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Abstrakt

Nanocastice mohou byt v biomedicinskych oborech vyuZzivany jako nosi¢e pro dopravu
diagnostickych a terapeutickych latek do bunék. Experimentdlné se vyuZzivaji nanocastice
riznych tvard, velikosti a rizného slozeni. Navzdory objeviim, kterych bylo jiz v této oblasti
dosazeno, pfesnd povaha interakci nanocastic s butikou zatim neni zcela pochopena. Cilem
prace je poskytnout poznatky o moZnostech vyuziti a aspektech ovlivriujicich interakci
s bunéénou membrédnou u nékolika typt modelovych nanocastic: u liposomd, u zlatych
nanocastic a u viru podobnych nanocéstic. Ze srovnani vyplyva, ze zobecnéni bunééného
vstupu pro riizné typy nanocéstic je problematické, a¢ se zd4, ze obecné efektivnéjsi vstup

vykazuji kulaté nanocéstice s priimérem 50 nm.

Kli¢ové slova: nanocastice, geometrie, internalizace, membréana, virdim podobné ¢astice,

Abstract

Nanoparticles can be used in biomedical disciplines as carriers for transport of diagnostic
as well as therapeutic substances into cells. Variety of different shapes, sizes and different
compositions are used experimentally. Despite the discoveries already made in this area,
the exact nature of the interaction between a nanoparticle and a cell has not been fully
understood yet. The objective of this thesis is to provide the knowledge about possibilities
of utilisation and aspects influencing the interaction between the cell membrane and several
types of nanoparticles: liposomes, gold nanoparticles and virus-like nanoparticles.
The comparison shows that generalisation of the mechanism of nanoparticle entry into the cell
is problematic, although it seems that the spherical nanoparticles with the diameter of 50 nm

provide the most efficient entry.
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1. UVOD

Nanocdastice se staly pfedmétem rozsdhlého vyzkumu poslednich let diky jejich rozsahlé

moznosti vyuZziti v 1ékatstvi, co by nosici diagnostickych ¢i terapeutickych latek.

Viry, jakoZto pfirozené nanocéstice, byly miliony let evoluce optimalizovany
k nejacinngjsi strategii pro jejich pomnoZeni v hostiteli. Tato optimalizace probihala
nepochybné i na trovni velikosti a geometrie, coZ jsou parametry, které mohou byt klicové

pro prvotni interakci s hostitelskou burikou a ovliviiovat osud viru v burice.

Nanocastice (NPs z anglického nanoparticles) podobnych velikosti a tvart jako jsou
¢astice virové jsou jiz dnes experimentalné vyuzivany v oblasti mediciny, ale i v kosmetickém

nebo potravnim pramyslu.

Bezprostiedné po vstupu do organismu se NPs setkavaji s pfirozenymi biologickymi
bariérami a k tspésnému transportu materialu do buriky musi pfekonat bunéénou membranu.
Pro efektivni doruceni latek do bunék je nezbytné chapat povahu interakci mezi burikou
a nanocasticemi, které jsou pro ucinny pienos terapeutik a diagnostickych latek do bunék
dilezité. Ukazuje se, Ze velikost a geometrie ¢astic jsou dilezitymi faktory, které ovliviiuji

zpusob interakce s burikou.

V této praci jsem se proto zaméfovala na dostupnou literaturu, kterd systematicky
analyzovala vstup riznych typti nanocastic do bunék v zavislosti na jejich velikosti a tvaru

s pfihlédnutim k okolnostem, které mohou interakci s burikou vyznamné ovlivnit.

Dale jsou v této praci popsany viru podobné nanocéstice, sestavené z virovych
strukturnich proteinti, liposomy =z lipidd, tedy pro burku pfirozenych materialtt a zlaté

nanocastice s ohledem na moznosti jejich vyuziti.



2. NANOCASTICE

SloZzeni a velikost jsou obecné prvnimi vlastnostmi, které charakterizuji nanomateriély.
Velikost nanocéstic je udavana jako celkovy prameér jadra a obalu a dle mezinarodni
organizace pro normalizaci (ISO) jsou nanonanocastice definovany velikosti v rozmezi
1 az 100 nm. Vzhledem k tomu, ze NPs jsou aZz trojrozmérné, dle normy musi byt alespon
jeden rozmér v rozmezi 1 az 100 nm - piikladem mohou byt NPs tvaru ty¢inek s pramérem 10
nm, ale s délkou vétsi nez 100 nm (Klaessig, 2017). Nanonanocastice 1ze rozdélit do kategorii
na zakladeé jejich morfologie, chemickych a fyzikalnich vlastnosti, podle kterych rozlisujeme
nanocastice na bazi uhliku, kovové zahrnujici NPs alkalickych a uslechtilych kovd,
jako je meéd, stéfbro nebo zlato, dale nanonanocastice zalozené na organickych latkach,
tedy polymerické nanonanocastice, nanocastice na bazi lipidd - liposomy a lipoplexy
a v neposledni fadé také pfirozené nanonanocastice - viry (Khan et al., 2017). Viru podobné
astice, liposomy a zlaté nanonanocastice (na obrazku ¢. 1) budou vice rozebrany a popsany

s ohledem na jejich vlastnosti, jako je velikost a tvar (jak 1ze vidét v tabulce ¢. 1).

Obrdzek ¢. 1 Nanoddstice

A) Virlim podobnd nanocdstice (Simian virus 40), B) Liposom, C) Zlatd nanocdstice s polyvinyalkohol ligandy.

Prevzato a upraveno z (Virology.sw; Sanna et al., 2014; Phys.Org)

Tyto nanocastice mohou nést léc¢ivé latky, zaroven je chranit a cilit na tkéné
nebo organy, ¢imz je mozné, zejména pfi dodavce chemoterapeutickych latek, snizit vedlejsi
acinky. Cileni na specifické buné¢né typy je obvykle zajisténo potazenim povrchu nanocastic
biopolymery nebo makromolekulami, které jsou konjugovany sligandy vazicimi

se na komplementarni receptory na dané bunééné membrané (Zhang et al., 2015).



NPs se do organism(t mohou dostdvat jednak cilenou aplikaci ve formé 1é¢iv a potravin,

ale i o¢nimi sliznicemi, dermalni absorpci nebo vdechnutim aerosold nanocastic (Hosek, 2010).

Bezprostiedné po vstupu do organismu se NPs setkdvaji jak sfyzickymi,
tak i biologickymi bariérami. Napiiklad sérové proteiny v krvi mohou reagovat a byt
vystavovany na povrchu ¢astic, tedy ptisobit jako opsoniny, které iniciuji fagocytézu. Nicméné
vyzkum postupuje a jsou vyvijené aplika¢ni vektory cilené do nadord, u kterych je snizend
pravdépodobnost opsonizace v krevnim fecisti a ndsledné vychytavani retikuloendotelidlnim
systémem (RES). Dle shrnuti provedeného v roce 2006 Paciottim, vétsi ¢astice snaz aktivuji
komplement. Pro sniZeni pravdépodobnosti opsonizace a nésledného zachyceni RES,
jsou tedy vhodnéjsi mensi castice. Stejného efektu lze dosdhnout potazenim povrchu
nanocastic hydrofilnimi polymery (Paciotti et al., 2006). U biomedicinskych aplikaci musi
¢astice projit bunéénou membranou, pro tspésné podavani 1ékdt na bazi nanocastic jsou
naprosto dilezité nékteré vlastnosti, jako je velikost, tvar a povrch ovliviiujici jejich interakce

s okolnim prostfedim.

Nanocastice maji velky potencidl i pro fadu dalsich aplikaci, jako je naptiklad léc¢ba
mnoha dédi¢nych, ale i ziskanych genetickych poruch pomoci genové terapie. V soucasné
dobé se v oblasti genové terapie z velké ¢asti vyuzivaji liposomy a viriim podobné nanocéstice

(Seow & Wood, 2009), které budou lépe charakterizovany v nasledujicich kapitolach.

Ptes obrovsky pifinos nanocastic, at uz v oblasti biomedicinskych nebo primyslovych
aplikaci, je zndmo velmi mélo o moZnych kratkodobych a dlouhodobych skodlivych tc¢incich

na zdravi a zivotni prosttedi.

Tabulka ¢.1 Shrnuti nanocdstic obsaZenyjjch v BP
Tabulka shrnuje zikladni informace jako je velikost a tvar viril, liposomil a zlatych nanocistic. Zpracovino dle

(S. Zhang et al., 2015)

Typ NP velikost Tvar
Viry 10 nm - 300 nm Dvacetisténny/helikalni/ ty¢inkovity/dvanactisténny
Liposomy 10nm-1pm  Sféricky
Zlaté NPs Inm-1pm  Sféricky, ty¢inkovity, hvézdicovity,..




3. VIRUM PODOBNE NANOCASTICE

Virové nanocastice neboli VLPs (z anglického virus-like particles) jsou takové céstice,
které jsou odvozeny od virt, sestaveny z virovych strukturnich proteint a neobsahuji virovy
geneticky materidl, jak Ilze vidét na obrazku ¢ 2. Bez genetického materidlu
jsou tedy neschopné replikace. Presto, Ze jsou VLPs slozeny pouze ze strukturnich protein
pavodniho viru, jsou schopny aktivovat imunitni systém hostitele a zachovat
si svou receptorovou specifitu. Zarover je ale jejich vyuziti bezpe¢né, protoze jsou diky absenci

genomu neinfekéni (Salunke et al., 1989).

Mohou se vyskytovat jak pfirozené, pficemz k jejich tvorbé dochazi spontanné béhem
zivotniho cyklu viru, tak i byt pfipraveny uméle pomoci heterologniho expresniho systému,

ktery umoziiuje produkci strukturnich proteint viru (Brun et al., 2011)

Dtlezité tedy je, Ze obsahuji virové proteiny, které umoziiuji penetraci bunék virem
a efektivni vstup pfes bunéénou membranu. Viru podobné ¢astice maji vétsinou stejnou
strukturu jako viry, od kterych jsou odvozeny ¢i produkovany. Mohou byt tedy jak obalené,
tak neobalené, sférické i vlaknité. Dle analyzy z roku 2013 bylo jiz vytvoieno nejméné 110

¢astic z virt patficich do 35 rodin (Zeltins, 2013).
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Obridzek ¢. 2 Skladdni viru podobniych nanocdstic

Schéma sklddani papilomavirové nanocistice (HPV VLP), a) Monomerni L1 protein, b) Interakce 5 L1 proteinti,
c) Pentamer sloZeny z L1 proteinii, d) Samousporddavini pentamerii, e) SloZeny neinfekcni HPV VLP ze 72

pentamer. Prevzato a upraveno: Biopharmaasia.com



3.1. Vyuziti VLPs

V dnesni dobé je znamo nékolik moZnosti vyuZiti viriim podobnych ¢astic, mezi které patti

vakcinace, vektory pro dodavku lé¢iv, imunoterapii a genovou terapii.

Vyvoj VLPs citlivjch na pH nabizi velky potencidl pro zlepSeni terapeutickych
vysledki spojenych s cilenym zaméfovanim a uvoltiovanim 1éc¢iv. V souvislosti s dodavkou
lé¢iv a terapeutik bylo provedeno nékolik experimentti zaloZenych na dodévce cytotoxického
chemoterapeutika doxorubicinu (DOX). Doxorubicin byl navazovadn na rostlinné viry,
napt; cowpea mosaic virus (Aljabali et al., 2013), cucumber mosaic virus (Zeng et al., 2013) nebo

k jadrovému antigenu viru hepatitidy B.

Dle experimentu zaloZeném na jadrovém antigenu viru hepatitidy B (tHBcAg),
slozeném do VLP a polyakrylové kyseliné (PAA), provedeném in vitro v podminkach
nadorové tkang, je mozné zabalit DOX-PAA do VLP bez jakychkoliv modifikaci molekul DOX,
¢imz je zachovana jeho farmakologicka aktivita. PAA je pfiddna do komplexu kvtli uvolnéni
DOX fizenym zptisobem, protoZe ve fyziologickém pH 7,4 udrZzuje DOX ve VLP diky
elektrostatické interakci mezi zdporné nabitym PAA a pozitivné nabitym DOX. Interakce
je v nizkém pH ale reverzibilni, takZze dochazi k uvolnéni pouze tehdy, kdyz se VLPs dostanou
k nddorovym tkdnim nebo do intracelularnich endosomti s pH okolo 5. Zaroven bylo
v této studii prokdzano, ze pokud je na povrchu komplexu DOX-PAA-VLP ligand kyselina
listova (FA) interagujici s folatovym receptorem (FR), je zlepSen pifjem DOX kolorektalnimi
rakovinnymi burikami a 1ék je uvolriovan fizenym zptsobem. FA molekuly byly konjugovéany
kLys zbytkim  pentadekapeptidu  obsahujici  sekvenci  interagujici s VLP.
(Biabanikhankahdani et al., 2016)

Castice lze vyuzit ve vakcinologii, nebot funguiji jako spolehlivy dorucovaci systém
vyznacujici se bezpec¢nosti a silnou imunogenicitou, tedy schopnosti konkrétni molekuly
nebo latky (napf. antigenu) vyvolat imunitni odpovéd’ (Mahanty et al., 2015). Viram podobné
nanocastice aktivuji B lymfocyty, dochazi k produkci protilatek, kterou vyvolavaji povrchové
opakujici se motivy aminokyselin na VLP. Céstice poté mohou byt pohlceny buitkami
prezentujicimi antigen a nasledné degradovany, coz vede k aktivaci T bunék. K aktivaci jak
humorélni, tak buné¢né imunitni odpovédi miize dochdzet i bez pouziti pomocnych latek

(adjuvants) (L. F. Zhang et al., 2000; Bachmann & Zinkernagel, 1997)

V souhlasu s tim, studie provedend Takamurou v roce 2008 prokazala tspésnou

indukci slizniéni a systémové imunity po perordlnim podani plazmidové DNA vakciny



v peroralné pfenosném VLP odvozeném z viru hepatitidy typu E (TEV) (Takamura et al.,

2004).

4. LIPOSOMY

Liposomy jsou sférické mikroskopické vezikuly tvofené jednou nebo vice fosfolipidovymi
dvojvrstvami, které zapouzdifuji vodni kompartment (Simao et al., 2015). Tvofi se samovolné
ve vodnych roztocich a strukturdlné se podobaji lipidové membrané Zzivych bunék.
Poprvé byly popsany v Sedesatych letech minulého stoleti Banghamem a Hornem a od té doby

jsou zkoumany jako nosic¢e pro dodavku bioaktivnich latek.

4.1. Typy liposomu

Liposomy lze rozdélit jak na zakladé jejich velikosti, tak na zdkladé poc¢tu dvojvrstev (obrazek
¢. 3) ¢i na zdkladé dorucovaného materialu. Velikost téchto vackd se pohybuje od nékolika
nanometrt do faddu mikrometr(i, avsak ty, které maji lékaiské vyuZiti se pohybuji

ve velikostnim rozmezi 50 az 450 nm (Bozzuto & Molinari, 2015; Etheridge et al., 2013).

Malé unilamelédrni liposomy (SUV) tvoii jedna lipidova dvojvrstva. Jejich velikost

se pohybuje do 50 nm.
Velké unilamelarni liposomy (LUV) jsou, stejné jako malé, tvorené jednou dvojvrstvou,
nicméné jsou vétsi a stabilnéjsi, nez SUV.

Dalsim typem téchto vezikul jsou velké multilamelarni vezikuly (MLV) obsahujici vétsi
pocet lipidovych dvojvrstev, které ale zptisobuji pomalé uvoltiovani zapouzdiené molekuly

(Tajes et al., 2014).

Obrizek ¢. 3 3 riizné typy liposomii
a) SUV, b) LUV, ¢) MLV, prevzato (Tajes et al., 2014)



4.2. Stavba liposomu

Jak jiz bylo zminéno, liposomy jsou tvofené amfipatickymi lipidovymi,
respektive fosfolipidovymi dvojvrstvami. Jako amfipatické molekuly jsou oznacovany
molekuly, které maji ¢asti s hydrofilnimi a hydrofobnimi vlastnostmi. Fosfolipidy jsou lipidy
obsahujici derivaty alkoholu, dva estery mastné kyseliny a funkéni skupinu - zbytek kyseliny
fosfore¢né. Lze je rozdélit na glycerolfosfolipidy, u nichz je alkoholem glycerol, a sfingolipidy
obsahujici alkohol sfingosin. Hydrofilni hlavi¢ka, tvofena glycerolem, je orientovana ven
zmembrdny a spojena se dvéma hydrofobnimi noZi¢kami pfes fosfatovou skupinu.
Hydrofobni noZi¢ky molekuly jsou tvofeny navazanymi zbytky mastnych kyselin

a orientovany dovnitf membréany (obrazek ¢. 4).

Tyto molekuly se uspotadévaji do energeticky nejvyhodnéjsich atvart vici vodé, tedy
napiiklad do liposomii (pfipadné micel, pokud je molekula fosfolipidu konicka).
Uspotddavani je zplisobeno amfipatickymi vlastnostmi, kdy hydrofilni hlavi¢ka interaguje
prostfednictvim polarnich funkénich skupin s polarnimi molekulami vody a hydrofobni
nepolarni nozicky, které jsou ve vodé nerozpustné, interaguji sjinymi hydrofobnimi
molekulami. Liposomy jsou tedy slozeny z lipidové dvojvrstvy, zatimco micely jsou uzaviené
lipidové monovrstvy (Alberts et al.,2002). Liposomy mohou byt aniontové nebo kationtové,
pficemz prvni zminéné se bézné nepouzivaji kvili Spatnému zapouzdiovani. Kationtové
liposomy se poté diky svému kladnému ndboji mohou vazat snegativné nabitymi

molekulami, jako je i DNA a interagovat za vzniku komplex(i nazvanych lipoplexy (Ruozi et

al., 2003).



Vnéjsi prostiedi
- ]s1p

Vnitini vodni kompartment
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—> Hydrofilni oblast
Hydrofobni oblast
}i [—» Hydrofilni oblast
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— > Nepoldrni nozicky

—> Polarni hlavicka

Obrizek ¢. 4 Schéma liposomu
Strukturni model membrany liposomu sklddajici se z fosfolipidii, které jsou sloZeny z hydrofilnich poldrnich
hlavicek orientovanych vné membriny a hydrofobnich noZicek orientovanych dovnitf membrdny. Liposom
ohranicuje vodni kompartment, ve kterém miize byt ulozena DNA/RNA/Iéky. Prevzato a upraveno

(Lopes et al., 2013)

4.3. Vyuziti liposomu

Liposomy jsou vyuzivany jako modelovy systém pro syntetickou biologii, takzvany
liposomalni dorucovaci systém (LDS), protoZze maji univerzalni vlastnosti lipidové dvojvrstvy,
ktera slouzi jako hranice daného vacku, a umoznuji zapouzdfeni rtznych biomolekul
do lumen nebo do samotné dvojvrstvy a poté doruceni k buttkdm (Deshpande et al., 2018).
Rostouci zdjem o pouzivani téchto systémi je také proto, Ze liposomy mohou zapouzdiovat
nebo ukotvit latky jak rozpustné ve vodé, tak také latky rozpustné v tucich
(Gomez & Fernandez, 2006). Velikost doru¢ovanych terapeuticky latek se pohybuje od malych
molekul po plazmidovou DNA obsahujici terapeutické geny o velikosti nékolik kbp (Fenske
et al.,, 2008). V ptipadé vyuziti liposomii v genové terapii, kationtové lipidy interakci
s negativné nabitou DNA vytvafi komplexy - takzvané lipoplexy, s obvyklou velikosti 100 nm
-1 um, jejichz efektivita transfekce je také zavisla na velikosti komplexu (Rejman et al., 2004).

Jednou z hlavnich vyhod liposomt oproti vétsiné ostatnich doruc¢ovacich systémd je, ze jsou



vyrobeny z pfirodnich, buiikdm vlastnich materiald, lipid{ a nelze tedy pfedpokladat toxické

acinky téchto nosica.

Pfi systémovém podéavéni liposomi se ukazalo, Ze RES, které ma tendenci liposomy
odstratiovat a svadét je do jater, sleziny a plic, znemoziiuje jejich specifické cileni na jiné tkané.
Pokud by se podatilo snizit rychlost jejich odstranéni pomoci RES, coz by vedlo k prodlouzeni
doby cirkulace v krvi, byla by umoZnéna tG¢inné vazba s jinymi cilovymi butikami a tkdnémi,
nez jatra apod. Strategie prodlouZeni v obéhu spociva naptiklad v zahrnuti cholesterolu,
¢i polyethylenglykolu (PEG) (Gabizon & Papahadjopoulos, 1988). Tento problém

je jiz prekonan tak, jak je popsano déle.

4.4. Modifikace povrchu

Fyzikalné-chemické vlastnosti liposomti urcuji rychlost tniku lékéi a miru jejich piirozené
degradace, kterd muZze byt ovlivhéna napfiklad zafazenim cholesterolu, ktery zvysuje
odolnost k biodegradaci (Barza et al., 1987). Dal$im moZznym vylepSenim je pfidani
hydrofilniho biokompatibilniho PEG na povrch liposomu (obrazek ¢. 5). Polyethylenglykol
miize vyrazné prodlouZzit dobu liposom v krevnim obéhu tim,
ze stericky brani opsonizaci liposomu komplementem, coz vede ke sniZzeni interakce
s burikami RES (Shen et al. 2018). Zaroven bylo prokazano, ze prodlouzend doba cirkulace
liposomi umoznuje uUcinnou vazbu scilovymi burikami, coz je dalezité,
pokud jsou liposomy vyuzivany jako LDS. Amfipaticky PEG miize také vyznamné zvysovat

koncentraci liposomt v krevnim obéhu (Klibanov et al., 2001).
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Obrazek ¢. 5 Strukturni sloZeni riiznych liposomii

V pravém hornim rohu jsou hydrofilni léciva (A) zaclenéna do vnitini vodné fize liposomii, B)
lipofilni léciva zaclenéna do lipidové dvojurstvy, C) amfifilni léciva ve vnitini casti lipidové
dvojurstvy. V levém hornim rohu jsou na liposom napojeny molekuly prodluzujici jeho dobu

v krevnim obéhu- napt. PEG. V levém dolnim rohu jsou povrchové modifikované liposomy (D) nebo
imunoliposomy (E) - ligandy mohou byt pfipojeny primo k povrchu liposomu (lipidu) nebo k okraji
hydrofilniho polymeru, pfipojenému k povrchu liposomu. V pravém dolnim rohu je kationicky liposom

(F), pouzivany pro prenos DNA, tedy lipoplex. Pfevzato a upraveno z (Lopes et al., 2013)
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5. ZLATE NANOCASTICE

Zlaté nanocastice (AuNPs =z anglického gold - Au - nanoparticles) nasly diky
svym optimalnim vlastnostem, jako je snadna syntéza, nizka toxicita a vysoka stabilita,
uplatnéni v biomedicing, jakoZto nosici terapeutického materialu do cilovych bunék. Navic
s vyznamnym pokrokem v nanotechnologii béhem poslednich desetileti mohou byt AuNPs
syntetizovany v rozsahlém spektru tvarti od sférickych ¢astic, pres tyc¢inkovity tvar, hvézdy,
az napiiklad k oktaedriim, jak je vidét na nasledujicich obrazcich ¢. 6 a 7. Nicméné jejich
vyuziti je omezené proteinovou koronou, ktera vznikd jako vysledek interakce proteinu

s AuNPs (Liu & Peng, 2017).

Obrizek ¢. 6 Typy tvarii zlatych nanocdstic
A) Sférické GNPs, B) Tycinkovité GNPs, C) Tetrahedrilni, octahedrdlni GNPs, D) Krychlové GNPs. Prevzato a
upraveno z (Dykman & Khlebtsov, 2012)

e
[ g )
{ (

\\(\ )

Obrdzek ¢.7 Ndikres dalsich mozZmyjch tvarii zlatijch nanocdstic

Prevzato z (Alaqad & Saleh, 2016)
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Nosi¢e napomahaji prachodu terapeutickych latek pfes bunééné membrany,
nebot volna nukleova kyselina by sama diky svému aniontovému nédboji a degradaci
nukledzami nebyla schopna , pfeziti” v extracelularnim prostfedi, stejné tak jiné hydrofobni
léky. Pfredpokladem tispésné 1é¢by je ti¢inné uvoliiovéni téchto latek. Uvoliovani je ovlivnéno
a vyvoldno obecné stimulatory, a to jak vnitfnimi, tak vnéjsimi. Vnitifnimi jako napiiklad
pomoci pH nebo gluthationu (GSH), jehoz koncentrace je v intraceluldrnim prosttedi vys$si.
V tomto prostiedi se (GSH) svymi thiolovymi skupinami vaZe na AuNPs a zptsobi uvolnéni
nédkladu, ktery byl ptes thiolové vazby na AuNP pfipojen (Hong et al., 2006). Vnéjsi stimuly
proti tomu kontroluji uvolnéni ¢asové a prostorové. U¢inného uvolnéni lze dosédhnout
ozafenim fotolabilni zlaté nanoc¢astice UV zafenim (o vinové délce 350 nm - UVA). UV zéfeni

zplisobi zménu povrchového naboje a nasledné uvolnéni ndkladu (Gang et al., 2006). Phsobeni

téchto stimulatorti 1ze vidét na obrazku &. 8.

Uvolnéni nakladu Uvolnéni nakladu
regulované svétlem regulované GSH

hv -

@ Qiﬁ/z P
o 3

o"”. Q -

3
o ( s
-]

Nekovalentné navazany naklad

Obraizek ¢. 8 Schématické naznaceni pouZiti vnitiniho a vnéjsiho stimuldtoru na AuNPs.

Vlevo nahote uvolnéni molekuly z cdstice requlovdno svétlem, Vpravo nahote uvolnéni requlovino vnitinim

s v

stimuldtorem GSH. Ve spodni Cdsti nekovalentni navdzdni léku na cdstici. Prevzato z (Kim et al., 2009)

Vyhodou AuNPs je mimojiné jejich snadnd syntéza a funkcionalizace, obecné
prosttednictvim thiolovych vazeb. Pro dorucovani latek do bunék je dokumentovéano pouziti
AuNPs do 1 pm, nicméné bylo prokazano, ze mensi ¢astice se dokazi vyhnout RES, sloZzenému

z krevnich monocytti a tkariovych makrofagt (Gibson et al., 2007).
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5.1. Funkcionalizace povrchu

Funkcionalizace je chemicka modifikace povrchu ¢astic, ktera nanoc¢asticim dodéava unikatni
vlastnosti. Obecné dochazi k navazovani chemickych latek na c¢astice za tcelem zvyseni
jejich  biologické kompatibility. Nanocastice reaguje s vicefunkénimi molekulami,
pficemz jedna funkéni skupina poté slouzi k prichyceni na povrchu nanocéstice a ostatni
jsou piistupné knavazadni dalSich chemickych latek. Funkcionalizované nanocastice

se poté vyuzivaji hlavné k detekci biomolekul nebo celych bunék (Zhou et al., 2009).

5.2. Proteinova korona

Po vstupu do organismu nebo do fyziologického prosttedi jsou na povrch nanocéstic postupné
adsorbovény proteiny a dochazi k tvorbé proteinové korony (PC). Porozuméni interakcim,
které vznikaji mezi AuNPs a PC je zdsadni pro vyvoj cilenych dod4vek nanocéstic, protoze
adsorbované proteiny urcuji nejen fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastice, ale i ovliviiuji
mechanismus bunééného vychytavani ¢astic (Salvati et al., 2013). Dopad adsorpce byl zatim
definovan pouze u nékterych proteint na zakladé predchozi znalosti jejich biologickych
funkci. Naptiklad apolipoproteiny, ozna¢ované jako dysopsoniny, prodluzuji obéh v krevnim

fecisti, protoZe dochézi k redukci pfijmu RES. Imunoglobuliny a C3b komplement naopak

napomdhaji k vychytavani monocyty (Ritz et al., 2015; Cedervall et al., 2007).

5.3. Vyuziti zlatych nanodastic

Kromé uplatnéni AuNPs jakoZzto nosi¢t 1ékdt do bunék, jsou zlaté nanocastice vyuzivany
mimo jiné ve fototermélni nadorové terapii (Hirsch et al., 2003) nebo zobrazovaci diagnostice
(Zhao Yongfeng et al., 2013) a k detekci onemocnéni. Své vyuziti nasly ale i v jinych odvétvich,

jako je rozbor a ¢isténi vod nebo biochemie.
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6. VSTUP NANOCASTIC DO BUNEK

Import a export molekul vstupujicich do bunék je regulovan zejména plazmatickou
membranou, ktera butice slouZi jako jakéasi hranice. V zavislosti na povrchové tpravé
a velikosti nanocastic mize vstup do bunék probihat riznymi cestami, které jsou znazornény

na obrazku ¢. 9, pfi¢emz vstup pomoci endocytézy je v dalsi ¢asti prace rozebran podrobnéji.

a) Fagocytoza b) Makropinocytdza d) Klatrinova ﬂ - g) -
endocytdza nespecificky
' : c) Kaveolinova e) RME vstup
L endocytdza ! |
et : e =
N
~
B A
""-j"ﬂj*

Obrdzek ¢. 9 Mozné zpiisoby internalizace nanocdstic do buiiky
Na obrizku Ize vidét 7 riiznyjch moZnosti vstupii nanocistic do butiky a zapojeni riiznyjch proteinii: a)
fagocytéza, b) makropinocytdza, c) kaveolinovd endocytéza, d) klatrinovd endocytoza, e) endocytoza
zprostredkovand receptorem (RME), f) nespecificky vstup do buriky, g) fiize/ translokace. Prevzato a
upraveno z (S. Zhang et al., 2015)

Pro dorucovéni genti je po vstupu do bunky cilem jadro buiiky. Cilena dodavka
az do jadra je naro¢nd, nebot kazda nanocastice musi spliiovat nékolik pozadavka,
jako je naptiklad vstup prostfednictvim endocytézy zprostfedkované receptorem, uniknuti
endozomdlné lysosomdlnimu systému, ddle musi mit nukledrni lokaliza¢ni signal (NLS),
ktery interaguje s nukledrnimi péry o priméru 20 az 50 nm v zavislosti na bunécné linii
a zaroven musi byt ¢astice dostate¢né mala k prekroceni jaderné membrany (Tkachenko et al.,

2003).

Mnohé viry kéduji proteiny, které zarucuji proniknuti virovych komponent do jadra.
S ohledem na tato tvrzeni byla zkoumdana schopnost nanocastic zlata (o velikosti 20 nm),
s peptidy odvozenymi od virovych proteint, projit membranou a dostat se az k jadru bunék
HepG2. AuNPs byly modifikovany obalem bovinniho sérového albuminu (BSA)
konjugovaného s peptidy, jejichz sekvence a ptivod lze vidét v tabulce ¢. 2. Bylo zkoumano 5

komplexti:
1) AuNPs s navazanym peptidem s NLS z viru SV40 (Simian virus 40),
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AuNPs s peptidem s NLS z adenoviru,

)

3) AuNPs s peptidem zprostfedkovavajicim RME z adenoviru,
) AuNPs s jednim dlouhym peptidem zprostfedkovéavajicim RME a NLS z adenoviru,
)

AuNPs s kratkym peptidem zprostfedkovéavajicim RME z adenoviru a s kratkym

peptidem s NLS z adenoviru (oba peptidy pfipojeny k AuNP jako samostatné ¢asti).

Tabulka ¢. 2 Peptidové sekvence odvozené z virovyjch proteinii

Zpracovano podle (Tkachenko et al., 2003)

peptidova sekvence Zdroj a funkce peptidu Komplex
CGGGPKKKRKVGG NLS z velkého T antigenu SV40 |1
CGGFSTSLRARKA NLS z adenoviru 2
CKKKKKKSEDEYPYVPN RME z adenoviru 3
CKKKKKKKSEDEYPYVP- NFSTSLRARKA Protein vldkna z adenoviru 4
CKKKKKKSEDEYPYVPN + CGGFSTSLRARKA NLS + RME z adenoviru 5

Castice, na kterych byl navazan pouze peptid s NLS (komplex 1 a 2), se nebyly schopny dostat
k jadru, protoze nemohly vstoupit do buriky nebo byly zachyceny v endosomech. Komplex 3
do buriky sice vstoupil, ale ztistal uvéznén v endosomu. Komplexy 4 a 5 se k jadru dostaly,
nicméné bylo G¢innéjsi, pokud byly dva peptidy pfipojeny k nanoc¢asticim nez jeden dlouhy
peptid se dvéma signdly (Tkachenko et al., 2003). Z vysledku této studie lze usuzovat,
ze vstup nanocastic do jadra je podminén RME, ale i zptsobem, jakym jsou peptidy

k nanocastici pfipojeny (jako jeden dlouhy peptid nebo dva kratké).

6.1. Endocytoza

Endocytéza je vyuzivana eukaryotickymi burikami k vychytavéni a vstupu extraceluldrnich
zivin, toxint, virtt nebo nanocéstic do bunky. Zahrnuje celou fadu mechanismi, pii kterych
Castice, kterd ma byt endocytovdna, musi byt bunéénou membranou uzaviena do vacku,
¢imZz je umoznén prichod do burky. Kvytvofeni vacku je nutnd energie k prekroceni
termodynamické bariéry, pficemz nejlépe prozkoumanou endocytickou drahou je draha
vyuzivajici tvorbu Kklatrinovych vackt. Vacky jsou po prichodu do bunky fizeny
ke konkrétnim intracelularnim cestam. Je predpoklddano, ze tvar, velikost a dalsi aspekty

nanocéstic ovliviiuji jejich vstup do buriky.
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Endocytické procesy jsou definovany podle spoleénych znakli, které jsou
pro né specifické, jako jsou signaliza¢ni molekuly, typ a velikost ndkladu nebo zavislost
na receptorech. Systému roztazujicich jednotlivé endocytické mechanismy je velké mnozstvi,
v této praci se budu pro piehlednost drzet systému dle Connera a Schmida (Conner & Schmid,

2003).

Vstup nanocastic je mozny pomoci endocytézy, nespecifického vstupu, pfipadné
pfimé difuze. Endocytéza zahrnuje pét procesi a to fagocytézu, makropinocytézu,
endocytézu zprostfedkovanou klatrinem, endocytézu zprostfedkovanou kaveolinem
a endocyt6ézu nezavislou na klatrinu a kaveolinu, pfi¢emz posledni tfi zminéné zptisoby
vstupu jsou oznacovany spoleénym terminem endocytéza zprostfedkovand receptorem
(RME). Pro hodnoceni vzajemnych interakci mezi nanocéstici a buiikou mtze byt
komplikujicim faktorem to, Ze nelze vyloucit souc¢asné vyuziti raznych typt vstupu do buriky,
jak je pozorovdno u virovych nanocéstic, kdy virus miize vyuZzivat vice nez jednu

endocytickou cestu, jak je vidét na obrazku ¢. 10.

| Dynamin-independent ‘

Macropinocytosis
E [ 1o rat et

‘ Nqnclallﬂrn'non—cavaol_gr |

SFV SV40 LCMV
VsV BK HPV16
Hiv-1 Influenza
Flawvi
Bunya
Influenza
Ad2/5

Obrizek ¢. 10 Viry a endocytoza
Na obrizku lze vidét mozné vstupy virii do butiky, pricemz naptiklad influenza virus, SV40, HIV-1 vyuZivaji

vice endocytickych drah. Pfevzato z (Mercer & Helenius, 2009)

16



Castice, patogeny, ptipadné liposomy o velikosti 1 pm nebo vétsi mohou vstoupit
do buriky pouze pomoci fagocytézy (fagocytarni buiiky) nebo makropinocytézy. (Rejman et
al., 2004). Prvni zminény zptisob, tedy fagocytédza, se vyuziva k vychytavani mrtvych bunék
a patogenti makrofagy a dendritickymi butikami. Makropinocyt6za je aktinem regulovany
proces, pfi kterém dochazi k neselektivnimu vychytavani molekul spole¢né s extracelularni
tekutinou. PfestoZe je makropinocytéza receptorové nezavisly proces, kjeji aktivaci
ptilezitostné mtize dochazet i po aktivaci receptorti nebo stimulaci réistového faktoru (Meier
et al., 2002). Vstupujici nanocastice je spolec¢né s tekutinou obalena vybézkem bunécné
membrany a uzaviena do va¢kt nazyvajicich se makropinosomy, které mohou mit pramér
az 5 pm. Rozdilem mezi makropinocytézou a klatrinovou endocytézou na trovni regulace
je fakt, ze makropinocytéza vyZzaduje reorganizaci aktinovych cytoskelett. Phsobenim
inhibitoru fosfatidylinositol-3-kinazy bylo zjisténo, Zze inhibice aktinu inhibuje
makropinocytézu, ale na klatrinovou endocytézu nemda vliv (Araki et al, 1996).
Makropinocytéza je piilezitostné vyuzivana i nékterymi infekénimi patogeny, napiiklad virus
vaccinia si vyvinul strategii pro indukci vstupu pomoci této drahy. Vaccinia se obali
membranou z umirajici infikované bunlky obsahujici fosfatidylserin a indukuje vstup

napodobenim apoptického materidlu (Lim & Gleeson, 2011).

Mensi castice o velikosti v fddu nanometri naproti tomu vstupuji do bunék RME
za vzniku kaveolinovych ¢ klatrinovych vacktt (S. Zhang et al., 2015). Nanocastice
bez funkcionalizace a konjugovanych ligandi samozfejmé nemohou vstoupit RME,

nybrz mohou byt internalizovany pomoci nespecifickych interakci nebo pfimou difuzi.

Klatrinové endocytéza je nejlépe charakterizovanou endocytickou cestou a zaroven
nejbéznéjsi endocytickou cestou vyuzivanou viry a funkcionalizovanymi NPs. Pfi tomto typu
RME se ligand na konkrétni nanocéstici navdze na receptor na membrané, dojde ke zméné
konformace receptoru, adaptorovy protein donuti klatrin zpolymerovat z ptvodni
monomerni formy a vytvoii se vacek o velikosti 60-200 nm, ktery je pomoci , molekuldrnich
niizek”- dynaminu odstipnut od membrany. Klatrin je protein slozeny ze tfi tézkych a ti1
lehkych fetézch tvaru triskelionu. Po interakci jednotlivych triskelionti vznikne mfizka,
ktera poté obklopuje vstupujici nanocastici (Royle, 2006)

Kaveolinova endocyt6za dokaZze obejit nizké pH tim, ze je zabranéno lysozomalnimu
zacileni, coz je uzite¢né pii dodavce lé¢iv, které jsou ndchylné k degradaci v kyselém prostiedi
(Suen & Chau, 2014). Timto zplisobem by bakterie nebo viry, napiiklad SV40, vstupujici

do buriky touto cestou mohly uniknout traveni lysozomii. Po navazani se na receptor dochazi
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k tvorbé kaveolinového vacku kolem virovych ¢astic, které transportuji virus do endosomt

a endoplazmatického retikula (Kartenbeck et al., 1989).

2 Xz

Rozdilné od endocytickych drah vstupuji do buriky malé ¢astice a molekuly mensi
nez 1 nm. Ke vstupu dochézi primarné pasivni difuzi pfes membranové kanaly a lipidové
dvojvrstvy (Zhang et al., 2015). V pfipadé vstupu pfimou penetraci bylo zjisténo, ze tvar
a velikost nanocastic je rozhodujici faktor pro jejich translokaci pies lipidovou membrénu
(Yang & Ma, 2010). Nicméné primou fazi mohou také vstupovat tzv. fazogenni liposomy
o velikosti az v fddu mikrometrd, sestavené z liposomil s navdzanymi obalovymi proteiny

Sendai viru (Nakanishi et al., 1985).

Endocytické cesty jsou zkoumdany pomoci inhibitort danych typt endocytézy.
Tyto studie se vyuZivaji k pochopeni vybéru endocytické cesty nanocasticemi réiznych
velikosti. Napfiklad jako inhibitor klatrinové endocyt6zy se pouziva chlorpromazin a methyl-
B-cyklodextran (MPCD) je pouzivan jako inhibitor kaveolinové endocytézy. Oba inhibitory

zpomaluji internalizaci ¢astic (Suen & Chau, 2014).

Utinnost vstupu pomoci endocytézy pifmo ovliviiuje nékolik vlastnosti spojenych
jak se vstupujici nanocastici, tak s danou lipidovou membranou. V dalsich odstavcich se budu

snazit dané aspekty piibliZit.

6.1.1. Velikost a tvar nanocastic

Jednou z vlastnosti, ktera bezesporu na tucinnost vstupu do buitky ma vliv, je velikost
vstupujici ¢astice. Dle experimentalnich studii je optimdlni priimér nanocastic pro endocytézu
vrozmezi 25-50 nm (Osaki et al., 2004), coz souhlasi i s pocitacovymi simulacemi

a teoretickymi vypocty (Gao et al., 2005; Vacha et al., 2011).

Optimalni velikost ¢astice 50 nm pro vstup do buiiky potvrzuje experiment provedeny
Chithranim na Univerzité v Torontu vroce 2006 s vyuzitim AuNPs rtznych velikosti
sférickych a tyc¢inkovitych tvard. (Chithrani et al., 2006). Zlaté nanocéstice rtiznych velikosti,
o priméru 14, 30, 50, 74 a 100 nm, byly stabilizovany citranem sodnym a inkubovany v médiu

se sérem s HeLa burikami po dobu 6 hodin. V prvnich hodinach byl vstup nanocastic
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maximdlni, poté se mira absorpce postupné
zpomalovala, aZ po cca 5 hodinach doslo k platé
efektu. Na obrazku ¢. 11 lze vidét NPs

internalizované v burice.

N

Graf ¢ 1 Zdvislost miry bunééného vychytdvdini na

velikosti AuNPs.

Pocet NPs na bunku (10%)
»
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V grafu je zobrazen pocet zlatych nanocdstic, které

vstoupily do buriky vzhledem k velikosti nanocastice. 0 : y y

0 20 40 60 80 100
Prevzato a upraveno z (Chithrani et al., 2006) Velikost NPs (nm)
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Bylo zjisténo, Ze bunécéné absorpce je zavisla na velikosti vstupujici ¢astice. Maximalni pfijem
nastava ve zminované velikosti 50 nm, dle vypo¢tii bylo jednou burikou pfijato prameérné 6000
zlatych nanocastic v této velikosti. Maximalni pocet nanocéstic, které butika dokaze prijmout

je 3000 u 14 nm NPs, 6160 u 50 nm NPs a 4000 u 74 nm NPs (graf ¢. 1)

Obrdzek ¢. 11 Zlaté nanocdstice riiznyjch velikosti po vstupu do buiiky.

Na obrizku D) Ize vidét nejvétsi koncentraci AuNPs internalizovanych v burice. Jednd se o nanocdstice velikosti

50 nm. Prevzato a upraveno z (Chithrani et al., 2006)

Efektivita buné¢ného vychytavani je kromeé velikosti nanocéstice ovlivnéna i geometrii
a pomérem stran u konkrétniho tvaru castice (Qiu et al., 2010). Naptiklad pifjem zlatych
nanocastic tvaru tycinky je mnohondsobné mensi nez pfijem sférickych nanocastic. Dle
experimentu HeLa buriky pfijaly o 500 % a 375 % procent vice sférickych zlatych nanocastic
o velikostech 74 a 14 nm, nez zlatych tyc¢inek velikosti 74 x 14 nm. Nicméné bunécné
vychytavani ty¢inkovitych struktur s nizsim pomérem stran (1:3) je vyssi, nez vychytavani

V¥

nanocastic s vy$sim pomérem stran (1:5), jak je vidét na grafu ¢.2 (Chithrani et al., 2006).
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Graf &2 Zavislost miry bunécného

vychytdvini na tvaru a poméru stran

74

nanocastice.

Na grafu je zobrazen pocet nanocdstic,
které wvstoupily do bunky vzhledem k tvaru

(velikosti) a poméru stran nanocdstice. Pfevzato a

upraveno z (Chithrani et al., 2006).

Pocet NPs na buniku (10%)

Pomeér stran
I pies velmi cenné vysledky, které prace Chithraniho a spolupracovnikdl pfinesla,

je tfeba zdtiraznit, Ze internalizace mtize byt ovlivnéna nejen velikosti ¢astic, ale i spektrem

sérovych proteint, které adsorbovaly na povrch zkoumanych nanocastic.

Velikost internalizované nanoc¢astice ma mimo jiné vliv i na zptisob endocytézy. Timto
se ve svém experimentu zabyval Rejman vroce 2004. Zkoumal zavislost velikosti
fluorescencnich latexovych castic definovanych velikosti (50, 100, 200, 500 a 1000 nm)
na zptsob internalizace do nefagocytarni buné¢né linie B16. Pro srovnani ucinnosti
kaveolinové a klatrinové cesty pouZil ligandy; transferin pro klatrinovou endocytézu a ligand
LacCer pro kaveolinovou. Latexové nanocéstice s navazanym ligandem byly zkoumany
namisto liposomt (lipoplexil), protoze tyto nanocdstice je obtizné vytvofit ve stejnych
velikostech tak, aby na jejich zakladé mohla byt vyvozena zavislost mezi velikosti NPs
a endocytickou drdhou. vstupuji do bunék nanonanocastice alespornt 200 nm velké, zaroven

vSak mensi nez 1 pm v praméru, endocytézou zprosttedkovanou kaveolinem.

V této studii bylo zjisténo, Ze nanocastice s primeérnou velikosti 50, 100 a 200 nm
vstupuji do bunék klatrinovymi vacky a NPs alespori 200 nm velké, zaroveti vSak mensi nez 1
pm v priméru, endocytézou zprostftedkovanou kaveolinem. K ovéfeni, zda jsou tyto drédhy
zavislé na cholesterolu, byly bunlkky pfedem inkubovany s MPBCD a lovastatinem,
ktery inhibuje de novo syntézu cholesterolu. Bylo prokdzéano, ze obé dvé drahy, kaveolinova
i klatrinovéa jsou zéavislé na cholesterolu. U ¢&astic o velikosti 1 pm nebyla pozorovédna Zadna

adsorpce na bunéénou membranu (Rejman et al., 2004).
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S velikosti nanocastic a typem endocytézy souvisi i rychlost. V pfipadé nanocastic
vstupujicich klatrinovou cestou, tedy nanocastic 50 az 200 nm velkych, internalizace za¢inala
okam?zité pfi teploté 37 °C po pocatecni vazbé pfi teploté 4 °C a pokracovala po dobu cca 3 h.
Béhem 30 minut bylo internalizovano pfiblizné 50 % latexovych kuli¢ek, které byly s burikou
navazany. Naproti tomu u nanocéstic velikosti 500 nm nebyl po dobu 30 minut pozorovan
zadny vstup a akumulace NPs v burikdch byla detekovana po 2-3 hodinach (Rejman et al.,

2004).

Nanocastice o velikosti 50, 100, 200 nm byly nahromadéné v perinukledrnim prostoru,
¢astice velké 500 nm byly proti tomu lokalizovany pfevazné po obvodu uvnité bunék.
Ani po 4 hodinach pfi 37 °C se vétsi castice nedostaly do lyzozomdlniho prostoru.
Prestoze ¢ista internalizace vétSich ¢astic miize byt mensi ve srovnani s mensimi ¢asticemi,
uvolnovani DNA z lipoplexu mtize byt G¢innéjsi vzhledem k prodlouzené dobé v prostoru

buriky pred lyzozomalni degradaci (Rejman et al., 2004).

V souhlasu s experimentdlnimi studiemi, podle kterych je optimdlni velikost
pro endocytézu 50 nm, je dle teoretického modelu optimalni prémeér castic 50-60 nm
a maximdalni buné¢na absorpce se pohybuje od 500 do 5000 nanocastic na jednu buriku.
V modelech u nanocéastic s polomérem 20 nm k endocytéze témét nedochézi, protoze adhezni
energie je prilis nizkd, aby kompenzovala energii vynaloZenou na ohybani membrany.
A naopak u nanocéstic s polomérem 60 nm dochazi k endocytéze zprostfedkované receptory
také jen zfidka, protoze téméf vSechny nanocastice jsou pouze caste¢né zabalené,

nebot se vycerpaji volné receptory (Zhang et al., 2009).

Zaroven dle teoretickych vypocth rychlost ¢astice pti vstupu do butiky pomoci RME
je omezena difuzi receptort smérem kNP a predpokladand nejkratsi mozna doba

internalizace pro NP s prdmeérem 50 nm je p¥iblizné 20 min (Gao et al., 2005).

Geometrie nanocastic je dalsim aspektem, ktery pfitahuje pozornost, protoze buné¢na
membrdna miuZe interagovat snanocasticemi réiznych tvar(i, jako jsou tyc¢inky, listy
nebo pifipadné hvézdice. Odlisny tvar (v porovnani s klasickou kouli) ma vliv na vstup
do buriky. Jednim z moznych rozdild pfi interakci anizotropnich nanocastic s membranou,
je rotace nanocastic, ke které mtize dochazet z dtivodu snahy o minimalizaci volné energie.
Spontanni rotace nemda velky vliv na interakci mezi nanocéstici a membranou, zaroven

je prechodna a byla téz pozorovana u nanocéastic rdaznych tvart jako duasledek
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jejich vzajemného ovliviiovani se. Rotace ¢astic mlize ale zpusobit prasknuti membrany

jako nésledek smykové sily vynaloZené nanoc¢asticemi na membranu (Yue et al., 2015).

Pro vyzkum vstupu tycinkovitych nanocastic byl vyuzit rostlinny virus tabadkové
mozaiky (TMV z anglického tobacco mosaic virus), s délkou 300 nm, vnéjsim primeérem 18

nm a vnitfnim 4 nm.

Ke studiu vlivu poméru stran tyc¢inkovitych nanocastic na buné¢né vychytavani Ize
velikost ¢astic TMV upravit ultrazvukem, ¢imz 1ze ziskat ¢astice o razné délce, ale o shodném
priméru 18 nm, tedy stejném priameéru jako u nativni ¢astice TMV. Ultrazvuk povrchovy naboj
¢astic TMV nezmeénil. Poté 1ze ¢astice o stejném poméru stran oddélit a separovat centrifugaci
v sachar6zovém gradientu, nebot castice sriznymi délkami maji odlisné rychlosti

sedimentace. Byly ziskany ¢astice s délkou 70 nm (TMV4), 140 nm (TMV8) a 300 nm (TMV17)

a shodnym priimérem 18 nm.

Pro potvrzeni rtznorodosti vstupu TMV s odliSnymi poméry stran byly pouZity
inhibitory specifické pro dané cesty (Amilorid jako inhibitor makropinocyt6zy, chlorpromazin
u klatrinové endocytézy a genistein u kaveolinové). U¢innost vychytavani byla zkouména

na endotelovych HUVEC a epitelidlnich HeLa burikach.

Klatrinové endocytéza se vyskytovala hlavné u HUVEC bunééné linie u TM4 a TMS,
zatimco kaveolinovou endocytézu vyuzivaly hlavné TMV17 v HUVEC i HeLa buriky.
Makropinocytézu pro vstup do bunlky nevyuZzivaly zadné nanocastice. Zarovern TMV4
a TMVS8 vstupovaly do bunék rychleji, nez ¢astice TMV17 (Liu et al., 2016). Tato studie

tedy potvrdila vliv poméru stran jednotlivych nanocéstic na zptisob jejich vstupu do burky
6.1.2. Povrch a naboj nanocastic

Povrch ¢astic a typ ligandu je dalsi aspekt, ktery ovliviiuje Gspésnost vstupu do bunék.
Aniontové molekuly se vazi na bunéfnou membranu méné efektivné, nez kationtové
nebo neutrdlné nabité molekuly. Mensi efektivita aniontovych molekul je zptisobena
negativnim nabojem pifitomném na membrané i c¢astici, pokud nedojde ksilné interakci
mezi ¢astici (ligandem) a membranou (receptorem), nanocéstice nemuze projit. Efektivnéji
do bunék vstupuji pozitivné nabité nanocastice (Cho et al., 2009), coz Ize vidét na obrazku
¢. 12. Ksilné adhezi na povrch membrany mtze dojit ale i kyselym pH. To je davod, pro¢
se vyuzivaji makromolekuly bohaté na lysin a pozitivné nabité nanoc¢astice pro transport latek

do bunék.
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Obrizek ¢. 12 Rozdil v efektivité vstupu v zdvislosti na povrchovém ndboji NPs

Na Obrdzku A lze vidét negativné nabité NPs, které se vizi na negativné nabitou membrdnou podstatné hiite,

nez pozitivné nabité NPs (B). Prevzato a upraveno z (Cho et al., 2009)

6.1.3. Vazba receptor - ligand

Pfi RME dochazi kinterakci ligandG na nanocésticich sreceptory na bunécné
membrané. Dle teoretického modelu jsou receptory na bunééné membrané pohyblivé
a difunduji na misto baleni, kde se vazi s imobilnimi ligandy. Receptory jsou pfed kontaktem
s ¢asticemi rovnomérné rozmistény, ale jakmile dojde ke kontaktu, hustota receptoru
se v misté interakce postupné zvysuje tak, aby pokryla ligandy na NP. Zaroven navazani
ligandu zptsobi sniZeni volné energie a receptory jsou poté difuzi pfitahovany ke kontaktni

oblasti, coz vede k vycerpani receptorti v okoli (Gao et al., 2005) (obrazek ¢. 13).

A A, S A o

b o e S . .

Obrdzek ¢. 13 Schéma membrdny obsahujici mobilni receptory, kterd obaluje nanocdstici

pokrytou ligandy.

Naznacen pohyb mobilnich receptorii smérem ke kontaktnimu mistu nanocistice s bunécnou membrdnou.

Prevzato a upraveno z (Gao et al., 2005)
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Vazebnd energie interakce ligand-receptor musi pfekonat termodynamickou
energetickou bariéru, ktera vznika v diisledku napéti membrany. Pokud vstupuje nanocastice
s optimalnim polomérem, energetickd bariéra je relativné mala, a proto je bunécnd absorpce
vysokd. Nicméné pfi vétsim poloméru ¢astic je energeticka bariéra vyraznéjsi. Pro pfekonéni
bariéry blokuji nanocéstice receptory béhem endocytézy, ¢imz dojde k rychlému vycerpani
volnych receptori na bunééné membréané (s rostoucim polomérem ¢astic). Hustota receptoritt
typicky byva 100-400 receptorti na pm2. Receptory po vstupu nanocastice do buriky mohou
byt recyklovany zpét nebo mohou byt degradovany v endosomech a lysozomech (S. Zhang et

al., 2009).

6.1.4. Interakce nanocastic

Dle vysledkt teoretického modelu Chaudhuriho vroce 2011 je patrné, Zze interakce
mezi nanocésticemi pfitomnymi na bunééné membrané, mohou mit vliv na proces
vychytdvani.  V souvislosti snanocasticemi byly zkoumény interakce jak pfitazlivé,
tak odpuzujici. V piipadé pfitazlivych interakci bylo zjisténo, Ze vedou ke sdruzovéni
nanocéstic, to poté snizuje hodnotu volné energie potfebné pro baleni nanocastic do vacki
a tim je mozné zabalit NPs mensich velikosti. Odpudivé interakce naopak zptsobuji snizeni

schopnosti bunééného vychytavani (Chaudhuri et al., 2011).
6.1.5. Pfijem mékkych struktur

Pfi endocytoze castic, které maji podobnou tuhost jako bunéénd lipidovd membrana,
tedy liposomy nebo nanocastice potazené dlouhymi polymery, dochazi k deformaci
jak bunééné membrény, tak i samotnych nanocastic. (S. Zhang, Gao, & Bao, 2015).
Dle teoretického modelu mékké NPs vyZaduji vice energie k Gplnému zabaleni (protoZe

se tvar méni v prabéhu baleni), nez pevné NPs (Yi & Gao, 2015).
6.1.6. Typ bunécné linie

Vstup nanocastic do buriky miize byt ovlivnén i typem buné¢né linie, do které vstupuji. Bylo
zjisténo, ze lze najit odliSnosti mezi vstupem do epitelidlnich a endotelovych bunék, které
plynou z rozdilu membranovych proteinti, propustnosti membréany, polarity nebo asymetrie
bunééné membrany, ta je napiiklad béZznéjsi u endotelovych bunék. Zaroven
je i u endotelovych bunék vyssi exprese kaveolinu nez na epitelidlni bunééné membréané (Liu

et al., 2016).
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6.2. Rozdilny vstup nanodéastic a nakladu

S rozdilem od klasické endocytézni cesty mohou vstupovat do bunék pozitivné nabité
kationtové nanocastice a buriku penetrujici peptidy (CPPs, téz nabité pozitivné) energeticky
nezévislym zptsobem. Dle simulaci molekuldrni dynamiky modelovd bunéénd membrana
vytvéari otvor, kterym se kationtové zlaté nanocastice a HIV-1 Tat peptid translokuji
do cytoplazmy diky transmembranovému potencidlu. Po vstupu do buiiky se bunécna
membrana béhem p sekundy sama zafixuje. Proces je tedy energeticky nezavisly, ale zavisly

koncentra¢né a extrémné rychly (Lin & Katz, 2013; Cho et al., 2009).

Kromé celé nanocastice mize dojit ke vstupu do buriky pouze navazaného nékladu.
Latky, které jsou nekovalentné navédzané na castice (polymer) se mohou cilené uvolnit,

ptisobenim stimulatord a projit pfes membranu zprosttedkovanou difuzi (Kim et al., 2009).
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7. ZAVER

Viru podobné nanocastice, liposomy i zlaté nanocastice predstavuji slibné nanonosice
transportujici ndklad k bunikdm ¢i do bunék. VSechny tyto nanocastice maji fadu vyhod
i nevyhod. Co se tykd vyhod u pfirozenych nanocastic, tedy viru podobnych nanocéstic, je
to evoluc¢né perfektné vyvinuté cileni na konkrétni bunécéné tkané, vstup do bunék a transport
nékladu k jadru. Vyhodou liposomti je jejich stavebni material, ktery je pro buriku pfirozeny,
¢imz je vyloucena toxicita pro butiky. Vyhodou zlatych nanocastic je mozZnost jejich syntézy
v Sirokém spektru tvarti a velikosti tak, aby bylo dosaZeno optimélnich vlastnosti nanocéstice

pro vstup do buriky.

Efektivita vstupu u nanocastic stejnych tvart mtze byt ovlivnéna fadou faktort jako
napf. pomérem stran v daném tvaru, velikosti, ale hlavné ndbojem ¢&astice. Pozitivné nabité
nanocastice vstupuji do bunék snaz nez nanocastice nabité negativné. Zaroven experimenty
a studie jsou provadény na raznych typech bunék a bunéénych linii. Vstup do bunék se lisi
jak u epitelidlnich a endotelovych buneék, tak i u bunék zdravych a rakovinnych. Dilezitym
faktorem je tprava povrchu nanocastic, at uz je pokryt chemikalii, ¢i proteinovym povlakem,
s ¢imZ také souvisi, Ze povlak nemusi byt homogenni a tim by se mohla sniZovat t¢innost

vazby na receptor.

3%

Porovnani efektivity a zobecnéni bunétného vstupu napii¢ rliznymi materidly
a velikostmi nanocastic je velmi problematické, protoze kazd4 studie a konkrétni védecka
skupina provadi experimenty na jedné ¢astici a jedné (nebo mensim poctu jinych) bunécné
linii, ve které se jim podaii dosahnout efektivniho vstupu.

Dle experimentalnich studii vSak bylo zji$téno, Ze optimalni velikost a tvar nanocéstice

vstupujici do buriky je 50 nm velkd NP s tvarem koule. Nicméné nanocastice vykazuji

rozdilnou efektivitu vstupu do bunék, o jejimz divodu lze diskutovat.

V pfipadé nanocastic tvaru ty¢inek maji sice vétsi kontaktni plochu s povrchem bunék,
kdyz interaguji svou podélnou osou, nicméné je tim snizZen pocet dostupnych mist receptorti

pro vazbu a efektivita vstupu je tedy nizsi nez u kulatych ¢astic.

Rozvoj nanotechnologii v biomediciné si pravdépodobné vyzada dalsi systematické

studie, které pomohou identifikovat klicové parametry pro t¢inny vstup nanocastic do bunék.

Vyvodit jednotny zavér pro rizné nanocéstice a rdzné bunécné linie neni

pfi souc¢asném stavu poznani pravdépodobné mozné.
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