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Abstrakt: Cilem této studie bylo zkoumat toxicitu nanocastic ZnO:Ga vuci bakterii Escherichia coli
DBM 3125 a jeji zdvislost na velikosti nanocdstic. V této studii byly pouZity nanocdstice s velikosti
krystalitt 7, 15, 33, 74 a 290 nm. (Velikost jejich krystaliti byla méfena pomoci rentgenové difrakce.)
Bakterie byly vystaveny nanoc¢asticim po dobu 0,5; 1; 2; 3 a 4 h. Toxicita nanocdstic byla vyhodnocena
na zdklad€ poklesu frakce prezivsich bunék v case v porovnani s poklesem frakce prezivsich bunék ne-
vystavenych nanocasticim. Frakce prezivSich bun€k byla vypocitana jako pomér poctu bunék v Case ¢ ku
poctu bun€k v case 0,5 h. Frakce preZivsich bun€k vystavenych nanoc¢asticim klesala s casem. Na druhou
stranu frakce prezivsich bunék nevystavenych nanocasticim se v Case témer neménila. To naznacuje, Ze
nanocastice ZnO:Ga jsou toxické vici Escherichia coli DBM 3125. Toxicita nanocastic ZnO:Ga mirné
rostla s rostouci velikosti krystaliti nanocastic.
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Influence of nanoparticals on living cells

Author: Michaela Crhanova

Abstract: The aim of this paper was to research toxicity of nanoparticles ZnO:Ga against Escherichia
coli DBM 3125 and its dependency on size of those nanoparticles. Nanoparticles with crystallites sizes 7,
15, 33, 74 and 290 nm were used. Size of those crystallites was measured by X-ray diffraction. Bacteria
were exposed to nanoparticles for durations of 0.5; 1; 2; 3 and 4h. Fraction of surviving cells was
calculated as ratio of cell count in time ¢ since exposure to nanoparticles to cell count at 0,5h. Toxicity
of the nanoparticles was rated on basis of surviving cells in time # compared to the fraction of surviving
cells not exposed to the nanoparticles. Fraction of surviving cells exposed to nanoparticles decreased
with time. Fraction of cells not exposed to nanoparticles remained largely unchanged with time. This
implies that nanoparticles of ZnO:Ga are toxic to Escherichia coli DBM 3125. Toxicity of nanoparticles
Zn0:Ga slightly increased with the increase of crystallite nanoparticle size.

Key words: bacteria, nanoparticals, size of nanoparticals, toxicity






Obsah

Uvod
I T ok ast
(L1 NanocCastice| . . . . . . . . . . e
(L11  Vlastnosti nanoCasticl . . . . . . . . . . . L e
(1.1.2 VyuzZiti nanoCastic| . . . . . . . . . . . o v i vt e e e e e e
1.2 Bunky| . . . . .
(1.2.1  Struktura eukaryotické bunky| . . . . . ... ... ... ... ...
(1.2.2  Bunécnycyklus|. . . . .. .. ...
(L23 BuneCnasmrtl . . . . . . . . . .. e e e e
[1.2.4  Mereni cytotoxicity u eukaryotickych bunek|. . . . . . .. .. ... .. ... ..
1.2 Bakteriel . . . . ... L
1.3 Vhivnanocasticnabunky|. . . . . . ... ... o
(1.3.1 Kvantovétecky| . . . . . . . ..
(3.2  Zlaté nanoCastice] . . . . . . . . . .
(L33 Nanocastice ZnOl . . . . . . . . . . ..
[1.3.4 Nanocastice kovovychoxidul . . . . . . ... ... .. ... ... ... ....
B Prakticka cast
2.1~ Pouzit€ mikroorganismy a chemikahel . . . . ... ... o o000
2.2  Sterilizacel . . . . . . ..o e
[2.3  Priprava vzorku, provedeni experimentu a kultivace| . . . . . . . .. ... ... ... ..
2.4 Vyhodnoceni experimentalnichdatf . . . . . . ... ... ... .. L L.
2.5 Rentgenova difrakce (XRD)| . . . . ... ... o o oo

I3  Vysledky a diskuze|

3.1 Rentgenova difrakcni analyza XRD| . . . . ... ... ... o o000

4 Zaver

10

12
12
12
14
15
16
18
18
18
19
22
22
24
26
29

32
32
32
33
36
38

M
41
43

51

52



Seznam pouzitého znaceni

Veliciny

Cn koncentrace nanocastic

Ne, Tt pocet bunék vystavenych naocasticim ZnO:Ga Zihanych pii teploté T, o koncentraci ¢, po
dobu ¢

S frakce preZivSich bunék vystavenych naocasticim ZnO:Ga Zihanych pfi teploté T, o kon-
centraci ¢, po dobu ¢

T teplota pri které byly nanocastice Zihany

t ¢as po ktery byly buiiky vystaveny nanocdsticim

Zratky

CdSe/ZnS CdSe uzavrené v 1-2 monovrstvach ZnS
CTAB cetylamonium bromid

ECM extraceluldrni matrice

HUVEC epitelové buriky z pupecni zily

MDA malondialdehyd

MPA kyselina 3- merkaptopropionova
PEG-silan  kfemiCitan s polyetylenovymi skupinami
phos-silan  kfemicitan s fosfanatovymi skupinami
ROS reaktivni kyslikové spécie

TPPMS trifenylfosfin monosulfonat

TPPTS trifenylfosfan-3,3’,3”-trisulfonat
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Uvod

Nanocastice jsou Castice, které jsou mensi neZ 100 nm. Nanocastice vykazuji odlisné vlastnosti
od objemového materidlu. Nanocastice diky tomu nasly v posledni dobé uplatnéni v Siroké oblasti lidské
¢innosti, napiiklad v elektrotechnice, kosmetice a stavebnich materidlech. Nanocastice se téz zacinaji
stdle vice uplatiiovat v medicin€. Zde se vyuzivaji k diagnostickym dceliim, naptiklad nahrazeni fluoro-
fosford v kvalitativnich analyzach riznych biologickych sloucenin jako DNA nebo peptidy, ke znacen{
bunék a jejich studiu. Nanocastice se téZ mtizou vyuZzit k 1éCebnym tGceldm (napiiklad 16bé rakoviny).
Nanoc4stice mohou byt pouZity jako nosice ucinné latky do zasaZené tkdné. Superparamagnetické na-
nocastice mohou byt pouZity k 1é¢bé€ rakoviny pomoci hypertermie. U fulerenu, TiO, a ZnO nanocéstic
se uvazuje o jejich pouZiti pro fotodynamickou terapii (PDT) jako fotosenzibilizdtory (PS). Jednd se
o latky, které po ozafeni viditelnym svétlem nebo UV zafenim produkuji singletovy kyslik, ktery je vy-
soce reaktivni a zabiji nddorové buiiky. BohuZel viditelné svétlo nepronikd hluboko do tkdné, a tak se
uvazuje o vyuziti scintilacnich nebo luminiscen¢nich nanocéstic (napfiklad ZnO) jako zdroje svétla pro
organické fotosenzibilizatory. Diky jejich Sirokému rozsahu vyuziti v mnoha oblastech lidské ¢innosti
véetné mediciny je dilezité zjistit, zda jsou nanocastice toxické a nepredstavuji zdravotni riziko pro lidi
a prostiedi.

V této prici byla zkoumadna toxicita oxidu zinecnatého dopovaného galiem ZnO:Ga. Jako modelovy
organismus byla zvolena bakterie Escherichia coli. U ZnO byla pozorovana toxicita jak viici bakteriim,
tak riznym organickym buiikdm. Studie se rozchazeji v tom, zda toxicita ZnO nanocdastic zavisi na jejich
velikosti ¢i nikoliv. Z tohoto divodu v této praci byly pfezkoumany nanocdstice ZnO:Ga o rtznych
velikostech. Jednalo se o nanocastice pii vyrobé Zihané pfi teploté 200, 400, 600, 800 a 1000 °C. Jejich
velikost byla zméfena pomoci rentgenové difrakce (XRD).
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1 Teoreticka cast

1.1 Nanocastice

Nanocasticemi se rozumi ¢astice o velikosti mensi 100 nm. U téchto ¢4stic se vyskytuji jiné vlastnosti
nez v makroskopickych objektech ze stejného materialu. Existuje velké mnoZstvi riznych druhti nano-
Castic o riizném chemickém sloZent, a o riznych morfologiich (napf. sférické nanocéstice, nanotycinky).
Nanodastice I1ze rozd€lit na anorganické a organické. Mezi anorganické nanocastice patii napt:

e kovové nanocéstice napt. ze zlata nebo stiibra.

e uhlikové nanocastice, jako napf. fulereny a uhlikové nanotrubice. Fulereny maji tvar duté globu-
larni klece skladajici se z pentagonalnich a hexagonalnich uhlikovych jednotek. Uhlikové nanotru-
bicky si Ize predstavit jako srolovany grafitovy plat. Uhlikové nanotrubice se mohou dale rozdélit
dle poctu grafitovych vrstev (jednosténné, dvousténné a mnohosténné). [[1]]

e nanocastice z kovovych oxidul. Jedna se napiiklad o superparamagnetické nanocéstice oxidu Zeleza
SPION, CuO, MgO, ZnO,, TiO, a nanocdstice na bazi oxidu kiemicitého. Ty zahrnuji mezopo-
rézni nanocastice oxidu kfemicitého, ORMOSILové (Organically Modified Silica) nanocastice.[2]]

e kvantové tecky (quantum dots- Qd). Nazyvaji se tak krystalické polovodi¢ové nanocastice o pri-
méru mens$im neZ 10 nm. Kvantové teCky jsou nejcastéji vyrobeny z CdSe nebo CdTe. Jadro z to-
hoto materidlu mtize byt déle obaleno ZnS slupkou.[3]]

e nanokrystaly dopované ionty vzacnych zemin, piiklad LaF3:Tb>* nebo NaYFy.[2]

Organické nanocastice mohou byt vyrobeny z polymeri, naptiklad poly(mlécna-co-glykolova kyselina)
(PLGA), nebo se miZe jednot o liposomy. To jsou nanocdstice tvorené lipidovymi dvojvrstvami, které
obklopuji vodny vnitiek. [4]]

Povrch anorganickych nanocastic ddle mize byt modifikovan napiiklad pomoci navazani polymert
nebo povrchové aktivnich latek obsahujici thiolovou skupinu, adsorpci nabitych povrchové aktivnich
latek nebo ligandti nebo pripojenim biologickych molekul, napt. DNA, peptidy, proteiny, antigeny. Mo-
difikace povrchu slouZi ke zméné vlastnosti nanocastic, napiiklad k zamezeni agregace, zméné biokom-
patibility atd.[6]]

1.1.1 Vlastnosti nanocastic

Nanodastice vykazuji unikatni vlastnosti, které se nevyskytuji u makroskopickych cCastic stejného
materidlu. U nanocCastic je t€Z Casto pozorovana zavislost jejich vlastnosti na velikosti. Tyto vlastnosti
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pramenti z toho Ze zna¢nd Cast atomi se vyskytuje na povrchu nanocastic. Vlastnosti nanocdstic jsou tedy
vice zavislé na vlastnostech jejich povrchu. Povrch pevné latky vykazuje jiné vlastnosti, neZ jeji vnitin{
struktura. Atomy v pevné latce jsou vazany vazbami s okolnimi atomy. Atomtim na povrchu pevné latky
chybi sousedici atomy, s kterymi by byly schopny vytvorit vazbu. To ma za nasledek zvyseni vazebné
energie a zkrdceni vazby mezi povrchovymi atomy. Kohezni energie atomti na povrchu (rozdil energie
atomu v pevné a plynné fazi) je niz§{ neZ u atomu v objemu pevné latky. TudiZ energie objektl, které
maji velky pocet atomd na povrchu (nanodéstice), je vési neZ energie objemového materidlu sklddajiciho
se ze stejného poctu atomdu, jako tyto objekty.[7]

Kromé povrchu maji na vlastnosti nanocdstic vliv také kvantové jevy. Ty maji vliv zejména na optické
vlastnosti polovodi¢ovych materialii. K porozuméni kvantovych jevil je nutné nejdiive popsat elektro-
novou strukturu nekone¢ného krystalu. To 1ze ucinit pomoci energetickych past, vzniklych kombinaci
orbitald jednotlivych atomi, ze kterych se krystal skldd4. U polovodici se jednd o valen¢ni, vodivostni
a zakdzany pds, ktery tvofi mezeru mezi pfedeslymi dvéma pésy. Tento model 1ze pouZit pro finitni krys-
taly diky pouziti matematického triku periodickych okrajovych podminek. To znaci, Ze vinova funkce
na okrajich krystalu ma vzdy stejné hodnoty. Tim padem se elektron na povrchu chov4, jako by byl uvnitf
krystalu a miZe se v krystalu volné pohybovat. Pokud elektron opusti krystal na jedné strané, tak se vrati
z druhé strany. Pokud je v8ak velikost krystalu ve vSech smérech mensi neZ vinova délka elektronu (tzv.
kvantov4 tecka), dochdzi k poruseni téchto podminek a elektron se za¢iné chovat, jako kdyby byl uvéz-
nén ve 3D potencidlové jameé. To ma za nasledek rozloZeni energickych pasti na jednotlivé energetické
hladiny a u polovodi&t zvétieni zakdzaného pasu. Sitka zakdzaného pasu zavisi na velikosti &4stice. Toto
je podstata kvantovych jevi.[9]

1.1.1.1 Mechanické vlastnosti a morfologické vlastnosti

V nékterych piipadech dochdzi ke zméné krystalové struktury se zménou velikosti nanocastice. Na-
priklad u BaTiO3 nanocastic mensich nez 200 nm, byla pozorovana s klesajici velikosti zména v poméru
krystalografickych os.[8] Chovani modulu pruznosti u nanocastic zavisi na jejich materidlu. U kovovych
nanocdastic byl pozorovan vzrist modulu pruznosti (veliCina charakterizujici pruznost materialu) diky
pfitomnosti chyb v krystalické miiZce. Ten samy jev byl pozorovén i u nanocéstic z oxidu kfemicitého.
U nanocéstic z polystyrenu byl zase pozorovan pokles modulu pruZnosti diky pfitomnosti hydratova-
nych iontovych funkénich skupin. U nanovlaken stiibra a olova byl pozorovan pokles modulu pruZnosti
s rostoucim primérem nanovldken. Toto miiZe byt disledek povrchového stresu a drsnosti povrchu.[10]]

1.1.1.2 Termalni a elektrické vlastnosti

S klesajici velikosti nanocastic dochazi k poklesu jejich teploty tani. Naptiklad u zlatych nanocdstic
zacind teplota tani klesat, pokud je jejich velikost mensi nez 20 nm. Pfi velikosti mens$i nez 10 nm zacina
klesat dramaticky. Pfi velikosti kolem 2 nm je teplota tani nizs§i uz o vice jak 500 °C neZ u makroskopic-
kého zlata. [8]].

I dielektricka konstanta nanocastic vykazuje zavislost na jejich velikosti. U PbTiO3 byl pozorovan
vzrust dielektrické konstanty pfi velikosti nanocastic mensi 20 nm. Na velikosti nano¢astic téz zavisi Cu-
rieova teplota, teplota nad niZ se feroelektrické materidly (materidly, které vykazuji spontdnni polarizaci)

méni na paraelektrické (v pfitomnosti vnéjSiho elektrického pole dochdzi k nelinedrni polarizaci v z4-
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vislosti na intenzité elektrického pole). U PbTiO3 byl pozorovan pokles Curieovi teploty pfi velikostech
mensSich nez 20- 30 nm.[8]]

1.1.1.3 Magnetické vlastnosti

Jako vétSina vlastnosti i magnetické vlastnosti nanocdstic zdvisi na velikosti. S klesajici velikosti
feromagnetickych nanocéstic (feromagnetické materidly jsou schopné byt trvale magnetizované po vy-
staveni magnetickému poli) dochazi prvné k ristu jejich koercivity (intenzita vn€jStho magnetického
pole, kterd je nutnd k demagnetizaci materidlu). Po dosaZeni urcité kritické hodnoty se feromagnetické
Castice sklddaji pouze z jedné magnetické domény, tzn. Ze v§echny magnetické momenty jsou uspoia-
dany v jednom sméru a ¢4stice vykazuji permanentni magnetizaci. Pfi této velikosti je koercivita ¢4stice
nejvetsi. Koercivita nanocastic s jejich klesajici velikosti dale klesd k nule. Poté se nanocastice stanou
superparamagnetické. U té€chto nanocéstic jsou termalni fluktuace dost silné na to, aby demagnetizovaly
predem saturované usporadani, takZe u nich neni pritomna trvald magnetizace. Tyto nanocastice vyka-

zuji silné paramagnetické vlastnosti - pokud jsou vystaveny vnéjSimu elektrickému poli, dochdzi u nich
k magnetické indukci.[12]

1.1.1.4 Optické vlastnosti

U polovodic¢i (kvantovych tecek) dochazi vlivem absorpce svétla k excitaci elektronu z valenéniho
pasu do vodivostniho pasu za vzniku paru elektron-dira. Polovodice tudiZ nejsou schopny absorbovat
svétlo o energii mensi, neZ odpovidd zakdzanému pasmu. Jsou ale schopny absorbovat Siroké spektrum
zafeni o vysSS$i energii nez je energie zakazaného pasu. Jak jiz bylo vySe zminéno, velikost zakdzaného
pasu je zavisla na velikosti kvantové tecky, takZe i jejich absorpéni spektrum je zavislé na jeji velikosti.
Relaxace excitovaného stavu u kvantovych tecek probiha ve formé emise fotonu, jehoz energie je zavisla
na velikosti nanocéstice. TudiZ i emisni spektrum kvantovych tecek je zdvislé na jejich velikosti a ma
podobu tzkych Gaussovych piki.[9]

Diky kvantovym jeviim jsou nanocastice z kiemiku a germania schopny emitovat svétlo, i kdyz vétsi
Castice kfemiku toho schopné nejsou.[§]]

U kovovych ¢éstic se vyskytuje jen valenéné vodivostni pds, ve kterém se elektrony mohou volné po-
hybovat a tvori tak elektronovy plyn. Kolektivni oscilace téchto elektront se nazyva povrchovy plazmon.
Vlivem absorpce svétla dochazi k excitaci plazmonu. V absorpénim spektru kovovych nanocastic se vy-
skytuje pik odpovidajici rezonan¢éni frekvenci excitace povrchovych plazmont. Maximum tohoto piku
neni zavislé na velikosti sférickych Castic, ale na dielektrické konstanté prostredi.[9, [13]]

U nanocastic mensich neZ vlnova délka svétla lze zanedbat rozptyl svétlam, a tudiz 1ze dosdhnout
vétsi pruhlednosti.[8]

1.1.2 Vyuziti nanocastic

Nanocéstice diky svym jedinecnym mechanickym, optickym, magnetickym a elektronickym vlast-
nostem nasly Siroké vyuZiti v mnoha oblastech, naptiklad medicina, elektronika a kosmetika.

Optické vlastnosti kvantovych tecek 1ze vyuzit pfi vyrobé LED a laserd. Optickych vlastnosti ZnO
a TiO; se téZ vyuziva pri vyrobé malitskych barev.

Mechanické vlastnosti nanocastic 1ze vyuzit napiiklad k vyrobé lubrikantt a tvorbé nanokompozitt

jejich zabudovanim do kovové nebo polymerové matrice.[10]
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V kosmetice jsou mnohé nanocastice soucasti napf. hydratacnich piipravki, pripravkl proti starnuti
a proti vraskdm. Nanocastice v té€chto pripravcich slouzi k doruceni aktivni latky do kize. ZnO a TiO;
se také vyuZzivaji v opalovacich krémech jako ochrana proti UV zéieni.[[14].

Nanocastice Ize téZ pouzit pro enviromentalni ticely. TiO, lze pouZit jako fotokatalyzator pro degra-
daci organickych znecist'ujicich latek a dezinfekci vody. Dale miZe byt také slouzit k odstranéni iontt
t€Zkych kovi z vody diky jejich depozici na TiO, katalyzované UV zéarenim.[15]].

1.1.2.1 VyuZiti nanocastic v mediciné

V medicing lze vyuzit nanocéstice jak k diagnostickym, tak 1é¢ebnym (terapeutickym) dicelim. Mo-
hou byt pouzity i k obéma uceliim najednou.[4]

V terapii lze nanocdstice vyuZit pro cileny transport 1€¢iv do rakovinové tkdné. Toho lze docilit po-
moci navédzani specidlniho antigenu na povrch nanocdstic. Ten je schopen védzat se na piislusny receptor.
Cili se takovy receptor, ktery se vyskytuje v rakovinné tkdni ve vétsi mife neZ ve zdravé tkani.[4]. Dile
Ize vyuZzit EPR (enhanced permeability a retention) efektu. Pfi ném jsou pouZity nanocastice o takové
velikosti, kdy nejsou schopny projit cévni sténou zdravé tkané, ale sténou v cévich rakovinné tkané€ ano.
K transportu 1ékt se pouzivaji magnetické Fe, O3 nanocastice, liposomy a nanocastice z polymera[4] [12]).
Superparamagnetické nanocastice lze téz vyuzit k 16cbé pomoci hypertermie. Tyto Castice jsou vystaveny
oscilujicimu magnetickému poli. V ném dochdzi ke stfidavé zmén€ magnetizace nanocéstic z paralelni
na antiparalelni a naopak. Kvili tomu dochéz{ k pfenosu magnetické energie v podobé tepla na nanocés-
tice. ZvySeni teploty vede ke smrti rakovinnych bunék. [[12]]. U nanociéstic, jako jsou fulereny, TiO, nebo
ZnO, se uvazuje o jejich vyuZiti ve fotodynamické terapii. Tyto nanocéstice I1ze pouZit jako fotosenzibi-
lizatory. To jsou l4tky, které jsou schopné absorbovat svételné zafeni (nejCastéji v UV oblati) a pfenést
energii tohoto zafeni na kyslik za vzniku singletového kysliku. Ten je vysoce reaktivni a jeho pfitomnost
vede k poskozeni buiiky. Nanocdstice Ize téZ pouZit jako zdroj zafeni k excitaci organicky fotosenzibili-
zatorl. NanocCdstice jsou excitovany pomoci rentgenového zafeni a ndsledné emituji svétlo v UV oblasti,
které excituje organické fotosenzibilizatory.

K diagnostickym tceliim se vyuziva magnetickych a optickych vlastnosti nanoc¢astic. Superparamag-
netické nanocastice mohou slouZit jako kontrastni ldtku pro magnetickou rezonanci a kvantové tecCky
Ize pouzit k fluorescenénimu zobrazovani tkdné in vivo. Kvantové tecky lze taktéZ pouZit pro zobrazo-
vani bunék in vitro a zkoumdani bunééné motility (samovolného pohybu bunék). Déle jdou uplatnit pti
dlouhodobého zobrazovéni bunck, coZ umoZiiuje zkoumat jejich vyvoj. Nanocastice je mozné téZ po-
uzit k detekci DNA markert, specifickych pro patogeny rtiznych nemoci a proteind, jejichZ nadmérna
koncentrace miZe znacit piitomnost infekce nebo rakoviny. Pro tyto ucely lze pouZit zlaté nanocastice
a kvantové tecky.[17, [18]]

1.2 Bunky

V biologii se butikou rozumi membranou obklopend jednotka, kterd obsahuje vSechny ldky potfebné
k Zivotu. Buitka miiZe byt samostatny organismus (bakterie, kvasinky) nebo byt specializovana na urcitou
funkci a byt souddsti v&tsiho organismu. Soubor bundk se stejnou funkei tvori tkaii. Cim je organismus
slozitéjsi s tim z vétstho poctu druhti bunék se skladd. Savci se sklddaji az z 200 rdznych typl bunék.
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Buriky miizeme rozd€lit na eukaryotické a prokaryotické. Prokaryotické buiiky neobsahuji membra-
nové organely, jako je mitochondrie, chloroplast, endoplazmatické retikulum, lysozom. U prokaryotic-
kych bunék neni genetickd informace uloZena v jaderné membrané a vyskytuje se volné v cytoplazmé.
Prokaryotické a eukaryotické buiky se dale 1i8i strukturou lipidi, mechanismem exprese genetické in-
formace (proces, kterym je v genu uloZena informace prevedena v redlné existujici bunécnou strukturu
nebo funkci) a odpovédi na toxiny a antibiotika.[[19]

1.2.1 Struktura eukaryotické bunky

Na povrchu eukaryotické buriky je cytoplazmatickd membrana (rostlinné buriky maji jesté bunéc-
nou sténu). Vnitfek buriky je organizovany do specializovanych kompartmenti - organel, obklopenych
membranou. Organely zahrnuji jddro, mitochondrii, lysozom, Golgiho aparét, endoplazmatické retiku-
lum a u rostlinnych bunék téZ chloroplast, ve kterém probiha fotosyntéza - proces, pfi némz z CO,
a vody vznikd glukéza za vyuZiti slunecni energie. Prostor mezi organelami se nazyva cytosol a obsa-
huje cytoskelet-soustavu vldknitych molekul zodpovédnych za udrzovéni tvaru buriky.

Cytoplazmatickd membrana odd€luje buiiku od okolniho prostfedi. Jejim tkolem je transport Zivin
do buiiky a mé zajistit, Ze se dovnitf buniky nedostanou nevyzadané latky. Membrana se sklada z lipi-
dové dvojvrstvy tvofené fosfolipidy a steroly (napf. cholesterol). Membrana kromé lipidi déle obsahuje
proteiny. Ty mohou byt volné asociované s membranou - periferni proteiny - nebo pevné zabudované
do lipidové dvojvrstvy - integralni proteiny. Neékteré integralni proteiny slouZzi jako transportni kandly
pro ionty a organické molekuly. Membrdna m4 strukturu tekutého krystalu, kdy se lipidy mohou difuzi
pohybovat v ramci lipidové dvojvrstvy. V ramci dvojvrsty se téZ miize pohybovat hodné proteind, ale
nékteré jsou pevné uchycené v membrané diky interakci s cytoskeletem.

Endoplazmatické retikulum je systém membranovych cisteren (plochych vacku), které prostupuji
celou cytoplazmou. Retikulum tvofi vic jak polovinu bunééné membrany. Existuji dva typy endoplazma-
tického retikula - hladké a hrubé. Hladké endoplazmatické retikulum je sloZené ze sité tubularnich mem-
branovych vezikul. Jeho funkce se 1isi od buriky k burce. Jednou z jeho funkci je syntéza fosfolipidi
a cholesteroll. V jaternich bunikéch téz hladké retikulum slouZi k detoxifikaci velkého mnoZstvi odpad-
nich latek metabolickych procest. Hrubé endoplazmatické retikulum se skladd z propojenych plochych
vacki. Na né jsou navazané ribozomy. Ribozomy jsou bunééné utvary, které slouzi k syntéze proteint.
Skladaji se z molekul RNA a proteinti. Ribozomy jsou sloZeny z velké a malé podjednotky. Na ribo-
zomech navédzanych na membranu endoplazmatického retikula probiha syntéza lysozomdlnich enzymd,
proteind pro Golgiho aparat a endoplazmatické retikulum, proteini bunééné membrany a proteint urce-
nych k sekreci. Ribozomy mohou byt téZ volné v cytoplazmé. Tyto ribozomy slouZi k syntéze proteinii
zUstavajicich v cytosolu, inkorporovanych v jadie, mitochondrii a chloroplastu.

Golgiho aparit se sklada z 5 az 8 zplostélych cisteren ve tvaru disku, uspofddanych ve sloupcich.
Slouzi k modifikaci a exportu proteind uréenych pro sekreci a glykoproteini.

Lysozom obsahuje enzymy urCené k degradaci proteind, nukleovych kyselin, lipidt, glykolipida
a glykoproteint. Lysozomy jsou tvorené jednou fosfolipidovou dvojvrstvou. Lysozomy vznikaji splynu-
tim vezikula z Golgiho apardtu s endozomem (vezikula z cytoplazmatické membrany, vzniklé pohlcenim
castice).

V jadfe je uloZena genetickd informace buniky v podobé DNA. DNA je asociovand s proteiny (his-
tony) a je sloZena do 46 chromozomt. Jaderna obélka se sklada ze dvou membran. Tyto membrany tvoii
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lipidova dvojvrstva. Vnéjsi dvojvrstva je prodlouZzenim endoplazmatického retikula. Buné€n4 obdlka je
protkdna jadernymi péry. Pory jsou obklopeny sloZitou proteinovou strukturou tvorici jaderny pérovy
komplex, ktery vybira jaké molekuly se dostanou do jadra.

Mitochondrie slouZi k generaci adenosintrifosfatu (ATP), tedy jsou zdrojem energie. Mitochondrie
se sklddd ze dvou membran. Vnitini membréna je sloZend do titvard nazyvajicich se kristy. Prostor uvnitf
vnitini membrény se nazyva matrix.[19]
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Obriazek 1.1: Struktura Zivocisné eukaryotické buriky.[19]

1.2.1.1 Cytoskelet

Cytoskelet je vldknita sit’ tvofend proteinovymi filamenty. Je zodpovédny za udrZovani bunécného
tvaru, koherentni polohy bunék a organel a organizaci komponent buriky. Sklada se z aktinovych vldken
- protofilamentu, mikrotubult a intermedidlnich filamentu.

Aktin je globularni protein, ktery je zpolymerizovan do dlouhych vldken (filament). V nesvalovych
burikdch tvofi aktin sit’ filamentd zodpovédnou za pohyb buriky. Tyto vldkna maji pouze prechodnou
existenci a kontrolované se polymerizuji a depolymerizuji k vytvofeni pohybu.

Mikrotubuly jsou filamenty sloZené z 13-15 mikrofilamentl skladajicich se z globuldrnich podjed-
notek tubulinu. Mikrotubuly €asto slouZi k transportu membranovych vezikul, noSenych motorovymi
proteiny kinesin a dynein.

Intermedidln{ filamenty jsou tlustSi neZ aktinové filamenty, ale ten¢i neZ mikrotubuly. Inermedidln{
filameny poméhaji burice udrZet si svij tvar a integritu.[19]

1.2.1.2 Extracelularni matrice

Jedna se o kompozitni material, ktery vypliiuje mezibunéény prostor. Sklada se z gelu, ve kterém jsou
rozptylené rizné proteiny. Gel se sklada z polysacharidi ve vodném roztoku anorganickych soli, Zivin
a odpadnich produktd. Dominantnimi proteiny v matrici jsou kolagen a elastin. Bunky jsou schopny
s matrici komunikovat pomoci receptorq.
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1.2.2 Bunécny cyklus

Bunéény cyklus je usporddana sekvenci déju, které se odehravaji v buiice pfi piipravé k déleni. Se-
stdva ze Ctyf fazi. V prvni fazi se zvétSuje objem buriky (G1), v druhé fizi se kopiruje DNA (S), ve tieti
fazi se bunka pfipravuje na déleni (G2) a v posledni dochdzi k samotnému déleni buriky- mit6ze (M).[19]

Obrazek 1.2: Bunéény cyklus.[20]

1.2.3 Bunécna smrt

Bunéénou smrti se rozumi ztrita schopnosti se reprodukovat. Existuji dva typy bunééné smrti, ne-
kréza a apoptéza. K nekréze dochdzi pokud dojde k naruseni bunééné membrany pomoci rychle dc¢in-
kujicich metabolickych jedti nebo extrémniho fyzického stresu (vafeni, mrznuti, deformace). Bunécny
obsah, co unikl z nekrotickych bunék, zpisobuje v t€le zanét.

Apoptdza je progamovana bunécnd smrt. Nedochazi pfi ni k poskozenéi membrany a zanétu. Behem
apoptozy burika prod€ld fadu déju, které vedou k fragmentaci jadra do apoptickych t€lisek. Ty jsou
pak fagocytované makrofidgy. Znamkou apoptdzy je tvorba blebi - vackovitych vyristkd z membrany.
Ty jsou zpusobeny rozkladem kortikdlntho cytoskeletu. Pfi ném dojde k rozvInéni cytoskeletu, k jeho
odpojeni od membrany a tvorbé vezikul. Apoptdza je vychozi cesta k odstranéni mrtvych bunék a bunék
oznacenych k destrukei.[31]]

1.2.4 Meéreni cytotoxicity u eukaryotickych bunék

Existuje nékolik metod na méfeni cytotoxicity urcité latky viici eukaryotickym buikdm. BéZné pou-
Zivané metody zahrnuji:

1. adenosin-trifosfat (ATP) test,

18



2. 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) test;
3. laktat dehydrogendza (LDH) test,
4. metoda neutralni Cerveni.

Pfi ATP testu se méii koncentrace ATP v bunkéach. Ta rapidné klesne pokud dojde u bunky k apoptdze
¢i nekréze. Koncentrace ATP se méii pomoci D-luciferinu. Ten je k buiikdm pfidan spolu z luciferdzou
a reaguje s ATP (reakce katalyzovana luciferdzou) za vzniku oxyluceferinu a emise svétla. Intenzita
emitovaného svétla je z4visld na koncentraci ATP a méfi se pomoci luminometru.

Pii MTT testu se méfi aktivita mitochondrie. K buiikdm je pfiddno MTT Zluté barvivo, které je v mi-
tochondrii Zivych bunék redukovano na tmavé fialovy formazan. Koncentrace formazanu extrahovaného
z bunék, je métfena fotometricky pti vinové déle 490 nm.

Pfi LDH metodé¢, je méfen tunik LDH do kultiva¢niho média vlivem poskozeni membrény. Pfi této
metodé€ je do kulturniho média pfiddn nikotinamidadenin dinukleotid (NAD") a 2-(4-iodofenyl)-3-(4-
nitrofenyl)5-fenyl-2H-tetrazolium chlorid (tetrazoliova sl INT). NAD™ je prvné redukovano v pfitom-
nosti NADH. Ten nasledné redukuje tetrazoliovou sul INT na ¢erveny formazan. Koncentrace formazanu
se mefi spektrofotometricky pfi vinové délce 490 nm.

Neutralni Cerveii je pfijata pouze Zivymi buiikami a inkorporovana do lysozoml. MnoZstvi barviva

2

pfijatého bunikami se méfi spektrofotometricky.[21]]

1.2.5 Bakterie

Bakterie jsou prokaryoticky jednobunécny organismus. Jednd se o nejmensi Zivé organismy na zemi
obyvajici skoro vSechna prostiedi.

Jednotlivé bakterie mohou mit jeden ze tii zdkladnich tvart: kulovity (koky), tyCinkovity (bacily),
nebo zahnuty (spiruly, vibria, spirochety). Vibria maji tvar zahnuté tyCinky, spiria maji tvar dvakrat za-
hnuté tyCinky a spirochety maji tvar spirdly. Bakterie se sklddaji z bunécné obdlky, kterd obklopuje
cytoplazmu. Bakterie, jakoZto Prokaryota, nemaji membranové organely.

Bunécna obdlka se zasadné lisi podle druhu bakterie. Sklada se z cytoplazmatické membrany a bu-
nécné stény. Cytoplazmatickd membrana slouzi ke generaci energie, segregaci chromozomt, separaci
proteind a efektivnimu aktivnimu transportu Zivin. Bunéénd sténa se nachdzi na vnéjsi strané cytoplazma-
tické membrany a definuje tvar bakterie. Podle druhu bunécné stény lze bakterie rozdélit na grampozitivni
a gramnegativni. Grampozitivni bakterie maji tlustou sténu sloZenou z peptidoglykanové sité protkané
teichoovou kyselinou (peptidoglykan a teichoovd kyselina jsou polysacharidy), proteiny a lipidy. U gram-
negativnich bakterif se buné¢nd sténa skldda ze dvou vrstev. Vnitini vrstva je tenkd a tvofena peptido-
glykanem. Vnéjsi vrstva je membrana sloZena z fosfolipidl a lipopolysacharidi. Nékteré bakterie jsou
schopny sekretovat exraceluldrni materidl v podobé kapsule nebo vrstvy slizu.

Uvnitf bunécné obdlky je cytoplazma. Ta obsahuje DNA bakterie, ribozomy a bunécné inkluze,
které plni zdsobni funkci. Buné¢né inkluze nejsou ohraniceny membranou. DNA u bakterii se nejcas-
téji vyskytuje ve formé jednoho kruhovitého chromozomu. Nékteré bakterie ale mohou mit i dva chro-
mozomy (napf. Rhodobacter sphaeroides[23]]) a v nékterych piipadech chromozom miize mit linedrn{
tvar na misto kruhového (napf. Agrobacterium tumefaciens C58[23]]). V cytoplazmé se dale vyskytuji
plazmidy - malé, nejcastéji kruhové molekuly DNA, které mohou nést genetickou informaci. Bakte-
rie se rozmnoZuji nepohlavné, nejcastéji pomoci bindrniho déleni. Pfi ném roste objem bakterie do té
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doby nez se rozdéli na dvé identické dcefinné buiiky. Buiiky se dé€li podél déliciho septa. Délici septum
vznikd u grampozitivnich bakterif riistem cytoplazmatické membrany dovnitf buriky podél jejiho stiedu.
U gramnegativnich je septum produktem vStipeni membrany dovniti buriky, které vede k rozptileni ma-
tefské bunky.

Bakterie se téZ mohou rozmnoZovat pu¢enim. Pfi ném na matetfské burice vznika pupen, ktery roste
tak dlouho, nez je stejné velky jako matefska burika a poté se oddéli a vznikne z néj dcefinna burika.[22]]

1.2.5.1 Bakterie Escherichia coli

Escherichia coli je nesporulujici, gramnegativni, fakultativné anaerobni tyCinkovitou bakterii. E. coli
netvoii spory. E. coli je 2 um dlouhd a méa pramér 0,25-1 um. Nékteré kmeny maji i bi¢ik. Mnozi se
pomoci binarniho déleni. Nachazi se v distalni Casti stiev teplokrevnych organismd. E. coli je Casto pou-
Zivand jako modelovy organismus ve véde. E. coli totiZ rapidné roste a miiZe prezit nerovnomérné ristové
podminky, jako je teplota nebo obsah vzduchu a Zivin. E. coli je tudiZ snadno kultivovatelnd v labora-
tornich podminkach. Taktéz jeji genetickd informace je dobfe prozkoumand a lehce manipulovatelna,
a proto se hojné vyuziva v genetickém inZenyrstvi.

Acc.V' Spot Magn  Det WD Exp
300 kv 30 6836x SE 84 3

Obrazek 1.3:
Escherichia coli.[23]]

1.2.5.2 Rustova krivka

Rist bakteridlni kultury je definovan jako vzriist poctu bakterii v populaci, nikoli, jako rtst velikosti
jedné bunky. Rist bakteridlni kultury neprobihd rovnomérné v Case. Je zavisly na mnoZstvi a dostup-
nosti zivin v kultivatnim médiu, tvorbé metabolickych zplodin a dostate¢ném provzdusnéni v piipadé
aerobnich mikroorganismti. Rist bakteridlni kultury 1ze roz¢lenit na tyto faze:

1. ptipravnou fazi, neboli lag fazi, pfi niZ se buiiky ned€li a probiha adaptace na nové prostredi.

2. fazi zrychleného ristu, kdy se zacinaji buniky postupné délit se zvysujici se rychlosti a zkracujici
se generacni dobou (Cas nutny k zformovani nové generace bun¢k)

3. exponencialni fazi neboli logaritmickou (log) fazi, pii niZ je prirtistek biomasy exponencidlni a ge-
neracni doba je nejkratsi.
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4. stacionarni fazi, ve které je pfirtstek a ubytek bunék v rovnovaze
5. fazi postupného umirdni, béhem niZ pocet bunék klesd a burky se pfestdvaji rozmnoZovat

Grafickym znazornénim téchto procest je rdstova kiivka.[26]]
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Obrazek 1.4: Rustova kiivka.[26]]

1.2.5.3 Poc¢itani bunék

V mikrobiologickych experimentech je dilezité stanoveni poctu bunék. L.ze k nému pouZit celd rada
metod. Jednd se o pfimé nebo nepiimé pocitani bunék, stanoveni bunéné hmoty a metody sledujici inten-
zitu biochemické ¢innosti pfitomnych organismd. Nejcitlivéjsi a nejpresnéjsi je piimé/nepiimé pocitani
bunék. To zahrnuje tyto metody:

1. ptimé mikroskopické pocitani bunék v rizné upravenych preparatech. Toho lze pouZit pokud je
hustota bunék na ml aspon 10°. Jednd se o rychlé stanoveni poctii bunék, aviak u bakterif nelze
rozlisit zivé a mrtvé butiky. Pfimé mikroskopické pocitani se provadi v pocitacich komiirkach nebo

ve fixovaném nétéru na podloZnim sklicku.

2. elektronické pocitani bunék. To je zaloZeno na nasdvani presné definovaného objemu elektrolytu,
v némz jsou rozptylené butiky, velmi malym otvorem do elektricky nevodivé trubice. Pfi prichodu
otvorem dochdzi ke zméné vodivosti, coZ je pristrojem zaregistrované jako impulz.

3. nefelometrické stanoveni poctu mikroorganismil. Jedna se o stanoveni poctu bunék v iré kapaliné
na zakladg intenzity svétla odrazeného od jednotlivych buné€k. Pfi této metode je potieba kalibracni
kfivka stanovend na zdkladé primého mikroskopického pocitani.
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4. kultivaéni stanoveni mikroorganismt je zaloZeno na prenaseni mikroorganismi na vhodnou ptdu,
kde jsou se schopny rozmnozovat. Stanovuje se jim pocet zivych bunék. Kultivani metody lze
pouZit pro jakkoliv hustou suspenzi mikroorganismi a ve smésich je ¢asto mozno rozlisit jed-
notlivé skupiny nebo rody. Mezi tyto metody patii stanoveni nejpravdépodobnéjsiho poctu mik-
roorganismu a deskova (plotnova) metoda. Deskova metoda je zaloZena na zjisténi po¢tu kolonif
vyrostlych na ztuZenych pidéach za predpokladu Ze kazda kolonie vznikla z jedné buriky. Zaklad-
nim postupem deskové metody je pipetovani urcitého objemu suspenze bunék na Petriho misku
a jeho preliti rozehratou Zivnou piidou, nebo roztirani suspenze na povrch ztuhlé ptidy a zjist ovani
poctu kolonif po inkubaci pfi optimdlni teploté. Vysledek deskové metody se uvadi jako pocet
kolonietvornych jednotek (CFU- colony forming unit).[26]

Stanoveni bunécné hmoty lze provést pifimymi nebo nepfimymi metodami. Mezi pfimé metody patii
navazkové/ gravimetrické stanoveni susSiny buné€k a stanoveni jednotlivych sloZek protoplazmy, které se
v bunikdch vyskytuji v pomérné stdlé koncentraci (napf. nukleonové kyseliny, dusik, bilkoviny). Mezi
nepiimé metody patfi napiiklad stanoveni objemu bunécné hmoty nebo stanoveni intenzity zdkalu bu-
nécné suspenze. U nepiimych metod je nutnd kalibracni kfivka pfipravend z vysledkl pfimych metod.
Mnozstvi bunééné hmoty nemusi byt v pfimém poméru k poctu bunék.

Zjisténi priblizného mnozstvi mikroorganismi na zdkladé jejich biochemické Cinnosti 1ze provést
radiometrickymi metodami, méfenim elektrické vodivosti, chemoluminiscenénimi metodami nebo pro-
vedenim Limulus - testu. Tyto metody poskytuji ale pouze priblizné vyjadieni poctd bunék, nebot’ jed-
notlivé buriky, i stejného druhu, se lisi intenzitou sledované reakce. Vyhodou téchto metod je rychlost
a jednoduchost jejich provedeni.

1.3  Vliv nanocastic na bunky

Vliv nanocdstic na buriky zavisi na mnoha faktorech, jako jsou napf. typ nanocéstic, jejich velikost
a koncentrace a modifikace jejich povrchu. Z toho divodu je sloZité vyvozovat obecné zavéry o tomto
vlivu. V této kapitole je popsana predevsim toxicita nanoc¢astic vybranych diky jejich moznému vyuZiti
v mediciné (napf. dorucovani 1éCiv do rakovinné tkan€, fotodynamicka terapie, hypertermie, zobrazo-
vani tkdn{) a také jejich vliv na morfologii a funkci bunék. Toxicitou se v této préaci rozumi schopnost
nanocastic zptisobit bunéénou smrt nebo zamezeni buné¢ného déleni.

1.3.1 Kbvantové tecky

U kvantovych tecek CdSe byla pozorovana toxicita vici fibroblastiim, hepatocytim a krysim bui-
kam feochromocytomu (neuroendokrynni nador)[27, [28} |29/ [30]]. Hlavni pfiCinou této toxicity je oxidace
povrchu kvantovych te¢ek a ndsledné uvoliiovéni toxickych ionti Cd?*. Tato oxidace je zptisobena kysli-
kem ze vzduchu nebo UV zafenim. Atomy selenu se na povrchu kvantové tecky oxiduji za vzniku SeO,,
ktery se spoleéné s ionty Cd** desorbuje z povrchu kvantovych tecek. Oxidace povrchu kvantovych te-
Cek CdSe mize byt Castecné omezena modifikaci jejich povrchu. Toto omezeni vede ke sniZeni jejich
toxicity. Modifikaci povrchu kvantovych te¢ek CdSe je napr. jejich uzavieni do ZnS obalky nebo jejich
potazeni organickymi molekulami. Kvantové tecky CdSe uzaviené v 1-2 ZnS monovrstvach (CdSe/ZnS)
a vystavené vzdusnému kysliku nevykazovaly zadnou toxicitu vici hepatocyttim, narozdil od nemodifi-
kovanych kvantovych tecek CdSe. Kvantové tecky CdSe/ZnS, ozarené po dobu 8h UV zarenim, zaCaly
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byt toxické vici hepatocytiim, ale stdle se jednalo o niZ§i hodnoty toxicity neZ v piipadé nemodifiko-
vanych kvantovych tecek CdSe. Ozéreni kvantovych tecek CdSe/ZnS UV zifenim totiZ vede k oxidaci
atomu siry na siranové ionty, degradaci ZnS vrstvy a nasledné oxidaci jadra kvantové teCky CdSe. Slaba
oxidace kvantovych teCek CdSe/ZnS (projevujici se jako modry posun absorpcniho spektra kvantovych
teCek CdSe/ZnS, diky jejich zmensujici se velikosti) byla téZ pozorovana, kdyz kvantové tecky CdSe/ZnS
byly ponechdny 12 h na vzduchu. Kvantové tecky CdSe/ZnS tudiZ mohou byt z dlouhodobého hlediska
toxické. Dalsi modifikace povrchu kvantovych te€ek CdSe/ZnS vede k jejich lepsi ochrané proti oxidaci.
U kvantovych tecek CdSe/ZnS, jejichZ povrch byl modifikovany pomoci hovéziho sérového albuminu
(bovine serum albumin BSA) a které byly vystaveny UV zafenim po dobu 8h, byla pozorovana redukce
v toxicité vici hepatocytlim oproti nemodifikovanym kvantovym teCckdm CdSe/Zn, které byly vystaveny
zaten{ stejnou dobu. Mnozstvi zivotaschopnych hepatocytl vystavenych 0,25 mg/ml kvantovych teCek
CdSe/ZnS, které byly vystaveny UV zéieni po dobu 8h, byla 66 %. Kdezto mnoZstvi Zivotaschopnych
hepatocytd vystavenych kvantovym teCkam CdSe/Zn s povrchem modifikovanym pomoci BSA a vy-
stavenych UV zafeni po stejnou dobu byla 98 %. Dale byly hepatocyty oznaceny kvantovymi teCkami
CdSe/Zn potazenymi polyethylenglykolem a s navdzanymi molekulami epidermélniho ristového fak-
toru. Takto oznacené hepatocyty byly inkubovéany po dobu 7 dni. Béhem téchto 7 dni nebyla pozorovana
zména Vv jejich morfologii a funkci.[27]

Uzavfeni kvantovych tecek CdSe do obdlky ZnS vS§ak nemusi nutné vést k odstranéni jejich toxicity.
Ve studii provedené na fibroblastech byly kvantové tecky CdSe/ZnS toxické i v laboratornich podmin-
kach. V této studii byly fibroblasty vystaveny kvantovym teckdm CdSe a CdSe/ZnS potaZenym kyselinou
3- merkaptopropionovou (MPA), amfifilnimi (latky s hydrofilnim a lipofilnim charakterem) polymery,
obdlkou z kfemicitanu s fosfandtovymi skupiny (phos-silan) a obélkou z kiemicitanu s polyetylenovymi
skupinami (PEG-silan). Bylo pozorovdno mnozZstvi fibroblastii Inoucich k substratu jako zndmka jejich
Zivotaschopnosti. S rostouci koncentraci kvantovych tecek CdSe i CdSe/ZnS s povrchem potazenym
MPA pocet fibroblastl Inoucich k substratu nejprve klesal; po dosazeni minima zacal pocet Inoucich fib-
roblasti opét rist s tim rozdilem, Ze tyto Inouci fibroblasty nebyly Zivé. Bylo pozorovéno, Ze kvantové
tecky CdSe/ZnS zacaly byt toxické pii vyssi koncentraci povrchovych atomt Cd (¢=5,9+1,3uM), urce-
nych vypoctem na zdkladé morfologie kvantovych teCek, neZ kvantové tecky CdSe (¢=0,68+0,12uM ).
Podobny trend byl také pozorovdn u kvantovych te¢ek CdSe s povrchem potaZenym obdlkou phos-silan.
Na druhou stranu kvantové tecky CdSe a CSe/ZnS s povrchem potaZenym obdlkou PEG-silan nevyka-
zovaly toxicitu v celém rozsahu zkoumané koncentrace povrchovych atomi Cd (c=14 uM). Kvantové
teCky CdSe/ZnS s povrchem potazenym obdlkou PEG-silan nebyly narozdil od kvantovych tecek CdSe
s povrchem potazenym obdlkou phos-silan, pfijaté fibroblasty, coz ukazuje Ze toxicita kvantovych tecek
CdSe zavisf na tom, zda dojde k uvolnéni iontd Cd>+ vné nebo uvnitf buiiky. U kvantovych tecek CdSe
a CdSe/ZnS potazenych amfifilnimi polymery, byl narozdil od ostatnich kvantovych tecek pozorovan
pouze pokles poctu bunek prilnulych k substratu a jeho nésledna stagnace. Podobny trend byl také po-
zorovén u fibroblastd vystavenych zlatym nanoc¢dsticim potazenych kyselinou merkaptoundecylenovou.
To mtiZze znacit, Ze za toxicitu téchto kvantovych CdSe/ZnS potaZenych amfifilnimi polymery miZe jiny
mechanismus neZ uvolnéni iontt Cd>*.[28].

Fakt, Ze toxicitu kvantovych CdSe lze vyrazné€ sniZit uzavfenim kvantovych teCek CdSe do kfe-
micitanové obdlky, potvrzuje i dalsi studie[29]. V ni byly koZni fibroblasty (HSF-42) a plicni fibrob-
lasty (IMR-90) vystaveny kvantovym teckdm CdSe uzavienych v kfemicitanové schrance a s povrchem
modifikovanym pomoci PEG (kvantové teCky PEG-silan). Tyto kvantové teCky byly schopny zptsobit
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apoptézu pouze u 2 % HSF-42 bunék.[29]. Vystaveni HSF-42 bunék kvantovym teckydm PEG-silan
mélo téZ za nasledek mensi vzrist poctu bunék v G2/M fazi bunééného cyklu a signifikantné¢ zméné-
nou expresi 46 z 22 000 zkoumanych gent. U bunék vystavenych kvantovym teCkam PEG-silan byla
pozorovana zvysend exprese (proces prevedeni informace uloZené v DNA na redlné existujici bunéénou
strukturu nebo funkci) gent spojenych s lokalizaci vezikul uvnité buniky a s membranovymi proteiny
zapojenymi do bunééné reakce na stres. Snizend exprese byla pozorovédna u gent tcastnicich se kontroly
progrese M-faze bunécného cyklu, formovani délictho vieténka a cytokineze. Toto vysvétluje zvySeny
pocet bunék v G2/M f4zi bunééného cyklu.[29].

V dalsi studii byla téZ pozorovéna zdvislost toxicity kvantovych teCek CdSe na jejich velikosti. Kvan-
tové tecky, emitujici Cervené svétlo, o velkosti kolem 5,7 nm byly méné toxické neZ kvantové tecky CdSe,
emitujici zelené svétlo, o velikosti kolem 2,3 nm. Kvantové tecky emitujici zelené svétlo byly schopny
na rozdil od kvantovych tecek emitujicich Cervené svétlo proniknout do jadra. To mohlo zptisobit jejich
vetsi toxicitu.[30]

Toxicitu kvantovych tecek CdSe 1ze téZ odstranit pfidanim antioxidantu NACu (N-Acetyl-L-Cystein).[30]

1.3.2 Zlaté nanocastice

Toxicita zlatych nanocastic zavisi také na jejich velikosti. Ve studii provedené tymem Yu Pen et. al.
byly zkoumany zlaté nanocastice o velikosti 0,8 nm; 1,2 nm; 1,4 nm; 1,8 nm a 15 nm, jejichZ povrch byl
modifikovan pomoci trifenylfosfin monosulfonatem (TPPMS) nebo trifenylfosfan-3,3’,3”-trisulfonatem
(TPPTS). Témto nanocasticim byly vystaveny mysi fibroblasty 1.929, buiiky melanomu SK-MeL-28,
mysi makrofdgy J774A1 a buiiky rakoviny déloZniho ¢ipku HeLa po dobu 48 h. Toxicita téchto zlatych
nanocastic byla pfiblizn€ stejnd vici vSem bunécnym liniim a nebyla zavisla na jejich povrchové mo-
difikaci. Zlaté nanocdstice o velikosti 1,4 nm vykazovaly mnohem véts{ toxicitu neZ zlaté nanocéstice
o zbylych velikostech. Hodnota ICs( (koncentrace nutnd k inhibici ristu bunék o 50 %) zlatych nano-
¢astic o velikosti 1,4 nm s povrchem modifikovanym pomoci TTPMS ¢&inila 36 uM. KdeZto hodnoty
ICs¢ zlatych nanocéstic o velikosti 0,8; 1,2 a 1,8 nm o stejné povrchové modifikaci ¢inily 250; 140
a 230 uM. U zlatych nanocéstic o velikosti 15 nm nebyla pozorovdna Zadna toxicita aZ do koncentrace
6300 uM. Zlaté nanocastice o velikosti 1,4 nm a koncentraci 110 uM byly téZ ve svém cytotoxickém
ucinku rychlejsi a efektivnéjsi neZ zlaté nanocCastice o velikosti 1,2 nm. Zlaté nanocastice o velikosti
1,4 nm byly schopny zptisobit bunéfnou smrt u 70 % bunék vystavenych t€émto nanodasticim po dobu
12h a aZ u 90 % bunék vystavenych t€émto nanocdsticim po dobu 24h. VétSina mrtvych bunék byla na-
vic nekrotickd. Na druhou stranu zlaté nanocastice o velikosti 1,2 nm byly schopny zpisobit buné¢nou
smrt jen u 50 % HeLa bunék poté, co byly vystaveny témto nanocasticim po dobu 24h. Pocet apoptic-
kych a nekrotickyh bunék byl pfitom stejny. Toxicita t€chto zlatych nanocastic mohla byt zplisobena
jejich interakci s DNA.[31]. Ve studii [32] byla pozorovana interakce zlatych nanocdastic o velikosti
1,4 nm s DNA. Ty byly nejspis navazany ve velkych zldbcich DNA (prohlubné ve dvousrobovici DNA,
tyto prohlubné nejsou vZdy stejné velké diky asymetrickému uspofdadani part bazi na cukr-fosfatovych
kostrach fetézci DNA). Toto dokazuji obrazky pofizené pomoci AFM (mikroskopie atomdrnich sil)
a TEM (transmisni elektronova mikroskopie) i simulace provedené autory zmifiované studie. Ze simulaci
téZ vyplyvd, Ze zlaté nanocdstice pravé o velikosti 1,4 nm perfektné pasuji do velkého Zlabku B DNA.

v s

Tento fakt by mohl vysvétlit vyssi toxicitu téchto zlatych nanocdstic oproti ostatnim.[32]]
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Stérické zlaté nanocastice o velikosti 5 azZ 70 nm nevykazovaly toxicitu vi¢i HaCaT keranocytim,
které jim byly vystaveny po dobu 24h.[33]]. TaktéZ u zlatych nanocastic o velikosti 18 nm a o koncentraci
az 250 uM nebyla pozorovéana toxicita vii¢i buitkdm K 562 (zvécnéna bunécna linie z myelogenni leuké-
mie). [34]. Zlaté nanoCastice o velikosti 3 nm a o koncentraci 100 uM byly schopny zptsobit maly pokles
poctu zivotaschopnych RAW264.7 makrofagd, které jim byly vystaveny po dobu 72h. Tento pokles ale
mohl byt zplsoben vyCerpanim nutrientd v médiu a nikoli pfitomnosti zlatych nanocastic. Vystaveni
RAW264.7 makrofagl zlatym nanocasticim o velikosti 3 nm vedlo k poklesu koncentrace reaktivnich
kyslikovych spécii (reactive oxigen species ROS) uvnitf téchto bunék a k poklesu reaktivnich dusiko-
vych forem (RNS) v jejich supernatantech.[35]]

Ve studii provedené kolektivem autord Pernodet et. al. [36] byl zkouman efekt zlatych nanocastic
o velikosti 13,1+1,4 nm na lidské dermdlnf fibroblasty. Ty byly vystaveny t€émto nanocasticim po dobu
2, 4 a 6 dni. Pouzita koncentrace téchto nanocastic byla 0,4; 0,6; 0,2; 0,8 mg/ml. U fibroblastli vysta-
venych témto nanocasticim po dobu 2 dnti nebyla pozorovana Zddna zména v jejich poctu oproti poétu
kontrolnich fibroblastt (fibroblasty nevystavené nanocasticim). U fibroblasti, které byly vystaveny na-
nocasticim po dobu 4 a 6 dni, byl pozorovan ubytek jejich poctu s rostouci koncentraci zlatych nanocastic
oproti poétu kontrolnich fibroblastt. Tento tibytek byl vyraznéjsi u fibroblastl vystavenych nanocasticim
po dobu 6 dni. Zlaté nanocastice o velikosti 13 nm mély také vliv na morfologii a funkci fibroblasta.
Zmény v morfologii se projevily uz po dvou dnech. Fibroblasty, které byly vystaveny zlatym nano-
casticim o velikosti 13 nm, mély mensi povrch neZ kontroln{ fibroblasty a jejich povrch se zmenSoval
s rostouci koncentraci téchto nanocastic. Vystaveni fibroblastil zlatym nanocésticim o velikosti 13 nm
mélo také vliv na jejich aktinova vldkna a extraceluldrni matrici (ECM). Aktinova vldkna ve fibroblas-
tech vystavenych zlatym nanocasticim o velikosti 13 nm, byla méné nataZend oproti aktinovym vlakntim
v kontrolnich fibroblastech. Hustota téchto aktinovych vldken byla t€Z mensi neZ hustota aktinovyh vla-
ken v kontrolnich fibroblastech. Ve fibroblastech vystavenych zlatym nanocasticim o velikosti 13 nm byl
také pozorovan vznik kruhovych aktinovych ttvart, které nebyly pfitomny v kontrolnich fibroblastech.
Hustota a dimenze ECM vldken byla mensi u fibroblastli vystavenych zlatym nanocasticim. Na druhou
stranu modul pruznosti (veli¢ina charakterizujici pruZznost materidlu) vldken ECM fibroblastd vystave-
nych zlatym nanocdsticim o velikosti 13 nm, rostl dmérné koncentraci nanocéstic. Zlaté nanocéstice
o velikosti 13 nm také negativné ovlivnily motilitu buné€k. Ve zminiované studii byl ddle zkoumén piijem
téchto nanocastic fibroblasty. Zlaté nanocéstice o velikosti 13 nm byly pfijaty fibroblasty uz po tfech
hodinach. Tyto nanocastice byly lokalizované v lysozomu. Fibroblasty vystavené zlatym nanocasticim
o velikosti 13 nm po dobu 6 dni byly pfeplnéné vakuolami obsahujicimi rizné koncentrace té€chto na-
nocastic. Zlaté nanocdstice o velikosti 13 nm nebyly schopny proniknout do jadra fibroblastd. Zména
morfologie fibroblastt a ubytek jejich poctu nemusel byt zpisoben samotnymi nanocasticemi (vzhledem
k tomu, Ze nanocastice byly fibroblasty prijaté uZ po 3 h, ale negativni jevy se projevily aZ po nékolik
dnech), ale vznikem nadmérného poctu vakuol.

Toxicita zlatych nanocastic déle zavisi na jejich povrchové modifikaci. Z vysledk studie [37]vyplyva,
Ze tato toxicita zdvisi také na hydrofobicité jejich povrchu. V uvedené studii byly pouZity zlaté nano-
Castice, jejichz jadro mélo velikost 2 nm a jejichZ povrch byl modifikovan kvartérnimi aminy s rtizné
dlouhymi alkylovymi zbytky. S rostouci hydrofobicitou téchto nanocdstic rostla jejich toxicita a pro-
dukce ROS. Na druhou stranu pifjem nanocdastic buiikami klesal s jejich rostouci hydrofobicitou a taktéz
klesalo poskozeni DNA bunék.

Toxicitu ddle mize ovliviiovat ndboj nanocastic. Ve studii provedené kolektivem autorti Goodman et.
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al. [38]byla zkoumadna toxicita nanocastic, jejichZ povrch byl modifikovdn pomoci kvartérnich amonio-
vych soli (kladné nabité nanocdstice) a pomoci karboxylovych kyselin (zdporné nabité nanocastice), vici
bakteriim Esherichia coli, Cervenym krvinkdm a Cos-1 bunikdm. Kladné€ nabité nanocastice vykazovaly
vetsi toxicitu viaci vSem sledovanym bunikdm neZ zdporné nabité nanocdstice. VEtsi toxicita kladné nabi-
tych nanocastic mohla byt zpisobena jejich interakci se zdporné nabitymi burikami. Toto bylo ovéfeno
zkoumanim interakce nanocastic s vezikuly sloZzenymi z fosfatidylcholinu a fosfatidylserinu (negativné
nabité) a s vezikuly sloZenymi Cisté z fosfatidylcholinu (bez ndboje). Kladné nabité nanoc4stice rozloZily
vice vezikul sloZenych z fosfatidylcholinu a fosfatidylserinu nez zaporn€ nabité nanoc4stice. Na druhou
stranu zdporné nanocdstice rozloZily o néco vice vezikul sloZenych Cisté z fosfatidylcholinu neZ kladné
nabité nanocastice .[38]]

V nékterych pripadech nebyla pozorovana toxicita zplisobena samotnymi nanocdsticemi, ale cetyl-
trimetylamonium bromidem (CTAB). [33, 139,140, 41]CTAB je kationtova povrchové aktivni latka, kterd
se pouziva pfi vyrobé zlatych nanotyCinek. CTAB tvoii na povrchu zlatych nanotyCinek dvojvrstvu,
kterd umoznuje jejich anizotropni rist. CTAB jde také pouZit ke stabilizaci sférickych zlatych nanocés-
tic. V pripadé roztoku sférickych nanocastic 1ze pouZit k odstranéni volného CTAB centrifugaci. To vede
k odstranéni toxicity. AvSak v pfipadé zlatych nanotycinek vede odstranéni CTAB z jejich roztoku k agre-
gaci zlatych nanotycCinek a ndslednému uvolnéni CTAB z jejich povrchu do roztoku.[33, [39] Tomu lze
zabrénit potazenim zlatych nanotycCinek, na jejichZ povrchu je adsorbovany CTAB, organickymi mole-
kulami, jako je napft. polyakrylov4 kyselina, polyallylamin hydrochlorid, polystyrenesulfondt nebo na-
hrazenim povrchového CTAB jinymi organickymi molekulami jako je napf. fosfatidylchlorin. Toxicita
zlatych nanotycCinek s adsorbovanymi molekulami CTAB muzZe téZ byt vyrazné sniZena adsorbci proteinil
z rustového média na jejich povrch. [33],/40] [41]]

U vétSiny nanotycinek nebyla pozorovana vyznamna vyznamn4 toxicita. Pouze u nanotycinek, na je-
jijchZ povrchu byl poly(diallyldimetylammonium) chlorid byla pozorovdna mal4 toxicita vici HeLA
burikdm. Tyto nanotyCinky vSak nebyly schopny zpisobit vyraznou zménu v expresi DNA HeLa bunék.
Toto znaci, Ze toxicita t€chto nanoty¢inek nebyla zptisobena poskozenim DNA.[41]]

1.3.3 Nanocastice ZnO

Nanodastice ZnO vykazuji antibakteridln{ aktivitu vici Sirokému spektru mikroorganismu, napiiklad
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Vibrio
fischeri, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis|43], 144, |45] 146) |47, |48, 149| 52| 162| |61]]. Pfi malych
koncentracich nano¢astic ZnO (1 - 1073 1,5 - 10~ M) bylo pozorovdno malé zvy3eni ristu bakterif
E. coli oproti kontrolnimu vzorku [44, 45, [52]]. Z mnoha studif [44], 49| |62] vyplyva, Ze grampozitivni
bakterie (napf. Staphylococcus aureus) jsou citlivéjsi vici antibakteridlnim i¢inkiim nanocéstic ZnO, neZ
gramnegativni bakterie (napt. Escherichia coli). V nékolika studiich [43],|45] byl ale pozorovan opacny
efekt a S. aureus byl citlivéjsi k antibakteridlnim d¢inktim nanocdastic ZnO neZ E. coli.

Nanocastice ZnO téZ vykazuji toxicitu vici riznym druhim eukaryotickych bunék. A to jak vuci
jednoduchym mikroorganismim, jako jsou kvasinky Saccharomyces cerevisiae [53] nebo jednobunééné
tasy Pseudokirchneriella subcapitata [54]], tak k Siroké Skale savcich bunécnych linii. Toxicita nano-
¢astic ZnO byla pozorovédna u bunék mysiho neuroblastomu Neuro-2A, fagocyti RAW264.7, transfor-
movanych bronchidlnich bunék BEAS-2B, T-lymfocyti, MG-63 bun¢k osteosarkomu, bunék lidského
plicniho adenokarcinomu LTEP-a-2, lidskych bunék hepatokarcinomu (HpG2), primarnich myS$ich em-
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bryondlnich fibroblasti (PMEF), mySich makrofdgii ANA-1 a buné€k lidského endotelu. Toxicita nano-
¢astic ZnO byla mensi vici T-Lymfocytiim nez vici bakteriim E. coli a S. ureus. Na druhou stranu bunky
Mg-63 jsou citlivejsi k toxicité nanocastic ZnO nez E. coli. [44, 151,159, 156, 57]] U eukaryoticky bunék
dochazi k apopt6ze vlivem ptisobeni nanocastic ZnO.[55] 58] (59 [60]

Jak u prokaryotickych tak u riznych eukaryotickych bunék vystavenych nanocasticim ZnO bylo po-
zorovano poskozeni bunécné membrany. [45]/46| 47551561 157,581 61] Bunky E. coli vystavené nanocas-
ticim ZnO byly téZ prodlouzené a nékteré obsahovaly dvé jadra. To miZe byt nasledkem "SOS"odpovédi.
Pii ni v disledku poskozeni DNA dochdzi k preruseni déleni, ale biomasa bunky stéle roste. To vede
k prodlouzeni bunék E. coli .[45]]

U eukaryotickych bunék, vystavenych nanocasticim ZnO, byly pozorovany rtizné znamky oxidativ-
niho stresu. U BEAS-2B bunék a fagocyti RAW264.7, byla pozorovana exprese ochranného enzymu
HO-1, aktivace signalizacni kaskddy JNK kindz, zvySend produkce TNF-a a IL-8 (ukazatelé zanétu),
depolarizace membrany mitochondrie a uvolnéni iontd Ca>* do vnitiniho prostoru buiiky [51]. Depo-
larizace membrany mitochondrie byla také pozorovana u HpG2 bunék vystavenych nanocasticim ZnO
[53]]. Dale bylo u HpG2 a PMEF bunék, vystavenych témto nanocasticim, pozorovano poskozeni jejich
DNA[55L56]. U bunék cévniho endotelu vystavenych nanocasticim ZnO byla pozorovana zvysend kon-
centrace ukazateld zanétu, tj. proteinti ICAM-1, IL-8, MCP-1 a jejich m-RNA.[60] Také LTEP-a-2 butiky
vystavené nanocasticim ZnO byly zmensené a byla u nich pozorovana pyknéza (kondenzace chromatinii
v jadre). [58]] Toxicita nanocastic ZnO miZe byt zpisobena nékolika faktory:

1. Generaci reaktivnich kyslikovych spécii (reactive oxygen species- ROS) jako OH', H,0;, O5.
A jejich dalsi reakce s membranou nebo jinymi organelami buriky.

2. Uvoliiovani iontéi Zn?* do roztoku (rozpousténi nano¢4stic) a jejich ndslednd interakce s membra-
nou nebo jinymi organelami buiiky.

3. Pfimou interakci nanoc¢dstic s bunénymi strukturami

TéZ miZe nastat kombinace vicero z vySe uvedenych faktord[47]].

Informace z mnoha studif [45, 47, 51, 155, 158, 63]] naznacuji, Ze generace ROS je nejvyznamnéj-
$im faktorem toxicity nanocdstic ZnO.V roztoku nanocéstic ZnO byla pozorovand pritomnost H,O;
a OH*[45, 51} 163} |64]]. TaktéZ byla zaznamenana zvysend koncentrace ROS uvnitf bunék vystavenych
nanocasticim ZnO [51} 155} 156, 57, 158]]. Byla pozorovéna také zvysSend koncentrace malondialdehydu
(MDA) - produktu peroxidace polynenasycenych lipidi membrany buné€k[46| 55]]. Tato peroxidace li-
pid mohla zapfi€init pozorované poskozeni membrany. Pfitomnost vychytdvaci ROS, jako jsou histidin
a vitamin C, byla schopna sniZit toxicitu ZnO nanocéstic.[46l 55]

Produkce ROS miZe byt zptisobena fotokatalyzou. Tomu nasvédcuje fakt, Ze pokud v priibéhu ex-
perimentu nebyl roztok s nanocdsticemi a buiikami vystaven sluneénimu zéafeni, dos§lo k poklesu jeho
toxicity.[48, 49]. AvSak i ve tmé byla u nanocastic ZnO pozorovdna toxicita. Pfi¢inou této toxicity mo-
hou byt

1. tvorba ROS na povrchu nanocastic i bez pritomnosti svétla
2. jiné faktory.

Prvnimu bodu nasvédcuje to, Ze nanocastice ZnO o velikosti 93 nm vykazovaly toxicitu vici bakteriim
E. coli ibez pritomnosti svétla a ostatni mozné priciny toxicity byly vylouceny. Témito pricinami mohly
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byt: ionty Zn?* (ZnCl, nebyl toxicky vii¢i E. coli v koncentracich odpovidajicich mnoZstvi rozpusté-
nych ionti Zn?"), interakce s membranou (p¥itomnost separa¢ni membrany neovlivnila toxicitu) nebo
prijem nanocastic (nanocéstice nebyly pozorované uvniti E. coli).[47] ROS mohou vznikat na povrchu
nanocastic reakci hydroxylovych aniontd s volnymi elektrony a dirami, vzniklymi jako dasledek chyb
v krystalové miiZce. Témi jsou napriklad intersticidlni zineCnaté ionty a kyslikové vakance[55]).

Malé koncentrace ROS mohly také zptisobit pozorované zvyseni ristu E. coli pii malych koncent-
raci nanocéstic ZnO. ROS v malych koncentracich totiZ mohou slouZit jako posel, ktery aktivuje nékteré
bunécné procesy (napriklad uvolnéni transkripcnich faktorl, genova exprese a bunécny rust).[45] Pokud
je hlavni pfi€inou toxicity nanocastic ZnO generace ROS, vysvétlovalo by to, proc¢ je E. coli citlivéjsi
k antibakteridlnim G¢inkiim nanocastic ZnO neZ S. aureus. S. aureus totiZ obsahuje zlaté karanoteidni
pigmenty, které mu poskytuji vétsi resistenci vii¢i oxidaénim Cinidlim a téZ obsahuje antioxidacni en-
zymy jako je napiiklad kataldza[47].

Dal§fm vyznamnym faktorem toxicity nano¢dstic ZnO mohou byt ionty Zn>* vznikajici jejich roz-
pousténim. Tonty Zn>* jsou toxické vici bakterifim Vibrio fischeri, fasaim Pseudokirchneriella subcapi-
tata, kvasinkdm Saccharomyces cerevisiae a mySim makrofagiim. Toxicita nanocastic ZnO vici fasam,
kvasinkdm a mySim makrofagiim byla stejnd jako toxicita zinecnaté soli, pokud se mnoZstvi uvolnénych
iont Zn>* shodovalo s koncentraci iontéi Zn>* v roztoku této soli. To naznaluje, Ze v téchto piipadech
je uvoliiovani iontdi Zn>* hlavni pfic¢inou toxicity nano&astic ZnO. [53, 54, [57]. Zajimavé je, Ze v pii-
padé bakterie Vibrio fischeri, fagocyti RAW?264.7 a transformovanych bronchidlnich bunék BEAS-2B
byla toxicita nano&4stic mensi neZ toxicita ZnSO4, pokud se koncentrace iontli Zn?* v jejich roztocich
shodovala.[50, [51]] Tento jev naznacuje, Ze toxicita miiZe také zaviset na tom, jak se ionty Zn>* dosta-
nou do roztoku a jak rychle. Tonty Zn>* mohou byt té7 dal§im faktorem zodpovédnym za vzriist poctu
kolonii E. coli u malych koncentraci nanoc¢éstic ZnO. Vzhledem k tomu Ze pro E. coli je ideédlni kon-
centrace iontd Zn>* v ristovém médiu 1 mM. Na druhou stranu idedlni koncentrace iontéi Zn>* pro rist
S. aureus je v rozmezi mikromold. Jejich milimolarni koncentrace muize byt pro S. aureus toxicka. To by
vysvétlovalo vétsi citlivost S. aureus vici antibakteridlni aktivité ZnO nanocéstic oproti E. coli.[44]

Toxicitu nanocastic ZnO téZ miiZe zpisobovat interakce t€chto nanocastic s membranou bunék. Miize
se jednat o elektromagnetickou interakci kladné nabitych nanocastic ZnO se zdporné nabitou membra-
nou bunék. Tomuto naznacuje fakt, Ze nanoc€astice ZnO potazené PEG vykazovaly vétsi antibakteridln{
aktivitu neZ nanocdastice ZnO potaZené Skrobem. OH skupiny ve Skrobu totiZ mohou stinit kladny niboj
nanocastic ZnO, a tim mohou sniZovat jejich interakci s bakteriemi, a tudiZ jejich toxicitu. [43]. V dals{
studii byl pouZit ke studiu interakce nanocastic ZnO s bunéénou membranou tiielektrodovy systém. Ten
se skladal z platinové, argentochloridové a kapajici rtut’ ové elektrody. Jako modul buné¢né membrany
byla pouZita monovrstva z dioleoyl-fosfatidylcholinu. Ta se umistila na rtut'ovou elektrodu a byl mé-
fen proud v zavislosti na vkladaném napéti na tfi elektrodovy systém (voltamogram), ktery byl ponofen
v roztoku nanocastic ZnO nebo v roztoku bez nich. Pfitomnost nanocastic ZnO vedla ke zformovan{
nového piku na voltamogramu. Tento pik nebyl pfitomny, pokud bylo métfeni provedeno s roztokem bez
nanocdstic. To znaci, Ze dochézelo k interakci nanocdstic s monovrstvou. Rozdilnd struktura membréany
E. coli a S. aureus, miZe vést k jiné interakci, a tim prispivat k rozdilné toxicité nanocastic ZnO vuci E.
coli a S. aureus.|61]]

Toxicita nanocastic ZnO miZe byt zavisla na jejich velikosti. Napriklad ve studii [62] byl pozorovan
rust toxicity nanocastic ZnO vuéi E. coli a S.aureus s jejich klesajici velikosti z 800 nm na 100 nm.
V dalsi studii byl [43]] také pozorovan rist toxicity ¢astic ZnO vici E. coli a S.aureus s jejich klesajici
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velikosti z 1,2 um na 40 nm. Taktéz Castice ZnO o velikosti 230 a 249 nm byly toxi¢téjs$i vici E. coli
nez Castice o velikosti 2417 nm [61]], nanocéstice ZnO o velikosti 8 nm byly toxictéjsi viuci S. aureus
neZ nanocastice ZnO o velikosti 50-70 nm. [48]]. V jinych studiich [49, |50} 53] nebyl zase pozorovan vliv
velikosti ZnO nanocdstic na jejich toxicitu. To mohl byt nasledek agregace ZnO nanocastic v roztoku.

Antibakteridlni aktivita nanocastic ZnO téZ zaleZi na prostfedi, v jakém byly bakterie nanocasticim
ZnO vystaveny. Toxicita nanocastic ZnO vuéi (E. coli) a (S. aureus) byla mensi, pokud byly tyto bak-
terie vystaveny nanocdsticim ZnO v nutriénim médiu, neZ kdyZ jim byly vystaveny ve fyziologickém
roztoku. Toto mohl byt disledek vychytavani ROS latkami pritomnymi v nutricnim médiu. Pfitomnost
PEG v roztoku ma maly vliv na toxicitu nanoc¢éstic ZnO.[61]].

1.3.4 Nanocastice kovovych oxidu
1.34.1 TiO,

Nanocdstice TiO, za laboratornich podminek nevykazuji Zddnou nebo jen malou toxicitu vici riz-
nym druhtim bakterii (napt. Staphylococcus aureus, Vibrio fischeri), vici kvasinkdm Saccharomyces
cerevisiae a riznym druhiim sav¢ich bunéénych linif, napt. nesmrtelnym krysim burikim, mysim fibrob-
lastim 3T3, MSTO-211H buiikdm mesoteliomu, Neuro-2A buiikdm (tj. mySim burikim neoroblastomu),
fagocytim RAW?264.7, BEAS-2B bronchidlnim epitelovym burikdm a lidskym dermdlnim mikrovasku-
larnim endotelovym bunikam [48, 50,151} 53] 59].

Ve studii [65] bylo za absence svétla pozorované oxidativni poskozeni DNA a membrany u BRL
3A bunék (lidskych bronchidlnich epitelovych bunék). Byl pozorovan vzrist koncentrace NO a H,O;
uvniti téchto bunék po jejich vystaveni nanocdsticim TiO,. Tyto jevy byly zdvislé na velikosti ¢dstic
a na jejich krystalové struktufe, tj. zda se jednalo o anatas nebo rutil. Anatas o velikosti 10 nm a 20 nm
a rutil o velikosti 200 nm byly schopny zpisobit oxidativni poskozeni DNA a zvétSeni koncentrace
H,0; uvnitf BRL 3A bunék. OvSem pouze anatas o velikosti 10 a 20 nm byl schopen zptisobit oxidaci
membrany a vzrist koncentrace NO uvniti bunék BRL 3A bunék, zatimco anatas o velikosti vétsi nebo
rovné 200 nm a rutil o velikosti 200 nm ne.

Ve studii [49]] téZ nanoCastice TiO; o velikosti 320 nm zpisobily 72% inhibici rastu Escherichia coli
(pri koncentraci 5000 ppm) a 75% inhibici rustu Bacillus subtilis (pfi koncentraci 1000 ppm), pokud
byly vystaveny sluneénimu svétlu. Toxicita nanocéstic TiO, vici bakteriim byla mensi, pokud jim byly
bakterie vystaveny ve tmé.

Nanocastice TiO; slouZi jako fotokatalyzétor a Ize je tak pouZit k fotodezinfekci vody. Nanocéstice
TiO, se absorpci UV-A zifeni excituji za vzniku péru elektron-dira. Adsorbované ionty OH™ na po-
vrchu nanocdstic TiO; reaguji s dirami za vzniku OH radikdlu OH-, které jsou zodpovédné za destrukci
mikroorganismu[15]]. Utinnost dezinfekce zéleZi na koncentraci nano&éstic TiO,, koncentraci bun&k
a na pH roztoku. Uinnost sterilizace se zvySujici se koncentraci nano&astic prvné roste a7 do dosa-
Zeni svého maxima. Poté zacina klesat. Pokles ucinnosti sterilizace pfi vyssich koncentracich nanocastic
TiO; je zptsoben absorpci a rozptylem UV zafeni na nanocasticich TiO, ve vnéjsi vrstvé jejich roztoku.
Diky tomu zafeni neni schopno dostat se k nanocasticim uprostfed roztoku a Gcinnost sterilizace tim
padem klesa. Ucinnost sterilizace nano&astic TiO, o velikosti 7 nm imobilizovanych na vrstevnaté ka-
demnaté hliné byla nejvétsi pii koncentraci 6 g/I. Uginnost sterilizace nano&astic TiO, o velikosti 21 nm
byla nejvétii pii koncentraci 1 mg/ml. Uéinnost sterilizace téZ klesa s rostouci koncentraci bakterii diky
tvorbé agregatli nanocéstic TiO, s bakteriemi. Zafeni neni schopno k nanocasticim uvniti agregatl a sni-
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Zuje se tak ucinnost sterilizace. Nejvetsi efektivita sterilizace byla pozorovana pii pH 4 diky adsorpci H*
iontl na nanocastice TiO; a jejich nasledné interakci se zdporné nabitou membranou bakterii.[66]]

1.34.2 CeO,

U nanocastic CeO, o velikosti 7 nm byla pozorovana toxicita vici Escherchia coli. Ta mohla byt

zpUsobena oxidaci bakterif diky redukci Ce'Y na Cel

. Toxicita nanoc¢éstic CeO, vuci E. coli byla pozo-
rovana pokud jim E. coli byly vystaveny v roztoku KNOj3, ale ne pokud jim byly vystaveny v ristovém
médiu.[[70]

Nanodastice CeO; jsou schopny ochranit bunky pred oxidacnim stresem. U fagociti RAW264.7
a BEAS-2B bronchiélnich epitelovych bunék, které byly vystaveny prooxidativnimu organickému DEP
extraktu a nanoc¢asticim CeO,, byl pozorovan pokles koncentrace superperoxidu uvniti buiiky a pokles
mrtvych bunék oproti buiikdm, které byly vystaveny pouze extraktu bez nanoc¢éstic[51]]. Stejny ochranny
efekt nanocastic CeO, byl také pozorovan u nervovych bunék HT22, které byly vystaveny toxické kon-
centraci glutaméatu a u prsnich epitelidlnich bunék CRL8798 ozdtfenych UV zafenim. Diky kyslikovym
vakancim obsahuji nano¢astice CeO, kromé Ce** také Ce3*. Ce®* muize reagovat s ROS za vzniku Ce**

a timto zplisobem vychytavat ROS.[69} [71]].

1343 MgO

Nanodcastice MgO vykazovaly toxicitu vici bakteriim Staphylococcus aureus, Bacillus megaterium,
Bacillus subtilis, E. coli a S. aureus.

Toxicita nano¢édstic MgO zdvisi na jejich velikosti a na prostfedi, ve kterém jim byly buniky vy-
nanocastic MgO vU¢i E. coli, S. aureus byla mensi, pokud jim byly bakterie vystaveny v rlistovém médiu,
nez kdyz jim byly vystaveny ve fyziologickém roztoku.[73]]

Toxicitu nanoc¢astic MgO jde zvysit adsorpci halogenti na povrch téchto nanocastic. Tato toxicita
miZe byt zpisobena jejich interakci s membranou nebo generaci ROS.[72, [73]

1.344 CuO

Nanocastice CuO vykazovaly toxicitu vaci V. fisheri a kvasinkdm Saccharomyces cerevisiae. Tato
toxicita byla s nejvétsi pravdépodobnosti zpisobena ionty Cu®*, vzniklymi rozpousténim nanocastic
CuO. Tonty Cu®* byly totiz toxické vii¢i obéma témto mikroorganismim. Nanoc¢astice CuO jsou v§ak
vii&i V. fisheri méné toxické neZ méd'natd sil (koncentrace ionti Cu®* v roztoku nano&astic a soli byla
byla opét stejnd). Toxicita nanocastic CuO vici kvasinkdm mohla byt tedy zptlisobena i jinymi faktory
neZ ionty Cu*. Toxicita nano¢astic CuO vii¢i obéma témto mikroorganismiim byla v&ts{ neZ toxicita
mikro¢astic CuO.[50, 53]

1.34.5 SiO;

Nanocastice SiO; vykazuji malou antibakteridlni aktivitu vici E. coli a B. Subtilis a malou toxicitu
vic¢i primarnim my$im embryondlnim fibroblastim (PMEF), epitelovym bunikdm rakoviny prsu (MDA-
MB-231) a epitelovym burikdm z pupeéni zily (HUVEC)[49, 56, [76]]. Tato toxicita mohla byt zptisobena
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tvorbou ROS. U PMEF bunék vystavenych nanoc¢asticim SiO; byla pozorovana tvorba MDA a vzrlst
koncentrace ROS uvniti bun¢k. U PMEF bunék vystavenych nanoc¢ésticim SiO, bylo pozorované posko-
zeni DNA[56]. Nanocéstice SiO, jsou déle toxické vici A549 bunkdm (bunky ziskané z bronchioloal-
veolarniho karcinomu). Vystaveni A549 bunék nanocasticim SiO, vedlo k poskozeni jejich membrany,
k tvorbé vnitro-bunééného ROS, poklesu koncentrace glutathionu (GSH tripeptidu, ktery slouZzi jako
antioxidant) a tvorbé MDA.[74]].

Toxicita nanocdstic SiO, vici HUVEC a MDA-MB-231 buiikdm byla zavisla na modifikaci jejich
povrchu. Kladné nabité nanocéstice s povrchem modifikovanym aminosilanovymi skupinami byly toxic-
t&j$1 neZ nanocastice SiO, s nemodifikovanym povrchem.[76]

Na druhou stranu nebyla zaregistrovdna toxicita nanocastic SiO, vici lidskym dermdalnim mikro-
vaskuldrnim endotelovym buitkkdm (HDEMEC), mezenchymalnim kmenovym buiikdm (hMSCs) a 3T3-
L1 burikdm (butikdm z mystho embrya). I kdyZ nanocastice SiO, nebyly toxické viici HDEMEC, byly
u nich schopny vyvolat protizanétlivou reakci, jak naznacovala zvysena koncentrace IL-8 proteinu.[75]

Ve studii [[77] byl téZ pozorovan prunik nanocdstic SiO, o velikosti 40 a 70 nm do jadra HEp-2
bunék (burky lidského epitelu). To mélo za nasledek vznik klastrd topoizomerazi-1 (enzym, ktery ma
na starost uvolnéni helikalni tenze pri transkripci DNA). Tyto klastry kromé topoizomerazi-1 obsahuji
1 dalsf jaderné proteiny, naptiklad fibrillarin, histiny a p80 coilin. Klastry topoizomerazi-1 téZ byly loka-
lizované na stejném misté jako polyQ proteiny (proteiny obsahujici sekvenci z glutaminu; prodlouZeni
této glutaminové sekvence je pii¢inou polyQ chorob jako je napt. Huntington). Vznik téchto klastrti ma
za nasledek pokles transkripce a replikace DNA a proliferace HEp-2 bunék.

1.3.4.6 F6203

Nanocastice Fe;O3 byli toxické vici fibroblastim [[78]. Tyto nanoc¢astice nevykazovaly toxicitu vici
burikdm cévniho endotelu, BRL 3A nesmrtelnym krysim burikdm, Neuro-2A mysim buiikim neoroblas-
tomu ani bakteriim S. Aureus[59, 48l 60]. U bunék cévniho endotelu vystavenych nanoc¢asticim Fe,O3

Pozorovana toxicita nanocastic Fe; O3 vidi fibroblastim zavisela na jejich povrchové modifikaci. Vi-
abilita fibroblasti inkubovanych po dobu 24h s 2 mg/ml nanocéstic Fe;O3 byla 60 %, kdeZto viabilita
fibroblastii vystavenych po stejnou dobu nanodéasticim Fe, O3, potazenych pullulanem (druh polysacha-
ridu) o stejné koncentraci, byla 92 %. Nanocastice Fe, O3 zpisobily jinou zménu morfologiie fibroblastii
neZ nanocdstice Fe;O3 s povrchem modifikovanym pullulanem. Fibroblasty vystavené nemodifikova-
nym nanocdsticim Fe,O3 byly mensi oproti kontrolnim buiikdm a bylo u nich pozorovdno poskozeni
aktinovych vldken a struktur z mikrotubulii na okraji a uprostied fibroblastti. Na druhou stranu vysta-
ven{ fibroblastd nanocasticim Fe, O3 potaZzenych pullulanem vedlo k difizi tubulinu a vzniku bunéénych
vycnélku.[78]
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2 Prakticka c¢ast

2.1 Pouzité mikroorganismy a chemikalie

V této préci byla pouZita bakterie Escherichia coli. Kultura byla poskytnuta VSCHT v Praze, fa-
kultyou potravindiské a biochemické technologie, Ustavem biochemie a mikrobiologie. Bakterie byly
kultivovany na Zivné pudé Plate Count agar od spolecnosti HIMEDIA, 500 g. PouZité nanocastice byl
oxid zine€naty dopovany galiem ZnO:Ga. Jednalo se o bily prasek. Tyto nanocastice, byly vyrobeny na
CVUT, Fakulté jaderné, fyzikdln& inZenyrské, katedfe jaderné chemie. Nano&istice byly pfi vyrobé Zi-
hany pfi teploté 200 °C, 400 °C, 600 °C, 800 °C a 1000 °C. Kazd4 teplota Zihadni odpovida nanocasticim
o jiné velikosti. Velikost nanoc¢éstic byla zméfena pomoci elektronové rentgenové difrakce (XRD). Dalsi
pouZzitou chemikalif byl chlorid sodny o Cistoté p.a. od virobce LACHEMA, 500 g.

2.2 Sterilizace

P1i praci s buiikami je kladen diraz na sterilni prostfedi a tim zabranéni kontaminaci jinymi orga-
nismy. VSechny néstroje pouzité k préci byly proto pfed pouZitim sterilizovany.

Spicky a fyziologicky roztok (0,9 % roztok chloridu sodného) pfipraveny v Erlenmayerové baiice
rozpusténim 2,7 g chloridu sodného v 300 ml destilované vody byly sterilizovany v autoklavu Tuttnauer
2540M s objemem komory 23 L (obr. [2.1]). Sterilizace probihala v piftomnosti vodni péry pfi teploté
121 °C po dobu 35 min. DosaZeni pozadované teploty bylo indikovdno zménou zbarveni indikacni pasky
umisténé na zdsobniku Spicek a barikéch.

Zivné pudy (agary) piipravené rozpuiténim 6,5 g agarového prasku v 250 ml destilované vody byly
taktéZ sterilizované v autokldvu. Agary byly sterilizované pfi teploté 121 °C po dobu 40 min. Petriho
misky a plastové zkumavky byly dodény jiZ sterilni (radiacnf sterilizace zdfenim gama).

Se vzorky bylo manipulovédno v laminarnim boxu Aura Mini od firmy Bio Air (obr. [2.2) za ticelem
zvySeni sterility prostfedi.

Zasobni suspenze bakterii byla pfipravena naockovanim bakterii (bakterie byly staré 2 dny) z Ziv-
ného agaru v Petriho misce do fyziologického roztoku. K oc¢kovani se pouZilo kovové ocko, které bylo
sterilizovdno v plamenu lihového kahanu. Ocko se pred pouzitim nechalo v boxu vychladit, aby nedoslo
k neimyslnému zabit{ bakterii.
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Obrazek 2.1: Autokldv Tuttnauer 2540M s objemem komory 23 L

Obrazek 2.2: Laminarnim boxu Aura Mini od firmy Bio Air.

Roztirani suspenze s bakteriemi na zivny agar bylo provedeno pomoci sklenénych tyCinek ve tvaru
L tzv. hokejek. Tyto tyCinky byly sterilizované v autoklavu pii teploté 121 °C a po dobu 35 minut. K za-
jistén{ sterility se taktéz tyCinky pred kazdym pouZiti namodcily do ethanolu, ktery se nésledné zapalil
v plameni lihového kahanu. TyCinky se pied pouzitim nechaly vychladit v boxu. Aby nedoslo k neu-
myslnému zabiti bakterii, tak se osvédcilo stfidani téchto tyCinek pfi ockovani suspenze bunék na. Prvni
tyCinka byla pouZita k o€kovani bakterii na agar a druhd mezitim chladla v boxu.

2.3 Priprava vzorku, provedeni experimentu a kultivace

Sterilizovany agar byl nalit na Petriho misky v lamindrnim boxu a nechal se ztuhnout. Po ztuhnut{
byly misky umistény dnem vzhtiru do termostatu, kde se nechaly vyschnout. Tyto misky byly minimalné
po dvou dnech (doba vyschnuti) vyuZity k experimentu.

Byl pripraven zdsobni roztok nanocédstic ZnO:Ga o koncentraci 1 mg/ml nanocéstic. Zasobni roz-
tok nanocdstic byl tésné pred provedenim experimentu umistén na ultrazvuk, aby se rozbily agregéty
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nanocastic. Tento zasobni roztok s rozbitymi Casticemi byl vyuZit k vytvoreni roztokii o koncentraci
0,2 mg/ml; 0,5 mg/ml a 0,9 mg/ml nanocastic a findlnimu objemu 10 ml poté, co k nim byl pfidan 1 ml
zasobni suspenze bakterii.

Pozadovana koncentrace bakterif v zasobni suspenzi ¢inila 10°-107 bakterif/ml. Zda-li bylo dosaZeno
této koncentrace, se ovéfilo pomoci UV-VIS spektrofotometru Genesys 20 od firmy Thermo scientific
(obr.[2.3). Pii této koncentraci byla hodnota absorbance 10krét zfedéné suspenze méfené pii vinové délce
540 nm 0,04 - 0,06. Tato skute¢nost vyplyva z prace J. Cervendka [79]]. Ze zdsobni suspenze byl odpi-
petovan 1 ml a ten byl pfiddn k roztoku nanocdstic. Pfed kazdou manipulaci, aby byla zaji$téna reprodu-
kovatelnost vysledk, byla zasobni suspenze promichana na orbitdlni tfepacce MS3 basic od firmy IKA
(obr.[2.4). Zkumavky s roztokem nanocdstic a bakteriemi a jedna zkumavka (kontroln{) suspenze bakterif
bez nanocdstic byly umistény na vodni lizen Wisd od firmy Witeg (obr. [2.3). Na ni byly ponechdny za
stalého trepani (120 ot./min) po dobu 4 h. Po 0,5 h; 1 h; 2 h; 3 h a 4 h, byla odebrana ¢ast kontrolni
suspenze a Cast suspenzi bakterif s nanocasticemi a ziedeénd, tak aby v 100 ul z takto zfedénych suspenzi
bylo priblizné n€kolik stovek bunék. 100 ul z takto zfedénych suspenzi se odebralo a naockovalo vyse
popsanym zpusobem na Petriho misky.

Obrazek 2.3: UV/VIS spektrofotometr Genesys 0 od firmy Thermo scientific
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Obrézek 2.5: Vodni 14zent Wisd od firmy Witeg.

Petriho misky s nao¢kovanymi bakteriemi a otocené dnem vzhiiru (v zdvésu) se nechaly inkubovat
3-4 dny pfi teploté 37 °C v termostatu Lovibond ET 618 od firmy Liebherr (obr. ). Vyrostlé kolonie
byly pocitdny pomoci specidlni pocitacky Schuett count od firmy Schuett biotec (obr[2.7). Jednotlivé
kolonie byly oznaceny pomoci fixu na dno misky. Po¢itacka snimala dotyk fixem a zaznamenala pocet
dotykt. Experiment byl vZdy opakovén tfikrat pro nanocastice zihané na stejnou teplotu.
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Obrazek 2.7: Specidlni pocitacka Schuett count od firmy Schuett biotec.

2.4 Vyhodnoceni experimentalnich dat

Pro kaZdou koncentraci nanocastic ¢, (0; 0,2; 0,5 a 0,9 mg/ml) Zihanych pfi teploté T a kazdy Cas
vystaveni nanocdstic bakteriim ¢ (0,5; 1; 2 ;3 ;4 h) byly vyockovany tfi misky. Z pocti kolonii N, ;
vyrostlych na piislusné trojici Petriho misek (tzn. Kolonie, které vyrostly z bakterif vystavenych nano-
¢asticim o stejné koncentraci nanocastic ¢, Zihané pri stejné teploté T po stejnou dobu ¢) se vypocital
pocet bunék v suspenzi pied fedénim n; ., , 7 podle vzorce

nl-’cmt,T = Ni,c,,,t,T - redeni. (21)

Dile se vypocitala primérnd hodnota poctu bunék 7, 7., vystavenych nanocasticim o koncentraci ¢,
zihanych pfi teploté T po dobu ¢

i=n
i=1 niycn,T,t

, 2.2)

Ne, Tt = ;

kde n=2; 3. Pokud n=2, tak byla néjaké hodnota n;., 7, odstranéna na zdkladé¢ Deanova a Dixonova
testu na odlehlé hodnoty. Tyto priméry se pouzily k vypocitani frakce preziv§ich bunék S; vystavenych
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nanocasticim o koncentraci ¢, vyZihané pfi teploté T podle vzorce

Ne,: Tt

Si= 2.3)

Ne,:T:0,5 ’
kde 7,.7.0.5 je primérny pocet buné¢k vystavenych nanocdsticim o koncentraci ¢, po dobu ¢ = 0,5h
ang,.r+ je prumérny pocet bunék vystavenych nanocasticim o koncentraci ¢, po dobu .

Z §; ziskanych pro 3 experimenty, které byly provedeny pro nanocastice Zithané pfi stejné teploté,
byl vypocitan primér S podle vzorce

i=3
— =S
S = £ (2.4)
l
Hodnoty S se vynesly do grafu v z4vislosti na ¢ase. Tato zdvislost byla proloZena line4rni funkci
y=a-x+b. 2.5

Smérnice a a jeji odchylka o, byla ziskdna v excelu za pomoci funkce Lingrese. Z hodnot smérnice
a pro jednotlivé koncentrace nanocdstic se vypocitala primérna smérnice a pro nanocastice zthané pri
teploté 7. Na zdklad€ hodnot a a a byla urcena toxicita nanocastic.

Deantv a Dixoniv test na odlehlé hodnoty byl proveden nasledovné. Nejdfive byl vypocitan variani
rozptyl R podle vzorce

R = Nmax,c,t,T — Nmin,c,,t,T» (26)

kde nmqy c, 7 je maximalni naméfend hodnota poctu bunék vystavenych nanocdsticim Zihanych pfi tep-
loté T o koncentraci ¢, po dobu t a 1, ¢, ;7 je minimalni naméfeny pocet bunék vystavenych nanocds-
ticim Zihanych pfi teploté T o koncentraci ¢, po dobu t. Déle se vypocitaly koeficienty

Nmax,cpt, T — M2max,c,.t,T

Qmax = R 2.7

Momin,cp,t,T — Bmin,c,,t,T
Qmin = - R - s (28)

Mmax.c,.t.T @ N2min.c, T j€ druhd nejvétsi a druhd nejmensi hodnota poctu bunék vystavenych nanoc¢asticim
Zihanych pfi teploté T o koncentraci ¢, po dobu ¢. Pokud hodnota Q,,,,x nebo Q,,;, byla vétsi nez hodnota
Okrir = 0,941, tak byla pfislu§nd hodnota nynay ¢, ;7 NELO Ny ¢, 1 7 Odstranéna.

Dile byla téZ vypocitand smérodatnd odchylka primérného poctu bunek o vystavenych nanocasti-
cim Zihanych na teplotu T o koncentraci ¢, po dobu ¢ podle vzorce

o7 =R k3. (2.9)

nebo
o7 =Rk, (2.10)

pokud byla odstranéna jedna hodnota n; ., 1+, k3 = 1,3 a k» = 6, 3 jsou konstanty.
Smérodatna odchylka S o se vypocitala podle vzorce

o5 =05, +Rs ks, 2.11)
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kde Rs je variaCni odchylka hodnot § a o5 | je smérodatnd odchylka vypocitand pomoci zdkonu o Sifeni
chyb

(2.12)

kde x; je proménn4 ,z které se pouzila k vypo&itani S a o ; jeji odchylka.
Na zdklad€ zdkonu o §ifeni chyb byla téZ vypocitana odchylka a.

2.5 Rentgenova difrakce (XRD)

Ke zméren{ velikosti krystaliti nanocdstic a stanovent jejich fazové byla pouZita rentgenova difrakce.

Pfi této metodé je vzorek ozafovan rentgenovym zdfenim. Rentgenové paprsky se rozptyluji (difraktuji)

na atomech krystalu. Difraktované paprsky pak spolu interferuji. Ke konstruktivni interferenci dochazi
pokud je splnéna Braggova podminka

n-A=2-sin6. (2.13)

Aje v této rovnici vlnova délka rentgenového zéafent, n je celé Cislo, d je vzddlenost mezi rovinami v krys-
talu s identickym rozloZenim atomt, 6 je uhel, pod kterym dopadaji rentgenové paprsky na strukturni
roviny krystalu. Vysledkem méfeni je difraktogram tj. zavislosti intenzity rentgenového zafeni na dhlu,
ktery svird primdrni svazek rentgenového zareni s detektorem 26. Pokud pfi daném tihlu doslo ke splnéni
Braggovy podminky a konstruktivni interferenci, na difraktogramu se objevi pik. [8Q]

K méfeni velikosti nanocastic, lze téZ pouZzit dynamického rozptylu svétla (DLS). DLS je zaloZena
na sledovani fluktuaci intenzity rozptylené svétla zptisobenych Brownovym pohybem ¢éstic.

Vzorky byly pfipraveny nandsenim a pfitlaenim prasku ZnO:Ga na sklenénou desticku. Méteni jed-
notlivych praski se provedlo na difraktometru MiniFlex600 (obr. [2.8). M&feni bylo provedeno v rozsahu
26 thla 20-80 ° u vzorkli ZnO:Ga Zihaného pfi 400, 600, 800 a 1000 °C. U vzorku ZnO:Ga Zihaného
pii 200 ° bylo méfeni provedeno v rozsahu thlta 26 10-80°. Rychlost méfeni byla 2°/min. Napéti na mé-
déné rentgence bylo 40 kV a proud na rentgence byl 15 mA.
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Obrazek 2.8: Difraktometr MiniFlex 100.

K vyhodnoceni naméfenych dat byl pouZit program Rigaku PDXL2. Namérené difraktogramy byly
porovnany s databazi k ovéfeni Cistoty faze ZnO. Pomoci tohoto programu se téZ odecetly integraln{
sitky piky B (Sitka, kterou by mél obdélnik se stejnou vyskou a plochou jako difrakéni pik) a dhlu 26,
pri kterém byl piislusny pik zaregistrovan. Tento program také poskytl jejich nejistoty.

Velikost krystalitd byla uréena pomoci Halder-Wagnerovy rovnice z roz§iteni difrakénich linif, vyja-
dfeném integrélni polositkou S,. Halder-Wagnerova rovnice mé tvar

y=a-x+b (2.14)
_ Bsampl.e (2.15)
tand - sinf

ﬁzample

= 2.16

tan26 (2.16)
K-A

a= 5 .17

b=n? (2.18)

kde 4 = 0,154059 nm je vlnova délka rentgenového zafeni, K = 1,0747 je Scherrerova konstanta, n
je mikrostrukturdlni napéti, / je velikost krystalitli, Bample je integralni Sitka piku, 6 je polovina dhlu,
ktery svird primérni svazek rentgenového zéfeni z detektorem, pii kterém byl zaregistrovan pik. Bsample
je vypocitané odectenim naméfené integralni $iiky piku B a pfistrojové Siiky Bins = 0, 177. Pro kazdy
pik s danym thlem 26 a integrélni $itkou piku B byla vypociténa dvojice x a y podle rovnic Z.13)(2.16),
kterd byla vynesena do grafu a proloZena funkci (2.14) v analyzalni tabulce v MS Excel metodou vdZené
linedrni regrese. Touto regresi byl stanoven parametr a a jeho nejistot o,. Z parametru a byla vypocitdna
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velikost krystalitii podle vzorce

l=—. (2.19)

a

Nejistota velikosti kristalitii o byla vypocitina ze o, podle zdkona o §ifeni chyb

n sl 2
o) = 2(57,) o2, (2.20)
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Rentgenova difrakéni analyza XRD

Naméfené difraktogramy vzorkd ZnO:Ga (Graf[I} 2)) vykazuji difrakeni piky perfektn& odpovidajici
databiazovym zdznamim ZnO a tak prokazaly, Ze ve vzorcich byla pfitomna pouze Cista faze ZnO.

relativni intenzita [-]

0 50 60 70 80

20 [°]

Graf 1: Difraktogram ZnO:Ga Zihaného na 800 °C.
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Graf 3: Halder-Wagnerova linearizace - proloZeni bodi x a y linearni funkei y = a - a + b. Hodnoty x a y
byly vypocitany z hodnot 3 a 6 pikid odectenych z difraktogramu ZnO:Ga Zihaného na 200 °C.
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Tabulka 3.1: Hodnoty velikosti krystalitu / a jejich odchylky o; ZnO:Ga Zihanych pfi teplotué T a tvar
Halder-Wagnerovy rovnice pro ZnO:Ga zihanych pri teploté 7.

T [°C] rovnice [ [nm] | oy
200 y=0,0250-x+0 7 2
400 y=0,0107-x+0 15 4
600 y=0,00508-x+0 33 6
800 y=0,00223-x+0 74 10
1000 | y=0,000565-x+0 | 290 | 70

S rostouci teplotou Zihani nanocastic, rostla velikost jejich krystalitd. To se projevilo na difrakto-

gramu zuZzujicimi se piky (Graf[2).

3.2 Toxicita

Na grafech 4} [51[6] [7)a[§|1ze vidét zdvislost primérného po&tu bunék 7., .7, vystavenych nano¢asticim
Zn0:Ga, Zihanych pfi teploté T o koncentraci c,, na ¢ase t. (Jednd se o vysledky jednoho experimentu
ze série tff, vybraného jako vzor). Na grafech 9] a[13|1ze vidét zdvislost primémé frakce
preziv§ich bunk S vystavenych nanolasticim ZnO:Ga Zihanych pii teploté 7' o koncentraci ¢, na &ase
t (jedna se o primérnou hodnotu ze tif provedenych za stejnych podminek). V Tab. jsou uvedeny
hodnoty a, jednd se o smérnici zdvislosti frakce pieZiviich bunék S na Case. Z grafu lze vycist
zavislost primérné smérnice a poklesu hodnot frakce preziviich bunék S vystavenych nano&asticim
Zn0:Ga na teploté Zihani nanocédstic 7. Primérnd smérnice a byla vypocitina z hodnot smérnice a
ziskané pro rtizné koncentrace nanocdstic Zihanych pfi stejné teploté.
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Graf 4: Zavislost primérného poctu bunék n,, .7, vystavenych nanoc¢asticim zZthanych pfi teploté 200 °C
o koncentraci ¢, na case ¢
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Graf 5: Zavislost primérného poctu bunék 7,7, vystavenych nanocdsticim zihanych pfi teploté 400 °C
o koncentraci ¢, na case ¢
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Graf 6: Zavislost primérného poctu bunék n.,.7,; vystavenych nanocdsticim Zihanych pfi teploté¢ 600 °C
o koncentraci c¢,, na Case ¢t
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Graf 7: Zavislost primérného poctu bunék n,, .7, vystavenych nanoc¢asticim Zthanych pfi teploté 800 °C
o koncentraci ¢, na Case t
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Graf 8: Zavislost primérného poctu bunék 7.7, vystavenych nanocdsticim Zihanych pfi teploté
1000 °C o koncentraci ¢, na ¢ase t

Na grafech [d] 5] [6] [7] a [§] 1ze vidét, Ze poCet bunék vystavenych nanocasticim klesd s Casem. PoCet
bunék nevystavenych nanocasticim se v ¢ase témét neméni, piipadné klesd, ale pomaleji neZ pocet bunék
vystavenych nanocasticim. Toto naznacuje, Ze nanocastice ZnO:Ga jsou toxické vuci E.coli BDM 3125.
V pripadé bunck vystavenych 0,2 mg/ml nanocasticim Zihanych pfi teploté¢ 1000 °C byl také pozorovan
mirny rast jejich primérného poctu s teplotou. Tento rdst nebyl zaznamendn u dalSich dvou experimentil
provedenych s t€émito nanocasticemi. To naznaCuje, Ze miZe jit o statistickou odchylku.
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Graf 9: Zavislost primérné frakce prezivsich bunék S, vystavenych nano&asticim Zfhanych pfi teploté
200 °C o koncentraci ¢, Zi, na Case ¢
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Graf 10: Zavislost primérné frakce pieZivsich bunék S, vystavenych nano&asticim Zihanych pii teploté
400 °C o koncentraci c,, na Case t.
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Graf 11: Zavislost primé&mé frakce preZiviich bunék S vystavenych nano&asticim Zihanych pi teploté
600 °C o koncentraci ¢, na ¢ase t.
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Graf 12: Zavislost primérné frakce pieZivsich bunék S, vystavenych nano&asticim Zihanych pii teploté
800 °C o koncentraci c¢,,, na Case t.
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Graf 13: Zavislost prim&rmé frakce preZiviich bunék, S vystavenych nano&asticim Zfhanych pfi teploté
1000 °C o koncentraci ¢, na Case ¢.

Na grafech zobrazujicich zdvislost priaimérmé frakce pieziv§ich bunék S na Case  (grafy El,
a 1ze vidét podobny trend jako na grafech zobrazujici casovou zavislost primérného poctu n, 1.
Primérné frakce preziviich bundk S vystavenych nanoéasticim klesd s ¢asem podobné jako e, .1+ Také,
podobné jako u primérného poctu bunék 7., .7, nevystavenych nanocasticim, primérnd frakce prezi-
viich bunék S nevystavenych nano&asticim s asem se bud’ skoro neméni nebo mirné roste. Tento rozdil
v chovédni bunék vystavenych a nevystavenych nanocasticim je na téchto grafech 1épe vidét nez na gra-
fech zobrazujicich zdvislost n,.r, na Case. (Na téchto grafech se zdvislosti pro jednotlivé koncentrace
neprekryvaji diky rozdilnému pociteCnimu poctu bunék naméfenému pro jednotlivé koncentrace nano-
Castic.) Vyjimku tvoif graf 13| kde jde vid&t zavislost primérné frakce pieZiviich bunék S vystavenych
nanocasticim Zthanych pii teplotu 1000 °C. Na tomto grafu viditeln€ klesa i primérna frakce ptezivsich
bundk S nevystavenych nano&asticim, i kdyZ méné neZ praimérnd frakce pieZivsich bunék S vystavenych
nanocasticim. To je disledekem toho, Ze ve dvou experimentech provedenych s témito nanocdsticemi,
jejichZ vysledky zde nejsou uvedeny, taktéz frakce prezivsich bunék S nevystavenych nanocasticich kle-
sala s Casem. Vzhledem k tomu, Ze v tfetim experimentu tento pokles nebyl pozorovan, muze se jednat
pouze o statistickou odchylku. Data na grafech[9] [I0] [I1}[T2]a[I3] vyrazné&ji naznaCuji Ze ZnO nanocéstice
jsou toxické.
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Tabulka 3.2: Smérnice a zmény primérné frakce preZiviich bunék S vytavenych nano&asticim Zihanych
pri teploté T o koncentraci ¢, Case ¢ a jeji odchylka o,

Zn0:Ga 200°C Zn0:Ga 400 °C Zn0:Ga 600 °C Zn0:Ga 800 °C Zn0:Ga 1000 °C
Cn ‘ a ‘ Sa Cn ‘ a ‘ Sa Cn ‘ a ‘ Sa Cn ‘ a ‘ Sa Cn ‘ a ‘ Sa
0] 004 |0,04] O -0,02 | 0,02 0 |-0,02 | 0,02 0 0 0,02 0 | -0,06 | 0,01

0,2 |-0,13 10,03 | 0,2 -0,107 | 0,017 || 0,2 | -0,11 | 0,01 0 | -0,097 | 0,007 || 0,2 | -0,11 | 0,02
0,51 -0,11 | 0,06 || 0,5 | -0,07 | 0,02 || 0,5 |-0,14 | 0,009 || 0,2 | -0,14 | 0,01 || 0,5 | -0,14 | 0,02
091 -0150021 09| -0,12 | 0,01 |09 |-0,15| 0,02 || 09| -0,08 | 0,06 (| 0,9 | -0,17 | 0,02

V Tab. 3.2|je uvedeno kvantitativni vyjadieni zdvislosti S na ¢ase viditelnych na grafech na grafech.
O [I0} [T1] [12] a[13] v podobé jejich smérnice a. Z dat v tab. [3.2]1ze vycist, Ze hodnota smérnice a klesd
s rostouci koncentraci nanocastic. Tento pokles ale neni ve vétsiné piipadu statisticky vyznamny.
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Graf 14: Zavislost primérné smérnice poklesu hodnot frakce preziviich bundk S vystavenych
nanocdasticim Zihanych na teplotu 7 a na teploté Zihani nanocastic T .

Na grafu [14]je moZné vidéet, Ze smérnice a klesa s rostouci teplotou 7', pfi niZ byly nanocdstice Zi-
hany a tim padem s jejich velikosti. To naznacuje, Ze toxicita nanocastic ZnO:Ga mirné roste s rostouci
velikosti nanocastic. Z tohoto grafu Ize vidét, Ze a mirné klesa s rostouci velikosti nanocastic. Tento vy-
sledek nemusi byt pfesny vzhledem k agregaci nanocédstic ZnO:Ga a komplikované reprodukovatelnosti

mikrobiologickych experimentu.
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4 Zaver

e Experimenty byly provedeny s nanoc¢asticemi ZnO:Ga o velikosti 7, 15, 33, 74 a 290 nm.
e Primérny pocet bunék bakterif E. coli n,.r; vystavenych nanocdsticim ZnO:Ga klesal s Casem.

o Primérna frakce preZiviich bunék bakterii E. coli S vystavenych nano&dsticim ZnO:Ga také kle-
sala s Casem.

e Tyto vysledky naznacuji Ze nanocastice ZnO:Ga jsou pravdépodobné toxické viici bakteriim Esche-
richia coli DBM 3125.

o Nami naméfend toxicita vucéi Escherichia coli DBM 3125 mirné rostla s rostouci velikosti nano-
¢astic ZnO:Ga.

V ramci dalSiho studia vlivu nanocastic na buiiky je nutné upfesnit zdvislost toxicity nanocastic na
jejich velikosti. Za timto uicelem by bylo dobré zméfit velikost nanocastic v roztoku pomoci metody
DLS. K prohloubeni znalosti o vlivu nanocastic na Zivé bunky by bylo vhodné prozkoumat toxicitu
vici eukaryotickym bunkdm. Pokud maji nanocastice ZnO:Ga najit vyuziti v metodé PDT, je také nutné
sledovat toxicitu nanocéstic ZnO:Ga po ozdfeni UV nebo rentgenovym zéafenim.
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