UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Fakulta prirodovédecka

Katedra analytické chemie

ANALYZA NANOCASTIC PRO MEDICINSKE
UCELY POMOCI KAPILARNI

ELEKTROFOREZY
DIPLOMOVA PRACE
Autor prace: Bc. Jana Horska
Studijni obor: Chemie - geologie

a ochrana Zivotniho prostiedi

Vedouci prace: doc. RNDr. Jan Petr, Ph.D.

OLOMOUC 2013



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto praci vypracovala samostatné. Veskeré literarni
prameny a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou v seznamu pouZité
literatury.

Souhlasim s tim, Ze prace je prezencné zptistupnéna v knihovné Katedry

analytické chemie, Pfirodovédecké Fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomouci dne 27. 4. 2013

Vlastnoru¢ni podpis



Podékovani

Na tomto misté bych chtéla pod€kovat vedoucimu mé diplomové prace
doc. RNDr. Janu Petrovi, Ph.D. za odborné vedeni a cenné rady, stejné tak za
jeho obétavou spolupraci, trpélivost a vénovany cas, ktery mi b&hem jejiho
zpracovani poskytoval.

Velky dik patii také mym rodicim za jejich vytrvalou pomoc a podporu,

kterou mi nevahali ochotné projevovat po celou dobu mého studia.

Jana Horska



Souhrn

Predkladana diplomova prace ma za cil poskytnout informace o chovani nanocastic
pomoci kapilarni elektroforézy, to vSe se zaméfenim pro biologické ucely.

Teoreticka Cast se zabyva studiem nanocastic a kapilarni elektroforézy. Prvni kapitoly
se vénuji obecné charakteristice nanocastic a pifinasi soupis jejich riznych typt. Pouziti
nanocastic je zaméfeno na moznosti jejich uplatnéni v 1ékarskych védach, do nichz stale vice
pronikaji. Pomahaji zdokonalovat 1ékatské postupy, jak diagnostické, tak 1écebné, predevsim
s ohledem na nadorova onemocnéni. Samostatna kapitola se tyka elektromigracnich technik,
zejména kapilarni elektroforézy. Popisuje jeji zakladni mechanismy a vyuziti pro analyzu
nanocastic opét s prihlédnutim pro biologické vzorky.

Experimentalni ¢ast shrnuje poznatky o chovani dvou typt nanocastic — Ag a SmMAA-
COOH nanocastic v riznych typech elektrolyti pomoci vySe zminéné metody. Snazi se
popsat jejich chovani v prostfedich blizkych bunkam. Hleda vhodné podminky, za kterych by

nedochdzelo k ohrozeni v biologickém systému, napiiklad agregaci nanocastic.



Summary

This diploma thesis provides information about the behavior of nanoparticles using
capillary electrophoresis, all focusing for biological purposes.

The theoretical part deals with the study of nanoparticles and capillary electrophoresis.
The first chapter is devoted to the general characteristics of the nanoparticles and the
following is a description of their different types. The next chapters concern the use of the
nanoparticles, first of all on the possibilities of their application in medical sciences, where
they found the right place. They are helped to improve medical procedures, both diagnostic
and therapeutic, especially in a cancer treatment. Separate chapters concern with
electromigration techniques, particularly with capillary electrophoresis. It describes the basic
mechanisms and its use in the analysis of nanoparticles and biological samples.

The experimental part summarizes the finding of behavior the two types of
nanoparticles - Ag and SmaA-COOH in various types of electrolytes using the above
methods. It tries to describe the behavior of nanoparticles in biological media. It tries to find
suitable conditions under which there would be no danger in a biological system, such as the

aggregation of nanoparticles.
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1 UVOD

Svét objekth nachazejicich se Vv rozmérech nanometri dava vzniknout na poli
védeckém novému Zivotu. Zivotu, kde se stfedem zajmu staly nanoéastice a z nich vyrabéné
nanomateridly pomoci nanotechnologii. Vzniklé nanomaterialy poté disponuji zajimavymi a
jedinecné vlastnosti. ,,Nanoobjekty* az teprve v poslednich letech zacaly vzbuzovat stéle silici
zajem okoli pro své velké moznosti uplatnéni. Nabizi mnoho skvélych objevi, pro oblast
mediciny, farmacie, elektroniky a dalSich odvétvi prumyslu.

Kapilarni elektroforéza je separacni technika, kterd nam mutize dat mnoho odpovédi o
chovani nanocéstic v urcitych prostiedich. Mizeme diky ni vybrat elektronovy systém

vhodny pro analyzu nanocastic v biologickych prostiedich.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Nanotechnologie a nanocastice

Nanotechnologie 1ze povazovat, za jeden z nejrychleji se rozvijejicich smért védecké
revoluce nového tisicileti po celém svété. Objevy neptedvidatelnych chemickych a
fyzikalnich vlastnosti v fadech nanometru oteviely moznosti K fadé perspektivnich vyuziti. A
i kdyZz se nanotechnologie povazuji za vysledek dnes$ni doby, neni tomu tak. Piiroda byla
spjata s jejich vyuzivanim uZ od po&atku svého vzniku.' Nachézime v ni fadu &astic i celych
struktur v rozmérech nanometrd, a piesto je tak nenazyvame. Takovym ptikladem jsou
biomolekuly. Vlakna dvojité Sroubovice molekuly DNA maji pramér asi 2,5 nm. Proteiny
piedstavuji asi vibec nejdokonalejsi formu nanotechnologii. Jako piiklady lze uvést
ribozomy, enzymy, viry, DNA polymerazy, protonové pumpy a ATP syntazy, ti vSichni
reprezentuji sloZité systémy v rozmérech nanometrii.’ Nanotechnologie Ize definovat jako
schopnost tvofit, charakterizovat a ovladat systémy na atomové a molekularni trovni
V rozmezi nanometrti za uc¢elem vyuzivani jejich podstatné odlisnych vlastnosti a funkei.?
Nanocastice jako takové predstavuji shluky atomt ¢i molekul o rozmezi 1 nm - 100 nm
alespon v jednom ze tfi rozmérl. Davaji nam moznost vyrobit je s pfedem pozadovanymi
vlastnostmi pro ucely riznych specifickych pouziti naptiklad ve véd¢, 1ékatstvi, pramyslu atd.

Maji snadno definovatelné slozeni a strukturu.”

2.2 Obecna charakteristika nanocastic

Céstice na irovni nanometrdi je mozno charakterizovat dvéma vyraznymi vlastnosti.
Za prvé, metody klasické fyziky na studium objekti mens$i nez 50 nm nestaci. Vykazuji
odlisné magnetické, elektrické a optické vlastnosti, které nejsou ptitomny u Castic vétSich
rozméra (klasické mikrocastice). Chovani nanocastic se fidi zakony kvantové fyziky. Druha
vyznamna vlastnost souvisi s pomérem mezi velikosti ¢astic nanomateriélu a velikosti plochy.
Cim vice klesa velikost ¢astic, tim strmé&ji stoupa pomér atomii nebo molekul na jednotku
plochy (obr. 1). V disledku vzniklého velmi velkého mérného povrchu silné interaguji s
okolnim prosttedim. Jejich povrchové atomy nejsou silné vazany. Prikladem jsou Katalytické
vlastnosti. Jakykoliv katalyticky systém v podobé nanocastic bude vice reaktivnéjsi, nez

systému V podobé vétSich castic. Chemické reakce jsou schopny katalyzovat pfimo na



povrchu. * S vysokou ucinnosti a specifi¢nosti jsou schopny vazat proteiny a dal$i objemné
biomolekuly. Dalsi urCujicimi parametry nanocastic, krom¢ velikosti jich samotnych, je
velikost distribuce c¢astic v ur¢itém médiu (voda, pufr, zkuSebni médium). Tyto dvé
charakteristiky jsou povazovany za dulezité kli¢e k uréovani interakce nanocastic v zivych
systémech. Rozptylenim nanocastic do urcitych slozek biologického média mize dojit ke
zméng V suspenzi. Zmeény v prostiedi, iontové sile ¢i naboji mohou vyvolat zménu stability a
naslednou agregaci nano&astic.”

Nanocdastice charakterizuje i elektrokineticky potencial oznacovany téz jako Zeta
potencial ( { -potencial), nachazejici se na roviné skluzu, ktera je hranici mezi Sternovou a
difuzni vrstvou. Jedné se o celkovy naboj, ktery ¢astice ziskava v ur¢itém prostedi. Slouzi
k urcovani stability ¢astic koloidniho systému. Kdyz je negativni nebo pozitivni hodnota zeta
potencialu velka, dochazi k odpuzovani castic, naopak kdyz je hodnota nizka, vznikaji
nezadouci aglomeraty Castic. Zajimavosti je, Ze ho Ize pouzit i pro popis povrchové interakce
nanocastic s buitkami Vv zivych systémech a snimat jim reakci zdravych i rakovinnych bunék
na diagnostické a terapeutické metody na béazi nano&astic.® Hlavni pozadavky kladené na nové
nanomateridly je dosaZeni novych vlastnosti, které budou mit Siroké uplatnéni nebo zlepSeni
jejich dosavadnich vlastnosti napf. lep$i mechanické vlastnosti, dlouhodoba stabilita bez

jakékoliv agregace, antimikrobialni odolnost apod. ’
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Obr. 1: Procento povrchovych molekul ve vztahu k celkovému poctu molekul kulovych
nanocastic v zavislosti na jejich priméru. Poznamka: pod 100 nm se tento pomér prudce

zvySuje (pievzato z Cit. 4)



2.3 Typy nanoéastic

Nanocastice lze rozdélit napf. podle materialu z jakého jsou vyrobeny. Dnes jich
existuje cela fada. V nasledujicim textu jsou popsany ty nejperspektivnéj$i nanocastice

z hlediska pouziti.

2.3.1 Fullereny

Patfi mezi nanocCastice tvofené vyhradné uhlikem. Vedle grafitu a diamantu lze
fullereny povazovat za dal$i formu ptirodniho uhliku. Z hlediska struktury maji tvar uzaviené
klece tzv. klastru, kde stény jsou tvofené pétithelniky nebo Sestiuhelniky slozenych z uhlikt
Vv sudém poctu. Jejich objev je datovan do pocatku 80. let minulého stoleti a je spojeny Se
jmény prof. H. W. Kroto, R. E. Smalley a R. F. Curl. Samotny nazev fulleren je pojmenovan
na pocest architekta R. Buckminstera Fullerena, ktery projektoval stavby tvaru geodetické
kopule a tim ptedpovidal jejich strukturalni podobnost s klastry uhliku (obr. 2).

Fullerenti v soucasné dobé¢ existuje velky pocet. Od metastabilnich forem jako je Cosg,
Css, Cso pies nejznaméjsi Cgo (0br. 3), ptipominajici fotbalovy mic¢, dale Cyo ptipominajici
ragbyovy mi¢ az po fullereny obsahujici vice nez 100 atomu uhliku. Jako nejlepsi metoda
jejich  vyroby se ukazalo spalovani organického materialu, kdy vznikaji jesté
polykondenzované aromatické slouceniny. Z pohledu chemické reaktivity lze fullereny
povazovat za elektronové deficitni polyeny s delokalizovanymi vazbami. Nejvice
experimentalné prostudovanym systém je fulleren Cgo, je nejstabilnéjsi a nejdostupnéjsi.
Chvili po rozsifeni fullerend, zacaly vznikat napady na chemickou modifikaci zakladniho
skeletu, zejména organickymi molekulami.?

Fullereny maji silné akceptorové vlastnosti, 1ze je snadno podrobit redukci a adi¢nim
reakcim. Vzniklé derivaty lze rozdélit podle struktury do ¢tyr kategorii: ¢isté mnohosténné
uhlikové klastry (Klastry obsahujici pouze uhlik), heterofullereny (jeden nebo vice atomu
uhliku uvnitf klece nahrazen jinym atomem — napt. bor, dusik), exohedralni (navazani
radikali nebo funkénich derivati organickych molekul na povrch fullerenu, patfi sem soli a
rizné adukty, mohou mit velké mnozstvi izomerti, obecny vzorec RCgp), endohedralni
slouceniny (zapouzdfeni jiného atomu/atomii nebo malé molekuly do vnitini dutiny fullerenu
bez vytvofeni chemické vazby, napf. inertni plyn, lanthanoidy, obecny vzorec M@Cgp).
Chemii endohedralnich slou€enin lze spojit i s geologii a objasnit geologicky ¢as. Objeveni

vzorki He@Cgp vV meteoritech miize poskytnout informace o ptvodu téles, ve kterych byly



objeveny, stejné tak jako jejich nalezeni v neobvyklych izotopovych pomérech na nékterych
geologickych lokalitach. Fullereny lze redukovat pomoci elektropozitivnich kovti napiiklad
alkalickymi kovy nebo kovy alkalickych zemin za vzniku tzv. interkala¢nich sloucenin, kde je
atom zaclenén do krystalové miizky fullerenu. Takto vzniklé slouceniny se nazyvaji fulleridy

a maji obecny vzorec M, C,, kde x mize nabyvat ¢isel 1 — 12. Tyto slou€eniny jsou zajimavé

uz z toho divodu, Ze u nékterych se objevuje pii relativné vysokych teplotach supravodivost.
Jedna se zejména o slouceniny typu M3Cg napt. K3Cgsy, Cs3Cso. DalSim typem reakci jsou
adice: nukleofilni, radikalové i elektrofilni. Adi¢ni reakce lze pouzit i pro polymeraci na bazi
fullerenu Cgo. Naptiklad polymerové fetézce polystyrenu lze navazat na fulleren za vzniku
dendritickych struktur. Z hlediska elektrofilnich adici 1ze fullereny halogenovat (nejéast&ji
flourace), hydrogenovat nebo podrobit reakci s Lewisovymi bazemi za vzniku komplex.
Slouceniny fullerent s komplexy ptfechodnych kovli maji katalytické vlastnosti. Obecné Ize
fici, ze derivaty fullerenti vykazuji zajimavé chemické vlastnosti, pro které ma opodstatnéni
velkd snaha na vyvinuti metody pro cilenou syntézu derivati. Mezi tyto vlastnosti patii
supravodivost, ferromagnetismus, elektroluminiscence, katalytické vlastnosti aj. Jako vhodné
fyzikdln¢ — chemické metody ke studiu derivatu fullerenti se ukézaly elektrochemie a
hmotnostni spektrometrie.s’g’10

Vyuziti fullerent a jejich derivatu se ukazalo pro jejich zvlastniho chovani jako Siroké.
Daji se pouzit v elektrotechnice, tfeba aplikace v bateriich ¢i pokrocilych elektrotechnickych

zatizenich nebo v 1ékafstvi, kde se daji zejména uplatnit endohedralni slou(:eniny.10

Obr. 2: Molekula fullerenu Cgp (ptevzato z cit. 8)



Obr. 3: Budova projektovana R. B. Fullerem v Montrealu (pfevzato z Cit. 8)

2.3.2 Uhlikové nanotrubice (CNTS)

Spolu s fullereny jsou dalsi alotropickou modifikaci uhliku. Jejich pocatky 1ze nalézt
uz od 18. stoleti, aviak Vv té dob& nebyly jesté nikterak podrobné probadany.' Byly

1213 3 bezprostiedn& poté vyvolaly na dlouho dobu velky zajem

identifikovany azZ v roce 199
u v&ded pro své fascinujici fyzikalni a chemické vlastnosti.'! Lze piedpokladat, e jsou
odvozeny fullerenti a jsou znamy pod pojmem trubkové fullereny. Vypadaji jako srolované
listy grafenti ve tvaru valce, kde jsou atomy uhliku vazany v sp® hybridizaci. CNTs Ize je
rozd¢€lit na dva typy: jednovrstevné nanotrubice znamé pod zkratkou SWCNT (angl. single-
walled carbon nanotube) a vicevrstevné, jejichz zkratka je MWCNT (angl. multi-walled

1112 Detailng Ize tvar a

carbon nanotube) a které obsahuji vice smotanych grafenovych vrstev.
velikost sledovat napiiklad pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) nebo
transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) (obr. 4).2* Vyskytuje se u nich zajimava
kombinace struktury dutiny, malého prameéru, nizké hustoty a velkého specifického povrchu,
Z ¢ehoz vyplyvaji jejich pozoruhodné vlastnosti a Siroké aplikace.

Nanotrubice maji vyznaéné elektrické, mechanické a tepelné vlastnosti v zavislosti na
svém pruméru. Kfemik je po dlouha 1éta znam jako zakladni material v elektronice, v roce
1998 bylo zjisténo, Ze uhlikové nanotrubice maji jesté lepsi elektrické vlastnosti a mizou

kfemik nahradit. S ohledem na chiralitu uhliku mohou byt SWCNTSs vodi¢i nebo polovodici.

MWCNTs kviili své slozité struktufe muzou vykazovat v elektrickych vlastnostech znac¢né

6



komplikace. Co se tyka mechanickych vlastnosti, jsou CNTs tvrdsi nez diamant a maji velkou
pevnost v tahu. Dale Ize u nich ocekdvat, stejné jako u grafitu a diamantu, nizka tepelna
kapacita a vysoka tepelna vodivost.

Maji Siroké spektrum pouziti napi. elektronika, optika, zdravotnictvi aj. Nanotrubice
lze pouzit i ke zpevnéni kompozitnich materiald. Pfidanim CNTs do polymerni, kovového
nebo keramické matrice vzniké material lepsich vlastnosti.***® Z pohledu chemické reaktivity
se vyznacuji chemickou inertnosti a nizkou rozpustnosti ve vod¢ nebo biologickych
tekutinach. To vyvolava znacné problémy pfi jejich syntéze nebo pii pouziti v biologickych
systémech. Tento problém zle odstranit chemickou modifikaci povrchu, ktera se v poslednich
deseti letech ukazala jako velice u¢inna. Samotna aktivace se provadi navazanim organickych
molekul nebo polymerd na povrchovou sténu nanotrubice za vzniku pfislusnych derivata.
Nejcastéjsim piikladem funkcionalizace je oxidace kyselinou dusiénou za vzniku
karboxylovych kyselin.'*

Pro své typické vlastnosti nasly zejména vicevrstevné nanotrubice uplatnéni i jako
absorbenty pfi extrakci na pevné fazi (SPE), ktera je jednou z nejrozsitenéjSich metod pro
izolaci jednotlivych analyti ze vzorku, pfed jejich stanovenim kapildrni kapalinovou
chromatografii. V piipadé, Ze se jako adsorbent pouZiji magnetické nanocastice, jednd s 0
extrakci na magnetickou pevnou fazi (MSPE). Tento zplsob extrakce je efektivnéjsi a
rychlejsi. Magnetické nanocastice s vicevrstevnymi nanotrubicemi byly pouzity pii extrakci
polycyklickych aromatickych uhlovodiku z jedlych oleji a antibiotik flourochinolont
zkrevni plazmy. Dal$im piikladem jsou vicevrstevné nanotrubice modifikované
hydroxylovymi skupinami, které byly spolu s magnetickymi nanocasticemi byly vyuzité pro
extrakci estrogenil z medu a vodovodni vody. Tyto experimenty byly provedeny teprve

. . 15
V nedavné dobé.

Obr. 4: Morfologie CNT pomoci a) TEM b) SEM (pievzato z cit. 13)
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2.3.3 Magnetické nanocastice

Magnetické nanocastice jsou dalSim typem nanocastic, které vzbuzuji velky zajem,
pro své vlastnosti a Siroké uplatnéni Vv riznych oborech. Maji vétSinou strukturu kompoziti,
kde jsou magnetické nanocastice, které tvoii slozku magnetickou =zaélenény do
nemagnetické matrice. Jako hostitelé magnetickych nanoc¢astic mizou vystupovat, jak pevné
latky napf. polymery, tak i kapaliny, které se potom oznacuji jako magnetické. Slozka
magnetickd je zodpovédna za interakci s vnéjSim magnetickym polem a slozka nemagneticka
za interakci s biologickymi systémy.

Spoleénym rysem je unikatni magnetické chovani. Muzeme u nich najit
supermagnetismus, jednodoménovy rezim, povrchové anizotropie, nizkou Curierovu teplotu
¢i vysokou magnetickou vnimavost. Vystupuji jako permanentni magnet. Pti nizkych
teplotach maji magnetické blokovaci ucinky. VSechny magnetické vlastnosti jsou ovlivnény
jak velikosti, tvarem a koncentraci, tak pokrytim povrchu, matrici a jejim prostiedim ¢i
tvorbou agregati.'’®*® Jsou znamé magnetické nanoCastice kovii nebo jako jejich oxidy.
Nejcastéji jsou magnetické castice tvoreny zelezem a jeho oxidy a také kobaltem a niklem,
jejichz moznosti jsou ale omezeny jejich toxicitou.

Mezi nejznaméjsi magnetické oxidy zeleza patii magnetit, hematit a maghemit.
Magnetit Fe;O, patii do skupiny feritd a ma silné magnetické pole. Je malo stabilni a vétSinou
oxiduje na stabilngjsi modifikaci maghemit y-Fe,O3. Oba oxidy vykazuji teplotné zavislé
supermagnetické vlastnosti, tedy schopnost udrzet nulovy magneticky moment bez vlivu
vnéjsiho pole kdyz jsou jejich Castice mensi nez 15 nm. Maghemit mtze byt pfeménén na
posledni formou hematit Fe,O3, ktery uz je antiferromagneticky. Oba oxidy jsou pro svou
biokompatibilnost vhodné pro pouziti v 1ékarstvi.'®? Velky uspéch v oblasti magnetickych
nanocatic zaznamenal objev mikroorganismi schopnych syntetizovat ve svych buikach
krystalky magnetitu nebo sulfidu greigitu. Prvni magneticka bakterie Magnetospirillum
magnetotacticum (obr. 5) byla izolovana roku 1975 Richard P. Blakemorem z rybni¢ni vody.
Ve svych burikach obsahuji organelu nazyvanou magnetosom, kde jsou krystalky magnetitu
obalené organickou membranou a rozdélené podle velikosti a tvaru a usporddané ve formé
fetizkl, které pracuji na stejném principu jako stielka kompasu. (obr. 6). Magnetosomy jsou
dostate¢né citlivé na vnimani geomagnetického pole a slouzi bakterii pro lepsi orientaci
V hlubsich vodach. Je vznesena myslenka, Ze pii GspéSné izolaci magnetosomu z bakterii, by
mohli poslouzit v medicin¢ jako nosic¢e 1éku na pozadované misto, zejména pii 1é€bé nadoru

toxickymi cytostatiky.”®?’



Obr. 5: Magnetospirillum magnetotacticum Obr. 6: a) — c) TEM obrazy MTP-NP

MTP — NP (ptevzato z cit. 26) Sruznymi tvary: a)podlouhlé hranoly
b)oktaedry c)kuli¢ky d) membrana
magnetosomu s velkym zvétSenim
(pfevzato z cit. 27)

Vsechny magnetické nanocastice maji velkou povrchovou energie a silné magneticko -
statické interakce a proto maji tendenci vytvaret agregaty, ¢imz se celkova povrchova energie
snizi, ale vzniklé produkty uz postradaji magnetické vlastnosti. Aby se tomuto zabranilo,
provadi se rizné povrchové Upravy. Povrch nanocastic se modifikuje pomoci organickych
molekul napf. polymery, biomolekuly nebo anorganickymi slou¢eninami napt. oxidy kiemiku
nebo kovy. Vznikaji stabilni a biokompatibilni magnetické ¢astice, které uz jsou vhodné i pro
medicinské aplikace pii diagnostice i 16¢bé (magneticka rezonance, hypertermie — zdroj tepla
pod vlivem stifidavého proudu magnetického pole, biologické Stitky, nosice 16kiy). 19222325

Kromé mediciny se daji magnetické nanocastice vyuzit v Siroké Skale jinych disciplin:
biotechnologie (bioCipy), environmentalni oblast (odstranéni kontaminantti z podzemni vody),
heterogenni katalyza, elektronika (magnetické zafizeni pro ukladani dat), strojirenstvi
atd.®1%?° \/ poslednich letech byly zkouseny jejich aplikace v zem&d&lstvi, kde by fungovaly
jako transportni systém stejn¢ jak v lékarstvi. Biokompatibilni magnetické kapaliny jsou
schopny pronikat pies kofeny a cévni systémy Vv plodinach jako je hrasek, slunecnice, pSenice
a rajCata. Tento objev miize oteviit moznosti pro dalsi aplikace od agrochemické 1écby ke

genetickym transformacim dopravou nukleovych kyselin.?



2.3.4 Kvantové te¢ky (QDs)

Kvantové teCky jsou fluoreskujici polovodi¢ové anorganické nanokrystaly témér
kulovitého tvaru o priméru pohybujicim se v rozmezi 1-10 nm a obsahujici 200 — 10 000
atomt.”*' Mohou se vyskytovat samostatné nebo v uspoiadané do klastrii. Skladaji se
z anorganického jadra (core) tvofeného vétSinou polovodic¢em (napi. CdSe, CdS nebo CdTe) a
obalu (shell), ktery ho obklopuje (n¢kolik vrstev atomu ZnS). Jadro je odpovédné za
flourescenéni vlastnosti kvantovych tecek a obal je chrani pted chemickou a fotochemickou
degradaci a zvySuje rozpustnost.zg‘gO

Maji vyjimecné optické, elektrické a chemické vlastnosti, které jsou vhodné pro oblast
biomedicinského a bioanalytického vyzkumu, kde mohou najit uplatnéni K oznacovani
molekul.Z% Mezi jejich typické optické vlastnosti patii Siroka absorpéni spektra, Gizka emisni
spektra, velké Stokesovy posuny a vysoké kvantové vytézky (jasnost).*® Kvantové tecky se
ukazaly byt vhodna alternativa fluorescen¢nich barviv, protoze na rozdil od konvencné
uzivanych organickych flouroforti pfinaseji nékolik vyhod. Jejich luminiscence je zavisla
nejen na chemickém slozeni, ale 1 na velikosti Castic, tzn. Ze kvantové tecky o stejném
chemickém sloZeni, ale riznych velikostech mohou pii vhodné vinové délce vykazovat rizné
barvy (obr. 7). Jsou pouzitelné pro celou oblast spektra (od UV az po blizké IR). Maji
charakteristické absorp¢ni a emisni spektra, jak bylo uvedeno vyse, diky Sirokym absorpénim
spektrim je mozné jednim UV zdrojem excitovat rlizné kvantové tecky a diky uzkym
emisnim spektrim floureskuji jasnéji. Dal§i vyhodou je extrémni fotochemicka stabilita,
nedojde tak k jejich ,,odbarveni«.%%,

Konkrétni vyuziti kvantovych te¢ek urcuji navazané ligandy na jejich povrch. Ligandy
umoznuji rozpustnost v riznych prostiedich (voda, organické rozpoustédla) a podporuji
ochotu k chemickym reakcim. NejbéZnéji pouzivanymi kvantovymi teckami jsou CdSe, CdS
a CdTe. Pro jejich pfipravu V nevodném prostiedi se pouziva tri-n-octylphosphine oxid
(TOPO) a trioctylphospine (TOP). Takto vzniklé nanocastice jsou rozpustné pouze
v hydrofobnich rozpoustédlech napt. hexan nebo toluen. Vyménou TOP /TOPO ligandu za
jiny ziskaji rozpustnost v hydrofilnich prostfedich. Jako vhodné se ukézaly byt thiolové
ligandy, diky jejich vysoké afinité k povrchu nanocastice. Alternativou k thioliim mohou byt
peptidy nebo oligomerni fosfiny. Jinou moznosti jak zvysit rozpustnost je jejich zachyceni
napt. v polymeru nebo micele. Kvantové tecky lze pouzit jako biosenzor nebo pro

zobrazovani bunék,® jako stavebni soucasti pro diody, fotovoltaickd zatizeni a lasery.*®
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Obr. 7: 10 barev emisnich spekter kvantovych te¢ek CdSe obklopenych vrstvou atomi ZnS

pti excitaci UV lampou (pievzato z Cit. 41)

Jako nejcastéjsi zpisob vhodny k charakterizaci kvantovych tecek jsou UV/VIS
absorbance a emisni spektra. Dale je mozné méfit velikost ¢astic pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) a rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM). Obé metody
jsou zalozené na interakci elektronti s jadry atoml ve vzorku, ale pfi ptfipravé vzorku muize
dojit k nezadouci aglomeraci c¢astic. Jako doplitkovou metodu lze pouzit mikroskopii
atomarnich sil (AFM), ktera poskytuje trojrozmérny obraz a jeji vyhodou je snazsi ptiprava
vzorku. Kapilarni elektroforéza, diky své vysoké separacni t¢innosti podle velikosti dokaze
rychle a presné urcit velikost Castic. Je jednou z nejlepSich metod k detekci nanocastic.
roztok zakladniho elektrolytu (obr. 8) a uplatiuje se zde i velky vliv povrchové chemie.
Ligandy, které jsou uzivany ke stabilizaci, a ktery jsou vazany na povrch, méni jeho naboj a
tim ovliviiuji elektroforetickou mobilitu (obr. 9). SloZzeni BGE ovliviiuje i intenzitu

, w1 37
flourescence kvantovych tecek.
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Obr. 8: Oddéleni ¢tyt druhti QD s primérem jader o velikosti v rozmezi 2 — 10 nm pomoci
polyethylenglykolu (PGE), jako ptidavku v pufru. P#i vySSich koncentracich dochazi
k rozsiteni piku, je dulezité najit rovnovahu mezi dosazenim uc¢inného oddé€leni a rozsitenim

piku. ( pfevzato z cit. 37)

Fluorescence intensity (a.u.)

Jo

O 3 6 9 12 15
Migration time (min)

Obr. 9: Elektroforegram tii CdTe QDS o0 stejné velikosti, ale s ruznymi thioalkylovymi
ligandy: (1) thioglykolova kyseliny, (2), L-cystein, (3), glutathion, ligandy meéni celkovy

naboj v dusledku ¢ehoz dochazi ke zméné migracniho ¢asu (pfevzato zcit. 37)
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2.3.5 Kovové nanoéastice

Nejstudovanéjsimi v poslednich letech jsou nanocastice uslechtilych kovii stfibra a
zlata vCetné jejich aglomeratd. Pro svou velikost, chemické a fyzikalni vlastnosti, se staly
velice atraktivnimi.® Nanodastice stifbra vynikaji svou biokompatibilitou. Jejich
antibakterialni G¢inky jsou znadmy staleti. Na rozdil od jinych nanocastic (napt. TiO,, ZnO,
CdSe, ZnS atd.) nepotiebuji ptitomnost fotokatalyzatoru. Bylo zjisténo, ze antimikrobialni
aktivita stifbra souvisi s velikosti stiibrnych &astic. Cim mensi velikost, tim v&tsi Gginky.*
Kovové nanocastice mohou obalovat i jiné nano¢astice za vzniku kompozitd. P¥ikladem jsou
silikatové nanocastic. Oblast, ktera je nyni v rozvoji je piiprava flouroscenéich - silikatovych
magnetickych nanokompoziti. Jednd se o kombinaci nanocastice polymerniho oxidu
kfemicitého obsahujici fluorescenéni molekuly, vnémz je uzavieny napi. oxid Zeleza.
Vznikly nanomateridl ma Siroké potencidlni vyuZziti, zejména ve flourescenéni mikroskopii.
Oxid kiemic€ity zvySuji stabilitu ¢astice v roztoku, zabranuje agregaci, je biokompatibilni a da

se chemicky modifikovat riznymi biomolekulami.*®

OEt
EtO- S;-—OE(
MeyN* OH” OEt
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Obr. 10: Popis ptipravy fluorescen¢niho silikatového magnetického nanokompozitu (pievzato

z cit. 40)
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2.3.6 Dendrimery

Patfi mezi rozvétvené makromolekularni nanomateridly disponujici trojrozmérnou
pifedem definovanou strukturou a slozenim. Obsahuji jadro, vnitini prostor skladajici se
z mnoha vétvi (dendronii) a vn&jsi oblast (povrch s funkénimi skupinami).*2

Specifickou vlastnosti dendrimert je vysoka absorp¢ni kapacita nanoc¢astic kovu nebo
oxidii do své struktury za vzniku kovovych dendrimernich nanokompoziti.*? Ty maji
predpoklad vyuziti v medicin¢, katalyze ¢i jako molekularni senzory.41 Vzniklé
nanokompozity se déli se do ¢tyt skupin, z hlediska toho, kde je kov umistén. Kov mize tvoftit
jadro, byt zapouzdien uvnit dendrimeru jako v ,,doupéti*, nebo se miize nachazet na povrchu.
Pak se jedna o typ, kde je kov koordina¢né vazan po obvodu dendrimeru nebo v mistech
vétveni. Dendrimer funguje jako stabilizator nanokompozitu a ovliviiuje reaktivitu. Na druhou
stranu muzou dendrony stabilizovat kovové nanocastice hned pii pfipravé nebo sekundarni
funkcionalizaci tj. nahrazenim ptivodnich povrchovych atomti dedronem. Nejcastéjsim typem
dendrimerii je PAMAM (polyamidoamin) s jadrem tvofenym ethylendiaminem.** PAMAM
dendrimery konjugované magnetickymi nanocasticemi mohou byt pouziti v oblasti zivotniho
prostfedi jako absorbenty tézkych kovi ve vodé a ptidé.*? Dal3i Sirokou moZnosti pouZiti jsou
biomedicinské aplikace. V oblasti 1ékai'stvi mohou slouzit v diagnostice v metodach pfi
zobrazovani organii nebo v 1é¢bé jako nosice 1éku. Dendrimery snadno pronikaji bunikami a
migruji tkanémi. Jednémi z prvnich nanocéstic studovanymi pro tyto ucely byly PAMAM

dendrimery s nano¢asticemi zlata.**
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2.4 Nanocastice v mediciné

Pouziti nanocastic v mediciné je jednou asi zjejich nejslibnéjSich aplikaci a
nejdiskutovanéjSim trendem soucasnosti. Nanocastice se zdaji byt vhodnym kandidatem
k boji proti nemoci, ktera neustale zabira prvni pricky ve statistice nejcastéj$ich onemocnéni,
rakoving. Protoze manipulace na Grovni nanometri zaznamenala velky zasah do aplikaci na
klinické arovni Vv lékaiskych védach, postupem c¢asu se vyclenil novy obor zvany
,nanomedicina,“ ** Lze ji chapat jako aplikaci nanotechnologii pro sledovani, opravy a
regulaci lidskych biologickych systémi na bunééné urovni s vyuzitim materidlu na
molekularni urovni, tedy nanozafizeni a nanostruktur.®* Snazi se porozumét zakladnim
mechanismiim konkrétnich onemocnéni. Uplatnit se mize v prevenci, diagnostice i samotné
1écbé. Nanomaterialy jsou dostatecné malé na to, aby velice citlivym zplisobem pomohly
dopravit diagnostické a terapeutické prostiedky proniknutim pies biologické bariéry piimo
k molekulam, nasledné zprostredkovaly molekularni interakce a odhalily molekularni zmény.
Zaroven maji velky povrch, natolik, ze dokazi navazat velké mnozstvi potiebné latky. Nékteré
nanocastice jsou Vv medicing jiz uzivany, u jinych se teprve vyuziti hleda. Antibakterialni
povlaky obsahujici nanocastice stiibra se uzivaji jako prevence proti napadeni bakteriemi u
katheterd ¢i zubnich materiald. Také u nahrad jako jsou cévni §t€py nebo endoprotézy. Stejné
tak mohou eliminovat infekci p¥i popaleninové 16¢b& a podpofit hojeni vzniklych ran.*

Pouziti jednotlivych typl nanocastic v konkrétnich metodach je shrnuto na obr. 10.”

METODA
FUNKCE A JEV

diagndza

detekce -
: intracelularni

sledovan

kowvowée MNP

zobrazeni
in-vivo
zobrazowvani

polyrmerni MNP

infekini nemoce
liposomy

kardiovaskulami

p nemoce
u embryonalni
kmenowé bubky

magneticky

micely

sebaskladné NP

terapie

doruceni

[ Fizeni

HILTBL

Obr. 10: Zakladni jevy a principy aplikace nanotechnologie v medicing (pfevzato z Cit. 45)
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2.4.1 Diagnostika

Nanotechnologie lze uplatnit v in vitro i in vivo diagnostice. Flourescencni
mikroskopie a magneticka rezonance jsou zobrazovaci techniky, do kterych stale vice
pronikaji nanotechnologie a maji velky vliv na biomedicinskou védu V poslednich letech.
Kvantové tecky a zlaté nanocastice mohou vystupovat jako senzory ¢i biologické Stitky
vV buné¢ném zobrazovani, magnetické nanocastice zase jako kontrastni latky k detekci nadort.
Flourescencni — magnetické nanokompozity muzou byt pouzity v obou technikach soucasng.®
Nanocastice jsou vhodné pro diagnostiku z diivodu jejich vyssi citlivosti a selektivnosti.
Jejich zaclenénim do klasickych diagnostickych metod se zvysi efektivnost vysetfeni a zkrati

v , v v, 4647
doba potiebna k vyseteni. **

2.4.1.1 Nanobiosenzory, flurescen¢ni sondy

Ptiprava senzorii na molekuldrni twrovni zalozenych na vysokém rozliSeni
skenovacich mikroskopi pouzitelnych pro zivy organismus je jednim z hlavnich ukoli pro
nanotechnologie v Iékafstvi. Nanomaterialy jsou vhodnymi kandidaty na biosenzory pro in
vitro diagnostiku. Poskytuji unikatni moznost detekovat a sledovat mirné¢ zmeény
frekvence signalu v komplexnich biologickych prostiedich.”> Jejich hlavni snahou je
neinvazni, rychla a pfesna detekce biologickych markertt uréitych typi zavaznych
onemocnéni (napf. infekéni onemocnéni, rakovina, kardiovaskularni choroby aj )% Sledovani
molekularnich mechanismit je dileZit¢ k pochopeni pribéhu nemoci. Zatfazenim
nanotechnologii do proteomiky a genomiky je mozno zaméfit tézko dosaZitelni cile.
Detekovat peptidy, proteiny, sledovat jednotlivé buriky, studovat sekvence RNA nebo DNA a
rozpoznat rakovinné mutace.*®*’ Nanobiosenzory, zalozené predevsim na bazi kvantovych
tecek, poskytuji citlivéjsi vysledky nez pouzivané metody RIA a ELISA. Biokonjugaty QDs
potazené streptavidinem se v biologickych studiich vyuzivaji pro zvlastni barveni bunék a
tkani. Dal$i moznosti uplatnéni biosenzord je klinicka diagnostika. Kombinace optického
biosenzoru s ¢ipem povrchem imobilizovanym nékolika tisici protilatek (anti - HBsAg) byla
pouzita k detekci markerti hepatitidy typu B z krevniho séra pacienta. Oproti nejcastéji
pouzivané imunologické metodé¢ ELISA, se kterou byly vysledky shodné, mé biosensor
s ¢ipem vyhodu v tom, Ze snimani sensorem je rychlejsi (vysledek béhem 5 — 8 minut) a ¢ip je
opakovatelné pouzitelny (100 — 150krat). Navic nevyzaduje zaméstnani biologickych stitku,
pro detekci téchto markert. Jinym piikladem je nanosenzor pro stanoveni hladiny koncentrace

glukozy a inzulinu v Krvi. Mikroc¢ip (5 x 8 mm), vloZeny v téle pacienta zaregistruje zménu
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hladiny glukozy pfeménou biochemické reakce na elektricky signal. Vcasna detekce rakoviny
je jednim z hlavnich smérti nanodiagnostiky. Dendrimery jsou vhodnym materidlem pro
tvorbu nanosenzorti kK detekci rakoviny. Do jedné z novych metod k detekci rakovinnych
bun¢k se tfadi imunitni testy. Zavedenim nanosenzort s fluorescen¢ni vrstvou do bunck
imunitniho systému lymfocyt se ziska odpovéd’ jejich imunitni reakce v zavislosti na zméné

intenzity flourescence.*

2.4.1.2 Kontrastni latky

Mezi populérni a velice efektivni zobrazovaci metody patfi magnetické rezonancni
zobrazovani (MRI). Jde o neinvazni techniku pro zobrazovani in vivo a klinickou diagnézu.
Poskytuje 3D tomografické informace v celém vzorku tkané s vysokym rozlisenim. Obraz
vznikd na zdkladé relaxacnich procest protont v jadfe umisténych v externim magnetickém
poli a vystavenych radiovému vinéni. Jedna se o podélné relaxacni procesy T1 (spin- miizova
relaxace), kterd dava svétly kontrast a pficné T2 (spin- spinova relaxace), ty dévaji tmavy
kontrast. Ke zvyseni citlivosti vnimani se uzivaji kontrastni latky, obsahujici paramagnetické
kovové ionty, které svym pusobenim ovliviuji vysi relaxaénich procest, podle ¢ehoz jsou
déleny na skupinu T1 (pozitivni) a T2 (negativni). Kontrastni latky T1 pusobi zvySeni
intenzity signalu a objevi se jako svétly rozdil na snimcich, kdezto latky T2 ptisobi snizeni
intenzity signalu a projevi se jako tmavsi rozdil na snimcich.

Dnes uzivané chelaty toxického gadolinia by mohly byt nahrazeny nano&asticemi.*®
Nadé&jni kandidati jsou magnetické nanocastice oxidi Zeleza, které mohou poskytnout detekci
nadorovych bundk.*** Pomoci magnetického pole jsou dopraveny do postizené oblasti, kde
jsou udrzeny po dobu nezbytnou ke komplexni diagnéze. Pro biomedicinské aplikace jsou
vhodné nejen pro své snadné rozptyleni, jedinecné magnetické vlastnosti a svou
mikrostrukturu. Ale obzvlast’ pro vétsi nasycené magnetizace, nez u gadolinia, ¢imz siln&ji
zasahuji do T2 relaxace a zvySuji kontrast MRI. Velkou roli v jejich kontrastnich vlastnostech
také hraje povrchova chemie a velikost. Nejznaméjsi je tprava povrchu dextranem, ktery
zaruéi del§i dobu trvani v organismu.*” Pro klinické aplikace ke zobrazovani karcinomu jater
byly schvaleny supermagnetické nanocastice y-Fe,O3; nebo Fe3O4 (SPIO) o velikosti 120 —
180 nm, modifikované dextranem znamé pod obchodnim nazvem Feridex, nebo
karboxydextranem (Resovist), o velikost asi 60 nm. Tyto roztoky jsou podavany
intravenozng.****° Po intracelularnim vychytanim RES jsou metabolizovany do rozpustné

superparamagnetické formy ,,b&Zného* Zeleza, které se stane soucasti napt. hemoglobinu.>
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Stejny typ magnetickych nanocastic oznacenych specifickou protilatkou Herceptin
(Trastuzumab), ktera zaru¢i doputovani kontrastni latky k nadorové bunce, byl pouzit
v preklinickych testech k identifikaci receptoru 2 pro lidsky epidermalni rastovy faktor (HER
2), ktery je vyrazem zhoubného bujeni. Tento zpusob podani specifické kontrastni latky
funguje na interakci protilatka — receptor.® Jingm prikladem jsou kvantové tecky, které jsou
vhodné jako kontrastni latky pro in vivo flourescenéni zobrazovani. Moznosti proniknuti
svételnych emisi do zivé tkdn€ byla zkousena v preklinickych testech. Koloidni roztok QDs
S jadrem z CdSe a obalem z SiO; a povrchovou tGpravou pro zlepSeni zobrazovaci schopnosti
VvV zivém organismu, byl pouzit k flourescen¢imu zobrazovani mySi pomoci in Vivo
zobrazovaciho systému (IVIS). Flourescence tkani byla jasn¢ viditelna po uplynuti delsi doby

od po&atku vstiknuti do ocasni Zily. (obr. 11).%2

NAN20111220085739A NAN20111220090050A

NAN20111220102648A

Obr. 11: A) fotografie a B) IVIS obrazky mysi a) pied, b) 5 min. ¢) 1 hod. po aplikaci injekce
QD/SiO2/PEG ¢astic koloidniho roztoku, d) po vstiiknuté roztoku byla provedena

laparotomie. (pfevzato z Cit. 52)
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2.4.2 Terapie

2.4.2.1 Nano¢astice jako 1éky a nosice 1éki

Myslenka vyuziti nanocastic jako 1€Civ nepatii k nejnovejSim konceptiim. Farmaka
nanocastic se jiz bézn¢ pouzivaji. Nanomateridly mohou byt pouzity k syntéze novych
1é¢ivych pripravki, nebo ke zvyseni G&innosti pavodnich.”® Poskytuji n&kolik evidentnich
vyhod, mezi které lze zahrnout zvySenou rozpustnost hydrofobnich 1éka v krvi a vysokou
miru solubilizace, dale zlepSeni farmakokinetiky (mnoho 1éku ziska schopnost pronikat pies
membranu a hematoencefalytickou bariéru), rychly terapeuticky efekt a sniZeni rizika

kii®*** Mohou byt bud’ aktivnim lékem nebo jeho nosi¢em. Piikladem 1é¢ivého

vedlejsich ucin
piipravku je 1ék Phosphogliv vyvinuty v Rusku. Jedna se o 1é¢ivo, které je tvofeno ¢asticemi
v pruméru do 50 nm a obsahuje s6jovy fosfatidylcholin a kyselinu glycyrrhizovou. Tento
certifikovany 1€k patfi do skupiny latek ochranujici jatra a uziva se k 1é¢bé hepatitidy (A, B, C
a D), pii poskozeni jater alkoholem, drogami nebo pro 1é&bu bronchialniho astma.>® Velkou
pozornost vzbuzuji fullereny a jejich derivaty, fulleren C60 ptedevsim, pro své biologicko -
Iékarské ucéinky. Z preklinickych testd bylo zjisténo, ze by mohly byt schopny opravit §kody
vzeslé z oxidativniho stresu v bunkach. Velkou pfednosti je schopnost pronikat
hematoencefalickou bariérou, proto maji piredpoklad k 1éceni napt. Parkinsonovy nemoci a
jinych neurodegenerativnich chorob. Pii pokusech na potkanech adukty fullerenu C 60
s PVPP bylo zjisténo, ze jsou schopni zabranit znehodnoceni dlouhodobé paméti. Derivaty
fullerenu by mohly mit i antivirové uginky.*®

Vyvoj systémi snosi¢i 1éku pokryva téméf vSechna pole mediciny napf.
endokrinologii, kardiologii, nejvice vSak onkologii.46 Vyvoj nanosystémil pro aplikaci 1¢ku
vyuziva skoro vSech typti nanocastic a jejich kompoziti (dendrimery, polymerni micely,
fosfolipidni nanocastice — lipozomy, supermagnetickd jadra oxidu zelezitého, zlaté
nanocastice 1 fullereny ). VSichni splituji kladené pozadavky, tj, zadna toxicita, imunnogenita,
karcinogennita a schopnost pfenaset a uvolnit dostate¢né mnozstvi léku pfimo na mists.>*>°
Lék muze byt absorbovan na povrchu, kovalentné navédzadn nebo zapouzdien v matrici.
Stabilita a distribuce nanocastic uvnitt mikrobiologického prostfedi zavisi na jejich chemické
povaze a velikosti. Povrchova uprava syntetickymi polymery zvysuje stabilitu systému tim, ze
prodlouzi dobu ob¢hu v krevnim fecisti. Jako povlak nanocastic se ¢asto uziva PEG, ktery

vytvari efekt stérické stabilizace a tim sniZuje imunogenitu systému.> Stabiliza¢ni molekula

je s povrchem nanocastice spojena tzv. spojkou (linker), kterd je vybrana tim zptisobem, zZe
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jakmile systém dorazi k cilovému mistu je vazba zrusena a I¢k je uvolnén (mtize byt vyvolano
zménou pH, chemickou reakci apod.).>

Nejcastéji se do nosice 1ékt vclenuji protindadorové Iéky. Konvencéné uzivana
chemoterapeutika se ukazuji jako nedostatec¢na. Divodem je nizka selektivita a nespecificky
ucine, ¢imz zpusobuji Svou toxicitou fadu vedlejSich ptiznakd a ni¢i zdravé bunky. Protoze
leckdy se stane, ze nez jsou doruc¢ena k nadorovému mistu, dojde k uvolnéni toxickych u¢inkt
do okoli zdravé tkan¢. Systém cileného doruceni ma piedpoklady piekonat omezeni
chemoterapeutik za soucasného posileni terapeutického GEinku® Cileni nadorové tkang, nebo
1 nadorové bunky 1ze dosahnout pasivnim nebo aktivnim smétovanim Iéku. Pasivni sméfovani
je zalozeno na EPR efektu v cévnim systému nadoru, ktery propousti i veliké molekuly a
nedostatené funkei lymfatického systému,”® ktery je odpov&dny za odvod molekul.>* Diky
tomu dochazi k hromadéni nanocéstic dostatecné dlouho na to, aby doSlo k uvolnéni 1éku a
vyvinuti terapeutické uginnosti. Usp&$né cileni zavisi na velikosti nano¢astic. Aktivni
sméfovani dodavky cytostatika k nddoru vyzaduje navazani specifickych ligandd na povrch
nanocastic. Jedna se molekuly s vysokou afinitou. Obecné lze fict, ze ,,zamétujici® ligandy
jsou protilatky ¢i jejich fragmenty komplementéarni k receptortim (napi. HER2 ¢i kys. listova),
které produkuji nadorové buiiky v dusledku jejich metabolické poptavky a které se bézné
nevyskytuji v normalnich buiikach.>® Jiz jsou nékteré 1éky na bazi nano&astic, které jsou
schvaleny po celém svété. Jako prvni komeréné dostupny 1€k byl lipozomalni protinddorovy

1ék Doxorubicin. Dalsi piiklady shrnuje Tabulka 1.%

Tabulka I.: Pfiklady schvalenych 1é¢iv velikosti nanometrt (pfevzato z Cit 53)

Nanocéastice Nazev léku Indikace

Liposom

Doxorubicin HCI

cytostatikum

Amphotericin B

antifungicid

Daunorubicin citrate

cytostatikum

Verteporfin

makularni degenerace

Nanokrystal Sirolimus imunosupresant
Aprepitant antiemetikum
Megestrol acetate anorexie
Fenofibrate hypercholesterolémie
Ostatni Paclitaxel cytostatikum
Pegaspargase cytostatikum
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Uhlikové nanotrubice by také mohly byt pouzit¢ k cilenému transportu 1éciv.
Ukazaly nékteré vyhody oproti protinddorovym piipravkim vyuzivajici liposomy a
dendrimery (napt. doxorubicinu). Jejich biologicka bezpecnost je v soucasné dob¢ v centru
zkoumani. Z dostupného védeckého badani bylo zjisténo, ze by mohly mit aplikovany
zejména v 1é¢bé nadort CNS, protoze jsou schopny proniknout hematoencefalytickou
barierou, kterd omezuje vyménu latek mezi krvi a mozkem. Snizena hladina neurotransmiteru
acetylcholinu pifi Alzheimerové nemoci zplsobuje zhorSeni paméti a kognitivnich funkci.
Protoze je acetylcholin siln¢ polarni, neprojde skrz hematoencefalytickou barierou
k neurontim do mozku. V pfipadé€, Ze se absorpuje na SWNTs je do mozku dopraven. Tento
poznatek oteviel dvete pro vyuziti uhlikovych trubic jako nosi¢i 1ékid pii 1é¢bé nadort
mozku.”’

Jinym piikladem je vytvofeni magnetickych nosic¢tl, které je mozno aktivné cilit napf.
rychle se ménicim magnetickym polem, elektrickym polem, X — paprsky nebo svétlem.
Magnetické nanocastice podobné jako vSechny ostatni nanocastice musi byt modifikované
biokompatibilnim materidlem (napf. Skrobem), na jehoz funkcni skupiny se navaze
chemoterapeutikum a externim magnetickym polem jsou dopraveny k nadorové buiice (obr.
12). | tady je zaruéena ucinna 1écba cytostatikem bez poskozeni zdravé tkané. K desorpci
dojde az v misté nadoru.”® Uvoliiovéni 16¢iv z magnetickych nano¢astic miZe byt ovladané
nefyziologickym zvySenim teploty. Lécebnd metoda se nazyva hypertermie. Pfipravi se
magneticka lipidova nanocastice (magnetoliposom). V lipidové matrici jsou zapouzdiené léky
a integrovany magnetickym topnym prvkem (y-Fe O3 castice). Na povrchu je navazan
polymerni stabilizator a pro cilené¢ doru¢ni specifické ligandy. Tento systém se pii télesné
teploté nerozpousti. V ptipad¢ zvySeni teploty v rozmezi 45 °C az 55 °C se pevna lipidova
matrice tavi a zapouzdiené molekuly 1kt propousti v pravidelnych intervalech. Hypertermii
lze provadét mikrovinnym zafenim, vifivymi proudy nebo topenim. Musi byt pfisné fizena,
protoZe topny systém milZze piedstavovat vazné ohroZeni pfilehlych zdravych tkani. Ohtev
topnych magnetickych castic ve stfidavém magnetickém poli lze ptisoudit riznym
mechanismiim a zavisi na velikosti jejich magnetickych vlastnosti. Vytapéni pravidelnych
multi-doménovych feromagnetickych Castic je zpisobeno zejména hystereznimi ztratami. U
jednodoménovych castic, kde je hysterze zanedbatelna je topeni zplsobeno rotaci
zucastnénych magnetickych momentt a fyzickym pohybem ¢astic ve stfidavém magnetickém

poli.*®
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Obr. 12: Detekce distribuce Fe v nadorové tkani pomoci SEM po magnetickém cileni 1éku A)
dopravni systém mimo nadorové bunky B) znacné mnozstvi dopravniho systému
v nadorovych bunkach c) XPS spektrum Fe v nadorovych buikéch, slouzici k dikazu, ze

signal zpétné odrazenych elektronti pochazi z Fe. (ptevzato z Cit.58)

2.4.2.2 Tkanové inZenyrstvi

»Nanomedicina“ se snazi vyvinout lep$i implantaty pro regeneraci nejcastéji
postizenych tkani kosti, zubt, ale také nervové soustavy, srdce, apod. Nanomaterialy lze
pouZit pro p&stovani umélych tkani a organi™ nebo mohou slouZit k povrchové upravé

implantétﬁ.Go

Pfikladem jsou konstrukéni matrice z ptirodnich nebo syntetickych polymernich
materidlti pro péstovani napt. chondrocyti, osteoblastii, nebo myoblastii. Vyhodou ptirodnich
polymert je podobnost s makromelukulami obsazenymi Vv organismu. Nejéastéji se uZzivaji
nanovlakna kolagenu nebo chitosinu.>® Pro tUpravu stivajicich implantatu se uZivaji
nanovlakna Ti, TiO,, hydroxyapatitu, ZnO,, i uhlikové nanotrubice. Ortopedické nahrady jsou
po chirurgickém vykonu zatiZeny vznikem zan€tu na rozhrani implantat - hostitelska tkan. Na
ving jsou zanétlivé buiiky (napiiklad makrofagy). Cetné pokusy ukazuji, Ze v piipadé kdy
byly na povrch nahradniho materialu absorpované uhlikové nanotrubice, byla snizena
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ptilnavost makrofagti. Divodem je zvySena drsnost povrchu a vétsi povrchova energie. Mezi
dalsi problém, kterym trpi ortopedicky material je infekce na biomateridlovém povrchu. | tady
je mozno vyuzitim nanomaterialti infekci zabranit. Nanocastice ZnO, a TiO, ukazuji slibné
antibakterialni u¢inky. Ortopedické implantaty nejsou jediné, kdo mize vyhody
,hanomediciny* vyuzivat. Dal§im pfikladem je regenerace nervovych tkani zahrnujici
diferenciaci kmenovych bun¢k do neuront. Velky potencial ukazaly uhlikové nanotrubice,
opét diky své jedinecné povrchové energii, kdy podporuji adsorpce bilkoviny lamininu, ktera

je kli¢ovym proteinem zvysujicim diferenciaci kmenovych bungk do neuront.®

2.4.2.3 Medicina budoucnosti

Chirurgie, je obor mediciny, ktery by se mohl dostat diky nanotechnologiim do zcela
jiného uhlu pohledu. Piedpoklad je takovy, ze by operacni zakrok neprovadély ruce chirurga,
ale nanorobot jim externé fizen (obr. 13). Sestrojeni biosenzoru nanorobota lze povazovat ze
jeden z velkych tikolii nanotechnologii v medicing.> Objevit by mohly byt pfiblizng za 10 —
20 let.*® Lékaisky nanorobot by piedstavoval kybernetické zafizeni velikosti nanometrd
vytvofené s atomovou piesnosti. Byl by schopen provadét kontrolované bunécné opravy na

molekularni Grovni. Po zavedeni do krevniho obéhu by nalezl nemocnou buiku a

prostiednictvim mikro - skalpelu provedl pozadovanou ,operaci“.®® Nicmén& metody

Obr. 13: Nanorobot v krevnim fecisti Obr. 14: Respirocyty (pfevzato z cit. 54)
(pfevzato z Cit. 54)
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2.5 Kapilarni elektroforéza (CE)

2.5.1 Charakterizace

Béhem poslednich let se kapilarni elektroforéza stala velice popularni analytickou
metodu. Ma Siroké pole pisobnosti. Poskytuje analyzy od anorganickych iontt az po velké
fragmenty DNA. Jeji velkou ptednosti je rychlost, vysokd separac¢ni ucinnost (az miliony
teoretickych pater) a hmotnostni citlivost (od 107 p010'21), to vSe za minimalni spotieby
vzorku (nl az pl). Maze byt pouzita s riznymi detekénimi systémy (vCetné hmotnostni

spektrometrie).* Je komplementarni k vysokot&inné kapalinové chromatografii (HPLC).%

2.5.2 Princip

Kapilarni elektroforézu fadime mezi elektromigracni separacni metody, které jsou
stale Castéji souhrnné¢ oznacované jako vysoko ucinna elektroforéza — HPCE (,,high-
performance capillary electrophoresis®). Je schopna separovat ionty na zaklad¢ jejich rizné
pohyblivosti ve stejnomérném elektrickém poli. Separace probiha v kapilate twzkého
priméru.®*®? Pohyblivost iontu, neboli mobilita, o kterou se elektroforéza opira, je

definovana:
V = ue.E 1)

kde p. je elektroforetickd mobilita a E je intenzita elektrického pole
Mobilita je pro dany ion a médium charakteristickou konstantou pro tento ion.

Na nabity ion ptisobi sila elektrického pole Fg ktera ho uvadi do pohybu a je dana vztahem:

Fe= QE (2)
kde q je naboj iontu.

proti ni pasobi tzv. frikéni sila, ktera iont brzdi a je dana Stokesovym zakonem:
Fe = -677:17I’V (3)

kde r je hydrodynamicky polomér iontu a # je viskozita prostiedi.
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V piipadé vyrovnani obou sil nastane stacionarni stav, kde jsou si sily rovny, definovany

rovnovahou téchto sil:

q.E = 6ayrv 4)
pro elektroforetickou mobilitu ¢astice vychazi vztah:

e =VIE = q/6znrv (5)

Z rovnice je ziejmé, ze malé a vysoce nabité ¢astice maji vysoké mobility, zatimco velké,
minimaln¢ nabité Castice maji mobility nizké. Elektroforetickd pohyblivost je fyzikalni

konstanta, nalézame ji v chemicko-fyzikalnich tabulkach®®,

2.5.3 Elektroosmoticky tok

Zakladni hybnou silou kapilarni elektroforézy je elektroosmoticky tok (EOF), ktery
je dasledkem povrchového naboje na vnitini sténé kapilary, ktery je ur€en { — potencialem.
EOF vyplyva zucinkil elektrického pole na difuzni vrstvu elektrické dvojvrstvy, kterd
obklopuje nabité &astice v roztoku elektrolytu.®*

BéZzné pouzivané jsou kiemenné kapilary, jejichz povrch je tvofen silanolovymi
skupinami (-SiOH), které mohou existovat v aniontové form¢ (SiO") (obr. 15 A). Protiionty
elektrolytu, aby zachovaly rovnovahu naboje, se za¢nou hromadit u povrchu a vytvoii difuzni
dvojvrstvu. Kde vnitini ¢ast je vazana siln€ k povrchu a vnéjsi je vazana slabéji a je proto
mobilni. Na pohybovém rozhrani, tzv. smykové plose difizni dvojvrstvy, existuje { —
potencial (obr. 15 B). To znamena, ze ¢astice migruje jako kineticka jednotka, vzdy spolu
S ur¢itym mnozstvim kapaliny. Proto v pftipadé vlozeného napéti, kdy jsou kapilarni kationty
diftizni dvojvrstvy pritahovany ke katod¢, diky jejich solvatacnim obaliim jejich pohyb sebou

strhavé cely davkovany roztok v kapilaie (obr. 15 C). Tim je EOF vysvétlovan.**

EOF muze byt vyjadien rychlosti:

Veo = (el/ ) . E (6)

nebo mobilitou:

Ueo = €Ll (7)

kde ¢ je dielektricka konstanta, , je elektrokineticky potencial a # je viskozita roztoku
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Obr. 15: Vznik elektroosmotického toku A) zaporné nabity silanovy povrch (SiO°) B)
hydratované kationty hromadici se u povrchu C) objemovy tok smérem ke katod¢ pii aplikaci

elektrického pole (pfevzato z Cit. 63)

ProtoZe je zeta potencial je zavisly na pH, bude se i velikost EOF ménit s pH. Pfi
vysokém pH je EOF podstatné vyssi nez pii nizkych hodnotadch pH, protoZe jsou silanové
skupiny deprotonizovany.

Unikatni vlastnosti EOF je plochy rychlostni profil proudéni, ktery pifispiva ke vzniku
ostrych zon. Dalsi vyznamnou vlastnosti EOF je to, ze zpiisobuje pohyb téméf vSech Castic ve
stejném sméru bez ohledu na jejich naboj. Kationty migruji nejrychleji, pak migruji neutralni
Castice, které nejsou oddeleny a nejpomalejsi jsou anionty, protoze jsou ¢astecné pritahovany
k anodé. Modifikaci stény kapilary 1ze zménit ¢i zvratit EOF. V tomto pfipadé budou kationty

a anionty migrovat v opaénych smérech.®*®
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2.5.4 Instrumentace kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza je vyznacuje pomérné jednoduchou instrumentaci, jak je
vidét na obr. 16 a také jednoduchym a levnym provozem.ﬁz'64 Sklada se ze zdroje vysokého
napéti, systému elektrod, separacni kapilary, vstupni a vystupni elektrolytové nadobky,

zasobniku vzorku, detektoru signalu a pocitace k jeho vyhodnoceni.

vyhodnoceni
signdlu

béh elektroforézy detektor

divkovini vzorku

i J

(zacatek price)
= vzorek ==
elektrolyt (pufr) elektrolyt (pufr)
Y P zdroj napéti P
30000 V

Obr. 16: Schéma zatizeni pro kapilarni elektroforézu (pfevzato z Cit. 64)
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2.5.5 Analyza nanocastic kapilarni elektroforézou

Kapilarni elektroforéza je velice vhodnou technikou k charakterizaci nanocastic.
Ukazala se jako vhodna alternativa ke konvenéné uzivanym metodam. Poskytuje informace o
velikosti ¢astic, povrchovém naboji a dokaze oddélit jednotlivé populace nanocastic. Jako
ptiklad je uvedena separace uhlikovych nanotrubek (obr. 17) s pomoci iontové kapaliny a
ultrazvuku (zeta potencial - 10 kW, jako BGE byla pouzita kyselina mravenci, jejiz pH = 2
bylo ziskano ptidanim kyseliny chlorovodikové). Pti rychlém a vysokém rozliSeni separace je

CE schopné oddélit vzorek nanotrubek do jednotlivych frakci stejné velkych trubek.®®
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Obr. 17: Rozdé¢leni velikosti byl nasledujici: (A) praméry 2,1-5,1 nm a (B) délky 2-20 nm
(pfevzato z Cit. 66)
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2.5.6 Analyza biologickych vzorki kapilirni elektroforézou

Kapilarni elektroforéza je diky svym vysokym separacnim schopnostem, nizké
spotiebé vzorku a univerzalnosti aplikace (napf. anorganické ionty, organické molekuly,
biomolekuly) za pomoci vétsinou jedné kapilary a pouhé vymény slozeni pufrti, vhodna
k analyze biologickych vzorkd. Skvéle se hodi i do forenznich laboratofi (napt. soudni
I¢katstvi, toxikologie). V rukou forenznich chemiki piredstavuje silny a pomérné novy
analyticky nastroj vhodny k vysetiovani vétSiny forenznich vzorkd.?”  Lze vyuzit pro
sledovani  antibiotik v plazmé nebo vzorcich tkani,®® & analyzu endogennich
nizkomolekularnich metabolitii v lidském séru.®® Jako priklad piimé analyzy lidského séra
pomoci CE lze uvést stanoveni organickych latek (obr. 18). Bylo analyzovano netedéné
sérum. Je vSak nutno vzit v Givahu, Ze obsah soli v lidském séru je vysoky a mize zplsobit

v : v 7 v s 1 vrv oy v svNro e . 69
zmenu v migracnim case a maximalnim rozsireni, Coz vede k niZs§i ucinnosti S¢parace.
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Obr. 18: Elektroforegram organickych kyselin v séru z pediatrickych pacientd s respira¢ni
insuficienci. (detekce, absorpce pii 220 nm, vzorek nefedéného séra, tlak 100 mbar/6 s

(ptevzato z cit. 69)
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Na piipravu zakladnich pufri a promyvacich roztokli byly pouzity: hydroxid sodny
dodany firmou Merck (Darmastadt, Némecko), kyselina boritd, polybrene (PB),
didodecyldimethylamoniumbromid (DDAB), chlorid sodny (NaCl), kyselina citronova a 3-
(N-morfolino)propansulfonova kyselina (MOPS) dodany spolec¢nosti Sigma - Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Vsechny chemikalie byly analytické Cistoty (p.a.). Ke vSem analyzam se
pouzivala voda deionizovana ziskana ptistrojem Direct-Q 3 od firmy Millipore (Billerica,
MA, USA).

3.1.2 Vzorky

K analyze byly pouZity vzorky Ag nanocastic 10 nm a 20 nm zakoupené od Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) a magnetické nanocéastice SMAA-COOH ziskané¢ od Centra
vyzkumu nanomaterialli, RCPTM (skupina prof. Zbofila).

3.2 Priprava elektrolyti

Bylo testovano nékolik typtu pufri. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok 50 mM
boratu rozpuSténim odpovidajiciho mnoZstvi kyseliny borit¢ v 50 ml deionizované vody a
jejim titrovanim 50% a 10 % (w/w) hydroxidem sodnym na pozadované pH = 9,5. Pribézna
hodnota pH byla kontrolovana pH metrem. Nasledovalo ptipraveni aditiv 1 mM DDAB a 1
mM PB rozpusténim jejich vypocitaného mnozstvi v5 ml vyse popsaného 50 mM boratu.
Z takto ptipravenych roztoku byly fedénim ptipraveny pufry o nizsi koncetraci. Jako posledni
byly pfipraveny pufry citrat, borat a MOPS, které slouzily jako aditivum k pufru 10 mM
NaCl. Sestavaly z kyseliny citronové, kyseliny borit¢é a soli MOPS, navazenim jejich
pfislusného mnozZstvi a ndslednym rozpusténim ve 2 ml pfedem pfipraveného zasobniho
roztoku 10 mM NaCl. Ten byl ziskan rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi NaCl v 50 ml

deionizované vody.
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3.3 Instrumentace a experimentalni podminky

Vsechny vzorky byly analyzovany pfiistrojem kapilarni elektroforéza HP 3D-CEs
detekci s diodovym polem DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko), obr. 18. UV
detektor byl nastaven pro vSechny analyzy na vlnovou délku 200 nm. Separace probihala
s vyuzitim nepokryté kiemenné kapilary o celkové délce 33 cm s vnitfnim priimérem 50 pm
a vnéj§im prumérem 365 pum (MicroSolv Technology,Eatontown, NJ, USA). Efektivni délka
kapilary ¢inila 24,5 cm. Kazeta s kapilarou byla temperovéana na 25 °C.

Vzorek byl do kapilary davkovan po dobu 5 s pod tlakem 50 mbar. VSechna méfeni
byla provadéna tiikrat, neni- li uvedeno jinak.

Pifed kazdym méfenim byla kapilara proplachnuta 0,5 M roztokem hydroxidu
sodného po dobu 5 minut, poté deionizovanou vodou po dobu 10 minut a nakonec
pripravenym elektrolytem po dobu 2 minut. VSechna proplachovani kapilary probihala pod
tlakem 925 mbar.

Obr. 19: Fotografie pouzivaného ptistroje HP 3DCE Agilent Technologies.
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Studium velikosti nanoéastic

Magnetické nanocastice (smAA, -COOH) byly postupné dispergovany v riznych
prostfedich pouzivanych pro jejich analyzu pomoci kapilarni elektroforézy. V téchto
prostiedich pak byla méiena jejich hydrodynamicka velikost pomoci instrumentu na méteni
velikosti rozptylu svétla (DLS). Vstupni parametry: ,refractive index*: 2,42; , material
absorbance: 0,01; ,,medium®: voda; ,,refractive index of medium*: 1,330; ,,viscosity*: 0,8872
cP. Méfeni bylo provadéno 3x, byl vypocten aritmeticky primér hodnot a relativni

smérodatna odchylka. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici Tab. II.

Tabulka I1;: Mé&feni velikosti nano¢astic

prostiedi Z-Av, |RSD, polydis. | RSD, pozn.
nm % %

voda, 10x zfedéno 85,71 0,27 0,261 2,61

50 mM acetat pH 4,0 112,03 0,67 0,411 1,84

50 mM citrat pH 4,0 89,46 1,06 0,271 1,61

25 mM citrat pH 4,0 101,57 0,82| 0,440 1,20 | sedim.
50 mM citrat pH 4,5 113,50 1,97 0,438 3,80 | sedim.
50 mM MES pH 6,0 112,23 2,46 0,433 3,05

50 mM MOPS pH 7,5 83,43 0,74 0,277 1,46

50 mM borat pH 9,5 88,40 146 0,344 10,50

50 mM fosfat pH 2,5 3473,33 6,55 0,409 12,82 | sedim.
50 mM fosfat pH 7,5 87,84 0,37 0,282 1,55

50 mM borat pH 9,5 + 100 mM SDS 100,17 1,10, 0,282 0,54

50 mM borat pH 9,5 + 50 mM SDS 87,28 0,30 0,273 2,02

50 mM borat pH 9,5 + 5 mM SDS 90,84 0,86| 0,389 3,09

50 mM borat pH 9,5 + 1 mM PB 175,07 14,48 0,226 7,99 | sedim.
50 mM borat pH 9,5 + 1 mM DDAB 129,70 1,92 0,282 2,95 | sedim.
50 mM MOPS pH 7,5 + 1 mM DDAB 209,70 1,32 0,294 5,20 | sedim.
50 mM MOPSpH 7,5+ 1 mM PB 442 47 18,22 0,495 5,39 | sedim.
10 mM borat pH 9,5 105,33 3,52| 0,395 2,63

2,5 mM borat pH 9,5 73,51 0,49 0,213 2,82

25 mM citrat pH 4,5 133,90 1,23| 0,466 5,66

10 mM citrat pH 4,5 74,78 0,37| 0,243 2,48

2,5 mM citrat pH 4,5 99,67 0,93| 0,410 3,66

voda, 100x zfedéno 76,02 0,71 0,221 2,87

voda, nové NPs 107,43 0,28| 0,278 1,26

voda, nezfedéno 77,47 0,27 0,240 1,27
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*Z-Av = efektivni pramér nanocastic, polydis. = polydisperzita nanocastic, sedim. = dochazi
k sedimentaci nanocastic; hodnoty priiméru nanoc¢astic nad 1000 nm nelze povazovat z

pohledu teorie méteni za spravné (jsou pfili§ ovlivnéné agregaci)

Kromé¢ vysledkti v podobé¢ tabulky jsou pro demonstraci distribuce velikosti ¢astic ptilozeny

nasledujici obrazky 20 — 27.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

10000

Size (d.nm)

Record 6: iron oxide 3 - - Record 9: iron oxide 3|

Obrazek 20: Srovnani distribuce velikosti ¢astic v acetatu pH 4,0 (,,record 6) a citratu pH 4,0
(,,record 9%)

Na distribuci velikosti ¢astic ma vliv prostiedi v jakém se nanoc¢astice nachazi. V piipadé

wrw 766

citratu dochazi k ,,roz8iteni piku (zvétSeni disperze nanocastic).

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Record 14: iron oxide 2 Record 62: iron oxide 2
Record 65: iron oxide 2 Record 68: iron oxide 2

Obrazek 21: Srovnani distribuce velikosti ¢astic v citratu pH 4,5, koncentrace 50 mM (,,record

14%), 25 mM (,,record 62°), 10 mM (,,record 65°), 2,5 mM (,,record 68°).
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Zde je vidéet vliv koncentrace pouzitého iontu, teoreticky by se méla zvySujici se iontovou
silou (koncentraci) zmenSovat tloustka elektrické dvojvrstvy. Nicméné zaroven muize dojit

k zacatku agregace a tim i k zvySeni disperze nanocastic.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

1000 10000

Size (d.nm)

Record 70: iron oxide 1 Record 71: iron oxide 2 Record 72: iron oxide 3

Obrazek 22: Srovnani distribuce velikosti nanoc¢astic ve vodé ve ttech po sob¢ jdoucich

méienich

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Record 34: iron oxide 1 — Record 37: iron oxide 1

Obrazek 23: Srovnani distribuce velikosti nanoc¢astic v 50 mM boratu pH 9,5 s 50 mM SDS
(,,record 37) a 100 mM SDS (,,record 34%)
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Size Distribution by Intensity

QO e rorrreree s e B R R R R R P R EEEERE R :

Intensity (Percent)

1000 10000

Size (d.nm)

Record 27: iron oxide 3 Record 34: iron oxide 1

Obrazek 24: Srovnani distribuce velikosti nanoc¢astic v 50 mM boratu pH 9,5 (,,record 27%) a

v 50 mM boratu pH 9,5 se 100 mM SDS (,,record 34°)

Na obou grafech se projevuje vliv povrchové chemie (borat vs. SDS), proto s rostouci

iontovou silou neklesa primér distribuce nanocastic.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Record 27: iron oxide 3 Record 44: iron oxide 2 Record 47: iron oxide 2

Obrazek 25: Srovnani distribuce velikosti nanoc¢astic v 50 mM boratu pH 9,5 (,,record 27°),
v 50 mM boratu pH 9,5 s 1 mM polybrenem (,,record 44°) a v 50 mM boratu pH 9,5 s 1| mM
DDAB (,,record 47°)

Pouzitim polybrenu a DDAB jako ptidavnych latek k boratu dojde pravdépodobné k vysyceni
nezreagovanych mist (vznik kationtu), cozZ se projevi zvySenim zeta potencialu (viz. Tab. I11.).

Opét vliv povrchové chemie.
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Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Record 23: iron oxide 2 Record 51: iron oxide 3 Record 53: iron oxide 2

Obrazek 26: Srovnani distribuce velikosti nanoc¢astic v 50 mM MOPS pH 7,5 (,,record 23°),
v 50 mM MOPS pH 7,5 s I mM polybrenem (,,record 53) a v 50 mM MOPS pH 7,5s 1 mM
DDAB (,,record 51°)

Pfidanim polybrenu a DDAB k MOPS dochézi k sedimentaci.

4.2 Méreni zeta potencialu nanocastic

Magnetické nanocéstice (smAA, -COOH) byly postupné dispergovany v riznych
prostiedich pouZivanych pro jejich analyzu pomoci kapildrni elektroforézy. V téchto
prostiedich pak byl méfen jejich zeta potencidl a mobilita pomoci zetametru. Vstupni
parametry byly stejné jako v ptipadé¢ méteni velikosti nanoc¢astic. Méteni bylo provadéno 3x,
byl vypocten aritmeticky prumér hodnot a relativni smérodatna odchylka. Vysledky jsou

uvedeny v nasledujici Tab. III.
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Tabulka I11: Méfeni zeta potencialu nanoc¢astic

prostiedi ZP, RSD, mobilita, | RSD, DEV,
mV % pmem/Vs | % mV

voda, 10x zfedéno -59,23 1,46 -4,644 1,41 10,20
50 mM acetat pH 4,0 -27,80 2,00 -2,180 2,05 7,48
50 mM citrat pH 4,0 -33,50 6,94 -2,624 6,92 >30
50 mM citrat pH 4,5 -30,27 6,25 -2,374 6,22 >30
25 mM citrat pH 4,5 -39,87 7,81 -3,124 7,74 12,00
5 mM citrat pH 4,5 -40,03 1,66 -3,139 1,62 9,8
50 mM MES pH 6,0 -35,77 7,29 -2,803 7,28 7,16
20 mM MOPS pH 7,5 -39,97 7,11 -3,131 7,10 10,3
5 mM borat pH 9,5 -37,97 1,79 -2,978 1,78 9,6
25 mM borat pH 9,5 -42,47 4,71 -3,328 4,66 9,2
50 mM borat pH 9,5 -43,27 7,40 -3,391 7,30 7
50 mM borat pH 9,5 + 50 mM SDS -55,70 5,30 -4,370 5,28 22
50 mM borat pH 9,5 + 100 mM SDS -64,10 3,11 -5,024 3,14 >30
50 mM borat pH 9,5 + 1 mM PB 37,27 5,76 2,922 5,73 12
50 mM borat pH 9,5 + 1 mM DDAB 55,30 6,19 4,336 6,14 24

*ZP = zeta potencidl, DEV = hodnota disperze zeta potencidlu

Kromé¢ vysledkti v podobé tabulky jsou pro demonstraci distribuce zeta potencialu ¢astic

ptiloZeny nasledujici obrazky 27 - 29

Zeta Potential Distribution
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Obr. 27: Srovnani distribuce zeta potencialu nanocastic v 50 mM boratu pH 9,5 (,,record

113*) a v 50 mM boratu pH 9,5 s 1 mM polybrenem (,,record 122)

Pridavkem polybrenu dojde k vysyceni COOH skupin a vzniku kationtového obalu

nanocastic, hodnota zeta potencialu je kladna.
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Zeta Potential Distribution
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Obrazek 28: Srovnani distribuce zeta potencidlu nanocastic v 50 mM boratu pH 9,5 (,,record

113*) a v 50 mM boratu pH 9,5 s 1| mM DDAB (,,record 125)

Opét dochazi ke zméné povrchu nanocastic z karboxylovanych a ke vzniku kationtu. Navic

dochazi k rozsiteni disperze piku.

Zeta Potential Distribution
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Obrazek 29: Srovnani distribuce zeta potencidlu nanocastic v 50 mM boratu pH 9,5 (,,record

113*) a v 50 mM boratu pH 9,5 s 50 mM SDS (,,record 116%)

Zde je ukazano, ze vlivem SDS dojde nejen k vysyceni nezreragovanych mist, ale navic jesté

k indukci agregace.
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4.3 Optimalizace experimentalnich podminek

4.3.1 Vliv intenzity elektrického pole

Pro efektivni popsani chovani nanocastic kapilarni elektroforézou je nutné zvolit
vhodné podminky experimentu. Za timto ucCelem byl sledovan vliv podminek na
elektroforetickou pohyblivost obou typu castic (SMAA-COOH a Ag). Bylo zjisténo, ze
SMAA-COOH Ccastice se v kapilarni elektroforéze projevuji stabilnim elektrickym proudem a
vyjimecnou opakovatelnosti zdznamu. Proto byly tyto castice testovany i v dalSich
experimentech. Nejprve bylo studovano napéti u vybraného vhodného -elektrolytového

systému 50 mM borat o pH = 9,5, ktery opét poskytoval nejlepsi vysledky.
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Obr. 30: Elektroforegramy Ag nanocastic v boratovém pufru pfi napéti A) 10 kV, B) 20kV
a C)30 kv
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Byly postupné voleny hodnoty 10 kV, 20 kV a 30 kV (obr. 30). Z elektroforegramt
je patrné, ze v pripad¢ napéti 30 kV dochéazelo k zménam v tvarech piku Ag nanocastic. Tuto
zménu si dosud neumime vysvétlit. Pravdépodobné dochazi k indukci agregace. Naopak

SMAA-COOH nanocastice poskytly opakovatelné profily pii vSech hodnotach napéti.

4.3.2 Slozeni elektrolytového systému

4.3.2.1 Vliv polarity

Na separaci ma také vliv slozeni a koncentrace pouzitého zdkladniho elektrolytu
(BGE). Jako pracovni elektrolyt byl zvolen vySe popsany borat z divodu jeho ptedchoziho
pouziti a testovani pro analyzy smAA-COOH nanocastic a jako pridavné latky PB a DDAB.
PB a DDAB byly vybrany, protoZze poskytly velmi vyznamné rozdily v méfenych zeta
potencialech (viz 4.1 a 4.2).
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Obr. 31: Vliv polarity na chovani nanocastic A) 1 mM DDAB, +10 kV, B) 1 mM DDAB,
-10 kV, C) 1 mM PB, +10 kV, vsechny v zakladnim boratovém elektrolytu
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Analyzované nanocastice na svém povrchu obsahuji primarné zéporné COOH
skupiny, které jsou ale modifikovany pomoci DDAB nebo PB, ¢imz piivodné zédporné nanbita
nanocastice ziska kladny naboj. Diky kladnému naboji nanocastic dochazi k jejich navazani
na zaporné silanové skupiny kiemenné kapilary. To muze byt ale zaroven potlaceno tim, Ze se
povrch kapilary dynamicky pokryje pomoci PB anebo DDAB. Tim dojde k obraceni
elektroosmotického toku (od ,,-“ k ,,+) a pak kladné nabité nanoc¢éstice migruji proti sméru
EOF, ale zaroven jsou jim unasSeny diky jeho vétsi rychlosti nez je vlastni rychlost nanocéstic.
To dokazuji zdznamy na obr. 31., kde v piipadé A) a C) byla pouzita kladna polarita a dochazi
sice ke vzniku agregatd, coz se projevuje napf. tvorbou ,,spiki“, ovSem v piipad¢ B) za
pouziti zaporné polarity jsou vysledky témér jednoznacné, kolem 10. minuty migruji
nanocastice smAA-COOH jako kationty. Je tedy zfejmé, ze i v ptipadé pouziti kationtovych

modifikatora zakladniho elektrolytu mtze dojit k ovlivnéni migrace nanocastic.

4.3.2.2 Vliv koncentrace PB a DDAB

Dal§im ur€ujicim parametrem v chovani nanocastic je vliv koncentrace zvolené¢ho
aditiva, v tomto ptipadé PB a DDAB. V obou piipadech byly zkoumany koncentrace od 10
pmol/l po 1000 umol/l. Na obr. 32 jsou zobrazeny analyzy SMAA-COOH nanocastic pfi
zméné koncentrace PB v boratovém pufru. Obr. 33 pak ukazuje analyzy pii zméné

koncentrace DDAB v boratovém pufru.
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DADI A, Sig=200,10 Ref=off (C\CHEM32\1\DATAHORSKAISEQU00006 D)
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Obr. 32: Eletroforegramy smAA-COOH nanocastic pfi zméné koncetrace PB  zakladnim
eletrolytu A) 1000 umol/I PB, B) 100 umol/l C) 10 pmol/I

S rostouci koncetraci dochazi ke zméné iontové sily a také muze dochazet k interakci
nanocastic s PB. V 1000 uM PB a 100 uM PB se nanocastice chovaji stejn¢, neporozujeme
zde vyraznou zménu ve tvaru piku ani v posunu za¢atku zony analytu. Migraéni ¢as se pohybuje
asi mezi 2,5 — 3 min. Ani nepozorujeme prodluzovani zony. V ptipadé nejvétsi koncentrace PB
dochazi pravdépodobné k agregaci Castic. Lze konstatovat, Ze s rostouci iontovou silou dochazi
k potlaceni rychlosti migrace nanocastic, ale zaroven zfejmé dochdzi k prohloubeni miry agregace

nanocastic s PB.
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Obr. 33: Eletroforegramy smAA-COOH nanocastic pii zméné koncetrace DDAB zakladnim
eletrolytu A) 1000 umol/l PB, B) 100 umol/I C) 10 pmol/Il

V DDAB se nanocastice chovaji jinak nez v ptipadé¢ PB, dochazi ke zméné tvaru
piku. Opét dochazi srostouci koncetraci k ovliviiovani rychlosti migrace nanocastic a
migrac¢niho Casu. Nicméné ze zdznamil je patrnd pravdépodobné velkd interakce nanocastic

s DDAB a zaroveil 1 pamétové a adsorpcni efekty kapilary.

4.4  Pilotni studium interakci ionti S povrchem nanoc¢astic

Jak bylo ukédzano v predchozi ¢asti prace, nanocéstice jsou schopné interagovat
s mnoha ionty a tim naprosto ovlivnit svoje elektroforetické chovani. Pro studium interakci
nanocastic v biologickych systémech (bunikach, tkanich, biologickych tekutinach) je naprosto
z4sadni mit informace o interakci nanocastic s ionty, které mohou byt pfitomny v téchto
tekutindch. V nasem piipad¢ jsme studovali interakce tfi vybranych iontli (borat, citrat,
MOPS) s nanocasticemi smAA-COOH, tj. karboxylovanymi nanocasticemi. Je ziejmé, ze
jsme zde studovali vliv ko-iontu, nicméné DLS méfeni a urCovani zeta potencialu ukazalo
rovnéz velky vliv téchto iontd. VIiv iontd byl studovan v prostfedi 10 mM NaCl, ktery se

béZné vyskytuje Vv biologickych vzorcich, ale zaroveii jsou ionty Na* a CI” malé, takze by
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nem¢ély ovliviiovat chemické okoli nanocastic. Ukazky vysledkl jsou na nasledujicim obrazku

34.
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Obr. 34: Eletroforegramy vlivu iontt, BGE: 10 mM NaCl, A) citrat, B) borat, C) MOPS

Z obrazku vyplyva, ze nejvétsi vliv na migraci SmMAA-COOH ma citrat, kde dochazi
ke vzniku agregatl. V ptipadé boratu dochazi k zizeni zony nanocastic, takze opét dochazi
k interakci, a v pfipadé pfipadku MOPS dochazi k rozsifeni zony nanocastic a ke zvyseni
migracniho Casu, tj. opét je i zde dikaz interakce nanocastic s MOPS ionty, jak vypovida i
DLS méfeni. K popsanym zm&nam doglo pfi pouziti koncentrace citratu, boratu a MOPS 107
mol/l. Dale byla testovana koncentrace 10° mol/l a 10* mol/l, kde nebylo mozno dale

interpretovat ziskané analyzy, protoze dochazelo k agregacim.
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5 ZAVER

Tato prace méla za cil ukazat kapilarni elektroforézu jako vhodnou metodu pro
studium chovéani nanocastic pro biologické aplikace, pfedevSim pro prostiedi podobna
buikam.

Byla studovéana velikost nanoc¢astic, méfen jejich zeta potencidl a poté studovano
chovani nanocastic kapilarni elektroforézou v riznych prostiedich, které odpovidaji nejcasté;ji
pouzivanym elektrolytim v kapilarni elektroforéze. Byly testovany dva typu nanocastic — Ag
a SMAA-COOH nanocastice (nanocastice maghemitu modifikované polyakrylovou
kyselinou), z nichz byly vybrany smAA-COOH nanocastice pro dalsi studium. Kromé toho
bylo provedeno pilotni studium interakce smAA-COOH nanocastic s ko-ionty, boratem,
citrstem a MOPS pomoci kapilarni elektroforézy, které umozni popsani povrchovych

vlastnosti téchto ¢astic.

Obecné lze fict, Ze tato prace ptispéla k popisu elektroforetického chovani nanocastic
pro biologické aplikace a jeji pokracovani pomtlize obecnému popisu interakce nanocastic

S bunkami.
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7  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFM
ATP
BGE
CE
CNS
CNTs
DAD
DDAB
DLS
DNA
ELISA
EOF
EPR
HER?2
HPCE
HPCL
IR
IVIS
LIF
MOPS
MRI
MSPE
MTP — NP
MWCNTSs
PAMAM
PB
PGE
PVPP
QDs
RES
RIA
RNA

mikroskopie atomarnich sil
adenosintrifosfat

zakladni (nosny) elektrolyt
kapilarni elektroforéza
centralni nervovy systém
uhlikové nanotrubice
detektor s diodovym polem
didodecyldimethylamoniumbromid
dynamicky rozptyl svétla
deoxyribonukleova kyselina
enzymaticky fizena
elektroosmoticky tok

zvySena propustnost a zadrz

receptor 2 pro lidsky epidermalni ristovy faktor

vysokoucinna kapilarni elektroforéza
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
infracerveny

in vivo zobrazovaci systém

laserem indukovana fluorescence
3-(N-morfolino) propansulfonova kysleina
magnetickd rezonance

magnetickd extrakce na pevnou fazi
Magnetospirillum magnetotacticum
vicevrstevné uhlikové nanotrubice
polyamidoamin

polybrene

polyethylenglykol

polyvinylpyrolidon

kvantové tecky

retikuloendotelialni systém
radioimonuizotpovéa metoda

ribonukleova kyselina
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SEM
SPE
SPIO
SDS
SWCNTs
TEM
TOP
TOPO
uv
VIS
XPS

skenovaci elektronova mikroskopie

extrakce na pevnou fazi

supermagnetické nanocastice y-Fe,O3 nebo Fez0O4
dodecylsiran sodny

jednostenné uhlikové nanotrubice

transmisni elektronova mikroskopie
trioktylfosfin

trioktylfosfinoxid

ultrafialovy

viditelny

rentgenova fotoelektronova spektroskopie
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