza proliferace bunék v realném case systémem XCEL Ligence

Alternativni metodou korelujici s vysledky ziskanymi z tzv. ,,end point « analyz,
mezi které se fadi napt. XTT, trypanovda modi, LDH, je vysoce ucinné hodnoceni
cytotoxicity Real-Time Cell Analyzer Single Plate (RTCA SP); xCELLigence. Vyhodou
je nepietrzité sledovani, kontrola viability, proliferace ¢i pfipadna cytotoxicita
zkoumanych latek na bunku. Elektricky odpor neboli impedance Z odréazi aktuélni fyzicky
stav bunék. A to diky adherenci a kvalité interakce se zlatymi elektrodami na dné jamky.
Mira impedance, odvozend z relativnich zmén elektrické impedance, je zaznamendvana
jako CI (Cell Index). Jedna se o bezrozmérnou veli¢inu, ktera je automaticky intervalové
zanasena do grafu. Ukazalo se, Ze impedance neni naruSena nanocasticemi. Lze tak
pozorovat prechodny ¢i dlouhodoby ucinek studované latky, kdy dochdzi ke stimulaci
proliferace nebo naopak k bunéénému odumirani. Monitorovani probiha pti optimalnich
podminkach v CO, inkubatoru. Casovy priibéh RTCA analyzy je zietelnd vyobrazen
na Obrazku 13.

Systém xCELLigence se skladd ze stanice RTCA SP, uloZené v inkubétoru
pro tkanové kultury, do niz se vklada jedna 96 jamkova E-desti¢ka. Stanice pfenasi signal
vn¢ inkubator do RTCA analyzatoru, ktery béhem 15 s promé&fi impedanci na elektrodach
na celé desti¢ce. Pfenosny pocitac RTCA s porty tvoii kontrolni jednotku umisténou taktéz
venku. Integrovany operacni systém a software pocitate zobrazuje naméfené hodnoty
s kiivkami. CI zavislém na case. E-desticka je urCena jen na jedno pouziti.
Elektrody pokryvaji ptiblizné 80 % dna jamky a hodnota napéti na nich je okolo 20 mV.
Vznikly elektricky proud mezi kladnou a zéapornou elektrodou prochazi iontovym
prostiedim ristového média. Pfitomnost adherovanych bun¢k méni iontové sloZeni
na elektrod¢, v mediu. Bunky tak pilisobi jako izolatory a zvySuji impedanci (1CI).
Tento jev je znazornén ve spodni ¢asti Obrazku 13. Viko E-desticky je konstruovano velmi
nizko. Tim se zajisti, co nejmensi odpatovani. Mezi doporucené podminky patii teplota
od+15 do40 °C srelativni vlhkosti 98 % (ACEA Bioscience, Ins, 2017;
Urcan a kol., 2010).
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Obrazek 13 Znazornéni pribéhu RTCA analyzy. Zlaté mikroelektrody detekuji impedanci Z, jejiz velikost
zavisi na poctu bunék. Vyjadfeno jako bunéény index v zavislosti na Case, pievzato a upraveno dle
(Limame a kol., 2012; Urcan a kol., 2010; ACEA Bioscience, Inc., 2017)

3.7.1 Postup

V prvni fazi testovani byla zoptimalizovana pocatecni koncentrace bunécné linie
MRC-5. Pro experiment byla zvolena optimdlni koncentrace bunék MRC-5
17,5.10° bunék/jamku. Pracovalo se s 8. pasazi bunék MRC-5. Jako MMPs se opét
pouzily ProMag™ 1 Series - COOH a ProMag™ 1 Series - COOH - IgG.

Zpasazované bunky byly spocitany na pristroji CASY TT Cell Counter. E-desticka
se umistila na ohfivaci plochu. Do vSech jamek bylo nejprve napipetovano 100 pl
vyhtatého média na 37 °C. Nasledné byla k médiu pipetovéana spocitand bunécna suspenze
0 finalni koncentraci 17 500 bun¢k/jamku o objemu maximaln¢ 90 ul. Takto pfipravena

65



E-desticka se nechala 30 minut pii pokojové teploté, aby si bunky sedly na dno jamek
(kvali pocateénimu odporu elektrod). V RTCA programu byl mezitim zadan novy
experiment. Po zminénych 30 minutach se E-desticka vlozila do RTCA SP stanice pfistroje
xCELLigence, ktera se nachazela v inkubatoru pii 37 °C a 5 % CO,. Timto krokem
zapocalo bunécné monitorovani impedance v zavislosti na pfisedajicich bunkach a jejich
profileraci. Monitorovaci interval probihal kazdych 5 minut po dobu celého experimentu.
Druhy den vzrostla hodnota buné¢ného indexu k Cl=1 (viz Obrazek 13). V tuto dobu
se inkubované bunky ovlivnily 10 ul 5 % DMSO (pozitivni kontrola) ¢i MMPs podle
schéma Obrazku 14. Pro srovnani se ponechala negativni kontrola. Tyto jamky se ni¢im
neovliviiovaly (NK— jen bunky + medium). Pouze se pfidalo 10 pul média. Celkovy objem
vSech experimentdlnich jamek byl 200 pl. E-desticka vlozila zpét do inkubatoru
a pokracovalo se v monitorovani. Vliv MMPs na bunécnou proliferaci byl hodnocen

A )
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C@@@@@@Q@@
OO0 ODOD
OOOOOOOOO
@D DD

G 500 500
g/ml png/ml
H 1000 1000\ / 1000 Y7 1000\/ 1000\/ 1000 1000\ / 1000 5%
pg/ml pg/ml/\ ng/ml g/ml pg/ml/\ ng/ml/\ pg/m ug/
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%
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Obrazek 14: Koncentra¢ni schéma pro metodu xCELLigence. Ovlivnéni adherovanych bunék MRC-5
testovanymi MMPs (Gervené a modfe oznadené). Pocet nasazenych bungk 17,5.10° bunék/jamku.

NKneovlivnéné buiky; zivé. 5 % DMSO kontrola.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni cytotoxicity testem XTT

Pomoci XTT testu byl hodnocen cytotoxicky efekt MMPs PrOMagTNI
1 Series - COOH a ProMag™ 1 Series - COOH - IgG na bun&né linii A549 a MRC-5.
Pracovni postup byl optimalizovan. Pro 100 % viabilitu byla pouzita negativni kontrola
neovlivnénych bunék (NK). K této hodnoté byly vztahovany hodnoty dalSich namétenych
absorbanci. Protuto praci byla zvolena kontrola, buiiky s pifidavkem 10% DMSO
(tzn. mrtvé buiiky). Méfeni bylo provadéno v kvadrupletech pro kazdou ze stanovovanych
koncentraci MMPs 0,1, 1, 2, 10, 100, 200, 500, 1000 pg/ml. Doba ptedchozi expozice
MMPs na bunééné linie byla 24 hodin. U bunécné linie A549 byla prométena Aonod @ Alhod
na spektrofotometru PowerWave pii 450nm. Pro linii MRC-5 se barevna zména substratu

odecitala v Case Aonog 0d které se opét odeCetla Apnog.

. A -A 100
Viabilita bb A549 [%]= (A1 hod bb+MMPs — Ao hod bb+MMPs)
(A1 hod(NK)~A0 hod(NK) )

- A -A 100
Viabilita bb MRC-5 [%]= (A1 hod bb+MMPs ~ Ao hod bb+MMPs)
(A2 hod(NK)~Ao hod(NK) )

4.1.1 Optimalizace prace s ProMag'™ 1 Series - COOH pfi studiu jejich

vlivu na buné¢nou linii A549

V podateéni fazi testovani MMPs ProMag™ 1 Series - COOH byla promé&iena
koncentra¢ni fada MMPs od 2 pg/ml — 2500 pg/ml, aby se zjistilo, pfi jaké koncentraci
dochazi ke zlomovému poklesu viability ovlivnénych bun¢k. Vysledky ukazaly, Ze tato
zména bude v rozsahu 200 pg/ml az 500 ug/ml. Také analyza dat Minaeva a kol. (2017)
naznacuje vyrazny inhibi¢ni ucinek ¢astic SPIONs magnetitu Fe3O4 na viabilitu bunék
1929 az od koncentrace ¢astic 322 pg/ml (viabilita 42 %). Proto se pfi dalsim testovani

pouzivaly jiz jen koncentrace Castic v rozsahu 0,1 — 1000 pug/ml.
Pii promyvani bunék a méfeni experimentalnich dat se ukdzalo, Ze pfitomnost
Castic v roztoku sbunkami ovliviiuje hladiny absorbanci a to podle mnozZstvi Castic

do reakce pridanych. Pfi vyhodnoceni se interference projevovala zvySenou absorbanci,

67



coz vedlo k nespravné interpretaci dat, ze je viabilita vyS$i (Graf 1). Také nameétené
hodnoty, zejména pii vysSich koncentracich castic, vykazovaly velkou smérodatnou
odchylku. Pravdépodobné v disledku tvorby agregati z c¢astic a bun¢k. Obzvlast
pii koncentraci 1000 pg/ml, jak je vidét na Grafu 1. Variantou pro eliminaci chyby
zvySujici absorbanci bylo buiiky v jamkach proplachnout dodate¢né pufrem PBS. Tim se
MMPs pied pridanim XTT odsaly pry¢. V experimentech Dorniani a kol. (2014),
Radu a kol. (2015) také promyvali jamky pufrem PBS. Zhou a kol. (2017) promyvali
jamky dokonce 3x pufrem PBS.

Namétené hodnoty absorbanci ziskané optimalizovanym postupem byly vyjadieny
formou grafu. V Grafu 1 je patrny vyrazny pokles viability bunééné linie A549
az od koncentrace ¢astic 100 pg/ml v porovnani s kontrolou. Dé&je se tak bez ohledu
na zpiisob upravy jamek ptfed vyhodnocenim. Trend cytotoxického u¢inku MMPs
je ve vyssich koncentracich zjevny. Graf 1 srovnava cerné sloupce viability,
které znazornuji proméieni absorbance bez predchoziho odmyti Castic a Sedych sloupcii

s oplachem PBS. Hodnoty se mezi sebou lisily v priméru o 5 %.
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+bb ¢ ProMag COOH (ng/ml) 10%

Graf 1: Porovnani viability bun&ené linie A549 po expozici ProMag™ 1 Series - COOH v koncentracich
0,1 - 1000 pg/ml sodlisnym zpusobem postupu pied vyhodnocenim. Negativni kontrola buiky
bez ovlivnéni MMPs, mrtvé buiiky 10 % DMSO. Typ pouzZitého stanoveni: XTT.
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Piivodni myslenka, tj. proplachnuti vSech jamek 2x pufrem PBS, se ukazala jako
nevhodna. Ukazalo se, ze u bun¢k A549 pii nizkych koncentraci ¢astic 0,1 — 10 pg/ml
dochézelo k vyraznému odmyti viabilnich bun¢k a to v priméru o 19 %. Také viabilita
bunék, Vv ptipad¢ koncentrace ¢astic 100 ug/ml a 200 ug/ml pisobici na bunécénou linii
MRC-5, byla nizsi az o 42 %. Adherence na dno jamky nebyla u MRC-5 tak vyrazna.
Po optimalizaci postupu, se pro ob¢€ linie ukazal jako nejvhodnéj$i postup proplach
kultivatnim médiem (pro niz$i koncentrace 0,1 — 10 pg/ml) a pouze 1x pufrem PBS
od jamek E, F, G, H s koncentracemi od 100 pg/ml MMPs a vyse (viz podkapitola 3.5.2.
s postupem XTT).

Dalsi variantou eliminace nadhodnocené viability, diky absorpci interferujicich
MMPs, bylo proméfeni absorbanci samotnych MMPs. Absorbance koncentraci
¢astic 0,1-1000 pg/ml (v kvadrupletu) se odecetly od absorbanci jamek s bunikami
a ¢asticemi. Rozdil mezi vysledky sodectem samotnych MMPs pii vyhodnoceni
a vysledky, kdy se MMPs odmyvaly PBS, je v priméru 0,8 %. Graf 2 tuto skute¢nost
porovnava. Lze fici, Ze se jedna o velmi podobné vysledky. Z ekonomického hlediska bylo

tedy zbyteéné plytvat MMPs a samostatné je zafazovat do schématu desticky.
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Graf 2: Porovnani viability bund¢né linie A549 po expozici ProMag™ 1 Series - COOH v koncentracich
0,1 - 1000 pg/ml sodlisnym zpusobem postupu pied vyhodnocenim. Negativni kontrola buiky
bez ovlivnéni MMPs, mrtvé buiiky 10 % DMSO. Typ pouZitého stanoveni: XTT.
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4.1.2 Studium vlivu mikro&astic ProMag™ 1 Series - COOH s vazanym IgG
na bunéénou linii A549

Viabilita bun&ené linie A549, ktera byla ovlivnéna p¥itomnosti MMPs ProMag™ 1

Series - COOH s vazanou molekulou 1gG v kultivaénim médiu, je znazornéna v Grafu 3.
V pritomnosti takto modifikovanych MMPs lze pozorovat zvySenou viabilitu
u koncentrace castic 0,1 — 10 ug/ml oproti kontrole. I pfes pocatecni stimulaci je opét vidét
zjevny pokles viability u koncentrace castic 100 pg/ml a 200 pg/ml.

V praci Kucirkové a kol. (2015) také zaznamenali mirnou stimulaci bunééné
profilerace u linie A549 v oblasti nizkych koncentraci nanocastic FesO4 1 pg/ml a 5 pg/ml.
Rozdil je, ze v naSich experimentech ke stimulaci dochézi pouze u cCastic s navazanou
protilatkou IgG. U ¢astic bez protilatky neptfesahla viabilita, v rozmezi téchto koncentraci,
negativni kontrolu. Pfi experimentech s nanocasticemi Fe3O4 obalenymi vrstvou SiO;
pozorovali vyznamny cytotoxicky efekt. Prakazatelny negativni vliv modifikace s SiO,
nepodpofil jejich zamér povrchovou modifikaci — zvysit biokompatibilitu ¢astic
(Kucirkova a kol., 2015).
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Graf 3: Analyza viability bun&ené linie A549 po expozici ProMag™ 1 Series - COOH - 1gG v koncentracich
0,1 — 1000 ug/ml. Negativni kontrola bunky bez ovlivnéni MMPs, mrtvé buriky 10 % DMSO. Typ pouzitého
stanoveni: XTT.
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4.1.3 Studium vlivu mikrocastic ProMagTM 1 Series - COOH na bunéénou
linii MRC-5

Viabilita bunééné linie MRC-5, ktera byla po dobu 24 hodin ovlivnéna pfitomnosti
MMPs ProMag™ 1 Series - COOH, je znézornéna v Grafu 4. Pii koncentraci MMPs
0,1-10 pg/ml 1ze podobn¢ jako u bunécné linie A549 pozorovat nezmeénénou viabilitu
oproti negativni kontrole. V experimentech Radu a kol. (2015), také po 24 hodinové
expozici Fe304 MNPs o koncentraci 2,5 pg/ml — 12 pg/ml nezaznamenali pokles viability
bun¢k MRC-5 oproti kontrole. Nicméné po 72 hodinové expozici jiz mirny pokles byl.
Naproti tomu studie Dorniani a kol. (2014) nevypozorovala ani po 72 hodinové expozici
MNPS zadny pokles viability bunék MRC-5 pro koncentrace Fe3O4 MNPs 0,78 - 25 pg/ml.
Naopak dochazelo k mirné stimulaci proliferace.

V grafu 4 lze dale pozorovat pokles viability bunék MRC-5 po expozici MMPs
U koncentrace ¢astic 100 pg/ml, 200 pg/ml a silné toxicky efekt s témét nulovou viabilitou

u koncentrace 500 pg/ml.
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Graf 4: Analyza viability bun&ené linie MRC-5 po expozici ProMag™ 1 Series - COOH v koncentracich
0,1 — 1000 pg/ml. Negativni kontrola buiiky bez ovlivnéni MMPs, mrtvé bunky 10 % DMSO. Typ pouzitého
stanoveni: XTT.
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4.1.4 Studium vliva mikroéastic ProMagTM 1 Series - COOH s vazanym
IgG na buné¢nou linii MRC-5

V Grafu 5 je znizornén vliv pasobeni MMPs ProMag™ 1 Series - COOH,
s navazanou molekulou IgG na viabilitu bunééné linie MRC-5. V piitomnosti takto
modifikovanych MMPs Ize pozorovat zvySenou viabilitu u koncentrace castic
0,1-10 ug/ml oproti kontrole. I pies pocatecni stimulaci je opét vidét zjevny pokles
viabilit u koncentrace ¢asticl00 pug/ml a 200 upg/ml. AvSak v porovnani MMPs
bez protilatky doslo u téchto koncentraci kjest¢ vétsimu poklesu viability.
Adherence bunécné linie MRC-5 nebyla tak vyrazna. Proto je mozné, ze pii zvySujici
se koncentraci MMPs, kdy rostla pravdépodobnost vzniku agregatli cCastic a jejich
adherence na povrch bunck, bylo ¢ast bunék pii proplachu PBS odmyto. Sledovani
viability v realném case systémem XCELLigence naopak ukazalo, ze u MMPs s vazanou
protilatkou IgG o koncentraci 100, 200 i 500 pg/ml byly vSechny tyto ovlivnéné bunky

stimulovany k proliferaci.
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Graf 5: Analyza viability bun&éné linie MRC-5 po expozici ProMag™ 1 Series - COOH - IgG
V koncentracich 0,1 — 1000 pg/ml. Negativni kontrola buiiky bez ovlivnéni MMPs, mrtvé buitkky 10 %
DMSO. Typ pouzitého stanoveni: XTT
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4.2 Stanoveni viability bunék v Biirkerové komiirce s trypanovou
modri

4.2.1 Studium vlivu mikrocastic ProMagTM 1 Series - COOH na bunécnou
linii A549

K porovnani vysledkii cytotoxickych uginku MMPs oxidi Zeleza ProMag™
1 Series - COOH na bunécnou linii A549, byl mimo jiné pouzit test vyluCovani trypanové
modre testovanymi buitkami. Bezbarvé zivé buiiky a modie obarvené mrtvé buiiky byly
vysledkem 24 hodinového ovlivnéni bunék AS549 Ccasticemi v koncentratnim rozmezi
0,1 —1000 pg/ml. Buiiky byly spocitany v Biirkerové komurce a to v 6 velkych zornych
polich pro kazdou koncentraci. Pro 100 % viabilitu byla pouzita pozitivni kontrola
neovlivnénych bunék. Negativni kontrolou byly mrtvé bunky ovlivnéné 10 % DMSO.
Do Grafu 6 byly zaneseny zprimérované hodnoty ptfepocitané na procentualni zastoupeni

viabilnich bunék.

Mirny pokles viability od koncentrace ¢astic 10 pg/ml je znazornén v Grafu 6.
Vysvétlenim nizs§i hodnoty viability oproti XTT mutze byt skutenost, Ze trypanova modf
ma sama o sobé silné cytotoxické ucinky, pokud meétfeni trva déle nez 5 minut
(Altman a kol., 1993). Vyrazné poskozeni buné¢né membrany ovlivnénych bun¢k A 549

bylo mozné pozorovat az od hodnoty 500 pg/ml (viz Graf 6).
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Graf 6: Analyza viability bun&éné linie A549 po expozici ProMag™ 1 Series - COOH v koncentracich
0,1 — 1000 pg/ml. Negativni kontrola bunky bez ovlivnéni MMPs, mrtvé bunky 10 % DMSO. Typ pouzitého
stanoveni: Trypanova modfr.
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4.3 Stanoveni viability bunék tzv. metodou ,,Electric Current

Exclusion*

4.3.1 Studium vlivu mikroéastic ProMagTM 1 Series - COOH na bunécnou
linii A549
Technikou pracujici na odliSném principu (Electric Current Exclusion) nez ostatni
provedené testy, byl analyzovan pocet viabilnich bun¢k linie A549 po ovlivnéni MMPs
ProMagTNI 1 Series - COOH. Pozitivni kontrola se siln¢ cytotoxickymi ucinky na bunky
byla s pfidavkem s 10 % DMSO kontrolou. Negativni kontrolou byly neovlivnéné bunky
(100 % viabilita). Doba predchozi expozice MMPs na buné¢nou linii A549 byla 24 hodin.

V Grafu 8 1ze u koncentrace 200 pg/ml stale jeSté pozorovat viabilitu okolo 90 %.
Buniky do téchto koncentraci ¢astic celkem dobie odolavaly nizkému napéti. Cytotoxicita
se vyraznéji projevuje az pii 500 pg/ml. Tehdy se rozpadlé buiky jiz nechovaji jako
elektricky izolator. V porovnani s hodnotami viabilit pfi pouziti trypanové modie,
jsou vysledky podobné. U obou metod totiz dochazi ke zlomovému poklesu viability

pti koncentraci ¢astic 500 pg/ml.
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Graf 7: Analyza viability bun&ené linie A549 po expozici ProMag™ 1 Series - COOH v koncentracich
0,1 — 1000 ug/ml. Negativni kontrola bunky bez ovlivnéni MMPs, mrtvé bunky 10 % DMSO. Typ pouzitého
stanoveni: Piistroj CASY TT Cell Counter (Electric Current Exclusion).
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4.4 Mikroskopické pozorovani efektu magnetickych nano/mikrocastic

na vybranou buné¢nou linii

4,41 Studium vlivu mikroéastic ProMagTM 1 Series - COOH na bunéénou
linii A549

Pomoci svételného mikroskopu a fotoaparatu Canon byly pofizeny fotografie
bunécné linie A549 po 24 hodinové expozici magnetickymi mikroc¢asticemi ProMagWI
1 Series - COOH. Pro tyto doplitkové informace o fyziologickém a morfologickém stavu
bun€k byl pouzit fazovy kontrast pii zvétseni 200x. Bunky s MMPs byly foceny ihned
po vyndani z inkubatoru, kde se inkubovaly s MMPs.

Na Obrazku 15 (A) negativni kontroly Ize vidét monovrstvu velkého poctu zivych
proliferujicich bunék v dobrém stavu. Jsou adherované s protahlym vzhledem. Buiiky (B)
ovlivnéné 10 % DMSO povazované za mrtvé, jsou skutecné deadherované, zmensily svou
velikost a tvar v kulovity. Jednozna¢ny inhibi¢ni G¢inek a blokace proliferace jsou zjevné.
Buniky (C) byly ovlivnény MMPs, avSak k Zddnému vyraznému Ubytku viabilnich bun¢k
oproti kontrole nedoslo. U 10 pg/ml MMPs lze zietelné pozorovat jejich intracelularni
depozit. Prostup bunéénou membranou se uskutecnil. A to jak u viabilnich tak u mrtvych
bunék. Projevuje se zde slaba cytotoxicita, kterd roste se zvySujici se koncentraci.
Nase pozorovani koreluje s vysledky testii ostatnich. Mikroskopické obrazky Kolatové
akol. (2013) také dokazuji intracelularni prostup. Céstice kopirovaly tvar buiiky a jadra.
Svatakova a kol. (2012) ve své praci uvadi, jak pomoci videa zachytili bunéc¢nou
inkorporaci SPIONs magnetitu Fe3O4 v koncentraci 50 pg/ml. Pfi bunééném cyklu déleni
se Castice predavaly spolecné s cytoplazmou. Metodou skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM) nazorn¢ ukézali, Ze v§ak nanocastice nejsou lokalizovany uvnitf jadra.

Pfi koncentraci 500 pg/ml, cast naseho obrazku (E), agregované MMPs
jiz ptekryvaji bunky, coZ znesnadiuje vyhodnoceni. Navic jsou adherované na povrch
bunck. Radikalni ubytek zivych bunck ¢i fakt, ze jsou bunky poskozeny, je zjevny.
V ¢asti obrazku (F) pfi koncentraci 1000 ug/ml je pocet Castic tak hojny, Ze vyrazna
cytotoxicita nezanechala zadnou buiiku viabilni. Navic stejné jako u koncentrace Castic

500 pg/ml je velmi dobte viditelna agregace.
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N el o™ ) ~ & Fae L§ . SNCTD
500 pg/ml ProMag™!1 Series - COOH 1000 pg/ml ProMag™!1 Series - COOH
Obrazek 15: Mikrofotografie bunééné linie A549 ovlivnéné magnetickymi mikro¢asticemi magnetitu Fe;O,4
ProMag™ 1 Series - COOH. Na obrazku (A) jsou neovlivnéné buiiky negativni kontroly, (B) mrtvé buiiky

ovlivnéné 10 % DMSO, (C) ovlivnéné 2 pg/ml, (D) 10 pg/ml, (E) 500 pg/ml, (F)1000 pg/ml,
foceno fazovym kontrastem se zvétSenim 200x.
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4.5 Analyza bunécné cytotoxicity magnetickych nano/mikrocastic

V realném case systémem xCELLigence

45.1 Studium vlivu mikro¢astic ProMagTM 1 Series - COOH a ProMag™ 1
Series - COOH s navazanym IgG na buné¢nou linii MRC-5

Piistrojem xCELLigence RTCA SP (Roche, Svycarsko) byla v E-destiéce
promé&fena proliferacni a antiproliferacni bunécnd aktivita. U bunéfné linie MRC-5

se nejdiive zoptimalizoval pocatecni pocet nasazenych bunck na 17.10° bun¢k/jamku.

Z Grafu 8 lze odhadnout optimalni poc¢ate¢ni koncentraci bunék pro ovlivnéni
piiCl = 1, vcase 24. hodina od nasazeni bunck do desticky. Jednd se o rozmezi
mezi 15 - 20.10° bunék/jamku. Dle t&chto vysledki se zvolila pipetovana koncentrace
17,5.10° bun&k/jamku.
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Graf 8: Optimalizace po&ateéni koncentrace bunék MRC-5/jamku. Riistové kiivky v koncentracich 10.10°,
15.10°, 20.10°, 25.10° bun&k/jamku. Kultivovano pouze v bunééném médiu, bez ovlivnéni MMPs.
Pocet opakovani na desticce: 5.

77



Fyziologicky stav buné€k, které¢ byly ovlivnény MMPSs, se odrazel na jejich
adherenci ke dnu jamek E-desti¢ky se zlatymi elektrodami. Viabilni bunky pusobily
jako izolatory a zvySovaly impedanci. Mira impedance se zaznamenavala jako Cell Index

(Cl).

V case ptidani MMPs, mély ovliviiované buiiky hodnotu bunééného indexu Cl = 1.
Ktéto chvili byl bunécny index normalizovdn a ostatni hodnoty se k tomuto casu
prepocitaly (normalizovany buné¢ny index). Jednotlivé impedance v kazdé jamce jsou

graficky uvadény prave jako normalizovany bunéény index. Vzorec:

j - i
i Clnormalizovan}’f - Cléas x/CInormalizovany as ¢

Na bunééné linii MRC-5 je vGrafu 9 zobrazeno porovnani vlivu
ProMag™1 Series- COOH a ProMag™1 Series - COOH - 1gG. K expozici doslo
po 29 hodin od nasazeni bun¢k do E-desticky. Oba typy MMPs bez protilatky
I s protilatkou byly testovany v rozsahu koncentraci ¢astic 0,1 pug/ml — 1000 pg/ml.
V grafu jsou vSak pro prehlednost vybrany jen koncentrace 100, 200, 500 ug/ml. Vysledky
jsou udavany jako aritmeticky primér z péti opakovani na destiéce. Cervenou kfivkou
jevgrafu zndzornéna piirozena proliferace negativni kontroly, kdy nedochazelo
k ovlivnéni MMPs. Cerna kiivka ptedstavuje 5 % DMSO kontrolu mrtvych bunék.
Zde ihned, po zacatku expozice 5 % DMSO, klesa hodnota normalizovaného indexu

k nule. Vysoka cytotoxicita se projevuje okamzitym bunéénym odumiranim.

Vsechny uvedené koncentrace MMPs navéazanou IgG protilatkou v Grafu 9 maji
vy$8i normalizovany bunéény index; vySSi viabilitu ve srovnani s vlivem MMPs
bez protilatky. Zadna vsak nepfevysuje negativni kontrolu neovlivnénych bunék. Nastup
cytotoxického ptlisobeni je u koncentrace 500 pg/ml jiz béhem 1. hodiny od ovlivnéni.
U koncentraci 100 a 200 pg/ml dochazi k viditelnému poklesu viability oproti kontrole
kolem 4. hodiny. Zadna dali z testovanych koncentraci ¢astic, kromé 500 pg/ml MMPs
bez protilatky, se nedostdvda pod hodnotou normalizovaného bunécného indexu 1
(pocatek expozice). Neovlivnéné MRC-5 buiiky negativni kontroly, které jsou pouze
v médiu, pfechazeji do exponencialni faze po 61 hodinach od nasazeni. Buiikky negativni
kontroly se od 35 hodiny dé¢li rychleji v porovnani s buikami ovlivnénymi cCasticemi.

Strmost proliferaénich rustovych kiivek v exponencialni fazi klesd a to se zvysujici
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se koncentraci ¢astic a typem MMPs bez protilatky (oproti MMPs s protilatkou). Obecné je
zietelny pozvolnéjsi piechod do exponencidlni faze rdstu u koncentraci ¢Céstic
100 a 200 pg/ml. A to minimaln¢ o 4 az 8 hodin pozdé&ji nez kontrola. U koncentrace
MMPs bez protilatky 500 pg/ml lze vycist, Ze bunky zlag faze pirechazeji rovnou
do stacionarni faze jiz béhem prvnich n¢kolika hodin od ovlivnéni. Nasledné ptechazeji

do faze deklina¢ni; odumirani.
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Normalized Cell Index
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0.0 21.0 420 63.0 840 105.0

Time (in Hour)

NK-buiikky MRC-5 bez ¢astic DMSO (5.00%)
ProMag_IgG (100 pg/ml)

ProMag IgG (200 pg/ml) ProMag (200 pg/ml)
ProMag_IgG (500 pg/ml) ProMag (500 pg/ml)

Graf 9 : Graf znazorfiujici zmény proliferace bunék MRC-5. K¥ivky vykresluji tzv. normalizovany bunéény
index, ktery je v zavislosti na Case zaznamenavan systémem xCELLigence. Jednotlivé koncentrace
ProMag™1 Series - COOH a koncentrace ProMag™1 Series - COOH - IgG byly pfidany v ase oznadeném
svislou ptimkou se Sipkou. Barevné popisky jednotlivych kiivek jsou pod grafem. Pocet opakovani
na desticce: 5.
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V zavéru této kapitoly je nutné zminit, ze vzhledem k prostudované problematice
neni mozné jednotlivé studie porovnavat navzdjem. VeEtSina studii totiz pracuje
S konkrétnimi typy nano/mikrocastic, které jsou ruzné modifikované, za rGznych
experimentalnich podminek nebo vyuzivaji metodicky odlisné testy stanoveni cytotoxicity.
Zejména pro In Vitro testovani existuje cela Skala nenadorovych primarnich bunéénych
linii ¢i nddorové bunécéné linie s neomezenym poctem déleni. Vysledky bunééné
cytotoxicity riiznych studii se tak mohou bez zohlednéni odlisnych faktorti a vychozich
experimentalnich podminek vyrazné lisit.

V obecném slova smyslu, lze pro srovnani uvést nékolik ptikladi. Jednd se
napft. o studii, kde se studovala cytotoxicita MMPs s oxidy zeleza v podobném

koncentra¢nim rozmezi ¢astic.

Balas a kol. (2017) zkoumali cytotoxicitu MNPs Fe,O3; potazenych dextranem
na bunééné linii Jurkat. Pouzili metodu s MTT. U koncentrace castic 56 pg/ml byl
po 48 hodinach pokles viability o 26 %. Po 72 hodinach se aktivita mitochondrialni
dehydrogendzy opét snizila o 35 % oproti kontrole. Koncentrace 14 pg/ml neméla
na bunéc¢nou viabilitu vliv zadny (Balas a kol., 2017).

Pokles viability u potkanich lymfocyti sleziny ve studované koncentraci MNPs
FesO, 100 — 800 ug/ml v métenych intervalech (24, 48, 72 hodin) popsal
Gaharwar a kol. (2017). U koncentrace ¢astic 200 pg/ml doslo po 24 hodinach k poklesu
viability o 19 %, 48 hodinach 0 26 %, 72 hodinach o 38 %. U koncentrace 800 pg/ml
po 24 hodinach snizeni viability o 36 %, 48 hodinach o 49 %, 72 hodinach o 60 %.
Navic mimo jiné dochazelo ke zvySeni hladin ROS, peroxidaci lipidl, posSkozeni DNA,
vycerpani antioxida¢nich enzymu (Gaharwar a kol., 2017).

Pomoci metody aktivace procesu apoptozy formou méfeni aktivity kaspazy 3/7,
byly v diplomové praci Kucirkové a kol. (2013) sledovany jednotlivé faze bunétného
cyklu linii A549 a HK-2. Vysledky testii pro koncentrace MNPs 25 pg/ml a 100 pg/ml
nepotvrdily aktivaci kaspazy 3/7. Z toho autofi usuzuji, Ze indukce apoptoézy neni pfimou
pficinou cytotoxického efektu. Predpokladaji, ze mechanismus podilejici se vyraznéji

na cytotoxickém vlivu ¢astic, je proces nekrozy bunék (Kucirkova a kol., 2013).

Zhou a kol. (2017) provedli studii, kde testovali vliv ultra SPIONs Fe3O,
(velikost mensi nez 50 nm) o koncentraci 50 ug/ml na psi kmenové bunky tukové tkané

(ADSCs). 12 hodinové inkubace s ultra SPIONs neovlivnila bunéénou aktivitu testovanych
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bunék, tedy viabilitu nebo proliferaci a téz tendenci bunék prechazet do apoptdzy. ADSCs
byly néasledn¢ transplantovany do pokusného zvitete (mys). Z vysledkii vyplynulo,
7e se daji bunky, nesouci ¢astice ultra SPIONs jako znacku, pouzit pro neinvazivni
a nepietrzité sledovani jejich mobility v ramci organismu a to po dobu néjmén¢ 12 tydnua

(Zhou a kol., 2017).

81



5 ZAVER

Hlavni naplni této prace bylo prostudovat problematiku potencionalniho
cytotoxického pisobeni magnetickych nano/mikrocastic (MNPs/MMPs) na eukaryotni
buiikky. Experimentalni ¢ast se proto zaméfila na stanoveni cytotoxicity MMPs na bazi
maghemitu FezO, s karboxylovou skupinou COOH. Konkrétné §lo o komercni Castice
PrOMagT'VI 1 Series - COOH a jejich modifikovanou formu s navazanou protilatkou 1gG.
Jejich vliv na viabilitu bunécéné linie lidského alveolarniho adenokarcinomu plic A549

a nenadorové linie zdravych plicnich fibroblasti MRC-5 se studoval pro rozmezi

koncentrace ¢astic MMPs 0,1 — 1000 pg/ml.

Pti pouziti XTT testu zalozeného na meéfeni aktivity mitochondridlnich
dehydrogendz dychaciho fetézce bunék, byl pokles bunétné viability pozorovan
az od koncentrace MMPs 100 pg/ml. Viabilita bunék A549 po ovlivnéni MMPs byla
Pro C 100 ug/ml = 55 %, C 200 pg/mi = 34 %, C 500 ugmi = 7 %. U bunck MRC-5 byly hodnoty
viabilit pro ¢ 100 ygmi = 62 %, C 200 pgmi = 38 %, Cs500 ygm = 3,5 %. Bez cytotoxického
efektu byly suspenze bunék ovlivnénych casticemi o koncentratnim rozmezi
0,1-10 pg/ml. Coz znamena, ze Se viabilita bunék AS5S49 i MRC-5 pohybovala
okolo 100 %. Navic u MMPs s navazanou protilatkou IgG, v oblasti koncentraci MMPs

0,1 - 10 pg/ml, dochazelo u obou bunécnych linii k pfechodné a mirné stimulaci.

Dalsi dvé metody monitorovaly stav a funkénost bunééné membrany ovlivnénych
bunéénych linii. Zda nebyla poSkozena ¢i porusena. Vysledky ze stanoveni cytotoxicity
pomoci vylucovani trypanové modie i tzv. metodou Electric Current Exclusion (pfistroj
CASY) ukazovaly na vyrazné poskozeni membrany az pii vysoké koncentraci MMPs,
tj. 500 pg/ml. Fakt radikalniho ubytku zivych bunék potvrdily i nase mikroskopické
snimky bunck s MMPs. Pii této koncentraci MMPs byla taktéz vyrazna adherence

na povrch bunék a dochazelo k agregaci bunék.

Na zéaklad¢ nasich vysledkt jsme dosly k zavéru, ze vysledky ziskané metodou XTT
nejvice korelovaly s hodnotami naméfenymi systémem XCELLigence.
Systém XCELLigence umoznil sledovat priibéh ptisobeni MMPs v case. Zde mély
modifikované MMPs s navazanou molekulou IgG ve vSech jamkéach vy$si normalizovany
bunéény index nez MMPs bez protilaitky. Coz znamenda, Ze bunky byly skutecné

stimulovany pfitomnosti molekul IgG na povrchu ¢astic. Avsak celkové trend klesajici
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viability od koncentrace MMPs 100 pg/ml a zejména 200 pg/ml se potvrdil i u téchto
povrchové modifikovanych ¢astic. U koncentrace 500 pg/ml byl cytotoxicky efekt
vyrazny jiz 1 hodinu po ovlivnéni. Pfi této koncentraci MMPs dochézelo u vSech bunék

k pfechodu do stacionarni faze.

Kvalitni vyhodnoceni dat vyzaduje zohlednit mnoho aspektl. Je velmi dilezité
dodrzet stanovené cCasové intervaly, optimalizované postupy ¢i pro experimenty
nepouzivat bunécné kultury s vysokou pasazi. Pokud to podminky dovoli, je zadouci,
zahrnout do experimentl rizné metody a vysledky vSech vzajemné porovnat. Systém
xCelligence umozni diky kontinuadlnimu sledovani stanovit bunéénou viabilitu
Vv jakémkoliv ¢asovém intervalu, ale pouze pro adherentni bunky a jednd se o finan¢né
nakladngjsi metodu. S levnéjsi tzv. ,end point“ analyzou (testem XTT), lze stanovit
viabilitu 1 suspenznich buné€k. Mikroskopie upfesni informace o morfologickém stavu

bunék.

Otazka cytotoxicity MNPs a MMPs by méla byt feSena pro konkrétni podminky
a ucely. Pro definitivni odpovéd toxického ucinku MMPs je tieba vice dlouhodobéjsich

in vivo studii.
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PRILOHY

Priloha 1. Vybrana experimentalné zjiSténa data pomoci

spektrofotometru PowerWave 340

e zdroj: vytvofeno autorem

e pouzito pro nasledné vyhodnoceni toxicity vybraného materidlu na vybrané
bunécné linie

e oblast absorpcniho maxima 450 nm

e méfeno po 24 hodinové inkubaci (37°C, 5 % COy) s magnetickymi mikro¢asticemi

e pouzitd metoda: kolorimetricky test tetrazoliové soli XTT

bb A549: Mikrocastice ProMag - COOH, méteno 20. 4. 2016

e ccastic =2 pg/ml—2500 pg/ml

e builky se pfed pfidanim ¢inidla XTT nepromyvaly pufrem PBS (tj. ¢astice se pted
pfidanim ¢inidla XTT neodmyvaly)

e 20.10° bungk A549/jamku

0hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,191 0,2 0,207 0,178 0,146 0,142 0,31 0,303 1,048 1,05 0,941 1,025

B 0,509 0,48 0,529 0,39 0,507 0,436 2,322 2,302 1,214 1,189 1,148 1,026
C 0,657 0,545 0,545 2,303 0,301 0,296 0,302 0,305 1,152 0,988 1,06 0,94
D 0,543 0,442 0,558 2,187 0,031 0,034 0,032 0,03 0,923 1,173 1,13 0,874
E 1,763 1,587 0,52 1,397 0,031 0,031 0,031 0,03 0,686 0,691 0,695 0,615
F 1,688 0,753 0,62 0,653 0,278 0,298 0,29 0,276 0,355 0,305 0,364 0,409
G 1,619 0,773 1,135 0,41 0,651 1,047 1,001 0,968 0,512 0,446 0,424 0,413
H 1,392 0,896 1,069 0,325 0,281 0,302 0,313 0,309 0,351 0,317 0,347 0,381
1hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,818 0,994 1,046 0,211 0,214 0,221 0,31 0,303 1,048 1,05 0,941 1,025

B 2,358 2,131 2,269 2,041 2,243 2,176 2,322 2,302 1,214 1,189 1,148 1,026
C 1,764 1,54 1,361 2,303 0,301 0,296 0,302 0,305 1,152 0,988 1,06 0,94
D 1,195 1,178 1,047 2,187 0,031 0,034 0,032 0,03 0,923 1,173 1,13 0,874
E 2,031 1,361 0,767 1,397 0,031 0,031 0,031 0,03 0,686 0,691 0,695 0,615
F 1,623 1,091 0,791 0,653 0,278 0,298 0,29 0,276 0,355 0,305 0,364 0,409
G 1,321 1,379 1,261 0,41 0,651 1,047 1,001 0,968 0,512 0,446 0,424 0,413
H 1,513 1,451 1,562 0,325 0,281 0,302 0,313 0,309 0,351 0,317 0,347 0,381
1,5 hodiny 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,151 1,443 1,527 0,269 0,25 0,276 0,31 0,303 1,048 1,05 0,941 1,025
B 3,257 2,999 3,151 2,856 3,133 3,109 2,322 2,302 1,214 1,189 1,148 1,026
C 2,36 2,078 1,815 2,303 0,301 0,296 0,302 0,305 1,152 0,988 1,06 0,94
D 1,501 1,499 1,25 2,187 0,031 0,034 0,032 0,03 0,923 1,173 1,13 0,874
E 2,155 1,327 0,827 1,397 0,031 0,031 0,031 0,03 0,686 0,691 0,695 0,615
F 1,726 1,117 0,788 0,653 0,278 0,298 0,29 0,276 0,355 0,305 0,364 0,409
G 1,38 1,416 1,205 0,41 0,651 1,047 1,001 0,968 0,512 0,446 0,424 0,413
H 1,477 1,42 1,449 0,325 0,281 0,302 0,313 0,309 0,351 0,317 0,347 0,381




bb A549: Mikrocastice ProMag - COOH, méieno 4. 5. 2016

e ccastic=0,1 pg/ml— 1000 pg/ml

e Dbunky se pfed ptidanim Cinidla XTT nepromyvaly pufrem PBS
e Vv desticce také ¢astice bez bun¢k (pouze v médiu)

e 20.10° bungk A549/jamku

0hodina bb + astice Castice
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,447 0,545 0,523 0,553 0,158 0,174 0,26 0,167 0,172 0,172 0,167 0,172
B 0,492 0,642 0,779 0,663 0,173 0,168 0,168 0,17 0,545 0,711 0,611 0,501
C 0,526 0,54 0,592 0,646 0,171 0,169 0,18 0,174 0,167 0,163 0,163 0,174
D 0,469 0,771 0,607 0,567 0,242 0,193 0,176 0,196 0,031 0,032 0,03 0,03
E 0,438 0,389 0,473 0,377 0,318 0,296 0,374 0,28 0,032 0,03 0,03 0,03
F 0,399 0,453 0,419 0,451 0,348 0,46 0,405 0,477 0,029 0,031 0,029 0,031
G 0,587 0,552 0,638 0,509 0,632 0,667 0,453 0,688 0,035 0,031 0,031 0,034
H 0,822 0,391 0,582 0,637 1,355 1,193 1,121 1,229 0,03 0,031 0,031 0,029

1hodina bb + Castice Castice

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1,814 1,714 1,966 1,814 0,219 0,216 0,222 0,215 0,224 0,229 0,235 0,255

2,017 2,147 2,004 1,944 0,203 0,21 0,213 0,213 1,966 2,304 2,051 1,921

1,757 1,993 1,939 2,071 0,217 0,214 0,223 0,22 0,223 0,233 0,237 0,257

1,896 2,038 2,113 2,101 0,252 0,235 0,224 0,245 0,031 0,032 0,03 0,03

1,261 1,049 1,176 1,273 0,368 0,301 0,38 0,335 0,032 0,03 0,029 0,029

1,023 0,875 1,037 0,897 0,324 0,598 0,592 0,601 0,029 0,03 0,028 0,033

0,648 0,776 0,826 0,81 0,742 0,827 0,698 0,717 0,035 0,032 0,03 0,034

ITO|MMOIO(m|>

0,707 1,451 1,185 1,073 1,169 1,246 1,888 1,447 0,03 0,031 0,032 0,03




bb A549: Mikrocastice ProMag - COOH, méteno 11. 5. 2016

e ¢ dastic=0,1 pg/ml — 1000 pg/ml
e 20.10° bungk A549/jamku
e bunky se pted pfidanim ¢inidla XTT nepromyvaly pufrem PBS

0hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,291 0,211 0,247 0,238 0,144 0,147 0,147 0,144 0,03 0,03 0,03 0,03
B 0,266 0,35 0,259 0,265 0,476 0,283 0,284 0,251 0,032 0,032 0,032 0,032
C 0,242 0,338 0,252 0,232 0,138 0,138 0,139 0,139 0,029 0,031 0,03 0,03
D 0,397 0,344 0,529 0,339 0,03 0,033 0,032 0,033 0,031 0,032 0,031 0,03
E 0,383 0,354 0,399 0,289 0,03 0,03 0,03 0,032 0,03 0,03 0,03 0,03
F 0,266 0,306 0,3 0,358 0,029 0,029 0,029 0,031 0,029 0,032 0,029 0,029
G 0,912 0,645 0,671 0,669 0,031 0,031 0,031 0,032 0,031 0,033 0,032 0,03
H 1,183 1,204 0,993 0,688 0,029 0,029 0,029 0,029 0,03 0,029 0,029 0,029

1hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 2,041 2,073 2,052 2,069 0,198 0,203 0,208 0,221 0,029 0,03 0,03 0,03

2,256 2,154 1,828 1,844 2,144 2,024 2,086 2,08 0,031 0,031 0,031 0,031

2,003 2,199 1,922 1,785 0,199 0,238 0,235 0,215 0,029 0,03 0,029 0,028

2,436 2,207 2,272 2,088 0,03 0,033 0,036 0,034 0,03 0,03 0,029 0,031

1,778 1,836 1,56 1,644 0,03 0,03 0,03 0,032 0,03 0,029 0,029 0,029

1,001 1,073 | 0,868 1114 1 0,029 [ 0,029 0,03 0,03 0,028 | 0031 | 0029 | 0,028

0,831 0,63 0,796 0,605 0,031 0,031 0,031 0,032 0,031 0,033 0,031 0,029

IT(OMMO(O|®@

0,794 [ 0909 | 0,532 0581 | 0032 | 0029 | 0029 | 0029 | 0031 | 0029 | 0031 | 0,028




bb A549: Mikrocastice ProMag - COOH, méieno 25. 5. 2016

e ¢ castic=0,1 pg/ml — 1000 pg/ml

e 20.10° bungk A549/jamku

e Dbunky se pred ptidanim Cinidla XTT promyvaly 2x pufrem PBS
bb MRC-5: Mikroc¢astice ProMag - COOH, méteno 25. 5. 2016

e optimalizace poctu nasazenych MRC-5 bun¢k
e bez ovlivnéni mikrocasticemi
e ¢bungk 20.10° 30.10°% 40.10°, 60.10%jamku

Ohodina  |A549, odmyti Eastic 2x PBS MRC5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,326 0,297 0,251 0,221 0,142 0,148 0,151 0,157 0,043 0,239 0,215 0,247
B 0,22 0,246 0,301 0,233 0,282 0,291 0,422 0,296 0,034 0,357 0,297 0,288
C 0,227 0,21 0,266 0,195 0,144 0,144 0,152 0,14 0,047 0,291 0,331 0,291
D 0,333 0,288 0,531 0,363 0,029 0,03 0,03 0,03 0,03 0,505 0,397 0,366
E 0,272 0,198 0,298 0,333 0,03 0,038 0,032 0,03 0,029 0,031 0,029 0,03
F 0,25 0,23 0,357 0,236 0,037 0,029 0,029 0,031 0,035 0,029 0,031 0,029
G 0,223 0,205 0,248 0,268 0,031 0,03 0,031 0,031 0,03 0,032 0,037 0,031
H 0,253 0,287 0,218 0,158 0,03 0,032 0,031 0,029 0,029 0,029 0,029 0,03

1hodina A549 MRC5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,003 1,244 1,288 1,258 0,223 0,23 0,232 0,249 0,044 0,974 0,929 1,07
B 1,15 1,286 1,583 1,291 1,713 1,59 1,521 1,707 0,036 1,388 1,519 1,473
C 1,195 1,405 1,245 1,292 0,23 0,234 0,236 0,212 0,049 1,507 1,414 1,584
D 1,393 1,44 1,336 1,549 0,032 0,031 0,032 0,031 0,03 1,889 1,717 1,914
E 1,006 0,986 1,155 1,161 0,03 0,04 0,033 0,032 0,031 0,031 0,032 0,03
F 0,8 0,89 0,856 0,922 0,039 0,029 0,029 0,032 0,035 0,029 0,03 0,029
G 0,52 0,494 0,563 0,652 0,032 0,03 0,032 0,037 0,031 0,033 0,037 0,031
H 0,43 0,451 0,384 0,286 0,029 0,03 0,031 0,03 0,029 0,032 0,029 0,03

1,5 hodiny 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 2,064 1,843 1,975 1,92 0,274 0,281 0,273 0,292 0,044 1,333 1,182 1,387

1,838 2,028 2,267 2,098 2,44 2,361 2,538 2,359 0,042 1,952 1,933 1,986

1,865 1,983 1,835 1,949 0,27 0,28 0,285 0,256 0,053 2,075 2,056 2,192

2,084 2,02 2,16 2,202 0,031 0,032 0,032 0,031 0,03 2,577 2,459 2,641

1,453 1,492 1,612 1,605 0,031 0,041 0,037 0,033 0,031 0,031 0,03 0,031

1,09 1,242 1,614 1,23 0,039 0,029 0,029 0,032 0,035 0,028 0,032 0,028

0,676 0,649 0,735 0,82 0,031 0,03 0,031 0,037 0,031 0,033 0,037 0,032

IT(OMMO(O|®@

0,524 0,543 0,472 0,346 0,031 0,03 0,03 0,029 0,029 0,029 0,031 0,029




bb MRC-5: Mikroc¢astice ProMag - COOH, méieno 30. 05. 2016

e ¢ dastic=0,1 pg/ml — 1000 pg/ml
e 30.10° bungk MRC-5/jamku
e bunky se pfed pfidanim ¢inidla XTT promyvaly 2x pufrem PBS

Ohodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0,203 0,209 0,2 0,248 0,158 0,142 0,132 0,223 0,03 0,03 0,031 0,032
B 0,188 0,221 0,239 0,193 0,199 0,346 0,199 0,206 0,03 0,037 0,031 0,031
C 0,21 0,231 0,221 0,204 0,141 0,144 0,154 0,137 0,028 0,027 0,027 0,027
D 0,192 0,23 0,214 0,26 0,029 0,03 0,031 0,03 0,029 0,029 0,029 0,03
E 0,169 0,189 0,144 0,249 0,03 0,031 0,03 0,03 0,033 0,029 0,03 0,03
F 0,164 0,154 0,155 0,162 0,029 0,029 0,029 0,032 0,029 0,029 0,029 0,029
G 0,138 0,145 0,155 0,175 0,031 0,03 0,03 0,031 0,03 0,031 0,03 0,029
H 0,153 0,147 0,152 0,144 0,03 0,03 0,03 0,029 0,029 0,03 0,03 0,029

1hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,897 0,971 0,911 0,891 0,229 0,217 0,214 0,253 0,03 0,029 0,03 0,032
B 0,683 1,008 0,948 0,97 0,995 0,639 0,905 1,041 0,04 0,048 0,038 0,032
C 0,905 1,05 1,022 1,016 0,198 0,217 0,223 0,206 0,033 0,032 0,031 0,031
D 0,74 0,982 1,003 1,024 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,03
E 0,528 0,562 0,267 0,685 0,03 0,032 0,031 0,031 0,032 0,03 0,03 0,03
F 0,291 0,233 0,249 0,232 0,03 0,029 0,03 0,032 0,029 0,029 0,029 0,029
G 0,208 0,226 0,225 0,255 0,032 0,031 0,03 0,031 0,031 0,032 0,031 0,03
H 0,221 0,225 0,218 0,216 0,029 0,029 0,03 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029

1,5 hodiny 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,288 1,37 1,305 1,269 0,264 0,249 0,244 0,282 0,03 0,03 0,03 0,032
B 0,954 1,456 1,356 1,39 1,424 0,783 1,301 1,487 0,037 0,042 0,032 0,032
C 1,263 1,507 1,506 1,498 0,259 0,249 0,264 0,244 0,032 0,032 0,031 0,03
D 1,035 1,424 1,456 1,476 0,032 0,032 0,032 0,031 0,031 0,03 0,03 0,03
E 0,714 0,708 0,345 0,928 0,03 0,031 0,031 0,031 0,032 0,03 0,03 0,03
F 0,328 0,265 0,286 0,265 0,029 0,029 0,035 0,039 0,029 0,029 0,03 0,03
G 0,227 0,261 0,254 0,283 0,032 0,032 0,031 0,031 0,031 0,032 0,031 0,03
H 0,249 0,255 0,243 0,242 0,028 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029

2hodiny 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1,594 1,718 1,649 1,615 0,303 0,283 0,279 0,316 0,03 0,034 0,03 0,032

1,19 1,823 1,63 1,76 1,792 0,877 1,638 1,868 0,056 0,065 0,057 0,051

1,601 1,894 1,882 1,893 0,299 0,278 0,302 0,278 0,046 0,046 0,044 0,039

1,284 1,795 1,852 1,827 0,031 0,031 0,032 0,032 0,032 0,031 0,03 0,03

0,866 0,862 0,398 1,13 0,037 0,041 0,039 0,037 0,035 0,031 0,031 0,031

0,364 0,298 0,322 0,29 0,03 0,029 0,036 0,04 0,031 0,029 0,03 0,03

0,252 0,284 0,277 0,302 0,032 0,031 0,03 0,032 0,031 0,032 0,031 0,03

IT(OMmMmOIO|®

0,278 0,285 0,27 0,266 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,03 0,029




bb MRC-5: Mikroc¢astice ProMag - COOH, méfeno Cerven 2016

e ¢ dastic=0,1 pg/ml — 1000 pg/ml
e 40.10° bungk MRC-5/jamku
e bunky se pfed pfidanim ¢inidla XTT promyvaly 2x pufrem PBS

0hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,198 0,172 0,189 0,251 0,151 0,142 0,147 0,149 0,03 0,03 0,03 0,029
B 0,229 0,242 0,191 0,162 0,233 0,211 0,226 0,2 0,03 0,031 0,031 0,03
C 0,197 0,199 0,222 0,225 0,145 0,146 0,146 0,147 0,029 0,03 0,029 0,029
D 0,215 0,196 0,208 0,169 0,031 0,03 0,031 0,031 0,031 0,03 0,03 0,031
E 0,191 0,232 0,171 0,172 0,03 0,031 0,03 0,03 0,03 0,03 0,029 0,029
F 0,153 0,231 0,193 0,157 0,029 0,028 0,028 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029
G 0,166 0,172 0,188 0,159 0,03 0,03 0,03 0,031 0,03 0,03 0,03 0,03
H 0,191 0,193 0,203 0,162 0,029 0,029 0,029 0,028 0,028 0,028 0,028 0,028

2hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,878 0,859 0,93 1,255 0,205 0,196 0,201 0,201 0,03 0,031 0,031 0,03
B 0,915 0,96 0,769 0,629 1,03 1,019 1,085 0,982 0,03 0,031 0,031 0,03
C 0,719 0,88 0,782 1,051 0,194 0,208 0,209 0,209 0,028 0,031 0,028 0,029
D 0,906 0,881 1,167 0,712 0,031 0,031 0,032 0,03 0,031 0,03 0,03 0,039
E 0,738 0,811 0,566 0,473 0,03 0,031 0,03 0,031 0,03 0,03 0,029 0,029
F 0,63 0,614 0,57 0,447 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,028
G 0,321 0,299 0,323 0,273 0,031 0,031 0,03 0,03 0,03 0,031 0,03 0,03
H 0,225 0,257 0,23 0,215 0,029 0,029 0,029 0,029 0,028 0,029 0,029 0,028

bb A549: Mikrocastice ProMag - COOH, méteno 27. 10. 2016

e ccastic=0,1 pg/ml—1000 pg/ml
e 20.10° bungk A549/jamku
e Dbunky se pied pfidanim ¢inidla XTT promyvaly 1-2x pufrem PBS

0 hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,278 0,306 0,364 0,144 0,143 0,146 0,031 0,03 0,031 0,034 0,032 0,03
B 0,339 0,381 0,268 0,241 0,41 0,252 0,032 0,031 0,031 0,032 0,031 0,031
C 0,294 0,367 0,217 0,144 0,145 0,145 0,028 0,031 0,028 0,028 0,029 0,028
D 0,467 0,281 0,227 0,03 0,031 0,03 0,031 0,031 0,03 0,031 0,03 0,03
E 0,215 0,212 0,196 0,03 0,03 0,031 0,031 0,03 0,031 0,029 0,03 0,03
F 0,175 0,244 0,168 0,03 0,029 0,029 0,028 0,03 0,029 0,03 0,029 0,03
G 0,158 0,166 0,167 0,031 0,031 0,03 0,032 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
H 0,216 0,178 0,189 0,031 0,029 0,03 0,029 0,03 0,029 0,029 0,029 0,029

1hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,75 1,56 1,518 0,244 0,246 0,248 0,03 0,03 0,03 0,034 0,032 0,029
B 1,847 1,505 1,545 1,346 1,681 1,653 0,034 0,031 0,031 0,032 0,031 0,031
C 1,463 1,576 1,268 0,239 0,261 0,27 0,029 0,032 0,029 0,03 0,028 0,029
D 1,648 1,692 1,668 0,032 0,031 0,033 0,032 0,032 0,03 0,032 0,03 0,03
E 1,09 1,057 0,913 0,03 0,03 0,031 0,031 0,03 0,031 0,03 0,029 0,03
F 0,579 0,812 0,509 0,03 0,029 0,029 0,029 0,03 0,031 0,029 0,029 0,03
G 0,256 0,26 0,264 0,032 0,031 0,038 0,032 0,033 0,031 0,03 0,03 0,03
H 0,338 0,284 0,299 0,03 0,029 0,03 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029




bb A549: Mikrocastice ProMag - COOH - IgG, méieno 3. 11. 2016

¢ ¢astic = 0,1 pg/ml — 1000 pg/ml
e 20.10° bungk A549/jamku

e Dbuiky se pied pfidanim ¢inidla XTT promyvaly 1-2x pufrem PBS
0 hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 0252 | 0321 | 0381 | 0271 | 0148 | 015 | 0152 | 015 | 0031 | 003 | 0033 | 003
B 0258 | 0305 | 0203 | 0351 | 0456 | 0275 | 032 | 033 | 0032 | 003 | 0031 | 0,031
C | o276 | o5%6 | 0275 [ 0244 | 0162 | 0158 [ 0148 | 0169 | 0020 | 003 | 0029 | 0081
D | 0269 | 0244 | 0296 | 0252 | 0377 | 0205 [ 0204 | 0246 | 0031 | 0031 | 0031 | 003
E 0218 | 017 | 0173 | 0203 | 003 [ 003 | 003 | 003 | 003 | 003 | 003 | 003
F 0154 | 0162 | o191 | 0188 | 0029 | 0029 | 0029 | 003 | 0029 | 0029 | 0029 | 0,029
G 0,47 | 0157 | 018 | 0165 | 003 | 003 | 003 | 003 | 003 | 003 | 003 | 0031
H 0171 | 0169 | 0175 | 03151 | 0029 | 0029 | 003 | 0020 | 0020 | 003 | 0029 | 0,02
lhodina | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 2175 | 2077 | 2200 | 1,742 | 0209 | 0223 | 0216 | 0223 | 003 | 003 | 0032 | 003
B 2044 | 2079 | 1809 | 1,739 | 1618 | 1,77 [ 1841 [ 265 [ 0032 | 0031 | 0031 | 0031
C 2176 | 1875 | 1,764 | 1754 | 0246 | 0227 [ 0231 [ 0239 | 0033 [ 0032 | 0031 [ 0031
D 1812 | 1837 | 198 | 2012 | 1,913 | 2004 | 1785 | 1604 [ 0031 | 003 | 003 | 0046
E 0827 | 0575 | 0592 | 0604 | 003 | 003 | 003 | 003 | 0020 | 003 | 002 | 0,02
F 0337 | 0331 | 027 | 0361 | 0029 | 0029 | 0029 | 0029 | 0029 | 0029 | 0029 | 0,02
G 0232 | 0232 | o026 | 0258 | 003 [ 003 [ 003 [ 003 | 003 | 003t | 003 | 003
H 0282 | 0249 | 025 | 0227 | 0029 | 0029 | 003 | 0028 | 0028 | 0029 | 0029 | 0,028
bb A549: Mikrocastice ProMag - COOH - IgG, méteno 24. 11. 2016
e ccastic=0,1 pg/ml - 1000 pg/ml
e 20.10° bungk A549/jamku
e Dbunky se pied pfidanim ¢inidla XTT promyvaly 1-2x pufrem PBS
0 hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | o033 | o571 | 0419 | 0303 | 0134 | 0163 | 0133 [ 0146 | 0029 | 0029 | 0028 | 0029
B 0291 | 0375 | 0359 | 0696 | 0321 | 0443 | 0361 | 0342 | 003 | 003 | 003 | 003
C | 0323 | 0444 | 0328 | 0366 | 0153 | 0161 | 0152 | 0134 | 0028 | 0027 | 002 | 002
D | 033 | 033% | 0338 | 0345 | 0020 | 0031 [ 0029 [ 0029 | 0029 | 003 | 0029 | 0028
E 0262 | 025 | 0246 | 0234 | 0031 | 0029 | 0029 | 0029 | 0020 | 0028 | 0028 | 0028
F 0159 | 0156 | 04171 | o191 | 003 | 0028 | 0027 | 0028 | 0028 | 0027 | 0027 | 0,027
G 0164 | 0146 | 0141 | 0159 | 003 | 0029 | 003 | 0029 | 0029 | 0029 | 0029 | 0,029
H 0139 | 04151 | 0141 | 03161 ]| 0036 | 0028 | 0027 | 0028 | 0028 | 0027 | 0027 | 0,027
1hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 2362 | 181 | 1877 | 2215 | 0203 | 0233 [ 0224 [ 0224 | 0029 | 0031 | 003 | 0029
B 2,337 | 2304 | 225 | 2262 | 1762 | 1949 | 1729 | 2203 | 0020 | 003 | 003 | o031
C | 2247 | 1812 | 1,686 | 1,757 | 0257 | 0362 | 0262 | 0201 | 0027 | 0027 | 0028 | 0029
D | 205 | 198 | 1778 | 1,908 | 0029 | 0029 | 0034 | 0028 | 0029 | 003 | 0029 | 0029
E 1213 | 1,264 | 0903 | 1,060 | 003 | 0029 | 0029 | 0029 | 0028 | 0028 | 0028 | 0028
F 063 | 0559 | 054 | 0636 | 003 | 0028 | 0028 | 0028 | 0029 | 0028 | 0028 | 0028
G 0287 | 0224 | 0205 | 024 | 0031 | 003 | 003 | 003 | 0020 | 0020 | 0032 | 0037
H 0,197 | 0212 | 0206 | 0236 ] 003 | 003 | 0037 | 0028 | 0029 | 003 | 0034 | 0028




bb A549: Mikrocastice ProMag - COOH - IgG, méieno 30. 11. 2016

¢ ¢astic = 0,1 pg/ml — 1000 pg/ml
20.10° bungk A549/jamku
bunky se pfed pfidanim ¢inidla XTT promyvaly 1x pufrem PBS

bb MRC-5: Mikrocastice ProMag - COOH - IgG, méteno 30. 11. 2016

e ccastic=0,1 pg/ml—1000 pg/ml
e  40.10° bungk MRC-5/jamku
e Dbunky se pred ptidanim Cinidla XTT promyvaly 1x pufrem PBS
A549
0hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | o1 | 0199 | 0342 | 0219 | 0147 | 0144 | 0147 | 0149 | 0197 | 018 | 0184 | 0184
B 027 | 0171 | 0177 | 0183 | 019 | 0171 | 0169 | 0205 | 0188 | 0193 | 0208 | 0182
C 0,87 | 0295 | 0203 | 0208 | 0149 | 0,146 | 0148 | 0143 | 019 | 018 | 019 | 0184
D 0185 | 0209 | 0218 | 0242 | 0032 | 0032 | 603t | 063 | 0187 | 0229 | 0198 | 0176
E 0235 | 0234 | 0224 | 0231 | 063t | 603+ | 663 | 603 | 0198 | 019 | 0218 | 022
F 0197 | 0198 | 0193 | 0202 | 0159 | 0158 | 0163 | 0152 | 017 | 0282 | 0215 | 0215
G 0198 | 0176 | 0199 | o183 | 025 | 018 | 019 | 0217 | 0208 | 0167 | 0217 | 0163
H 0238 | 0169 | 0218 | 0173 | 0156 | o161 | 017 | 0163 | 0175 | 0211 | 02 | 0179
MRC-5
A549
lhodina | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1051 | 1201 | 1,317 | 1209 | 0208 | 0218 | 0211 | 0207 | 0574 | 0569 | 0524 | 0584
B 1214 | 1175 | 1316 | 1265 | 1178 | 1124 | 1,198 | 1,174 | 0652 | 0672 | 0622 | 0568
C 1335 | 1241 | 1,178 | 1322 | 0207 | 0203 | 0211 | 021 ]| 0638 | o5 | 0578 | 0528
D 1134 | 1113 | 1,173 | 1165 | 003t | 0834 | 0034 | 603 | 0507 | 0636 | 0625 | 0401
E 094 | 0653 | 068 | 075 | 063t | 003t | 003 | 003 | 0398 | 0395 | 0387 | 038
F 0452 | 0449 | 0522 | 0392 | 0209 | 0221 | 0217 | 0208 | 0244 | 0249 | 0271 | 0293
G 0271 | 0255 | 0204 | 027 | o411 | 0558 | 0543 | 0532 | 0319 | 0282 | 0204 | 027
H 0792 | 0218 | 0235 | 0222 | 0211 | 0218 | 0225 | 0227 | 025 | 0233 | 0252 | 0249
MRC-5
A549
2hodina | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 2083 | 2266 | 2337 | 2157 | 03 [ 0318 | 031 | 0303 | 1048 | 105 | 0941 | 1,025
B 225 | 2155 | 2338 | 2262 | 2136 | 2178 | 2322 | 2302 | 1214 | 1180 | 1,148 | 102
C 2,256 | 2204 | 2127 | 2303 | 0301 | 0206 | 0302 | 0305 | 1152 | o988 | 106 | o094
D 2146 | 2122 | 2,087 | 2187 | 603 | 6034 | 6032 | 068 | 0923 | 1173 | 113 | 0874
E 1769 | 1,238 | 1,254 | 1397 | 0081 | 003 | 003t | 003 ] 068 | 0691 | 0695 | 0615
F 0822 | 083 | 0991 | o653 | 0278 | 0208 | 029 | 0276 | 0355 | 0305 | 0364 | 0409
G 0373 | 0373 | 0418 | o041 | o651 | 1,047 | 1000 | 098 [ 0512 [ 0446 | 0424 | 0413
H 0514 | 0314 | 0322 | 0325 | 0281 | 0302 | 0313 | 0309 | 0351 | 0317 | 0347 | 0381

MRC-5




bb MRC-5: Mikroc¢astice ProMag - COOH, méteno 8. 12. 2016

e ccastic=0,1 pg/ml— 1000 pg/ml

e 40.10° bungk MRC-5/jamku

e bunky se pted pfidanim ¢inidla XTT promyvaly 1x pufrem PBS
bb MRC-5: Mikroc¢astice ProMag - COOH - IgG, méfeno 8. 12. 2016

e ccastic=0,1 pg/ml—1000 pg/ml
e 40.10° bungk MRC-5/jamku
e Dbunky se pred ptidanim Cinidla XTT promyvaly 1x pufrem PBS

ProMag-COOH
Ohodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,164 0,194 0,214 0,196 0,141 0,141 0,136 0,137 0,18 0,203 0,179 0,217
B 0,182 0,252 0,208 0,228 0,224 0,167 0,218 0,194 0,218 0,201 0,214 0,217
C 0,192 0,191 0,227 0,231 0,139 0,146 0,138 0,137 0,185 0,215 0,191 0,186
D 0,209 0,199 0,205 0,219 8031 0032 8:63 8:03 0,216 0,2 0,205 0,221
E 0,214 0,154 0,174 0,18 863 8631 08,832 0831 0,205 0,214 0,186 0,195
F 0,166 0,164 0,149 0,153 0,146 0,139 0,149 0,146 0,163 0,179 0,196 0,156
G 0,232 0,161 0,158 0,15 0,206 0,189 0,191 0,219 0,157 0,167 0,167 0,167
H 0,216 0,159 0,159 0,166 0,151 0,147 0,158 0,15 0,17 0,179 0,143 0,198
ProMag-COOH-IgG

ProMag-COOH
1hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,781 0,798 0,891 0,831 0,2 0,199 0,194 0,198 0,946 0,869 0,849 0,96
B 0,807 0,902 0,907 1,032 0,865 0,713 0,813 0,84 0,953 0,994 1,045 0,966
C 0,702 0,779 0,859 0,917 0,193 0,211 0,195 0,201 0,921 1,024 0,89 0,959
D 0,86 0,828 0,83 0,923 803 3:03 8:03% 063 0,959 0,946 0,911 0,973
E 0,694 0,41 0,401 0,462 883 8,031 6,031 6,031 0,47 0,59 0,527 0,601
F 0,309 0,341 0,259 0,277 0,205 0,2 0,22 0,206 0,341 0,51 0,37 0,273
G 0,273 0,216 0,228 0,207 0,878 0,961 0,944 0,831 0,213 0,229 0,246 0,232
H 0,244 0,223 0,226 0,235 0,22 0,21 0,247 0,229 0,24 0,235 0,204 0,27

ProMag-COOH-IgG

ProMag-COOH
2hodina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,299 1,319 1,474 1,321 0,252 0,249 0,246 0,255 1,584 1,439 1,413 1,584
B 1,295 1,498 1,448 1,664 1,38 1,153 1,365 1,38 1,598 1,641 1,736 1,589
C 1,157 1,266 1,383 1,526 0,254 0,267 0,262 0,257 1,556 1,676 1,473 1,594
D 1,417 1,371 1,396 1,49 0:032 9;033 6;033 6;63% 1,598 1,558 1,502 1,573
E 1,075 0,65 0,657 0,745 0031 8031 08032 083 0,734 0,973 0,797 0,982
F 0,461 0,509 0,379 0,405 0,262 0,249 0,262 0,259 0,483 0,808 0,55 0,373
G 0,345 0,287 0,307 0,275 1,421 1,562 1,53 1,361 0,275 0,296 0,33 0,301
H 0,329 0,293 0,297 0,304 0,276 0,273 0,298 0,277 0,308 0,291 0,264 0,341
ProMag-COOH-1gG




Piiloha 2. Vybrana experimentilné naméiena data systémem XCELLigence

Real-Time Cell Analyzer Single Plate

e zdroj: vytvoieno autorem a pracovniky KBBV FCHT Pardubice
e Monitorovano v realném ¢ase pii inkubacnich podminkach (37°C, 5 % CO,).

bb MRC-5: optimalizace po¢tu nasazenych MRC-5 bunék do E-desticky

e bez ovlivnéni mikro¢asticemi
e cbungk 10.103(A), 15.10%(B), 20.10°(C), 25.10%(D)/jamku

e analyza v experimentalni ¢asti hodnocena do: 30 hodin v intervalu 30 minut
e mgéieni ukonceno 25. 1. 2017

Time v v v v 16:38:13  |041 0667 [09369 [1,2208
(hhmmsss) [(A8-12) |(B8-12)[(C9-12) [(D9-D12) 17:08:14 (04215 |0,6884 |0,9647 |1,2529
0:00:00 0 0 0 0 17:38:14 (04343 |0,7089 (0,9925 (1,2847
00015  |-0,0007 |0,0007 |0,0002 |0,0004 18:08:15 |04454 [0,7284 [1,0204 [1,3178
13755 [00158 |0,0229 [0,0255 [0,0372 18:38:16 04593 |0,7478 [1,0453 1,339
20755 |00214 |0,051 |0,0976 |0,156 190817 04715 [0,7632 [1,0713 [1.3732
23756 [00573 |0,02 [0,1756 |0,2759 19:38:18 |04807 [0,7813 {1,093 1,397
30757 00884 (01531 {0244 [0,3823 2008:17 (04925 [07951 (11159 [14223
33757 0,1175 10,1985 (0,3108 (0,4775 20:38:18 |0,5022 0,8119 [1,1351 |1,4421
40758 |01462 0,2442 [03797 |0,5713 21.08:19 |05113 |0,8222 |1,1492 |[1,4598
43759 101713 |0,2929 |0,4456 |0,656 21:3805 [05238 |0,8307 |1,167 [1,4828
50800 [0199  |03409 [0,5054 |0,7225 220806 05322 [0,8464 11891 [1,5019
60801 |02477 [041 05874 |0,7955 230807 |05483 |0,873 |12187 |15386
03801 102631 104315 106054 108033 23380805565 [0878 |1,2316 15562
70802 02735 104424 106069 10,7948 240809 05626 08848 |12417 |15735
73803 1028 104464 106038 [0,7901 243800 05683 08936 |12582 |1,6007
80804 |02845 |04461 |0,6022 [0,7764
53505 0285 lo4a17 (05929 [0.7637 250800 [05755 |0,0042 [12787 |1,6274
253810 (0586 09139 (1,303 [1,6539

9:08:06 0,2858 10,4429 10,5868 |0,7627

9:38:07 [0,2878 10,4479 |0,5866 |0,7645 26:.08:11 ]0,5919 ]0,9306 |1,3289 |(1,6898
10:08:07 |0,2917 ]0,4524 |0,5985 |0,7816 26:38:12 10,6007 10,9481 |1,3514 (1,7264
10:38:07 |0,2951 |0,4618 |0,6106 |0,802 270812 10,6094 109664 (1,3779 |1,7583
11:.08:07 |0,3005 047 0,6259 |0,8245 27:38:13 10,618 0,9838 |1,4112 (1,7948
11:38:07 10,3066 |0,4805 |0,6496 |0,8541 28:08:14 10,6276 10,9999 |144 1,8309
12:08:08 |0,3115 |0,4942 |0,671 0,885 28:38:14 10,6359 |1,0165 |1,4784 (1,874
12:38:09 |0,3193 |0,5137 |0,7003 |0,9188 29.08:14 10,6489 |1,0448 |1516 (19175
13:08:10 [0,3267 10,5292 10,727 |0,9538 29:38:15 |0,6591 [1,0623 (15554 |1,9575
13:38:10 [0,3372 |0,5467 |0,7537 |0,9903 30:08:16 |0,6719 1,0907 |1,5903 |2,0107
14:08:10 |0,3499 0,5658 [0,7865 [1,0323 30:38:16  |0,6853 1,1179 (1,6225 |2,0581

14:38:10 10,3601 10,5854 10,8188 |1,0687
15:08:10 |0,3715 ]0,6073 |0,8463 |1,1079
15:38:11 |0,3843 |0,6281 10,8758 |1,1411
16:08:12 10,3957 |0,6473 10,9069 (1,19




bb MRC-5: Mikroc¢astice ProMag - COOH a ProMag - COOH - IgG

e 17,5.10% bungk MRC-5/jamku
e ccastic=0,1 pg/ml— 1000 pg/ml
e expozice magnetickymi mikrocasticemi: 29. hodina od nasazeni bun¢k do jamek
e analyza v experimentalni ¢asti hodnocena do:109 hodin v intervalu 5 minut
e Z divodu velkého mnozstvi dat je zde uveden pouze 30 minutovy interval do 53.
hodiny
— 24 hodin po ovlivnéni ProMag - COOH (ostatni udaje jsou ulozeny CD médiu)
e m¢éfeni ukonceno 20. 3. 2017



Time

ProMag-COOH

(hh:mm:ss) [pouze bb [5% DMSO|0,1 pg/ml|1 pg/ml |2 pg/ml |1O ug/ml |1OO ug/ml|200 ug/ml|500 ug/ml|1000 ug/ml
0:00:00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0:00:13 0,0011 0,0003 0,0004 -0,0005 0,0001 0,001 0,0005 0,0007 -0,0008 -0,0009
1:00:44 -0,0287 -0,0071 0,0242 0,007 -0,0051 -0,0192 -0,0218 -0,0052 0,0116 0,0274
1:30:41 -0,0135 -0,0079 0,0025 0,0025 0,0095 0,0162 0,0213 0,0195 0,0071 0,0106
2:00:42 0,0033 -0,0054 0,0171 0,0156 0,0199 0,0243 0,0358 0,0325 0,022 0,0304
2:30:44 0,0214 -0,0002 0,0344 0,0287 0,0332 0,0354 0,0521 0,0455 0,0405 0,0552
3:00:49 0,04 00045 00528 0,042 00449 00474 00675 0,0628 00582  0,0767
3:30:52 0,0573 0,0097 0,0712 0,0566 0,0612 0,0585 0,0814 0,0789 0,0755 0,0975
4:00:56 0,0725 0,0154  0,0917 0,0741 0,0752 0,0708 0,0964 0,0955 0,0903 0,1181
4:31:00 0,0891 0,0209 0,1074 0,0909 0,0904 0,0864 0,1127 0,1156 0,1069 0,1372
5:01:03 0,1079 0,0271 0,1275 0,1065 0,1058 0,1028 0,1288 0,134 0,122 0,1548
5:31:06 0,125 0,0336 0,1419 0,1215 0,1222 0,1187 0,1452 0,148 0,1361 0,1709
6:01:09 0,1376 0,0376 0,1547 0,1346 0,1333 0,1315 0,1575 0,1617 0,149 0,1823
6:31:13 0,1452 0,0401 0,1635 0,1429 0,1413 0,1394 0,1668 0,1712 0,1569 0,19
7:01:18 0,1507 0,0416 0,1682 0,1475 0,1481 0,1428 0,1716 0,1765 0,1611 0,1956
7:31:21 0,1516 0,042 0,1726 0,1517 0,1494 0,1462 0,1746 0,1788 0,1648 0,1998
8:01:24 0,1508 0,043 0,1747 0,1542 0,1515 0,1448 0,1761 0,1799 0,1659 0,202
8:31:28 0,1483 0,0435 0,1768 0,1554 0,1534 0,1464 0,1773 0,1817 0,1687 0,2039
9:01:33 0,1446 0,0435 0,1782 0,157 0,1539 0,1473 0,1767 0,1814 0,1693 0,2057
9:31:36 0,445 0,0436 0,809 0,1585 0,1553 0,1486 0,1767 0,1833 0,1698  0,2089

10:01:40 0,1443 0,0435 0,1827 0,1599 0,1582 0,1511 0,1779 0,1833 0,1712 0,2132
10:31:45 0,1476 0,0438 0,1865 0,1631 0,1612 0,1537 0,1797 0,1867 0,1786 0,2177
11:01:49 0,1533 0,0445 0,1902 0,168 0,1632 0,1584 0,1843 0,1919 0,1821 0,2219
11:31:52 0,1547 0,0459 0,1992 0,1711 0,1694 0,1647 0,1889 0,1983 0,1876 0,2268
12:01:57 0,1601 0,0471 0,2068 0,1767 0,1751 0,1704 0,1915 0,2027 0,1941 0,2334
12:32:01 0,1661 0,0492 0,2154 0,1822 0,1818 0,1767 0,1993 0,2088 0,2001 0,2408
13:02:05 0,1733 0,0503 0,2221 0,1888 0,1891 0,1839 0,2092 0,2168 0,2056 0,2484
13:32:09 0,1806 0,0527 0,2334 0,1971 0,1959 0,1919 0,2176 0,2247 0,2139 0,2564
14:02:13 0,1866 0,0555 0,2427 0,2065 0,2049 0,2018 0,2216 0,2327 0,2243 0,2648
14:32:16 0,1972 0,0587 0,2525 0,2193 0,2159 0,2126 0,2327 0,2416 0,2327 0,2747
15:02:20 02095 0,0618 02641 0,2311 02249 0,2235 02429 0,2527 02436  0,2878
15:32:24 0,2195 0,0649 0,2776 0,2434 0,2362 0,2351 0,2532 0,2635 0,2538 0,3004
16:02:28 0,2331 0,0693 0,2921 0,257 0,2497 0,2481 0,2646 0,2773 0,2645 0,3125
16:32:33 0,2454 0,0716 0,3052 0,2712 0,2622 0,261 0,2801 0,2904 0,2772 0,3229
17:02:37 0,2601 0,0757 0,3192 0,2878 0,2791 0,2774 0,2941 0,3033 0,2938 0,3397
17:32:41 0,2742 0,0802 0,3358 0,3007 0,2943 0,2955 0,3108 0,3185 0,3097 0,3548
18:02:45 0,2927 0,0844 0,3522 0,3186 0,3101 0,3133 0,3244 0,3349 0,3261 0,3712
18:32:48 0,3107 0,0903 0,3677 0,3371 0,3278 0,3322 0,3437 0,3564 0,344 0,3889
19:02:50 0,3309 0,0955 0,3883 0,3551 0,3482 0,3492 0,3628 0,3773 0,3608 0,408
19:32:53 0,3513 0,0995 0,4096 0,3745 0,3708 0,3692 0,3823 0,396 0,381 0,4291
20:02:58 0,3725 0,1042 0,4296 0,3944 0,3916 0,3936 0,4077 0,4169 0,4017 0,4496
20:33:01  0,3961 0,1108 04528 04172 0,4156 04176 0,4308 0,4408 0,4232  0,4729
21:03:04 0,4208 0,1167 0,4738 0,4413 0,4362 0,4412 0,4549 0,4657 0,4448 0,4939
21:33:07 0,4469 0,1232 0,4988 0,4658 0,4608 0,4666 0,4812 0,4888 0,4678 0,5193
22:03:08 0,4729 0,1309 0,5232 0,493 0,4868 0,4925 0,5095 0,512 0,4935 0,5442
22:33:12 0,5029 0,1382 0,5488 0,5218 0,5144 0,5181 0,5363 0,5398 0,5193 0,572
23:03:15 0,531 0,1461 0,5756 0,5498 0,5446 0,5479 0,5635 0,5661 0,5473 0,5966
23:33:08 0,5629 0,1548 0,6042 0,5772 0,5733 0,5801 0,5933 0,5956 0,5775 0,6213
24:03:07 0,5898 0,1629 0,6342 0,6083 0,6048 0,6141 0,6238 0,6232 0,6062 0,6497
24:33:09 0,6227 0,1721 0,664 0,6392 0,639 0,6488 0,6556 0,6553 0,6379 0,6774
25:03:12 0,6548 0,1819 0,6954 0,6698 0,6753 0,684 0,6885 0,6878 0,6697 0,7072
25:33:15 0,6931 0,191 0,7289 0,7031 0,71 0,7239 0,7253 0,7242 0,7003 0,7391
26:03:18  0,7278 0,1996 0,7619 0,7373  0,7469 0,7628 0,7593 0,7595 0,7321  0,7687
26:33:21 0,7651 0,2103 0,7999 0,7742 0,7855 0,8022 0,7993 0,7953 0,7645 0,8011
27:03:25 0,8023 0,2217 0,8357 0,8113 0,8252 0,8435 0,8392 0,8341 0,7981 0,833




27:33:28
28:03:30
28:33:34
29:14:10
29:44:11
30:14:16
30:44:19
31:14:23
31:44:25
32:14:29
32:44:32
33:14:34
33:44:36
34:14:41
34:44:44
35:14:48
35:44:53
36:14:57
36:45:01
37:15:03
37:45:05
38:15:09
38:45:12
39:15:17
39:45:20
40:15:25
40:45:29
41:15:31
41:45:35
42:15:39
42:45:42
43:15:45
43:45:49
44:15:52
44:45:56
45:16:00
45:46:03
46:16:06
46:46:09
47:16:12
47:46:14
48:16:16
48:46:20
49:16:23
49:46:25
50:16:29
50:46:30
51:16:31
51:46:34
52:16:37
52:46:40
53:16:42
53:46:44
54:16:47

0,8441
0,8871
0,934

1,0321
1,077
1,122

1,1677

1,2108

1,2522

1,3014

1,3417

1,3801

1,4208

1,4607

1,5014

1,5364

1,5746

1,6122

1,6478

1,6821

1,7138

1,7425

1,7728
1,795

1,8174

1,8304

1,8508

1,8622

1,8775

1,8853

1,8923

1,9012

1,9034

1,8884

1,8807

1,8792

1,8753

1,8631

1,8554

1,8392

1,8347

1,8322

1,8172

1,8063

1,7734

1,7653
1,739

1,7257

1,7093

1,6966

1,6919

1,6897

1,6884

0,2339
0,2462
0,2583
1
0,2718
0,2102
0,1812
0,163
0,149
0,1386
0,1293
0,1223
0,1167
0,1114
0,1072
0,1037
0,1003
0,0975
0,0945
0,0918
0,0895
0,0879
0,0859
0,0838
0,0822
0,0807
0,0797
0,0785
0,0771
0,0763
0,0754
0,0744
0,0735
0,0724
0,0717
0,0709
0,0701
0,0694
0,0688
0,068
0,0667
0,0659
0,0653
0,0648
0,0644
0,0638
0,063
0,0628
0,0625
0,0616
0,0611
0,0607
0,0601
0,0599

0,873
0,9092
0,9465

1,0062
1,0355
1,0754
1,1103
1,1371
1,1705
1,2055
1,238
1,2727
1,2986
1,3249
1,3527
1,3774
1,406
1,431
1,4543
1,4766
1,4947
1,5114
1,525
1,5387
1,5487
1,5613
1,5687
1,5828
1,5928
1,6
1,6053
1,6083
1,6122
1,6142
1,6131
1,6164
1,6183
1,6239
1,6265
1,6345
1,6397
1,6407
1,6424
1,6483
1,6474
1,6449
1,6465
1,6531
1,6578
1,663
1,6719
1,6722
1,6798

0,8527
0,8947
0,9372

1,0048
1,0343
1,0764
1,1153
1,1468
1,1801
1,2137
1,2513
1,2853
1,3154
1,3463
1,3813
1,4168
1,4404
1,4618
1,4922
1,5151
1,5297
1,5472
1,5629
1,5857
1,6059
1,6145
1,6269
1,6375
1,6431
1,6499

1,656
1,6535
1,6538
1,6572
1,6566

1,657
1,6591

1,661
1,6592
1,6541
1,6492

1,645
1,6449
1,6428
1,6409
1,6438
1,6439
1,6426
1,6502
1,6471
1,6513

1,653
1,6554

0,8669
0,9109
0,9538

1,0174
1,0486
1,0958
1,1331
1,1684
1,2057
1,24
1,2779
1,3157
1,3485
1,3845
1,4173
1,4516
1,4822
1,5079
1,5294
1,5465
1,5687
1,5889
1,6082
1,6227
1,6342
1,6415
1,6519
1,6565
1,6592
1,6633
1,6642
1,6646
1,6645
1,6657
1,6605
1,6607
1,6573
1,6504
1,6461
1,6416
1,6348
1,635
1,6344
1,6309
1,6224
1,6184
1,6196
1,6223
1,6239
1,631
1,6367
1,637
1,6399

0,885
0,9264
0,9709

1,0492
1,0962
1,1437

1,196
1,2361
1,2736

1,317
1,3587
1,4027
1,4505

1,492
1,5322

1,547
1,5873
1,6313
1,6544
1,6747
1,6922
1,7155

1,731
1,7456
1,7546
1,7603
1,7658
1,7664
1,7737
1,7755
1,7762
1,7728
1,7654
1,7669
1,7646
1,7588
1,7439
1,7418
1,7363
1,7334
1,7322
1,7351
1,7308
1,7242
1,7208
1,7151
1,7141
1,7127
1,7182
1,7214
1,7179
1,7181
1,7195

0,8855
0,9285
0,9722

1,0486
1,0954
1,1427
1,1863
1,2218
1,2531
1,2835
1,3131
1,3166
1,3345
1,3542

1,363
1,3747
1,3885
1,3937
1,3924
1,3949
1,3982
1,3967
1,3844
1,3771
1,3739
1,3674
1,3611

1,357
1,3481

1,337
1,3294
1,3173
1,3051
1,2924
1,2781
1,2646
1,2509
1,2399
1,2292

1,218
1,2107
1,2015
1,1932
1,1845
1,1734
1,1633
1,1586
1,1552

1,155
1,1503
1,1484
1,1433
1,1437

0,8736
0,9151
0,9562

1,0117
1,0341
1,0717
1,1095
1,1478
1,1726
1,1928
1,1977
1,2026
1,2134
1,2282
1,241
1,2538
1,2614
1,269
1,2692
1,2666
1,2628
1,2554
1,2506
1,2431
1,2355
1,2236
1,2097
1,1939
1,1851
1,1716
1,1614
1,1481
1,1362
1,1202
1,1058
1,0958
1,0783
1,0624
1,0475
1,0316
1,0164
0,9994
0,9876
0,9753
0,9617
0,95
0,9363
0,9248
0,9161
0,9051
0,8982
0,8898
0,8783

0,8338
0,8686
0,9064

1,0161
1,0037
1,0153
1,0418
1,0731
1,1025
1,1244
1,1375
1,1505
1,1585
1,1649
1,1739
1,1822

1,185
1,1928
1,1916

1,191
1,1899
1,1864
1,1803
1,1703
1,1608

1,148
1,1354
1,1247
1,1097
1,0968

1,082
1,0733
1,0577
1,0439
1,0298
1,0162
1,0032

0,987
0,9708
0,9577
0,9451
0,9314
0,9225

0,911
0,9001
0,8894
0,8763
0,8618
0,8532
0,8464
0,8406
0,8347

0,824

0,8645
0,8978
0,932

1,0041
1,0279
1,0336
1,04
1,0566
1,0821
1,1043
1,1243
1,1433
1,1566
1,1685
1,1765
1,1824
1,1882
1,1894
1,1928
1,1907
1,1887
1,1809
1,1735
1,1653
1,1523
1,141
1,1259
1,1117
1,0972
1,0848
1,0737
1,0619
1,0474
1,0324
1,0211
1,0089
1,0009
0,9895
0,9802
0,9688
0,9619
0,9521
0,9445
0,9349
0,9264
0,9179
0,9106
0,9046
0,8975
0,892
0,8859
0,8832
0,8783



