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ABSTRAKT

Nanogely vytvofené z polysacharidli jsou vhodné pro pienos 1€Civ proti rakoving, diky jejich
schopnosti snizovat toxicitu 1é¢iv a jejich uvoliovani do organismu pied dosazenim
rakovinnych bun¢k. Pfredmétem této prace bylo vytvofit nanogel z dextranu a cisplatiny, a
také posoudit vliv podminek ptipravy na vzniklé ¢astice. Byl posuzovan hydrodynamicky
pramér castic, jejich zeta potencial a uvoliiovani v podminkéch in vitro. Kombinaci ohfebu
a zvySené¢ho objemu reakéni smeési se podafilo pfipravit nanogely s vhodnym

hydrodynamickym primérem (100 nm) a vhodnou rychlosti uvoliiovani 1é¢iva.

Kli¢ova slova: Nanogel, cisplatina, dextran, pfenos 1é¢iv, hydrodynamicky primeér.

ABSTRACT

Nanogels composed of polysaccharides are suitable for anticancer drug delivery, thanks to
their ability to decrease the toxicity of anticancer drugs and to limit the drug release before
reaching cancer cells. The aim of this work was to prepare nanogels from dextran crosslinked
by cisplatin and also to determine the effect of preparation conditions on characteristics of
formed particles. Hydrodynamic radius, zeta potential and cisplatin release in vitro were
investigated. Nanogels with suitable hydrodynamic radius (100 nm) and drug release rates

were prepared using increased volume and heating of reaction mixture.

Keywords: Nanogels, cisplatine, dextrane, drug delivery, hydrodynamic radius.
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UvVOD

Nanocastice v soucasné dob¢ nachazeji uplatnéni v riznych oborech a profesich, velky
potencial maji zejména v medicinském a farmaceutickém prumyslu. Nanocastice maji totiz
vzhledem ke svym malym rozmérim velky mémy povrch a mohou tedy navézat velké
mnozstvi latek. To je jeden z hlavnich diivodu, pro¢ se predevsim lipidové a polysacharidové
nanocastice a nanogely zacaly pouzivat pro ptenos 1éCiv. Polysacharidové nanocastice jsou
biokompatibilni a navazanim 1é¢iva dokazi snizit jeho toxicitu, ¢ehoz je mozné vyuzit
predev§im v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Dillezitou vlastnosti polysacharidd je jejich
snadna modifikovatelnost, jez spolu s vnéjsimi ¢i vnitinimi podminkami (teplota, pH, pocet
funkénich skupin), dokaze ovliviiovat jak vazani, tak uvolnovani 1é¢iva. Nanocastice jsou
vhodné pro 1é¢bu nadort také diky tzv. EPR (Enhanced Permeability and Retention) efektu,
ktery zajist'uje pasivni ukladani nanocéstic o urcité velikosti v nadoru. V této praci se budu
zabyvat vytvofenim nanogelll z oxidovaného dextranu a diammin-dichloroplatnatého
komplexu (cisplatina), ktery bude slouzit jako sitovaci ¢inidlo a zaroven je 1 protinddorovym
lécivem. Nasim cilem je vytvofit nanogely, které budou v rozmezi 10-150 nm, coz by m¢lo
umoznit jejich optimalni penetraci do nadoru a zaroven jejich hromadéni v tumorech v

dusledku EPR efektu.
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1 POLYSACHARIDY

Polysacharidy jsou netoxické a pfirozen¢ biodegradabilni polymery. Vytvari dlouhy fetéz
slozeny z 10 a vice monosacharidli, které jsou spojeny pomoci glykosidickych vazeb.
Ptirodni polysacharidy se od sebe 1i§i molarni hmotnosti, slozenim monosacharidi, jejich
konfiguraci (o nebo B glykosidickymi vazbami), zesitovanim atd. Tyto charakteristiky poté
urcuji funkcni vlastnosti polysacharidi, jako je naptiklad rozpustnost. Jelikoz se vétSina

polysacharidl vyuziva ve vodném roztoku, je znalost rozpustnosti nezbytna.

Bézné monomerni jednotky polysacharidi jsou naptiklad glukéza, fruktéza, manodza a
galaktoza. Homopolysacharidy jsou tvofeny pouze jednim opakujicim se monosacharidem
(celuloza, glykogen, Skrob atd.). Heteropolysacharidy jsou tvofeny dvéma ¢i vice

polysacharidy (kyselina hyaluronova).

Glykosidicka vazba je tvotfena kyslikem a dvéma uhliky sousednich monomert. Vznika
kondenzac¢ni reakci mezi —OH skupinami monomert, pfi niz se z jednoho monosacharidu
odstépi —OH skupina a u druhého monosacharidu se z —OH skupiny odstépi pouze atom
vodiku za vzniku vody. Podle konfigurace na poloacetalovém uhliku rozliSujeme o- a f-
glykosidické vazby. Je-li sacharid a, bude hydroxyl nato¢en smérem k acetalové vazbé,

bude-li B, bude natocCen proti poloacetalové vazbé [1].

Podle poctu glykosidickych vazeb v monomerni jednotce lze polysacharidy rozliSovat na
linedrni a vétvené. U linedrnich polysacharidi, jako je napf. celuldza, spojuje glykosidicka
vazba vzdy po jednom uhliku dvou sousednich monomernich jednotek. V linedrnim fetézci
se mohou objevovat i rizné glykosidické vazby, naptiklad u kyseliny hyaluronové, kde jsou
B(1—4) i B(1—3) vazby [2]. Rozvétvené polysacharidy obsahuji kromé hlavniho fetézce
jesté tetézce vedlejsi. Napiiklad pokud je hlavni fetézec tvofen o(l—4) glykosidickou
vazbou, vedlejsi fetézce se poté vytvareji spojenim 1. a 6. uhliku nékterych jednotek, tedy

a(1—6) glykosidickou vazbou.

V biologickych systémech se polysacharidy podileji na struktufe a hlavnich funkcich burnky.
Celuloza je zakladni stavebni jednotkou bunééné stény rostlin. Polysacharidy jako je Skrob
nebo glykogen plni funkci zasobni a pokud je tfeba, Ize je pievést na energii [3]. V primyslu
jsou polysacharidy vyuzivany jako zahuStovadla, stabilizatory, gela¢ni ¢inidla a také jako
emulgatory v potravinach. Dale maji uplatnéni ve farmacii a pouZzivaji se i pro zvySeni

vytéznosti ropy.
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1.1 Dextran

Dextran je komplexné rozvétveny polysacharid slozeny z a-D-glukozovych jednotek. Jeho
molarni hmotnost se muze pohybovat od cca 1 po 40 000 kDa. V dextranu ptevladaji
a(1—6) glykosidické vazby. Zbytek tvoii a(1—3) vazby, které vytvaii vétveni dextranu
(Obr. 1). Tyto vétve z 85 % tvoii jeden nebo dva glukdzové zbytky. DalSich 15 % vétvi ma
pramérné 33 glukézovych zbytkl [4].

HO
OH
° o
*
™0 0 HO
OH o
0
OH 0,
HO HO
HO
HO
OH

Obrazek 1 — Struktura dextranu. Hvezdicky
oznacuji pokracovani retézcii.

Dextran je produkovéan bakteriemi mlééného kvaSeni z roztokli obsahujicich sacharidy.
Komeréné dostupny dextran je syntetizovan bakterii Leuconostoc mesenteroides nebo
pomoci bakterie Streptococcus mutans. Pro komeréni dextran produkovany bakteriemi
Leuconostoc mes. se uvadi, ze obsahuje 5 % a(1—3) vétveni. Pro klinické vyuziti se pouziva
dextran, ktery ziskame casteCnou depolymerizaci vysokomolekuldrniho dextranu kyselou
hydrolyzou a frakcionaci. Jedna se naptiklad o Dextran 40 (40 kDa), Dextran 60 (60 kDa) a
Dextran 70 (70 kDa)[5].

Podle zdroje dextranu se 1isi jeho struktura a vlastnosti. Hlavni rozdily jsou ve stupni vétventi,
typu glykosidickych vazeb, rozpustnosti a optické aktivité. Dextrany jsou rozpustné ve vode,
formamidu a dimethyl sulfoxidu. Nerozpustné jsou v alkoholu a acetonu. Komer¢ni dextran
ma vysoky stupeil polydisperzity. Opticka rotace vodného roztoku dextranu se pohybuje

mezi +199° to +235°.
Dextran je nejvice vyuzivan v medicing a farmacii. Pouziva se naptiklad pfi operacich jako
antitromboticky prvek pro rozbourani krevnich srazenin, protoze se vdze na Cervené krvinky

a krevni desticky, coz vede ke sniZeni agregace Cervenych krvinek a adhezivity destic¢ek.
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Dextran o vys8i molarni hmotnosti, ktery jiz neprochdzi pies cévni sténu, slouzi pro akutni
1é¢bu hypovolemie, zdvazné ztraty télnich tekutin vedouci k nedostate¢nému pritoku organti
krvi, a tedy jako objemova nédhrada krve [6]. Vyuziva se také jako lubrikant v oCnich
kapkéch. V laboratofich slouZzi jako matrice pro nékteré chromatografie. V potravinarstvi se
dextrany nevyuzivaji, a jsou dokonce zakdzany jako aditiva. Potencidlné by mohli slouzit

jako inhibitory krystalizace a pro zadrzovani vlhkosti [7].

Déle se zkouméa jeho piinos jako povrchové vrstvy nékterych kovovych nanocastic, u

kterych zvySuje jejich stabilitu a biokompatabilitu[8].

V této praci se budu zabyvat vyuzitim modifikovaného dextranu ve formé nanogelti pro

prenos protinddorového 1éciva cisplatiny.

1.2 Dicarboxypolysacharidy pripravené regioselektivni oxidaci

Jedna se o funk¢ni derivaty polysacharidi, které obsahuji v jedné oxidované jednotce dvé
karboxylové skupiny, které jsou schopny efektivné vazat n¢kterd 1é¢iva na bazi platiny. To

z nich dél4, spolu s jejich biokompatibilitou a biodegradabilitou, idedlni nosice 1é¢iv[9]

Regioselektivni oxidace polysacharidli na dikarboxypolysacharidy je dvoustupnova reakce.
V prvnim kroku dochazi k oxidaci vicinalnich hydroxidovych skupin polysacharidu pomoci
tzv. periodatu, tedy jodistanu sodného (NalOs), na aldehydy. Béhem tohoto procesu dochazi
ke Stépeni vazby mezi uhliky nesoucimi —OH skupiny (Obr. 2). Oxidace vicinalnich
hydroxidovych skupin je podminéna jejich orientaci. K reakci dojde jen v piipad¢€, pokud
jsou -OH skupiny ve vzajemné ekvatoridlni-ekvatoridlni nebo axidlni-ekvatoridlni orientaci
[10]. Podobného ucinku by mohlo byt docileno za vyuZiti tetraacetatu olovnatého

(Pb(OAc)4), ten je ovSsem méné pouzivany a nebyl pouZit ani v této praci.
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Obrazek 2 - Schéma oxidace polysacharidii pomoci periodatu - tzv. primadrni oxidace
polysacharidu.

Selektivita oxidace také souvisi s poc¢tem vicindlnich OH skupin. Pokud monomer obsahuje
pouze jeden par sousednich —OH skupin, probéhne oxidace na nich. Pii vét§Sim mnozstvi
sousedicich -OH skupin miZze dojit k riznym reakcim, které daji za vnik vice derivatim.
Pocet a pozice -OH skupin je dana strukturou a vétvenim polysacharidu. V piipadé dextranu,
ktery je vétven glykosidickymi vazbami a(1—6) a a(1—3) mize dojit ke dvéma reakcim
nebo jejich kombinaci, protoze glukézoveé jednotky vazané pies 1. a 6. uhlik se mohou
oxidovat na 2. a 3. nebo na 3. a 4. uhliku nebo muze také dochéazet k dvojité oxidaci spojené
s odstépenim kyseliny mravenci a tvorbou aldehydi na 2. a 4. uhliku. Gluk6zova jednotka,
ktera je vadzana 1 vazbou o(l—3), neobsahuje Zadné vicinalni dioly a oxidace na ni
neprobihd. Oxidaci lze zastavit pfidanim ethylen glykolu, ktery reaguje se
zbytkovym perioddtem. Vysledny produkt oxidace dextranu tak obsahuje monomerni
jednotky 2,3- dialdehydextranu, 2,4- dialdehydextranu, 3,4- dialdehydextranu a
nezoxidované jednotky (Obr. 3)[11].
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Obrazek 3 — Strukturni vzorec dextranu po primarni oxidaci,a) 3,4-

dialdehydextran b) 2,3- dialdehydextran c) 2,4- dialdehydextran.

Nésledna, tedy sekundarni oxidace aldehydickych skupin vzniklych b&hem oxidace
periodatem na karboxylové skupiny probihd pomoci chloritanu sodného (NaClO»).
Vysledkem jsou v piipadé dextranu 2,3-, 2,4-, 3,4-dikarboxydextran (Obr. 4). Reakce je

zastavena pifidavkem hydroxidu sodného a vznika sodna stl dikarboxydextranu.

a) "
\
HO O
o)
N/
o)
HO PN
o)
*
~ 0 HO
OH o
o)
HO 0
HO o) HO
HO | 0 o
(@] o) (1)
C
b) ) *

Obrazek 4 — Strukturni vzorec dextranu po sekundarni oxidaci, a) 3,4-
dikarboxydextran b) 2,3-dikarboxydextran c) 2,4-dikarboxydextran.
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Béhem sekundéarni oxidace je mozné tidit hmotnostni stfed molarnich hmotnosti (My)
vysledného polysacharidu pomoci piidani kyseliny amidosulfonové (H3NSO3) do roztoku
pied sekundarni oxidaci. Jedné se o sulfonaci indukované Stépeni fetézcti[12]. Reakce je
zapocata navazanim kyselé -SOs;H skupiny na aldehydické skupiny vzniklé béhem primarni
oxidace. Tim se skupina -SO3;H dostane do idealni pozice, kde je schopna protonovat kyslik
glykosidické vazby a zapocit kyselou hydrolyzu [12]. Pomoci zmény mnozstvi H3NSO3
nebo délky sulfonace je mozné upravovat stitedni molarni hmotnost polysacharidu v Sirokém
rozsahu od 100 az do 15 % My, derivatu piipraveného bez H3NSO3.[12] Tato metoda fizeni
My, zéroven snizuje index polydisperzity, coz je vyhoda obzvlasté v ptipadé dextranu. Této
metody bylo vyuzito také vtéto praci pro piipravu Castic nanogell na bazi

dikarboxydextranu (DXA).
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2 NANOCASTICE

Jako nanocastice se oznacuji objekty, které maji rozméry mezi 1 az 100 nanometry (nm),
coZ znamena, zZe nemohou byt pozorovany lidskym okem. Tento termin je ale n¢kdy také
pouzivan i pro Castice az do 500 nm nebo pro vldkna a trubice, jejichz rozméry v jednom
sméru nepiesahuji 100 nm[13]. Nanocéstice vétSinou nejsou homogenni utvary, ale jsou
Casto slozeny z n€kolika vrstev. Vnéjsi vrstva byva tvofena rliznymi ionty, surfaktanty a
polymery, které jsou zadrzovany v blizkosti nanocCastice pomoci riznych interakei
(elektrostatické plisobeni, slabé interakce...). Tato vrstva byva oznacovéana jako korona.
Dale nasleduje povrchova vrstva, ktera je anglicky oznacovana jako ,,shell, a byva tvofena
¢asto naprosto odliSnym materidlem nez jadro, napt. riiznymi polymery, ¢i oxidy. Posledni

vrstvou je samotné jadro (core), podle kterého se uréuje samotna povaha nanocastice [14].

Dalsimi dulezitymi faktory jsou pro nanocastice jejich naboj, tvar a povaha elektrické
dvojvrstvy, ktera se vytvaii mezi molekulou a prostfedim. Tvar je zavisly nejen na slozeni
nanocastic, ale také na procesu, kterym byly vytvofeny. Nanocéstice z jedné latky mohou
mit rzné tvary, jak muizeme vidét na piikladu nanocastic zlata (Obr. 5). Vlastnosti

nanodastic se mohou velice 1iSit od vlastnosti mikro i makrocastic.

(a)

.:.:.' ‘.‘:'. ...:.....:I h

100nm

Obrazek 5- Snimky TEM riiznych tvaru zlatych nanocastic[15]
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Zpuasobu, jak klasifikovat nanocéstice, je nckolik. Naptiklad podle slozeni miizeme

nanocastice d¢lit do 6 hlavnich trid. [14].

Prvni tfida jsou nanocastice na bazi uhliku. Zde se nachazi dvé hlavni skupiny, a to fulereny
a uhlikové nanotrubice. Fulereny vytvareji kulové duté klece tvofené pentagonalnim nebo
hexagonalnim uskupenim uhlik@ s hybridizaci sp>. Maji unikatni strukturu, jsou elektrické
vodivé a vysoce pevné. Uhlikové nanotrubice maji protahly trubkovity tvar s primérem 1-2
nm. Jsou tvofeny grafitovou vrstvou, ktera se spoji a vytvofii trubici. Uhlikové trubice mohou
vytvaret jedno, dvou nebo vicevrstvou strukturu. Lze je vyuzit naptiklad jako plniva a jako

podptirné médium pro anorganické i organické katalyzy [14].

Druha tfida jsou kovové nanocastice. Ty jsou tvoieny vyhradné kovovymi prekurzory.
Nékteré kovové nanocéstice maji velmi specifické opticko-elektrické vlastnosti. Naptiklad
nanocastice alkalickych a uSlechtilych kovi (Cu, Ag, a Au) maji Siroky absorpcni pas
v oblasti viditelné casti elektromagnetického slune¢niho spektra, coz vede k jejich

specifickému zabarveni v zavislosti na velikosti a tvaru nanocastic.

Tteti tfidou jsou keramické nanocéstice, které tvoti anorganické nekovové pevné latky, napf.
oxidy kifemiku. Vytvafi amorfni polykrystalické, tuhé, porovité nebo duté formy. Jsou

zkoumany pro vyuziti jako katalyzatory a fotokatalyzatory.

Ctvrtou tfidou jsou polymerni nanocastice, v literatufe oznaCovany specidlnim terminem
,polymer nanoparticle* (PNP). Klasicky se jednd o nanocastice tvofené organickymi

latkami. Nejcastéji maji tvar sféry nebo kapsule.

Patou tfidou jsou nanocastice polovodi¢ové. Tyto materidly maji vlastnosti jako kovy 1
nekovy. Vyuzivané jsou piedevSim jako fotokatalyzatory, déale v elektrickych zatizenich
diky Sirokym zakazanym pastim (energetickym pasiim), ve kterych se nevyskytuji zadné

elektrony.

Posledni ttidou jsou lipidové nanocastice neboli micely. Obsahuji lipidové skupiny a jsou
efektivné vyuzivany v biomedicinskych aplikacich. Klasicka lipidova nanocastice ma tvar
sféry o priméru 10 az 1000 nm. Sféra je tvofena z jedné nebo vice fosfolipidovych
dvojvrstev, které maji hydrofilni a hydrofobni stranu. V ptipad€ nanocastic pro ptenos lé¢iv
je vétsinou hydrofilni vrstva na vnéjsi stran€ a hydrofobni vrstva smérem ke stfedu castice,
kde je uloZeno 1é¢ivo. Tyto Castice jsou upravovany a syntetizovany pro pienos 1é¢iv nebo

RNA pfi [é¢bé rakoviny [14].
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Metody pro vyrobu nanocastic se daji v zasad¢ rozdélit na dva ptistupy. Jednim je tzv. top-
down pfistup. Jedna o destruktivni metody, pfi kterych latku rozkladdme na mensi jednotky
az do vzniku vhodnych nanocastic. Tyto metody umoziuji vytvaret nanoc¢astice s piesnymi

rozméry 1 tvary. Mezi tyto metody patii brouseni/mleti nebo chemické leptani.

Druhym pfistupem je tzv. bottom-up syntéza. Pti pouziti téchto metod jsou nanocastice
vytvateny z jednodusSich prekurzorti. Patii mezi né naptiklad laserova pyrolyza nebo
molekularni kondenzace. Specialni metodou je biologicka syntéza, pii které jsou nanocastice
vytvateny pomoci bakterii, hub nebo rostlin. Tato varianta se vyuziva predevsim kvili méné

toxické povaze procesu a jeho snadné proveditelnosti.

Dalsi klasifikovani nanocastic muze byt podle hodnoty indexu polydisperzity (PDI). Termin
polydisperze se pouziva pro popsani stupné nestejnorodosti rozloZzeni velikosti Castic.
Hodnoty pod 0,05 oznacuji, Ze se jednad o vysoce monodisperzni distribuci a hodnoty nad
0,7 zase oznacuji vzorky s velkym rozpétim velikosti ¢astic. Naptiklad hodnota PDI pro

nanocastice urc¢ené jako nosice 1é¢iv by méla byt pod 0,3 [16].

2.1 Nanocastice v mediciné

Nanocéastice se v oblasti mediciny pouzivaji naptiklad pro dodéani 1é¢iva ptimo do urcité
tkdné€ nebo jako zobrazovaci sondy. Toto pouziti ovSsem vyzaduje jejich nizkou nebo zddnou
systémovou toxicitu. Takovéto nanocastice jsou velkym pfislibem v oblasti lécby
nadorovych onemocnéni. BéZné totiZ 1écba rakoviny vyzaduje vysoké opakované davky
ucinné latky pro dosazeni 1é¢ebnych ucinkl, coz mize vyustit ve vazné vedlejsi tcinky.
Tento problém fesi pouZziti nanotransportéra, které zajistuji cilené a fizené uvoliovani 1éciva.
To umoznuje podavani nizSich davek ucinné latky, ¢imz dojde ke sniZeni toxicity. Pro
spravny transport je ovSem nutné znat interakce nanocastic s fyziologickym prostfedim
cilové tkané.

Lepsiho cileni nanotransportérii ptfi 1€¢bé nadorovych onemocnéni je dosaZeno napiiklad
pomoci tzv. EPR efektu (Enhanced Permeability and Retention efektu). Pfi ném dochazi
k usazovani latek o wur€ité minimalni velikosti (obvykle liposomy, nanocastice a
makromolekularni 1é¢iva) v nadorové tkani daleko vic neZ ve zdravé tkani. Vysvétlenim
tohoto fenoménu je, ze rychly rist nadorovych bun€k je doprovazen zvySenym pozadavkem
na dostateCny piivod kysliku. Uskupeni nadorovych bunék o velikosti 150-200 um uz
potfebuje vlastni cévu pro dostatecny piivod kysliku. Tyto noveé vytvorené cévy maji

abnormalni strukturu. Jsou tvofeny z defektnich endotelovych buné€k a postradaji hladkou
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svalovou vrstvu. V jejich sténdch se tak vytvareji relativné velké otvory, tj. dochazi
k tzv. fenestraci cévni stény. Nanocastice az do velikosti 200 nm jsou schopny témito otvory
prochazet do nadorové tkan¢, kde se pak spontdnné usazuji[17]. Jako idealni velikost
nanocastic schopnych optimalni penetrace do nadoru a zarovei jejich hromadéni v disledku

EPR efektu se nejcastéji udava 50 — 150 nm.

Polysacharidy jsou vhodné materidly pro nanotransportéry predevsim diky biokompatabilité
a biodegradabilité. Polysacharidy je mozné ziskat z velkého mnozstvi zdroji s vysokou
vytéznosti. Dulezity pfinosem miize byt i rozpustnost ve vodé, coz ovSem plati jen u
nékterych polysacharidii v zavislosti na jejich vlastnostech. Diky ni je mozné vyuzivat
polysacharidy pro pfenos 1é¢iv s nizkou rozpustnosti, kterd maji byt podavana oralné nebo
injekci. Mezi nej€astéji pouzivané polysacharidy patii algindt sodny, chitosan, Skrob,

celuléza nebo kyselina hyaluronova[18].

2.2 Nanogely

Nanogely jsou vodni disperze hydrogelnich nanocastic slozenych z fyzikalné nebo chemicky
zesitovanych hydrofilnich polymerd. Nanogely jsou schopny zadrZovat velké mnozstvi
vody diky ptitomnosti hydrofilnich funkénich skupin. Jsou vstfebatelné sliznicemi a je
mozné je podat 1 parenteralné. Lze je vyuzit pravé pro prenos léciv, kterd do své struktury
zacleniuyji bud pomoci chemickych vazeb, iontovych interakci, vodikovych mustki nebo
pomoci hydrofobnich interakci. Nanogely jsou vhodné jak pro lokalni i systémové podani
zejména diky jejich stabilité v riznych prostedich a schopnosti reagovat na faktory prostiedi
jako naptiklad pH a teplota. Mnozstvi 1éCiva, které 1ze zakomponovat do nanogelt, je ale
casto omezené. Dalsi komplikace vznika v pifipadé, Ze je vazba mezi nanogelem a Gi¢innou

latkou pfili§ silnd, coz miiZze vést ke zborceni struktury nanogelu [19].

Nanogely lze pfipravit naptiklad pomoci fyzikalniho samouspotfadani interagujicich
polymerti (“physical self-assembly of interactive polymers®), coz je metoda, pii které
dochdzi ke kontrolovanym spojovanim hydrofilnich polymert schopnych vzajemnych
hydrofobnich nebo elektrostatickych interakei spolu se vznikem vodikovych mustki mezi

nimi [20].

Ptikladem nanogelii z polysacharidli jsou nanocastice vytvorené z e-poly-L-lysinu a
kyseliny hyaluronové, kterd je vstiikovana v podob¢ nanokapek do jeho roztoku. Tim dojde
k vytvoteni nekovalentné (elektrostaticky) vazané sité, kterd je schopna zapouzdfit

doxorubicin. Vysledny nanogel mél velikost ¢astic 120 nm [21].
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Dalsim piikladem muze byt nanogel pfipraveny z kyseliny akrylové a hydroxypropyl
celulézy. Nanogel je pfipraven smichanim hydroxypropyl celuldzy, kyseliny akrylové,
N,N’-methylen-bis-akrylamidu a dodecylsiranu sodného ve vod¢, pfiCemz je roztok
udrzovan pod dusikovou atmosférou. Polymerizace je zapocata pfidanim peroxodisiranu
amonného. V zavislosti na koncentracich jednotlivych latek dosahovaly castice nanogelu
hydrodynamickych priimért kolem 90 nm. pH nanogelu bylo poté upraveno na hodnotu 2,

aby bylo mozné navazat 1é¢ivo temozolomid [22].

Jinym piikladem miize byt nanogel piipraveny z kyseliny hyaluronové modifikované
pomoci dikarboxylovych ligandi schopnych chelace platnatych 1éciv. [23] Byla pouzita
napiiklad modifikace pomoci kyseliny iminodioctové nebo kyseliny malonové. Takto
upravend kyselina hyaluronové byla poté smichana s cisplatinou, ktera je protirakovinnym
lécivem, a zde slouzila také jako sitovaci Cinidlo. Takto pfipravené nanogely dosahovaly
hydrodynamickych priméra ¢astic kolem 10 nm. Cisplating se vénujeme také v nasledujici

kapitole.
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3  CISPLATINA

Cisplatina je ¢tvercové-planarni komplex, ktery byl objeven v roce 1845 a je také zndm pod
jménem Peyronova stil. Jeji chemické oznaceni je cis-diammin-dichloroplatnaty komplex a

vzorec [Pt(NH3)2Cl2] (Obr. 6).
HsN\ /Cl
/Pt\
H3N Cl
Obrazek 6 - Strukturni vzorec
cisplatiny.

Cisplatina je chemoterapeuticky 1€k, ktery se pouziva na lécbu rakoviny. UZiva se naptiklad
pii 1é¢bé rakoviny varlat, vaje¢niki, prsu, hlavy, krku, plic a dalSich. Bézné se podava
injekéné ptimo do zily. Jeji uzivani sebou nese mnozstvi vedlej$i ucinkd. Mezi né patii
sniZend tvorba bilych krvinek, zvraceni, sluchové problémy nebo problémy s chizi. Je také

embriotoxicka, proto ji naptiklad neni mozné podéavat t€hotnym Zenam [24].

Protinadorovy ucinek cisplatiny je zaloZen na schopnosti jejiho navazdni na DNA pomoci
kovalentnich vazeb. Po priniku cisplatiny do buiiky dojde k zaméné jednoho chloridového
iontu vodou diky nizké koncentraci chloridovych iontl v butice [25]. Vznikly komplex je
reaktivni a nasledné dojde k nahrazeni vody jednou z nukleovych bazi DNA, nejcastéji
guaninem. Nasledn¢ dojde k odstépeni 1 druhého chloridového iontu a navéazani na druhou
bazi, coz zapfiCini zesitovani DNA a zabrani jeji replikaci. Tim je znemoznéna mitdza a
dochdazi k amrti buniky. ProtoZe k replikaci DNA dochézi nejvice u nejrychleji se mnozicich

bun¢k, cisplatina vykazuje nejvyssi u€inek prave proti rakovinnym buiikam.

V této praci se vénujeme piipravé nanogell na bazi oxidovaného dextranu sitovanych ptimo
cisplatinou. Cisplatina je schopna fungovat jako sitovaci ¢inidlo diky jeji reakci s funkénimi
karboxylovymi skupinami na fetézcich polysacharidi. Navazani cisplatiny miZze probihat
vice zplsoby v zavislosti na mnozstvi a pozici funkénich karboxylovych skupin
v jednotkach polysacharidu. Pokud jednotka obsahuje pouze jednu -COOH skupinu dojde
k sitovani mezi jednotlivymi fetézci nebo mezi riznymi jednotkami téhoz fetézce.

Ptikladem muzZe byt kyselina hyaluronové, kde probiha vyhradné tato reakce [23]. Pokud by



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

jednotka obsahovala vice funkénich skupin, mtize dojit k chelaci cisplatiny a jejimu navazani

na jednu jednotku - k sitovani zde nebude dochazet (Obr. 7).

>I<\o cl
HaN
Na+ Oﬂ\‘%‘o& + >Pt< INaC| -
° Na O [l o HaN cl
\
*

Obrazek 7 — Schéma reakce cisplatiny a dikarboxydextranové (2,4-DXA) soli a riizné
moznosti navazani cisplatiny na 2,4-DXA, a) cisplatina navazana na jednu jednotkou DXA,
nedochazi k sitovani b) ciplatina navazana mezi dvéma jednotkami 2,4-DXA, muzZe dochdzet

k sitovani
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4 POUZITE METODY

Pro charakterizaci nanogelil jsem pouzil metodu DLS (Dynamic Light Scattering, pfistroj
Zetasizer Nano), TEM (Transmisni elektronovy mikroskop) a XRF (X-ray fluorescence)
spektroskopii.

4.1 XRF — X-ray fluorescencni spektroskopie

Pomoci metody XRF je mozné zjistit atomarni slozeni vzorku a také zastoupeni prvkl ve
vzorku. Metoda spociva v ozafeni latky rtg. zarenim, které zapfticini excitaci jednoho ¢i vice
elektronii z hluboko leZicich, tzv. core orbitalli, coz vede k vyzéafeni energie atomem ve
formé¢ fotonu. Tato energie je charakteristickd pro kazdy atom a da se vyuzit jak ke
kvalitativni, tak kvantitativni analyze prvkového slozeni latky. V nasem piipad¢ bylo

sledovano mnozstvi platiny.

4.2 TEM (Transmisni elektronovy mikroskop)

Transmisni elektronovy mikroskop umoziuje pozorovani preparati do tloustky 100 nm pfi

vysokém zvétSeni a s velkou rozliSovaci schopnosti.

Mikroskop vyuziva proudu elektronti, které prochazeji vzorkem. Z interakce mezi proudem
elektront a vzorkem je poté vytvoten obraz. TEM potiebuje ke své ¢innosti mnoho systémil,
jako je vysokonapétovy zdroj, elektronika k fizeni mikroskopu a vykonny vakuovy systém
pro vycerpani vnitinich prostor mikroskopu na hodnotu, kterd zabezpeci stfedni volnou

dréhu elektronu alespon v délce 3 m.
4.3 Dynamic Light Scattering

Ptistroj Zetasizer Nano vyuZiva pro méfeni charakteristik nanoc¢astic metody zvané
Dynamic Light Scattering (DLS). Ta spociva v ozéfeni ¢astic laserem a rozptylem jeho
svétla na nanocasticich v koloidu. Pohybujici se ¢astice zptsobuji konstruktivni a
destruktivni interference na snimaci, a proto dochézi ke kolisani intenzity rozptyleného
svétla. Pohyb cCastic je zpisoben Brownovym pohybem. Korelaci tohoto kolisani

v kratkych ¢asovych usecich (1) ziskdme tzv. autokorela¢ni funkci (autocorrelation

function, ACF)[26] (Rovnice 1):

G,(t) =1 + b * e=2Ded’t (1)

b - konstanta z4visld na pouZitém pristroji a optickych nastavenich
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Dr - difiizni translacni koeficient

q - vektor rozptylu

Vektor rozptylu se ziska jako (Rovnice 2):

41N,

lal = — 2)

AgSin—
0=

no - index lomu media
Ao — vinovd délka ve vakuu

8 - tthel rozptylu

Intenzita ACF je Casto oznacovand jako Ga(t) a ziskava se z korela¢ni funkce Gi(t) pomoci

rovnice 3:
G2(t) =1+ G1(1)? (3)

Pomoci autokorelacni funkce DLS lze ziskat D:. Zné&j lze vypocitat hydrodynamicky

polomér pevnych sférickych castic Stokes-Einsteinovou rovnici (Rovnice 4).

kgT
6TNRYy

(4)

t frm

kg - Boltzmanova konstanta (1.38064852 x 10-23 J/K)

T - teplota

1 - absolutni viskozita

Ry - hydrodynamicky polomér

V ptipadé, ze ¢astice nejsou sférické, ale cylindrické, nebo se jednd o nanotrubice, je nutné

rovnici upravit na tento tvar (Rovnice 5).

t—kBT[l ()+032] (5)

3nnL
L - délka cylindru
d - priimér cylindru
Program nakonec data z méfeni vyhodnoti a ziskame tabulkové udaje, jako jsou primérna
velikost ¢astic a rozloZeni velikosti ¢astic (PDI), a také graf rozloZeni velikosti ¢astic, jehoz

ptiklad je na obrazku (Obr. 8).
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Size Distribution by Intensity
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Obrazek 6 - Priklad rozlozeni velikosti castic (Zetasizer Nano)

Ptistroj dokaze také meéfit tzv. zeta potencidl, jinak nazyvany elektrokineticky potencial.
Tento potencidl vznikd mezi prostfedim a elektrickou dvouvrstvou (smykovou vrstvou)
nanocastic. Elektrickd dvojvrstva vznikd na nabité ¢astici, pokud je rozptylena ve vodnim
mediu. Vnitini vrstva je tvofena ionty/molekulami s opacnym ndbojem, nez ma castice
samotnd. Za touto vrstvou se nachézi difuzni vrstva, ktera je slozend z kladnych i zdpornych
nabojui. Mezi touto vrstvou a prostfedim je jesté takzvana smykova rovina, kterd ptisobi jako
rozhrani mezi pohybujici se ¢astici a prostiedim. Zeta potencial vyjadiuje rozdil potencialii
mezi elektrickou dvouvrstvou a prostfedim, které ji obklopuje. Podle jeho velikosti mizeme
urcit, zda je koloidni systém elektrostaticky stabilni, ¢i nikoli. Hodnoty zeta potencialu 0 az
+10mV oznacuji Castice vysoce elektrostaticky nestabilni, 10 aZ £20mV pomérné stabilni,

20 az £30mV mirné stabilni a od £30mV vysoce stabilni. [27].

Potencidl na povrchu ¢astic je neméfitelny a je oznacovan jako yo. Elektrické pole kolem

castice klesa podle vztahu (Rovnice 6).

Y =vPge™™ (6)

Y - povrchovy potencidl ve vzddlenosti x

Ya - povrchovy potencidl difiiznif vrstvy

u - Debye-Hiickeliiv parametr

X - vzddlenost

Debye-Hiickeliv parametr je zavisly na iontové sile, coz znamend, Ze pokud zvySime

pritomnost iontl, dojde ke zuzeni dvojvrstvy a snizeni zeta potencialu.

Zeta potencidl nemiize byt méfen piimo, a proto se vyvozuje z elektroforetické
pohyblivosti (jLe) Castice ve vytvoreném elektrickém poli. Ta se pocita z rovnice 7.

v

Ue = £ (7)
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v — rychlost ¢astice [um/s]
E — sila elektrického pole[V/cm]
Nyni mizeme diky Henryho rovnici vypocitat zeta potencial (Rovnice 8).

_ 2&r& {f(Ka)
He=—""3— (8)
&, — relativni permitivita prostredi
& — permitivita vakua
€ — zeta potencial
f(Ka) — Henryho funkce

n — viskozita prostredi za dané teploty

Rychlost ¢astice je mozné métit dvéma zplsoby. Prvni je zaloZena na pouziti laserového
paprsku, ktery je rozdélen na dva. Jeden prochéazi vzorkem a druhy slouzi jako referencni.
Poté jsou oba paprsky zkombinovany a urci se Doppleriiv posun. Rychlost ¢astice je poté
vypocitana z n€j. Druhou variantou je vyuziti elektrického pole o vysoké frekvenci. To
prinuti ¢astici oscilovat. Velikost oscilace a fazovy uhel (rozdil mezi stfidavym proudem
pied a po prachodu roztokem) poté slouzi k urceni velikosti ¢astic a zeta potencialu. Data

poté vyhodnoti pfistroj v tabulkach a grafu (Obr. 9)
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Obrazek 7 — Distribuce zeta potencialu (Zetasizer Nano)
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5 CILPRACE

Cilem této prace je ptiprava nanogelil na bazi oxidovaného dextranu sitovaného cisplatinou
s moznym vyuzitim pii 1é¢bé rakovinnych onemocnéni. Prace popisuje modifikaci dextranu
pomoci primarni a sekundérni oxidace a ptipravu DXA o riiznych molarnich hmotnostech a
nasledny mechanismus sitovani dextranu cisplatinou. Pro sitovani byly pouzity dva
modifikované dextrany o rizné moldrni hmotnosti, které¢ byly poté sitovany pii riznych
teplotach a koncentracich. Nasledné byla studovana zavislost hydrodynamického praiméru
(Rn) a zeta potenciali vzniklych nanogeli na podminkéch ptfipravy pomoci Zetasizer Nano.
Nejlepsi vzorky byly podrobeny testu pomoci XRF spektroskopie pro zjisténi mnozstvi

navazané¢ho 1é€iva a byly u nich provedeny studie rychlosti uvoliiovani cisplatiny.
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6 EXPERIMENT

6.1 Materialy a metody

V této préci jsme pracovali s dextranem z bakterii Leuconostoc spp. (Sigma Aldrich Co.) o
My, 106 kDa a indexem polydisperzity 5,59 (naméteno pomoci metody GPC). Pro primarni
oxidaci byl pouzit jodistan sodny (NalOs) a ethylen glykol (&istota p.a., Penta, Ceska
republika). Na sekundarni oxidaci dialdehydextranu byl pouzit chloritan sodny (NaClO2, 80
%), kyselina octova (CH3;COOH, >99.8 %), kyselina amidosulfonova (H3NSOs, 99.3 %)
(Sigma Aldrich, Co.), hydroxid sodny (NaOH, > 98 %) (Lachner, Czech Republic). Pro
vyrobu ciplatiny byl pouzit tetrachloroplatnatan draselny (KoPtCls) (AlfaAesar, 98 %), 26 %
roztok amoniaku (NH4OH) (Penta), dusi¢nan stfibrny (AgNOs3) (Sigma-Aldrich, 99 %),
chlorid draselny (KCI) (Sigma-Aldrich, p. a.) a jodid draselny (KI) (Sigma-Aldrich, p. a.).
Pro test uvoliiovani cisplatiny z nanogelu byl pouzit fosfatem pufrovany solny roztok (PBS
— Phosphate-buffered saline, pH 7,4, Invitrogen, USA). Dal§imi chemikéliemi pouZitymi
v prubéhu charakterizace vzorkll byly dusi¢nan sodny (NaNOs, 99.8 %) (Lachner, Czech
Republic) a dodekahydrat dihydrogenfosforecnanu sodného (Na;HPO4-12H>0, 99.6 %)
(VWR, Czech Republic). Pro experiment byla vyuZzita demineralizovana voda (0,1 uS). Na
dialyzu produktii byly pouzity dialyzaéni membrany schopné zachytit latky o molarni

hmotnosti (MWCO - molecular weight cut-off) 14 kDa a 3,5 kDa (Sigma Aldrich Co.)

My, pfipravenych DXA byla stanovena pomoci metody GPC, kterd byla provedena
chromatografem Waters HPLC Breeze (Waters, USA) s detektorem indexu lomu Waters
2414 (teplota driftové trubice 60 °C), kolonou Tosoh TSK gel GMPWXL (300 mm x 7.8
mm % 13 pm, teplota 30 °C) a mobilni fazi slozenou z 0,1 M NaNO; a vodného roztoku
0,05 M NaHPOy - 12 H>0. Pro charakterizaci sloZeni pfipravené cisplatiny a DXA byla
vyuzita metoda infraCervené spektroskopie. Pro méteni byl pouZit spektrometr Nicolet 6700
FT-IR (Thermo Fisher Scientific, USA) vybaveny diamantovym krystalem. Méfeni se
provadélo metodou ATR (Attenuated total reflectance — zeslabend uplnd reflektance)
v rozmezi vinové délky 4000-700 cm-1 (rozliseni 4 cm™, 64 skend s potladenim vlivii
atmosférického vzduchu). Méfeni zeta potencialu a Ry bylo provedeno na piistroji Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK) pomoci metody DLS (Dynamic light scattering-
Dynamicky rozptyl svétla) a Smoluchowského modelu. Méfené vzorky byly rozpustény ve
vodé na koncentraci 1 mg/ml pii teploté 25 °C v kapilarni kyvet¢ DTS1070. Mnozstvi

navazané cisplatiny bylo stanoveno rentgenovou fluorescenci (XRF) pomoci Quant’X
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EDXRF analyzatoru (Thermo Scientific, USA). Pouzité kalibra¢ni standardy byly

pfipraveny rozpusténim zndmého mnozstvi cisplatiny v PBS 7.4.

6.2 Oxidace dextranu

Nejprve byla provedena primarni oxidace dextranu pomoci NalO4. Pro nas experiment byl
zvolen hmotnostni pomér 3,4:1 (NalOs : dextran) na zaklad¢ piredchozi studie [28]. Periodat
o hmotnosti 8,5g byl napted rozpustén v 50 ml demineralizované vody po dobu 30 min pfi
teplot¢ 30 °C za absence svétla. Dextran o hmotnosti 2,5g byl rozpustén ve 150 ml
demineralizované vody za laboratorni teploty. Po uplném rozpusténi byly oba roztoky
smichany. Primarni oxidace probihala za nepfistupu svétla v uzaviené digestofi. Vodni lazen
byla zahtata na 30 °C a magnetickd michadla byla umisténa jak ve vodni l4zni, tak v samotné
reakéni smési. Reakce byla po 4 hodinach ukoncena piidavkem piebytku ethylenglykolu
vuci periodatu. Vysledny produkt byl dialyzovan proti demineralizované vodé po dobu 2
dnti v dialyza¢ni membrané nepropoustéjici latky s vyS$i moldrni hmotnosti nez 14kDa, tedy
0 MWCO (,,Molecular-weight cut-off*) = 14 kDa. Voda byla ménéna prvni 3 hodiny kazdou

hodinu a poté dvakrat za den. Produkt byl nasledn¢ prefiltrovan a lyofilizovan.

Pro sekundarni oxidaci byly pfipraveny dva vzorky dialdehydextranu (DAXA), kazdy o
hmotnosti 0,5 g. Vzorky byly podrobeny sekundérni oxidaci za riznych podminek pro vznik
DXA o dvou riznych délkach fetézce. Prvni vzorek byl rozmichan v 50,33 ml vody a poté
k nému bylo ptidano 7,721 ml NaClO4 (0,35 g/ml) a kyselina octova, jejiz koncentrace byla
ve vysledném roztoku nastavena na 0,5M (celkovy objem 60 ml). Molarni pomér NaClO; a
-CHO skupin v DAXA a dosahoval 4 : 1. Doslo k okamzZité zméné& zbarveni roztoku do zluta
kvtli vyvijeni Clo. Reakce poté probihala za nepfistupu svétla a stadlého michani po dobu 7
hodin. Druhy vzorek DAXA byl rozpustén v 46,7 ml vody a poté k nému bylo pfidano 3,627
ml kyseliny amidosulfonové (0,11 g/ml) a koncentrace kyseliny octové byla opét nastavena
na 0,5 M. Molarni pomér mezi kyselinou amidosulfonovou a aldehydickymi skupinami
DAXA byl 1:2 (SAMAC : -CHO). Kyselina amidosulfonova slouzi ke snizeni molarni
hmotnosti tim, ze §tépi glykosidickou vazbu (viz Kapitola 1.2). Po ¢tyfech hodinach stalého
michani a bez ptistupu svétla bylo ke smési ptidano 7,721 ml NaClO4 (0,35 g/ml). Reak¢éni

objem tak byl stejny u obou reakci a reakce dale probihala stejné jako v prvnim piipadé.

Oxidace byly zastaveny pfidanim nékolika kapek 5 M NaOH, kterym bylo pH smési
nastaveno na hodnotu 8. Vzorky byly opét podrobeny dialyze po dobu dvou dnli a poté
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zfiltrovany. Prvni vzorek bylo tieba upravit pomoci ziedéného NaOH z pH 6,5 na pH 7.4.
Vysledny produkt, sodna stl dicarboxdextranu, dale znac¢ena jako DXA, byl ziskan pomoci
lyofilizace a charakterizovan pomoci IR spektroskopie (Obr 10 a 11), kde je jasn¢ patrna
pritomnost intenzivnich pasit —COOH skupin, a jeho molarni hmotnost zjisténa pomoci
GPC. U prvniho vzorku byl naméfen hmotnostni stted molarnich hmotnosti My, = 170 kDa

a index polydisperzity 3,67, u druhého vzorku bylo My = 11 kDa a index polydisperzity 1,46.
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Obrazek 8 — IR spektrum DXA s M., 170 kDa.
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Obrazek 9 — IR spektrum DXA s My, 11 kDa.
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6.3 Priprava cisplatiny

Nejdiive byl navdzen 1 g K;PtCls a k nému pfidano 12 ml vody. Vznikl4 suspenze byla
michana do uplného rozpusténi. Dale bylo do roztoku v nadbytku ptidano KI (2,4 g),
vysledny molarni pomér KoPtCls : KI byl tedy 1 : 6 (Rovnice 9).

KoPtCls + 6 KI — K,Ptls + 6KCI + 2K1. 9)

Reakce probihala za nepfistupu svétla po dobu 15 min. Doslo ke zméné barvy roztoku
z oranzov¢ na velmi tmave hnédou. Nasledné bylo do reakéni smési zahiaté na 45 °C ptidano

0,35 ml 26 % NH4OH (K;PtCls: NH4OH 1 : 2) a smé&s poté michdna 45 min (Rovnice 10).
K,Ptls+ 2NH4OH — (NH3)2Ptl + 2KI + 2H,0. (10)

Reak¢ni smés byla nasledné ochlazena v ledové 14zni po dobu 10 min a nésledné zfiltrovana
ptes filtra¢ni papir (0,45 pum). Filtraéni kolac¢ byl vysusen ve vakuové susarné pti teploté 35
°C. Po vysuSeni meziprodukt (NH3):Ptl, vazil 0,6213g a podle toho bylo vypocteno
mnozstvi potfebného AgNOs3 pro dalsi reakci. Meziprodukt byl rozpustén v minimalnim
mnozstvi vody a zahfat na 45 °C. Poté bylo do roztoku ptidano 0,5 g AgNOs3 (220 % piebytek
vuci (NH3),Ptl2) a reakce probihala po dobu 45 min za stejnych podminek (Rovnice 11).

(NH3)2Ptl + 2AgNO3; + 2H0 — [(NH3)2P'[(H20)2]2+ + 2Agl (s) (11)

Po reakci byla smés chlazena 10 min v ledové lazni a zfiltrovana ptes filtrani papir (0,45
um). Zkouska, zda v roztoku ziistaly zbytkové ionty Ag", byla provedena pfidanim par kapek
1 M HCI. V piipadé vzniku bilého zakalu roztok stale obsahoval ionty Ag" a filtraci bylo
nutné provést znovu. Finalni roztok by mél byt ¢iry a mit lehce nazloutlé zbarveni. Takovyto

roztok byl zahtivan na 40 °C a za stalého michani pfidan nadbytek (1 g) KCI (Rovnice 12).
[(NH3)2Pt(H20)2]*" + 9KC1 — (NH3),PtCl, + 2 H,O + 2K* (12)

Reakce probihala 20 min, nasledn€ byla smés zchlazena a vyloucené jasné zluté krystalky
cisplatiny byly zfiltrovany pies stejny filtr jako pfedtim a vznikly filtra¢ni kola¢ susen 90
min ve vakuové susSarn€. Nasledna rekrystalizace byla provedena pomoci 1 % roztoku NaCl
ptivedeného k varu, ktery byl pozvolna pfidavan za stalého michani k cisplatin€. Po vyceteni
NaCl je roztok nejprve pomalu chlazen a poté ponechidn 45 min v ledové lazni. Krystaly
cisplatiny byly opét zfiltrovany a vysuSeny ve vakuové susarné. Vysledna cisplatina byla

charakterizovana pomoci IR spektroskopie (Obr. 12).
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Obrazek 10 — IR spektrum nami pripravené cisplatiny
6.4 Priprava nanogeli

Ptiprava nanogelll spociva v pfimé reakci mezi cisplatinou a oxidovanym dextranem
(Obr. 7). Je ovsem nutné zvolit si vhodny pomér mezi sitovadlem (cisplatinou) a DXA.
Protoze kazda oxidovana jednotka DXA je schopna vazat cisplatinu bidentatné (obsahuje
dvé —COOH skupiny), k sitovani fetézcii nedochazi, resp. jen v omezené mife, dokud neni
cisplatina v nadbytku vii¢i volnym —COOH skupindm dextranu. Proto jsme si napted urcili
maximalni vazebnou kapacitu DXA vuci cisplatiné. Hmotnostni pomér obou slozek byl
vypoéten z molarnich hmotnosti cisplatiny 300 g-mol!, sodné soli DXA 201,8 g-mol! a
stupné oxidace DXA 85 % zjiSténého v pfedchozi praci [28]. Maximalni vazebna kapacita
DXA pro bidentatné vazanou cisplatinu je tedy asi 56 hm%, coZ odpovidd hmotnostnimu
poméru reaktantl 6,5 : 5 (cisplatina : DXA). Pro srovnani byly kromé tohoto poméru

testovany jesté dva dals$i hmotnostni poméry a to jeden nizsi (4 : 5) a jeden vyssi (9 : 5).

Kromé rtiznych hmotnostnich pomé&ri slozek byly pro testy byl vybrany také dva derivaty
DXA s riznymi molarnimi hmotnostmi - jeden s My (170 kDa) a jeden s niz§im My (11
kDa). U druhého DXA byla cilené sniZzena molarni hmotnost za pouZiti kyseliny

amidosulfonové, jak bylo popsano v kap. 1.2.
Samotnd pfiprava nanogelli zacinala rozpusténim cisplatiny ve vodé (3 mg-ml') za
nepiistupu svétla. Celou dobu byl roztok probublavdn vzduchem, aby nedochazelo

k nezadoucim reakcim cisplatiny. Soudasné byl rozpustén ve vodé i DXA (2,5 mg-ml!) a
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roztoky byly déale smichany podle diive popsanych hmotnostnich pomért a doplnény vodou

na objem 5 ml.

U takto piipravenych roztok byly dale testovany riizné reakéni podminky. Pro lepsi
orientaci bylo zavedeno nasledujici oznaceni vzorkt. Kazdy vzorek byl popsan jako ND
(zkratka Nanogel DXA) a cislem od jedné do tfi podle hmotnostniho poméru
cisplatinou : DXA (vzestupné, tj. 1 odpovidd hmotnostnimu poméru 4 : 5, zatimco 2
odpovidd hmotnostnimu poméru 6,5 : 5 a ¢islo 3 odpovidd hmotnostnimu poméru 9 : 5).
Tyto vzorky napted reagovaly 72 hodin za nepfistupu svétla a mirného michani pfi
laboratorni teploté. Déle byl testovan vliv objemu. Vzorky s ozna¢enim V byly doplnény na
objem 40 ml, tj. 8x vétsi nez u standardnich vzorki. Vliv teploty byl zkouman u vzorky
s oznaCenim T, které byly zahtfivany na teplotu 90 °C po jednu hodinu v olejové lazni.
Vsechny vzorky byly po reakci podrobeny ctythodinové dialyze za pouziti membrany s
MWCO 3.5 kDa pro odstranéni nenavazané cisplatiny a poté lyofilizovany. Vzorky byly
primarn¢ charakterizovany pomoci velikosti hydrodynamického priméru castic a jejich zeta
potencidlu na pfistroji Zetasizer Nano. Nasim cilem bylo vytvofit nanogel
s hydrodynamickym primérem v rozmezi 10-150 nm, PDI pod 0,3 a zeta potencidlem
vétsim nez + 30 mV (idealni parametry pro prenos 1é¢iv). Pti této velikosti maji nanocastice
stale velky povrch, jsou schopné pronikat do tumord, a pfitom dochazi k jejich zvySenému
usazovani v nadorech v dusledku EPR efektu. PDI urcuje, ze maji dostatecné tuzkou
distribuci ¢astic na to, aby bylo chovani riznych ¢astic vzdjemné dostate¢né podobné. Dale,
pokud je absolutni hodnota zeta potencidlu vyssi nez 30 mV, tak jsou Castice v daném

prostiedi povazovany za stabilni.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Nanogely pripravené z DXA o vysoké molarni hmotnosti

V prvnim experimentu byl sitovan DXA o vysoké My, (170 kDa) cisplatinou, tak jak bylo
popsano v kapitole 6.3. Byla vytvofena sada 12 vzorki s oznac¢enim NDx, NDx V, NDx T
aNDx TV (kde x je hodnota od 1-3, odpovidajici riznym pomérim DXA a cisplatiny).

Hydrodynamicky polomér byl zméten vzdy tiikrat pro kazdy vzorek pfistrojem Zetasizer
Nano. Primérné hodnoty Ry a pfislusné standardni odchylky méfeni jsou shrnuty v grafu na

obrazku 13.
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Obrdzek 11 - Rn nanogelii pripravenych z vysokomolarniho DXA rozdélenych podle
podminek pripravy (1-3 urcuje hmotnostni pomér CP : DXA, T — reakce probihala 1h za
zvySené teploty, V — reakce probihala v objemu 40 ml)

Velikosti ¢astic vytvofenych z vysokomolarniho DXA byly pfili§ vysoké pro nas cil, a to
bez ohledu na zvysSeni objemu reakce (V) nebo zvySeni teploty pii reakci (_T) - vysledné
hodnoty jsou stejné v ramci chyby méteni. U n€kterych vzorkt se navic objevovaly signaly
¢astic o velikostech v fddu mikrometrli, coz je ¢ini pro nasi aplikaci naprosto nevhodné.
Kombinaci obou podminek (_ TV) vSak dosahujeme snizeni Ry Castic. Nejnizsi primerné
hodnoty Ry mély ¢astice pfipravené s molarnim pomérem 6,5:5 (cisplatina : DXA), tedy
vzorek ND2 TV s primérnym Ry =326 =22 nm a PDI = 0,46. Zeta potencial toho vzorku

byl -52,9 + 3,7 mV, coz ukazuje na stabilni nanocastice.
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7.2 Nanogely pripravené z DXA o nizké molarni hmotnosti

Jako dalsi byly sitovany vzorky DXA o nizké My, u kterych byla molarni hmotnost upravena
kyselinou amidosulfonovou na 11 kDa. Byla opét vytvorena sada 12 vzorkl s oznac¢enim
3NDx, 3NDx_v, 3NDx_T, 3NDx TV. Cislo 3 pted zkratkou ND oznatuje nanogely
pfipravené z DXA s niz§im My (kyselina amodosulfonova reagovala 4 h, nez bylo do reakce
piidano NaClOg, viz. Kapitola 7.1). VSechny vzorky byly opét méfeny tfikrat a hodnoty
v grafu (Obr. 14) jsou jejich primérné hodnoty Ry se standardnimi odchylkami.
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Obrdazek 12 - Ry nanogelii pripravenych z nizkomolarniho DXA rozdélenych podle podminek
pripravy. (1-3 urcuje hmotnostni pomeér CP : DXA, T — reakce probihala 1h za zvysené
teploty, V — reakce probihala v objemu 40 ml)

U nanogelli pfipravenych z nizkomolarntho DXA podminky ptipravy silné ovliviji
velikost vyslednych castic. Podle dat miiZzeme usoudit, Ze zvySeni objemu reakce mélo
pozitivni vliv na sniZeni velikosti ¢astic, ktera je u vétSiny 3NDx_V vzorkl vyrazné niZ$i
nez u fady 3NDx. Naopak zvySeni teploty ve spojeni se zkracenim reak¢éni doby u nanogeli
s oznatenim 3NDx T nevedlo ke snizeni primeérné velikosti Castic v ramci odchylek
méteni. Jako nejlepsi variantu pfipravy mizZzeme opét oznacit kombinaci vyssiho objemu a
teploty, tedy vzorky s koncovkou TV. Zde se jako nejlepsi vzorek jasné jevi 3ND3 TV
s primérnou velikosti ¢astic 105 = 3 nm a PDI 0,28. Zeta potencial tohoto vzorku byl -50,4

+2.2mV.
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7.3 Uprava reakénich podminek

Pro dalsi testy byly vybrany dva nejlepsi vzorky z kazdé sady (ND2 TV, 3ND3 TV), u
kterych jsme testovali vliv dalSich zmén reakénich podminek na jejich vlastnosti.
V ptedchozich testech jsme byli schopni vytvofit nejmensi ¢astice kombinaci zvySeni
objemu a zkraceni doby reakce za zvysené teploty (_ TV). Proto jsme se pii dalSich upravach
drzeli téchto zasad. Cislo pied pismenem V nebo T oznaduje zménu téchto podminek. Prvni
testovanou zménou bylo zvySeni objemu reakce na 200 ml (_2V). Déle byly pfipraveny
vzorky s pozménénou dobou reakce za zvysSené teploty. Prvni vzorek reagoval 30 min
(_0,5T), druhy reagoval 2 hodiny (_2T) a tfeti 3 hodiny (_3T). Graf na obrazku 15 ukazuje
zavislost velikosti ¢astic na objemu reakce. Pro porovnani s nové naméfenymi daty byly do

grafu zaneseny i data z piedesSlych méfeni (ND2 T, ND2 TV, 3ND3 T, 3ND3 TV).

Zvyseni objemu reakce na objem 200 ml (_T2V) mélo negativni vliv jak na primérny Ry
¢astic, tak na hodnotu odchylky métfeni v porovnani se sérii _TV. Hodnoty Ry, 3ND3 T2V
byly ale stale znateln€ mensi nez u 3ND3 T, tedy u vzorku s nejmensim objemem. Podobné
zlepseni je mozné pozorovat i fady ND2. Nejlepsich vysledkli ovS§em dosahovaly vzorky

znacené jako TV, tedy nanogely pfipravené zahiatim pti objemu 40 ml.
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Obrazek 13 - zavislost Ry castic na objemu reakce za zvysené teploty pro vzorek ND2 a
3ND3



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Na druhém grafu (Obr. 16) je vidét zavislost Ry, Castic na case ohfevu.
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Obrazek 14 - Zavislost Ry, casti na case ohievu pri objemu 40 ml pro vzorky ND2 a 3ND3.

V ptipadé vzorku 3ND3 a délky ohfevu 30 min (3ND3 0,5TV) byl Ry v ramci odchylky
srovnatelny se vzorkem 3ND3 TV (102 £ 4 nm), ovsem PDI bylo vyssi (0,35) a zeta
potencial naopak niz$i (-36,1=1,4 mV). Doba ohtevu del§i nez 1 h naopak uz piisobila
negativné a velikost Ry vzrostla o cca 50 % v porovnéni se vzorkem 3ND3 TV. Podobny

trend, tj. vznik nejmensich ¢astic po 1h ohfevu byl pozorovan i u série ND2.

U nejlepsich vzorkti DXA s vysokou (ND2_TV) i nizkou (3ND3_TV) molarni hmotnosti
byla zmétena hmotnostni koncentrace pomoci metody XRF. Vzorek ND2 TV obsahoval
76 % cisplatiny a vzorek 3ND3 TV obsahoval 70 % cisplatiny. Pro srovnani, podobné
nanogely pfipravené zesitovanim derivati hyaluronanu obsahovaly pouze 28 % cisplatiny

[23]. Dextranové nanogely jsou tedy schopny pojmout vice nez 2.5x vice 1é¢iva.

S ohledem na velikost, PDI a stabilitu (zeta potencial) byl jako stézejni vzorek pro dalsi
zkoumani vybran vzorek 3ND3 TV s Ry = 105 £+ 3 nm, PDI 0,28 a zeta potencidlem -50,4
+ 2,2 mV. Tento vzorek byl analyzovan pomoci TEM, kde byla zmétena velikost ¢astic a

urcen jejich tvar (Obr. 17).
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Obrazek 15 — a) Piehledovy TEM snimek nanogelu 3ND3 TV (vlevo) b) Snimek
jednotlivych nanogelovych ¢astic 3ND3 TV s jejich priméry zméfenymi pomoci programu
(vpravo)

Pozorovéani pomoci TEM ukézalo, ze ¢astice maji kulovity tvar a jejich primér je kolem 50
nm, coz odpovida asi polovi¢ni velikosti, neZ byla naméfena pomoci Zetasizeru Nano. To je
zpusobeno tim, ze vzorek je pfed méfenim na TEM vysusSen, zatimco méteni na Zetasizeru
Nano probiha ve vodném médiu. Pfitomnost vody zptisobuje nabobtnani ¢astice nanogell a

také vznik elektrické dvouvrstvy, coz se podepisuje na velikosti Ry.

7.4 Uvolnovani CP z nanogelu

Uvoliovani cisplatiny bylo pozorovano v podminkach napodobujici prostiedi in vitro
(prostiedi v lidském t¢€le), tj. v PBS pii 37 °C. Tomuto pozorovani byl podroben pouze
vzorek 3ND3 TV. Pro uvoliiovani bylo rozpusténo 10 mg vzorku v 5 ml PBS pfi teploté 37
°C a tento roztok byl pfeveden do dialyza¢ni membrany (MWCO = 3,5 kDa) a dialyzovan
proti 95 ml PBS. V pribéhu 48 hodin byly odebirany alikvotni vzorky (5 ml) a tento objem
byl do lazn¢ vzdy doplnén v podobé 5 ml PBS. Obsah platiny ve vzorcich byl nasledné
charakterizovan pomoci XRF spektrometru a z téchto dat bylo vypocitano kumulativni

uvoliovani cisplatiny, které bylo nasledné zaneseno do grafu (Obr. 18)
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Obrazek 16 — Zavislost kumulativniho uvolitovani cisplatiny z 3ND3_TV na case po dobu 48
hodin.

Z grafu je zfejmé, ze uvolilovani 1é¢iva probiha pfili§ rychle, obzvlasté v prvnich fazich
experimentu. Béhem prvni hodiny se do 14zn¢ uvolnilo témér 50 % cisplatiny. Toto chovani
je nezadouci pii 1écbé nadorovych onemocnéni, kdy je upfednostiiovano postupné
uvoliovani lé¢iva. Pozorované rychlé pocate¢ni uvoliovani naznacuje, Ze velké mnoZzstvi
cisplatiny nebylo na nanogel navazano pomoci chemickych vazeb, ale pouze v nanogelu
adsorbovano bud’ v disledku slabych interakci mezi (NH3):PtCl> a nosi¢em, anebo
iontovych interakci mezi hydrolyzovanou cisplatinou [(NH3).Pt(H20):]** a DXA. V pufru
se silnym iontovym prostiedim dojde k rychlému nahrazeni cisplatinového zbytku sodnymi
a draselnymi ionty a tim k jeho ,,vytlaeni* z matrice. V dal§im kroku jsme se proto pokusili
metodu pfipravy déle upravit, zvySit mnozstvi cisplatiny navdzané v nanogelu pomoci

chemickych vazeb a tim zpomalit rychlost uvoliiovani.

7.5 Nanogely pripravené pomoci aktivované cisplatiny

Protoze je hydrolyza cisplatiny rychlost urcujicim krokem tvorby konjugatu (kladné nabity
[(NH3)2Pt(H20)2]*" komplex je piitahovan k zaporné nabitym —COOH skupindm, které
snadno substituuji slabé vazané molekuly vody) byla napted cisplatina rozpusténa ve vode
po dobu jedné hodiny a nésledn¢ se nechala reagovat s dusicnanem stiibrnym (AgNO3)

(Rovnice 13).
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(NH3)2PtCl> +2AgNO3 +2H20 — [(NH3)2Pt(H20)2](NO3)2 + 2AgCI(s)

Vznikly [(NH3)2Pt(H20)2](NOs)2 komplex je reaktivnéj$i nez piivodné pouzité cisplatina a
muze reagovat pifimo s —COOH skupinami nosic¢e, bez nutnosti hydrolyzy. Sitovéni
nanogelu probihalo za stejnych podminek jako u vzorku 3ND3 TV (1 hodinu pii 90 °C
vobjemu 40 ml) a vzorek byl oznafen zkratkou 3ND3 TVA. Tento vzorek byl
charakterizovan pomoci Zetasizeru Nano a jeho Ry byl 103,3 £ 2,7 nm a PDI 0,26. Tyto
hodnoty jsou srovnatelné s t¢émi namétenymi pro 3ND3 TV. Naopak zeta potencial klesl na
-25,9 £ 0,1 mV, coz naznacuje mensi pocet volnych —COOH skupin nosi¢e a tim padem

veétsi uspésnost chemické konjugace cisplatiny.

Nasledné byl vzorek podroben zkousce uvoliiovani cisplatiny za stejnych podminek, jaké
jsou popsany v kapitole 7.4 a vysledky byl zaneseny do grafu (Obr. 19) spolu s pfedchozimi

daty pro srovnani.
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Obrazek 17 - Zavislost kumulativniho uvoliiovani cisplatiny z 3ND3 TV A na case po dobu
48 hodin. Pro lepsi srovnani je zobrazen i priibéh uvolnovani cisplatiny z 3ND3 TV.

Uvoliovani cisplatiny z 3ND3 TVA je vyrazné€ pomalejsi neZ v piipad¢ vzorku 3ND3 TV
a je videt, ze se cisplatina uvoliiuje po mensich davkéch. Naptiklad po prvni hodin€ se uvolni
ze vzorku 3ND3 TVA asi jen 13 % vazané cisplatiny, coZ je asi jen Ctvrtina v porovnani se
vzorkem 3ND3 TV. Po 24 h to byla asi jen polovina z celkového mnoZstvi navédzané CP,
zatimco v ptipadé 3ND3 TV to uz bylo pfes 80%. Z toho mizeme vyvozovat, ze diky
uprave cisplatiny pred sitovanim DXA doslo k vyznamnému snizeni mnozstvi cisplatiny

vazané pomoci iontovych interakci.
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ZAVER
Tato prace se zabyvala pfipravou nanogeli z dikarboxydextranu sitovaného pomoci
cisplatiny. Tento nanogel ma slouzit pro pfenos cisplatiny do rakovinovych bunck a

k potencialni 1é¢bé rakoviny. Pro tuto aplikaci jsou vhodné nanocéstice o velikosti 10-150

nm, jejichz ptiprava byla i nasim cilem.

Dextran byl modifikovan pomoci dvoustupiiové oxidace za vzniku dikarboxydextranu, diky
které je schopen navazat cisplatinu. Diky tomu, Ze jedna jednotka dikarboxydextranu ma dvé
reakéni mista schopné vézat cisplatinu, je jeho pienosova kapacita oproti jinym

polysacharidim velmi vysoka a ptipravené nanogely obsahovaly pies 70 hm% cisplatiny.

Velikost ¢astic nanogelu byla ovlivnéna pomoci podminek, za jakych sitovani probihalo
(objem, teplota a ¢as reakce), molarniho poméru DXA : cisplatina a velikosti Mw pouzitého
DXA. Z naSich méfeni vychazi, ze idedlni podminky pfipravy jsou pii objemu 40 ml a
teploty 90 °C, kdy reakce probihd 1 hodinu. Pfi pouziti téchto podminek mély nami
pfipravené nanogely ¢astice o Ry kolem 100 nm a PDI pod 0,3, tedy limitem vyZzadovanym

pro farmaceutické aplikace.

Uvolnovani léc¢iva z téchto nanogelt bylo pii prvnich testech pfiili§ rychlé, a proto byla
metoda sitovani dale modifikovana. Byl zatfazen krok spocivajici v aktivaci cisplatiny
pomoci dusi¢nanu stfibrného. Tato Uprava dokdzala zpomalit uvolilovani cisplatiny
v prvotnich hodinach téméf na ¢tvrtinu plivodnich hodnot. A¢koliv priibéh uvoliiovani stale
neni idedlni, protoZe dochazi k uvolnéni nejvétsiho mnozstvi cisplatiny béhem prvnich osmi
hodin, jedna se o pomérné¢ vyznamny krok k pouZzitelnosti pfipravenych nanogelii pro

biologické aplikace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

3NDI1

3ND1 T

3ND1_TV

3NDI_V

3ND2

3ND2 T

3ND2_TV

3ND2_V

3ND3

3ND3_05TV

3ND3 2TV

3ND3 3TV

3ND3_T

3IND3 T2V

3ND3_TV

3ND3 TVA

Vzorek nanogelu piipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 4 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 5 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 4 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 5 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 4 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 4 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 40 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 5 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin

Vzorek nanogelu piipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 5 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 40 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 5 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 30 min

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 2 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 3 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 5 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 200 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin
Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s aktivovanou cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina :
DXA), pti objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny
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Vzorek nanogelu pfipraveny z vysokomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin
Autocorrelation function

cis-diammin-dichloroplatnaty komplex

karboxylova skupina

Dalton, atomova hmotnostni jednotka, odpovid4 g.mol™!
Dialdehydedextran

Dynamicky rozptyl svétla

Deoxyribonukleova kyselina

Dikarboxydextran

Enhanced permeability and retention

hmotnostni stted molarnich hmotnosti

Molecular weight cut off

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 4 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 5 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin

Vzorek nanogelu piipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 4 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 5 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 4 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 4 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 5 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarnitho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 30 min

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 2 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarnitho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 3 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 5 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 200 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin
Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarnitho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 6,5 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin
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Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 5 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomoldrniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 5 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z nizkomolarniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pii
objemu reakce 40 ml za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu ptipraveny z nizkomoldrniho DXA, ktery reagoval
s cisplatinou v hmotnostnim poméru 9 : 5 (cisplatina : DXA), pfi
objemu reakce 40 ml za laboratorni teploty po dobu 72 hodin
hydroxylova skupina

Fosfatem pufrovany solny roztok

Index polydispersity

polymer nanoparticle, polymerni nanocastice

hydrodynamicky prameér
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