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ANOTACE

Tato priace je zaméfena na piipravu a charakterizaci novych typt hybridnich
nanomateridll zalozenych na béazi organosiland, které by se daly uplatnit pfedevSim
v medicinskych aplikacich, ale i jinde. Sol-gel metodou ptipravené hybridni nanoc¢astice byly
charakterizovany pomoci dusikové adsorbce, skenovaci elektronové mikroskopie (SEM),
transmisni elektronové mikroskopie (TEM), termogravimetrické analyzy (TGA). Dale byla
testovana cytotoxicita a S$tépeni S-S vazeb. Do hybridnich nanocastic byla inkorporovana

1é¢iva L-dopa a doxorubicin (DOX).
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ANNOTATION

This thesis deals with the preparation and characterisation of new hybrid nanomaterials
based on organosilanes, which have the potential to be used in many applications, particularly
in medicine. Particles prepared by the sol-gel method were characterized via different
techniques including nitrogen adsorption, scanning electron microscopy (SEM), transmission
electron microscopy (TEM) and thermogravimetric analysis (TGA). Furthermore, cytotoxicity
and cleavage of -S-S- bonds were tested. The drugs L-dopa and doxorubicin (DOX) were

tested with the aim to use them as loading agents into the hybrid nanoparticles.
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Hybrid materials, nanoparticles, organosilanes, degradability, cytotoxicity.
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1. UVOD

Hitem poslednich let jsou nanocéstice, nanovlédkna, tenké vrstvy nanorozmérii, obecné
nanomaterialy a proto neni divu, Ze narGstd i vyuziti t€chto materidlu ve vSech odvétvich.
Nanocastice jsou jiz bézné¢ vyuzivany v potravindiském primyslu, kosmetice, pro
dekontaminaci zivotniho prostfedi a je jim také vénovana velika pozornost co se tyce drug-
delivery systému (tizena doprava 1é¢iv).

Kromé toho, Ze se hledaji nové materialy vhodné pro fizenou dopravu 1éCiv, je potieba se
vénovat i toxikologické strance téchto materiald, nebot” plsobeni nanocastic v organismu
miize ovlivnit fungovani centralni nervové soustavy CNS nebo kardiovaskularniho systému.
Navic se z velké c¢asti toxikologické ucinky materiali mohou v nano podob¢ velmi odliSovat
od toxicity makroskopickych latek. Toto je velika motivace pro¢ zkouset hledat nové typy
nanomateridlll, které se navic mohou rozpadat a diky tomu sniZovat toxicitu, nebot’ mlze
dochazet k jejich rychlejSimu vylucovani z organismu.

Oxid kfemicity je vhodnym zékladem téchto materidlli, nebot’ slibuje skvélé fyzikalné-
chemické vlastnosti, jako jsou: kontrolovatelna velikost, slozeni, morfologie, porézni
struktura. Pfidanim vhodnych organokiemiéitych prekurzort lze ptipravit nejriznéjsi hybridni
materidly s odlisnymi  vlastnostmi.  Siroké  spektrum  vlastnosti  pfipravenych
organokiemicitych materidlii predstavuje 1 Siroké moZnosti jejich vyuziti.

Pouziti tfi metod ptipravy hybridnich materialti vedlo k piipravé rozdilnych nanocastic,
u kterych byly zjistovany jejich fyzikaln&-chemické vlastnosti, dale bylo testovano jejich

Stépeni vlivem glutathionu, cytotoxicita a také byly nanoc¢astice dopovany dvéma druhy 1éCiv.
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2.TEORETICKA CAST
2.1. NANOMATERIALY

Pfedpona nano- je odvozena z feckého slova nannos, které v piekladu znamena trpaslik
a vyjadiuje piesné jednu miliardtinu celku (10°°). Podle 1SO normy ISO/TR 18401:2017 jsou
nanomateridly definovany jako materidly, které maji jakykoli vnéj$i rozmér v nano-meéfitku,
tj. do 100 nm. Nanomaterialy jsou unikatni pfedevSim tim, Ze se jejich vlastnosti mohou

znacéné lisit od vlastnosti makrolatek stejného materialu.
2.1.1. Historicky vyvoj

V Londynském muzeu lezi ditkkaz, Ze jiz naSi dévni pfedci, uméli, i kdyz nevédomky,
vyuzivat vlastnosti nanomateriali. Vyroba poharu, zachycujiciho smrt krale Lykurguse je
datovana do 4. stoleti naSeho letopocétu. Lykurgiv pohar je unikatni tim, ze méni svoji barvu
Vv zavislosti na umisténi svételného zdroje. Pokud je svételny zdroj mimo kalich, nddoba se
jevi hrachové zelena. Bude-li se vSak zdroj svétla nachazet uvnité kalichu, pohar bude
na pohled tmavé vinovo-Cerveny. Existuje par dalSich fragmentt fimského skla, které také
vykazuji tzv. ,dichoicky efekt”, ale barvy nejsou tak intenzivni. Takovéto sklo obsahuje
nanocastice zlata a stiibra o rozméru 70 nm. (Barber a Freestone 1990; Binns 2010)

K dal$im ptikladim nanocéstic z davné historie patii mnoho oken kostelil, kde naptiklad
cervena skla jsou ziskana pfimési zlatého prachu. V muzeu vitrdzi ve Velké Britdnii mizeme
nalézt zainy ptiklad takovychto skel, které jsou dopovany jak nanocasticemi zlata, tak
i stiibra. (Obr. 1) Jak si mdZzeme v§imnout, rozdilnosti barev je zde dosazeno nejen riznym
chemickym sloZenim a velikosti nanocastic, ale 1 jejich tvarem.

V dalSich stoletich se zacaly pouZivat glazury pro keramiku s pfidavkem nanocastic
stiibra nebo mé&di. Z pocatku se pouzivaly prevazné v islamském svété, ale nasledné se

rozsitily i do Evropy. (Bayda et al. 2020)
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Obrazek 1: Barevné efekty nanodastic zlata a stiibra, ovlivnéné jejich tvarem a velikosti. (Bayda et al.
2020)

(Pozn.: Originalni popisky v obrazku pielozeny z angli¢tiny do Gestiny.)
2.1.2. Metody pripravy nanomaterialia

Ptipravu nanomaterialti mtizeme rozd¢lit do dvou postupti:

e Top-down (shora dold) zde je vychozi latkou makro latka a jejim postupnym
zmenSovanim (prostorovym omezovanim) ziskavame nanostruktury. Zmensovani
objemu latky mlzeme dosdhnout mletim, mechanickym drcenim, chemickym
rozpousténim, fotofyzikalni ablaci, ultrazvukem apod. (Fojtik 2014) Tento
V soucasnosti 1épe dosazitelny piistup byl uspéSné¢ pouzivan pro vyrobu
polovodi¢ovych zafizeni ve spotiebni elektronice. (Nasrollahzadeh et al. 2019)

e Bottom-up (zdola nahoru) u kterého dochazi k vytvareni nanomaterialii sklada-
nim jednotlivych atoma a molekul.

Do této skupiny miizeme zatadit metody syntézy, jako jsou chemicka depozice,
syntéza v plazmé, aj. (syntézy nanocastic z plynné faze) nebo samoorganizace

(self-assembly), sol-gel metody atd. (syntézy z kapalné faze).
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Proces samoorganizace je navic postupem, ktery pouziva piiroda k opravé tkani
abunck v zivych organismech a pro zivotni procesy jako je napf. syntéza

proteind. (Nasrollahzadeh et al. 2019)
2.1.3. Charakteristické vlastnosti

Jak jiz bylo zminéno, vlastnosti nanomateriali se mohou zna¢né¢ odliSovat od vlastnosti
makrolatek, to mize byt zplsobeno velikym povrchem, ktery je pro nanomaterialy
charakteristicky, nebo vznikem fyzikalnich ¢i chemickych dé&ji které mohou probihat mezi
tak malymi Casticemi. Zmény se mohou projevit mnoha rozdilnymi zptisoby napf. zménou

barvy, elektrické vodivosti nebo pevnosti v tahu.
2.1.4. Zakladni rozdéleni nanomateriala

Hlavnim kritériem pro déleni nanomateriald je jejich prostorové omezeni neboli
objemova restrikce. Castym pojmem, se kterym se v souvislosti s timto délenim miizeme
setkat, je rozmérova delokalizace, ktera naopak odpovida smérim, které nanorozmér znaéné
prevysuji.

Nanocastice se podle objemové restrikce (tab. 1) déli na:

e 0D nanocastice
Jsou prostorové omezeny ve vSech tfech smérech, tzn., ze v Zadném sméru by
nemély mit rozmér v makromeéfitku.

e 1D nanovldkna
omezeni ve dvou smérech, v jednom sméru maji rozmér mnohonésobné vyssi nez
ve zbylych dvou smérech.

e 2D nanovrstvy a tenké filmy
omezeny V jednom sméru, tedy ve dvou zbylych smérech dosahuji makrosko-
pickych rozméra.

e 3D periodické nanostruktury

makroskopicka latka, ktera je tvofena periodicky se opakujicimi nanostrukturami.

(ISO/TR 18401:2017)

15



Tabulka 1: Ptehled nanostruktur. (Fojtik 2014)

nanostruktura objemova restrikce prostorova delokalizace
0D nanogastice (x.y,2) -
1D nanovlakna (x.y) (@)
2D nanovrstvy (x) (v.2)
3D makrolatky - (x.y.2)

Dale nanomaterialy délime podle vzniku na:

Syntetické

umeéle ptipravené materialy.

Ptirodni

mohou byt pfitomny v aerosolech nebo vyrabény jako vedlejsi produkt (dym,

prach).

Dalsim zakladnim délenim nanomaterialti je podle jejich chemického slozeni. Lze je tedy délit

na nanomaterialy:

Anorganické

Cisté anorganickych nanomateriala je celd Skala. Existuji nanocastice kovi (zlato
stiibro, Zelezo, atd.), oxidu kova (TiO,, AL,Og3, SiO,, atd.), rizné uhlikové nano-
materialy (nanotrubic¢ky uhliku - CNT, fulereny, aj.), rizna anorganicka vlakna
a dalsi.

Organické

do zéstupct organickych nanomateriali fadime nejriznéjsi polymerni nanovlédkna
a také napf. dendrimery, konkrétn¢ napt. nanovlakna z kolagenu, celulozy, nebo
nanocastice na bazi proteind, ¢i lipidd.

Hybridni

kombinace obou ptedchozich skupin. Mezi zastupce patii napf.: organicky
funkcionalizované nanocastice kovil, nebo oxidu kovl a také napf. polymerni

materialy vyztuzené pomoci CNT.
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2.2. HYBRIDNI MATERIALY

Obecné lze za hybridni material povazovat jakykoliv material, ktery je slozen ze dvou
nebo vice zakladnich materiald (obr. 2). V této praci se hybridnim materidlem rozumi

kombinace organickych a anorganickych materialti provazana na molekulérni Grovni.

Oceli
Slitiny hliniku
KOvY
Slitiny médi
Slitity titanu
Litiny

PE, PP,
PA (nylon)
POLYMERY
PS, PET, PES
Epoxid

Si-karbidy
Oxidy hliniku
KERAMIKA

Oxidy zirkonu
Al-nitridy

HYBRIDY

Pyrex
Kiemicité sklo
SKLA

Sklenéna keramika
Sodné sklo

Neopren
Butylova pry#
ELASTOMERY

Pfirodni guma
EVA, Silikony

Obrazek 2: Kombinace zakladnich materialti za vzniku material@ hybridnich. (Ashby a Bréchet 2003)
(Pozn.: Originalni popisky v obrizku pieloZeny z anglictiny do &estiny.)

Prvni zminka o hybridnich materialech a jejich pouziti se datuje do 8. stoleti, kdy byla
objevena tzv. Mayskd modf. Tento pigment je hybridni anorganicko-organicky
nanokompozit, kde jsou organické molekuly barviva vazany pomoci vodikovych miustkd
uvniti anorganické miizky piirodniho jilu palygorskitu. (Gémez-Romero a Sanchez 2005)

Zacatky vyrazného rozvoje hybridnich materialti v oblastech vyzkumu a primyslu sahaji
do 40. let 20. stoleti. V 50. letech 20. stoleti byla popsana interkalace organickych jednotek
uvnitf jilu ale pojem ,hybridni kompozit“ byl vytvofen az v poloviné 80. let. Ve velkém
méfitku prispél také obor tykajici se rozvoje a vyvoje metod sol-gel, jehoz vznik se datuje
k roku 1980 a ktery m¢l primarné podpofit vyvoj a vyrobu materiali s riznou strukturou,
morfologii a fyzikalnimi vlastnostmi. (Rejab et al. 2019; Zhu a Yuan 2015) Metodu sol-gel si

vice popiseme v kapitole 2.2.2.
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Samotné hybridni materialy mohou mit kombinaci vlastnosti odvozenych od jednotlivych
vychozich materialii nebo zcela nové vlastnosti, které zavisi na prostorovém a velikostnim
rozdéleni jejich organickych a anorganickych slozek. (Fahmi et al. 2009) Vice homogennich
materidli a lepSiho provazani obou slozek Ize docilit snizenim velikosti anorganickych
i organickych sloZzek na stejnou uroven. (Kickelbick 2007) Organické materialy se vyuZzivaji
predevs§im pro jejich nizkou cenu, recyklovatelnost a snadné zpracovani. (Liu 2014) Oproti
tomu vyhody anorganickych materiala tkvi ve vysoké mobilit¢ naboje a vysoké tepelné
stabilité.

Hybridni materidlly mohou byt homogenni, kdy jsou odvozené od monomeri
a misitelnych organickych a anorganickych slozek nebo heterogenni (nanokompozity), zde by
alespon jedna slozka méla mit velikost maximalné nékolik desitek nanometrii. (Vallet-Regi et
al. 2010)

Podle druhu interakci mezi organickou a anorganickou sloZzkou hybridnich materidlt

muzeme rozdé€lit tyto materialy do dvou tfid (obr. 3) :

e |. tfida — slabé mezimolekuldrni vazby (vodikovy milstek, Van der Waalsovy sily
a slabé elektrostatické sily)
e II tfida — silné vazby (iontova, kovalentni a koordina¢ni vazba) (Kickelbick

2007; Tanasa a Zanoaga 2012):
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Obrazek 3: Typy interakci u hybridnich materialt. (Kickelbick 2007)
(Pozn.: Originalni popisky v obrazku pielozeny z angliétiny do ¢estiny.)
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Priklady ptirodnich anorganicko-organickych materialti 1ze nalézt u skotapek mékkysu,

korysu i kosti, véetné téch lidskych. (Zhu a Yuan 2015)

2.2.1. Organosilany a dalSi organo-kremicité slouc¢eniny

Oxid kiemicity SiO; se Vv piirod¢ nachazi v 17 riznych krystalickych formach. Kromé

vyskytu nerostil jako je kiemen a chalcedon je mozné jej najit i u zivé ptirody jako biogenicky

SiO,, coz je napt. opal. Proto neni ptekvapenim, Ze se tomuto materialu dostava ve vyzkumu

plné pozornosti.

Ptipravou novych hybridnich kifemicitych materiald se zabyva nesCetné mnozstvi

publikaci. Existuji anorganicko-organické materidly, typu CERAMER a ORMOSIL, které si

nasledné vice predstavime.

Ceramery (Ceramers) jsou hybridni materidly, které lze pfipravit pyrolyzou
preceramickych prekuzorti. materidly SiC nebo SiOC Ize ziskat pouzitim
monomernich silanit nebo polymernich siloxani za pouziti techniky tvarovani,
zesitovani

a pyrolitické pfemény v inertni atmosféte. Volba prekurzorii a podminky pyrolyzy,
zejména tedy teplota, mohou znacné ovlivnit pérovitost tohoto hybridniho materialu.
Pti teplotach vyssich nez 800 °C Ize vyrabét SiOC a pii teplotach okolo 1500 °C SiC
keramiku s nizkou porovitosti. Vysoké porovitosti, tedy i vysokého mérného povrchu
materidlu se dosahuje pii nizSich teplotach. Pro hybridni materidly (ceramery)
s vysokou porovitosti a mérnym povrchem je tedy potieba proces pyrolyzy zastavit
V procesu premény (500-700 °C), kdy je polymer jen ¢astecné pfeménén na keramiku.
Takovéto ceramery jsou vhodné zejména pro adsorpéni procesy a své vyuZiti by
mohly najit u separace, skladovani plynu, katalyzy atd. (lonescu a Riedel 2012;
Wilhelm et al. 2005)

Biokeramika (Bioceramics) je dal§im typem mezoporéznich hybridnich materialt, kde
se jedna o hostitelskou matrici s molekulami 1é€iv. Lécivo je pomoci slabych interakci
uzavieno v poérech. Dochazi tedy kinterakci mezi silanolovymi skupinami
vyskytujicimi se na povrchu mezoporéznich kanalki a funkénimi skupinami léciva.
Casto se musi navic organicky modifikovat povrch ¢astice a tim vznikaji hybridni
materidly. Divodl takové modifikace mize byt hned nékolik. Jednim z ptikladil je
siln¢ hydrofobni 1é€ivo, které nejevi snahu proniknout do hydrofilniho oxidu
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kiemicitého. Kromé zjevného vyuziti téchto materialti v systémech fizené dopravy
1é¢iv, je lze pouzit také pro vyrobu trojrozmérnych scaffoldl pro inZzenyrstvi kostnich
tkani. Zde by namisto 1éCiv byla pouzita rtiznd osteoindukéni ¢inidla jako jsou
peptidy, hormony a rustové faktory. (Vallet-Regi et al. 2010)
e Ormosily (ormosils) jsou dalsi a zdaleka ne posledni skupinou organicky
modifikovanych silikatt. Lze je rozdélit do tii typt:
o Typ A: Organicka slozka, kterou mtize byt barvivo, je pfimichana k solu.
o Typ B: Organicka slozka je vkladana do pfedem pfipravené¢ho porézniho gelu.
Jeho poréznost a velikost pora 1ze ovlivnit teplotou.
o Typ C: Organicka slozka je pfidana do solu, ale na rozdil od typu A, zde
vznikd mezi oxidem a organickou latkou chemicka vazba.
Vsechny typy dohromady vykazuji Sirokou $kalu vlastnosti a aplikaci. (Mackenzie
1994)

2.2.2. Priprava hybridnich organosilanovych nanoéastic
Obecné se hybridni materialy pfipravuji nasledujicim zplisobem:

¢ Kopolymerace funk¢nich organosilant, makromonomeru a alkoxidd kovi.
» Vzijemnou reakci predem utvofenych stavebnich blokti vznika hybridni
material, kde si prekurzory zachovavaji svou ptivodni integritu.
» Z prekurzort, které jsou transformovany do struktury sité, je vytvorena jedna
nebo dvé strukturalni jednotky. (Tanasa a Zanoaga 2012)
e Zapouzdieni organickych slozek do nanocastic oxidu kiemicitého nebo oxidi kovi.
e Ruzné funkcionalizace nanostruktur. (Gomez-Romero a Sanchez 2005; Rejab et al.
2019)

Typickou ptipravou hybridnich organosilovych materiald je tzv metoda sol-gel. Metodou
sol-gel rozumime soubor chemickych postupt, které maji spoleéné znaky a témi jsou:
homogenizace vychozich slozek do podoby pravého roztoku, pievedeni do formy koloidniho
roztoku (solu) a nasledna transformace na gel a to za soucasného zachovani homogenity
jednotlivych slozek. Mezi velké vyhody této metody patii nejen vysoka Cistota a homogenita
produktd, ale také nizka teplota pifi vyrobé€, kterd je pro ptfipravu kiemicitych materiala

netypicka.
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Jako prekurzory lze pouzit alkoxidy kfemiku, které nejsou organicky modifikované jako
je tetracthylorthosilikat (TEOS), alkoxidy jinych kovt napt. alkoxid titanu a organicky
modifikované alkoxidy kifemiku s reaktivni nebo nereaktivni organickou funkéni skupinou.
Nereaktivni organickou funk¢ni skupinou muze byt napi. methyl (methylsilan) nebo fenyl.
Typickou reaktivni funkéni skupinou je amino skupina (-NH;), ktera se vyskytuje
v 3-aminopropyltriethoxysilanu.

Syntéza hybridnich organosilanovych nanocastic metodou sol-gel zahrnuje hydrolyzu
a polykondenzaci organosilani ve vodném prostiedi za kyselé, nebo bazické katalyzy.
Hydrolyza organosilant ([(X0)3Si], — R, kde X je vétsinou Me (methyl) nebo Et (ethyl)
Vv bazickych médiich vede ke vzniku reaktivnich silanolatu typu (= Si — 07), které dale
kondenzuji s dal$imi organosilany za vzniku kovalentnich vazeb (Si — O — Si).

U metod sol-gel nemusi byt vychozi latkou pouze alkoxid, ale také stabilizované soli.
Timto zplsobem lze pfipravovat mezoporézni ¢éstice, kterych docilime pfiddnim tzv.
povrchové aktivnich latek, jako je cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB). (Brus a Kotlik
1998)

2.2.3. Vlastnosti a vyhody hybridnich organosilanovych nanocastic

K jednoznaénym vyhoddm organosilanovych nanocastic zajisté patii velikd rozmanitost
moznych prekurzori a tudiz Siroké spektrum vlastnosti které mizeme ziskat. Velmi dilezitou
a sledovanou vlastnosti také pro drug-delivery systémy je smacivost materiald.

Ke zjisténi smacivosti daného materialu neboli hydrofobnosti / hydrofilnosti (jedna-li se
0 smacivost vodou) povrchu nam dopomuize kontaktni thel 6. Materialy s kontaktnim thlem 0
vyS$$im nez 90 ° spadaji do kategorie nesmacivych (hydrofobnich). Za superhydrofobni
povrchy povazujeme ty, které maji kontaktni tthel 6 vy$si nez 150 °, zde dochazi tzv.
lotosovému efektu.

Oproti nano¢asticim oxidu kfemicitého, které maji hydrofilni charakter, maji organosilany
velmi rozdilné vlastnosti, coz mizeme skvéle vyuzit pro ptipravu materidlu, ktery bude mit
nami pozadované vlastnosti. V tabulce 2 je uveden vybér nékolika typt organosilant

s odlisnou smacivosti. (Arkles 2006)
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Tabulka 2: Kontaktni ihly nékolika vybranych silant (kapalinou je voda). (Arkles 2006)

Plynna faze & Nazev 6
e || heptadecafluorodecyltrimethoxysilan* 115°
/ . Xl octadecyldimethylchlorosilan® 110°
.“ ropeins 1 \ silylethyldimethylchlorosilan 104°
RN !K T L, butyldimethylchlorosilan* 100 °
Pevna faze methacryloxypropyltrimethoxysilan 70°
glycidoxypropyltrimethoxysilan* 49°
Kontaktni thel 8 methoxy(polyethylenoxy)propyltrimethoxysilan* 155°

*Kontaktni uhly silanii méfeny na hladkém povrchu.

(Pozn.: Originalni popisky v obrazku, tabulce pfelozeny z angli¢tiny do ¢estiny.)

Vyslednd smacivost vSak nemusi odpovidat skutecné smacivosti ndmi pfipravenych

materialii z organosilant, nebot” existuje n¢kolik faktori, které ovliviiuji thel smaceni. Jedna

se pfedevsim o drsnost, nehomogenitu povrchu a absorpci latek.

Distribuce a velikost pora stejné jako struktura a specificky povrch vyslednych produktt

mohou byt velmi rozlisné a vyznamné je ovliviiuje pouzity katalyzator, rozpoustédlo a pH

smési. Obecné se da fici, Ze vyssi porozity 1ze dosdhnout vysSim pH, také ale s vysSim pH je

vysledny specificky povrch nizsi.

Tabulka 3: Ukazka vybranych nanoc¢astic a jejich vlastnosti.

Specificky
Zdroj y Velikost NPs | Velikost pord
Publikace » Aditivum Tvar NPs povrch BET
siliky [nm] [nm]
[m2/g]
(Shi et al. 2011) BTEB CTAB koule 100-200 29 1017
CTAB,
(Shi et al. 2011) BTEB duté koule 100-200 3.8 1219
Fe203 NPs
BTEENE
(Croissant et al. 2014) - ty€inky ~130x70 2,3 923
BTEPDS
(Croissant et al. 2014) BTEENE CTAB tyCinky 700x200 3,1 1042
CTAB,
(Travaglini et al. 2019) TEOS L koule ~220 2,9 1243
diimin
o TEOS,
(Maggini et al. 2016) RITC koule ~89 2,2 161,2
BTEPDS

(Pozn.: “-*“ znamena, Ze zdroj danou informaci neuvadi.)

Zkratky: 1,4-bis(triethoxysilyl)benzen (BTEB), 1,2-bis(triethoxysilyl)ethan (BTEE),
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bis(triethoxysilyl)ethylen (BTEENE), bis[3-(triethoxysilyl)propyl]disulfid (BTEPDS),
cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB), rhodamin B isothiokyanat (RITC)

Pokud se zamétime na tenké vrstvy vytvorené z organosilant, tak zde hraji vyznamnou
roli vlastnosti jako je adheze a mechanicka odolnost. Opét 1 zde je Siroké spektrum moznych

vlastnosti, které ziskdme kombinaci riznych prekurzort.
2.2.4. Degradabilita hybridnich organosilanovych nanocastic a jeji faktory

Co se tyce degradace cCastic, pohlizime na ni jako na zadouci, kdy naptiklad u drug-
delivery systémi pozadujeme, aby se Castice rozpadla a uvolnila tak 1é¢ivo, ¢i jinou
biomolekulu, které byly do ni ukotveny a zbytky rozpadlych nanoc¢astic mohly byt bezpecné
vylouCeny z organismu. Abychom tedy docilili degradace nanocastic je potfeba navrhnout
Castice tak, aby obsahovaly organické mustky, které reaguji na urcité podnéty. (Ehlerding et
al. 2015)

Jednou z moznosti $tépeni organickych mustku je redoxni St€peni. Védomi toho, Ze
koncentrace bio-redukénich ¢inidel je mnohem vyssi uvnitf bunék nezli vné a také to, ze
glutathion (GSH) je mnohem koncentrovanéjsi v rakovinnych bunikach vedlo k zavéru, Ze l1ze
redoxniho Stépeni dobfe vyuzit pro medicinské (terapeutické) aplikace. Organické miustky,
které se vyuzivaji k tomuto redoxnimu $tépeni, jsou obvyklé disulfidické (-S-S-). Pouzit 1ze
také prekurzory obsahujici tetrasulfidy napt. bis[3-(triethoxysilyl)propyl]tetrasulfid.

Dal$im druhem S§té€peni organickych mustkl je enzymatické $tépeni, u které¢ho se zavadi
do nanocéstic organické mustky a napodobuje se biologické Stépeni aminokyselin
v metabolickych procesech. Nejcastéjsim prikladem enzymaticky Sté€piciho se mustku je
oxamid a jeho Stépeni je zavislé na koncentraci enzymu (napf. trypsinu). (Croissant et al.

2017)
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Obrazek 4: Grafické znazornéni §tépeni kiemiéitych nanodéastic. (Croissant et al. 2017)
(Pozn.: Originalni popisky v obrazku pielozeny z angli¢tiny do Cestiny.)
Nicméné i nekovalentné vazané organické latky mohou ovlivnit dobu degradace. (Chu et
al. 2014) Dokonce jiz roku 1949 bylo dokazano S$tépeni nékterych organosilanti bezvodym
chlorovodikem. (Gilman a Marshall 1949)

2.3. HYBRIDNI ORGANOSILANOVE NANOCASTICE A JEJICH
POTENCIAL V MEDICINE

K. Tsuru a dalsi (2007) piedstavili mnoho prekurzoru, které se vyuzivaji pro piipravu
hybridnich materialu pro medicinské aplikace a krom jinych zminili velké mnozstvi
organosilant, o kterych lze predpokladat, ze jsou vhodnymi prekurzory pro biomedicinské
aplikace.

Pro dobrou afinitu k zivym bufikdm a proteinim je vhodné, aby molekuly obsahovaly
funk¢ni skupiny jako jsou: amid (-HN-CO-), amino- (-NH,). thiol (-SH), hydroxy- (-OH),
karboxylové (-COOH) a sulfidové (-S-S-) skupiny. Pfichycené buiky a proteiny vyrazné
zlepsi kompatibilitu daného substratu. Kiemicité prekurzory jsou v tomto oboru vitany
zejména protoze alkoxysilanové skupiny jsou nachylné k hydrolyze a tudiz poskytuji

silanolové skupiny, které jsou dulezité pro propojeni substratu a tkani.
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2.3.1. Redlné biomedicinské aplikace

Firma Si-Breax (Svycarsko) company vyrabi nékolik druhti mezoporéznich kiemi¢itych
nanocastic. Jejich ¢astice jsou prezentovany jako univerzalni degradovatelné nosice pro cilené
dodavani latek, u kterych lze vyladit tvar i velikost. Cileného dodani latek je dosazeno
funkcionalizaci povrchu &astic, které jsou navic ve vodnych roztocich stabilni a netvoii
agregaty. Jednim ztypu Si-Breax nanocastic jsou hard-shell nanocastice (obr. 5) na bazi

silikath se spoustécem degradace Castice, ¢imz dojde k uvolnéni dopravované latky.

-, _O_clﬁ_o_w_
| i
2] -0
| I
° 9
L —D=0=—0

,

Obrazek 5: Nanocastice na bazi silikati se zabudovanym iniciatorem pro uvolnéni. (Si-Breax nedatovano)

DalSim typem nanocastic produkovanych firmou Si-Breax jsou mezoporézni kiemicité
nanocastice se zabudovanymi inicidtory. Po jejich aktivace se zaCne z pord uvolnovat

prepravovana latka.

2.3.2. Biokompatibilita vs. potencialni toxicita hybridnich nanoé¢astic

Za biokompatibilni materidl je povazovan takovy material, ktery v organismu nevyvolava
zadnou negativni odezvu.

Prestoze je oxid kiemicity povazovan za malo toxicky v nano podobé je potfeba ho
povazovat za novou latku a zkoumat jeho biokompatibilitu. Tu by mohly jak pozitivné tak
negativné ovlivnit pfidané organické slozky at’ uz v podob¢ zaclenénych heteroatomi nebo
funkcionalizace povrchu. (Tang et al. 2012) Pti kontaktu bunék s nanocasticemi, muze
dochazet k mechanickému nebo chemickému poskozeni bun¢k. Pii kontaktu nanocastic
s biologicky aktivni latkou muze dojit ke zméné jeji konformace a tudiz i ke zméné

funk¢énosti.
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Tabulka 4: Porovnani G¢inkt riznych typt Si NPs testovanych in vitro. (Murugadoss et al. 2017)

Typ SiNPs Typ bunék Cytotoxicita Apoptoza Genotoxicita | Oxidacni stres | Prozanétlivost
Koloidni Caco2 v v v v v
Koloidni PBMC v v - v v

Stober HepG2 v v - v -
Stober HaCaT v v - v -
vysrazené V79 v v b 4 X -

vysrazené M-HS v - - X v

pyrogenni V79 v v v b 4 -
pyrogenni M-HS v - - v v
(Pozn.: “- znamend, e zdroj danou informaci neuvédi.)

2.3.2.1. VSTUP NANOCASTIC DO ORGANISMU

Existuje hned nékolik moznosti, jak se mohou nanocastice dostat do organismu. Pfi¢emz
i rozdilna cesta vstupu nanocastic do organismu vede Kk rozdilnym toxickym ucinktm. Jednou
Z moznych cest a zaroven nejvyznamnéjsi cestou je vdechnuti nanocastic. Zde velmi zalezi na
velikosti vdechnutych &astic. Céstice nad 500 nm v plicich sedimentuji. U &astic mensich nez
500 nm dochazi k diftzi. Navic u vdechnuti nanocastic hrozi jejich prichod skrze sliznici
nosni do mozku. (Jian et al. 2012)

V soucasnosti je bézné vyuziti nanocastic v kosmetice, proto je vhodné zminit i dermalni
cestu vstupu. Absorpce touto cesto je sice oproti ostatnim cestdm zanedbatelna, nebot’ kuze je
velmi funk¢ni bariéra, navic pokryta vrstvou tuku. Absorpci nanocastic pres kizi je tedy
mozné zvysit/snizit vhodnym rozpoustédlem.

Neposledni cestou jak mohou nanocastice vstupovat do organismu je pies

gastrointestinalni trakt jinymi slovy oralng. Nasilnéjsi formou vstupu nanocéstic do organismu

je intravenozni (nitrozilni) podani.
2.3.2.2. AKUMULACE

Jak budou nanocastice dale postupovat v organismu je velmi ovlivnéno jejich velikosti
i chemickou strukturou. Malé castice snadno pronikaji do tkani. Male ¢astice oproti velkym
mohou snadno pronikat do tkéni a jejich plisobni se tedy miize projevit mnohem déle od mista

vstupu. Chemicka struktura ¢astic je neméné dulezity faktor, nebot’ se na povrch nanocastic
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V organismu vazou nejriznéjsi bilkoviny a proteiny. Tato skutecnost ovliviiuje nejen fyzikalni

a chemické vlastnosti ale i reaktivitu a prichodnost membranami v organismu.

2.3.2.3. VYLOUCENI

24

Hlavni a nejéastéjsi cestou jak se nanocastice z organismu vyluéuji je prostiednictvim
moci. Proces nazyvany glomerularni filtrace probiha v ledvinach a dochazi zde k ultrafiltraci
krevni plazmy, tim se nanocastice o velikosti jednotek nanometrii dostanou z krve do moci
a nasledné¢ pry¢ zorganismu. Nanocastice, které =zistaly v plicnich sklipcich, jsou
fagocytovany makrofagy, dendritickymi bunikami nebo epitelialnimi bunikami. (Jian et al.
2012) U vétsich castic dochazi k uskladnéni agregati v bunikach retikuloendotelialnich tkani

(slezina, jatra, lymfatické uzliny atd.). (Boyes et al. 2012)

Vehicle MHSN 40

Obrazek 6: Obarvena mysi jatra po ptisobeni mezoporéznich nanocastic oxidu kiemicitého. Davky
NPs se pohybovaly od 0 do 1280 mg/kg jaterni tkan&. Cervené $ipky ukazuji piitomnost degenerativni

nekrozy
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. POUZITE MATERIALY

Pouzité chemikalie a rozpoustédla byly zakoupeny od béznych komercnich dodavatel
Acros Organics B.V.B.A. (98% tetracthylorthosilikat), Lachema a.s. (chlorid draselny), Lach-
Ner, s.r.o. (hydroxid sodny, 96% ethanol, aceton), Penta, s.r.o. (bezvody siran sodny,
hydrogenuhli¢itan sodny, 25-29 % vodny roztok amoniaku, ethanol absolutni, 99,8 %),
Sigma-Aldrich, s.r.o. (99 % n-hexanol, bis[3-(triethoxysilyl)propyl]tetrasulfid, 1,4-bis(trietho-
xysilyl)benzen, 4,4¢-bis(triethoxysilyl)-1,1¢-bifenyl, hexadecyltrimethylamonium bromide, L-
glutathione reduced) a Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (3(3,4-dihydroxyphenyl)-L-
alanine). Kyselina fluorovodikova (HF), hydrogenfosfore¢nan draselny (K;HPO,), hexahydrat
chloridu hote¢natého (MgCl,:6H,0) byly dodany zKCH TUL a tris(hydroxy-
methyl)aminomethan (TRIS) byl poskytnut Ing. Vérou Jencovou, Ph. D.

Tabulka 5: Chemické struktury dalezitych chemikalii (prekurzorti, dopovanych Ié¢iv a glutationu).

Tetraethylorthosilikat ﬁ (

O\S‘/O
(TEOS) |\O/\
\/O
Bis[3-(triethoxysilyl)propyl]tetrasulfid o s s \/O\S./o//
NG N N N \/\/'\ \/
BTEPTS 7 N\ o
BTEFTS) = o
. . . \—O o_/
1,4-bis(triethoxysilyl)benzen o_\S/_‘<;>7&/_ ;
(BTEB) I |

4,4bis(triethoxysilyl)-1,1--bifenyl <T|T
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3(3,4-dihydroxyphenyl)-L-alanine
(L-dopa)

HO

OH

Doxorubicin hydrochlorid
(DOX)

L-glutathione reduced
(GSH)

(o] (o]
HOJ\_/\/H\N
H H

NH;, o

(Pozn.: Vsechny chemické struktury byly vytvoteny v programu ChemDraw Ultra.)

3.2. SYNTEZY NANOCASTIC

3.2.1. Nanocdastice typ A

V barice bylo smichano 1,7 ml Tritonu X-100 s 7,5 ml cyklohexanu a 1,8 ml 1-hexanolu.
Mezitim byly ve 20ml baice smichany 4 ml (1,7-10" mmol) tetraethylorthosilikatu se 6 ml
(1.1-10* mmol) bis[3-(triethoxysilyl)propyl]tetrasulfidu. Oba roztoky byly michany 600 rpm/
30 min/ r.t. a nasledné byly oba roztoky slity dohromady. K roztoku bylo pfidano 50 pl 30%
roztoku amoniaku a byl michan 600 rpm/ 20 h/ r.t. Dalsi den bylo ptidano 20 ml acetonu
anasledné byl roztok stocen pii 25 000 rpm/ 15 min/ r.t. Vysledny produkt byl promyt 2x
v EtOH a 3x v H,O (po promyti byl vzorek v roztoku vloZzen na 5 min do sonika¢ni lazné

a nasledn¢ stoc¢en 25 000 rpm/ 15 min/ r.t.). SuSeni ¢astic probihalo v lyofilizatoru pfi teploté

-53 °C atlaku 100 mbar/ 24 h.
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Tabulka 6: Pfedpokladana struktura a pouZity organokiemidity prekurzor na nano¢astice typu A.

\s|i/ N TypA
\/ | Got—— — . .
_s.\\ _° \O o bis[3-(triethoxysilyl)propyl]tetrasulfid
S'\I / /I
T/l B8t A Ri- thioether
@/Sl\ OH @ SI\O
AN O—Sl/o SI/\
o—d NN N
0—Si—RD—Si
7SN

3.2.2. Nanocdastice typ B

250 mg (6,810 mmol) hexadecyltrimethylamonium bromidu bylo p¥idano do 120 ml
DEMI H,0 s 87,5 ul 2M NaOH. Tento roztok byl michan 700 rpm/ 50 min/ 80 °C. Nasledn¢
knému byl pfidan roztok 62 pl (1,1-107 mmol) bis[3-(triethoxysilyl)propyl]tetrasulfidu
5400 pul (9,6-107 mmol) 1,4-bis(triethoxysilyl)benzenu a byl ponechan ke kondenzaci 700
rpm/ 2 hod/ 80 °C. Po ochlazeni roztoku byl vzorek stocen na centrifuze 21 000 rpm/ 15 min/
r.t. K produktu byl pfilit alkoholovy roztok NH4sNO3 a ponechan na 30 min/ 45 °C v sonika¢ni
lazni. Tento krok byl jesté jednou zopakovan a vysledny produkt byl promyt 3x v EtOH, 1x
v H,0, 1x v EtOH. Suseni ¢astic probihalo v lyofilizatoru pfi teploté -53 °C a tlaku 100 mbar/
24h.
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Tabulka 7: Piedpokladana struktura a pouZité organokiemicité prekurzory na nanocastice typu B.

Si
| R2—Si——
—s\< S_/O \O
‘|’ cLe,i/—o/o/H\o R2
~
Si OH R2—Si
RZ/ \o o
S|i/0H 0 Si//o\/Si/\_
/ \R2 —Si—O0 o
O—SiSi/
NN
Typ B
bis[3-(triethoxysilyl)propyl]tetrasulfid 1,4-bis(triethoxysilyl)benzen
.= thioether R2= aromatické jadro
NN NN Q

3.2.3. Nanocastice typ C

Do roztoku, ktery se skladal ze 74 ml EtOH, 10 ml H,O a 3,14 ml vodného roztoku NH3
bylo v jedné davce piidano 6 ml (2,6-10' mmol) TEOS, nésledn& byl roztok michan 650 rpm/
1 hod/ 30 °C". Mezitim bylo 30 ml Ci;sTAB rozpuiténého ve H,O a EtOH v poméru
Vi0:VEion = 2:1 piidano ke 100 ml H,O a k tomuto roztoku byl po kapkach piidan roztok
s TEOS. Vysledny roztok byl michan 650 rpm/ 30 min/ 30 °C a nasledné¢ byly pifidany 3 ml
NHs. K tomuto roztoku byl ptidan 1 ml smési organokiemicitych prekurzor viz tabulka 8
a tento roztok byl michan 650 rpm/ pfes noc/ r.t. Dalsi den byly Castice stoCeny na centrifuze
10 000 rpm/ 30 min/ r.t. Castice, ke kterym byla pfidana H,O byly vloZeny na 5 min do
sonika¢ni lazné. Po pifidani 1,3 ml HF byl roztok 1 hod michan pti 60 °C. Poté byly ¢astice
stoCeny (10 000 rpm/ 30 min) a promyty tfikrat v H,O. Nasledovala 12 hod extrakce pii 80 °C
v roztoku EtOH a HCI. Extrakce se zopakovala jest¢ 2x. Takto piipravené Castice byly
promyty v EtOH, H,0, EtOH, H,0, H,0. Suseni Castic probihalo v lyofilizatoru pii teploté
-53 °C atlaku 100 mbar/ 24h.

" U nanodatic typu C1 doslo u tohoto kroku k zahtati pii 650 rpm/ 2 hod/ 65 °C.
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Tabulka 8: Pfedpokladana struktura a pouzité organokiemigité prekurzory na nanoc¢astice typu C1- C4.

R2 \S|i/

N/
’— Si——
_S\'\/ si C|) \o Si
? |\R2A—Si/—0/c{H\0 ®RD
Sli/o \ \
@/ ~o OH /RZ~:S|____O
a4
s!_/OH 0—si Sie_
-~ ISi/—O/ o/
NN
O—SI—'RZ'—SI\
Typ C1aC2
bis[3-(triethoxysilyl)propyl]tetrasulfid 1,4-bis(triethoxysilyl)benzen
.: thioether R2= benzen
P N e @
Typ C3
bis[3-(triethoxysilyl)propyl]tetrasulfid 4 4*bis(triethoxysilyl)-1,1'-bifenyl
RI= thioether R2= bifeny|
/\/S\S/S\S/\/
Typ C4
1,4-bis(triethoxysilyl)benzen 4 4'-bis(triethoxysilyl)-1,1"-bifenyl
Ri- benzen R2= bifenyl

3.3. TESTOVANI VLASTNOSTI A CHARAKTERIZACE

PRIPRAVENYCH NANOCASTIC

Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro zobrazovéni a energiové disperzni analyzu (EDX) byl pouzit rastrovaci elektronovy

mikroskop Carl Zeiss ULTRA plus (CXI, TUL). Analyza byla provedena Ing. Pavlem

Kejzlarem, PhD
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Transmisni elektronova mikroskopie

Pro zobrazeni byl pouzit piistroj EFTEM Jeol 2200 FS v Centralnich laboratofich
VSCHT Praha. Vzorky byly naneseny z roztoku EtOH na mé&dénou sitku, nasledné ususeny

a tim pfipraveny k analyze.

Dusikova adsorpce

Meéieni porozity a mérného povrchu byla provedana pomoci dusikové adsorpce. Méteni
probihalo na pfistroji Autosorb iQ MP (Quantachome) za pomoci softwaru ASiQwin. Pro
vSechny vzorky byl pro méfeni absorbce pouzit dusik a odplynovani probihalo 24 hod pfti

100 °C. Méfteni provedla Mgr. Jana Karpiskova, PhD.

Termogravimetricka analyza

Testovani probihalo na termogravimetrickém analyzatoru Q500 (TA Instruments, USA)
v EGA picce. Analyza materidlu probihala v prostfedi syntetického vzduchu na 100 pl
platinové panvi. Teplotni rozsah testovani byl od pokojové teploty (r.t.) po 650 °C s ristem
teploty 10 °C/ min. Zaroven bylo pouzito i TGA s infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FTIR) Nicolet iS10 (Thermo Fisher, USA) s MCTA detektorem, 20 cm dlouhou
optickou drahou plynové kyvety, vyhfivané na 240 °C

Ramanova spektroskopie

Pro méfeni byl pouzit piistroj DXR Raman microscopy (Thermo Fisher, USA) za pouZiti
laseru o vinové délce A=532 nm. Byla provedena korekce na baselinu, vyhlazeni a norma-

lizace.

Degradabilita S-S mistku

Pro testovani Stépeni -S-S- vazeb byly pripraveny roztoky glutathionu (GSH)
v simulované télni tekuting o molarni koncentraci 10 mol/ m® a GSH v H>O o koncentraci
100 mol/ m®. 2 ml roztoku GSH s 1 mg NPs byly michany po dobu 1 hod, 2 hod, 24 hod,
48 hod, 1 tyden a 2 tydny. Castice byly stoeny na centrifuze 25 000 rpm/ 10 min a nasledné
byly promyty 3x v H,O. Pro vyhodnoceni vysledki byly ¢astice pozorovany skenovaci
elektronovou mikroskopii (SEM).
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Ptiprava roztoku simulované télni tekutiny (SBF) probihala podle normy ISO
23317:2014. Nejprve bylo potieba KoHPO4, MgCl,-6H,0 a CaCl, vysusit a to 1 hod pfi
120 °C. Do 200ml kadinky bylo nalito 70 ml demineralizované vody a nasledné ptidano
0,8 g NaCl, 35 mg NaHCO3, 22 mg KCI, 17 mg K,HPO,4 a 31 mg MgCl, - 6H,0. Nasledné
bylo piidano takové mnozstvi 1M HCI, aby vysledné pH bylo 7.4. Dale bylo do roztoku
ptidano 29 mg CaCl,, 7g Na;SO,4, 0,61g TRIS a dalsi 1M HCI pro tpravu pH na 7,4. B€hem
celého procesu byl roztok michan magnetickym michadlem a ohfivan ve vodni ldzni na

teplotu 36 °C.
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Implementace 1é¢iv do nanocdastic

Mezoporézni struktury jsou vhodné pro transport 1é¢it. Do mnou pfipravenych hybridnich
nanocastic byly loudovany dva druhy 1é¢iv. Do hybridnich nanocéstic jsem se pokusila
implementovat dvé 1é¢iva: L-dopu a doxorubicin.

100ml Erlenmeyerovy baiika potazené alobalem obsahujici 50 ml DEMI H,O a 50 mg
L-dopy byla vloZzena na 1 hod pfi r.t. do sonikac¢ni lazné. K 1 ml takto pfipraveného vychoziho
roztoku bylo pfidano 10 mg NPs. Nanocastice v roztoku byly na 1 hod, 24 hod a 48 hod
ponechany jak volné stojici v lednici tak 1 vloZeny na tfepacku pfi r.t.

10 mg DOX bylo rozpusténo ve 100 ml DEMI H,0. K 5ml tohoto roztok byl pfidan 1 mg
NPs. Takto ptipraveny vzorek byl vlozen do sonikacni 14zn€ na 10 min/ r.t. a nésledné na
tiepacku s frekvenci tfepani 175/ min/ 24 hod/ r.t. Po 24 hod byly ¢astice stoCeny na
centrifuze 10 000 rpm/ 10 min a k méteni na UV-Vis spektroskopii byl pouzit vysledny

supernatant.

UV-Vis spektroskopie

Implementace 1é¢iv byla méfena pomoci UV-Vis spektroskopie ze zbytkového mnozstvi
1é¢iv v roztocich. Méfeni probihalo na spektroskopu DR 6000 typu LPG 441 pfi vlnovych
délkach pro L-dopu A= 282 nm a doxorubicin A= 480 nm.

Testovani cytotoxicity nanocastic

Testovani cytotoxicity pfipravenych nanocastic probihalo in vitro a bylo provadéno
metabolickym testem MTT na 96 jamkovych mikrotitraénich destickdch. Testovany byly
nanocastice o koncentraci 0,5 pug/ ml, 5 pg/ ml, 20 pg/ ml, 50 ug/ ml a 500 pg/ ml na
modelové bun&éné linii mysich fibroblastd 3T3-SA o koncentraci 10*. Pfed samotnym
testovanim byly nanog¢astice tepelné vysterilizované (24 hod/ 150 °C).

Nejprve byly do mikrotitracnich desti¢ek buiiky nasazeny a nasledné ponechany k adhezi
po dobu 24 hod. Dalsi den bylo do kazdé¢ jamky piidano 100 upl nanocastic o razné
koncentraci, celkem tedy 12 jamek na kazdou koncentraci. Jako pozitivni kontrola (PC) byl
pouzit 0,5 % triton v DMEM a jako negativni kontrola (NC) ¢ist¢ DMEM.
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Nasledujici den bylo MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
rozpusténo v kultivaénim mediu o koncentraci 1 mg/ml a byl proveden test MTT s inkuba¢ni

dobou 2 hod. Spektroskopické vyhodnoceni bylo provedeno pii vinovych délkach 570 a 650
nm.

Testy byly provedeny Ing. Sarkou Hauzerovou pod vedenim Ing. Miroslavy Rysové.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. TVAR A VELIKOST NANOCASTIC PODLE SKENOVACIHO
ELEKTRONOVEHO MIKROSKOPU

U castic typu A (obr. 7) se jedna spise o shluk amorfnich ¢astic a nepravidelnych utvarg.

'y - -
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Obrazek 7: Snimky nanocastic typu A pofizené skenovacim elektronovym mikroskopem.

Nanocastice typu B (obr. 8) jsou kulovitého tvaru a maji velikost okolo 200 nm. Nejmensi

nanocastice maji velikost cca 100 nm. Nejvétsi ¢astice dosahuji 650 nm, takto velkych ¢astic

je v8ak minimalni mnozstvi. Na snimcich je viditelné, Ze povrch téchto ¢astic je drsny.

Obrazek 8: Snimky nanocastic typu B pofizené skenovacim elektronovym mikroskopem.

Vsechny nanocastice typu C maji pravidelny kulovity tvar, 1isi se vSak svoji velikosti.
Nejmensi z pfipravenych nanoéastic typu C jsou &astice typu C1 (obr. 9, C1). Castice typu C1
maji velikost okolo 200 nm, tudiz jsou velikostné podobné casticim typu B, avsak
nevyskytuje se zde takova velikostni disperzita. Dalsi v pofadi velikosti jsou ¢astice typu C2
(obr. 9, C2) a C4 (obr. 9, C4), které maji velikost od 200 nm do 300 nm. Castice typu C3 (obr.
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9, C3) jsou ze vsech piipravenych castic nejvetsi a dosahuji rozméri 250 nm az 350 nm. Prti
dikladném prozkoumani ¢astic typu C, mizeme nékteré z ¢astic prohlasit za tzv. single-holed

NPs o jejichz syntézu se uz pokouseli jini. (Guan et al. 2017; Xu et al. 2015; Li et al. 2015)

Obrazek 9: Snimky nanocastic typu C pofizené skenovacim elektronovym mikroskopem.
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4.2. STRUKTURA CASTIC ZISKANA POMOCI TRANSMISNIHO
ELEKTRONOVEHO MIKROSKOPU
Pomoci transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) jsem mohla vylouc€it mozZznost, Ze se

u piipravenych ¢astic typu A (obr. 10) jedna o pravidelné nanocastice velmi malych rozmért

a potvrdit vysledek ze SEM, Ze Castice typu A jsou pouze amorfni shluky.

Obrazek 10: Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu &astic typu A.

Drsny povrch nanocéstic typu B je dobfe pozorovatelny i na TEM a nebot’ na snimcich
neni viditelny obal, jadro ¢i jina zvlastnost jejich struktury a k rozdilnému kontrastu dochazi

pouze prekrytim ¢astic, 1ze je oznacit jako pevné (solid-state) NPs.

Obrazek 11: Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu ¢astic typu B.

Pomoci transmisniho elektronového mikroskopu se podafilo odhalit, Ze se u vSech castic
typu C tj. typ C1, C2, C3 i C4 objevuji nejen duté (hollow) ¢&astice, ale i tzv. yolk-shell

nanocastice nékdy také oznaCované nanorattle. (Lin et al. 2018; Priebe a Fromm 2015)
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U castic typu C2 se navic objevuje VEtSi pocCet Castic, které nemaji uvnitt pravidelny kulovity
utvar, ale pouze nepravidelny shluk. Dal§im zvlastnim jevem, ktery lze vidét u ¢astic typu C

pomoci TEM, je rozdilna tloustka stén nanocastic.

Obrazek 12: Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu ¢astic typu Cl1, C2, C3, C4.
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4.3. POROZITA A SPECIFICKY MERNY POVRCH CASTIC
ZISKANY DUSIKOVOU ADSORPCI

Pro zacatek je vhodné fici néco k terminologii. Podle IUPAC klasifikace lze pory rozdélit

podle jejich §ife na tii druhy: - mikropdry, které¢ maji Sitku do 2 nm,
- mezopory, které maji Sitku mezi 2 a 50 nm,
- makropdry, s $itkou vétsi nez 50 nm. (Mays 2007)

Vzhledem k vysledkim ze SEM a TEM, kdy se ukazalo, ze Castice typu A jsou spise
amorfni shluky, nez pravidelné Ccastice, byly castice vyhodnoceny jako nevhodné pro
medicinské ucely a z ¢asové naroCnosti testovani porozity a specifického mémého povrchu,
nebyla tato charakterizace dusikovou adsorpci u tohoto typu castic provedena. U vsech
testovanych castic je specificky mémy povrch zaokrouhlen Kk nejbliz§imu nasobku 5
a namétené absorp¢ni izotermy vSech testovanych vzorkt zle nalézt v ptiloze (pfiloha 1 az 5).

Castice typu B (graf 1) maji specificky m&ry povrch 815 m?/g, coZ bylo mnohem vice
nez u vsech castic typu C. Jiz ze SEM bylo patrné, ze ¢astice typu B maji Clenity povrch
a TEM ukézalo, Ze nejsou duté, coz poskytuje vice mista na péry. Castice typu B obsahuji
mikro- i mezopodry. Nejvetsi mnozstvi poru, ma Sitku okolo 1,4 nm, dal$i vyrazné piky jsou

okolo $itky 2,1 nm a 2,6 nm
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Graf 1: Distribuce $ifek porl nanoc¢astic typu B.

Nanocastice typu C1 (graf 2) maji nejmensi specificky mémy povrch ze vsech

testovanych &astic, a to 225 m?/g a mikropéry o sitce okolo 1,4 nm.
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Graf 2: Distribuce Sifek port nanocastic typu C1.

U nanogastic typu C2 (graf 3) byl naméfen specificky mémy povrch 325 m?/g. Oproti
nanocasticim typu Cl, lze zde pozorovat Sir$i distribuci velikosti port, avSak nebyly zde
zjistény zadné mikropory. Nanocastice typu C2 tedy obsahuji pouze mezopory a nejvyssi piky

v

byly dosazeny pfi Sifce poru 2,6 nm, 3,2 nm, 4,9 nm a 6 nm.
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Graf 3: Distribuce §ifek pori nanocastic typu C2.

Z pripravenych nanocastic typu C maji typ C3 nejvétsi specificky mérny povrch, ktery je
400 m?/g. Nano&astice typu C3 obsahuji velké mnozstvi mikropdra o Sifce okolo 1,4 nm, ale
jsou zde vidét i slabsi piky v oblasti mezopért, konkrétné 2,6 nm a 4,9 nm. Hodnota 4,9 nm

nemusi predstavovat pory, ale spiSe mezi¢asticovy prostor.
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Graf 4: Distribuce §ifek port nanocastic typu C3

Posledni z méfenych &astic typ C4 (graf 5) mé specificky mérny povrch 390 m%/g, co je
jen lehce nizsi nez u ptedchoziho typu C3. U tohoto typu éastic byla zjisténa ptitomnost

mikropori o Sifce 1 nm, 1,4 nm a 1,9 nm.
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Graf 5: Distribuce $ifek pori nanocastic typu C4.
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4.4 TERMOGRAVIMETRICKA ANALYZA

Termogravimetricka analyza byla pouzita pfedevSim ke zjisténi tepelné stability
jednotlivych ¢astic, coz bylo vyuzito pro tepelnou stabilizaci a tepelnou sterilizaci ¢astic. Pro
ukazku vysledné gravimetrické kiivky byly vybrany nanocastice typu B. Gravimetrické
kiivky zbylych vzorkl l1ze nalézt v ptiloze (ptiloha 6 az 10).

U nanocastic typu B (obr. 13) nastava prvni hmotnostni ubytek témét hned po zahtati,
kdy dochézi k odstranéni zbytkové vlhkosti. Nasleduje oblast termické stability a pii zahtati
vzorku zhruba na 300 °C nasleduje druhy hmotnosti tbytek. Zde nejspi§ dochazi k rozpadu
organickych Casti, coz u Castic nechceme. Proto byla stanovena teplota stabilizace ¢astic na

maximalni hodnotu 250 °C. U vSech nanocastic typu C byla tato teplota 220 °C.
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Obrazek 13: Gravimetricka kiivka nanocastic typu B.

4.5.RAMANOVA SPEKTROSKOPIE

Pro ovéfeni pfitomnosti sulfidickych mistka byla pouzita Ramanova spektroskopie, ktera
je citliva na pfitomnost -S-S- vazeb. Jak lze vidét na obrazku 14, Ramanova spektroskopie
odhalila -S-S- vazbu u nanocastic typu Cl a C2. U zbylych testovanych vzorki
charakteristické vibrace -S-S- vazby na 438 a 488 cm™ nejsou. Vazba -S-C- s vibracemi na
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636 cm™ byla pozorovana u vech testovanych vzorkd. (Liu et al. 2007) Lze tedy fici, ze
nanocastice typu C1 a C2 obsahuji stabilni vazbu -S-S-.
Pro lepsi ptehlednost vysledkii Ramanovy spektroskopie, jsou spektra jednotlivych

vzorkt uvedena v piiloze (ptiloha 11 az 14).

| TypA
16, TvpB
. TypCl
I Typc2

Typ C3

Raman Intensity

Raman shift (cm-1)

Obrazek 14: Porovnani Ramanovych spekter v§ech piipravenych vzorku.

4.6. DEGRADABILITA CASTIC PODLE SKENOVACIHO
ELEKTRONOVEHO MIKROSKOPU

Pro lepsi vyhodnoceni rozpadu ¢astic v SBF vlivem pfitomnosti GSH, byly pozorovany
souCasn¢ 1 castice a jejich degradace Vv Cistém roztoku SBF. BohuZel i ptfes prokazani
ptitomnosti -S-S- vazby u nanocastic typu Cl1 a C2, nebyly pomoci SEM (obr. 15)
pozorovany zadné znamky rozpadu ¢astic.

Na snimcich ze SEM lze vidét malé atvary, které by mohly pfedstavovat rozpadlé ¢astice,
avSak energiové disperzni analyza (EDS) ukazala, Ze se jednd o anorganické soli, které
obsahuje SBF. Ani u jednoho vzorku neni viditelny rozdil mezi céasticemi, které byly
v roztoku se GSH a které nikoli. Zaroven neni ani u jednoho vzorku patrné, ze by se ¢astice
jakkoli po dvou tydnech rozpadaly.

Pokus byl opakovan pti vétsi koncentraci GSH a namisto SBF byl rozpustén ve vodé¢.

Vysledek testovani vSak zlistava stejny. Neobjevily se Zadné znamky Stépeni.
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2 tydny v SBF + GSH

Obrazek 15: Porovnani degradace vzorkd po 2 tydnech v roztoku SBF a SBF + GSH.
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4.7.VYSLEDKY IMPLEMENTACE LECIV ZISKANE Z UV-VIS

Testovani probihalo za ptedpokladu, ze ¢im vice 1éCiva se zacleni do nanocastic, tim
mén¢ 1éCiva bude ve vysledném supernatantu. A namétfena absorbance supernatantu bude
doplikovou hodnotou k absorbanci implementovaného 1éciva.

I ptes mnohéd opakovani testli se zménou podminek (doba a zpiisob loadovani 1é¢iva,
rychlost staceni centrifugy, mnozstvi 1é¢iva, pomér 1é¢iv a nanocastic v roztoku) byly pokusy
o zavedeni 1éCiv do pfipravenych nanoc¢astic nezdafené. Jak mizeme vidét v tabulkach 9 a 10
Cisté 1éCivo pohltilo méné svétla nez supernatant z roztoku 1é¢iva s nanocasticemi. Coz byl

pfesné opacny jev, nez se ocekavalo.

Tabulka 9: Vysledky UV-Vis spektroskopie z implementace L-dopy do nanocastic po dobu 24 hod.

Nézev Naméfena absorbance

Cista L-dopa 2,872
A 2,954

B 2,979

C1 2,858

C2 2,987

C3 2,844

C4 2,916

Tabulka 10: Vysledky UV-Vis spektroskopie z implementace doxorubicinu do nanoéastic po dobu 24 hod.

Néazev Nameéfena absorbance
¢isty DOX 2,889
A 2,939
B 2,962
C1 2,989
C2 2,974
C3 2,920
C4 2,935
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Pfi¢in neuspéchu miize byt nckolik. Je mozné, Ze pii testovani doslo k nedokonalému
stoceni Castic a zbylé Castice v supernatantu mohly ovliviiovat naméfenou absorbanci. Dal§im
moznym negativnim jevem je, ze pii staeni mohlo dochazet vlivem odstiedivé sily
k vyplavovani molekul 1éCiva ven z nanocastic. Mozna byla pro implementaci do
ptipravenych castic vybrana nevhodna 1é¢iva. Implementace 1é€iv do pfipravenych nanocastic
je znacn¢ ovlivnéna i nabojem na povrchu ¢astic. Zda je toto pfi¢ina neuspéchu by mohl

potvrdit/vyvratit zeta-potencidl, ten ale z ¢asovych diivodi zméten nebyl.

4.8. VYSLEDKY CYTOTOXICITY

Mnou pfipravené castice byly podrobeny testim cytotoxicity a pro srovnani byly
provedeny testy i na komercnich kiemicitych nanocasticich, které oznacuji jako ,,Silica®.
Testovani bylo provadéno pro koncentraéni fadu od 0,5 pug do 500 pg nanocastic v1 ml
roztoku. Za hranici, kdy jsou materidly povazovany za toxicky a kdy nikoli je brana hodnota,

kdy je viabilita bunék rovna 70 %. Materidly s niz$i viabilitou jsou povazovany za toxickeé.

120,00 o1
HCl mC2 mC3 mC4 mB Silica
100,00 w I
g 80,00
a4
% 70,00
© 60,00
£
E
©
S 40,00
20,00
0,00 MEEEN —————-
NC 500pg/ml  50pug/ml  20ug/ml S5ug/ml 0,5ug/ml
Koncentarce nanocdastic [ug/ml]

Graf 6: Vysledky testovani cytotoxicity.

Jak je patrné z V}'/sledkﬁ testovani (graf 6), nanocastice typu C1 jsou toxické ve vSech

v

koncentrace 0,5 pg/ml, kdy dosahovaly viability bun¢k 90%. Pro koncentraci 5 pg/ml se
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toxicita nanocastic typu C2 pohybovala tésné€ pod stanovenou hranici. Zbylé nanocastice typu
C (tedy typy C3 a C4) jsou netoxické a to i pro nejvyssi testovanou koncentraci 500 pg/ml,
kdy se viabilita bun€¢k pohybovala tésné nad hranici toxicity. Nanocastice typu B jsou toxické
jen pii nejvyssi koncentraci, zbylé koncentrace dosahuji viability bunck pies 90 %. Komeréni
nanocastice vySly zcela netoxické pro vSechny koncentrace, niz$i viabilita vSak byla

v

bé&hem testovani.
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4. ZAVER

X/
L X4

X/
L X4

Tremi riznymi chemickymi postupy bylo pfipraveno 6 druhitt hybridnich nanocastic
na bazi organosilani. Tyto nanocastice byly charakterizovany pomoci SEM, TEM,

dusikové adsorpce, termogravimetrické analyzy a Ramanovy spektroskopie.

U nanocastic typu A se jedna spiSe o shluk amorfnich castic. Tyto castice byly na
zaklad¢ jejich struktury a Ramanovy spektroskopie vyhodnoceny jako nevydatrené
a nevhodné pro medicinské aplikace, proto na nich neprobéhly vSechny druhy

testovani.

U dvou typupiipravenych nanocastic (C1, C2) se pomoci Ramanovy spektroskopie
potvrdila pfitomnost pozadované disulfidické vazby, kterd je dulezita pro néslednou

degradaci castic v pritomnosti GSH.

Tti typy piipravenych nanocastic (B, C3, C4) lze povazovat za netoxické do
koncentrace do 50 pg/ ml. Dva druhy nanocastic (C3, C4) vysly netoxické i pro
nejvyssi testovanou koncentraci 500 ug/ ml. Nanocastice typu C2 byly netoxické
pouze pii koncentraci 0,5 ug/ ml. Nanocastice typu C1 byly vyhodnoceny jako

toxické pro vSechny testované koncentrace.

I pfestoze se neprokazala degradabilita ¢astic a nepodafilo se do nich implementovat
1é¢ivo, lze v této oblasti vyzkumu dale pokracovat s jinymi typy biomolekul a jinymi
degradacnimi c¢inidly. Pfipravené nanocastice maji velky potencial, predevS§im
zasluhou moznosti jejich dalsi funkcionalizace a pftipadné aplikace v dalsich

oblastech.
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6. PRILOHY
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Priloha 1: Absorp¢ni izoterma ziskana nanocastic typu B.
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Piiloha 2: Absorp¢ni izoterma ziskana nanocastic typu Cl1.
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Piiloha 3: Absorp¢ni izoterma ziskana nanocastic typu C2.
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Ptiloha 4: Absorp¢ni izoterma ziskana nanocastic typu C3.
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Typ C4
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Ptiloha 5: Absorp¢ni izoterma ziskana nanocastic typu C4.
Size: 3.9850 mg Instrument: TGA Q500 V20.13 Build 39

Comment: SV60 R10>650
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Piiloha 6: Gravimetrickd kiivka nanocastic typu A.
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Sample: CH1-final
Size: 3.7070 mg

Comment: SAG0 R10>650

File: CH1-final_M2.001
Instrument: TGA Q500 V20.13 Build 39
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Piiloha 7: Gravimetricka kiivka nanocastic typu Cl1.
Sample: CH2 File: CH2_M2.001

Size: 5.6980 mg

Comment: SA60 R10>650
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Piiloha 8: Gravimetricka kiivka nanocastic typu C2.
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Sample: CH3-final
Size: 7.6990 mg

Comment: SA60 R10>650

File: CH3-final _M2.001
Instrument: TGA Q500 V20.13 Build 39
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Piiloha 9: Gravimetricka kiivka nanocastic typu C3.

Sample: CH4 EXT
Size: 9.0240 mg

Comment: SA60 R10>650

File: CH4 EXT _M2.001
Instrument: TGA Q500 V20.13 Build 39
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Priloha 10: Gravimetricka kiivka nano¢astic typu C4.
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Ptiloha 11: Spektrum nanocéstic typu B ziskané Ramanovou spektroskopii.
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Piiloha 12: Spektrum nanocastic typu C1 ziskané Ramanovou spektroskopii.
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Priloha 13: Spektrum nanoéastic typu C2 ziskané Ramanovou spektroskopii.
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Ptiloha 14: Spektrum nanodastic typu C3 ziskané Ramanovou spektroskopii.
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