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ABSTRAKT

Bakalarska praca bola zamerana na zavedenie technik kultivacie 'udskych buniek in vitro a
optimalizacii ich vyuzitia v testoch cytotoxicity, pripadne na Stadium interakcii s
biomateridlmi a s pripravenymi organicko-anorganickymi nanocasticami. V teoretickej Casti
boli opisané zakladne podmienky kultivacie, charakteristika keratinocytov ako bunkovych
kultar vhodnych pre testovanie, zakladné charakteristiky pripravovanych cCastic a kratka resers
0 najpouzivanejSich  testoch pre zistovanie toxicity charakterizovanych  Castic.
V experimentalnej Casti bola prevedend optimalizacia pripravy striebornych castic, kde bolo
ako najvhodnejsie redukcéné Cinidlo vybrand maltéza. Priemerna velkost’ takto pripravenych
Castic bola 35 nm. V praci bola testovana aj moznost’ pripravy kombinovanych organicko-
anorganickych castic. Pripravené boli lipozomové Castice, PHB Ccastice, alginatové Castice a
chitozanové Castice, do ktorych boli enkapsulované pripravené strieborné nanocastice. AKo
najlepSie z pripravenych kombinovanych castic boli vyhodnotené lipozémové Ccastice
pripravené¢ pomocou ultrazvuku. Ako bunkové linie pre skiimanie interakcii Castic
s humannymi bunkami boli vybraté 'udské keratinocyty. V ramci prace boli zavedené metody
kultivicie a pasazovania keratinocytov, boli optimalizované podmienky prace s bunkovymi
kulturami a ich vyuzitia k testovaniu cytotoxicity pomocou MTT testu.

KIUCOVE SLOVA
keratinocyty, cytotoxicita, biomaterialy, organicko-anorganické ¢astice, nanocastice



ABSTRACT

The bachelor thesis was focused on introducing of techniques of cultivation of human cells in
vitro and optimization of their uses in variety of cytotoxicity tests. Further, in this work were
studied also interactions of cells with biomaterials and prepared organic-inorganic
nanoparticles. In the theoretical part the basic conditions of cell cultivation, the characteristics
of keratinocytes as cell cultures, basic characteristics of particles and also short search about
the most used tests of cytotoxicity on various cells systems were described. The experimental
part was focused on the optimizing the preparation of silver particles, where maltose was
chosen as the most appropriate reduction agent. The average size of these prepared particles
was 35 nm. The possibility of preparation of combined organic-inorganic particles including
liposome particles, PHB particles, alginate particles and chitosan particles was also tested in
the thesis. Later, the silver nanoparticles were encapsulated into these organic-inorganic
particles as an inorganic component. The liposome particles prepared by ultrasound were
evaluated as the most stable of all the other prepared particles. Human keratinocytes were
chosen as the cell cultures that were needed for the observation of the particle interactions
with human cells. In this work basic methods of cell cultivation and passage were introduced.
Conditions of experimental work in cell culture laboratory were setting and possible
application of cell cultures to cytotoxicity testing by MTT was tested.

KEYWORDS
keratinocytes, cytotoxicity, bio-materials, organic-inorganic particles, nanoparticles
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1 UVvOD

Zavédzanie novych lieciv, masti a kozmetiky do obehu pre beznych spotrebitel'ov je v dnesnej
dobe striktnejsie ako tomu bolo kedysi. Latky, ktoré su v obsahu danych produktov sa musia
podrobit’ viacerym testom, predtym nez dostanu povolenie, ato testom genotoxicity
a cytotoxicity. Tieto kroky, ktoré vedd kich uvedeniu na trh st opatrené vyhlaskami
a zakonmi Eurdpskej unie.

S prichodom nanomaterialov a nanocastic je pre potencidlne zdravotné rizika potrebné
takisto zaviest' toxikologicky vyskum tychto novych ¢astic. Ako uz bolo spomenuté, pri
zavedeni nanomaterialu do spotrebitel'ského obehu musi prejst’ najskér hodnoteniami na
zéklade testovania kvoli bezpecnosti pre l'udské zdravie.

Metody in vitro st idedlne pre tento nanotechnologicky vyskum, pretoze vytvaraju
reprodukovatel'né vysledky rychlo a lacno bez pouzitia zivych zvierat. Jednoduché metddy in
vitro su tak vel'mi cenné pre pociato¢né vyhodnotenie oakavanej biokompatibility novych
nanocastic.

Cielom predkladanej bakalarskej prace je otestovat’ vyuZitie koZnych buniek pre interakciu
biomaterialov v testovani cytotoxicity. Zvolena problematika je skimand pomocou pouzitia
MTT testu, ktory testuje viabilitu keratinocytov l'udskej pokozky vystavenych pdsobeniu
pripravenych ¢astic v rozmeroch pod jeden mikrometer.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bunkoveé kultary

Bunkové kultary su definované ako bunky izolované zo Zzivoc¢icha (vratane ¢loveka) alebo
Z rastliny, ktoré sa mnozia arastu v priaznivom umelom prostredi. Z tkaniva mézu byt
odobrané priamo anésledne sa delia enzymaticky, mechanickymi prostriedkami pred
kultivaciou, mézu byt odvodené z bunkovej linie alebo z bunkovych linii, ktoré boli
preukéazané [1].

Kultiry buniek dnes zarad'ujeme medzi sucast’ zakladnej techniky pouzivanej v primarnom
aplikovanom vyskume aj vo vyrobe. Sluzia ako zdroj materidlu predovsetkym pre pokusy,
kedy sa stavaju typovo porovnatelné s biologickymi modelmi, ako napr. laboratorne
zvieratd [2]. Ich vyuzitie vo vede je prinosné najmé kvoli schopnosti produkcie klonov
S rovnakym genotypom vo vsetkych vytvorenych bunkéach, d’alej sa vyuZzivaju pre vyrobu
molekulovych bielkovin a peptidov [1],[3]. Z hl'adiska Zivotnosti sa bunkové kultary delia do
troch skupin: primarne kultary, bunkové kmene a bunkové linie [3].

2.1.1 Primarne kultary

SU to genotypovo definované bunky, ktoré si prvotne izolované z tkaniva a mnozia sa za
vhodnych podmienok, kym nespotrebujii vSetok dostupny substrat, ¢o limituje ich
zivotnost[2],[4]. Vo faze, ked je substrat takmer spotrebovany, bunky musia byt prenesené
do druhej nadoby s Cerstvym rastovym médium (pasazovanie), aby sa zvicsil priestor pre
d’alsi rast [4]. Hlavaym cielom primarnych kultur je vyselektovat’ vhodné bunky, ktoré st
najlepSie prispdsobené danym podmienkam. Kultiry buniek presunuté do druhého zivného
média uz nazyvame subkulturou.

Primarne bunkové kultry by sme typovo mohli rozdelit na: adhezivne a suspenzné.
Adhezivne vyzaduju pre svoj rast prostredie, kde sa mézu uchopit’ o pevna podlozku. Tieto
bunky su vicsinou odvodené z tkaniv organov, ako su obli¢ky, kde st nepohyblivé a vlozené
V spojivovom tkanive. Suspenzné bunky nepotrebujii pre svoj rast pevné lozisko a Su
odvodené z buniek krvného systému, pretoze tieto bunky su tiez suspendované v plazme in
vitro, zarad’'ujeme sem napr. lymfocyty [5].

2.1.2 Bunkové kmene

Bunkové kmene su odvodené z buniek primarnej kultury, bunkovej linie selekciou alebo
klonovanim buniek, ktoré maji Specifické vlastnosti a charakteristiku amusia byt
definované [1]. Ide o kultdry, ktoré maja diploidny charakter a vydrzia sa delit’ v priemere
40-50 deleni a potom dochéadza k proliferacii [2].

2.1.3 Bunkove linie

SU populaciou buniek z mnohobunkového organizmu, ktoré by za normélnych okolnosti
nepodliehali proliferacii, ale vzhI'adom k muticiam nedochadza k bunkovému starnutiu, ¢ize
sa mnozia donekonec¢na. Mutacie su prirodzené pochody bunky, ale taktiez moézu byt
experimentalne vyvolané. Bunkové linie sa teda moézu pestovat’ dlhsiu dobu in vitro. Proces,
pri ktorom sa bunka stdva nesmrtelnou sa nazyva transformécia. Bunky sa pouzivaji na
testovanie toxicity zlt¢enin a lie¢iv, produkcie eukaryotickych proteinov atd’ [6].



2.2 Kultivacia Pudskych buniek

Pri kultivacii buniek sa bunky nachadzaju mimo svojho prirodzeného prostredia, a preto pri
kultivacii potrebuju prisun energie a jej zdrojov pre metabolické procesy. Praca s bunkovymi
kultirami si vyzaduje vySkoleny personal a vybavené laboratorium. Zasadna podmienka pre
kultivaciu je tiez sterilita prostredia, ktord zabranuje kontaminacii. Stcast'ou laboratoria pre
kultivaciu buniek by mal byt laminarny box, inkubator s riadenou atmosférou, centrifiga,
autoklav a hibokomraziaci box [6].

Kultiva¢né podmienky sa zna¢ne liSia pre kazdy typ bunky, ale v nddobe na kultivaciu sa
vzdy nachadza: substrat alebo médium, rastové hormény a chemicko-fyzikalne prostredie.
Podmienky pri kultivacii by mali, ¢o najpresnejSie napodobnit’ fyziologické podmienky
in vivo. Nemenej zasadnou podmienkou je kultiva¢na teplota buniek. Bunky sa spravidla
kultivuju pri blizkej teplote zdrojového organizmu, pri l'udskych bunkach je to teda 37 °C [7].

Dalsim dblezitym parametrom pre kultivaciu 'udskych buniek je kultivaéné médium, ktoré
sa skladuje v priestoroch bez svetla a pri teplote priblizne 4°C [6]. Dodava bunkam ziviny,
musi obsahovat’ vhodné koncentracie latok pre zivot bunky. Medzi najvyznamnejsie latky
obsiahnuté v médiach patria anorganické soli, sacharidy, vitaminy, bielkoviny, niektoré
peptidy, lipidy, mastné kyseliny a stopové prvky. Médium sa spravidla meni dvakrat az trikrat
tyzdenne. Rastové médium sa dé kupit uz ako hotovy produkt alebo kupit vo forme
polotovarov, ktoré sa namieSaji podla uveden¢ho postupu. Obidve moznosti maji svoje
vyhody aj nevyhody, ¢o sa odzrkadl'uje na cene, naro¢nosti pripravy a Case pripravy média.
Hotové média byvaji spravidla drahSie, nakol’ko sa vynechava uprava produktu, ¢o zahfiia
nastavenie pH roztoku, nariedenie spravidla koncentrovaného roztoku sterilnou vodou
a doplnenie chybajucich zloziek [2]. Komeréné média sa dodavaju sterilné, Cize dalSia
sterilizacia v laboratorium nie je potrebna, ak to nevyzaduju okolnosti [7].

Aby sa predislo kontaminécii buniek a prostredia, je potrebné pracovat’ v sterilnom
prostredi. Pri kultivacii rozliSujeme dva pojmy: dezinfekcia a sterilita. Dezinfekcia zahriiuje
postupy vyhubenia vegetativnych foriem mikroorganizmov v okoli, zatial’ ¢o sterilizaciou sa
vyhubia vsetky mikroorganizmy poéniic cystami a sporami [2]. Spbsoby sterilizacie sa delia
na fyzikalne a chemické. Medzi fyzikéalne zarad'ujeme suché teplo (plamen), vlhké teplo
(autoklav), pasterizéciu, filtraciu a UV Ziarenie. Chemicka cesta zahfiia pouzitie prchavych
latok, ako su formaldehyd a etylénoxid. Medzi dezinfekéné prostriedky patria pripravky
s obsahom halogénov, oxida¢né cinidla (H,O;), alkoholy, aldehydy, derivaty fenolu
a organicke amoniove soli [8].

2.2.1 Keratinocyty

Epiderméalne Kkeratinocyty zaujimaji Specialnu funkciu separacie organizmu od jeho
vonkajsSieho prostredia [9]. St sti¢astou epidermis, kde tvoria najpocetnejsiu skupinu buniek,
ktoré vytvaraju bielkovinu keratin — hlavna stavebna zlozka pokozky. Keratinocyty vznikaju
z kmenovych buniek v bazalnej vrstve epidermis, nasleduje kontinuélne delenie, ktoré sa po
ur¢itom Case zastavi a zivé bunky sa premenia na mftve bunky korneocyty, ktoré su na
povrchu pokozky odstranované. Cely proces diferenciacie koznych buniek sa nazyva
keratinizacia a trva 26 — 40 dni [10].
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ZalozZenie in vitro keratinocytovych kultar sltzi ako prerekvizita pre $taidium molekularnych
mechanizmov rastu a diferenciacie. Tieto Stadie st zakladom pochopenia patogenézy
dermatologickych poruch a rozvoja pokrokovych lie¢ebnych postupov v génovej terapii [11].
Prvé pokusy s kultivaciou tkanivovych kultar sa zacali v 80. rokoch 20. storoc¢ia a na prelome
20. a 21. storocia nastal mohutny rozvoj tkanivového inzinierstva. Kultivacie tkaniv sluzia
najmaé na testovanie lie¢iv a materialov pre klinické a terapeutické tcely [12].

Keratinocyty sa stali hlavnym bodom zaujmu pri testovani biomaterialov na koznt
drazdivost’ na zéklade ich polohy v epidermalnej Casti, dispozicii udrzania integrity bariéry
stratum corneum a schopnosti produkovat’ rad zapalovych latok [13].

Langerhansove Keratinocyty DETC
bunky
:l Stratum

corneum

2 (s
{

L ® = o~ Epidermis

Obr. 1: Schematicka ukazka vyskytu keratinocytov v epidermis [12].

2.2.2 Fibroblasty

Fibroblasty su najéastejSie vyskytujuce sa bunky vo vézive a zaroven najvyznamnejsie kvoli
svojej produkcii medzibunkovej hmoty. Tieto metabolicky aktivne bunky majd pretiahnuty
tvar, vytvaraju vretenovité ahviezdicovité Struktiry, ktoré sa uchytavaji na povrch
vézivovych vlaken. ZIé hojenie ran a jaziev upozoriiuje na nedostatok fibroblastov, ktoré su
zdrojom hlavného materialu pre zacelenie tkanivovych defektov [14]. Fibroblasty boli medzi
prvymi typmi buniek, ktoré boli rozmnozované ako bunkové kultiry, ato predovsetkym
preto, ze vyrastaji rychlo ztkanivového explantatu azaroveni sl prepojené s ostatnymi
funkénymi proteinmi, ktoré vytvaraju [15]. Pri testovani biomateridlov sa sleduje proliferacia
fibroblastov pri rozli¢nych testoch [16].

2.3 Nanocdastice

Nanocastice st zhluky atomov definované v rozmeroch od 1 nm do 100 nm. Mézu byt
v podobe 1D, 2D a 3D [13]. Tieto Castice maju v danych rozmeroch odlisné vlastnosti, nez tie
isté Gastice v makro-rozmeroch. V dosledku zmenS§enia Castice na nano- rozmer, sa zmeni
povrch Castice, atomy na povrchu budi mat’ vo svojom okoli menej susednych atomov, a tym
sa zvysi ich povrchova energia, ¢o sposobi vacsiu reaktivitu nanocastice [17].

Zmenia sa ich charakteristické vlastnosti ato optické, fyzikalno-chemickeé, katalyticky
ucéinok a tvar. V dosledku tychto zmien sa predpoklada, ze nastavaju aj odchylky vlastnosti
pri interakcii s ostatnymi atomami alebo bunkami. Specifické vlastnosti nanocastic ich
predurcuji k rozsiahlym aplikdciam: pigmenty, lieciva, katalyzatory, kozmetické pripravky,
tkanivové inzinierstvo, nosice lie¢iv a génov, biodetekcia patogénov, destrukcia tumorovych
buniek, antibakterialne G¢inky, antimykotické u¢inky apod. [18].
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2.4 Lipozémy

Lipozémy su vezikularne systémy obsahujuce fofolipidovd dvojvrstvu ako bunkové
membrany, ktoré pozostavaji z hydrofilnej ahydrofébnej Ccasti, ktora obsahuje dlhy
uhl'ovodikovy retazec. Na zaklade podobnosti lipozdmovej membrany s koznou bariérou sa
lipozémy do l'udskej pokozky zaclenuju, resp. nou prenikaji bez vacsich zabran.

Hlavnou ulohou lipozémov je ulahenie prenosu farmaceutickych alebo kozmetickych
enkapsulovanych latok do pokozky. Dalej sa vyuZzivaju aj na prenos proteinov, peptidov,
DNA a ribozémov, ktoré sa zucastiuju dolezitych biochemickych procesov. Podl'a Struktiry
lipozémy rozdel'ujeme na unilameldrne, oligolameldrne a multlameldrne. Ak st zlozkou
lipozomov neutralne fosfolipidy, je vd¢sia Sanca, ze dané lipozomy budi naklonené naslednej
agregacii, ¢o sposobi rychlejsiu sedimentaciu Castic [19].

24.1 Priprava lipozomov

2411 Metoda TLE

Pri tejto metdde sa vytvori zmes zo séjového lecitinu a cholesterolu, ktora sa nasledne zmieSa
s organickym rozpuStadlom (metanol a chloroform), ktoré sa odpari na vdkuovej rotacnej
odparke. Po odpareni rozpustadla sa na stene banky vytvori fosfolipidovy film. Do banky sa
prida destilovana voda, ktora zapri¢ini bobtnanie fosfolipidového filmu a spontanne sa za¢nu
vytvarat lipozdmy srozmanitou velkostnou Skélou. Aby sa prediSlo polydisperzite
vzniknutych lipozémov, ich zmes sa podrobi ultrafiltracii cez polykarbonatové
membrany [20].

2.4.1.2 Ultrazvukovéa enkapsulacia

Tento sposob sa pouZiva pre dosiahnutie homogénnej zmesi vzniknutych lipozémov, tzn. pre
dosiahnutie tzkej distribucie velkosti lipozomov. Ako prvy sa pripravi vodny roztok
enkapsulovanej latky, ku ktorému sa prida lecitin a cholesterol a pomocou ultrazvuku sa zmes
premieSava do vzniku lipozomov [20].

2.4.1.3 Odparovanie na reverznej faze

Vodny pufor sa priamo zavedie do zmesi organického rozpustadla a fosfolipidov za vzniku
reverznej micely. Organické rozpustadlo sa rovnako ako pri metdéde TLE odpari, nie vSak na
vakuovej rotacnej odparke, ale za znizeného tlaku. Po tomto procese sa reverzna micela
rozpadne za vzniku fosfolipidovych dvojvrstiev. Tieto astice mozu byt pripravené z roznych
typov lipidov alebo zmesi lipidov. Podstatna ¢ast’ vodnej faze sa zachyti do vnutra Castic, ¢o
zvysuje enkapsula¢nu efektivitu makromolekularnych latok rozpustenych vo vodnej faze [20].

2.5 Chitozanové Castice

Chitin je hlavnou Struktarnou polysacharidovou jednotkou c¢lankonozcov, napr. schranky
morskych kreviet, krabov a druhy najrozsirenejsi polysacharid po celuloze. Odhaduje sa, ze
10'°-10" ton chitinu sa nasyntetizuje rocne. Z hladiska priemyselnej vyroby je chitin
neatraktivny kvoli  jeho slabej rozpustnosti. AvSak priemysel sa sustred'uje na vyrobu
chitozanu, co je vlastne biomateridl pripraveny deacetylaciou polysacharidovych ¢asti chitinu.
Chitin je v biomase Uzko spojeny s d’al§imi zlozkami, ako su proteiny, lipidy, mineraly
a pigmenty, pre optimalizaciu chitinu na biologické aplikdcie musia byt tieto zlozky
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kvantitativne odstranené. Pri demineralizacii sa pouzivaju silné kyseliny, napr. kyselina
chlorovodikova adusi¢nd, pri deprotonizacii vodny roztok hydroxidu sodného
[21],[22],[23].[24].
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Obr. 2: Struktira chitinu a chitozdnu [25].

Chitozdn sa skladd z molekdl N-acetyl-D-glukosaminu, ktoré sa spajaju 1,4-B-
glykozidickou vizbou. Struktdra je podobnd celuléze, aviak na uhliku C, sa namiesto
hydroxylovej skupiny viaze acetamidova skupina. Vykazuje dobrd biokompatibilitu,
biodegradaciu ahojivé ucinky, apreto je najmd stCastou kozmetiky a medicinskych
materialov. Castice daného polysacharidu mozno pripravit' zaGlenenim polyaniontu TPP,
ktory javi netoxicitu, do roztoku chitinu za stileho miesania. Dalsie aplikacie chitozdnovych
Castic st: antibakterialne ¢inidla, nosi¢e pre uvolnenie proteinov a liekov, nosny transportny
systém pre vakciny, zvySenie rastu koZnych buniek, konzervacné ucely, antimikrobidlne
textilie pre vyrobu oblecenia pre zdravotnictvo a d’alSich odbornikov. Z nanocastic sa mézu
pripravit' aj nanovlakna pomocou elektrospinningu. DalSou efektivnym krokom méze byt
enkapsulacia bioaktivnych latok ako sU probiotika, vitaminy aenzymy do chitozanovej
struktary [21],[22],[23],[24].

2.6 Strieborné castice

Vseobecne nanocastice kovového charakteru moézu byt pripravené a stabilizované
chemickymi a fyzikalnymi metédami, ako je chemicka redukcia, elektrochemické metody
a fotochemické redukcia, ktora je najviac rozsirena. Stadie ukazuju, Zze velkost, morfologia
a vlastnosti (fyzikalne a chemické) su silne ovplyvnené experimentalnymi podmienkami,
kinetikou interakcii medzi kovovymi iénmi s redukujicimi ¢inidlami a procesom adsorpcie
redukujuceho ¢inidla [26].

Striebro je najznamejSie najmd ako katalyzator oxidacie metanolu na formaldehyd
aetylénu na etylénoxid. Koloidné striebro je zvlast zaujimavé kvoli charakteristickym
vlastnostiam, ako je dobra vodivost, chemicka stabilita, katalyticka a antibakterialna aktivita.
Najbeznejsi postup pripravy je chemicka redukcia, kde reagenty su elementarny vodik, citrét,
askorbat asacharidy. Pri redukcii dochadza k prijatiu elektronu atomu Ag® za vzniku
neutralneho atému Ag® anésledne k aglomeracii do oligomérnych klastrov, ktoré vedu
k tvorbe AgNPs. Hlavny parameter, ktory urCuje v najvacsej miere aglomeraciu Castic je zeta
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potencial. Ked’ st koloidné ¢astice ovel'a mensie nez vinové dizka viditelného svetla, roztok
ma zIta farbu.

Riadena syntéza AgNPs je zalozena na procese dvojkrokovej redukcie. Pri prvej redukeii sa
pouzije silné redukéné €inidlo s cielom produkcie malych Castic, ktoré su v sekundarnej faze
zvidsené slabym redukénym ¢inidlom. Skala Gastic v rozsahu velkosti 20-45 nm sa zvacsuje
priblizne na velkost’ 120-170 nm [26],[27].

Strieborné Castice st zname aj svojou antimikrobidlnou vlastnostou, ¢im si vysluzili
pozornost’ v medicinskych aplik&ciach a dokonca bolo dokazané, Ze zabrafiuju naviazaniu
HIV virusu do hostitel'skych buniek. Vyuzitie nasli aj pri vodnej avzduchovej filtracii
s cielom eliminacie mikroorganizmov [26]. O mechanizme antimikrobialneho i¢inku sa stale
da diskutovat’, nakol’ko nebol doteraz presne vysvetleny. Jednou z hypotéz je, Ze nanocastice
striebra maju schopnost’ ukotvenia do bakterialnej bunkovej steny a nasledne preniknutie fiou,
¢im sposobia Strukturdlne zmeny v bunkovej membrane, ako je jej priepustnost’ a smrt’ bunky.
Popri Strukturdlnych zmenéach sa na povrchu vytvaraji “jamy”, kde dochadza k akumulécii
nanocastic. Tvorba vol'nych radikalov nanocasticami sa méze povazovat za d’alsi z pohl'adov
na problematiku. Stadie vykonane pomocou ESR spektrometrie naznacujt, e vol'né radikaly
striebornych Castic pri kontakte s baktériami spdsobia poSkodenie bunkovej membrany, tym
7e z nej vytvoria porovita Struktaru, ktora vedie k lyze bunky [27].

Na zéklade Specifickym fyzikalno-chemickym vlastnostiam striebornych cCastic sa ocakéva,
ze budu mat’ v budtcnosti kazdodenné vyuzitie, avSak su Stidie, ktoré tieto predpoklady
popieraji. Usudzuju, Ze je maja Skodlivy efekt na l'udské bunky. Odhaduje sa, Ze tona striebra
unikd roéne do ovzdusSia priemyselnou cestou a vo vode sa nachadzaju jeho volné radikaly,
ktoré spésobuji modro-sedé zafarbenie o¢i, tzv. argyriézu. Vodné roztoky pritomnych ¢astic
zas mOzu viest’ k poSkodeniu pecene, obliciek, zazivacieho traktu a dokonca k zmene krvnych
buniek [27].
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2.7 Polyhydroxybutyrat
Polyhydroxybutyrat je jednym z polymérov, ktoré sa zacali vyuzivat' v biomedicinskych
aplikacidch na z&klade jeho vlastnosti, ktoré sa svyvojom novych technoldgii zacali
pozadovat. Jeho atraktivita spociva v biodegradovatelnosti, biokompatibilite a schopnosti sa
l'ahko modifikovat. Jednym =z prikladov biodegradacie PHB je proces hydrolytickej
degradacie jeho $truktiry. Hydrolytickou degradaciou PHB in vitro vznikne monomér D-3-
hydroxybutanovej (D-3-hydroxymaslovej) kyseliny, ktory je beznou zlozkou krvi a spolu
s acetoacetatom a acetobnom predstavuje jednu z troch ketolatok produkovanu v priebehu
ketogenézy v tele. Z tohto vyplyva, ze PHB moéze byt’ dobre tolerovana latka in vivo [28].
Pritomnost’ tohto polyméru bola preukazana v baktérii Bacillu megaterium, kde slazil ako
zasobna forma energie a uhliku. Zarad’'uje sa medzi polyhydroxyalkanoaty a jeho mechanické
vlastnosti sa vyrazne zleps$ia za vzniku kopolyméru s inym polymérom. Tvorba kopolyméru
vyrazne ovplyvni bod topenia polyhydroxybutyratu [29].

2.8 Nanotoxicita a oxidativny stres

S vonkaj$im prostredim st v kontakte najviac pluca, gastrointestinalny trakt a ludska
pokozka. Z tejto trojice su vSak najzranitelnejSie prvé dve spomenuté, zatial' ¢o koza je
vSeobecne znama ako prekazka pre vstup cudzorodych latok a patogénov. Vzhl'adom k svojej
malej velkosti sa mozu nanoCastice dostat do  obehového a lymfatického systému,
a Vv kone¢nom doésledku k telesnym tkanivdm a organom [30]. Niekolko nedavnych $tudii
potvrdilo, Ze aj napriek ich vel'kosti neputuji vol'ne do biologického systému.

Prikladom st citratom stabilizované zlaté nanocastice, ktoré sa dostali cicav¢ich buniek, no
neboli schopné preniknit do cytoplazmy a jadra, kde by mohli sposobit’ poSkodenie na
molekularnej trovni, nakol’ko kovové ¢astice st vybornymi katalyzatormi [31].

Cytotoxicitu predurcuje sti¢innost’ viacerych faktorov, zavisi to na tvare, velkosti, zloZenia
anetreba zabudat’ aj na fyziologiu a aktudlny stav organizmu [30],[31]. Vplyv rozmeru
nanocCastic nie je v l'udskom organizme dokonale preskimany na molekuldrnej Grovni. Su
dokazy cytotoxicity u potkanov, kde zavedenie nanocastic striebra do pecenovych buniek
v nizkej koncentracii spbésobili oxidativny stres a znehodnotenie mitochondrie. Pri skimani in
Vvitro u mysi zarodo¢nej linie kmenovych buniek nastala porucha mitochondrialnej funkcie
aunik castic cez bunkové membrany. Jeden z vyskumov ul'udi dokazuje, ze mdze byt
U muzov cez krv narusenda semennikova bariéra, kde sa za¢nu castice ukladat’ a budu mat’
negativny vplyv na spermie. Treba vSak ohlad na to, Ze vSetky tieto experimenty boli
skumané pri in vitro podmienkach, ¢o sa neda exaktne porovnat’ s in vivo podmienkami [27].

Oxidativny stres je stav, pri ktorom dochadza k zmene pomeru prooxidaénych faktorov
a antioxida¢nych faktorov. Tato zmena moze nastat’ v dbésledku nadmernej tvorby
prooxida¢ne podsobiacich latok alebo nedostato€nou c¢innostou antioxida¢nych systémov.
Medzi prooxidacné faktory zarad'ujeme volné radikaly, ktoré obsahujii nesparené elektrony
a taktiez aj molekuly, ktoré st schopné produkovat’ radikaly alebo svojim katalytickym
uc¢inkom napomaéhat’ produkcii radikdlov. Antioxidacné faktory brdnia organizmus pred
vplyvom volnych radikalov atym zabranuju oxidativnemu stresu. Molekuly s volnym
elektronom moézu spdsobit’ zmenu Struktary a funkcie biologicky vyznamnych molekdl
(sacharidy, lipidy, proteiny, DNA) organizmu [32].
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2.9 Vyznam testovania a klasifikacia testov cytotoxicity

Ako uz bolo spomenuté v kapitole 2.3, nanomaterialy menia vyrazne svoj charakter, ak su
upravené do nano-rozmeru. S prichodom nanomaterialov a nanocastic sa zvysila teda miera
zdravotného rizika obyvatel'stva. Pre potencidlne zdravotné rizikd je potrebné zaviest
toxikologicky vyskum novych castic pre zabezpeCenie ochrany zivych organizmov. Pre
porovnanie niektoré virusy meraji 10-300 nm, pri¢om dizka 1 nm sa da prirovnat’ k 10
atbmom vodika [33].

Pri zavedeni nanomateridlu do spotrebitel’ského obehu musi prejst’ najskor hodnoteniami na
zéklade testovania kvoli bezpecnosti pre I'udské zdravie. Toto opatrenie je len vyustenim
situdcie, ktora nastdva v domacnostiach, kde kazdodenne l'udia prichadzaji do kontaktu
S nanomateridlmi ako sucasti najmd kozmetiky, ktord sluzi na dopravu uUc¢innych latok do
pokozky [35].

Metédy in vitro st idedlne pre nanotechnologicky vyzkum, pretoze vytvaraja
reprodukovatel'né vysledky rychlo a lacno bez pouzitia Zivych zvierat. Jednoduché metody in
vitro, ktoré produkuju Specifické a kvantitativne merania toxicity, su velmi cenné pre
pociato¢né vyhodnotenie o¢akavanej biokompatibility novych nanocastic [36].

Tab. 1. Rozdelenie testov na charakteristiku bunky (modifikovana tabulka) [37].

Test cytotoxicity Princip detekcie \ Nanocastice
Zivotaschopnost’ bunky
MTT kolorimetrické uhlikové
LDH kolorimetrické kovové
Annexin V fluorimetrické chitozanoveé a uhlikové
Kaspaza fluorometrické kovové
Stresova odpoved’
DCF ‘ fluorimetrické ‘ uhlikové
Zapalova odpoved’
ELISA ‘ kolorimetrické ‘ uhlikové a oxidy kovov
291 MTT

Je kolometricky test na hodnotenie bunkovej metabolickej aktivity. ZIty MTT (3-[4,5-
dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium  bromid) sa mitochondridlnymi enzymami
dychacieho retazca redukuje na formazanovy derivat fialovej farby, ktory zostane vnutri
buniek v nerozpustnej forme.

Farbivo sa uvol'ni z buniek za pouzitia detergentu (SDS, laurolysiran sodny) a okyslenia,
rozpusti sa a vznikne ¢iry roztok k fotometrickému stanoveniu [38]. Zmeria sa absorbancia pri
vinovej dizke 595 nm oproti destilovanej vode. Za redukciu MTT na formazan je zodpovedna
oxidoreduktaza NADH (nikotinamidadenindinukleotid) [39].

MTT testy sa vykonavaju zvycajne v tme, ked’Ze reagent je svetlo senzitivny. Nevyhodou
tohto testu je exocytoza krystalov formazanu, vedie k skresleniu vysledkov [39].
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Obr. 4: Struktira MTT a jeho redukcia na formazan koenzymom NADH [42].

uvolneni formazanu z bunielg.rﬁéjtmaviia ﬁalov farba odzrkadluje najvdcsiu
koncentréciu buniek [38] .

Obr. 5: Dosticka po

29.2 XTT

Tento test sa zaviedol ako obmena MTT testu, aby sa zvysila citlivost’ testovania a zvysil
dynamicky rozsah. Zlucenina (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide) sa meni na sol’ formazanu, ktory je vo vode rozpustny, ¢ize pridanie d’alSich
reagentov a okyslenie nie je potrebné. Tato alternativa vznikla zavedenim pozitivneho alebo
negativneho naboja, hydroxylovej alebo sulfonatovej skupiny na fenylovy kruh tetrazéliovej
soli [39]. XTT je jemne zIta zlucenina, ktora sa po redukcii zafarbi na svetlo oranzovu farbu .
Zmena farby je odzrkadlena rozpadom pozitivnej kvartérnej Struktiry tetrazoliového kruhu.
Redukcia XTT vicésinou byva doprevadzand medziproduktom — elektron-akceptornym PMS,
lebo samotna detek¢na reakcia XTT by nepostacovala na zmeranie optimalnych vysledkov.
Zistenia naznacuju, ze PMS sprostredkuva reakciu XTT tym, ze aktivuje elektrony na
bunkovom povrchu alebo na mieste v plazmatickej membrane, ktoré je Iahko pristupné
a vytvori reaktivny medziprodukt, ktory potom reaguje s XTT za vzniku formazanu [40].

2.9.3 WST (Water-soluble Tetrazolium salts)

WST su d’alSou zo série vo vode rozpustnych farbiv pre MTT testy, vytvorené pre rozsirenie
absorpcnych spektier vzniknutych formazoémov. Jednym z reagentov je WST-1 [38]. Takisto
tu nastava redukcia tetrazoliovych soli na rozpustné komponenty [41]. Vyhodou pouZitia
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WST-1 je jeho rychla odozva, vysledky su dostupné v priebehu 2-4 hodin a d’alej analyzované
spektrofotometrom [42].
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Bunkove kultary Pridanie WST-1 30 min Meranie absorbancie

Obr. 6: Schéma merania zivotaschopnych buniek za pouZitia reagentu WTS-1[43].

2.9.4 Resazurin redukujuci test

Resazurin je d’al$im redoxnym indikatorom, ktory deteguje zivotaschopnost’ buniek, moze
byt rozpusteny vo fyziologickych roztokoch, ¢o sa prejavi modrym zafarbenim. Zmes
fyziologického roztoku a resazurinu sa priamo prida do buniek v kultdre.

Ak ma bunka funkény metabolizmus, tak redukciou vznikne produkt resofurin, ktory je
ruzovy avykazuje fluorescenciu. Nie je nutnost v priebehu testovania pridavok
medziproduktu, ale ak je pritomny, tak urychli generaciu signalu. Fluorescen¢na analyza sa
preferuje voci absorpcnej kvoli vyssej citlivosti.

Inkubacna doba je obvykle 1-4 hodiny, zavisi to na metabolickej aktivite buniek, type
bunky, hustote buniek na jamku a inych testovacich podmienkach. Hlavné vyhody st, Ze
resazurin je relativne lacny a odozvy su citlivejsie. Tento postup testovania sa tie moze spojit’
S inymi testami pre ziskanie podrobnejSicho mechanizmu cytotoxicity [44].

NADH NAD*

Resazurin Resorufin

Obr. 7: Redukcia resazurinu [44].

295 ATP test

Je technologicky vyspelejsi, kvoli metodike zalozenej na baze luminiscencie a umoziuje
meranie toxicity in vitro, ktoré je vykonané so zna¢nou presnostou [45]. Meranie ATP
pomocou luciferazy, ktord produkuje fotdny svetla (svetlusky) je najcastejSie. Ked bunky
stracaju celistvost membrany, stracaju schopnost’ syntetizovat’ ATP atym aj endogénne
ATPazy vycCerpavaji zostavajuce ATP z cytoplazmy. Hoci schopnost’ luciferazy sa pouziva
niekol’ko desiatok rokov, technologovia sa snazia vynajst’ detek¢né Cinidlo, ktoré by malo
dlhodobejsi luminiscenény signal. ATP test je najrychlej$i na detekciu zivotaschopnych
buniek a najcitlivej$i. Luminiscenény signal sa stabilizuje v priebehu 10 mindt a po pridani
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reakéného Cinidla luminiskuje viac nez 5 hodin. V priebehu pokusu sa zivé bunky nemusia
inkubovat’, ¢o prispieva k rychlemu sledu ostatnych krokov. Mozno detegovat’ menej nez 10
buniek v jamke, a preto sa radi medzi najcitlivejSie analytické [44].

2.9.6 LDH test

LDH test je dalsi postup, ako uréit’ nekrézu buniek. Zakladny princip je, ze LDH (laktat
dehydrogenaza, cytoplazmaticky enzym) sa po poSkodeni bunky z nej uvol'ni do fluidnej Casti
krvi alebo plazmy [46]. Uvol'neny enzym katalyzuje oxidaciu laktatu na pyruvat a sti¢asne sa
NAD" redukuje na NADH. Miera znizenia NAD" sa meria ako zvySenie absorbancie pri
340 nm [47].

To znamenad, ze hladina LDH je vSeobecnym indikdtorom tkaniva a bunkového poskodenia.
Jeho zvysenie sa mdze prejavit' aj u inych telovych tekutin, kedy to indikuje pritomnost
chordb vtele. LDH je enzym vyskytujici sa takmer vo vSetkych bunkach rovnako aj
u bakterii [48].

2.9.7 Kaspazovy test

Charakteristickym rysom skorého Stadia apoptozy je aktivicia enzymov kaspdz, ktoré sa
podiel'aju na Stiepeni proteinovych substratov a naslednom rozpade bunky [49]. Aktivécia
kaspazy je centralny biochemicky proces [50]. Pocas testovania sa pouziva multijamkova
doska [51]. Kaspazy tvoria rodinu pribuznych enzymov, ktoré su syntetizované ako neaktivne
prekurzory a st aktivované v dosledku signalizacie vyvolanej zvonku, ktord moéze byt
vyvolana roznymi faktormi [52].

2.9.8 DCF test

Je zaloZzeny na baze merania antioxidantu alebo ROS aktivity. Bunky sa kultivuji v 96-
jamkovej dosticke a potom sa inkubuju spolu s H2-DCF (2',7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetét), ktory priepustny cez membranu. DCF-HA nefluoreskuje, ale v cytoplazme podlieha
Stiepeniu esteraz a stava sa fluoreskujicou molekulou DFA. Fluorescencia DFA je silne
zavisla na pH, navySe nanocastice na baze uhlika (biopolyméry) mozu absorbovat’ svetlo
a fluorescencia moze byt pred¢asne ukoncena [37].

299 ELISA

Metoda ELISA bola prvykrat popisana vroku 1971 aumoziuje jednoduchu a presnu
kvantifikaciu zapalovych markerov v supernatante bunkovych kultdr pomocou protilatok
a enzymatickych detek¢énych reakeii.
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premytie. Nasleduje inkubacia, premytie

Obr. 8: Princip sendvicovej Elisy (modifikovany obrazok) [53].

Najcastejsie testované 'udské a mysacie zapalové markery st chemokiny inteleukin-8 (IL-
8) , TNF-a a IL-6. V niektorych pripadoch si merané aj IL-1B, ako aj ostatné cytokiny
a faktor stimulujuci lymfocyty. Vela nanocastic je vyrabanych v nesterilnych podmienkach,
mozu byt kontaminované baktériami alebo endotoxinami, ktoré neskor mozu tiez vyvolat
zapalovd reakciu [37].
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3 CIEL PRACE

Cielom bakalarskej prace bolo zavedenie technik kultivacia l'udskych buniek in vitro a
optimalizacie ich potencialne vyuzitie v testoch cytotoxicity, pripadne na $tadium interakcii s
biomaterialmi a nanoc¢asticami. Za tymto i¢elom boli spravené nasledujtice ¢iastkové kroky:

e spracovanie reSerSe o Kultivacii a moznostiach vyuzitia bunkovych kultar pri testovani

vlastnosti biomaterialov

e zavedenie metdd kultivacie vybranych linii

e priprava kombinovanych organicko-anorganickych Castic

e testovanie interakcii Studovanych biopolymérov a nanocastic s bunkovymi kultirami

e testovanie cytotoxicity
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid, Sigma-Aldrich (SRN)
Acuutase (Biosera), Biotech (SRN)

Alginat sodny, Sigma-Aldrich (SRN)

Amoniak, Serva (SRN)

Antibiotic-Antomykotic (Biosera), Biotech (SRN)

Chizotéan, Sigma-Aldrich (SRN)

Chlorid draselny p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Chlorid sodny p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Chlorid vapenaty p.a.,Vitrum-LachNer (CR)

Chloroform , VWR Chemicals BDH PROLABO (IRL)
Cholesterol, Serva (SRN)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Vitrum-LachNer (CR)
Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

Dusi¢nan strieborny, Sigma-Aldrich (SRN)

Fruktéza p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Glukoéza p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Hydroxid sodny p.a., Vitrum-LachNer (CR)
Hydrogenfosfore¢nen disodny p.a.,Vitrum-LachNer (CR)
KGM-Gold™ Keratinocyte Growth Medium, Biotech (SRN)
Kyselina chlorovodikova 35%, Vitrum-LachNer (CR)
Kyselina octova 98%, Vitrum-LachNer (CR)

Laktoza p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Lecitin, Serva (SRN)

D-(+)-maltéza p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Metanol p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Trypanova modt, Biotech (SRN)

Polyhydroxybutyrat, Biomer (SRN)

Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich (SRN)

Tripolyfosfat sodny, Sigma-Aldrich (SRN)

4.2 Pristroje a pomocky

Analytické vahy — Boeco (SRN)

Automaticke pipety v roznom rozsahu objemu — Discovery (SRN) a Biohit (SRN)
Biohazard box, model Airstream, tfida I - ESCO, Biotech (SRN)
CelCulture CO2 inkubator — ESCO, Biotech (SRN)

ELISA ReaderBioTek ELx808 (USA)

Inverzni biologicky mikroskop, Laboserv (CR)

Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS: Malvern (UK)
Mikrocentrifuga Sartorius — Sigma (SRN)

NanoPhotometer P-Class P 300 — Implen (DE)

Opticky mikroskop a Software Dino —Capture 2.0 (CR)
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Spektrofotometr — Helios y, Unicam (VB)

Ultrazvuk — PS02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25L, PowerSonic (SRN)
Ultrazvukovy homogenizator — Bandelin Sonoplus- Sonorex Technik (SRN)
Vakuova rota¢na odparka — IKA Werke R V06-ML (SRN)

Vortex — Genius 3, IKA Vortex (SRN)

4.3 Metody pripravy castic

4.3.1 Priprava striebornych ¢astic

Priprava nanocastic striebra prebiehala v amoniakdlnom prostredi za pouzitia redukujucich
cukrov, pouzité boli glukéza, fruktoza, laktdéza a maltoza. Do Ccistej kadicky obalenej
hlinikovou foliou sa pipetovalo 5 ml roztoku dusi¢nanu strieborného o koncentrécii 0,9
mg/ml, pridalo sa 5 ml roztoku sacharidu o koncentracii 3,6 mg/ml, 1,2 ml roztoku amoniaku
(0,2 %) a 1 ml hydroxidu sodného (11,2 mg/ml). Cely systém sa miesal po dobu 30 minuat v
tme pri laboratornej teplote za vzniku striebornych nanocastic.

4.3.2 Priprava lipozomov
Celkovo boli vytvorené 3 druhy lipozémov: lipozdmy na odparke a lipozomy pripravené
pomocou ultrazvuku s pouzitim a bez pouZitia chloroformu.

U lipozémov na odparke bolo 80 mg lecitinu a 10 mg cholesterolu rozpustenych v 8 ml
chloroformu a 2 ml metanolu. Tato zmes sa preliala do odparovacej banky a odparila sa na
rotacnej vakuovej odparke. Do banky sa pridalo 10 ml destilovanej vody a na rozpustenie
filmu na stenach nadoby sa pouzil ultrazvuk. V pripade pripravy kombinovanych ¢astic
s AgNPs, bol miesto destilovanej vody pridany roztok AgNPs. Pouzity bol 10-krat nariedeny
roztok pripravenych AgNPs. V pripade pripravy d’alSieho typu kombinovanych castic boli
odcentrifugované AgNPs, pridané uz do roztoku lecitinu a cholesterolu. Pouzity bol 10-kréat
nariedeny roztok pripravenych AgNPs. Dal§i postup bol zhodny s pripravou prazdnych
lipozémovych castic.

U lipozémov na ultrazvuku bolo 80 mg lecitinu a 10 mg cholesterolu rozpustenych v 1 mi
chloroformu. Tato zmes sa preliala do 10 ml destilovanej vody a na ultrazvuku bola po dobu
1 minuty homogenizovana. V pripade pripravy kombinovanych castic s AgNPs, bol miesto
destilovanej vody pridany 10-krat nariedeny roztok pripravenych AgNPs. V pripade pripravy
d’alsieho typu kombinovanych castic boli odcentrifugovaneé AgNPs pridané uz do roztoku
lecitinu a cholesterolu a d’al$i postup bol zhodny s pripravou prazdnych lipozémovych ¢astic.

U lipozomov na ultrazvuku boli Castice pripravené aj bez pouzitia chloroformu. 80 mg
lecitinu a 10 mg cholesterolu boli pridané do 10 ml destilovanej vody a na ultrazvuku bola
tdto zmes po dobu 1 minity homogenizovana. V pripade pripravy kombinovanych castic
s AgNPs bol miesto destilovanej vody pridany 10-krat nariedeny roztok pripravenych AgNPs.
Lipozomy s obsahom chloroformu boli na zaver mieSané na magnetickej miesacke do
Uplného odparenia chloroformu.

4.3.3 Priprava PHB castic

U pripravy PHB castic bol vyuzity ultrazvuk. 10 mg PHB, 80 mg lecitinu a 10 mg
cholesterolu boli rozpustené v 1 ml chloroformu. Tato zmes sa preliala do 10 ml destilovanej
vody a na ultrazvuku bola po dobu 1 mindty homogenizovana.
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V pripade pripravy kombinovanych castic s AgNPs, bol miesto destilovanej vody pridany 10-
krat nariedeny roztok pripravenych AgNPs. V pripade pripravy d’alSicho typu kombinovanych
Castic boli odcentrifugované AgNPs pridané uz do roztoku PHB, lecitinu a cholesterolu a
dalsi postup bol zhodny s pripravou prazdnych lipozémovych &astic. Castice boli na zaver
mieSané na magnetické mieSacke do uplného odparenia chloroformu.

4.3.4 Priprava chitozanovych castic

30 mg chitozanu bolo pridanych k 10 ml destilovanej vody s pridavkom 0,2 ml kyseliny
octovej. Tato zmes bola homogenizovana. ty¢ovym ultrazvukom za st¢asného pridavania
3 ml zrazacieho roztoku (TPP; 1 mg/ml). V pripade pripravy kombinovanych ¢astic s AgNPs,
bol miesto destilovanej vody pridany 10-krat nariedeny roztok pripravenych AgNPs.

4.3.5 Priprava alginatovych ¢astic

30 mg alginatu bolo pridanych k 10 ml destilovanej vody. Tato zmes bola homogenizovana.
tyGovy ultrazvukom za sucasného pridavania 3 ml zrazacieho roztoku (chlorid vapenaty;
1 mg/ml). V pripade pripravy kombinovanych ¢astic s AgNPs, bol miesto destilovanej vody
pridany 10-krat nariedeny roztok pripravenych AgNPs. V pripade pripravy d’alSiecho typu
kombinovanych castic boli odcentrifugované AgNPs pridané do roztoku alginatu a dalsi
postup bol zhodny s pripravou prazdnych Castic.

4.4 Optimalizacia metody filtracie lipozomov

V pripade pripravy kombinovanych organicko-anorganickych ¢astic bola optimalizovana
metoda ich filtracie pre oddelenie neimobilizovanych striebornych castic. Filtracia bola
vykonand pomocou delenia ¢astic v gélovej kolonke. Gélova koldna bola pripravena pomocou
Sephadex LH-20. Pripravili sa kolény s vrstvou 4 cm gélu s priemerom 1cm. Po pripraveni
kolény sa odstredila voda pomocou centriflgy. Po odstraneni vody z kolony sa pridal 1 ml
lipozomovych ¢astic a vzorky boli ponechané sa odstred’ovaniu v centrifige pri 600, 800, 900
otaCkach na 2 minuty pre rozdelenie Castic podl'a ich velkosti.

4.5 Stanovenie koncentrécie fosfolipidov pomocou Stewartova testu

Najprv bolo pripravené ¢inidlo - navazka 2,7 g FeCls - 6H,0 a 3 g NH;SCN bola rozpustena v
100 ml destilovanej vody. Na kalibraciu bolo ako Standardny roztok pouzity 100 ml roztoku
fosfolipidov rozpustenych v chloroforme (koncentracia fosfolipidov bola 0,1 mg/ml). Dalej
bolo do Eppendorfovych skimaviek pipetované mnozstvo jednotlivych roztokov podla
Tabulky ¢. 2.

Tab.2: Objemy jednotlivych roztokov pipetovanych na Stewartov test.

C. skimavky | Standard [ml] | Chloroform [ml] | Ferothiokyanat [mi]
0 0 1 1
1 0,05 0,95 1
2 0,1 0,9 1
3 0,2 0,8 1
4 0,3 0,7 1
5 0,4 0,6 1
6 0,5 0,5 1
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Roztoky boli dokladne premieSané na vortexe a potom centrifugované 10 minut pri
1000 ot/min. Pomocou pipety bola z kazdej skiimavky opatrne odobrand spodna
chloroformova vrstva a zmerand jej absorbancia pri 485 nm v z(zenej kremennej kyvete.
Na meranie koncentracie fosfolipidov bolo pipetovanych 0,5 ml roztoku pripravenych
lipozémov, 0,5 ml chloroformu a 1 ml ferothiokyanatu.

4.6 Stanovenie vel’kosti a stability ¢astic pomocou DLS a zeta potencialu

Po vhodnom zriedeni vzoriek (100-krat) pripravenych castic bol 1 ml tychto vzoriek
napipetovanych do kyvety a analyzovany na pristroji Zetasizer. Metdda je zalozend na
dynamickom rozptylu svetla (DLS, "Dynamic Light Scattering™). Merania boli vykonané
dvakrat a z hodnot bol vypocitany priemer. Pre meranie stability pomocou zeta potencidlu bol
na kyvetu pridany elektrodovy nastavec.

4.7 Stanovenie velkosti Castic spektrofotometricky

Velkost’ a mnozstvo pripravenych striebornych ¢astic vo vzorke boli takisto merané pomocou
spektrofotometra, kde sa merali spektra ¢astic v rozmedzi od 300-600 nm. V tomto spektre sa
interakciou striebornych nanocastic so Ziarenim prejavi pritomnost'ou tzv. plazmonického
piku. Poloha a Sirka plazmonického piku je zavisla predovsetkym od velkosti a tvaru
nanocastice. Pre gul'ovité Castice sa typicky pohybuje v rozmedzi 400-530 nm. Absorpéné
maximum v oblasti 400 nm znaci pritomnost’ ¢astic s velkost'ou 10 nm, naopak maximum v
oblasti 530 nm je typické pre strieborné Castice s vel’kostou 100 nm.

4.8 Kultivacia 'udskych epidermalnych keratinocytov

Keratinocyty boli kultivované v komer¢nom médiu (KGM-Gold™ Keratinocyte Growth
Medium). Hotové médium bolo len pred pouZitim vytiahnuté z chladni¢ky a ponechané
temperovat vonku na laboratornu teplotu. Bunky v kultiva¢nej fT'aSi boli vytiahnuté v
rukaviciach z CO; kultivacného boxu.

Pod mikroskopom bol skontrolovany stav buniek v celej flasticke, ¢i tam nie je
kontaminécia a ¢i je uz flasticka kompletne porastend bunkami. Pokial' nebol v flasticke
zaznamenany dostatocny pocet buniek, bolo iba vymenené médium, v pripade ked bolo
bunkami porastené celé dno fl'ase, boli bunky pasaZované.

Pri vymene média bolo v sterilnom boxe vyliate z flasticky médium a nahradilo sa 5 ml
nového média. Pri pasazovani bolo opit z flasticky sterilne vyliate médium, bunky boli
dvakrat az trikrat poriadne preplachnuté pripravenym sterilnym PBS pufrom (vzdy cca pét
mililitrov). Po preplachnuti bolo pridané 0,5 ml enzymu akutazy a flasti¢ka bola vlozena do
termostatu (37 © C) na cca pét’ az desat’ mintt. Potom bolo pod mikroskopom skontrolovang,
¢i doSlo k odluceniu buniek odo dna fTasticky. Po odluceni vSetkych buniek bol sterilne
pridany do fTasticky cca Sml PBS pufra a bunky v iom boli homogenizované a prenesené do
sterilnej centrifugacnej skumavky. Potom boli bunky centrifugované (cca 5Smin, 360g),
nésledne sa zlial pufor (bunky boli usadené v peletke na dne). Do centrifugac¢nej skiimavky
bolo pridané médium, bunky v flom boli rozsuspendované a prenesené do novej flasticky,
pripadne rozdelené do viacerych flasti¢iek (v tomto pripade bol Cistym médiom doplneny
objem na 5 ml na flasticku. Na zaver bolo skontrolované pod mikroskopom, ¢i boli bunky
naozaj v flasticke a fl'asticky boli vratené do kultivaéného termostatu.
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4.9 Postup MTT testovania

Ked bolo vo flasticke dostatocné mnozstvo buniek, boli bunky pouzité na testovanie
cytotoxicity pomocou MTT testu. Z flasticky bolo sterilne vyliate médium, bunky boli
dvakrat az trikrat poriadne preplachnuté pripravenym sterilnym PBS pufrom (vzdy cca pat
mililitrov). Po preplachnuti bolo pridané 0,5 enzymu akutazy a flasti¢ka bola vlozena do
termostatu (37 © C) na cca pat’ az desat’ minut. Potom bolo pod mikroskopom skontrolované,
¢i doslo k odlaceniu buniek od dna flasticky. Po odluceni vSetkych buniek bol sterilne
pridany do fT'asticky cca 5 ml PBS pufru a bunky v iom boli homogenizované a prenesené do
sterilnej centrifugacnej skimavky. Potom boli bunky centrifugované (cca Smin, 360g),
nasledne sa zlial pufor (bunky boli usadené v peletke na dne). Do centrifuga¢nej skamavky
bolo pridané malé mnozstvo média, bunky v fiom boli rozsuspendované. Néasledne bola
spocitana koncentracia buniek pocitanim na Biirkerovej komorke.

Bunky boli vhodne zriedené novym médiom tak, aby ich koncetrécia bola 2-10*
buniek/100 pl. Takto pripravend suspenzia buniek bola po 100 ul rozpipetovana na 96-
jamkovu dosticku. Dosti¢ka bola skontrolovana pod mikroskopom, ¢i boli bunky naozaj
prenesené a na 24 hodin boli bunky v dosticke vratené do kultivaéného termostatu. Potom boli
pridané (vzdy po 20 pl) sterilné testované Castice v rdéznych koncentraciach a nasledne boli
bunky inkubované pocas 24 hodin. Napokon bolo pridané sterilné MTT (20 ul) v koncentracii
2,5 mg/ml v PBS pufri a bunky boli d’alej inkubované v kultivacnom termostate pocas troch
hodin. Na zaver bolo pridané po 100 ul 10% roztok SDS v PBS pufri a dosticka bola
ponechana v tme pri laboratornej teplote d’al$ich 24 hodin. Po 24 hodinach bola zmerana
absorbancia pomocou ELISA readeru pri 560 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Optimalizacia pripravy striebornych ¢astic
Priprava stricbornych ¢astic bola prevedena v kapitole 4.3.1. V priebehu pripravy bolo
potrebné dbat’ na Cistotu prisluSnych pouzitych kadi¢iek a ostatnych preparatov, aby sa
zamedzilo interakcii striebornych ¢astic s necistotami. V ramci optimalizécie striebornych
Castic sa ako redukéné ¢inidla pouzili: maltoza, glukoza, fruktoza a laktoza.

Velkost a mnozZstvo pripravenych striebornych castic vo vzorke boli merané pomocou
spektrofotometra podla postupu v kapitole 4.7.

Boli merané spektra Castic v rozmedzi od 300-600 nm. V tomto spektre bol pozorovany
plazmonicky pik, ktorého intenzita urovala koncentraciu Castic v roztoku, poloha jeho
maxima urcovala taktiez vel'’kost’ pripravenych castic.

= <> \

405 nm 455 nm 505 nm 590/627 nm 720 nm

Obr. 9: Farba roztokov striebornych nanocastic réznych tvarov [57].

Poloha a Sirka plazmonického piku je zavisld predovSetkym od velkosti a tvaru nanocastice
(Obr. 8). Pre gulovité castice sa typicky pohybuje v rozmedzi 400-530 nm. Absorpéné
maximum v oblasti 400 nm znaci pritomnost’ ¢astic s velkostou 10 nm, naopak maximum v
oblasti 530 nm je typické pre strieborné Castice s vel'kost'ou 100 nm (Obr. 9).
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Obr. 10: Poloha a Sirka plazmonického piku gulovych striebornych nanocastic v zavislosti od ich
velkosti [58].
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Ako najvhodnejSie redukéné c¢inidlo bola nakoniec vybrand maltéza. Maximum absorpcné
pasu striebornych &astic o velkosti 40-60 nm sa pohybuje okolo 420 nm vInovej dizky. Z toho
vyplyva, ze podla Graf 1 boli najoptimalnej$ie Castice pripravené za pouzitia maltdzy
a laktdzy, kde sa v prvom pripade nachadzalo maximum piku pri 411 nm a v druhom pripade
pri 421 nm.

Dal§im faktorom postidenia vhodného redukéného &inidla bola vizualna strinka
pripravenych castic, nakol’ko pri priprave striebornych Castic za pouzitia maltdézy vysledny
roztok bol sfarbeny doZlta a za pouzitia laktozy mal vysledny roztok $edu farbu, ¢o naznacuje
vysoku agregaciu Castic (Obr. 10) .

Taktiez z hl'adiska symetrickosti absorpéného pasu je pik za pouzitia laktdézy nesymetricky
(Graf 2), zatial’ ¢o absorp¢né spektrum za pouzitia maltézy vytvara optimalny symetricky pik
(Graf 1).
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Graf 1: Absorpcny pas striebornych castic za pouzitia redukcného cinidla maltozy.
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Graf 2: Absorpcny pas striebornych castic za pouzitia redukcného cinidla laktozy.
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Graf 3: Absorpcny pas striebornych castic za pouzitia redukcného cinidla glukozy.

Obr. 10: Koloidné striebro vo viacerych stadiach agregacie (modifikovany obrazok) [55].

V priebehu riedenia pripravenych striebornych nanocastic intenzita absorbancie priamo
umerne klesa so zniZzujtucou sa koncentraciou AgNPS v roztoku, ¢o zobrazuje Graf 4: , kde su
AgNPs riedené 100x, 75x,50x a 20x. Bola teda potvrdena moznost’ stanovenia koncentracie
Castic v roztoku pomocou merania absorbancie.
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Graf 4: Kalibracnd krivka koncentracie AgNPs.
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Koncentrécia striebornych nanocastic pripravenych redukciou v amoniakalnom prostredi za
pouzitia maltozy bola v spolupraci s kolegami z Centra materialového vyskumu na FCH VUT
v Brne stanovena absorp¢nou spektrometriou s indukéne viazanou plazmou. Koncentrécia
pripravenych striebornych nanocastic bola 327,83 mg/I.

5.2 Optimalizacia pripravy organicko-anorganickych ¢astic
V praci bola testovana moznost’ pripravy kombinovanych organicko-anorganickych castic.
Pripravené boli lipozoOmové castice, PHB Castice, alginatové Castice a chitozanové Castice, do
ktorych boli enkapsulované pripravené strieborné nanocastice. Menované castice boli
pripravené podl'a postupov uvedenych v kapitole 4.3.

Uspesnost’ enkapsulacie striebornych nanodastic bola pozorovand pomocou merania
spektier Castic v rozmedzi od 300 do 600 nm. V tomto spektre bol pozorovany plazmonicky
pik striebornych nanocastic, ktory sa v pripade ich pritomnosti v roztoku vyskytoval v oblasti

410-420 nm.
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Graf 5: UV-VIS spektrum prazdnych PHB castic (modrd) a kombinovanych Castic
S centrifugovanymi AgNPs (Cervena).
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Graf 6: UV-VIS spektrum prazdnych PHB castic (modra) a kombinovanych castic s AGNPS
(fialovd).

A

Pri kombinovanych PHB casticiach bola pri oboch testovanych vzorkach potvrdena, vd’aka
pritomnosti piku striebornych nanocastic, ich pritomnost’ v roztoku.
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Dalej bola sledovana priprava kombinovanych alginatovych Gastic. Tu bol obsah striebornych
Castic opit’ potvrdeny v oboch testovanych vzorkéach. U vzorky, ako je zrejmé z grafu 8, kde
boli k enkapsulécii vyuzité centrifugované strieborné nanocastice, vsak bola ich koncentracia
vo vzorke vel'mi nizka.
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Graf 7: UV-VIS spektrum prdazdnych algindtovych Castic (Zltd) a kombinovanych castic s AQNPS
(zelena).
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Graf 8: UV-VIS spektrum prdazdnych algindtovych castic (Zltd) a kombinovanych castic
S0 zcentrifugovanymi AgNPs (Cervend).
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Graf 9: UV-VIS spektrum prazdnych chitozanovych castic (modrad) a kombinovanych castic s
AgNPs (Cervend).
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Dalej bola sledovana priprava kombinovanych chitozanovych &astic. U chitozanovych &astic
bol taktiez potvrdeny obsah striebornych nanocastic zaznamenany, predovsetkym u vzorky s
enkapsulovanym roztokom striebornych nanocastic (graf 9). V pripade enkapsuléacie
centrifugovanych striebornych nanocastic bola koncentracia vo vzorke vel'mi nizka.
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Graf 10:UV-VIS spektrum prazdnych lipozémov pripravenych na odparke (modra),
kombinovanych lipozémov so zcentrifugavanymi AgNPs (Cervend) a kombinovanych lipozémov s
AgNPs (zelend).

Pri priprave lipozomov na odparke su vysledky podobné ako u chitozénovych castic.
V pripade enkaspulécie roztoku striebornych castic bola pritomnost’ striebra zaznamenana, v
pripade enkapsulacie zcentrifugovanych striebornych Castic nebola ich pritomnost zrejma

(graf 10).
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Graf 11: UV-VIS spektrum prazdnych lipozémov (tm. modra) a kombinovanych castic s AQNPS -
lipozémy s zcentr. AgNPs za pouzitia chloroformu (¢ervend), lipozémy so zcentr. AgQNPs (zelend),
lipozomy s AgNPs s chloroformom (fialovd), lipozomy s AgNPs s (sv. modra).

A

Pri priprave lipozémov pripravenych na ultrazvuku sa dosiahli najlepSie vysledky,
predovSetkym u Castic pripravenych bez pouZitia chloroformu. U oboch testovanych
kombinovanych vzoriek ¢astic bola vdaka absorpénému piku striebra ocividna jeho
pritomnost’. U lipozomov pripravenych s pouzitim chloroformu bol obsah striebra stanoveny
iba v pripade enkaspuladcie roztoku striebornych castic, v pripade enkapsulécie
centrifugovanych striebornych castic nebola ich pritomnost’ vo vzorke jednoznacna (Graf 11).
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5.3 Stanovenie vel’kosti a zeta potencialu ¢astic

5.3.1 Stanovenie vel’kosti ¢astic pomocou DLS-analyzatoru

Velkost'” pripravenych Castic sa merala na zaklade Brownovho pohybu castic, ktoré boli
zdrojom rozptyleného svetla po oziareni laserom pri vinovej dizke 633 nm v DLS
analyzéatore [54].

V Tab. 3 st uvedené priemernej vel'kosti testovanych ¢astic a hodnoty ich disperzity.

Tab. 3: Namerané charakteristiky castic.

Vzorka Castice PrlemefﬁﬁnTel’kOSﬁ Polydisperzita
1 Prazdne PHB ¢astice 251 0,345
2 PHB + AgNPs 155 0,287
3 PHB + zcentrifugované AgNPs 260 0,268
4 Préazdne lipozémy pripravené na odparke 263 0,346
5 Lipozomy na odparke + AgNPs 255 0,537
6 Lipozémy na odparke + zcentrifugované AgNPs 305 0,467
7 Lipozédmy na ultrazvuku bez chloroformu 161 0,200
8 Lipozémy na ultrazvuku + AgNPs 313 0,277
9 Lipozémy na ultrazvuku + zcentri. AGNPs 104 0,252
10 Lipozdmy na ultrazvuku s chloroformom 212 0,186
11 Lipozémy + AgNPs s chloroformom 105 0,231
12 Lipozémy + zcentri. AgNPs s chloroformom 91 0,225
13 Prazdne alginatové Castice 697 0,648
14 Alginatové castice + AgNPs 156 0,452
15 Alginatové Castice + zcentrifugované AgNPs 258 0,344
16 Prazdne chitozanové Castice 325 0,366
17 Chitozanové Castice + AgNPs 548 0,617
18 AgNPs 35 0,151
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Graf 12:Distribucia velkosti prazdnych PHB castic.

Pri stanoveni velkosti kombinovanych organicko-anorganickych castic bola v grafe
distribucie ich velkosti (Graf 12) sledovana pritomnost volnych neekapsulovanych
striebornych nanocastic.
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Z grafov 13 a 14, ktoré ukazuju distribticiu velkosti PHB ¢astic, mozno vy¢itat’ pritomnost’ aj
malych nanocastic o priemernej vel’kosti pohybujice sa okolo 50 nm, zrejme sa jedna o vol'né
neenkapsulované nanocastice striebra. U PHB castic teda nedoSlo k enkapsulacii vsetkych

striebornych nanocastic.
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Graf 13:Distribucia velkosti PHB castic s pridavkom AgNPs.
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Graf 14: Distribucia velkosti PHB castic s pridavkom zcentrifugovanych AgNPs.

Obdobné vysledky ako v pripade PHB castic boli dosiahnut¢ aj u testovanych
polysacharidovych castic. Aj tu je zrejma pritomnost volnych neenkapsulovanych
striebornych nanocastic (graf 16, 17).

2 -

V[%]
[ B T A T ¥E i ¥ o I =

10 100 1000 10000
d[nm]
Graf 15: Distribucia velkosti prazdnych alginatovych castic.
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Graf 16: Distribiicia velkosti algindtovych castic s AgNPs.
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Graf 17: Distribucia velkosti alginatovych castic so zcentrifugovanymi AgNPs.

Iba v pripade pripravy kombinovanych lipozdmovych ¢astic pripravenych pomocou
ultrazvuku (predovSetkym u castic pripravenych bez pridavku chloroformu), nebol
pozorovany pik neenkapsulovanych striebornych castic (graf 18 a 19). Mozno tak
predpokladat’ Uspesnu enkaspuldciu/imobilizaciu  striebornych nanocastic do tychto
lipozémov.
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Graf 18: Distribucia velkosti lipozémov so zcentrifugovanymi AgNPs bez pridavku chloroformu.
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Graf 19: Lipozémy pripravené s AgNPs bez pridania chloroformu.
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Graf 20: Lipozémy pripravené pomocou ultrazvuku so zcentrifugovanymi AgNPs a pridavkom
chloroformu
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Graf 21: Pripravené strieborné nanocastice.

Na zaver bola premerand aj distribiicia velkosti samotnych striebornych nanocastic (graf 21),
ktoré boli pripravené za pomoci maltézy podl'a navodu uvedenom v kapitole 4.3.1.

5.3.2 Porovnanie stability ¢astic pomocou zeta potenciélu
Na zéklade zeta potencialu sa urcila stabilita Castic v roztoku. Nestabilné Castice maju zeta
potencial medzi -30 mV az 30 mV [56].

Z nasledujucej tabul’ky vyplyva, Ze najmenej stabilné boli polysacharidové Castice, naopak
vsetky pripravené lipozomové ¢astice boli stabilné.
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vve

namerand hodnota zeta potencialu pre chitozanové castice 23,9, hodnota zeta potencialu
alginatovych Castic bola -25,8. Je zaujimavé, Ze vplyvom enkapsulacie roztoku striebornych

nanocastic do oboch testovanych polysacharidovych ¢astic doslo k zvySeniu ich stability.

Tab. 4: Namerané hodnoty zeta potencialu

Vzorka Castice Zeta potencial
1 Prazdne PHB castice -41,5
2 PHB + AgNPs -42,9
3 PHB + zcentrifugované AgNPs -43,2
4 Prazdne lipozémy pripravené na odparke -39,9
5 Lipozémy na odparke + AgNPs -65,8
6 Lipozémy na odparke + zcentrifugované AgNPs -54,1
7 Lipozémy na ultrazvuku bez chloroformu -38,8
8 Lipozédmy na ultrazvuku + AgNPs 41,8
9 Lipozémy na ultrazvuku + zcentri.. AgNPs -39,1
10 Lipozémy na ultrazvuku s chloroformom -43,8
11 Lipozémy + AgNPs s chloroformom -40,6
12 Lipozémy + zcentri. AgNPs s chloroformom -38,8
13 Prazdne alginatové Castice -25,8
14 Alginatové Castice + AgNPs -40,1
15 Alginatové Castice + zcentrifugované AgNPs -28,5
16 Prazdne chitozanové Castice 23,9
17 Chitozanové Castice + AgNPs 37,1
18 AgNPs -23,6

5.4 Vizualne zhodnotenie vel’kosti ¢astic
Pripravené Castice boli sledované aj pomocou svetelného mikroskopu. Nasledujice obrazky
(Obr.11-13) zobrazuju niektoré pripravené astice, z ktorych mozeme usudzovat’ ich priblizna
vel'kost’. Z obrazkov je zrejmé ze lipozoémy pripravené na odparke maju vacsiu vel'kost' nez

lipozémy pripravené na ultrazvuku. Pri PHB casticiach mézeme vidiet, Ze ich velkostna

distribucia je homogénna, ¢o neplati u lipozém na odparke, kde sa pripravili ¢astice s rdznou

velkost'ou. Tieto vysledky st v zhode s vysledkami ziskanymi metédou DLS (Tab.3).

Obr. 11: (A) prazdne lipozémy pripravené na odparke, (B) lipozémy pripravené na odparke so

zriedenymi AgNPs; zvdcSenie 640x.
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Obr. 12: (4) prazdne PHB Ccastice, (B) PHB catsice so zcentrifugovanymi AgNPs; zvdicsenie 400x.

Obr. 13: (4) algindtové castice so zriedenymi AgNPs, (B) lipozomy pripravené na ultrazvuku s

chloroformom a AgNPs; zvdcSenie 640x

Ako najlepsie z pripravenych kombinovanych Castic boli vyhodnotené lipozdmové Castice

pripravené pomocou ultrazvuku bez pouzitia chloroformu. Tieto Castice boli spolo¢ne so
samotnymi stricbornymi nanocasticami v subezne meranych bakalarskych pracach d’alej

testované. Stanoveny bol ich antimykoticky ucinok a takiez boli tieto Castice podrobené

testovaniu genotoxicity.

Antimykoticka aktivita bola stanovena vo¢i kmenu Candida glabrata. Antimykoticky
ucinok bol vSak zaznamenany len u koncentrovanych striebornych nanocastic, kde bol po
celych 24 hodin Uplne zastaveny rast kvasinkovych buniek. U 10x zriedenych striebornych
nanocastic a u lipozoémov s ich obsahom vSak uz nebola zaznamenand ziadna antimykoticka

aktivita [59].
Tab. 5: SOS indukcné faktory

testovana latka riedenie | SOSIF
0 1,48
lipozoémy + strieborné ¢astice 2 1,15
5 0,96
10 1,01
0 1,85
. x s 2 1,33
strieborné Castice 5 1.28
10 1,22
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Testovanie genotoxicity prebiehalo pomocou kitu SOS chromotest na baktériach E.coli. Z
nameranych hodndt pre kazdi koncentraciu testovanej vzorky bol vypocitany SOS indukény
faktor (SOSIF). Za genotoxicku je potom povazovana latka, ktord ma SOSIF 1,5 a vyssie.
Indukéné faktory testovanych striebornych nanocastic a lipozémov s ich obsahom su uvedené
v Tab. 5. Z vysledkov je zrejmé, ze z testovanych vzoriek mali mierne genotoxické ucinky len
koncentrované strieborné nanocastice [60].

5.5 Metoda kultivacie bunkovych kultar

Ako bunkové linie pre skiimanie interakcii Castic s humannymi bunkami sme si vybrali
l'udské keratinocyty, ktoré su sucastou stavby l'udskej pokozky, a teda po aplikovani lie¢iva
koznou formou prichadzaju ako prvé do kontaktu s podanym lie¢ivom.

Bunky sa mnozili in vitro v laboratdriu v $pecidlnom termostate, kde sa udrziavala teplota
37 °C a cirkuloval oxid uhlicity ako ochrannd atmosféra. Pri poklese alebo naraste teploty by
bunky zahynuli, nakol’ko by uz teplota nebolo rovnaka ako v ich pdvodnom prostredi. Praca
s bunkami sa vykonavala v laminarnom boxe a pritom sa dbalo na sterilitu prostredia, aby sa
ziadne mikroorganizmy nedostali s bunkami do kontaktu. Cez tyzden sa bunkdm vymieiialo
médium 2-3-krat, zalezalo to od ich rychlosti mnozenia, ktora sa sledovala pod inverznym
mikroskopom. Ak ich Kkoncentracia v nadobke bola dostato¢nad, mohli byt pouzité
k testovaniu, ale predtym sa ich presna koncentracia spocitala na Biirkerovej komorke.

Obr. 14: Prvy obrazok zobrazuje mrtve keratinocyty. Na druhom obrazku sii zobrazené Specidlne
nadobky na kultivaciu keratinocytov.

55.1 Optimalizicia MTT testu

Pred zacatim samotného testovania bolo nutné nakultivovat potrebné mnoZstvo buniek
a spocitat’ ich na Biirkerove] komorke pod inverznym mikroskopom. VSetky vykondvané
ukony sa prevadzali v rukaviciach, aby nedoslo ku kontaminacii kultar. V procese vymeny
média a pasazovania v priebehu kultivéacie keratinocytov nedoslo ku kontaminacii kultar, ¢o
naznaCoval ¢iry nezakaleny roztok buniek a média v Specialnych nadobkach (Obr.14), na
ktorych sa z vnatornej strany prichytili keratinocyty a vytvorili malé flia¢iky viditené na
dennom svetle pri spravnom sklone nadobky.
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Pri prvom pokuse MTT testu sa pouzili bunky z 10. pasaze. Bunky nemali spravnu
morfolégiu, a preto zrejme pocas testu zacali rychlo hynat. Kvoli tejto skutocnosti
a nespravnom spocitani buniek sa prvy MTT test nepodaril.

TieZ sa domnievame, Ze pouZité postupy pripravy buniek pred a pocas testovania neboli
dokonale zoptimalizované. Testy cytotoxicity sa robili po dvoch mesiacoch kultivacie
keratinocytov, lebo ich rozmnoZovanie bolo pomalé aak sa rozmnozili do vhodnej
koncentrécie, tak v istej faze rastu zacali vymierat’. Po rozmrazeni inej ampulky buniek (Obr.
15) bolo vidiet’ vyrazné zlepSenie nielen v pocte buniek, ale aj v ich tvare.

- >

Obr. 16: Keratinocyty (zvdicsené 200x).

Pri druhom testovani bol tak stav buniek priaznivejsi (obr. 15 a 16), nakol'ko boli vicsie
nez predchadzajuce a koncentracia v nddobke bola optiméalna.

Dali sme testovat lipozomy pripravené na ultrazvuku a odparke, dalej alginatové,
chitozanové a PHB ¢astice a tieZ samotné strieborné ¢astice vzdy Vv riedeni 5x,10x a 20x.
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Test bol vykonany podl'a navodu uvedeného v kapitole 4.9. V 3. den sme tak pridali MTT sol’
a potom SDS. Zivé bunky mali zredukovat' ZIti sol MTT pomocou enzymu sukcinat-
dehydrogenazy na fialova sol’ formazan, ktora by sa uvolnila z buniek pridanim latky SDS.

Vysledné zafarbenie jamiek s bunkami a ¢asticami sa zmeralo kolometrickou metédou na
ELISA readeri, kde by mali najvdc¢siu absorbanciu vykazovat’ jamky so Zivymi bunkami. Ak
by klesla absorbancia v ostatnych jamkach pod 75%, znamenalo by to, Ze Castice testované
v prislusnych jamkach zabili bunky a sU tak cytotoxické.

Avs$ak dané tvrdenia sa ndm nepodarilo preukazat, nakol'ko po dvoch dioch inkubdcie
buniek v zaverecnej faze testovania sa nezredukovala MTT sol a vSetky jamky boli sfarbené
dozlta (Obr.17), o bolo znakom umrtia buniek eSte pred testovanim. Dovodom nevydaren¢ho
experimentu bolo opédtovné nespravne spocitanie buniek, pripadne doslo k Uhynu buniek
pocas centrifugacie v 1.den.

Obr. 17: Dosticka s testovanymi keratinocytmi po pridani MTT soli po diioch inkubdcie s SDS.

Z prevedenych experimentov je zrejmé, ze praca s bunkovymi kultiarami vyzaduje dlhsiu
skusenost’ a optimalizaciu kazdého z jednotlivych krokov postupu testovania cytotoxicity
poc¢inajuc kultivaciou a pasazovanim buniek v spravnom ¢ase, pracou s inverznym
mikroskopom a vlastnou realizaciou MTT testu. Testovanie cytotoxicity bude postupne
optimalizované v nadvézujucich pracach.
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6 ZAVER

Bakalarska praca bola zamerana na zavedenie technik kultivacia 'udskych buniek in vitro a
ich potencialne vyuZzitie v testoch cytotoxicity, pripadne na stidium interakcii s biomaterialmi
a nanocasticami.

V teoretickej Casti boli opisané zakladné podmienky kultivacie, charakteristika
keratinocytov — ako bunkovych kultdr vhodnych pre testovanie, zakladné charakteristiky
pripravovanych castic a kratka reSer§S o najpouzivanejSich testov pre zistovanie toxicity
charakterizovanych castic.

V experimentéalnej Casti bola prevedena optimalizacia pripravy striebornych Ccastic.
Priprava nanocastic striebra prebichala v amoniakalnom prostredi za pouzitia redukujtcich
cukrov. Velkost a mnozstvo pripravenych striebornych castic vo vzorke boli merané
pomocou absorpénych spektier Castic v rozmedzi od 300-600 nm. V tomto spektre bol
pozorovany plazmonicky pik, ktorého intenzita urCovala koncentraciu Castic v roztoku,
poloha jeho maxima urCovala taktiez velkost pripravenych castic. Ako najvhodnejSie
redukéné ¢inidlo bola vybrand maltéoza. Maximum absorpéného pasu tychto striebornych
Castic sa pohyboval pri 411 nm, ¢o odpoveda Casticiam o velkosti 30-40 nm. Tato velkost
Castic bola potvrdend rovnako aj meranim metédou DLS. Koncentracia striebornych
nanocCastic bola stanovend absorpénou spektrometriou s indukéne viazanou plazmou.
Koncentrécia pripravenych striebornych nanocastic bola 327,83 mg/1.

V praci bola testovand aj moznost pripravy kombinovanych organicko-anorganickych
Castic. Pripravené boli lipozomové Castice, PHB castice, alginatové Castice a chitozanové
Gastice, do ktorych boli enkapsulované pripravené strieborné nanocastice. Uspesnost
enkapsulacie striebornych nanocastic bola opat’ pozorovana pomocou merania spektier ¢astic,
kde bol pozorovany plazmonicky pik striebornych nanocastic, ktory sa v pripade ich
pritomnosti v roztoku vyskytoval v oblasti 410-420 nm.

Ako najlepsie z pripravenych kombinovanych ¢astic boli vyhodnotené lipozomové Castice
pripravené pomocou ultrazvuku bez pouzitia chloroformu. Tieto Castice boli spolo¢ne so
samotnymi striebornymi nanocasticami v subezne meranych bakalarskych pracach d’alej
testované. Stanoveny bol ich antimykoticky uc¢inok a tiez boli tieto Castice podrobené
testovaniu genotoxicity. Antimykotickd aktivita bola stanovena voc¢i kmenu Candida
glabrata. Antimykoticky u¢inok bol vSak zaznamenany len u koncentrovanych striebornych
nanocastic, kde bol po celych 24 hodin Gplne zastaveny rast kvasinkovych buniek. Testovanie
genotoxicity prebiehalo pomocou kitu SOS chromotest na baktériach E.coli a mierne
genotoxické tcinky mali len koncentrovanej strieborné nanocastice.

Z hladiska zeta potencialu boli najmenej stabilné polysacharidové Castice, naopak vSetky
pripravené lipozdmové i PHB ¢astice boli stabilné.

Ako bunkové linie pre skimanie interakcii ¢astic s humannymi bunkami boli vybrané
I'udské keratinocyty. V predlozenej praci boli zavedené do prevadzky vSetky zakladné metody
manipulécie s bunkovymi kultirami. Bunky sa mnozili in vitro v laboratoriu v $pecidlnom
termostate, kde sa udrziavala teplota 37 °C a 5 % koncentracia oxidu uhli¢itého. Keratinocyty
boli orientatne vyuzité k prevedeniu MTT testu, ktorym sa sledovala interakcia castic
s keratinocytmi ako predmetom skimania cytotoxicity, ¢o by dalej urCilo pouzitie
pripravenych castic do kozmetiky. AvSak kompletny MTT test sa nepodarilo realizovat
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v ¢asovom useku robenia bakalarskej prace apreto bude dalej optimalizovany
V nadvizujucich pracach. Vyuzitie MTT testu cytotoxicity k testovaniu biologickych tc¢inkov
materialov, Castic a zloziek potravin, doplnkov a lie¢iv je dolezitou sGiastou overenia ich
bezpecnosti pred uvedenim na trh.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

AgNPs  nanocastice striebra

TPP tripolyfosfat sodny
PHB polyhydroxybutyrat
PBS fosfatovy pufor (Phosphate Buffered Saline)

MTT 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
SDS dodecylsiran sodny
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