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Abstrakt  

V posledních letech jsou nanočástice různého původu využívány v biomedicíně. 

Jejich interakce s buňkami jsou však stále velkým otazníkem a je tedy nutné další 

důkladné prozkoumání jejich vlastností, vstupu a pohybu po buňce a případného 

opuštění buňky, aby bylo možné určit nejvhodnější částice pro zobrazovací účely a také 

pro případné terapeutické účely. Jedním ze směrů pro výzkum využití nanočástic 

v biomedicíně je zkoumání křemíkových nanočástic a nanodiamantů, které jsou vhodné 

díky svým vlastnostem (možnost přirozené fluorescence), vysoké biokompatabilitě a 

v případě křemíkových nanočástic i degradabilitě. 
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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. 

Key words 

nanoparticles, cell, drug delivery, endocytosis, nanodiamonds, silicon based 

nanoparticles 



 

 

 

Obsah 

1 Úvod ................................................................................................................... 1 

2 Nanočástice a jejich využití v biomedicíně ....................................................... 2 

2.1 Co jsou nanočástice .................................................................................... 2 

2.2 Nanodiamantové částice, jejich vlastnosti a příprava ................................. 3 

2.2.1 Vlastnosti ............................................................................................. 3 

2.2.2 Příprava ............................................................................................... 4 

2.3 Nanočástice na bázi křemíku, jejich vlastnosti a příprava .......................... 5 

2.3.1 Vlastnosti ............................................................................................. 5 

2.3.2 Příprava ............................................................................................... 5 

3 Interakce nanočástic s buňkami ......................................................................... 7 

3.1 Jak dojde k interakci ................................................................................... 7 

3.2 Vstup do buňky ........................................................................................... 9 

3.3 Nanodiamanty a buňka ............................................................................. 11 

3.4 Křemíkové nanočástice a buňka ............................................................... 13 

3.5 Výstup částic z buňky ............................................................................... 15 

4 Zobrazovací metody a nanočástice .................................................................. 16 

5 Závěr ................................................................................................................ 18 

6 Seznam použité literatury a zdrojů .................................................................. 19 

 

 

 

 

 

 

 



 

1 

 

1 Úvod 

Uplatnění nanočástic, jakožto i jiných nanomateriálů je v současnosti aktuálním a 

dynamicky se rozvíjejícím oborem s velkým potenciálem. Škála jejich využití je pestrá, 

od farmaceutických prostředků (drug delivery, pokrývání ran), přes využití nanočástic 

v kosmetice (krémy) a ekologii (nanovlákenné filtry), až po vývoj nových 

zobrazovacích metod (“Nanomaterials: Nanotechnology Overview” 2015). Konkrétně 

možnost využití nanočástic při zefektivnění drug delivery systémů je lákavou parketou 

pro studium. Proto, abychom mohli využít jejich plného potenciálu, je potřeba 

porozumět fyzikálním a chemickým interakcím, které mohou probíhat při endocytóze 

nanočástice. Přehledné shrnutí současných vědomostí o vstupu nanočástic do buňky, a 

to konkrétně přirozeně fluoreskujících křemíkových nanočástic a nanodiamantů, je 

společně s diskusí o výběru nejvhodnějších nanočástic pro bioaplikace hlavním cílem 

této práce.   
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2 Nanočástice a jejich využití v biomedicíně 

2.1 Co jsou nanočástice 

Obecně je jako nanočástici možné označit objekt, který má všechny tři vnější 

dimenze na škále od 1 nanometru (nm) do 100 nm respektive do 2500 nm.  Za 

předpokladu, že jeden z rozměrů se výrazně liší (typicky více než třikrát) od ostatních, 

je již obecně používán pojem nanovlákno (“ISO/TS 27687” 2012). Nanočástice je 

typicky možné dělit dle velikosti na ultrajemné (nanočástice sensu stricto), jejichž 

rozměry jsou od 1 nm do 100 nm, a jemné s rozměry v rozmezí mezi 100 nm a 2500 nm 

(“BCES: Module 3 - Characteristics of Particles ” 2015).  

Nanočástice je možné vyrábět z mnoha různých materiálů a na základě zvoleného 

materiálu se pak liší jejich příprava. Podle způsobu přípravy pak lze odvodit různé 

odlišné vlastnosti jednotlivých částic, jako jsou velikost, tvar, poréznost a podobně. 

Následující výčet zahrnuje pouze část materiálů, ze kterých se vyrábějí částice pro 

biotechnologické využití. Takovými nanočásticemi jsou například liposomy, což jsou 

váčky tvořené lipidovou dvojvrstvou uspořádanou do kulovitého tvaru, resp. vezikulu 

s hydrofilní dutinou. Liposomy jsou využívány například pro přenos léčiv (drug 

delivery) díky své malé velikosti (do 100 nm), vysoké reaktivitě a výbornému poměru 

mezi objemem a povrchem především při překonávání různých in vivo bariér (Ranjan 

2012). Dalším typem jsou metalické nanočástice o velikostech zhruba 15 nm – 60 nm 

využívané kvůli svým magnetickým vlastnostem. Další  nanočástice - kvantové tečky – 

jsou tvořeny z polovodičových materiálů s fluorescenčními vlastnostmi, které ovšem 

musí být baleny do vrstvy dalších látek, aby se zabránilo úniku těžkých kovů a tím 

jejich cytotoxicitě a současně aby docházelo k jejich snazší disperzi. Polovodičové 

částice na bázi křemíku, oxidu titaničitého nebo oxidu hlinitého bývají bioinertní a 

porézní (Zhang et al. 2008). Nanočástice na bázi polymerů jsou pak výhodné především 

díky jejich variabilitě a schopnosti do nich zakomponovat léky a cílit jimi na určité typy 

tkání (Chimie, Cismaru, and Popa 2010). Dále pak nanočástice zlata a stříbra (Rao et al. 

2000), nanodiamanty a jiné uhlíkové částice (nanotuby, grafen (Shenderova, Zhirnov, 

and Brenner 2002)). Všechny tyto částice mají pestrou škálu využitelnosti jak 

v biomedicíně, tak v jiných oborech jako jsou například elektrotechnika, 

environmentální studia nebo chemie. Tato práce se blíže věnuje křemíkovým 

nanočásticím a nanodiamantům a jejich využití v biomedicíně.  
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2.2 Nanodiamantové částice, jejich vlastnosti a příprava 

2.2.1 Vlastnosti 

Diamanty jsou obecně známé svou vysokou stabilitou a nutností použít vysokého 

tlaku a teploty pro rozrušení jejich struktury. V atomu uhlíku jsou elektrony sestaveny 

dle uspořádání 1s
1
2s

2
2p

2
. V případě diamantu pak dojde k sp

3
 hybridizaci a uhlík utvoří 

tetraedrální formaci (Kaur and Badea 2013). Vlastnosti diamantů se liší dle jejich 

velikosti. Můžeme je dělit na diamantoidy (1 – 2 nm), ultrananokrystaly (1 – 10 nm) a 

nanokrystaly (od 1 do přibližně 150 nm) (Shenderova, Zhirnov, and Brenner 2002). 

Toto jsou ovšem rozměry jednotlivých částic, ty je však těžké získat, protože 

nanodiamantové částice mají tendenci tvořit klastry (Mochalin et al. 2011).  

Pro biologické účely je nezbytné, aby se nanodiamanty vyznačovaly jak stabilitou a 

dostatečnou disperzibilitou ve vodných roztocích a médiích, tak i schopností penetrovat 

cílové tkáně a buňky a interagovat s biomolekulami. Jak již bylo uvedeno, 

nanodiamanty mají tendenci tvořit klastry, tedy shlukovat se, a proto je nutné je pro 

užití v biologickém prostředí rozrušit. Na tomto poli ještě stále chybí snadný a 

ekonomický způsob a je zde tedy volné pole působnosti pro budoucí výzkum (Kaur and 

Badea 2013). 

Důležitou vlastností nanodiamantů připravených za použití vysokého tlaku a 

teploty je tvorba takzvaných dusíkových vakancí (nitrogen vacancies). Ty vznikají 

vysokoenergickým ozařováním diamantů částicemi dusíku. Dojde k vytěsnění 

diamantového atomu a uvolněná struktura se seskupí kolem volné dusíkové částice. 

Takto vzniklá centra jsou pak zodpovědná za autoluminescenci nanodiamantů (Kaur 

and Badea 2013). Tu lze potom využít jako zobrazovací metodu pro zkoumání průniku 

nanodiamantů do buněk a tkání. Přirozeně fluoreskující nanodiamanty tak mají 

potenciál zcela nahradit kvantové tečky, které jsou oproti nanodiamantům toxické a 

nemají tolik možností pro chemickou úpravu (Mochalin et al. 2011). Fotoluminescence 

nanodiamantů může být snadno pozorována bez nutnosti větších zásahů do jejich 

struktury, ovšem záleží to také na velikosti a původu částic (Chung, Perevedentseva, 

and Cheng 2007). 

Významným krokem ve využití nanodiamantových částic v biomedicíně je možnost 

úprav jejich povrchu navázáním různých látek. Například Wee et al. uvádějí jako 

možnost přípravy zeleně fluoreskujících nanodiamantů jejich ozařováním paprsky helia 
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a následným žíháním na 800 °C (Wee et al. 2009). Dalším způsobem pak může být 

kovalentní napojení nukleových kyselin na povrch nanodiamantů ozařováním UV 

paprsky, různým připojováním pomocí fyzikální adheze, kovalentním připojením a 

dalšími technikami (Narayan, Boehm, and Sumant 2011). Jakýkoliv zásah do vnější 

struktury nanodiamantů ale ovlivní jejich následné chování po přidání k buňkám, a 

proto je zde nutná řádná charakterizace následných vzájemných interakcí. 

2.2.2 Příprava 

Nanodiamanty byly poprvé připraveny již v 60. letech 20. století v Sovětském 

svazu v rámci armádního výzkumu povýbuchových usazenin (Danilenko 2004). Pro 

vznik nanodiamantů se v současnosti využívají dva hlavní mechanismy lišící se tím, kde 

se vyskytuje grafit. Jedná se o rázové vlny a detonaci. Existuje i mnoho dalších způsobů 

jejich přípravy, jako například nukleace v plynné fázi nebo přímá transformace pevných 

uhlíkových látek. Nanodiamanty se také nacházejí v přirozené formě jako součást 

hvězdného prachu (Shenderova, Zhirnov, and Brenner 2002). 

V případě rázových vln je pro vznik nanodiamantů použit grafit smíchaný s kovem 

(například mědí), který se přidává pro dosažení lepší tepelné vodivosti. Na takto 

připravený materiál uložený v ochranném tubusu působí tlak a teplo vyvolané cílenou 

explozí. Takto připravené nanodiamanty jsou spečené dohromady a na jejich povrchu se 

nacházejí zbytky grafitového materiálu a jejich vlastnosti se podobají přirozeně se 

vyskytujícím polykrystalickým černým diamantům (Krueger 2008). 

Detonační způsob přípravy nanodiamantů pak funguje na podobném principu, s tím 

rozdílem, že grafit zde není používán jako samostatný prekurzor, ale jeho zdrojem je 

přímo výbušnina (obvykle směs 2,4,6 – trinitrotoluenu a 1,3,5 - 

cyklotrimethylentrinitraminu) (Krueger 2008). Ta je uzavřena v boxu s chladícím 

médiem, které může být buď inertním plynem, nebo kapalinou. Syntéza se pak nazývá 

buď suchou, nebo mokrou (Mochalin et al. 2011). Po detonaci dojde k uvolnění oblaku 

částic (kombinace diamantů o průměru 4 – 5 nm a ostatních uhlíkových sloučenin a 

nečistot (Shenderova, Zhirnov, and Brenner 2002)) a teplo a tlak vzniklé detonací 

vytvoří nanodiamanty. Ty jsou ovšem pokryty zbytky částic grafitu a kovů z oblaku po 

detonaci a tato metoda tedy vyžaduje následnou purifikaci pro vznik čistých 

nanodiamantů (Krueger 2008).  Tyto nečistoty mohou být jak na povrchu agregovaných 

nanodiamantů tak uvnitř a je tedy nutné je před purifikací rozrušit. Tato metoda je 
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všeobecně rozšířená a využívaná pro svou ekonomičnost a šetrnost vůči životnímu 

prostředí, protože dovoluje využít přebytky výbušnin, které by se jinak musely 

likvidovat (Mochalin et al. 2011).  

2.3 Nanočástice na bázi křemíku, jejich vlastnosti a příprava 

2.3.1 Vlastnosti 

Křemík je jakožto druhý nejhojnější prvek na zemi velmi významný jak pro 

rostliny, tak pro zvířata, v jejichž tělech se běžně vyskytuje. Bylo tedy jen otázkou času, 

kdy bude jeho biologická aktivita dostatečně prozkoumána, aby mohl být využit 

v pokročilých biotechnologiích. Předně je třeba poznamenat, že mezi nanočástice na 

bázi křemíku patří především jeho oxidy, ale existují i částice tvořené pouze čistým 

křemíkem. Nanočástice na bázi křemíku pak mohou být mezoporézní, porézní nebo 

neporézní. Jednotlivé částice se vzájemně liší přípravou a interakcemi s buňkami. 

Mezoporézní a porézní částice tvoří dohromady jednu skupinu a rozlišují se dle 

průměru pórů na mikroporézní (průměr méně než 2 nm), mezoporézní (průměr mezi 2 a 

50 nm) a makroporézní (průměr větší než 50 nm) (Qian and Bogner 2012) . 

Stejně jako nanodiamanty mají i některé křemíkové nanočástice schopnost 

fluorescence. Jejich výhodou je, že emitují červené světlo, které je následně lépe 

pozorovatelné pod fluorescenčním mikroskopem oproti modře (a v některých případech 

zeleně) emitujícím nanodiamantům ( A. Fucikova et al. 2014). Dalšími významnými 

vlastnostmi jsou pak vysoká biokompatabilita, absorpční a enkapsulační kapacita a 

nízká cytotoxicita (Halas 2008). V porovnání s nanodiamanty jsou křemíkové 

nanočástice snadněji degradovatelné v rámci biologických soustav a to díky slabší 

povaze vazby mezi křemíky, respektive křemíkem a kyslíkem (Anglin et al. 2004). 

Mezoporézní křemíkové nanočástice jsou vhodné pro použití v biomedicíně především 

kvůli jejich stabilitě a odolnosti vůči teplu a pH, mechanickému stresu a hydrolýze (I. I. 

Slowing et al. 2008). Jsou také extrémně výhodné pro využití při přenosu léčiv díky 

velkému povrchu vzniklému právě póry (Fucikova et al. 2011).  

2.3.2 Příprava 

U křemíkových nanočástic není určení jednotného způsobu přípravy tak snadné 

jako u nanodiamantů. Obecně lze stanovit, že k přípravě křemíkových nanokrystalů 

existují dva přístupy. Vytváření nanokrystalů z molekulárních prekurzorů (bottom-up) a 
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pak opačný proces, při kterém dochází k rozrušování větších částic za vzniku 

neuniformních nanokrystalů (top-down). Hlavním příkladem top-down  přístupu je 

ultrazvukové rozbíjení křemíku nebo jeho kuličkové frézování (ball-miling), kdy 

neuniformita nanokrystalů spočívá v jejich odlišných velikostech. Takto vzniklé částice 

jsou porézní, respektive mesoporézní, ale jejich tvar je nepravidelný, stejně jako jejich 

velikost, a proto se nyní pro výrobu mesoporézních a porézních křemíkových 

nanočástic využívá elektrochemické leptání. Příkladem výroby částic u bottom-up 

přístupu jsou pak různé koloidní systémy pro přípravu nanočástic (redukce halogenidů 

křemíku naftalenidem sodným, reakce mezi práškovým Br
2
 a Mg

2
Si a podobně (Fan 

and Chu 2010)). Takto připravené částice musí projít před aplikací do biologických 

systémů přečištěním, což však nemusí být vždy možné, ale jejich výhodou je snadno 

funkcionalizovatelný povrch (Fucikova et al. 2011). Dále pak existuje několik dalších 

způsobů, jako jsou například termální vaporizace nebo termální degradace. Je důležité 

poukázat na fakt, že některé čerstvě připravené křemíkové nanokrystaly jsou hydrofobní 

a je tedy potřeba jejich povrch upravit tak, aby byly alespoň amfifilní, nejlépe však 

hydrofilní, čehož lze docílit navázáním aminové, hydroxylové nebo karboxylové 

skupiny (Fan and Chu 2010; Fucikova et al. 2011). Významným milníkem v oblasti 

přípravy nanočástic na bázi oxidu křemičitého byla takzvaná Stöberova metoda, která 

spočívá v hydrolýze a následné kondenzaci křemíkových alkoxidů, respektive 

tetraethylorthosilikátu (Halas 2008). Takto připravené částice jsou neporézní a 

modifikací tohoto postupu lze získat fluorescenční částice, takzvané C-tečky (C-dots) 

(Jaganathan and Godin 2012).  
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3 Interakce nanočástic s buňkami 

3.1 Jak dojde k interakci 

Adheze nanočástic k buňkám vždy probíhá aktivně a závisí na energii. Nanočástice 

se rozvolní do suspenze v biologickém prostředí (krev (in vivo), nebo kultivační 

médium se sérem (in vitro)), ve kterém se nacházejí různé biogenní molekuly (nejčastěji 

proteiny a lipidy), které se navážou na povrch nanočástice a utvoří takzvanou 

biomolekulární korunu (biomolecular corona). Není tedy typické, aby došlo k interakci 

buňky s čistou nanočásticí, nýbrž s komplexem nanočástice-biomolekulární koruna. 

K interakci mezi čistou nanočásticí a buňkou může tedy dojít pouze v in vitro 

podmínkách a to pokud médium pro kultivaci buněk neobsahuje sérum. Pak bude 

interakce záviset pouze na vlastnostech nanočástic, tedy na jejich chemickém složení, 

náboji, velikosti, tvaru a podobně. Je zajímavé, že součástí biomolekulární koruny 

nemusejí nutně být proteiny s nejvyšší afinitou k dané částici. V závislosti na složení 

koruny jsou pak částice endocytovány různým způsobem a také mohou být rozeznávány 

jinými typy buněk. Systematickým výzkumem v této oblasti by bylo možné dosáhnout 

snazšího cílení nanočástic při přenosu léčiv (Monopoli et al. 2012).  

Korunu na povrchu částice je možné rozdělit na takzvanou “tvrdou“, pevněji a blíže 

připojenou k nanočásticovému jádru, složenou z pomalu se obměňujících biomolekul, a 

“měkkou“, vázanou na tvrdou korunu podstatně volnější vazbou, složenou z rychleji se 

obměňujících biomolekul. Dříve bylo hlavním předpokladem, že “tvrdá“ koruna se 

vyvíjí pomalu (Milani et al. 2012). Ovšem Tenzer et al. ve svém článku z roku 2013 

mluví o opaku. Centrifugací přes sacharózový gradient se jim podařilo omezit kontakt 

částic s biomolekulami v séru na méně než 0.5 minuty a následnou vizualizací 

navázaných biomolekul pomocí gelové elektroforézy se jim podařilo poukázat na fakt, 

že prvotní “tvrdá“ koruna se začne tvořit téměř okamžitě po kontaktu částice s médiem 

obsahujícím biomolekuly (Tenzer et al. 2013). Je tedy jasné, že zkoumáním toho, jak se 

jednotlivé biomolekuly na korunu navazují a jak následně interagují s buněčnou 

membránou je jednou z cest ke snazšímu cílení nanočástic.  

Proteiny tvořící “tvrdou“ korunu prošly určitou stabilizací (jejich složení se s časem 

významně nemění) a zůstává tak intaktní vůči okolním podmínkám (Casals and Puntes 

2012). Složení koruny bylo a stále je předmětem zkoumání mnoha týmů. Původním 

předpokladem bylo, že se skládá z pouze několika desítek opakujících se proteinů, ale 
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Tenzer et al. zjistili, že i v případě koruny, vzniklé po minimální době inkubace, bylo 

možno identifikovat 166 proteinů, v jejich případě pocházejících z plazmy (Tenzer et al. 

2013). O přesném složení koruny je zatím možno jen spekulovat, poměr mezi proteiny, 

lipidy a cukry se liší nejen mezi různými živočichy a člověkem, ale také mezi jednotlivě 

testovanými subjekty resp. šaržemi séra (Monopoli et al. 2012).  

Dle Lesniaka et al. hraje přítomnost koruny u nanočástic z oxidu křemičitého 

významnou roli. Po přidání nanočástic k buňkám v médiu bez séra, buňky ochotně 

částice přijímaly (endocytovaly), ovšem došlo k nezanedbatelnému snížení 

životaschopnosti buněk, která závisela na dávce částic. Pokud by tedy částice nebyly 

obaleny biomolekulární korunou, jejich potenciální cytotoxicita by významně vzrostla 

(Lesniak et al. 2012). Podobně referují i Tenzer et al., kteří ovšem zkoumali vliv brzy 

vytvořené “tvrdé“ koruny a částic bez koruny na hemolýzu erytrocytů, která byla u 

částic s korunou signifikantně nižší (Tenzer et al. 2013). Významnou vlastností koruny 

je pak také to, že významně snižuje zeta potenciál (elektrokinetický potenciál v koloidní 

disperzi (McNaught and Wilkinson 2014) nanočástic (Walczyk et al. 2010). To 

dokazuje také studie porovnávající křemíkové nanočástice s nanodiamanty od Fučíkové 

et al. Zeta potenciál se dle ní u křemíkových nanočástic dramaticky zvětšil 

v kultivačním médiu oproti zeta potenciálu ve vodě, u nanodiamantů tomu bylo přesně 

naopak. Zajímavým zjištěním pak bylo, že částice s nižším zeta potenciálem (respektive 

se zeta potenciálem blíže k ζ = 0 meV) snadněji překonávaly membránu (Fucikova et al. 

2014). Salvati et al. pak také zmiňuje potenciální možnost toho, že utvoření koruny 

může vyrušit předchozí úpravu povrchu částice (Salvati et al. 2013).  

Na základě výše uvedených skutečností je tedy možné vyvodit, že na složení 

biomolekulární koruny závisí to, jak bude částice buňce představena. Uvažujeme – li 

aplikaci nanočástic do živého organismu, je nutné počítat se skutečností, že na částici 

působí molekuly, které se nacházejí v jejím okolí při vstupu do buňky a následně se 

obměňují s tím, jak částice cestuje po těle a to určuje její identitu. Složení 

biomolekulární koruny lze ovlivnit buď cílenou úpravou částice po chemické a fyzikální 

stránce tak, aby se na ní navazovaly námi požadované molekuly, nebo také způsobem 

aplikace nanočástice (složení koruny se bude lišit v krvi oproti koruně vznikající 

v tkáňovém moku). 
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3.2 Vstup do buňky 

 

Nanočástice obecně se v biologickém prostředí a z hlediska vstupu do buňky 

chovají jako makromolekuly (Nel et al. 2009). Klasicky je uváděno, že částice menší 

než 1 kDa mohou do buňky vstupovat prostou difuzí, stejně jako dalšími pasivními, ale 

i aktivními ději. To však u makromolekul a tedy i nanočástic nefunguje a tedy nastupují 

endocytické mechanismy. 

Obecně lze charakterizovat endocytózu jako pohlcování extracelulárního materiálu. 

Ten je nejprve postupně obalen malou částí plazmatické membrány, která vypučí 

směrem dovnitř buňky a následně po jejím odštěpení z ní vzniká endocytický váček – 

časný endosom. Uvnitř časného endosomu je kyselé pH (pH = 6,5) a začínají zde 

některé degradační procesy. S postupným zráním váčku se mění i pH a to směrem ke 

stále kyselejšímu. V pozdním endosomu se již pH pohybuje v rozmezí 5 - 6, do této 

fáze endosom dospěje zhruba po 5-15 minutách. V této fázi se do vzniklého pozdního 

endosomu nacestují další enzymy z Golgiho aparátu a stává se z něj lysozom, kde končí 

cesta endocytovaných makromoleku. V pH pohybujícím se kolem 4,5 se degradují 

veškeré zbylé makromolekuly pomocí hydrolytických enzymů. Natrávené zbytky 

makromolekul (například cukry, aminokyseliny a nukleotidy) jsou pak pomocí 

lysozomálních transportních proteinů přesunuty do cytostolu, kde je buňka buď využije, 

nebo je vyloučí ven (Alberts, Johnson, and Raff, Roberts 1998). 

Pro ověření toho, že je vstup nanočástic do buňky aktivním dějem (tedy, že 

vyžaduje přítomnost adenosintrifosfátu - ATP) se využívá blokace endocytických dějů a 

to například inkubací za teploty okolo 4 °C, která narušuje produkci ATP (Faklaris et al. 

2009; Herd et al. 2013; Perevedentseva et al. 2013). Jak již bylo zmíněno, představení 

nanočástice buňce probíhá přes komplex částice-biomolekulární koruna. Přesný 

mechanismus endocytózy pak záleží hned na několika kritériích a tím prvním a 

pravděpodobně i nejdůležitějším je velikost částic. Ta přímo ovlivňuje to, jaká cesta 

vstupu nanočástice do buňky bude zvolena. Například pro částice větší než 500 nm je 

klasickou cestou dovnitř buňky fagocytóza, probíhající u buněk schopných fagocytózy 

jako jsou například makrofágy a dendritické buňky. Je tomu tak i v případě agregátů, 

které vznikají například u nanodiamantů. Makropinocytózou (děj neaktivní, na energii 

nezávislý) se do buňky dostávají nanočástice větší než 100 nm. Pomocí klathrinem 
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oplášťených váčků (děj aktivní, na energii závislý) pak vstupují do buňky částice o 

velikosti okolo 120 nm a přes kalveoly (váčky s plášťovým proteinem kaveolinem) 

částice o velikosti 50 - 80 nm. Tyto dvoje poslední uvedené částice se váží na 

membránové receptory a pomocí aktivního přenosu se obalí váčkem s patřičným 

plášťovými proteiny a postupují endocytárně/lysozomální drahou dovnitř buňky. 

Významný podíl na vstupu do buňky má pak alternativní cesta určená pro částice menší 

než 100 nm, na které se podílejí na klathrinu a kaveolinu nezávislé mechanismy 

(Kettiger et al. 2013). 

 Přibližné schéma (Obrázek 1) některých způsobů pronikání částic do buněk a 

jejich následného osudu v buňce ukazuje, jak mohou některé částice po buňce putovat.  

 

 

 

 

Obrázek 1: Zjednodušené schéma aktivního transportu v nefagocytujících buňkách 

Ze schématu je patrné, že jak makropinocyty (MP), tak klathrinové váčky (CC) a částice 

pohlcené jinou cestou (například flotillin, nebo Cdc42 dependentní) putují přímo do 

endosomů (E) a odtud pak následně do pozdních endosomů (LE) a lysozomů (L) nebo 

endoplasmatického retikula (ER). Tam mohou putovat také částice z kaveol. Průchod přes 

buňku pak zajišťují transcytotické váčky (TV). (Fröhlich and Roblegg 2012)* 
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Velikost ovšem není jedinou charakteristikou ovlivňující vstup částice do buňky. 

Neméně významným faktorem je i tvar částice, který ovlivňuje především rychlost, 

s jakou bude částice pohlcena. Dle dosavadních sledování do buněk nejsnadněji 

pronikají částice tyčinkovitého tvaru před kulovým a cylindrickým, nebo kubickým. 

První dvě místa se však změní, vezmeme-li částice menší než 100 nm, v tom případě 

pak mají sférické částice výhodu před částicemi tyčinkovitého tvaru (Albanese, Tang, 

and Chan 2012). Tato zjištění provedli Gratton et al. na polymerních částicích 

vstupujících do HeLa buněk, ale lze tvrdit, že platí i obecně (Gratton et al. 2008). 

V neposlední řadě pak také vstup do buňky ovlivňuje náboj, který je na povrchu částice. 

Obecně platí, že jakkoli nabité částice jsou snadněji pohlcovány než částice nenabité a 

mezi nabitými částicemi jsou pak preferovány ty s nábojem pozitivním (Fröhlich 2012). 

Samozřejmě pak také záleží na typu buňky, která částici pohlcuje.  

Zkoumání toho, jak se částice do buňky dostávají je obecně prováděno přes inhibici 

jednotlivých endocytických cest (například pomocí některého z derivátů kolchicinu je 

možné zabránit fagocytóze a makropinocytóze (Alberts, Johnson, and Raff, Roberts 

1998) a následné sledování toho, jak to s buňkami vypadá. Metody vhodné pro 

sledování částic v buňce budou popsány v kapitole č. 4. 

3.3 Nanodiamanty a buňka 

U nanodiamantů o velikosti 100 nm bylo zjistěno, že pro vstup do buňky využívají 

především klathrinové váčky. Vyplývá to z článku Perevedentseva et al. z roku 2013, 

kde porovnávají vstup karboxylovaných nanodiamantů o výše zmíněné velikosti do 

zdravých buněk oproti jejich vstupu do buněk rakovinných. Specifickou blokací 

různých endocytických drah (cytochalasin D 10 pro zablokování fagocytózy, filipin III 

pro zablokování klathrin-independentní cesty a hypertonickým roztokem sacharózy pro 

zablokování klathrinové cesty) postupně dospěli k závěru, že jak u zdravých tak, ve 

větší míře také u karcinogenních buněk významně převládá endocytóza za pomoci 

klathrinových váčků. Z toho lze odvodit potenciální význam nanodiamantových částic 

pro cílenou nádorovou terapii (Perevedentseva et al. 2013). Starší studie z roku 2009 

ovšem ukazuje, že karboxylované částice o velikosti 100 nm mohou být pohlceny i 

makropinocytózou. Z této studie také vyplývá, že nanodiamanty nenarušují růst buňky 

(Liu et al. 2009). 
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Tvrzení z článku od Perevedensteva et al. lze částečně potvrdit i studií provedenou 

s nanodiamanty o velikosti menší než 20 nm upravenými Fentonovou reakcí, které do 

buňky pronikaly vedle klathrinových váčků, také makropinocytózou. U takto malých 

částic je však nutné počítat s agregací, kterou bylo v předchozím případě možné 

zanedbat. Pro zablokování endocytózy přes klathrinové váčky zde byl použit GTPázový 

inhibitor dynasor a porovnávány byly imortalizované lidské endotheliální buňky 

z pupečníkové krve a stejné karcinogenní buňky jako v předchozí studii (A549, 

epitheliální buňky lidského plicního alveolárního karcinomu) (Solarska-Ściuk et al. 

2014). Ve starší studii, opět z roku 2009, se uvádí, že částice o velikosti 46 nm do 

buňky vstupují pomocí klathrinových váčků. Zároveň uvádí, že částice o této velikosti 

měly v jejich případě slabší fluorescenci. V této studii je také zmíněn fakt, že tvar 

nanodiamantů může ovlivnit vstup do buňky, respektive následnou lokalizaci endosomů 

s částicemi v buňce (HeLa buňky). V jejich studii z roku 2008 (Faklaris et al. 2008) 

s nanodiamanty o velikosti 25 nm, které měly ostré hrany, byly částice lokalizovány 

v časných endosomech, zatímco ve studii z roku 2009 byly kulatější částice o velikosti 

46 nm lokalizovány jak do endosomů, tak do lysozomů (Faklaris et al. 2009). 

Co se týče následného umístění v buňce po samotné endocytóze, je hned z několika 

zdrojů patrné, že se endozomy s nanodiamanty shlukují v perinukleárním prostoru, kde 

se nacházejí lysozomy. Samotný jaderný obal pak není penetrován, z čehož lze vyvodit, 

že nanodiamanty mají značný potenciál jako nosiče terapeutických molekul (Fucikova 

et al. 2014; Faklaris et al. 2009; Solarska-Ściuk et al. 2014). Ovšem pokud se 

k inkubovaným HeLa buňkám přidaly nanodiamanty funkcionalizované Fentonovou 

reakcí, některé z částic pronikly až do jádra, čehož by se dalo využít při genové terapii. 

V provedené studii z roku 2010 byly takto upravené nanodiamanty využity pro přenos 

plazmidu, iniciujícího expresi zeleného fluorescenčního proteinu (GFP) a to 

s pozitivními výsledky co se biokompatability týče (Garcı et al. 2010). 

Přesto, že všechny výše uváděné studie ukazují na vysokou biokompatabilitu 

nanodiamantových částic, je spíše vhodné o nich uvažovat jako o platformě pro in vitro 

testování.  Dle Fučíkové et al. nanodiamanty vykazovaly silnou agregaci a změny 

v buněčném cytoskeletu, což může snadno zapříčinit apoptózu (programovanou 

buněčnou smrt). Jejich výsledky také ukázaly, že v případě použití nanodiamantů jsou 

buňky citlivé jak na dávku (počet) tak na to, kdy jsou částice přidány. Pokud byly 
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částice přidány ve stejném okamžiku, kdy byly nasazeny buňky, došlo ke snížení 

životaschopnosti buněk. Zatímco pokud se před přidáním částic nechaly buňky 24 h 

samostatně růst, částice byly méně cytotoxické (Fucikova et al. 2014). 

3.4 Křemíkové nanočástice a buňka 

V případě křemíkových nanočástic je mnohem více rozvinuté současné poznání 

odlišných endocytických mechanismů fungujících u různých tvarů částic. Nejběžněji 

v literatuře uváděnými tvary jsou sférický (kulový) a tyčinkovitý (červovitý). Již ve 

studii z roku 2008, kde byl porovnáván vstup výše zmíněných tvarů částic do buňky u 

karcinogenních buněk a lidských fibroblastů je patrné, že karcinogenní buňky ochotněji 

pohlcují mesoporézní křemíkové nanočástice. Jako úspešnější se pak ukázaly 

tyčinkovité částice, které v určitých dávkách endocytovaly až ze 100 % zatímco sférické 

nedosáhly 100 % ani při nejvyšší měřené koncentraci. U lidských fibroblastů 

endocytóza probíhala hůře v obou případech (tyčinkovité maximálně ze 60 %, sférické 

pak z 21 %) (Trewyn et al. 2008). V jedné ze svých starších studií z roku 2006 pak 

podobný kolektiv autorů uvádí, že endocytóza těchto částic probíhá přes klathrinové 

váčky (I. Slowing, Trewyn, and Lin 2006). V novější studii z roku 2013 Kasper et al. 

porovnávají vstup do buňky u dvou odlišných částic na bázi křemíku a to hydrofobní 

poly(organosiloxan) a hydrofilní amorfní částici na bázi oxidu křemičitého s kovalentně 

navázaným rhodaminem B. Porovnává jejich vliv a endoctární cesty v buňkách lidské 

endovaskulární endotheliální linie (ISO-HAS-1) a v buňkách lidského plicního 

adenokarcinomu (NCI H441). Kolokalizací signálů určili, že tyto částice nevstupují do 

buňky ani přes klathrinové váčky (kolokalizace se signálem na těžkém řetězci 

klathrinu), ani přes kaveoly (kolokalizace s kaveolinem 1). Podařilo se jim však zachytit 

signál spojený s flotilinem-1 a -2 což vedlo autory k závěru, že se jedná o flotilin-

závislou endocytózu. Autoři sami však podotýkají, že se jedná pouze o pár případů, kdy 

byla prokázána klathrin-independentní cesta do buňky, se kterou je právě flotilin spojen, 

a že v dalších případech byla prokázána právě klathrin a kaveolin dependentní cesta 

(Kasper et al. 2013). 

Rozsáhlá studie Herda et al. se věnuje tvaru křemíkových nanočástic na bázi oxidu 

křemičitého a jeho vlivu na endocytózu. Prováděli různá měření na několika typech 

buněk a to se třemi tvary částic, sférickým (kulovými), cylindrickým (válcovitými) a 

tyčinkovitým. Vždy selektivně zablokovali některou z cest pro endocytózu a pozorovali, 
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jaký to bude mít vliv na pohlcené částice. Jejich výsledky ukazují, že pohlcení 

nanočástic souvisí nejen s jejich tvarem a s typem buněk, ale zároveň se i výrazně mění 

s časem. V největší míře podle nich byly endocytovány cylindrické částice a to ve všech 

typech buněk. U RAW buněk (imortalizované myší makrofágy) se jako nejméně 

vhodné ukázaly tyčinkové částice, následně sférické a jako nejlepší pak cylindrické. 

Toto pořadí bylo platné jak při měření po 2 hodinách, tak po 24 hodinách. Významným 

faktem ovšem zůstává, že se stoupající dobou inkubace s částicemi stoupá nebezpečí 

zvyšující se cytotoxicity, a tím pádem je nejvhodnější využít částic, jejichž potenciál 

pro vstup do buněk je největší již po 2 hodinách a s narůstajícím časem se výrazně 

nemění. Tímto typem jsou pro RAW buňk právě cylindrické částice. U buněk z lidského 

plicního nádoru (A549) tomu bylo jinak. Po 24 hodinové inkubaci byly opět nejvíce 

zastoupeny v buňkách cylindrické částice, ovšem při měření po 2 hodinové inkubaci 

byly tyčinkovité částice významně úspěšnější. Přestože by v celkovém součtu 

tyčinkovité částice neobstály, jejich využití by bylo s ohledem na případnou 

cytotoxicitu nejvhodnější. Této vlastnosti by bylo možné využít při cílené terapii 

nádorových onemocnění, pokud by se prokázalo, že je tento fenomén platný obecně pro 

karcinogenní buňky. Vedle toho, které částice nejlépe do buněk pronikají, bylo 

sledováno to, jakým způsobem jednotlivé tvary částic do buňky vstupují a to opět 

selektivním blokováním jednotlivých cest. Herd et al. dospěli k závěru, že se jedná u 

všech typů částic o klathrin dependentní endocytózu (blokace za pomoci 

chlorpromazinu), fagocytózu a makropinocytózu (selektivní blokace přes cytochalasin 

D a kolchicin). Z jejich výsledků vyplývá, že sférické částice jsou pohlcovány 

především pomocí klathrinových váčků, zatímco makropinocytózu a fagocytózu 

využívají tyčinkovité částice. Celkově však lze říci, že na vstupu těchto částic má 

podstatně vyšší vliv typ buňky, než to, jaký má částice tvar (Herd et al. 2013). 

V porovnání s nanodiamanty jsou křemíkové nanočástice podstatně méně 

cytotoxické, alespoň dle dosavadních zjištění. Proto se předpokládá, že by 

nanodiamanty byly vhodnějším prostředkem pro in vitro výzkumy, zatímco křemíkové 

částice mají potenciál stát se v budoucnu nosičem léků v lidských drug delivery 

systémech (Fucikova et al. 2014). Je však třeba cytotoxicitu těchto částic prozkoumat 

více do hloubky a pozorovat jejich vliv v průběhu delší doby. Například Fučíková et al. 

zjistili, že působení porézních nanočástic snižuje životaschopnost buněk, ovšem v jejich 
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druhé generaci již není patrná žádná změna (Fucikova et al. 2009). Studií zabývajících 

se dlouhodobými účinky nanočástic na buňky je ovšem stále poskrovnu a proto je nutné 

otázku cytotoxicity řešit i nadále. 

3.5 Výstup částic z buňky 

Ohledně výstupu nanočástic z buňky není zatím mnoho známo a je více než nutné 

tuto oblast důkladně a podrobně dále prozkoumat, protože to, jak nanočástice opouštějí 

buňku, by mohlo mít potenciální vliv na cytotoxicitu. Z doposud známých faktů 

vyplývá, že exocytóza nanočástic je vysoce specifická pro jednotlivé buněčné linie a 

výsledky tedy není možné generalizovat. Také se ukázalo, že na typ exocytózy má 

významný vliv složení koruny. To je ovšem v současnosti velmi špatně pozorovatelné a 

tak se veškeré výzkumy v tomto směru soustřeďují na experimentální simulace. 

Z některých studií je také patrné, že velikost, dávka, nebo tvar částic významným 

způsobem typ exocytózy neovlivňuje. Je jasné, že na poli výstupu nanočástic z buňky je 

mnoho neznámých, ovšem významným faktem zůstává, že exocytóza bude především 

záviset na typu vstupu do buňky (Sakhtianchi et al. 2013). Také je potřeba mít na 

paměti, že může dojít k uvolnění nanočástic z endocytických váčků. Dle Staytona et al. 

částice, které se uvolní do cytostolu opouštějí buňku jen velmi obtížně a záleží pak u 

nich na stupni biokompatability (Stayton et al. 2009). Toto hledisko hovoří jasně ve 

prospěch nanočástic na bázi křemíku. Jak již bylo zmíněno, je křemík díky povaze 

vazeb vysoce biodegradabilní a s ohledem na to, že je významným stopovým prvkem 

v biologických soustavách je také velmi biokompatibilní a nehrozí u něj vysoká 

pravděpodobnost cytotoxicity (Halas 2008; Anglin et al. 2004). 
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4 Zobrazovací metody a nanočástice 

Přirozeně fluoreskující křemíkové nanočástice a nanodiamanty jsou pozorovatelné 

pomocí fluorescenční mikroskopie, ovšem za předpokladu, že jsou samy dostatečně 

velké a přístrojová technika je schopná je detekovat, nebo když se zkoncentrují 

v některých buněčných kompartmentech (například na membráně nebo v lysozomech). 

Příkladem může být práce Fučíkové et al., kdy byly buňky sekvenčně ozařovány 

světlem o vlnové délce 405 nm pro excitaci fluorescence obou použitých částic 

(křemíkové  nanočástice a nanodiamanty). Pro detekci jednotlivých signálů byly použity 

příslušné emisní pásmové filtry v modré a červené oblasti (Fucikova et al. 2014). U 

jiných typů nanodiamantů byla použita vyšší excitační vlnová délka a to zhruba 488 nm 

(Perevedentseva et al. 2013). Na základě obou studií je tedy jasné, že k detekci 

křemíkových nanočástic i nanodiamantů lze využít standardní mikroskopické vybavení. 

Samozřejmě je možné sledovat částice a jimi vyvolané změny na povrchu buněk 

(případnou agregaci na buněčné membráně) pomocí skenovací elektronovou 

mikroskopii (SEM). Ta je ovšem limitována pouze na buněčný povrch, a jaký je další 

osud částice v buňce takto nezjistíme. To lze sledovat pomocí transmisní elektronové 

mikroskopie (TEM). Nejvhodnější je kombinovat metody fluorescenční mikroskopie 

s TEM. Výhodou fluorescenční mikroskopie je, že ji lze provádět na živých buňkách, 

ovšem její rozlišovací schopnosti jsou menší než u TEM, kde je však složitější příprava 

vzorku i následné rozpoznání nanočástic (Solarska-Ściuk et al. 2014). Pro kvantitativní 

určení toho, kolik buněk endocytovalo fluorescenční částice se pak standardně používá 

fluorescenční průtoková cytometrie (FACS) nebo spektrofotometrie. 

Spíše než to, jak zobrazit tyto částice, by měla být položena otázka, jak využít 

jejich vlastnosti při zobrazování biologických soustav. Například mesoporézní 

křemíkové nanočástice je možné využít dle rešerše provedené Wangem et al. jako 

nosiče pro jiné fluorescenční barvy, které za normálních okolností nemohou dobře 

prostupovat do tkání a díky přímému cílení do určitých typů tkání a funkcionalizaci 

povrchu pak také pro vylepšení obrazů získaných z magnetické rezonance. V těchto 

případech slouží částice jako nosiče pro další látky a usnadňují, nebo dokonce umožňují 

jejich průnik na místo určení (Wang et al. 2015). Obecně se musí u křemíkových 

nanočástic s fluorescencí počítat s tím, že jsou hydrofobní a tudíž špatně disperzibilní ve 

vodě. Je tedy nutné jejich povrch dále upravovat a to například zabalením do micel nebo 



 

17 

 

prostým obalením do hydrofilních molekul. Takto upravené křemíkové částice je pak 

možno využít například jako platformu pro zobrazování nádorů v těle. Přestože příprava 

takovýchto nanočástic je zdlouhavá, mají oproti standardním zobrazovacím technikám 

nespornou výhodu ve své fotostabilitě a také dlouhé době trvání fluorescence (Peng et 

al. 2014).  

Co se nanodiamantů, jakožto platformy pro zobrazování biologických soustav týče, 

mnoho studií prokázalo, že díky své vysoké fotostabilitě (nezměněná, jasná emise i po 

nepřetržité 20 minutové excitaci) jsou extrémně výhodné pro zobrazování pohybu 

jednotlivých molekul po buňce a to jak v in vitro tak v in vivo systémech (Wu et al. 

2009). O nanodiamantech se také uvažuje jako o možných biomarkerech pro sledování 

cesty některých léčiv, která by na ně mohla být připojena (Perevedentseva et al. 2013). 

Nanodiamanty by také mohly sloužit jako zobrazovací sondy pro sledování různých 

změn v živé buňce (cílení například na mitochondrie nebo transferin) (Hui, Cheng, and 

Chang 2010). Studie z roku 2010 také poukazuje na výhodu toho, že karboxylované 

nanodiamanty mají vysokou afinitu vůči proteinům a je možné je tedy využít při 

biomolekulární hmotnostní spektrofotometrii (Kong and Cheng 2010).  
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5 Závěr 

Tato práce se snaží čtenáře uvést do světa křemíkových nanočástic a nanodiamantů 

se zaměřením na jejich využití v biomedicíně. Jedná se o rešerši směřovanou 

k pochopení interakcí, hrajících roli při kontaktu těchto částic s buňkami. V současné 

době se oblast výzkumu nanočástic a jejich potenciálních vlivů a možností využití 

v biologických soustavách dynamicky rozvíjí a neustále vznikají nové studie, ovšem 

k dokonalému pochopení fungování nanosvěta v kontextu biologie je ještě daleko. 

 Je nezbytně důležité porozumět všem dějům, při těchto interakcích probíhajícím, 

aby se předešlo případným nežádoucím efektům při aplikaci těchto částic 

v biomedicíně. Pravděpodobně největší roli ze všech interakcí částic s buňkami bude 

hrát jejich první kontakt, tedy složení a vlastnosti biomolekulární koruny. 

Systematickou úpravou povrchu tak, aby se vytvářela koruna námi definovaného 

charakteru, by bylo možné dosáhnou značného pokroku v cílení částic k různým 

buněčným typům v těle, čehož by šlo využít při přenosu léků přímo na místo jejich 

působení a omezit tak například systémové poškození u některých invazivních druhů 

chemoterapií. Právě díky potenciální možnosti cílení částic do různých typů tkání jsou 

také zajímavou zobrazovací platformou.  

Důležitým poznatkem vyplývajícím z této práce je také fakt, že křemíkové 

nanočástice a nanodiamanty jsou buňkami přijímány také na základě svého tvaru a 

velikosti, a že míra toho, jak jsou buňkami pohlceny, pak závisí především na jejich 

typu. Je patrné, že karcinogenní buňky endocytují nanočástice ochotněji, než buňky 

zdravé, což by mělo opět určitý potenciál v nádorové terapii. Také je zmíněno, že pro 

případné využití pro biomedicínské účely by bylo vhodnější využít křemíkových 

nanočástic a to kvůli jejich vlastnostem a nízké cytotoxicitě.  

V současnosti je však důležité začít věnovat větší pozornost na případnou 

cytotoxicitu těchto nanočástic a to především při jejich dlouhodobém působení na 

organismus a sledovat jejich účinky v kontextu celého organismu, nejen buněčných 

linií. Ve výsledku je tedy potřeba se více zaměřit na zkoumání případných 

cytotoxických či jinak škodlivých účinků na organismy a také to, jak částice opouštějí 

buňky a jak se jich případně cíleně zbavit. Na tomto poli zatím výzkumy významně 

zaostávají.   
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