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Abstrakt  

 Nanočástice představují v současné době progresivní oblast vědeckého výzkumu. 

Možnost syntetizovat je podle požadovaných parametrů otevírá možnosti pro jejich široké 

využití i v biomedicíně. Jedním z příkladů jsou nanočástice schopné detekovat buněčné děje, 

například pH. Již víme, že pH zdravé a rakovinné buňky se liší opačným gradientem na 

intracelulární a extracelulární straně membrány. V tomto kontextu se tato práce zabývá studiem 

fluorescenčních křemíkových nanočástic (SiNP) testovaných na buněčné linii lidských 

keratinocytů ze zdravého dárce (HaCaT) a z dárce s rakovinou kůže (A431). Po zjištění, že ani 

nejvyšší použité koncentrace SiNP nepůsobí cytotoxicky, mohly být dále studovány pomocí 

fluorescenční, konfokální a super-rezoluční mikroskopie. Aby bylo možné posoudit pH 

detekční vlastnosti těchto SiNP, byla zavedena metoda na měření intracelulárního pH 

fluorescenční raciometrickou sondou SNARF-1 pomocí fluorescenční spektroskopie a 

průtokové cytometrie. Jelikož jsou hodnoty pH intracelulárního prostředí úzce spjaty 

s buněčným metabolismem, byl taktéž charakterizován a porovnán metabolismus buněk linie 

A431 a HaCaT. K tomu byly využity metody pro měření spotřeby analogu glukózy (2-NBDG) 

a poměrně nová metoda na měření metabolismu v reálném čase SeaHorse. Rozdíly pozorované 

mezi buněčnou linií A431 a HaCaT na více úrovních by mohly poukazovat na jejich možné 

využití jako modelu v diagnostice rakoviny. 

 

Klíčová slova:  

 SiNP, SNARF-1, keratinocyty, mikroskopie, fluorescence, intracelulární pH, 

metabolismus, glykolýza 
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Abstract 

 Nanoparticles (NP) are currently a progressive area of scientific research. The 

possibility of synthesizing them according to the required parameters opens up possibilities 

for their wide use also in biomedicine. One example is a nanoparticle that can detect cellular 

processes, such as pH. We already know that the pH of healthy and cancer cells differs by the 

opposite gradient on the intracellular and extracellular side of the membrane. In this context, 

this work deals with the study of fluorescent silicon nanoparticles (SiNP) tested on a human 

keratinocyte cell line from a healthy donor (HaCaT) and from skin cancer donor (A431). 

Once found that even the highest concentrations of SiNP used are not cytotoxic, they can be 

further studied by fluorescence, confocal and super-resolution microscopy. In order to assess 

the pH detection properties of these SiNPs, a method for measuring intracellular pH with a 

fluorescent raciometric probe SNARF-1 using fluorescence spectroscopy and flow cytometry 

was introduced. Since the pH values of the intracellular environment are closely related to 

cellular metabolism, the metabolism of A431 and HaCaT cells was characterized and 

compared. To do this, methods for measuring analog glucose consumption (2-NBDG) and 

another new method for measuring real-time metabolism SeaHorse were used. The 

differences observed between the A431 and HaCaT cell lines at multiple levels could indicate 

their possible use as a model in cancer diagnosis. 

 

Keywords: 

SiNP, SNARF-1, keratinocytes, microscopy, fluorescence, intracellular pH, metabolism, 

glycolysis 
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Seznam zkratek 

2-NBDG   2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2- 

   deoxyglukóza 

ATP   adenosintrifosfát (z angl. adenosintriphosphate) 

BCECF  2′,7′-Bis-(2-carboxyethyl) -5-(and-6-) carboxyfluorescein 

BR    průchozí světlo (z angl. bright field) 

CA    karboxyanhydráza (z angl. carbonicanhydrase) 

Cdk    cyklin dependentní kináza 1 

DAPI    4',6-Diamidino-2-fenylindol (z angl. 4',6-Diamidino-2- 

   phenylindol) 

DMEM   modifikované základní médium (z angl. Dulbecco´s Modified 

   Eagle Medium) 

DNA    deoxyribonukleová kyselina (z angl. Deoxyribonucleic Acid) 

DT    doubling time 

ECAR    hodnota extracelulární okyselování (z angl. Extracellular  

   Acidification Rate)  

EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctová     

                (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 

FACS    průtoková cytometrie (z angl. Fluorescent Activated Cell Sorting) 

F6P    fruktózy-6-fosfát (z angl. fructose-6-phosphate) 

FBS    fetální bovinní sérum 

FITC    fluorescein-5-isothiokyanát z (angl. fluorescein-5-isothiocyanate) 

F-R    křemíkové nanočástice šarže F pouze s Rho B 

F-RF    křemíkové nanočástice šarže F s Rho B i FITC 

GA    glutaraldehyd  

https://cs.wikipedia.org/wiki/Angli%C4%8Dtina
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MFI   průměr intenzity fluorescence (z angl. Median Fluorescence 

   Intensity) 

MTS   3-[4,5,dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-carboxymethoxy-phenyl]-2-[4- 

   sulfophenyl]-2H-tetrazolium 

NHDF   normální lidské dermální fibroblasty (angl. Normal Human 

   Dermal Fibroblasts) 

NHE antiporter  sodík-vodíkový antiporter (z angl. sodium-hydrogen exchanger) 

OCR    spotřeba kyslíku při oxidační fosforylaci (z angl. Oxygen  

   Compsuption Rate) 

PEG   polyethylenglykol 

PBS   fosfátový pufr (z angl. Phosphate Buffered Saline) 

PFK1    fosfofruktokináza 1 (z angl. phosphofruktokinase 1) 

PI    polydisperzní index 

RBITC  Rhodamin B isothiokyanát (z angl. Rhodamin B isothiocyanate) 

Rho B    Rhodamin B 

RT    pokojová teplota (z angl. room temperature) 

SiNP(s)   křemíkové nanočástice (z angl. Silicon Nanoparticles) 

SNAFL  seminaftofluorceiny  

SNAFR   seminaftofluoron  

SNARF   seminaphtharhodafluor 

SNARFs   seminaftorhodafluory  

STED    super-rezoluční mikroskopie (z angl. Stimulated Emission  

   Depletion) 

TEM   transmisní elektronová mikroskopie 
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1 Úvod 

 Nanočástice (NP) představují poměrně mladý, ale velmi dynamicky rozvíjející se 

obor zasahující do rozličných odvětví výzkumu jako jsou povrchové úpravy materiálů 

(Rezek et al. 2011) nebo znečišťování ovzduší spalovacími motory (Rönkkö et al. 2014). 

Neznamená to, že nanočástice jsou staré několik desítek let, ale teprve s rozmachem 

techniky, tedy i metod schopných takto malé objekty pozorovat bylo možné zkoumat 

jejich vlastnosti a uvažovat o jejich využití (1981 – vynález rastrovacího tunelového 

mikroskopu/řádkovací tunelový mikroskop). Díky stále dokonalejším a dostupným 

prostředkům se také otevřela možnost syntetizovat nanočástice zcela podle požadovaných 

parametrů. Nanočástice mohou nabývat různých tvarů, velikostí a zejména mohou být 

povrchově optimalizovány pro konkrétní využití. Pokud uvažujeme o použití nanočástic 

v biomedicíně nebo v biotechnologiích, je nutné vybrat takový materiál, jež nebude 

cytotoxický pro cílové buňky nebo organismus. Do této skupiny lze zařadit například 

křemík (Si), který je považován pro lidské tělo za biokompatibilní prvek, jelikož je jeho 

přirozenou součástí. Jak bylo zmíněno, tyto nanočástice lze modifikovat. Globální střed 

zájmu mnoha vědeckých skupin je bezesporu kancerogeneze a způsoby, jak tyto buněčné 

změny detekovat, popřípadě jakými mechanismy maligní transformaci zabránit. Nově 

vyvinuté křemíkové nanočástice se mohou stát jedním z mnoha přístupů, jak detekovat 

tyto změny v intracelulárním prostředí, jež se projevují mimo jiné i změnou hodnot pH. 

Je známo, že intracelulární prostředí rakovinné buňky se v důsledku extracelulárního 

okyselování stává zásaditějším. U zdravé buňky zůstávají hodnoty pH uvnitř buňky 

v úzkém rozmezí pH neutrálních hodnot. Změny pH hodnot lze detekovat například 

změnou fluorescence pH senzitivního fluoroforu fluorescein-5-isothiokyanátu (FITC). 

Pokud na SiNP připojíme fluorofor nezávislý na pH (Rhodamin B), poskytující údaj o 

lokalizaci nanočástice a současně konjugujeme SiNP s pH senzitivním fluoroforem FITC, 

lze na základě fluorescence FITC analýzou obrazu vyhodnotit pH v místě, kde se taková 

nanočástice nachází.  Naše laboratoř vedená paní doc. RNDr. Marií Hubálek Kalbáčovou, 

PhD., jež se dlouhodobě zabývá interakcí buněk s různými nanomateriály (z uhlíku, 

křemíku, zlata) se proto zaměřila na studium těchto fluorescenčních nanočástic na 

buněčnou linii lidských keratinocytů HaCaT a buněčnou linii lidských keratinocytů 

pocházející z pacienta s rakovinou kůže (A431). Hodnoty pH intracelulárního prostředí 

jsou taktéž úzce spjaty s buněčným metabolismem a vzájemně se ovlivňují. V této 

mailto:mkalb@lf1.cuni.cz
mailto:mkalb@lf1.cuni.cz
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souvislosti byly rovněž zařazeny metody charakterizující metabolismus buněčné linie 

A431 a HaCaT. 
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2 Cíle práce 

Cílem práce je charakterizovat in vitro nově vyvinuté křemíkové nanočástice 

(fluorescenční sondy) v různých buněčných systémech. 

1) Charakterizovat vliv připravených nanočástic na životaschopnost buněčných linií 

lidských keratinocytů (rakovinných A431 a zdravých HaCaT) a fibroblastů 

(NHDF). 

2) Vizualizovat a lokalizovat připravené nanočástice po interakci s buňkami lidských 

linií pomocí dostupných zobrazovacích technik. 

3) Zavést metody na měření buněčného metabolismu a vnitrobuněčného pH pomocí 

standardních metod a tím si nakalibrovat systém pro měření vnitrobuněčného pH 

pomocí připravených fluorescenčních sond. 

4) Charakterizovat vnitrobuněčné pH pomocí připravených fluorescenčních sond.  
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3 Přehled literatury 

3.1 Buněčné pH 
  

 Hodnota pH je jednou z veličin charakterizujících buněčný systém. Vodíkové 

ionty udávají makromolekulám jak strukturu, tak náboj a tím předurčují jejich chování. 

Vodíkové protony hrají taktéž zásadní roli jako energetické platidlo v buňce generováním 

protonmotivní síly (hnací síla pro pohyb protonů přes membránu založená na koncentrací 

vodíkových iontů vně membrány a transmembránovém potenciálu).  

 pH můžeme obecně definovat jako kvantitativní vyjádření míry kyselosti nebo 

zásaditosti vodného či jiného tekutého roztoku. Obecný vzorec vyjadřuje záporný 

dekadický logaritmus aktivity oxoniových kationtů. 

 

 Vnitrobuněčné pH je velmi striktně udržováno v úzkém rozmezí hodnot a jeho 

výkyvy značí patologické stavy jako rakovina (Lagadic-Gossmann et al. 2004), apoptóza 

(Webb et al. 2011) nebo Alzheimerova choroba (Davies et al. 1993). Z tohoto důvodu 

disponuje buněčné pH značným potenciálem zejména pro diagnostické použití 

v biomedicíně.  

 Aby bylo možné cytosolické pH udržet v úzkém rozmezí fyziologických hodnot, 

bylo nutné vyčlenit například reakce generující radikály do oddělených kompartmentů. 

Obecně vyvinutější formy buněk mají svůj vnitřní prostor rozčleněný do membránou 

obalených organel. Tímto způsobem je zajištěno specifické prostředí zahrnující i rozdílné 

hodnoty pH pro speciální chemické děje, jež nemohou proběhnout v podmínkách 

cytosolu. 

 Za fyziologických podmínek je nízké pH udržováno ve specializovaných 

buněčných organelách účastnících se endosomální dráhy, kde postupně klesá až k nejnižší 

hodnotě 4,7 v lysozomu. Naopak pH matrix mitochondrie je považováno za mírně 

zásadité, jak je znázorněno na obrázku č.1 (Casey and Grinstein 2009). Za zajištění 

odlišných hodnot pH v různých organelách je odpovědná široká škála iontových 

transportérů. 
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Obr. č. 1.: Buněčné kompartmenty prototypické savčí buňky s odpovídajícími hodnotami pH, jež byly 

nasbírány z různých zdrojů. Převzato z (Casey and Grinstein 2009). 

 

3.2 Regulace vnitrobuněčného pH 
 

 Udržování hodnot pH v buněčných organelách je v první řadě chráněno pH 

pufrační kapacitou roztoku, což je pojem pro schopnost konkrétního roztoku udržet 

lokální pH v jistém rozmezí i po přidání silné kyseliny nebo zásady. Koncentrovanější 

pufr snáší větší výkyvy pH, zředěním se tato schopnost snižuje. Je vyjádřena podílem 

počtu kyselých a alkalických ekvivalentů, jež jsou potřebné ke změně pH. Jako kyseliny 

se v prostředí buňky mohou chovat postranní řetězce aminokyselin a jako zásady 

fosfátové skupiny (Roos and Boron 1981). Například neustálý vliv oxidu uhličitého (CO2) 

na savčí buňky, jež prochází volně membránou, může nabývat protonovaného stavu 

kyseliny uhličité (H2CO3) a tím se taktéž chovat jako pufr. Role pufru bude na příkladu 

hemoglobinu dále popsána. 

 Ovšem je zapotřebí i dalších regulačních mechanismů, jelikož chemické děje 

v cytosolu jako je syntéza ATP a zároveň tok kladně nabitých iontů z prostředí buňky 

(v důsledku negativně nabitého vnitřku membrány) mají tendenci cytosol buňky 

okyselovat. 
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 K udržení cytosolického pH zdravé buňky na lehce alkalické straně (za 

fyziologických podmínek se pohybuje kolem hodnoty pH 7,2) je třeba odčerpávat část 

protonů a jejich ekvivalentů z buňky do okolí. Tento děj je energeticky náročný, tudíž 

využívá energii ve formě ATP. Ačkoliv některé typy epiteliálních buněk mají výměnný 

transport vodíkových protonů přímo za spotřeby ATP obsažené ve své membráně, tyto 

protonové pumpy (ATPázy typu V) nejsou zásadní pro udržení cytosolického pH. Tuto 

rovnováhu zajišťují transportéry, konkrétně kombinace symportérů a antiportérů. Ty 

pumpují protony proti elektrochemickému gradientu za současné vazby dalšího substrátu. 

V případě symportérů takový substrát dovolí protonovým iontům jejich kontransport, 

jelikož pro tento děj poskytují svojí energii. V případě antiporterů funguje substrát jako 

výměnný ekvivalent za protonový iont. 

 Evolučně konzervovaný mechanismus k ochraně buňky před nežádoucím 

okyselením je antiport vodíkových iontů za jednomocné sodíkové nebo draslíkové ionty, 

u savců zejména znám jako NHE antiporter (Na/H exchanger).  

 Do širší rodiny těchto transportérů patří i NHE1, jež je součástí většiny membrán 

savčích buněk a významně se podílí na kontrole pH v buňce, k čemuž využívá 

elektrochemický gradient udržovaný Na/K pumpou. V buňce je udržovaná 

několikanásobně nižší koncentrace sodíkových iontů, tudíž velmi ochotně dochází 

k výměně sodíkových iontů za vodíkové, směřované ven z buňky. Avšak pH ve zdravé 

buňce zůstává i tak nižší, než je tomu na její vnější straně, a to kvůli snížené aktivitě 

NHE1 při pH vyšší nebo rovno 7,2. Pokud se vodíkové ionty začnou kumulovat 

v cytosolu, aktivita NHE1 opět vzrůstá a chrání tak buňku před překyselením (Fuster et 

al. 2008; Aronson 1985). 

  Savčí buňky jsou pod vlivem všudypřítomného hydrogenuhličitanu (HCO3)
- 

v extracelulárním prostředí. Exportem chloridového aniontu výměnou za 

hydrogenuhličitan lze dosáhnout zvýšení intracelulárního pH. Intracelulární (HCO3)
-  je 

enzymem karboxyanhydrázou (CA) přeměněn na kyselinu uhličitou (H2CO3). Ta se 

posléze štěpí na vodu a oxid uhličitý, jež může dále difundovat membránou pryč z buňky 

a tvořit opět (HCO3)
- (Casey and Grinstein 2009). Pro ilustraci znázorněno na chování 

erytrocytu v plicích (obr.č.2.). V plicích se koncentrace volných vodíkových 

iontů  snižuje, což zapříčiňuje zvýšení pH cytoplazmy erytrocytu a je stimulována vazba 

kyslíku na hemoglobin. Oxygenovaný hemoglobin v daleko menší míře váže vodíkové 
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ionty než deoxygenovaný, uvolněný vodík je společně s hydrogenuhličitanem přeměněn 

na vodu a oxid uhličitý, který je v plicích uvolněn. Volný H+ je přeměnen na vodu, 

chloridový aniont je vyloučen výměnou na hydrogenuhličitan. 

 

Obrázek č. 2.: Oxygenace hemoglobinu a uvolnění CO2 z erytrocytu v plicích. Písmeno E symbolizuje 

enzym karboxyanhydrázu (převzato z Institut Galenus). 

pH zdravých vs rakovinných buněk 

 Při kancerogenezi dochází k mnoha změnám v metabolismu, fenotypu i genové 

expresi. Jedním z hnacích motorů těchto změn se zdá být i měnící se hodnoty pH, jak 

extracelulárně, tak zejména intracelulárně. Metabolismus pH rakovinných buněk 

vykazuje opačný trend, než je tomu u buněk zdravých. U rakovinných buněk je 

pozorováno snížení pH v extracelulárním prostoru, zatímco pH cytosolu je z toho 

důsledku mírně zvýšené (pH 7,3-7,6 v rakovinné buňce vs 7,2 ve zdravé buňce). Tento 

jev provází počátek maligní transformace buněk (Reshkin et al., 2000).  

 Dalo by se předpokládat, že zrychlením metabolismu a proliferace rakovinných 

buněk bude mít za následek zvýšenou kumulaci kyselých produktů z metabolismu, tudíž 

intracelulární pH buňky se bude snižovat. Nicméně, právě zvýšením produkce 

transportérů iontů podílejících se z většinové části na regulaci intracelulárního pH, změní 

hodnoty intracelulárního pH opačným směrem. Blokátory těchto transportérů (NHE1) se 

jeví jako možnost pro protinádorovou terapii (Boedtkjer et al. 2012). Předpokládá se, že 

zvýšená produkce iontových transportérů ovlivňuje buněčné procesy jako proliferace, 

migrace a metabolismus ku prospěchu rakovinné buňky (White et al. 2017a). 

 Již víme, že za zvýšeným pH intracelulárního prostředí stojí zvýšená produkce i 

odlišné zastoupení transportéru iontů (Cong et al. 2014; Reshkin et al. 2014). Zbývá 
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objasnit, jak přesně tento jev ovlivňuje proliferaci. V buněčném cyklu zdravé buňky 

umožňuje dočasné zvýšení intracelulárního pH přechod z S fáze do G2/M fáze 

udržováním vyšších hladin cyklinu B, potažmo fosfatáz, jež defosforylují inhibiční cyklin 

dependentní kinázu 1 (Cdk1) (Putney and Barber 2003). V rakovinných buňkách je tento 

stav zvýšeného pH soustavně udržován, tudíž nutí buňku k další proliferaci, jak bylo 

pozorováno na studii fibroblastů (Putney and Barber 2004). Naopak snížení 

intracelulárního pH vede k apoptóze a to jak cestou aktivací kaspáz, tak i uvolněním 

cytochromu c z mitochondrie (Lagadic-Gossmann et al. 2004). Je zřejmé, že toto není pro 

rakovinnou buňku žádoucí, bohužel tato oblast není dostatečně prozkoumána. 

 Dalším často pozorovaným rozdílem mezi zdravými a rakovinnými buňkami je 

přednostní zpracování glukózy v procesu glykolýzy na úkor oxidativní fosforylace. 

Glukóza poskytuje po rozštěpení energii ve formě ATP. V savčích buňkách může být 

produktem glykolýzy a následné fermentace laktát nebo CO2 pocházející z oxidativní 

fosforylace v mitochondriích. U nádorových buněk je pozorován zvýšený příjem 

glukózy, která směřuje zejména do glykolýzy produkující laktát, ačkoliv se nenachází 

v anaerobních podmínkách a oxidativní fosforylace je tudíž možná. Tento jev označujeme 

jako Warburgův efekt. (Liberti and Locasale 2016). Předpokládá se, že nádorová buňka 

tak negativně ovlivňuje hromadění kyslíkových radikálů pocházejících z oxidativní 

fosforylace v mitochondriích a zároveň se tak lépe adaptuje v hypoxických podmínkách. 

Do extracelulárního prostoru jsou v důsledku zvýšené fermentace vylučovány vodíkové 

ionty, tím dochází k okyselování okolí nádorové buňky a usnadňuje tak její invazi. Tuto 

změnu pH špatně snáší okolní zdravé buňky a podstupují ve zvýšené míře apoptózu a 

nekrózu (Estrella et al. 2013).  

 Zvýšená poptávka rakovinných buněk po glukóze přímo souvisí se zvýšenou 

produkcí laktátu vznikajícím glykolýzou. pH senzitivní enzymy účastnící se glykolýzy 

(Reshkin et al. 2014; Damaghi et al. 2013) jsou částečně zodpovědné za zvýšení 

intracelulárního pH, jež kladně ovlivňuje tok glukózy glykolýzou (Miccoli et al. 1996; 

Dietl et al. 2010; Peak et al. 1992; Dechant et al. 2010). Spekulovanými enzymy jsou 

laktát dehydrogenáza a fosfofruktokináza (PFK-1). S přechodem rakovinných buněk na 

glykolýzu souvisí i zvýšená aktivita nebo exprese enzymů účastnících se tohoto procesu 

a jejich produktů. Patří mezi ně laktátdehydrogenáza A, jež je jeden z indikátorů značně 

metastazujících rakovinných buněk. Jeho důležitou roli potvrzuje fakt, že jeho utlumením 

došlo k zpomalení růstu nádoru (Fantin et al. 2006; Le et al. 2009).  
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 Rozhodujícím enzymem v glykolýze je fosfofruktokináza 1 (PFK-1), jež je taktéž 

pH senzitivní s optimem (se zvýšenou aktivitou) mezi pH 7 a 7,4 (Andrés et al. 1990). 

Byla pozorována jednak zvýšená exprese tohoto enzymu v buňkách vykazujících 

rakovinný fenotyp (fenotyp rakoviny), zároveň v rakovinných buňkách byla pozorována 

vyšší míra glykosylace  omezující aktivitu enzymu (Yi et al. 2012). Laktát dehydrogenáza 

i fosfofruktokináza tak nabízí další ovlivnitelné body vedoucí k přechodu zdravé buňky 

na rakovinnou. Zatím bohužel schází dostatečné podklady, jak tyto pH senzitivní aktivita 

těchto enzymů funguje na molekulární úrovni. U PFK-1 byl pomocí jeho krystalové 

struktury identifikován His208 jako konzervovaná část ve všech těch izoformách PFK-1 

(Webb et al. 2015). Při nízkém pH dochází k jeho protonaci a tím se zkomplikuje vazba 

jeho substrátu - fruktózy-6-fosfátu (F6P), meziproduktu glykolýzy. Meziprodukt F6P 

tedy obtížněji postupuje do další reakce a tím je negativně ovlivněna hlavní metabolická 

dráha rakovinné buňky (White et al. 2017b). 

 

3.3 Sondy pro měření pH 
 

 Intracelulární pH lze stanovit různými metodami. Je možné použití 

mikroelektrody uvnitř buňky, dále fluorescenční látky, a nakonec nukleární magnetickou 

rezonancí. Z výše uvedených se budu již dále věnovat pouze metodě fluorescenční sondy, 

jelikož je nejpřesnější a zároveň relativně nenáročná.  

 Princip fotoluminiscence již hraje významnou roli v metodách výzkumu 

i diagnostiky. Jde o jev, kdy po dodání vnější energie (elektromagnetického záření) dojde 

k excitaci elektronů v atomu fotoluminiscentní látky do vyšších energetických vrstev 

(excitace – absorpce energie), poté nevyhnutelně dochází k návratu do původního stavu 

za vyzáření energie (emise) – fotoluminiscence. Fotoluminiscence se dále dělí na 

fosforescenci a fluorescenci. V případě fluorescence jsou zdrojem energie fotony, 

například UV záření a na rozdíl od fosforescence dochází po odstavení zdroje energie 

k okamžitému vyhasnutí.  

 Fluorescenční molekuly, fluorofory nebo fluorochromy, jsou takové chemické 

látky, které jsou schopné prostřednictvím obsažené reaktivní sloučeniny vázat nukleofilní 

skupiny (OH, SH, ...). Dále je možné fluorofory rozdělit na vnitřní a vnější. Vnitřní 

fluorofory se vyskytují přirozeně. Mezi ně lze zařadit některé proteiny (např. hemoglobin) 
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vykazující záření ve spektru UV. Tuto schopnost jim poskytují obsažené aromatické 

aminokyseliny. Vnější fluorofory jsou přidávány k substrátu, který nemá fluorescenční 

vlastnosti, a mají za úkol takový substrát označit. Proto jsou mnohem častěji využívány, 

a to ve formě fluorescenčních sond nebo značek. 

 Fluorescenční značky se vážou k substrátu kovalentními vazbami, mezi 

nejznámější patří FITC (fluorescein-5-isothiokyanát). Jeho emisní maximum se nachází 

při 519 nm, což odpovídá fluorescenci v zeleném spektru. Jeho limitem i předností je 

citlivost k okolnímu pH. Deriváty odvozené od FITC jsou bohužel náchylné k vysvícení 

způsobené světelným zářením a jejich vyšší disociační konstanta pKa přispívá k vyšší 

citlivosti na okolní pH. Citlivost fluoroforu FITC na okolní pH může být naopak 

využíváno cíleně právě k jeho detekci. Sledování fluorescence FITC v úzkém rozmezí 

hodnot charakteristických pro intracelulární prostředí bude jednou ze stěžejních témat 

této diplomové práce a bude dále podrobně rozebráno. Nově modifikované fluorescenční 

značky obsahující atomy boru tyto limitující vlastnosti do určité míry potlačují. 

 Fluorescenční sondy se váží k substrátu nekovalentně a často poté mění i své 

fluorescenční vlastnosti. Příkladem může být pozorování změny konformace bílkovin 

nebo membránového potenciálu. Z důvodu slabé fluorescence nukleových kyselin jsou 

zejména důležité pro vizualizaci chromozomů. Typickým zástupcem fluorescenčních 

sond je DAPI (4',6-Diamidino-2-fenylindol), který nespecificky označí veškerou 

jadernou DNA, tím že se váže do malého žlábku DNA dvoušroubovice (Kočárek et al., 

2010). 

 Výhodou těchto fluorescenčních sond je jejich snadná aplikace prakticky k 

jakémukoliv vzorku, relativně snadné zacházení a dostupnost (Terai and Nagano, 2013). 

Obecně schopnost fluoroforů o malé molekulové hmotnosti připojit se k libovolným 

makromolekulám poskytuje taktéž širokou nabídku využití v závislosti na potřebách 

konkrétního experimentu (Klymchenko 2017).  
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 Internalizace fluorescenčních sond do buněk .  

 Navzdory tvrzení, že fluorescenční sondy mohou být aplikovány k širokému 

spektru vzorků, mohou také významně poškodit fyziologický stav buňky, například 

narušením buněčné membrány. Elegantním řešením jsou takové fluorescenční sondy, jež 

jsou ve formě acetoxymetyl esteru schopné projít buněčnou membránou do nitra buňky, 

kde pak vlivem buněčných esteráz dochází k odštěpení acetoxymetylu. Výsledkem je 

uvěznění zbytku nabité molekuly (např. SNARF-1 - Seminaphtharhodafluor) v cytosolu, 

zobrazeno na obrázku č. 3 (Hinton et al. 2009). 

 

Obr. č. 3: Přechod mezi fluorescenčním a nefluorescenčním stavem AM nebo esterů acetátu. (převzato z 

Han and Burgess 2010).  

 

 Kvalitativní stanovení pH je umožněno takovými fluorescenčními indikátory 

(sondami), jež se budou rozsvěcet a zhášet v úzkém rozmezí pH. Takové podmínky jsou 

schopné zajistit právě raciometrické fluorofory.  

 V návaznosti na problematiku pH ve zdravých a rakovinných buňkách se dostává 

takovým pH senzitivním raciometrickým fluoroforům velké pozornosti. Princip spočívá 

v různé sensitivitě senzoru k vodíkovým protonům při odlišných vlnových délkách emise 

nebo excitace. U takových fluoroforů se měří intenzita fluorescence ve dvou specifických 

vlnových délkách emise nebo excitace, jež závisí na okolních podmínkách sondy, jež je 

v tomto případě lokální pH. Kalibrací poměrů těchto intenzit je možné stanovit hodnoty 

pH.  

 Mezi nejznámější třídy fluorescenčních indikátorů se řadí sondy založené na 

molekule fluoresceinu, z nichž nejhojněji využívaným zástupcem je 2′,7′-Bis-(2-

carboxyethyl) -5-(and-6-) carboxyfluorescein (BCECF). Tato sonda byla prvně uvedena 

pro měření intracelulárního pH s širokým polem působením roku 1982 (Rink et al., 1982). 
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V tomto případě pH ovlivňuje absorbanci snímanou ve dvou vlnových délkách, zatímco 

emisní maximum je určené pouze jedno. 

  

 SNARF-1 

 Další neméně významnou skupinou jsou raciometrické indikátory založené na 

benzoxanthanech. Zahrnuje sondy jako seminaftofluorony (SNAFR), 

seminaftofluorceiny (SNAFL) a seminaftorhodafluory (SNARFs), jež byly na trh 

uvedeny před 30 lety  firmou Molecular Probes (dnes Life Technologies, Whitaker et al. 

1991).  

 Na rozdíl od BCECF, pH sonda SNARF-1 má jedno excitační maximum, zatímco 

intenzita emise je měřena ve dvou vlnových délkách v závislosti na pH. Tento princip lze 

dobře ilustrovat na chování sondy seminaftorhodafluor (SNARF-1) na obrázku č. 4, kdy 

v kyselém prostředí měříme emisní maximum za vlnové délky 580 nm, zatímco 

v zásaditém prostředí se se toto emisní maximum přesouvá do vlnové délky 640 nm.  

 

Obr. č. 4.: Průběh fluorescence sondy SNARF-1 ve dvou různých emisních maximech. První emisní 

maximum nastává v kyselém prostředí (pH<pKa) při 580 nm, zatímco v zásaditém prostředí (pH>pKa) 
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pozorujeme emisní maximum při 640 nm. Poměr intenzit fluorescence (I) měřených při emisi 640 nm a 

580 nm (I640/I580) umožňuje stanovit hodnotu intracelulárního pH. Převzato z (Méndez-Ardoy et al. 

2020). 

  

 

3.4 Nanočástice 
 

 Nanočástice jsou klasifikovány jako objekty s průměrným rozměrem 1-100 nm. 

V současné době je nanočásticím a rozvíjejícím se nanotechnologiím věnována značná 

pozornost vědců i laické veřejnosti. To může vyvolávat dojem, že nanočástice před 

několika desítkami let (1990) snad neexistovaly. Není tomu tak, nanočástice se 

v masivním množství uvolňovaly například při sopečných erupcích doprovázející 

přirozené přírodní děje na Zemi, s příchodem člověka se nanočástice uvolňují taktéž při 

pouhém rozdělání ohně. Po průmyslové revoluci je to právě lidská činnost, jež generuje 

značný podíl nanočástic do okolního prostředí. Teprve strmým vývojem techniky je 

možné nejen tyto částice pozorovat, ale taktéž je syntetizovat de novo. Jejich význam 

nabírá na důležitosti ve spojení s ochranou přírody i lidského zdraví (pro ilustraci 

azbestová nanovlákna, jež se díky svému jehlicovému tvaru „zapíchnou“ do plicní tkáně 

a tím ji výrazně poškozují). Perspektivní budoucnost je čeká i díky jejich možnému 

využití v biomedicíně (např. doprava léčiv, biosenzory, …). 

 Vstup nanočástic do buňky 

 Nanočástice mohou vniknout do buňky pomocí endocytózy jež dále zahrnuje dva 

podtypy: fagocytózu a pinocytózu (Kafshgari et al. 2015). 

 Fagocytóza je přednostně využívána většími nanočásticemi nebo jejich klastry 

(měřící v průměru více než 500 nm). Touto vlastností disponují například buňky 

imunitního systému, makrofágy a neutrofily. Dochází k navázání nanočástice na 

membránový receptor, membrána buňky vytvoří panožku obkružující nanočástici a ve 

formě fagozomu ji transportuje do cytoplazmy. 

 Pinocytóza se dále větví na klatrinem zprostředkovanou endocytózu a na klatrinu 

nezávislou endocytózu zahrnující mikropinocytózu, kaveolinem zprostředkovanou 

endocytózu a další specifické příklady pinocytózy (například využívající Rho GTPázu) 

(Kafshgari et al. 2015).  
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 Klatrinem zprostředkovaná endocytóza zprostředkovává transport většiny 

přijatého materiálu do buňky. Transport specifického materiálu je zajištěn pomocí 

receptorů nebo na základě hydrofobních a elektrických interakcí mezi pohlcovaným 

materiálem a membránou. Na nanočástici je připojen ligand cílící na konkrétní 

membránu. Následně je tento komplex rozeznán receptorem, membrána invaginuje 

dovnitř buňky a vytváří se klatrinem zpevněná jamka. Postupná invaginace vyústí 

v odškrcení váčku dovnitř cytopasmy, kde postupuje endocytickou dráhou až do 

lysozomu. Tato metoda je hojně využívána v dopravě léčiv do buňky (Karimi et al. 2016).  

 V případě kaveolinem zprostředkované endocytózy se taktéž tvoří invaginováním 

membrány jamka, jež má tvar baňky. Po jejím odškrcení váček putuje ve většině případů 

endocytickou drahou taktéž do lysozomu. Bylo ale pozorováno, že v případě kaveolinem 

zprostředkované endocytózy je možné obejít lysozom, tudíž citlivý náklad jako DNA 

zůstane zachována (Rejman et al. 2008).  

 Posledním významným způsobem transportu nanočástic do buňky je 

makropinocytóza, taktéž uzpůsobená pro rozměrnější nanočástice a taktéž využívající 

aktin jako fagocytóza. Makropinocytózou je pohlcena extracelulární tekutina obsahující 

i nanočástice. K tomuto ději dochází zejména, pokud není možné využít jiný způsob 

endocytózy (Kuhn et al. 2014).  

Aplikací specifických inhibitorů konkrétních typů endocytózy lze určit nebo vyvrátit 

vstupní mechanismus nanočástice do buňky. 

 Vliv velikosti nanočástice 

 Je zřejmé, že tato vlastnost se významně podílí na schopnosti nanočástice 

procházet buněčnou membránou, což bylo ověřeno v teoretické studii využívající difúzní 

model. Nejrychlejší průnik membránou byl stanoven u nanočástic s poloměrem 27-30 nm  

(Gao et al. 2005). V jiné studii byl vypočten ideální poloměr nanočástice na 25 nm, což 

podporuje výše zmíněný výsledek (Yuan and Zhang 2010). Je nutné připomenout, že 

vypočítané rozměry nanočástic byly stanoveny v modelových podmínkách, za 

fyziologických podmínek se nanočástice mají tendenci shlukovat. Výsledkem je tvorba 

aglomerátů o neznámých rozměrech a tvarech, jež se samozřejmě podepíše na způsobu 

vniku do buňky (Albanese and Chan 2011).  
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 Vliv tvaru nanočástice 

 Tvar nanočástice hraje taktéž důležitou roli. Nanočástice mohou nabývat velmi 

různorodých tvarů, avšak pro biomedicínské účely jako je doprava léčiv do buňky jsou 

majoritně využívány nanočástice sférického tvaru (Park et al. 2009; 2008; Geng et al. 

2007). V porovnání s nanočásticemi sférického tvaru, trubicové nanočástice 

(nanomateriál s vysokým poměrem stran a několika nm širokým kanálem) vykazují 

sníženou míru vychytání rakovinnými buňkami (Chithrani and Chan 2007; Chithrani et 

al. 2006). Nanočástice tyčinkovitého tvaru (jeden z rozměrů nanomateriálu převažuje, 

bez kanálu) naopak poukazují na vyšší míru pohlcování nanočástic rakovinnými buňkami 

v porovnání s nanočásticemi sférického tvaru (Park et al. 2009; 2008; Barua et al. 2013).  

 Vliv povrchu nanočástice 

 Dalším nezanedbatelným faktorem je samotný povrch nanočástice. Je známo, že 

buněčná membrána má lehce negativní náboj (Bernfield et al. 1999), tudíž zákonitě bude 

určovat jaké nanočástice budou přednostně přitahovány. V simulační studii pozitivně 

nabitá nanočástice stimulovala adhezi k buněčné membráně i internalizaci do membrány 

(Li and Gu, 2010). Taktéž se náboj promítne i do způsobu vniku nanočástice do buňky 

(endocytické dráhy upřednostňované negativními a elektroneutrálními nanočásticemi 

oproti narušení membrány pozitivně nabitými nanočásticemi (Cho et al. 2009)). Narušení 

membrány způsobené pozitivně nabitými nanočásticemi tedy mají za následek i zvýšenou 

cytotoxicitu pro buňky (Li and Malmstadt 2013).  

 Vznik a vliv proteinové korony  

 Pro použití nanočástic za fyziologických podmínek je důležité brát v úvahu vznik 

proteinové korony ihned po jejich aplikaci, což znamená obalení nanočástice 

všudypřítomnými proteiny (imunoglobuliny, lipoproteiny, …). To se vztahuje i na in vitro 

pokusy používající medium se sérem (albumin) (Cedervall et al. 2007). Vlastnosti takové 

nanočástice se poté mohou radikálně změnit a ovlivnit tak například imunitní systém nebo 

vychytávání nanočástice buňkami (Lynch and Dawson 2008). 

 Nicméně bylo pozorováno, že i za bezsérových podmínek buňky nadále exportují 

proteiny do média (Albanese et al. 2014).  

 Proteinová korona je často znamením pro buňky imunitního systému k jejich 

pohlcení fagocytózou (Zhao and Stenzel 2018). Poločas cirkulace zlatých nanočástic 
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v krevním oběhu byl úspěšně prodloužen připojením molekuly polyethylenglykolu 

(PEG), zároveň nebyla pozorována akumulace v životně důležitých orgánech (kromě 

jater) po dobu 72 hodin (Niidome et al. 2006). Nanočástice s delším řetězcem PEG 

vykazovaly vyšší poločas cirkulace v krvi (Perrault et al. 2009; Gref et al. 2000). 

Pro možnost podrobnějšího studia je nezbytné mít připravené nanočástice se stejnými 

vlastnostmi – uniformní, což je v praxi značný problém. 

  

  Detekce pH nanočásticemi 

 Detekce pH nanočásticemi využívá princip měření intracelulární pH 

raciometrickými sondami a přednosti nanočástic. Nanočástice vynikají schopností 

libovolné konjugace s různě specifickými značkami nebo barvami. Takto upravené 

nanočástice lze právě využít i k měření intracelulární ho pH. Nanočástice založené na 

raciometrické detekci pH mohou být rozčleněny do tří skupin. První skupinu představují 

pH sondy (senzor), kde nanočástice plní roli substrátu. Dále existují pH senzory s dvěma 

fluorofory, kdy aspoň jeden z nich má nanorozměry. Třetí skupinu pH senzorů lze 

charakterizovat jako nanočástice s vnitřní dualní emisí (Bigdeli et al. 2019). 

 Zástupcem první skupiny, na které bude demonstrován i princip studovaných 

nanočástic mohou být karbonové tečky z důvodu malé velikosti a ověřené 

biokompatibility. Karbonové tečky byly prostřednictvím povrchových aminoskupin 

konjugovány s pH senzitivním FITC a pH nezávislým Rhodamin B isothiokyanátem 

(RBITC). Při zvýšení pH byla pozorována zvýšená fluorescence FITC při 515 nm.  Takto 

značené karbonové tečky vykazovaly rozdíly ve fluorescenci v závislosti na pH, takto 

bylo charakterizováno pH HeLa buněk (Shi et al. 2012). Totožný princip byl aplikován i 

pro syntézu nově vyvinutých křemíkových nanočástic (SiNP), kterým se bude věnovat 

tato diplomová práce. 
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4 Materiály a metody 

 

4.1 Buněčné kultury 
 

 Veškerá práce s buněčným materiálem probíhala za striktně sterilních podmínek 

ve Flowboxu (Biohazard box SafeFAST Classic, Shoeller Instruments). 

Buněčné linie 

 V této práci byly použity dvě linie keratinocytů (HaCaT, A431) a jedna linie 

fibroblastů (NHDF). Linie keratinocytů HaCaT představovala fyziologické prostředí 

lidských kožních buněk ze zdravého dárce, zatímco linie keratinocytů A431 byla získána 

z epidermálních buněk pacienta s rakovinou kůže. Linie fibroblastů NHDF byla získána 

z dermálních fibroblastů zdravého dárce. Byla začleněna do experimentů zejména 

v případě mikroskopické části, a to z důvodu jejich velikosti, jež umožňovala preciznější 

zobrazení buněčných struktur.   

 

Kultivační podmínky a pasážování 

 Buněčné linie byly kultivovány v plastových lahvích o rozměru 75 cm2 (Techno 

Plastic) v jednotném modifikovaném základním médiu – Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium (DMEM, Gibco™). Kultivační médium dále obsahovalo 10 % fetálního 

bovinního séra (FBS, inaktivováno, filtrováno Gibco™), 2 mM (1 %) L-glutaminu 

(Gibco™) a antibiotika penicilin a streptomycin (10 000 U/ml penicilinu a 10 μg/ml 

streptomycinu = 1 % celkového objemu média). Buňky byly inkubovány v inkubátoru při 

37 °C, s 5 % CO2. 

 Pokud není zmíněno jinak veškeré buněčné linie byly pasážovány identickým 

způsobem. Jelikož se ve všech případech jedná o adherentní buňky, pasážování buněk 

nejprve zahrnovalo oplach předehřátým roztokem 5 % kyseliny ethylendiamintetraoctové 

(EDTA, Gibco™) ve fosfátovém pufru (PBS, Gibco™). Linie keratinocytů HaCaT a 

A431 vyžadovaly delší inkubaci (10 min) s tímto chelatačním roztokem než fibroblasty, 

jež stačilo pouze opláchnout. Poté se tekutina zcela odsála a k buňkám se následně se 

přidal 1 ml roztoku 0,1 % trypsinu v PBS/EDTA, jež se nechal působit 10 minut 
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v inkubátoru. Působení trypsinu bylo následně zastaveno přidáním 5 ml kultivačního 

média (DMEM + 10 % FBS). Z výsledného objemu 6 ml buněčné suspenze se odebralo 

30 μl pro vypočítání jejich koncentrace z Bürkerovy komůrky. 

 

Experimentální podmínky/Organizace pokusů 

 Za účelem nasazení buněk na experiment se buňky nechaly narůst do konfluence 

60-90 %.  V závěru pasážování bylo převedeno 30 μl buněčné suspenze do Bürkerovy 

komůrky, takto byla dopočítána koncentrace buněk. V závislosti na experimentu byl do 

různých formátů kultivačních destiček nasazován standardní počet buněk keratinocytů i 

fibroblastů a to 10 000 buněk na cm2. V odlišné koncentraci byly buňky vysazovány 

pouze ve zvláštních případech, jež budou dále popsány.  

• Pro analýzu buněk na průtokovém cytometru a charakterizaci buněčné populace 

prostřednictvím její dynamiky růstu (doubling time) byly buňky nasazeny na 6-

jamkové desky (TPP Techno Plastic Products™). 

• Pro měření buněčné viability, cytotoxické testy a experimenty s pH senzitivní 

sondou SNARF-1 byly použity 96-jamkové destičky (TPP Techno Plastic 

Products™). 

• Pro experimenty zahrnující mikroskopii byly využita 4-jamková sklíčka (Lab-

Tek®) nebo tenká krycí sklíčka pro zobrazení živých buněk (Live Cell Imaging 

Coverglass, Eppendorf) 

  Veškeré experimenty (vyjma pokusů charakterizující dynamiku růstu buněčných linií) 

byly prováděny po 24 h od nasazení z důvodu úplného přisednutí buněk k podkladu. 

Každý experiment byl třikrát nezávisle zopakován. 
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4.2 Charakterizace buněk 
 

4.2.1 Dynamika růstu populace buněčné linie 
 Jednou ze základních metod charakterizace buněčné populace je určení dynamiky 

jejího růstu. Toho bylo dosaženo stanovením počtu buněk v narůstajícím čase (doubling 

time, DT). Buňky A431, HaCaT, NHDF byly nasazeny na 6-jamkovou desku 

v koncentraci 10 000 buněk/cm2. V čase 4 h, 24 h a 48 h jsou buňky z jamek staženy 

pomocí trypsinu a spočítány v Bürkerově komůrce. Dynamika růstu byla vypočítána 

pomocí volně dostupného programu https://www.doubling-time.com/compute.php?lang=en 

(Doubling Time Computing, Roth V.).  

4.2.2 Charakterizace buněčné linie NHDF fluorescenčním mikroskopem 

Olympus 
 

 Za účelem charakterizace buněčné linie NHDF byly vizualizovány některé 

buněčné struktury a organely. Tytéž postupy barvení živých i fixovaných buněk byly 

použity pro kolokalizaci SiNP a SNARF-1. 

Obecný postup fixace 

 K fixaci byl využíván 3 % roztok glutaraldehydu (GA, Sigma-Aldrich) v PBS. 

Nejprve bylo odsáto médium, následoval 3x oplach 500 μl PBS. Poté bylo k buňkám 

přidáno 500 μl 3 % GA, inkubace 15 min ve tmě při RT. Po inkubaci byly buňky 

opláchnuty 3 x 500 μl PBS, sklíčko bylo zamontováno do montovacího média (Thermo 

Scientific™ Shandon™ Immu-Mount™). Preparáty byly ponechány v lednici 

k zaschnutí. 

Barvení 

 Buňky byly po fixaci permeabilizovány 0,1 % roztokem Tritonu v PBS po dobu 

20 min při RT (přikryto alobalem). Následoval 2x oplach 500 μl PBS. Poté bylo přidáno 

500 μl konkrétního barvícího roztoku, následovala inkubace za podmínek uvedených 

v tabulce č. 1. Po inkubaci opět následovalo opláchnutí sklíčka 2x 500 μl PBS. Sklíčko 

bylo zalito do montovacího média, přikryto krycím sklíčkem a uloženo k zaschnutí do 

lednice. Vzorek byl po celou dobu manipulace a uskladnění držen ve tmě.  

 

https://www.doubling-time.com/compute.php?lang=en
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Název Výrobce Ředění 

Inkubace 

při 37°C 

Excitace 

(nm) 

Emise 

(nm) 

Phalloidin + 

Alexa Fluor 488 Invitrogen 1 μM 45 min 551 567 

DAPI Sigma 1 μM 15 min 340 488 

MitoTracker RED 

CMXRos Invitrogen 100 nM 30 min 579 599 

Mitotracker Green Invitrogen 100 nM 30 min 490 516 

LysoTracker 

MHB207 

VŠCHT, 

(Havlík et al. 

2019) 250 nM 10 min 350-400 400-450 

Tab. č. 1: Aplikované fluorescenční látky a podmínky jejich použití 

 

 Snímky byly pořízeny na inverzním fluorescenčním mikroskopu (Olympus 

IX71) barevnou kamerou (Olympus DP74) objektivem 40x a 100x (UPlanPI s použitím 

imerzního oleje Olympus).  

❖ Kanál 2 (pro DAPI, Lysotracker MHB207) vlnové délky excitace 360 – 370 nm, 

vlnové délky emise 420-460 nm 

❖ Kanál 3 (pro FITC, Mitotracker Green, 2-NBDG - zelená fluorescence) excitace 

470-495 nm, emise 510-550 nm. 

❖ Kanál 5 (pro RhoB, SNARF-1, Mitotracker Red CMXRos – červená 

fluorescence) excitace 510-550 nm, emise 570 nm. 

 

4.2.3 Stanovení buněčné životaschopnosti  
 

Obecný postup: 

 Byl připraven 10 % roztok MTS ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2Htetrazolium)) do předehřátého 

kultivačního média. Na jednu jamku 96-jamkové desky bylo aplikováno 100 μl 10 % 

MTS, včetně blanku (pouze 10 % roztok MTS). Inkubace trvala 2 hodiny v 37 °C v 5 % 

CO2 inkubátoru. Hodnoty absorbance byly změřeny na destičkovém spektrometru 

(Spark® multimode microplate reader, Tecan Trading AG) při nastavené vlnové délce 490 

nm a při 655 nm, což byla hodnota pozadí, která se následně odečítala.  
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MTS A431 a HaCaT 

 Pro studium buněčné viability vybraných buněčných linií byly vysety buňky A431 

a HaCaT v koncentraci 10 000, 15 000 a 20 000 buněk/cm2. Po 24 h bylo odsáto médium, 

bylo přidáno 100 μl 10 % MTS na jamku, byly vyčleněny jamky pro blank. Po uplynutí 

inkubace bylo provedeno měření na destičkovém spektrometru za zmíněných podmínek. 

 

 

4.3 Charakterizace křemíkových nanočástic 

  
 Studované křemíkové nanočástice (SiNP) byly připravovány na Ústavu analytické 

chemie VŠCHT pod vedením doc. RNDr. Ing. Pavla Řezanky, Ph.D.. Při mém nástupu 

na diplomový projekt byly nanočástice připraveny právě končící studentkou Ing. 

Špačkovou. Nanočástice připravené v té době se vyznačovaly stabilní vazbou fluoroforů 

k nanočástici, vzorky byly sterilní, nanočástice netvořily shluky a vyskytovaly se dle 

testovacích mikroskopických snímků uvnitř buňky. To byly taktéž předpoklady pro další 

studium těchto nově vyvinutých fluorescenčních SiNP. Po rozšíření spolupráce 

a nastoupení nové studentky Ing. Anety Motyčkové do VŠCHT laboratoře se bohužel již 

nedařilo podle původního protokolu připravit identické nanočástice. Po dodání mnoha 

vzorků čerstvě připravených nanočástic, jež byly zároveň mým jediným dostupným 

materiálem, byla při prvních testovacích pokusech odhalena jejich nekvalita. Až po dvou 

letech byly nakonec dodány takové vzorky, jež alespoň částečně splňovaly naše původní 

požadavky. Těmito nanočásticemi byly SiNP z šarže F dodané v červnu 2020 (typ F-RF 

– s Rho B i FITC, typ F-R – pouze s Rho B). Všechny připravené a dodané nanočástice 

jsou chronologicky seřazeny do šarží A-F, znázorněno níže v tabulce č. 2.  
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šarže datum převzetí 

A 08.11.2018 

B 22.03.2019 

C 09.10.2019 

D 12.12.2019 

E 04.05.2020 

F 16.06.2020 

Tab. č. 2: Šarže nanočástic obdržených v průběhu diplomové práce.  

 

 Nově vyvinuté křemíkové nanočástice se sice lišily průměrem, avšak princip 

zůstával stejný. K detekci pH uvnitř buňky byly nanočástice modifikovány dvěma 

fluorofory. Na jejich povrchu byl připojen fluorescein isothiokyanát (FITC), jehož 

fluorescence se mění v závislosti na pH v rozmezí 5-7,5 (obr. č. 5). Dále byl na částici 

taktéž navázán na pH nezávislý fluorofor rhodaminB (Rho B), který se na rozdíl od FITC 

„nezháší“ a v hodnotách od pH 4-10 je jeho emisní fluorescence stabilní. Proto byl zvolen 

k vazbě na nanočástici za účelem její lokalizace.  

 

 

Obr. č. 5: Fluorescenční spektra měřená ve vodném roztoku FITC při pH 5-7,5. Při excitaci 495 nm 

(převzato z diplomové práce Motyčková, 2017). 
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 Samotné křemíkové nanočástice byly v laboratořích VŠCHT syntetizovány 

metodou alkalické hydrolýzy tetraethoxysilanu, tak aby obsahovaly aminopropylové 

skupiny nutné pro vazby s fluorofory. Následně byly nanočástice modifikovány 

fluorescenční látkou FITC o různých koncentracích (1,7-0,005 mmol/l), byly testovány 

různé koncentrace, aby byl zajištěn dostatek vazebných aminoskupin pro vazbu 

Rhodaminu B. K další modifikaci byly vybrány SiNH2 s fluoroforem FITC o koncentraci 

0,03 mmol/l.  Nanočástice s navázaným FITC i Rho B byly proměřeny na fluorescenčním 

spektrometru, opět byly vzorky analyzovány výše zmíněnými metodami.  

 Byla provedena obrazová analýza snímků nanočástic pořízených na TEM – 

transmisním elektronovém mikroskopu (graf s obrázkem č. 6). U každého typu 

nanočástic byl určen jejich průměr a polydisperzní index (PI), který charakterizuje 

disperzitu částic (Tab. č. 3). Pokud se hodnota PI blíží jedné, znamená to, že nanočástice 

se budou více shlukovat a tvořit aglomeráty, což je pro jejich vizualizaci nežádoucí.  

Hodnota PI byla u nově dodaných nanočástic nižší než 0,1, proto mohou být považovány 

za monodisperzní. V tabulce č. 2 jsou specifikovány všechny obdržené šarže, dále se budu 

věnovat pouze poslední šarži F, která jediná splňovala parametry (Tab. č. 4, graf č. 6). 

 

Typ nanočástic Průměr nanočástic (nm) Polydisperzní index 

A 247 ± 17 0,0047 

B 43,9 ± 3,5 0,0064 

C1 10,2 ± 1,2 0,0138 

C2 12,0 ± 2,1 0,0306 

D 147 ± 12 - 

E1 14,2 ± 2,2 0,0249 

E2 08,6 ± 1,6 0,0354 

F-R 14,2 ± 2,2 0,0249 
Tab. č.3: Průměr nanočástic jednotlivých šarží spolu s výběrovou směrodatnou odchylkou a polydisperzní 

index pro jednotlivé typy nanočástic. Všechny šarže měřeny po navázání Rho B i FITC, u šarže D byl 

fluorescein uvnitř, dostupný údaj pouze o zeta potenciálu, u typu E2 a F-R změřen rozměr nanočástice 

pouze s Rho B) (převzato z Špačková et al. 2019). 

 

 U připravených nanočástic z šarže F-RF byly změřeny maximální intenzity 

v emisním spektru pro obě fluorescenční látky, viz tabulka č. 3. Graf č. 6 znázorňuje 

četnost naměřených průměrů nanočástic s přiloženým snímkem z TEM. 
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 FITC Rhodamin B 

Vzorek 
koncentrace FITC 

(mmol/l) 
ředění 

max. 

intenzita 
ředění 

max. 

intenzita 

F-RF nemodifikováno pomocí FITC 640× 42,2⸱103 

F-RF 0,03 31,25× 51,6 103 125× 39,0 103 

Tab. č. 4: Hodnoty maximální intenzity v emisních spektrech pro FITC (při 516 nm) a pro rhodamin B (při 

581 nm) u jednotlivých připravených nanočástic. Taktéž koncentrace FITC použitého při přípravě a ředění 

suspenze nanočástic pro měření emisních spekter FITC a rhodaminu B (převzato z diplomové práce - 

Špačková et al. 2019). 

 

 

 

Graf č. 6: Histogram velikostí nanočástic typu F-RF naměřených pomocí snímků z TEM (převzato z 

Špačková et al. 2019). 

 

 Dále byly po inkubaci v pufrech o hodnotách pH 5-7,5 proměřeny emisní spektra 

této nanočástice na fluorescenčním spektrometru. Z naměřených spekter byly odečteny 

hodnoty maximální intenzity pro obě fluorescenční látky. Jejich poměr hodnot byl 

vynesen v závislosti na pH do grafu a proložen sigmoidiální funkcí. Z grafu č. 7 je patrné, 

že s rostoucí hodnotou pH také roste poměr maximální intenzity FITC a rhodaminu B. 
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Graf č. 7: Závislost poměru maximálních intenzit FITC a rhodaminu B v jejich emisních spektrech na pH 

pufru pro nanočástice typu R-RF (převzato z Špačková et al. 2019). 

 Za předpokladu, že SiNP vniknou dovnitř buněk, bude možné analyzovat 

fluorescence FITC v programu Imaris. Při shodném nastavení pokusu i snímání fotek 

bylo zamýšleno vyhodnotit změny fluorescence FITC v závislosti na pH. Analýzou 

obrazu by poté bylo možné vypočítat vnitrobuněčné pH v různých buněčných liniích a 

vzájemně je porovnat. 

 

4.3.1 Testování možné cytotoxicity rozdílných koncentrací SiNP  
  

 Pro stanovení buněčné viability buněk A431 a HaCaT po inkubaci s SiNP bylo 

nasazeno 10 000 buněk/cm2
 na 96-jamkovou desku. Před ředěním a následnou aplikací 

k buňkám bylo nutné vzorky SiNP sonikovat 45 min v ledu a poté vortexovat. 

Následovalo ředění SiNP do DMEM média s 5 % FBS (v koncentracích 25 μg/ml, 50 

μg/ml a 100 μg/ml). Po 24 hod od nasazení byly buňky opláchnuty 100 μl PBS, poté bylo 

přidáno 100 μl připraveného roztoku SiNP v různých koncentracích. Kontrola obsahovala 

buňky ve 100 μl DMEM média s 5 % FBS. Naředěné roztoky SiNP byly přidány i do 

prázdných jamek jako kontrola, že nanočástice nereagují s MTS roztokem. Následovala 

inkubace 24 hod při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru. Poté byly buňky i jamky pouze s SiNP 

opláchnuty 100 μl PBS. Bylo přidáno 100 μl 10 % roztoku MTS v kultivačním médiu 

DMEM s 10 % FBS. Inkubace trvala 2 hod při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru. Po uplynutí 
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inkubace bylo provedeno měření na destičkovém spektrometru za výše uvedených 

podmínek. 

 

4.3.2 Proliferační test CyQuant 
 Nejprve byl připraven 1X HBSS pufr zředěním 2,2 ml 5X HBSS pufru 

(Komponenta C) do 8,8 ml MilliQ vody (celkové množství 11 ml). Barvící roztok byl 

připraven smíšením 11 ml 1X HBSS pufru s 22 μl CyQUANT® NF barvící komponentou 

(Komponenta A). Po analýze buněčné viability pomocí MTS testu bylo z buněk odsáto 

médium a do stejných jamek bylo přidáno 50 μl barvícího roztoku CyQUANT. Po 1 

hodině inkubace ve tmě při 37 °C byla destička analyzována pomocí destičkového 

spektrometru (Spark® multimode microplate reader, Tecan Trading AG) při vlnových 

délkách excitace 485 nm a emise 530 nm. Metoda byla zavedena pro normalizaci buněk 

po MTS testu, podílem hodnot absolutní absorbance při MTS testu a počtem buněk 

barvených CyQuant se vyjádřila normalizovaná absorbance, která se následně 

porovnávala s kontrolou (100 %) a vyjádřila v procentech. 

 

4.6 Vizualizace SiNP fluorescenčním mikroskopem Olympus 
 

 Pro lokalizaci SiNP v rámci buněčného systému bylo využito fluorescenční 

mikroskopie. Buňky A431 a HaCat byly vysety na 4-komůrkové sklíčko v koncentraci 

10 000 buněk/cm2. Po 24 h byly buňky opláchnuty 500 μl PBS. Vzorky SiNP byly před 

aplikací sonikovány 45 min na ledu, vortexovány a naředěny do DMEM s 5 % FBS (v 

koncentracích 25 μg/ml, 50 μg/ml a 100 μg/ml). Po oplachu byly přidány SiNP v různých 

koncentracích k buňkám v množství 500 μl, ke kontrole bylo přidáno pouze 500 ul 

DMEM s 5 % FBS. Následovala inkubace po dobu 15 min při 37 °C v 5 % CO2 

inkubátoru. Pro poslední šarži nanočástic (šarže F) bylo zařazeno během inkubace buněk 

s nanočásticemi barvení buněčných jader DAPI (podle podmínek v tab. č. 3), jež sloužilo 

k lokalizaci buněk. Po tomto simultánním barvení byl přidán 1 μl 0,01 % roztok Tritonu 

(v PBS) za účelem podpořit vstup nanočástic do buněk, inkubace s Tritonem trvala 1 min. 

Po inkubaci byly buňky standardně opláchnuty 500 μl PBS, bylo přidáno 500 μl DMEM 

média. Sklíčko s živými buňkami bylo foceno na světelném mikroskopu (Olympus IX71) 
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s kamerou (Olympus DP74, objektiv 40x) v kanálu 3 pro FITC a 5 pro Rhodamin B (viz 

níže).  

 Po nasnímání živých buněk bylo sklíčko zafixováno. Nejprve bylo odsáto 

médium, pak následoval oplach 500 μl PBS. K fixaci byl použit 3 % roztok 

glutaraldehydu v PBS (GA, Sigma-Aldrich) v množství 500 μl, inkubováno 20 min, ve 

tmě při RT. Po inkubaci byly buňky opláchnuty 500 μl PBS a sklíčko bylo zamontováno 

do montovacího média (Thermo Scientific™ Shandon™ Immu-Mount™). Preparáty 

byly uchovávány při 4°C. 

 Snímky byly pořízeny na inverzním fluorescenčním mikroskopu (Olympus 

IX71) barevnou kamerou (Olympus DP74) a objektivem 40x a 100x (UPlanPI s použitím 

imerzního oleje Olympus). Snímky byly foceny v programu cellSens Standard 

(Olympus). 

❖ Kanál 2 (pro DAPI – modrá fluorescence) excitace 360-370 nm, vlnové délky 

emise 420-460 nm 

❖ Kanál 3 (pro FITC - zelená fluorescence) excitace 470-495 nm, emise 510-550 

nm 

❖ Kanál 5 (pro Rho B - červená fluorescence) excitace 510-550 nm, emise 570 nm 

 

Agarový test možné kontaminace nanočástic 

 Byly připraveny 12-jamkové destičky s nalitým agarem. Agar (Bacto Agar) byl 

připraven v koncentraci 3,5 % (smícháním 3,5 g na 100 ml vody, rozpuštěn 

autoklávováním). Pro test možné kontaminace byly použity dva typy nanočástic 

z šarže E (typ E1 a E2 -rozdílné rozměry, oba typy dodané v destilované vodě). Pro 

srovnání byly použity poslední dodané nanočástice typu F (typ F-RF - Rho B i FITC 

a F-R – pouze s Rho B dodané v metanolu, typ E-RF s MilliQ vodě). Ze čtyř 

připravených roztoků nanočástic bylo odebráno kličkou identické množství a 

rozetřeno po plotně agaru. Po 48 hod inkubaci v inkubátoru při 37 °C byly jamky 

vyfoceny. 
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4.7 Lokalizace SiNP pomocí konfokální mikroskopie  
 

 Skenovací konfokální mikroskop využívá jako zdroj světla laser, který je přes 

systém clonek zaměřován na vzorek. Vzorek je dále skenován pod po bodu. Tento druh 

mikroskopie umožňuje zaostření na jeden bod, pro celkovou vizualizaci je nutné složit 

všechny snímky a zároveň je tak možné odfiltrovat signál vycházející nad a pod rovinou 

sledovaného vzorku. Výhodou je snímání sérií optických řezů a jejich následné složení 

do 3D modelu. 

 Snímky byly pořízeny na skenovacím konfokálním mikroskopu Leica TCS SP8 

X (Leica Microsystems) s použitím digitální CCD kamery (Leica DFC365 FX) a 

objektivu při zvětšení 63 (HC PL APO CS2 63x / 1.40 OIL objective) na Klinice dětského 

lékařství, 1.LF UK a VFN.   

Vizualizace SiNP typu F-RF pomocí konfokální mikroskopie 

  Buňky linie A431 a HaCaT byly nasazeny v koncentraci 10 000 buněk/ cm2 na   

4-jamkové sklíčko (Cell Imaging Coverglass, Eppendorf). Po 24 h byly buňky opláchnuty 

500 μl PBS. Vzorky SiNP byly před aplikací sonikovány 45 min na ledu, vortexovány a 

naředěny do DMEM s 5 % FBS (koncentrace 100 μg/ml). Po oplachu byly přidány SiNP 

k buňkám v množství 500 μl, ke kontrole bylo přidáno pouze 500 μl DMEM s 5 % FBS. 

Následovala inkubace po dobu 15 min při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru. Během inkubace 

buněk s nanočásticemi bylo po 5 min přidáno do každé jamky DAPI (podle podmínek 

v tab. č. 1), jež sloužilo k lokalizaci buněk. Po tomto simultánním barvení byl přidán 1 μl 

0,01 % roztok Tritonu (v PBS) za účelem podpořit vstup nanočástic do buněk, inkubace 

s Tritonem trvala 1 min. Po inkubaci byly buňky standardně opláchnuty 500 μl PBS. 

Následovala fixace, kontrola byla dodatečně barvena Phalloidin + Alexa Fluor 488 podle 

podmínek v tabulce č. 1. Fluorescence Phalloidin + Alexa Fluor 488 byla snímána za 

stejného nastavení detektoru jako pro FITC. Po 48 hod zaschnutí preparátu v lednici byly 

pořízeny snímky při zvětšení 63 (HC PL APO CS2 63x / 1.40 OIL objektiv), excitované 

při 405 nm a dále podle nastavení níže: 
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 Detektor Emise (nm) Gain 

DAPI PMT1 435-478 600 

Rho B PMT2 600-721 450 

FITC (+ Phalloidin + 

AF 488) 

HyD 3 505-550 50 

Tab. č. 5: Nastavení detektorů pro kolokalizaci SiNP typu F-RF 

 

4.8 Lokalizace SiNP pomocí super-rezoluční mikroskopie (STED - 

Stimulated Emission Depletion)  
 

 Buňky linie A431 a HaCaT byly nasazeny v koncentraci 10 000 buněk/ cm2 na 4-

jamkové sklíčko (Cell Imaging Coverglass, Eppendorf). Po 24 h byly buňky opláchnuty 

500 μl PBS. Vzorky SiNP byly před aplikací sonikovány 45 min na ledu, vortexovány a 

naředěny do DMEM s 5 % FBS (100 μg/ml). Po oplachu byly přidány SiNP k buňkám 

v množství 500 μl, ke kontrole bylo přidáno pouze 500 μl DMEM s 5 % FBS. 

Následovala inkubace po dobu 15 min při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru. Během inkubace 

buněk s nanočásticemi bylo po 5 min přidáno do každé jamky DAPI (podle podmínek 

v tab. č. 1), jež sloužilo k lokalizaci buněk. Po tomto simultánním barvení byl přidán 1 μl 

0,01 % roztok Tritonu (v PBS) za účelem podpořit vstup nanočástic do buněk, inkubace 

s Tritonem trvala 1 min. Po inkubaci byly buňky standardně opláchnuty 500 μl PBS. 

Následovala fixace a zaschnutí preparátu v lednici po dobu 48 hod. 

 Snímky byly pořízeny na zapůjčeném STED mikroskopu od firmy Aberrior 

Instruments, typ STEDYCON na Matematicko-fyzikální fakultě Přírodovědecké fakulty 

UK v laboratoři Mgr. Anny Fučíkové, Ph.D. Bylo použito zvětšení 100x, detektor pro 

RhoB detektor 650-700 nm, pro snímání FITC detektor 575-625 nm, znázorněno 

v tabulce č. 6. 

 Excitace (nm) Emise (nm) Gain 

DAPI 405 461 33 % 

Rho B 561 650-700 50 % 

FITC 488 575-625 50 % 

Tab. č. 6: Nastavení detektorů pro kolokalizaci SiNP typu F-RF 
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4.9 Stanovení intracelulárního pH pomocí pH indikátoru SNARF-1 

 

 Byl připraven roztok pH indikátoru SNARF-1 v DMEM médiu bez FBS o 

koncentraci 10 μM. FBS bylo vynecháno z důvodu možné interakce esteráz obsažených 

v FBS s indikátorem. Pro další eliminaci buněčných esteráz byl zařazen oplach buněk 

PBS před aplikací roztoku SNARF-1. Po 24hod od nasazení buněk byl přidán roztok 

SNARF-1 (množství uvedené níže pro každou metodu), inkubace s buňkami trvala 30 

min při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru. Po uplynutí inkubace byl roztok SNARF-1 odsán a 

objem byl doplněn samotným DMEM mediem.  

• V případě měření na spektrometru bylo přidáváno 100 μl barvícího roztoku na 1 

jamku 96-jamkové desky o rozloze 0,334 cm2. 

• V případě analýzy průtokovým cytometrem byl přidáván 1ml barvícího roztoku 

na 1 jamku 6-jamkové desky o rozloze 9,026 cm2. 

• Pro vizualizaci indikátoru v buňce metodou fluorescenční mikroskopie bylo 

přidáváno 500 μl barvícího roztoku na 1 jamku 4-jamkového sklíčka o rozloze 1,7 

cm2. 

 

4.9.1 Kalibrace SNARF-1 
 

 K dopočítání hodnot pH bylo nutné nejdřív SNARF-1 kalibrovat v roztocích o 

různých hodnotách pH za přítomnosti K+/H+ ionoforu Nigericinu (Sigma-Aldrich). 

Smíšením kyselého pufru A a zásaditého pufru B v odlišných poměrech byly připraveny 

pufry o hodnotách pH: 6,5; 7; 8.  

 Byly nasazeny buňky linie HaCaT a A431 v koncentraci 10 000 buněk na cm2, po 

24 hod byly opláchnuty 100 μl PBS. Připravený 10 μM roztok SNARF-1 (v DMEM 

médiu bez FBS) byl poté přidán v množství 100μl na jamku. Po uplynutí 30 min inkubace 

při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru byly buňky opláchnuty 100 μl PBS. Do příslušných 

jamek byly přidány pufry o hodnotě pH 6,5; 7; 8 v množství 100 μl na jamku, zároveň 

byl přidán i ionofor Nigericin (2 μl na jamku, 1 mg/ml v MillQ vodě). Inkubace trvala 30 

min při RT ve tmě. Kontrolní buňky byly ponechány v DMEM médiu.  
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Experimenty s pH indikátorem SNARF-1 zahrnovaly tři metody 

1. Detekce SNARF-1 metodou fluorescenčním spektroskopie  

2. Detekce SNARF-1 metodou průtokové cytometrie 

3. Vizualizace SNARF-1 pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus 

 

4.9.2 Detekce SNARF-1 metodou fluorescenčním spektroskopie 
 

  Buňky linie HaCaT a A431 byly nasazeny na 96-jamkovou destičku 

v koncentraci 10 000 buněk/cm2. Po 24 hod bylo odsáto kultivační médium, následoval 

oplach 100 μl PBS. Byl připraven roztok SNARF-1 v DMEM médiu bez FBS o 

koncentraci 10 μM. K buňkám bylo přidáno 100 μl roztoku SNARF-1 a buňky byly 

inkubovány 30 min při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru. Buňky byly před změřením 

opláchnuty a ponechány v PBS. Analýza byla provedena na destičkovém spektrometru 

Tecan (Spark® multimode microplate reader, Tecan Trading AG) v režimu měření 

intenzity fluorescence při nastavené vlnové délce excitace 488 nm a emise 580 nm a 640 

nm. 

 

4.9.3 Detekce SNARF-1 metodou průtokové cytometrie 
 

 Buňky A431 a HaCaT byly nasazeny v koncentraci 10 000 buněk/cm2 na 6-

jamkové desky. V den měření byl připraven roztok SNARF-1 v DMEM médiu bez FBS 

o koncentraci 10 μM. Po 24 hod od nasazení byly buňky opláchnuty 1 ml PBS. K buňkám 

byl přidán 1ml připraveného roztoku SNARF-1. Inkubace trvala 30 min při 37 °C v 5 % 

CO2 inkubátoru.  

 Následovalo převedení buněk včetně nebarvené kontroly do zkumavek určených 

pro analýzu v průtokovém cytometru (FACS - Fluorescent Activated Cell Sorting, BD 

FACSCanto™, BD Biosciences). Buňky byly opláchnuty a inkubovány 10 min v 1 ml 

roztoku EDTA při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru. Následovalo odsátí roztoku EDTA a 

přidání 300 μl předehřátého 0,1% roztoku trypsinu (v PBS/EDTA), následovala inkubace 

10 min při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru. Poté bylo přidáno 700 μl kultivačního média 

DMEM + 10 % FBS. Buněčná suspenze byla převedena do označených zkumavek. 
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Následovala centrifugace při 300 g, v RT po dobu 5 min. Od pelety byl odsán supernatant, 

bylo přidáno 200 μl PBS, poté byla peleta homogenizována. Měření bylo provedeno na 

průtokovém cytometru v programu FACS Diva (BD FACSDiva™, BD Biosciences) 

v kanálu BD3*585_42*PE-A pro první emisní maximum při 580 nm a v kanálu 

BB2*670_LP*PerCP-A pro druhé emisní maximum při 640 nm, znázorněno v tabulce č. 

7. Data byla zpracována v programu FlowJo (FlowJo, LLC), byla určena průměrná 

hodnota intenzity fluorescence - MFI (z angl. Median Fluorescence Intensity). 

Název kanálu excitace (nm) emise (nm) 

PerCP 488 670 

PE 488 585 ± 21 

Tab. č. 7: Nastavení kanálů pro snímání SNARF-1 metodou průtokové cytometrie 

 

4.10 Vizualizace SNARF-1 fluorescenčním mikroskopem Olympus 
 

 Linie buněk HaCaT a A431 byly vysazeny na 4-jamkové sklíčko v koncentraci 

10 000 b/cm2 na 24 hodin. Byl naředěn SNARF-1 do DMEM média bez FBS 

v koncentraci 10 μM nebo 5 μM. Z předpěstovaných buněk bylo odsáto kultivační 

médium, následoval oplach 500 μl PBS. Poté bylo přidáno 500 ul připraveného roztoku 

SNARF-1, buňky byly inkubovány 30 min při 37 °C v 5 % CO2 inkubátoru. Následně byl 

roztok odsán, buňky byly opláchnuty v PBS a foceny živé v 10 % FBS DMEM médiu. 

Snímky byly pořizovány na fluorescenčním mikroskopu (Olympus IX71) s 

kamerou (Olympus DP74, objektiv 40x) v kanálu 5 (excitace 510 – 550 nm/emise 570 

nm).  

 Po fixaci buněk linie HaCaT inkubovaných s pH indikátorem SNARF-1 

v koncentraci 5 μM a 10 μM byla buněčná jádra dodatečně barvena DAPI (Sigma, 

excitace při 340 nm, emise při 488 nm). Pro lokalizaci SNARF-1 v buňce byl následně 

aktin značen pomocí Phalloidin + AF 488 (Invitrogen, excitace při 551, emise při 567 

nm). Fixace a barvení buněk probíhalo podle obecného postupu fixace a barvení dále 

podle podmínek uvedených v tab. č. 1.  

 K vizualizaci buněčných lysozomů v živých buňkách byl aplikován LysoTracker 

MHB207 při optimálních vlnových délkách excitace 350-400 nm a emise 400-450 nm, 

který byl připraven kolegy z VŠCHT (Havlík et al. 2019). Byl připraven barvící roztok 

LysoTracker MHB207 (koncentrace 250 nM v 10 % FBS DMEM médiu). Po 20 min 
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inkubaci buněk se SNARF-1 byly buňky opláchnuty 500 μl PBS a bylo přidáno 500 μl 

barvícího roztoku LysoTracker MHB207. Po 10 min inkubaci byly buňky opláchnuty 500 

μl PBS a vyfoceny na fluorescenčním mikroskopu v následujících kanálech: 

❖ Kanál 2 (pro DAPI, LysoTracker MHB207 – modrá fluorescence) vlnové délky 

excitace 360-370 nm, vlnové délky emise 420-460 nm 

❖ Kanál 3 (Phalloidin + AF 488 - zelená fluorescence) vlnové délky excitace 470-

495 nm, vlnové délky emise 510-550 nm. 

❖ Kanál 5 (SNARF-1– červená fluorescence) vlnové délky excitace 510-550 nm, 

vlnové délky emise 570 nm. 

  

 Po vyfocení živých buněk bylo sklíčko zafixováno. K fixaci byl použit 3 % roztok 

glutaraldehydu (GA, Sigma-Aldrich) v MilliQ vodě. Nejprve bylo odsáto médium, 

následoval oplach 500 μl PBS. Následně se k buňkám přidalo 500 μl 3 % GA na 20 min 

inkubace v temnu (přikryto alobalem) a při RT. Po inkubaci byly buňky opláchnuty 500 

ul PBS a sklíčko bylo zamontováno do montovacího média (Thermo Scientific™ 

Shandon™ Immu-Mount™). Preparáty byly uchovávány při 4 °C. 

 Pro preciznější kolokalizaci SNARF-1 s různými buněčnými organelami byly 

zafixované buňky nasnímány na konfokálním fluorescenčním mikroskopu Leica TCS 

SP8 X (Leica Microsystems). V těchto pokusech byl buněčný aktin vizualizován 

Phalloidinem konjugovaným s fluorescenční značkou Alexa Fluor 488 (Invitrogen™ 

Alexa Fluor™ 488 Phalloidin), jádro bylo značeno DAPI (Sigma). Metoda bude 

podrobněji popsána v samostatné kapitole Mikroskopie. 

 

4.11 Lokalizace SNARF-1 konfokálním mikroskopem 
 

 Buňky HaCaT a A431 byly nasazeny v koncentraci 15 000 buněk/cm2 na 4-

jamkové sklíčko (Cell Imaging Coverglass, Eppendorf). Po 24 hod byly buňky 

inkubovány 30 min s 10 μM SNARF-1 podle výše uvedeného postupu, 10 min před 

koncem inkubace byl přidán Lysotracker MHB 207 (podle podmínek v tab. č. 1). Po 

fixaci a permeabilizaci vzorku následovalo DAPI (Sigma) za podmínek uvedených 

v tabulce č. 8. Po 48 hod zaschnutí preparátu v lednici byly pořízeny snímky při zvětšení 

63 (HC PL APO CS2 63x / 1.40 OIL objektiv), excitované při 405 nm a dále podle 

nastavení níže: 
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 Detektor Emise (nm) Gain 

DAPI PMT1 388-397 550 

LysoTracker 

MHB207 

PMT2 440-470 700 

SNARF-1 580nm HyD 3 570-590 50 

SNARF-1 640nm HyD 4 630-650 50 

Tab. č. 8: Nastavení detektorů pro kolokalizaci SNARF-1. 

 

4.12 Stanovení buněčné spotřeby glukózy použitím jejího analogu 2-

NBDG 
 

 Buňky A431 a HaCaT byly nasazeny na 6-jamkové destičky v koncentraci 10 000 

buněk na cm2. Před aplikací byl připraven 10 μM roztok 2-NBDG do speciálního DMEM 

média, které neobsahovalo hydrogenuhličitan sodný, glukózu, glutamin ani pyruvát 

sodný (Agilent Seahorse XF DMEM Medium pH 7.4, © Agilent Technologies). Po 24 

hod od nasazení byly buňky opláchnuty 1 ml PBS a postupně docházelo k přidání 1 ml 

10 μM roztoku 2-NBDG - v čase 0 (celková inkubace 45 min), po 15 min (celková 

inkubace 30 min) a po dalších 15 min (celková inkubace 15 min) se přidal roztok 2-

NBDG. Experiment byl proveden v duplikátu a byla zahrnuta i nebarvená kontrola. Po 

uplynutí inkubace byly všechny jamky vyfoceny na fluorescenčním mikroskopu 

(Olympus IX71) s kamerou (Olympus DP74, objektiv 40x) v kanálu pro FITC (rozsah 

vlnových délek excitace 470-495 nm a emise 510-550 nm).  

 Následovalo převedení buněk z desky do zkumavek. Po odsátí média byly buňky 

inkubovány 10 min v 1 ml předehřátého 5 % roztoku EDTA v PBS. Poté následovalo 

odsátí, přidání 300 μl 0,1 % roztoku trypsinu (v PBS/EDTA). Po 10 min inkubaci bylo 

působení trypsinu zastaveno přidáním 700 μl kultivačního média s FBS. Buněčná 

suspenze byla převedena do označených zkumavek. 
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 Následovalo stočení buněk v centrifuze při 300 g, 5 min při pokojové teplotě 

(room temperature, RT). Od pelety byl odsán supernatant, peleta byla resuspendována 

v 200 μl PBS. Analýza byla prováděna na průtokovém cytometru (FACS - Fluorescent 

Activated Cell Sorting, BD FACSCanto™ Flow Cytometer, BD Biosciences-US) pomocí 

softwaru FACSDiva (BD FACSDiva™ Software, BD Biosciences-US). Bylo měřeno 

10 000 událostí z každé zkumavky. Byl použit kanál BE4*530_30*FITC-A, popsáno 

v tabulce č. 9. Pro vyhodnocení dat byl použit program FlowJo (FlowJo, LLC), byla 

určena průměrná hodnota intenzity fluorescence - MFI (median fluorescence intensity). 

 

Název kanálu 
excitace 

(nm) 

emise 

(nm) 

FITC 488 530 ± 15 
 

Tab. č. 9: Nastavení kanálu pro snímání 2-NBDG metodou průtokové cytometrie 

 

4.13 Charakterizace buněčného metabolismu metodou SeaHorse 
 

 Den před měřením bylo nasazeno 10 000 buněk linie HaCaT a A431 na cm2 do tří 

jamek ve speciální mikrodestičce pro tyto analýzy. Pro samotné měření bylo použito 

speciální SeaHorse médium s nízkou pufrační kapacitou a přesně definovanými složkami. 

V kazetě obsažené v námi používaném kitu (Agilent SeaHorse XFp, Real Time ATP Rate 

Assay kit) byly obsaženy 3 různé látky (modulátory: 1,5 μM oligomycinu, a 0,5 μM směs 

rotenonu a antimycinu A), které byly automaticky přidávány během měření. Po vložení 

kazety do analyzátoru následovala kalibrace optických senzorů. Následně byla vložena 

destička s nasazenými buňkami. Nejdříve byly změřeny výchozí hodnoty OCR (oxygen 

compsuption rate) a ECAR (extracellular acidification rate), poté bylo spuštěna analýza 

za působení inhibitorů, stimulantů, substrátů a dalších látek z kazety pomocí injekčního 

systému.  

 Analýza v reálném čase je možná díky dočasnému vytvoření mikroprostoru s 2-7 

μl média, které se oddělí nad monovrstvou buněk. Injikované modulátory byly přidávány 

do média v každé jamce. Po mírném promíchání se hodnoty OCR a ECAR změří pevnou 

próbou těsně nad monovrstvou buněk. Po měření se próby zvednou, což umožní 
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promíchání malého objemu v dočasné mikrokomůrce s velkým objemem mimo ni. Tím 

se mohou vrátit hodnoty OCR a ECAR do výchozího bodu (baseline). 

 Hodnoty OCR byly měřeny v jednotkách pmol/min, hodnoty ECAR v mpH/min. 

Pro udržení běžné buněčné fyziologie je udržována teplota buněčného prostředí na 37 °C 

pomocí systému kontroly teploty. 

4.13 Statistické vyhodnocení 
 

 Prezentované výsledky pocházejí minimálně ze tří nezávislých opakovaní. 

Výsledky jsou vyjádřeny průměrnou hodnotou včetně směrodatné odchylky. Odlehlé a 

extrémní hodnoty byly vyloučeny po zobrazení krabicových grafů. Následně byla 

provedena neparametrická statistika porovnáním testovaných proměnných oproti 

kontrole (Wilcoxnův párový test). Navzájem byly porovnány získané hodnoty 

jednofaktorovou ANOVOU. Statisticky významné (signifikantní) hodnoty byly ty, 

jejichž p-hodnota se pohybovala pod 0,05 (*) nebo pod 0,01 (**).  
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5 Výsledky 

5.1 Charakterizace buněk 
 

5.1.1 Dynamika růstu populace buněčné linie 
 

 Buněčné linie byly charakterizovány na základě dynamiky růstu jejich populace. 

Pro výpočet dynamiky růstu buněčné populace byl sledován počet buněk v narůstajícím 

čase (doubling time, DT – doba zdvojení). Doubling time byl stanoven u všech použitých 

buněčných linií nasazených ve stejné koncentraci (10 000 buněk/cm2) (Graf.č. 7, 8, 9). 

Dynamika růstu byla vypočítána pomocí volně dostupného programu 

https://www.doubling-time.com/compute.php?lang=en (Doubling Time Computing, Roth 

V.). Výsledná hodnota DT vychází ze tří nezávislých experimentů. Pro buněčnou linii 

A431 byl stanoven DT 35,2 h, znázorněno na grafu v č. 8. Pro buněčnou linii HaCaT byl 

stanoven DT 21,5 h, znázorněno na grafu v č. 9. Pro buněčnou linii NHDF byl stanoven 

DT 41,7 h, znázorněno na grafu v č. 10. 

 

 

Graf č. 8.: Dynamika růstu buněčné linie A431 v čase 4 h, 24 h, 48 h. Reprezentativní znázornění jednoho 

ze tří nezávislých pokusů. Průměrný DT byl stanoven na 35,2h. 
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Graf č. 9: Dynamika růstu buněčné linie HaCaT v čase 4 h, 24 h, 48 h. Reprezentativní znázornění jednoho 

ze tří nezávislých pokusů. Průměrný DT byl stanoven na 21,5h. 

 

Graf č. 10: Dynamika růstu buněčné linie NHNDF v čase 4 h, 24 h, 48 h. Reprezentativní znázornění 

jednoho ze tří nezávislých pokusů. Průměrný DT byl stanoven na 41,7h. 
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5.1.2 Charakterizace buněčné linie NHDF fluorescenčním mikroskopem 

Olympus 
 

 Charakterizace buněčné linie NHDF byla zaměřena na vizualizaci buněčných 

struktur fluorescenčními látkami, jelikož tato linie byla využívána zejména v 

experimentální části zahrnující fluorescenční mikroskopii. Důvodem jsou rozměry 

jednotlivých buněk, a tedy i jednodušší rozlišitelnost jednotlivých buněčných 

kompartmentů. Na obrázku č. 11 je na snímku A aktin obarven zeleně Phalloidin + AF 

488, na snímku B jsou mitochondrie obarveny MitoTrackerem RED CMXRos, na snímku 

C jsou jádra obarvena modře DAPI, snímek D je složen ze všech tří kanálů. 

 

Obr. č. 11: Charakterizace buněčných struktur buněčné linie fibroblastů NHDF. Aktin obarven zeleně 

Phalloidin+AF488, mitochondrie barveny červeně MitoTrackerem RED CMXRos, jádra obarvena modře 

DAPI. Foceno objektivem 100x s použitím imerzního oleje (Olympus), bílá úsečka vpravo dole 

reprezentuje rozměr 10 μm. 

 

 

 

A B 

 

D 

 

C 

 



49 
 

5.1.3 Stanovení buněčné životaschopnosti  
 Pro analýzu životaschopnosti buněk byl použit kolorimetrický test CellTiter 96® 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS, Promega Corporation), z výsledku 

tohoto testu lze odvodit případnou cytotoxicitu.  

 Metoda spočívá v kolorimetrické konverzi žlutě zbarveného roztoku MTS (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2Htetrazolium)) na fialově zbarvený formazan pomocí NADPH-dependentních 

dehydrogenáz a to pouze metabolicky aktivními buňkami. Buněčné linie HaCaT a A431 

byly nasazeny ve třech různých koncentracích (10 000, 15 000 a 20 000 buněk/cm2). 

Změřením absorbance po 24 hod poukazuje na metabolicky aktivnější buňky linie A431 

oproti buňkám linie HaCaT, jak znázorňuje graf č.12. 

 

Graf č. 12: Absolutní hodnoty absorbance buněčné linie A431 v porovnání s buněčnou linií HaCaT. Buňky 

byly nasazeny ve třech různých koncentracích, kultivovány po dobu 24 h. Prezentované hodnoty jsou 

výsledkem tří nezávislých měření. Chybová úsečka představuje směrodatnou odchylku. 

 

5.2 Charakterizace křemíkových nanočástic 
 

5.2.1 Testování možné cytotoxicity rozdílných koncentrací SiNP  
 Před sofistikovanějšími experimenty s nanočásticemi je nejdříve nutné analyzovat 

jejich možnou cytotoxicitu. Cytotoxickými testy prošel každý nově syntetizovaný vzorek 

nanočástic. Pro stanovení cytotoxicity lze taktéž použít test buněčné životaschopnosti 

(MTS), znázorněno na grafu č. 13 a 14.  Zobrazeny jsou pouze výsledky pro poslední 

šarži dodaných nanočástic (šarže F), které mohly být dále použity i pro další metody. 

0,0000

0,1000

0,2000

0,3000

0,4000

0,5000

0,6000

0,7000

5 000 b/cm2 10 000 b/cm2 20 000 b/cm2

ab
so

rb
an

ce

koncentrace buněk na cm2

MTS A431 a HaCaT po 24hod

A431 HaCaT



50 
 

V literatuře zabývající se interakcemi buněk s nanočásticemi se považuje snížení 

životaschopnosti buněk pod 75 % částicemi neopůsobené kontroly již za cytotoxický 

efekt (Flahaut et al. 2006).  

 Pod hranicí 75 % životaschopnosti buněk se pohybují buňky A431 inkubované 

s nejvyšší použitou koncentrací nanočástic (100ul/ml), jak je patrné z grafu č. 13. U 

buněčné linie HaCaT ani nejvyšší použitá koncentrace nanočástic nezpůsobila pokles pod 

hranici cytotoxicity, znázorněno na grafu č. 14. Nejvíce se blížila hodnota 76 % z nejnižší 

koncentrace nanočástic typu F-R. Dalším zajímavým zjištěním je, že vyšší koncentrace 

nanočástic F-RF působily zřejmě pro buňky HaCaT stimulačně, jelikož dosahují vyšších 

hodnot MTS testu než kontrolní neopůsobené buňky.  

 

Graf. č. 13: Metabolická aktivita buněk A431 po inkubaci s SiNP (typ F-R - pouze s Rho B, typ F-RF - 

s RhoB i FITC). Zelená čára značí 100 % (kontroly), červená čára 75 % (hranici životaschopnosti). 

Prezentované hodnoty jsou výsledkem tří nezávislých měření. Chybová úsečka představuje směrodatnou 

odchylku. Červená čára značí 100 % (kontroly). Signifikantnost změny oproti kontrole je znázorněna na 

úrovni p < 0,05 (*), p < 0,01 (**). 
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Graf. č. 14: Metabolická aktivita buněk HaCaT po inkubaci s SiNP (typ F-R - pouze s Rho B, typ F-RF - 

s RhoB i FITC). Zelená čára značí 100 % (kontroly), červená čára 75 % (hranici životaschopnosti). 

Prezentované hodnoty jsou výsledkem tří nezávislých měření. Chybová úsečka představuje směrodatnou 

odchylku. Signifikantnost změny oproti kontrole je znázorněna na úrovni p < 0,05 (*), p < 0,01 (**). 

 

  

5.2.2 Proliferační test CyQuant 
 CyQuant proliferační test (CyQUANT Cell Proliferation Assays, Invitrogen) byl 

využit ke kvantifikaci buněk prostřednictvím vazby fluorescenční látky na buněčnou 

DNA. Celkové množství DNA by mělo být v přímé úměře s počtem buněk v populaci. 

Porovnávány byly buňky A431 a HaCaT inkubované s křemíkovými nanočásticemi 

oproti nanočásticemi neopůsobené kontrole, měření byl provedeno ihned po MTS testu. 

 Hodnoty absorbance získané z MTS testu jsou výsledkem metabolické aktivity 

celé populace, normalizací hodnot na výsledky fluorescence z jader byly získány hodnoty 

metabolické aktivity jednotlivých buněk (graf č. 15 a č. 16). I přes nejvyšší koncentraci 

přidaných nanočástic nebyl pozorován cytotoxický efekt u buněk A431, ani u buněk 

HaCaT. V případě buněk HaCaT působily koncentrace 50 μg/ml a 100 μg/ml nanočástic 

typu F-R stimulačně, jelikož životaschopnost buněk přesáhla hranici 100 % kontroly. 

Taktéž tomu bylo u nanočástic typu F-RF v nejvyšší koncentraci 100 μg/ml u totožných 

buněk. 
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Graf. č. 15: Normalizovaná metabolická aktivita buněk A431 po inkubaci s SiNP (typ F-R - pouze s Rho 

B, typ F-RF - s RhoB i FITC). Zelená čára značí 100 % (kontroly), červená čára 75 % (hranici 

životaschopnosti). Prezentované hodnoty jsou výsledkem tří nezávislých měření. Chybová úsečka 

představuje směrodatnou odchylku. Signifikantnost změny oproti kontrole je znázorněna na úrovni p < 0,05 

(*), p < 0,01 (**). 

 

 

 

 

Graf. č. 16: Normalizovaná metabolická aktivita buněk HaCaT po inkubaci s SiNP (typ F-R - pouze s Rho 

B, typ F-RF - s RhoB i FITC).). Zelená čára značí 100 % (kontroly), červená čára 75 % (hranici 

životaschopnosti). Prezentované hodnoty jsou výsledkem tří nezávislých měření. Chybová úsečka 

představuje směrodatnou odchylku. Signifikantnost změny oproti kontrole je znázorněna na úrovni p < 0,05 

(*), p < 0,01 (**). 
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5.3 Vizualizace SiNP pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus 
 

 Výsledky cytotoxických testů potvrdily, že nanočástice významně neovlivňují 

životaschopnost buněk. Poté bylo možné přistoupit k další části jejich charakterizace. 

Pomocí fluorescenčního mikroskopie byla sledována lokalizace a fluorescence 

nanočástic. Každý vzorek nově vyvinutých nanočástic byl tedy po úspěšných testech 

cytotoxicity přidán k živým buňkám a sledován nejdříve pomocí fluorescenčního 

mikroskopu Olympus. Tímto způsobem bylo testováno všech 6 šarží vzorků nanočástic 

dodaných od listopadu 2018 až do června 2020, jak bylo popsáno v Tabulce č. 2 v sekci 

Materiály a metody. 

 Dodávané nanočástice byly syntetizovány tak, aby každá nanočástice obsahovala 

jak červeně zářící Rho B i zeleně zářící FITC, výjimky jsou zmíněny v textu.  

Experimenty zahrnovaly buněčné linie A431, HaCaT nebo NHDF (nasazeny 

v koncentraci 10 000 buněk/cm2), které byly inkubovány s nanočásticemi 

v  koncentracích 25, 50, 100 μg/ml po dobu 15 min. Přidávané nanočástice byly ředěny 

do DMEM  média s 5 % FBS z důvodu eliminovat možné interakce nanočástic s proteiny 

obsaženými v séru, zároveň bylo cílem udržet buňky v podobných kultivačních 

podmínkách.  

 Byly testovány nanočástice z šarže A, obdržené v listopadu 2018. Na obrázku č. 

17 jsou znázorněny živé buňky HaCaT s SiNP v koncentraci 25 μg/ml. Na snímku A jsou 

patrné zeleně zářící shluky FITC navázaného na nanočásticích, na snímku B lze detekovat 

červený signál v oblasti cytoplazmy buněk, snímek C je složen obrázek z těchto dvou 

kanálů. Ze složeného snímku C lze usuzovat, že Rho B se oddělil od nanočástice a vnikl 

do buněk, nanočástice s navázaným FITC zůstaly v médiu, kde tvoří shluky. Aglomeráty 

nanočástic lze pozorovat i na snímku D z průchozího světla. Na obrázku č. 18 je snímek 

kontrolní jamky s buňkami HaCaT neopůsobenými nanočásticemi. Fluorescence 

neopůsobených buněk není pozorována. 
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Obr. č. 17: Detekce SiNP v koncentraci 25 μg/ml ředěných do 5% FBS (první dodané 8.11.2018) v živých 

buňkách linie HaCaT. Foceno objektivem 40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s 

SiNP, snímek B: červená fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: složení snímku Aa 

B, snímek D: buňky v průchozím světle. Expoziční čas pro průchozí světlo (bright field BR) - 31ms, pro 

kanál 3 (snímání fluorescence FITC) – 200ms, pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 25 ms. 

    

 

Obr. č. 18: Snímky NP neopůsobené kontroly - živých buněk HaCaT v 5 % FBS. Snímek A: buňky 

v průchozím světle, snímek B: fluorescence FITC, snímek C: fluorescence Rhodaminu B. Foceno 

objektivem 40x. Expoziční čas pro průchozí světlo (bright field BR) - 31ms, pro kanál 3 (snímání 

fluorescence FITC) – 200ms, pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 25 ms. 

A B 

C D 

A B 
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 V březnu 2019 byl dodán nový vzorek nanočástic - šarže B. Na obrázku č. 19 jsou 

znázorněny živé buňky A431 s SiNP v koncentraci 100 μg/ml, které byly ředěny do 

média zcela bez séra. Sérum obsažené v médiu mohlo nanočástice shlukovat se sérovými 

proteiny a tím je vychytávat mimo buňku. Na snímku A je možné pozorovat zeleně zářící 

shluky FITC navázaného na nanočásticích, na snímku B lze detekovat červený signál 

v oblasti cytoplazmy buněk, snímek C je složen obrázek z těchto dvou kanálů. Ze 

složeného snímku C lze usuzovat, že Rho B je zřejmě opět v buňce nezávisle na 

nanočástici. Nanočástice s navázaným FITC zůstaly v médiu, kde tvoří shluky, 

nepřítomnost séra nepodpořila vnik nanočástic do buňky, ani nezamezil shlukování 

nanočástic. Na snímku D zobrazující živé buňky v průchozím světle lze pozorovat 

apoptopická tělíska tvořící se na membráně buněk, zřejmě z důvodu nevyhovujících 

bezsérových podmínek. Na obrázku č. 20 je snímek kontrolní jamky s buňkami A431 

neopůsobenými nanočásticemi. Fluorescence neopůsobených buněk není pozorována. 

   

   

Obr. č. 19: Detekce SiNP v koncentraci 100 μg/ml ředěných do samotného média DMEM (šarže B) 

v živých buňkách linie A431. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: 

červená fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: složení snímku Aa B, snímek D: 

buňky v průchozím světle. Foceno objektivem 40x. Expoziční čas pro kanál 3 (snímání fluorescence FITC) 

– 200ms, pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 25 ms pro průchozí světlo (bright field BR) - 31ms. 

A B 

C D 
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Obr. č. 20: Snímky NP neopůsobené kontroly - živých buněk A431v DMEM médiu. Snímek A: buňky 

v průchozím světle, snímek B: fluorescence FITC, snímek C: fluorescence Rhodaminu B. Foceno 

objektivem 40x.. Expoziční čas pro průchozí světlo (bright field BR) - 31ms, pro kanál 3 (snímání 

fluorescence FITC) – 200ms, pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 25 ms. 

 

 

 Byly připraveny a dodány nové nanočástice (šarže C) 9.10.2019. Z důvodu 

předchozího oddělení Rho B do cytoplasmy, byl snímek s nanočásticemi porovnán se 

snímkem větších buněk NHDF s obarvenými mitochondriemi MitoTracker RED. 

Obrázek č. 21 tedy zobrazuje živé buňky NHDF, snímek A je z kanálu snímající pouze 

Rho B (z nanočástic šarže C – koncetrace 100 μg/ml) v porovnání se snímkem B, kde 

jsou znázorněny pouze barvené mitochondrie MitoTracker RED. Lze usuzovat na 

lokalizaci Rho B v mitochondriích. 
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Obr. č. 21: Na snímku A je zobrazen pouze červený Rho B oddělený od nanočástic šarže C uvnitř živých 

buněk NHDF. Pro porovnání na snímku B jsou vyfoceny živé mitochondrie buněk NHDF barvené 

MitoTracker RED. Foceno objektivem 40x. Expoziční čas pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 100 

ms. Bílá úsečka vpravo dole znázorňuje rozměr 20 μm. 

 

 Obrázek č. 22 znázorňuje kontrolní jamku s buňkami linie NHDF, ke kterým byl 

přidán supernatant odebraný po centrifugaci nanočástic šarže C (obdrženy v říjnu 2019). 

Na snímku A nedetekujeme žádný zelený signál z FITC. Na snímku B je detekován 

červený signál uvnitř buněk. Rho B se zřejmě oddělil do supernatantu z nanočástic, které 

zůstaly v peletu na dně centrifugační zkumavky. Lze předpokládat, že zdodaných 

nanočástic dochází k uvolnění Rho B a tudíž není možné jeho signálem lokalizovat 

nanočástici v buňce. 

     

Obr. č. 22: Snímky kontroly – živých buněk NHDF po přidání supernatantu odebraného z roztoku 

nanočástic po jejich centrifugaci (dodané 9.10.2019). Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného 

s SiNP, snímek B: červená fluorescence Rhodaminu B. Foceno objektivem 40x. Expoziční čas pro kanál 3 

(snímání fluorescence FITC) – 100ms, pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 100 ms. Bílá úsečka 

vpravo dole znázorňuje rozměr 20 μm. 

 Kvůli nedostatkům šarže C byly nasyntetizovány a dodány nové nanočástice 

(šarže D) v prosinci 2019. Na obrázku č. 23 jsou zobrazeny buňky linie NHDF s nově 

dodanými nanočásticemi v koncentraci 100 μg/ml. Na snímku A lze pozorovat shluky 

zeleně zářícího FITC navázeného na nanočástici. Na snímku B lze pozorovat červený 

signál mimo, ale zejména uvnitř buněk. Rozprostření červeného signálu uvnitř buňky 

A B 

A B 



58 
 

připomíná mitochondriální struktury. Složení těchto dvou kanalů je znázorněno na 

snímku C. Složený snímek C dokazuje shodný problém jako u nanočástic z podzimu 2019 

(šarže C). Červený signál Rho B se nepřekrývá se zeleným, tudíž na nanočástici nejsou 

přítomné oba fluorofory. Rho B se oddělil od nanočástice a vnikl do buněk, 

pravděpodobně do mitochondrií. Nanočástice s navázaným FITC zůstaly v médiu, kde 

tvoří shluky. Z obrázku nelze usuzovat na lokalizaci nanočástice uvnitř buňky. 

Aglomeráty nanočástic lze taktéž pozorovat vpravo dole na obrázku z průchozího světla. 

Na obrázku č. 24 je snímek kontrolní jamky s buňkami NHDF neopůsobenými 

nanočásticemi. Fluorescence neopůsobených buněk není pozorována. 

 

  

   

Obr. č. 23:  Detekce SiNP v koncentraci 100 μg/ml ředěných do 5 % FBS (dodaných 12.12.2019) v živých 

buňkách linie NHDF. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená 

fluorescence Rhodaminu B, snímek C: složení snímku A a B, snímek D: buňky v průchozím světle. Foceno 

objektivem 40x. Expoziční čas pro průchozí světlo (bright field BR) - 115ms, pro kanál 3 (snímání 

fluorescence FITC) – 200ms, pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 100 ms. Bílá úsečka vpravo dole 

znázorňuje rozměr 20 μm. 

A B 
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Obr. č. 24: Snímky NP neopůsobené kontroly - živých buněk NHDF v 5 % FBS. Snímek A: buňky 

v průchozím světle, snímek B: fluorescence FITC, snímek C: fluorescence Rhodaminu B. Foceno 

objektivem 40x. Expoziční čas pro průchozí světlo (bright field BR) - 115ms, pro kanál 3 (snímání 

fluorescence FITC) – 200ms, pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 100 ms. Bílá úsečka vpravo dole 

znázorňuje rozměr 20 μm. 

 Z důvodu možné lokalizace Rho B v mitohondriích, bylo nutné vizualizovat 

buněčné mitochondrie MitoTrackerem Green, jež měl potvrdit nebo vyvrátit toto tvrzení. 

Obrázek č. 25 zobrazuje buňky linie NHDF barvené MitoTrackerem Green a inkubované 

s nanočásticemi z šarže B v koncentraci 100 μg/ml (obdrženy v březnu 2019). Na snímku 

A jsou zeleně obarvené mitochondrie, mimo buňku jsou patrné shluky zeleně zářícího 

FITC navázeného na nanočástici. Na snímku B je detekován červený signál 

koncentrovaný uvnitř buněk, rozprostření signálu se velmi podobá obrázku s barvenými 

mitochondriemi. Složený obrázek C z těchto dvou kanálů potvrzuje lokalizaci Rho B 

uvnitř mitochondrií nezávisle na nanočástici s FITC. Větší aglomeráty nanočástic 

s navázaným FITC zůstaly v médiu, kde tvoří shluky. Aglomeráty nanočástic lze taktéž 

pozorovat  na snímku D z průchozího světla. Na obrázku č. 26 je snímek kontrolní jamky 

s buňkami NHDF barvenými MitoTrackerem Green neopůsobenými nanočásticemi. Lze 

pozorovat zeleně barvené mitochondrie.  

A B 

C 
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Obr. č. 25: Detekce SiNP v koncentraci 100 μg/ml ředěných do 5 % FBS (dodaných 12.12.2019) v buňkách 

linie NHDF po fixaci. Kolokalizace s mitochondriemi barvenými MitoTrackerem Green. Foceno 

objektivem 40x. Snímek A: zelená fluorescence MitoTracker Green značených mitochondrií, snímek B: 

červená fluorescence Rhodaminu B, snímek C: složení snímku A a B, snímek D: buňky v průchozím světle. 

Expoziční čas pro průchozí světlo (bright field BR) - 115ms, pro kanál 3 (snímání fluorescence MitoTracker 

Green) – 200ms, pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 100 ms. Bílá úsečka vpravo dole znázorňuje 

rozměr 20 μm. 

  

 

Obr. č. 26: Snímky kontroly - fixovaných buněk NHDF v 5 % FBS s obarvenými mitochondriemi 

MitoTrackerem Green. Snímek A: buňky v průchozím světle, snímek B: fluorescence MitoTracker Green 

značených mitochondrií, snímek C: fluorescence Rhodaminu B. Foceno objektivem 40x. Expoziční čas pro 

průchozí světlo (bright field BR) - 115ms, pro kanál 3 (snímání fluorescence MitoTracker Green) – 200ms, 

pro kanál 5 (snímání fluorescence Rho B) - 100 ms. Bílá úsečka vpravo dole znázorňuje rozměr 20 μm. 

A B 

C D 

A B 
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 V květnu 2020 byl opět připraven a dodán nový vzorek nanočástic  - šarže E. 

Tento i předchozí vzorky byly dodávány v destilované vodě. Z obavy o sterilitu vzorku 

byl proveden test možné kontaminace. Výsledek agarového testu potvrzuje kontaminaci 

vzorku a je zobrazen na obrázku č. 27. Bylo tedy nutné připravit nový vzorek nanočástic, 

který byl dodán v červnu 2020 (šarže F - typ F-RF s RhoB i s FITC v metanolu a MilliQ, 

typ F-R pouze s RhoB v MilliQ) agarový test na možnou kontaminaci byl negativní 

(obrázek č. 27). Změnou rozpouštědla (z MilliQ na metanol) byl tedy splněn požadavek 

na čistotu dodávaných vzorků, jež se dlouhou dobu nedařilo zajistit.  

 

 

Obr. č. 27: A) F-RF v metanolu B) F-RF v MilliQ C) F-R v MilliQ šarže F dodaná 16.6.2020 D) E1 E) E2 

šarže E dodaná 4.5.2020 

 Na obrázcích č. 28, 29 a 30 jsou zobrazeny živé buňky linie NHDF. Byly k nim 

přidány nanočástice typu F-RF v methanolu v koncentracích 25, 50, 100 μg/ml (obdrženy 

v červnu 2020). Na snímku A je pozorovatelný signál zeleně zářícího FITC navázeného 

na nanočástici. Na snímku B lze pozorovat červený signál Rho B, taktéž navázaného na 

nanočástici. Na snímku C jsou patrná jádra barvená DAPI. Snímek D zobrazuje buňky v 

průchozím světle. Složený snímek E ze všech tří fluorescenčních kanálů je znázorněn 
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úplně vlevo dole. Na složeném snímku E lze potvrdit překryv červeného signálu z Rho B 

a zeleného signálu z FITC, oba fluorofory jsou detekovány na částici, výsledný signál je 

žlutý. Z pozorování buněk i z nasnímaných fotek je zřejmé, že vyšší koncentrace 

nanočástic podporovala kumulaci nanočástic na povrchu buněk. Vyšší koncentrace 

přidaných nanočástic stimuluje jejich shlukování na povrchu buněk, jež jsou patrné i na 

snímcích z průchozího světla (obr .č. 30). 

 

         

 

 

Obr. č. 28.: Zobrazení živých buněk NHDF s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 25 μg/ml, objektivem 

40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená fluorescence 

Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: buňky focené 

v průchozím světle, snímek E: složení snímku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole 

reprezentuje rozměr 20 μm. 

 

 

A B 

C D 

E 

B 
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Obr. č. 29.: Zobrazení živých buněk NHDF s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 50 μg/ml, objektivem 

40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená fluorescence 

Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: buňky focené 

v průchozím světle, snímek E: složení snímku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole 

reprezentuje rozměr 20 μm. 
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E 



64 
 

  

  

 

Obr. č. 30.: Zobrazení živých buněk NHDF s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml, 

objektivem 40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená 

fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: buňky 

focené v průchozím světle, snímek E: složení snímku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo 

dole reprezentuje rozměr 20 μm. 

 

Na obrázcích č. 31, 32, 33 jsou zobrazeny živé buňky linie A431, které jsou v porovnání 

s NHDF znatelně menší. Byly přidány nanočástice typu F-RF v methanolu 

v koncentracích 25, 50, 100 μg/ml (obdrženy v červnu 2020). Na snímku A je 

pozorovatelný signál zeleně zářícího FITC navázeného na nanočástici. Na snímku B lze 

pozorovat červený signál Rho B, taktéž navázaného na nanočástici. Na snímku C jsou 

patrná jádra barvená DAPI. Snímek D zobrazuje buňky v průchozím světle. Složený 

snímek E ze všech tří fluorescenčních kanálů je znázorněn úplně vlevo dole.  Na složeném 

snímku E lze potvrdit překryv červeného signálu z Rho a zeleného signálu z FITC, oba 

fluorofory jsou detekovány na částici, výsledný signál je žlutý. Z pozorování i 

nasnímaných fotek lze usuzovat na hromadění nanočástic na povrchu buněk. Stále lze 

pozorovat tvorbu větších shluků nanočástic, jež jsou patrné i na snímcích z průchozího 

A B 

C D 
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světla (obr. č. 33). Při použití nejvyšší koncentrace nanočástic typu F-RF je patrný výskyt 

nanočástic zejména na porvchu buněk (obr. č. 33). 

 

 

  

  

 

Obr. č. 31: Zobrazení živých buněk A431 s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 25 μg/ml, objektivem 

40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená fluorescence 

Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: buňky focené 

v průchozím světle, snímek E: složení snímku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole 

reprezentuje rozměr 20 μm. 
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Obr. č. 32: Zobrazení živých buněk A431 s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 50 μg/ml, objektivem 

40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená fluorescence 

Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: buňky focené 

v průchozím světle, snímek E: složení snímku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole 

reprezentuje rozměr 20 μm. 
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Obr. č. 33: Zobrazení živých buněk A431 s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml, objektivem 

40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená fluorescence 

Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: buňky focené 

v průchozím světle, snímek E: složení snímku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole 

reprezentuje rozměr 20 μm. 

 

  

 Na obrázcích č. 34, 35, 36 jsou zobrazeny živé buňky linie HaCaT, srovnatelně 

velké s buňkami linie A431. K nim byly přidány nanočástice typu F-RF v methanolu 

v koncentracích 25, 50, 100 μg/ml (obdrženy v červnu 2020). Na snímku A je 

pozorovatelný signál zeleně zářícího FITC navázeného na nanočástici. Na snímku B lze 

pozorovat červený signál Rho B, taktéž navázaného na nanočástici. Na snímku C jsou 

patrná jádra barvená DAPI. Snímek D zobrazuje buňky v průchozím světle. Složený 

snímek E ze všech tří fluorescenčních kanálů je znázorněn úplně vlevo dole. Na složeném 

snímku E lze opět potvrdit překryv červeného signálu z Rho B a zeleného signálu z FITC, 

oba fluorofory jsou detekovány na částici, výsledný signál je žlutý. Z pozorování buněk 

i z nasnímaných fotek lze usuzovat na zvýšenou míru shlukování se mimo buňku i na 
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povrchu buňky. Vyšší koncentrace přidaných nanočástic podporuje tvorbu větších shluků 

nanočástic, jež lze identifikovat jako rozostřené velké body. 

  

   

Obr. č. 34: Zobrazení živých buněk HaCaT s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 25 μg/ml, objektivem 

40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená fluorescence 

Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: buňky focené 

v průchozím světle, snímek E: složení snímku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole 

reprezentuje rozměr 20 μm. 

 

A B 

C D 

E 



69 
 

  

    

 

Obr. č. 35: Zobrazení živých buněk HaCaT s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 50 μg/ml, objektivem 

40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená fluorescence 

Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: buňky focené 

v průchozím světle, snímek E: složení snímku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole 

reprezentuje rozměr 20 μm. 
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Obr. č. 36: Zobrazení živých buněk HaCaT s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml, 

objektivem 40x. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená 

fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: buňky 

focené v průchozím světle, snímek E: složení snímku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo 

dole reprezentuje rozměr 20 μm. 

 

 Vizualizaci nanočástic fluorescenčním mikroskopem provázely problémy spojené 

s výrobou nových typů SiNP. Tabulka č. 10 shrnuje všechny dodané šarže nanočástic a 

jejich stručnou charakterizaci. Nejprve nebyla jejich lokalizace v buňce možná z důvodu 

odpojení lokalizačního fluoroforu Rho B z četných dodávek nanočástic. Dále při 

pozorování živých buněk po přidání nových nanočástic se fluorescenční body 

pohybovaly, což naznačovalo na přítomnost bakteriální kontaminace, která byla i ověřena 

pomocí kultivace na agaru, takže požadované vlastnosti (přítomnost obou fluoroforů a 

sterilita) splňoval až vzorek obdržený v červnu 2020 (typ F-RF v methanolu). Tento 

vzorek byl úspěšně zobrazen ve třech různých koncentracích po inkubaci s buněčnými 

linie NHDF, A431 a HaCaT. Ze snímků, je patrné, že se nanočástice se vyskytují zejména 

na povrchu buněk a ve vyšších  koncentracích mají tendenci se shlukovat.  
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šarže datum převzetí komplikace 

A 08.11.2018 

Rho B v buňce, 

nanočástice s FITC 

mimo ve shlucích 

B 22.03.2019 

Rho B v buňce, 

nanočástice s FITC 

mimo ve shlucích 

C 09.10.2019 

Rho B zůstal po 

centrifugaci SiNP v 

supernatantu 

D 12.12.2019 

Rho B lokalizován v 

mitochondriích 

E 04.05.2020 kontaminace 

F 16.06.2020 

Sterilní, SiNP 

konjugované s Rho B i 

FITC, mimo buňku 

Tab. č. 10: Přehled převzatých nanočástic a jejich stručná charakterizace 

 

5.4 Lokalizace SiNP pomocí konfokální mikroskopie  
 

  Pro preciznější lokalizaci nanočástic byly použity nanočástice typu F-RF, 

k zobrazení konfokálním mikroskopem bylo třeba použít fixovaný preparát. Fixace 

znemožňuje analyzovat obraz prostřednictvím pH senzitivního fluoroforu FITC a použít 

jej k výpočtu pH. Buňky linie A431 a HaCaT byly standardně inkubovány 

s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml po dobu 15 min. Pomocí 

fluorescenčního mikroskopu Olympus byly sledovány shluky nanočástic lokalizované 

zejména na povrchu buněk. Za účelem podpořit vstup nanočástic do buněk byl během 

inkubace přidán detergent Triton. Vzorky buněk s nanočásticemi byly dobarveny 

DAPI,  za účelem lokalizovat buněčné jádro. Zafixované vzorky byly zobrazeny a 

nasnímány na konfokálním mikroskopu.  

 Na obrázku č. 37 a č. 38 jsou zobrazeny buňky A431 s nanočásticemi typu F-RF, 

vzorek na obrázku č. 37 byl na rozdíl od vzorku na obrázku č. 38 opůsoben 0,01 % 

Tritonem v PBS. Na snímku A lze pozorovat zelený signál z FITC navázaného na 

nanočástici. Na snímku B je detekován červený signál Rho B, taktéž lokalizující 



72 
 

nanočástici. Snímek C zobrazuje jsou modře zbarvená jádra DAPI. Snímek D je složený 

snímek ze všech tří kanálů. 

  

   

Obr. č. 37: Zobrazení fixovaných buněk A431 s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml na 

konfokálním mikroskopu. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená 

fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: 

složení snímku A,B,C. Buňky byly opůsobeny 1 μl 0,01 % roztoku Tritonu (v PBS) po dobu 1 min za 

účelem podpořit vstup nanočástic do buňky. 
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Obr. č. 38: Zobrazení fixovaných buněk A431 s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml na 

konfokálním mikroskopu. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená 

fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: 

složení snímku A,B,C. 

 

 

 Buňky linie HaCaT s nanočásticemi typu F-RF jsou zobrazeny na obrázku č. 39 a 

č. 40. Buňky A431 na obrázku č. 39 byly inkubovány s nanočásticemi typu F-RF a s 

detergenten Triton. Pro srovnání obrázek č. 40 zobrazuje tytéž buňky s nanočásticemi 

neopůsobené Tritonem. Na snímku A lze pozorovat zelený signál z FITC navázaného na 

nanočástici. Na snímku B je detekován červený signál Rho B, taktéž lokalizující 

nanočástici. Snímek C zobrazuje jsou modře zbarvená jádra DAPI. Snímek D je složený 

snímek ze všech tří kanálů. 
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Obr. č. 39:Zobrazení fixovaných buněk HaCaT s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml na 

konfokálním mikroskopu. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená 

fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: 

složení snímku A,B,C. Buňky byly opůsobeny 1 μl 0,01 % roztoku Tritonu (v PBS) po dobu 1 min za 

účelem podpořit vstup nanočástic do buňky. 
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Obr. č. 40: Zobrazení fixovaných buněk HaCaT s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml na 

konfokálním mikroskopu. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snímek B: červená 

fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snímek C: jádra barvena modře DAPI, snímek D: 

složení snímku A,B,C. 

 Buňky linie A431 neopůsobené nanočásticemi s obarvenými jádry a aktinem 

sloužily jako kontrola, znázorněno na obrázku č. 41. Na snímku A lze pozorovat aktin 

barvený zeleně Phalloidinem + AF 488. Červený signál na snímku B není detekován. Na 

snímku C jsou patrná jádra barvena modře DAPI. Snímek D reprezentuje složené snímky 

A, B, C. 

A B 

C D 
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Obr. č. 41: Zobrazení fixovaných buněk A431 bez nanočástic (kontrola) na konfokálním mikroskopu. 

Snímek A: aktin značen zeleně Phalloidinem + AF488, Snímek B: červená fluorescence Rhodaminu B 

konjugovaného s SiNP není detekována, snímek C: jádra značená modře DAPI, snímek D: složení snímků 

A, B, C.    

  

 Cílem této experimentální části bylo lokalizovat nanočástice F-RF. pH 

senzitivním fluoroforem FITC není možné měřit po fixaci vzorku pH, tato část byla 

zaměřena zejména na detekci červeného signálu z Rho B, ideálně uvnitř buňky. V 

předchozí mikroskopické části byly nanočástice F-RF pozorovány ve zvýšené míře na 

povrchu buněk. Za cílem podpořit vstup jednotlivých nanočástic do intracelulární 

prostoru, byla membrána buněk narušena roztokem 0,01 % Tritonu.  

 Zobrazením nanočástic typu F-RF bylo zjištěno, že ani po narušení membrány 

0,01 % roztokem Tritonu nebyly nanočástice lokalizovány v oblasti cytoplazmy, tedy 

uvnitř buňky. Dle snímků lze usuzovat na lokalizaci nanočástic na buněčné membráně. 

Toto tvrzení je podpořeno pořízením 3D snímků převedených do videa, jež je součástí 

A B 

C D 
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příloh na přiloženém CD. Pořadí v přiloženém videu je následující: 1. buňky linie A431 

opůsobené Tritonem s F-RF, 2. buňky linie A431 bez Tritonu s F-RF, 3. buňky linie A431 

kontrola, 4. buňky linie HaCaT opůsobené Tritonem s F-RF, 5. buňky linie HaCaT bez 

Tritonu s F-RF, 6. buňky linie HaCaT kontrola. 

 

5.5 Lokalizace SiNP pomocí super-rezoluční mikroskopie  
  

 Tato mikroskopická metoda umožňuje, zobrazovat vzorky za hranicí rozlišení 

kolem 200 nm. Toho je v případě mikroskopie STED dosaženo využitím dvou laserů, 

jeden pro excitaci fluoroforu a druhý depleční laser ve tvaru donutu obkružující laser 

excitační. Tak dojde k „vyčerpání“ (redukci) emise fluorescence v okolí excitačního 

paprsku. Fluorescence je soustředěna do středu excitačního paprsku a tím se zvyšuje 

rozlišovací schopnost mikroskopu až na 50 nm.  

 Super-rezoluční mikroskopie byla zařazen jako další metoda pro vizualizaci a 

lokalizaci SiNP typu F-RF. Nanočástice typu F-RF v nejvyšší koncentraci 100 μg/ml byly 

inkubovány 15 min s buňkami linie A431, HaCaT a NHDF. Buněčná jádra byla 

lokalizována pomocí DAPI. Buňky byly opůsobeny 0,01 % roztoku Tritonu po dobu 1 

min. 

  Na obrázku č. 42 je zobrazen fibroblast NHDF. Na snímku A je detekován zelený 

signál FITC. Na snímku B je detekován červený signál z Rho B. Snímek C zobrazuje 

modře obarvené jádro a složený signál fluorescence FITC a Rho B. 



78 
 

 

 

Obr. č. 42: Zobrazení fixovaných buněk NHDF s nanočásticemi typu F-RF  v koncentraci 100 μg/ml 

pomocí STED mikroskopie. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, jádro značeno 

modře DAPI, snímek B: červená fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, jádro značno modře 

DAPI, snímek C: žlutý signál složený z Rho B a FITC, jádro značeno modře DAPI.  

 Na obrázku č. 43 jsou zobrazeny buňky A431. Na snímku A je detekován zelený 

signál FITC. Na snímku B je detekován červený signál z Rho B. Snímek C zobrazuje 

modře obarvené jádro a složený signál fluorescence FITC a Rho B. 

A 

B 

C 
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Obr. č. 43: Zobrazení fixovaných buněk A431 s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml pomocí 

STED mikroskopie. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, jádro značeno modře 

DAPI, snímek B: červená fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, jádro značno modře DAPI, 

snímek C: žlutý signál složený z Rho B a FITC, jádro značeno modře DAPI. 

 

 Na obrázku č. 44 jsou zobrazeny buňky HaCaT. Na snímku A je detekován zelený 

signál FITC. Na snímku B je detekován červený signál z Rho B. Snímek C zobrazuje 

modře obarvené jádro a složený signál fluorescence FITC a Rho B. 

   

Obr. č. 44: Zobrazení fixovaných buněk HaCaT s nanočásticemi typu F-RF v koncentraci 100 μg/ml 

pomocí STED mikroskopie. Snímek A: zelená fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, jádro značeno 

modře DAPI, snímek B: červená fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, jádro značno modře 

DAPI, snímek C: žlutý signál složený z Rho B a FITC, jádro značeno modře DAPI. 

   

 Využitím superrezoluční mikroskopie byly získány snímky buněk 

s nanočásticemi. V porovnání se snímky z konfokálního mikroskopu není patrné vyšší 

rozlišení pro lokalizaci nanočástic, právě naopak. Zejména patrné jsou shluky nanočástic 

lokalizované pravděpodobně na povrchu buňky. 

A B C 

A B C 
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5.6 Stanovení intracelulárního pH pomocí pH indikátoru SNARF-1 
 

 Jednou z variant stanovení pH je využití fluorescenčního raciometrického 

indikátoru SNARF-1 (5-(and-6)-Carboxy SNARF™-1, acetoxymetyl ester, acetát, 

Invitrogen™). Tento indikátor je ve formě acetoxymetyl esteru schopný projít buněčnou 

membránou, vlivem buněčných esteráz uvnitř buňky dochází k odštěpení acetoxymetylu 

a uvěznění zbytku nabité molekuly SNARF-1 v cytosolu (Hinton et al. 2009). Tento na 

fluorescenci založený SNARF-1 má pouze jedno excitační maximum, a to mezi 488-514 

nm. Fluorescence je snímána ve dvou emisních vlnových délkách, při 580 nm a 640 nm, 

což je znázorněno na grafu č. 45. Podílem hodnot intenzity fluorescence naměřené při 

580 nm a 640 nm dostaneme hodnotu, jež můžeme po kalibraci použít pro výpočet 

reálného vnitrobuněčného pH. 

 

Graf č. 45: Relativní intenzita fluorescence pro emisní maxima SNARF-1 při 580 nm a 640 nm (převzato 

z Fluorescence SpectraViewer, ThermoFisher) 

 

5.6.1 Kalibrace 
 

 K dopočítání reálných hodnot pH bylo nejdříve nutné SNARF-1 kalibrovat 

v roztocích o různých hodnotách pH za přítomnosti K+/H+ ionoforu Nigericinu (Sigma-

Aldrich). Ionofor umožnil vyrovnání pH intracelulárního a extracelulárního prostředí 

vlivem toku extracelulárního draselného iontu. Smíšením kyselého pufru A a zásaditého 

pufru B v odlišných poměrech byly připraveny pufry o hodnotách pH: 6,5; 7; 8. 

 Kalibrace byla měřena v režimu měření intenzity fluorescence na fluorescenčním 

destičkovém spektrometru při vlnových délkách excitace 488 nm a při dvou emisních 

maximech 580 nm a 640 nm, gain 132. Byla stanovena kalibrační křivka pro SNARF-1 

aplikovaný k buňkám A431 a HaCaT za použití ionoforu Nigericinu, v pufrech o 

hodnotách pH 6,5;7;8 (graf č. 46 a č. 47).  
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Graf č. 46: Kalibrační křivka pro SNARF-1 a buněčnou linii A431. Vyjadřuje závislost poměru intenzit 

fluorescence SNARF-1 měřených ve dvou emisních délkách na pH. 

 

 

Graf č. 47: Kalibrační křivka pro SNARF-1 a buněčnou linii HaCaT. Vyjadřuje závislost poměru intenzit 

fluorescence SNARF-1 měřených ve dvou emisních délkách na pH. 

  

 Z kalibračních křivek byly dopočítány hodnoty pH pro buněčné linie HaCaT a 

A431. Na fluorescenčním destičkovém spektrometru byla hodnota pH pro HaCaT 

stanovena na 6,7 a pro A431 na 6,3, naznačující více kyselé prostředí u rakovinných A431 

buněk.  
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5.6.2 Detekce pH indikátoru SNARF-1 metodou fluorescenční 

spektroskopie 
  

 Po kalibraci byl SNARF-1 v koncentraci 10 μM inkubován s buněčnou linií A431 

a HaCaT. Při totožném nastavení fluorescenčního destičkového spektrometru byly 

snímány intenzity fluorescence při vlnových délkách 580 nm a 640 nm. Prezentované 

výsledky jsou průměrem hodnot minimálně ze tří provedených měření. Poměr intenzit 

fluorescence (640/580 nm) je v případě měření na destičkovém spektrometru zobrazeno 

na grafu č. 48, buněčná linie HaCaT dosahuje hodnoty 0,340 vs 0,313 buněčné linie A431 

(graf č. 48). Poměr intenzit fluorescence (640/580 nm) dosahuje opět vyšších hodnot u 

buněčné linie HaCaT, než je tomu u buněk linie A431, což poukazuje na kyselejší 

intracelulární prostředí buněk A431. 

 

Graf č. 48: Porovnání poměrů intenzit fluorescence (I640 nm/I580 nm) SNARF-1 u buněčné linie HaCaT 

a A431 metodou fluorescenční spektroskopie. Poměr intenzit fluorescence linie HaCaT činil 0,340, u linie 

A431 0,313. Prezentované hodnoty jsou výsledkem tří nezávislých měření. Chybová úsečka představuje 

směrodatnou odchylku. 

 

5.6.3 Detekce pH indikátoru SNARF-1 metodou průtokové cytometrie 
 

 Detekce fluorescence pH indikátoru SNARF-1 byla rozšířena o metodu průtokové 

cytometrie. Průtoková cytometrie analyzuje jednotlivé buňky v proudu tekutiny, kterou 

prochází paprsek světla z laseru. Buňky je poté možné třídit mimo jiné i na základě jejich 

specifických fluorescenčních vlastností. Opět byly buňky linie A431 a HaCaT 

inkubovány s pH indikátorem SNARF-1 v koncentraci 10μM po dobu 30 min. Buňky 
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byly posléze převedeny do buněčné suspenze a včetně kontroly a duplikátu měřeny 

metodou průtokové cytometrie při nastavení uvedeném v tab. č 7. V programu FlowJo 

byla vyhodnocena průměrná intenzita fluorescence, poté byl stanoven poměr 640/580 nm. 

Takto získané výsledky poukazují na shodný trend detekovaný pomocí destičkového 

spektrometru. Výsledky jsou průměrem hodnot čtyř provedených měření. Poměr 

průměrných hodnot intenzit fluorescence (640 nm/580 nm) byl metodou průtokové 

cytometrie stanoven na 1,75 u buněčné linie HaCaT vs 1,66 u buněčné linie A431 (graf 

č. 49). 

 

Graf č. 49: Porovnání poměrů intenzit fluorescence (I640 nm/I580 nm) SNARF-1 u buněčné linie HaCaT 

a A431 metodou průtokové cytometrie. Poměr intenzit fluorescence linie HaCaT činil 1,75 u linie A431 

1,66. Prezentované hodnoty jsou výsledkem tří nezávislých měření. Chybová úsečka představuje 

směrodatnou odchylku. 

 

 

 

5.7 Vizualizace SNARF-1 fluorescenčním mikroskopem Olympus 
 

 Metodou fluorescenční mikroskopie byl vizualizován SNARF-1 uvnitř buněk. 

Nejdříve byly testovány dvě koncentrace SNARF-1: 5 μM a 10 μM, ale dále byla 

používána již jen koncentrace 10 μM, znázorněno na obrázcích č. 50 a č. 51. Byl použit 

pouze kanál pro snímání vlnové délky 580 nm, jelikož filtr pro snímání druhého emisního 

maxima (640 nm) nebyl ve výbavě našeho fluorescenčního mikroskopu Olympus.  
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 Na obrázcích č. 50 a č. 51 lze jsou vyfoceny fixované buňky linie HaCaT 

inkubované se SNARF-1 (koncentrace 5 μM vs 10 μM), DAPI a Phalloidin + AF 488. 

Byly porovnány dvě koncentrace SNARF-1 za účelem optimalizace jeho vizualizace. Na 

snímku A jsou jádra barvená modře DAPI, na snímku B je vizualizován aktin pomocí 

Phalloidin + AF 488. Na snímku C u obrázku č. 50 je pozorovatelný slabý červený signál 

SNARF-1, na obrázku č. 51 je při vyšší koncentraci SNARF-1 červený signál 

intenzivnější. Snímek D je složený ze snímku A, B, C. Výsledky ukazují, že použití vyšší 

koncentrace dává lepší fluorescenční signál z vnitřku buňky.  

 

Obr. č. 50: Lokalizace červeně zářícího SNARF-1 v koncentraci 5μM uvnitř již zafixovaných buněk 

HaCaT. Snímek A: jádra obarvena modře DAPI, snímek B: aktin obarven zeleně Phalloidin + AF488, 

snímek C: červený signál SNARF-1 (580 nm), snímek D: složený ze snímku A, B, C. Foceno objektivem 

40x, bílá úsečka vpravo dole reprezentuje rozměr 20 μm. 

A B 

C D 
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Obr. č. 51: Lokalizace červeně zářícího SNARF-1 v koncentraci 10 μM uvnitř již zafixovaných buněk 

HaCaT. Snímek A: jádra obarvena modře DAPI, snímek B: aktin obarven zeleně Phalloidin + AF488, 

snímek C: červený signál SNARF-1 (580 nm), snímek D: složený ze snímku A, B, C. Foceno objektivem 

40x, bílá úsečka vpravo dole reprezentuje rozměr 20 μm. 

 

 K lokalizaci SNARF-1 uvnitř živých buněk linie A431 a HaCaT byly lysozomy 

barveny modře vitální barvičkou LysoTracker MHB 207. Živé buňky A431 jsou 

zobrazeny na obrázku č. 52. Na snímku A jsou modře barveny lysozomy (LysoTracker 

MHB207), snímek B zobrazuje červenou fluorescenci SNARF-1 (580 nm). Byly taktéž 

pozorovány živé buňky HaCaT (obr. č. 53). Na snímku A jsou modře barveny lysozomy 

(LysoTracker MHB207), snímek B zobrazuje červenou fluorescenci SNARF-1 (580 nm). 

Lokalizace SNARF-1 ve váčcích lysozomů nebyla potvrzena. 

   

Obr. č. 52: Lokalizace červeně zářícího SNARF-1 v koncentraci 10 μM uvnitř živých buněk A431. Snímek 

A: lysozomy barveny modře LysoTracker MHB 207, snímek B: fluorescence SNARF-1 (580nm). Foceno 

objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole reprezentuje rozměr 20 μm. 

A B 

C D 

A B 
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Obr. č. 53: Lokalizace červeně zářícího SNARF-1 v koncentraci 10 μM uvnitř živých buněk HaCaT. 

Snímek A: lysozomy barveny modře LysoTracker MHB 207, snímek B: fluorescence SNARF-1 (580nm). 

Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole reprezentuje rozměr 20 μm. 

  

 Na obrázku č. 54 jsou vyfoceny živé i fixované buňky linie A431 inkubované s 10 

μM SNARF-1. Lokalizace sondy se v rámci jednoho vzorku liší. Na snímku A jsou živé 

buňky A431, SNARF-1 se vyskytuje spíše rozptýlený v cytoplazmě, ale lze pozorovat i 

místa, kde se v cytoplazmě koncentruje. Na snímku B jsou buňky A431 po fixaci, 

SNARF-1 lze pozorovat spíše v útvarech připomínající váčky. 

  

Obr. č. 54: Lokalizace červeně zářícího SNARF-1 (580 nm) v koncentraci 10 μM uvnitř buněk A431. A) 

buňky živé, B) buňky po fixaci. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole reprezentuje rozměr 20 

μm. 

 Na obrázku č. 55 jsou vyfoceny živé i fixované buňky linie HaCaT inkubované 

s 10 μM SNARF-1. Lokalizace sondy se v rámci jednoho vzorku, který se nachází 

v různém stavu (živé buňky vs buňky po fixaci), liší. SNARF-1 lze pozorovat jak 

v cytoplazmě (snímek 1A), tak v útvarech připomínající váčky (snímek B). 

A B 

A B 



87 
 

 

Obr. č. 55: Lokalizace červeně zářícího SNARF-1 v koncentraci 10 μM uvnitř buněk HaCaT. 1A) a 2A) 

buňky živé, B) buňky po fixaci. Foceno objektivem 40x, bílá úsečka vpravo dole reprezentuje rozměr 20 

μm. 

 

  Cílem této experimentální části bylo vizualizovat SNARF-1 v buňce, pozorovány 

byly buňky linie HaCaT a A431, živé i fixované vzorky. Ke kolokalizaci SNARF-1 byly 

použity fluorescenční barvy jako LysoTracker MHB 207 a Phalloidin+AF 488. SNARF-

1 byl pozorován jak v cytoplazmě, tak v útvarech připomínající váčky, nicméně 

lokalizace v lysomech potvrzena nebyla. 

 

5.8 Lokalizace SNARF-1 pomocí konfokální mikroskopie  
 

 Pro preciznější lokalizaci SNARF-1 uvnitř buněk A431 a HaCaT byly preparáty 

snímány na konfokálním mikroskopu. Byl použit kanál pro snímání prvního emisního 

maxima při 580 nm a zvlášť kanál pro snímání druhého emisního maxima při 640 nm. 

K jeho kolokalizaci byly použity fluorescenční barvy jako LysoTracker MHB207, pro 

snažší vizualizaci a lokalizaci buněk byla jádra barvena DAPI. 

 Na obrázku č. 56 jsou snímky buněk A431 inkubovaných s 10 μM SNARF-1. 

Snímek A zobrazuje SNARF-1 v prvním emisním maximu při 580 nm a jádra obarvená 

1A 2A 

B 
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modře. Na snímku B je SNARF-1 v druhém emisním maximu při 640 nm a jádra 

obarvená modře.  

   

Obr. č. 56: Lokalizace SNARF-1 v koncentraci 10 μM uvnitř již zafixovaných buněk A431. Snímek A: 

žlutá fluorescence SNARF-1 (570-590 nm), jádra obarvena modře DAPI, snímek B: červená fluorescence 

SNARF-1 (630-650 nm), jádra obarvena modře DAPI. 

 Na obrázku č. 57 jsou snímky buněk HaCaT inkubovaných s 10 μM SNARF-1. 

Snímek A zobrazuje SNARF-1 v prvním emisním maximu při 580 nm a jádra obarvená 

modře. Na snímku B je SNARF-1 v druhém emisním maximu při 640 nm a jádra 

obarvená modře. 

   

Obr. č. 57: Lokalizace SNARF-1 v koncentraci 10 μM uvnitř již zafixovaných buněk HaCaT. Snímek A: 

žlutá fluorescence SNARF-1 (570-590 nm), jádra obarvena modře DAPI, snímek B: červená fluorescence 

SNARF-1 (630-650 nm), jádra obarvena modře DAPI. 

 Na obrázku č. 58 jsou snímky fixovaných buněk HaCaT inkubovaných s 10 μM 

SNARF-1. Snímek A zobrazuje SNARF-1 v prvním emisním maximu při 580 nm s 

modře barvenými lysozomy. Snímek B zobrazuje SNARF-1 v druhém emisním maximu 

při 640 nm, taktéž s  lysozomy barvenými modře. 

A B 

A B 
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Obr. č. 58: Lokalizace SNARF-1 v koncentraci 10 μM uvnitř již zafixovaných buněk HaCaT. Snímek A: 

žlutá fluorescence SNARF-1 (570-590 nm), modře barvené lysozomy LysoTracker MHB 207, Snímek B: 

červená fluorescence SNARF-1 (630-650 nm), modře barvené lysozomy LysoTracker MHB 207.  

  

 Konfokálním mikroskopem byl zobrazem SNARF-1 v buňkách A431 a HaCaT. 

Byl taktéž pozorován v cytoplazmě. U buněk HaCaT byla provedena kolokalizace 

s LysoTrackerem MHB 207, lokalizace v lysozomech pozorována nebyla. 

 

5.9 Stanovení buněčné spotřeby glukózy použitím jejího analogu 2-

NBDG 
 

 Buněčná spotřeba glukózy přímo souvisí s mírou glykolýzy v metabolismu. Tento 

princip využívá D-analog glukózy (2-NBDG, (2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-

yl)Amino)-2-deoxyglukóza, ThermoFisher,) fungující jako kompetitivní inhibitor 

v glykolytické dráze. Na takové molekule glukózy došlo k odstranění OH skupiny na 2. 

uhlíku, připojila se modifikovaná fluorescenčně značená skupina, kterou již enzym 

hexokináza nerozezná. Nevzniká proto glukóza-6-fosfát a glykolýza je pozastavená. 

Průtoková cytometrie analyzuje jednotlivé buňky v proudu tekutiny, kterou prochází 

paprsek světla z laseru. Buňky je poté možné třídit mimo jiné i na základě jejich 

specifických fluorescenčních vlastností. Zelenou fluorescenci 2-NBDG lze snímat při 

A B 
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vlnových délkách excitace 456 nm a emise 540 nm a pomocí průtokové cytometrie.

  

 Metodou kompetitivní inhibice glykolýzy analogem glukózy 2-NBDG byly 

zjištěny rozdíly mezi metabolismem buněčné linie A431 a HaCaT. Procentuální vyjádření 

pozitivních událostí mezi buněčnou linií A431 a HaCaT je vyjádřeno na grafu č. 59. 

Zatímco po 15 min vykazovaly buňky A431 na FACSu 20 % pozitivních událostí na 2-

NBDG, buňky HaCaT této hodnoty dosáhly až po 45 min. Po 45 min dlouhé inkubaci 

bylo 73 % buněk vyhodnoceno pozitivně na 2-NBDG u A431 v kontrastu s 22 % u 

HaCaT. Grafické znázornění počtu pozitivních událostí pomocí histogramů v různých 

časech je zobrazeno na grafu č. 60 pro buňky linie A431 a na grafu č. 61 pro buňky linie 

HaCaT. Toto zjištění silně podporuje fakt, že buňky linie A431 keratinocytů pocházející 

z epidermální vrstvy kůže pacienta s rakovinou kůže preferenčně využívají glykolýzu 

oproti jiným způsobům produkce ATP. 

 

Graf č. 59: Procentuální vyjádření pozitivních událostí detekovaných pomocí FACSu po inkubaci buněk 

A431 s 2-NBDG v rozdílných časech. Prezentované hodnoty jsou výsledkem tří nezávislých měření. 

Chybová úsečka představuje směrodatnou odchylku. 
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Graf č. 60: Překryv histogramů po inkubaci buněk A431 s 2-NBDG v časech 45 min (zeleně), 30 min 

(oranžově), 15 min (modře) a nebarvená kontrola (červeně). 

 

 

Graf č. 61: Překryv histogramů po inkubaci buněk HaCaT s 2-NBDG v časech 45 min (zeleně), 30 min 

(oranžově), 15 min (modře) a nebarvená kontrola (červeně). 

 Metabolismus buněčné linie A431 a HaCat byl porovnán na úrovni spotřeby 

analogu glukózy v narůstajícím čase metodou průtokové cytometrie. Bylo pozorováno 

vyšší procento pozitivních buněk na 2-NBDG v každém časovém intervalu, než je tomu 

u buněk linie HaCaT, jak je znázorněno v tabulce č. 11. 
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  2-DG % 

  ctrl 15 min 30 min 45 min 

A431 1 20 53 73 

HaCaT 0 3 14 22 

Tab. č. 11: Procentuální vyjádření pozitivních buněk linie A431 a HaCaT na 2-NBDG v konkrétních 

časových intervalech. 

 

5.10 Měření buněčného metabolismu metodou SeaHorse 
  

 SeaHorse je metoda pro charakterizaci buněčného metabolismu v reálném čase 

(zejména zastoupení oxidativní fosforylace – OXFOS a glykolýzy v produkci 

adenosintrifosfátu - ATP). Jak bylo uvedeno v literární části, metabolismus rakovinných 

a zdravých buněk se liší na několika úrovních. Zdravé buňky získávají ATP 

prostřednictvím vyváženého poměru mezi glykolýzou a oxidační fosforylací. Buňky 

upřednostňující glykolýzu produkují ve zvýšené míře vodíkové protony vedoucí k 

extracelulárnímu okyselování (extracellular acidification rate, ECAR), tím se fenotypově 

podobají rakovinným buňkám. U zdravých buněk je rovnováha v produkci ATP zajištěna 

spotřebou kyslíku při oxidační fosforylaci (oxygen compsuption rate, OCR) v 

mitochondriích. Poměr zastoupení těchto dvou metabolických drah vyjadřuje 

metabolický fenotyp buňky.  

 Mitochondriální dýchání charakterizované hodnotou spotřeby kyslíku (OCR) je 

zjištěno pomocí tří konkrétních modulátorů pro buněčné dýchání. Identickou metodou je 

zjištěna hodnota ECAR, tedy extracelulární okyselování, zastupující indikátor glykolýzy 

(nebo je zejména produktem/výsledkem glykolýzy). 

 Jelikož je z předchozí části patrné, že buňky linie A431 mají v čase vyšší spotřebu 

analogu glukózy bylo žádoucí dále určit, v jakém zastoupení hraje v buněčném 

metabolismu roli. Pro měření preferovaného buněčného metabolismu buněk byly opět 

použity buňky linie A431 a HaCaT. Výsledkem je preferovaný metabolismus v produkci 

ATP a předpokládané rozdíly v zastoupení glykolýzy a OXFOS v produkci ATP. Pokus 

byl proveden pouze dvakrát z důvodu časově omezeného zapůjčení analyzátoru The 

Agilent SeaHorse XFp. Buněčná linie HaCaT vykazovala zastoupení glykolýzy pouze 

v 28,5 % oproti OXFOS, která dosáhla hodnoty 71,5 %, znázorněno na grafu č. 62. U 

buněčné linie A431 byla hodnota zastoupení glykolýzy na celkové produkci ATP 
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stanovena na 52,5 %, hodnota OXFOS dosahovala v tomto případě pouze 47,5 % (graf č. 

62). Tyto rozdílné poměry podporují tvrzení, že metabolismus buněčné linie A431, 

pocházející z epidermální vrstvy kůže pacienta s rakovinou kůže, vykazuje fenotypové 

znaky rakovinné buňky. 

 

Graf č. 62: Charakterizace buněčného metabolismu metodou SeaHorse. Poměr zastoupení  glykolýzy 

(oranžově) a OXFOS (žlutě) v produkci ATP v metabolismu buněčné linie HaCat a A431. Pokud byl 

proveden dvakrát z důvodu časově omezeného zapůjčení analyzátoru (Agilent SeaHorse XFp, Real Time 

ATP Rate Assay kit). Prezentovaná data jsou průměrem dvou měření.  
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6 Diskuze 

 Cílem této studie bylo charakterizovat nově vyvinuté sondy (fluorescenční 

křemíkové nanočástice) v buněčných systémech. Jejich charakterizace byla zaměřena na 

sledování jejich pH závislé fluorescence. Nově vyvinuté nanočástice byly proto 

konjugovány s dvěma fluorofory. K jejich buněčné lokalizaci by měl sloužit na pH 

nezávislý Rhodamin B zářící červeně. Druhým fluoroforem byl FITC, zářící zeleně 

v závislosti na pH v rozmezí hodnot 5-7,5.  

 Předchozí experimenty provedené před zadáním této diplomové práce 

s nanočásticemi stejného typu poukazovaly na jejich výskyt uvnitř živých buněk. 

Předpokladem této diplomové práce bylo tedy sledovat fluorescenci nanočástic uvnitř 

buněk, lokalizovat tyto SiNP uvnitř buněk pomocí fluoroforu Rhodamin B a současně 

detekovat na pH závislou fluorescenci FITC. Na základě fluorescence FITC by poté 

bylo možné analýzou obrazu nebo měřením na spektrofotometru vypočítat intracelulární 

pH. Výsledné hodnoty pH by se měly v souladu s literaturou lišit, porovnáme-li zdravou 

a rakovinnou buňku. Intracelulární pH rakovinné buňky by mělo dosahovat lehce 

zásaditých hodnot, v důsledku okyselování extracelulárního prostoru, zatímco pH uvnitř 

zdravé buňky zůstává okolo pH neutrální hodnoty 7,2 (White et al. 2017b). Studium pH 

závislé fluorescence křemíkových nanočástic v rozdílných buněčných liniích mělo 

poukázat na potenciál těchto nanočástic detekovat intracelulární pH ve zdravé a 

rakovinné buňce. Pokud by se tato schopnost prokázala, bylo by možné uvažovat o 

jejich případném využití v diagnostice. 

 Za tímto účelem byly vybrány dvě buněčné linie keratinocytů. Linie HaCaT 

pocházela z epidermální vrstvy kůže zdravého pacienta, zatímco buněčná linie A431 

byla z epidermální vrstvy kůže pacienta s rakovinou kůže. Tyto buněčné linie 

zastupovaly model zdravé a rakovinné buňky keratinocytu. Buněčná linie lidských 

fibroblastů NHDF byla vybrána z důvodu velikosti jednotlivých buněk, tedy k snadné 

identifikaci buněčných struktur. Možný výskyt nanočástic byl měl být tedy lépe 

pozorovatelný. 

 V rámci charakterizace použitých buněčných linií byla popsána dynamika růstu 

a životaschopnost buněk linie NHDF, HaCaT, A431. Nejdynamičtěji rozrůstající se 

populace na základě stanovení doby zdvojení (doubling time) byla buněčná linie 

HaCaT, poté A431 a nejpomaleji rostla buněčná linie NHDF. Doubling time byl 
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vypočítán z počtu buněk ve 3 časových intervalech (4, 24 a 48 h). Ve všech případech 

se jedná o adherentní buňky, tudíž počet adherentních buněk po 4 hod inkubace byl 

závislý na tom, jak rychle jsou schopné si dané buňky přisednout.  Je možné, že v 

případě HaCaT všechny buňky ještě nestačily přisednout k podkladu, a tudíž to 

zásadním způsobem mohlo ovlivnit počáteční počet buněk, ze kterého vycházel výpočet 

doubling time. Obdobně nízký doubling time buněčné linie HaCaT byl ale také popsán 

(pavez Lorie et al. 2020), zatímco kolegyně v laboratoři naměřila tento čas delší (ústní 

sdělení, nepublikovaná data). Při měření životaschopnosti buněk linie A431 a HaCaT 

vysazených v různých koncentracích pomocí determinace aktivity buněčných 

dehydrogenáz (MTS test) dosahovala naopak buněčná linie A431 zřetelně vyšších 

hodnot než buněčná linie HaCaT. Zvýšené hodnoty MTS testu u buněčné linie A431 

jsou v souladu s faktem, že se jedná o buněčnou linii z pacienta s rakovinnou kůže.  

Buňky linie NHDF byly charakterizovány pouze zobrazením buněčných 

struktur, jelikož byly používány zejména pro mikroskopickou experimentální část.  

Po osvojení práce s buněčnými liniemi a jejich charakterizací bylo možné 

přistoupit k pokusům s nanočásticemi. Po každé dodávce nové šarže nanočástic byly 

provedeny testy cytotoxicity. Cílem bylo zjistit nejvyšší možnou koncentraci 

nanočástic, kterou by bylo možné použít pro další experimenty, aniž by buňky 

významně nepoškodila. Po zjištění, že ani nejvyšší aplikované koncentrace významně 

neovlivňovaly životaschopnost buněk, mohly být nanočástice vizualizovány s živými 

buňkami na fluorescenčním mikroskopu. 

 Již od podzimu 2018 se bohužel vyskytovaly komplikace vyplývající z přípravy 

vzorků nanočástic na VŠCHT, jež nesplňovaly potřebné vlastnosti jako nanočástice 

připravené předchozí diplomantkou. V průběhu dvou let byly dodány vzorky nanočástic 

celkem šesti šarží (tab. č. 2 a č. 10) jež bylo nutné všechny na začátku testovat na 

možnou cytotoxicitu a poté ověřit jejich funkčnost zobrazením na fluorescenčním 

mikroskopu. Poslední šarže F z června 2020 již byla sterilní a oba fluorofory byly 

konjugovány s nanočásticí a bylo tedy možné přistoupit k dalším experimentům.  

 Křemíkové nanočástice ze šarže F byly dvojího typu. První typ F-RF byl 

konjugován s fluorofory Rho B a FITC, druhý typ F-R byl konjugován pouze 

s fluoforem Rho B, oba vzorky byly dodané v metanolu. Nanočástice této šarže byly 

sférického tvaru a měly v průměru 14,2 nm. Kvůli kontaminaci v zásobním vodném 
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roztoku nanočástic šarže E byly další nanočástice připravené do metanolu (šarže F). 

Jelikož měly nanočástice tendenci se shlukovat, byly před každým experimentem 

sonikovány 45 minut v ledové lázni. Jako kompromis pro zachování fyziologických 

podmínek a zamezení přílišného shlukování nanočástic přítomností sérových bílkovin 

byly nanočástice ředěny do 5 % inaktivovaného FBS v kultivačním médiu. Takto 

připravené nanočástice byly použity do následujících experimentů.  

 Cytotoxické testy prokázaly, že ani nejvyšší použité koncentrace obou typů 

nanočástic šarže F významně neovlivňují životaschopnost buněk linie A431, avšak se 

zvyšující se koncentrací nanočástic (typu F-R a F-RF) se signifikantně životaschopnost 

buněk snižovala. U linie HaCaT byl pozorován opačný trend, buňky vykazovaly vyšší 

životaschopnost s narůstající koncentrací nanočástic, což bylo signifikantně potvrzeno u 

nanočástic typu F-R. Z toho lze usuzovat na stimulační účinek tohoto typu nanočástic. 

Ten byl sledován i u nanočástic ze stříbra, kde nízké dávky potenciálně toxických agens 

stimulovaly buněčnou proliferaci a tento jev je obecně znám jako hormeze (Kawata et 

al. 2009). Po normalizaci hodnot na počet buněk bylo zjištěno, že ani nejvyšší použitá 

koncentrace (100 μg/ml) nanočástic typů F-R a F-RF nezpůsobila pokles 

životaschopnosti buněk A431 pod 75 %, což je udávaná hladina cytotoxicity (Flahaut et 

al. 2006). U typu nanočástic F-R byla pozorována klesající životaschopnost se zvyšující 

se koncentrací nanočástic, bohužel vzhledem k velikosti odchylek se nepodařilo 

prokázat signifikantní rozdíl. U typu nanočástic F-RF byl pozorován signifikantní 

pokles životaschopnosti buněk A431 oproti neopůsobené kontrole při nejvyšší 

aplikované koncentraci nanočástic. U buněčné linie HaCaT byl naopak pozorován 

signifikantní stimulační vliv nanočástic typu F-R v nejvyšší použité koncentraci oproti 

neopůsobené kontrole. Tyto výsledky jsou v souladu s dříve pozorovanou 

biokompabilitou křemíkových nanočástic. Takto byly například popsány křemíkové 

nanočástice syntetizované pro obdobný účel (měření pH uvnitř lysozomů v živých 

buňkách) (Chu et al. 2016). 

 Vizualizace nanočástic fluorescenčním mikroskopem odhalovala řadu 

komplikací vycházejících z jejich přípravy. Z nanočástic šarže A, B, C, D se odděloval 

Rhodamin B od nanočástice a vnikal samovolně do buněk. U šarže A a B byl pozorován 

Rhodamin B uvnitř buněk. Po centrifugaci vzorku C zůstal zřejmě Rhodamin B 

v supernatantu. Po přidání tohoto supernatantu k buňkám bylo možné posléze sledovat 

Rhodamin B uvnitř buňky, jak tomu bylo i u předchozích šarží nanočástic. Navíc, u 
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šarže D byla potvrzena lokalizace Rhodaminu B v mitochondriích. Nanočástice 

konjugována s FITC zůstávala v těchto případech vždy mimo buňku. Nanočástice měly 

tendenci tvořit shluky, které byly lokalizovány maximálně na povrchu buněčné 

membrány. Při pozorování nanočástic šarže E ve vzorku s živými buňkami byl 

pozorován pohyb, jehož původce byl agarovým testem potvrzen jako kontaminace. 

Vzorky A-E byly totiž připravované v chemických laboratořích na stole a pouze 

do destilované vody. Z toho důvodu bylo námi navrženo připravit nanočástice do 

metanolu, který sám o sobě působí pozitivně na sterilitu vzorku. V tabulce č. 10, jež je 

součástí Výsledků popisující vizualizaci SiNP fluorescenčním mikroskopem Olympus, 

je seznam šarží dodaných nanočástic a jejich stručná charakterizace. 

 Poslední šarže F (z června 2020) již požadavek na sterilitu vzorku a přítomnost 

obou fluoroforů na nanočástici splňovala. Zobrazením živých buněk A431, HaCaT a 

NHDF s nanočásticemi byla sledována vyšší míra fluorescence se zvyšující se 

koncentrací nanočástic. Nanočástice měly ale tendenci se shlukovat v okolí buňky, 

zejména na jejím povrchu. Fluorescenční mikroskop Olympus byl schopen poskytnout 

pouze omezené rozlišení, nicméně i tak byly nanočástice pozorovány zejména na 

buněčné membráně živých buněk.  

 Následovalo tedy zobrazení buněk A431 a HaCaT s nanočásticemi pomocí 

konfokální mikroskopie ve vyšším rozlišení. Tato metoda ale vyžaduje fixaci vzorku. 

K tomu byl použit 4 % roztok glutaraldehydu. Fixací buněk je pak zásadně ovlivněno 

pH vzorku, tudíž již není možné sledovat pH závislou fluorescenci FITC. Účelem 

použití této metody bylo zejména lokalizovat nanočástice uvnitř buněk, aby mohly být 

nanočástice použity jako senzory měřící vnitrobuněčné pH. Pro ujištění, že nanočástice 

se opravdu nacházejí uvnitř buněk, byla část vzorků během inkubace s nanočásticemi 

narušena 0,01 % Tritonem, aby se usnadnil průnik SiNP do buněk. Bohužel, ani po 

opůsobení buněk 0,01 % Tritonu nebyly nanočástice pozorovány v oblasti cytoplazmy, 

nýbrž pouze na povrchu buňky. Ze snímků jsou patrné nanočástice pouze zanořené do 

membrány, nikoliv však uvnitř buňky, jak je dobře znatelné z 3D videí.  

 Naskytla se taktéž možnost zobrazit nanočástice pomocí super-rezoluční 

mikroskopie STED na Matematicko-fyzikální fakultě pod vedením Ph.D. Fučíkové. 

Touto zobrazovací metodou bohužel nebylo dosaženo preciznějšího zobrazení. Tato 
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možnost byla časově omezená, a proto nemohla být provedena dostatečná optimalizace 

nastavení a popřípadě zisk průkaznějších výsledků o lokalizaci NP v rámci buňky. 

 Ze všech mikroskopických pozorování, ale vyplývá, že se nepodařilo 

jednoduchou inkubací nanočástic s buňkami dostat nanočástice do buněk. Ani 

krátkodobé použití Tritonu neusnadnilo jejich vstup do buňky. Z hlediska dalšího 

využití těchto sond pro detekci vnitrobuněčného pH by bylo žádoucí zvolit jinou 

techniku vhodnou pro vstup nanočástic do buněk, jak bylo například testováno in vivo 

na modelu prasete (inokulace, rozpustné mikrojehlové náplasti a povrchová 

elektroporace nanočástic asociovaných s DNA) (Bernelin-Cottet et al. 2019). Odlišným 

přístupem by mohla být dodatečná modifikace povrchu nanočástic, například peptidem 

penetrujícím membránu (TAT peptid fungující jako transaktivátor transkripce viru HIV-

1) (Wei et al. 2019). 

 Za účelem ověření schopnosti nanočástic detekovat vnitrobuněčné pH bylo 

nutné srovnání se standardně používanou metodou k měření pH. Použitím raciometrické 

sondy SNARF-1 byl systém nakalibrován a připraven pro ověření výsledků získaných 

nanočásticemi. Jeho fluorescence byla snímána ve dvou emisních maximech (580 nm a 

640 nm), poměrem intenzit fluorescence v těchto vlnových délkách a jejich kalibrací lze 

dopočítat hodnoty pH. Kalibrací SNARF-1 za použití Nigericinu byly zjištěny hodnoty 

pH buněk A431 a HaCaT. Na fluorescenčním destičkovém spektrometru byla hodnota 

pH po kalibraci pro HaCaT stanovena na 6,7 a pro A431 na 6,3, naznačující kyselejší 

intracelulární prostředí rakovinných A431 buněk. Pokud by byl stanoven pouze poměr 

I640/I580, pro destičkový spektrometr by byly hodnoty HaCaT 0,340 a pro A431 0,313, 

což odpovídá kyselejšímu intracelulárnímu prostředí u rakovinných A431 buněk. 

SNARF-1 byl testován na obou buněčných liniích také metodou průtokové cytometrie. 

Touto metodou byly naměřeny hodnoty poměru I640/I580 pro HaCaT 1,75 a pro A431 

1,66, což naznačuje opět nižší pH u buněk A431 než u buněk HaCaT. Hodnota vyšší 

než 1 by znamenala zásadité pH, nicméně pro tuto metodu nebyla provedena kalibrace, 

kterou bychom určily přesné hodnoty. Avšak i touto metodou byl získán výsledek 

vyjadřující nižší pH uvnitř buněk A431. Porovnáním těchto dvou metod byly tedy 

získány shodné výsledky ukazující na kyselejší prostředí uvnitř A431 než u buněk 

HaCaT. Nižší intracelulární pH zjištěné u rakovinných buněk je v rozporu s literaturou 

uvedenou v literárním přehledu (White et al. 2017b), ale na druhé straně odpovídá 

výsledkům měření intracelulárního pH pomocí dvojitého snímání použitím Ramanovské 
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spektroskopie a fluorescence (Cao et al. 2015). V této práci porovnávají intracelulární 

pH taktéž za použití nanočástic v rakovinné a zdravé epiteliální buňce. Touto novou 

metodou bylo zjištěno neutrální pH ve zdravé buňce v porovnání s mírně kyselejším 

intracelulárním pH rakovinné buňky.  

 Je také známo, že k okyselování intracelulárního prostředí nevyhnutelně dochází 

i při vstupu buňky do apoptózy (Gottlieb et al. 1996). Zároveň, pokud dojde v rakovinné 

buňce ke snížení pH, proliferace se zpomalí, až nakonec dojde k apoptóze (Lucas et al. 

1988; Horvat et al. 1993). V případě A431 buněk byl zjištěn na koncentraci nanočástic 

závislý pokles jejich životaschopnosti, což by mohlo znamenat nastartování procesu 

apoptózy a tím způsobit nižší pH uvnitř těchto buněk. Zatímco HaCaT buňky změnou 

životaschopnosti na přítomnost nanočástic nereagovaly.  

 Po zjištění nižších hodnot pH u buněčné linie A431 bylo cílem ověřit, zda 

SNARF-1 není lokalizován v buněčných kompartmentech s typicky odlišným pH 

(například lysozomy). Pokud by se SNARF-1 vyskytoval v lysozomech u buněčné linie 

A431 a u buněčné linie HaCaT by byl přítomen v cytoplazmě, nebyl by výsledek pH 

srovnatelný. Pro lokalizaci SNARF-1 v živé buňce bylo taktéž využito fluorescenčního 

mikroskopu Olympus. Z důvodu omezeného vybavení mikroskopu byl SNARF-1 

pozorovatelný pouze ve svém prvním emisním maximu (580 nm). V tomto kanále bylo 

tedy možné sledovat pouze jeho lokalizaci v buňce. V rámci jednoho vzorku byl 

SNARF-1 detekován v cytoplazmě i v útvarech připomínající váčky. Následně byly 

v obou buněčných liniích značeny lysozomy (Lysotracker MHB207). Ze snímků (viz 

obr. č. 52, 53, 58) je patrné, že lokalizace SNARF-1 v lysozomech nebyla potvrzena. 

Pro zobrazení SNARF-1 i v jeho druhém emisním maximu byly vzorky snímány 

pomocí konfokálního mikroskopu. Opět bylo nutné vzorek před pozorováním zafixovat 

a nebylo tak možné na základě fluorescence měřit pH. Ze snímků z konfokálního 

mikroskopu je zřejmé rozprostření SNARF-1 v cytoplazmě fixovaných buněk, 

kolokalizace se značenými lysozomy opět nebyla potvrzena (obr. č. 58). Lze tedy říct, 

že lokalizace SNARF-1 byla pozorována v cytoplazmě, tudíž hodnoty naměřených 

intenzit a posléze jejich poměry pochází ze srovnatelného intracelulárního prostředí. 

 Jelikož jsou změny v pH rovnováze úzce spjaty s buněčným metabolismem, 

bylo cílem porovnat rozdíly v metabolismu zdravé linie HaCaT a rakovinné linie A431. 

Mezi metody charakterizující buněčný metabolismus patřilo měření spotřeby 
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fluorescenčního analogu glukózy 2-NBDG. Tento kompetitivní inhibitor glykolýzy byl 

inkubován s buňkami linie A431 a HaCaT za účelem sledovat zvyšující se spotřebu 2-

NBDG buňkami v narůstajícím čase. Měřením spotřeby analogu glukózy průtokovou 

cytometrií bylo vyhodnoceno zřetelně vyšší procento buněk linie A431 pozitivní na 2-

NBDG v kratším čase v porovnání s buňkami linie HaCaT (po 45min bylo 73 % buněk 

A431 pozitivních na 2-NBDG v porovnání s 22 % buněk HaCaT ve stejný čas). 

Z tohoto výsledku lze nazvat buňky linie A431jako glykolyticky aktivnější.  

 Z předchozí části lze usuzovat na rozdílný metabolismus buněk A431 a HaCaT, 

proto byla dále zařazena metoda SeaHorse pro potvrzení těchto výsledků a získání 

dalších informací týkajících se buněčného metabolismu v reálném čase. Konkrétně bylo 

měřeno zastoupení oxidativní fosforylace – OXFOS a glykolýzy v produkci 

adenosintrifosfátu – ATP. Buňky upřednostňující glykolýzu produkují ve zvýšené míře 

vodíkové protony vedoucí k extracelulárnímu okyselování (extracellular acidification 

rate, ECAR), tím se fenotypově podobají rakovinným buňkám. U zdravých buněk je 

rovnováha v produkci ATP zajištěna spotřebou kyslíku při oxidační fosforylaci (oxygen 

compsuption rate, OCR) v mitochondriích. Poměr zastoupení těchto dvou 

metabolických drah vyjadřuje metabolický fenotyp buňky. 

 Mitochondriální dýchání charakterizované hodnotou spotřeby kyslíku (OCR) je 

zjištěno pomocí tří konkrétních modulátorů pro buněčné dýchání. Identickou metodou 

je zjištěna hodnota ECAR, tedy extracelulární okyselování, zastupující indikátor 

glykolýzy (nebo je zejména produktem/výsledkem glykolýzy). 

 Metodou SeaHorse byly zjištěny rozdíly v zastoupení glykolýzy a OXFOS 

v produkci ATP buněnčné linie A431 a HaCaT. Výsledkem bylo vyšší procentuální 

zastoupení glykolýzy (52,5 %), na celkové produkci ATP u buněčné line A431, hodnota 

OXFOS dosahovala v tomto případě 47,5 %. Buněčná linie HaCaT vykazovala 

zastoupení glykolýzy pouze v 28,5 % oproti OXFOS, která dosáhla hodnoty 71,5 %. 

Tyto rozdílné poměry glykolýzy a OXFOS v produkci ATP podporují tvrzení, že 

metabolismus buněčné linie A431, pocházející z epidermální vrstvy kůže pacienta 

s rakovinou kůže, vykazuje metabolický fenotyp rakovinné buňky. 

 Obě metody charakterizující buněčný metabolismus buněk linie A431 a HaCaT 

poukazovaly na glykolyticky aktivnější buňky linie A431. U metody SeaHorse byla 

preference glykolýzy dána minimálním procentuálním rozdílem v porovnání se 
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sledováním spotřeby analogy glukózy. Pokud chceme výsledky z těchto metod 

srovnávat, je nutné zdůraznit, že v případě metody SeaHorse je měřena hodnota 

charakterizující extracelulární okyselování, zatímco v případě měření spotřeby analogu 

glukózy jde o vyhodnocení pozitivních buněk na 2-NBDG v čase (intracelulární 

detekce). Nadále je důležité zmínit, že buňky během testování na 2-NBDG byly drženy 

co nejdéle ve fyziologických podmínkách, zatímco metoda SeaHorse vyžadovala 

mnohem náročnější manipulaci s buňkami, tudíž se to mohlo negativně projevit na 

jejich stavu. Právě v raných fázích apoptózy byl popsán přechod buněčného 

metabolismu k oxidativní variantě získávání energie, tento děj je zákonitě doprovázen i 

změnou pH směrem k nižším hodnotám (Sergeeva et al. 2017; Matsuyama et al. 2000). 

Fyziologické podmínky, jež se podařilo do jisté míry zachovat při měření 2-NBDG 

poskytují věrohodnější představu o standardní situaci v buněčném metabolismu. Na 

rozdíl od toho metoda SeaHorse vyžadovala složitější manipulaci s buňkami, tento stres 

pro buňky mohl indukovat apoptózu a tím je směrovat k OXFOS. Takto by mohlo být 

interpretováno nízké procentuální zastoupení glykolýzu u buněk A431 v porovnání 

s metodou měření 2-NBDG. V souvislosti se zjištěnými výsledky je tedy důležité při 

charakterizaci metabolismu i měření pH živých buněk zachovat v co největší míře 

podmínky a prostředí blízké fyziologickému stavu studované buněčné linie.  

 V rámci této diplomové práce byla charakterizována buněčná linie zdravých 

lidských keratinocytů a buněčná linie keratinocytů z pocházející z pacienta s rakovinou 

kůže. Buněčná linie HaCaT a buněčná linie A431 vykazovaly na více úrovních 

charakteristické rysy chování zdravé a rakovinné linie, znázorněno v tabulce č. 12. Po 

provedení MTS testu životaschopnosti buněk dosahovaly vyšších hodnot buňky linie 

A431.  Měření spotřeby analogu glukózy průtokovou cytometrií bylo zjištěno, že buňky 

linie A431 jsou glykolyticky aktivnější, než je tomu u buněčné linie HaCaT. Metodou 

SeaHorse byl taktéž zjištěn vyšší podíl glykolýzy na produkci ATP u buněčné linie 

A431, zatímco u buněčné linie HaCaT dominovala oxidativní fosforylace a tím byl 

potvrzen shodný trend jako u předchozí metody. Na základě výše uvedených zjištění by 

tyto dobře charakterizované buněčné linie mohly představovat modelové buněčné 

systémy pro studium a diagnostiku rakoviny. Nicméně v rozporu 

s literaturou  citovanou v literárním přehledu (White et al. 2017a), jsou zjištěné hodnoty 

pH u buněčných linií A431 a HaCaT vychýlené opačným směrem, tedy nižší 

intracelulární pH u buněk A431 a vyšší u buněk linie HaCaT. Hodnoty vyšší než 1 
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získané metodou průtokové cytometrie by poukazovaly na zásadité pH, nicméně pro 

tuto metodu nebyla provedena kalibrace, pomocí které by bylo možné dopočítat přesné 

hodnoty. Avšak trend získaných poměrů z fluorescenční mikroskopie i průtokové 

cytometrie je zachován - intracelulární pH u A431 je mírně kyselejší, což bylo taktéž 

sledováno ve článku zabývající se pH detekcí nanočásticemi (Cao et al. 2015).  

 Na závěr by bylo vhodné podotknout, že studované buněčné linie A431 i HaCaT 

jsou immortalizované, tudíž do jisté míry jsou v tomto směru podobné rakovinným 

buňkám. Je tedy možné, že se tento fakt mohl projevit stíráním rozdílů mezi námi 

stanovenou „zdravou“ buňkou keratinocytu a „rakovinnou“ buňkou keratinocytu. Tímto 

směrem by se mohl ubírat další výzkum a zaměřit se proto na rozdíly v intracelulárním 

pH a v buněčném metabolismu primárních buněk. 

 A431 HaCaT 

DT 35,2 h 21,5 h 

MTS (absorbance při 20 000 buněk/cm2) 0,5674 0,1588 

2-NBDG (po 45min) 73 % 22 % 

SeaHorse  

(glykolýza % vs OXFOS %) 

53 % vs 48 % 29 % vs 72 % 

SNARF-1 kalibrace (pH) 6,3 6,7 

SNARF-1 spektroskopie 0,313 0,340 

SNARF FACS 1,66 1,75 

Tab. č. 12: Charakteristika buněčné linie A431 a HaCaT 
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7 Závěr 

  V rámci diplomové práce byly charakterizovány nově vyvinuté křemíkové sondy 

v různých buněčných systémech. Tyto sondy jsou složeny z křemíkové nanočástice, na 

kterou jsou kovalentně připojeny dva fluorofory (FITC na detekci pH a Rhodamin B na 

lokalizaci). 

 Byl popsán vliv nanočástic šarže F (typ F-R a F-RF) na životaschopnost buněk. 

Ani nejvyšší použitá koncentrace nanočástic významně nesnížila životaschopnost 

buněčné linie A431 a HaCaT. V případě typu nanočástic F-R v nejvyšší použité 

koncentraci byl pozorován stimulační vliv na životaschopnost buněk linie HaCaT. Proto 

pro následné experimenty může být využita nejvyšší testovaná koncentrace. 

  Sondy typu F-RF byly po interakci s buňkami linie NHDF, A431 a HaCaT 

vizualizovány a lokalizovány pomocí fluorescenční mikroskopie, konfokální 

mikroskopie a super-rezoluční mikroskopie. Všemi metodami byly nanočástice 

lokalizovány na buněčné membráně a ani po narušení membrány nebyly pozorovány 

uvnitř buňky. Nanočástice měly taktéž tendenci se shlukovat do větších aglomerátů. To 

znamená, že v současném stavu nebylo možno jich použít jako fluorescenční sondy pro 

analýzu vnitrobuněčného pH. 

  Byla zavedena metoda pro detekci intracelulárního pH sondou SNARF-1 

v buňkách linie A431 a HaCaT metodou fluorescenční spektroskopie a průtokové 

cytometrie. Pomocí fluorescenční mikroskopie byla ověřena lokalizace sondy SNARF-1 

v cytoplazmě, tudíž lze prohlásit, že detekuje pH v cytoplazmě, a ne v organelách.  

   Byla provedena charakterizace metabolismu buněčné linie A431 a HaCaT na 

základě spotřeby fluorescenčně značeného analogu glukózy (2-NBDG) pro glykolýzu v 

narůstajícím čase. Byl sledován zřetelně vyšší počet buněk A431 pozitivních na 2-

NBDG v kratším čase, než tomu bylo u buněčné linie HaCaT poukazující na význam 

glykolýzy v metabolismu buněk A431. 

  Byla provedena charakterizace metabolismu buněčné linie A431 a HaCaT 

metodou SeaHorse. V reálném čase byl měřen podíl OXFOS a glykolýzy na celkové 

produkci ATP. Bylo zjištěno, že buněčná linie A431 preferenčně využívala glykolýzu 

(53 %) v porovnání s buněčnou linií HaCaT využívající glykolýzu pouze z 29 %. 
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