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Abstract: Nanoparticles are important tool of modern science, which interferes in many areas of
application. The issues of the behavior of iron nanoparticles in human tissues have been already
discussed. This work examines a behavior of two types of modern experimental iron nanoparticles
in human cells. After a literary research it seems that retention and redistribution of these types of
nanoparticles are not fully explored. We mainly need to solve a nescience in which cell structures
nanoparticles penetrate and how they behave after embedding. Next questions deal with their kinet-
ic of influx, redistribution over time and safety for their practical use. We will also focus on quanti-
fication of nanoparticles in important cell functional structures like mitochondria and nucleus in
long time cultivation, which presumably leads to toxicity effects.
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. UVOD

Vyuziti Zelezitych nanocastic v medicin€ se nachazi v 1é¢beé nadorti pomoci generovani tepla, k ci-
lenému magnetickému transportu 1é¢iv a vyrobé kontrastnich latek pro magnetickou rezonanci. U
téchto aplikaci je z hlediska bezpecnosti velice dulezité znat v jakych bunécnych organeldch se na-
nocastice akumuluji, jak dlouho v bufice vydrzi a jak rychla je dynamika pohlcovani nanoéastic
buiikou. Dalsi dulezité vlastnosti se tykaji otazek v jaké mife a po jaké dob€ jsou nanocastice pro
bunku toxické nebo jakym zptsobem se chovaji, pokud je buiitka vylou¢i do extracelularniho pro-
storu a podobné. Odpovédi na vSechny tyto otazky jsou hlavnim cilem této prace.

. METODIKA MERENI

Jednim z nejefektivnéjSich nastroji pro lokalizaci bunéénych struktur je konfokalni mikroskop.
Vyhodou konfokalni mikroskopie je zejména vysoké prostorové rozliSeni (vice nez 64 mil. boda na
prostor n¢kolika mm) a moznost fluorescencniho zobrazovani ve velice uzkém fezu strukturou
buiiky a z toho plynouci schopnost sestaveni 3D obrazu sledované bunééné struktury. Konfokalni
mikroskopie také umoznuje prfesné odliSit nebo naopak kolokalizovat jednotlivé struktury
S vyuzitim vice fluorescencnich barviv. Kazda fluorescencni barva pak udava polohu dané barvené
struktury. Vyhodou je pravé moznost lokalizace umisténi cizorodych nanocastic v bufice, které jiz
maji samy schopnost fluorescence. K téeltim této prace jsou vyuzivany mezenchymalni kmenové
buiiky, které jsou v soucasnosti svétove uzivanym modelem v experimentalni bunécné a tkanové
medicing (biologii).

2.1. EXPERIMENTALNI MERICI ZARIZENI

Pro sledovani aktivity nanocéstic byl vyuzit konfokalni mikroskop znacky Leica, s pfesnym ozna-
cenim: Leica TCS SP8 X. Tento mikroskop vyuziva jako zdroj excitace WLL (Sirokopasmovy laser
s bilym svétlem) az s 8 excita¢nimi kandaly, které zajist'uji dostateéné podminky pro kompletni ex-
citaci vice barviv. Moznost volby libovolnych excita¢nich laserovych ¢ar v rozsahu 470 — 800 nm



je velice dulezita pro efektivni excitaci fluorescenénich barviv. Jako snimace jsou v mikroskopu
pouzity fotondsobiCe a hybridni detektory s optickymi hranoly, zafazenymi v optické cesté tak, ze
umoziuji precizni vybér libovolnych emisnich vinovych délek s pfesnym rozlozenim dle emisnich
spekter jednotlivych barviv. Méfici Cast piistroje funguje také jako inkubacni komora pouzitych
bungk, s fizenou atmosférou a teplotou. Inkuba¢ni komora nahrazuje ptirozenou atmosféru bungk,
coz je vyhoda v ptipad¢ dlouhodobych experimentti s prubéznym skenovanim v nastavenych caso-
vych intervalech. [1]

2.2. LOKALIZACE ORGANEL A NANOCASTIC S VYUZITIM KONFOKALNI MIKROSKOPIE

Barviva pro pozorovani a odliSovani organel, vyuzivaji pro piesnou afinitu vétsinou jejich specific-
kych vlastnosti, napt. kyselé prostiedi lysozomi nebo specificita mitochondridlni membrany apod.
Pti fluorescencnim pozorovani nanocastic je potieba bud’ nanocastice obalit chemickou latku, ktera
fluorescenci vykazuje nebo pouzit specialnich nanotecek, které fluoreskuji spontanné. Pro potieby
této prace je nejprve potieba naleznout a zobrazit pod mikroskopem samotné organely a nanocasti-
ce, optimalizovat pro né excita¢ni a emisni spektra a az potom snimat nanocastice a organely sou-
¢asn¢ a vyvodit ze spole¢ného pozorovani zaveéry.

2.3. METABOLISMUS NANOCASTIC V BUNCE

Védecké ¢lanky zabyvajici se touto problematikou se jednoznaéné shoduji, Ze nanocastice se pri-
marné koncentruji v lysozomech. Pokud se nanocastice dostanou k funkénim strukturam, jako jsou
mitochondrie, v hor§im pfipadé bunétné jadro, nastava velky problém s toxicitou téchto ¢astic. To-
xicita je pravdépodobné zplisobena vznikem kyslikovych a hydroxylovych radikal. Pro prevenci
téchto jevi je dulezité nepiekrodit koncentraci nanocastic 50 pg / ml. [1][1]

. VYSLEDKY

Pfi pouziti experimentalnich, nekomeréné vyrabénych Zzelezitych nanotecek nastal problém s ne-
znalosti jejich emisné / excita¢niho spektra. Jejich spektrum se nam podafilo nalézt pomoci analyzy
spekter, tzv. A-scanem piimo v Leica softwaru (Obrazek 1). Spektrum téch nanocastic je pomérné
Siroké (excitacni peak 510-520 nm a emisni peak 600 nm) a mize zasahovat do fluorescen¢niho
spektra pouzitého lysozomalniho barviva Cell Navigator- Lysozome staining Kit, které ma excitaéni
vrchol v 575 nm a emisi na 597 nm.

Vysledky lokalizace potvrzuji teoretické predpoklady, kdy se poloha mitochondrii (na obrazku
zelené) a nanocastic (Cerven€) neshoduje. Fyziologicky tvar buiiky sveéd¢i pravdépodobné o tom, ze
nanocastice nem¢ly na buiiku zadny toxicky vliv a neovlivitovaly ¢innost mitochondrii (obrazek 2
vlevo). Na poslednim obrazku vpravo je vidét ukazkova detailni kolokalizace zelené znacenych
nanocastic ve stfedech Cervenych lysozomt, coz potvrzuje domnénku, ze buiika nanocastice pohl-
cuje jako cizorodé téliska a z dtivodu bezpecnosti je kumuluje do lysozomu (obrazek 2 vpravo).

Tyto vysledky byly naméfeny pro jeden typ Zelezitych nanocastic s koncentraci 50 ug/ml (re-
akéni doba pro prostoupeni nanocastic do buiiky byla tispé$né optimalizovana na 24 hodin) a nelze
je generalizovat pro vSechny Zelezité nanocastice

. ZAVER

Prozatimni vysledné snimky potvrzuji teoretické piedpoklady chovani nanocéstic v buiikéch.
Z dtvodu prekryvu fluorescencnich spekter nanocastic a lysozomt bude do prist€ nutné potvrdit ty-
to vysledky i pro lys. barvivo s jinym excita¢né-emisnim spektrem. Dal$i ¢ast prace bude obsaho-
vat vytvoreni softwaru pro automatickou analyzu chovani nanocastic — procentudlni zastoupeni na-
nocastic v jednotlivych organelach. Velice podstatna bude kvantifikace nanocastic podle koncen-
trace a dobé trvani kultivace bun¢k s nanocasticemi. Vytvofi se detailni a rozsahla statistika pro vi-

ce vzorkt bungk, aby nedoslo k predéasnym a nepodlozenym zavérim chovani nanoc¢astice v bun-
kach.



V dalsi ¢asti prace se budeme zabyvat dynamikou prostupu nanocastic do bunck. Tyto infor-
mace jsou dulezité také pro urceni dynamiky prostupovani nanocéstic in vitro, zejména upiesnéni
optimalni doby jejich aplikace pacienttim.

m
5
g
3

525 545 565 585 605 625 645 665 685 705 725 Emission: 602nm

Emission (nm) Excitation: 521nm

Obrazek 1: A-scan zelezitych nanocastic. Vodorovna osa znaéi emisi a svisla excitaci v nm.

Obrazek 2: Vlevo: nanocastice (Cervené) a mitochondrie (zelen€). Vpravo: kolokalizace nanocastic (zele-
né) a lysozomu (Cervené) V jiné bunce.
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