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Abstrakt 

Biologická odpoveď na prítomnosť zlatých a kremíkových nanočastíc je intenzívne študovanou 

oblasťou. Veľmi málo sa ale vie o vplyve ultramalých a malých nanočastíc. Vďaka unikátnym chemicko-

fyzikálnym vlastnostiam, ktoré vo veľkej miere súvisia s ich rozmermi sú nanočastice schopné špecifickej 

interakcie so živým organizmom až na molekulárnej úrovni. Po vstupe nanočastice do komplexného 

fyziologického prostredia dochádza k adsorbcii molekúl tohto prostredia, prevažne proteínových, k povrchu 

nanočastice a vytváraniu polymérneho obalu, biomolekulárnej korony. Predpokladá sa, že prvý kontakt 

nanočastíc s bunkami je sprostredkovaný práve molekulami biokorony na ich povrchu, ktoré majú významnú 

úlohu aj v ďalších krokoch interakcie komplexu nanočastica-biokorona s bunkou. Popis vzniku a štruktúry 

biokorony sú preto rovnako dôležitými ako popis samotnej nanočastice. Nanočastice vstupujú a sú 

internalizované do vnútra bunky a bunkových kompartmentov rovnakými mechanizmami ako využívajú 

molekuly a látky prirodzene v organizme. Trocha odlišne sa správajú ultramalé a malé nanočastice, ktorých 

interakcie s bunkami zatiaľ nie sú dobre preskúmané. Odpoveď cicavčích buniek na prítomnosť ultramalých 

nanočastíc je rôzna a výskumy zatiaľ neodhalili jednotné pravidlá v tejto oblasti. Dôvodom sú 

pravdepodobne unikátne chemicko-fyzikálne vlastnosti nanočastíc a obrovská fyziologická komplexnosť 

cicavčieho 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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Zoznam skratiek 

   
ATP Adenozíntrifosfát Adenosine triphosphate 
AuNP(s) Zlatá nanočastica (nanočastice) Gold nanoparticle (nanoparticles) 
αMSH  Melanocyty stimulujúci hormón alfa Alpha-Melanocyte stimulating hormone 
C dots Cornell dots Cornell dots 
FAK  Fokálna adhezívna kináza Focal adhesion kinase 
FXII Koagulačný faktor, Hagemanov faktor  Coagulation factor, Hageman factor 
IgG Imunoglobulín G Imunoglobuline G 
IL1-β Interleukín 1 beta Interleukine 1 beta 
LDH  Laktát-dehydrogenáza Lactate dehydrogenase 
MC-1R  Melanokortínový receptor 1 Melanocortin 1 receptor 
NP(s) Nanočastica (nanočastice) Nanoparticle (nanoparticles) 
PCC Personalizovaná proteínová korona Personalized protein corona 
RNS Reaktívne formy dusíku Reactive nitrogen species 
ROS Reaktívne formy kyslíku Reactive oxygen species 
SiNP(s) Kremíková nanočastica (nanočastice) Silica nanoparticle (nanoparticles) 
TiO2NPs Nanočastice z oxidu titaničitého Titanium dioxide nanoparticles 
TNF-α    Tumor nekrotizujúci faktor alfa Tumor necrosis factor alpha 
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1 Úvod 
Ultramalé nanočastice s priemerom menším ako 10 nm majú unikátne chemicko-fyzikálne vlastnosti 

a ukazuje sa, že so živým organizmom interagujú inak ako nanočastice s väčším priemerom. Aj keď sú zlaté 

a kremíkové nanočastice jednými z najviac študovaných o interakcii ultramalých nanočasticiach zo zlata 

a kremíku na úrovni buniek a molekúl sa veľa nevie. Táto práca má za úlohu predstaviť dostupné informácie  

o interakcii ultramalých zlatých a kremíkových nanočastíc s rôznymi typmi cicavčích buniek. Aj keď je 

takýchto prác len veľmi málo, hlavne čo sa kremíkových nanočastíc týka, interakcia ultramalých nanočastíc 

je unikátna. V tejto práci sú predstavené hlavne mechanizmy vstupu takýchto nanočastíc do bunky 

a bunkových kompartmentov a zmeny, ktoré nanočastice po kontakte s bukou vyvolávajú.  Väčšina z nich 

nie je objasnených na molekulárnej úrovni. Jedným z dôvodov môže byť podceňovanie biomolekulárnej 

korony nanočastíc v mnohých prácach zaoberajúcich sa biologickou interakciou nanočastíc. Preto sa prvá 

časť tejto práce venuje opisu biomolekulárnej korony z viacerých hľadísk a sumarizuje jej obrovský význam 

v kontexte bunkovej interakcie. Zároveň poukazuje na nevyhnutnosť študovať interakcie buniek 

s komplexom nanočastica a jej biokorona. 

 

2 Definovanie nanočastíc 
Nanočastice sú viacerými svetovými organizáciami zaoberajúcimi sa problémami a definíciou 

materiálov definované veľmi podobne. Rozsiahle správy opisujúce nanoobjekty sa s pribúdajúcimi štúdiami 

často modifikujú a upravujú . Hlavným a spoločným parametrom pre definovanie nanoobjektov vo 

všeobecnosti je hodnota ich  jedného či viac vonkajších rozmerov v rozsahu veľkostí  1 – 100 nm. 

Nanočastice môžu zaujímať rôzne tvary a zahrňujú prírodné, náhodne vzniknuté a zámerne vyrobené 

partikule (Rauscher et al. 2012; WHO 2017; ISO/TS 80004-2:2015 (en) 2015). The International 

Organization for Standardization definuje nanočasticu ako „nanoobjekt so všetkými vonkajšími rozmermi v 

nanoškále  kde sa dĺžky najdlhšej a najkratšej osi nanoobjektu výrazne nelíšia” (ISO/TS 80004-2:2015 (en) 

2015). Za nanoškálu je považovaný „dĺžkový rozsah približne od 1 nm do 100 nm ” (ISO/TS 80004-

1:2015(en) 2015). World Health Organization ďalej uvádza, že u nanočastíc sa  nepredpokladá rovnaké 

zdravotné riziko ako u príslušného makroskopického materiálu a preto musia byť testované samostatne. 

Testovanie toxicity nanomateriálov vyžaduje špecificky upravené testovacie metódy (WHO 2017).  

Nanočastice sú schopné interakcie s organizmom na úrovni buniek aj tkanív. Po prekonaní 

fyziologických a imunologických bariér môžu vstupovať až do vnútra jednotlivých buniek a bunkových 

kompartmentov (Barua a Mitragotri 2014). Dokážu penetrovať zdravé aj nádorové tkanivo so špecifickým 

vzorcom distribúcie alebo s pomerne rovnomerným rozmiestneným v cieľovej oblasti (Park et al. 2010).  

 

3 Biomolekulárna korona 
Po kontakte nanočastíc s biologickým prostredím dochádza k ich rôznorodej interakcii 

s aminokyselinami, peptidmi (Nawrocki a Cieplak 2013), proteínmi (Hosseinzadeh et al. 2017), so 
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samotnými mastnými kyselinami (Gupta a Rai 2017), lipidovými molekulami (Hellstrand et al. 2009; Runa 

et al. 2017) a sacharidovými molekulami (Zeng et al. 2012). Biologické prostredie v podmienkach in vitro 

väčšinou predstavuje kultivačné médiu s obsahom séra (Kokkinopoulou et al. 2017) a v in vivo 

experimentoch krv (García-Álvarez et al. 2018). Niektoré molekuly prostredia, väčšinou proteíny, okamžite 

adsorbujú k povrchu nanočastice a vytvárajú biomolekulárnu koronu, ktorá pokrýva väčšinu povrchu 

nanočastice (Casals et al. 2010). K priblíženiu procesu formovania biokorony je nevyhnutné skúmať jav 

adsorbcie proteínov k povrchu zo všeobecnejšieho hľadiska. 

Väzba proteínov z prostredia k povrchu prebieha ako viackrokový výmenný proces molekúl, 

založený na kompetencii o väzbové miesto na povrchu. Postupne sa vytvárajú tranzientné viacvrstvové 

agregáty, ktoré sa niekoľkokrát preusporadúvajú a čiastočne resorbujú späť do prostredia až nakoniec 

vytvoria finálnu proteínovú kompozíciu na povrchu materiálu (Hirsh et al. 2013). Adsorbcia je 

spočiatku veľmi rýchla, ako sa zvyšuje miera pokrytia povrchu materiálom, rýchlosť adsorbcie klesá (Roach 

et al. 2005). 

Pri štúdiu interakcie cudzieho materiálu s komplexným biologickým prostredím sa berie v úvahu tzv. 

Vromanov efekt. V prvotných fázach dochádza k väzbe vysoko abundantných proteínov v tomto prostredí 

s pomerne nízkou afinitou k  povrchu. Tieto sú následne pozmenené a nahradené menej abundantnými 

proteínmi s vyššou väzbovou afinitou k tomuto materiálu (Vroman a Adams 1969). Adsorbcia proteínov 

obsiahnutých v biologickom prostredí je komplexný nešpecifiký proces vychádzajúci z jednej či viacerých 

nekovalentných, čiže neväzbových interakcií medzi rozpúšťadlom a povrchom materiálu, ktoré zahrňujú Van 

der Waalsove interakcie (Noh a Vogler 2006; Zeng et al. 2012), vodíkové väzby (Sigal et al. 1998), 

elektrostatické interakcie (Wang et al. 2016a) a hydrofóbne interakcie (Roach et al. 2005). 

Proteíny adsorbujú tak, aby bol povrch materiálu pokrytý čo najvyšším možným počtom ich 

molekúl. Preto je  v závislosti na tvare molekuly proteínu samotný proces adsorpcie proteínu k povrchu  buď 

jednokrokový alebo  viackrokový. Pri viackrokovej adsorbcii proteínu sú pozorované prestavby, zmeny 

orientácie celej molekuly, tým dochádza k nárastu počtu hydrofóbnych interakcií medzi adsorbujúcimi 

molekulami, ktoré tieto procesy prestavby podporujú (Roach et al. 2005). Adezívne sily medzi proteínmi 

a povrchom stúpajú s ich  stúpajúcim kontaktným časom. Rapídny nárast je najmä v prvých sekundách. 

Tento trend je pozorovaný na hydrofóbnych aj hydrofilných povrchoch (Xu a Siedlecki 2007).  

Dôležitým faktorom v adsorbcii proteínov na povrch je miera jeho hydrofobicity resp. hydrofility. 

Všeobecne pre všetky proteíny platí, že s poklesom miery zmáčavosti (klesá hydrofilita, stúpa hydrofobicita) 

pevného povrchu ku ktorému sú schopné adherovať narastá atraktívna interakcia – adhezívna sila, ktorou sa 

k tomuto povrchu viažu. Veľké adhézie proteínov k povrchom sú teda pozorované na hydrofóbnych 

povrchoch (Sethuraman et al. 2004). Je to spôsobené povrchom-indukovanými konformačnými zmenami 

proteínov. Pravdepodobne dochádza k presunu hydrofóbnych aminokyselín z vnútra molekuly smerom k jej 

povrchu tak, aby mohlo prísť k interakciám s povrchom častice. S kontaktným časom tiež narastá počet 

výraznejších prestavieb proteínových molekúl (Hemmerle et al. 1999). Ak je adsorbovaným materiálom 

proteín s enzymatickou aktivitou, boli tiež pozorované zmeny v jeho enzymatickej aktivite, ktoré súvisia 

s reorientáciou aktívneho miesta molekúl enzýmu na povrchu. Súčasne sa môže znížiť aj kontaktná plocha na 

jednu molekulu aby bolo celkové množstvo adsorbovaného materiálu čo najväčšie (Lee a Belfort 1989).  
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Procesy uvoľňovania a naväzovania proteínov k povrchu nanočastice pri uplatňovaní Vromanovho 

efektu a zmena štruktúry korony sú dôsledkom zmeny prostredia v ktorom sa nanočastica nachádza. Tieto 

dôkazy vznikli experimentmi v podmienkach in vitro.  Predpokladá sa, že takéto zmeny môžu v in vivo 

podmienkach zodpovedať  napríklad transportu a distribúcii nanočastice v rámci bunkových kompartmentov 

a organizmu ako takého. Špecifické molekulárne zloženie biokorony tak nemusí byť len príčinou, ale aj 

dôsledkom jej lokalizácie (Lundqvist et al. 2011). Zdá sa však, že proces tvorby biokorony na povrchu 

nanočastice po jej vstupe do komplexného fyziologicky relevantného biologického prostredia nemôže byť 

charakterizovaný len Vromanovým efektom. Ten sa v kinetike tvorby  biokorony uplatňuje, ale je len jednou 

súčasťou komplexnej kinetiky tohoto procesu, ktorá zatiaľ nie je zcela objasnená (Tenzer et al. 2013). 

 

3.1 Hard korona a soft korona 
Dynamika proteínovej adsorpčnej vrstvy je charakterizovaná v dvoch časových stupňoch. Za 

podmienok, že nanočastica je v kontakte s biologickým prostredím dostatočne dlhú dobu, rádovo v hodinách, 

môžu byť podľa tohoto modelu proteíny viazané v prvej monovrstve a sú súčasťou tzv. hard korony alebo sú 

súčasťou druhej a tretej vrstvy , tzv. soft korony.  V prvom stupni dochádza k vytvoreniu hard korony 

priamym kontaktom molekúl s povrchom nanočastice. Proteíny sa viažu pomerne silnými väzbami 

k povrchu NP do podoby monovrstvy. K takýmto väzbám dochádza dovtedy, kým nedôjde k stavu úplnej 

saturácie monovrstvy. Jej vytvorenie trvá  podľa väčšiny zdrojov niekoľko hodín a predstavuje stabilnú 

štruktúru s veľkým rezidenčným časom molekúl. Vytvorením hard korony dochádza k zníženiu povrchovej 

voľnej energie nanočastice.  Následne sa proteíny viažu s menšou väzbovou silou, reverzibilne a vytvárajú 

tak druhú a tretiu vrstvu, vonkajšiu soft koronu.  Soft korona predstavuje tranzientnú štruktúru, je 

v dynamickej rovnováhe s voľnými molekulami prostredia a je tak závislá na ich koncentrácii. Jej formácia 

je veľmi rýchla a v podstate okamžite reaguje na zmenu koncentrácie molekúl okolitého prostredia. Zmeny 

v konformáciách proteínov či úplnej zmene proteínov soft korony prebiehajú v rádoch minút, takéto zmeny 

v hard korone prebiehajú len výnimočne a rádovo v hodinách. Z experimentálneho hľadiska je veľmi 

dôležité, že postupným obaľovaným povrchu nanočastice molekulami prostredia dochádza k zväčšeniu 

polomeru nanočastice. K jeho ustáleniu dochádza až po niekoľkých hodinách. Vznik biokorony na 

niektorých nanočasticiach zabraňuje ich agregácii v biologickom prostredí (Wang et al. 2016b; Milani et al. 

2012; Casals et al. 2010) 

Pri skúmaní interakcie nanomateriálu s bunkou alebo tkanivom je predmetom skúmania nie 

nanočastica samotná, ale nanočastica a jej biokorona zložená z  molekúl biologického prostredia (Martel et 

al. 2011). Biomolekulárna korona určuje odpoveď bunky na prítomnosť nanočastice. Jej stavba ovplyvňuje 

prvé kroky interakcie s lipidovou dvojvrstvovou membránou (Runa et al. 2017) až po vstup, transport 

a internalizáciu nanočastice do bunky (Lesniak et al. 2012; García-Álvarez et al. 2018; Barrán-Berdón et al. 

2013), často ukrýva nanočasticu pred niektorými bunkami imunitného systému (Caracciolo et al. 2015) 

a zásadne ovplyvňuje mieru cytotoxicity nanočastice (Runa et al. 2017). Predpokladá sa, že zásadný vplyv na 

biologickú identitu nanočastice má práve hard korona. Je to kvôli veľkej stabilite a malej premenlivosti 

komplexu nanočastica-hard korona (Walczyk et al. 2010) 
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Proces vzniku a zloženie biomolekulárnej korony nanočastice sú ovplyvnené mnohými faktormi 

medzi ktoré patria vlastnosti samotných častíc – veľkosť, rôzne povrchové charakteristiky ako zmáčavosť 

(Lundqvist et al. 2008), náboj (Lai et al. 2017), tvar a celková plocha adsorpčného povrchu (García-Álvarez 

et al. 2018). Rovnako aj vlastnosti prostredia – celková a individuálna koncentrácia proteínov (Gräfe et al. 

2016), zdroj proteínov (Pisani et al. 2017), mechanizmus adsorpcie jednotlivých proteínov, ich špecifická 

povrchová hustota (Woods et al. 2016), teplota inkubačného prostredia (Blundell et al. 2016),  kontaktný čas 

nanočastica-biologické prostredie (Xu a Siedlecki 2007). Toto všetko v konečnom dôsledku priamo 

ovplyvňuje distribúciu, fyziologickú odpoveď a mieru cytotoxicity komplexu nanočastica-biokorona 

(Mironava et al. 2010). 

 

3.2 Biokorona si zachováva svoju históriu 
Pri transporte nanočastice z jedného biologického prostredia do iného (napríklad z biologickej 

tekutiny do vnútra bunky) dochádza k zmenám molekulárneho zloženia aj v štruktúre hard corony. Aj keď sú 

tu proteíny viazané k povrchu nanočastice pevnými väzbami, prechodom do  iného prostredia dochádza 

k čiastočnej destabilizácii komplexu nanočastica-korona, niektoré z proteínov disociujú z povrchu a sú 

nahradené unikátnymi proteínmi druhého prostredia, ktoré majú vyššiu väzbovú afinitu k povrchu 

nanočastice alebo ku komplexu nanočastica-korona. Dochádza tu k novým interakciám proteín-proteín alebo 

nanočastica-proteín. To značí o procesoch molekulárnej výmeny v hard korone, ktoré zahrňujú disociáciu aj 

integráciu nových proteínov, keď dôjde k zmene okolitého prostredia všeobecne. Konečná štruktúra hard 

korony odráža  evolúciu nanočastice. Vždy čiastočne  obsahuje molekuly z pôvodného prostredia aj keď 

ostáva lokalizovaná v inom prostredí (Lundqvist et al. 2011). 

 

3.3 Vplyv inkubačných podmienok na zloženie biokorony 
Po inkubácii nanočastíc s bunkami v prostredí s rôznym obsahom ľudského séra ( 10%, 30%, 50%) 

boli študované komplexy nanočastica-hard korona. Bez ohľadu na koncentráciu séra v prostredí inkubácie sa 

percentuálne zastúpenie proteínov hard korony takmer vôbec nelíšilo. Najabudantnejšie boli imunoglobulíny 

(viac ako 20%) a lipoproteíny (viac ako 10%), komplementové proteíny, proteíny akútnej fáze, sérový 

albumín a približne 35% tvorili rôzne ďalšie sérové proteíny. Všetky tieto molekuly predstavujú funkčné 

epitopy nanočastíc, ktoré môžu byť rozpoznávané rôznymi povrchovými receptormi buniek v rámci 

organizmu a mediovať tak interakciu nanočastice s bunkou (Lara et al. 2017). 

Ak boli nanočastice inkubované s bunkami v prostredí bez séra, po priamom kontakte nanočastíc 

s povrchom bunky došlo k formovaniu biokorony, ktorá obsahovala hlavne cytosolické proteíny, 

cytoskletárne komponenty a stavebné zložky bunkovej membrány. 

Počet internalizácii nanočastíc v podmienkach bez séra bol vyšší ako v prítomnosti séra. Predpokladá 

sa, že silná adhezivita medzi povrchom nanočastice a povrchom bunky môže byť príčinou vyššieho počtu 

internalizácii častíc za týchto podmienok (Lesniak et al. 2012).  
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3.4 Pre-coating 

Dôkladná štúdia o molekulárnej a morfologickej charakteristike biokorony sformovanej in vivo a jej 

dôsledok na biodistribúciu zatiaľ nie je. Využíva sa ale tzv. pre-coatingu nanočastíc špecifickými 

molekulami, väčšinou zhodnými s tými, ktoré sa prirodzene vyskytujú v biologickom prostredí. Po vložení 

takto modifikovanej častice do biologického prostredia dochádza k formovaniu špecifických koron, ktorých 

zloženie závisí na type molekuly, ktorá je použitá v pre-coatingu. Následne sa sleduje distribúcia v tkanive 

alebo organizme a prípadná interakcia na bunkovej úrovni (Ritz et al. 2015; Mirshafiee et al. 2016). Pri 

použití pre-coatingu je často pozorovaná kolokalizácia nanočastíc so špecifickými molekulami v rámci 

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

 

4 Nanočastice v biologickom prostredí 
Pretože je krv najčastejším biologickým prostredím, v ktorom sa skúma reakcia organizmu na 

prítomnosť cudzieho substrátu, na bunkovej a molekulárnej úrovni sa sleduje chovanie jej zložiek – 

najčastejšie proteínových. Krv je pravdepodobne schopná modifikovať povrch každého cudzieho materiálu 

mnohými odlišnými mechanizmami, ale zároveň tak, aby boli tieto mechanizmy kompatibilné s jej zložením 

(Vroman et al. 1977). 

V závislosti na inkubácii nanočastíc s bunkami v prostredí krvi alebo rôznych krvných frakciách 

dochádza k formovaniu odlišných biomolekulárnych koron. Nanočastice interagujú s plazmatickými 

proteínmi vrátane koagulačných faktorov v prostredí krvi alebo krvnej plazmy. V krvi sa nachádzajú aj 

proteínové deriváty krvných elementov a buniek. Po spracovaní plazmy a separácii koagulačných faktorov 

vzniká krvné sérum.  To sa v podmienkach in vitro často pridáva do kultivačného média. Nanočastice tak 

prichádzajú do styku len so sérovými proteínmi vrátane degradačných produktov koagulačných faktorov 

(Lundqvist et al. 2017). 

 

4.1 Rozmanitosť zloženia krvnej plazmy 
Plasma  Proteome Database v súčasnosti informuje o detekcii až 10546 proteínov  v ľudskej plazme 

(Nanjappa et al. 2014).  

Zloženie krvnej plazmy  každého jedinca však nie je rovnaké. Heterogenita zloženia plazmy u ľudí  

je  spôsobená inter- a intraindividuálnymi rozdielmi vzhľadom k pohlaviu, veku a genetickým faktorom 

(Nanjappa et al. 2014). Okrem primárnych zložiek krvnej plazmy sú tu prítomné proteíny, peptidy 

a proteínové deriváty pôvodom z rôznych bunkových typov –  buniek cirkulujúcich v plazme, špecifických 

nádorových buniek,  rôznych typov tkanív, ale aj z nádorového tkaniva. Rôznorodosť zloženia plazmy súvisí 

teda aj so zdravotným stavom jedinca (Zhang et al. 2007).  

Existuje koncept  tzv. personalizovanej proteínovej korony (PCC). Vychádza z predpokladu, že 

zloženie biokorony nanočastice je determinované zdrojom jej molekúl, najčastejšie plazmou. Preto skupina 

jedincov s určitým genetickým pozadím, so špecifickým ochorením alebo zdravotným stavom (diabetes, 

chrípka, rakovina, tehotenstvo, fajčenie a pod.) by mala mať aj náležite špecifické zloženie korony. Bol  

zistený zásadný vplyv genetického pozadia na molekulárnu stavbu proteínovej korony a jej formáciu 
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u príslušných skupín jedincov. Pacienti s rovnakým zdravotným stavom vykazujú vyššiu mieru podobnosti 

vo vzore usporiadania proteínov  biokorony. To dokazuje, že adsorbcia proteínov plazmy na povrch 

nanočastíc je multifaktoriálny proces, v ktorom hrá veľmi dôležitú úlohu zdroj proteínov (Hajipour et al. 

2014). 

V plazme sú detekované  proteíny  unikátne pre určitý bunkový či tkanivový typ alebo pre viaceré 

druhy tkanív, ale tiež proteíny zhodné s tými primárne obsiahnutými v krvnej plazme. K ich uvoľňovaniu do 

krvi dochádza za fyziologických podmienok, teda in vivo. Nie všetky proteíny nachádzajúce sa v plazme už 

boli identifikované (Zhang et al. 2007). Všeobecne sa jedná o membránovo viazané, sekretované 

a extracelulárne proteíny patriace do viacerých funkčných skupín (Tirumalai et al. 2003).  

Proteím s najhojnejšíim zastúpením v plazme je albumín. Tvorí viac ako 50 % obsahu plazmatických 

proteínov (Anderson a Hunter 2006). Je jedným z prvých proteínov viažucich sa na povrch nanočastice pri 

vstupe do biologického prostredia, ale pomerne rýchlo je čiastočne nahradený menej abundantnými 

apolipoproteínmi, s vysokou väzbovou afinitou k danému povrchu (Haab et al. 2005). V bunkovej odpovedi 

na prítomnosť nanočastice sa predpokladá práve ich dôležitý význam. Niektoré apolipoproteíny v krvi 

asociujú s  lipoproteínovými partikulami približne rovnakých rozmerov ako majú nanočastice na ktoré 

adsorbujú. To môže byť vysvetlením, prečo sú vo finálnej štruktúre biokorony aj napriek svojej nie príliš 

vysokej koncentrácii v krvi pomerne hojne zastúpené (Cedervall et al. 2007b). 

Aby mohlo prísť k adsorbcii proteínu k povrchu, musí dosiahnuť určitej koncentrácie, pri ktorej sa 

stane povrchovo aktívnym. Niektoré proteíny krvnej plazmy dosahujú pomerne vysokej povrchovej aktivity 

pri ich fyziologických koncentráciách ( albumín, IgG), iné sú pri fyziologickej koncentrácii len veľmi slabo 

povrchovo aktívne (krvný faktor FXII). Významnou veličinou, ktorá rozhoduje o prvotnej adsorbcii 

proteínov k rozhraniu je okamžitá koncentrácia daného proteínu v biologickom prostredí, plazme, a nie 

rozmanitosť molekulárnej štruktúry a z nej vyplývajúci amfifilný charakter molekuly, ktorý má pri tomto 

deji pravdepodobne zanedbateľný význam. (Krishnan et al. 2004). 

V súbore proteínov plazmy sa zdá, že ich schopnosť adsorbovať k materiálu je u všetkých veľmi 

podobná. Líšia sa ale väzbovou afinitou k povrchu (Cedervall et al. 2007a). Všetky tieto proteíny sú schopné 

väzby k záporne aj kladne nabitém povrchu naočastice. Oba typy nanočastíc sú schopné vytvorť stabilné 

komplexy nanočastica-proteín. Správanie týchto komplexov je ďalej odlišné, bola pozorovaná najmä afinita 

k odlišným povrchovým štruktúram bunky a ich využitie (Fleischer a Payne 2012). 

Na interakciu nanočastíc s bunkami nemusia mať najsilnejší vplyv majoritne zastúpené molekuly či 

proteíny v štruktúre biokorony. Zdá sa, že hlavným determinujúcim faktorom bunkovej reakcie a čiastočne 

miery cytotoxicity sú  menej zastúpené proteíny s vyššou väzbovou afinitou k povrchu nanočastice a úzkou 

špecifitou k určitej bunkovej štruktúre – napríklad povrchovému receptoru (Pisani et al. 2017; Hühn et al. 

2013). 

 

5 Nanočastice  
Nanočastice môžu byť klasifikované na základe mnohých vlastností. Najčastejšie sa charakterizuje 

ich štruktúra, morfológia,  veľkosť a povrchová plocha a viaceré chemicko-fyzikálne vlastnosti popísané 
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v predošlých kapitolách. V súčasnosti existuje veľké množstvo nanočastíc z rôznych materiálov. NPs na báze 

uhlíka, kovové NPs, keramické, polymerické, nanočastice na báze lipidov a polovodičové nanočastice (Khan 

et al. 2017).  

V tejto práci budú popísané kovové zlaté nanočastice a keramické kremíkové nanočastice. V úvode 

bude stručný popis rôzne veľkých nanočastíc vyrobených zo spomínaných materiálov a pri konkrétnych 

bunkových interakciách sa zameriam na ultramalé nanočastice a nanočastice s priemerom do 20 nm. 

Ultramalé nanočastice sú poďľa rôznych zdrojov definové rozdielne. Niektorí autori označujú ako, ultramalé 

nanočastice, partikule s priemerom 2 –  3 nm (Zakhidov et al. 2015) či všeobecne menším ako 10 nm (Yu et 

al. 2017; Vendamani et al. 2015). V tejto práci je označenie ultramalé nanočastice použité pre partikule 

s priemerom do 10 nm a ich presná veľkosť je podľa dostupnosti vždy uvedená.  

 

6 Vstup nanočastíc do bunky 
Porovnávaním tvarovo a veľkostne odlišných nanočastíc majú najvyššiu pravdepodobnosť vstupu do 

bunky NPs sférického tvaru s priemerom 50 nm. Sú často využívané aj kvôli vysokej biokompatibilite 

testovanej na mnohých druhoch cicavčích tkanív, kedy aj pri vysokých koncentráciach životnosť buniek 

znižujú len v malej miere (Chithrani et al. 2006; Ha et al. 2014; Park et al. 2016). Vyššia pravdepodobnosť 

penetrácie cicavčieho tkaniva, rýchlejšia iniciácia internalizačného mechanizmu a efektívnejšia akumulácia 

takýchto nanočastíc boli dokázané v experimentoch in vivo, in vitro aj ex vivo. Dôležitým poznatkom je, že 

nanočastice s priemerom okolo 50 nm dokážu takto efektívne penetrovať tkanivo ako samostatné entity. Pri 

menších nanočasticiach (napr. 14 nm) bolo pozorované, že do bunky vstupujú až po vytvorení malého 

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

 

6.1 Mechanizmy vstupu materiálu do bunky 
Nanočastice sú schopné vstupovať do buniek rôznymi mechanizmami. Prvú skupinu tvoria 

energeticky závislé aktívne procesy endocytickej dráhy, medzi ktoré patria pinocytóza (makropinocytóza pre 

partikule väčšie ako 1 μm), receptorom sprostredkovaná klatrínová endocytóza pre partikule s priemerom 

približne 120 nm, receptorom sprostredkovaná kaveolínová endocytóza pre menšie partikule s priemerom 

približne 60 nm,  klatrín- a kaveolín-independentná endocytóza (napr. cez lipidické rafty)  a fagocytóza. 

Vstup je možný aj  procesmi bez spotreby energie, pri ktorých dochádza k špecifickej chemicko-fyzikálnej 

pasívnej interakcii nanočastíc s membránou bunky (difúzia, adhezívne interakcie). (Obr. č. 1). Neexistuje 

univerzálne pravidlo pre určenie mechanizmu vstupu do bunky, ale v rámci podobných typov nanočastíc sa 

dá aspoň predpokladať druh mechanizmu (Rivolta et al. 2012; Yameen et al. 2014).  
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            Obr. č. 1: Mechanizmy vstupu materiálu do bunky, prevzaté a upravené z (Rivolta et al. 2012) 

 

V nasledujúcej časti budu popísané hlavné mechanizmy vstupu materiálu do cicavčích buniek. 

Popisované su najmä morfologické zmeny bunky a prítomnosť typických štruktúr pre daný mechanizmus. 

 

6.1.1 Endocytóza 
Receptorom sprostredkovaná endocytóza je aktívny proces, pri ktorom dochádza k interakcii 

(difúzneho) receptoru na povrchu bunky s príslušným (statickým) ligandom na povrchu partikule.V prvom 

momente dochádza k adhezívnym interakciám partikula-bunka a až potom k priamemu kontaktu medzi 

receptorom a ligandom. Tento iniciuje invagináciu membrány a pohlcovanie partikule smerom intracelulárne 

(pučanie vačku) až pokým nepríde ku kontaktu s celým povrchom partikule a vytvorí sa vačok. Zároveň sa 

hustota receptorov v kontaktnej oblasti zvýši na úroveň hustoty ligandov v danej oblasti difúziou receptorov 

z blízkeho okolia tejto zóny. Tento proces je veľmi závislí na celkovej veľkosti častice a veľkosti jej povrchu 

(Gao et al. 2005). V cytoplazme bunky potom detekujeme vačky – endozómy s čiastočne či úplne 

inkorporovaným materiálom. Typicky sa tvorí skorý endozóm, neskorý endozóm a táto dráha nadväzuje na 

lyzozomálny kompartment (Cowan et al. 2017).  

 

6.1.2 Endocytóza klatrínovými vačkami 

Vzniknuté vačky môžu byť obalené klatrínom. Polygonálna klatrínová sieť sa nachádza pod 

cytoplazmatickou membránou a cez komplex adaptorových proteínov je schopná viazať sa k membráne. 

Jeden z modelov predpokladá, že rast klatrínových štruktúr začína v podobe planárnej štruktúry diskovitého 

tvaru tesne pod membránou. Tá rastie a  po dosiahnutí dostatočnej veľkosti sa začne ohýbať, vytvorí sa 
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kopulovitá štruktúra, ktorá sa postupne zakrivuje s ohýbaním membrány  až vznikne klatrínom obalený 

vačok (Bucher et al. 2018).  

 

6.1.3 Endocytóza kaveolínovými vačkami 

Morfologicky odlišné obalené vačky, ktoré sú hladké sú tvorené kaveolínom. Kaveolín je proteín 

exprimovaný v kaveolách, membránových doménach bohatých na sfingolipidy a cholesterol. Receptorom 

sprostredkovaná endocytóza, ktorá sa uskutočňuje časťou membrány s obsahom tejto domény sa vyznačuje 

prítomnsťou hladkých obalených kaveolínových endozómov, ktoré vznikajú invagináciou kaveol a ich veľmi 

dynamickým oddelením od membrány pomocou dynamínu (Le et al. 2002) 

 

6.1.4 Pinocytóza 
Pinocytóza je aktívny mechanizmus prijímu látok obsiahnutých v extracelulárnej tekutine do vnútra 

bunky, ktorý nie je mediovaný receptorom. Príjem väčšieho objemu materiálu sa deje makropinocytózou. 

Ohybom membrány smerom extracelulárne dochádza k postupnému pohlcovaniu materiálu a vytvoreniu 

vačku, ktorý sa oddeľuje a pohybuje sa smerom do cytoplazmy. V cytoplazme sú potom detekované veľké 

vakuoly s inkorporovaným materiálom, tzv. makropinozómy s priemerom väčším ako 0,5 μm.  Menší objem 

materiálu je prijímaný do bunky mikropinocytózou.  Lokálnou invagináciou membrány (smerom 

intracelulárne) je materiál internalizovaný do malého vačku s priemerom menším ako 0,2 μm. Morfologicky 

sa mikropinocytóza prejavuje aj ako úzky pás zložený z drobných bodiek začínajúci na membráne smerujúci 

centripetálne (Anzinger et al. 2010; Michael Danielsen a Hansen 2016). Mechanizmus vytvárania 

pinocytárnych vačkov je aktín-dependentný a preto vyžaduje prítomný a funkčný aktínový aparát v bunke 

(Canton et al. 2016).   

 

6.1.5 Fagocytóza 
Fagocytóza je špecifický mechanizmus pohlcovania materiálu z prostredia, ktorý je typický re bunky 

imunitného systému, najmä makrofágy (Zhang et al. 2017). Proces fagocytózy je vždy mediovaný 

receptorom a prebieha v dvoch štádiách. Najprv dochádza k adhézii a kontaktu fagocytovaného materiálu s 

membránou, ktorý trvá pár sekúnd,  ale proces pohlcovania počas tejto periódy nie je iniciovaný. Dochádza 

k väzbe ligandu partikule k povrchovém receptoru fagocytu. Následne je pohlcovanie iniciované ohybom a 

rozširovaním membrány okolo partikule a spočiatku je  len veľmi pomalé, ďalej rastie v čase a nasleduje 

rapídna fáza pohlcovania. Rozširovanie membrány okolo partikule prebieha buď smerom extracelulárne 

(extrúzia membrány) alebo intracelulárne (invaginácia membrány) ako je to pri endocytóze, závisí to na 

druhu povrchového receptoru, ktorý fagocytózu sprostredkováva.  Fagocytóza je závislá aj na celkovej 

distribúcii povrchových receptorov, ktorých denzita sa v priebehu procesu samotného pohlcovania v oblasti 

kontaktného miesta vyrovnáva denzite ligandov na povrchu pohlcovanej partikule. Mechanizmus pohybu 

receptorov do tejto oblasti je nejasný, uvažuje sa nad voľnou difúziou, aktívnym transportom ale aj 

kombináciou oboch (Richards a Endres 2014). Po dokončení procesu pohlcovania sa vytvorí cytosolický 

vačok s pohlteným materiálom – fagozóm. Fagozóm sa aktívne pohybuje majoritne centripetálne,  s malými 
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prerušeniami a pohybom smerom k periférii bunky. Na týchto procesoch sa zúčastňujú aktínové filamenta, 

mikrotubuly aj molekulárne motory (Keller et al. 2017). Tiež môžu byť pozorované menšie vačky smerujúce 

k jadru, kde splývajú v jeden veľký fagozóm (Orlando et al. 2014). 

 

6.1.6 Priamy vstup do buniek 

Pri sledovaní mechanizmu vstupu častíc do bunky sa využíva poznatok, že pokiaľ počas celej doby 

transportu častice z extracelulárneho priestoru do vnútra bunky nie je táto častica ani po krátky čas 

membránovo viazaná, indikuje to neendocytický mechanizmus jej vstupu do bunky. Tiež sa používajú rôzne 

molekuly pre zablokovanie fagocytózy a endocytózy na membráne bunky. V prípade, že nanočastice sú aj 

napriek tomu detekované v cytoplazme bunky, na procese internalizácie sa nepodieľa aktínový cytoskelet 

(alebo ho príslušná bunka vôbec nemá) , NPs nie sú vôbec viazané k membráne a nie sú detekované žiadne 

cytosolické vačky s obsahom NPs, autori vyjadrujú predpoklad, že by sa tieto NPs mohli dostať do bunky 

špecifickými adhezívnymi interakciami, difúziou napr. cez póry . Je veľmi zaujímavé, že Geiser et al 

predpokladajú takýto mechanizmus vstupu do vnútra makrofágov a erytrocytov  pre pomerne veľké AuNPs 

(25 nm)  a TiO2NPs (100 nm, 200 nm). Ukázalo sa, že voľný vstup NPs do buniek dovoľuje častiaciam 

pomerne voľný presun v rámci kompartmentov daného tkaniva, respektíve orgánu, ktoré sú dobre 

detekovateľné (Geiser et al. 2005). 

Interakcia nanočastíc s rôznym typom cicavčích buniek bude zameraná na popis ich primárnej 

interakcie s membránou bunky, internalizačný proces a ich dôsledky na morfológiu, metabolizmus a génovú 

expresiu. Molekulárne zloženie biokorn príslušných nanočastíc nebude opisované nakoľko takéto štúdie 

dostupné nie sú, ale vychádza sa z predpokladov popísaných v prvej časti tejto práce, a teda že zloženie 

bikorony je závislé na prostredí, v ktorom sa nanočastica nachádza (konkrétny bunkový kompartment, typ 

bunky, tkaniva, organizmu). 

 

7 Zlaté nanočastice 

7.1 Kontakt zlatých nanočastíc s cicavčím organizmom 
Nanočastice vyrobené zo zlata sú schopné interakcie s cicavčím organizmom na úrovni jednotlivých 

buniek, tkanív a  orgánov. In vivo štúdiami bolo dokázané, že dokážu prestupovať rôzne orgány a tkanivá, 

napríklad pečeň, pľúca, slezinu, krv, srdce, obličky, tenké črevo, mozog, kosti, svaly, pohlavné orgány, 

a interagovať s nimi na bunkovej úrovni (Morais et al. 2012).  

V in vitro podmienkach interagujú a vstupujú ultramalé alebo väčšie zlaté nanočastice do rôznych 

bunkových typov ako sú zdravé či nádorové epitelové bunky, fibroblasty, makrofágy, monocyty, bunky 

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

 

7.2 Cytotoxita  
Vo všeobecnosti nie sú najmä sférické zlaté nanočastice samy považované za cytotoxické 

a nepreukázal sa ich škodlivý účinok na bunkové funkcie ani po ich interanlizácii do vnútra bunky (Chithrani 
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et al. 2006) a pri ultramalých nanočasticiach  do jadra. Nanočastice sú pri použitých koncentráciách 

a vhodných inkubačných časoch považované za biokompatibilné, ak nie sú pozorované nadmerné známky 

poškodenia či stresu bunky – nedochádza k viditeľnej zmene morfológie bunky, jadrový obal ostáva 

intaktný, aktivita mitochondrií ostáva zachovaná a  v tkanive nie sú viditeľné apoptotické telieska (Gu et al. 

2009). Zlaté nanočastice samy o sebe nemusia byť toxické, ale v závislosti na metóde výroby môžu niektoré 

ich prekurzory spôsobovať pri vyšších koncentráciách cytotoxicitu (Connor et al. 2005). 

Množstvo nanočastíc nutných pre navodenie cytotoxického efektu a  miera poškodenia buniek 

nanočasticami vyrobenými  z rovnakého materiálu závisí na veľkosti nanočastíc, dobe inkubácie s bunkami, 

konkrétnej povrchovej modifikácii,  tvare, aktuálnej koncentrácii NPs a konkrétnom druhu cicavčieho 

tkaniva s ktorým interagujú. Špecifické kombinácie spomínaných charakteristík sú schopné veľmi výrazne 

ovplyvniť celkovú mieru cytotoxicity zlatých nanočastíc a viabilitu buniek (Bhamidipati a Fabris 2017; 

Chueh et al. 2014). 

 

7.2.1 Cytotoxicita malých nanočastíc 

Súvislosť veľkosti nanočastíc s ich mierou cytotoxicity bola pozorovaná na ultramalých (3 nm), 

malých (10 nm) aj veľkých (25 nm, 50 nm)  zlatých nanočasticiach s klesajúcim trendom. Ultramalé AuNPs  

preukázali vysokú cytotoxicitu na nádorové epiteliálne bunky HeLa. Po hodine inkubácie dokázali 

penetrovať až do jadra, po 12 hod. boli disruptované a nevratne poškodené jadrové membrány u väčšiny 

buniek. Po 24 hod. boli viditeľné poškodenia na cytoplazmatických membránach všetkých buniek a väčšina 

oboch druhov membrán bola poškodená nevratne.  Rovnaké procesy poškodenia membrán vykazovali aj 

bunky po inkubácii s chemicky rovnakými nanočasticami, ale s priemerom 10 nm. V tomto prípade však 

prebiehali procesy poškodenia pomalšie. Prekvapivo sa po 12 hod. dostali do jadra v malom počte aj AuNPs 

s priemerom 25 nm a 50 nm. Ukázalo sa však, že to je kvoli čiastočnému poškodeniu jadrovej  membrány 

indukovanému z cytoplazmatickej strany po prieniku týchto nanočastíc do vnútra bunky. Toxicita väčších 

nanočastíc však bola aj podľa miery poškodenia morfológie a zníženia metabolickej aktivity buniek oveľa 

nižšia než to bolo v prípade ultramalých nanočastíc. Malé nanočastice (3 nm, 10 nm) vstupovali do jadra bez 

akejkoľvek regulácie (difúziou), väčšie nanočastice sú limitované veľkostnou exkluzivitou komplexu 

jadrového póru a ich prítomnosť je spojovaná výhradne s cytotoxickým efektom nanočastíc na bunku a to na 

integritu jadrovej membrány (Boyoglu et al. 2013). 

Aj ďalšie štúdie uvádzajú cytotoxický efekt ultramalých zlatých nanočastíc (s priemerom do 1,8 nm) 

oproti chemicky rovnakým nanočasticiam s priemerom 15 nm, ktoré nevykazovali žiadny cytotoxický 

účinok  (Pan et al. 2007).  

 

7.2.2 Cytotoxicita zlatých nanočastíc vedie k apoptóze aj nekróze 

Cytotoxický efekt niektorých AuNPs sa v závislosti na druhu tkaniva, s ktorým interaguje prejavuje 

rôzne.  V ľudských epiteliálnych bunkách mozgu (glioblastom) indukovali AuNPs hviezdicového tvaru 

apoptotickú dráhu bunkovej smrti – pozorovaná bola kondenzácia periferného chromatínu v jadre, formácia 

vakuol, zmena morfológie membrány, prítomnosť a aktivita proapoptotických enzýmov (kaspáza-3, proteín-

like kaspáza 7) a apoptotické teliska. Rovnaké častice, ale vo fibroblastoch spôsobili poškodenie bunkovej 
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membrány a mitochondrií čo viedlo k nekróze bunky. V týchto bunkách nebola detekovaná aktivita vyššie 

spomínaných proapoptotických enzýmov (Bhamidipati a Fabris 2017). 

 

7.3 Mechanizmu vstupu zlatých nanočastíc do bunky 

Huang et al v roku 2012 ako prví dokázali a popísali, že aj príjem ultramalých nanočastíc do bunky 

závisí na ich veľkosti. Inkubovali sférické zlaté nanočastice s priemerom 2 nm, 6 nm a 15 nm s ľudskou 

bunkovou líniou adenokarcinómu pŕs (MCF-7). Po 24 hodinách jasne stanovili, že vo všetkých bunkách je 

najviac zastúpených AuNPs s priemerom 2 nm a najmenej je tu 15 nm. Pomocou transmisnej elektrónovej 

mikroskopie  dokázali prítomnosť zlatých nanočastíc s priemerom 2 nm a 6 nm nielen v cytoplazme, ale aj 

v jadre buniek. Pokus opakovali aj v podmienkach in vivo intravenóznym podaním nanočastíc do tela myši 

s nádorom. Pozorovali rovnaký trend v zastúpení AuNPs  s príslušnou veľkosťou ako v podmienkach ex vivo 

a tiež distribúciu ultramalých nanočastíc vo viacerých orgánoch ako pri väčších časticiach . Keďže sa v jadre 

nenachádzali žiadne nanočastice s priemerom 15 nm, na základe poznatku o priepustnosti jadrového póru pre 

látky s priemerom maximálne 9 – 12 nm (Keminer a Peters 1999), autori článku predpokladajú transport 

ultramalých nanočastíc do jadra pasívnou difúziou cez komplex jadrového póru a tiež internalizáciu 

ultramalých AuNPs do bunky voľnou difúziou rovnako ako pri malých molekulách. Mikroskopickou 

diagnostikou histologických rezov orgánov, v ktorých boli po intravenóznom podaní AuNPs lokalizované 

(srdce, pľúca, obličky, pečeň, slezina), nedetekovali žiadne mikroskopické zmeny v týchto tkanivách 

a použité nanočastice boli vyhodnotené ako biokompatibilné (Huang et al. 2012). Nie len príjem NPs do 

bunky, ale aj do jadra je jasne závislý na veľkosti nanočastice. Táto závislosť sa neprejavuje iba v schopnosti 

voľného prechodu nanočastíc jadrovým pórom, ale aj v ich koncentrácii po dlhodobej inkubácii. Vo 

všeobecnosti dochádza predlžovaním inkubačnej doby nanočastíc s bunkami k zvýšeniu ich koncentrácie 

v bunke, prípadne aj v jadre. Zlaté nanočastice s priemerom 2 nm a 6 nm schopné vstupu do jadra zvýšili 

svoju koncentráciu v jadre aj cytoplazme pri dlhodobej kultivácii, ale celkový počet AuNPs s priemerom 2 

nm bol až štyrikrát vyšší ako počet AuNPs s priemerom 6 nm. Schopnosť penetrácie je tak výrazne 

determinovaná veľkosťou nanočastice (Huo et al. 2014). 

Pri skúmaní cytotoxicity nanočastíc sa nesleduje len viabilita buniek, ale aj metabolické zmeny, 

prípadne zmeny na úrovni expresie génov, ktoré prežívanie bunky priamo ovplyvňujú. Po inkubácii zlatých 

nanočastíc s ľudskými hepatocytmi a ich internalizácii AuNPS ovplyvnili expresiu génov antioxidačných 

látok, proaptotických enzýmov a génov podieľajúcich sa prevažne na metabolizme fosfolipidov a liečiv. 

Bolo pozorované niekoľkonásobné zvýšenie produkcie reaktívnych foriem kyslíku (ROS) a dusíku (RNS). 

Zmeny viedli k zníženiu aktivity transportných systémov na membráne bunky a  zníženiu viability 

hepatocytov (Choi et al. 2017). Pri testovaní cytotoxicity  AuNPs s priemerom 3,5 nm po dlhodobej 

inkubácii (24 hodín) s makrofágmi sa prekvapivo preukázal  antioxidačný účinok zlatých nanočastíc. 

Molekulárny mechanizmus však odhalený nebol. Shukla et al detekovali pokles koncentrácie oxidu dusného  

a ROS. Tieto AuNPs neindukovali ani syntézu typických prozápalových cytokínov TNF-α  a IL1-β. 

Internalizácia AuNPs do vnútra bunky prebiehala ako aktívny proces a na membráne bunky boli detekované 

naviazané AuNPs. To nasvedčuje endocytickému mechanizmu transportu. Ten bol potvrdený prítomnosťou 

AuNPs v lyzozómoch, ktoré boli na základe fotiek z transmisného elektronového mikrosopu lokalizované 
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perinukleárne. V jadre bunky žiadne AuNPs detekované neboli a jadrová membrána ostala intaktná. 

Vzhľadom na veľkosť použitých NPs sa najpravdepodobnejším endocytickým mechanizmom vstupu 

nanočastíc zdá pinocytóza (Shukla et al. 2005).  

Podobné rysy boli pozorované aj pri vstupe AuNPs do pľúcnych fibroblastov a  hepatocytov. 

Prvotné zastavenie častíc na povrchu membrány signalizuje endocytický mechanizmus vstupu do bunky. Po 

ich internalizácii z membrány  boli v bunke lokalizované ako samostatné častice v cytoplazme či obalené 

cytosolickým vačkom, prípadne tvorili zhluky v lyzozóme. Vačky na fotografiách smerovali smerom k jadru 

a lyzozómy s agregátmi sa vyskytovali hlavne v okolí jeho periférie. Pri zohľadnení veľkosti týchto 

nanočastíc a použitím špecifických inhibítorov jednotlivých mechanizmov bolo dokázané, že vstup AuNPs 

s priemerom 20 nm je v oboch typoch tkanív realizovaný klatrínom- mediovanou endocytózou (Ng et al. 

2015). 

Za použitia metódy nukleárnej magnetickej rezonancie bolo preukázané, že AuNPs s priemerom 

približne 16,7 nm a povrchovou modifikáciou citrátom sodným vstupujú do dvoch línií buniek glioblastomu 

fagocytózou. Ich intracelulárna distribúcia bola veľmi podobná v oboch líniách a nachádzli sa výhradne 

v cytoplazme bunky. Odpoveď bunky na prítomnosť týchto NPs sa prejavila zväčšením relatívnej 

intracelulárnej hmotnosti a objemu bunky ( tzv. cellular swelling). Predpokladá sa, že aktívnym vstupom 

nanočastíc do bunky došlo k zvýšeniu stresu, ktorý mohol zapríčiniť zmenu objemu bunky (Orlando et al. 

2014). Zväčšenie jednotlivých bunkových kompartmentov bolo pozorované aj pri endocytickom vstupe 

zlatých nanočastíc s priemerom 10 nm  do buniek  obličkového tkaniva. Ovplyvnená bola celá endocytická 

dráha. Po internalizácii do bunky boli detekované abnormálne zväčšené endozómy,  došlo k poškodeniu až 

zablokovaniu degradačnej aktivity fagozómov v dôsledku čoho sa akumulovali v cytoplazme bunky. 

Degradačná kapacita lyzozómov bola rapídne znížená alkalizáciou miestneho prostredia a lyzozómy v bunke 

boli zväčšené. Alkalizácia lyzozómov je pravdepodobne spojená s disociáciou dôležitého štrukúrneho 

proteínu lyzozomálnej ATP-ázovej pumpy (Ma et al. 2011). 

Dôležitosť biomolekulárnej korony v poskytovaní novej identity nanočasticiam a jej vplyv na 

interakciu s bunkami sú teoreticky opísané v prvej časti tejto práce. Po inkubácii nanočastíc s bunkami 

v prítomnosti séra a špecifickou povrchovou modifikáciou plazmatickými proteínmi sú tieto poznatky aj 

experimentálne dokázané. Po inkubácii zlatých nanočastíc s priemerom 14 nm s HeLa bunkami v prosterdí 

plazmy došlo k okamžitej nešpecifickej  adsorbcii proteínov k povrchu nanočastice a sformovaniu biokoron, 

ktoré mediovali vstup nanočastíc do bunky. Došlo k výraznému vzrastu počtu internalizácii NPs do buniek 

v porovnaní s rovnakými nanočasticami povrchovo modifikovanými len jedným plazmatickým proteínom – 

transferínom, prípadne citrátom. Tieto nanočastice vstupovali do bunky receptorom sprostredkovanou 

endocytózou.  Rozmanitosť proteínov plazmy, ktoré tvoria biokoronu dovoľujú nanočastici využívať viaceré 

druhy bunkových receptorov a tak vstupovať do bunky mnohými cestami endocytózy, čo sa prejaví 

intenzívnejšou internalizáciou častíc (Chithrani et al. 2006). Táto práca uvádza rozmer nasyntetizovanej 

nanočastice a dokonca potvrdzuje vznik biokorony po styku s biologickým prostredím. Rozmer nanočastice  

v okamihu interakcie s bunkou v tomto prípade však nie je totožný s veľkosťou NP po jej výrobe. Ako sa 

spomína v prvej časti tejto práce, po vytvorení biomolekulárnej korony priemer nanočastice vzrastá, ale 

väčšina prác veľkosť nanočastice po styku s proteínmi neuvádza a často ani neskúma. Pri popise biologickej 

interakcie nanočastíc je to ale chýbajúci dôležitý údaj. 
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7.4 Prekonávanie tkanivových bariér 
Ultramalé AuNPs s priemerom do 6 nm sú schopné prekonávať rôzne bariérové štruktúry – AuNPs 

s priemerom 1,3 nm samovoľne prestupujú hemato-encefalickú bariéru (Sela et al. 2015), s priemerom 1 – 6 

nm ochrannú lipidovú vrstvu kože startum corneum (Gupta a Rai 2016) a s primerom 6 nm aj hemato-

testikulárnu bariéru (Yang et al. 2017). 

Zlaté nanočastice s priemerom približne 1,3 nm po intravenóznom podaní penetrovali 

hematoencefalickú bariéru a boli detekované v rôznych oblastiach mozgu. Aj keď presný mechanizmus 

transportu cez túto bariéru nebol dokázaný, po použití špecifických blokátorov sodných, draselných 

a vápnikových iónových kanálov prišlo k poklesu AuNPs detekovaných v mozgu až takmer o 50%. Autori 

tejto štúdie preto predpokladajú, že použité AuNPs môžu penetrovať hematoencefalickú bariéru aj voľným 

prechodom cez tieto iónové kanály, ktorých priemer by prechod takto veľkej častice teoreticky dovoľoval. 

Potvrdili však, že iónové kanály sú schopné priamo či nepriamo regulovať prechod ultramalých AuNPs cez 

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

 

 

8 Kremíkové nanočastice 

8.1 Kontakt kremíkových nanočastíc s cicavčím organizmom 
Pri intravenóznom podaní je biodistribúcia kremíkových nanočastíc takmer neobmedzená a 

nanočastice boli detekované v mnohých orgánoch – v slezine, pečeni, obličkách, pľúcach, mozgu, srdci (Yu 

et al. 2013b) koži, žalúdku, črevách, krvi (Kumar et al. 2010).  S týmito orgánmi SiNPs interagujú na 

bunkovej úrovni, konkrétne bunkové interakcie budú popísané ďalej.  

 

8.2 Cytotoxita 

Okrem odlišných chemicko-fyzikálnych vlastností  vykazujú pri kontakte s bunkami predovšetkým 

ultramalé nanočastice vyššiu mobilitu, väčšiu schopnosť penetrácie a prechodom cez membránu nespôsobujú 

mikroskopicky pozorovateľné morfologické zmeny (Gupta a Rai 2016).  Bola u nich ale preukázaná vyššia 

miera cytotoxicity. Napierska et al pozorovali cytotoxický účinok SiNPs na ľudské endotelové bunky. 

Potvrdili tak vplyv veľkosti častíc a koncentrácie  na bunkovú viabilitu. Nanočastice s malým priemerom (14 

nm – 16 nm) spôsobovali nekrózu buniek už po pár hodinách, s rastom priemeru nanočastíc klesala ich miera 

cytotoxicity pričom nanočastice s priemerom približne 100 nm vykazovali len zanedbateľnú  mieru 

cytotoxicity (Napierska et al. 2009).  Všeobecne sú kremíkové nanočastice väčšie ako 50 nm považované za 

biokompatibilné, ak spôsobujú cytotoxicitu, tak len v minimálnej miere (Park et al. 2016). Tieto závery sa 

však nedajú považovať za všeobecne platné. Niektoré experimenty dokazujú, že  po vstupe ultramalých 

kremíkových nanočastíc do cytoplazmy a jadra buniek je ich vplyv na viabilitu buniek minimálny a použité 

nanočastice boli vyhodnotené ako biokompatibilné (Yu et al. 2014).  
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Cytotoxický účinok SiNPs bol preukázaný na zdravých aj nádorových líniách buniek. Vo 

všeobecnosti je cytotoxicita SiNPs závislá okrem spomínanej veľkosti a koncentrácii nanočastíc v prostredí 

aj na dobe ich pôsobenia, type tkaniva a dokonca konkrétnej bunkovej línii. Miera cytotoxicity je výsledkom 

vzájomného pôsobenia mnohých faktorov, ktoré v danom momente akýmkoľvek spôsobom zasahujú do 

interakcie nanočastíc s biologickým materiálom (Kim et al. 2015).  

 

8.2.1 Cytotoxicita kremíkových nanočastíc vedie k apoptóze aj nekróze 
Cytotoxicita kremíkových nanočastíc závisí na type bunky a jej prejav sa líši aj medzi jednotlivými 

bunkovými líniami. V prípade ľudských fibroblastov SiNPs s priemerom 5 nm – 15 nm ovplyvňovali ich 

viabilitu len minimálne a tieto nanočastice boli vyhodnotené ako biokompatibilné. Ich cytotoxický účinok 

bol preukázaný na dvoch bunkových líniach glioblastomu a v každej línii sa prejav cytotoxicity líšil. 

V bunkovej línii LBC3 došlo po inkubácii s SiNPs k indukcii apoptózy aj nekrózy zatiaľ čo v línii LN-18 

nanočastice indukovali výhradne nekrózu. Morfologické zmeny v LBC3 bunkách sa týkali najmä zmien 

mitochondrií. Došlo k zväčšeniu ich objemu, deformácii membrán a úplnemu pretrhnutiu mitochondriálnych 

kríst. Pokles mitochondriálneho membránového potenciálu, zvýšenie aktivity kaspázy-9 a expresie 

proapoptotických génov spojených s mitochondriálnou dráhou apoptózy naznačujú práve tento druh 

programovanej bunkovej smrti. SiNPs boli lokalizované voľne v cytoplazme alebo naviazané 

k intracelulárnym membránam a v cytoplazme sa formovali vo zvýšenej miere kyslé vakuoly. V bunke bol 

detekovaný markerový proteín autofágie a zvýšená koncentrácia génového produktu, ktorá iniciuje proces 

autofágie (KrĊtowski et al. 2017).  O rok neskôr rovnaký tým vedcov potvrdil výsledky predchádzajúceej 

štúdie na línii glioblastomových buniek LN229. Detekované boli veľmi podobné zmeny morfológie 

mitochondrií, metabolické odchýlky a zmeny génovej expresie. V LN229 bunkách indukovali SiNPs aj 

zvýšenie stresu endoplazmatického retikula, syntézy reaktívnych foriem kyslíku a expresie prozápalových 

mediátorov a  zníženie intracelulárnej koncentrácie ATP (Kusaczuk et al. 2018).  

Kremíkové nanočastice sú schopné indukovať autofágiu, nekrózu aj apoptózu vedúce k smrti bunky. 

Indukcia rovnakých procesov v cicavčích bunkách bola pozorovaná aj u SiNPs s priemerom väčším ako 20 

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

 

8.3 Mechanizmu vstupu kremíkových nanočastíc do bunky 
Kremíkové nanočastice môžu do bunky vstupovať rôznymi mechanizmami – pasívne , klatrínom-

mediovanou endocytózou, makropinocytózou, fagocytózou (Herd et al. 2013).  Pri receptorom mediovanej 

endocytóze bolo pozorované, že dokážu využívať rôzne povrchové receptory, ako CD 44 receptory (Yu et al. 

2013a), receptory pre albumín, scavenger receptory. Po endocytóze môžu byť SiNPs lokalizované 

v lyzozómoch (Sun et al. 2017), môžu byť súčasťou rôznych vačkov alebo sa nachádzať voľne v cytoplazme 

bunky (Park et al. 2016). 

Pri určovaní konkrétneho mechanizmu primárnej interakcie a vstupu nanočastíc do bunky sa okrem 

sledovania typických morfologických zmien používajú aj zmena teploty inkubácie a špecifické inhibítory 

jednotlivých mechanizmov. V prvom kroku, pri stanovení energetiky  mechanizmu, sa kvantitatívne 

porovnáva vstup nanočastíc do bunky pri inkubačnej teplote  nanočastíc s bunkami 37  °C a 4  °C.  Ak je 
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proces vstpu do bunky energeticky závislý (endocytóza a pod.), počet internalizácií je výrazne vyšší pri 

inkubácii pri 37  °C a pri teplote 4  °C prebieha len minimálne alebo vôbec. Využitím  pasívnych procesov je 

to presne naopak. Ak je určitá časť procesov vstupu energeticky závislá, použitím špecifických inhibítorov 

jednotlivých mechanizmov a sledovaním počtu internalizácií za ich použitia sa dá veľmi presne izolovať 

hlavný mechanizmus, ktorý bunky pri príjme nanočastíc využívajú (Herd et al. 2013). Bunka môže využívať 

energeticky závislé aj nezávislé mechanizmy súčasne a to sa potom prejaví aj v relatívnom pomere 

internalizácii pri daných teplotách (Zhu et al. 2013). 

Z experimentov vyplýva, že aktívnymi procesmi sú internalizované najmä veľké kremíkové 

nanočastice a s poklesom ich priemeru sú tieto energeticky závislé procesy doplnené aj pasívnymi. Ako sa 

zdá, energeticky nezávislé procesy nevyužívajú bunky len pre internalizáciu ultramalých kremíkových 

nanočastíc. Na HeLa bunkách bolo pozorované, že pasívnym spôsobom sa do bunky pravdepodobne môžu 

dostávať aj SiNPs s priemerom až 55 nm. Presný molekulárny mechanizmus však odhalený nebol (Zhu et al. 

2013).  

Pre cielený transport sú v súčasnosti využívané tzv. Cornell dots (C dots) vyvinuté profesorom 

Wiesnerom. Tieto ultramalé kremíkové nanočastice sú modifikované naviazaním špecifikej molekuly na svoj 

povrch, ktorá slúži ako ligand povrchového receptoru buniek určitého tkaniva. C dots s priemerom 7 nm so 

špecifickou povrchovou modifikáciou  polyetylénglykolom a krátkym peptidovým ligandom pre integríny sú 

schopné vďaka tejto modifikácii viazať v prostredí extracelulárnej matrix molekuly integrínov, cez ktoré sa 

potom nanočastica viaže využitím integrínového receptoru k endotelovým bunkám a bunkám melanomu. Ak 

boli C dots s priemerom 6 nm modifikované peptidovým analógom  hormónu αMSH (alpha-melanocyte 

stimulating hormone), ktorý sa viaže na viaceré povrchové receptory týchto buniek, do melanocytov 

vstupovali cez  melanokortínový receptor 1 (MC-1R). V obidvoch prípadoch je majoritne využívaným 

mechanizmom vstupu do bunky endocytóza mediovaná príslušným receptorom. Nanočastice boli 

lokalizované v endozomálnych vačkoch s klesajúcim pH, hlavne v neskorých endozómoch a lyzozómoch. 

V prvom prípade boli pomocou použitia vhodného markeru  niektoré endozomálne vačky s obsahom 

nanočastíc označené ako makropinozómy, čo dokazuje, že bunky využili pre internalizáciu SiNPs aj 

makropinocytózu. Spolu s nanočasticou sa do bunky dostávali aj molekuly integrínu, ktoré spúšťajú 

príslušné signálne dráhy.  Vstupom nanočastíc s integrínmi do bunky došlo  v nadmernej miere k aktivácii 

kľúčovej tyrozínkinázy FAK (focal adhesion kinase). V dôsledku toho sa zvýšila expresia enzýmov 

príslušných dráh, čo sa prejavilo v intenzívnejšej migrácii a vyššej populácii buniek v S fáze bunkového 

cyklu a tak zvýšeniu proliferácie (Benezra et al. 2015).  

Vplyv  C dots modifikovaných analógom αMSH  sa prejavil až v podmienkach aminokyselinovej deprivácie. 

Pozorované boli morfologické zmeny typické pre nekrózu. Bunky zväčšili svoj objem (tzv. swelling) 

a následne došlo k prerušeniu integrity plazmatických membrán, vyliatiu ich obsahu do okolitého tkaniva 

abunkovej smrti. Nanočastice mali vplyv aj na metabolizmus. V bunkách boli detekované nadmerne 

oxidované formy lipidov, ktoré nie sú charakteristické pre nekrózu. Pozorovaný typ nekrózy sa vo forme 

vlny šíril do ostatných buniek. Bunky sú pravdepodobne schopné atypickej komunikácie pomocou signálu 

indukujúceho špecifický typ bunkovej smrti. Signalizačnú funkciu môžu mať práve oxidované formy lipidov 

(Kim et al. 2016).   
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Za rovnakých podmienok boli SiNPs s priemerom 10 nm, 12 nm a 20 nm vo vyššej miere 

endocytované do makrofágov, pre ktoré je vychytávanie častíc z prostredia prirodzené  v porovnaní 

s bunkami pľúcneho epitelu s pôvodne bariérovou funkciou. Predpokladá sa, že funkčné vlastnosti 

jednotlivých bunkových typov odrážajú mieru internalizácie kremíkových nanočastíc do týchto buniek. 

Bunkové funkcie výrazne ovplyvnili práve SiNPs s priemerom 12 nm. Tieto nanočastice výrazne znížli 

koncentráciu intracelulárneho ATP,  zvýšili exkréciu LDH (laktát-dehydrogenáza) a zápalových mediátorov 

u oboch typov buniek. Výrazne senzitívnejšie boli k pôsobeniu týchto nanočastíc makrofágy, u ktorých došlo 

k zníženiu proliferácie. Nanočastice s priemerom 10 nm a 20 nm na proliferáciu buniek žiadny vplyv nemali 

a ostatné spomínané funkcie ovplyvnili menej výrazne. Kremíkové nanočastice ovplyvnili aj ďalšie bunkové 

funkcie v závislosti na type bunky. U epitelových buniek bol ovlpyvnený metabolizmus lipidov, štruktúra 

malých molekúl, molekulárny transport a signalizácia. Zmeny morfológie bunky, signalizácie a bunkových 

interakcií vyvolalili nanočastice u makrofágov (Breznan et al. 2017).  

 

8.4 Prekonávanie tkanivových bariér 

Podobne ako zlaté nanočastice aj nanočastice z kremíku boli detekované v orgánoch a bunkách, 

ktorým predchádzalo nevyhnutné prekonanie tkanivových bariér. Pozorovaný bol prechod cez  hemato-

encefalickú bariéru v podmienkach in vitro aj in vivo. Na štruktúre hemato-encefalickej bariéry sa podieľajú 

tiež epitelové bunky s interepitelovými otvormi a tesnými spojmi medzi susednými bunkami so šírkou menej 

ako 18 nm a 8 nm.  Penetrácie sú schopné aj veľké nanočastice s primerom až do 100 nm, čo jasne vylučuje 

pasívny mechanizmus penetrácie. Efektívnosť vstupu nanočastíc však väčšinou  klesá s rastom ich priemeru 

(Liu et al. 2014; Mo et al. 2016).    Modifikáciou SiNPs laktoferínom môžu vstupovať SiNP nanočastice 

s priemerom 25 nm endocytózou mediovovanou laktoferínovým receptorom, ktorý sa nachádza na povrchu 

týchto epitelových buniek (Song et al. 2017). 

 Kremíkové nanočastice penetrovali aj semenníky a nachádzali sa vo vnútri spermatogénnych buniek 

čo je dôkazom o prekonaní hemato-testikulárnej bariéry (Ren et al. 2016).  

Vo veľmi malej miere SiNPs  spriemerom 50 nm prekonali aj tkanivovú bariéru čreva, ktorej 

základom je epitel (Ye et al. 2017).  

Je zaujímavé, že prechod cez tkanivové bariéry je v prípade kremíkových nanočastíc opisovaný 

v súvislosti s nanočasticami s priemerom väčším ako majú typické ultramalé nanočastice. V prípade zlatých 

nanočastíc, ako je popísané skôr v tejto práci, častejšie prekonávajú bariéry práve ultramalé častice. 

 

9 Záver 
 Zlaté a kremíkové ultramalé nanočastice sú schopné interagovať s rôznymi bunkami. Reakcia 

buniek na prítomnosť nanočastice je závislá na  type a dokonca aj konkrétnej línii buniek. K štúdiu sú 

používané rôzne skupiny buniek a vedci sa snažia nájsť závislosť medzi bunkovým typom a jeho odpoveďou 

na prítomnosť ultramalých nanočastíc.  

Ultramalé nanočastice interagujú s cicavčími bunkami inak ako nanočastice väčších rozmerov. 

Výrazné rozdiely sú viditeľné najmä na procesoch vstupu do bunky a bunkových kompartmentov, kedy 
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využívajú rozdielne internalizačné mechanizmy, ktoré v mnohých prípadoch nie sú objasnené na 

molekulárnej úrovni a jasne definované. Ich unikátne charakteristiky, ako vyššia mobilita a väčšia schopnosť 

penetrácie vychádzajúce z chemicko-fyzikálnych vlastností sú často spájané s možnou cytotoxicitou. 

Doterajšie experimenty však jasne nepotvrdzujú výraznú cytotoxicitu ultramalých nanočastíc. 

Kontakt s bunkou prebieha ako interakcia bunky s  komplexom nanočastica-biokorona. Pretože po 

vstupe nanočastíc do biologického prostredia adsorbujú molekuly z tohto prostredia na povrch nanočastice 

tak, aby pokryli čo najväčšiu plochu, priamych kontaktov medzi nanočasticou a bunkou je len zanedbateľné 

množstvo. Biokorona má dôležitú úlohu vo všetkých stupňoch interakcie so živým organizmom, ale aj 

napriek tomu ju väčšina prác neskúma a jej vplyv na tieto deje zanedbáva. Pri štúdiu biologickej interakcie 

by malo byť kľúčové, že táto interakcia prebieha s komplexom nanočastica-biokorona a experimenty by mali 

byť zostavené tak, aby popri charakterizácii nanočastice detailnejšie popisovali aj molekulárnu štruktúru jej 

biomolekulárnej korony. 

V tejto práci som sa snažila zhrnúť aktuálne poznatky o interakcii ultramalých a malých zlatých 

a kremíkových nanočastíc s cicavčími bunkami. Aj keď je dnes výskum biologickej interakcie nanočastíc 

dynamicky sa rozvíjajúcou oblasťou vedy, stále je v začiatkoch úplneho pochopenia a predovšetkým 

v oblasti ultramalých nanočastíc. Málo preskúmanou problematikou sú najmä ultramalé kremíkové 

nanočastice, na ktoré by som sa rada zamerala v budúcich rokoch svojho štúdia. 
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