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Souhrn

Nanotechnologie a nanomaterialy ¢im dal tim vice zasahuji do Zivota bézného clovéka. Z pohledu odborného jde
o technologie a materialy s prislibem vsSestranného vyuziti, jejichz pusobeni a ucinky na zivé organismy nejsou stdle
plné vysvetleny. Z téchto divodii vykazuji extrémni ndrust zajmu v oblasti vyzkumu cetnych védeckych pracovist.
Objektem vyzkumu v prezentovaném sdéleni jsou metalické nanocastice a jejich ucinek na lidské nadorové bunécné
linie in vitro. V ramci experimentii byla hodnocena viabilita nadorovych linii A375 pri jejich kultivaci v prostiedi
nanocastic stribra <100 nm a soucasné aplikaci ultrazvukového pole o intenzité 1 W-em™. Vysledky experimenti
ukazuji snizeni bunécné viability, zejména pri kombinovaném pusobeni ultrazvukového pole a nanocadstic.
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Abstract

Nanotechnology and nanomaterials increasingly intervene in the life of an ordinary person. These belong to the
technology and materials with the promise of high versatility. But, their action and effects on living organisms are still
not fully understood. For this reason, nanotechnology exhibits an extreme surge of interest in the field of research of
numerous scientific institutions. The objects of interest of the presented in vitro research are metallic nanoparticles and
their effect on human tumor cell lines. We studied viability of A375 tumor cell lines during their cultivation in an
environment of silver nanoparticles <100 nm and current application of ultrasonic field with intensity of 1 W-cm™. The
outcomes from experiment show decreasing of viability of human tumor cell after exposing of ultrasound and
nanoparticles separately, the maximal decreasing of cell viability was documented for combined treatment when
ultrasound and nanoparticles were applied at the same time.
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Uvod orientovanych oborli. Mezi tyto s nanotechnologiemi
Uzce spjaté obory patii napfiklad inzenyrstvi, fyzika,

Nanotechnologie miize byt definovana jako multi- chemie, biologie ¢ medicina. Neformalni definice
disciplinarni aplikovany védni obor, ktery je provazany nanotechnologie, kterou lze najit v mnoha popularnich
s Sirokym spektrem dalSich technicky i ptirodovédné knihach ¢i  webovych strankach, je nasledujici:
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,Nanotechnologie je aplikovanou védou, ktera se zaby-
va vyrobou a uzivanim takovych materialli a castic,
k jejichz vzniku je tfeba cilenych manipulaci na Grovni
jednotlivych atomd nebo jejich pomérné malych
skupin®. Jinou, pfesnéji charakterizujici definici mize
byt naptiklad: ,,Nanotechnologie je obor, vénujici se
manipulacim s hmotou na atomarni a molekularni
urovni. Obecné plati, Zze nanotechnologie se zabyva vy-
vojem materidlli, zafizeni nebo jinych struktur majicich
alespon jeden rozmér o velikosti 1-100 nm* [1, 2].

Predmétem vyzkumu provadéného na Biofyzikalnim
ustavu Lékatské fakulty Masarykovy univerzity jsou
nanomaterialy na jejich elementarni urovni v podobé
metalickych nanocastic rozmért mensich 100 nm.
Takovéto nanocastice se vyskytuji v mnoha komeréné
dostupnych vyrobcich, namatkou naptiklad kosmetické
pripravky, opalovaci krémy, ptipravky na upravu vody,
potraviny, funkéni pradlo ¢i Iékarsky spotfebni material
[3, 4]. Vliv metalickych nanocéstic na jednobunécné
a mnohobunécné organismy je casto diskutovanym
tématem [5, 6], zejména s ohledem na bezpecnost
jejich pouzivani vzhledem k lidskému zdravi. Existuji
cetné recentni publikace poukazujici na toxicitu nano-
Castic, nejCastéji ve vztahu k G¢inkim nanocastic
stiibra [7, 8]. Nanocastice stiibra nejsou ale jedinym
materialem, u kterého byla toxicita sledovana, jak
dokazuji publikace, vénujici se toxicit¢ i jinych
nanocastic [9, 10].

Otazkou ziistava, jakym zplisobem bude toxicita
metalickych nanocastic - resp. potlaceni bunécné
viability - ovlivnéna ptitomnosti ultrazvukového pole.
Existuje mnoho praci, poukazujicich na moznost
vyuziti ultrazvukového pole jako néstroje pro posileni
ucinku 1é¢iv ¢i jako nastroje k cilenému doruceni 1é¢iv
[11, 12]. Autofi popisuji rozlicné mechanizmy, kterymi
ptsobi ultrazvukové pole béhem tzv. sonodynamické
terapie. Jednim z moznych mechanizmut je mechanické
ovlivnéni bunécnych struktur, zejména membran, které
v disledku usnadniuje prostup latek do nitra bunék
a tim zvysuje jejich intracelularni koncentraci [13].
Cilem presentovaného vyzkumu je realizace experi-
mentl studujicich kombinované pusobeni ultrazvuko-
vého pole a metalickych nanocastic ve smyslu
ovlivnéni viability bun¢k nadorovych linii in vitro.

Materidl a metody
Bunééna Kkultura

V ramci experimentu bylo pouZzito nadorovych bunék
kozniho melanomu A375, které byly kultivovany
v prostfedi ~ zivného media RPMI s piidavkem
streptomycinu/penicilinu pii 37 °C a 5% CO,. Pred
experimentem byly buiiky trypsinovany.

Experimentalni skupiny

V ramci in vitro experimentu byly sledovany tyto
experimentalni skupiny:

- buniky inkubované pouze s nanoCasticemi stiibra -
Ag,

- bunky inkubované po vystaveni ultrazvukovému poli
po dobu 10 minut — Uz,

- bunky inkubované s nanocéasticemi stiibra po
vystaveni ultrazvukovému poli po dobu 10 minut za
pritomnosti nanocastic stfibra - Ag+Uz,

- buiky inkubované s nanocasticemi stfibra po
vystaveni ultrazvukovému poli po dobu 10 minut -
Uz+Ag,

Kontrolni skupinu pfedstavuji buniky neovlivnéné
ultrazvukem a bez obsahu stfibrnych nanocastic

v kultiva¢nim prostiedi - K.

Test viability

Jednotlivé experimentalni skupiny bunék o finalni
koncentraci 5-10* bun&k na ml byly kultivovany v ¢ase
48 hodin na 96 jamkovych deskéch v prostredi zivného
media RPMI (s pfidavkem ¢i bez pridavku nanocastic
stifbra, jehoz vysledna koncentrace byla 7,5 pg-ml™).
Po provedeni experimentu ozvucenim, pfidanim nano-
Castic stfibra ¢i vzajemnou kombinaci téchto dvou
faktort byly bunky v inkuba¢ni dob&é 48 hodin
podrobeny MTT testu viability [14]. Hodnota viability
byla stanovena méfenim absorbance vysledného pro-
duktu MTT testu jednotlivych experimentalnich skupin
(pomoci Micro plate reader EL800 - Bio-Tek, USA) na
vinové délce 570 nm. Hodnota viability jednotlivych
experimentalnich skupin - imérnad métené absorbanci -
byla pfepocitana na procentudlni pomér vuci kontrolni
skupiné K.

Ultrazvukové pole

Pro ozvuéeni vzorki byl pouzit terapeuticky
ultrazvukovy generator BTL-07, pracujici na frekvenci
1 MHz se sondou o aktivni plose 4 cm’. Buiiky byly
ozvuCeny Vv horizontalnim uspofddani po dobu 10
minut umisténé do otocné kyvety v polyethylénové
zkumavce. Pouzitd vystupni intenzita ultrazvukového
pole byla 1 W-cm™; cely vzorek byl umistény ve vodni
lazni temperované na 37 °C ve vzdalenosti od hlavice,
kterd odpovida blizkému ultrazvukovému poli.

Statistické vyhodnoceni

Pro jednotlivé experimentalni skupiny byly stanove-
ny z opakovanych experimentl nasledujici parametry —
prum&r, smérodatna odchylka, median, minimum,
maximum, dolni a horni kvartil. Jednotlivé experimen-
talni skupiny byly mezi sebou testovany pomoci Mann-
Whitney U-testu na hladiné 0,05. K statistické analyze
dat byl pouzit software STATISTICA 12.

Vysledky a diskuse

V provedenych in vitro experimentech byla
studovana hodnota viability bunék lidského melanomu
A375 po ovlivnéni terapeutickym ultrazvukem
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v blizkém poli, kultivaci s nanocasticemi stiibra ¢i
jejich vzajemnou kombinaci.

Viabilita %

. %]ﬂg

K uz ag Uzthg  Aglz ' 1R
Experimentalni skupiny T Ruzsah nos:

Obr. 1: Hodnota viability v case 48 hodin pro jed-
notlivé experimentadlni skupiny K, Uz, Ag, Uz+Ag
aAg+Uz.

V ramci provedenych experimentl byly nalezeny
rozdily mezi jednotlivymi experimentalnimi skupina-
mi, jak je patrné z vyslednych grafi (viz Obr. 1). Pro
vSechny experimentalni skupiny Uz, Ag, Agt+Uz
a Uz+Ag bylo pozorovano snizeni viability v sledova-
ném cCase 48 hodin. Maximalniho poklesu viability
bylo dosazeno u bunék ovlivnénych kombinovanym
pusobenim ultrazvukového pole a nanocastic stiibra
(viz Obr. 1). Hodnota viability pro samotné pusobeni
nanocastic stiibra Ag byla ve srovnani s pusobenim
samotného ultrazvuku Uz nizsi; vyjadieno hodnotou
medianu 27,08 % u experimentalni skupiny Ag ve
vztahu ke kontrolni skupiné oproti 58,35 % pro
experimentalni skupinu Uz.

Provedeni Mann-Whitney testu ukazalo zejména
signifikantni rozdil mezi experimentalnimi skupinami
Ag+Uz a Uz+Ag, jak je zpracovano v Tab. 1.
Srovnanim téchto dvou zplisobti kombinovaného piso-
beni ultrazvukového pole a nanocéstic bylo ukazano,
ze nejvetsiho poklesu viability bylo dosazeno u experi-
mentalni skupiny Uz+Ag, tedy v piipadé ozvuceni
bunécné suspenze a nasledné kultivace v pritomnosti
nanocastic stibra. Je ovSem nutné poznamenat, ze
vlastni hodnoty medianti procenta viability téchto dvou
experimentalnich skupin nevykazuji vyrazn¢ odlisné
hodnoty a proto, i kdyz je rozdil statisticky signifi-
kantni, nepfedstavuje nalezeny rozdil vyznamnou
skute¢nost v popisu ucinkti kombinovaného ptsobeni.

Presentovana data ukazuji na moznost existence
kombinovaného plisobeni matalickych nanocastic,
vnasem piipad¢ stiibra a ultrazvukového pole. Pii
vzajemném porovnani ziskanych mediant poklesu
viability se zda byt vyslednd hodnota viability pro
experimentalni skupiny Agt+Uz aUz+Ag prostou
sumaci G¢inku, ipfes zminény nalezeny statisticky
rozdil.

Tab. 1: Vysledky Mann-Whitney U-testu pro jednotlivé
experimentalni skupiny.

K Uz Ag Uz+Ag | Ag+Uz
K - < < < <
Uz < - < < <
Ag < < - < °
Uz+Ag < < < - <
Ag+Uz < < ° < -

Vysledky Mann-Whitney U-testu pro experimentadlni
skupiny K, Uz, Ag, Uz+Ag a Ag+Uz. Symbol < -
statisticky signifikantni rozdil (p<0,05); symbol ® — bez
statisticky signifikantniho rozdilu (p<0,05).

Vysvétleni nalezeného efektu lze pricitat jednak
znamému faktu toxicity nanocastic stiibra vici savéim
buiikédm [3], jednak psobenim ultrazvukového pole na
zivé objekty. Je nutné uvazit, Ze prezentované
experimenty byly provedeny v blizkém ultrazvukovém
poli, ¢emuz odpovida i pomérné vysoka hodnota ztraty
viability takto exponovanych bunck. Vyrazny vliv
pfitomnosti ultrazvukového pole a soucasné pfi-
tomnosti nanocastic, tj. objasnéni mozného efektu
rozvolnéni bunéénych struktur, zejména bunéénych
membran pusobenim ultrazvukového pole, nebyl pro
dané experimentalni uspotfadani pozorovan. Jistou pte-
kazkou v provadénych experimentech muize byt také
postupna agregace nanocastic do vétsich celkt a snize-
ni jejich efektivity t¢inku ve vztahu k prostupnosti do
intracelularnich prostor.

Zaveér

V provedenych experimentech byl testovan vliv
terapeutického ultrazvuku v souéinnosti s pfitomnosti
metalickych nanocastic na zménu viability nadorovych
bunék lidského kozniho melanomu. Tyto experimenty
byly realizovany na popud inicidlni otazky, zda
nemize byt pouzito terapeutického ultrazvuku jako
Cinitele, ktery ovlivni aktivitu metalickych nanocastic.
Takovéto ovlivnéni bunécné viability kombinovanym
pusobenim nanocastic a ultrazvuku by mohlo byt jak
cilené - napf. ve smyslu posileni onkologické 1écby, tak
ndhodné — napt. v pfipadé bézné diagnostiky a sou-
Casné pritomnosti nanocastic v lidském téle. Smyslu-
plnost toho vyzkumu shledavaji autofi zejména v sou-
vislosti s nartistajicim mnozstvim rtznych nanocastic
bézné se vyskytujicich v Zivotnim prostiedi ¢lovéka
a otazkou jejich bezpecnosti.

Realizované experimenty ukazuji na moznost pfinej-
men$im sumace U¢inkl ultrazvukového pole a stiibr-
nych nanocastic, coz ve svém duasledku vede k posileni
poklesu viability testovanych bunécnych kultur. Otev-
fenou otazkou s nutnosti provedeni dodate¢nych expe-
riment k jejimu objasnéni zustava vliv posloupnosti
pusobeni ultrazvuku a nanocastic v souvislosti se
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zménou bunéénych struktur a prostupem nanocastic do
intracelularniho prostoru - v prezentovaném vyzkumu
experimentalni skupiny Ag+Uz a Uz+Ag.
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