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Abstrakt

Rozsivky a chrysomonady (chrysofyta) jsou jednobunécné organismy se schopnosti
biomineralizace dovedené k dokonalosti. Zabudovavanim kifemiku do svych schranek tvofi
rozsivky propracované kiemicité 3D struktury nesouci hierarchicky uspofadané pory rtizné velikosti
(na urovni mikro- a nanoméfitka). Rozsivky se v ptirodé vyskytuji téméf ve vSech vodnich a
aeroterestrickych prostfedich. Podileji se na globalnim cyklu Si a pfedstavuji vyznamné primarni
producenty. Jejich schranky (frustuly) maji druhové specifickou morfologii. Frustula ma unikétni
optické, fotonické a mechanické vlastnosti. Na Zemi je vice nez 12 000 druhii rozsivek, coz
pfedstavuje pomérné obrovskou diverzitu tvari kiemicitych schranek, které Ize vyuzit
v nanotechnologich, pfesto se zatim experimentalné pracuje jen s nékolika malo druhy. Silifikujici
chrysofyta maji buiiky pokryté Supinami stejného chemického slozeni, jako frustuly rozsivek.
Vyuziti kifemicitych Supin téchto organisml v nanotechnologiich je zatim zcela na poc¢atku. Cilem
bakalaiské prace je shrnout znalosti o vyuziti rozsivek a chrysomonadd ve vznikajicich
technologiich, a sumarizovat dosud publikované informace o vyuZiti frustul pro biosensing.
Perspektivni je vyuziti frustul pro dopravu a selektivni uvolnéni terapeutickych latek, coz by mohlo

otevfit rozsivkam Siroké pole plsobnosti pfedev§im v mediciné.

Kli¢ova slova: rozsivky, chrysofyta s kiemiitymi Supinami, nanotechnologie, nanocastice,

biosensing, systémy dorucujici 1é€iva



Abstract

Diatoms and chrysophytes are single-celled organisms who have mastered the ability of
controlling the biomineralization process. By incorporating silicon into their cell walls diatoms are
able to create elaborate 3D silica structures with hierarchically ordered patterns and pores at the
nano- to millimetre scale. In nature, diatoms inhabit almost all aqutic and aeroterrestrial
environments. They play an important role in the global biogeochemichal silicon cycle and
contribute significantly to oceanic primary production. The morphology of diatom cell walls
(frustules) is species specific and the frustules exhibit unique photonic, optical and mechanical
properties. There are more than 12 000 diatom species on earth, which represents the vast diversity
of silica frustule shapes, applicable in nanotechnologies. However, only a few species have been
used in experimental praxis so far. The cells of silicifying chrysophytes are covered with scales
composed of the same material as the diatom frustules. The potentional use of chrysophyte silica
scales in nanotechnologies is in the early stages of investigation. The aim of this bachelor’s thesis is
to recapitulate the findings on diatom and chrysophyte silica structures use in emerging
nanotechnology applications, and to summarize published information on frustule use in biosensing.
The application of frustules in drug and gene delivery systems seems to be very promising and

suggests their further use as tools in biomedicine.
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delivery systems
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1 Uvod

Rozsivky jsou fotosyntetizujici jednobunécna eukaryota obyvajici témét vSechna vodni a
aeroterestrickd prostfedi na svété. Diky jejich schopnosti tvofit vysoce strukturované kiemicité
schranky, takzvané frustuly, se spolu s chrysomonédami staly zajimavymi organismy pro vyuZziti v
novych biotechnologickych metodach, nanotechnologii a vyrobé biomateriald. Jsou to vyznamni
primarni producenti, ktefi se mnozi exponencialn¢ a procesem biosilifikace tvoii velkd mnoZstvi
vyuzitelného materidlu (Kroger and Poulsen 2008). Kromé¢ rozsivek péstovanych v jednodruhovych
kulturach in vitro 1ze vyuzit také fosilni schranky, neboli kifemelinu. Kfemelina se pouZziva napiiklad
ve filtracnich systémech nebo jako insekticid k ochrané skladovanych obilnin (Vayias et al. 2009).
Diky obrovské diverzité tvart frustul jednotlivych druhii rozsivek jsou tyto fasy idedlnimi modely
pro vyzkum souvislosti mezi genotypem a trojrozmérnou strukturou fenotypu zivého organismu.

Studium rozsivek bylo az do roku 1930 povazovano za konicek amatérskych védct, ktefi
obdivovali krasu a rozmanitost jejich schranek. Takto roku 1874 vznikl zasluhou Adolfa Schmidta
velky Schmidtiv Atlas rozsivek, a belgi¢an Henri van Heurck investoval své vlastni penize do
vyroby specialniho imerzniho objektivu (Gordon et al. 2009). S nastupem molekularnich technik
byl vyzkum zaméfen na vnitini struktury rozsivek, jejich ekologicky vyznam jako fixatort oxidu
uhli¢itého, a zplsob uklddani kiemiku. Pocatkem 21. stoleti se védci opét zacali zajimat o frustuly
téchto ftas, které maji zajimavé mechanické a chemické vlastnosti. Jejich pozoruhodné kvality
vyvolaly spolupraci biologii, chemikii a technikti, ktefi na zdkladé novych védeckych poznatkl
zkoumaji moznosti vyuZziti rozsivek v modernich technologiich.

Cilem této prace je shrnout dosavadni znalosti o vyuziti kfemicitych struktur (frustul rozsivek a
kfemicitych Supin chrysomonad) v nanotechnologiich, které jim mohou otevfit Siroké pole

pusobnosti v medicing, technice, zemédélstvi a dalSich oborech.



2 Rozsivky a chrysofyta

Rozsivky (Bacillariophyceae) jsou jednobunecné tasy jejichz plastidy pravdépodobné vznikly
sekundarni endosymbidzou rozsivek s ruduchou. Tvoti monofyletickou vyvojovou vétev v rdmci
fotosyntetizujicich stramenopil. Stramenopila zahrnuji jak fasy tvofici kiemicité struktury (napf.
chrysofyta, diktyochy, rozsivky) tak nemineralizujici fasy (napi. chaluhy, bolidofyta). Rozsivky
maji redukovany bi¢ikovy aparat (penatnim druhiim chybi Upln€), a jejich blizkd piibuznost s
nemineralizujicimi Bolidophyceae naznacuje, ze vyvoj biosilifikace mohl probéhnout u vice tid
heterokontnich tas nezéavisle na sob& (Yang et al. 2012). Zatimco stafi rozsivek bylo odhadnuto na
165 — 240 milioni let, zdznamy o jejich zkamenélych frustulach jsou staré teprve 185 miliont let
(Kooistra and Medlin 1996). Vyhodou kiemicitych schranek oproti schrankam organickym je nizsi
spotfeba energie na tvorbu kiemicitych frustul. Tato uspora energie by mohla byt pfic¢inou
ekologické uspeSnosti rozsivek a jejich obrovské diverzity. Silifikace schranek zvySuje hustotu
buniek, zatimco regulaci obsahu vakuoly Ize primérnou hustotu buniky naopak snizit. Takto mohou
planktonni druhy rozsivek ovliviiovat svou polohu ve vodnim sloupci. V nepiiznivych rastovych
podminkach rozsivky klesaji do vétsi hlouby, kde se nachazi vice zivin. Dal§i moznou tlohou této
taktiky je odstranéni infikovanych bunck, které ztratily schopnost regulace hustoty burky, od
zbytku kolonie (Raven and Waite 2004). Frustula je u zivych rozsivek obalena organickou vrstvou
specifickych proteinti a polysacharidi, které schranku chrani pied vlivy vnéjsiho prostfedi (Hecky
etal. 1973).

Motiské rozsivky jsou nejpocetnéjsi organismy fytoplanktonu a jsou zodpovédné za vice nez
40% cisté primarni produkce oceanl. To je pro ptredstavu vice nez produkuji vSechny tropické
pralesy dohromady. Celkové rozsivky bez aeroterestickych a sladkovodnich druhti produkuji 20%
atmosférického kysliku (Field 1998; Mann 1999). Dale se vyznamn¢ podileji na fizeni globalniho
biogeochemického cyklu kiemiku, jelikoZ vétSina Si v ocednech je fixovana ve formé¢ biopolymerti
prave ve schrankach biosilifikujicich organismt (Conley 2002).

Chrysofyta jsou monofyleticka skupina heterokontnich fas. Podobné jako rozsivky to jsou
fotosyntetizujici stramenopila se sekundarnimi plastidy (Yang et al. 2012). Synurales a
Paraphysomonadaceae tvoii druhové specifické kiemicité Supiny, na jejichz morfologii je z velké
&asti zalozena taxonomie silifikujicich chrysofyt (Skaloud 2013). Na rozdil od rozsivek je vétsina
chrysofyt sladkovodnich a né€které druhy maji zachovalé bi¢iky. V nepfiznivych podminkéch a po
pohlavnim rozmnozovani tvoti kifemicité cysty neboli statospory s organickou zatkou. Synurales
ostatni zastupci Chrysophyceae. Zasobni latkou je u chrysophyt stejné jako u rozsivek

chrysolaminaran, skladovany v cytoplasmé nebo ve vakuolach (Lee 2008).



3 Biomineralizace

Zhruba pted 3500 miliony lety, v prekambriu, se vyvinuly prvni organismy se schopnosti
vyuzivat anorganické materidly k tvorbé minerdl. Na rozdil od mineralizace abiotické je
biomineralizace kontrolovany proces, pii kterém vznikaji kompozitni materidly sloZzené z
anorganickych latek a organickych molekul. Nazyvaji se biominerdly a jejich vlastnosti se Casto
velmi 1i§i od anorganicky vzniklych minerali stejného sloZeni. Schopnost biomineralizace se v
evoluci vyvinula mnohokrat a plni specifické funkce u mnoha riznych skupin organismt (Weiner
2003).

Nejcastéji zabudovavanym prvkem je vépnik (Ca), a to v podobé uhli¢itanu vapenatého
[CaCOs], ktery se vyskytuje v rtiznych forméach. Kalcitem jsou tvofeny naptiiklad schranky
kokolitek a koralnatcli, krunyie korys$i, ostny ostnokozcii nebo cystolity rostlin. Aragonit se
vyskytuje ve schrankdch mekkysi. Spolu s vateritem jsou tyto tfi formy krystalické a jsou tvofeny
¢istym uhli¢itanem vépenatym. Amorfni uhli¢itan vépenaty (angl. amorphous calcium carbonate,
ACC) se vyskytuje ve stabilni formé, kdy je hydratovany molekulou vody a jsou jim vyztuZovany
krunyte korySu. Bezvody ACC u larev ostnokozcti a korysu slouzi jako piechodny prekurzor pro
tvorbu kalcitu nebo aragonitu a je pravdépodobné, ze stejnou funkci bude mit také u dalSich
zastupctl kalcifikujicich organismli (Addadi et al. 2003; Lowenstam and Weiner 1989). Organismy
jsou schopny velmi pfesné genetické kontroly nad precipitaci ur€ité formy uhlic¢itanu vapenatého a
porozumnéni mechanismiim této kontroly je jeden z velkych cilti oboru biomineralizace. Kalcifikaci
vznikaji také fosfaty. Jednim znich je biominerdl dahllit neboli karbonat hydroxylapatitu
[Cas(PO4,COs)5(OH)], anorganicka soucast kosti a zubi obratlovci (Weiner 2003).

DalSim dilezitym biomineralizacnim prvkem je Zelezo (Fe), ze kterého si magnetotaktické
bakterie tvoii nanokrystaly magnetitu [Fe;O,], diky kterym se orientuji v geomagnetickém poli
(Lowenstam and Weiner 1989).

Kiemik (Si) je po kysliku (O;) druhym nejbéznéjSim prvkem zemské kiry. V ocednech se
vyskytuje pfevazné rozpustény jako kyselina orthokfemicita [HsSi04], jejiz primérnéd koncentrace v
oceanech je za poslednich 10 000 let konstatni, zhruba 70uM (Tréguer et al. 1995). K biosilifikaci
dochazi kondenzaci kyseliny orthokfemicité na dlouhé polymery hydratovaného oxidu kiemicitého

neboli amorfni siliky [Si0,-nH,0] za vytésnéni vody podle nasledujici chemické rovnice:
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Biosilifikaci si rozsivky, chrysofyta, dalsi stramenopila a Zivocisné houby vytvareji schranky
a kemik uklada také mnoho rostlin, véetné ruduch a glaukofyt (Lowenstam and Weiner 1989).

Biomineralizaci 1ze podle kontroly organismu nad danym procesem rozdélit na dva zakladni
typy. Prvnim je mineralizace "biologicky indukovand" (Lowenstam 1981), kdy interakce biologické
aktivity organismu s jeho okolim zplsobuje precipitaci minerald. Nukleacnim mistem je povrch
buniky a povaha a slozeni takto vznikajicich mineralti byva velmi riznorodd. Druhym, vyspélejSim
typem biomineralizace je mineralizace "biologicky kontrolovand" (Mann 1983). V tomto ptipad¢ je
precipitace biomineralii fizena bunéénymi pochody za pomoci organickych molekul a dochéazi k ni
témét vzdy v prostoru izolovaném od okolniho prostfedi. Biologicky kontrolovanou mineralizaci
tvoii organismy druhové specifické biominerdly, zastdvajici specialni funkce. Dochéazi k ni
extracelularné (schranky dirkonoSct a mekkysi, zuby a kosti), itercelularné (mezibunécné prostory
kolonidlnich jednobunécnych fas) nebo intracelularné (schranky rozsivek a chrysofyt, spikuly

ostnokozctli, magnetosomy bakterii, Weiner 2003).



4 Struktura kiemicitych obalii a jejich biogeneze

4.1 Frustula

Silicifikovana schranka rozsivek nazyvana frustula obklopuje protoplast bunky a sklada se ze
dvou stejnych c¢asti, které do sebe pevné zapadaji. VEtSi ¢ast schranky neboli epitéka prekryva
mensi hypotéku. KaZzdou téku tvoii horni plocha ¢ast (angl. valve) s detailné propracovanou porézni
strukturou na Urovni nanometri aZ mikrometrli, podle jejiZ morfologie a vzorovani se rozeznavaji
jednotlivé druhy rozsivek, a nékolik piekryvajicich se bocnich pasi (angl. girdle bands) s
jednodussi a konformnéjsi stavbou porii. Na zakladé tvaru a symetrie frustuly lze rozsivky rozttidit
na centrické a penatni. Centrické rozsivky jdou radidlné symetrické a stfed jejich téky (angl.
annulus) slouzi jako nukleacni centrum pii biogenezi frustuly. Penatni druhy jsou bilateralné
symetrické a stiedem jejich schranky se tdhne "nukleaci" Zebro (angl. sternum), které ma u vétSiny
penatnich rozsivek ryhu zvanou raphe (Kroger and Poulsen 2008). Pomoci raphe rozsivky vylucuji
sliz slozeny z polysacharidi a proteoglykant, ktery jim ve spolupraci s aktin-myosinovym
aparatem umoziuje klouzat po povrchu a pfilnout k nému. Pohyblivost rozsivek bez raphe je

znaén€ omezena (Edgar and Pickett-Heaps 1984; Poulsen et al. 1999).

TRENDS in Biotechnology

Obr. 1. Frustula penatni rozsivky Didymosphenia geminata zachycena skenovacim elektronovym

mikroskopem (SEM). Pievzato z Gordon et al. (2009).



Sténa frustuly tvofena amorfnim oxidem kfemicitym [SiO,] se sladd ze tfi hierarchicky
uspotadanych vrstev, které se lisi velikosti port. Vnitini, zakladni vrstva obsahuje veliké pory (angl.
foramen), jejichz stény tvoii komurky zvané areoly, uspofddané podobné¢ jako vceli plastve. Stiechy
areol tvoifi druhd vrstva, cribrum, s mensimi pory, kterou piekryva nejjemnéji porézni tieti kiemicita
vrstva nazyvana cribellum. Velikost porii se u jednotlivych druht rozsivek zna¢né lisi, ale obecné
lze ftici, Ze jejich polomér Ize méfit od jednotek nanometrii (pory v cribellu) po jednotky
mikrometri (foramen;Tesson and Hildebrand 2010). Vicevrstva porézni struktura schranky snizuje
jeji tfeci koeficient a zvySuje adsorpcni kapacitu, ¢imZ rozsivkam usnadiiuje pohyb ve vodnim

prostiedi a zvySuje jejich odolnost viic¢i okolnimu tlaku (Meng et al. 2015).

A PP ;
USROS T Cribellum
R AN
- N
a B g
o R
| C:)1 as8 sl
y = - 4 ,
2 é%ccb:gb - Cribrum
1 | - - am
£ oC > :
@
! e
i Q i Areola
—

TRENDS in Biotechnolog

Obr. 2. Coscinodiscus sp. prutez frustuly pod SEM (1) vnitini vrstva schranky (2) stény areol (3)
vngj$i vrtvy schranky (cribrum a cribellum) prevzato z Meng et al. (2015).
Obr. 3. Schematické zobrazeni vrstev frustuly a odpovidajici SEM obrazky Coscinodiscus sp..

Meéftitko na fotografiich predstavuje 2 pm. Pevzato z Gordon et al. (2009).

Rozsivky predstavuji diversifikovanou skupinu. Bylo popsano vice jak 12 000 druhti, znichz
kazdy tvofi svou originalni kfemicitou schranku. Velikosti frustul se pohybuji od 2 pm az po 3 mm
(Finkel et al. 2005). K nepohlavnimu bunéénému déleni rozsivek dochazi uvnitt frustuly. Po
cytokinezi obé dcefiné bunky sdileji jednu schranku a musi si dosyntetizovat jeji mensi polovinu,
coz zpusobuje postupné zmensovani populace. Pii pohlavni reprodukci dojde ke splynuti gamet a
tvorbé auxospory, kterd se rozpind a maturuje. V té se vytvoii nova rozsivka s obnovenou piivodni
velikosti schranky (Chepurnov et al. 2004). U nékterych druhQ, napt. Thalassiosira pseudonana,
nedochézi ke zmenSovani populace a pohlavni stadia se objevuji jen vzacné. Tyto rozsivky jsou
schopné syntetizovat rozpinavé boc¢ni pasy (angl. girdle bands) a tak kompenzovat rozdil velikosti

hypotéky a epitéky, ¢imz se zachova ptvodni velikost frustuly (Hildebrand et al. 2007).



4.2 Biogeneze frustuly

K biosilifikaci frustuly u rozsivek dochazi uvnitt bunky ve specialnich organeldch, silikon-
depozitnich vaccich (angl. silicon deposition vesicle, SDV), jejichz dvouvrstva lipidovd membrana
se nazyva silicalema a je 7 nm Sirokd (Drum and Pankratz 1964). Kiemik rozpustény ve vodé ve
form¢ kyseliny orthokiemicité [HsSiO4] se do bunky dostava aktivnim kotransportem s Na™ ionty
pfes Si transportéry (angl. silicic acid transporter proteins, SIT), kontrolované SIT geny
(Hildebrand et al. 1997). V bunce se kyselina orthokfemicita akumuluje ve vznikajicich SDV
vacceich, kde v disledku jeho vysoké koncentrace a nizkého pH prostiedi dochdzi k precipitaci na
pevny oxid kiemicity. Tvar, ve kterém k biosilifikaci dochazi na nanourovni je pravdépodobné
regulovan tfemi skupinami organickych makromolekul, pevné asociovanymi s frustulou. Silafiny
(angl. silaffins), vysoce modifikované fosfoproteiny s afinitou ke kiemiku, katalyzuji samotnou
polymeraci kiemiku. Spolu s polyaminy s dlouhymi fetézci (angl. long chain polyamines, LCPAs) a
kyselymi proteiny silacidiny tvofii specifické Sablony, podle kterych polymeraci kifemiku vznika
nanostruktura frustuly (Kroger et al. 2000). Regulace tvorby frustuly na vyssi Grovni je zajisténa
aktinovym a mikrotubuldrnim cytoskeletem, ktery ovlivituje polohu a tvar postupné rostoucich SDV
vackl a silicalemy. Mikrotubuly ptfedurcuji misto tvorby SDV vackl. Aktinova filamenta vacky
ohranicuji a tvaruji silicalemu, ¢imz tvofi vzor pro stavbu areol a mikrostuktur frustuly. Déle se
ucastni tvorby bocnich pasii t€k (Tesson and Hildebrand 2010). Kazd4 ¢ast schranky (vrchni ¢asti
téky, bo¢ni pasy), vznikd zvlast v samostatnych SDV vaccich a po dokonceni biosilifikace je
splynutim silicalemy s plasmatickou membranou vysunuta na povrch builky. Z membrany SDV
vacku na vnitini strané vzniklé silikové struktury se stane nova plasmaticka membrana (Zurzolo and
Bowler 2001). Tésné¢ pifed externalizaci je frustula obalena ochrannou organickou vrstvou
polysacharidl a frustulinid, coz jsou proteiny obsahujici mnozstvi kyselych domén, bohatych na
cystein (angl. acidic cystein rich domains, ACR). Tyto proteiny se neucastni biosilifikace, nybrz

chréani schranku pred vnéj$imi vlivy prostifedi (Poll et al. 1999).



4.3 Kremicité Supiny a jejich biogeneze

Ktemicité Supiny jsou ploché struktury riznych tvarti a velikosti, které tvofi schranky
silifikujicich chrysofyt. Mohou byt rtizné ornamentované nebo perforované a casto nesou
trojrozmérné struktury riznych tvart (kosicek, ¢lun, korunka, véz ¢i ostének). K nékterym typiim
Supin jsou pfipojeny kiemicité ostny.

Zastupci skupiny Paraphysomonadaceae a jim neptibuzny rod Chrysosphaerella maji
radidlné nebo biradidln€é symetrické Supiny, ndhodné usporddané kolem plasmatické membrany
(Preisig 1994; Skaloud et al. 2013). Né&které druhy maji Supiny jednoduché s rozliénymi
perforacemi (napt. Paraphysomonas circumvallata, P. vacuolata) a dal$i nesou trojrozmérné
miizové struktury ( P. coronata) nebo ostnové Supiny (P. takahashii, Chrysophaerella sp.). Na jedné
buiice se mohou nachazet az tfi typy Supin, vétSinou ndhodné rozmisténé. Lze ale najit také
uspotfadané Supiny, napiiklad u P. takahashii, kde Supiny maji na flagellarni strané buiiky kratké
ostny a dlouhé ostny na strané¢ opacné, a kolonialni druhy rodu Chrysophaerella maji ostnové

Supiny pouze zvenku kolonie. (Thomsen et al. 1981; Nicholls 1980).

Obr. 4. Paraphysomonas takahashii buiika s odpadlymi bi¢iky pod TEM, zvétseni x3500. Prevzato
z Thomsen et al. (1981).

Obr. 5. Plocha télova Supina Chrysosphaerella brevispina pod TEM. M¢titko predstavuje 1 um.
Pievzato z Skaloud et al. (2013).

U Synurales tvoii vSichni zastupci kifemicité Supiny. Maji bilateralni symetrii a jsou
systematicky uspotadané na povrchu buiiky, kde se spirdlovité piekryvaji a tvoii pevny exoskeleton

(angl. scale-case). Supiny mohou obklopovat jednotlivé buiiky, nebo celou kolonii jako u rodu



Tesselaria (Preisig 1994; Lavau and Wetherbee 1994). Buiiky Synurales mohou nést jeden az Ctyti
typy Supin, které jsou narozdil od Supin Paraphysomonadaceae specificky umisténé. Dokonce i u
druhti s jednim typem Supin Ize podle jejich morfologie rozliSit anteriorni a posteriorni Supiny
(Kristiansen and Sandgren 1986). Supiny rodu Synura maji perforovany bazélni disk s kuzelovitym
kylem uprostted (S. petersenii, S. macracantha), nebo s vélcovitymi osténky v anteriorni casti (S.
mollispina, S. splendida; Skaloud et al. 2013). Pro nékteré druhy rodu Mallomonas jsou typické
Supiny se zesilenym zebrem ve tvaru V, ke kterym jsou ¢asto pfipojeny ostny (angl. bristles) vzniklé
svinutim plochého ttvaru v samostatném SDV. Diky volnému pfipojeni k Supinam se ostny mohou
pasivné pohybovat (Bourrely 1957). Kolonie rodu 7Zesselaria je pokryta n€kolika vrstvami Supin

nesoucich ostének (Pipes & Leedale 1992, Kristiansen and Sandgren 1986).

C

Obr. 6. Morfologie Supin zastupct Synurales. (A) Synura macracantha (B) Synura mollispina (C)
Mallomonas kalinae. Fotografie z TEM, méfitko predstavuje 1 pm. Pfevzato z Skaloud et al.
(2013).

K biogenezi Supin chrysofyt dochazi stéjné jako u rozsivek uvnitt SDV vackt. Ty se u
Synurales vyskytuji v tésné blizkosti vn&j$i strany chloroplastu, tzv. periplastidalniho
endoplasmatického retikula (PER, Lavau and Wetherbee 1994). Membréana PER se za pomoci
aktinového a tubularniho cytoskeletu ucastni tvarovani SDV vackl do podoby budouci Supiny, ve
kterém az nasledné¢ dochazi k polymeraci siliky. Kontrola tvorby mikrostrukturdlni ornamentace
Supin dosud neni objasnéna (Preisig 1994). SDV vacek s hotovou Supinou se piesune k plasmatické
membréng, silicalema splyne s plasmalemou a Supina je za¢lenéna do schranky. Supiny ve schrance
do sebe zapadaji a jsou spojeny vrstvou piilnavé organické hmoty (Lavau and Wetherbee 1994;

Leadbeater 1990). Ostny rodu Mallomonas se tvoti zvlast (v samostatném SDV) a po vysunuti na



povrch bunky jsou pfipojovany k Supindm (Wee and Andersen 2010). U rodu Tesselaria SDV vacky
tvaruje endoplasmické ER a cytoskelet (Pipes and Leedale 1992).

Supiny Paraphysomonadaceae vznikaji podobné jako u Synurales, ale SDV vacky tvaruje
endoplasmické ER, které spolu s vackem putuje k plasmatické membrang, kde se béhem tvorby

Supiny zmensuje a pozdéji Upln€ zmizi (Lee 1978).

4.4 Kremicité cysty a jejich biogeneze

Kiemicité cysty (statospory) chrysofyt jsou sférické, ovalné nebo pyramidalni duté struktury
obsahujici jeden por, ktery mize byt ohranicen limeckem a u zivych cyst je uzavien organickou
zatkou. Jejich velikost se pohybuje od 2 um do vice jak 30 um. Povrch cyst miZe byt hladky, nebo
ornamentovany riznymi strukturami (prohloubeniny, vystupky, ostny atd.). Vznikaji pfi pohlavnim
rozmnozovani nebo jako odpovéd’ na neptiznivé podminky. Nezdvisle na ontogenezi se vzdy
vytvoii identickd cysta, s morfologii specifickou pro dany druh (Duff, Zeeb, and Smol 1995).

Statospory se tvoii endogenné. V protoplastu se vytvoii SDV vacek, ktery roste paralelné s
plasmalemou a pomalu obklopuje protoplast. Teprve kdyz mé vacek konecny hruby tvar budouci
cysty, zacind polymerizace kiemiku a dochéazi k postupné biosilifikaci (Preisig 1994). Jadro,
ribosomy, chloroplasty, golgiho aparat, zdsobni chrysolaminaranovy vacek, bazalni téliska a nckteré
mitochondrie se pfesunou do protoplastu uvnitf vznikajici cysty. Zbytek protoplastu s kontraktilni
vakuolou zistane vné cysty. Pii maturaci cysty dojde k dotvoteni jeji vnéjs$i ornamentace a vznikne
organicka zatka, ¢cimz dojde k oddé€leni protoplastu vné a uvniti cysty. Z vnitini membrany SDV

vacku se stane nova plasmalema (Lee 2008, Sandgren 1983).

Obr. 7. Morfologie kiemicitych statospor pod SEM. (a) statospora Ochromonas tuberculata (b,c)

statospory dvou neidentifikovanych druhti chrysofyt. Pievzato z KratoSova et al. (2013).
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5 Nanotechnologie

Cilem rozvijejiciho se oboru zvaného nanotechnologie je ovladnout techniky vyroby a vyuZiti
struktur v méfitku nanometrti, kde se chovani hmoty fidi pravidly kvantové fyziky (Wolf 2006).
Kiemik a oxid kifemicity (silika) jsou hojné vyuZivany v elektronice, optice a k vyrobé
strukturovanych materiali. Soucasné metody vyroby nanomateriald jsou pomalé a drahé. Diky své
schopnosti tvofit vysoce sturkturované 3D silikové frustuly s hierarchicky uspotfddaymi pory od
nanometri. po mikrometry, maji rozsivky potencidl pro vyuziti v nanotechnologiich. Velkou
vyhodou je také jejich cenovad dostupnost a exponencialni rast zivé kultury (Losic et al. 2009;

Parkinson and Gordon 1999).

Obr. 8. Rozmanitost morfologie frustul rozsivek. (a-d),(f-i) Rizné druhy motskych rozsivek
zachycené SEM. (e) SEM snimek vzorku kifemeliny z kfemelinového lomu v Australii. Métitko

predstavuuje 10 um. Pievzato z Losic et al. (2009).

5.1 Biofotonické vlastnosti frustul

Frustuly rozsivek maji optické vlastnosti podobné opalim. Pii dopadu svétla na jejich
vicevrstevny porézni povrch dochazi k fazovym posunim a interferencim, ¢imz dojde k zesileni

nebo zeslabeni urcitych frekvenci odrdzeného svétla. To mizeme pozorovat jako hru barev pii
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pozorovani rozsivek pod rtiznymi uhly (viz obr. 9, Gordon et al. 2009). Mnoho dalSich organismi,
napiiklad motyli, brouci, ryby nebo ptéci, také tvoii fotonické nanostruktury na svych télech, které
mohou zplisobovat zmény a zvyraznéni barev, nebo zmensuji refrakéni index povrchu a zplsobuji
jeho caste¢né zprithlednéni (kiidla mary Cephonodes hylas, Parker and Townley 2007; Yoshida et
al. 1997). Diky periodickym, smérové usporadanym strukturdm schranky byly rozsivky oznaceny
jako zijici fotonické krystaly — materialy se schopnosti kontrolovat §itfeni svétla tim, ze propoustéji
pouze nékteré vinové délky (Fuhrmann and Landwehr 2004; Ozin and Hall 2003). Dale bylo
zjisténo, ze frustula centrické rozsivky Coscinodiscus walesii dokaze soustfedit svétlo o urcitych
vlnovych délkach. Tento jev byl pozorovan pomoci svétla z laserového zdroje a je zplsoben
difrakei svétla v porech frustuly (viz obr. 10, De Stefano et al. 2007). V dalSich pokusech bylo
potvrzeno, ze podobné vlastnosti ma frustula i ve vod¢ a v cytoplasmé, a tak rozsivky tento efekt
mohou vyuzivat in vivo. Nejufinngji frustula soustfedi svétlo viditelného spektra a blizké
infracervené svétlo (spektra kterd jsou vyuzitelnd pro fotosyntézu). Naopak k soustfedéni svétla
kratkych vinovych délek jako je UV zafeni, které je pro organismy Skodlivé a miize zpisobovat
genové mutace, témeét nedochazi. Tato vlastnost frustuly by mohla pfedstavovat evolu¢ni vyhodou
rozsivek, napomahajici fotosyntéze a chranici protoplast pied UV zatenim (Di Caprio et al. 2014;
Ferrara et al. 2014; Tommasi et al. 2010). Diky svym multifunkénim fotonickym vlastnostem mayji
rozsivky potencidlni Siroké vyuziti ve vyrobé mikro-opto-elektromechanickych systémt (MEMS),
jako mikrococky, fotonické krystaly nebo modely pro vyrobu biomimetickych soucastek (materidly

napodobujici ptirodni struktury, De Stefano et al. 2007; Tommasi et al. 2010).
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Obr. 9. Opticky efekt hry barev na oddélenych boc¢nich pasech frustuly rozsivky Coscinodiscus
granii pod mikroskopem s clonou pro tmavé pole. Pfevzato z Parker and Townley (2007).
Obr. 10. Prostorova distribuce svétla propusténého tékou rozsivky Coscinodiscus wailesii pro A =

Ium . Téka lezi ve vzalenosti z = - 0.6 pm — 0.4 um. Pfevzato z Tommasi et al. (2010).
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5.2 Fotoluminiscence — vyuziti frustul jako biosenzori

Dalsi zajimavou vlastnosti frustul je luminiscence (viz obr. 11, Butcher et al. 2003). Prvni
vyzkumy se zajimaly o katodoluminiscenci (luminiscence vyvoland proudem elektronll) a
fotoluminiscenci (luminiscence vyvolana elektromagnetickym zafenim) rozsivek z jednodruhovych
kultur a také ptfirodnich vzorkli. Po ozafeni laserovym paprskem o vlnové délce A = 325 nm
vykazovaly vzorky silnou fotoluminiscenci viditelnou okem, s piky v modrém a Zlutém spektru.
Poloha pikl u jednodruhovych vzorkd rozsivek byla téméf totozna s fotoluminiscenci kfemenného
skla. U vzorkli rozsivek nasbiranych v piirodé byl pozorovan vyrazn¢jsi pik ve zlutém spektru a
novy pik v ¢erveném spektru. Tyto rozdily mohou zptisobit nec¢istoty nebo také mensi rozmér pora a
siln&ji silifikované frustuly ptirodnich vzorkii (Butcher et al. 2005). Latky rtizné povahy mohou
znaén¢ ovlivnit spektrum Iuminiscence kfemicitych frustul. Po vystaveni frustuly prostredi
plynnych latek elektrofilni povahy, které od ni odtahnou elektrony (naptf. NO,, aceton, ethanol),
dojde k tlumeni fotoluminiscence (viz obr. 12). Naopak nukleofilni latky (xylen, pyridin) intenzitu
fotoluminiscene frustuly mnohonédsobné zvysi. V obou piipadech dochézi také k mirnému
bathochromnimu posunu (posun k del$im vinovym délkam) zptisobeného adsorpci pfitomnych latek
do port frustuly. Rozsivky by se tak mohly vyuZzivat jako detektory plynnych latek fungujici na
zaklad¢€ zmény jejich optickych vlastnosti (Stefano and Rendina 2005).

Vzduch
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Obr. 11. Fosforeskujici frustula rozsivky Coscinodiscus concinnus Stefano and Rotiroti (2009).
Obr. 12. Grafické zobrazeni tlumiciho efektu nékterych plynd na fotoluminiscenéni spektrum
silikovych frustul. Osa y oznacuje intenzitu fotoluminiscence v arbitrarnich jednotkach (angl.

arbitrary units, a.u.). Pfevzato z Stefano and Rendina (2005).

V nésledujicich pokusech byla prokazana vysoka citlivost této detekéni schopnosti. Intenzita

fotoluminiscence a jeji zména v reakci na pfitomnost chemickych latek je druhové specificka, a
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zavisi na nanostruktute port silikovych frustul (vétsi plocha obsahuje vys$si mnozstvi Si—OH vazeb,
které ptispivaji k zesileni intenzity fotoluminiscence; Arteaga-Larios et al. 2014). K detekci oxidu
dusicitého (NO,) frustulou rozsivky Thalassiosira rotula sta¢i jeho subpikomolérni koncentrace. Pti
koncentraci [NO,] = 10 ppm dojde k saturaci tlumiciho efektu. U frustuly Coscinodiscus wailesii je
tato saturani koncentrace dvojnasobné vyssi (Lettieri and Setaro 2008). Timto zplsobem Ize
detekovat pouze Ccisté¢ latky. Rizné latky ve smési plynit mohou vyvolané signaly (zmény
fosfoluminiscnce) navzijem rusit, a tudiZz je detekovat nelze. Aby se frustuly rozsivek mohly
vyuZzivat jako u€¢inné biosenzory, musi specificky reagovat na analyty (Stefano and Rotiroti 2009).
Kiemicité frustuly lze diky jejich povrchu s reaktivnimi Si —OH skupinami chemicky
modifikovat aminopropyltriethoxysilanem (APTES) a glutaraldehydem (GA), a vytvofit tak nova
vazebna mista pro navazani rGznych biologickych sond (napt. jednovldknovou DNA, proteiny,
enzymy nebo protilatky), které mizeme vybrat podle specifity k analyzovanym latkdm (viz obr. 13).
Timto krokem dojde v disledku zdniku OH skupin k tlumeni fotoluminiscence (vyvolané
laserovym paprskem, A = 325 nm). Stefano et al. (2008) na modifikovanou frustulu pies Protein A
(molekula zajistujici pevnou vazbu sondy k modifikované frustule a jeji spravnou orientaci)
navéazali monoklondlni mysi protilitku UN1. Analytem byl protein G23, ktery imituje epitop
antigenu rozpoznavaného touto protilatkou. Bylo prokazéno, Ze navadzana protilatka spolehlivné
rozpozna svij antigen. V duasledku interakce protilatky s antigenem byla pozorovana zvySena
intenzita fotoluminiscence, ktera byla viceméné linearné zavisld na mnozstvi antigenu. Tyto
experimenty potvrdily mozné vyuziti rozsivek jako univerzalni analytické nastroje pro biosensing

(Gale and Gutu 2009; De Stefano et al. 2008; Stefano and Rotiroti 2009).
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Obr. 13.Schématické zobrazeni funkcionalizace silikovych frustul, v tomto ptipadé se znazornénym
imunokomplexem. Crosslinker je molekula propojujici modifikovanou frustulu s biosenzorem (v

popsanych experimentech glutaraldehyd). Pfevzato z Dolatabadi and De la Guardia (2011).
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53 Syntéza nanocastic a biosorpce

Cenné kovy jsou efektivni katalyzatory pouzivané v chemickych reakcich a dalSich
primyslovych postupech. V podobé nanocastic, které maji mnohem vétsi pomér povrchu ku
objemu, lze jejich katalyzacni vlastnosti 1épe vyuzit. Nedavno védci objevili ekologicky Setrny a
levny zpisob vyroby kovovych nanocdstic a nanokompozitli, vyuzivajici schopnost organismi
tvofit anorganické materidly. Tato technika spolu s biosorpéni schopnosti nékterych organismi
napovida, ze redukce kovovych soli pravdépodobné tizce souvisi s tvorbou kovovych nanocastic
(Kratosova et al. 2013; Volesky and Holan 1995). Nevyhoda samotnych nanocastic je, ze Casto
aglomeruji a snizuje se jejich katalyticky aktivni povrch. Také je slozité pouzité nanocéstice ze
vzorku recyklovat, proto je dulezita jejich imobilizace na nosi¢. Chemicky a mechanicky stabilni
kfemicité schranky rozsivek a Supiny chrysomonad jsou pro tento ucel idedlni materidly. Na
povrchu maji reaktivni OH skupiny diky kterym lze frustuly a Supiny mnoha zplisoby modifikovat
podle pozadované funkce (Skebo et al. 2007; De Stefano et al. 2008).

Pomoci dvou druht Zivych rozsivek (Diadesmis gallica, Navicula atomus) byly UspéSné
syntetizovany zlaté nanocastice. Ke kulturdm rozsivek byl pfidan roztok kyseliny tetrachlorozlatité
[HAuCls] a béhem nasledné inkubace za laboratornich podminek doSlo k precipitaci zlatych
nanocastic na silikové frustule rozsivek a také na jejich extracelularnich polysacharidech (EPS, viz
obr. 14,15). Nanocastice navazané na EPS byly zhruba o polovinu mensi neZ nanoc¢astice vazané
pfimo na frustulu. Bylo potvrzeno, Ze po mésici jsou vzniklé nanokompozity stale stabilni (Schrofel
et al. 2011). Stejnym postupem se podatrila také biosyntéza sttibrnych nanocastic inkubaci rozsivek
s dusi¢nanem stiibrnym [AgNO;]. Bionanokompozity byly nasledné magnetizovany precipitaci
magnetitu a maghemitu na frustulu, coZ umoznuje jejich jednoduché "posbirani" pomoci magnetu a
opakované pouziti (viz obr. 16, Schrofel 2012). Stiibrné nanocastice lze také precipitovat na
frustuly zbavené organické hmoty a funkcionalizované polydiallyldimethylamonium (PDDA)
cholridem. Ten vytvofi kladn€ nabity povrch, na ktery se zdporn€ nabité stifibrné nanocastice pevné
vazou. Bylo potvrzeno Ze takto pfipravené Ag-nanokompozity jsou siln€ antimikrobialni a mohly
by se pouzivat k desinfekci vod (Panacek et al. 2013). V jinych studich se podatilo inkubaci
rozsivek Nitzchia frustulum a Stauroneis sp. v médiu obohaceném o germanium vytvofit
nanokompozity siliky s oxidem germanicitym. Pfi vy$§im poméru germania ku kiemiku v ristovém
médiu ale vznikaji defektni frustuly (Ali et al. 2011; Gutu et al. 2005). Kovové nanokompozity byly
syntetizovany také pomoci chrysofytni fasy Mallomonas kalinae, u které k precipitaci nanoc¢astic
dochdazi na jejich kiemicitych Supindch. Pomoci rozsivek a chrysofyt tak l1ze snadno a levné vyrobit
stabilni nanokompozity s kovovymi nanocasticemi, které lze vyuzit jako katalyzatory chemickych
reakci, antimikrobiadlni Céstice a obecné jako nastroje s Sirokym vyuZitim v modernich

bionanotechnologickych metodach (Asmathunisha and Kathiresan 2013; KratoSova et al. 2013).
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Obr. 14. Rozsivky ve svételném mikroskopu pied (vlevo) a 12 hodin po piidani kyseliny
tetrachlorzlatit¢ do média (vpravo). (a,c) Diadesmis gallica (b,d) Navicula atomus. Ptevzato z

Schrofel et al. (2011).
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Obr. 15. Detail zlatych nanocéstic precipitovanych na frustule a extracelularnich polysacharidech
rozsivky Navicula atomus. Fotografie ze SEM. Pievzato z Schrofel et al. (2011).
Obr. 16. Ukazka manipulace s magnetizovanymi stiibrnymi nanokompozity pomoci magnetu.

Ptevzato z KratoSova et al. (2013).
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Vysokd porozita a tim padem i veliky povrch frustul rozsivek spolu s faktem, Ze na jejich
povrchu dochazi k samovolné precipitaci nékterych kovii, z nich déla skvélé adsorbenty. Pomoci
kiemeliny byly Gsp&$né adsorbovany ionty t&zkych kova ( Pb*, Cu*’, Cd*") z roztoku o pH = 4.
Modifikaci kiemeliny oxidem manganicitym, ktery na jejim povrchu tvoii deskovité krystaly, se
zvEtsi povrch a zvysi jeho negativni naboj, coz vyrazné zlepsi adsorpéni kapacitu materialu (viz obr.
18, Khraisheh et al. 2004). Aby k adsorpci dochéazelo, musi mit adsorbent (v nasem piipade
kifemelina) opa¢ny naboj nez adsorbat (vychytavana latka). Podle povahy adsorbatu se proto povrch
kfemeliny rGzné upravuje tak, aby se zvysSila efektivita adsorpce. Arsen je vysoce toxicky kov,
kterym jsou Casto znecisténé odpadni a podzemni vody. Rozpustény ve vodé tvorfi anionty a k jeho
vychytavani se pouziva kiemelina modifikovand Zelezem (hydroxidem Zzeleznatym [Fe(OH).];
Danil de Namor et al. 2012; Pantoja et al. 2014). Jako U¢inn¢j$i adsorbent arsenu se osvédcila
kfemelina modifikovand vodnatym oxidem Zzelezitym [(Fe).Os], ktery na frustulu precipituje ve
formé stabilnich amorfnich nanocastic (Jang et al. 2006). Modifikaci nanocéasticemi nulavalentniho
zeleza (angl. nanoscale zero valent iron, nZVI) Ize z kfemeliny vytvotit multifunkéni kompozity
schopné¢ degradovat Siroké spektrum organickych 1 anorganickych polutanti. Sun et al.
(2013) potvrdili, Ze nZVI modifikovanou kiemelinu lze pouzit k efektivnimu rozkladu herbicidu
simazinu ve vod¢, a také zjistili, ze zménou reakénich podminek tvorby nanokompoziti ZVI lze
ovlivnit velikost téchto nanocéstic (viz obr. 17). Pomoci adsorpcnich a filtracnich vlastnosti
kiemeliny lze také odstranit radioaktivitu ze znecisténych odpadnich vod. Béhem tfi tydnt filtrace
odpadni vody obsahujici tfi radionuklidy ( Cs-137, Cs-134, Co-60) pies Cistou kiemelinu, byla jeji

radioaktivita sniZzena na 15% pivodni aktivity (z 2.6 Bg/ml na méné nez 0.4 Bq/ml). Radioaktivni
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Obr. 17. Detail nanocastic nulavalentniho Zeleza pfichycenych na frustule zachyceny TEM. V
popiedi foramen s vyzna¢enym primérem, v pozadi je vidét cribrum. Pfevzato z Sun et al. (2013).

Obr. 18. Krystaly oxidu manganicitého na kiemelin¢, TEM. Pfevzato z Khraisheh et al. (2004).
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54 Kremicité struktury jako nosice 1é¢iv a genii

Nanotechnologie otevird brany novym terapeutickym a diagnostickym metodam, které
umoznuji vyuziti nestabilnich nebo biologicky malo dostupnych latek, a cileni 1é¢iv do postizenych
tkani (Gordon et al. 2009). VyuZivd nano/mikronosi¢li které mohou chranit nédklad pied
fyziologickym prostfedim a zvysit tak mnozstvi doruc¢ené drogy nebo latky na misto urceni. Oviem
naroky na in vivo metody ptenosu 1éCiv (drug delivery systems, DDS) jsou vysoké a jen malo
nanonosicu se zatim dostalo do faze klinického testovani.

Synteticky vyrobené kiemicCité nanocastice se osveédCily jako efektivni DDS. Stejné jako
organické nosice jsou biokompatibilni a biodegradovatelné. Zarovén jsou velmi stabilni a jejich
povrch lze chemicky modifikovat, podobn¢ jako u nosicti anorganickych (Mai and Meng 2013). Na
povrch dutych, uméle vyrobenych kiemicitych nosica se diky rozdilnym nabojim podatilo navazat
vrstvu superparamagnetickych oxidd Zeleza, které lze ovlddat pomoci magnetického pole a
vystavenim radiofrekvenénimu magnetickému poli také ucinn€ zvySovat jejich teplotu. ZvySenim
teploty nanocastic vzroste propustnost kiemicitych nosic¢ii a dojde k urychlené difuzi ndkladu (v
tomto experimentu vitamin B12) z nosice. Touto elegantni metodou lze dalkové ovladat a ucinné

kontrolovat davkovani 1éCiv a dalSich bioaktivnich latek (Kovacik et al. 2012; Kovacik et al. 2013).

kompozitni difuze o
nosic
1 F 3 L]

cykly zahfivani [l

Obr. 19. Grafické zobrazeni kfemicitych kompozitli se superparamagnetickymi nanocasticemi a
demonstrace piisobeni radiofrekvencniho (RF) magnetického pole na difuzi transportovanych latek

(vitamin B12) z nosice. Pievzato z Kovacik et al. (2013).

Tyto syntetické nanokompozity byly v priméru 26 pum velké, a proto nevhodné pro piipadné
nitrozilni vyuziti. Je ale velmi pravdépodobné Ze stejné vlastnosti by mohly mit nanokompozity
vytvoiené z kiemicitych frustul rozsivek, jejichz velikosti se pohybuji od 2 pm do 3 mm a velikost
frustuly by se mohla vybrat podle pozadované funkce nosice (Finkel et al. 2005; Gordon et al.
2009). Bylo potvrzeno, ze rozdrcené fragmenty frustul (mens$i nez 300 nm) mohou tvofit
nanonosice o velikostech umoznujicich jejich endocytozu cilovymi buitkami. Kfemicité fragmenty

frustul byly zbaveny organické hmoty a funkcionalizovany aminopropyltriethoxysilanem (APTES),
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ktery vytvofenim kladné nabitych aminovych skupin na povrchu nosi¢li umoznil jejich nésledné
oznaceni fluorescencni sondou. Takto upravené nanokompozity byly inkubovany s plicnimi
rakovinnymi buiikami a pomoci konfokalni mikroskopie bylo potvrzeno hromadéni nanonosicl v
buiik4ch 1 v jejich jadrech (viz obr. 20). Tento objev poukazuje na vyuzitelnost kiemicitych frustul
rozsivek jako uc¢inné DDS v biomediciné¢ (Ruggiero et al. 2014) a ptedstavuje feseni pro in vivo
transport malych interferencnich ribonukleovych kyselin (small interfering RNA, siRNA), molekul
umoznujicich specifickou inhibici genové exprese. SIRNA lze vyuzivat pro terapeutické ucely u
vSech nemoci zpisobenych aktivitou jednoho nebo n€kolika gend (autoimunitni nemoci, virové
infekce, rakovina, né€které genetické poruchy). Kvili svému zapornému naboji a velikosti ale
siRNA neprostupuje membranami (Aagaard and Rossi 2007). Funkcionalizaci ktemicitych
nanocastic (z frustul rozsivek) se povedlo vytvofit stabilni noSice pro transport siRNA do lidskych
rakovinnych bunék (viz obr. 20) pficemz byla potvrzena terapeuticka aktivita transportované
molekuly pfi tomto zplUsobu dopravy do mista ucinku. Zaroven byla vyhodnocena nizka
cytotoxicita a naopak vysoka biokompatibilita t€chto nosict (Rea et al. 2014). Jako nosice je mozné
pouzit také celé uzaviené frustuly, které tvoii "kapsli" pro transportovanou latku. Byla
demonstrovana jejich funkcionalizace nanocésticemi oxidi zeleza modifikovanymi dopaminem.
Zatimco Zelezité nanocastice umoziuji ovladani kapsli pomoci magnetického pole, navazany
dopamin tvoii stabilni kotvu na kterou diky volné aminové skupiné mohou byt imobilizovany
funkéni molekuly (fluorescencni barvy, targetovaci molekuly atd., viz obr. 21, 22, Losic et al.

2010).

Obr. 20. Konfokalni mikroskopie rakovinnych buiiek oSetfenych siRNA navazanou na
funkcionalizované kiemicité nanocastice. Jadra (modrd), membrany (zelend) a siRNA (Cerneva)
byly oznaceny fluorescen¢nimi barvami. Métitko predstavuje 20 um. Pfevzato z Rea et al. (2014).

Obr. 21. SEM fotografie frustuly rozsivky Aulacoseira sp. funkcionalizované nanocasticemi oxidl

zeleza s navazanym dopaminem. Pievzato z Losic et al. (2010)
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Obr. 22. Schématické zndzornéni funkcionalizace frustuly. Navazdni dopaminem (DOPA)
modifikovanych nanocéstic oxidii Zeleza na kiemicitou schranku. Modelem je frustula rozsivky

Aulacoseira sp.. Ptevzato z Losic et al. (2010).

Pro terapeutické ucely DDS jsou nejvhodnéjsi nosice v podobé celych uzavienych frustul,
jelikoz maji velikou adsorpéni a absorpéni kapacitu, a diky tvaru "kapsli" dochéazi k
dlouhotrvajicimu uvoliiovani drogy. Po pocatecni rychlé difuzi z povrchu frustuly a jejich port se
uvoliovani ustali na velmi nizkou hodnotu, a miZze trvat i n€kolik tydni. Modifikaci povrchu
frustul riznymi hydrofobnimi a hydrofilnimi skupinami lze ovlivnit rychlost difuze
transportovanych latek. Tento efekt byl zkouman na dvou modelovych latkach. Hydrofobni
indomethacin se uvolfioval nejpomaleji z nosi¢i modifikovanych latkami nesouci hydrofilni
skupiny (APTES nebo kys. 2-karboxyethyl fosfore¢na, 2-CEPA), jelikoz byl diky opacnému naboji
elektrostaticky pfitahovan k frustule. Naopak hydrofilni gentamicin vykazoval nejpomalejsi
uvolnovani u nosi¢ti modifikovanych latkami s hydrofobnimi skupinami. Tyto experimenty ukéazaly
jak lze chemickou modifikaci silikovych frustul zdokonalit jejich vlastnosti potfebné pro funkei
nosict v DDS, a poukézaly na jejich potencidl pro vyuziti v moderni biomedicin¢ (Bariana, Aw, and

Losic 2013; Bariana et al. 2013).
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6 Zavér

S ptichodem modernich nanotechnologii zacali védci hledat nové metody vyroby materiala
vyuzitelnych pro praci v takto malém meétitku. Tam, kde soucasné znalosti techniky nestaci, mohla
by pomoci ptiroda.

Rozsivky jsou fotosyntetizujici eukaryota a nejvyznamnéjs$i primarni producenti organické
hmoty v oceanech. Tvofii kiemicité schranky (frustuly) s vysoce uspotadanou trojrozmérnou porézni
strukturou o velikosti port od nanometr az po mikrometry. Frustuly maji mnozstvi obdivuhodnych
vlastnosti, které je pfedurcuji k potenciondlnimu vyuziti v mikro-opto-elektromechanickych
systtmech (MEMS), v biosensingu a monitoraci zne€iSténi Zzivotniho prostiedi, ve vyrobé
nanocastic, a také v medicing jako nosiCe terapeutickych latek (angl. drug delivery systems, DDS).
Kiemicité Supiny chrysofyt maji stejné chemické sloZeni jako frustuly rozsivek a byly Uspésné
vyuzity k syntéze katalyticky aktivnich nanokompozitu.

Chrysofyta tvofi také duté kiemicité cysty, které se diky svému kulovitému tvaru jevi jako
ideélni struktury pro DDS. Cysty chrysofyt se vSak tvofi pouze pii pohlavnim rozmnoZovani nebo
za stresovych podminek. Da se tedy predpokladat, Ze bioprodukce cyst nebude tak Uc¢inna jako
produkce frustul rozsivek, které vznikaji pfi vegetativnim rozmnoZovani, coz je hlavni zpisob
rozmnozovani rozsivek.

Vzhledem k tomu, Ze syntetickd vyroba kiemicitych nanostruktur je komplikovana a draha,
1ze oc¢ekavat, Ze strukturné pokrocilej$i materialy vzniklé biosilifikaci rozsivek a chrysofyt se budou

v nanotechnologiich vyuzivat stale astéji.
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