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Abstrakt

V poslednich letech jsou nanocastice rizného ptivodu vyuzivany v biomedicing.
Jejich interakce s bunkami jsou vSak stale velkym otaznikem a je tedy nutné dalsi
dikladné prozkoumani jejich vlastnosti, vstupu a pohybu po buiice a piipadného
opusténi bunky, aby bylo mozné urcit nejvhodnéjsi Castice pro zobrazovaci ucely a také
pro piipadné terapeutické ucely. Jednim ze smért pro vyzkum vyuziti nanocastic
V biomedicin€ je zkoumani kiemikovych nanocéstic a nanodiamantt, které jsou vhodné
diky svym vlastnostem (moznost pfirozené fluorescence), vysoké biokompatabilité a
Vv pfipadé kiemikovych nanocastic i degradabilité.

Kli¢ova slova
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Abstract

During last few years nanoparticles of different origin have been used in
biomedicine. Their interactions with cells are however a big point of concern and so
further research is needed to be done regarding their properties, internalization into cells
and their fate within the cell. All of this is needed for correct selection of proper
nanoparticles for bioimaging and also for future use in human medicine. One of the
main parts of research is deep understanding of interactions of nanodiamonds and
silicon based nanoparticles with cells, because of their highly unique properties
(autofluorescence), biocompatibility and in case of silicon nanoparticles also their
degradability.
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1 Uvod

Uplatnéni nanocastic, jakozto i jinych nanomateridli je v soucasnosti aktualnim a
dynamicky se rozvijejicim oborem s velkym potencialem. Skala jejich vyuziti je pestra,
od farmaceutickych prostiedki (drug delivery, pokryvani ran), pfes vyuziti nanocastic
v kosmetice (krémy) a ekologii (nanovlakenné filtry), aZz po vyvoj novych
zobrazovacich metod (“Nanomaterials: Nanotechnology Overview” 2015). Konkrétné
moznost vyuziti nanoc¢astic pti zefektivnéni drug delivery systému je lakavou parketou
pro studium. Proto, abychom mohli vyuzit jejich plného potencidlu, je potieba
porozumét fyzikalnim a chemickym interakcim, které mohou probihat pii endocytoze
nanocastice. Pfehledné shrnuti soucasnych védomosti o vstupu nanocastic do burnky, a
to konkrétné prirozené fluoreskujicich kifemikovych nanocastic a nanodiamantd, je
spole¢né s diskusi o vybéru nejvhodnéjsich nanocastic pro bioaplikace hlavnim cilem

této prace.



2 Nanocastice a jejich vyuziti v biomediciné

2.1 Co jsou nanocastice

Obecné je jako nanocastici mozné oznacit objekt, ktery ma vSechny tfi vnéjsi
dimenze na Skale od 1 nanometru (hnm) do 100 nm respektive do 2500 nm. Za
predpokladu, ze jeden z rozmért se vyrazné 1isi (typicky vice nez ttikrat) od ostatnich,
je jiz obecné pouzivan pojem nanovlakno (“ISO/TS 27687 2012). Nanocastice je
typicky mozné délit dle velikosti na ultrajemné (nanocastice sensu stricto), jejichz
rozmeéry jsou od 1 nm do 100 nm, a jemné s rozméry v rozmezi mezi 100 nm a 2500 nm
(“BCES: Module 3 - Characteristics of Particles ” 2015).

Nanocéstice je mozné vyrabét z mnoha riznych materidlii a na zédkladé zvolené¢ho
materidlu se pak lisi jejich piiprava. Podle zptsobu pfipravy pak lze odvodit rtizné
odlisné vlastnosti jednotlivych Castic, jako jsou velikost, tvar, poréznost a podobné¢.
Nasledujici vy€et zahrnuje pouze Cast materidll,, ze kterych se vyrabé&ji Castice pro
biotechnologické vyuziti. Takovymi nanocasticemi jsou napiiklad liposomy, coz jsou
vacky tvorené lipidovou dvojvrstvou uspoiadanou do kulovitého tvaru, resp. vezikulu
S hydrofilni dutinou. Liposomy jsou vyuzivany napiiklad pro pienos 1é¢iv (drug
delivery) diky své malé velikosti (do 100 nm), vysoké reaktivité a vybornému poméru
mezi objemem a povrchem pifedevsim pti piekonavani riznych in vivo bariér (Ranjan
2012). Dalsim typem jsou metalické nanocastice o velikostech zhruba 15 nm — 60 nm
vyuzivané kvuli svym magnetickym vlastnostem. Dalsi nanocastice - kvantové te¢ky —
jsou tvofeny z polovodi¢ovych materiald s fluorescencnimi vlastnostmi, které ovSem
musi byt baleny do vrstvy dalSich latek, aby se zabranilo uniku téZkych kovi a tim
jejich cytotoxicité¢ a soucasné aby dochazelo k jejich snaz$i disperzi. Polovodicové
castice na bazi kfemiku, oxidu titani¢itého nebo oxidu hlinitého byvaji bioinertni a
porézni (Zhang et al. 2008). Nanocastice na bazi polymera jsou pak vyhodné predevsim
diky jejich variabilité a schopnosti do nich zakomponovat Iéky a cilit jimi na urcité typy
tkani (Chimie, Cismaru, and Popa 2010). Dale pak nanocastice zlata a stiibra (Rao et al.
2000), nanodiamanty a jiné uhlikové Castice (nanotuby, grafen (Shenderova, Zhirnov,
and Brenner 2002)). VsSechny tyto castice maji pestrou Skalu vyuzitelnosti jak
V biomedicin€é, tak vjinych oborech jako jsou naptiklad elektrotechnika,
environmentalni studia nebo chemie. Tato prace se blize vénuje kifemikovym

nanocasticim a nanodiamantiim a jejich vyuziti v biomedicing.



2.2 Nanodiamantové ¢astice, jejich vlastnosti a piriprava

2.2.1 Vlastnosti

Diamanty jsou obecné¢ znamé svou vysokou stabilitou a nutnosti pouzit vysokého
tlaku a teploty pro rozruseni jejich struktury. V atomu uhliku jsou elektrony sestaveny
dle uspotadani 1s'2s?2p® V piipadé diamantu pak dojde k sp® hybridizaci a uhlik utvoii
tetraedralni formaci (Kaur and Badea 2013). Vlastnosti diamantt se lisi dle jejich
velikosti. Mizeme je délit na diamantoidy (1 — 2 nm), ultrananokrystaly (1 — 10 nm) a
nanokrystaly (od 1 do pfiblizné 150 nm) (Shenderova, Zhirnov, and Brenner 2002).
Toto jsou ovSsem rozmeéry jednotlivych cCastic, ty je vSak tézké ziskat, protoze
nanodiamantové ¢astice maji tendenci tvofit klastry (Mochalin et al. 2011).

Pro biologické ucely je nezbytné, aby se nanodiamanty vyznacovaly jak stabilitou a
dostate¢nou disperzibilitou ve vodnych roztocich a médiich, tak i schopnosti penetrovat
cilové tkdn¢ a bunky a interagovat s biomolekulami. Jak jiz bylo uvedeno,
nanodiamanty maji tendenci tvofit klastry, tedy shlukovat se, a proto je nutné je pro
uziti v biologickém prostfedi rozruSit. Na tomto poli jeste¢ stdle chybi snadny a
ekonomicky zptisob a je zde tedy volné pole pisobnosti pro budouci vyzkum (Kaur and
Badea 2013).

Dtlezitou vlastnosti nanodiamant pfipravenych za pouziti vysokého tlaku a
teploty je tvorba takzvanych dusikovych vakanci (nitrogen vacancies). Ty vznikaji
vysokoenergickym ozafovanim diamantti Casticemi dusiku. Dojde Kk vytésnéni
diamantového atomu a uvolnénd struktura se seskupi kolem volné dusikové cCastice.
Takto vznikla centra jsou pak zodpovédna za autoluminescenci nanodiamantt (Kaur
and Badea 2013). Tu lze potom vyuzit jako zobrazovaci metodu pro zkoumani priniku
nanodiamanti do bunék a tkani. Pfirozené fluoreskujici nanodiamanty tak maji
potencial zcela nahradit kvantové tecky, které jsou oproti nanodiamantiim toxické a
nemaji tolik moznosti pro chemickou upravu (Mochalin et al. 2011). Fotoluminescence
nanodiamantd miize byt snadno pozorovana bez nutnosti vétSich zasahti do jejich
struktury, ovSem zalezi to také na velikosti a ptivodu c¢astic (Chung, Perevedentseva,
and Cheng 2007).

Vyznamnym krokem ve vyuziti nanodiamantovych ¢astic v biomedicin€ je moznost
uprav jejich povrchu navazanim riznych latek. Napiiklad Wee et al. uvadéji jako

moznost piipravy zelené fluoreskujicich nanodiamantd jejich ozatfovanim paprsky helia



a naslednym Zzihanim na 800 °C (Wee et al. 2009). Dalsim zptsobem pak muze byt
kovalentni napojeni nukleovych kyselin na povrch nanodiamanti ozafovanim UV
paprsky, riaznym piipojovanim pomoci fyzikdlni adheze, kovalentnim pfipojenim a
dalsimi technikami (Narayan, Boehm, and Sumant 2011). Jakykoliv zasah do vnéjsi
struktury nanodiamant ale ovlivni jejich nasledné chovani po pfidani k buitkam, a

proto je zde nutna fadna charakterizace naslednych vzajemnych interakei.

2.2.2 Priprava

Nanodiamanty byly poprvé pripraveny jiz v 60. letech 20. stoleti v Sovétském
svazu Vv ramci armadniho vyzkumu povybuchovych usazenin (Danilenko 2004). Pro
vznik nanodiamantli se v sou¢asnosti vyuzivaji dva hlavni mechanismy lisici se tim, kde
se vyskytuje grafit. Jedna se o razové viny a detonaci. Existuje i mnoho dalSich zptisobu
jejich ptipravy, jako naptiklad nukleace v plynné fazi nebo pfimé transformace pevnych
uhlikovych latek. Nanodiamanty se také nachazeji v pfirozené form¢ jako soucast
hvézdného prachu (Shenderova, Zhirnov, and Brenner 2002).

V piipadé¢ razovych vin je pro vznik nanodiamantd pouzit grafit smichany s kovem
(naptiklad meédi), ktery se piidava pro dosazeni lepsi tepelné vodivosti. Na takto
pfipraveny material uloZzeny v ochranném tubusu plisobi tlak a teplo vyvolané cilenou
explozi. Takto pfipravené nanodiamanty jsou spe¢ené dohromady a na jejich povrchu se
nachazeji zbytky grafitového materidlu a jejich vlastnosti se podobaji pfirozené se
vyskytujicim polykrystalickym ¢ernym diamantim (Krueger 2008).

Detonacni zptisob piipravy nanodiamantti pak funguje na podobném principu, s tim
rozdilem, Ze grafit zde neni pouzivan jako samostatny prekurzor, ale jeho zdrojem je
pfimo  vybu$nina (obvykle smé& 2,46 — trinitrotoluenu a 1,35 -
cyklotrimethylentrinitraminu) (Krueger 2008). Ta je uzaviena v boxu s chladicim
médiem, které miize byt bud’ inertnim plynem, nebo kapalinou. Syntéza se pak nazyva
bud’ suchou, nebo mokrou (Mochalin et al. 2011). Po detonaci dojde k uvolnéni oblaku
castic (kombinace diamantii o priméru 4 — 5 nm a ostatnich uhlikovych sloucenin a
necistot (Shenderova, Zhirnov, and Brenner 2002)) a teplo a tlak vzniklé detonaci
vytvoii nanodiamanty. Ty jsou ov§em pokryty zbytky ¢astic grafitu a kova z oblaku po
detonaci a tato metoda tedy vyzaduje naslednou purifikaci pro vznik Ccistych
nanodiamanti (Krueger 2008). Tyto necistoty mohou byt jak na povrchu agregovanych

nanodiamanti tak uvnitf a je tedy nutné je pfed purifikaci rozrusit. Tato metoda je



vSeobecné rozSifend a vyuzivana pro svou ekonomicnost a Setrnost vici zivotnimu
prostiedi, protoze dovoluje vyuzit pfebytky vybusnin, které by se jinak musely

likvidovat (Mochalin et al. 2011).
2.3 Nanodastice na bazi kiremiku, jejich vlastnosti a pfiprava

2.3.1 Vlastnosti

Kiemik je jakozto druhy nejhojnéj$i prvek na zemi velmi vyznamny jak pro
rostliny, tak pro zvifata, Vv jejichZ télech se bézn¢ vyskytuje. Bylo tedy jen otazkou Casu,
kdy bude jeho biologicka aktivita dostate¢né prozkoumana, aby mohl byt vyuzit
Vv pokrocilych biotechnologiich. Piedné je tfeba poznamenat, Ze mezi nanocastice na
bazi kifemiku patfi predevsim jeho oxidy, ale existuji i Castice tvorené pouze Cistym
kifemikem. Nanocastice na bdzi kifemiku pak mohou byt mezoporézni, porézni nebo
neporézni. Jednotlivé castice se vzajemné 1isi ptfipravou a interakcemi s buiikami.
Mezoporézni a porézni Castice tvoii dohromady jednu skupinu a rozliSuji se dle
praméru poért na mikroporézni (primér méné nez 2 nm), mezoporézni (primér mezi 2 a
50 nm) a makroporézni (primér vétsi nez 50 nm) (Qian and Bogner 2012) .

Stejné¢ jako nanodiamanty maji 1 nékteré kiemikové nanocastice schopnost
fluorescence. Jejich vyhodou je, Ze emituji Cervené svétlo, které je nésledné lépe
pozorovatelné pod fluorescenénim mikroskopem oproti modie (a v nékterych ptipadech
zelen€) emitujicim nanodiamantum ( A. Fucikova et al. 2014). Dal$imi vyznamnymi
vlastnostmi jsou pak vysoka biokompatabilita, absorpéni a enkapsulac¢ni kapacita a
nizkd cytotoxicita (Halas 2008). V porovnani s nanodiamanty jsou kiemikové
nanocastice snadnéji degradovatelné v ramci biologickych soustav a to diky slabsi
povaze vazby mezi kiemiky, respektive kiemikem a kyslikem (Anglin et al. 2004).
Mezoporézni kifemikové nanocéstice jsou vhodné pro pouziti v biomediciné predevs§im
kvuli jejich stabilité a odolnosti viici teplu a pH, mechanickému stresu a hydrolyze (1. I.
Slowing et al. 2008). Jsou také extrémné vyhodné pro vyuziti pfi prenosu léciv diky

velkému povrchu vzniklému praveé pory (Fucikova et al. 2011).

2.3.2 Priprava
U kiemikovych nanocéstic neni urceni jednotného zplsobu piipravy tak snadné
jako u nanodiamant. Obecné lze stanovit, Ze k pfipravé kiemikovych nanokrystalti

existuji dva pfistupy. Vytvafeni nanokrystali z molekularnich prekurzort (bottom-up) a



pak opaény proces, pii kterém dochdzi k rozruSovani vétSich castic za vzniku
neuniformnich nanokrystalti (top-down). Hlavnim piikladem top-down pfistupu je
ultrazvukové rozbijeni kiemiku nebo jeho kulickové frézovani (ball-miling), kdy
neuniformita nanokrystalt spo¢iva v jejich odliSnych velikostech. Takto vzniklé ¢astice
jsou porézni, respektive mesoporézni, ale jejich tvar je nepravidelny, stejné jako jejich
velikost, a proto se nyni pro vyrobu mesoporéznich a poréznich kiemikovych
nanocastic vyuziva elektrochemické leptani. Piikladem vyroby c¢astic u bottom-up
pfistupu jsou pak rtizné koloidni systémy pro pfipravu nanocéstic (redukce halogenida
kfemiku naftalenidem sodnym, reakce mezi praSkovym Br, a Mg,Si a podobné (Fan
and Chu 2010)). Takto ptipravené Castice musi projit pied aplikaci do biologickych
systémi precisténim, coz vSak nemusi byt vZzdy mozné, ale jejich vyhodou je snadno
funkcionalizovatelny povrch (Fucikova et al. 2011). Dale pak existuje nékolik dalsich
zpisobll, jako jsou napiiklad termalni vaporizace nebo termalni degradace. Je dilezité
poukdzat na fakt, ze nékteré Cerstveé ptipravené kiemikové nanokrystaly jsou hydrofobni
a je tedy potieba jejich povrch upravit tak, aby byly alespon amfifilni, nejlépe vSak
hydrofilni, ¢ehoz lze docilit navdzanim aminové, hydroxylové nebo karboxylové
skupiny (Fan and Chu 2010; Fucikova et al. 2011). Vyznamnym milnikem v oblasti
ptipravy nanocastic na bazi oxidu kiemicitého byla takzvana Stoberova metoda, ktera
spo¢iva v hydrolyze a nasledné kondenzaci kiemikovych alkoxidl, respektive
tetracthylorthosilikatu (Halas 2008). Takto pfipravené Cc¢astice jsou neporézni a
modifikaci tohoto postupu lze ziskat fluorescenéni Castice, takzvané C-tecky (C-dots)

(Jaganathan and Godin 2012).



3 Interakce nanocéastic s bunikkami

3.1 Jak dojde k interakci

Adheze nanocastic k buiikam vzdy probiha aktivné a zavisi na energii. Nanocéstice
se rozvolni do suspenze v biologickém prostiedi (krev (in vivo), nebo kultiva¢ni
médium se sérem (in vitro)), ve kterém se nachazeji rizné biogenni molekuly (nejcastéji
proteiny a lipidy), které se navaZou na povrch nanocastice a utvoii takzvanou
biomolekularni korunu (biomolecular corona). Neni tedy typické, aby doslo k interakci
buniky s ¢istou nanocastici, nybrz s komplexem nanocastice-biomolekuldrni koruna.
K interakci mezi Cistou nanocastici a bunkou muze tedy dojit pouze v in vitro
podminkach a to pokud médium pro kultivaci bunék neobsahuje sérum. Pak bude
interakce zaviset pouze na vlastnostech nanocastic, tedy na jejich chemickém slozeni,
naboji, velikosti, tvaru a podobné. Je zajimavé, ze soucasti biomolekularni koruny
nemuseji nutné byt proteiny s nejvyssi afinitou k dané c¢astici. V zavislosti na sloZeni
koruny jsou pak ¢astice endocytovany riznym zpuisobem a také mohou byt rozeznavany
jinymi typy bunék. Systematickym vyzkumem v této oblasti by bylo mozné dosahnout
snazsiho cileni nanocastic pfi prenosu 1é¢iv (Monopoli et al. 2012).

Korunu na povrchu ¢astice je mozné rozdélit na takzvanou “tvrdou, pevnéji a blize
pfipojenou k nanocasticovému jadru, slozenou z pomalu se obménujicich biomolekul, a
“mekkou*, vazanou na tvrdou korunu podstatné volné&jsi vazbou, sloZzenou z rychleji se
obménujicich biomolekul. Dfive bylo hlavnim pfedpokladem, ze “tvrda™ koruna se
vyviji pomalu (Milani et al. 2012). Ovsem Tenzer et al. ve svém ¢lanku z roku 2013
mluvi o opaku. Centrifugaci pfes sacharézovy gradient se jim podafilo omezit kontakt
castic s biomolekulami v séru na mén¢ nez 0.5 minuty a naslednou vizualizaci
navazanych biomolekul pomoci gelové elektroforézy se jim podafilo poukazat na fakt,
ze prvotni “tvrdd* korUna se zacne tvofit témét okamzité po kontaktu ¢astice s médiem
obsahujicim biomolekuly (Tenzer et al. 2013). Je tedy jasné, Zze zkoumanim toho, jak se
jednotlivé biomolekuly na korunu navazuji a jak nésledné interaguji s bunécnou
membranou je jednou z cest ke snaz§imu cileni nanocastic.

Proteiny tvoftici “tvrdou’ korunu prosly urcitou stabilizaci (jejich slozeni se s Casem
vyznamné neméni) a zlstava tak intaktni vi¢i okolnim podminkam (Casals and Puntes
2012). Slozeni koruny bylo a stale je pfedmétem zkoumani mnoha tymi. Puvodnim

predpokladem bylo, Ze se sklada z pouze nékolika desitek opakujicich se proteind, ale



Tenzer et al. zjistili, Ze 1 v piipad¢ koruny, vzniklé po minimalni dob¢ inkubace, bylo
mozno identifikovat 166 proteint, V jejich piipadé pochazejicich z plazmy (Tenzer et al.
2013). O ptesném slozeni koruny je zatim mozno jen spekulovat, pomér mezi proteiny,
lipidy a cukry se li$i nejen mezi riznymi zivocCichy a ¢lovékem, ale také mezi jednotliveé
testovanymi subjekty resp. Sarzemi séra (Monopoli et al. 2012).

Dle Lesniaka et al. hraje pifitomnost koruny u nanocastic z oxidu kiemicitého
vyznamnou roli. Po pfidani nanocastic k bunkdm v médiu bez séra, bunky ochotné
Castice pfijimaly (endocytovaly), ovSem doslo k nezanedbatelnému snizeni
zivotaschopnosti bun¢k, ktera zavisela na davce Castic. Pokud by tedy Castice nebyly
obaleny biomolekularni korunou, jejich potencidlni cytotoxicita by vyznamné vzrostla
(Lesniak et al. 2012). Podobn¢ referuji i Tenzer et al., ktefi ovS§em zkoumali vliv brzy
vytvofené “tvrdé* koruny a Castic bez koruny na hemolyzu erytrocytli, kterd byla u
¢astic s korunou signifikantné nizsi (Tenzer et al. 2013). Vyznamnou vlastnosti koruny
je pak takeé to, Ze vyznamné snizuje zeta potencial (elektrokineticky potencial v koloidni
disperzi (McNaught and Wilkinson 2014) nanocastic (Walczyk et al. 2010). To
dokazuje také studie porovnavajici ktemikové nanocastice s nanodiamanty od Fucikové
et al. Zeta potencial se dle ni u kiemikovych nanocastic dramaticky zvétsil
Vv kultivacnim médiu oproti zeta potencialu ve vodé, u nanodiamantt tomu bylo pfesné
naopak. Zajimavym zji$ténim pak bylo, ze ¢astice s niz§im zeta potencialem (respektive
se zeta potencialem blize k { = 0 meV) snadnéji piekonavaly membranu (Fucikova et al.
2014). Salvati et al. pak také zminuje potencialni moznost toho, ze utvoreni koruny
mize vyrusit pfedchozi upravu povrchu ¢astice (Salvati et al. 2013).

Na zdklad¢ vySe uvedenych skutecnosti je tedy moZné vyvodit, Ze na sloZeni
biomolekularni koruny zavisi to, jak bude Castice bufice pfedstavena. Uvazujeme — li
aplikaci nanocastic do zivého organismu, je nutné pocitat se skute¢nosti, ze na Castici
pusobi molekuly, které se nachazeji v jejim okoli pfi vstupu do bunky a nasledné se
obménuji stim, jak castice cestuje po téle a to urcuje jeji identitu. Slozeni
biomolekularni koruny lze ovlivnit bud’ cilenou Gpravou ¢astice po chemické a fyzikalni
strance tak, aby se na ni navazovaly ndmi pozadované¢ molekuly, nebo také zptisobem
aplikace nanocastice (slozeni koruny se bude lisit v Krvi oproti koruné vznikajici

Vv tkanovém moku).



3.2 Vstup do bunky

Nanocastice obecné se V biologickém prostiedi a z hlediska vstupu do buiky
chovaji jako makromolekuly (Nel et al. 2009). Klasicky je uvadéno, Ze ¢astice mensi
nez 1 kDa mohou do bunky vstupovat prostou difuzi, stejn¢ jako dalSimi pasivnimi, ale
1 aktivnimi dé&ji. To vSak u makromolekul a tedy i nanoc¢astic nefunguje a tedy nastupuji
endocytické mechanismy.

Obecné lze charakterizovat endocytdzu jako pohlcovani extraceluldrniho materilu.
Ten je nejprve postupné obalen malou C¢asti plazmatické membrany, ktera vypuci
smérem dovniti buniky a nasledné po jejim odStépeni z ni vzniké endocyticky vacek —
¢asny endosom. Uvniti ¢asného endosomu je kyselé pH (pH = 6,5) a zacinaji zde
nékteré degradacni procesy. S postupnym zranim vacku se méni i pH a to smérem ke
stale kyselejSimu. V pozdnim endosomu se jiz pH pohybuje v rozmezi 5 - 6, do této
faze endosom dospéje zhruba po 5-15 minutach. V této fazi se do vzniklého pozdniho
endosomu nacestuji dalsi enzymy z Golgiho aparatu a stava se z né&j lysozom, kde kon¢i
cesta endocytovanych makromoleku. V pH pohybujicim se kolem 4,5 se degraduji
veskeré zbylé makromolekuly pomoci hydrolytickych enzymi. Natrdvené zbytky
makromolekul (naptiklad cukry, aminokyseliny a nukleotidy) jsou pak pomoci
lysozomalnich transportnich proteinti pfesunuty do cytostolu, kde je bunka bud’ vyuzije,
nebo je vylouci ven (Alberts, Johnson, and Raff, Roberts 1998).

Pro ovéfeni toho, Ze je vstup nanocastic do buinky aktivnim déjem (tedy, Ze
vyZaduje pfitomnost adenosintrifosfatu - ATP) se vyuZziva blokace endocytickych déji a
to naptiklad inkubaci za teploty okolo 4 °C, ktera narusuje produkci ATP (Faklaris et al.
2009; Herd et al. 2013; Perevedentseva et al. 2013). Jak jiz bylo zminéno, piedstaveni
nanocastice bunice probiha pies komplex c¢astice-biomolekularni koruna. Piesny
mechanismus endocytézy pak zalezi hned na ne¢kolika kritériich a tim prvnim a
vstupu nanocastice do bunky bude zvolena. Napiiklad pro ¢astice vétsi nez 500 nm je
klasickou cestou dovnitt buiky fagocytoza, probihajici u bunék schopnych fagocytozy
jako jsou napiiklad makrofagy a dendritické bunky. Je tomu tak i v pfipad¢ agregatu,
které vznikaji naptiklad u nanodiamanti. Makropinocytdézou (d€j neaktivni, na energii

nezavisly) se do bunky dostavaji nanocastice vétsi nez 100 nm. Pomoci klathrinem



oplastenych vacku (dé&j aktivni, na energii zavisly) pak vstupuji do bunky éastice o
velikosti okolo 120 nm a ptes kalveoly (vacky s plastovym proteinem kaveolinem)
Castice o velikosti 50 - 80 nm. Tyto dvoje posledni uvedené Castice se vazi na
membranové receptory a pomoci aktivniho pienosu se obali vackem s patfiénym
plastovymi proteiny a postupuji endocytarné/lysozomalni drahou dovnitf bunky.
Vyznamny podil na vstupu do bunky ma pak alternativni cesta uréend pro ¢astice mensi
nez 100 nm, na které se podileji na klathrinu a kaveolinu nezavislé mechanismy
(Kettiger et al. 2013).

Ptiblizné schéma (Obrazek 1) nékterych zplsobli pronikani ¢astic do bunck a

jejich nasledného osudu v buiice ukazuje, jak mohou nékteré ¢astice po bufice putovat.

® 9 [ ] °
e 0 e ®
® L ®
Makropinocytdza L L ®
Klatrinova endocytdza Kaveoly Alternativni cesty

O
ER i - @
S

Cytoplasma

Obriazek 1: ZjednoduSené schéma aktivniho transportu v nefagocytujicich burikich
Ze schématu je patrné, Zze jak makropinocyty (MP), tak klathrinové vacky (CC) a castice
pohlcené jinou cestou (napiiklad flotillin, nebo Cdc42 dependentni) putuji pfimo do
endosomtl (E) a odtud pak nésledn¢ do pozdnich endosomt (LE) a lysozomi (L) nebo
endoplasmatického retikula (ER). Tam mohou putovat také castice z kaveol. Prichod ptes
buiitku pak zajistuji transcytotické vacky (TV). (Frohlich and Roblegg 2012)*
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Velikost ovS§em neni jedinou charakteristikou ovliviiujici vstup Castice do burky.
Neméné¢ vyznamnym faktorem je i tvar Castice, ktery ovliviiuje piedevS§im rychlost,
sjakou bude castice pohlcena. Dle dosavadnich sledovani do bunék nejsnadngji
pronikaji Castice tyCinkovitého tvaru pted kulovym a cylindrickym, nebo kubickym.
Prvni dvé mista se vSak zméni, vezmeme-li ¢astice mensi nez 100 nm, v tom piipadé
pak maji sférické Castice vyhodu pied ¢asticemi tyCinkovitého tvaru (Albanese, Tang,
and Chan 2012). Tato zjisténi provedli Gratton et al. na polymernich casticich
vstupujicich do HeLa bungk, ale lze tvrdit, Ze plati i obecné (Gratton et al. 2008).
V neposledni fad¢ pak také vstup do bunky ovliviiuje naboj, ktery je na povrchu Castice.
Obecné plati, Ze jakkoli nabité ¢astice jsou snadnéji pohlcovany nez Castice nenabité a
mezi nabitymi ¢asticemi jsou pak preferovany ty s nabojem pozitivnim (Frohlich 2012).
Samoziejmé pak také zalezi na typu bunky, ktera castici pohlcuje.

Zkoumani toho, jak se ¢astice do bunky dostavaji je obecné provadéno pies inhibici
jednotlivych endocytickych cest (naptiklad pomoci nékterého z derivati kolchicinu je
mozné zabranit fagocytéze a makropinocytéze (Alberts, Johnson, and Raff, Roberts
1998) a nasledné sledovani toho, jak to s bunikami vypadd. Metody vhodné pro

sledovani ¢astic v buiice budou popsany v kapitole €. 4.

3.3 Nanodiamanty a buiika

U nanodiamantil o velikosti 100 nm bylo zjisténo, Ze pro vstup do buniky vyuZivaji
piedevsim klathrinové vacky. Vyplyva to z ¢lanku Perevedentseva et al. z roku 2013,
kde porovnavaji vstup karboxylovanych nanodiamanti o vySe zminéné velikosti do
zdravych bunck oproti jejich vstupu do buné€k rakovinnych. Specifickou blokaci
riznych endocytickych drah (Cytochalasin D 10 pro zablokovani fagocytozy, filipin II1
pro zablokovani klathrin-independentni cesty a hypertonickym roztokem sachardzy pro
zablokovani klathrinové cesty) postupné dospéli k zavéru, ze jak u zdravych tak, ve
vétsi mife také u karcinogennich bunék vyznamné prevladd endocytéza za pomoci
klathrinovych vackl. Z toho lze odvodit potencidlni vyznam nanodiamantovych ¢astic
pro cilenou nadorovou terapii (Perevedentseva et al. 2013). Starsi studie z roku 2009
ovSem ukazuje, Ze karboxylované Castice o velikosti 100 nm mohou byt pohlceny 1
makropinocytézou. Z této studie také vyplyva, ze nanodiamanty nenaruSuji rist buiky

(Liu et al. 2009).
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Tvrzeni z ¢lanku od Perevedensteva et al. 1ze ¢aste¢né potvrdit i studii provedenou
s nanodiamanty o velikosti mensi nez 20 nm upravenymi Fentonovou reakci, které do
bunky pronikaly vedle klathrinovych vacka, také makropinocytézou. U takto malych
castic je vSak nutné pocitat s agregaci, kterou bylo v pfedchozim piipadé mozné
zanedbat. Pro zablokovani endocytozy pies klathrinové vacky zde byl pouzit GTPazovy
inhibitor dynasor a porovnavany byly imortalizované lidské endothelidlni bunky
Z pupecnikové krve a stejné karcinogenni buiiky jako v pfedchozi studii (A549,
epithelidlni buiiky lidského plicniho alveolarniho karcinomu) (Solarska-Sciuk et al.
2014). Ve starsi studii, opét z roku 2009, se uvadi, ze ¢astice o velikosti 46 nm do
buiiky vstupuji pomoci klathrinovych vacki. Zaroven uvadi, Ze castice o této velikosti
mély v jejich ptipadé slabsi fluorescenci. V této studii je také zminén fakt, ze tvar
nanodiamantd mize ovlivnit vstup do bunky, respektive naslednou lokalizaci endosomti
s Casticemi v bunce (HeLa bunky). V jejich studii z roku 2008 (Faklaris et al. 2008)
s nanodiamanty o velikosti 25 nm, které mély ostré hrany, byly ¢éstice lokalizovany
v ¢asnych endosomech, zatimco ve studii z roku 2009 byly kulatéjsi Castice o velikosti
46 nm lokalizovany jak do endosomd, tak do lysozomu (Faklaris et al. 2009).

Co se tyCe nasledného umisténi v buiice po samotné endocytoze, je hned z n€kolika
zdrojii patrné, Ze se endozomy s nanodiamanty shlukuji v perinukledrnim prostoru, kde
se nachazeji lysozomy. Samotny jaderny obal pak neni penetrovén, z ¢ehoz lze vyvodit,
Ze nanodiamanty maji zna¢ny potencial jako nosice terapeutickych molekul (Fucikova
et al. 2014; Faklaris et al. 2009; Solarska-Sciuk et al. 2014). Ovsem pokud se
Kk inkubovanym HeLa bunikam piidaly nanodiamanty funkcionalizované Fentonovou
reakci, n€které z ¢astic pronikly aZ do jadra, ¢ehoz by se dalo vyuzit pfi genové terapii.
V provedené¢ studii z roku 2010 byly takto upravené nanodiamanty vyuzity pro pienos
plazmidu, iniciujiciho expresi zelené¢ho fluorescencniho proteinu (GFP) a to
s pozitivnimi vysledky co se biokompatability ty¢e (Garci et al. 2010).

Presto, ze vSechny vySe uvadéné studie ukazuji na vysokou biokompatabilitu
nanodiamantovych ¢astic, je spiSe vhodné o nich uvazovat jako o platformé pro in vitro
testovani. Dle Fucikové et al. nanodiamanty vykazovaly silnou agregaci a zmény
vV bunééném cytoskeletu, coz mulze snadno zapfiinit apoptdézu (programovanou
bunécnou smrt). Jejich vysledky také ukazaly, Ze v pfipad€ pouziti nanodiamantli jsou

bunky citlivé jak na davku (pocet) tak na to, kdy jsou cCastice piidany. Pokud byly
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Castice pfidany ve stejném okamziku, kdy byly nasazeny bunky, doSlo ke snizeni
zivotaschopnosti bunék. Zatimco pokud se ptfed ptidanim castic nechaly bunky 24 h

samostatné rist, ¢astice byly méné cytotoxické (Fucikova et al. 2014).

3.4 Kremikové nanocastice a buiika

V ptipad¢ kiemikovych nanocastic je mnohem vice rozvinuté soucasné poznani
odlisnych endocytickych mechanismii fungujicich u raznych tvart ¢astic. Nejbeznéji
v literatufe uvadénymi tvary jsou sféricky (kulovy) a tyCinkovity (Cervovity). Jiz ve
studii z roku 2008, kde byl porovnavan vstup vyse zminénych tvart ¢astic do bunky u
karcinogennich bunék a lidskych fibroblastt je patrné, Ze karcinogenni buiiky ochotnéji
ty¢inkovité castice, které v urcitych davkach endocytovaly az ze 100 % zatimco sférické
nedosahly 100 % ani pfi nejvy$si méfené koncentraci. U lidskych fibroblastt
endocytoza probihala hiife v obou ptipadech (ty¢inkovité maximalné ze 60 %, sférické
pak z 21 %) (Trewyn et al. 2008). V jedné ze svych starSich studii z roku 2006 pak
podobny kolektiv autorti uvadi, ze endocytdza téchto Castic probiha pies klathrinové
vacky (l. Slowing, Trewyn, and Lin 2006). V nov¢;jsi studii z roku 2013 Kasper et al.
porovnavaji vstup do buriky u dvou odlisnych ¢astic na bazi kiemiku a to hydrofobni
poly(organosiloxan) a hydrofilni amorfni ¢astici na bazi oxidu kiemicitého s kovalentné
navazanym rhodaminem B. Porovnava jejich vliv a endoctarni cesty v bunkéch lidské
endovaskularni endothelialni linie (ISO-HAS-1) a v buikach lidského plicniho
adenokarcinomu (NCI H441). Kolokalizaci signala uréili, Ze tyto ¢astice nevstupuji do
buiikky ani pies klathrinové vacky (kolokalizace se signdlem na tézkém fetézci
klathrinu), ani pies kaveoly (kolokalizace s kaveolinem 1). Podafilo se jim v8ak zachytit
signal spojeny s flotilinem-1 a -2 coz vedlo autory k zavéru, ze se jedna o flotilin-
zavislou endocytdzu. Autofi sami vSak podotykaji, ze se jedna pouze o par piipadd, kdy
byla prokazéana klathrin-independentni cesta do buiiky, se kterou je pravé flotilin spojen,
a ze v dalSich pfipadech byla prokédzana pravé klathrin a kaveolin dependentni cesta
(Kasper et al. 2013).

Rozsahla studie Herda et al. se vénuje tvaru kiemikovych nanocastic na bazi oxidu
kiemicitého a jeho vlivu na endocytdzu. Provadéli rizna méfeni na nékolika typech
bunék a to se tfemi tvary castic, sférickym (kulovymi), cylindrickym (valcovitymi) a

ty¢inkovitym. Vzdy selektivné zablokovali nékterou z cest pro endocytézu a pozorovali,
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jaky to bude mit vliv na pohlcené castice. Jejich vysledky ukazuji, ze pohlceni
nanocastic souvisi nejen s jejich tvarem a s typem bunék, ale zaroven se i vyrazné¢ méni
s Casem. V nejveétsi mife podle nich byly endocytovany cylindrické Castice a to ve vSech
typech bunék. U RAW bunck (imortalizované mysi makrofagy) se jako nejméné
vhodné ukazaly tyCinkové Castice, nasledné sférické a jako nejlepsi pak cylindrické.
Toto potadi bylo platné jak pfi méfeni po 2 hodinach, tak po 24 hodinach. Vyznamnym
faktem ovSem ziistdva, Ze se stoupajici dobou inkubace s Casticemi stoupd nebezpeci
zvySujici se cytotoxicity, a tim padem je nejvhodnéjsi vyuzit ¢astic, jejichz potencial
pro vstup do bun€k je nejveétsi jiz po 2 hodindch a s nartstajicim Casem se vyrazné
neméni. Timto typem jsou pro RAW buiik praveé cylindrické ¢astice. U bunék z lidského
plicniho nadoru (A549) tomu bylo jinak. Po 24 hodinové inkubaci byly opét nejvice
zastoupeny v bunkach cylindrické ¢astice, ovSem pii méfeni po 2 hodinové inkubaci
tyCinkovité cCastice neobstaly, jejich vyuziti by bylo sohledem na ptipadnou
cytotoxicitu nejvhodnéjsi. Této vlastnosti by bylo mozné vyuzit pii cilené terapii
nadorovych onemocnéni, pokud by se prokazalo, Ze je tento fenomén platny obecné pro
karcinogenni bunky. Vedle toho, které castice nejlépe do bun€k pronikaji, bylo
sledovéano to, jakym zpisobem jednotlivé tvary Castic do bunky vstupuji a to opét
selektivnim blokovanim jednotlivych cest. Herd et al. dospéli k zavéru, Ze se jedna u
vSech typii cCastic o klathrin dependentni endocytéozu (blokace za pomoci
chlorpromazinu), fagocytéozu a makropinocytézu (selektivni blokace pies cytochalasin
D a kolchicin). Zjejich vysledkt vyplyva, ze sférické c&astice jsou pohlcovany
pfedev§im pomoci klathrinovych vackl, zatimco makropinocytézu a fagocytdézu
vyuzivaji tyCinkovité castice. Celkové vsak lze fici, ze na vstupu téchto Castic ma
podstatné vyssi vliv typ bunky, nez to, jaky ma Castice tvar (Herd et al. 2013).

V porovnani s nanodiamanty jsou kifemikové nanocastice podstatné méné
cytotoxické, alesponn dle dosavadnich zjisténi. Proto se ptfedpokladd, Ze by
nanodiamanty byly vhodnéj$im prostfedkem pro in vitro vyzkumy, zatimco kiemikové
castice maji potencidl stat se v budoucnu nosi¢em leékl v lidskych drug delivery
systémech (Fucikova et al. 2014). Je vsak tieba cytotoxicitu téchto ¢astic prozkoumat
vice do hloubky a pozorovat jejich vliv v pribéhu delsi doby. Napftiklad Fucikova et al.

zjistili, ze ptisobeni poréznich nanoc¢astic snizuje zivotaschopnost bunék, ovsem v jejich
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druhé generaci jiz neni patrna zadna zména (Fucikova et al. 2009). Studii zabyvajicich
se dlouhodobymi ucinky nanocastic na bunky je ovSem stale poskrovnu a proto je nutné

otazku cytotoxicity fesit i nadale.

3.5 Vystup Castic z buiiky

Ohledné vystupu nanocastic z buitkky neni zatim mnoho znamo a je vice nez nutné
tuto oblast ditkladné a podrobné dale prozkoumat, protoze to, jak nanocastice opoustéji
buiiku, by mohlo mit potencialni vliv na cytotoxicitu. Z doposud znamych fakta
vyplyva, ze exocytdza nanocastic je vysoce specifickd pro jednotlivé bunécné linie a
vysledky tedy neni mozné generalizovat. Také se ukazalo, Ze na typ exocytézy ma
vyznamny vliv sloZeni koruny. To je ovSem v sou€asnosti velmi §patné pozorovatelné a
tak se veSkeré vyzkumy vtomto sméru soustfeduji na experimentalni simulace.
Z n¢kterych studii je také patrné, ze velikost, davka, nebo tvar ¢astic vyznamnym
zpusobem typ exocytdzy neovliviiuje. Je jasné, Ze na poli vystupu nanocastic z buiky je
mnoho nezndmych, ov§em vyznamnym faktem zlstava, ze exocytdza bude predevSim
zaviset na typu vstupu do buiky (Sakhtianchi et al. 2013). Také je potieba mit na
paméti, ze mize dojit K uvolnéni nanocastic z endocytickych vacku. Dle Staytona et al.
Castice, které se uvolni do cytostolu opoustéji bunku jen velmi obtizné a zalezi pak u
nich na stupni biokompatability (Stayton et al. 2009). Toto hledisko hovoti jasné ve
prospéch nanoc¢astic na bazi kiemiku. Jak jiz bylo zminéno, je kfemik diky povaze
vazeb vysoce biodegradabilni a s ohledem na to, Ze je vyznamnym stopovym prvkem
Vv biologickych soustavach je také velmi biokompatibilni a nehrozi u né; vysoka

pravdépodobnost cytotoxicity (Halas 2008; Anglin et al. 2004).
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4 Zobrazovaci metody a nanocastice

Ptirozen¢ fluoreskujici kiemikové nanocéstice a nanodiamanty jsou pozorovatelné
pomoci fluorescencni mikroskopie, ov§em za predpokladu, Ze jsou samy dostate¢né
velké a pristrojova technika je schopna je detekovat, nebo kdyz se zkoncentruji
v n¢kterych bunéénych kompartmentech (napiiklad na membrané nebo v lysozomech).
Prikladem muze byt prace Fulikové et al., kdy byly buiky sekven¢né ozafovany
svétlem o vlnové délce 405 nm pro excitaci fluorescence obou pouzitych cCastic
(kfemikové nanocastice a nanodiamanty). Pro detekci jednotlivych signalii byly pouzity
ptislusné emisni pasmové filtry v modré a Cervené oblasti (Fucikova et al. 2014). U
jinych typti nanodiamantt byla pouzita vyssi excitaéni vinova délka a to zhruba 488 nm
(Perevedentseva et al. 2013). Na zakladé obou studii je tedy jasné, ze k detekci
kifemikovych nanocastic i nanodiamantt 1ze vyuzit standardni mikroskopické vybaveni.
Samoziejmé& je mozné sledovat Castice a jimi vyvolané zmény na povrchu bunék
(ptipadnou agregaci na bunééné membrang¢) pomoci skenovaci elektronovou
mikroskopii (SEM). Ta je ovSem limitovana pouze na bunéény povrch, a jaky je dalsi
osud castice v burice takto nezjistime. To lze sledovat pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (TEM). Nejvhodnéjsi je kombinovat metody fluorescen¢ni mikroskopie
s TEM. Vyhodou fluorescen¢ni mikroskopie je, Ze ji 1ze provadét na zivych buikach,
vzorku i nasledné rozpoznani nano&astic (Solarska-Sciuk et al. 2014). Pro kvantitativni
ur¢eni toho, kolik bunék endocytovalo fluorescencni ¢astice se pak standardné pouziva
fluorescenéni pritokova cytometrie (FACS) nebo spektrofotometrie.

SpiSe nez to, jak zobrazit tyto Castice, by méla byt polozena otazka, jak vyuZzit
jejich vlastnosti pfi zobrazovani biologickych soustav. Naptiklad mesoporézni
kifemikové nanocastice je mozné vyuzit dle reSerSe provedené Wangem et al. jako
nosice pro jiné fluorescencni barvy, které za normdlnich okolnosti nemohou dobie
prostupovat do tkéni a diky pfimému cileni do urcitych typt tkani a funkcionalizaci
povrchu pak také pro vylepSeni obrazi ziskanych z magnetické rezonance. V téchto
ptipadech slouzi ¢astice jako nosice pro dalsi latky a usnadnuji, nebo dokonce umoziuji
jejich prinik na misto uréeni (Wang et al. 2015). Obecné se musi u kiemikovych
nanocastic s fluorescenci pocitat s tim, ze jsou hydrofobni a tudiz Spatné€ disperzibilni ve

vodé. Je tedy nutné jejich povrch dale upravovat a to napiiklad zabalenim do micel nebo
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prostym obalenim do hydrofilnich molekul. Takto upravené kiemikové Castice je pak
mozno vyuzit naptiklad jako platformu pro zobrazovani nadort v téle. Pfestoze ptiprava
takovychto nanocastic je zdlouhava, maji oproti standardnim zobrazovacim technikdm
nespornou vyhodu ve své fotostabilité a také dlouhé dobé trvani fluorescence (Peng et
al. 2014).

Co se nanodiamantii, jakozto platformy pro zobrazovani biologickych soustav tyce,
mnoho studii prokézalo, ze diky své vysoké fotostabilit¢ (nezménéna, jasna emise i po
nepietrzité 20 minutové excitaci) jsou extrémné vyhodné pro zobrazovani pohybu
jednotlivych molekul po butice a to jak v in vitro tak v in vivo systémech (Wu et al.
2009). O nanodiamantech se také uvazuje jako o moznych biomarkerech pro sledovani
cesty né€kterych 1é¢iv, ktera by na né¢ mohla byt pfipojena (Perevedentseva et al. 2013).
Nanodiamanty by také mohly slouzit jako zobrazovaci sondy pro sledovani rtiznych
zmén v zivé buice (cileni napiiklad na mitochondrie nebo transferin) (Hui, Cheng, and
Chang 2010). Studie z roku 2010 také poukazuje na vyhodu toho, Ze karboxylované
nanodiamanty maji vysokou afinitu vii¢i proteinim a je mozné je tedy vyuzit pii

biomolekularni hmotnostni spektrofotometrii (Kong and Cheng 2010).
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S5 Zavér

Tato prace se snazi tenafe uvést do svéta kiemikovych nanoc¢astic a nanodiamanti
se zaméfenim na jejich vyuziti v biomedicin€. Jednd se o reSerSi sméfovanou
k pochopeni interakci, hrajicich roli pfi kontaktu téchto ¢astic s bunikami. V soucasné
dobé se oblast vyzkumu nanocastic a jejich potencidlnich vlivli a moznosti vyuziti
Vv biologickych soustavach dynamicky rozviji a neustile vznikaji nové studie, ovSem
k dokonalému pochopeni fungovani nanosvéta v kontextu biologie je jesté daleko.

Je nezbytné diilezité porozumét vSem déjim, pii téchto interakcich probihajicim,
aby se ptredeslo ptipadnym nezddoucim efektim pii aplikaci téchto castic
V biomedicin€. Pravdépodobné nejvétsi roli ze vSech interakci Castic s buiikami bude
hrat jejich prvni kontakt, tedy slozeni a vlastnosti biomolekuldrni koruny.
Systematickou tpravou povrchu tak, aby se vytvarela koruna nami definovaného
charakteru, by bylo mozné dosdhnou znaéného pokroku v cileni ¢&astic k riznym
bunéénym typtim v téle, ¢ehoz by §lo vyuzit pfi pfenosu l€kii piimo na misto jejich
pusobeni a omezit tak naptiklad systémové poskozeni u nékterych invazivnich druhii
chemoterapii. Pravé diky potencialni moznosti cileni ¢astic do riznych typl tkani jsou
také zajimavou zobrazovaci platformou.

Dtlezitym poznatkem vyplyvajicim ztéto prace je také fakt, ze kiemikové
nanocastice a nanodiamanty jsou buiikami pfijimany také na zakladé svého tvaru a
velikosti, a Ze mira toho, jak jsou buiitkami pohlceny, pak zavisi pfedev$im na jejich
typu. Je patrné, Ze karcinogenni buniky endocytuji nanocastice ochotnéji, nez bunky
zdravé, coz by mélo opét urcity potencial v nadorové terapii. Také je zminéno, ze pro
ptipadné vyuziti pro biomedicinské ucCely by bylo vhodngjsi vyuzit kfemikovych
nanocastic a to kvili jejich vlastnostem a nizké cytotoxicité.

V soucasnosti je vSak dulezité zacCit veénovat véEtSi pozornost na piipadnou
cytotoxicitu téchto nanocastic a to pfedevSim pii jejich dlouhodobém ptlisobeni na
organismus a sledovat jejich ucinky v kontextu celého organismu, nejen bunécnych
linii. Ve vysledku je tedy potfeba se vice zaméfit na zkoumani piipadnych
cytotoxickych ¢i jinak skodlivych u€inkli na organismy a také to, jak Castice opousteji
buniky a jak se jich pfipadné cilen¢ zbavit. Na tomto poli zatim vyzkumy vyznamné

zaostavaji.
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