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Uvod

Magnetické nanocastice oxidi zeleza si ziskavaji pozornost diky svému
aplika¢nimu potencidlu a zajimavym magnetickym vlastnostem. Touto
vyznamnou vlastnosti je napiiklad superparamagnetismus pii pokojové teploté,
ktery vykazuji jednodoménové cCastice. Tyto nanocCastice se studuji a nalézaji
hojné wuplatnéni v bionanotechnologiich a mediciné, kde se vyuzivaji pii
protinadorové 1écbeé, jako nosice 1¢kli, nebo jako kontrastni cinidla pfi
zobrazovani magnetickou rezonanci. Nejvét§i uplatnéni VvV mediciné nachézi

maghemit a magnetit.[1]

Zelezo je kov, ktery je hojné zastoupen v lidském téle. U dospélych lidi,
lze vtéle nalézt vice nez 4 g Fe. Toto naznaduje, ze pritomnost Zeleza
Vv organismu nevykazuje toxicitu, av§ak jen do urcitétho mnozstvi. Nanocastice
oxidi zeleza mohou byt pfirozen¢ odbourany za vzniku oxidu zeleznato-

zelezitého, ktery podléha fyziologickému metabolismu zeleza.[2]

Povrchova uprava Castic je cestou, ktera umozituje uspesné aplikace téchto
superparamagnetickych ~ nanoc¢éastic.  Povrch  se  mlze  modifikovat
anorganickymi/organickymi polymery s riznymi funkénimi skupinami, napiiklad
amino skupinou — NH,, karboxylovou skupinou — COOH, hydroxylovou skupinou

— OH. Tato modifikace ma vliv na magnetické vlastnosti, na stabilitu systému, aj.

[2]

Doxorubicin byl poprvé izolovan v 60. letech minulého stoleti z bakterii
produkujici pigment, Streptomyces peucetius. Je to jedna z nejucinngjSich
chemoterapeutickych latek nadortt hrudniku, atd. [3]. Doxorubicin je hydrofilni
latka, kterd je nevhodna pro peroralni aplikaci, protoze je absorbovano mén¢ nez
5% 1éku. [4]. Transformace doxorubicinu v buikach myokardu zpisobuje tvorbu

volnych radikalt, které sniZzuji koncentraci koenzymu Q10, coz je
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mitochondridlni enzym, a tim dochazi k oslabeni srde¢ni tkan€. Tento jev
zabranuje regeneraci bun¢k a dochdzi k nekréze, nebo k apoptéoze. Doxorubicin
také zmensSuje kontraktilitu srde¢niho svalu, protoze snizuje syntézu specifického

srdec¢niho proteinu. [5]
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1 Strukturni formy oxidii Zeleza

1.1 Magnetit

Mezi vyznamné oxidy Zelena patfi magnetit (FesO4 oxid Zeleznatozelezity),
téz nazyvany magnetovec. Je to cerny, tvrdy, magneticky mineral vyskytujici se
v kamenech. Pfirodnim zdrojem magnetitu jsou magnetotaktické bakterie, které si
pomoci biomineralizace syntetizuji nanocastice, které slouzi k jejich orientaci.
Takto vytvofené nanoCastice se nazyvaji magnetosomy [6]. Jsou to
mikroorganismy, které se vyskytuji v motfskych i sladkovodnich prostiedich.
Vyskytuje se nékolik druhi magnetotaktickych bakterii, které se 1iSi poctem,
tvarem a velikosti magnetosomi. Pfinosem téchto bakterii je pfedevSim syntéza
biokompatibilniho magnetitu. Pfednosti takovych nanocastic je uniformita ¢éstic,
tedy jejich shodny tvar a obal z fosfolipidové membrany, umoznujici vazbu
bioaktivnich latek, jakymi jsou enzymy, léky ¢i razné protilatky. Kultivace

magnetotaktickych bakterii je velmi naro¢na.[7]

V magnetitu se vyskytuji Fe?* i Fe** ionty, krystalova struktura spada do
rodiny kubickych krystalografickych struktur, magnetit vykazuje inverzni
spinelovou strukturu. Tficet dva aniontd kysliku vytvaii FCC (face centered
cubic) miizku. V této struktute jsou ionty zeleza umistény v 8 tetraedrickych a 16
oktaedrickych pozicich. V tetraedrickych pozicich se prednostné vyskytuji ionty
Fe**, zatimco Fe** a Fe?* obsazuji oktaedrické pozice, obrazek 1. Uspotadani je

n&kdy uvadéno v jiném vzorci pro magnetit Fe**[Fe?* Fe*10, [6].
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Obrézek 1 predstavuje grafickou podobu krystalové miizky magnetitu.

Pievzato a upraveno: NADOLL, P., ANGERER, T., MAUK, J.,, FRENCH, D.,
WALSHE, J. The chemistry of hydrothermal magnetite: A review. Ore Geology Reviews,
2014, vol. 61, p. 1-32.

1.2 Maghemit

Druhym vyznamnym oxidem, pro bioaplikace, je maghemit (y-Fe,Oz3).
Maghemit je hnédocCerveny mineral, vykazujici magnetické¢ vlastnosti. Je
izostrukturni vac¢i magnetitu, avsak vykazuje kationtovou vakanci [6]. Pii
pokojové teploté je feromagneticky, v Case ztraci susceptibilitu a je nestabilni pii
vyssich teplotach. Maghemit vykazuje spinelovou kubickou krystalovou strukturu
inverzniho typu. V y-Fe;O3; rozeznavame dvé krystalografické pozice,
oktaedrickou — B a tetraedrickou — A. [8] Maghemit obsahuje pouze trojmocné
ionty Zeleza, které obsazuji vSechny tetraedrické pozice a pouze 5/3 oktaedrickych
pozic; 1/3 oktaedrickych pozic je ponechana vakantni kvali kompenzaci
elektrického naboje kationtli a zachovani neutralniho naboje skrz miizku, obrazek

2.
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Obrazek 2 predstavuje grafickou podobu krystalové mfizky maghemitu.

Zdroj: Tucek, J. Nanometrické polymorfy oxidu Zelezitého, jejich magnetické vlastnosti
a aplika¢ni potencial. HABILITACNI PRACE, Univerzita Palackého v Olomouc, 2012.

Curieova teplota faze y-Fe,O3 je v rozmezi mezi 780 K — 980 K, avSak piesné

ureni této teploty neni mozné kvuli fazové transformaci na hematit (a-Fe;0s).

Teplota, pii které dochazi k prechodu, je nad 600 K. Pfi zmenSeni castice pod

kritickou mez (asi 25 nm), se za¢ne projevovat superparamagnetické chovani.

Toto chovani je charakteristické velmi silnou magnetickou odezvou v pfitomnosti

vn&jsiho magnetického pole. [8]
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1.3 Jednodoménovost

Jednodoménovost je jev spojeny s koneCnym rozmérem castic. Objemovy
materidl je slozen zjednotlivych domén, coz jsou spontdnné zmagnetované
oblasti. Domény dé€li energetické bariéry, charakteristické svou Sifkou a energii,
nazyvajici se doménové stény. Jednotlivé domény maji své magnetické momenty,
které spolu kooperuji. Rozdily mezi jednotlivymi magnetickymi momenty pak
uréuji vysledny tvar a strukturu domény. Pokud budeme zmenSovat velikost
¢astic, bude se redukovat pocet doménovych stén. Pii neustdlém zmenSovani
dosdhneme kritického rozméru, kdy budou energetické pozadavky na existenci
domén vyssi, nez celkovy ubytek energie pii rozdélovani domény do mensich
domén. Pod timto kritickym rozmérem dochazi kjevu znamému jako
jednodoménovost, kdy jsou magnetizacni zmény charakterizované koherentni
rotaci magnetickych momentli, obrazek 3. Vysledkem jsou vysoké hodnoty
koercitivity. Magnetické momenty jednodoménovych ¢astic jsou usporadany ve
stejném sméru, coZ ma za nasledek velmi vysoky vysledny magneticky moment.
Teoreticky kriticky rozmér jednodoménovych ¢Eastic je definovany pouze pro
magneticky neinteragujici, sférické nanocastice se silnou anizotropii. Pokud jsou
Castice nesférické, je potfeba zapocitat 1 tvarovou anizotropii, kterd zvySuje

hodnoty kritickych rozméri ¢astic.[10]
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Obrazek 3 A) ilustruje prechod mezi jednodoménovou a vicedoménovou c¢éstici
v zavislosti na velikosti castic (D), B) pribéh koercitivity v systému

jedno/vicedoménovych ¢astic.

Zdroj: TUCEK, J. Magnetismus nanocdstic oxidii Zeleza a dvojného perovskitu typu
Sr2FeRu06: PhD Thesis. Univerzita Palackého v Olomouci, 2008.

1.4 Superparamagnetismus

Superparamagnetismus je jev, ktery je spojen s kone¢nym rozmérem ¢astic.
U jednodoménovych ¢astic je anizotropni energie umérnd jejich objemu.
V jednoosé anizotropii je energeticka bariéra, délici energeticky pfithodné sméry
magnetizace, rovna KV. Pfi zmenSovani rozméru cCastic se bude snizovat i
anizotropni energie. Pokles rozméru pod uritou mez ma za nasledek, Ze
anizotropni energie se stane mens$i, nebo srovnatelna s tepelnou energii KgT,

obrazek 5. Z uvedeného vyplyva, Ze je mozné ptekonani energetické bariéry, kterd
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udrzuje magnetizaci nanocastic ve vyhodném energetickém stavu, jestlize plati
kseT > KV. Celkovy spinovy systém, ktery reprezentuje vysledny superspin
(magneticky moment), se samovoln¢ piekloni do jiného energeticky vyhodného
sméru magnetizace. Toto magnetické chovani, které je teplotné¢ aktivované, je
nazyvano jako superparamagnetismus, obrazek 4. K charakterizaci se zavadi
pojem relaxaéni Cas [t], ktery udava c¢as setrvani magnetického momentu

V jednom vyzna¢ném sméru magnetizace, nez se preklopi do sméru dalsiho. [10]

Arrhenius-Néelova rovnice:

)
T =T.EXP F

Blokovaci stav

OO
OO

T.<T

Superparamagneticky stav

& @
QY

m

Obrézek 4 vyznacuje dva odlisSné magnetické stavy, a sice blokovaci stav a

superparamagneticky stav.

Zdroj. TUCEK, J. Magnetismus nanocdstic oxidii Zeleza a dvojného perovskitu typu
Sr2FeRuQO6: PhD Thesis. Univerzita Palackého v Olomouci, 2008.
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Obrézek 5 graf a) zndzorniuje mez délici jednodoménové a vicedoménové ¢astice,

obrazek b) ukazuje rozdil mezi feromagnetickou multidoménovou, Ccastici
Vv ptitomnosti magnetického pole i bez jeho plsobeni a superparamagnetickou,

jednodoménovou castici se superspinem.

Prevzato a upraveno. BUDIME SANTHOSH, P., POKLAR ULRIH, N.

Multifunctional superparamagnetic iron oxide nanoparticles: Promising tools in cancer
theranostics. Cancer Letters, 2013, vol. 336, no. 1, p. 8-17.
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1.5 Superparamagnetické nanocastice oxidi Zeleza (SPION)

Superparamagnetické nanocastice oxidi zeleza jsou vyznamné V medicing,
diky superparamagnetickému chovani a moznosti modifikovat povrch Castic, a tim
ménit jejich chovani. SPIO nanocéastice jsou biokompatibilni, biodegradabilni a
mohou byt metabolizovany ¢i transportovany pomoci bilkovin, jako napiiklad
transferinem, hemosiderinem ¢i ferritinem. Vyhodou je i pozdé¢jsi zakomponovani
téchto nanocastic do endogennich zasobaren zeleza. Velka plocha povrchu téchto
¢astic umoznuje kovalentni navazani raznych protilatek, bilkovin, ligandd, ¢i
receptoril k zasazeni cilové oblasti v lidském téle, a proto maji tyto materialy

velky potencial v biomedicinskych aplikacich. [9]

Moznost vyuziti se naskytuje v zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI),
diagnostikovani a lé¢ba nadort, cilend distribuce 1é€iv a biomolekularni separace,
obrazek 6. Pro vyuziti v téchto odvétvich by mély byt superparamagnetické
nanocastice stabilni, umistény do vodného roztoku a s uzkou velikostni distribuci.
[11] Pro vSechny biologické aplikace je potieba, aby byly Ccastice

netoxické, pH-stabilni ve fyziologickém prostiedi a biokompatibilni.
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Obrazek 6 piedstavuje strukturu SPIO nanocastice s moznostmi funkcionalizace.

Pievzato a upraveno: CHANDRA, S., BARICK, K., BAHADUR, D. Oxide and hybrid
nanostructures for therapeutic applications. Advanced Drug Delivery Reviews, 2011, vol.
63, no. 14-15, p. 1267-1281.

Hlavni vyhody uziti magnetickych nanocastic jsou, obrazek 7:

1. Mozné vizualizace (SPIO nanocastice se pouzivaji u zobrazovani
magnetickou rezonanci)

2. Vedeni/udrzeni nanocastic do/v cilové oblasti v lidském téle pomoci
magnetického pole

3. Hypertermie (plsobeni stfidavého magnetického pole zplsobi zahtati
nanocastice a tim i ablaci tumordzni tkan€, ¢i ke stimulaci uvolnéni 1éciva

z povrchu ¢astic) [12]
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SPIO nanocastice pouzitelné pro protinddorovou lécbu by mély spliovat tato

kritéria:

Uzka kiivka velikostni distribuce, velka magnetizace

Vhodné hodnoty zeta potencialu

ProdlouZeni Casu cirkulace v krevnim fecisti

Schopnost zmény vazebnych podminek (pti zméné teploty, pH,....)
Schopnost vazby funkénich skupin, 1éki ¢i receptorti

Moznost obaleni povrchu nanocastice (zamezeni agregace systému)

N o g s~ e D

Kontrastni pro MRI (zobrazeni v nadorové tkani) [9]

Magnetic nanoparticles
r s N\
. thermal
delivery ablation i
S J [ MR | [ Sensing |
Radiotherapy (' Musculoskeletal ) |
combined with system associated ! Cell orting
MRI \____ diseases ) Bioseparation
Anemic chronic * Enzyme
kidney disease immobilization

|

Immunoassays
Transfection
Purifi

E

Obrazek 7. Schéma ukazuje moznosti vyuziti magnetickych nanocastic v terapii,

ale také v diagnostice v nejriznéjsich védnich oborech.

Zdroj: ARRUEBO, M., FERNANDEZ-PACHECO, R., RICARDO IBARRA, M,
SANTAMARIA, J. Magnetic nanoparticles for drug delivery. Nano Today, 2007 (June),
vol. 2, no. 3, p. 22-32
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1.6 Stabilizace nanocastic polymerem

Obaleni nanocastic polymerem zajiStuje zvySeni biokompatibility pifi praci
s organickym materidlem a zamezuje povrchové oxidaci castic. Takové
nanocastice vykazuji dilezité vlastnosti na rozdil od castic bez povrchové tpravy.
Pti pouziti organického polymeru dochazi ke zlepSeni chemické stability a snizeni

toxicity, tabulka 1. [13]

Polyethylenglykol (PEG) je atraktivnim materialem, protoZe snizuje miru
ucinnosti fagocytli (opsonizace), diky jeho hydrofilit¢ a neutrdlnimu naboji.
Piitomnost fetizku PEG navézaného na povrch nanocastice zajiStuje zvySeni

stability ve vodném roztoku, a zaroven prodluzuje Zivotnost komplexu v krevnim

fedisti. [14]

Hx':'«\‘,,f‘“‘-anH PEG

Obrazek 8. Chemicky vzorec polymeru polyethylglykol (PEG).

Ptevzato a upraveno: ILEANA COVALIU, C., JITARU, I, PARASCHIV, G.,
VASILE, E., BIRIS, S., DIAMANDESCU, L., IONITA, V., IOVU, H. Core—shell hybrid

nanomaterials based on CoFe,O, particles coated with PVP or PEG biopolymers for

applications in biomedicine. Powder Technology, 2013, vol. 237, p. 415-426.
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Chitosan je pfirodni polymer, vznikajici z chitinu. Je hojné vyuzivan u
nanocastic vytvofenych samoshromazdénim. Chitin se vyskytuje ve skeletu
bezobratlych zivocichl, ale také v exoskeletu, zamotcich a peritrofickych
membranach. Ptfi hodnoté disociaéni konstanty kyselosti asi 6,5, je chitosan
nerozpustny v neutralnim pH, ale plné€ rozpustny a s kladnym ndbojem v pH

kyselého prostiedi. [15]

Obrazek 9. Chemicky vzorec polymeru chitosan.

Zdroj: AGRAWAL, P., J. STRIUKERS, G., NICOLAY, K. Chitosan-based systems for
molecular imaging. Advanced Drug Delivery Reviews, 2010, vol. 62, no. 1, p. 42-58.
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Dextran je ve vod¢ rozpustny piirodni polysacharid. M4 mnoho vyhod,
jako napiiklad biodegradabilita, biokompatibilita, netoxicita a zlepSuje transfekei,
coz umoziuje pouziti vV organismu. Je také snadno dostupny a levny. Obaleni

dextranem prodluzuje dobu cirkulace v krvi. [16]

e 5
H
HO 0 0
OH OH
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Obrazek 10. Chemicky vzorec polymeru dextran.

Zdroj: BARIE, N., RAPP, M., SIGRIST, H., J. ACHE, H. Covalent photolinker-
mediated immobilization of an intermediate dextran layer to polymer-coated surfaces for
biosensing applications. Biosensors and Bioelectronics, 1998, vol. 13, no. 7-8, p. 855—
860.

Poly(lactic-co-glycolic) acid (kopolymer kyseliny mlééné a glykolové,
kterd se oznacuje PLGA) je velmi pouzivany biologicky odbouratelny polymer,
jehoz hydrolyzou vznikaji monomery, kyselina glykolova a kyselina mlé¢na. Tyto
dv¢ kyseliny jsou metabolizovany pomoci Krebsova cyklu. Polymer je dostupny

komeréné s ligicimi se molekulovymi hmotnostmi. Cas degradace v organismu se
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lisi v zavislosti na mnozstvi kopolymeru, molekulové hmotnosti a pohybuje se od
nekolika mésicti po 1éta. Oznaceni polymeru se fidi dle zastoupeni jednotlivych
kompoziti (PLGA 50:50 ukazuje 50% zastoupeni kyseliny glykolové a rovnéz
50% zastoupeni kyseliny mlécné). [17]

H' O @)
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PLGA [ Lactic Acid ] Glycolic Acid

Metabolic
Pathways

Obrazek 11. Chemické vzorec polymeru poly(lactid-co-glycolic) acid s jeho

metabolismem v organismu

Prevzato a upraveno: DANHIER, F., ANSORENA, E., M. SILVA, J., COCO, R, LE
BRETON, A., PREATA, V. PLGA-based nanoparticles: An overview of biomedical
applications. Journal of Controlled Release, 2012, vol. 161, no. 2, p. 505-522.
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POLYMER POUZITI

Zvysuje biokompatibilitu, cirkulaci v krevnim
Polyethylen glykol (PEG) fecisti a také internalizaci (endocytdzu)
nanocastic

Zabranuje shlukovani nanoc¢astic

Polyvinyl alkohol (PVA)

Polyacrylic acid Zvysuje stabilitu a biokompatibilitu nanoc¢astic

Stabilizuje koloidni roztok a prodluzuje dobu
cirkulace ¢astic v krevnim fedisti
Hydrofilita, kompatibilita, pfirodni polymer

Dextran

Chitosan

Poly(lactic-co-glycolic acid) [Nizka toxicita, biokompatibilita
(PLGA)

Tabulka 1. piedstavuje nejpouzivanéjs§i polymery ke stabilizaci povrchu

nanocastic.

Pievzato a upraveno: AJAY KUMAR GUPTA, MONA GUPTA Synthesis and surface

engineering of iron oxide nanoparticles for biomedical applications. Biomaterials, 2005,
vol. 26, p. 3995-4021
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2 Doxorubicin

Doxorubicin je sekundarnim produktem metabolismu bakterii rodu
Streptomyces peucetius, patiici mezi anthracyklické antibiotika, ktera jsou vysoce
efektivni v 1é¢beé nadort hrudniku, leukémie, lymfomu a solidnich nadord, coz
jsou nadory, které vznikaji zmnozenim nddorovych bunék a také vytvaii kus
pevné hmoty [18]. Jedna se o hydrofilni chemoterapeutikum. Farmakokinetika
ukazuje, Ze toto 1é¢ivo neni vhodné pro peroralni aplikace (polykani jako prasky),
protoze se resorbuje méné nez 5% zaplikovaného mnozstvi.[19] Pouziti
doxorubicinu je omezeno Cetnymi vedlejSimi efekty, jako nevolnost, zvraceni,
potlaceni krvetvorby, alopecie (vypadévani vlasi) a vyrazna kardiotoxicita.
Symptomy kardiotoxicity se mohou projevit az 15 let po podstoupeni
chemoterapie [20]. Vznikajici resistence vuc¢i doxorubicinu, také zkracuje dobu

pouziti toho 1é¢iva. [18]

Doxorubicin je podavan intraven6zn& v davkach 60 — 90 mg/m? v pribshu 21
dni. Lécivo vykazuje kumulativni charakter davky, coz se projevuje v maximalni

davce 550 mg/m?, z diivodu vysoké pravdépodobnosti vzniku kardiotoxicity.[21]

Vedlejsi toxické uc€inky jsou zavislé také na pohlavi nemocného. Bylo
prokazano, ze u zen se vyskytuji vazngjsi formy kardiotoxicity. Dalsim
vyznamnym faktorem je v€k. Pacienti mladsi 4 let a starSi 65 let maji zvySené
riziko vzniku kardiotoxicity zptsobené doxorubicinem. Stejné tak i chronicka
onemocnéni, jako diabetes mellitus (cukrovka), hypertenze (vysoky krevni tlak),
onemocnéni jater a srdecni potize, vedou ke zvySenému riziku vzniku

kardiomyopatie.[20]

Doxorubicin je chemoterapeutikum, které inhibuje topoizomerazu II. Vznik
komplexu topoizomerazy Il s doxorubicinem, vede ke zlomim ve dvouSroubovici

DNA, nebo kinterkalaci s DNA, coz se projevi V poruchach duplikace a
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transkripce do mRNA, obrazek 12 . Dalsim cytotoxickym mechanismem uc¢inku

je tvorba ROS (reactive oxygen species).[18].
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Obrazek 12. Zndzornéni molekuly Doxorubicinu, molekuly DNA a naslednou

interkalaci chemoterapeutika do dvousroubovice DNA.

Pievzato a upraveno: AGUDELO, D., BOURASSA, P., BERUBE, G., ALI TAJMIR-

RIAHI, H. Intercalation of antitumor drug doxorubicin and its analogue by DNA duplex:
Structural features and biological implications. International Journal of Biological
Macromolecules, 2014, vol. 66, p. 144-150.
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3 Metody studia nanocastic

3.1 Transmisni elektronova mikroskopie

Elektronovd mikroskopie vyuziva k zobrazeni elektrony, zatimco opticka
elektromagnetické viny ve viditelné oblasti. V roce 1925 navrhl Luis De Broglie,
ze urychlené Castice maji korpuskuldrni i vinovy charakter. K usmérnéni leticich
elektroni byly pouzity soleniody, coz jsou elektromagnetické civky, protoze

optické Cocky by plsobily jako bariéry, kterymi by elektrony neprosly.

Prvni pozorované preparaty pomoci transmisni elektronové mikroskopie byly
biologické. Pozorovany byly rostlinné tkané, schranky hmyzu, krevni desticky.
Podminkou pfi ptipravé vzork byla nutnost dehydratace a patfi¢né tloustky,

protoze elektrony maji omezenou prostupnost. [7]

Interakce elektronu se vzorkem

U transmisni elektronové mikroskopie (TEM) elektrony prochazeji vzorkem.
Pti prichodu dochdzi k nepruznému a pruznému rozptylu elektrond. Elektrony pii
pruzném rozptylu neztraceji vyrazn€ energii v porovnani s energii primarnich
elektronti. Pfi prichodu vzorkem se elektrony vychyluji v zavislosti na velikosti
elektrického naboje jadra a vzdalenosti mezi prochazejicim elektronem a jadrem
vzorku. V disledku vychylovani a nasledného odclonéni elektronti vznika
kontrast snimku. Fazovy kontrast zptisobuje tvorbu vice odstinil Sedi. Tento jev je

zpusoben rozdilem drah elektrond, které byly odchyleny pod rozdilnymi thly.[7]
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U nepruzného rozptylu dochézi k interakci obalovych elektronii preparatt
s primarnimi elektrony. Pii interakci dojde k vyraznému poklesu energie a tim k
zméné vinové délky. Tento parazitni jev roste s klesajici hodnotou urychlovaciho

napéti a s rostouci tloustkou zkoumaného vzorku.[7]

Priprava vzorku pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM)

Pomoci TEM ziskame piesnou morfologii vzorku. Pfi zachyceni ultratenkych
fezi, povrchu, bun¢k ¢i nanocastic se vyuziva tenké folie, kterd je pro elektrony
transparentni, vykazujici nizkou zrnitost a s tloustku okolo 20 nm. Folie jsou
nejCastéji vyrobeny z plastu ¢i uhliku. Nezbytnou soucésti je sitka, kterd tvoii
podporu pro vzorek a folii, ktera je vyrobena z médi, aby nedoslo k ovlivnéni

prochazejicich elektront.[7]

3.2 Rentgenova difrakce (XRD)

Interakce fotonli rentgenového zéfeni s latkou se déje pomoci dvou procest, a
to rozptylem, nebo absorpci. Absorbce mize vést k fotoelektrickému jevu,
ptipadné¢ ke vzniku fluorescence. O rozptylu mluvime tehdy, pokud dojde
k odchyleni fotont dopadajiciho svazku. Dle zmény energie zateni, délime rozptyl
na Thompsontiv, kdy nedochazi ke ztraté energie, a Comptonlv, kdy dochazi
k energetickym ztratam. Vznik difrakéniho obrazu je podminén interakci

stacionarnich atomu s RTG zafenim.

Difrakce se fidi Braggovou rovnici 2dsin©@ = nA., kde d je mezirovinna
vzdalenost, sin© — thel dopadajiciho zatreni, lambda — vlnové délka dopadajiciho

zareni a n je tad difrakce. [22]
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3.3 Spektroskopie

3.3.1 UV/Vis spektroskopie

Spektroskopii ve viditelné a ultrafialové oblasti se detekuji molekuly latek,
absorbujici elektromagnetické vinéni, které mé vilnové délky v rozsahu 200 nm az

800 nm.

V klidovych podminkdch se molekuly latek vyskytuji vtzv. zikladnim
elektronovém stavu, jejich celkovad energie je dana souctem jednotlivych
zakladnich energii, vibra¢ni, rotacni a elektronové. Pii absorbci fotonti o vinové
délce z viditeIné a UV oblasti spektra, molekula zvysi svou energii a dostane se
do excitovaného stavu. Setrvani ve stavu s vys$i energii trva pouze kratce a poté

se vrati do energeticky zakladniho stavu, za emise energie. [23]

3.3.2 Infracervena spektroskopie

Spektroskopie v infracervené oblasti detekuje latky, které absorbuji zateni o
vlnové délce od 800 nm do 100 pm. Pfi absorpci zateni o téchto vinovych délkach
dojde ke zméné rotacnich a vibra¢nich molekulovych stavii. Mezi jednotlivymi
rota¢nimi a vibra¢nimi stavy existuji velmi malé rozdily v energiich, ve srovnani
s rozdily mezi jednotlivymi elektronovymi stavy, tzn. Pro absorpci zéfeni staci
elektromagnetické zafeni nizké energie, infratervené zateni. IC zafeni miiZzeme

rozdélit, podle vinovych délek, na tfi oblasti [23]:
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2.
3.

Blizka oblast se oznacuje jako near-infrared, ktera se nachazi v oblasti
800 — 2500 nm, o vIno&tu 4000 — 12000 cm™

Stiedni oblast (middle-infrared) -> 2,5 — 50 um, vino&et 200 — 4000 cm™
Vzdalena oblast (far-infrared) -> 50 — 100 pm, vlno&et 200 — 10 cm-*

Pii aplikaci zafeni blizké a stiedni IC oblasti dojde k rotaéné-vibra¢nim

pfechodiim. V tomto stavu se méni rotacni i vibrac¢ni stav molekuly soucasné.

K interpretaci IC spekter nas zajimaji 4 hlavni kritéria:

1. Tvar absorp¢nich pasi

2. Poloha absorp¢nich past
3.
4

. Intenzita past

Pocet pasi

Zdroj: NEMCOVA, 1., CERMAKOVA, L., RYCHLOVSKY, P. Spektrometrické
analytické metody. 2nd ed. 2004. ISBN 802460776X.
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3.4 Termogravimetricka analyza

3.4.1 Termogravimetrie (TGA)

Termogravimetrie studuje zménu hmotnosti ve vzorku, vzhledem k teploté.

Vystupem termogravimetrické analyzy je termogravimetricka kiivka, zndzoriujici

zavislost na Case, ptfipadné hmotnosti na teploté. Na termogravimetrické kiivce

sledujeme nékolik oblasti [33] :

1
2
3.
4

Beze zmény hmotnosti (plato, teplotni stabilita latky)
Se zménou hmotnosti (narist, ubytek)
Dil¢i snizeni hmotnosti

Celkové sniZzeni hmotnosti

Ptiprava vzorku

Je nezbytné, aby byly vzorky pfipraveny totoznym postupem. Volime

rovnomé&rné naneseni materidlu, abychom dosahli linearniho ohtevu vzorku. Toto

je vpraxi zajisténo vtlaCenim navazky do kelimku. Material, ze kterého je

kelimek vyroben, nesmi ovliviiovat déje probihajici ve vzorku (naptiklad porcelan

¢i safir). [33]
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3.4.2 Diferencni skenovaci kalorimetrie

Tato termicka metoda je zalozena na udrzovani stejné teploty mezi referen¢nim

a zkoumanym vzorkem pod stejnym programem. Referenénim materialem muize
byt:

1. Pro anorganické materialy — Al,O3 (oxid hlinity) a SiC (karbid kiemiku)

2. Pro organicke materialy — oktyl ftalat a silikonovy olej

RozliSuji se dva rizné typy diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC). Prvnim je
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie s kompenzaci piikonu, kdy na zikladé
probihajicich déji ve studovaném vzorku (endo/exoefekty) je bud rychleji
zahiivan zvysSenim piikonu, nebo naopak se ptikon snizi, aby doslo k vyrovnani

teploty mezi studovanym a referen¢nim vzorkem.[33]

Druhym typem je DSC s tepelnym tokem. Zde jsou oba vzorky (referencni 1
studovany) vlozeny do stejné kalorimetrické cely a vzajemné spojeny tepelnym
mostem. Pfi endo/exotermickych déjich dochazi k rozdilu teplot obou vzorka a

naslednému tepelnému toku, ktery je extrapolovan na energeticky ekvivalent.

Pomoci DSC miizeme posoudit zékladni parametry kiivek, coz jsou

endo/exoefekty.

Endotermické déje: rozpousténi, tani, termicky rozklad, dehydratace,atd.

Exotermické déje: krystalizace, pevnofazové reakce, oxidace. [33]
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4 Transport pies bunéénou membranu (endocyt6za)

Bunky vyuzivaji endocytézu piedev§im k piijmu vyzivy [24]. Existuji dva
mechanismy endocytdzy, mezi které patii fagocytéza a pinocytoza [25], obrazek
13. Fagocytoza se oznacuje také jako ,,bunécné jezeni® a slouzi k pohlceni vétsich
elementt, jako napiiklad ¢astic, jejichz rozmér piesahuje 0,5 um, nebo bakterie.
Pinocyt6za, jinak nazyvanid bunéénym pitim, slouzi k pohlcovéni tekutiny, ve

které je bunka situovana.

Dle specifickych molekularnich regulatori mazeme dé€lit endocytézu na
nékolik typd. Prvnim je endocytdza zprostifedkovana proteinem klatrinem (CME —
clathrin-mediated endocytosis). Vyskytuje se predev§im u bunék savci a slouzi
K neustalému piijmu zakladnich zivin. Je nezbytnd ke komunikaci na
intracelularni Grovni pfi vyvinu orgdnd a tkani po celou dobu Zivota organismu.
Slouzi také k regulaci internalizace membranovych iontovych pump, které tidi
priachod iontd a malych molekul skrz bunéénou membranu. Internalizace
zprostfedkovand proteinem klatrinem umoziuje fidit silu synaptického ptrenosu
(diky ptenosu Ca®" jontd) a existuje 1 souvislost s paméti a ucenim. Posledni
vyznam CME je v efektivni obnov€ membrany synaptickych vackl po nervovém

ptenose.[24].

Endocytéza zprostiedkovana kaveoly je dalSim mechanismem pinocytozy.
Kaveoly jsou na mnoha bunkéach a vyskytuji se v mikrodoménach plazmatické
membrany, kde se hojn¢ vyskytuji sfingolipidy a cholesterol. Strukturalni
organizace a tvar kaveolil jsou dany kaveolinem, coz je dimerni protein reagujici

s cholesterolem. [24]

35



Pinocytosis

Phagacytosis Macropinocytosis
(particle-depandent) {=1um)
Clathrin- Caveolin- Clathrin- and
mediated mediated caveolin-independent
endocytosis endocytosis andocytosis
(=120 nm) {~60 nm) (80 nm)

G & 00

Obrézek 13. Tustrace jednotlivych mechanismu prostuptl nanoc¢astic do burnky.

Zdroj: S. D. CONNER, S. L. SCHMID, Regulated portals of entry into the cell. Nature,
2003 (6 March), vol. 422, p. 37-44.
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5 Cilena distribuce léciv

Nevyhodou konven¢ni chemoterapie je celkova nespecifita a nutnost aplikace
vysoké davky Iéku [7] [9]. Chemoterapeutikum je podavano intravendzni cestou,
tudiz dochazi k systémové distribuci po celém téle [12]. Toxicita 1éCiva je
doprovazena cetnymi a zavaznymi vedlejSimi ucinky. Tomuto lze predejit
pouzitim nanocéstic, které lze pouzit k cilené distribuci 1é¢iv, hypertermii c¢i
k moznosti navazani protilatky na povrch ¢astic. Nanocastice oxidi Zeleza,
vykazujici strukturu ,,core-shell, jsou nejpouzivanéj$imi materialy. [12]
Zakladnimi parametry, které charakterizuji chovani magnetickych nanocastic jsou
spjaty s chemickym sloZzenim povrchu, magnetickymi vlastnostmi (remanence,
koercivita, magneticky moment), velikost (velikost magnetického jadra, velikostni
distribuce, hydrodynamicky polomér). [12] Funkcionalizace nanocastic
polymerem, amino skupinami (NH;) a riznymi organickymi slouc¢eninami vede
ke zlepSeni chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Vice funk¢nich skupin na
povrchu nanocastic slouzi k zajiSténi variabilnich vlastnosti, obrazek 14.
Nanocastice si zachovavaji hydrofilitu a pfi zachovani velikosti do 100 nm
zamezuji degradaci pomoci retikuloendotelialniho systému (RES), cozZ je slozka
imunitniho systému. [12] [26]. Je dokéazano, ze funkcionalizace pomoci polymert
a velikost NPs hraje vyznamnou roli ve vysledné toxicité nanocastic. [26].
Konjugace s hydrofilickym zbytkem (polysacharidy, polyethylenglykol, atd.) vede
ke zvyseni polocasu cirkulace na né€kolik hodin az dnti. Vyfazeni RES by bylo
mozné pomoci snizovani rozmérli nanocastic, ale pii pfiliS malé velikosti by
dochdzelo k migraci NPs do riznych c¢asti t€la a tim ke vzniku moZnych
toxikologickych problémid [12] Cileni mize byt provadéno pasivné, aktivné.
Aktivni cileni 1éCiv je provadéno pomoci konjugace protilatky na povrch

nanocastice, ¢i uzitim magnetického pole.
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Pasivni cileni 1é¢iv vyuziva EPR jevu. Jinak je také nazyvano EPR efekt
(enhanced permeability and retention effect), volné pielozeno jako zvySeni
permeability a retence. Tento jev umoziiuje nosicim Iléku prostupovat pies
nedokonalou sténu krevni cévy vyzivujici nadorovou tkan, protoze nadorova tkan
roste rychleji, nez je doba nezbytna ke genezi neprostupné krevni cévy. Bylo
zjisténo, ze cévami nadorG mohou prostupovat castice s velikosti az 2um a
pronikani je vys$$i, nez u normalnich cév [21]. Vzhledem K rychlému rastu
rakovinné tkadn¢ se zaCne rychle tvofit i vaskularni sit’, na kterou je tento rist
zavisly, vzhledem k narokiim na vyzivu a okysli¢eni. Nanocastice ve velikosti
lipozomi se mohou akumulovat v téchto bohaté prokrvenych tkanich.
Mechanismy zacileni nanocéstic s 1é€ivem jsou rizné, avSak vétSinou zaloZeny na

interakci receptor-ligand. [27]

SPIO nanocéstice pouzitelné pro protinddorovou 1é€bu by mély spliiovat tato

kritéria:

Uzka kiivka velikostni distribuce, velka magnetizace

Vhodné hodnoty zeta potencidlu

ProdlouZeni Casu cirkulace v krevnim fecisti

Schopnost zmény vazebnych podminek (pfi zméné teploty, pH,....)
Schopnost vazby funkénich skupin, 1€kt ¢i receptorti

Moznost obaleni povrchu nanocastice (zamezeni agregace systému)

N o g bk~ wDd e

Kontrastni pro MRI (zobrazeni v nadorové tkani)

Zdroj: [9]
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Fluorescent dye

Ligand

polymer coated
SPION

Anticancer drug

Obrazek 14. Ptedstavuje teoreticky model idealni theranostické ¢astice, ktera lze
vyuzit pifi terapii a diagnostice zaroven, diky fluorescencnim znackdm,

magnetickym vlastnostem, atd.

Pievzato a upraveno z publikace [9]
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6 Hypertermie

Magneticka hypertermie je novym moznym piistupem k 1é¢bé rakoviny.
Zakladnim ptistupem je zavedeni superparamagnetickych nebo feromagnetickych
nanocastic do cilové oblasti a nasledné aplikaci stfidavého magnetického pole.
Castice absorbuji energie ze stfidavého magnetického pole a preméiiuji ji na teplo
jako vysledek hystereznich ztrat, virovymi proudy, Brownovou a Néelovou
relaxaci. Hysterézni ztraty jsou hlavnim mechanismem ohtfivani u nanocastic
100nm a vétsich. V takovych casticich je zahfivani zplisobeno rotaci
magnetického momentu jednotlivych nanocastic vii¢i energetické bariéie. Pokud
jsou podminky takové, Ze dojde k hromadné rotaci magnetickych nanocéstic,
znamena to projiti Brownové relaxace a skrz smykové tieni je tepelnd energie
uvolnéna do okolni tekutiny. Pokud rotacni pohyb vykondva pouze magneticky
moment, zatimco samotnd ¢astice je nehybna, mluvime o Néelovée relaxaci, kdy je
tepelna energie rozptylena v krystalu pfi reorganizaci dip6lovych momenti

jednotlivych atoma [28] [29] [30], obrazek 15.
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Obrazek 15. popisuje A) stav, kdy jsou nanocastice zablokované a otaci se pouze

superspin, B) stav, kdy nanocastice vykonavaji otacky spolu se superspinem

Zdroj: E. DEATSCH, A., A. EVANS, B. Heating efficiency in magnetic nanoparticle
hyperthermia. Journal of Magnetism and Magnetic Materials, 2014 (March), vol. 354, p.
163-172.

Jelikoz jsou superparamagnetické nanocastice slozeny z jedné domény, kazda
Znich ma svij vlastni magneticky moment. V nepfitomnosti pole je orientace

magnetického momentu popsana pomoci krystalové anisotropie. [29]

Efektivita premény zavisi jak na povrchové modifikaci nanocastic, tak na
jejich velikosti a v neposledni fadé na frekvenci vnéjsiho magnetického pole.
Lécba spociva ve zvySeni teploty tumor6zni tkan€ na 41°C — 46°C, kdy dochazi
K indukci apoptdzy rakovinnych bunék. [30]. Apoptdza je programovana smrt
buiiky, kterd je geneticky regulovand, je hlavnim obrannym mechanismem
potlacujici rakovinné bujeni. Potlaceni apoptdozy muize vést ke kancerogenezi.

[31].

Pti vhodné modifikaci nanocastic a jejich akumulaci pouze v rakovinné tkani,

lze tyto Castice aplikovat intraven6zné, coz by vedlo ke zlepSeni kvality zivota
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pacienta. Pasivni cileni ¢astic je velmi dulezity krok Kk vyvoji ucinné 1écby,
pomoci hypertermie, protoze dochdzi k migraci do retikuloendotelidlniho
syst¢tmu. Takovym syst¢émem jsou napiiklad Kupfferovy buiky v jatrech a

slezing. [28]
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7 Experimentalni ¢ast

7.1 Materialy a metody

Superparamagnetické nanocastice smCMC-Ar byly pfipraveny dle postupu
uvedeného v literatufe [32] a smbisSCOOH-CH ptipravila Mgr. Zdeitkka Markova,
PhD.

7.1.1 Syntéza

Nanocastice smCMC-Ar

Do 10 ml vody (H,0) bylo pfidano 0,72 g heptahydratu siranu Zeleznatého
(FeSO, x 7H,0) a 100 ul 37% kyseliny chlorovodikové (HCI). 0.59g
carboxymethyl celulozy (CMC) bylo rozpusténo ve 30 ml vody (H,0). Takto
vzniklé roztoky byly smichany pifi udrZovani teploty 30°C a neustalého
magnetického michani. Poté bylo pfiddno 7 ml 30% hydroxidu amonného
(NH4OH). Po 30 minutach byla teplota zvySena na 50°C s pfidanim dal§ich 10 ml
30% NH4OH. Smés byla michana dalSich 15 minut a poté odejmuta z ohfivaci
plotynky. Kadinka sroztokem se nechala zchladnout na pokojovou teplotu.

Hodnota pH finalniho roztoku byla pfiblizné 6,5.

Vznikly koloidni roztok byl vloZen do centrifugy na dobu 1 hodiny a 13 000
otacek za minut, abychom oddélili nanoc¢éstice pokryté polymerem od samotného
polymeru, ktery se po odstfedéni nachazel v supernatantu. Pelet byl znovu

rozpustén ve vodé a vznikly roztok byl podstoupen sonikaci po dobu 10 minut.
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Odd¢leni supernatantu a peletu bylo provedeno tfikrat. Nakonec byl vysledny
pelet smichan s 35 ml vody (H,0).

Tento koloidni roztok se ptelil do sklenéné zkumavky a byl sonikovan
15 minut. Pro odstranéni agregata byl roztok centrifugovan po dobu 20 minut pii

cca 1000 g. Vznikly hnédy roztok byl skladovan v ledniéce pii teploté 7°C. [32]

7.2 Charakterizace superparamagnetickych nanocastic

7.2.1 Stanoveni koncentrace zZeleza

Pro zjisténi koncentrace oxidi zeleza v roztoku jsme pouzili UV-VIS
spektrometr, ktery vyuziva zdroj zafeni He-Ne laser, pracujici na vinové délce 633
nm. Postupovali jsme pomoci Ferrozinové metody. Pripravili jsme si 2 pufry (lze
si predstavit jako tlumivé roztoky), redukéni a ferrozinovy. Redukéni pufr vznikl
rozpusténim 10 g hydroxylaminhydrochloridu v50 ml 1 M Kkyseliny
chlorovodikové (HCI). Roztok se nechal stat, abychom doséhli dobrého
rozpusténi a doplnili jsme jej 1 M HCI do celkového objemu 100 ml. Ferrozinovy
pufr jsme ptipravili rozpusténim 50 g amonium acetatu (octanu amonného) a 0,1 g
ferrozinu ve 40 ml deionizované vody. Po dostate¢ném rozpusténi jsme objem
pufru doplnili do 100 ml. Kadinka se vzniklym roztokem se musela obalit
alobalem a vlozit do lednice, protoze pufr je citlivy na svétlo. Pro stanoveni
kalibracni ktivky, jsme piipravili zasobni roztok FeSOg, ktery vznikl smichdnim

27,8 mg FeSO,4 x 7 H,0 s 62,5 ml 25% HCI. Po rozpusténi na michacce se objem
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roztoku doplnil do 100 ml a uskladnil za laboratorni teploty. Kalibra¢ni kiivka se
vytvofila dle nasledujiciho postupu. Zasobni roztok jsme natedili 10x. Do
ependorfek jsme napipetovali 0,5 M HCI a roztok FeSO,; v mnozstvi dle

nasledujici tabulky (tab. 2).

standard 0,5 M HCI (ul) FeSO, (ul)
80 50 200
70 75 175
60 100 150
50 125 125
40 150 100
30 175 75
20 200 50
10 225 25
8 230 20
6 235 15
4 240 10
0 250 0

Tabulka 2 znazornuje pomér jednotlivych slozek vysledného roztoku pro

vytvofeni kalibracni kiivky.
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Do jednotlivych ependorfek bylo postupné ptidano 250 pl redukéniho pufru
S 15 minutovym ,,stdnim* a 500 pl ferozzinového pufru s 10 minutovym ,,stdnim*.
Nakonec jsme zméfili absorbanci vzorka pifi 562 nm. Po zhotoveni kalibra¢ni
kfivky jsme ptesli na stanoveni koncentrace zeleza, pii které jsme postupovali
nasledovné. Do ependorfky se Sroubovacim wuzdvérem a tésnénim jsme
napipetovali 90 pl 65% kyseliny dusi¢né (HNO3) a 10 pl vzorku. Vzorek se
nechal rozpustit po dobu 30 minut ve vodni l4zni o teploté 98°C. Po inkubaci se
ke vzorku ptidalo 900 pl 0,5 M HCI. Poté jsme si pfipravili vzorky smichanim
250 pl vzorku s 250 pl redukéniho pufru a nechali 15 minut stat. Nakonec jsme
pridali 500 pl ferrozinového pufru a nechali dalSich 10 minut stat. Néasledovalo
mefeni absorbance pii vinové délce 562 nm. Z hodnot absorbance jednotlivych
vzorkd lze vypocitat vysledné hodnoty koncentrace. Absorbance vzorku
SMCMC-Ar méla hodnotu A= 0,355, zatimco u vzorku smbisCOOH-CH A=
0,268. Pomoci vypocetniho programu jsme ziskali hodnoty koncentrace. Vzorek
smMCMC-Ar obsahoval 4,246 mg/ml maghemitu. Druhy vzorek smbisCOOH-CH
obsahoval 3,206 mg/ml maghemitu. Z téchto hodnot koncentraci jsme vychazeli

Vv pozdégjSich fazich experiment.
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7.3 Termogravimetricka analyza

Pii ptipravé vzorku jsme museli zabezpecit, aby byl vzorek homogenni, m¢l
stejnou velikost Castic a nebyl ni¢im kontaminovan. VysuSeny vzorek byl
rozdrcen v drtici misce a poté vlozen do Al,Os kelimku, ve kterém musel byt

vzorek rovnomérné rozprostien (to jsme zajistili poklepanim po kelimku).

7.4 Mossbauerova spektroskopie

Tato metoda byla pouzita pro identifikovani faze oxidu zeleza a pro zjisténi
magnetického stavu nanocéstic. Je kladen pozadavek, aby povrch vzorku byl
hladky a vytvofena vrstva byla homogenni, abychom zamezili ptednostni
orientace krystalii. U obou vzorkil bylo méfeni provedeno pfi teploté 300 K a 20
K, navic u vzorku smbisCOOH-CH bylo pouzito vnéjsi pole o velikosti 5 T

(spektrum neni soucasti prace).

7.5 Transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni elektronovou mikroskopii podstoupily oba vzorky nanocastic, tedy
smCMC-Ar i smbisCOOH-CH. V obou pfipadech se velikost nanocastic
pohybuje mezi 5 nm — 50 nm. Na mikroskopickych snimcich lze pozorovat

strukturu ,,core-shell* nanocastic. Tedy jadro, které je tvofeno oxidy Zeleza a obal,
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tvofen organickym polymerem, chitosanem. Pfiprava vzorkti na TEM spocivala

ve vysuseni roztoku, ve kterém se nachazely nanocastice.

7.6 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla je fyzikalni metodou, kterou lze méfit hydrodynamicky
polomér nanocastic v koloidnim roztoku. M¢éfeni probihalo na pfistroji Zeta
nanosizer, kterym disponuje katedra Fyzikdlni chemie — Pif UP. Pro potieby
meéfeni bylo piipraveno 23 od kazdého vzorku nanocastic (SMCMC-Ar a
smbisCOOH-CH), celkové tedy 46. K fedéni roztokd byl pouzit roztok NaCl o
rozdilnych molérnich koncentracich, ktery byl pouzit z divodi, viz. nésledujici

tabulka (tab. 5).

Pti ziedéni koloidniho roztoku nanocastic v roztoku NaCl dochdzi ke
zmén€ hodnoty hydrodynamického poloméru. Kolem nanocéstic se nachézi
elektrickd dvojvrstva. Pti nizké koncentraci vodivych ionti v roztoku bude tato
dvojvrstva veétsi a tim se zveétsi 1 hydrodynamicky polomér nanocastic a naopak
pfi vysoké koncentraci iontii bude elektricka dvojvrstva mensi, coz zplsobi pokles
hydrodynamického poloméru nanocastic, které se budou v roztoku pohybovat

rychleji.
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¢. molarni mnozstvi mnozstvi mnozstvi
vzorku | koncentrace | NaCl (ul) vzorku vzorku

NaCl (M) smbisCOOH- | smCMC-
CH (ul) Ar (ul) +

ddH,O (ul)
1 0,001 450 50 25+ 25
2 0,005 450 50 25+ 25
3 0,0075 450 50 25+ 25
4 0,01 450 50 25+ 25
5 0,02 450 50 25+ 25
6 0,04 450 50 25+ 25
7 0,06 450 50 25+ 25
8 0,08 450 50 25+ 25
9 0,1 450 50 25+ 25
10 0,12 450 50 25+ 25
11 0,14 450 50 25+ 25
12 0,15 450 50 25+ 25
13 0,16 450 50 25+ 25
14 0,18 450 50 25+ 25
15 0,2 450 50 25+ 25
16 0,3 450 50 25+ 25
17 0,4 450 50 25+ 25
18 0,5 450 50 25+ 25
19 0,6 450 50 25+ 25
20 0,7 450 50 25+ 25
21 0,8 450 50 25 +25
22 0,9 450 50 25+ 25
23 1 450 50 25+ 25

Tabulka 3 popisuje pfipravu vzorki, na kterych byl méfen hydrodynamicky

polomér.
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7.7 Zeta potencial

Zeta potencial popisuje povrchovy naboj ¢astic v roztoku. Pro méfeni je pouzit
stejny pfistroj, jako u dynamického rozptylu svétla, tedy Zeta Nanosizer. Rozdil
je pouze v pouzité kyveté, ktera obsahuje elektrody, které se nachazi uvnitf
kyvety i na jejim povrchu, viz. obrazek (¢.23). Hodnota néboje na povrchu vzorku

smbisCOOH-CH byla -43,9 mV, u vzorku smCMC-Ar -43,3 mV.

“"'... /’\‘_ fi_'n\ ,,"“/
‘1 [Sem— | 1
Electrode 8[* ﬁ Electrode s

Capillary —» | -

- -

Obrazek 23. Kyveta pouzivana pfi métfeni Zeta potencialu

Zdroj: Pievzato a upraveno (dne 20.dubna 2014) z

http://departments.agri.huji.ac.il/zabam/zetasizer.html
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7.8 Rentgenova praskova difrakce

Vzorek na méfeni pomoci XRD byl pfipraven rovhnomérnym nhanesenim
materialu na kfemikovou desticku, kterda nevykazuje difrakci, a nésledné
zarovnani povrchu. Existuji obecné pozadavky, které musi praSkovy vzorek
spliiovat. Musi byt plochy s hladkym povrchem, kvili Bragg-Brentanové

geometrii S maximalni tloustkou 3 mm.

7.9 InfraCervena spektroskopie

Pti méteni kapalnych vzorkli na infracerveném spektrometru je zapotiebi
pouzit specialni kapalinovou kyvetu, vyrobenou z CaF,, ZnSe, nebo tenky film.
Vhodnym rozpoustédlem pro kapalné vzorky se lze zaméfit na urcitou oblast

absorpéniho spektra, dle tabulky 4.

Rozpoustédlo Interval méfeni (cm™)

CCly 4000 — 1600, 1500 - 850
CHCl; 4000 — 1250, 1150 - 850
CS; 4000 — 1650, 1400 - 500

Tabulka 4. Prehled rozpoustédel pro méfeni IR spektra.

Prevzato a upraveno (dne 29.12.2014): http://web.vscht.cz/~koplikr/IR_4.pdf
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7.10 Syntéza komplexu SPION-DOXORUBICIN

Dulezitou soucasti fady experimenti bylo vytvofeni kalibraéni kiivky
Z koncentra¢ni fady roztoku doxorubicinu, pro pozdéjsi vypocet koncentraci

imobilizovaného doxorucibinu.

7.10.1 Spektroskopické stanoveni doxorubicinu

Doxorubicin Adriblastina s koncentraci 10 mg / 5 ml dodalo cytostatické
oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc. Ur€eni maxima absorbance probihalo
v rozmezi vinovych délek 450 nm — 550 nm. Nejvyssi aktivita byla zaznamendna
pii vinoveé délce 481 nm [24]. Nasledujicim bodem bylo vyhotoveni kalibra¢ni
kiivky, pomoci fedéni doxorubicinu ve vodé€, dle nasledujici tabulky €. 5 a

nasledné zméteni absorbance pomoci spektrometru, pti vinové délce 481 nm.
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Koncentrace (mg/ml) Absorbance (A 4810m)

0,0025 0,063

0,0075 0,175

0,02 0,423

H

0,04 0,803

H

0,06 1,177

Tabulka 5 popisuje koncentraci doxorubicinu v roztoku a jeho absorbanci, ze

které byla vytvofena kalibracni kiivka.

Sestavenim grafu zavislosti koncentrace doxorubicinu na absorbanci ziskame
piimku, kterou nazyvame kalibra¢ni kiivkou, z niz vypocitdme duilezity parametr
k, tedy smérnici pfimky, obrazek 27. Hodnota smérnice piimky je vyuzita pro
vypocet koncentrace imobilizovaného doxorubicinu v pozdéjsich stadiich

experimentu.
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1,4
1,2

0,8
0,6
0,4

Absorbance (481nm)

0,2

Kalibraéni krivka doxorubicinu

y =19,845x

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Koncentrace doxorubicinu [mg/ml]

Obrazek 27. Graf piedstavuje vzniklou kalibra¢ni kiivku v€etné jeji smérnice

7.10.2 Imobilizace doxorubicinu na magneticky nosic

Syntéza se provadéla dle postupu uvedeného v literatuie [24]. Vytvoieno bylo
nékolik sérii vzorki s liSicimi se poméry pfidanych nanocastic a doxorubicinu
doplnénych vodou na uréity objem, dle nasledujici tabulky 6. Syntéza byla

provadéna v ochrannych rukavicich a ochrannymi brylemi, protoZe doxorubicin je

chemoterapeuticka latka s vysoce cytotoxickymi G¢inky.
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Pomér | Nanocastice | Doxorubicin| Voda | Nanocastice | Doxorubicin| Voda
N:D (1el) (1) (1) () () (1)
smCMC-AR smbisCOOH-CH
1:1 429 500 871 403 500 897
4:1 429 125 1246 403 125 1272
8:1 429 62,5 1308,5 403 62,5 1334,5
10:1 429 50 1321 403 50 1347
20:1 429 25 1346 403 25 1372
100:1 429 5 1366 403 5 1392
200:1 429 2,5 1368,5 403 2,5 1394,5

. zobrazuje misici pomér jednotlivych roztokli. Vysledny objem testovaného

roztoku byl 1800 pl.

Koloidni roztok s doxorubicinem se inkuboval na tiepacce, pii pokojové teploté
(25°C), po dobu 24 hodin. Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 2 hodin,
pfi 20 000 g. Pfi tomto procesu vznikl supernatant, ktery jsme pomoci pipety
oddélili od zbytku vzorku. Ze supernatantu jsme spektroskopicky urcili mnoZstvi
imobilizovaného doxorubicinu na povrchu nanocastic. Nanocastice s vyvazanych
doxorubicinem jsme resuspendovali v 1 ml H,O pro pozd¢jsi vyuziti. Grafy (¢. 3 a
4) predstavuji zavislost koncentrace imobilizovaného doxorubicinu vzhledem k

puvodni koncentraci samotného doxorubicinu.
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7.11 MTT test cytotoxicity komplexu nanocastice-doxorubicin

Pouzité chemikalie

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) + 10% fetal bovine serum, 1%

penicilin, streptomycin a glutamine.

PBS pufr (Phosphate Buffered Saline) — zasobni roztok 10x: 80g NaCl, 2g KCI,
14,49 NayHPO4*12H,0, 2.6g KH,POy4, 11 destilované vody, pH 7,4 (upraveni
NaOH nebo HCI)

- Zasobni roztok zfedén 10x v destilované

vodé (1:9)

MTT roztok — 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide): zdsobni roztok pfipraven z22,5mg prasku MTT do 9ml 1x PBS,
zasobni roztok zfedén v 1x PBS (1:9)

Koloidni roztok I. — roztok nanocastic obalenych chitosanem (smbisCOOH-CH,

c=2,48 mg/ml) s imobilizovanym doxorubicinem (¢c=5mg/10ml), pomér smichani
4:1 (NPs:DOX)

Koloidni roztok II. - roztok nanocéstic obalenych chitosanem (smbisCOOH-CH,

c=2,48 mg/ml) s imobilizovanym doxorubicinem (c=5mg/10ml), pomér smichani
8:1 (NPs:DOX)

Doxorubicin (roztok I11.) (c=5mg/10ml) - chemoterapeutikum
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M¢éfeni cytotoxicity bylo provadéno na bunéénych liniich NIH3T3, coz
jsou mysi embryonalni fibroblasty a MCF7, které reprezentuji lidské nédorové
buniky karcinomu prsu, které ptipravila RNDr. Véra Cenklova, Ph.D. z ustavu
Lékarské Biofyziky, Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Pfi
kultivaci bunéénych linii bylo pouzito kultivatni médium DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium), které obsahuje antibiotika penicilin, streptomycin a
10% fetalniho bovin séra. Kultivace probihala v inkubétoru, kde jsou zajistény
podminky 37°C a 5% atmosféra COj,. Pro zajisténi dobrého stavu téchto
bunéénych linii bylo potfeba bunky pasazovat, coz znamena narusit jejich
mezibunéény kontakt a kontakt bunc¢k s povrchem kultivaéni jamky, abychom
zamezili kontaktni inhibice, pfi které dochazi k odumirani bunék. Pasazovani
probihd pomoci enzymu trypsin, tzv. trypsinizace bunék. Buiiky byly pfipraveny

v 96-ti jamkovych deskach. V kazdé jamce bylo 10 000 bungk.

Pred zacatkem testl cytotoxicity bylo nutné zkontrolovat stav bunék
pomoci optického mikroskopu Olympus IX81 vybaveného CCD kamerou a
softwarem Cell od firmy Olympus Doxorubicin vykazuje fluorescenci v zelené
¢asti svételného spektra, proto jsme mohli pozorovat, kde se v kultiva¢ni jamce,

resp. v/na buiice nachézi, viz obrazek XXX.

.Stanoveni cytotoxicCity probihalo pomoci testu MTT. Testovany byly 3 latky
(koloidni roztok nanocéstic (smbisCOOH-CH s imobilizovanych doxorubicinem
vpoméru 4:1 — I, koloidni roztok nanocastic (smbisCOOH-CH)
s imobilizovanych doxorubicinem v poméru 8:1 — Il. a chemoterapeutikum
Doxorubicin — I1I.). Koncentra¢ni fada byla zvolena 25uM, 10uM, 5uM, 0,5uM a
0,1uM, dle tabulky 7,8,9.
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0,1 0,4* 99,6
0,5 2,1* 97,9
5 21* 79
10 42* 58
25 10,5 89,5

* koloidni roztok smbisCOOH-CH ziedén 10*

Tabulka 7. Pfiprava koncentra¢ni fady pro MTT test toxicity vzorku oznaceného

0,1 0,4* 99,6
0,5 2,1* 97,9
5 21* 79
10 42* 58
25 10,5 89,5

Tabulka 8. Pfiprava koncentra¢ni fady pro MTT test toxicity vzorku oznaceného

* koloidni roztok smbisCOOH-CH ziedén 10*
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0,1 0,2 99,8
0,5 1,1 98,9
5 10,9 89,1
10 21,8 78,2
25 54,4 45,6

Tabulka 9. Piiprava koncentra¢ni fady pro MTT test toxicity chemoterapeutika

doxorubicin

Pred zacatkem MTT protokolu jsem natedil MTT roztok PBS 1x a proplachl
bunky fosfatovym pufrem. Prvni krok spocival v odstranéni kultivacniho média
Z jamek, pomoci osmi kanalové pipety. Dale jsem pfidaval, v tzv. triplikatu — to
znamena, ze jsem pridaval 3, resp. 4 stejné koncentrace do riiznych jamek,

jednotlivé koncentrace dle obrazki 28,29,30,31.
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Obrazek 28. Znazornéni aplikace MTT roztoku v tzv. tripletu.
Kultivaéni jamky obsahovaly bunky NIH3T3.

LA 2= R P P -

Obrazek 29. Znazornéni aplikace MTT roztoku v tzv. tripletu.
Kultivaéni jamky obsahovaly buniky NIH3T3.
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Obrazek 30. Znazornéni aplikace MTT roztoku v tzv. tripletu.
Kultivaéni jamky obsahovaly bukky MCF7

Obrazek 31. Znazornéni aplikace MTT roztoku v tzv. tripletu.
Kultiva¢ni jamky obsahovaly butiky MCF7.
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Obrazek 32. Fotografie 96 jamkovych kultiva¢nich desti¢ek s roztokem MTT.

Desky 1,2 obsahuji buné¢nou linii NIH3T3 a desky 3,4 bunécnou linit MCF7.
Dle zbarveni roztoku Ize pouhym okem posoudit pfeziti bunék. Jamka, silné
zbarvena do fialova obsahuje velké mnozstvi prezivsich bun¢k, zatimco slabé

zbarvend jamka je pravym opakem.

Nasledné byly buiiky vlozeny do inkubétoru na 24h. Po uplynuti této doby byl
odstranén roztok MTT a bunky opét promyty PBS 1x . KaZzdou kultiva¢ni
desti¢ku jsme vlozili do spektrometru (Synergy HT reader — firma BioTek), kde
probihalo méteni na dvouch vlnovych délkach. Prvni vinovou délkou 690nm, byla
zjiSténa absorbance kultiva¢ni desticky. VInovou délkou 570nm, jsme ziskali
hodnotu absorbance u prezivSich bunc€k. Vyhodnoceni spocivalo v odecteni

hodnot absorbanci pro tyto 2 vinové délky.
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Vyhodnoceni hodnoty IC50, ktera ukazuje hodnotu koncentrace, pti které
dochazi k odumfieni 50% bunécné populace, bylo provedeno pomoci softwaru

Phototox.
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8 Vysledky a diskuze

8.1 Transmisni elektronova mikroskopie

Obrazek 33. Ukazuje snimek z TEM (transmisni elektronové mikroskopie) vzorku

smbisCOOH-CH.
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Nanocastice SmbiSCOOH-CH vykazuji sféricky charakter s ,,core-shell
stukturou. Na snimku lze snaze rozlisit magnetické jadro a polymer (chitosan)

obalujici celou nanocastici. Velikostni distribuce nanocastic vzorku smbisCOOH-

CH se pohybuje od 5 nm do 30 nm.

Obrazek 34. Ukazuje snimek z TEM (transmisni elektronové mikroskopie)
vzorku smCMC-Ar.
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Nanoc¢astice SMCMC-Ar vykazuji také sféricky charakter s ,,core-shell
strukturou, ovSem je zfetelné tvoreni aglomeratii. Polymer, kterym je v tomto
piipadé karboxymethylceluloza, obaluje cely vznikly Gtvar. Castice jsou u toho
vzorku zietelné vetsi a jejich velikostni distribuce se pohybuje od 10 nm do 50

nm.

8.2 Termogravimetricka analyza

Temp. I°C
TG % DSC /(mW/mg)
Te
cotlog 700
105 tpo2 600

Value: 155.0 min, 699.8 °C
Value: 155.0 min, 9549 % r0.0 | 500

100
02 L0

r-0.4
—_— L
95 300

Value: 35.0 min, 99.08 % Value: 68.0 min, 98.87 %

r-0.6
Value: 35.0 min, 89.8 °C  Value: 68.0 min, 129.9°C - + 200
K (1
a0 LT OOPRR r-0.8
................... + 100
: . . . : , . : 1.0
0 20 40 60 80 100 120 140
Time /min

Graf 1. Termogravimetrické kiivky (TGA, DSC) vzorku koloidniho roztoku

nanocastic smCMC-Ar.

Na TG kiivce (zelend) jsou vyznaCeny charakteristické body, oznacujici
hmotnostni ubytek navazky. Tvar kiivky ukazuje na termicky rozklad v jednom
kroku, ohranieny dvéma platy, coz znaci na ztratu organické faze, ke které

dochdzi v rozmezi teplot 360°C — 400°C . Pfi ztraté organické faze dochazi u
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vzorku ke zmensSeni hmotnosti ptiblizné o 2%.. Celkovy ubytek hmotnosti je

4,51%, pti konecné teplote 699,8°C za ¢as 155 min.

DSC kiivka (modrd) popisuje probihajici exotermické a endotermické déje
V navazce vzorku. Zietelny vrchol v ¢asovém intervalu 78 min az 88 min
predstavuje endotermicky d¢j (tani), po kterém dochéazi ke zrychleni ohifevu

vzorku s naslednym exotermickym dé&jem (krystalizace) s maximem v case 128

min.
DSC /(mW/mg)
TG /% Temp. /°C
105 4 1exo
gt Lo |700
R 1+ |e00
Mass Change: -0.90 %
95 L » |500
Mass Change: -0.44 %
400
90 A 4 -3
Mass Change: -7.98 %  .*
300
" Mass Change: -1.47 % F-4
85 4
200
L5
80 1 Pt tsaRy Value: 1269 min/702.0 °C, 89.18 %
i ’ 100
L-6
75, . . : ; . ; ; Lo
0 20 40 60 80 100 120 140
Time /min

Graf 2. Termogravimetrické kiivky (TGA, DSC) vzorku koloidniho roztoku
nanocastic smbisCOOH-CH.
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Na TG kiivce (zelend) jsou vyznaceny -charakteristické body, oznacujici
hmotnostni Ubytek navazky. Tvar kiivky ukazuje na termicky rozklad v nékolika
krocich, ohraniCeny platy, coz znaci na ztratu organické faze. K této ztrat¢ dochazi
v rozmezi teplot 380°C — 580°C a tibytek hmotnosti ¢ini pfiblizné 8% . Celkovy
ubytek hmotnosti je 10,82%, pti konecné teploté 700°C.

DSC kiivka (modrd) popisuje probihajici exotermické a endotermické déje
V navazce vzorku. V 85.minuté¢ méteni dochézi u vzorku k exotermickému déji

(krystalizaci).

Termogravimetrické méfeni obou vzorkll nanocastic (smCMC-Ar a smbisCOOH-
CH) probihalo v inertni N, atmosféfe. Teplotni program byl zvolen v rozsahu
40°C — 700°C u nanocastic smbisCOOH-CH, u nanocastic SmMCMC-Ar 35°C —
700°C, pii nardstu teploty 10 K/min. Vzorky byly vloZeny do kelimku z Al,Os,
které nijak neovliviuji déje, které se ve vzorku, vlivem zvySovani teploty,

odehrévaji.
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8.3 Mossbauerova spektroskopie

Teplota 300 K

3470000 |
3460000 | T

3450000

Counts

3440000

3430000

3420000 1

3410000 : : : ‘ ‘ : ‘ ‘ ‘ :
—12.0 —80 —1.0 0 1.0 8.0

[ont/s]

Teplota 20 K

12775000
12750000 L=
12725000 |

126775000

Counts

12650000

12625000 +

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
—10.0—8.0 —6.0 —4.0—-20 0O 20 4.0 60 80 100

/sl

Obrazek 35. Predstavuje Mossbauerovska spektra vzorku smCMC-Ar, pii teploté
300 Ka20 K.
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Tabulka 10. Hodnoty mossbauerovskych hyperjemnych parametri odvozenych

z naméfenych mossbauerovskych spekter vzorku smCMC-Ar, kde T je teplota

méfeni, 0 je izomérni posun, AEq je kvadrupolové Stépeni, Byt je hyperjemné pole

a RA je relativnich spektralni ploch jednotlivych spektralnich komponent.

T Slozka ) AE, B¢ RA Pfifazeni
+0.01 +0.01 +0.3 1
(K) (mm/s) (mm/s) (T) (%)
300 Sextet 0.33 -0.04 47.1 94 y-Fe,0; — nanocdstice
v zablokovaném stavu
Dublet 0.33 079 - 6 v-Fe,0; — nanocastice
v superparamagnetickém
stavu
20 Sextet 0.38 0.00 51.1 37 Tetraedrické pozice y-Fe,0;
Sextet 0.51 0.00 52.9 63 Oktaedrické pozice y-Fe,0;

Pii pokojové teploté se vétSina ¢astic nachazi v magneticky zablokovaném
stavu

Pouze nejmensi nanocastice vykazuji superparamagnetismus z pohledu
méfeni Mdssbauerovy spektroskopie — nejmensi ¢astice v systému.

Stfedni blokovaci teplota se nachazi pod 300 K (urovana jako teplota,
kdy spektralni plocha sextetu se rovna spektralni ploSe dubletu.

Z hodnoty izomerniho posunu vyplyva, ze Zelezo je v trojmocném stavu
(Fe("")) a ve vysokospinovém stavu (S = 5/2).

Hodnota hyperjemného pole sextetu odpovidd hodnotdm bézné
pozorovanym pro nanoc¢asticové systémy y-Fe;O3 ptivodu.

S poklesem teploty dochdzi k magnetickému zablokovani nejmensSich
nanoCastic v systému — pii 20 Kjsou vSechny nanocastice ptitomné

V souboru magneticky zablokovany.
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Lze rozlisit dveé spektralni komponenty shodnotami hyperjemnych
parametri odpovidajicich tetraedrickym a oktaedrickym pozicim y-Fe;0s.
Spektralni pomér tetraedrické sextetu ku oktaedrickému sextetu je 1:1,66,
coz presné odpovida stechiometrickému y-Fe,Os, kdy tetraedrické pozice
jsou viechny obsazeny Fe** ionty a pouze 5/3 oktaedrickych pozic je
obsazeno Fe** jonty; zbylé oktaedrické pozice jsou vakantni v diisledku
zachovani neutralniho elektrického néboje skrz miizku (takze vakance je
nositelem virtualniho zaporného naboje).

Ze spektra (neukazano) pii nizké teploté (5K) a ve vn&jSim magnetickém
poli (5T) byly rovnéz identifikovany dvé spektralni komponenty (sextety),
odpovidajici tetraedrickym a oktaedrickym pozicim y-Fe;O3; spinelové
struktury; jejich spektralni pomér byl 1:1,66 ve prospéch oktaedrického
sextetu; tato hodnota byla pouzita pii fitu spektra pii 20 K.

Z profilu spektra pfi pokojové teploté lze usoudit, ze vétSina Castic je
vétsich nez 15 nm.

Dublet davaji castice, které jsou mensi nez 15 nm.
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Teplota 300 K
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Obréazek 36. Predstavuje Mdssbauerovské spektra vzorku smbisCOOH-CH, pfi
teploté 300 K a 20 K.
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Ve srovnani spekter vzorkli nanocastic jsou hlavni tyto rozdily:

1. Nanocastice smbisCOOH-CH se nachazeji v superparamagnetickém stavu
pfi pokojové teploté.
2. Stiedni blokovaci teplota se nachazi nad teplotou 300K.

3. Z profilu spektra lze usoudit, Ze vétSina Castic je mensi nez 15nm.

8.4 Rentgenova praskova difrakce

Datum | Datum Magnetit/maghemit
Mavez vzorku . . X . X .
mereni fitu  Zast. (hm.%)  MCL{nm) a(h)
1309185mbisCOOH_CH 1.9, 2.9, 100 10 8,355{magh)
1308125mCMC_Ar 1.9, 2.9, 100 23 5.372{mezi)

Tabulka 12 ukazuje vystupy zprovedeného méfeni. U jednotlivych vzorkd
muzeme pozorovat stfedni velikost koherentnich domén (MCL) a miizkovy

parametr a.

73



130918smbisCOOH-CH
— 130812smCMC-Ar

Relative intensity

' I I ' I I ' I I I ' I
30 40 50 60 70 80 90 100
2Theta (°)

Obrazek 37. Zachycuje difraktogram vzorkli smbisCOOH-CH (modry) a
sSmCMC-Ar (Cerveny).

Difrakéni zaznam nam poukazuje na podil amorfni a krystalické faze. Tvar
difrakénich maxim je charakteristickym rysem krystalinity. Z vodorovné osy
muzeme posoudit velikost parametru d, ktery udavd mezirovinnou vzdalenost

V mrizce.
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8.5 Infracervena spektroskopie

Obréazek 38. Graf ptedstavuje 2 IC spektra. Spektrum oznadené modie piislusi
polymeru CMC (karboxymethyl celuldza), Cervené oznacuje nanocastice

smCMC-Ar obalené timto polymerem.

V infracerveném spektru jsou dva zdznamy (viz. nadpis grafu). Ze spektra lze
vy&ist charakteristické vibrace pro uréité chemické skupiny. V oblasti 3400 cm™
se vyskytuji vibrace typické pro skupinu O-H, v oblasti kolem 2900 cm™ C-H
skupina, C=0 sk. v oblasti 1600 cm™ a stejné skupiny, tedy C=0, se vyskytuji
i okolo 1400 cm™, nakonec C-O skupiny miiZzeme pozorovat okolo 1100 cm™.

Charakteristické vibrace v oblasti 670 cm™ nalezi magnetitu [34]
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Obrazek 39. Graf piedstavuje 2 IC spektra. Spektrum oznatené modie piislusi
polymeru bisCOOH-CH (biskarboxychitosan), cervené oznaCuje nanocastice
smbisSCOOH-CH obalené timto polymerem.

Tato spektra vykazuji podobné charakteristické vibrace, jako ptedchozi vzorek.
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8.6 Dynamicky rozptyl svétla

Prvni méteni velikosti koloidnich ¢astic bylo provedeno s roztokem fedénym
ddH,0. Vzorek smbisCOOH-CH obsahoval ¢astice s pramérnou velikosti (Z-
Average) 103 nm a u vzorku SmCMC-Ar byla primérna velikostni distribuce 122

nm.

Me¢teni koloidnich castic zfedénych NaCl se uskutecnilo ve trojim opakovani.
Z jednotlivych vysledkii se vyhotovil aritmeticky pramér. Dle kiivky lze
pozorovat zménu velikosti koloidnich ¢astic, vzhledem Kkrizné molarni
koncentraci roztoku. Znize uvedeného grafu lze pozorovat pokles
hydrodynamického polomér. Pokles je zplsoben smrStovanim c¢astic vlivem
prostfedi. U vzorku smCMC-Ar se objevovala vysoka mira agregace, proto
meéfeni podstoupily pouze 2 vzorky. Lidskému télu se nejvice blizi moléarni
koncentrace 0,2 M, ale v tomto piipad¢ je velikost ¢astic 12 024 nm, tedy uz nelze

mluvit o nanocasticich.
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Obrazek 40. Graf znazornuje velikostni distribuci podle hydrodynamického

poloméru ¢astic.

Obrazek 40 znaéi, ze vzorek smCMC-Ar vykazuje men$i miru stability
Vv koloidnim prostfedi. O nanocasticich vzorku smbisCOOH-CH Ize hovofit do
koncentrace 0,06 uM, protoze vykazuji hydrodynamicky polomér 226 nm. Tak
velké nanocastice vSak nelze pouzit v medicinskych aplikacich, protoze by byly
za kratkou dobu rozpoznany imunitnim systémem. Dal$im diivodem nemozZnosti

pouziti je 1 fakt, ze koncentrace se neblizi simulaci prostiedi v lidském téle.
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8.7 Spektroskopické stanoveni imobilizovaného doxorubicinu

Imobilizace doxorubicinu

Absorbance A=481 nm

Mnozstvi doxorubicinu [mg]

Graf 3 znazornuje rozdil v mnozstvi doxorubicinu pfidaného do reakce (Cerveny
sloupec) a doxorubicinu imobilizovaného na povrch smbisCOOH-CH (modry

sloupec).

U koloidniho roztoku nano¢astic SmbisSCOOH-CH jsme se u 0,005 mg ptidaného
doxorubicinu pohybovali v zapornych cislech. Tuto chybu jsme piisoudili
problému pii pipetovani roztoku. Nejvyssi miru imobilizace vykazuji vzorky ¢.

2,3,4 (jak je uvedeno v tabulce ¢. 13). Vibec nejvyssi procento imobilizace (95%)
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se vyskytuje u vzorku ¢. 2. Pfi vyS§im mnozstvi pridaného doxorubicinu

paradoxné nedojde k nejvySSimu procentu vyvazani na povrch nanocastice,

protoze je jiz obsazena vétSina karboxylovych skupin, tudiz se jich nevyskytuje

vazebné misto pro vice molekul doxorubicinu

= >
3 8 g g E 2 8
2| X — § = S |8 ¢ 3 = ' § =| &
= | Q 5 o g E £l &8 3 £ = £ £l &
g |2 S s g |3 33 8 5 3 S 5 3 S
> o |2 2 3 |2 E|lgE ¢ g5 & E|]g <
w | € o = S —“| & 8 © & 5 <>
< v ¥ £ O x 2
o o
1 1 10 0,338 | 0,170 0,385 0,555 69,3
2 | 0,25 1 0,138 | 0,007 0,131 0,138 95,0
3 10125 1 0,185 | 0,009 0,060 0,069 86,5
4 0,1 1 0,18 0,009 0,047 0,056 83,7
5| 005 1 0,114 | 0,006 0,022 0,028 79,3
6 | 001 1 0,058 | 0,003 0,003 0,006 473
710005 | 1 0,06 | 0,003 -0,0002 0,003 -8,9

Tabulka 13 ptedstavuje jednotlivé série vzorkl koloidniho roztoku nanocastic

smbisCOOH-CH s doxorubicinem
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Graf 4 znazornuje rozdil v mnozstvi doxorubicinu pfidaného do reakce (Cerveny

sloupec) a doxorubicinu imobilizovaného na povrch smCMC-Ar (modry sloupec)

Nejvyssi procentudlni vyvazani doxorubinu vykazovaly vzorky cislo 3.,4,5, a sice
v rozmezi 85,5 % - 89,7 %, viz tabulka 14. Tyto vzorky vSak podlehly celkové

agregaci, proto je nebylo mozné pouzit v dalSich ¢astech experimentu.
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1 |1 10 | 0,987 0,497 0,058 0,555 10,4
2 10,25 |1 1,417 0,071 0,067 0,138 48,3
3 |0,125|1 |0,198 | 0,001 0,059 0,069 85,5
4 101 1 10,114 0,006 0,050 0,056 89,7
5 1005 |1 |[0,077 |0,004 0,024 0,028 86,0
6 |001 |1 ]0,035 |0,002 0,004 0,006 68,2
7 10005|1 ]0,022 |0,001 0,002 0,003 60,1

Tabulka 14 ptedstavuje jednotlivé série vzorkd koloidniho roztoku nanocastic

smCMC-Ar s doxorubicinem
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8.8 Cytotoxické testy
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Graf 5. Viabilita bunéénych linii NIH3T3 a MCF7.

Graf viability bun¢k srovnava dvé bunééné linie a sice MCF7 a NIH3T3. Z grafu

je patrné, Zze nadorové bunky MCF7 jsou témér ve vSech ptipadech citlivéjsi na

aplikovanou latku, nez bunky NIH3T3. Nejvétsi inhibici rlstu vykazuje

samostatny doxorubicin pfi aplikaci vysokych koncentraci a to 25 pM, 10 uM a
SuM. U roztoku II, coz byl koloidni roztok nanocastic smbisCOOH-CH

s doxorubicinem v poméru 8:1, lze zgrafu vycist, Ze ani Vvjednom ptipadé

viabilita bun€k nespadla po 50%, a proto nebylo mozné urcit inhibicni

koncentraci. Pozitivni vysledek jsme zjistili u vzorku I (koloidni roztok nanocastic

smbisCOOH-CH s doxorubicinem v poméru 4:1), ktery sice nevykazoval vysokou

miru toxicity, jako samostatny doxorubicin, ale jiz Sla urcit hodnota IC50 jak je

patrné z nasledujici tabulky ¢. 15
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Buiiky + testovany roztok IC50 (nM)
1. I-MCF7 11,978
2. I-NIH3T3 X
3. [I-MCF7 X
4. [1-NIH3T3 X
o. [1-MCF7 1,1937
6. [11-NIH3T3 1,1214

| — koloidni roztok nanocastic a doxorubicinu v poméru 4:1
Il — koloidni roztok nanocastic a doxorubicinu v poméru 8:1

I11 — chemoterapeutikum doxorubicin

Tabulka 15. Namétené hodnoty inhibi¢ni koncentrace pro oba typy bunénych

linii a se tfemi riznymi roztoky.

Hodnota IC50 §la stanovit pouze ve tfech ptipadech. U testli oznacenych
2.,3.4. dochézelo k vétsimu, nez 50%, preziti bunck, a proto nesla hodnota IC50

stanovit.

Ve své studii Antonella Migliettaa spol. [35] uvadi hodnotu IC50 u bunééné linie
MCEF7 pro samotny doxorubicin 10,9 ng/ml a pro komplex SLN-DOX 1,0 ng/ml.

Komplex SLN jsou pevné lipidové nanokuli¢ky. Ve své praci jsem dosahl
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hodnoty inhibi¢ni koncentrace u bunék MCF7 (koloidni roztok I — koncentrace
25 uM) 11,978 uM a hodnota IC50 pro samostatny doxorubicin byla 1,1937 uM.
Pti této vysoké koncentraci vSak dochazelo k velkému shlukovani nanocastic

(agregaci), jak 1ze vidét na obrazku 41 42:

Obrazek 41. Fotografie ze svételného mikroskopu bun€ék MCF7 s koloidnim

roztokem nanocastic (€. I, koncentrace 25uM) po 24 hodinové inkubaci

Na snimku Ize pozorovat vzniklé velké agregaty nanocéstic spolu s nddorovymi
bunikami. Vidime, ze zde dochdzi k indukci apoptdze/nekrdzy bunek, ale stile se

objevuje vétsi mnozstvi bunék prezivsich.
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Obrazek 42. Fotografie ze svételného mikroskopu bunék MCF7 s koloidnim

roztokem nanocastic (€. I, koncentrace 25uM) po 24 hodinové inkubaci

Ze snimku z optického mikroskopu je patrné, ze velkd koncentrace
testovaného roztoku zplsobuje agregaci nanocdstic a tim 1 k menSim
cytotoxickym ucinkim. Na povrchu bunéénych membran lze pozorovat
nanocastice, které na n¢ adheruji. Z vyse uvedeného obrazku nelze s jistotou urcit,

zda nanoc¢astice prostupuji bunéénou membranou.
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Obrazek 43. Fuze fotografii ze svételného mikroskopu ukazujici fluorescenci

doxorubicinu, pfi koncentraci 25uM, po 24 hodinové inkubaci s buitkkami MCF7.

Z fuze lze posoudit ¢astecny prostup nanocastic skrz bunécnou membranu
(modra barva). Dale lze vidét ¢asteénou a velmi malou fluorescenci doxorubicinu.
To muze byt zplisobeno nedostateénym uvolnénim imobilizovaného doxorubicinu

Z povrchu nanocéstic a také z faktu, Ze nanocastice podléhaji silné agregaci.
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Obrazek 44. Fotografie ze svételného mikroskopu bunék NIH3T3 s koloidnim

roztokem nanocastic (€. I, koncentrace 25uM) po 24 hodinové inkubaci

Snimek pfedstavuje pohled na buitkky NIH3T3 s vysokou koncentraci
testovaného roztoku (viz nadpis fotografie). Stejné jako na ptedchozich obrazcich
je patrnd silna agregace nanocastic. Silna agregace miiZze byt jedna z pficin nizsi

cytotoxicity.
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Obrazek 45. Fuze fotografii ze svételného mikroskopu ukazujici fluorescenci

doxorubicinu, pti koncentraci 25uM, po 24 hodinové inkubaci S bunkami

NIH3T3.

Na obrazku Ize pozorovat buitkky NIH3T3 s roztokem nanocastic a doxorubicinu,
ktery diky své fluorescenci pfispiva k lepsi orientaci, kde se tento komplex

nachazi.
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Syntetizované nanoCastice podstoupily kompletni fyzikalné-chemickou
charakterizaci, pfi které bylo zjiSt€éno mnoho dulezitych parametrti, jakymi je
velikost Castic a jejich morfologie, chemické slozeni nanocastic a jejich
polymerniho obalu. Pomoci metody na zjiSténi hydrodynamického poloméru
nanocastic (DLS) jsem mohl posoudit miru pouzitelnosti téchto Céstic
v simulovaném prostfedi lidského téla, pomoci fyziologického roztoku NaCl.

Vysledkem byla pomérné velka agregace Castic.

Kvantifikace vysledkli imobilizace doxorubicinu na povrch nanocéstic, byla
vyznamnym vysledkem. Nejvyssi procento imobilizace (95,5%) bylo zjisténo u
roztoku s pomérem NPs:Dox 4:1 vzorku smbisCOOH-CH. Vzorek smCMC-Ar
vykazoval 89,7% imobilizace ptfidaného doxorubicinu u roztoku s pomérem
NPs:Dox 10:1. Tento rozdil jsme ptisoudili dvojit¢ COOH skupin€ na povrchu
nanocastic vzorku smbisCOOH-CH, na které se doxorubicinu vaze pomoci NH2

(amino) skupin.

Testem cytotoxicity byl zvolen MTT test, diky kterému jsem mohl zjistit
ucinnost syntetizovaného komplexu nanocastice-doxorubicin. Test byl provadén
na dvou bunécnych liniich a sice NIH3T3 (mysi embryonalni fibroblasty) a MCF7
(lidsky karcinom prsu). Po sérii pokust jsem ziskal hodnotu IC50, coZ je hodnota
inhibi¢ni koncentrace pti které¢ uhyne 50% buné¢k. Tato hodnota byla pro vzorek
oznaCeny I (koloidni roztok mnanocastic Sdoxorubicinem v poméru 4:1)
11,978 pM. Pro samostatny doxorubicin byla hodnota IC50 znatelné mensi, a sice
u bunck NIH3T3 1,121 pM a u bunék MCF7 1,194 uM. V pribehu testu bylo

mozné pozorovat vyssi citlivost bunék MCF7 na chemoterapeutikum.

Vysledky cytotoxickych testli nejsou uspokojivé, a proto bych chtél ve svém

dal§im studiu detailné&ji pochopit mechanismus prostupu nanocéstic pfes bunéénou
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membranu. Déle bych rad zapracoval na stabilizaci nanocastic, hlavné zamezeni
velké agregace, kterou jsem mohl pozorovat pii praci. V novych publikacich se
objevyji velmi vysoké hodnoty imobilizované doxorubicinu (cca 98%), a proto je
pro m¢ vyzvou se dostat k podobné procentudlni hodnoté imobilizace, pii

zachovani vysoké stability ¢astic a také jejich malého poloméru.
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