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ABSTRAKT

Jednim z velkych problému protirakovinnych 1éCiv je jejich systémova toxicita. Proto je
snahou tyto 1é¢iva zabudovat do vhodného nosice, ktery by byl schopen 1é¢ivo enkapsulovat
a uvolnit jej az v rakovinné tkédni. Jednou z moznosti je vyuziti nanogelu jako nosice 1éCiv.
Tato prace se zabyva ptipravou nanogelti na bazi selektivné oxidované kyseliny hyaluronové
prenasejici rakovinné 1éCivo cisplatinu. Pfedmétem této prace je Uprava podminek syntézy
téchto nanogelil za ucelem ziskani co nejmensich Castic. U nanogela byla charakterizovana
velikosti hydrodynamického priméru jejich ¢astic, zeta potencidlu a rychlost uvolfiovani in

vitro.

Kli¢ova slova: Nanogel, cisplatina, hyaluronan, hydrodynamicky primeér, zeta potencial

ABSTRACT

One of the big problems of anticancer drugs is their systemic toxicity. Today's effort aims to
incorporate these drugs in a suitable carrier, which would be able to encapsulate this drug
and release it after reaching cancer cells. One of the options is to use nanogels as drug
carriers. In this work, we prepare nanogels from selectively oxidized hyaluronan which will
carry cisplatin as its anticancer drug. The aim of this work is to modify nanogel synthesis
conditions to obtain the smallest possible particles. Nanogels were characterized by

hydrodynamic radius of their particles, zeta potential, and drug release rates in vitro.

Keywords: Nanogels, cisplatine, hyaluronan, hydrodynamic radius, zeta potencial
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UvVOD

Pojem nanogel se sice v odbornych kruzich objevil teprve nedavno, ale i pies to se nanogely
staly velmi diilezitou soucasti v oblasti pienosu 1é¢iv. Je tomu tak predevsim diky moznosti
pfipravovat nanogely jak z pfirodnich, tak i ze syntetickych polymert, nebo dokonce i
z kombinace obou dvou. Diky tomu jsme tak schopni pfipravit nanogely o rizné velikosti a
tvaru, s modifikovatelnym povrchem a degradaci. Spolu s velkym mérnym povrchem castic

jsou tyto vlastnosti idedlni pro zakomponovani 1é¢iva do této struktury.

Nanogely je mozné pfipravit i z kyseliny hyaluronové, kterd hraje velmi dulezitou roli
v lidském t¢le a je obsazena v mezibunécné hmoté. Jeji biodegradabilita a biokompatabilita
jsou idedlni vlastnosti pro pienos lécCivych latek. Diky navazani 1é¢iva na kyselinu
hyaluronovou muze dojit ke sniZeni jeho toxicity, coz je velmi diilezité predev$im u latek,
které neni mozné podavat lokaln¢, ale jsou podavany intravendzné a cestuji tak celym
organismem. Mezi takové léky patii napiiklad nékterd protirakovinna léCiva jako je

naptiklad cisplatina.

Dulezitou soucasti protirakovinného nosi¢e 1é¢iv je jeho schopnost interagovat
s rakovinnymi buiikami nebo se v nich pasivné hromadit. EPR efekt je povazovan za zpisob
pasivniho cileni tumori u nanocastic, a tedy i u nanogeli. Tento efekt je zplisoben
vytvatenim otvorti v cévach rakovinné tkané o velikosti az 200 nm, kterymi jsou schopny

snadno pronikat ¢astice s menSim primérem.

V této praci budu syntetizovat nanogely z oxidovaného hyaluronanu, které¢ budou sitovany
pomoci komplexu cisplatiny. Cisplatina v této praci vystupuje také jako protirakovinné
lé¢ivo. Nasim cile je vytvofit nanogely, jejichZ ¢astice budou mit co nejmensi primeér a
zaroven budou stabilni ve vodném prostredi. Pfipravené nanogely by mély byt také schopny

postupného uvoliiovani 1é¢iva po co nejdelsi dobu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselinu hyaluronovou poprvé izolovali Mayer a Palmer v roce 1934. Popsali ji jako
mukoidni latku ziskanou z hovéziho sklivce v kyselém prostiedi. Dalsi vyzkum odhalil, ze
se jedna o kysely polysacharid, ktery je slozeny z glukosamini a uronovych kyselin.
Pojmenovani nového polysacharidu vzniklo z latinského pojmenovani sklivce (hyaloid) a
¢asti jeho chemické struktury, uronové kyseliny[1]. Kyselina hyaluronova se v in vivo
nevyskytuje jako protonovana kyselina ale v podob¢ soli v zévislosti na daném prostiedi
(sodné, draselné, vapenaté aj.)[2] Z tohoto diivodu je v této praci oznacovana zkratkou HA,
ktera pod sebou zahrnuje jak protoprotonovanou kyselinu hyaluronovou tak jeji soli

nazavané hyaluronat nebo hyaluronan.

Prevazna vétSina lidskych tkani obsahuje ve své extraceluldrni matrix HA. Extracelularni
matrix (ECM) je materidl slozeny z proteinti, glykosaminoglykanti a glykoproteinti, ktery
vypliuje mezibunééné prostory. Extracelularni matrix je produkovana piedevsim fibroblasty
a bunikami vaziva. Vice neZ 50 % celkové hmotnosti HA je lokalizovéano ve stfevech, plicich
a kazi. Tyto hodnoty jsou velmi podobné téméf u vSech obratlovcl. Diky tomu existuje velké
mnozstvi zdrojl, ze kterych je mozné ji ziskdvat. HA je nyni komercné izolovana z kuze,
pupecni $ntliry, synovialni tekutiny a kohoutich hiebinkl nebo ziskavana pomoci fermentace
z modifikované bakterie Bacillus subtilis (bacil senny) [2, 3]. HA je syntetizovana
membranovymi proteiny oznaCovanymi jako HA syntazy (HAS). Obratlovei maji tfi typy
HAS oznacovanych jako HAS1, HAS2, HAS3, které¢ se 1i8i svou aktivitou a molekulovou
hmotnosti (Mw) syntetizované HA. Syntdzy HAS1 a HAS2 produkuji vysokomolekularni
HA. HAS3 vytvafi nizkomolekularni HA a jeji aktivita je daleko vy$si nez HAS1 a HAS2.
Produkt téchto syntdz je poté transportovan do bun€k pfes bunécnou sténu pomoci

transportniho proteinu ABC (ATP Binding Cassette) [4].

1.1 Struktura HA

HA je mukopolysacharid (glykosaminoglykan) s linedrnim nerozvétvenym fetézcem
slozenym z disacharidickych jednotek slozenych z kyseliny glukuronové a
N-acetylglukosaminu. Oproti ostatnim glykosaminoglykaniim neobsahuje zddnou siranovou
skupinu ani jinou modifikaci v celé délce svého fetézce. Molekulova hmotnost HA je velmi
rozmanita a je dana predev§im zdrojem, ze kterého pochdzi, ale také zavisi na funkci, kterou

ma vykonéavat. Komer¢né dostupna HA mitize tedy dosahovat az nékolika MDa.
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Ptesnou strukturu HA stanovili Weissman and Meyer v roce 1954 za vyuziti hyaluronidaz,
které jsou schopny hydrolyzovat N-acetylglukosaminidovou vazbu. Pro vyzkum byly
vyuzity bakterialni hyaluronidazy a hyaluronidazy varlat. V obou piipadech byl vysledkem
degradace ekvimolarni pomér kyseliny glukoronové a N-acetylglukosaminu[1]. DalSim

zkoumanim byla potvrzena linearni sktruktura HA (Obr. 1).

Vazba mezi k. glukoronovou a N-acetylglukosaminem je tvofena B(1—3) glykosidickou
vazbou a od N-acetylglukosaminu ke kyseliné glukoronové B(1—4) glykosidickou
vazbou[2] (Obrazek 1). Podle rozsahlé studie o struktufe HA je preferovana konformace “C;,
pfi které jsou vSechny substituenty v ekvatoridlni pozici[5]. Tato konformace omezuje rotaci
glykosidické vazby a ma tak velky vliv na tuhost celého polysacharidického fetézce.
Omezeni rotace vazby napomaha také objemna N-acetylova skupina v blizkosti
glykosidické vazby[1]. Diky vlastnostem primarni a sekundarni struktury dochézi u HA
k vytvoreni tercidlni struktury v podob¢ skladaného listu (B-sheet), ktera je stabilizovana
diky pritomnosti intramolekularnich vodikovych vazeb. Kvarterni strukturou je poté
agregace téchto struktur diky nekovalentnim interakcim a vytvofenim molekuldrni

matrix[2].

- on .
Ho ,©
0 HO 0
/ O\\
HO OH

N
0)\CH3

Obrazek 1 — Chemicka struktura kyseliny hyaluronové

1.2 Vlastnosti HA

Pro predstavu, v lidském téle o vaze 70 kg je kolem 15 g HA[6]. Jak bylo feCeno, HA je
jednou ze zakladnich sloZek extracelularni matrix. Diky jeji schopnosti zadrZzovat vodu ve

sveé struktufe zde poté plni mnoho dulezitych funkci. Na zdklad¢ studii bylo zjiSténo, ze
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pokud je HA smichana s vodou, ziskava nenewtonské vlastnosti. Se zvySujici se koncentraci
a molekulovou hmotnosti HA dochézi ristu viskoelasticity tohoto roztoku. Viskoelasticita
je zaroven zavisla na pH tohoto roztoku a je tedy ovlivnéna iontovou silou prostiedi.

Hodnota pKa HA se pohybuje kolem 3.0[2].

V lidském téle slouZzi jako vypli v nékterych organech, naptiklad ve sklivci nebo v kizi. Je
obsazena v chrupavce, kde pomahé absorbovat narazy, nebo se nachazi v synovialni tekuting
v kloubech, kde snizuje tfeni mezi pohybujici se tkani[1]. Jeji polocas rozpadu se pohybuje
od 1 dne v pokozce az k 70 dniim ve sklivci oka. HA hraje také duleZitou roli v bunééném
cyklu. Bylo potvrzeno, Ze k proliferaci bun¢k dochézi v extracelularni matrix bohaté na HA.
Béhem mitdzy bunék dochazi totiz k jeji zvySené produkci. Prvni funkce HA na chovani
bunck je vytvareni cest pro migraci bunék. Druhou funkei je specifickd interakce mezi HA
a riiznymi receptory.

vvvvvv

HA béhem vyvoje kosti a plic[l1]. Mize také slouzit k udrzovani homeostazy, protoze
v misté zanétu dochazi k navazani nizkomolekularni HA, kterd je zde Stépena pritomnymi
volnymi radikaly. Vznikly komplex HA a CD44 poté vysSle signal mesenchymalnim
bunkam. Mezi dalsi receptory patii naptiklad RHAMM (Receptor for Hyaluronate-Mediated
Motility), GHAP (Glial HA binding protein) a LYVE-1 (Lymphatic Vessel Endothelial

Hyaluronan Receptor 1) a dalsi jsou zobrazeny na obrazku 2.

Hyaluronan

Obrazek 2 — Grafické znazornéni receptorti a hyaluronanu na povrchu bunky|[7]
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Dutlezitou vlastnosti HA je jeji nativni biokompatibilita neboli schopnost organismu
stejné podobé¢, a proto se nemuze jevit imunitnimu systému jako cizi latka. Zaroven lidské
télo denné vytvari az n€kolik gram HA, a proto pfidanim malého mnozstvi této latky do

organismu nezpusobi téméf zadné metabolické zatizeni.

1.3 Vyuziti HA

Kyselina hyaluronova ve své ¢isté formé ma nékolik nedostatk, které¢ komplikuji jeji vyuziti
v nékterych aplikacich. Naptiklad se jedna o jeji Spatné mechanické vlastnosti, pomérné
rychly polocas rozpadu nebo problém interagovat s nékterymi butikami. Pomoci modifikaci
HA je mozné tyto vlastnosti zlepsit. Pro zlepSeni mechanickych vlastnosti a zvySeni stability
je mozné na HA navazat napiiklad pomoci karbodiimidi jako je N-Ethyl (N,N-
dimethylaminopropyl) karbodiimid dalsi latky nebo funkéni skupiny, ¢i pfipadné vytvofit
vazby mezi jednotkami HA a pfipravit tak zesitovanou strukturu. Zesitovani mize byt
docileno aktivaci karboxylovych skupin, které nasledné vytvofi vazby s hydroxylovymi
skupinami. Sitovani miZe probihat 1 pfidanim jinych latek do struktury HA, jako je divinyl
sulfon nebo bis-epoxidy. Velké mnozstvi takto modifikovanych HA je v této dobé pouzivano

v medicinskych aplikacich nebo jsou v preklinické fazi[1].

Prvni produkty z HA urcené pro medicinské vyuziti byly uznany v roce 1983 Gfadem pro
kontrolu potravin a lé¢iv (FDA). Jednalo se o produkty Healon and Amvisc, které se
vyuzivaly pii o€nich operacich. Byly pouZivany naptiklad pii operacich Sedého zékalu, kde
byla dulezita priihlednost a viskozita pouZité latky. Roztok pouzivany béhem operaci mél
koncentraci kolem 1% a pro jeho vyrobu byla pouzivdna HA s molekulovou hmotnosti
minimalné¢ 1 MDa[1]. Za téchto podminek je viskozita roztoku schopna udrzet sitnici na
jejim misté béhem operace. Zaroven je roztok Ciry, takZe nebrani chirurgovi v préci a

nevytvari ani pooperacni problémy pro pacienta.

Dalsi velkou skupinou produkti zalozenych na HA jsou kosmetické piipravky. Tyto
produkty se pfevazné zamétuji na Gpravy nedostatki pleti, jako jsou naptiklad vrasky[8].
Béhem testli dosahovaly ptipravky z HA stejnych, ne-li lepSich vysledkii nez ptipravky

zalozené na kolagenu. V porovnani s krémy a chemickym peelingem je vysledek pouZzivani
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produktti z HA vyraznéjsi a celkovy proces méné invazivni. Pfikladem komer¢nich produktt
muze byt naptiklad Restylan a Hylaform. Oba tyto produkty obsahuji zesitovanou formu
HA a to bud’ pomoci divinyl sulfonu (Hylaform) a nebo butanediolu diglycidyl etheru
(Restylan). Diivodem pro pouzité zesitované HA je pozadovany cas u¢inku. Ten je v ptipadé

zesitované formy az 4 mésice, zatimco u pfirodni HA by ucinky trvaly pouze 1 az 2 dny [1].

HA ajeji modifikace se klinicky také vyuzivaji ke zmirnéni bolesti zptisobené osteoartrozou.
Rozsahl¢ studie a nasledné klinické testy injekéniho podani HA do poSkozenych kloubu
potvrdili pozitivni vliv této terapie pro zmirnéni bolesti pacient. Vyzkum zahrnoval testy u
kloubt kolene, ky¢le, ramene, kotniku a mandibularniho kloubu[1]. Uginnost terapie u
pacientli s postizenym kolennim kloubem publikoval Lo et al [9]. Studie provedena
Reichenbach et al.[10] zkoumala, jestli je vysledek terapie rozdilny pfi pouziti zesitované
formy HA. Mirmn¢ lepSich vysledki zmirnéni bolesti dosahovala zesitovand forma HA.
Dochézelo u ni vsak k ¢astéjsim vedlejsim ucinkiim. Mezi komercni produkty pouzivané

k 1é¢bé osteoartrozy kolene patii Hyalgan, Synvisc, Supartz, Orthovisc a Nuflexxa [1].

HA je také vyuzivana ve veterindrni praxi pii lé¢be poranéni. Vyuziva se naptiklad v podobé
koznich filml uréenych ke zrychleni procesu 1é¢eni hlubokych poranéni nebo popalenin. HA
je zde modifikovana pomoci dihydrazid adipové kyseliny a sitovana pomoci PEG-
dialdehydu. Pii vyuziti filma u hlubokych ran dochazi ke zvySenému vytvateni epitelové
tkané v pritbéhu 5-7 dni a pozdéji také fibrovaskularni tkan€. Velmi podobnych vysledkt je
dosaZeno i u popélenin 1é¢enych s vyuZzitim téchto filmt. HA je schopna vytvaret u poranéni
vysoce hydratované prostfedi, které umoZznuje migraci bun¢k a vytvareni dalSich ¢asti
matrix. HA byla také vyuzita pro pooperacni ucely v podobé Seprafilmu. Ten slouzi ke
snizeni adheze operované tkan¢ po zdkroku, kde je schopen fungovat az po dobu jednoho
tydne. Studie téchto jevil byly provedeny u celé fady zvifat a do budoucna by méli poslouzit

jako zéklad pro vytvofeni produkti pro lidské vyuziti[1].

Jednim znové¢jSich vyuziti HA je vytvafeni syntetické¢ extraceluldrni matrix. Hlavni
vyhodou vyuziti HA je jeji schopnost vazat buiiky na sviij povrch, napomahani proliferace
bunck a jejich riistu. Hydrogely z HA jsou naptiklad vyuZzivany k obaleni embryondlnich
kmenovych bunék. V tomto prostiedi buiiky ziistdvaji v jejich nediferenciovaném stavu a
zachovavaji si sviij karyotyp. Pozménénim podminek prostiedi je mozné upravit vlastnosti

hydrogelu a navodit tak diferenciaci bunék az v poZzadovanou chvili[1].
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1.4 HA jako nosic l1é¢iv

Jak bylo zminéno dtive, HA je schopna interagovat s nékolika receptory (CD44, RHAMM),
je pomérné snadné ji modifikovat a jedna se o latku bézné se vyskytujici v téle. Tyto faktory
délaji z HA ideélni nosi¢ 1é€iv. Jednou z dilezitych otazek u nosict 1é¢iv je jejich podéni.
Léciva pripravend z HA je mozno podavat ptes sliznice oka, nosu, plic, vstiebanim pies klizi

nebo podani ptimo do krevniho fecisté [2].

Pti lokalnim podani 1éku pies pokozku je vyhodou, ze 1ék neprochazi pres metabolismus
jater, coz zvysuje jeho Uc¢innost a nezpusobuje systémovou toxicitu. Pfi tomto podani je
ovSem nutno piekonat n¢kolik prekazek. Hned prvni je pfekondni zevni vrstvy kiize (stratum
corneum). Ta slouzi jako ochranna vrstva a zabraniuje vstiebavani nékterych hydrofilnich
molekul do hlubsich ¢asti kiize, kde se nachazeji cilové bunky. Coz znamen4, Ze je nutné
tyto latky chemicky ¢i fyzikdln€¢ modifikovat, aby byly tuto vrstvu schopny piekonat a
zaroven aby neprostupovaly dale do krevniho fecisté. Studie provedena Brown e/ al[11]
prokazala, ze gel z HA je schopen pfivést latku diclofenac az do epidermis, kde dojde
k jejimu zadrZeni. Studie probihala v porovnani s jinymi GAG (glykosaminoglykany) a
farmaceuticky bézn¢ pouzivanymi gelujicimi ¢inidly, ktera dosahovala horsich vysledki nez
HA. Lin and Maibach poté zjistili ze HA je schopna efektivné pfivést az dvojnadsobné
mnozstvi diclofenacu v porovnani se sodnou soli dikarboxymethyl celulézy. Podobnych

vysledkt dosahuje HA 1 jako nosi¢ ibuprofenu, klindamycin-fosfatu a cyklosporinu[2].

V ptipadé 1éciv podavanych pies sliznici oka nebo jeho jiné ¢asti je HA skveélym nosicem
téchto 1é¢iv. Hlavnimi divody jsou jeji vlastnosti popsané v kapitole 1.2 a 1.3. Jedna se
predevSim o schopnost vazat velké mnoZstvi vody a interagovat s tkanémi a bunikami pies
receptory (CD44). Zaroven je HA soucasti velké casti téchto tkani (rohovka, duhovka,
cocka, sklivec a sitnice) a hraje vyznamnou roli pfi hojeni rohovky a angiogenezi (proces
tvorby novych krevnich kapilar)[12]. U¢innost latek podavanych pies oko je viak vyrazné
snizovana kvili statickym a dynamickym barierdm. Mezi statické bariery oka se fadi
jednotlivé vrstvy rohovky, spojivky, skléry a také sitnice. Mezi dynamické bariéry patii
proudéni krve v cévnatkach a spojivkach nebo nafedéni 1€¢iva slzami. Proto existuje nékolik
mozZnosti podani léku do oka. Mezi tfi nejbeznéjsi patii lokalni podani latky pfimo na oko,
dale intravitrealni poddni (vneseni latky do zadni ¢ésti oka) a nakonec periokularni podani
(vneseni latky do pfimého okoli oka). Nejcastéji je pouzivané lokalni podéni 1é€iv, protoze
se jedna o nejpiijemnéjSi moznost pro pacienta, s nejmensimi riziky a moznosti podani 1€ku

samotnym pacientem. Problémem jsou zde zminéné bariéry oka, které omezuji zpusob
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tohoto podéani pouze na choroby pfedni ¢asti oka, jako jsou keratitida, alergie, infekce nebo
glaukom (zeleny zakal). U chorob zadni ¢asti oka se vyuzivé nejcastéji intravitrealni podéni,
které nemusi piekonavat bariéry oka a diky tomu je mozné docilit vysoké koncentrace 1éCivé
latky pfimo v misté¢ jejiho uUc¢inku. Velkou nevyhodou tohoto podani je, ze dochazi
k poskozeni oka a mize dojit i k vaznym problémulim, jako je 0 GAG lipeni sitnice, krvaceni,
katarakt (Sedy zékal) nebo endoftalmitida (zanét nitroo¢nich struktur). Mezi choroby 1é¢ené
touto cestou patii makularni degenerace, diabeticky makularni edém, virova retinitida atd.
Tieti variantou je periokularni podani, kter¢ je stiedni cestou mezi lokalnim a intravitrealnim
podanim. Je mozné jej pouzit pro choroby ptedni i zadni ¢asti oka. LéCivo podané timto
zpisobem musi ovSem piekonat bariéry a navic u n¢j hrozi zaneseni 1é¢iva do systémové
cirkulace pfes kapilary na spojivce a cévnatce. Nosice 1é€iv z HA pro oftalmologické pouziti
mohou byt ve formé viskdézniho roztoku, gelu, insertl (pevné nebo polopevné preparaty
s velikosti a tvarem uréenym pro oftalmologické pouziti) nebo jako nanoc¢astice. Pfipravou
nanocastic pro prenos FK-506 (takrolimus) s pomoci HA se zabyvala skupina Zeng et
al.[13], kterd se snazila vytvofit alternativni terapii pro pacienty po transplantaci, kteti

nereaguji na léc¢bu steroidy nebo pomoci cyklosporinu.

HA se také pouziva jako nosi¢ 1é¢iv podavanych pies nosni sliznici. Pfi kombinaci HA
s lé¢ivem dochazi ke zlepSeni biodostupnosti a bioadheze. Diky zlepSené biodostupnosti je
mozné snizit mnozstvi t¢inné latky v davce Iéku. To je zapti¢inéno prodlouzenim retencniho
¢asu a lepSimu pronikani 1é¢iva pies slizni¢ni epitel diky HA. Tyto vlastnosti HA jsou oviem
zavislé na molekulové hmotnosti. Pozitivni u€inky byly ovéfeny pro HA s MW vyssi nez
300 kDa[4]. Nejcastéji se lécivo podava v podobé kapek nebo aerosolu. Studie Souza-
Fernandes et al.[14] potvrdila, Ze podavani HA spolu s antibiotiky mélo pozitivni efekt pii
terapii pacientil s chronickou bronchitidou. Doslo k urychleni 1é¢by 1 pfi snizené davce
antibiotik a pacientim se zlepSila ¢innost plic 1 zkouSky vymény plynu. Vyzkumna skupina
Pandey et al.[15] zkoumala moznosti 1é¢by glioblastomu (nddor mozku) pomoci nanocastic

pfipravenych z HA a posléze modifikovanych laktoferinem. HA zde slouzila jako marker

pro protein CD44[4].

Dulezitym zpisobem podani 1éCiva je intraven6zni podéani. Na rozdil od ostatnich zptsobii
se jednd o idealni moznost podani 1éCiv, které maji ucinkovat na vétSim mnozstvi mist v téle.
Dale je také pouzivano pro podavani 1é¢iv do vnitinich organi téla a predevSim do jater.
Nevyhodou tohoto zpiisobu podani je prichod 1é¢iva metabolismem jater, ve kterém muze

dojit k jeho odbourani. Dal§im problémem oproti ostatnim zplsobim podani miize byt
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vysoka systémova toxicita. Studie provedend Yu et al.[16] se zabyvala pfipravou nanocastic
urcenych k 1é€bé revmatoidni artritidy. Skupina se zabyvala vyuzitim dexamethasonu jako

1éc¢iva, ktery byl obalovan HA pro zvySeni biokompatibility.
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2 CISPLATINA

Jednou z nejcastéjSich pficin tmrti v dne$ni dob€ je nddorové onemocnéni. Az do nedavné
doby se mnozstvi umrti mezirocné zvysovalo, coz se ale zménilo s ptichodem novych l1éciv
pro diive nelécitelné diagndzy. Cytostatik jako takovych bylo vyvinuto nékolik druht a mezi
tyto se fadi rtizné typy alkylacnich latek, derivaty kyseliny listové, rostlinna léciva,

cytotoxicka antibiotika nebo komplexotvorné latky ze skupiny platinovych cytostatik[17].

Za objevitele platinovych cytostatik je povazovan Barnett Rosenberg, ktery se v roce 1965
zabyval chovanim bakterie Escherichia coli v elektrickém poli. Pfi svém vyzkumu pouzival
platinové elektrody, které béhem elektrolyzy uvolnovaly ionty platiny do roztoku. Uvolnéna
platina v elektrolytu nésledné vytvérela cis-diammindichloroplatnaty komplex (cisplatina).
Ten zptsobil, ze buiiky Escherichia coli stale rostly a prodluzovaly se, ale piestaly se délit
kvili poskozené DNA. Tento objev vedl k velkému zdjmu o studium a pozd¢jsi vyvoj

dalsich platinovych cytostatik[18].

Cisplatinu poprvé syntetizoval v roce 1845 Michele Peyrone a dlouho byla nazyvana
Peyronova sil. Jeji strukturu popsal v roce 1892 Alfred Werner jako planarni komplex
s centralnim atomem platiny a dvéma ligandy NH3 a dvéma ligandy CI, jak je vidét na
obrazku 3. Ligandy NH3 jsou oznacovany jako nosné ligandy, coZ znamena, ze na centralnim
atomu zustavaji po celou dobu. Chloro ligandy jsou takzvané odstupujici ligandy, a to
znamena, Ze ve fyziologickém prostiedi jsou nahrazeny jinymi ligandy[19]. Cisplatina se
klasicky vyskytuje v podobé¢ prasku zlutooranzové barvy. Jeji molekulova hmotnost je 301,1

g -mol™1, rozpustnost je 2,53 g - I a hustota 3,74 g - cm ™3 [20].
H3N\ /C|
/Pt\
H3N Cl

Obrazek 3 — Strukturni vzorec cis-diammindichloroplatnaty komplex
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2.1 Cisplatina jako 1é¢ivo

Nedlouho po objevu protinddorovych vlastnosti byla cisplatina roku 1978 schvalena FDA
pro klinické vyuziti v oblasti 1é¢by rGznych nadorii. Od té doby byla a stale je hojné
vyuzivana pro 1écbu Siroké skaly nadorovych onemocnéni. Bylo prokazano, ze je mozné ji
vyuzit pii 1é€bé sarkomi, nddord mékkych tkani. Pfedev$im se jednd o rakovinu kostni
drené, plic nebo cév. V dnesni dob¢ se cisplatina pouziva k 1é€bé nadort varlat, vajec¢nik,
plic, hlavy, krku, mocového meéchyie. Lécba pomoci cisplatiny probihd podavanim
nitrozilnich injekei jednou za 3 az 4 tydny. Tato davka obvykle nepiekracuje 100 mg - m™2
a je podavana v podobé& vodného roztoku obsahujiciho cisplatinu (1 mg - ml™1), chlorid

sodny (9 mg - ml™1), kyselinu chlorovodikovou a hydroxid sodny pro upravu roztoku na

pH=4 [21].

PrestoZe se cisplatina osvédcila jako protinddorové 1é¢ivo, jeji pouZziti spolu nese pomérné
velké mnozstvi omezeni a rizik. Mezi vedlejs$i efekty podéani cisplatiny patii zdvazné
problémy s ledvinami, alergické reakce, poruSeni nervovych drah v mise, snizeni imunity,
gastrointestinalni poruchy, krvaceni a ztrata sluchu[20]. Dal§im problémem je vytvofeni

rezistivity nddorovych bunék pii ¢astém nebo dlouhodobém podévani 1éku.

Rakovina plic patii mezi necastéj$i typy malignich rakovinnych onemocnéni lé¢enych
cisplatinou. Lze ji rozdé&lit na dva typy podle velikosti rakovinnych bunék v nddorech. SCLS
(small cell lung cancers) je rakovina plic malych bunék. NejcastéjSim faktorem pro jeji vznik
je koufeni a zastupuje témét 15 % z celkového poctu veskerych rakovinnych onemocnéni.
Pii pouziti cisplatiny jako 1é¢iva je nejvEétsim problémem vysoka zatéZ ledvin a mezi vedlejsi
ucinky proto Casto patii nevolnost a zvraceni. Druhym typem je NSCLS (non-small-cell lung
cancer), ktery zahrnuje vSechny typy rakoviny tkané plic kromé SCLS. Cisplatina je zde
pouzivéana pro pooperacni terapie ve 2. a 3. stadiu. Pétileta klinicka studie potvrdila pfiznivy
vliv pouZzivani cisplatiny pii téchto pooperacnich terapiich, jelikoZ doslo ke zvySeni poctu

vylécenych pacientd o 5,3 %[22].

Dal$im rakovinnym onemocnénim, kde se vyuziva cisplatina, je rakovina vajecniki, u které
je nejvetsim problémem odhaleni nemoci v brzkych stadiich, protoze jeji symptomy nejsou
dostateén¢ specifické pro jeji odhaleni. Lécba se proto Casto skldda z chirurgického
odstranéni nadoru a chemoterapie pomoci kombinace cisplatiny a taxanu. A¢ byva prvni
1éba UcCinnd, tak u 75 % pacient dochazi k opakovanému ndvratu rakoviny, kterd si

postupné buduje odolnost vici cisplating a pacienti podlehnou nemoci[20].
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Tyto problémy vedly ke snaze kombinovat cisplatinu s jinymi léky béhem terapie nebo
dokonce k vytvoreni novych komplexti na bazi platiny, jejichz chemické struktury jsou
uvedeny na Obrazku 4. Druhé platinové cytostatikum uznané FDA v roce 2003 byla
karboplatina. Jeji struktura je velmi podobna cisplating, ale dva chloridové ligandy jsou

nahrazeny bidentalnim dikarboxylatem[23].

Bylo prokazano, ze mechanismus u¢inku karboplatiny je prakticky stejny jako u cisplatiny,
ale rozdil je v kinetice této reakce. Karboplatina mé nizsi reaktivitu a jeji komplexy
s proteiny nejsou tak rychle vylucovany z téla, coz zajiStuje az desetindsobné delsi dobu
ucinku. Diky tomu jsou i vedlejsi ucinky karboplatiny mensi, a to véetné nefrotoxicity, coz
je jeji hlavni vyhoda proti cisplating. To ovSem zarovei souvisi i s jeji efektivitou, ktera je
mensi nez u cisplatiny, a je tedy nutno podédvat vyssi davky, ptiblizné 4:1 v porovnani

s cisplatinou[20].

O rok pozdé¢ji byla schvéalena oxaliplatina. Studie prokéazala, ze oxaliplatina je mén¢ toxicka
nez cisplatina a jeji terapie je pacienty Iépe tolerovana. Diky rozdilnému mechanismu reakce
je uéinna i u jinych typii rakoviny nez cisplatina a karboplatina. Dalsi velkou vyhodou je, ze

u ni nebyl potvrzen vznik postupné ziskané rezistivity[24].

Dalsim cytostatikem je napfiklad nedaplatina, kterda mé& podobnou strukturu jako
karboplatina a sdili i nékteré jeji vlastnosti. Jeji pouzivani je omezeno pievazné na Japonsko,
protoze dodnes nebyla uznand FDA. Poslednim ptikladem platinovych cytostatik je
phenanthriplatina, kterd diky své struktuife dokaZe 1épe pronikat do rakovinnych bunék a

interagovat s DNA a kterd mé na rozdil od ostatnich vyrazné odlisny mechanismus ucinku.
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Obrazek 4 — Chemickeé struktury platinovych cytostatik: A — karboplatina, B — oxaliplatina,
C —nedaplatina, D — phenanthriplatina

2.2 Mechanismus ucinku cisplatiny a vznik rezistivity

Pro dosazeni 1é¢ebného t¢inku musi nejprve cisplatina piekonat plasmatickou membranu
buiiky. Bylo prokazano, ze k ptenosu platinovych sloucenin slouzi né€kolik nosict, jako jsou
ATPéazy (MRPs, ATP7A/B) a nosice rozpustnych latek (CTR1, AQP9). Pfijem cisplatiny do
buiiky je fizen proteinem CTR1. To bylo potvrzeno 1 ve studii, kdy se cisplatina akumulovala
v buiikach se zvySenym poctem tohoto proteinu[20]. Pfenos cisplatiny je podpofen také
gradientem pH. Extracelularni pH zdravé tkan¢ je 7.3—7.4, zatimco u rakovinné tkané se pH
pohybuje mezi 6.2-6.9. Hodnoty intracelularniho pH pro zdravé bunky jsou uvedeny
v rozmezi 6.99 az 7.05, zatimco pro rakovinné buiiky to je 7.12 az 7.70[25]. Takto obraceny

pH gradient je ideélni pro cisplatinu, ktera se chova jako slaba kyselina.
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Obrazek 5 — Schéma mechanismu cisplatiny po vstupu do buriky a nédsledné vytvoreni
aduktu na dvouSroubovici DNA[19]

N
/
t
G

Po prostupu cisplatiny membranou dochazi chemické reakcei, kdy jsou chloridové ligandy
nahrazeny molekulami vody. Reakce probihé diky snizené koncentraci chloridovych iontt
v cytoplazmé. Kladné nabity hydratovany komplex je schopen reagovat s nukleofilnimi
misty, jako jsou sulthydrylové skupiny na proteinech nebo donorové atomy dusiku na DNA
a RNA. Takto se cisplatina vaze na N7 guaninu a adeninu a dojde k vytvofeni
monofunkcniho aduktu. Cisplatina mé vSak dvé reak¢ni mista a diky tomu je schopnd se
navazat na dalSim mist¢ a vznik4 bifunkéni adukt, jak je vidét na obrazku 5. Ten se mize
vytvaret na jednom fetézci (IAC — intrastrand), anebo mezi dvéma fetézci (IEC —
interstrand). Nejc€astéjSim typem je vytvoreni aduktu mezi dvéma sousedicimi guaniny (1,2
— GG TAQ). K jeho vytvoreni dochéazi v 65 % vSech ptipadi. Druhé nejcastéjsi miistky se
vytvareji mezi sousedicim adeninem a guaninem (1,2 — GA TAC) v 25 %. Mustek se mize

vytvofit 1 mezi guaniny, které jsou oddéleny jednou bazi (1,3 — GG IAC) s moznosti
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5-10 %. Nejméné casté jsou mistky vytvorené mezi komplementdrnimi fetézci[26].
Vsechny adukty uvedené na obrazku 6 jsou schopny zabranit bufice v jejim dal$im déleni a

zpusobit apoptickou smrt bunky.
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Obrazek 6 — Znazornéni riznych druht platinovych aduktii na DNA. A - 1,2 - GG IAC,
B-1,2-GAIAC,C-1,3-GGIAC, D -IEC, E — monofunk¢ni adukt [26]

Dal3i mechanismus bun&cné smrti tumorovych bunék souvisi se zvySenim oxida¢niho stresu
v buiice. Ten je zplsoben zvysenym poctem ROS (reaktivni formy kysliku) v butice. Ve
zdravych bunkdch dochazi k tvorbé ROS v mitochondriich béhem Krebsova cyklu a
oxidativni fosforylace. Buiika odbouravéa vznikajici ROS pomoci antioxidaénich enzymu
(superoxiddismutaza, mitochondridlni Mn-SOD a cytosolovd Cu, Zn-SOD) a
neenzymatickych antioxidanti (vitamin C, vitamin E, karotenoidy, thiolové

antioxidanty)[27].
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U tumorovych buné¢k byla prokazana vyssi tvorba ROS z diivodu poskozeni mitochondrie a
jeji aktivity. Z tohoto divodu dochazi v rakovinnych buiikkach k pfeméné bunééného
metabolismu na glykolyzu a omezeni funkce mitochondrii. Tento fenomén se nazyva
Warburgliv efekt[25] a ma za nasledek mirné snizeni koncentrace ROS a tedy oxida¢niho
stresu. Cisplatina vyvolava v buiice zvySenou tvorbu ROS, ktera souvisi s okyselenim
mitochondrie a cytosolu a také snizenim schopnosti buiky ménit sviij metabolicky stav. Je
znamo, ze okyseleni cytosolu zabranuje prubéhu glykolyzy a podporuje oxidativni
(mitochondridlni DNA) a vytvari zde podobné adukty jako u jaderné DNA. Oproti jadru
nema mitochondrie opravné mechanismy, které by adukty odstranily. Takovéto poskozeni
mitochondrie zpomaluje rist naddord. Vysledkem téchto zmén zpiisobenych piitomnosti

cisplatiny je zvySeni oxida¢niho stresu na uroven, kterd vede k bunécné smrti bunky[20].

Velkym problémem cisplatiny ale stale ziistava resistence nadorovych bun€k na jeji i€inky.
Tato resistence mize byt rozdélena do n¢kolika druhti v zavislosti na ¢asti mechanismu

ucinku cisplatiny, ktery narusuje.

Prvnim typem je resistence zpiisobend inaktivaci transportnich mechanismii cisplatiny pro
vstup do bunky anebo redukce jejich aktivovanych komplext pomoci bunéénych proteini.
Dulezitym transportérem cisplatiny pfes bunéénou membranu je nosi¢ medi (High affinity
copper uptake protein 1 - CTR1), jehoZ koncentrace je velmi proménliva v zévislosti na typu
bunék. Bylo také potvrzeno, Ze interakce cisplatiny s buiikou vyvolavaji rychlou degradaci
tohoto nosice. Rezistivitu builky na cisplatinu zvySuje také pfitomnost membranového
proteinu TMEM20, jehoZ G¢inky byly potvrzeny u bunék jater, slinivky a nadledvinek[20].
Hydratovany komplex cisplatiny se také ochotné¢ vaze na nukleofilni proteiny.
se miZe vdzat na methionin, metalothioneiny a dalSi proteiny s vysokych obsahem
cysteinovych skupin. GHS v bufice zastupuje funkci antioxidantu, takze jeho G¢inky snizuji

hlavné toxicitu cisplatiny viici jaderné DNA[28].

Druhy typ resistence je oprava aduktli vytvofenych na jaderné DNA, nebo schopnost tyto
chyby naprosto ignorovat. Pfevadznou vétSinu oprav cisplatinovych 1ézi DNA provadi systém
opravy nukleotidové excize (NER). Déle maji buiky mismatch repair systém (MMR), ten
slouzi predev§im k odhaleni 1¢zi na DNA, ale vétSinou je neni schopen je sam opravit.

Klasicky by tedy tento systém odhalil chybu, pokusil se ji opravit, neuspél a vyslal signél
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pro apoptickou smrt buniky. Studie ale prokazaly, ze v rakovinnych bunkdch dochazi

k mutaci nebo potlaceni vzniku ne€kterych proteinii tohoto systému[28].

Rezistivita miize byt také zplisobena zménami a chybami vyvolanych mutaci
v signalizacnich drahach apoptické smrti. To samé plati i pro mechanismy provadéjici
apoptdézu. Mezi Casto pozméneéné geny souvisejici se signalizaci patii naptiklad TP53 a

DNp63a[28].
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3 NANOGELY

Termin nanogel (NanoGel) poprvé pouzil Alexander and Serguei ve své praci v roce 2008
pii popsani zesitovaného bifunkéniho systému z neiontového polymeru a polyiontu
vytvotfeného pro transport polynukleotidi. Nyni se tento pojem obecné pouziva pro vodni
disperze hydrogelnich nanocastic slozenych z fyzikalné nebo chemicky zesitovanych
hydrofilnich polymert, jejichZ rozméry jsou mensi nez 200 nm[29]. Pievazné se jedna o
kulovité Castice, jejichz vlastnosti jsou obdobné jako vlastnosti hydrogelt, jako je vysoka
biokompatabilita, tvarova pfizpiisobivost a schopnost udrzet velké mnozstvi vody, aniz by
doslo k rozpadu nebo degeneraci jejich struktury [30]. Dalsi vlastnosti nanogeli pfipominaji
ty, které jsou pfipisované nanocasticim, jako je velky mérny povrch, dobra prostupnost do
tkani pfes receptory, kapilary i biologické membrany a zvySeny €as vymény v krevnim

feCisti, coz snizuje $anci na pohlceni makrofagy [31].

Nanogely mohou byt pfipraveny z velkého mnozstvi pfirodnich polymert, syntetickych
polymerti nebo jejich kombinaci. Diky tomu je pomérné snadné modifikovat jejich vlastnosti
zménou chemické struktury polymert, ze kterych jsou slozeny. Je moZné ovlivnit naboj,
velikost, tvrdost, odbouratelnost a amfipaticky charakter molekul. Tyto vlastnosti z nich
délaji idedlni nosice 1é¢iv nebo jinych latek. Do své struktury jsou schopny zaclenit rtizné
druhy 1é¢iv, fluorofory, peptidy, proteiny, nukleové kyseliny, a dokonce i anorganické
nanocastice (zlato, stiibro a oxidy Zeleza), jak je schematicky zndzornéno na obrazku 7.
Léciva jsou ve struktufe udrzovdna pomoci chemickych vazeb, iontovych interakci,
vodikovych mustki nebo pomoci hydrofobnich interakci. Vlastnosti nanogelti podporuji
cileni léCiva diky schopnostem reagovat na podnéty, m&kkosti, ¢i bobtnani a zajiStuji
ochranu zaclenéné latky pred degradaci a odstranénim ze systému. Dalsi cileni nanogeld

muze byt dosazeno navazanim chemickych struktur na polymerni fetézce[30].
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Obrazek 7 — Schéma struktury nanogelu a zaclenéné ucinné latky v ném[32]
3.1 Déleni nanogelii podle zptisobu pripravy

Nejjednoduseji mizeme nanogely rozdélit do dvou kategorii podle typu zesitovani.
Fyzikdln¢ zesitované nanogely jsou spojeny vazbami vznikajicimi pomoci fyzikalnich
procest, jako jsou krystalizace, elektrostatické interakce, asociace, Van der Waalsovy sily
nebo vodikové mistky. Vlastnosti nanogelu jsou zde siln€ zavislé na struktufe pouzitého
polymeru, iontové sile disperzniho média a mnozstvi pouzitého sitovaciho ¢inidla. Fyzikalni

zesitované nanogely obvykle vznikaji rychleji nez chemicky vazané[31].

Druhou kategorii jsou chemicky zesitované nanogely. Struktura téchto nanogelt je
vytvofena pomoci kovalentnich vazeb vznikajicich mezi polymerem a sitovadlem
(obrazek 8), nebo mlze dochéazet 1 k vazbé mezi jednotlivymi polymernimi fetézci. Tyto
vazby jsou daleko siln€jsi nez ty u fyzikalné zesitovanych polymert. Vlastnosti nanogelu

jsou ovlivnény typem chemické vazby a funkénimi skupinami pfitomnymi na polymerech.
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Obrézek 8 — Schéma chemického sitovani s pouzitim sitovadla z monomeru [31]
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Existuje nckolik ptistupli, jakymi je mozno pfipravit zesitované nanogely. Prvnim je
fotopolymerizace, kdy syntéza probiha za pouziti svétla. Pii pouziti této metody neni
zapottebi zadné sitovadlo nebo surfaktant a k iniciaci reakce monomerti se pouziva pouze
UV svétlo. Timto zplsobem je pfipravovan napiiklad nanogel z  N-isopropyl

akrylamidu[33].

Dals8i moznosti je emulzni polymerace, jejimz vysledkem je chemicky zesitovany nanogel.
Pro syntézu je zapotiebi monomer, organické rozpoustédlo, surfaktant, sitovaci ¢inidlo a
voda. Takto dojde k vytvoreni organické faze, ktera je néasledné ozarena a ociSténa pro
ziskani vysledného nanogelu. Tato metoda se vyuzivda pro pfipravu nanogeli z

polyakrylamidu, polyethyleniminu a polyvinyl alkoholu[33].

Tteti moznosti je fyzikalni samouspofadani interaktivnich polymerii (Physical self-assembly
of interactive polymers). Pouziva se ptfedevsim pro pfipravu nanogell obsahujicich proteiny,
protoze touto metodou je mozné obalit pomérné velké Castice. Ptiprava probiha ve vodnim
prostiedi, kde dochézi k akumulaci hydrofilnich polymert, které mezi sebou vytvaii
hydrofobni nebo elektrostatické interakce podporované vodikovymi mustky[34]. Byl takto

pfipraven naptiklad cholesterolem modifikovany pullulan enkapsulujici inzulin[35].

Velmi rozmanitym typem ptipravy nanogelll je chemické sitovani predem piipravenych
polymerti. Tyto typy reakce zpravidla probihaji ve vodnim prostfedi. Patifi sem
karboiimidovéa reakce (carbodiimide coupling reaction), ktera se pouziva pro ptipravu pH
senzitivnich chitosanovych nanogelli. Dalsi je Michaelova adi¢ni reakce (Michael addition
reaction), ktera spo&iva v modifikaci hydroxy skupin s pouzitim thiol&i nebo akrylatii. Casto
je pouzivana pro piipravu dextranovych nanogelti[31]. Posledni je polymerizace volnych
radikala (free-radical polymerization). Tato metoda se opét pouziva pro praci s dextranem.
Fotoinicializovana radikalovéa polymerizace byla napiiklad pouzita i pro vytvofeni lipidem

potahované biodegradovatelné nanogely[36].

Ptiprava nanogeli mize probihat také pomoci heterogenni polymerizace
kontrolovanych/zivych radikalti. Jedna se pomérné novou metodu uréenou pro syntézu
riznych biokonjugati, jako je polymer-protein nebo polymer-peptid. Patii sem radikalova
polymerace s pienosem atomi (ATRP), polymerace stabilnich volnych radikald a

polymerace reverzibilni fragmentace pfenosu fetézcti[33].
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3.2 Priklady nanogelii a jejich vyuziti

Nanogely jsou ptipravovany z polymert, které mizeme rozdé¢lit na piirodni a syntetické. U
prirodnich polymert se jedna o polysacharidy, proteiny a peptidy, jejichz hlavni vyhody jsou
jejich kompatibilita, stabilita a netoxicky charakter [31]. VétSina nanogelti z prirodnich
polymeri je pfipravena chemickym zesitovanim. Mezi dilezité polysacharidy pouzivané
pro piipravu nanogelll patii chitosan. Je mozné jej ziskat deacetylaci z chitinu nebo
z krunyit korysi, kde je pritomen ve velkém mnozstvi. Diky jeho hydrofilni a kationtové
povaze je schopen interagovat s negativné nabitymi ¢asticemi nebo molekulami. Spolu
s jeho vlastnosti pfilnout k povrchu sliznice to znéj d€la idealni material pro pfipravu
chytrého nosice 1éciv. Ve studii, kterou provadéla skupina Schmitt et al. [37] byl vyuzit
chitosan jako zdklad pro syntézu nanogelu pro pifenos fotosenzibilizatorii pro 1écbu
zanétlivych onemocnéni kloubd. Ve studii byly pouzity tii fotosenzibilizatory uréeny pro
selektivni transport do makrofagi (Tetra-fenyl-porfyrin-tetrasulfonat, Tetra-fenyl-chlorin-
tetra-karboxylovéa kyselina, Chlorin e6). Testy potvrdili, Ze po enkapsulaci lé¢iva nanogelem

doslo ke zvySeni retencniho Casu a také ke zvySeni Gi€innosti 1écby.

Dalsim ptikladem polysacharidu hojn¢ vyuzivaného pro pripravu hydrogelti a nanogela je
alginova kyselina. SpiSe zndma pod oznacenim alginat, jez zahrnuje vSechny jeji soli.
Kyselina alginova je slozena z a-L-glukuronové kyseliny a B-D-manuronové kyseliny, které
tvoii linearni fetézec. Jejimi dilezitymi vlastnostmi je vysokd rozpustnost ve vodé,
biokompatabilita a afinita ke gelovaténi za urcitych podminek. Diky jejimu anionovému
charakteru ochotné reaguje s vétSinou kationtovych ¢astic za vzniku hydrogeli. Nej€astéji
se tato reakce provadi s chloridem vapenatym. V&decka skupina Ahmad et al. [38] testovala
vlastnosti 1€kl tuberkuldzy po jejich encapsulaci v alginatovém nanogelu. Studie pracovala
se tfemi lécebnymi latkami (isoniazid, rifampicin a pyrazinamid). Efektivita enkapsulace
latek se pohybovala kolem 80 % a nasledné testy prokdzaly zvySeni ucinnosti 1éCiv.
Ptipravené nanogely byly schopny ucinnou latku uvoliiovat az po dobu 15 dni, coZ je velka

vyhoda oproti podévani ¢istého 1éCiva, které v systému zlistdva pouze po dobu jednoho dne.

Heparin je mukopolysacharid Siroce pouZivany pro sniZeni srazlivost krve. Jeho struktura je
sloZzena ze zbytkl uronové kyseliny a D-glukosaminu[39]. Struktura heparinu je zaroven
zavisla na zdroji piivodu. Klasicky je izolovan z prasecich stfev nebo kravskych plic.
Védecka skupina Park et al.[40] pracovala s kombinaci makrogelu vytvofeného z Zelatiny a
nanogelu z heparinu, ktery slouzil jako transport pro fibroblastovy ristovy faktor pro 1é¢bu

mocové inkontinence. Vysledky testti ukdzaly, Ze pfi pouziti heparinového nanogelu je
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rustovy faktor uvoliiovan po dobu az 28 dni. Zaroven pouzity makro/nanogel podporuje

regeneraci svalové tkdn¢ v oblasti mocové stény, coz vede k obnoveni jeji biologické funkce.

Ptikladem syntetickych polymerti pouzivanych pro pfipravu nanogelii je polyvinylalcohol,
znamy pod zkratkou PVA. PVA je pfipravovan radikdlovou polymerizaci vinylacetatu
nasledovanou jeho hydrolyzou, které se vytvareji hydroxylové skupiny schopné dalSich
reakci. Mezi jeho hlavni pfednosti patfi schopnost tvofit krystality, jeho mechanicka
odolnost a moznosti sitovani pomoci fyzikalnich i chemickych vazeb.[31] Pfikladem pouziti
PV A pro ptenos 1éCiv je studie provedena Li ef al[41], ktera se zabyvala piipravou nanocastic
pro pienos 1é¢iv na bazi proteinu. Ve studii byl pouzit hovézi sérovy albumin, ktery se
podarilo zachytit v PVA nanocasticich a zajistit tak jeho postupné uvoliovani az po dobu

30 h.

Casto pouzivanym syntetickym polymerem je poly-N-isopropylacrylamid oznadovany také
jako NIPA nebo PNIPAM. Jednd se o termoresponzivni polymer s LCST pfechodem pfi
teploté 32 °C v Cistém stavu. Kopolymerizaci s hydrofilnimi nebo hydrofobnimi polymery
je mozno tuto teplotu fidit[42]. Diky této vlastnosti je idedlnim polymer pro pifipravu smart
nanogelt pro pfenos 1éCiv s postupnym uvoliovanim. Kopolymer PNIPAMu a

polyethyleniminu byl vytvoten jako termoresponzivni nosi¢ DNA pro genové terapii.[43]

Nanogely byly ptipraveny také z polyvinylpyrrolidonu, zndmého také pod zkratkou PVP.
Jedna se o biokompatibilni polymer rozpustny v polarnich rozpoustédlech, jehoz vodny
roztok zachovava newtonovskou viskozitu. Védecka skupina Hassan et al.[44] pouZila PVP
spolu s kyselina akrylovou pro syntézu nanogelii pro postupné uvoliovani pilokaprinu
v podobé ocnich kapek. Studie prokazala, Ze pfipravené nanogely byly schopny zadrzet
témet 50 % polikaprinu po dobu 6 hodin. Reologické vlastnosti pfipravenych o¢nich kapek
méli nizkou viskozitu a pseudoplastické vlastnosti, které jsou vyhodné pro nosi¢ 1é€iv urceny

pro sliznici oka.

Nanogely je moZné pfipravit také z HA, ktera je pouzita i v této praci. Jeji vlastnosti jsou
podrobné popsany v Kapitole 1.2. Pfikladem nanogelii ptfipravenych z HA je studie
provedena skupinou Ohta et al. [45]. Nanogely byl pfipravovany z modifikované HA pro

pfenos cisplatiny, ktera slouzi jako protirakovinné 1éc¢ivo.
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3.3 Nanogely pro 1é¢bu rakoviny

Nanogely slouzici jako nosice latek ur¢enych k 1écbe rakoviny by mély spliiovat néktera
kritéria jako je biokompatabilita a biodegradabilita, schopnost cirkulovat po delsi dobu
v krevnim fecisti, postupné uvolilovat 1é¢ivo, byt schopné efektivné vazat velké mnozstvi
1é¢iva a ochranit jej pred reakci imunitniho systému. Dals§i velmi dilezitou vlastnosti
nanogelu je velikost jeho ¢astic, kterd by se méla pohybovat mezi 10 — 200 nm[46]. Takova
velikost totiz podporuje pasivni cileni nosi¢e léCiva. Tento jev se nazyva EPR efekt
(Enhanced Permeability and Retention efekt) a je zplisoben abnormalni strukturou nadorové
tkané, kterd vznikd beéhem jejiho rychlého rastu. Predevs§im se jedna o cévy, které¢ kvuli
urychlenému ristu postradaji vrstvu hladké svaloviny, a proto dochdzi k vytvafeni az 200
nm otvorll v jejich sténach. Témito otvory mohou poté snadnéji prostupovat Castice
s mensim polomérem. Diky tomu nakonec dojde ke zvySenému usazovani téchto Castic

v rakovinné tkani[47].
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4 2,3-DIKARBOXYHYALURONAN

2,3-Dikarboxyhyaluronan je funk¢ni derivat kyseliny hyaluronové. Zakladni disacharidova
jednotka kyseliny hyaluronové obsahuje jednu karboxylovou skupinu a to znamen4, ze na
nanogel pfipraveny z kyseliny hyaluronové je mozné navéazat jen relativné omezené
mnozstvi €inné latky. Tento problém je Casto feSen navdzanim liganda s vy$$im poctem
karboxylovych skupin[48], kdy byly pouzity chelatové ligandy (kyselina iminodioctova a
kyselina malonova). Dalsi moznosti modifikace HA pro ptipravu hydrogeli je jeji oxidace
na 2,3-dialdehyd hyaluronan. Takto pfipraveny dialdehyd je mozné znovu oxidovat za
vzniku 2,3-dikarboxyhyaluronanu, ktery ma tfi karboxylové skupiny v opakujicim se
dimeru. Touto modifikaci dochazi zachovani dilezitych vlastnosti HA a zaroven dojde ke
zvySeni schopnosti navazat cisplatinu do své struktury a vytvofit tak nanogel[49]. Pravé

tomuto derivatu se vénuji v této praci.

4.1 Resioselektivni oxidace HA

Regioselektivni oxidace polysacharidli na dikarboxypolysacharidy je dvoustupniova reakce,
podminéna ptitomnosti hydroxylovych skupin na sousednich uhlikovych atomech. Prvni
oxidace probihd na tomto vicinalnim diolu za pouziti jodistanu sodného (NalOs, tzv.
periodatu) nebo tetraacetatu olovnatého (Pb(OAc)4) . Pritbéh a vysledek této reakce jsou na

obrazku 9.

Obrazek 9 — Schéma primarni oxidace HA za pouziti jodistanu sodného. Vznika 2,3-
dialdehydhyaluronan



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

Béhem oxidace dochazi ke Stépeni vazby mezi témito vicinalnimi uhliky a vytvofeni
aldehydickych skupin. Pribéh této reakce je podminén orientaci hydroxylovych skupin
vicinalnich uhliku, a to ekvatorialni-ekvatorialni nebo axialni-ekvatorialni. Oxidaci
periodatem lze zastavit pfidanim ethylen glykolu, ktery prednostné reaguje se zbytkovym

Einidlem[49].

Pro ptipravu 2,3-dikarboxyhyaluronanu (DCH) je nutné provést sekundérni oxidaci pomoci
chloritanu sodného, ktery reaguje s aldehydickymi skupinami a dochézi k vytvoreni
karboxylovych skupin. Reakce je zastavena hydroxidem sodnym a dochazi tak k vytvoreni

sodné soli. Prub¢h této reakce je znazornén na obrazku 10.
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Obrazek 10 — Schéma sekundarni oxidace za pouZiti chloritanu sodného. Vznika 2,3-
dikarboxyhyaluronan.

Studie provedend Miinster et al.[50] prokdzala moznost fidit hmotnostni stied molarnich
hmotnosti (My) u polysacharidi v pritbéhu selektivni oxidace. Pokud je pred sekundarni
oxidaci do reakce pfidana kyselina amidosulfonova (H3NSOs3), dojde k sulfonaci
indukovanému $tépeni fetézce. Stépeni probiha pies aldehydické skupiny, na které se navaze
skupina -SOsH. V takové pozici je -SO3H schopna u¢inné protonovat kyslik glykosidické
vazby a zapocit kyselou hydrolyzu. Rozsah protonace je mozné ovlivnit pomoci mnozstvi
pfidané kyseliny amidosulfonové nebo casem této reakce. Diky tomu je mozZné fidit My
pfipravované¢ho dikarboxyhyaluronanu. Touto metodou je mozné také docilit sniZeni
polydisperzity pfipravované latky, coz je vyhoda pfi syntéze nanogell uréenych pro 1écbu
rakoviny[50]. Této metody bylo vyuZito také v této praci pro piipravu ¢astic nanogelii na

bazi dikarboxyhyaluronanu (DCH).
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4.2 Syntéza nanogelu DCH

Pro vytvofeni nanogelu z dikarboxyhyaluronanu je nutné zesitovat jeho polymerni fetézec.
V této praci ma piipraveny nanogel slouzit jako nosic¢ protirakovinného 1éCiva cisplatiny,
pro pienos cisplatiny[51] bylo zjisténo, ze velka ¢ast cisplatiny je na nanogelu navazana
pouze fyzikalné a to mélo negativni dopad na kinetiku jejiho uvolnovani. U cisplatiny je
mozné zvysit jeji reaktivitu pomoci dusi¢nanu stiibrného. Po jeho reakci s cisplatinou dojde
k vytvoreni dusi¢nan diaqua diamino platnatého komplexu, ktery je reaktivni a vaze se na
karboxylové skupiny DCH a ktery byl pouzit v této praci pii syntéze nanogelli. Navazani
cisplatiny miize probihat vice zplisoby v zéavislosti na mnoZstvi a pozici funkénich
karboxylovych skupin v jednotce polysacharidu. Dikarboxyhyaluronan totiz obsahuje tii
karboxylového skupiny, které mohou reagovat s cisplatinou. Karboxylova skupina v poloze
6 je osamocend a monodentatné navdzana cisplatina mize slouzit pro vytvoreni vazby
s dal$im fetézcem a sitovat tak nanogel. Skupiny v poloze 2 a 3 jsou v idealni vzdalenosti
pro bidentatni vazani cisplatiny (chelataci), jak je vidét na obrazku 11. Tato metoda vazani
je uptfednostiovana, ale i na téchto karboxylovych skupinach mize za predpokladu nadbytku

cisplatiny dochazet k vytvoreni pouze jedné vazby a k tvorb¢ sitovani s dal$im fetézcem.
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Obrazek 11 — schéma reakce dikarboxyhyaluronanu s dusi¢nan diaqua diamino platnatym
komplexem. A dva pravdépodobné vysledky této reakce.
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5 POUZITE METODY

Nanogely pfipravené v této praci maji slouzit jako nosi¢ 1éCiv proti rakoviné a mély by
splnovat pozadovana kritéria. Hlavnim sledovanou vlastnosti byla velikost ¢astic nanogelu,
ktera byla zjistovana metodou DLS (Dynamic Light Scattering). Jako dalsi byla hodnocena
stabilita nanogelu ve vodném prostfedi pomoci méfeni zeta potencidlu. Posledni métenou
vlastnosti byla uvoliovani 1é¢iva z nosice, které bylo vyhodnoceno pomoci XRF (X-ray

fluorescence) spektroskopie.

5.1 Dynamic light scattering

Metoda DLS slouzi k ur€eni velikosti ¢astic koloidniho roztoku. Samotnd metoda je
zalozena na rozptylu svétla dopadajiciho na castice. Pro tento ucel slouzi laser, ktery
prochdzi skrz koloidni roztok. Dopadajici svétlo je rozptyleno na zakladé velikosti Castice.
Pokud je c¢astice mensi nez desetina vlnové délky dopadajiciho svétla, dochéazi k tzv.
elastickému rozptylu, kdy rozptylené a dopadajici svétlo ma stejnou energii a neni zavislé
na thlu dopadu. Takovyto rozptyl svétla se nazyva Rayleightv rozptyl. Pokud je ovSem
pramer Castice vétsi nez desetina vinové délky, dochézi k neelastickému rozptylu a energie
rozptyleného paprsku zacne byt zavisla na uhlu dopadu a neni jiz totoZzna s energii
dopadajiciho paprsku. V takovém ptipadée se jedna o Mietv rozptyl[52].

Zetasizer Nano vyuzZiva této metody pii méfeni vzorkid a diky matematickym tUpravam je
daty jsou primérna velikost ¢astic zastoupenych v roztoku vyjadiena jako hydrodynamicky
primér (Rn) a index polydisperzity (PDI). Termin polydisperze popisuje stejnorodost
rozloZeni velikosti ¢astic ve vzorku. Vysoce monodisperzni distribuce ¢astice je u vzorkl
s hodnotou PDI mensi neZ 0,05. U nanonocastic uréenych pro pienos latek by hodnota PDI
méla byt pod 0,3. Nad touto hodnotou je totiz mozné, Ze jednotlivé ¢astice budou mit ptilis

rozdilné vlastnosti. Hodnota 0,7 oznacuje velkou distribuci velikosti ¢astic ve vzorku[53].

5.2 Zeta potencial

Dalsi dilezitou vlastnosti nanogell je stabilita jejich ¢astic v koloidnim roztoku, kterou je
mozné hodnotit podle zeta potencidlu. Zeta potencial nebo také elektrokineticky potencial je
rozdil potencidlu mezi elektrickou dvojvrstvou a prosttedim, které ji obklopuje. Podle jeho
hodnoty je poté mozno urcit elektrostatickou stabilitu koloidniho roztoku. Hodnoty zeta

potencidlu mohou byt kladné i zdporné, a proto je nejlepsi uvazovat o jeho absolutni hodnotg,
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pokud mluvime o stabilité roztoku. Absolutni hodnota zeta potencialu mensi nez 10mV
oznacuje vysoce elektrostaticky nestabilni systém, 10 az 20mV je poté pomémné stabilni
systém, 20 az 30mV je mirn¢ stabilni systém a hodnoty vys$si nez 30mV oznacuji vysoce
stabilni systém[52]. Samotnd hodnota zeta potencidlu je urCena z pohyblivosti Castic.
Zetasizer nano, ktery byl pouzit v této studii, pouziva k méfeni elektroforetické pohyblivosti
laserovy paprsek. Ten je rozdé€len na dva paprsky, z nichz jeden prostupuje vzorkem a druhy
slouzi jako referencni. Z rozdilu frekvencich paprski (Dopplerova posunu) je poté mozné

spocitat pohyblivost ¢astic[54].

5.3 X-ray fluorescen¢ni spektroskopie

Pomoci metody XRF je mozné urcit procentudlni zastoupeni prvku ve vzorku. Z této
hodnoty je poté mozno urcit efektivni vazani latky v nosi¢i a jeji postupné uvolovani.
Metoda je zalozena na ozafeni vzorku rentgenovym zafenim, které zplsobi excitaci
elektront z core orbitalti (hluboké orbitaly). Tato excitace zapfiCini vyzareni kvanta energie
ve form¢ fotonu. Kazdy atom vyzatuje specifické kvantum energie a diky tomu je mozné

urcit latkové slozeni vzorku. Metoda XRF se da pouzivat ke kvalitativni, ale 1 kvantitativni

analyze vzorku.

5.4 Infracervena spektrometrie

Jedné se o nedestruktivni metodu poskytujici informace o slozeni vzorku. Metoda spociva
v ozafeni vzorku infraCervenym zafenim a naslednym méfenim vibra¢nich energii fotonti po
interakci se vzorkem. Namétené hodnoty souvisi s molekulovou geometrii, hmotnosti jader

a pevnosti chemickych vazeb[55].
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6 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo syntetizovat vhodné nanogely z derivatu kyseliny
hyaluronové urcené k pfenosu ucinné latky cisplatiny do rakovinné tkané. Cisplatina v této
praci slouzi nejen jako 1écivo, ale také jako sitovadlo pfipravenych nanogelii. Prace se
zabyva upravou HA pomoci regioselektivni oxidace za vzniku dikarboxyhyaluronanu
(DCH) o raznych molarnich hmotnostech. Déle se zabyva modifikaci podminek reakce CP
a DCH a jejich vlivu na vlastnosti vzniklych nanogeli. Mezi sledované parametry patii
teplota reakce, molarni pomér mezi DCH a CP, pH roztoku bé¢hem reakce a objem reakce.
U pripravenych nanogelt byl sledovan hydrodynamicky pramér (Ry) a zeta potencial pomoci
Zetasizer Nano. Vzorky s vhodnymi vlastnostmi byly poté charakterizovany pomoci XRF a
u vzorku s nejvhodnéj$imi vlastnostmi pro pienos léCiva byla provedena uvoliiovaci

zkouska.
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II. PRAKTICKA CAST
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7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Materialy a metody

V této praci bylo pracovéano s kyselinou hyaluronovou (Contipro) s My 500-750, 50-90 a 8-
15 kDa. Mezi latky pouzité pii primarni oxidaci patiil jodistan sodny (NalO4) a ethylen
glykol (istota p.a., Penta, Ceska republika). Sekundarni oxidace AHA probihala s pouzitim
chloritanu sodného (NaClO2, 80 %), kyseliny octové (CH3COOH, >99.8), octanu sodného
trihydratu (CH;COONa-3H,0; p.a.; Penta, Ceské republika) a hydroxidu sodného (NaOH,
> 98 %) (Lachner, Czech Republic). Pro test uvoliiovani cisplatiny z nanogelu byl pouZit
fosfatem pufrovany solny roztok (PBS — Phosphate-buffered saline, pH 7,4, Invitrogen,
USA). Dalsimi chemikaliemi pouzitymi v pribéhu charakterizace vzork byly dusi¢nan
sodny (NaNQO3, 99.8 %) (Lachner, Czech Republic) a dodekahydrat dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (Na;HPO4-12H>0, 99.6 %) (VWR, Czech Republic). Pro experiment byla vyuzita
demineralizovana voda (0,1 puS). Na dialyzu produkti byly pouzity dialyza¢ni membrany
schopné zachytit latky o molarni hmotnosti (MWCO - molecular weight cut-off) 10 kDa a
3,5 kDa (Sigma Aldrich Co.) Mw ptipravenych DCH byla stanovena pomoci metody GPC,
ktera 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 x 13 um, teplota 30 °C) a mobilni fazi slozenou z 0,1 M
NaNO3 a vodného roztoku 0,05 M Na;HPOy - 12 H2O. Pro charakterizaci sloZeni pfipravené
cisplatiny a DCH byla vyuzita metoda infracervené spektroskopie. Pro méfeni byl pouzit
spektrometr Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, USA) vybaveny diamantovym
krystalem. M¢feni se provadélo metodou ATR (Attenuated total reflectance — zeslabena
plné reflektance) v rozmezi vinové délky 4000-700 cm™ (rozliseni 4 cm-', 64 skeni s
potlac¢enim vlivii atmosférického vzduchu). Méteni zeta potencidlu a Ry bylo provedeno na
ptistroji Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK) pomoci metody DLS (Dynamic
light scattering - Dynamicky rozptyl svétla) a Smoluchowského modelu. Métené vzorky
byly rozpustény ve vod¢ na koncentraci 0,1 mg/ml pii teploté 25 °C v kapilarni kyveté
DTS1070. MnoZstvi navazané cisplatiny bylo stanoveno rentgenovou fluorescenci (XRF)
pomoci Quant’X 30 EDXRF analyzatoru (Thermo Scientific, USA). Pouzité kalibracni

standardy byly pfipraveny rozpuSténim znamého mnozstvi cisplatiny v PBS 7.,4.
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7.2 Priprava DCH

Primérni oxidace HA byla provedena pomoci NalO4. Hmotnostni pomér NalOsa HA 1,65:1

byl ptevzat z predchozich studii[56]. HA o hmotnosti 1 g byla rozpusténa v 50 ml vody za
laboratorni teploty po dobu 24 h. Po rozpusténi HA bylo piipraveno oxida¢ni ¢inidlo v
podob¢ 1,65 g periodatu, ktery byl rozpustén v 50 ml vody pfi teploté¢ 30 °C po dobu 30
minut bez ptistupu svétla. Oba roztoky byly smichany v 100 ml reak¢ni 1dhvi, kterd byla
ponoiena do vodni lazn¢€ a umisténa do digestoie se zamezenym piistupem svétla. Vodni
lazen byla zahtata na teplotu 30 °C. Do vodni l4zn€ i reak¢ni lahve byla umisténa magneticka
michadla a reakce takto probihala po dobu 24 hodin. Zastaveni reakce probéhlo pfidanim
nadbytku ethylenglykolu vii¢i moldrnimu mnozstvi periodatu. Produkt byl nasledné
pfeveden do dialyzacni membrany s MWCO (,,Molecular-weight cut-off) = 14 kDa
(membrana schopna zadrzet latky o molarni hmotnosti vyssi nez 14 kDa) a byl dialyzovan
v roztoku NacCl (0,01 M) po dobu 2 dnd. Prvni tfi hodiny byla voda ménéna kazdou hodinu
a poté jednou za 12 hodin. Tento postup probihal stejné¢ u vSech tfi HA s riznymi
molekulovymi hmotnostmi. Po dialyze byl produkt lyofilizovan a vysledkem byly tii
produkty slozené z dialdehydhyaluronanu (AHA) o riznych M.

Sekundérni oxidace byla provedena u vsech tfi vzorki AHA o rizné My. Nejprve byl
pfipraven pufr zkyseliny octové (0,055 M) a trihydratu octanu sodné¢ho (0,045 M)
rozpusténych ve vodé. 1 gram vzorku byl poté rozpu§tén v 185 ml pufru a pfipraveny roztok
byl michan pomoci magnetického michadla za absence svétla po dobu 1 hodiny. Poté bylo
do roztoku ptiddno 15 ml NaClO; (0,12 g/ml) a vysledny roztok tak mél 200 ml. Reakce pak
dale probihala za stalého michani a absence svétla jesté po dobu 24 hodin. Navazka NaClO:
byla vypocitana tak, aby molarni pomér aldehydickych skupin v AHA a NaClO; byl 1:4. Pii
tomto vypoctu se pocitalo se 100 % konverzi na aldehydické skupiny béhem primarni
oxidace. VSechny sekundarni oxidace byly zastaveny upravou pH roztoku na 8 pomoci
nekolika kapek 5 M NaOH. Stejné jako u primarni oxidace byl vzorky dialyzovany po dobu
dvou dni v roztoku NaCl (0,01 M) a nésledné lyofilizovany. Vysledkem sekundarni oxidace
byla sodna stil dikarboxyhyaluronanu (DCH) o tfech raznych My,. Charakterizace vzorkl
probéhla pomoci metody GPC pro zjisténi jejich My a infraervené spektroskopie pro
ovéteni UspéSnosti provedené oxidace. Vzorky jsou dale oznaCovany pod zkratkou DCHI,
DCH2 a DCH3. U vzorku DCH1 byl naméfen hmotnostni stted molarnich hmotnosti My, =
52 kDa, index polydisperzity 2,09 a jeho IR spektrum je na obrazku 12. Pro vzorek DCH2

byl naméfen hmotnostni stted molarnich hmotnosti My, = 37 kDa, index polydisperzity 1,93
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a jeho IR spektrum je na obrazku 13. Vzorek DCH3 mél hmotnostni stfed molarnich

hmotnosti My = 21 kDa, index polydisperzity 1,69 a jeho IR spektrum je na obrazku 14. U

viech spekter je vidét silny signal u 1600 cm™' naznacujici pfitomnost karboxylovych skupin.
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Obrazek 14 - Infracervené spektrum vzorku DCH3
7.3 Priprava nanogeli

Ptiprava nanogelll v této praci spocivala v sitovani DCH pomoci aktivované cisplatiny
(ACP). Jako prvni bylo nutné zvolit vhodny pomér cisplatiny a DCH. U tohoto vypoctu se
vychazelo ze zjisténi uc¢inénych skupinou Munster et al.[56], ktera se ditkladné zabyvala
selektivni oxidaci hyaluronanu. Pii syntéze byl nakonec pouZity 3 hmotnostni poméry DCH
a ACP. Pti1 stoprocentnim vyuZiti vSech vzniklych karboxylovych skupin DCH pro navazani
ACP byl hmotnostni pomér uréen na 5 : 4,75 (DCH : ACP). Jako dalsi byl testovan
hmotnostni pomér 5 : 3,5, kdy je pfi syntéze nadbytek karboxylovych skupin. Tieti
hmotnostni pomér pouZity pii syntéze byl 5 : 6, pfi kterém bylo mnoZstvi ACP v nadbytku.

Jak bylo zjisténo v ptedchozi praci s dextranem[51], tak pii pfimém pouzZiti cisplatiny pii
syntéze Casto dochazelo k fyzikalnimu sitovani misto vytvofeni chemické vazby. Proto byla
v této praci cisplatina ptred reakci ,aktivovana“ za vzniku dusi¢nan diammin diaqua
platnatého komplexu. Aktivace probé&hla rozpusténim cisplatiny ve vodé po dobu ptl hodiny
a naslednym ptidanim dusi¢nanu sttibrného, ktery s ciplatinou reagoval ptes noc za stalého

michani pti 55°C. Aktivace cisplatiny je popsana rovnici 1.

(NH3)2Pt Cl» +2AgNO3 +2H20 — [(NH3)2Pt(H20)2](NO3)2 + 2AgCI(s) Rov. 1
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Po reakci zistava v roztoku srazenina AgCl a nezreagované AgNOs;. To je odstranéno
ptidavkem malého mnozstvi NaCl a naslednou filtraci AgCl ptes filtry s porozitou 200 nm
(0,2 um). Takto ptipraveny komplex snadnéji reaguje s karboxylovymi skupinami a

zajist'uje vyssi pravdépodobnost vytvoieni chemické vazby.

Samotna piiprava nanogelii poté probihala smichdnim pfedem rozpusténého DCH (2,5
mg-ml!) a pfipraveného roztoku ACP (1 mg-ml!). Roztoky byl smichany podle pfedem
vypocitanych hmotnostnich pomérii a podle potfeby doplnény vodou na zvoleny objem. U
vzorkl bylo sledovano nékolik podminek reakce, podle kterych byly také pojmenovany.
Zkratka vzorku se skladala z pismen NH, coz znamena, ze nanogel byl vytvoten z oxidované
HA. Pied NH je ¢islo od jedné do ti. Cislo jedna zastupuje vzorky, u kterych bylo pouZito
DCH1 Cislo dva zastupuje vzorky pfipravené z DCH2 a &islo 3 vzorku z DCH3. Cislo za
jedna. Cislo dva zastupuje pomér 5 : 4,75. A nejvyssi pomér 5 : 6 je zastoupen &islem 3.
Dale byl sledovan vliv objemu rekce na velikost vzniklych ¢astic. Reakce, které probihaly
v objemu 10 ml byly vybrany jako zakladni a zkratka jejich vzorku neobsahuje nadbyte¢né
symboly. Druhou moznosti byly reakce, které probihaly v objemu 45 ml a nézev vzorku
obsahuje za pomlckou pismeno V z anglického volume. Jako dalsi byla testovana teplota
reakce. Prvni byla pouzita teplota 60 °C a vzorky byly oznaceny pismeny TL z anglického
Temperature - Low. Druha testovana teplota byla 90 °C a vzorky, které takto byly pfipraveny
byly oznaceny pismeny TH (Temperature High).

Posledni zména podminek spocivala v ipravé pH pfipravené ACP na hodnotu 7. Klasicky
mél roztok ptipravené totiz ACP pH kolem 4 coz muZe vést k protonaci karboxylovych
skupin DCH a tim sniZeni efektivity reakce. VSechny vzorky byly zahtivany v olejové lazni
po dobu jedné hodiny. Po uplynuti této doby byly vzorky zchlazeny a pievedeny do
destila¢nich membran s MWCO = 3,5 a byl podrobeny dvouhodinové dialyze. Nakonec byly
vzorky vzdy lyofilizovany a charakterizovany. Primarné dochéazelo k méfeni Ry a zeta
vzorky dosahovaly vhodnych vlastnosti popsanych v kapitole 3.3, byly podrobeny
charakterizaci pomoci metody XRF, kterd vyhodnotila mnozstvi navazané cisplatiny a

efektivitu jejiho vazani. V tabulce 1 je vysvétleno znaceni vzorkil a podminky jejich

piipravy.
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Tabulka 1 - Tabulka znaceni vzorkl nanogeld s rozepsanymi podminkami reakce a materialu
ze které¢ho byly pfipraveny

Nazev vzorku doba reakce [h] |objem reakce [ml] |teplota reakce [°C] |hmotnostni pomér (DCH:ACP) |nastaveni pH ACP |M,, DCH [kDA]
INH1_TL 1 10 60 5,00:3,50 52
INH2_TL 1 10 60 5,00:4,75 52
INH3_TL 1 10 60 5,00:6,00 52
INH1_TLV 1 45 60 5,00:3,50 52
INH2_TLV 1 45 60 5,00:4,75 52
INH3_TLV 1 45 60 5,00:6,00 52
INH1_TH 1 10 90 5,00:3,50 52
INH2_TH 1 10 90 5,00:4,75 52
INH3_TH 1 10 90 5,00:6,00 52
INH1_THV 1 45 90 5,00:3,50 52
1INH2_THV 1 45 90 5,00:4,75 52
INH3_THV 1 45 90 5,00:6,00 52
2NH1_TL 1 10 60 5,00:3,50 37
2NH2_TL 1 10 60 5,00:4,75 37
2NH3_TL 1 10 60 5,00:6,00 37
2NH1_TLV 1 45 60 5,00:3,50 37
2NH2_TLV 1 45 60 5,00:4,75 37
2NH3_TLV 1 45 60 5,00:6,00 37
2NH1_TH 1 10 90 5,00:3,50 37
2NH2_TH 1 10 90 5,00:4,75 37
2NH3_TH 1 10 90 5,00:6,00 37
2NH1_THV 1 45 90 5,00:3,50 37
2NH2_THV 1 45 90 5,00:4,75 37
2NH3_THV 1 45 90 5,00:6,00 37
3NH1_TH 1 10 90 5,00:3,50 21
3NH2_TH 1 10 90 5,00:4,75 21
3NH3_TH 1 10 90 5,00:6,00 21
3NH1_THV 1 45 90 5,00:3,50 21
3NH2_THV 1 45 90 5,00:4,75 21
3NH3_THV 1 45 90 5,00:6,00 21
INH2_TH pH=7 1 10 90 5,00:4,75 ano 52
2NH2_TH pH=7 1 10 90 5,00:4,75 ano 37
3NH2_TH pH=7 1 10 90 5,00:4,75 ano 21
INH2_THV pH=7 1 45 90 5,00:4,75 ano 52
2NH2_THV pH=7 1 45 90 5,00:4,75 ano 37
3NH2_THV pH=7 1 45 90 5,00:4,75 ano 21
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Nanogely pripravené z DCH1

Prvni série vzorkt byla vytvotena syntézou vysokomolekularniho DCH1 (52kDa) a ACP. U
téchto vzorkl byl sledovan vliv teploty, objemu a hmotnostniho poméru DCH : ACP.
Ptiprava vzorkl probihala podle postupu popsaného v kapitole 7.3. Vzorky byly nasledn¢
charakterizovany pomoci metody DLS pro zjisténi hydrodynamického priméru cCastic
nanogelu a byl u nich zméfen zeta potencial. Na obrazku 12 je graf znazornujici primérné
hodnoty Ry jednotlivych vzorkl spolu s jejich standartnimi odchylkami. Tabulka 2 uvadi

¢iselné hodnoty Ry, PDI a zeta potencidlu jednotlivych vzorki.

ENH1 TL NH2_TL NH3_TL EmNH1 TLV NH2_TLV NH3_TLV
NH1_TH NH2_TH NH3_TH BNH1 THV NH2_THV NH3_THV

1600 I

Rh [nm]

INH3

Obrazek 15 — Graf primérné velikosti Ry vzorkd pfipravenych z DCHI1. Vzorky jsou
rozdeleny podle hmotnostniho poméru DCH1:ACP do tii skupin a jednotlivé barvy zastupuji
rizné objemy a teplotu pfi syntéze. Detailni podminky pfipravy jsou zapsany v tabulce 1.
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Tabulka 2 — Zprimérované hodnoty Ry, odchylky, PDI a zeta potencial naméfenych u vzorki
piipravenych z DCH1.

Nazev vzorku (R, [nm] odchylka [nm] [PDI Zeta potencial [mV] |odchylka [mV]

INH1_TL 771 222 0.92 -44.87 2.41
INH2_TL 593 35 0.55 -25.50 0.26
INH3 TL 1133 124 0.44 -22.27 0.12
INH1 TLV 770 204 0.57 -40.60 0.61
INH2_TLV 547 110 0.84 -27.03 1.96
INH3 TLV 436 91 0.60 12.77 0.21
INH1_TH 935 329 0.55 -40.80 1.65
INH2_TH 422 27 0.55 -26.93 1.00
INH3 TH 1576 120 0.85 -22.83 0.97
INH1 THV 939 87 0.86 -43.23 0.31
INH2_THV 535 180 0.56 -33.47 0.50
INH3 THV 496 58 0.52 26.33 7.41

Nanogely, nebo v tomto pifipad€ spiSe mikrogely ptipravené z DCHI mély vSechny piili§
velké primeéry castic, aby byly vhodné jako nosice 1éCiv. Jak je vidét v tabulce 2 Zadny
vzorek nemél ¢astice mensi nez 400 nm. U vétSiny vzorki je vidét, Ze pripravené systémy
mély velmi riiznorodé Castice, jak je vidét z hodnot PDI i vypocitanych odchylek. Z grafu
na obrazku 12 je mozné usoudit, Ze nejmensi Castice vznikaly pfi hmotnostnim poméru
5:4,75 (DCH:ACP). Ani teplota ani objem reakce u této série nevykazuji jasné trendy vlivu
na velikost ¢astic. NejlepSim vzorkem této série byl INH2 TH, ktery mél R, =422 + 27 nm
a zeta potencidl -26,93 + 1,00 mV. Zajimavym faktem byl vznik kladn¢ nabitych ¢astic
(pozitivni zeta potencial) u vzorkti INH3 TLV a INH3 THV. Ostatni nanogely pfipravené
z polysacharidi a cisplatiny maji totiZ prevazné zaporné hodnoty zeta potencialu v diisledku
pritomnosti volnych karboxylovych skupin. Zde ziejmée doslo k jejich plnému vysyceni a

prevladaji tak kladné nabite CP zbytky.

8.2 Nanogely pripravené z DCH2

Druhé série vzorkl byla syntetizovana z DCH2 (37 kDA) a ACP. Stejn¢ jako prvni série
byly testovany rtizné hmotnostni poméry (DCH:ACP) a vliv objemu a teploty na vyslednou
velikost ¢astic nanogelt. Vzorky byly opét charakterizovany pomoci metody DLS a byl u
nich zméten jejich zeta potencial ve vodé pro urceni jejich stability. Na obrazku 13 je
velikost Ry cCastic jednotlivych vzorkli s jejich odchylkami. Pfesné hodnoty Ry,

smérodatnych odchylek, PDI, a jejich zeta potencialu jsou uvedeny v tabulce 3.
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Obrazek 16 - Graf primémé velikosti Ry vzorkll ptfipravenych z DCH2. Vzorky jsou
rozdéleny podle hmotnostniho poméru DCH2:ACP do tii skupin a jednotlivé barvy zastupuji
rizné objemy a teplotu pfi syntéze. Detailni podminky piipravy jsou zapsany v tabulce 1.

Tabulka 3 - Zprimérované hodnoty Ry, odchylky, PDI a zeta potencialli namétenych u
vzorki pfipravenych z DCH2.

Nazev vzorku |R, [nm] |odchylka [nm] |PDI Zeta potencidl [mV] |odchylka [mV]

2NH1 TL 692 86 0.56 -46.70 1.73
2NH2_TL 519 148 0.44 -23.40 0.44
2NH3 TL 975 113 1.00 -3.47 1.15
2NH1 TLV 919 109 0.56 -40.02 0.84
2NH2_TLV 435 104 0.74 -26.96 1.47
2NH3_TLV 572 68 0.64 -22.20 1.27
2NH1 TH 534 118 1.00 -39.93 2.22
2NH2_TH 615 163 0.96 -25.43 0.78
2NH3 TH 655 77 0.58 8.95 0.34
2NH1 THV 713 83 0.52 -35.20 0.51
2NH2_THV 461 72 0.50 -26.64 1.62
2NH3_THV 498 10 0.57 24.22 1.42

Stejné jako vzorky pfipravené¢ z DCHI1 ani vzorky v této sérii nesplnily pozadavky pro

nosice protirakovinnych 1€¢iv. Velikost Castic zddného vzorku nebyla mensi nez 400 nm.

V tabulce je vidét ze hodnoty PDI jsou opét pomérné vysoké, coz naznacuje neriznorodost

¢astic ve vzorku. Z celé série je obtizné stanovit nejlepsi vzorek, protoze vzorky 2NH2 THV

a 2NH2 TLV maji velmi podobné velikosti ¢astic v ramci odchylek. Vzorek 2NH2 THV
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ma ale hodnotu PDI 0,50 a vzorek 2NH2 TLV 0,74, coz je podstatné vyssi a ukazuje na
vysoce nehomogenni systém. Hodnoty zeta potencidlu jsou si op€t velmi podobné. Zeta
potencial 2NH2 THYV je -26,64 £ 1,62 mV, coz znamena, ze se jednd o pomérn¢ stabilni
vzorek. Z vysledk prvnich dvou sérii je vidét, ze vliv teploty neni pro velikost Castic
urcujici. Pti teploté 60 °C ale u velikosti ¢astic pozorujeme vyssi odchylky nez u teploty 90
°C. Stejné jako u 1. série se u né¢kterych vzorka objevil kladny zeta potencial. Jedna se o

vzorky 2NH3 TH a 2NH3 THV.

8.3 Nanogely pripravené z DCH3

Tteti série vzorkl byla pripravena syntézou DCH3 (21 kDA) a ACP. U této série bylo
sniZeno mnozstvi vzorkl na polovinu, protoZe vzorky z ptedchozich sérii syntetizované pfi
60 °C meéli vysoké hodnoty Rn 1 PDI. Z tohoto diivodu byly pfipraveny pouze vzorky
s koncovkou TH a THV, které byly ptipravovany pii 90 °C. Charakterizace vzorka prob&hla
pomoci metody DLS a byl u nich zméften zeta potencial. Porovnani velikosti Ry jednotlivych
vzorkd 1 se smérodatnymi odchylkami je vidét na obrazku 14. Primérmé hodnoty Ry,

odchylek, PDI a zeta potencialu jsou uvedené v tabulce 4.

NH1_TH NH2_TH NH3_TH B NH1_THV NH2_THV NH3_THV
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Obrazek 17 - Graf primérné velikosti Ry vzorki ptipravenych z DCH3. Vzorky jsou
rozdéleny podle hmotnostniho poméru DCH3:ACP do tii skupin a jednotlivé barvy zastupuji
rizné objemy pii syntéze. Detailni podminky piipravy jsou zapsany v tabulce 1.
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Tabulka 4 - Zprimérované hodnoty Ry, odchylky, PDI a zeta potencial namétenych u vzorka
piipravenych z DCH3.

Nazev vzorku|R, [nm] |odchylka [nm] |PDI Zeta potencial [mV] |odchylka [nm]

3NH1_TH 436 51 0.37 -38.88 1.24
3NH2_TH 391 27 0.33 -33.77 0.51
3NH3_TH 543 104 0.36 -47.50 0.25
3NH1 THV 494 24 0.37 -37.10 0.78
3NH2_THV 280 50 0.35 -34.88 0.27
3NH3_THvV 374 22 0.26 -31.38 0.43

Jak je vidét na obrazku 14, hodnoty Ry vSech ptipravenych vzorkd byly niz$i nez u
predchozich sérii. Primér ¢astic vzorkti 3NH2 TH, 3NH2 THV a 3NH3 THV byl mensi
nez 400 nm. Jsou to prvni vzorky, které piekonaly tuto hranici a jednd se o posun
k pozadovanym vlastnostem pro pouziti jako nosi¢e 1éCiv. Vyrazné zlepsSeni oproti
predchozim sériim je vidét také u odchylek jednotlivych vzorkid. Velmi dilezitou zménou je
také snizeni hodnot PDI. Hodnoty PDI se poprvé pfiblizily k pozadované hodnoté 0,3.
Vzorek 3NH3 THV mél dokonce hodnotu mensi, a to 0,26. V tabulce 4 je vidét, Ze vSechny
vzorky byly stabilni ve vodnim prostiedi, jelikoZ jejich hodnoty zeta potencidlu jsou mensi
nez -30 mV. NejlepSim vzorkem této série byl 3NH2 THYV, ktery mél Ry = 280 = 50 nm a
hodnotu zeta potencialu -34,88 + 0,27 mV. U hodnot zeta potencialu se poprvé nevyskytly
kladné hodnoty ani u vzorkl s hmotnostnim pomérem 5:6 (DCH:ACP), jak tomu bylo u

prvnich dvou sérii.

8.4 Nanogely pripravené s ACP s nastavenym pH

Posledni modifikaci ptipravy nanogeli bylo nastaveni pH u ACP piimo pfed samotnou
syntézou s DCH. Podle vysledkt pfedchozich vzorki byl pro testovani upravy pH vybran
pouze jeden hmotnostni pomér DCH:ACP, u kterého byly naméfeny nejlepsi hodnoty Ry, a
tim byl pomér 5:4,75. Syntéza probihala se v§emi tfemi ptipravenymi DCH (DCH1, DCH2,
DCH3). Stejné jako u predchozi série probihala syntéza jen pii 90°C. Pii této syntéze bylo
pH ACP nastaveno na hodnotu 7 pifed reakci s DCH. Pfed nastavenim se pH ACP
pohybovalo kolem hodnoty 3,5, takze jeho uprava probihala pomoci NaOH. Pfipravené
vzorky byly charakterizovany metodou DLS a byl u nich zméten zeta potencidl. Srovnani
velikosti ¢astic je na obrazku 15. Primérné hodnoty Ry, odchylek, PDI a zeta potenciali jsou

uvedeny v tabulce 5.
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Obrazek 18 Graf primérné velikosti Ry vzorki ptipravenych z DCH1, DCH2 a DCH3 s ACP
s pH=7.Vzorky jsou rozdéleny podle objemu reakce do dvou barev (Zlutda = 10 ml,
¢ervena = 45ml). Detailni podminky pfipravy jsou zapsany v tabulce 1.

Tabulka 5 - Zprimérované hodnoty Ry, odchylek, PDI a zeta potencidlli namétenych u
vzorkl ptipravenych z DCH1, DCH2, DCH3 a ACP s ph=7.

Nazev vzorku R, [nm] [odchylka [nm] [PDI Zeta potencial [mV] |odchylka [mV]
INH2_TH ph=7 465 18 0.40 -30.53 1.51
2NH2_TH ph=7 458 28 0.51 -32.84 0.78
3NH2_TH ph=7 446 20 0.44 -29.78 1.24
INH2_THV ph=7 375 7 0.46 -35.70 0.50
2NH2_THV ph=7 221 6 0.46 -42.22 1.99
3NH2_THV ph=7 451 10 0.36 -37.38 1.18

U vzorku ptipravenych z DCH1 a DCH2 doslo ke snizeni hodnot Ry i PDI. Jak je vidét
v tabulce 5, doslo také z vyraznému snizeni odchylky Ry u vSech vzorkii v porovnani se
vzorky pfipravenych za stejnych podminek ale bez upravy pH (tabulka 2, tabulka 3 a
tabulka 4). Nejvyrazné€j§i zlepSeni bylo u vzorku 2NH2 THV pH=7 oproti vzorku
2NH2 THV, kdy se jeho Ry se snizilo z461 + 72 nm na 221 + 6 nm. Hodnota PDI klesla
z 0,50 na 0,46 a zeta potencial klesl z -26,64 + 1,62 mV na -42,22 + 1,99 mV, coz vypovida
0 vysoké stabilité tohoto nanogelu ve vodném prostredi. Odlisny efekt byl pozorovan u

vzorkl pfipravenych z DCH3, u kterych doslo ke zvySeni hodnoty Ry 1 PDI.
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8.5 Uvoliiovani CP z nanogeli

Vzhledem k vysledkim méfeni Ry a zeta potencialu byl obsah cisplatiny méfen pouze u
vzorku 2NH2 THV ph=7. Vzorek byl vybran, protoze se jeho hodnoty nejvice blizily
pozadovanym vlastnostem pro nanogely uc¢ené pro 1écbu rakoviny. Pomoci metody XRF
bylo zjisténo, Ze vzorek obsahoval 54 hm.% CP a dosahoval efektivity vazani 91 % CP. Tato
hodnota je velmi vysokd v porovnani sjinymi nanogely  pfipravenymi
z nemodifikované HA, kterd dosahuje efektivity vazani 44 % a mohou obsahovat maximalné
26 hm% CP ve vzorku [56]. Zlepseni je patrné také vici HA modifikované chelatujicimi

ligandy, u které vzorek obsahoval az 28 hm.% CP[48].

Dalsim krokem bylo provedeni uvoliiovaciho testu CP v prostfedi podobajicimu se lidskému
télu. K tomuto ucelu byl pouzit roztok PBS s pH=7.4, ktery mé& podobnou koncentraci soli
jako v téle. Uvolnovaci test se sklddal z9 odbéri provadénych v urcitych casovych
intervalech od pocatku uvoliiovani (0,5 hodiny, 1 hodina, 2 hodiny, 4hodiny, 8 hodin, 24
hodin, 48 hodin, 72 hodin, 120 hodin). U kazdého odbéru byl nésledné¢ zméfen obsah
cisplatiny pomoci metody XRF. Naméfené hodnoty byly poté piepocitany na uvolnéna

procenta CP a tyto hodnoty jsou uvedeny v grafu (obrazek 19).
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Obrazek 19 - Graf zavislosti kumulativniho uvoliiovani CP na ¢ase pro vzorek 2NH2 THV
v roztoku PBS pH = 7.4.
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V grafu je vidét, ze béhem prvnich dvou hodin dochézi k rychlému uvolnéni téméf 30%
veskeré CP. Poté dochazi jiz k pomalému uvoliiovani az do doby 72 hodin. Poc¢ate¢ni vysoka
rychlost uvoliiovani CP naznacuje, ze veSkera cisplatina neni vazana pomoci chemickych
vazeb, ale je pravdépodobné castecné zadrzovana v nanogelu pouze pomoci fyzikalnich sil.
Je také mozné, ze rychlé uvoliovani je diisledkem rozpousténi nanogelu pomoci ultrazvuku,
ktery muze zplsobit uvolnéni ¢asti CP z nanogeld. Také lze vidét, Ze témét polovina lé¢iva
zUstava navazana na nosic. Lze tak predpokladat, ze by doslo k jeho uvolnéni az pii jeho
degradaci v organismu. To je vyhodné, protoze nanogel ma dostatek ¢asu koncentrovat se
v rakovinovych bunkach v dusledku tzv. EPR efektu (viz. Kapitola 3.3) a k uvolnéni by

proto mohlo dochazet na optimalnim miste.

Pro srovnani rychlosti uvoliiovani byl ptipraven vzorek HA sitovany CP. PouZitd HA nebyla
upravena pomoci oxidace jako tomu bylo u DCH. Obsahuje tak jen jedinou karboxylovou
skupinu v kazdé jednotce. To, kromé snizeni maximalniho obsahu CP, ma za nasledek, ze
CP nemiize byt vazano bidentatn¢, coz by mélo mit vliv na rychlost uvoliiovani. Nasledn¢ u
ni byl proveden stejny uvoliiovaci test jako u vzorku 2NH2 TH pH=7. Oba uvoliovaci testy

jsou porovnany na obrazku 20.
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Obrazek 20 - Graf zavislosti kumulativniho uvolnovani CP na ¢ase. Hodnoty DCH oznacuji
vzorek piipraveny ze selektivné oxidované HA a hodnoty oznaeny HA jsou pro vzorek
pfipraveny z nemodifikované HA.
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Jak je vidét na obrazku 20, tak u nemodifikované HA se uz béhem prvnich 8 h se uvolnilo
témer 80 % 1éCiva, coz je vice nez dvojndsobek ve srovnani s DCH. Vzorek
z nemodifikované HA je tak schopen uvolnit procentualné vyssi mnozstvi CP, ale vzhledem
k tomu, ze je velkd ¢ast uvolnéna pravé béhem pocatecnich 8 hodin, tak se 1é¢ivo mize
uvolnovat jest€é mimo cilovou rakovinnou tkan. Za pfedpokladu postupné degradace HA a
nasledného uvolnéni CP z obou nanogelil je selektivné oxidovana HA schopna uvolnit vétsi

mnozstvi cisplatiny az v cileném misté uvniti rakovinové bunky.
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ZAVER

Tato prace se veénovala piipravé a charakterizaci nanogeli a mikrogell pro pienos
protirakovinového 1éciva cisplatiny. Nanogely a mikrogely byly pfipraveny syntézou
dikarboxyhyaluronanu a aktivovaného komplexu cisplatiny. Cilem prace bylo ziskat co
nejmensi hydrodynamicky priamér castic u stabilniho nanogelu, ze kterého se 1écivo

postupné uvoliuje.

Dicarboxyhyaluronan byl piipraven pomoci pomoci oxidace kyseliny hyaluronové
periodatem za vzniku aldehydickych skupin a nasledné sekundarné oxidace, pii které se tyto
aldehydické skupiny méni na karboxylového skupiny. Timto krokem byl ztrojnasoben pocet
reakéni mist pro navazani cisplatiny a podafilo se tak pfipravit ¢astice s obsahem 54 hm.%
cisplatiny. V porovnani se studiemi zabyvajicimi se nosi¢i z nemodifikované kyseliny

hyaluronové je to vice nez dvojnasobek.

V této praci byly sledovan vliv podminek reakce dikarboxyhyaluronanu a komplexu
cisplatiny na velikost ¢astic vzniklého nanogelu. Vzorkem s nejmensim priimérem ¢astic byl
2NH2 THV pH=7, ktery byl pfipraven z DCH o My = 37 kDa a aktivované¢ho komplexu
cisplatiny s pH nastavenym na hodnotu 7. Reakce toho vzorku probihala jednu hodinu pii
teploté 90°C v objemu 45 ml a hmotnostnim pomérem 4,75:5 (ACP:DCH). Tento vzorek
mél hodnotu zeta potencidlu -42 + 2 mV, takZe pfipraveny nanogel byl stabilni ve vodném
prostiedi. Jeho primér Castic byl 221 + 2 nm, coz je bohuzel vyssi, nez je poZzadovana
hodnota uc¢inek EPR efektu. Na druhou stranu bylo zjiSténo, ze pfipraveny nanogel uvolni
béhem prvnich osmi hodin pouze 35 % navazané cisplatiny a nasledné u néj dochézi pouze
k pozvolnému uvoliovani 1é€iva. Takovyto zplisob uvoliiovani by mél pfispét ke sniZeni

systémové toxicity 1é¢iva a jeho zvySenému hromadéni az v rakovinné tkani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

INHI TH

INH1 THV

INHI TL

INHI_TLV

INH2 TH

INH2_TH pH=7

INH2 THV

INH2_ THV pH=7

INH2 TL

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 10 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 45 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 10 ml
za teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 45 ml
za teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pti objemu reakce 10 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu ptipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP
s nastavenym pH na hodnotu 7 v hmotnostnim poméru 4,75 : 5
(ACP : DCH), pfi objemu reakce 10 ml za teploty 90°C po dobu 1
hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 45 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu ptipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP
s nastavenym pH na hodnotu 7 v hmotnostnim poméru 4,75 : 5
(ACP : DCH), pfi objemu reakce 45 ml za teploty 90°C po dobu 1
hodiny.

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 10 ml
za teploty 60°C po dobu 1 hodiny
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INH2 TLV

INH3 TH

INH3 THV

INH3 TL

INH3 TLV

2NHI TH

2NH1 THV

ONHI TL

2NHI TLV

2NH2 TH

Vzorek nanogelu piipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 45 ml
za teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 10 ml za
teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pti objemu reakce 45 ml za
teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pti objemu reakce 10 ml za
teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCHI, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 45 ml za
teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 10 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 45 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 10 ml
za teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pti objemu reakce 45 ml
za teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 10 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny
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2NH2 TH pH=7

2NH2 THV

2NH2 THV pH=7

2NH2 TL

2NH2 TLV

2NH3 TH

2NH3_THV

2NH3 TL

2NH3 TLV

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP
s nastavenym pH na hodnotu 7 v hmotnostnim poméru 4,75 : 5
(ACP : DCH), pti objemu reakce 10 ml za teploty 90°C po dobu 1
hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 45 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP
s nastavenym pH na hodnotu 7 v hmotnostnim poméru 4,75 : 5
(ACP : DCH), pii objemu reakce 45 ml za teploty 90°C po dobu 1
hodiny.

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pti objemu reakce 10 ml
za teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 45 ml
za teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 10 ml za
teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 45 ml za
teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 10 ml za
teploty 60°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCH2, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 45 ml za
teploty 60°C po dobu 1 hodiny
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3NHI TH

3NH1 THV

3NH2 TH

3NH2 TH pH=7

3NH2 THV

3NH2 THV pH=7

3NH3_TH

3NH3_THV

ABC
ACP
AHA

ATPaza

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH3, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 10 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCH3, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 3,5 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 45 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCH3, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pii objemu reakce 10 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu pfipraveny z DCH3, ktery reagoval s ACP
s nastavenym pH na hodnotu 7 v hmotnostnim poméru 4,75 : 5
(ACP : DCH), pfi objemu reakce 10 ml za teploty 90°C po dobu 1
hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH3, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 4,75 : 5 (ACP : DCH), pti objemu reakce 45 ml
za teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu ptipraveny z DCH3, ktery reagoval s ACP
s nastavenym pH na hodnotu 7 v hmotnostnim poméru 4,75 : 5
(ACP : DCH), pfi objemu reakce 45 ml za teploty 90°C po dobu 1
hodiny.

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH3, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pti objemu reakce 10 ml za
teploty 90°C po dobu 1 hodiny

Vzorek nanogelu piipraveny z DCH3, ktery reagoval s ACP v
hmotnostnim poméru 6 : 5 (ACP : DCH), pfi objemu reakce 45 ml za
teploty 90°C po dobu 1 hodiny

ATP Binding Cassette
aktivovany komplex cisplatiny
Dialdehydhyaluronan

Enzym katalyzujici hydrolyzu ATP na ADP
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ATRP
CP
CD44
CTR1
Da
DCH
DLS
DNA
ECM
EPR
FDA
GAG
GHAP
GSH
HA
HAS
IAC
IEC

Mw
LCST
LYVE-1
MMR
mtDNA
MWCO
NER

NIPA

Radikalova polymerace s pfenosem atomil
Cis-diammin-dichloroplatnaty komplex
Bunéény povrchovy glykoprotein, slouzici k interakci buiika-buiika
High affinity copper uptake protein 1
Dalton, atomova hmotnostni jednotka, odpovida g.mol-1
Dikarboxyhyaluronan
Dynamicky rozptyl svétla
Deoxyribonukleova kyselina
Extracelularni matrix
Enhanced permeability and retention
Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv
Glykosaminoglykany
Glial hyaluronan binding protein
Glutathion (y-glutamylcysteinylglycin)
Kyselina hyaluronova
syntaza kyseliny hyaluronové
Intrastrand
Interstrand
Hmotnostni stfed molarnich hmotnosti
Lower critical solution temperature
Lymphatic Vessel Endothelial Hyaluronan Receptor 1
Mismatch repair systém
Mitochondrialni Deoxyribonukleové kyselina
Molecular weight cut off
Nukleotidové excize

N-isopropylacrylamid
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NSCLS
PBS

PDI

PEG
PNIPAM
PVA
PVP

Rp
RHAMM
RNA
ROS
SCLS
TEM

uv

XRF

Non-small cell lung cancers)
Fosfatem pufrovany solny roztok
Index polydispersity
Polyethylenglykol
Poly-N-isopropylacrylamid
Polyvinylalkohol
Polyvinylpyrrolidonu
Hydrodynamicky primér

Receptor for Hyaluronate-Mediated Motility
Ribonukleova kyselina

Reaktivni formy kysliku

Small cell lung cancers

Transmisni elektronovy mikroskop
ultrafialové zafeni

X-ray fluorescence
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