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Abstrakt

Biologicka odpoved’ na pritomnost’ zlatych a kremikovych nanocastic je intenzivne Studovanou
oblastou. Vel'mi mélo sa ale vie o vplyve ultramalych a malych nanocastic. Vd’aka unikatnym chemicko-
fyzikadlnym vlastnostiam, ktoré vo velkej miere suvisia s ich rozmermi su nanocastice schopné Specifickej
interakcie so Zivym organizmom az na molekularnej urovni. Po vstupe nanocastice do komplexného
fyziologického prostredia dochadza k adsorbcii molekul tohto prostredia, prevazne proteinovych, k povrchu
nanocastice a vytvaraniu polymérneho obalu, biomolekularnej korony. Predpokladad sa, ze prvy kontakt
nanocastic s bunkami je sprostredkovany prave molekulami biokorony na ich povrchu, ktoré maji vyznamnu
ulohu aj v d’alSich krokoch interakcie komplexu nanocastica-biokorona s bunkou. Popis vzniku a Struktary
biokorony si preto rovnako dolezitymi ako popis samotnej nanocastice. Nanocastice vstupuju a sd
internalizované do vnitra bunky a bunkovych kompartmentov rovnakymi mechanizmami ako vyuZzivaju
molekuly a latky prirodzene v organizme. Trocha odliSne sa spravaju ultramalé a malé nanocastice, ktorych
interakcie s bunkami zatial’ nie si dobre preskimané. Odpoved’ cicav¢ich buniek na pritomnost’ ultramalych
nanocCastic je rozna a vyskumy =zatial neodhalili jednotné pravidld v tejto oblasti. Dévodom sud
pravdepodobne unikdtne chemicko-fyzikdlne vlastnosti nanocastic a obrovska fyziologickd komplexnost’

cicav€ieho organizmu.
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Abstract

Biological response to presence of gold and silica nanoparticles is extensively researched area of
science. However there is only limited knowledge and understanding of the effects of small and ultrasmall
nanoparticles. Regarding the unique physical and chemical properties that originate from the small size have
these nanoparticles ability to interact very specifically on molecular level with organisms. Once the particle
enters the complex physiological environment of the body molecules (predominantly of protein character)
adsorb on the surface and form a polymeric case called biomolecular corona. There is a presumption that the
first contact of the nanoparticle with the cell is mediated through the molecules of this corona and are
important in subsequent steps of interactions of nanoparticle-biocorona complex. Therefore the genesis and
structure of biocorona is as essential as the structre of the nanoparticle itself. Nanoparticles enter and are
internalized within the cell and cellular compartments through the same mechanisms like naturally occurring
molecules and substances. There are slightly different patterns of behavior of small and ultrasmall
nanoparticles that are not fully researched and understood. Response of mamallian cells to the presence of
the ultrasmall nanoparticles is very variable and research has not yet discovered universal rules regarding this
matter. The reason behind this phenomenon is probably the uniqueness of the physical and chemical

properties of nanoparticles and broad physiological complexity of mammalian organisms.
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1 Uvod

Ultramalé nanocastice s priemerom mens$im ako 10 nm maji unikatne chemicko-fyzikélne vlastnosti
a ukazuje sa, Ze so zivym organizmom interaguju inak ako nanocastice s va¢§im priemerom. Aj ked’ su zlaté
a kremikové nanocastice jednymi z najviac Studovanych o interakcii ultramalych nanocasticiach zo zlata
a kremiku na trovni buniek a molekul sa vel'a nevie. Tato praca ma za tlohu predstavit’ dostupné informacie
o interakcii ultramalych zlatych a kremikovych nanocastic s réznymi typmi cicavCich buniek. Aj ked je
takychto prac len vel'mi malo, hlavne ¢o sa kremikovych nanocastic tyka, interakcia ultramalych nanocastic
je unikatna. V tejto praci su predstavené hlavne mechanizmy vstupu takychto nanocastic do bunky
a bunkovych kompartmentov a zmeny, ktoré nanocastice po kontakte s bukou vyvolavaji. ViacsSina z nich
nie je objasnenych na molekularnej urovni. Jednym z dévodov méze byt podceniovanie biomolekularnej
korony nanocastic v mnohych pracach zaoberajucich sa biologickou interakciou nanocastic. Preto sa prva
Cast’ tejto prace venuje opisu biomolekularnej korony z viacerych hladisk a sumarizuje jej obrovsky vyznam
v kontexte bunkovej interakcie. Zaroven poukazuje na nevyhnutnost Studovat’ interakcie buniek

s komplexom nanocastica a jej biokorona.

2 Definovanie nanocastic
Nanocastice st viacerymi svetovymi organizaciami zaoberajicimi sa problémami a definiciou

materialov definované vel'mi podobne. Rozsiahle spravy opisujice nanoobjekty sa s pribiidajicimi $tidiami
Casto modifikuji aupravuji . Hlavnym a spolonym parametrom pre definovanie nanoobjektov vo
vSeobecnosti je hodnota ich jedného ¢i viac vonkajSich rozmerov vrozsahu velkosti 1 — 100 nm.
Nanocastice mo6zu zaujimat' rézne tvary a zahriluju prirodné, ndhodne vzniknuté a zdmerne vyrobené
partikule (Rauscher et al. 2012; WHO 2017; ISO/TS 80004-2:2015 (en) 2015). The International
Organization for Standardization definuje nanocasticu ako ,,nanoobjekt so vSetkymi vonkaj$imi rozmermi v
nanoskéale kde sa diZky najdlhsej a najkrat$ej osi nanoobjektu vyrazne nelisia” (ISO/TS 80004-2:2015 (en)
2015). Za nanoskalu je povazovany ,.dizkovy rozsah priblizne od 1 nm do 100 nm > (ISO/TS 80004-
1:2015(en) 2015). World Health Organization d’alej uvadza, Ze u nanocastic sa nepredpoklada rovnaké
zdravotné riziko ako u prislusného makroskopického materidlu a preto musia byt testované samostatne.
Testovanie toxicity nanomaterialov vyzaduje Specificky upravené testovacie metody (WHO 2017).
Nanocastice su schopné interakcie s organizmom na turovni buniek aj tkaniv. Po prekonani
fyziologickych a imunologickych bariér mézu vstupovat’ az do vnutra jednotlivych buniek a bunkovych
kompartmentov (Barua a Mitragotri 2014). Dokazu penetrovat’ zdravé aj nadorové tkanivo so Specifickym

vzorcom distribucie alebo s pomerne rovnomernym rozmiestnenym v ciel'ovej oblasti (Park et al. 2010).

3 Biomolekularna korona

Po kontakte nanocastic s biologickym prostredim dochddza kich r6znorodej interakcii

s aminokyselinami, peptidmi (Nawrocki a Cieplak 2013), proteinmi (Hosseinzadeh et al. 2017), so



samotnymi mastnymi kyselinami (Gupta a Rai 2017), lipidovymi molekulami (Hellstrand et al. 2009; Runa
et al. 2017) a sacharidovymi molekulami (Zeng et al. 2012). Biologické prostredie v podmienkach in vitro
vacsinou predstavuje kultivacné médiu s obsahom séra (Kokkinopoulou et al. 2017) avin vivo
experimentoch krv (Garcia-Alvarez et al. 2018). Niektoré molekuly prostredia, vi¢inou proteiny, okamzite
adsorbuji k povrchu nanocastice a vytvaraju biomolekuldrnu koronu, ktord pokryva vicsinu povrchu
nanocastice (Casals et al. 2010). K priblizeniu procesu formovania biokorony je nevyhnutné skimat’ jav
adsorbcie proteinov k povrchu zo vSeobecnejSieho hl'adiska.

Vizba proteinov z prostredia k povrchu prebieha ako viackrokovy vymenny proces molekil,
zalozeny na kompetencii o vizbové miesto na povrchu. Postupne sa vytvdraji tranzientné viacvrstvové
agregaty, ktoré sa niekolkokrat preusporaduvaju a Giastoéne resorbuji spat’ do prostredia az nakoniec
vytvoria findlnu proteinovi kompoziciu na povrchu materidlu (Hirsh et al. 2013). Adsorbcia je
spocCiatku vel'mi rychla, ako sa zvySuje miera pokrytia povrchu materialom, rychlost” adsorbcie klesa (Roach
et al. 2005).

Pri $tudiu interakcie cudzieho materialu s komplexnym biologickym prostredim sa berie v tivahu tzv.
Vromanov efekt. V prvotnych fizach dochddza k vizbe vysoko abundantnych proteinov v tomto prostredi
s pomerne nizkou afinitou k povrchu. Tieto si ndsledne pozmenené a nahradené menej abundantnymi
proteinmi s vy$Sou vdzbovou afinitou k tomuto materidlu (Vroman a Adams 1969). Adsorbcia proteinov
obsiahnutych v biologickom prostredi je komplexny neSpecifiky proces vychddzajuci z jednej €i viacerych
nekovalentnych, ¢ize nevdzbovych interakcii medzi rozpustadlom a povrchom materidlu, ktoré zahriiuji Van
der Waalsove interakcie (Noh a Vogler 2006; Zeng et al. 2012), vodikové vizby (Sigal et al. 1998),
elektrostatické interakcie (Wang et al. 2016a) a hydrofébne interakcie (Roach et al. 2005).

Proteiny adsorbuju tak, aby bol povrch materidlu pokryty ¢o najvy$§im moznym poctom ich
molekil. Preto je v zdvislosti na tvare molekuly proteinu samotny proces adsorpcie proteinu k povrchu bud’
jednokrokovy alebo viackrokovy. Pri viackrokovej adsorbcii proteinu st pozorované prestavby, zmeny
orienticie celej molekuly, tym dochadza k narastu poctu hydrofébnych interakcii medzi adsorbujucimi
molekulami, ktoré tieto procesy prestavby podporuji (Roach et al. 2005). Adezivne sily medzi proteinmi
a povrchom stdpajd s ich stipajucim kontaktnym casom. Rapidny narast je najmid v prvych sekundich.
Tento trend je pozorovany na hydrofébnych aj hydrofilnych povrchoch (Xu a Siedlecki 2007).

Dolezitym faktorom v adsorbcii proteinov na povrch je miera jeho hydrofobicity resp. hydrofility.
Vseobecne pre vSetky proteiny plati, ze s poklesom miery zmacavosti (klesa hydrofilita, stipa hydrofobicita)
pevného povrchu ku ktorému su schopné adherovat’ narastd atraktivna interakcia — adhezivna sila, ktorou sa
k tomuto povrchu viazu. Velké adhézie proteinov k povrchom st teda pozorované na hydrofébnych
povrchoch (Sethuraman et al. 2004). Je to sposobené povrchom-indukovanymi konforma¢nymi zmenami
proteinov. Pravdepodobne dochddza k presunu hydrofébnych aminokyselin z vnitra molekuly smerom k jej
povrchu tak, aby mohlo prist k interakciam s povrchom castice. S kontaktnym ¢asom tiez narasta pocet
vyraznej$ich prestavieb proteinovych molekil (Hemmerle et al. 1999). Ak je adsorbovanym materidlom
protein s enzymatickou aktivitou, boli tiez pozorované zmeny v jeho enzymatickej aktivite, ktoré stvisia

s reorientdciou aktivneho miesta molekil enzymu na povrchu. Sucasne sa moze znizit’ aj kontaktnd plocha na

.....



Procesy uvolfiovania a navédzovania proteinov k povrchu nanocastice pri uplatiiovani Vromanovho
efektu a zmena Struktury korony su dosledkom zmeny prostredia v ktorom sa nanocastica nachadza. Tieto
dokazy vznikli experimentmi v podmienkach in vitro. Predpokladd sa, Ze takéto zmeny mozu v in vivo
podmienkach zodpovedat’ napriklad transportu a distriblcii nanocastice v ramci bunkovych kompartmentov
a organizmu ako takého. Specifické molekularne zloZenie biokorony tak nemusi byt len pri¢inou, ale aj
dosledkom jej lokalizacie (Lundqvist et al. 2011). Zda sa vSak, ze proces tvorby biokorony na povrchu
nanocastice po jej vstupe do komplexného fyziologicky relevantného biologického prostredia neméze byt
charakterizovany len Vromanovym efektom. Ten sa v kinetike tvorby biokorony uplatiiuje, ale je len jednou

sucast’ou komplexnej kinetiky tohoto procesu, ktora zatial’ nie je zcela objasnena (Tenzer et al. 2013).

3.1 Hard korona a soft korona
Dynamika proteinovej adsorpénej vrstvy je charakterizovana v dvoch casovych stupnoch. Za

podmienok, Ze nanocastica je v kontakte s biologickym prostredim dostatocne dlht dobu, rddovo v hodinéch,
mobzu byt podl'a tohoto modelu proteiny viazané v prvej monovrstve a su sucast'ou tzv. hard korony alebo st
sucastou druhej a tretej vrstvy , tzv. soft korony. V prvom stupni dochddza k vytvoreniu hard korony
priamym kontaktom molekil s povrchom nanocastice. Proteiny sa viazu pomerne silnymi vézbami
k povrchu NP do podoby monovrstvy. K takymto vizbam dochadza dovtedy, kym neddjde k stavu tplnej
saturacie monovrstvy. Jej vytvorenie trva podla vicSiny zdrojov niekol’ko hodin a predstavuje stabilni
Struktiru s vel'kym rezidenénym ¢asom molekul. Vytvorenim hard korony dochddza k zniZeniu povrchovej
volnej energie nanocastice. Nasledne sa proteiny viazu s menSou vézbovou silou, reverzibilne a vytvaraju
tak druhd a tretiu vrstvu, vonkajSiu soft koronu. Soft korona predstavuje tranzientnu Struktiru, je
v dynamickej rovnovahe s volnymi molekulami prostredia a je tak zdvisla na ich koncentracii. Jej forméacia
je vel'mi rychla a v podstate okamzite reaguje na zmenu koncentracie molekil okolitého prostredia. Zmeny
v konforméaciach proteinov ¢i Gplnej zmene proteinov soft korony prebiehaju v raidoch minit, takéto zmeny
v hard korone prebichaju len vynimo¢ne arddovo v hodinidch. Z experimentalneho hladiska je vel'mi
dolezité, Ze postupnym obalovanym povrchu nanocastice molekulami prostredia dochadza k zvacSeniu
polomeru nanocastice. K jeho ustaleniu dochadza az po niekolkych hodinach. Vznik biokorony na
niektorych nanocasticiach zabranuje ich agregacii v biologickom prostredi (Wang et al. 2016b; Milani et al.
2012; Casals et al. 2010)

Pri skdmani interakcie nanomateridlu s bunkou alebo tkanivom je predmetom skimania nie
nanocastica samotna, ale nanocastica a jej biokorona zloZzena z molekul biologického prostredia (Martel et
al. 2011). Biomolekularna korona urcuje odpoved’ bunky na pritomnost’ nanocastice. Jej stavba ovplyviuje
prvé kroky interakcie s lipidovou dvojvrstvovou membranou (Runa et al. 2017) aZ po vstup, transport
a internalizaciu nanocastice do bunky (Lesniak et al. 2012; Garcia-Alvarez et al. 2018; Barrdn-Berdén et al.
2013), casto ukryva nanocasticu pred niektorymi bunkami imunitného systému (Caracciolo et al. 2015)
a zasadne ovplyviluje mieru cytotoxicity nanocastice (Runa et al. 2017). Predpoklada sa, Ze zasadny vplyv na
biologickll identitu nanocastice ma prave hard korona. Je to kvoli velkej stabilite a malej premenlivosti

komplexu nanocastica-hard korona (Walczyk et al. 2010)



Proces vzniku a zloZenie biomolekularnej korony nanocastice st ovplyvnené mnohymi faktormi
medzi ktoré patria vlastnosti samotnych Castic — vel'kost’, rdzne povrchové charakteristiky ako zmacavost’
(Lundqvist et al. 2008), ndboj (Lai et al. 2017), tvar a celkova plocha adsorpéného povrchu (Garcia-Alvarez
et al. 2018). Rovnako aj vlastnosti prostredia — celkovd a individudlna koncentricia proteinov (Gréfe et al.
2016), zdroj proteinov (Pisani et al. 2017), mechanizmus adsorpcie jednotlivych proteinov, ich Specificka
povrchova hustota (Woods et al. 2016), teplota inkuba¢ného prostredia (Blundell et al. 2016), kontaktny Cas
nanocastica-biologické prostredie (Xu a Siedlecki 2007). Toto vSetko v konecnom désledku priamo
ovplyviiuje distribuciu, fyziologicki odpoved’ a mieru cytotoxicity komplexu nanocastica-biokorona

(Mironava et al. 2010).

3.2 Biokorona si zachovava svoju historiu
Pri transporte nanocastice zjedného biologického prostredia do iného (napriklad z biologickej

tekutiny do vnidtra bunky) dochddza k zmenam molekularneho zloZenia aj v Strukttre hard corony. Aj ked’ su
tu proteiny viazané k povrchu nanocastice pevnymi vizbami, prechodom do iného prostredia dochddza
k ¢iastocnej destabilizacii komplexu nanocastica-korona, niektoré z proteinov disociuji z povrchu a su
nahradené unikatnymi proteinmi druhého prostredia, ktoré maju vysSiu vizbovl afinitu k povrchu
nanocastice alebo ku komplexu nanocastica-korona. Dochddza tu k novym interakcidm protein-protein alebo
nanocastica-protein. To znaci o procesoch molekuldrnej vymeny v hard korone, ktoré zahrituju disociaciu aj
integraciu novych proteinov, ked’ dojde k zmene okolitého prostredia vSeobecne. Kone¢na Struktiira hard
korony odraza evoliciu nanocastice. Vzdy Ciastocne obsahuje molekuly z povodného prostredia aj ked’

ostdva lokalizovana v inom prostredi (Lundqvist et al. 2011).

3.3 Vplyvinkuba¢nych podmienok na zloZenie biokorony
Po inkubécii nanocastic s bunkami v prostredi s rdznym obsahom l'udského séra ( 10%, 30%, 50%)

boli studované komplexy nanocastica-hard korona. Bez ohl'adu na koncentraciu séra v prostredi inkubécie sa
percentudlne zastipenie proteinov hard korony takmer vobec neliSilo. NajabudantnejSie boli imunoglobuliny
(viac ako 20%) a lipoproteiny (viac ako 10%), komplementové proteiny, proteiny akttnej faze, sérovy
albumin a priblizne 35% tvorili rozne d’alSie sérové proteiny. VSetky tieto molekuly predstavuju funkéné
epitopy nanocastic, ktoré mézu byt rozpoznavané réznymi povrchovymi receptormi buniek v ramci
organizmu a mediovat’ tak interakciu nanocastice s bunkou (Lara et al. 2017).

Ak boli nanocastice inkubované s bunkami v prostredi bez séra, po priamom kontakte nanocastic
s povrchom bunky doslo kformovaniu biokorony, ktord obsahovala hlavne cytosolické proteiny,
cytoskletarne komponenty a stavebné zlozky bunkovej membrany.

Pocet internaliz4cii nanocastic v podmienkach bez séra bol vyssi ako v pritomnosti séra. Predpoklada
sa, ze silna adhezivita medzi povrchom nanocastice a povrchom bunky moéze byt pri¢inou vyssieho poctu

internalizacii Castic za tychto podmienok (Lesniak et al. 2012).



3.4 Pre-coating
Doékladna stadia o molekuldrnej a morfologickej charakteristike biokorony sformovanej in vivo a jej

dosledok na biodistribiciu zatial nie je. Vyuziva sa ale tzv. pre-coatingu nanocastic Specifickymi
molekulami, vac¢Sinou zhodnymi s tymi, ktoré sa prirodzene vyskytujui v biologickom prostredi. Po vlozeni
takto modifikovanej Castice do biologického prostredia dochadza k formovaniu $pecifickych koron, ktorych
zloZenie zavisi na type molekuly, ktora je pouzitd v pre-coatingu. Nasledne sa sleduje distribicia v tkanive
alebo organizme a pripadnd interakcia na bunkovej drovni (Ritz et al. 2015; Mirshafiee et al. 2016). Pri
pouziti pre-coatingu je ¢asto pozorovana kolokalizacia nanocastic so Specifickymi molekulami v ramci

bunkovych kompartmentov alebo cytoplazmy bunky (Estrela-Lopis et al. 2011).

4 Nanocastice v biologickom prostredi
Pretoze je krv najCastejSim biologickym prostredim, v ktorom sa skiima reakcia organizmu na

pritomnost’ cudzieho substratu, na bunkovej a molekuldrnej urovni sa sleduje chovanie jej zloziek —
najcastejSie proteinovych. Krv je pravdepodobne schopna modifikovat’ povrch kazdého cudzieho materialu
mnohymi odlisnymi mechanizmami, ale zaroven tak, aby boli tieto mechanizmy kompatibilné s jej zlozenim
(Vroman et al. 1977).

V zavislosti na inkubdcii nanocastic s bunkami v prostredi krvi alebo réznych krvnych frakcidch
dochadza k formovaniu odlisnych biomolekuldrnych koron. Nanocastice interaguji s plazmatickymi
proteinmi vratane koagula¢nych faktorov v prostredi krvi alebo krvnej plazmy. V krvi sa nachddzajd aj
proteinové derivaty krvnych elementov a buniek. Po spracovani plazmy a separicii koagulacnych faktorov
vznikd krvné sérum. To sa v podmienkach in vitro Casto pridava do kultivacného média. Nanocastice tak
prichddzaji do styku len so sérovymi proteinmi vratane degradacnych produktov koagulacnych faktorov

(Lundqvist et al. 2017).

4.1 Rozmanitost zloZenia krvnej plazmy
Plasma Proteome Database v sucasnosti informuje o detekcii az 10546 proteinov v l'udskej plazme

(Nanjappa et al. 2014).

Zlozenie krvnej plazmy kazdého jedinca vSak nie je rovnaké. Heterogenita zlozenia plazmy u ludi
je sposobend inter- a intraindividudlnymi rozdielmi vzhl'adom k pohlaviu, veku a genetickym faktorom
(Nanjappa et al. 2014). Okrem primarnych zloziek krvnej plazmy s tu pritomné proteiny, peptidy
a proteinové derivaty poévodom z réznych bunkovych typov — buniek cirkulujicich v plazme, $pecifickych
nadorovych buniek, réznych typov tkaniv, ale aj z nadorového tkaniva. R6znorodost’ zlozenia plazmy stvisi
teda aj so zdravotnym stavom jedinca (Zhang et al. 2007).

Existuje koncept tzv. personalizovanej proteinovej korony (PCC). Vychadza z predpokladu, ze
zloZenie biokorony nanocastice je determinované zdrojom jej molekil, najcastejSie plazmou. Preto skupina
jedincov s uréitym genetickym pozadim, so Specifickym ochorenim alebo zdravotnym stavom (diabetes,
chripka, rakovina, tehotenstvo, fajéenie a pod.) by mala mat’ aj nalezite Specifické zlozenie korony. Bol

zisteny zéasadny vplyv genetického pozadia na molekuldrnu stavbu proteinovej korony a jej forméciu



u prislusnych skupin jedincov. Pacienti s rovnakym zdravotnym stavom vykazuju vysSiu mieru podobnosti
vo vzore usporiadania proteinov biokorony. To dokazuje, ze adsorbcia proteinov plazmy na povrch
nanocastic je multifaktoridlny proces, v ktorom hra vel'mi doleziti ulohu zdroj proteinov (Hajipour et al.
2014).

V plazme si detekované proteiny unikatne pre urcity bunkovy ¢i tkanivovy typ alebo pre viaceré
druhy tkaniv, ale tiez proteiny zhodné s tymi primarne obsiahnutymi v krvnej plazme. K ich uvolfiovaniu do
krvi dochadza za fyziologickych podmienok, teda in vivo. Nie vSetky proteiny nachadzajuce sa v plazme uz
boli identifikované (Zhang et al. 2007). VSeobecne sa jedna o membranovo viazané, sekretované
a extracelularne proteiny patriace do viacerych funkénych skupin (Tirumalai et al. 2003).

Proteim s najhojnej$iim zastpenim v plazme je albumin. Tvori viac ako 50 % obsahu plazmatickych
proteinov (Anderson a Hunter 2006). Je jednym z prvych proteinov viazucich sa na povrch nanocastice pri
vstupe do biologického prostredia, ale pomerne rychlo je ciastocne nahradeny menej abundantnymi
apolipoproteinmi, s vysokou vidzbovou afinitou k danému povrchu (Haab et al. 2005). V bunkovej odpovedi
na pritomnost nanocastice sa predpoklada prave ich délezity vyznam. Niektoré apolipoproteiny v krvi
asociuju s lipoproteinovymi partikulami priblizne rovnakych rozmerov ako maju nanocastice na ktoré
adsorbuju. To moze byt vysvetlenim, preco su vo finalnej Struktire biokorony aj napriek svojej nie prili§
vysokej koncentracii v krvi pomerne hojne zastipené (Cedervall et al. 2007b).

Aby mohlo prist’ k adsorbcii proteinu k povrchu, musi dosiahnut’ urcitej koncentracie, pri ktorej sa
stane povrchovo aktivnym. Niektoré proteiny krvnej plazmy dosahuji pomerne vysokej povrchovej aktivity
pri ich fyziologickych koncentraciach ( albumin, IgG), iné st pri fyziologickej koncentracii len vel'mi slabo
povrchovo aktivne (krvny faktor FXII). Vyznamnou veli¢inou, ktord rozhoduje o prvotnej adsorbcii
proteinov k rozhraniu je okamzitd koncentracia daného proteinu v biologickom prostredi, plazme, a nie
rozmanitost’ molekularnej Struktiry a z nej vyplyvajici amfifilny charakter molekuly, ktory ma pri tomto
deji pravdepodobne zanedbatel'ny vyznam. (Krishnan et al. 2004).

V subore proteinov plazmy sa zda, Ze ich schopnost’ adsorbovat” k materidlu je u vSetkych vel'mi
podobna. Lisia sa ale vézbovou afinitou k povrchu (Cedervall et al. 2007a). Vsetky tieto proteiny su schopné
vizby k zaporne aj kladne nabitém povrchu naocastice. Oba typy nanocastic si schopné vytvort stabilné
komplexy nanocastica-protein. Spravanie tychto komplexov je d’alej odlisné, bola pozorovana najmi afinita
k odlisnym povrchovym Struktiram bunky a ich vyuzitie (Fleischer a Payne 2012).

Na interakciu nanocastic s bunkami nemusia mat’ najsilnejsi vplyv majoritne zastipené molekuly ¢i
proteiny v Struktire biokorony. Zda sa, ze hlavnym determinujicim faktorom bunkovej reakcie a ¢iastocne
miery cytotoxicity si menej zastipené proteiny s vySSou vdzbovou afinitou k povrchu nanocastice a izkou
Specifitou k urcitej bunkovej Struktare — napriklad povrchovému receptoru (Pisani et al. 2017; Hiihn et al.

2013).

S Nanocastice
Nanocastice mozu byt klasifikované na zédklade mnohych vlastnosti. NajcastejSie sa charakterizuje

ich Struktara, morfologia, velkost' a povrchovad plocha a viaceré chemicko-fyzikdlne vlastnosti popisané



v predoslych kapitolach. V sucasnosti existuje vel'’ké mnoZzstvo nanocastic z rdznych materidlov. NPs na baze
uhlika, kovové NPs, keramické, polymerické, nanocastice na baze lipidov a polovodi¢ové nanocastice (Khan
et al. 2017).

V tejto praci budi popisané kovové zlaté nanocastice a keramické kremikové nanocastice. V tvode
bude strucny popis rozne velkych nanocastic vyrobenych zo spominanych materidlov a pri konkrétnych
bunkovych interakcidch sa zameriam na ultramalé nanocastice a nanoCastice s priemerom do 20 nm.
Ultramalé nanocastice st pod’Ta roznych zdrojov definové rozdielne. Niektori autori oznacuju ako, ultramalé
nanocastice, partikule s priemerom 2 — 3 nm (Zakhidov et al. 2015) ¢i v§eobecne mensim ako 10 nm (Yu et
al. 2017; Vendamani et al. 2015). V tejto praci je oznaCenie ultramalé nanocastice pouzité pre partikule

s priemerom do 10 nm a ich presna velkost’ je podl'a dostupnosti vzdy uvedena.

6 Vstup nanocastic do bunky

Porovnavanim tvarovo a vel'kostne odlisnych nanoc¢astic maji najvyssiu pravdepodobnost’ vstupu do
bunky NPs sférického tvaru s priemerom 50 nm. Su Casto vyuzivané aj kvoli vysokej biokompatibilite
testovanej na mnohych druhoch cicavc€ich tkaniv, kedy aj pri vysokych koncentriciach Zivotnost” buniek
znizuju len v malej miere (Chithrani et al. 2006; Ha et al. 2014; Park et al. 2016). Vyssia pravdepodobnost’
penetracie cicav¢ieho tkaniva, rychlejSia iniciacia internalizacného mechanizmu a efektivnejSia akumulacia
takychto nanocastic boli dokdzané v experimentoch in vivo, in vitro aj ex vivo. Dolezitym poznatkom je, Ze
nanocastice s priemerom okolo 50 nm dokéazu takto efektivne penetrovat’ tkanivo ako samostatné entity. Pri
mens$ich nanocasticiach (napr. 14 nm) bolo pozorované, ze do bunky vstupujii az po vytvoreni malého

zhluku partikuli (Huo et al. 2013; Chithrani a Chan 2007).

6.1 Mechanizmy vstupu materialu do bunky
Nanocastice st schopné vstupovat do buniek réznymi mechanizmami. Prvi skupinu tvoria

energeticky zavislé aktivne procesy endocytickej drahy, medzi ktoré patria pinocytéza (makropinocytéza pre
partikule vécsSie ako 1 pum), receptorom sprostredkovand klatrinovd endocytéza pre partikule s priemerom
priblizne 120 nm, receptorom sprostredkovand kaveolinova endocyt6za pre menSie partikule s priemerom
priblizne 60 nm, Kklatrin- a kaveolin-independentna endocytéza (napr. cez lipidické rafty) a fagocytdza.
Vstup je mozny aj procesmi bez spotreby energie, pri ktorych dochddza k Specifickej chemicko-fyzikalnej
pasivnej interakcii nanocCastic s membranou bunky (difizia, adhezivne interakcie). (Obr. ¢. 1). Neexistuje
univerzalne pravidlo pre uréenie mechanizmu vstupu do bunky, ale v ramci podobnych typov nanocastic sa

da aspon predpokladat’ druh mechanizmu (Rivolta et al. 2012; Yameen et al. 2014).
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Obr. ¢. 1: Mechanizmy vstupu materidlu do bunky, prevzaté a upravené z (Rivolta et al. 2012)

V nasledujucej Casti budu popisané hlavné mechanizmy vstupu materialu do cicav¢ich buniek.

Popisované su najmi morfologické zmeny bunky a pritomnost’ typickych Struktur pre dany mechanizmus.

6.1.1 Endocytdza

Receptorom sprostredkovand endocytéza je aktivny proces, pri ktorom dochddza k interakcii
(difizneho) receptoru na povrchu bunky s prislusnym (statickym) ligandom na povrchu partikule.V prvom
momente dochddza k adhezivnym interakciam partikula-bunka a az potom k priamemu kontaktu medzi
receptorom a ligandom. Tento iniciuje invaginidciu membrany a pohlcovanie partikule smerom intracelularne
(pucanie vacku) az pokym nepride ku kontaktu s celym povrchom partikule a vytvori sa vacok. Zaroven sa
hustota receptorov v kontaktnej oblasti zvysi na uroven hustoty ligandov v danej oblasti diftiziou receptorov
z blizkeho okolia tejto zony. Tento proces je vel'mi zavisli na celkovej velkosti Castice a velkosti jej povrchu
(Gao et al. 2005). V cytoplazme bunky potom detekujeme vacky — endozémy s CiastoCne ¢i uUplne
inkorporovanym materidlom. Typicky sa tvori skory endozém, neskory endozom a tato drdha nadvizuje na

lyzozomalny kompartment (Cowan et al. 2017).

6.1.2 Endocytdza Klatrinovymi vackami
Vzniknuté vaCky modzu byt obalené klatrinom. Polygondlna klatrinova siet’ sa nachadza pod

cytoplazmatickou membranou a cez komplex adaptorovych proteinov je schopna viazat sa k membrane.
Jeden z modelov predpoklada, Ze rast klatrinovych $truktar za¢ina v podobe planarnej Struktiry diskovitého

tvaru tesne pod membranou. T4 rastie a po dosiahnuti dostato¢nej vel'kosti sa za¢ne ohybat’, vytvori sa



kopulovita Strukttra, ktora sa postupne zakrivuje s ohybanim membrany aZz vznikne klatrinom obaleny

vacok (Bucher et al. 2018).

6.1.3 Endocytdéza kaveolinovymi vackami
Morfologicky odlisné obalené vacky, ktoré si hladké su tvorené kaveolinom. Kaveolin je protein

exprimovany v kaveoldch, membranovych doménach bohatych na sfingolipidy a cholesterol. Receptorom
sprostredkovana endocytdza, ktora sa uskutociuje Castou membrany s obsahom tejto domény sa vyznacuje
pritomnst'ou hladkych obalenych kaveolinovych endozomov, ktoré vznikajl invaginaciou kaveol a ich vel'mi

dynamickym oddelenim od membriny pomocou dynaminu (Le et al. 2002)

6.1.4 Pinocytéza

Pinocytéza je aktivny mechanizmus prijimu latok obsiahnutych v extraceluldrnej tekutine do vnitra
bunky, ktory nie je mediovany receptorom. Prijem vicSicho objemu materidlu sa deje makropinocytozou.
Ohybom membrany smerom extraceluldrne dochddza k postupnému pohlcovaniu materidlu a vytvoreniu
vacku, ktory sa oddel'uje a pohybuje sa smerom do cytoplazmy. V cytoplazme st potom detekované velké
vakuoly s inkorporovanym materidlom, tzv. makropinozémy s priemerom vacsim ako 0,5 pum. Mensi objem
materidlu je prijimany do bunky mikropinocytézou. Lokdlnou invaginiciou membriny (smerom
intraceluldrne) je materidl internalizovany do malého vacku s priemerom mensim ako 0,2 um. Morfologicky
sa mikropinocytoza prejavuje aj ako uzky pas zloZzeny z drobnych bodiek zac¢inajuci na membrane smerujuci
centripetalne (Anzinger et al. 2010; Michael Danielsen a Hansen 2016). Mechanizmus vytvarania
pinocytarnych vackov je aktin-dependentny a preto vyzaduje pritomny a funkény aktinovy aparat v bunke

(Canton et al. 2016).

6.1.5 Fagocytoza

Fagocytdza je Specificky mechanizmus pohlcovania materidlu z prostredia, ktory je typicky re bunky
imunitného systému, najmid makrofigy (Zhang et al. 2017). Proces fagocytézy je vzdy mediovany
receptorom a prebieha v dvoch stadiach. Najprv dochadza k adhézii a kontaktu fagocytovaného materialu s
membranou, ktory trvd par sekind, ale proces pohlcovania pocas tejto periddy nie je iniciovany. Dochddza
k vézbe ligandu partikule k povrchovém receptoru fagocytu. Nésledne je pohlcovanie iniciované ohybom a
roz§irovanim membrany okolo partikule a spociatku je len velmi pomalé, dalej rastie v Case a nasleduje
rapidna fiza pohlcovania. Roz§irovanie membrany okolo partikule prebicha bud’ smerom extracelularne
(extrizia membréany) alebo intracelularne (invagindcia membrany) ako je to pri endocytéze, zavisi to na
druhu povrchového receptoru, ktory fagocytézu sprostredkovdva. Fagocytdza je zdvisld aj na celkovej
distribtcii povrchovych receptorov, ktorych denzita sa v priebehu procesu samotného pohlcovania v oblasti
kontaktného miesta vyrovndva denzite ligandov na povrchu pohlcovanej partikule. Mechanizmus pohybu
receptorov do tejto oblasti je nejasny, uvazuje sa nad volnou difuziou, aktivnym transportom ale aj
kombindciou oboch (Richards a Endres 2014). Po dokonceni procesu pohlcovania sa vytvori cytosolicky

vacok s pohltenym materidlom — fagozom. Fagozom sa aktivne pohybuje majoritne centripetdlne, s malymi



preruseniami a pohybom smerom k periférii bunky. Na tychto procesoch sa zacastiuju aktinové filamenta,
mikrotubuly aj molekuldrne motory (Keller et al. 2017). TieZ mézu byt’ pozorované mensie vacky smerujlice

k jadru, kde splyvaju v jeden vel’ky fagozom (Orlando et al. 2014).

6.1.6 Priamy vstup do buniek

Pri sledovani mechanizmu vstupu castic do bunky sa vyuziva poznatok, ze pokial’ pocas celej doby
transportu Castice z extraceluldrneho priestoru do vnutra bunky nie je tato Castica ani po kratky cas
membranovo viazand, indikuje to neendocyticky mechanizmus jej vstupu do bunky. Tiez sa pouZzivaju rozne
molekuly pre zablokovanie fagocytézy a endocytézy na membrane bunky. V pripade, Ze nanocastice su aj
napriek tomu detekované v cytoplazme bunky, na procese internalizicie sa nepodiela aktinovy cytoskelet
(alebo ho prislusna bunka vobec nema) , NPs nie st vobec viazané k membrane a nie su detekované ziadne
cytosolické vacky s obsahom NPs, autori vyjadruju predpoklad, Ze by sa tieto NPs mohli dostat’ do bunky
Specifickymi adhezivnymi interakciami, difziou napr. cez péry . Je velmi zaujimavé, ze Geiser et al
predpokladaji takyto mechanizmus vstupu do vniitra makrofagov a erytrocytov pre pomerne vel’ké AuNPs
(25 nm) aTiO,NPs (100 nm, 200 nm). Ukazalo sa, ze vol'ny vstup NPs do buniek dovoluje ¢astiaciam
pomerne volny presun v rdmci kompartmentov daného tkaniva, respektive organu, ktoré su dobre
detekovatel'né (Geiser et al. 2005).

Interakcia nanocastic s réznym typom cicav€ich buniek bude zamerana na popis ich primarnej
interakcie s membranou bunky, internalizacny proces a ich désledky na morfolégiu, metabolizmus a génovu
expresiu. Molekularne zlozenie biokorn prisluSnych nanocastic nebude opisované nakolko takéto Studie
dostupné nie sd, ale vychddza sa z predpokladov popisanych v prvej Casti tejto price, a teda ze zloZenie
bikorony je zavislé na prostredi, v ktorom sa nanocastica nachadza (konkrétny bunkovy kompartment, typ

bunky, tkaniva, organizmu).

7 Zlaté nanocastice

7.1 Kontakt zlatych nanocastic s cicavéim organizmom
Nanocastice vyrobené zo zlata si schopné interakcie s cicavéim organizmom na trovni jednotlivych

buniek, tkaniv a orgdnov. In vivo §tidiami bolo dokazané, ze dokazu prestupovat’ rozne organy a tkaniva,
napriklad pecen, plica, slezinu, krv, srdce, oblicky, tenké ¢revo, mozog, kosti, svaly, pohlavné organy,
a interagovat’ s nimi na bunkovej drovni (Morais et al. 2012).

V in vitro podmienkach interaguji a vstupuji ultramalé alebo viacsie zlaté nanocastice do réznych
bunkovych typov ako si zdravé ¢i nadorové epitelové bunky, fibroblasty, makrofagy, monocyty, bunky

melanomu (Pan et al. 2007) a bunky nervového tkaniva (Nkansah 2013).

7.2 Cytotoxita

Vo vSeobecnosti nie st najmid sférické zlaté nanocCastice samy povazované za cytotoxické

a nepreukazal sa ich Skodlivy G¢inok na bunkové funkcie ani po ich interanlizacii do vnitra bunky (Chithrani
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et al. 2006) apri ultramalych nanoCasticiach do jadra. Nanocastice st pri pouzitych koncentriciach
a vhodnych inkubacnych ¢asoch povazované za biokompatibilné, ak nie su pozorované nadmerné znamky
poskodenia ¢i stresu bunky — nedochadza k viditelnej zmene morfologie bunky, jadrovy obal ostava
intaktny, aktivita mitochondrii ostdva zachovana a v tkanive nie su viditené apoptotické telieska (Gu et al.
2009). Zlaté nanocastice samy o sebe nemusia byt toxické, ale v zdvislosti na metéde vyroby mozu niektoré
ich prekurzory spdsobovat’ pri vyssich koncentraciach cytotoxicitu (Connor et al. 2005).

Mnozstvo nanocastic nutnych pre navodenie cytotoxického efektu a miera poSkodenia buniek
nanocasticami vyrobenymi z rovnakého materialu zavisi na velkosti nanocastic, dobe inkubacie s bunkami,
konkrétnej povrchovej modifikacii, tvare, aktudlnej koncentrdcii NPs a konkrétnom druhu cicavéieho
tkaniva s ktorym interagujii. Specifické kombinacie spominanych charakteristik st schopné velmi vyrazne
ovplyvnit’ celkovu mieru cytotoxicity zlatych nanocastic a viabilitu buniek (Bhamidipati a Fabris 2017;

Chueh et al. 2014).

7.2.1 Cytotoxicita malych nanocastic
Suvislost’ velkosti nanocastic sich mierou cytotoxicity bola pozorovand na ultramalych (3 nm),

malych (10 nm) aj vel’kych (25 nm, 50 nm) zlatych nanocasticiach s klesajticim trendom. Ultramalé AuNPs
preukdzali vysokd cytotoxicitu na nddorové epitelidlne bunky HelLa. Po hodine inkubdcie dokdzali
penetrovat’ az do jadra, po 12 hod. boli disruptované a nevratne poskodené jadrové membrany u vacsiny
buniek. Po 24 hod. boli viditeI'né poskodenia na cytoplazmatickych membranach vsetkych buniek a vac¢Sina
oboch druhov membran bola poskodena nevratne. Rovnaké procesy posSkodenia membran vykazovali aj
bunky po inkubécii s chemicky rovnakymi nanocasticami, ale s priemerom 10 nm. V tomto pripade vSak
prebiehali procesy poSkodenia pomals$ie. Prekvapivo sa po 12 hod. dostali do jadra v malom pocte aj AuNPs
s priemerom 25 nm a 50 nm. Ukézalo sa vSak, Ze to je kvoli ¢iastocnému poskodeniu jadrovej membrany
indukovanému z cytoplazmatickej strany po prieniku tychto nanocastic do vnutra bunky. Toxicita vacSich
nanocastic v§ak bola aj podl'a miery poskodenia morfologie a zniZzenia metabolickej aktivity buniek ovel'a
nizsia nez to bolo v pripade ultramalych nanocastic. Malé nanocastice (3 nm, 10 nm) vstupovali do jadra bez
akejkol'vek regulacie (difuziou), védésie nanocastice s limitované velkostnou exkluzivitou komplexu
jadrového péru a ich pritomnost’ je spojovana vyhradne s cytotoxickym efektom nanocastic na bunku a to na
integritu jadrovej membrany (Boyoglu et al. 2013).

Aj dalsie studie uvadzaju cytotoxicky efekt ultramalych zlatych nanocastic (s priemerom do 1,8 nm)
oproti chemicky rovnakym nanocasticiam s priemerom 15 nm, ktoré nevykazovali ziadny cytotoxicky

ucinok (Pan et al. 2007).

7.2.2 Cytotoxicita zlatych nanocastic vedie k apoptdze aj nekroze
Cytotoxicky efekt niektorych AuNPs sa v zdvislosti na druhu tkaniva, s ktorym interaguje prejavuje

rozne. V ludskych epitelidlnych bunkdch mozgu (glioblastom) indukovali AuNPs hviezdicového tvaru
apoptotickd drahu bunkovej smrti — pozorovana bola kondenzécia periferného chromatinu v jadre, formacia
vakuol, zmena morfolégie membrany, pritomnost a aktivita proapoptotickych enzymov (kaspéaza-3, protein-

like kaspaza 7) a apoptotické teliska. Rovnaké Castice, ale vo fibroblastoch sposobili poskodenie bunkove;j
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membrany a mitochondrii ¢o viedlo k nekréze bunky. V tychto bunkach nebola detekovana aktivita vyssie

spominanych proapoptotickych enzymov (Bhamidipati a Fabris 2017).

7.3 Mechanizmu vstupu zlatych nanocastic do bunky
Huang et al v roku 2012 ako prvi dokézali a popisali, ze aj prijem ultramalych nanocastic do bunky

zavisi na ich velkosti. Inkubovali sférické zlaté nanocastice s priemerom 2 nm, 6 nm a 15 nm s l'udskou
bunkovou liniou adenokarcinomu pfs (MCF-7). Po 24 hodinach jasne stanovili, ze vo vsetkych bunkach je
najviac zastipenych AuNPs s priemerom 2 nm a najmenej je tu 15 nm. Pomocou transmisnej elektrénove;j
mikroskopie dokézali pritomnost’ zlatych nanocastic s priemerom 2 nm a 6 nm nielen v cytoplazme, ale aj
v jadre buniek. Pokus opakovali aj v podmienkach in vivo intraven6znym podanim nanocastic do tela mysi
s naddorom. Pozorovali rovnaky trend v zastipeni AuNPs s prislusnou vel’kostou ako v podmienkach ex vivo
a tiez distribtciu ultramalych nanocastic vo viacerych organoch ako pri vac¢sich Casticiach . Ked’ze sa v jadre
nenachadzali Ziadne nanocastice s priemerom 15 nm, na zdklade poznatku o priepustnosti jadrového péru pre
latky s priemerom maximdlne 9 — 12 nm (Keminer a Peters 1999), autori ¢lanku predpokladaju transport
ultramalych nanocastic do jadra pasivnou difiziou cez komplex jadrového péru atiez internalizaciu
ultramalych AuNPs do bunky volnou diftiziou rovnako ako pri malych molekuldch. Mikroskopickou
diagnostikou histologickych rezov organov, v ktorych boli po intravenéznom podani AuNPs lokalizované
(srdce, pluca, oblicky, pecen, slezina), nedetekovali ziadne mikroskopické zmeny v tychto tkanivach
a pouzité nanocastice boli vyhodnotené ako biokompatibilné (Huang et al. 2012). Nie len prijem NPs do
bunky, ale aj do jadra je jasne zavisly na vel'kosti nanocastice. Tato zavislost’ sa neprejavuje iba v schopnosti
volného prechodu nanocastic jadrovym poérom, ale aj vich koncentricii po dlhodobej inkubécii. Vo
vSeobecnosti dochadza predlZzovanim inkubacnej doby nanocastic s bunkami k zvySeniu ich koncentracie
v bunke, pripadne aj v jadre. Zlaté nanocastice s priemerom 2 nm a 6 nm schopné vstupu do jadra zvysili
svoju koncentraciu v jadre aj cytoplazme pri dlhodobej kultivacii, ale celkovy pocet AuNPs s priemerom 2
nm bol az Styrikrat vyssi ako pocet AuNPs s priemerom 6 nm. Schopnost penetracie je tak vyrazne
determinovana vel’kost'ou nanocastice (Huo et al. 2014).

Pri skiimani cytotoxicity nanocastic sa nesleduje len viabilita buniek, ale aj metabolické zmeny,
pripadne zmeny na Urovni expresie génov, ktoré prezivanie bunky priamo ovplyvinuji. Po inkubécii zlatych
nanocastic s l'udskymi hepatocytmi a ich internalizdcii AuNPS ovplyvnili expresiu génov antioxidacnych
latok, proaptotickych enzymov a génov podielajucich sa prevazne na metabolizme fosfolipidov a lieCiv.
Bolo pozorované niekol’konasobné zvysenie produkcie reaktivnych foriem kysliku (ROS) a dusiku (RNS).
Zmeny viedli k zniZzeniu aktivity transportnych systémov na membrdne bunky a zniZeniu viability
hepatocytov (Choi et al. 2017). Pri testovani cytotoxicity AuNPs s priemerom 3,5 nm po dlhodobe;j
inkubécii (24 hodin) s makrofagmi sa prekvapivo preukdzal antioxidacny ucinok zlatych nanocastic.
Molekularny mechanizmus vSak odhaleny nebol. Shukla et al detekovali pokles koncentracie oxidu dusného
aROS. Tieto AuNPs neindukovali ani syntézu typickych prozdpalovych cytokinov TNF-a aIL1-f.
Internalizdcia AuNPs do vniitra bunky prebiehala ako aktivny proces a na membrane bunky boli detekované
naviazané AuNPs. To nasvedCuje endocytickému mechanizmu transportu. Ten bol potvrdeny pritomnost'ou

AuNPs v lyzozémoch, ktoré boli na zaklade fotiek z transmisného elektronového mikrosopu lokalizované
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perinukledrne. V jadre bunky ziadne AuNPs detekované neboli ajadrovd membrdna ostala intaktna.
Vzhl'adom na velkost' pouzitych NPs sa najpravdepodobnej$im endocytickym mechanizmom vstupu
nanocastic zda pinocytdza (Shukla et al. 2005).

Podobné rysy boli pozorované aj pri vstupe AuNPs do plicnych fibroblastov a hepatocytov.
Prvotné zastavenie Castic na povrchu membrany signalizuje endocyticky mechanizmus vstupu do bunky. Po
ich internalizacii z membrany boli v bunke lokalizované ako samostatné Castice v cytoplazme ¢i obalené
cytosolickym vackom, pripadne tvorili zhluky v lyzozéme. Vacky na fotografidach smerovali smerom k jadru
alyzozémy s agregitmi sa vyskytovali hlavne v okoli jeho periférie. Pri zohladneni velkosti tychto
nanocastic a pouzitim Specifickych inhibitorov jednotlivych mechanizmov bolo dokézané, ze vstup AuNPs
s priemerom 20 nm je v oboch typoch tkaniv realizovany klatrinom- mediovanou endocytézou (Ng et al.
2015).

Za pouzitia metddy nukledrnej magnetickej rezonancie bolo preukdzané, ze AuNPs s priemerom
priblizne 16,7 nm a povrchovou modifikaciou citrditom sodnym vstupuji do dvoch linii buniek glioblastomu
fagocytozou. Ich intracelularna distribticia bola ve'mi podobna v oboch linidch a nachddzli sa vyhradne
v cytoplazme bunky. Odpoved bunky na pritomnost’ tychto NPs sa prejavila zvicSenim relativnej
intraceluldrnej hmotnosti a objemu bunky ( tzv. cellular swelling). Predpokladé sa, ze aktivnym vstupom
nanocastic do bunky doslo k zvySeniu stresu, ktory mohol zapri¢init’ zmenu objemu bunky (Orlando et al.
2014). Zvicsenie jednotlivych bunkovych kompartmentov bolo pozorované aj pri endocytickom vstupe
zlatych nanocastic s priemerom 10 nm do buniek obli¢kového tkaniva. Ovplyvnena bola cela endocyticka
draha. Po internalizacii do bunky boli detekované abnormalne zvic¢sené endozomy, doslo k poskodeniu az
zablokovaniu degradacnej aktivity fagozémov v dosledku ¢oho sa akumulovali v cytoplazme bunky.
Degradac¢na kapacita lyzozomov bola rapidne znizena alkalizaciou miestneho prostredia a lyzozomy v bunke
boli zvacsené. Alkalizacia lyzozomov je pravdepodobne spojend s disociaciou dolezitého Struktirneho
proteinu lyzozomdlnej ATP-dzovej pumpy (Ma et al. 2011).

Dolezitost’ biomolekularnej korony v poskytovani novej identity nanocasticiam ajej vplyv na
interakciu s bunkami su teoreticky opisané v prvej Casti tejto prace. Po inkubacii nanocastic s bunkami
v pritomnosti séra a Specifickou povrchovou modifikdciou plazmatickymi proteinmi su tieto poznatky aj
experimentalne dokdzané. Po inkubécii zlatych nanocastic s priemerom 14 nm s HelLa bunkami v prosterdi
plazmy doslo k okamzitej nesSpecifickej adsorbcii proteinov k povrchu nanocastice a sformovaniu biokoron,
ktoré mediovali vstup nanocastic do bunky. Doslo k vyraznému vzrastu poctu internalizacii NPs do buniek
v porovnani s rovnakymi nanocasticami povrchovo modifikovanymi len jednym plazmatickym proteinom —
transferinom, pripadne citratom. Tieto nanocastice vstupovali do bunky receptorom sprostredkovanou
endocytozou. Rozmanitost’ proteinov plazmy, ktoré tvoria biokoronu dovol'uju nanocastici vyuzivat viaceré
druhy bunkovych receptorov atak vstupovat do bunky mnohymi cestami endocytézy, Co sa prejavi
intenzivnejSou internalizaciou Castic (Chithrani et al. 2006). Tato priaca uvddza rozmer nasyntetizovanej
nanocastice a dokonca potvrdzuje vznik biokorony po styku s biologickym prostredim. Rozmer nanocastice
v okamihu interakcie s bunkou v tomto pripade vSak nie je totozny s velkostou NP po jej vyrobe. Ako sa
spomina v prvej Casti tejto prace, po vytvoreni biomolekularnej korony priemer nanocastice vzrasta, ale
vacsina prac vel'kost’ nanocastice po styku s proteinmi neuvadza a ¢asto ani neskiima. Pri popise biologickej

interakcie nanocastic je to ale chybajici dolezity udaj.
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7.4 Prekonavanie tkanivovych bariér
Ultramalé AuNPs s priemerom do 6 nm st schopné prekonavat’ rdzne bariérové Struktiry — AuNPs

s priemerom 1,3 nm samovol'ne prestupuju hemato-encefalicku bariéru (Sela et al. 2015), s priemerom 1 — 6
nm ochrannu lipidova vrstvu koze startum corneum (Gupta a Rai 2016) a s primerom 6 nm aj hemato-
testikuldrnu bariéru (Yang et al. 2017).

Zlaté nanocastice s priemerom priblizne 1,3 nm po intravenéznom podani penetrovali
hematoencefalickd bariéru a boli detekované v rdznych oblastiach mozgu. Aj ked’ presny mechanizmus
transportu cez tito bariéru nebol dokazany, po pouziti Specifickych blokatorov sodnych, draselnych
a vapnikovych ionovych kanalov prislo k poklesu AuNPs detekovanych v mozgu az takmer o 50%. Autori
tejto Stadie preto predpokladaju, ze pouzité AuNPs mozu penetrovat’ hematoencefalicku bariéru aj vol'nym
prechodom cez tieto i6nové kanaly, ktorych priemer by prechod takto vel'kej Castice teoreticky dovoloval.
Potvrdili vSak, Ze i6nové kanaly st schopné priamo ¢i nepriamo regulovat’ prechod ultramalych AuNPs cez

hemato-encefalicki bariéru (Sela et al. 2015).

8 Kremikové nanocastice

8.1 Kontakt kremikovych nanocastic s cicav€im organizmom
Pri intravendéznom podani je biodistribiicia kremikovych nanocastic takmer neobmedzena a

nanocastice boli detekované v mnohych organoch — v slezine, peceni, oblickach, plicach, mozgu, srdci (Yu
et al. 2013b) kozi, zalidku, crevach, krvi (Kumar et al. 2010). S tymito orgdnmi SiNPs interaguji na

bunkovej trovni, konkrétne bunkové interakcie budu popisané d’ale;.

8.2 Cytotoxita
Okrem odlisnych chemicko-fyzikdlnych vlastnosti vykazuju pri kontakte s bunkami predovsetkym

ultramalé nanocastice vysSiu mobilitu, vac¢Siu schopnost’ penetracie a prechodom cez membranu nespdsobuju
mikroskopicky pozorovate'né morfologické zmeny (Gupta a Rai 2016). Bola u nich ale preukdzana vyssia
miera cytotoxicity. Napierska et al pozorovali cytotoxicky ucinok SiNPs na l'udské endotelové bunky.
Potvrdili tak vplyv velkosti Castic a koncentracie na bunkovu viabilitu. Nanocastice s malym priemerom (14
nm — 16 nm) spdsobovali nekrdézu buniek uz po par hodinach, s rastom priemeru nanocastic klesala ich miera
cytotoxicity priCom nanocastice s priemerom priblizne 100 nm vykazovali len zanedbatelnii mieru
cytotoxicity (Napierska et al. 2009). VSeobecne su kremikové nanocastice vacsie ako 50 nm povazované za
biokompatibilné, ak spdsobujui cytotoxicitu, tak len v minimélnej miere (Park et al. 2016). Tieto zdvery sa
vSak nedaju povazovat’ za vSeobecne platné. Niektoré experimenty dokazuju, ze po vstupe ultramalych
kremikovych nanocastic do cytoplazmy a jadra buniek je ich vplyv na viabilitu buniek minimélny a pouzité

nanocastice boli vyhodnotené ako biokompatibilné (Yu et al. 2014).
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Cytotoxicky ucinok SiNPs bol preukdzany na zdravych aj nddorovych linidch buniek. Vo
vseobecnosti je cytotoxicita SiNPs zavisla okrem spominanej vel'kosti a koncentracii nanocastic v prostredi
aj na dobe ich pOsobenia, type tkaniva a dokonca konkrétnej bunkovej linii. Miera cytotoxicity je vysledkom
vzdjomného posobenia mnohych faktorov, ktoré v danom momente akymkol'vek spdsobom zasahuju do

interakcie nanocastic s biologickym materidlom (Kim et al. 2015).

8.2.1 Cytotoxicita kremikovych nanocastic vedie k apoptéze aj nekréze
Cytotoxicita kremikovych nanocastic zavisi na type bunky a jej prejav sa liSi aj medzi jednotlivymi

bunkovymi liniami. V pripade l'udskych fibroblastov SiNPs s priemerom 5 nm — 15 nm ovplyviiovali ich
viabilitu len minimdlne a tieto nanocastice boli vyhodnotené ako biokompatibilné. Ich cytotoxicky uc¢inok
bol preukdzany na dvoch bunkovych liniach glioblastomu a v kazdej linii sa prejav cytotoxicity lisil.
V bunkovej linii LBC3 doslo po inkubacii s SiNPs k indukcii apoptdzy aj nekrozy zatial’ ¢o v linii LN-18
nanocastice indukovali vyhradne nekrézu. Morfologické zmeny v LBC3 bunkéch sa tykali najmi zmien
mitochondrii. Doslo k zvac¢Seniu ich objemu, deformacii membran a Gplnemu pretrhnutiu mitochondridlnych
krist. Pokles mitochondridlneho membranového potencidlu, zvySenie aktivity kaspazy-9 a expresie
proapoptotickych génov spojenych s mitochondridlnou drahou apoptézy naznacuju prave tento druh
programovanej bunkovej smrti. SiNPs boli lokalizované volne v cytoplazme alebo naviazané
k intracelulirnym membrdnam a v cytoplazme sa formovali vo zvysenej miere kyslé vakuoly. V bunke bol
autofagie (Kretowski et al. 2017). O rok neskor rovnaky tym vedcov potvrdil vysledky predchidzajicee;j
Studie na linii glioblastomovych buniek LN229. Detekované boli velmi podobné zmeny morfoldgie
mitochondrif, metabolické odchylky a zmeny génovej expresie. V LN229 bunkdch indukovali SiNPs aj
zvysenie stresu endoplazmatického retikula, syntézy reaktivnych foriem kysliku a expresie prozdpalovych
mediatorov a znizenie intracelularnej koncentracie ATP (Kusaczuk et al. 2018).

Kremikové nanocastice s schopné indukovat’ autofagiu, nekrézu aj apoptozu vedice k smrti bunky.
Indukcia rovnakych procesov v cicav€ich bunkach bola pozorovana aj u SiNPs s priemerom va¢sim ako 20

nm (Xin Liu a Sun 2010; Duan et al. 2013).

8.3 Mechanizmu vstupu kremikovych nanocastic do bunky
Kremikové nanocastice mézu do bunky vstupovat’ roznymi mechanizmami — pasivne , klatrinom-

mediovanou endocytézou, makropinocytézou, fagocytézou (Herd et al. 2013). Pri receptorom mediovane;j
endocytoze bolo pozorované, ze dokazu vyuzivat rdzne povrchové receptory, ako CD 44 receptory (Yu et al.
2013a), receptory pre albumin, scavenger receptory. Po endocytéze moézu byt SiNPs lokalizované
v lyzozémoch (Sun et al. 2017), mézu byt’ sucast'ou rdznych vackov alebo sa nachddzat’ volne v cytoplazme
bunky (Park et al. 2016).

Pri urovani konkrétneho mechanizmu primérnej interakcie a vstupu nanocastic do bunky sa okrem
sledovania typickych morfologickych zmien pouZzivaju aj zmena teploty inkubdcie a Specifické inhibitory
jednotlivych mechanizmov. V prvom kroku, pri stanoveni energetiky mechanizmu, sa kvantitativne

porovnava vstup nanocastic do bunky pri inkubacnej teplote nanocastic s bunkami 37 °C a4 °C. Ak je
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proces vstpu do bunky energeticky zdvisly (endocytéza a pod.), pocet internalizacii je vyrazne vys$i pri
inkubdcii pri 37 °C a pri teplote 4 °C prebieha len minimalne alebo vobec. Vyuzitim pasivnych procesov je
to presne naopak. Ak je urCita ¢ast’ procesov vstupu energeticky zavisla, pouzitim Specifickych inhibitorov
jednotlivych mechanizmov a sledovanim poctu internalizacii za ich pouzitia sa da vel'mi presne izolovat
hlavny mechanizmus, ktory bunky pri prijme nanocastic vyuzivaji (Herd et al. 2013). Bunka méze vyuzivat
energeticky zavislé aj nezavislé mechanizmy sucasne ato sa potom prejavi aj v relativnom pomere
internalizcii pri danych teplotach (Zhu et al. 2013).

Z experimentov vyplyva, Zze aktivnymi procesmi su internalizované najméd velké kremikové
nanocastice a s poklesom ich priemeru su tieto energeticky zavislé procesy doplnené aj pasivnymi. Ako sa
zda, energeticky nezéavislé procesy nevyuzivaju bunky len pre internalizdciu ultramalych kremikovych
nanocastic. Na HeLa bunkach bolo pozorované, ze pasivnym spoésobom sa do bunky pravdepodobne mozu
dostavat’ aj SiNPs s priemerom az 55 nm. Presny molekuldrny mechanizmus vSak odhaleny nebol (Zhu et al.
2013).

Pre cieleny transport st v sti€asnosti vyuzivané tzv. Cornell dots (C dots) vyvinuté profesorom
Wiesnerom. Tieto ultramalé kremikové nanocastice su modifikované naviazanim $pecifikej molekuly na svoj
povrch, ktora sluzi ako ligand povrchového receptoru buniek urcitého tkaniva. C dots s priemerom 7 nm so
$pecifickou povrchovou modifikaciou polyetylénglykolom a kratkym peptidovym ligandom pre integriny sd
schopné vdaka tejto modifikacii viazat’ v prostredi extracelularnej matrix molekuly integrinov, cez ktoré sa
potom nanocastica viaze vyuzitim integrinového receptoru k endotelovym bunkdm a bunkdm melanomu. Ak
boli C dots s priemerom 6 nm modifikované peptidovym analégom horménu oMSH (alpha-melanocyte
stimulating hormone), ktory sa viaze na viaceré povrchové receptory tychto buniek, do melanocytov
vstupovali cez melanokortinovy receptor 1 (MC-1R). V obidvoch pripadoch je majoritne vyuzivanym
mechanizmom vstupu do bunky endocytéza mediovana prisluSnym receptorom. Nanocastice boli
lokalizované v endozomalnych vackoch s klesajticim pH, hlavne v neskorych endozémoch a lyzozémoch.

V prvom pripade boli pomocou pouzitia vhodného markeru niektoré endozomalne vacky s obsahom
nanocastic oznaCené¢ ako makropinozémy, ¢o dokazuje, ze bunky vyuzili pre internalizaciu SiNPs aj
makropinocytézu. Spolu s nanoCasticou sa do bunky dostavali aj molekuly integrinu, ktoré spustaji
prislusné signalne drahy. Vstupom nanocastic s integrinmi do bunky doslo v nadmernej miere k aktivacii
kl'acovej tyrozinkinazy FAK (focal adhesion kinase). V dosledku toho sa zvysila expresia enzymov
prislusnych drah, ¢o sa prejavilo v intenzivnejSej migracii a vyssej populacii buniek v S faze bunkového
cyklu a tak zvySeniu proliferacie (Benezra et al. 2015).

Vplyv C dots modifikovanych analdégom aMSH sa prejavil az v podmienkach aminokyselinovej deprivécie.
Pozorované boli morfologické zmeny typické pre nekrozu. Bunky zvécsili svoj objem (tzv. swelling)
a nasledne doslo k preruseniu integrity plazmatickych membran, vyliatiu ich obsahu do okolitého tkaniva
abunkovej smrti. NanoCastice mali vplyv aj na metabolizmus. V bunkach boli detekované nadmerne
oxidované formy lipidov, ktoré nie st charakteristické pre nekrézu. Pozorovany typ nekrézy sa vo forme
viny $iril do ostatnych buniek. Bunky st pravdepodobne schopné atypickej komunikacie pomocou signalu
indukujuceho $pecificky typ bunkovej smrti. Signalizaént funkciu mézu mat’ prave oxidované formy lipidov

(Kim et al. 2016).
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Za rovnakych podmienok boli SiNPs s priemerom 10 nm, 12 nm a20 nm vo vy$Sej miere
endocytované do makrofagov, pre ktoré je vychytdvanie cCastic z prostredia prirodzené v porovnani
s bunkami plicneho epitelu s povodne bariérovou funkciou. Predpoklada sa, ze funk¢éné vlastnosti
jednotlivych bunkovych typov odrazajii mieru internalizacie kremikovych nanocastic do tychto buniek.
Bunkové funkcie vyrazne ovplyvnili prave SiNPs s priemerom 12 nm. Tieto nanoCastice vyrazne znizli
koncentraciu intracelularneho ATP, zvysili exkréciu LDH (laktat-dehydrogenaza) a zapalovych medidtorov
u oboch typov buniek. Vyrazne senzitivnejsie boli k posobeniu tychto nanocastic makrofagy, u ktorych doslo
k zniZeniu proliferacie. Nanocastice s priemerom 10 nm a 20 nm na proliferdciu buniek ziadny vplyv nemali
a ostatné spominané funkcie ovplyvnili menej vyrazne. Kremikové nanocastice ovplyvnili aj d’alsie bunkové
funkcie v zavislosti na type bunky. U epitelovych buniek bol ovlpyvneny metabolizmus lipidov, Struktira
malych molekil, molekuldrny transport a signalizacia. Zmeny morfoldgie bunky, signalizicie a bunkovych

interakcii vyvolalili nanocastice u makrofagov (Breznan et al. 2017).

8.4 Prekonavanie tkanivovych bariér
Podobne ako zlaté nanocastice aj nanocastice z kremiku boli detekované v organoch a bunkach,

ktorym predchddzalo nevyhnutné prekonanie tkanivovych bariér. Pozorovany bol prechod cez hemato-
encefalicku bariéru v podmienkach in vitro aj in vivo. Na $trukture hemato-encefalickej bariéry sa podiel’aju
tiez epitelové bunky s interepitelovymi otvormi a tesnymi spojmi medzi susednymi bunkami so Sirkou mene;j
ako 18 nm a 8 nm. Penetracie st schopné aj velké nanocastice s primerom az do 100 nm, ¢o jasne vylucuje
pasivny mechanizmus penetracie. Efektivnost’ vstupu nanocastic vSak vacsinou klesa s rastom ich priemeru
(Liu et al. 2014; Mo et al. 2016).  Modifikaciou SiNPs laktoferinom mézu vstupovat’ SiNP nanocastice
s priemerom 25 nm endocytézou mediovovanou laktoferinovym receptorom, ktory sa nachddza na povrchu
tychto epitelovych buniek (Song et al. 2017).

Kremikové nanocastice penetrovali aj semenniky a nachddzali sa vo vniitri spermatogénnych buniek
¢o je dokazom o prekonani hemato-testikularnej bariéry (Ren et al. 2016).

Vo velmi malej miere SiNPs spriemerom 50 nm prekonali aj tkanivovd bariéru ¢reva, ktorej
zékladom je epitel (Ye et al. 2017).

Je zaujimavé, Ze prechod cez tkanivové bariéry je v pripade kremikovych nanocastic opisovany
v suvislosti s nanocasticami s priemerom vacsim ako maji typické ultramalé nanocastice. V pripade zlatych

nanocastic, ako je popisané skor v tejto praci, astejsie prekonavaju bariéry prave ultramalé Castice.

9 Zaver

Zlaté a kremikové ultramalé nanocastice st schopné interagovat’ s réznymi bunkami. Reakcia
buniek na pritomnost’ nanocastice je zavisla na type a dokonca aj konkrétnej linii buniek. K stadiu s
pouzivané rozne skupiny buniek a vedci sa snazia najst’ zavislost’ medzi bunkovym typom a jeho odpoved’ou
na pritomnost’ ultramalych nanocastic.

Ultramalé nanocastice interagujii s cicavéimi bunkami inak ako nanocastice vacSich rozmerov.

Vyrazné rozdiely st viditeI'né najmé na procesoch vstupu do bunky a bunkovych kompartmentov, kedy
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vyuzivaju rozdielne internalizacné mechanizmy, ktoré v mnohych pripadoch nie si objasnené na
molekuldrnej trovni a jasne definované. Ich unikatne charakteristiky, ako vyssSia mobilita a vécsia schopnost’
penetracie vychadzajice z chemicko-fyzikdlnych vlastnosti s Casto spajané s moZznou cytotoxicitou.
Doterajsie experimenty vsak jasne nepotvrdzuju vyraznl cytotoxicitu ultramalych nanocastic.

Kontakt s bunkou prebieha ako interakcia bunky s komplexom nanocastica-biokorona. Pretoze po
vstupe nanocastic do biologického prostredia adsorbuji molekuly z tohto prostredia na povrch nanocastice
tak, aby pokryli ¢o najvécsiu plochu, priamych kontaktov medzi nanocasticou a bunkou je len zanedbatel'né
mnozstvo. Biokorona ma doélezit ulohu vo vsetkych stupiioch interakcie so Zzivym organizmom, ale aj
napriek tomu ju vac¢sina prac neskiima a jej vplyv na tieto deje zanedbava. Pri §tadiu biologickej interakcie
by malo byt klI'aicové, Ze tato interakcia prebieha s komplexom nanocastica-biokorona a experimenty by mali
byt zostavené tak, aby popri charakterizacii nanocastice detailnejSie popisovali aj molekularnu Strukttru jej
biomolekularnej korony.

V tejto praci som sa snazila zhrnit' aktudlne poznatky o interakcii ultramalych a malych zlatych
a kremikovych nanocastic s cicavéimi bunkami. Aj ked’ je dnes vyskum biologickej interakcie nanocastic
dynamicky sa rozvijajicou oblastou vedy, stale je v zaCiatkoch tuplneho pochopenia a predovsetkym
v oblasti ultramalych nanocastic. Malo preskimanou problematikou sd najméd ultramalé kremikové

nanocastice, na ktoré by som sa rada zamerala v budicich rokoch svojho $tudia.
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