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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci syntézy nanocastic zlata a naslednou
povrchovou modifikaci umoznujici jejich vyuziti jakoZto kontrastnich latek pro in vivo
zobrazovani pomoci uCT. Zlaté nanocastice byly pfipraveny Turkevichovou metodou
a charakterizovany metodami TEM, DLS, MADLS a UV-Vis. Jejich povrch byl
funkcionalizovan polyethylenglykolem obsahujicim na jednom ze svych konct thiolovou
skupinu, diky které se na povrch zlatych nanocastic vazal. Terminalni konec fetézce daného
polymeru byl pak methylovany nebo zakonceny aminoxy skupinou umoznujici vznik
oximové vazby skyselinou hyaluronovou prostfednictvim Klik-chemie. Zpusobilost
pfipravenych nanocastic pro in vivo aplikaci byla ovéfena na zakladé testii stability
a cytotoxicity. Aplikaéni potencial nanocastic zlata modifikovanych methylovanym
polyethylenglykolem byl ovéten pomoci uCT na myS$im modelu po intravendznim podani.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the optimalization of synthesis of gold nanoparticles and their
surface modification allowing their use as contrast agents for in vivo imaging by pCT. Gold
nanoparticles were prepared by the Turkevich method and characterized by TEM, DLS,
MADLS and UV -Vis. Their surface was functionalized with polyethylene glycol containing
a thiol group forming a bond with the Au atoms in the surface of gold nanoparticles. The
terminal end of the polymer was methylated or containing an aminooxy group forming an
orthogonal bond with hyaluronic acid using click-chemistry. The eligibility for in vivo
application of the prepared nanoparticles was verified with stability and cytotoxicity tests. The
nanoparticles modified by methylated polyethyleneglycol were injected intravenously into
a mouse and their application potential as contrast agents were verified by uCT.
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1 UVOD

V poslednich letech jsou nanocastice zlata predmétem intenzivniho vyzkumu a to predevsim
diky nesCetnému mnozstvi riznorodych vlastnosti umoziujicich jejich vyuziti v celé fadé
biomedicinskych aplikaci. Témito vlastnostmi jsou predev$im vlastnosti optoelektronické,
diky kterym lIze zlaté nanocastice nejen charakterizovat, ale také vyuzit jakozto kontrastni
latky, v senzorech i fototermalni nebo fotodynamické terapii pii 1écbé nadorovych
onemocnéni. Neopominutelnou vyhodou zlatych nanocastic je také jejich bioinertni povaha,
diky které jsou vhodnym kandidatem jak pro in vitro, tak i pro in vivo aplikace. Vysoké miry
biokompatability je dosazeno predevSim diky moznosti pomérné jednoduché modifikace
jejich povrchu vhodnymi polymery. Navic na jejich povrch lze vazat specifické ligandy
umoznujici jejich vyuziti jako cilenych nosic¢u 1éCiv. Syntéza zlatych nanocastic je pomérné
snadnd a financné 1 Casové nendrocnd, piiCemz pripravené nanocastice vykazuji vysokou
stabilitu.

Cile diplomové prace:

1. Priprava homogenniho preparatu nanocastic zlata stabilizovanych povrchovou
modifikaci a jejich charakterizace pomoci elektronové mikroskopie (TEM), DLS,
MADLS a UV-Vis.

2. Vyuziti oximové ligace pro modifikaci nanocastic zlata kyselinou hyaluronovou
a charakterizace preparatu fyzikalné-chemickymi metodami.

3. Oveéfeni biokompatibility preparatu v in vitro testech na bunéénych liniich

4. Prokazani vyuzitelnosti modifikovanych nanocastic zlata pro in vivo zobrazovani
pomoci pCT na myS$im modelu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Invivo zobrazovani malych zviiat

In vivo zobrazovaci metody v preklinickém vyzkumu na malych zviratech se staly nezbytnym
nastrojem Vv onkologickém vyzkumu a maji rozhodujici roli pfi objevovani novych 1ékia
a porozuméni mechanismu fady nemoci. Zatimco diive byly védecké studie omezeny na
vysetfovani zvifecich tkani ex vivo nebo bunécénych procest in vitro, pokroky v zobrazovacich
technikach vyrazné zlepSily moznosti dostupné pro in vivo zobrazovani. Nejvétsi vyhodou
zobrazovani in vivo je moznost neinvazivni (nebo mikroinvazivni) vizualizace a sledovani
molekul, nano a mikrostruktur v buikach, tkanich a organech za téméf fyziologickych
podminek [1],[2],[3].

ZOBRAZOVACI TECHNIKY

RADIOAKTIVNI NERADIOAKTIVNI
PET SPECT CT MRI us OPTICKE
BLT FLT

Obr. 1: Zobrazovaci techniky in vivo [2]

Podle pouzitych detekénich systému lze klasifikovat rizné zobrazovaci techniky in vivo
(viz Obr. 1). Jedna skupina metod zahrnuje ty, které vyuzivaji ionizujici zafeni. Jednou
Z téchto metod je pozitronova emisni tomografie (PET). PET je zaloZend na detekci y paprski
vzniklych zanikem pozitronu, kde pozitrony pochazeji z p* rozpadu radionuklidu (napi. °O,
BN, ¢, BF, 124I). Dalsi metodou je jednofotonova emisni pocitacova tomografie (SPECT),
jejimz principem je detekce fotond vy, které jsou emitovany v disledku y rozpadu
radioaktivnich znagek (**"Tc, ™1, 21, 131, 12)). Agkoli jsou PET a SPECT velmi citlivé, jsou
omezeny nizkym rozliSenim (>1 mm), které se stava problémem pii zobrazovani na malych
hlodavcich. Do skupiny technik vyuzivajicich ionizujiciho zafeni patfi také pocitacova
tomografie (CT) zalozend na rozdilné absorpci rentgenovych paprskli slozkami tkané.
Skupina neradioaktivnich metod zahrnuje zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI),
ultrazvukem (US) a optické zobrazovani. Techniku optického zobrazovani pak Ize podle
mechanismu generovani foton rozdélit na bioluminiscencni a fluorescenéni zobrazovaci
metody: bioluminiscenéni tomografie (BLT) a fluorescencni tomografie (FLT). Optické
metody také mohou byt kombinovany s radioaktivnimi metodami pii detekci Cerenkovova
zareni S vyuzitim izotopti emitujicich zatreni B [2],[3].



Razné stavajici zobrazovaci metody nabizeji rtzna prostorova a casova rozliSeni,
hloubkové priniky, detekéni prahy a v neposledni fad¢ hraje roli také ekonomicky aspekt
danych metod. Jednotlivé metody mohou byt navzdjem kombinovany, coz umoziuje nastavit
optimalni zobrazovaci podminky pro biologické experimenty. Ve srovnani s ostatnimi
technikami je uCT obvykle povazovana za schopnou poskytovat vy$$i vykon pii nizSich
nakladech a vysSim rozliSeni. puCT se vSak oproti ostatnim technikdm vyznacuje nizsi
citlivosti na pfitomnost specializovanych sond [2],[3].

22 puCT

Mikropocitacova tomografie neboli uCT je nedestruktivni zobrazovaci metoda se stejnym
principem jako Kklinicka CT, ale s daleko vy$§im rozliSenim. Pomoci této metody vyuzivajici
rentgenového zafeni dochazi k vytvoreni 3D projekce snimaného objektu [4],[5].

2.2.1 Princip nCT

Princip metody (viz Obr. 2) je obecné¢ zalozen na absorpci rentgenovych paprski
prochazejicich zobrazovanym objektem nebo vzorkem. Rentgenové zafeni, emitované
nejcastéji rentgenkou, prostupuje objektem a dochazi k jeho zeslabeni. Mira zeslabeni je pak
dana typem tkan¢, kdy nejvice zafeni je absorbovano v kostech, méné v mékkych tkanich,
jako napt. v jatrech nebo ledvinach, a nejméné v tukovych vrstvach a plicich. Zeslabené
zateni nasledné¢ dopada na detektor nachazejici se naproti rentgence. Béhem skenovani
dochazi k tvorbé nékolika stovek po sobé nasledujicich 2D fezl, které jsou poftizeny
snimanim objektu z riznych thld. Vytvofené 2D snimky jsou nasledné pomoci vypocetni
techniky poskladany do 3D obrazu objektu [5],[6].
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Obr. 2: Schéma uCT systému [8]



Existuji dvé konstruk¢éni geometrie umoziujici skenovani objektu z ruznych whlu, jak
zachycuje nasledujici Obr. 3.

(A) (B) RTG z@j

detektor

Obr. 3: Konstrukcéni moznosti uspordddni geometrie uCT [3]

Jednou z moznosti je konstrukce (A), kdy zdroj zafeni a detektor jsou stacionarni a po
kazdém 2D skenu dochazi k pootoceni podlozky se vzorkem o urcity thel. VSechny soucasné
komer¢ni Systémy pro in vivo zobrazovani vSak pouzivaji druhou moznost konstrukce (B).
Zde je zdroj a detektor nainstalovan na portale otacejicim se kolem centralni osy. Zvite je pak
umisténo na podloZce, ktera je nehybna a nachazi se v této ose. Aby se zabranilo pohybovym
artefaktim v obraze, musi zvite lezet nehybné, tedy byt anestetizovano [3],[7].

2.2.2 Aplikace pCT

Diky vysokému kontrastu mezi absorpci rentgenového zateni kostmi a okolnimi tkanémi je
metoda vhodna piedevsim pro zobrazovani kosti. Neni tedy ptekvapivé, ze prvni aplikace této
techniky se tykala studia osteoporozy a osteoartrozy na vhodnych zvitecich modelech.
V soucasné dobé se vyuziti techniky zamétuje hlavné na hodnoceni kvality kosti, G¢inky
mechanickych podnétli na jejich regeneraci, mechanickou regulaci tkanové diferenciace
a remodelaci kosti. Vysokého kontrastu se dosahuje také mezi mékkymi tkanémi a plicemi
zaplnénymi vzduchem, coz vede K pouziti této techniky také pii studiu plic [4],[5].[8].



Piestoze existuje cela fada zajimavych aplikaci pCT, je nutné mit na paméti néktera
zakladni omezeni. Piedevsim se jedna o neodmyslitelné pouziti rentgenového zafeni, coz vede
k potencionalnim rizikiim pro obsluhu i experimentalni zvitata. Zatimco konstrukce pfistroje
uCT (viz Obr. 4) umoznuje dostate¢nou ochranu obsluhy pfed zafenim, expozice zvifete
rentgenovym paprskiim je nevyhnutelna. Je tedy nutné zvazit radia¢ni davku, kterou zvife pii
skenovani obdrzi. Aby se tato davka zafeni a také doba trvani anestezie minimalizovala,
skenuje se vétSinou pouze Cast téla nebo organ, ktery je predmétem zajmu. Jednim z hlavnich
problému vyuziti pCT pii zobrazovani in vivo je nizky kontrast mezi mékkymi tkanémi. Aby
bylo dosazeno pozadovaného kontrastu, je nezbytné pouziti kontrastnich latek [3],[4],[7].

Obr. 4: uCT skenner od firmy Bruker [7]

2.3 Kontrastni latky

Kontrastni latky zvySuji kontrast mezi mcékkymi tkanémi diky tomu, Ze obsahuji prvek
s vysokym atomovym ¢islem. Co se tyce doby cirkulace v Krvi, jsou pro in vivo zobrazovani
obecné k dispozici dva typy kontrastnich latek: a) konven¢ni kontrastni médium na bazi jodu,
b) kontrastni agens s vyssim poloc¢asem cirkulace v krvi [3],[6].

2.3.1 Kontrastni latky na bazi jodu

Ve vode¢ rozpustné aromatické slouc¢eniny jodu se obecné pouzivaji v humanni medicin€ a po
intravendzni aplikaci se z krve okamzité vylucuji. Klinické CT systémy jsou dostate¢né rychlé
na to, aby provedly zobrazeni béhem prvniho priichodu kontrastni latky krvi, nez dojde k jeji
eliminaci z krevniho fe€isté ledvinami. Tento jediny pruchod kontrastni latky je uskuteénén
pouze V ne¢kolika srdecnich rytmech. Srdecni frekvence hlodavci je vSak daleko rychlejsi,
konkrétné u mysi minimalné¢ desetkrat, nez u lidi. Z tohoto diivodu neni tedy vétSina uCT
systéml schopna poftidit dostatecny pocet snimki béhem tak rychlého priichodu kontrastni
latky. Jedinou moznosti je kontinudlni podavani latky infuzi po celou dobu skenovani. Piesto,
ze jsou kontrastni latky na bazi jodu pouzivany v klinické praxi nej€astéji, u pCT se téméf
neaplikuji. Zavaznym problémem omezujicim pouziti téchto kontrastnich latek v klinické
praxi vsak je vyvolani anafylaktické reakce u pacientd [3],[6],[8].



2.3.2 Kontrastni latky s delSim polo¢asem cirkulace

Tento typ kontrastnich latek se oproti konvencnimu vyrazné liSi dobou retence. Dlouhé
retence téchto latek ve vaskuldrni cirkulaci je dosazeno predev§im jejich velikosti a také
chemickym designem, ktery omezuje fagocytozu retikuloendotelidlnim systémem. Diky tomu

je umoznéno zvite skenovat nejen delsi dobu, ale také opakované a to po podani jediné davky
kontrastni latky (viz Obr. 5) [3],[8].

Do této skupiny patii latky, které také obsahuji jod jako napf. polymery, micely ¢i
liposomy na bazi jodu. Diive byly tyto nanocastice nejéastéji pouzivanymi kontrastnimi
latkami. V poslednich letech se ovSem stale vice pozornosti vénuje kovovym nanocasticim.
Doposud byly piipraveny nanocastice kovi Bi, Ba, Ta, Ag, Gd, Yb ¢i Th. Nejbéznéji
pouzivanymi kovovymi nanocasticemi jsou vSak nanocastice zlata (dale jen AuNPs).
Vzhledem k vys$simu atomovému c¢islu zlata oproti jodu poskytuji AuNPs vyssi kontrast,
a protoze je zlato extrémné inertni a AuNPs lze snadno modifikovat biokompatabilnimi
polymery, je pouziti AuNPs jakozto kontrastnich latek pro in vivo zobrazovani velice slibné

[3].[6].[8].

PO podani PO podani PO podani
PRED podanim 0 hodin 24 hodin 48 hodin

Obr. 5: uCT zobrazeni biodistribuce liposomdlniho jodu. Liposomy se pomalu hromadi v podkoznim
nddoru, jatrech a sleziné v pritbéhu 48 hodin. Bild Sipka zndzornuje umisténi nadoru [8]



2.4 AuNPs

Rozsahly vyzkum AuNPs v poslednich n¢kolika desetiletich ukazal nes¢etné mnozstvi jejich
vlastnosti umoziujici celou fadu biomedicinskych aplikaci. Mezi hlavni vyhody AuNPs patii
jejich jedinecné optoelektronické vlastnosti, kterych se vyuziva nejen pfi jejich charakterizaci,
ale také pifi vyuziti AUNPs jakozto kontrastnich latek Vv zobrazovacich technikach c¢i
biosenzorech. Nereaktivni a tedy bioinertni povaha zlata ¢ini AuNPs vynikajicim kandidatem
pro aplikace jak in vitro, tak i in vivo. Nizka akutni toXicita nanomaterialti na bazi zlata byla
dokumentovana fadou studii in vitro a ptedbézné zpravy rovnéz prokazaly piiznivé vysledky
i pro in vivo a klinickou biokompatibilitu. Vyborné biokompatability je dosazeno predevsim
moznosti modifikace povrchu AuNPs vhodnymi polymery. AuNPs poskytuji vysoky pomér
povrchu ke svému objemu umoznujici jejich funkcionalizaci zna¢nym mnoZzstvim molekul.
Dalsi vyhodou AuNPs je také jejich relativné snadna piiprava doplnénd vysokou mirou
stability vzniklych nano¢astic [9],[10].

241 Priprava AuNPs

Kromé¢ jiz zavedenych metod uvedenych niZze zdjem o zkoumani syntézy AuNPs stile vice

roste a to pfedev§im se zaméfenim na kontrolu jejich velikosti, tvaru, rozpustnosti, stability
a funk¢nosti [10],[11].

2.4.1.1 Elektrochemicka metoda

Elektrochemicka pfiprava nanocastic byla poprvé publikovana roku 1994 Reetzem
a Helbigem, ktefi vyuzivali jednoduché dvouelektrodové zapojeni. V tomto zpisobu piipravy
je anoda tvofena kovem, ktery je pfeménén na kovové klastry, tj. nanocastice mensi nez
10 nm. Konkrétné dochazi k oxidaci tohoto kovu a tvorbé kationti, které migruji ke katodg,
kde dochazi k jejich redukci na kov. Pfi pfipravé jsou pouzita rozpoustédla neobsahujici
kyslik anosny elektrolyt je tvofeny tetraalkylamoniovymi solemi slouZicimi také jako
stabilizatory kovovych klastrii. Aglomeraci pak brani pfitomnost amonnych stabilizatort.
Kromé kovovych elektrod lze pouzit naptiklad i sklenéné, jak v roce 2013 dokazali Song
a kol., kterym se podaftilo ptipravit AuNPs na povrchu vicevrstvych uhlikovych nanotrubi¢ek
s vyuzitim elektrod ze skelného uhliku. Mezi hlavni vyhody elektrochemickych metod patii
jednoduché vybaveni, nizké naklady, vysoka kvalita ptipravenych AuNPs a snadné fizeni
vytézku [11],[13],[15].

2.4.1.2 Burst-Schiffrinova metoda

Jedn4 se o metodu objevenou Brustem a Schiffrinem v roce 1994 umoZziujici snadnou syntézu
tepelné a na vzduchu stabilnich AuNPs s nizkou polydisperzitou a fizenou velikosti. V této
metod¢ ptipravy jsou pouzity thiolové ligandy, které silné vazi zlato. Tetrachlorzlatité ionty
jsou zvodné faze pievedeny do toluenové faze za pouziti tetraoktylamoniumbromidu
(TOAB), ktery slouzi jako cinidlo pro pfenos fazi, a redukovany NaBH, V pfitomnosti
dodekathiolu. Touto metodou lze pfipravit nanocastice o velikosti 1-3 nm [10],[11],[17].
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2.4.1.3 Biologicka metoda

Biologicka syntéza nanocastic je ekologickou metodou, ktera se v poslednich letech dostava
do poptedi. Dochazi pfi ni k tvorbé nanoc¢astic pomoci mikroorganismu, enzymd, rostlin nebo
rostlinnych extraktdl. Rada latek piitomnych v rostlinach, jako jsou flavonoidy, fytosteroly,
chinony atd., obsahuji funk¢ni skupiny schopné redukce zlatitych iontl a nasledné stabilizace
AuNPs. Pozadovaného tvaru a velikosti AuNPs je mozné dosahnout reakci HAUCI,
s rostlinnymi extrakty za urcitych reakénich podminek jako je pH, teplota a doba inkubace.
Princip syntézy AuNPs cinnosti mikroorganismi je zalozen na jejich detoxifika¢nim
mechanismu a AuNPs mohou byt produkovany extracelularné nebo intraceluldrné. Pii
extracelularnim vzniku dochazi k zachyceni zlatitych iontd na povrchu bunky, kde také
dochazi k jejich redukci. Béhem intracelularni tvorby AUNPS jsou ionty transportovany
aredukovany uvnitt builky. V obou pfipadech jsou za redukci zodpovédné enzymy
produkované bunéénym metabolismem. Vzniklé nanocastice jsou pak stabilizovany proteiny
mikroorganismti. AuNPs pfipravené touto metodou vykazuji oproti ostatnim zplisobim
syntézy vyssi polydisperzitu a jejich velikost se pohybuje v rozmezi 5-100 nm v zavislosti na
druhu pouzitého mikroorganismu [11],[13],[14].

2.4.1.4 Turkevichova metoda

Metoda zalozena na redukci HAuCly citrdtem ve vod¢ byla poprvé navrzena Turkevichem
v roce 1951 a je povazovana za jednu z nejznaméjsich technik syntézy AuNPs. V této metodé
je roztok HAuUCI, piiveden k varu a za stalého michani je ptidan roztok citratu trisodného.
Citratové ionty zde hraji dvoji roli a to jak roli stabiliza¢ni, tak roli reduk¢niho ¢inidla (viz

Obr. 6) [11],[18].

Roku 1973 byla Turkevichova metoda upravena Frensem tak, ze bylo mozné pfipravit
AuNPs o velikostech mezi 16 a 147 nm. Velikost AuNPs byla regulovana pomérem latkového
mnozstvi citrat/zlato, kdy s rostoucim pomérem velikost klesala [11],[19].

To také potvrdili Kimling a kol., kteti ukazali, Ze vysoka koncentrace citratu rychleji
stabilizuje AuNPs, zatimco mala koncentrace citratu vede k agregaci malych ¢astic do ¢astic
vétsich [11].

Ze citrat hraje velmi vyznamnou roli v fizeni velikosti AuNPs a pH roztoku bylo dokazano
na zaklad¢ teoretického modelu a experimentalnich vysledkii mnoha dalSich védeckych
skupin (Li a kol. 2011, Ji a kol. 2007, Yang a kol. 2007., Kumar a kol. 2007) [11].

Puntes a kol. uvedli, ze pfidani ¢inidel v opa¢ném potadi, tedy ptidani HAuCls do vrouciho
roztoku citratu sodného, vede k tvorbé AuNPs s malou velikosti a tzkou distribuci velikosti
[11].

Na zakladé¢ vyhod, mezi néz patii zejména jednoduchost, nizké naklady, vysoka
reprodukovatelnost a moznost fizeni velikosti, je dale Vv praci pouzita a rozpracovana tato
metoda. Nevyhodou pak je snizeni stability AUNPs v koncentraci nad 2 mM [20].
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Obr. 6: AuNPs pripravené Turkevichovou metodou [11]

Mechanismus Turkevichovy metody (viz Obr. 7) zahrnuje ¢tyfi zakladni kroky. Prvnim
krokem je ¢aste¢na redukce prekurzoru zlata a formace zlatych klastri. Pocatecni hodnota pH
pouzitého roztoku HAuCly je piiblizné mezi 3 a 3,6, kdy pfi téchto hodnotach pH je v roztoku
ptitomno zna¢né mnozstvi prekurzoru [AuCl4] . Béhem nékolika sekund po pfidani roztoku
citratu dochazi k redukei piiblizné 1-2 % [AuCl4]” na monomery Au® formujici zlaté klastry
(krok 1), které diky koalescenci dale rostou, az dojde k vytvoteni stabilnich ¢astic tzv. zlatych
zm (,,seed particles®) o velikosti zhruba 1,5 nm (krok 2). Pfidanim NasCit se hodnota pH
reakéni smési zméni na zhruba 5,4-6,8 v disledku protonace citratu, vlivem které dojde
k vytvofeni ur¢itého mnozstvi HCit* a transformaci [AuCI4]™ na vice hydroxylované a méné
reaktivni [AUCl4(OH),]", (kde x € <1,3>). Bylo zji§téno, e monomery Au’ vznikaji reakci
vice reaktivniho prekurzoru [AuCl4]” s HCit*, a tak krok 2 kon&i, jakmile dojde k jeho
pfeméné na méné reaktivni formu [AuCls«(OH)s]. Tato mén¢ reaktivni forma je vyuzita
Vv nasledujicich krocich, kdy nejprve dochézi k jeji pomalé (krok 3) a poté rychlé redukci
(krok 4) v elektrické dvojvrstvé zlatych zrn. Pfipojeni [AuCls«(OH)y] do elektrické
dvojvrstvy zlatych zrn je pak povazovano za nejpravdépodobnéjsi diivod zbarveni reakéniho
roztoku na pocatku syntézy do modré barvy, jelikoZ je obecné znamo Ze zména naboje
vyrazné ovliviiuje optické vlastnosti AuNPs. Prestoze zlata zrna jsou polydisperzni, dochazi
ke vzniku monodisperznich AuNPs vlivem toho, Ze vétsi zrna rostou pomaleji, zatimco mensi
rostou rychleji. Béhem 3. a 4. kroku tedy nedochazi jiz k tvorb&é novych castic a konecny
celkovy pocet AuNPs je ekvivalentni po¢tu zlatych zrn vytvorenych v kroku 2 [21],[22].
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Obr. 7: Zmeéna barvy roztoku a mechanismus vzniku AUNP Turkevichovou metodou [21]

2.4.2 Charakterizace AuNPs

Zéakladnimi znaky, které se pfi charakterizaci AuNPs sleduji a souvisi s jejich stabilitou, jsou
velikost, (-potencial, distribuce velikosti a pozice piku povrchové plasmonové rezonance
(SPR). Tyto vlastnosti se mé&i pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS) a UV-Vis
spektrofotometrie. Velikost 1ze také stanovit pomoci metody TEM [10],[23].

SPR je jev vyskytujici se v jakémkoli materidlu s dostate¢né vysokou hustotou volnych
elektrond. Do této skupiny materialli se fadi 1 AuNPs. SPR vznika interakci volnych elektront
kovu s dopadajicim svételnym zarenim. Svételné zéafeni je elektromagnetické vinéni
vytvarejici oscilujici elektromagnetické pole a pravé na elektrickou slozku pole volné
elektrony reaguji. Pfi dopadu svétla na nanocéstici zlata dochazi k polarizaci volnych
elektrond, jejich excitaci a vzniku kolektivni oscilace, kterd se nazyva povrchovy plasmon
(viz Obr. 8). Jev vzniku povrchového plasmonu je pak oznatovan jako povrchova
plasmonova rezonance. Aby k rezonanci doslo, je nutné, aby se vlnovy vektor a frekvence
povrchového plasmonu rovnal vinovému vektoru a frekvenci jedné z vin dopadajiciho zatfeni.
Tato vlna je pak zodpovédna za excitaci volnych elektronti, a dochazi tak k absorpci vinové
délky ze spektra, ktera této viné odpovidd. Konkrétné u AuNPs dochdzi k nejvétsi absorpci
zateni pii vinové délce kolem 520 nm ¢ili absorpci zelené barvy. Doplitkovou barvou zelené
je barva ¢ervena, proto koloidni AuNPs maji rubinové ¢ervenou barvu [9],[10],[24].
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Obr. 8: Kolektivni oscilace volnych elektronit na povrchu AuNPs [9]

SPR je ovlivnéna fadou vlastnosti jako je velikost, tvar, struktura a morfologie nanocastic
a také prostiedi, které nanocastice obklopuje. Z toho plyne, Ze se zménou velikosti nano¢astic
se bude ménit také poloha SPR piku a tim i jejich barva. Krom¢ absorpce svétla jsou vlivem
SPR na povrchu nanoc¢éstic generovana silna elektrickd pole. Ta mohou byt vyuzita
k vyraznému zesileni optickych signali z molekul v blizkosti nanocastic, jako je
napf. fluorescence nebo Ramantv rozptyl [9],[10],[24].

2.4.2.1 UV-Vis spektrofotometrie

UV-Vis spektrofotometrie je analytickd metoda zalozena na interakci elektromagnetického
zéfeni s analyzovanym vzorkem vyuzivajici zéafeni z ultrafialové a viditelné oblasti spektra.
Pii této metodé je tedy pouzito zafeni odpovidajici vinovym délkam zhruba 190-800 nm. Cast
zafeni je Casticemi vzorku absorbovana a zpUsobuje excitaci jejich valencnich elektront.
Zbyla cast vzorkem prochazi a dopadd na detektor. Dochazi tedy k zeslabeni zatfeni, které
popisuje fyzikalni veli¢ina tzv. transmitance T [-] (1) :

I

T =—

Iy (1)
kde I [-] je intenzita zafeni proSlého vzorkem a dopadajiciho na detektor, Iy [-] je intenzita
zateni dopadajiciho na vzorek [25],[27].

Cast&ji se vSak vyuziva jiné veli¢iny a to tzv. absorbance A [-]. Ta vyjadfuje schopnost
castic latky pohlcovat zafeni o urcité vinové délce a je charakterizovana jako zaporny
dekadicky logaritmus transmitance:

I
A = —logT = —log (—)

Iy )
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Absorbance je piimo Umémé koncentraci dané latky c [mol/dm?®], tloustce absorbujici
vrstvy | [cm] a molarnimu extinkénimu koeficientu &, [dm*mol.cm], jak popisuje Lambert-
Beertv zakon (3), (viz Obr. 9):

A=C.l.8)\ 3)
10 )i
)|,
M~
[

Obr. 9: Absorpce zdreni vzorkem [28]

Méfeni je realizovano pfistrojem tzv. spektrofotometrem, jehoz schéma je zachyceno na
Obr. 10. Ten se sklada ze zdroje zafeni, ze kterého polychromatické zafeni prochazi
monochromatorem. Jako zdroj zafeni pro ultrafialovou oblast se nejéastéji pouziva deuteriova
lampa, pro viditelnou Zarovka nebo halogenova lampa. V monochromatoru dochazi vlivem
disperzniho prvku (opticky hranol, difrakéni miizka) k rozlozeni zafeni na jednotlivé vinové
délky a pozadovana vinova délka je nésledn¢ vyselektovana priichodem zafeni ptes Stérbinu.
U jednopaprskového spektrofotometru poté zafeni prochdzi vzorkem a dopadad na detektor
(nejcastéji fotodioada). V piripadé dvoupaprskového je zatreni délicem paprski rozdéleno na
dvé slozky, znichz jedna slozka prochazi analyzovanym a druhd referencnim vzorkem
(blankem) [25],[26],[27].

§térhina

_ . otatejici se
déli¢ paprski

vzorek zrcadlo
detektor
arcadlo zrcadlo
hlank

zdroj zafeni

Obr. 10: Schéma spektrofotometru [26]
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Vystupem metody je pak tzv. absorpéni spektrum znazornujici zavislost absorbance na
vinové délce. U AuNPs se absorpéni maximum vlivem SPR nachéazi nejcastéji mezi 520—
535 nm v zavislosti na jejich velikosti. Zvysené hodnoty absorbance v rozmezi 600—-800 nm
jsou zpusobeny pohlcenim zéafeni agregaty ¢i aglomeraty AuNPs, coz miize indikovat jejich
nedostate¢nou stabilitu [23],[25],[27].

2.4.2.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS) a viceithlovy dynamicky rozptyl svétla (MADLS)

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS) je fyzikalni analytickou metodou pouzivanou pro
stanoveni velikosti ¢astic, polydisperzity vzorku a charakterizaci distribuce velikosti. Princip
metody je zalozen na méfeni rychlosti fluktuace intenzity svétla rozptyleného casticemi
vzorku, které se pohybuji vlivem Brownova pohybu [29],[30].

Laser Zetasizer {Optické usporadani

Nano 8/Z8 173 @
Nano S90/Z890 90° ©

Atenuator

A

e—ODetektur 173°

Detektor 907
VA

| .
] : | B IKurelatnr i o

Cela

Obr. 11: Schéma pristroje Zetasizer: 1) laser; 2) mérici cela; 3) detektor; 4) atenudtor; 5) koreldtor,
6) pocitac [32]

Schéma metody se nachazi na Obr. 11. Laser, jakozto zdroj koherentniho zafeni, osvétluje
kyvetu se vzorkem umisténou v méfici cele pfistroje. VéEtSina zareni prochazi vzorkem
a zstava nerozptylena, urcitou ¢ast vSak castice rozptyluji. Toto rozptylené svétlo dopadé na
detektor umistény vici laseru bud’ pod thlem 173° nebo 90°. Umisténi detektoru v poloze
173° umoznuje detekci tzv. zpétného rozptylu. Vyhodou tohoto uspotfadani je, ze paprsek
nemusi prochazet celym vzorkem, a tak lze méfit i vyssi koncentrace vzorkt. Dalsi vyhodou
je zmenSeni efektu tzv. mnohonasobného rozptylu, coz znamena, Ze rozptylené svétlo z jedné
Castice je nasledné rozptyleno jinymi Casticemi. Kontaminujici latky jako prach (>1 um)
rozptyluji vice ve sméru zafeni (dopiedu tzv. Miedv rozptyl), proto se méfenim zpétného
rozptylu snizuje efekt prachovych ¢astic. Nasledné dochazi k interferenci rozptyleného zafeni
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za vzniku tmavych ¢i svétlych mist podle toho, zda se jednotlivé viny svétla skladaji
destruktivné ¢i konstruktivné. Aby detektor mohl intenzitu rozptyleného svétla zmétit, musi
byt v ur¢itém rozsahu hodnot. To V pfistroji zajist'uje tzv. atenudtor, ktery v ptipad¢ vysoce
koncentrovanych vzorki snizi intenzitu laserového paprsku, v opaéném ptipad¢ je naopak
schopen propustit na vzorek laserové svétlo o vyssi intenzité¢. Vlivem neustalého pohybu
Castic ve vzorku se poloha a intenzita tmavych a svétlych interferen¢nich mist neustale v ¢ase
méni, neboli dochazi k neustalé fluktuaci intenzity rozptyleného svétla dopadajiciho na
detektor. Podobnost mezi dvéma signaly za kratky Casovy okamzik je porovnavana mezi
sebou korela¢ni funkci pomoci tzv. korelatoru. Korelacni funkce se idealné pohybuje
v rozmezi 1 (pro dokonalou korelaci) az 0 (pro nulovou korelaci). Malé ¢astice jsou tepelnym
pohybem ovlivnény vice nez velké, a intenzita rozptyleného zareni bude vice fluktuovat.
Vlivem vétsi miry fluktuace bude nulové korelace signdlti v ¢ase dosazeno rychleji, €ili
korelaéni kiivka bude strmé&jsi (viz Obr. 12) [29],[30],[31],[32].

Dokonala korglace
l 00 G i e e e s i e i 1 o i £ 6 5 e e e e s i

Velké castice

0 Malé castice

t=0 2as t= 0O

Obr. 12: Korelacni krivka [31]

Ptistroj méfti fluktuaci intenzity rozptyleného svétla, kdy nejprve korela¢ni analyzou urci
diftzni koeficient D. Diftzni koeficient 1ze dale pii znalosti teploty méfeni T a viskozity
disperzniho prostiedi 7o na zaklad¢ Stokes-Einsteinovy rovnice (4) piepocitat na velikost
¢astic (hydrodynamicky pramér kulovité ¢astice) dy :

__ kgT
H = 6mneD

(4)

kde kg je Boltzmannova konstanta (kg = 1,380 648 -10 > J/K) [31],[32].

v

Metoda MADLS vychézi ze stejného principu, avSak poskytuje daleko piesnéjsi informace
o distribuci velikost ¢astic ve vzorku. Na rozdil od DLS lze pomoci MADLS také stanovit
koncentraci Castic ve vzorku. TO je umoznéno kombinaci dat DLS ziskanych z nékolika
detek¢nich hld, zatimco méfeni intenzity rozptyleného svétla u metody DLS probiha pouze
V jednom detekénim uhlu. Diky tomu MADLS dosahuje daleko vyssiho rozliSeni, jelikoz
populace, které v jednom uhlu rozptyluji svétlo velmi slabé, a nemusi tak byt do distribuce
zahrnuty, jsou odhaleny v ostatnich detek¢nich uhlech [33],[34].
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2.4.2.3 Transmisni elektronovd mikroskopie (TEM)

Transmisni elektronova mikroskopie je technika zalozena na detekci elektront proslych skrz
zkoumany vzorek. Schéma elektronového mikroskopu zachycuje nasledujici Obr. 13
[35].[36].

elektronova fryska
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zdroj Zhaveni
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Obr. 13: TEM: a) schéma elektronové trysky; b) schéma celého pristroje [35],[36]

| \
! svazek \

Emise elektronit v TEM je nej€astéji zajisténa katodou z tenkého wolframového dratku ve
tvaru pismene V. Katoda je zhavena na teplotu kolem 2800 K. Elektronovy svazek je tedy
nejCastéji vytvaren termoemisi. Kolem katody je generovéano elektrické pole zptsobujici, Ze
Kiizisteé vznikd tésné pred otvorem anody a diky nému lze povazovat zdroj elektronii za
bodovy a koherentni. Anoda se pak nachazi naproti katod€. Dréha, rychlost a Sitka svazku
elektront je po pruchodu anodou jesté upravena systémem clon a cocek, které spolecné
s elektronovou tryskou vytvaieji ozafovaci soustavu elektronového mikroskopu. Dal§imi
¢astmi elektronového mikroskopu jsou kondenzor, objektiv a projektiv. Kondenzor fokusuje
elektronové paprsky na vzorek a zajist'uje jeho homogenni a intenzivni ozafeni. Pti ozafeni
vzorku dochézi k jeho interakci s primarnimi elektrony a K vychyleni jejich sméru. Cast
elektrond rozptylenych s dostateéné velkym tthlem je zachycena clonou objektivu. Objektiv je
uren k tvorbé obrazu a je zpravidla tvofen jednou elektromagnetickou cockou. Obraz
vytvofeny objektivem je dale zobrazen Gotkami, které tvoii projektiv. Ukolem projektivu je
promitnout obraz na stinitko a tvoii ho az Ctyii elektromagnetické cocky. Na stinitku dochazi
k pfevodu obrazu tvofené¢ho proslymi elektrony na viditelné zafeni, které je obvykle dale
pomoci optickych vlaken zaznamenavano CCD kamerou. CCD senzor ma pres 10 miliont
obrazovych bodu (pixeli), coz zajistuje vysoké rozliseni obrazu [35],[36].
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2.4.3 Povrchova modifikace AUNPs

Ptipravené AuNPs obvykle nespliiuji pozadavky pro konkrétni biomedicinské aplikace. Proto
je nutnd jejich nasledna povrchova modifikace, kterd zvysi koloidni stabilitu za biologickych
podminek a také potlac¢i jejich rozpoznani buikami imunitniho systému. Povrchové
modifikace AuNPs je vyuzito K potlaceni jejich rychlému vylouceni z krevniho obé&hu
retikuloendotelidlnim systémem (RES). Prodlouzeni doby cirkulace v krevnim ob¢hu je
nezbytné pro vyuziti AUNPS K tzv. pasivnimu cileni do nadord. Celkové povrchova
modifikace AuNPs zvySuje jejich stabilitu, minimalizuje vychytani bunkami imunitniho
systému, zlepSuje jejich biodistribuci, ale krom¢ toho lze také na jejich povrch navazat
specificky ligand pro cileni ke konkrétnim bunéénym strukturdm na povrchu bunék nebo
Vv mezibuné¢ném prostoru (napt. fibrin v trombech). Vazbou specifického ligandu na AuNPs
je umoznéno tzv. aktivni cileni neboli jejich vyuziti ve specifickych oblastech onemocnéni
a selektivni interakce s buiikami nebo biomolekulami [9],[37],[38].

2.4.3.1 Pasivni cileni

Pasivni cileni nanocéstic do mist organismu postizenych nemoci je umoZznéno pomoci
tzv. efektu permeace a retence neboli EPR efektu (viz Obr. 14). Protoze se nanocastice pfi in
vivo aplikaci podavaji nejcastéji intravenozné, dochazi k jejich biodistribuci v organismu
vaskularnim systémem. V mistech onemocnéni, jako je napf. nador, je zvySena vaskularni
permeabilita. K tomuto zvySeni propustnosti dochazi z duvodu rychlé tvorby ne plné
funk¢nich cév obsahujicich pory (fenestrace) mezi endotelialnimi bunikami, které umoziuji
prostup pro nanocastice a makromolekuly. Dalsi dilezitou slozkou EPR efektu je retence,
neboli pozadavek aby latka zlstala na daném misté dostatecnou dobu. Toho je v mistech
onemocnéni dosazeno diky snizené lymfatické clearance. Nanocastice jsou ve vyuziti EPR
efektu velmi vyhodné, protoZe jsou dostatetné malé na to, aby vstoupily do mista
onemocnéni, zaroven vSak dostate¢né velké na to, aby v misté onemocnéni ziistaly relativné
dlouhou dobu. EPR efekt je tedy kriticky pro cileni k tkédnim, u nichz je vyrazna
neovaskulatura, jako je napt. u nadorti nebo ateroskler6zy [37],[39].
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Obr. 14: EPR efekt pasivniho cileni nanocdstic [40]

Jak jiz bylo zminéno, pro pasivni cileni je nutno AuNPs modifikovat polymery, které
umoziuji jejich dostatecné dlouhou cirkulaci v krevnim ob&hu. Polymery bézné pouzivanymi
pro modifikaci AuNPs jsou napt. PVP (polyvinylpyrrolidin), PVA (polyvinylalkohol), PVME
(polyvinylmethyleter), PEG (polyethylenglykol), chitosan aj. Nejpouzivanéjsim polymerem,
ktery je levny, univerzalni a schvaleny FDA pro mnoho aplikaci, je PEG znazornény na Obr.
15 [10],[37].

0
H ~OH

Obr. 15: Struktura PEG [37]

Pro modifikaci AuNPs se nejéastéji pouziva PEG obsahujici thiolovou skupinu na konci
polymerniho fetézce. Diky volnému elektronovému paru siry dochdzi ke vzniku koordinacné-
kovalentni vazby mezi PEG a povrchem AuNPs. Tato vazba je daleko siln&j$i nez vazba
vznikla adsorpci citratu na povrch AuNPs béhem jejich pfipravy. Vlivem silnéjs$i vazby
dochazi k vytésnéni citratu z povrchu AUNPs molekulou PEG. Tento jev se nazyva ligandova
vymeéna a je nejpouzivanéjSim typem povrchové modifikace. Navic PEG stabilizuje AuNPs
stéricky, tedy daleko silnéji nez citrat, ktery je stabilizuje na zaklad¢ elektrostatické repulze.
PEG tedy zvySuje vyrazn¢ stabilitu AuNPs, hydrofilitu, a posiluje EPR efekt tim, Ze maskuje
AuNPs pred rozpoznanim bunkami imunitniho systémem. Pfi modifikaci AuNPs PEG je
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velice dulezita jeho koncentrace, jelikoz nedostatecné mnozstvi PEG muze naopak vést
k agregaci AuNPs. To je zptisobeno tim, Ze pfi nedostate¢né koncentraci tvoii fetézce PEG na
povrchu AuUNPs tzv. mushroom konformaci. Béhem této konformace je povrch AuNPs
nedostate¢né kryty, dochazi k interakci povrchu AuNPs s C-O—-C skupinami polymerniho
fetézce PEG vazaného na jiné ¢astici a tim padem k agregaci. Pokud je povrch AuNPs PEG
dostatecn¢ saturovan, fetézce PEG jsou natazené a vytvafi tzv. konformaci brush, jak
znazornuje nasledujici Obr. 16 [37],[39],[41].

Obr. 16: Konformace PEG na povchu AuNP: a) mushroom; b) brush [37]

2.4.3.2 Aktivni cileni

Na rozdil od pasivniho cileni, kde dochazelo ke kumulaci AUNPS Vv urcitych tkanich pfevazné
diky EPR efektu, lze funkcializované AuNPs do pozadovanych mist cilit pfimo. Toho je
dosazeno konjugaci AuNPs s ligandem (viz Obr. 17), ktery se siln¢ a specificky vaze
K ur¢itému receptoru typicky nadmérné exprimovanému na povrchu cilené bunky, napf.
bunky rakovinné. Ligand lze na povrch AuNPs vazat pfimo, Castéji se vSak vyuziva jeho
vazby na terminalni konec jiz pfitomného stabilizujiciho polymeru AuNPs. Terminalni konec
muZe obsahovat vhodnou skupinu pro navazani, napt. karboxylovou pro vazani aminoskupiny
protilatek, nebo k tvorbé vazby dochazi s vyuzitim tzv. klik-chemie. Klik-chemie je vynikajici
strategii pro povrchovou modifikaci, protoze nedochazi k ovlivnéni struktury AuNPs a tvorba
dané vazby je zcela specifickd a ortogonalni. Pfikladem ligandi mohou byt jak malé molekuly
(napt. lipidy, vitaminy, peptidy, sacharidy) tak i molekuly veétsi (proteiny, enzymy,
polysacharidy, aptamery) [9],[38],[39].
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Obr. 17: Ligandy pro aktivni cileni AuNPs [42]

Nejdelsi historii, co se ty¢e vyuziti v ramci aktivniho cileni, maji protilatky, které se oproti
ostatnim vétsim ligandlim vyznacuji vyssi specifitou. Navic protilatky mohou byt vyuzity
nejen pro cileni, ale také k terapeutickym ucelim. U protilatek se velmi ¢asto vyuziva vazby
biotin-avidin. Z polysacharidii se velmi ¢asto vyuziva napf. Kyselina hyaluronova, chitin
a manan. Kyselina hyaluronova se specificky vaze na receptor CD44, ktery je nadmérné
exprimovany na povrchu nadorovych bunék, a je povazovan za jeden z reprezentativnich
markera rakovinnych kmenovych bunék. Manan je polysacharid obsahujici velké mnozstvi
D — manosovych zbytkli, které jsou rozpozndny manosovymi receptory makrofagh
a dendritickych bungk. Z ligandi mensich velikosti jsou nejcastéji vyuzivany peptidy, kterych
1ze diky jejich velikosti na povrch AuNPs navazat daleko vice oproti pfedchozim ligandim.
Peptidy prevazné cili na receptor IL-4R, ktery je exprimovany v plicnich nddorovych bunikédch
i nadorovych endotelialnich bunkach [42],[43],[44].

2.4.3.2.1 Kyselina hyaluronovd

Kyselina hyaluronovd (dale jen HA) je linedrni polysacharid sloZeny z opakujicich se
disacharidovych jednotek kyseliny D — glukuronové a N — acetylglukosaminu (viz Obr. 18).
HA se vyznaCuje svoji vybornou rozpustnosti ve vod¢, biokompatabilitou,
biodegradovatelnosti, netoxicitou a neimunogenicitou. Obecn¢ plati, ze HA s nizkou
molekulovou hmotnosti (niz§i nez 100 kDa) vyvolava prozanétlivé reakce, zatimco HA
HA vyuziva v Siroké Skale medicinskych aplikaci, jako je zejména léceni chronickych ran
a zéanéti. HA je také ligandem pro riizné receptory exprimované na mnoha typech bunck
vCetné¢ bunék rakovinnych. Dosud byly popsany interakce HA s riznymi bunéénymi
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receptory, jako s jiz dfive zminénym CDA44, receptorem pro HA zprostiedkovanou motilitu
(RHAMM), endotelialnim HA receptorem lymfatickych cév (LYVE-1) a HA receptorem pro
endocytozu (HARE). Na zaklad€ moznosti vyuziti receptorem zprostfedkované aktivni cileni
nabizené témito interakcemi je HA povazovana za slibného kandidata pro selektivni bunécné
dodavani zobrazovacich a protinddorovych agens apro imunoterapii, kde lze cilenim
dendritickych bunék zvysit uc¢innost vakcin [47],[48],[49].

OH OH
© 0
R
OH

0
N[
N

n
kys. glukurenovi N - acetylglukosamin

Obr. 18: Vzorec kyseliny hyaluronové [49]

Castym piistupem pro navazani HA na pozadované nosie je vyuziti klik-chemie a to
konkrétn¢ aminoxy kondenzacni reakce, ktera je robustni strategii zejména v oblasti
glykokonjugace. Jedna se o biorthogonalni klik-ligaci, béhem které dochazi ke spontanni
kondenzaci funkénich aminoxy skupin s dostupnou aldehydovou nebo ketonovou skupinou za
vzniku oximové vazby. V ptipadé polysacharidi je vyhodou, Ze redukéni konce vétSiny
polysacharidli zahrnuji aldehydovou funkéni skupinu v rovnovaze s jeji hemiacetalni formou.
Aminoxy kondenzace je vysoce chemoselektivni a regioselektivni, takze je uzite¢na pro
vazbu polysacharidi, jako je pravé HA, protoZze v kazdé molekule HA je pfitomen pouze
jeden redukujici konec (hemiacetal). Dalsi vyhodou je, Ze vysledna oximova vazba je stabilni
pti fyziologickém pH a Ze reakci vznikd pouze voda, €ili absence jakychkoli neZadoucich
vedlejsich produktl. Pro potieby navazani HA na AuNPs Ize tedy AuNPs modifikovat PEG
obsahujicim na jednom svém konci aminoxy skupinu. Tuto reakci zachycuje nasledujici Obr.
19. Kinetika tvorby oximové vazby je zavisla na hodnoté pH. Uvadi se, Ze nejrychleji reakce
probiha pfi pH zhruba 4,5. Pokud je hodnota pH < 3 nebo pH > 7 dochazi naopak k rapidnimu
zpomaleni reakce. NejpouZivanéj§im pufrem pro navazani HA na aminoxy skupinu je
acetatovy pufr o pH =5,5 a koncentraci 20 mMM. Obecné by koncentrace pufru méla byt
idealné¢ vrozmezi 5-50 mMM. Oximovd vazba tvofena aminoxylovou ligaci je
termodynamicky nestabilni a ve vodném roztoku za mirné kyselych podminek podléha ve
znacné¢ mife hydrolyze, pficemz se tato vlastnost stdva vyhodnou pro aplikace, kde je
vyzadovano fizené uvolnovani zaloZzené na definované pomalé hydrolyze kovalentni vazby.
Nadorové tkané¢ nebo intraceluldrni kompartmenty, jako jsou lysozomy, jsou dobrymi
piiklady aplikaci pro fizené uvoliovani [48],[51],[52].
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Obr. 19: Aminoxy kondenzacni reakce [50]

Hlavni receptor pro HA, receptor CD44, je transmembranovy glykoprotein piitomny
V bunéénych membranach témét vSech lidskych bunék. Organizace genu CD44 dava velké
mnozstvi riznych sestiihovych variant a tedy vznik riznych izoforem CD44. Riizné izoformy
CD44 jsou exprimovany na bunikdch imunitniho systému a na vétSin€ nddorovych bungk, jako
jsou napt. burniky rakoviny prsu, plic, zalude¢ni rakovinné buriky, pankreatické, ledvinové ¢i
melanomové. Na nadorovych burikach je pak CD44 exprimovan v daleko vétsi mife nez na
bunikdch zdravych. CD44 je navic spoleénym markrem nékolika typt rakovinnych bunék,
které vykazuji vysoce maligni a chemorezistetni vlastnosti. Je znamo, Ze se zcastni celé fady
bunéénych funkci, jako je orientace, adheze, migrace buné¢k a signalnich procesi mezi buiikou
a extracelularni matrix. CD44 je také zodpovédny za bunécnou internalizaci produkti
vzniklych degradaci HA makrofagy. Interakce HA —CD44 se vyuziva pii dodavani
chemoterapeutickych 1é¢iv do nadorovych bunék (viz Obr. 20), HA vSak neni pouze molekula
zamé&fujici se na receptor CD44. Povrchovou modifikaci nanocastic HA je dosaZeno
prodlouzeni doby cirkulace v krevnim obéhu a potlaceni imunitni odpovédi zplsobené
aktivaci komplementu. HA tedy jako alternativa k modifikaci PEG pfedstavuje slibnou
strategii pro navrhovani a konstrukci budoucich systému pro dodavani 1é¢iv s prodlouzenym
ob&hem in vivo [48],[53].
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Obr. 20: Cileni CD44 nanocasticemi modifikovanymi HA [54]

2.4.4 Vyuziti AuNPs

Nanomaterialy na bazi zlata diky své pfirozené inertnosti, laditelnym optickym vlastnostem,
snadné syntéze a moznosti variabilni povrchové modifikace pfedstavuji znacny potencial pro
vyuziti Vv Siroké Skale biomedicinskych aplikaci. AuNPs jsou univerzalni platformou pro
chemické a biologické senzory, ¢ili mohou slouzit k diagnostickym tceltim a snimani signalu
generovaného specifickou vazbou molekul analytu. Mezi dal§i moznosti jejich vyuziti patii
zobrazovani, cileni 1€kl ¢i 1é¢ba nddorovych onemocnéni S vyuzitim fotodynamické terapie.
AUNPs jsou také vhodné pro vyvoj multifunkéni platformy pro celou fadu terapeutickych
aplikaci. Navzdory velkému poctu publikaci o GspéSném uplatnéni AuNPs jsou zde stile
pfitomny jisté omezujici faktory. Mezi né patii napiiklad nizka akumulace v nadorech, kdy je
nutno pouziti pomérn¢ velkého mnozstvi AuNPs, coz vede k vyssim nakladim za 1écbu.
Dalsim negativem je, Ze AuNPs vétsi nez 8 nm nejsou z téla snadno odstranény a hromadi se
Vv organech, jako jsou jatra a slezina [9],[10].
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2.4.4.1 Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie je diagnosticka a 1é¢ebnd metoda vyuzivana zejména pii 1é€bé tumort
vyuzivajici fotocitlivou latku neboli tzv. fotosenzibilizator. Pti této terapii dochézi k ozafeni
fotosenzibilizatoru viditelnym a/nebo infraCervenym svétlem o vinové délce blizké
absorpcnimu maximu fotosenzibilizatoru, ¢imz dojde k jeho excitaci. Excitované molekuly
fotosenzibilizatoru se do zékladniho stavu dostanou pienosem energie na molekuly kysliku,
vlivem ¢ehoZ vznikaji kyslikové radikaly, které jsou velice reaktivni a iniciuji oxidacéni
poskozeni buiiky, coz vede k apoptické a nasledné bunécné smrti. Jelikoz je vinova délka
pouzitého zareni takova, aby byla absorbovana pouze fotosenzibilizdtorem, nedochézi
k poskozeni zdravé tkané. SPR je vyznamnou vlastnosti AUNPS umoziiujici jejich vyuziti
praveé pii této metod€. Pouziti této metody je ovSem omezeno pouze na dobie prokrvené
tkané, kde se nachazi dostate¢né mnozstvi kysliku, které je nezbytné pro jeji spravny ucinek
[55].[56].

2.4.4.2 Fototermalni terapie

Fototermalni terapie je minimdlné invazivni a vysoce aplikovanou metodou v 1é¢bé rakoviny
pritahujici v poslednich letech zna¢nou pozornost. Béhem této metody opét dochazi k ozafeni
AuUNPs elektromagnetickym vinénim, kdy je ale tentokrat absorbovanad svételnd energie
pfeménéna na energii tepelnou. Timto zpisobem dochdzi k zahtati tkdn€ na teplotu zhruba
50°C, coz je teplota zpusobujici bunécnou smrt. AuNPs lze tedy afinitné cilit pouze do
nadorovych buné€k, kdy vlivem vysoké teploty dojde k jejich nekréze, zatimco zdrava tkan
zustava neposkozena [55],[57].

2.4.4.3 Kontrastni latky

AUNPs je vénovana velka pozornost diky jejich aplikaci jakozto kontrastnich latek vyuZzivajici
rentgenové zafeni. Jak uz bylo zminéno dfive, oproti konvenénim jodovym kontrastnim
latkdm dosahuji vy$siho kontrastu a vyznacuji se daleko delsi cirkulaci v krevnim obéhu.
Navic diky pomémé snadné funkcionalizaci je lze cilit do pozadovanych mist organismu,
a tak tyto struktury zobrazit. Dal§i metodou umoZiujici vyuziti zlatych nanocastic je PET,
ktera je citlivéjsi nez CT a ktera slouzi pfevazné k hodnoceni biodistribuce a farmakokinetiky
zlatych nanostruktur a i ostatnich nanomateriali. Tato metoda ovSem pted in vivo aplikaci
vyzaduje funkcionalizaci struktur zlata radionuklidem, kdy ale béhem in vivo studie muize
dojit k odpojeni radionuklidu a zkresleni vysledkt. Dalsi nevyhodou je nezaddouci zména
povrchovych vlastnosti AuNPs a také nizké rozliSeni PET. Zavedenim radioaktivniho izotopu
198A do zlatych nanostruktur je pak mozné jejich vyuziti Cerenkovovou luminiscenéni
metodou. Nevyhodou této metody vSak je nizka penetrace tkani, jelikoz vétSina emitovaného
svétla spada do UV nebo viditelné oblasti, a tak dochazi k jeho znaénému rozptylu a utlumu
okolnimi tkanémi [9],[55].
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24.4.4 Senzory

Jendou z hlavnich aplikaci AuNPs jsou chemické a biologické senzory. AuNPs se vyuzivaji
pro detekci analyti, jako jsou kovové ionty, anionty, sacharidy, nukleotidy, proteiny ¢i toxiny.
Podle senzorické strategic se rozliSuje nékolik typu senzort vyuzivajicich uréité vlastnosti
AuUNPs. Prikladem mohou byt senzory kolorimetrické zalozené na viditelné zméné barvy
v disledku agregace AuNPs, elektrické a elektrochemické vyuZzivajici zménu vodivosti.
Schopnost AuNPs zhaset fluorescenci vyuzivaji fluorescencni senzory a SPR je vyuzita
v senzorech zalozenych na povrchové plasmonové rezonanci. Dalsimi piiklady jsou SERS
neboli senzory zaloZzené na Ramanové rozptylu a senzory na bazi kiemikovych krystalii
[10],[55].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Piiprava AuNPs a jejich optimalizace
3.1.1 Material

Trihydrat kyseliny tetrachlorzlatité Sigma-Aldrich, USA
Dihydrat citratu trisodného Sigma-Aldrich, USA
3.1.2 Metody

3.1.2.1 Optimalizace

Byly pfipraveny celkem 4 vzorky AuNPs stabilizované riznym mnozstvim citratu. Konkrétné
latkové mnozstvi zlata ku latkovému mnozstvi citratu odpovidalo u jednotlivych vzorkt
poméru 1:3; 1:6; 1:10 a 1:20. Vzorky byly nésledné¢ charakterizovany metodou DLS
V nizkoobjemové kyvet¢ ZEN0040 (100 pl vzorku) na ptistroji Zetasizer Ultra (Malvern
Panalytical Ltd, UK) a UV-Vis na pfistroji Synergy 2 (BioTek, USA), kdy doslo k proméieni
100 pl kazdého vzorku na mikrotitra¢ni desti¢ce v rozmezi vinovych délek 450-800 nm proti
vodé. U kazdého vzorku byla pomoci pH metru (Beckman @110 ISFET, USA) stanovena
hodnota pH jako aritmeticky pramér ze tfi méfeni.

3.1.2.2 Priprava roztokii

Priprava zasobniho roztoku zlata
Na analytickych vahach (Ohaus Explorer Analytical, USA) byl navazen 1 g HAuUCI4.3H0.
Navazka byla rozpusténa v 10 ml Mili-Q vody.

Piiprava pracovniho roztoku zlata

50 ul zasobniho roztoku zlata bylo zfedéno Mili-Q vodou na kone¢ny objem 24 ml.

Piiprava zasobniho roztoku citratu

Na vahach (KERN 440, Fisher Scientific, USA) bylo navazeno 14,70 g dihydratu citratu
trisodného. Navazka byla rozpusténa v 50 ml Mili-Q vody. Roztok byl poté prefiltrovan pies
0,22 pm filtr.

Priprava pracovnich roztoki citratu

37,5; 75; 125 a 250 ul zasobniho roztoku citratu bylo ziedéno Mili-Q vodou na koneény
objem 1 ml. Timto zptisobem byly piipraveny 4 pracovni roztoky citratu, jejichz latkové
mnozstvi bylo 3x, 6x, 10x a 20x vetsi nez latkové mnozstvi Au Vv pracovnim roztoku zlata.

3.1.2.3 Piiprava skla

Varna barka s kulatym dnem a michadlo byly fadn¢ umyty saponatem a Mili-Q vodou. Poté
byla banka spole¢né s michadlem vyplachnuta luc¢avkou kralovskou a nasledné Mili-Q vodou.
Nakonec byla baiika vysuSena v susarné.
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3.1.2.4 Syntéza AuNPs

Pracovni roztok zlata byl pfeveden do varné banky s kulatym dnem a bylo pfidano michadlo.
Nasledné byla baiika vlozena do olejové 1azn€. Roztok byl priveden k varu a nechan 10 min
povafit. Poté byl pfidan pracovni roztok citratu a smés byla nechana reagovat 20 min. Teplota
lazn¢ byla nastavena na 145°C a rychlost michani na 1000 ot./min. Po celou dobu syntézy
byla smés pod refluxem chlazena vodou.

Obr. 21: Aparatura na syntézu AuNPs a zména barvy roztoku pri syntéze AuNPs pro dal$i experimenty

3.1.2.5 Charakterizace AuNPs piipravenych pro dalsi experimenty

Na zaklad¢ vysledkii optimalizace byly pro dal$i experimenty opét nasyntetizovany AuNPs
0 poméru latkového mnozstvi zlata ku citratu 1:10. Tyto AuNPs byly charakterizovany
metodami UV-Vis (UVIKON XL, BioTek, USA); DLS a MADLS (Zetasizer Ultra, Malvern
Panalytical Ltd, UK) a TEM (Philips EM 208, software Morgagni 268, FEI, CR). Bhem
metody UV-Vis doslo k proméfeni 1 ml suspenze v nizkoobjemové kyveté ZEN004O proti
vodé a DLS 50 ul suspenze v kyveté¢ ZEN2112. Zmétena hodnota pH u pfipravenych AuNPs
byla 6,52. Ze suspenze AuNPs byl odebran 2x1 ml a u jednotlivych alikvotd bylo upraveno
pH pomoci 0,1 M HCl a 0,1 M NaOH na 4,99 a 10,88. Hodnoty pH byly stanoveny pomoci
Mini pH metru (Beckman ®110 ISFET, USA).

3.1.2.6 Charakterizace pracovniho roztoku zlata a ditkaz kvantitativni reakce

Pomoci pristroje UVIKON XL (BioTek, USA) bylo zméfeno absorpcni spektrum 1 ml
pracovniho roztoku zlata v nizkoobjemové kyveté ZEN0040O v rozmezi vinovych délek 270—
400 nm apoté zméfena hodnota absorbance pii vinové délce odpovidajici absorpénimu
maximu. M¢feni probihalo proti blanku, kterym byla voda. Z piipravené suspenze AuNPs byl
odebran 1 ml vzorku do zkumavky Eppendorf. Vzorek byl poté stoGen na centrifuze
(Eppendorf 5430, Némecko) pti 30 000 ot./min po dobu 30 minut. Nasledn¢ byl odebran
supernatant, u kterého bylo opét proméfeno absorpéni spektrum stejnym zplsobem jako
u pracovniho roztoku zlata.
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3.1.3 Vysledky
3.1.3.1 Optimalizace: UV-Vis
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Obr. 22: Absorpcni spektra jednotlivych vzorkit AuNPs: a) namérend, b) normalizovand

Z absorpénich spekter jednotlivych vzork na Obr. 22 a) je patrné, ze latkové mnozstvi zlata
ku latkovému mnozstvi citratu odpovidajici poméru 1:3 je nedostatecné pro stabilizaci
AuNPs. To predevsim z diivodu vysokych hodnot absorbance v rozmezi 600-800 nm, coz je
oblast absorp¢niho spektra, kde vysoké hodnoty absorbance indikuji pfitomnost agregatii.
U tohoto vzorku doslo také k vyraznému roztazeni piku K vy$§im vinovym délkam, coz je
dalsi dukaz o rozsifené distribuci velikosti ¢astic a tedy i 0 daleko vétsi polydisperzité. Dale si
lze povSimnout také rozdilti v absorpcnich maximech jednotlivych vzorkt. Zatimco vzorky
0 poméru 1:3 a 1:6 maji absorpéni maximum piiblizné stejné intenzity, u vzorka 1:10 a 1:20
pak absorp¢ni maximum dosahuje vyssich hodnot absorbance. To také miuze poukazovat na
kvalitu stabilizace, jelikoZ obecné plati, Ze s rostouci hodnotou absorpéniho maxima roste
I stabilita nanocastic. Na Obr. 22 b) jsou pak zachycena normalizovana absorpéni spektra.
Diky normalizaci lze jednotliva spektra mezi sebou snaze porovnavat a to predevsim, coO se
ty¢e miry agregace vzorku. Na zaklad¢ integrace plochy pod kfivkou Vv intervalu vinovych
délek 600-800 nm lze stanovit, ktery ze vzorkti bude mit agregatii nejvice a ktery nejméne.
Hodnoty integrace jsou zachyceny na nasledujicim Obr. 23. Obrazek jasné znazoriuje, ze
nejvice agregati bude opravdu pfitomno ve vzorku 1:3, nejméné naopak ve vzorku 1:10.
Z tohoto obrazku lze vydedukovat, Ze s pfibyvajicim mnozstvim citratu do jeho urcitého
latkového mnoZstvi stabilita AuNPs roste, po piekroceni ur¢ité hodnoty naopak za¢ne klesat,
jelikoz vzorek 1:20 uz ma opét agregati vice nez vzorek 1:10. Na zaklad¢ vysledkt UV-Vis
1ze tedy piedpokladat, Ze pro stabilizaci AuNPs je idedlni latkové mnozZstvi citratu 10x veEtsi
nez zlata.
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Obr. 23: Hodnoty integrace plochy pod kiivkou v intervalu 600-800 nm po normalizaci spekter

3.1.3.2 Optimalizace: DLS
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Z Obr. 24 je vidét, ze ve vzorku 1:3 maji AuNPs daleko vétsi velikost nez u ostatnich vzorkd.
Z obrazku i nasledujici Tab. 1 je patrné, ze nejmensi velikosti dosahuji AuNPs ve vzorku 1:6.
U tohoto vzorku se ale vyskytuje vétsi mnozstvi agregati nez u vzorku 1:10, coZ potvrzuje
nejen zvySeni intenzity v rozmezi 100-1000 nm na Obr. 24, ale také daleko vétsi index
polydisperzity v Tab. 1. Nejniz§i PDI ma pak vzorek 1:10. Na zaklad¢ téchto vysledku
spolecné s vysledky UV-Vis lze vyvodit zavér, ze nejvhodnéj§im mnozstvim citratu pro
stabilizaci AuNPs je latkové mnozstvi 10x vétsi nez zlata. Ze se jedna o zavér spravny,
dokazuje také Ptiloha 1, ve které se nachéazeji vzorky vyfocené po piil roce od jejich syntézy.
Z tohoto divodu jsou vesSkeré experimenty popsané dale Vvramci této diplomové prace
uskute¢nény s AuNPs stabilizovanymi pravé pomérem latkového mnozstvi 1:10. Snahou vSak
je pripravit AuNPs o mensi velikosti ¢astic a predevsim s daleko nizsi polydisperzitou, nez
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Obr. 24: Distribuce dle intenzity

mély AuNPs v tomto experimentu.
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Tab. 1. Velikost a polydisperzita jednotlivych vzorkii

velikost [d. nm] 6 [nm] PDI [-] c [-]
1:3 37,56 0,88 0,65 0,05
1:6 21,10 0,42 0,36 0,02
1:10 22,00 0,77 0,27 0,06
1:20 24,70 1,67 0,28 0,02

V Tab. 2 si pak lze povSimnout, Ze¢ s pfibyvajicim mnozstvim citratu sodného roste
hodnota pH vzorki. JelikoZ je roztok citratu sodného slabé alkalicky, je narust pH s jeho
ptibyvajicim mnozstvim logicky. Je vSak nutné uvazovat, ze i hodnota pH bude stabilitu
AuNPs ovliviiovat. Proto tento vliv bude dale v experimentalni Casti také studovan.

Tab. 2: pH jednotlivych vzorki

Au:cit. [nmol] pH [-] o [-]
1:3 4,84 0,02
1:6 5,74 0,04
1:10 6,16 0,02
1:20 6,70 0,03

3.1.3.3 Charakterizace AUNPSs piipravenych pro dalsi experimenty. UV-Vis
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Obr. 25: Absorpcni spektrum pripravenych AuNPs

Z tvaru absorpéniho spektra na Obr. 25 je vidét, ze piipravené AuNPs neobsahuji agregaty.
Pokud by agregaty byly pfitomny, doslo by k nartistu absorbance v rozmezi vlnovych délek
600-800 nm. Na zakladé absorp¢niho spektra byla dle zdroje [45] urCena velikost
a koncentrace ptipravenych AuNPs. Pro vypocet velikosti bylo nutné znat hodnotu
absorbance v absorpénim maximu spektra AUNPs a koncentraci pracovniho roztoku zlata.
Vypocet koncentrace pracovniho roztoku zlata je blize popsan v kapitole 3.1.3.7. Pro vypocet
koncentrace AuNPs pak bylo nutné znat hodnotu absorbance pii 450 nm. Vsechny tyto
hodnoty zachycuje nasledujici Tab. 3.
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Tab. 3: Hodnoty nutné pro vypocet velikosti a koncentrace AuNPs

Anmax [‘] Ass0nm [-] Cau [moI/L]

2,43 1,59 7,18-10*

Velikost AuNPs byla stanovena na (14,19+0,85)nm a koncentrace na
(5,23 + 0,31)-10* &astic/ml.

3.1.3.4 Charakterizace AuNPs pitipravenych pro dalsi experimenty: DLS
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Obr. 26: Distribuce dle intenzity

Obr. 26 potvrzuje, ze ptipravené AuNPs jsou bez znatelné piitomnosti agregati z divodu
ptitomnosti pouze jednoho piku intezitni distribuce velikosti ¢astic. Hodnota PDI je pak
0,11+ 0,03. Podafilo se tedy pfipravit AuNPs s daleko mensi polydisperzitou nez
v experimentu optimalizace. Diky tomu je umoznéno daleko snadnéjsi interpretovani
vysledkt v nasledujicich experimentech modifikace AuNPs. Pomoci MADLS byla velikost
AuNPs uréena na (14,37 + 0,31) nm a koncentrace na (4,31 + 0,52) -10** &astic/ml.
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Obr. 27: Snimek zachycujici AuNPs z TEM: a) upravené pozadi pro stanoveni velikosti pomoci
programu ImageJ; b) obrdzek po provedeni stanoveni, c) pivodni foto z TEM

Obr. 27 ¢) piedstavuje ptivodni snimek z TEM, kde jsou zachyceny piipravené AuNPs. Obr.
27 a) je pak plvodni snimek z TEM upraveny pro stanoveni velikosti AuNPs pomoci
programu ImageJ/Fiji, kde bylo nutné upravit snimek tak, aby bylo docileno maximalniho
kontrastu mezi nanocasticemi a pozadim. Na Obr. 27 ¢) pak modfe znaCené nanocastice
predstavuji AuNPs, ze kterych byla pocitana velikost. Je vidét, Ze velikost byla ur¢ena pouze
ze samostatnych AuNPs, aglomeraty ¢astic do vypoctu zahrnuty nebyly. Zaroven bylo nutné
zajistit, aby pro vypocet velikosti byly pouzity snimky z TEM, kde se vyskytuje co nejvétsi
pocet ¢astic. Toho bylo docileno modifikaci TEM mtizky pomoci APDMES (3-Aminopropyl-
methyl-diethoxysilan), kdy kladny naboj aminoskupiny dané slouceniny pfitahuje zaporné
nabité nanocCastice. Primérna velikost pfipravenych AuNPs byla stanovena z celkového pocétu
21 530 ¢astic pomoci protokolu uvedeného ve zdroji [46] a ¢ini (15,04 £ 1,72) nm. Obr. 28
zachycuje rozlozeni ¢etnosti AuNPs dle jejich velikosti. Velikost pfipravenych AuNPs se tedy
pohybovala od 9 do 21 nm, kdy nejvice AuNPs ma velikost mezi 14 a 15 nm.
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Obr. 28: Rozlozeni cetnosti AuNPs dle velikosti
Tab. 4: Velikost AuNPs urcenda pomoci jednotlivych metod
metoda velikost [d. nm] koncentrace
UV-VIS 14,19 + 0,85 (5,23 + 0,31)-10%
TEM 15,04 + 1,72 -
MADLS 14,37 £0,31 (4,31 +0,52)-10"

Tab. 4 zachycuje velikost AuNPs stanovenou pomoci jednotlivych metod. Velikost
stanovena z UV-Vis byla vypocitana z empiricky odvozeného vzorce, velikost ur€ena pomoci
DLS pak ptedstavuje hydrodynamicky prumér. Nejblize realit¢ by tak méla byt velikost
dana metodou TEM, ktera se od velikosti z UV-Vis 1isi o 6 % a DLS 0 5%. Vysledky
jednotlivych metod si jsou tedy pomérné blizké. U stanoveni velikosti pomoci metody TEM
vSak mohly pfipadné nepiesnosti byt zpiisobeny upravovanim snimku v aplikaci Image/Fiji.
Navic se jedna o aritmeticky pramér velikosti 21 530 ¢astic, kdy se jejich velikost pohybovala
zhruba od 9 do 21 nm. Z dtivodu takto velkého rozpéti velikosti je také smérodatna odchylka

velikosti pomérné velka na rozdil od ostatnich metod.
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3.1.3.6 Charakterizace AUNPSs piipravenych pro dalsi experimenty: vliv pH
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Obr. 29: Absorpcni spektra vzorkit v zavislosti na pH

Vliv pH na stabilitu ptipravenych nanocastic zachycuje Obr. 29, ze kterého je patrné, Ze nizka
hodnota pH Ccastice destabilizuje. Tato destabilizace se projevuje poklesem absorpéniho
maxima vzorku a zménou jeho barvy, kdy modra barva je déna pfitomnosti agregatii. Rozdil
Vv barvé vzorkl je pak zachycen na nasledujicim Obr. 30. Nepfiznivy vliv nizkého pH na
stabilitu AuNPs je pravdépodobné zplsobeny tim, ze nizké pH potlacuje disociaci
karboxylovych skupin citratu, ¢imz dochazi ke snizeni zaporného naboje, ktery nanocastice
elektrostaticky stabilizuje.

Obr. 30: Viiv pH na stabilitu AuNPs: zkumavka ¢.1 AuNPs v HCI; zkumavka ¢. 2 v NaOH
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3.1.3.7 Charakterizace pracovniho roztoku zlata a ditkaz kvantitativni reakce

Z Obr. 31, kde modré kiivka znazorfiuje absorpéni spektrum Au®* iontd v pracovnim roztoku
zlata, je patrné, Ze absorpéni maximum odpovida vinové délce 290 nm. Na zakladé¢ Lambert-
Beerova zakona a hodnoty absorbance a molarniho extinkéniho koeficientu pti 290 nm byla
stanovena presnd koncentrace pracovniho roztoku zlata na 0,718 mM. Podrobny postup
stanoveni je pak uveden viz Ptiloha 2.

Z Obr. 31 je patrna minimalni absorpce roztoku supernatantu (¢ervena kiivka) indikujici
spotiebu veskerych Au®* pii reakci mezi tetrachlorzlatitou kyselinou a citratem sodnym.
Reakce tedy probéhla kvantitativné.
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Obr. 31: Absorpcni spektrum Au™* iontii
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3.2 Povrchova modifikace pripravenych AuNPs pomoci MPEG-SH

3.2.1 Material
Methoxypoly(ethylenglykol)2000-thiol

Dihydrat hydrogenfosforecnanu disodného
Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného
Agardza

Chlorid sodny

Glycerol 86%

TRIS

Kyselina octova

Na,EDTA

3.2.2 Metody
3.2.2.1 Priprava roztoki

Nanosoft Biotechnology LLC, USA
Penta, CR

Serva, Némecko

Serva, Némecko

Penta, CR

Carl Roth, Némecko

Serva, Némecko

Penta, CR

Sigma-Aldrich, USA

Piiprava zasobniho 1mM roztoku mPEG-SH

Na analytickych vahach (Ohaus Explorer Analytical, USA) byly navazeny 2 mg mPEG-SH.
Navazka byla rozpusténa v 1 ml Mili-Q vody.

Piiprava zasobniho 10x koncentrovaného roztoku TAE pufru

Na vaze KERN 440 (Fisher Scientific, USA) bylo navazeno 48,46 g TRIS; 12,01 g ledové
kyseliny octové a 3,72 g Na,EDTA . Navazky byly rozpustény v Mili-Q vodé a doplnény na

kone¢ny objem 1000 ml. Pufr byl prefiltrovan pies 0,2 um filtr.

Piiprava pracovniho roztoku TAE pufru

100 ml 10x konc. TAE pufru bylo zfedéno Mili-Q vodou na objem 1000 ml.

Priprava 0,5% roztoku agarézy

Bylo navazeno (KERN 440, Fisher Scientific, USA) 0,25 g agar6zy. Navazka byla rozpusténa

v 50 ml TAE pufru.

Piiprava 2M roztoku NaCl

Bylo navazeno (KERN 440, Fisher Scientific, USA) 4,67 g NaCl. Navazka byla rozpusténa

v 40 ml Mili-Q vody. Roztok byl prefiltrovan pies 0,2 um filtr.
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3.2.2.2 Modifikace AUNPs pomoci mPEG-SH

Do 9 centrifugacnich zkumavek byl napipetovan 1 ml suspenze pfipravenych AuNPs. Do 9
zkumavek Eppendorf bylo napipetovano takové mnozstvi zasobniho roztoku mPEG—-SH, aby
jeho vysledna koncentrace odpovidala 10; 20; 30; 40; 50; 100; 200; 300 a 400 nmol na 1 mg
Au. Poté byly vsechny zkumavky na 30 minut vlozeny do ledové lazné. Nasledné byly
roztoky mPEG-SH za stalého michani pfidany k jednotlivym alikvotam suspenze AuNPs.

3.2.2.3 Agarozova elektroforéza

Vzorky na ELFO byly pfipraveny tak, ze z jednotlivych alikvoti modifikovanych mPEG-SH
bylo do zkumavky Eppendorf odpipetovano 250 pul a doplnéno TAE pufrem na konecny
objem 1ml. Poté byly vzorky sto¢eny v centrifuze (Eppendorf 5430, Némecko) pfi
30 000 ot./min po dobu 20 minut. Nasledovalo odebrani 900 pl supernatantu, doplnéni TAE
pufrem na 1 ml, rozsuspendovani sedimentu na vortexu a opétovné sto¢eni. Kazdy vzorek byl
timto zpisobem promyt celkem tiikrat. Po posledni centrifugaci bylo odebrano co nejvétsi
mnozstvi supernatantu a ke kazdému vzorku byly ptidany 3 pl glycerolu. Nasledné bylo 5 pl
kazdého vzorku dano do jamky agardzového gelu a byla provedena elektroforéza pti 70 mV
po dobu 90 minut (Labtron LHES-A10, UK)

Gel na elektroforézu byl ptfipraven nalitim 0,5% roztoku agardzy do formy na gel tak, aby
vyska gelu byla zhruba 1 mm, a jeho naslednym ztuhnutim.

3.2.24 UV-Vis

Na mikrotitra¢ni desticku bylo do dvou fad napipetovano 100 pl kazdého modifikovaného
alikvotu. U druhé tady bylo ke kazdému alikvotu piidano 100 pl 2 M zasobniho roztoku
NaCl. Poté byla mikrotitracni destiCka vlozena do chladnicky a nasledujici den bylo
U kazdého vzorku proméfeno absorpéni spektrum v rozmezi vinovych délek 450-800 nm na
ptistroji Synergy 2 (BioTek, USA) proti vode.

3.225 DLS

Do nizkoobjemové plastové kyvety ZENO040 bylo z kazdého modifikovaného alikvotu
odpipetovano 100 pl a byla zméfena velikost na pfistroji Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical
Ltd, UK). Timto zptisobem byla velikost u kazdého alikvotu zméfena tfikrat. Vysledné
velikosti 1 grafy jsou pak primérem z téchto tfi méteni.

3.2.2.6 VlivpH

U jednotlivych vzorkt byla stanovena hodnota pH jakozto aritmeticky pramér ze tii méfeni
pomoci Mini pH metru (Beckman ®110 ISFET, USA).

3.2.2.7 Kinetika povrchové modifikace AuNPs mPEG-SH

Do plastové kyvety DTS0012 bylo odpipetovano 1,5 ml suspenze AuNPs a ptidano michadlo.
Poté byla na pfistroji UVIKON XL (BioTek, USA) zapnuta funkce Time-drive a métena
absorbance pti 550 nm po dobu 30 min. Po ustaleni absorbance bylo zhruba v 2. minuté
méteni za stalého michani ptidano 20; 100 a 400 nmol mPEG-SH na 1 mg Au.
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3.2.3 Vysledky

3.2.3.1 UV-Vis
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Obr. 32: Absorpcni spektra AUNPS po modifikaci (Cisla u kiivek reprezentuji hodnoty
koncentrace nmol mPEG/mg Au)

Ze spekter jednotlivych vzorkt na Obr. 32 je vidét, Ze s rostoucim mnozstvim mPEG-SH
roste intenzita absorpéniho maxima. Zatimco vzorky modifikované 100-400 nmol mPEG-SH
na 1 mg Au maji intenzitu absorpéniho maxima pfiblizn¢ stejnou, vzorky modifikované
50 nmol a méné maji intenzitu absorpéniho maxima zna¢né niz§i. To je pravdépodobné
zpiisobeno tim, Ze u téchto vzorki doSlo béhem modifikace k jejich vyraznému vysrdzeni, jak
je ukazano na Obr. 36. VysraZzenim AuNPs pak rapidné klesl pocet nanoc¢astic schopnych
absorpce, coz se projevilo snizenim hodnoty absorp¢niho maxima.
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Obr. 33: Absorpcni spektra AuNPs po modifikaci V prostiedi 1 M NaCl (¢isla u kiivek reprezentuji
hodnoty koncentrace nmol mPEG/mg Au)

Na Obr. 33 je opét vidét velky rozdil mezi intenzitami absorpcnich maxim vzorkt 10—
50 nmol a vzorkti 100400 nmol. Také si lze povSimnout, ze spektra u vzorkd 10-30 nmol
jsou tvofena pouze ,,ptimkou”, ¢ili 1ze usuzovat, ze vlivem vysoké iontové sily 1 M roztoku
NaCl doslo k jejich agregaci. Nejvétsi vliv iontové sily 1 M roztoku NaCl je pak vidét
u vzorku AuNPs bez mPEG-SH, kde doslo k jeho vysrazeni. Divodem je to, ze tento vzorek
je stabilizovany pouze elektrostaticky odpudivymi interakcemi mezi zdporné nabitymi
skupinami citratu, kdezto vzorky modifikované mPEG-SH jsou stabilizovany stéricky.
ZvySenim iontove sily je pak velikost odpudivych sil mezi citratem daleko niZsi.
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Obr. 34: Hodnoty integrace plochy pod krivkou v intervalu 600-800 nm po normalizaci spekter
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Obr. 34 zachycuje hodnoty integrace plochy pod kiivkou absorpénich spekter v rozmezi
vinovych délek 600-800 nm po jejich normalizaci. Z obrazku je vidét, Ze S piibyvajicim
mnozstvim mPEG-SH mnozstvi agregati klesa, kdy od hodnoty 100 nmol/mg Au zlstava
piiblizn¢ konstantni. Lze tedy ptredpokladdat, Zze dostatecnym mnozstvim pro stabilizaci
AUNPs je 100 nmol mPEG-SH na 1 mg Au.
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Obr. 35: Modifikované vzorky na mikrotitracni desticce: 1. Fada — samostatné vzorky;
2. rada —vzorky v prostredi 1 M NaCl (¢isla nad jamkami reprezentuji hodnoty koncentrace
nmol mPEG/mg Au)

Obr. 35 zachycuje vzorky na mikrotitra¢ni desti¢ce pted UV-Vis analyzou. V prvni fadé
mikrotitracni desti€ky jsou vzorky samostatné, ve druhé pak v prostiedi 1M NaCl. Zde je
dobie vidét, jak rlzné mnozstvi mPEG-SH ovliviluje barvu vzorki. Obecné plati, Ze
s rostoucimi rozméry AuNPs se barva suspenze vlivem SPR méni z Cervené, pies fialovou
a modrou aZ do Uplného odbarveni. Témét bezbarvé jsou vzorky modifikované 10 a 20 nmol
MPEG-SH. Tak Ize jen na zaklad¢ barvy usuzovat, ze tyto vzorky jsou oproti ostatnim mén¢
koloidn¢ stabilni. Vzorky 30-50 nmol maji barvu fialov§jsi, s rostoucim mnozstvim mPEG—
SH je pak tato barva syt&j$i. To opét poukazuje na fakt, Ze se Srostoucim latkovym
mnozstvim mPEG-SH tendence k agregaci klesa. VVzorky 100-400 nmol pak maji barvu
cervenou, zde by tedy agregati mélo byt nejméné. Nejvétsi vliv iontové sily 1 M roztoku
NaCl je znat u nemodifikovanych AuNPs, kde doslo k uplnému odbarveni suspenze vlivem
vysrazeni nanocastic. Tyto pifedpoklady dané barvou vzorkli pak koreluji s ostatnimi
vysledky.
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Obr. 36: Centrifugacni zkumavky den po provedeni modifikace (¢isla nad zkumavkami reprezentuji
hodnoty koncentrace nmol mPEG/mg Au)

Na tomto obrazku je zfeteln¢ vidét, ze u modifikace 10-50 nmol mMPEG-SH doslo
k vysrazeni AuNPs na sténach zkumavek. To se nasledné projevilo na nizSich hodnotach
absorp¢nich maxim téchto vzorki. Dale je opét vidét rozdilna barva jednotlivych vzorki, kdy
s rostoucim mnozstvim mPEG—SH se barva méni z modré, pies fialovou na syté ¢ervenou. Na
zaklad¢ dosavadnich vysledku 1ze tedy usuzovat, Ze AuNPs jsou dostateéné stabilizovany od
100 nmol mPEG-SH na 1 mg Au. Tento ptedpoklad potvrzuje i Pfiloha 3, ve které jsou
zachyceny AuNPs mésic po modifikaci.

3.2.3.2 Elektroforéza

Nasledujici Obr. 37 zachycuje vzorky po provedeni prvni centrifugace. Jak bylo vidét jiz na
Obr. 36, béhem modifikace doslo k vyraznému vysrazeni nanocastic u vzorkd 10-30 nmol
MPEG-SH. Nejvice pak u vzorku 10 nmol, proto po centrifugaci nebyl ve zkumavce
Eppendorf patrny zadny sediment tvofeny nanocasticemi. U vzorku s 20 nmol pak bylo
nanocastic uz vice, ale jelikoz byly stale velice nestabilni, vysraZely se v podobé malé ¢erné
teCky na dn¢ zkumavky. Az od vzorku modifikovaného 30 nmol se stabilita AUNPs vlivem
jednotlivych centrifugacnich krokti nezménila. Proto byla ELFO provedena se vzorky az od
tohoto latkového mnozstvi.

Obr. 37: Rozdil ve stabilité vzorkii po prvni centrifugaci (Cisla nad zkumavkami reprezentuji hodnoty
koncentrace nmol mMPEG/mg Au)
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Obr. 38: Detail gelu po provedeni elektroforézy (¢isla nad bandy reprezentuji hodnoty koncentrace
nmol mPEG/mg Au)

Z duvodu vysrazeni velkého mnozstvi Castic pti modifikaci AuNPs 30-50 nmol mPEG-
SH jsou bandy v gelu reprezentujici tyto vzorky velmi $patné viditelné (viz Obr. 38). Dale
jsou tyto bandy v gelu velice roztazené, coz vypovida o vysoké polydisperzité vzorkd.
U vzorku 30 nmol je navic patrna Cernd Cara ve startovaci jamce, ktera je pravdépodobné
tvofena agregaty AuNPs, jejichz velikost byla na prichod pory gelu piili§ velkd. Je vsak
patrné, ze s rostoucim mnozstvim mPEG—SH se vzorky pohybuji mensi rychlosti. To je
zpusobeno tim, ze molekuly mPEG—SH maji neutralni naboj a ¢im vice je povrch AuNPs jimi
saturovan, tim jsou AuNPs méné zaporné a maji mensi elektroforetickou mobilitu. Povrch
AuNPs modifikovanych 100-400 nmol je pak saturovan daleko vice nez u vzorku
modifikovanych mensim mnozstvim, proto se tyto vzorky pohybuji gelem daleko pomaleji

3.23.3 DLS
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Obr. 39: Distribuce dle intenzity (¢isla u krivek reprezentuji hodnoty koncentrace nmol mMPEG/mg Au)
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Z vysledkt DLS je opét jasné vidét, ze dostate¢né mnozstvi mPEG-SH pro stabilizaci AUNPs
je az od 100 nmol na 1 mg Au. Vzorky modifikované mensim mnozstvim mPEG-SH obsahuji
agregaty, coz se Vv intenzitnim spektru projevuje zhorSenou distribuci. O daleko vétsi
polydisperzité téchto vzorka vypovidaji i vysoké hodnoty PDI v nasledujici Tab. 5. Z duvodu
vysoké polydisperzity téchto vzorki pak nelze hodnoty velikosti v Tab. 5 povazovat za
relevantni. Velikost nanocastic vyjadiena jako Z-average uvedena v této tabulce nejlépe
odpovida skutecnosti u vzorki S nizkou polydisperzitou. Nizkou polydisperzitu vykazuji
vzorky 100-400 nmol. U téch si lze také pov§imnout, ze s rostoucim mnozstvim mPEG-SH
roste i jejich velikost. To je pravdépodobné zpuisobeno tim, ze ¢im vice molekul mPEG-SH je
na povrchu AuNPs navdzanych, tim vice molekul mPEG-SH ma ,natazeny* fetézec,
adochazi tedy ke zmén¢ konformace z ,mushroom* do ,brush®“. Dale je u vSech
modifikovanych vzorkli oproti nemodifikovanym AuNPs patrny posun pikd k vEétSim
velikostem zptisobeny navazanim molekul mPEG-SH na jejich povrch.

Tab. 5: Velikost a polydisperzita vzorkii véetné smérodatnych odchylek

PEG-SH .
[n”;‘ol mg Aup | Velikost [d. nm] o[nm] PDI [] o [-]
0 14,37 0,31 0,11 0,03
10 24,50 161 0,61 0,03
20 13,73 0,76 0,76 0,03
30 18,60 3,12 0,88 0,05
40 2273 5,20 0,56 0,21
50 28,90 1,44 0,37 0,12
100 24,97 0,51 0,14 0,03
200 27,67 0,06 0,12 0,01
300 2043 0,58 0,19 0,00
400 30,13 0,42 0,19 0,02

Z jednotlivych vysledkii plyne, Ze dostatenym mnoZstvim pro stabilizaci AuNPs je
100 nmol mPEG-SH/mg Au. Nasledujici experimentalni ¢ast je provadéna vyhradné s AUNPS
o daném poméru.
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3.2.3.4 VlivpH
Tab. 6. Zavislost pH vzorkii na mnozstvi mPEG-SH

mPEG-SH

[nmol/mg Au] PHT] o]
0 6,52 0,00

10 6,47 0,02

20 6,45 0,02

30 6,37 0,01

40 6,34 0,01

50 6,36 0,02

100 6,35 0,00
200 6,33 0,01
300 6,33 0,00

Z dat uvedenych v Tab. 6 je patrny minimdlni nariist hodnoty pH s rostouci koncentraci
MPEG-SH. Oproti nemodifikovanym AuNPs kde, jak je pospano vySe, ma pH vyrazny vliv
na stabilitu, u modifikovanych ¢astic nebyl vliv koncentrace mPEG-SH na hodnotu pH
znatelny.

3.2.3.5 Kinetika povrchové modifikace AUNPs mPEG-SH
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Obr. 40: Kinetika povrchové modifikace AuNPs po pridani mPEG-SH (cisla u kirivek
reprezentuji hodnoty koncentrace nmol mPEG/mg Au)

Z Obr. 40 zachycujiciho kinetiku modifikace AuNPs je vidét, ze po pridani mPEG-SH
dochazi nejprve k znatnému narastu absorbance a nasledné jejimu poklesu. Tento nartist by
mohl byt zplisoben tvorbou agregatli a nasledny pokles absorbance pak jejich rozpadem. Pti
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modifikaci by mohlo hypoteticky dochazet k tomu, ze pfidavek mPEG-SH zpusobuje
disociaci zaporné nabitého citratu z povrchu AuNPs. Tato disociace citratu je pak daleko
rychlejsi nez navazdni mPEG-SH na povrch AuNPs, vlivem ¢ehoZ se Castice stavaji velice
nestabilni, a tak se tvoii agregaty. Ze je disociace citratu z povrchu AuNPs mnohem rychle;jsi
nez navazani molekul mPEG-SH by mohlo byt vysvétleno tim, ze citratové anionty jsou
mnohem mens$i, a proto z povrchu AuNPs difunduji velice rychle, kdezto objemngjsi
molekuly mPEG-SH difunduji suspenzi pomaleji, a nez se dostanou k povrchu AuNPs, aby
mohlo dojit k jeho stabilizaci, vzniknou agregaty. Postupem casu se vSak k povrchu AuNPs
prodifunduje stale vice molekul mPEG-SH, jejichz navdzanim na povrch jsou nanocastice
vice stabilni a agregaty se postupné¢ rozpadaji, coz by vysvétlovalo nésledny pokles
absorbance. Po pfidavku 20 nmol mPEG-SH se vS8ak nenachazi ve vzorku tolik molekul PEG,
jako u modifikace 100 a 400 nmol, ¢astice tedy nejsou stabilizovany takovou mirou, a proto
I pokles absorbance neni tak zna¢ny jako po pfidavku vétsiho mnozstvi mPEG-SH. Zhruba po
10 minutach dochazi k ustaleni absorbance, proto lze predpokladat, Ze modifikace povrchu
AUNPs mPEG-SH netrva déle nez tuto dobu.

3.2.4 Testy stability
3.2.4.1 Metody
pH stabilita

2 ml AuNPs modifikovanych 100 nmol mPEG-SH bylo ztedéno Mili-Q vodou na kone¢ny
objem 10 ml. U takto zfedéného vzorku byla méfena velikost ¢astic v zavislosti na pH
v rozmezi pH 3-11. pH vzorku bylo upraveno piidavky 0,1 M HCI, 1 M HCIl a 1 M NaOH
pomoci automatického titratoru. Experiment byl proveden na pfistroji Zetasizer Nano ZSP
(Malvern Panalytical Ltd, UK).

Teplotni stabilita

200 pl AuNPs modifikovanych 100 nmol mMPEG-SH bylo ziedéno Mili-Q vodou na koneény
objem 1 ml. U takto zfedéného vzorku byla méfena velikost Castic v zavislosti na teploté
v rozmezi teplot 15-60 °C. Vzorek byl méten v kyvet¢ ZEN40 na piistroji Zetasizer Nano
ZSP (Malvern Panalytical Ltd, UK).

Stabilita v zdvislosti na iontové sile

2 ml AuNPs modifikovanych 100 nmol mPEG-SH bylo zfedéno Mili-Q vodou na kone¢ny
objem 10ml. U takto zfedéného vzorku byla méfena velikost Castic v zavislosti na
koncentraci NaCl vrozmezi 0-1 M. Roztok 2 M NaCl byl ke vzorku ptiddvan pomoci

automatického titratoru. Experiment byl uskute¢nén na pfistroji Zetasizer Nano ZSP (Malvern
Panalytical Ltd, UK).

Casovi stabilita v 80% FBS

200 pul AuNPs modifikovanych 100 nmol mPEG-SH bylo ziedéno pomoci FBS na koneény
objem 1ml. U takto upraveného vzorku byla méfena absorpéni spektra kazdou hodinu
v rozmezi vinovych délek 450-800 nm po dobu 10 hodin. Jako blank bylo pouzito FBS.
Vzorek byl méten v kyveté ZEN0040 na pfistroji UVIKON XL (BioTek, USA).
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3.24.2 Vysledky
pH stabilita
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Obr. 41: Zavislost velikosti AuNPs na pH

Z Obr. 41 je vidét, ze velikost AuNPs modifikovanych 100 nmol mPEG-SH se zménou pH
zustava priblizné stejnd. Takto modifikované AuNPs jsou tedy v rozmezi hodnot pH 3-11

velikostné stabilni.

Teplotni stabilita
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Obr.42: Zavislost velikosti AuNPs na teploté

Z Obr.42 je patrny trend, ze s rostouci teplotou velikost nanoc¢astic mirn¢ stoupa. Tento nartst
¢ini 5,2 nm Vv rozmezi 45°C a neni tedy tak velky, aby byl zplsobeny tvorbou agregatii.
Experiment byl zopakovan také s polystyrenovym standardem o velikosti ¢astic 50 nm, viz
Ptiloha 4. U standardu také s rostouci teplotou rostla velikost ¢astic a to se stejnou smérnici
linedrni regrese jako u AuNPs. Narist je pravdépodobné zpiisoben souhrnem teplotni expanze
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objemu nanocastic a teplotni zménou viskozity média, kterd neodpovida tabelovanym udajim
v databazi ptistroje. AUNPs modifikované 100 nmol mPEG-SH lze tedy v rozmezi teplot 15—
60°C povazovat za stabilni.

Stabilita v zavislosti na iontové sile
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Obr. 43: Zavislost velikosti AUNPs na koncentraci NaCl

Na Obr. 43 je vidét, ze s rostouci iontovou silou mirné€ roste velikost ¢astic. S pridavky NaCl
dochazi k postupnému zvySovani viskozity vzorku, a tak se nanocastice s pridavky NaCl
pohybuji suspenzi pomaleji. Pfistroj je pak tedy miize vyhodnocovat jako vétsi. Proto bylo
nutné namétené velikosti pro kazdy piidavek NaCl upravit a provést korekci viskozity na
odpovidajici koncentraci NaCl ve vzorku. I pfes tuto upravu dat je vSak trend rlstu stale
patrny, jak je na Obr. 43 zachyceno. Mezi pocateéni a koncovou koncentraci nartst ¢ini
konkrétn¢ 4,4 nm (pred upravou dat pak 6,1 nm). Takto mald zména velikosti nemtze ale byt
povazovdna za duasledek tvorby agregatl ve vzorku. Pravdépodobné se jednd o ptechod
fetézci mPEG-SH z konformace ,,mushroom* do ,,brush®. Tuto domnénku by potvrzovala
i skuteCnost, Ze zvySené iontové sily se vyuziva pii modifikaci planarnich povrchu
molekulami mMPEG. To pravé z toho divodu, Zze vySsi iontova sila zptsobi natazeni fetézci
molekul mPEG, vlivem ¢ehoZ se ho na povrch materidlu navaze vice, a modifikace je tak
kvalitnéjsi. [58] AuNPs modifikované 100 nmol mPEG-SH lze tedy v rozmezi koncentrace
NaCl 0-1 M povaZzovat za stabilni.
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Casova stabilita v 80 % FBS séru
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Obr. 44: Absorpcni spektra AuNPs v 80% FBS po dobé 10 hodin

Z absorpénich spekter na Obr. 44 je vidét, ze se tvar spekter po uplynuti 10 h nezménil
adoslo pouze kvelmi mirnému poklesu intenzity absorpéniho maxima. Tento pokles
s nejveétsi pravdépodobnosti nesouvisi s tvorbou agregatt AuNPs. Pokud by se ve vzorku
vytvorily agregaty, jejich pfitomnost by se projevila naristem absorbance v intervalu
vinovych délek 600-800 nm. Obr. 45, na kterém je v ¢ase zachycena integrace plochy pod
kiivkou Vtomto rozmezi vlnovych délek po normalizaci spekter, ovsem dokazuje, Ze
k narustu absorbance nedochazi. Navic pokud by povrch AuNPs nebyl dostateéné stéricky
branén molekulami mPEG-SH, na povrch AuNPs by se navazaly molekuly proteinii ze séra
a doslo by k vytvofeni tzv. proteinové korony. Tohoto jevu se vyuZziva pii pasivni modifikaci
povrchu nanocéastic kovi molekulami proteinti. Vytvofeni proteinové korony kolem
nanoCastic pak ma za nasledek zvétSeni jejich velikosti, coz se V absorpénim spektru
projevuje posunem absorpcniho maxima k vy$§im vlnovym délkam, jak je ukazano v Ptiloha
5. [59] Vtomto piipadé k posunu absorpéniho maxima nedoslo, a proto jsou AuNPs
modifikované 100 nmol mPEG-SH v 80 % FBS stabilni a dostate¢né stéricky chranény.
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Obr. 45: Hodnoty integrace plochy pod kiivkou v intervalu 600-800 nm po normalizaci spekter
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3.2.5 Testy cytotoxicity
3.25.1 Metoda

AuNPs modifikované 100 nmol mPEG-SH byly 10x zakoncentrovany ultracentrifugaci pfi
50 000 ot./min (Hermle Z200A, Hermle LaborTechnik GmbH, Némecko) po dobu 1,5 h.
Testy cytotoxicity byly stanoveny u dvou druhd bunék a to bun¢k B16F1 a THP1. K obéma
typim buné¢k byly ptidany zakoncentrované AUNPS tak, aby byly bunky vystaveny ptisobeni
AuUNPs o koncentraci 1; 10 a 100 ug Au/ml. Viabilita bunék byla stanovena metodou
prutokové cytometrie na piistroji BD FACS LSR Il Fortessa (Becton Dickinson) pomoci
barveni propidiumjodidu, dale jen PI, (ThermoFisher Scientific)
a Annexinu V konjugovaného s Alexa Fluor® 488 (Invitrogen). Viabilita se stanovovala po
24 a 48 h. Jako excita¢ni a emisni maximum u Pl byly pouzity vinové délky 536 a 617 nm,
u Annexinu V 495 a 519 nm. Pro kontrolu bylo méfeni provedeno i s buikami neovlivnénymi
AUNPs.

0 1 10 100

Obr. 46: Titracni desticka s bunkami po pridani modifikovanych AuNPs: 1. Fada — THP1 buriky;
2. fada — B16F1 busiky (¢isla nad jamkami reprezentuji hodnoty koncentrace Au ug/ml)
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3.25.2 Vysledky
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Obr. 47: Viabilita bunék: modré sloupce — intenzita signdalu PI zmérend 24 h od pridani AuNPs;
Cervené — intenzita signdlu PI po 48 h; zelené — intenzita signdlu Annexin V po 24 h;
oranzové — intenzita signdalu Annexin V po 48 h

Annexin V je fluorescenéni barvivo vazajici se na negativné nabity fosfolipid fosfatidylserin.
Tento fosfolipid se ve zdravych builkdch nachédzi na vnitini strané¢ plazmatické membrany.
Proapoptotické signdly vsSak zpusobuji jeho rychlou externalizaci umoziujici navazani
Annexinu V. Jelikoz bunky nekrotické vazi Annexin V diky prasklé bunétné membrané
stejné jako apoptotické, je nezbytné jejich soucasné znaceni Pl, ktery se vaze k nukleovym
kyselinam. Apoptotické buiiky jsou pak pozitivni na barveni Annexinem a negativni na
barveni Pl, zatimco nekrotické jsou pozitivni na ob€ barviva, protoze Pl se diky
permeabilizované buné¢né membrané dostane do nitra nekrotickych bunék. [60]

Z Obr. 47 zachycujiciho viabilitu bun€k je vidét, Ze intenzita fluorescence Pl je u obou
typll bunék minimélni. Ve vzorcich tedy nejsou pfitomny téméf Zadné nekrotické bunky.
Vysledky pak indikuji, ze daleko vétsi mnozstvi bun€k se nachézi ve stavu apoptozy. Jelikoz
intenzita fluorescence Annexinu V je zhruba stejna jak pro buiky ovlivnéné AuNPs, tak
buriky neovlivnéné, lze predpokladat, Ze AuNPs nemaji na viabilitu bunék vliv. To potvrzuje
i fakt, Ze intenzita fluorescence je zhruba stejna i pro vSechny pouzité koncentrace AuNPs a to
jak po 24 tak i po 48 h. Na zaklad¢ téchto vysledku a testd stability lze tedy pfedpokladat, Ze
AuNPs modifikované mPEG jsou dostatecné stabilni a biokompatibilni bez vyrazné
cytotoxicity, a je tedy mozna jejich in vivo aplikace.
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3.2.6 Aplikace in vivo
3.2.6.1 Metody

AuUNPs modifikované 100 nmol mPEG-SH byly zakoncentrovany na 100 mg Au/ml,
sterilizovany filtraci pies 2 um filtr a pfevedeny do roztoku PBS. Takto ptipravené AuNPs
byly nasledné intraven6zné aplikovany do mysi. V aplikované dévce se nachéazelo pfiblizné
20a 40 mg Au. Poté byla my$ skenovana na piistroji MicroCT SkyScan 1276 (Bruker,
Némecko). Jednotivé skeny byly pofizeny kontinualnim rota¢nim skenovanim za pouziti
filtru — low dose a high dose. Kazdy sken se skladal ze 4 casti, které byly pfi pocitacové
rekonstrukci spojeny Vv jeden obraz v programu InstaRecon®, 3D vizualizace a morfometrie
byly provedeny v programu CTvox a CTAN.

3.2.6.2 Vysledky
I

HU 0(13)

Obr. 48: Porovnani koncentracni rady modifikovanych AUNPS na uCT

Na Obr. 48 je zachyceno srovnani kontrastu riznych koncentraci AuNPs po méteni na pCT.
Na zéakladé tohoto experimentu je vidét, ze vhodnou koncentraci AuNPs pro in vivo
zobrazovani je az koncentrace 100 mg/ml, proto modifikované AuNPs byly zakoncentrovany
pravé na tuto koncentraci. Ostatni koncentrace dosahuji rapidné niz§ich hodnot HU, a proto
by pravdépodobné nebyly pii in vivo aplikaci dostate¢né kontrastni. Pro jistotu byla
prométena i voda a roztok PBS, aby bylo dokazano, ze jakoZto médium, ve kterém se AuNPs
nachézeji, nedochazi jejich vlivem ke zkresleni méfeni.
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Obr. 49: Snimky z dlouhodobého skenovani mysi po aplikaci jediné davky AuNPs: a) srdce;
b) ledviny; c) slezina; d) jatra

Z Obr. 49 je vidét, Ze ihned po intravenozni aplikaci AuNPs dochazi k zobrazeni srdeénich
komor (A) mysi vyplnénych krvi s kontrastni latkou a diky vyraznému prokrveni ledvin jsou
patrné i cévy v ledvindch (B). Lze si povSimnout velkého rozdilu mezi snimkem mysi po
aplikaci AuNPs a bez AuNPs, kde zadné organy viditelné nejsou. Postupem ¢asu dochazi ke
sniZzeni koncentrace AuNPs v krvi a jejich vychytavani slezinou (C), kterd na snimku zacina
byt patrna jiz po 8 h od aplikace. Po 2 h od aplikace se na snimcich zobrazuji také jaterni
laloky, coz je opét dano vysokym pritokem krve s kontrastni latkou timto organem. Jatra (D)
jsou pak pln¢ zobrazena po 48 h vlivem vychytani AuNPs makrofagy v jatrech. Nejlépe jsou
pak jatra viditelna na snimku po 5 dnech. Vlivem vychytavani AuNPs jednotlivymi organy
dochazi ke snizeni jejich koncentrace v krvi, a proto jsou srdecni komory postupem casu na
jednotlivych snimcich stadle méné viditelné. Béhem tohoto skenovani byl pouzity filtr ,,low
dose®, ktery je Setrny ke zvifeti, a rychlé rota¢ni skenovani, diky kterému zvife nedostane
prilis vysokou davku zéfeni. Nevyhodou jsou vsak skeny v malém rozliSeni.
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Obr. 50. Zmena denzity v ¢ase jednotlivych organii

Na Obr. 50 je zachyceno, jak se méni denzita jednotlivych organt v ¢ase béhem skenovani
na uCT. Rovné ¢ary pak reprezentuji hodnoty denzity namétené pied podanim AuNPs. Tyto
vysledky koreluji s kontrastem danych organt v ¢ase na pifedchozim Obr. 49. Je zde vidét, jak
postupem ¢asu dochazi k vychytdvani AuNPs z krve, vlivem ¢ehoZ denzita srdce klesd, azZ je
zhruba po 5 dnech (120 h) na hodnot¢ stejné jako bez pfitomnosti kontrastni latky. Slezina a
jatra vykazuji ihned po aplikaci zvySenou denzitu, kdy béhem zhruba 4-6 h dochazi k jejimu
poklesu na hodnotu namétfenou bez pfitomnosti AuNPs a poté k jejimu rapidnimu nérastu. To
je zpusobeno tim, ze kontrast t€chto organi je zpocatku vlivem jejich vyrazného prokrveni
dan ptitomnosti AuNPs v krvi. Nasledn¢ dochézi k vychytani AuNPs z krve, a tedy snizeni
kontrastu, a poté k postupné akumulaci AuNPs v téchto organech, kdy jejich denzita opét
roste. Ke kumulaci AuNPs dochazi i v kizi, zejména ve velmi prokrvenych oblastech, jak je
vidét na nasledujicim Obr. 51, kde mys, které byly podany AuNPs, je zbarvena do
tmavomodré barvy.

Obr. 51: Rozdil ve zbarveni mysi pred a po podiani AuNPs
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Nasledujici Obr. 52 zachycuje snimky ze skenovani mrtvé mysi. Diky tomu, Ze byla my$
usmrcena, mohl byt pouzit filtr ,,high dose* a aplikovéana vyssi davka rentgenového zareni.
Proto jsou tyto snimky vice kvalitni a maji daleko vyssi rozliseni nez snimky na Obr. 49. Je
zde také dobfe vidét srovnani mezi pripravenymi AuNPs, komer¢ni kontrastni latkou na bazi
zlata od firmy Aurovist a snimkem bez pfitomnosti kontrastni latky. Koncentrace zlata
Vv aplikované davce komer¢ni latky byla 40 mg, u AuNPs také 40 mg a dale 20 mg. U vSech
snimkd po aplikaci kontrastni latky 1ze na rozdil od snimku bez kontrastni latky dobie rozlisit
srdce (A), jatra (B) a stieva (C). Tyto organy jsou pomérné dobie patrné jiz od koncentrace
zlata 20 mg, koncentrace 40 mg pak poskytuje daleko lepsi kontrast. Lze si také pov§imnout
rozdilu mezi snimky, na nichz je zachycena mys po podani Aurovistu a pfipravenych AuNPs
o stejné koncentraci. Zda se, ze laboratorné pfipravené AuNPs poskytuji pii stejné
koncentraci vyssi kontrast nez komeréné dostupny Aurovist.

bez kontrastni latky Aurovist (40 mg Au) AuNPs (40 mg Au) AuNPs (20 mg Au)

Obr. 52: Snimky ze skenovani mrtvé mysi — porovnani komercni kontrastni latky na bazi Au
a pripravenych AuNPs o koncentraci 40 a 20 mg Au: a) srdce; b) jatra; c) stieva

Na zéaklad¢é doposud popsanych vysledkti bylo dokazéano, ze pfipravené AuNPs mohou byt
vhodnou platformou pro piipravu rizné¢ modifikovanych AuNPs pro invivo preklinické
zobrazovani na modelu malych hlodavct.
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3.3 Povrchova modifikace pripravenych AuNPs kys. hyaluronovou

3.3.1 Material

Methoxypoly(ethylen glykol)2000-thiol Nanosoft Biotechnology LLC, USA
Aminooxy PEG Thiol NANOCS, USA

Tween 20 Sigma-Aldrich, USA

Kyselina hyaluronova (37 690 kDa) Contipro, CR

Chlorid sodny Penta, CR

Kyselina octova 99% Penta, CR

Trihydrat octanu sodného Penta, CR

DMSO Sigma-Aldrich, USA

3.3.2 Metody

3.3.2.1 Priprava roztoki
Piiprava 1 mM roztoku mPEG-SH

Na analytickych vahach (Ohaus Explorer Analytical, USA) byly navazeny 2 mg mPEG-SH.
Navazka byla rozpusténa v 1 ml Mili-Q vody.

Priprava 1 mM roztoku AminoxyPEG-SH

Na analytickych vahach (Ohaus Explorer Analytical, USA) bylo navazeno 5 mg
aminoxyPEG-SH. Navazka byla rozpusténa v 1 ml DMSO.

Priprava 10% roztoku Tween 20
2 ml Tween 20 byly zfedény na objem 20 ml Mili-Q vodou.
Priprava 1 mM roztoku kys. hyaluronové

Na vaze KERN 440 (Fisher Scientific, USA) bylo navazeno 37,69 mg kyseliny hyaluronové.
Navazka byla rozpusténa v 1 ml Mili-Q H,O.

Piiprava 20 mM acetatového pufru, pH = 5,5

Byl pfipraven 20mM roztok kyseliny octové a 20mM roztok octanu sodného. Roztok octanu
sodného byl za stalého michani pfidavan k roztoku kyseliny octové, dokud se hodnota pH
neustalila na 5,5. pH bylo méfeno pomoci ptistroje pH720 (InoLab, WTW, Némecko)
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Priprava 5 M roztoku NaCl

Bylo navazeno 14,61 g NaCl (KERN 440 Fisher Scientific, USA). Navazka byla pievedena
do odmérné banky o objemu 50 ml a doplnéna Mili-Q vodou po rysku. Poté byl roztok
prefiltrovan pies 0,22 pum filtr.

3.3.2.2 Modifikace AuNPs a aminoxy ligace

K1 ml AuNPs bylo pfidano 5 pl 10% roztoku Tween 20 a suspenze byla nechéna reagovat
30 min. Poté bylo ke vzorku ptidano 5 ul roztoku aminoxyPEG—SH. Nasledujici den bylo ke
vzorku napipetovano 10 pl roztoku mMPEG-SH a modifikace opét probihala do nasledujiciho
dne. Poté byl vzorek stoc¢en pii 20 000 ot./min. po dobu 30 min (centrifuga Eppendorf 5430,
Némecko). Byl odpipetovan supernatant, vzorek byl ziedén SM roztokem NaCl na objem
1 ml a rozsuspendovan. Timto zplsobem byl znovu 2x promyt, tentokrat vSak acetatovym
pufrem. Po pievedeni modifikovanych AuNPs do acetatového pufru bylo ptidano 5 ul roztoku
kyseliny hyaluronové a reakce probihala pfes noc pii laboratorni teploté za stalého michani
pti 350 rpm. Po uplynuti reak¢ni doby byl vzorek pieveden zpét do Mili-Q vody.

3.3.2.3 MADLS

50 pl vzorku bylo napipetovano do kyvety ZEN2112 a byla zmétena velikost na pfistroji
Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical Ltd., UK). Vzorek byl proméfen pied pfidanim Kkys.
hyaluronové, ihned a 2 hod po pfidani a poté nasledujici den. Stejnym zpiisobem byl
prométen 1 samotny roztok kys. hyaluronové.

3.3.24 UV-Vis

1 ml vzorku byl proméfen v nizkoobjemové kyvete¢ ZEN40 na piistroji UVIKON XL od
firmy BioTek v rozmezi vinovych délek 450-800 nm proti vode.

3325 TEM

10 pl vzorku bylo kdpnuto na miizku pro TEM a vysuSeno. Nésledné byla na mfizku kapnuta
kapka 2 % roztoku uranyl acetatu, diky kterému dochazi k obarveni kyseliny hyaluronové. Po
10 s ptsobeni byla kapka uranyl acetdtu vysuSena a vzorek byl nasledné mikroskopovan
(Philips EM 208, software Morgagni 268, FEL CR).
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3.3.3 Vysledky
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Obr. 53: Modifikace AuNPs a ligace kys. hyaluronové (HA): a) distribuce dle intenzity; b) detail
distribuce dle intenzity velikosti castic (modrda krivka reprezentuje samotné AuNPs, cervend
modifikované AuNPS; zelend, oranzova a cernd AUNPS ihned, 2 h a nasledujici den po pridiani HA)

Na Obr. 53 je patrné, ze modifikaci AuNPs pomoci mPEG-SH a aminoxy-PEG-SH doslo
k narustu jejich velikosti. Jelikoz na tento experiment byly nasyntetizovany nové AuNPs, lisi
se jejich velikost i PDI od AuNPs v experimentu modifikace mMPEG-SH. Modifikaci AUNPS
na zaklad¢é hodnoty PDI v Tab. 7 doslo ke snizeni jejich polydisperzity, ktera se ale ptidanim
kys. hyaluronové opét zvysila. Obr. 53 nazorné zachycuje, jak se kys. hyaluronova postupné
na AuNPs vaze. Zatimco ihned po piidani kys. hyaluronové narust ¢inil pouze zhruba 3 nm,
dal$i den byl narust 12 nm, avysledna velikost AuNPs se tak nelisila od velikosti po
2 hodinach reakce. Na zaklad¢ toho lze usuzovat, Ze pro obsazeni vSech vazebnych mist kys.
hyaluronovou jsou pravé 2 hodiny dostate¢nou dobou. Vsechny velikosti v Tab. 7, kromé
velikosti samotnych AuNPs, byly u vzorku stanoveny v prostiedi acetatového pufru, kdy pH
vzorku ¢inilo 5,42 + 0,01.

Tab. 7: Velikost a PDI AuNPs po modifikaci a ligaci kys. hyaluronové

velikost [d. nm] 6 [nm] PDI [-] 6 [-]
samotné AuNPs 26,64 1,73 0,33 0,07
AUNPs modifikované PEG 42 54 1,62 0,28 0,01
HA ihned 45,72 0,41 0,33 0,01
HA 2h 55,60 2,03 0,34 0,04
HA nasledujici den 54,76 1,83 0,34 0,03
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Obr. 54: AuNPs po navadzani kys. hyaluronové (HA) v prosiedi Mili-Q vody: a) distribuce dle
intenzity; b) detail distribuce dle intenzity (modra krivka reprezentuje modifikované AuNPs; ¢ervend
AUNPs po ligaci HA; zelena samotnou HA)

Na Obr. 54 je zachycena distribuce velikosti dle intenzity roztoku kyseliny hyaluronové,
modifikovanych AuNPs a AuNPs po ligaci v prostiedi Mili-Q vody. Jak je z obrazku patrné,
roztok kyseliny hyaluronové obsahuje aglomeraty a je zna¢né polydisperzni, coz vysvétluje,
pro¢ se hodnota PDI béhem jeji ligace na AuNPs zvySuje, jak je uvedeno v piedchozi Tab. 7.
Po prubé¢hu ligace, kdy doslo k pievodu AuNPs z acetatového pufru zpét do prostiedi Mili-Q
vody, ¢imz se odstranila nenavazana kyselina hyaluronova, se PDI snizil z 0,34 na 0,26.
Z Obr. 54 je opét patrny nartst velikosti AuNPs po piidani kyseliny hyaluronové dokazujici
jeji navazani. Konkrétné€ narust ¢ini 11,7 nm. Velikost samotné kyseliny hyaluronové je pak
5,18 nm. Vezme-li se v potaz, Ze se kyselina hyaluronova vaze na AuNPs po celém jejich
povrchu, je jasné, ze by se hydrodynamicky pramér mél zvétsit o 2x 5,18 nm, tedy zhruba
10,4 nm. To vramci smérodatnych odchylek zachycenych v nasledujici Tab. 8 odpovida

skute¢nému naristu 11,7 nm a lze tedy fici, Ze se kyselina hyaluronova na AuNPs opravdu
navazala.

Tab. 8: Velikost a PDI HA, AuNPs po modifikaci a ligaci kys. hyaluronové v prostiedi Mili-Q vody

velikost [d. nm] ¢ [nm] PDI [-] 6 [-]
AUNPs modifikované PEG 42,66 3,06 0,19 0,01
AuNPs + HA 54,36 1,80 0,26 0,06
HA 518 0,95 0,27 0,07
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Obr. 55: Postupnd hydrolyza oximové vazby: a) distribuce dle intenzity; b) detail distribuce dle
intenzity (modrd krivka reprezentuje AuNPS ndsledujici den od pridini HA,; cervena a zelend tentyz
vzorek po trech a péti tydnech od pritbehu ligace; oranzova samotnou HA)

Po ptevedeni AuNPs s navazanou kyselinou hyaluronovou do Mili-Q vody byla zmé&fena

hodnota pH vzorku 7,17 + 0,12. Pfestoze by k hydrolyze oximové vazby mélo dochazet za
niz§iho pH, sledovanim stability vzorku po dobu 5 tydni se ukazalo, ze k jeji hydrolyze
dochazi pravdépodobné i pii vyssich hodnotach pH. Po zhruba 3 tydnech se velikost
nanocastic zmensila na 48 nm, po 5 tydnech byla jiz 42nm, ¢ili stejna jako velikost AuNPs po
modifikaci PEG pifed provedenim ligace (viz Obr. 55). Hydrolyzou vazby pak doslo i ke
zvyseni polydisperzity, jak je uvedeno v nasledujici Tab. 9.

Tab. 9: Velikost AuNPs béhem hydrolyzy oximové vazby

velikost c PDI c

[d. nm] [nm] [-] [-]
AuNPs+HA 54,36 1,80 0,26 0,06
AuNPs+HA 3 tydny 47,94 1,68 0,24 0,01
AuNPs+HA 5 tydnu 42,39 2,46 0,31 0,02
modifikované AuNPs 42,66 3,06 0,19 0,01

Diilezité je, ze jak po ligaci hys. hyaluronové, tak také po hydrolyze oximové vazby pocet

AUNPs zustal zachovan a pohybuje se ve stale stejném tadu, jak dokumentuje nasledujici Tab.
10. To dokazuje, Ze jak ligace kyseliny hyaluronové, tak i zanik oximové vazby neovliviiuje
stabilitu AuUNPs.

Tab. 10: Distribuce podle koncentrace castic po ligaci HA a hydrolyze oximové vazby

koncentrace c
[pocet ¢astic/ml] [pocet Eastic/ml]
AuNPs modifikované PEG 7,59-10° 1,63-10°
AUNPs+HA 1,08-10° 0,27-10°
AuNPs+HA 5 tydni 4,47-10° 1,20-10°
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3.3.3.2 UV-Vis
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Obr. 56: Absorpcni spektra vzorku pied a po navaizani kys. hyaluronové (HA) v pribéhu 5 tydnii
Vv prostiedi Mili-Q vody a) namérena spektra; b) detail namérenych spekter AUNPS s HA;
C) normalizovand spektra (modra kiivka reprezentuje modifikované AuNPs pred pridanim HA;
cervena AuNPs nasledujici den po pridani HA; zelenad a zluta 3 a 5 tydnit od ligace)

Obr. 56 je dalsim dtkazem o navazani kyseliny hyaluronové na povrch AuNPs a nasledné
hydrolyze oximové vazby. Navazani kyseliny hyaluronové na povrch AuNPs vede ke zvySeni
tloustky dielektrické vrstvy AuNPs, ¢imz se snizuje energie povrchového plasmonu, a tak
dochazi k posunu SPR piku k vy$§im vlnovym délkam, jak je zachyceno v nasledujici Tab.
11. Postupnou hydrolyzou oximové vazby pak dochazi k navraceni SPR piku na jeho hodnotu
pied pribéhem ligace. Navic vazbou kyseliny hyaluronové na AuNPs dochazi k potlaceni
absorpce AuNPs, coz se projevuje snizenou hodnotou absorbance v absorpénim maximu, jak
znazornuje Obr. 56 a). Postupnou hydrolyzou oximové vazby pak hodnota absorbance
V absorpénim maximu roste, viz Obr. 56 b). Z Obr. 56 c¢) si pak Ize povSimnout, Ze vazbou
kyseliny hyaluronové na AuNPs doslo k znatelnému rozsiteni piku a vyraznému nartstu
absorbance v ramci vyssich vinovych délek. Postupnym zanikem vazeb a uvolnénim molekul
kyseliny hyaluronové z povrchu AuNPs se pak toto rozsifeni a narGst absorbance snizuje, az
po 5 tydnech je normalizované spektrum vzorku stejné, jako bylo pied provedenim ligace.
Tyto vysledky koreluji s vysledky ve zdroji [61], kde srostouci koncentraci
kyseliny hyaluronové na povrchu AuNPs dochazi jak ke snizeni hodnoty absorpéniho
maxima, tak také k nartistu absorbance u vyssich vinovych délek. [61]

Tab. 11: Posun absorpcniho maxima vzorku po ligaci HA a po 3 a 5 tydnech od ligace

AUNPs AUNPs + HA AUNPs + HA AUNPs + HA
modifikované PEG 3 tydny 5 tydni
Amax [nm] 520 524 523 520
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S 200 nm

Obr. 57: AuNPs s navdzanou kys. hyaluronovou — snimky z TEM. a) méritko 1000 nm; b) 200 nm
(Sipka znazornuje neobarvenou vrstvu pravdépodobné tvorenou molekulami PEG)

Obr. 57 ptedstavuje snimky z TEM, na kterych jsou zachycené AuNPs s navazanou kyselinou
hyaluronovou. Diky barveni uranyl acetdtem je docileno vyrazného kontrastu mezi kyselinou
hyaluronovou a pozadim, kdy kyselina hyaluronova vytvaii kolem AuNPs koréonu tmavé
barvy. Na detailnéj§im snimku znazornéném na Obr. 57 b) si pak Ize pov§imnout, Ze mezi
tmavou korénou a povrchem AuNPS se nachazi bezbarvé oblasti. Tyto oblasti jsou na daném
snimku zndzornény Sipkou a jsou pravdépodobné tvoreny molekulami PEG, které obarveny
nejsou.

Obr. 58: Rozdil mezi AuNPs bez a s navdzanou kys. hyaluronovou (HA): a) AUNPs bez HA; b) AuNPs
S navazanou HA

Na Obr. 58 se pak pro srovnani nachazeji dva snimky, kdy na snimku a) jsou AuUNPSs bez
kyseliny hyaluronové, zatimco na snimku b) je kyselina hyaluronova na AuNPs navazana
a opét tvori tmavou koronu kolem ¢astic.
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3.3.4 Testy stability
3.3.4.1 Metody
pH stabilita

2 ml AuNPs s navazanou kyselinou hyaluronovou bylo ziedéno Mili-Q vodou na koneény
objem 10 ml. U takto zfedéného vzorku byla méfena velikost Castic v zavislosti na pH
v rozmezi pH 3 — 11. pH vzorku bylo upraveno ptidavky 0,1 M HCI, 1 M HCl a 1 M NaOH
pomoci automatického titratoru. Experiment byl proveden na pfistroji Zetasizer Nano ZSP
(Malvern Panalytical Ltd, UK).

Teplotni stabilita

200 ul AuNPs s navazanou kyselinou hyaluronovou bylo ziedéno Mili-Q vodou na kone¢ny
objem 1 ml. U takto zfedéného vzorku byla méfena velikost ¢astic v zavislosti na teploté
v rozmezi teplot 15-60°C. Vzorek byl méfen v kyveté¢ ZEN40 na pfistroji Zetasizer Nano
ZSP (Malvern Panalytical Ltd, UK).

Stabilita v zdvislosti na iontové sile

2 ml AuNPs s navazanou kyselinou hyaluronovou bylo ztedéno Mili-Q vodou na kone¢ny
objem 10ml. U takto zfedéného vzorku byla méfena velikost Castic v zavislosti na
koncentraci NaCl vrozmezi 0—1 M. Roztok 2 M NaCl byl ke vzorku pfidivan pomoci
automatického titratoru. Experiment byl uskute¢nén na piistroji Zetasizer Nano ZSP (Malvern
Panalytical Ltd, UK).

Casovd stabilita v 80% FBS

200 ul AuNPs s navazanou kyselinou hyaluronovou bylo zfedéno pomoci FBS na kone¢ny
objem 1ml. U takto upraveného vzorku byla méfena absorpéni spektra kazdou hodinu
Vv rozmezi vlnovych délek 450-800 nm po dobu 10 hodin. Vzorek byl méfen v kyveté ZEN40
na pristroji UVIKON XL (BioTek, USA) proti FBS.
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3.3.4.2 Vysledky
pH stabilita
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Obr. 59: Zavislost velikosti AUNPs na pH

Z Obr. 59 je vidét, ze velikost AuNPs s navazanou kyselinou hyaluronovou se ve sledovaném
rozmezi PH vyrazné neméni. Jedind zména velikosti je patrnd kolem pH 3, avSak neni
statisticky vyznamnd. Takto modifikované AuNPs jsou tedy v rozmezi hodnot pH 3-11
z kratkodobého hlediska velikostné stabilni.
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Obr. 60: Zavislost velikosti AUNPS na teploté

Z Obr. 60 je patrné, ze s rostouci teplotou velikost AuNPs mirné roste. Rozhodné se ovsem
nejednd o tak velky narist, ktery by byl zplsobeny tvorbou agregatd. Stejné jako
u modifikace AuNPs mPEG-SH doslo i u AuNPs s navazanou kyselinou hyaluronovou
k porovnani méfeni provedenym se standardem. Jelikoz je smérnice linearni regrese blizka jak
pro standard, tak i AuNPs s kyselinou hyaluronovou, je pravdépodobné, Ze narist velikosti je
opét zptisoben souhrnem teplotni expanze objemu nanocastic a teplotni zménou viskozity
média, kterd neodpovida tabelovanym tdajiim v databazi pfistroje. Porovnani se standardem
je pak ukéazano viz Ptiloha 4.
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Stabilita v zavislosti na iontové sile
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Obr. 61: Zavislost velikosti AuNPs na koncentraci NaCl

Obr. 61 dokazuje, ze prestoze velikost mirné kolisa, tak 1ze vzhledem k pomérné¢ vysokym
chybovym tseckam povazovat AuNPs v daném rozmezi koncentrace NaCl za stabilni. Tyto
mirné zmény ve velikosti nejsou totiz dostate¢né velké na to, aby byly zplisobeny agregaci
castic.

Casovi stabilita v 80 % FBS séru
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Obr. 62: Absorpcni spektra AuNPs v 80% FBS po dobé 10 hodin

Z Obr. 62 znazornujiciho porovnani absorpcnich spekter AuNPs po uplynuti 10 h je vidét, ze
spektra jsou témeét totozna. Dilezité je, ze nedoslo k nartistu absorbance v rozmezi vinovych
délek 600-800 nm, coz by naznacovalo agregaci vzorku. Hodnoty integrace plochy pod
ktivkou vtomto intervalu v jednotlivych ¢asech méfeni po normalizaci spekter jsou
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zachyceny na nasledujicim Obr. 63. Jelikoz hodnota zustava stale stejnd, jsou AuNPs
konjugované kyselinou hyaluronovou v 80% FBS séru stabilni.
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Obr. 63: Absorpcni spektra AuNPs v 80% FBS po dobé 10 hodin

3.3.5 Testy cytotoxicity
3.3.5.1 Metoda

AUNPs konjugované kys. hyaluronovou byly 10x zakoncentrovany ultracentrifugaci (Hermle
Z200A, Hermle LaborTechnik GmbH, Némecko) pii 50 000 ot./min po dobu 1,5 h. Testy
cytotoxicity byly stanoveny u dvou druhti bunék a to bun¢k B16F1 a THP1. K obéma typum
bun¢k byly pfidany zakoncentrované AuNPs tak, aby byly bunky vystaveny piisobeni AUNPS
0 koncentraci 1; 10 a 100 pg Au/ml. Viabilita bun¢k byla stanovena metodou pritokové
cytometrie na pristroji BD FACS LSR Il Fortessa (Becton Dickinson) pomoci barveni
propidiumjodidu, dale jen PI, (ThermoFisher Scientific) a Annexinu V konjugovaného
s Alexa Fluor® 488 (Invitrogen). Viabilita se stanovovala po 24 h. Jako excita¢ni a emisni
maximum u Pl byly pouzity vinové délky 536 a 617 nm, u Annexinu 495 a 519 nm. Pro
kontrolu bylo méteni provedeno i s buitkami neovlivnénymi AuNPs.
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3.3.5.2 Vysledky
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Obr. 64: Viabilita bunék po 24 h: modré sloupce — intenzita signdlu PI zmérend 24 h od pridani
AuNPs; Cervené — intenzita signdalu Annexin V zmérend 24 h od pridani AuNPs

Na zakladé Obr. 64 lze ptedpokladat, ze AuNPs funkcionalizované kys. hyaluronovou
nezpusobuji nekrozu bunék vzhledem k nizké hodnoté fluorescence pfi jejich znaceni Pl. Ve
vzorcich se opét nachdzi vetsi mnozstvi apoptotickych bunék, protoze bunky vykazuji
pozitivitu na znaCeni Annexinem V. U bunétné linie THPI je intenzita fluorescence
Annexinu pfiblizn¢ stejna jak u bunék ovlivnénych AuNPs, tak i neovlivnénych. U linie
B16F1 je pak rozdil v intenzité¢ pro Annexin mezi ovlivnénymi a neovlinénymi bunikami vétsi,
ale stale ne takovy, na zakladé kterého by byly AuNPs povazovany za toxické. Proto lze
AuNPs konjugované kys. hyaluronovou povazovat na zékladé dosavadnich vysledki jak za
stabilni, tak také biokompatibilni, a tudiz je mozna jejich in vivo aplikace.
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4 ZAVER
V ramci diplomové prace byl pfipraven homogenni prepardt nanocastic zlata. Nanocéstice

zlata byly pfipraveny Turkevichovou metodou a nasledné povrchové modifikovany
methoxypoly(ethylenglykol)thiolem.

Dalsim polymerem pouzitym k povrchové modifikaci pfipravenych nanocastic zlata byl
aminoxypoly(ethylenglykol)thiol. Na tento polymer byla s vyuzitim oximové ligace navazana
kyselina hyaluronova.

Veskeré preparaty byly charakterizovany pomoci pokrocilych fyzikalné-chemickych metod
(DLS, MADLS, UV-Vis) a elektronové mikroskopie (TEM).

Stabilita modifikovanych nanocéstic zlata byla ovéfena na zdklad¢ testi stability a jejich
biokompatabilita v in vitro testech na bunéénych liniich.

Nanocastice zlata modifikované methoxypoly(ethylenglykol)thiolem byly intraven6zné
aplikovany do mysi, ktera byla nasledn¢ skenovana pomoci pCT. Na zakladé vysledkt z pCT
byla prokdzéna vyuzitelnost takto modifikovanych nanocéstic zlata jako kontrastnich latek
pro in vivo zobrazovani pomoci uCT na mys$im modelu.
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6 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

Zkratka Vysvétleni zkratky

AUNPs nanocastice zlata

BLT bioluminiscen¢ni tomografie

CT pocitatova tomografie

DLS dynamicky rozptyl svétla

ELFO elektroforéza

EPR efekt efekt permeace a retence

FLT fluorescen¢ni tomografie

HA kyselina hyaluronova

PEG polyethylenglykol

PET pozitronova emisni tomografie

Pl propidiumjodid

PVA polyvinylalkohol

PVME polyvinylmethyleter

PVP polyvinylpyrrolidin

MRI magnetickd rezonance

RES retikuloendotelidlni systém
SPECT jednofotonova emisni pocitacova tomografie
SPR povrchova plasmonova rezonance
TEM transmisni elektronova mikroskopie
usS ultrazvuk

c smérodatna odchylka
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7 PRILOHY
7.1 Priloha 1

3 1 = T E_=

1:3 1:6 1:10 1:2

V této priloze jsou zachyceny zkumavky s ptipravenymi AuNPs z experimentu optimalizace
po pul roce. Pomér nad jednotlivymi zkumavkami zachycuje latkové mnozstvi zlata ku
latkovému mnozstvi citratu. Je jasné vidét, Ze v prvnich dvou zkumavkéch je pfitomno znacné
mnozstvi sedimentu vytvofené¢ho v disledku agregace castic. U zbylych dvou vzorki se tento
sediment nevyskytuje. Tento obrazek tedy potvrzuje, ze zavér z experimentu optimalizace
byl spravny a nejvhodnéjs$im latkovym mnozstvim citratu sodného pro stabilizaci AuNPs je
opravdu mnozstvi 10x v¢€tsi nez zlata.

7.2 Priloha 2

Oblast platnosti Lambert-Beerova zakona pro Au®* ionty, kdy pracovni roztok zlata byl 2x,
4x, a 6x zfedén a byla u néj zmétena absorbance pii 290 nm, tedy vinové délce odpovidajici
absorpénimu maximu. Je vidét, Ze zéavislost absorbance na koncentraci je linearni, tudiz
vypocitand hodnota koncentrace pracovniho roztoku zlata by méla byt spravnad a odpovidat
skute¢nosti.

1,4 - y=2,8298x -0,1764
R?=0,9997

c [mM]
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7.3 Priloha 3

Na tomto obrdzku jsou zachyceny zkumavky s AuNPs modifikovanymi riznym mnozstvim
MPEG-SH mésic po modifikaci. Cisla nad zkumavkami pak odpovidaji latkovému mnoZstvi
MPEG-SH na 1mg Au. Tento obrazek opét dokazuje, ze AuNPs jsou dostate¢né
stabilizovany az od latkového mmnozstvi 100 nmol, jelikoz u niz§iho mnoZstvi je ve
zkumavkach pfitomny sediment tvofeny vysrazenymi nanocasticemi.

7.4 Priloha 4

45 - y=0,12x + 31,33

—o— AuNPs+HA

—=—standard

y=0,24x + 25,44

20 _W
1 y=0,12x + 15,90

—a— AUNPs+mPEG

velikost [d. nm]
N
wu

O T T T T
15 25 35 45 55

t[°C]

Obrazek zachycuje zavislost velikosti 50 nm polystyrenového standardu, AUNPS
modifikovanych 100 nmol mPEG-SH na 1mg Au a AuNPs snavazanou kyselinou
hyaluronovou na teploté. Stejné jako u modifikovanych AuNPs, i u standardu dochazi
s rostouci teplotou k nardstu velikosti a to se zhruba stejnou smérnici linearni regrese. Nartst
velikosti je tedy pravdépodobné zpusobeny chybou méfeni pfistroje.
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7.5 Priloha 5

100 nmol
1,0 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
02 -
0,0 T T T
450 550 [F1=11} 750
A [nm]

1,0 -
0,8 -
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0,0

bez mPEG
s F B 5
. [y 01
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Obrazek zachycuje AuNPs modifikované 100 nmol mPEG-SH na 1 mg Au a nemodifikované
AUNPS v prostiedi 80% FBS a Mili-Q vody (v legend¢ obrazku MQ). Zatimco modifikované
AuUNPs jsou ve FBS stabilni a spektra v prostfedi FBS a Mili-Q vody jsou stejna, povrch
nemodifikovanych AUNPS neni stéricky chranén. To se projevuje v prostiedi FBS oproti vodé
Mili-Q posunem absorpéniho maxima z 519 nm na 524 nm vlivem navazani molekul proteint

na jejich povrch.
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