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Abstrakt:

Fotochemickou metodou byly pfipraveny nanocéastice LusAlsO12 dopované Pret
(LUAG:Pr¥"), které byly dile modifikovany vrstvou SiOp, protoporfyrinu IX (PplX)
a biokompatibilnimi slouceninami polyethylenglykolem (PEG), resp. kyselinou listovou
(FA). Pozornost byla zaméfena na optimalizaci syntézy nanokompozitu, a to predev§im
Z hlediska zptsobu oddé€leni gelu z ozafovaného roztoku a teploty kalcinace prekurzoru.
Pfipraveny nanokompozit byl charakterizovan za pomoci nékolika metod. Rentgenova
difrakce (XRD) potvrdila fazovou ¢istotu nanocastic, ktera byla zachovana i po modifikaci
povrchu téchto nanocastic. Pritomnost obalovych materialti (SiO2, PEG, PplX) na povrchu
nanocasticového jadra byla prokdzéna za pouziti infracervené spektroskopie (FTIR).
Snimky morfologie pftipraveného nanokompozitu poskytla transmisni elektronova
mikroskopie (TEM). Dale byl zkouman vliv modifikace povrchu nanocéstic na intenzitu
radioluminiscence jako klicové vlastnosti pro ptipadnou aplikaci ve fotodynamické terapii
buzené rentgenovym zafenim (X-PDT). Zaroven byl proveden experiment studujici

vymyvani fotosenzitivniho PpIX z povrchu nanokompozitu.
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Title: Preparation of multimodal biocompatible nanocomposites
Author: Bc. Jindrich FleiSmann
Abstract:

LusAlsO12 doped Pr3* (LUAG:Pr**) nanoparticles were synthesised using photochemical
method. These nanoparticles were further modified with SiO., protoporphyrin 1X (PplX)
and poly(ethylene)glycol (PEG) or folic acid (FA). The main focus of the thesis was the
optimalization of the synthesis, especially in terms of separation procedure of the gel from
the irradiated solution and the precursor calcination temperature. The prepared
nanocomposite was characterised using various methods - X-Ray diffraction (XRD)
confirmed phase purity of the nanoparticles which was not altered by surface modification;
the presence of coating materials (SiO., PplX, PEG) was proven using infrared
spectroscopy (FTIR); morphology of the prepared materials was observed through
transmission electron microscopy (TEM). The effect of coating on the radioluminescence
of the nanocomposite was examined as well as the washing out of the PpIX from the surface
in the physiological conditions.

Key words: LUAG, biocompatibilization, pegylation, X-PDT
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1. Uvod

V poslednich nékolika dekadach se predmétem védeckého zdjmu stavaji nanocastice
a jejich aplikace v ruznych odvétvich bézného zivota ¢i v medicingé. Zde se znacna Cast
pozornosti obraci na vyvoj tzv. multimodalnich nanokompozitii. Jednd se 0 upravené
nanocasticové jadro, jehoz povrch je modifikovatelny nékolika zptisoby pfimo v zavislosti na
zamyslené aplikaci nanokompozitu. Tyto modifikace pak umoziuji pouziti takového materialu

pro terapeutické, diagnostické i teranostické ucely (Daems et al., 2021; Montaseri et al., 2021).

Vyznamnou roli ve vyvoji takovych nanokompozitd hraji anorganické nanocastice, at’
uz se jedna o kovy ¢i oxidy kovi, které v mnoha ptipadech disponuji vhodnymi vlastnostmi
(chemicka i teplotni stabilita, vhodné luminiscen¢ni vlastnosti, volitelna velikost, niz$i mira
degradace v porovnani s organickymi nanocasticemi atd.) (Montaseri et al., 2021). Nicméné
nanocastice jako takové mohou na organismus pusobit toxicky. Dal§im faktorem ovliviiujicim
chovani nanocastic v organismu je jejich velikost, ktera rozhoduje 0 dobé zdrZeni latky v téle

a tim i 0 jejim teranostickém ucinku (Jayanta et al., 2021).

DosaZeni pozadovanych vlastnosti je mozné diky modifikaci povrchu nanoc¢ésticového
jadra vhodnymi latkami. Timto zpusobem Ize =zajistit sniZzenou toxicitu, zvySenou
biokompatibilitu ¢i aktivni cileni na pozadované lokality v organismu. Navazani fotosenzitivni
molekuly na povrch nanokompozitu a nasledna aplikace vnéjsiho zafeni indukuje v idealnim
ptipad€ vznik reaktivnich forem kysliku (ROS) a vyvolava cytotoxicky efekt v oblasti nddoru.
Zajisténi diagnostického, terapeutického ¢i teranostického Gcéinku Ize dosahnout i ozna¢enim

nanokompozitu pfislusnym radionuklidem (Daems et al., 2021).

Nanokompozit se obvykle sklada z nékolika vrstev: anorganické jadro; vrstva materialu
snizujiciho tendenci k aglomeraci nanocastic, kterd zaroven poskytuje vazebna mista pro dalsi
molekuly; biokompatibilni materidl, jehoz primarnim ukolem je sniZeni toxicity
nanokompozitu a zvyseni doby zdrZeni v organismu, zaroven vSak miuze slouzit jako dalsi
vazebné misto; vrstva dalSich molekul ovliviiujicich vlastnosti kompozitu — fotosenzitivni
molekuly nezbytné pro aplikaci ve fotodynamické terapii; cilici molekuly nebo radionuklidy
(Hu et al., 2015).

Tato diplomova prace navazuje na piredchozi vyzkum v oblasti multimodalnich
nanokompozittl, konkrétné se jedna o studium anorganickych nanocastic LuAG:Pr®*
a modifikaci jejich povrchu. Hlavnim cilem prace byla pfiprava aanalyza vlastnosti

nanokompozitu pro rentgenem buzenou fotodynamickou terapii (X-PDT). Pozornost je upiena
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na optimalizaci postupu ptipravy kompozitu tak, aby bylo dosazeno co nejvhodnéjsiho poméru
mezi velikosti nanoc¢astic a intenzitou luminiscence. Dale je studovan vliv modifikaci povrchu
nanocastic na dvé klicové vlastnosti, velikost ¢astic a luminiscenci. V této praci je popsano i
chovani pfipraveného nanokompozitu ve fyziologickych podminkéch z hlediska stalosti
nanokompozitu a tendence protoporfyrinu IX (PplX) k vymyvani pravé v tomto prostiedi.
Posledni ¢asti prace je 1 prvni toxikologicka studie provedend na spolupracujicim pracovisti

INSERM v Grenoblu.
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2. Teoreticka cast

Tato diplomova prace se zabyva ptipravou nanokompozitu pro aplikaci v rentgenem
buzené fotodynamické terapii. Zakladem nanokompozitu je nanocasticové jadro modifikované
vrstvou SiO;. Toto jadro je v dalsim kroku funkcionalizovano fotosenzitivni latkou zajist'ujici
cytotoxicky charakter kompozitu. V poslednim kroku je nanokompozit modifikovan vrstvou
biokompatibilni latky. V teoretické Casti je vénovana pozornost jednotlivym slozkédm tvoficim
nanokompozit LUAG:Pr¥*@SiO,-PpIX-PEG. Zaroveit jsou zminény dal§i alternativni

materialy.
2.1. Nanocdasticové jadro

Jeden z materiala pouzitelnych pro aplikaci v X-PDT je LusAlsO12 dopovany ionty Pr3*
(LUAG:Pr®"), ktery lze syntetizovat fotochemickou metodou. V té je piipraven roztok nékolika
vychozich latek 0 znamé koncentraci, ktery je poté za presné danych podminek po urc¢itou dobu
ozafovan UV zafenim. Vznikly gel je odseparovan, vysusen a kalcinovan (Barta et al., 2012).
Teplota kalcinace musi presahnout alespoit 900 °C, aby doslo k vytvoreni Cisté krystalické faze
LUAG (Uhlich et al., 2007). V literatuie jsou popsany i jiné metody piipravy, jako napiiklad
reakce pfislusnych oxidd v pevné fazi ¢i srdzeci reakce, avSak vétSina téchto metod je
zdlouhava, pracna nebo nevede k uspokojivym produktim (Boukerika et al., 2015; Wang et al.,
2010).

Velkou vyhodou tohoto materidlu je jeho vysoka chemickd a mechanicka stabilita,
vhodné optické vlastnosti a vysoké hustota 6,73 g/cm?®. Optické vlastnosti jsou do znaéné miry
ureny dopaci této matrice kovy vzacnych zemin, v piipadé poZadavku na vazbu
s porfyrinovymi derivaty jsou velmi vhodné zejména ionty Pr3*. Dopaci ionty Pr®" jsou do
materidlu zavedeny nové energetické hladiny, diky kterym jsou zajistény specifické spektralni
vlastnosti (Kumar et al., 2019). Diky jejich pfitomnosti se v emisnim spektru nanocastic
objevuje $iroky intenzivni pas mezi 300 a 400 nm odpovidajici 5d-4f pfechodu Pr** (Boukerika
et al., 2015) a uzké mén¢ intenzivni pasy zpusobené prechody mezi hladinami 4f-4f (nad 480
nm) (Vondraskova et al., 2016). Tyto vlastnosti preduréuji LuAG:Pr®" K aplikaci napf.
v optoelektronice ¢i v pevnolatkovych laserovych technologiich (Kumar et al., 2019). Kromé
toho lIze LUAG:Pr** vkombinaci svhodnou fotosenzitivni latkou vyuzit jako material

vyvoléavajici fotodynamicky efekt ve fotodynamické terapii (PDT) nddorovych onemocnéni.

Vlastnosti materidlu jsou do zna¢né miry ovlivnény teplotnim reZimem Zihdni
prekurzoru. V literatuie byl popsan trend, Vnémz Srostouci teplotou kalcinace dochazi
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k narastu velikosti krystalitii, naproti tomu mikrostrukturalni napéti klesa (Boukerika et al.,
2015). Teplota opracovani ma vliv i na luminiscenéni vlastnosti. S rostouci teplotou totiz roste
I intenzita luminiscence — diivodem je vyssi krystalinita @ mensi pocet povrchovych defektt

u materialt Zihanych na vyssi teplotu (Popovich et al., 2020).

Dulezitou roli zhlediska luminiscen¢nich vlastnosti materidlu hraje | mnozstvi
nadopovaného kovu vzacnych zemin. Bylo uk4zano, Ze nejvyssi intenzity luminiscence Pr3* je
dosazeno pii molarni koncentraci 1% (Wang et al., 2010; Vondraskova et al., 2016), t].
Luz2,97Pro,03AlsO12.

2.2. Fotosenzitivni latka

Fotosenzitivni latka (FL) slouZzi k pfenosu energie z vnéjsiho zdroje, pfipadné energie
emitované nanocasticovym jadrem po jeho ozafeni, na molekuly Oz, coz vede ke vzniku
cytotoxickych ROS véetné '02. FL mohou byt aktivovany elektromagnetickym zafenim
Vv rozsahu od UV oblasti aZ do NIR oblasti. PouZziti UV zafeni neni v klasické fotodynamickeé
terapii vhodné kvili jeho schopnosti negativné pusobit na biologicky material anizké
pronikavosti tkani, fotosenzibilizatory S absorpénim pasem v oblasti NIR naopak vykazuji
nizké kvantové vytézky 1O, (Choi et al., 2018).

Velkym problémem vétSiny FL je jejich hydrofobni chovani, vedouci k aglomeraci
a urychlenému vylouceni z organismu. Dalsi nevyhodou je nizka nebo Zadna specifita cileni,
ktera je pfi¢inou zvySené zatéze okolnich a zdravych tkani. Z téchto divodi se FL podavaji
jako soucast urcitého nanokompozitu. Vinové délky pouzivané v bézné PDT se vétSinou
pohybuji v rozmezi 600-850 nm (tzv. fototerapeutické okno). Svétlo kratSich vinovy délek totiz
nedisponuje prinikem do dostatecné hloubky, vyssi vinové délky naopak neaktivuji FL
s takovou ucinnosti. Alternativné lze k aktivaci pouZzit rentgenové zafeni, které excituje
nanocasticové jadro, na némZ je navazana FL. Jadro deexcituje emisi zafeni 0 vinové délce
v oblasti UV/VIS tak, Ze je jim aktivovana FL. Mezi materialy schopné takovéto konverze
energie, tedy luminofory, patii napt. oxidy kovii vzacnych zemin dopované lanthanoidy
(Montaseri et al., 2021).

2.2.1. Protoporfyrin IX

Jeden z nejcastéji studovanych fotosenzibilizatorti predstavuje PpIX, jehoz pouziti je
hojné zminovano v literatufe (Rossi et al., 2008; Tu et al., 2009). Jedna se 0 organickou

molekulu, jejiz jadro je tvofeno tetrapyrrolovym makrocyklem. V lidském organismu se
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Obr. 1: Absorp¢ni spektrum PpIX. Vpravo struktura PpIX

vyskytuje ptirozené jako posledni prekurzor pii biosyntéze hemu. Ten vznika chelataci atomu

zeleza timto tetrapyrrolovym makrocyklem.

Absorp¢ni spektrum PpIX se vyznacuje dvéma typickymi pédsy — intenzivnim Gzkym
pasem VvV UV oblasti (Soretiiv pas) a Q-pasem tvofenym vice piky s vyrazné mensi intenzitou
v oblasti zhruba od 500 do 630 nm (Obr. 1). Po absorpci zafeni mize dojit k pfenosu energie
na kyslik, v disledku ¢ehoz vznikaji ROS. Tyto formy jsou velmi reaktivni a poskozuji
biomolekuly, jako jsou proteiny, lipidy ¢i DNA (Josefsen et al., 2008).

Zvysené mnozstvi PpIX v organismu je toxické (Sachar et al., 2016). Vzhledem k tomu,
7e se jedna o relativné velkou hydrofobni molekulu nerozpustnou ve vod¢, dochazi k jeho
exkreci z téla predevs§im pomoci jater a zluéniku. Vysoka koncentrace PpIX pravé v jatrech
muze zpusobit tak velké poSkozeni, Ze je nutna jejich transplantace. Nadmérna ptitomnost PpIX

mimo to negativnim zpisobem ovliviiuje kolob&h Zluci.

Poté, co byl pozorovan fotodynamicky efekt v erytrocytech pacientl trpicich zvySenym
mnozstvim PpIX v téle, zacalo se 0 PpIX uvazovat jako 0 vhodné fotosenzitivni latce pro PDT.
V soucasnosti se PpIX pouziva pti 1é¢bé rakoviny jicnu ¢i pradusek a dalSich onemocnéni
(akné, Bowenova nemoc atd.). Vyuziti naléza PpIX i v diagnostice, ato diky jeho Cervené

fluorescenci (Sachar et al., 2016).

Nutnou podminkou pouziti PpIX jako fotosenzitivni latky v X-PDT (vice v kap. 2.5.1)
je dostatecny prekryv jeho absorp¢niho spektra s emisnim spektrem nanocasticového jadra.
Tato podminka je v piipadé jadra LuAG dopovaného Pr®* splnéna. Navazani PpIX na
nanocasticovy kompozit navic fesi i problém s nizkou rozpustnosti PpIX ve vod¢. V piipadé
volného PpIX by totiZ mohlo dochéazet nejen k nezddoucim toxickym ucinkim, ale navic by
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molekuly v disledku nizké rozpustnosti agregovaly, ¢imz by byly naruSeny fotochemické
I fyzikalni vlastnosti fotosenzibilizatoru a byl by snizovan celkovy uéinek 1é€by (sniZzena

produkce 0, a dalsich ROS) (Couleaud et al., 2010).

Porfyrin a jeho derivaty (oznacovany jako FL prvni generace) maji nékolik nedostatkt
— piedevsim se jedna 0 jejich hydrofobni vlastnosti a toxicitu. Z tohoto hlediska jsou vyhodné;si
tzv. fotosenzibilizatory druhé generace, kam se fadi napt. kyselina 5-aminolevulova (ALA)
a jeji estery, které maji vyrazné mensi vedlejsi efekty a mnohem efektivnéjsi produkci ROS
(diky absorpci delSich vlnovych délek, které pronikaji hloubéji do tkan¢). Navazanim
fotosenzibilizatoru prvni nebo druhé generace na ur€ity nosi¢ (napf. nanoc¢astice) vznika treti
generace fotosenzitivnich latek, kterd se vyznacuje zvySenou schopnosti akumulovat se

v pozadovanych lokalitich organismu (Montaseri et al., 2021).
2.2.2. Jiné fotosenzitivni latky

Nejcastéji pouzivanou fotosenzitivni latkou v dne$ni dobé je Photofrin, ktery byl
predstaveny dr. Doughertym jiz v 70. letech. Jeho nejvétsi nevyhodou je to, Ze zpusobuje
zvysenou svételnou citlivost klize, kterd mize trvat az po nékolik mésicti. Dal§im negativem je
nizka intenzita absorpéniho piku pii 630 nm, coz vyrazné snizuje efektivitu 1é¢by piedevsim

vétsich nadort, kde nastavaji problémy s pronikavosti svétla (Abrahamse et al., 2016).

Nejvetsi skupina fotosenzitivnich latek je zalozena na tetrapyrrolovém kruhu.
V zavislosti na poctu dvojnych vazeb lze tuto skupinu rozdélit na porfyriny, chloriny,
bakteriochloriny a ftalocyaniny. S tbytkem dvojnych vazeb dochazi k posunu Q-pasu smérem
k delsim vinovym délkam. S vyjimkou bakteriochlorinti podléhaji fotosenzibilizatory Vv této
skupiné fotochemické reakci II. typu (vice v kap. 2.5.1). Nejvyznamnéj$im zastupcem je jiz
vySe zminény Photofrin, coz je smés oligomeri a dimerti na bazi porfyrinu. Dlouhodobé
uzivanou latkou je ALA pouZzivana jako bioprekurzor fotosenzitivniho PpIX (Kennedy et al.,
1996; Khaing et al., 2008). Choi et al. zvolil jako fotosenzitivni latku chlorin €6 disponujici
$irokym absorpénim pasem mezi 350 az 450 nm a vysokym kvantovym vytézkem pro 1O, (Choi
et al., 2018). Stejnou latkou byly modifikovany i nanocastice TiO2 a SiO2 (Youssef et al.,
2018). Dalsi latkou na bazi chlorinu je pfipravek skomerénim nédzvem Foscan (m-
tetrahydroxyfenylchlorin) pouzivany napf. v kombinaci s nanocasticemi maghemitu y-Fe2O3
(Primo et al., 2007). Nejznamé&jsim zastupcem skupiny bakteriochlorini je fotosenzibilizator
snazvem TOOKAD. Stuchinskaya et al. zvolila jako fotosenzibilizator derivat ftalocyaninu
(Stuchinskaya et al., 2011).

17



Posledni dobou je pozornost vénovana i uméle pfipravenym fotosenzitivnim latkam, za
zminku stoji napf. fenothiazinové soli (methylenova modf, toluidinovd modf) ¢i derivaty
xanthenu (bengalska Cerven) (Abrahamse et al., 2016). Tyto latky jsou vSak vyuzivany spise

pro antimikrobidlni ti¢ely nez pro ucely PDT.
2.3. Biokompatibilita

Podminkou uspésné aplikace nanokompozitu je zajisténi dostateCné biokompatibility
s organismem. Podstata nekompatibility nanokompozitu spociva piedevsim v jeho
nepfimefenych rozmérech avyvoldni imunogenni reakce, coz vede krozpozndni latky
imunitnim systémem a vylouceni z organismu ¢asto pred dosazenim kyZeného u¢inku (Naahidi

etal., 2013).

To se d&je hlavné v ledvinach, jatrech a retikuloendotelidlnim systému (RES). Ledviny
filtruji krevni plazmu a na zaklad¢ svych vlastnosti (napt. velikost a naboj glomerul) odstranuji
spiSe nanocastice s kladnym povrchovym ndbojem. Naopak jatra rozpoznédvaji hydrofobni
castice a RES se soustfedi na nanocastice s pfili§ velkymi rozméry a vysokymi povrchovymi
naboji. Eliminace je zptisobena ¢innosti makrofagu, uvnitf nichZ jsou vytvafeny ROS, které tak

rozkladaji cizorodé castice (Kobayashi et al., 2014).

Dalsim faktorem ovliviiujicim biokompatibilitu hanokompozitl je adsorpce proteini
krevni plazmy na jeho povrch. Ta opét zplisobuje rozpoznani kompozitu makrofagy, eliminaci
atim zna¢né zkraceni doby zdrzeni v organismu. V neposledni fadé hraje roli itendence
nanocastic ke shlukovani a nasledny nardst rozméru nanokompozitu, vedouci ke stejnému

zavéru, tedy piili§ rychlému vylou€eni z krevniho ob&hu (Zhang et al., 2002).

Redeni téchto problémii je mozné diky biokompatibilizaci. P¥i té je nanokompozit
obalen vhodnou latkou, ¢imZ dojde k zamezeni jeho neZadoucich interakci s imunitnim

systémem a Vv dusledku toho i prodlouzeni doby zdrzeni kompozitu v téle (Zhang et al., 2002).
2.3.1. Pegylace

Jednim z nejc¢astéji pouzivanych zplsobil zajisténi biokompatibility nanokompozitu je
pegylace. Jedna se 0 proces navazani, at’ uz kovalentni ¢i nekovalentni vazbou, organického
polymeru polyethylenglykolu (PEG) na pozadovanou molekulu za G¢elem prodlouzeni doby
cirkulace latky v krevnim obchu. To je zpisobeno sniZenim aglomerace nanocastic
a zabranénim adsorpce proteinii na povrch nanocastic vedouci k vylouceni z krevniho fecisté

makrofagy. Pegylace kromé toho ovliviiuje hydrodynamickou velikost ¢astice, jeji hydrofobni
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Obr. 2: Struktura PEG.

vlastnosti a zlepsuje prunik skrz bunéénou membranu (Zhang et al., 2002). Pro Gspésné
navdzani PEG na poZadovanou molekulu jsou pouzivany rizné derivaty — homobifunkéni se
dvéma stejnymi funkénimi skupinami na obou koncich polymeru anebo heterobifunkéni

S riznymi funk¢énimi skupinami.

PEG je relativné jednoducha molekula, ktera je rozpustna ve vodé a velkém mnozstvi
organickych rozpoustédel (napf. toluen). Jednd se 0 hojné vyuZivany materidl pfedev§im
V biomedicing, a to diky netoxickym vlastnostem a schopnosti zabrafiovat adsorpci proteinil na
povrch materiali obalenych PEG. Kromé toho je velkou vyhodou jeho existence v mnoha
variantach lisicich se délkou fetézce (molarni hmotnosti) a jeho rozvétvenim ¢i funkénimi
skupinami. Pravé to umoziuje pouzit PEG jako linker pro navazani napf. cilicich molekul.
Modifikace PEG navic nijak nebo jen velmi malo ovliviiuje chemické vlastnosti samotného
modifikovaného materialu, snad jen s vyjimkou zmény rozpustnosti a zvyseni velikosti (Harris,
1992). Potencialni nevyhodou PEG mize byt fakt, ze pii druhé aplikaci pegylovanych
nanocastic doslo k vytvoreni anti-PEG protilatek, coz zvysilo rychlost vylouéeni z organismu

a snizilo tak miru vstupu nanokompozitu do bunék (Montaseri et al., 2021).

V literatufe lze narazit ina jina pojmenovani tohoto polymeru, jako jsou napf.
poly(oxyethylen), poly(oxiran) nebo poly(ethylenoxid) (PEO). PEO je pouZzivan pro oznaceni
polymeru s molarni hmotnosti vy$s$i nez 20000, polymery s niz$i molarni hmotnosti jsou

oznacovany jako PEG (Harris, 1992).

Shin et al. (Shin et al., 2008) pouzil pro pegylaci povrchu nanocastic oxidu kiemicitého
UV fotopolymeriza¢ni metodu. Modifikace povrchu vedla k zabranéni aglomerace nanocastic,
zaroven doslo ke snizeni zaporného zeta potencialu nanocastic, coz je dulezité hlavné z hlediska

stability suspenze v roztoku. Méfenim miry adsorpce vody na povrch nanocastic byly zjistény
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Obr. 3: Struktura kyseliny listové.

hydrofobni vlastnosti nanokompozitu. Snizenou aglomeraci nano¢astic po provedeni pegylace

zaznamenal i Tristantini (Tristanini et al., 2011).

Zhang et al. modifikoval povrch superparamagnetickych nanocastic Fe2O3z pegylaci
a prokazal snizeny piijem takto upravenych nanoc¢éstic makrofagy. Navic byl zjiStén vyrazny
nariist pfijmu nanocastic rakovinnymi builtkami BT20 v porovnani s nemodifikovanymi
nanocasticemi. Pfitomnost nanoc¢astic uvnitt bunék (jak makrofagti, tak BT20) navic nevedla

k vyssi smrtnosti v porovnani s kontrolnimi buikami (Zhang et al., 2002).
2.3.2. Dalsi zptisoby biokompatibilizace

Mezi dalsi latky s potencidlem pro zvyseni biokompatibility nanokompozitu se fadi
napf. kyselina listova. Jedna se 0 nazloutlou slouceninu patfici do rodiny vitaminl B, které
vyraznym zpusobem ovliviiuji mnoho télesnych procesu (slouzi napf. jako koenzym pro tvorbu
DNA nebo jako soucast systému koenzymu pii syntéze aminokyselin). Struktura kyseliny
listové (Obr. 3) je tvofena pteridinovym kruhem, kyselinou p-aminobenzoovou a kyselinou

glutamovou (jiné oznaceni kyseliny listové je kyselina pteroylglutamova) (Vora et al., 2002).

Jednim ze zpisobi, kterym mohou nanocastice vstupovat do bunééného prostoru, je
receptorem fizena endocytoza (Zhang et al., 2019). Timto zptisobem Ize vyznamné zlepsit vstup
do bunék U nanokompozith modifikovanych pravé kyselinou listovou, jejiZ receptor se velmi
Casto nachazi na rakovinnych butnikach. Velkou vyhodou kyseliny listové oproti rtiznym
protilatkam je jeji nizkd molekulova hmotnost a mensi rozméry, které usnadiuji pranik skrz

bunéénou membranu. DalSim pfinosem je jeji stabilita a nizkd tendence vyvolavat imunitni
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reakci (imunogenicita). Kyselina listova tak mtize nabyvat dvojiho vyznamu — jako material

zajistujici biokompatibilitu a jako cilici molekula.

Kyselinu listovou pouzil pro modifikaci superparamagnetickych nanocastic Fe»Os
Zhang, ktery zaznamenal vyznamny nariist v pfijmu nanocastic rakovinnymi buiikami BT20.
Naopak vliv modifikace kyselinou listovou na interakci s makrofagy zaznamenan nebyl.
Podobn¢ jako u pegylace nebyl ani v tomto ptipadé pozorovan nartist smrtnosti bun¢k oproti
kontrolnim bunkam (Zhang et al., 2002).

Dalsimi alternativami k PEG mohou byt napi. kyselina hyaluronova, pozornost se

obraci i K pouziti cervenych krvinek (Montaseri et al., 2021).
2.4. Cileni

Dosazeni nadorové tkané¢ muze probéhnout jak pasivné, tak aktivné. Aktivni cileni
samoziejme vyznamn¢ zvysuje efektivitu 1éCby diky zvySené koncentraci 1é¢iva v nadoru a tim
i jeho zvySenému vstupu do bunék. Navic je snizen negativni dopad 1é¢iva na okolni zdravé
tkang.

2.4.1. Pasivni cileni

V zavislosti na velikosti nanocastic dochazi k jejich vylouceni ztéla — pokud jsou
nanocastice pfili§ malé, jsou vylouceny ledvinami; pokud je jejich rozmér pfili§ velky, jsou
rozpoznany a zachyceny RES. Vylucovani z téla vSak neprobiha pouze na zakladé velikosti.
Jatra vylucuji hydrofobni latky, RES zase molekuly s vysoce nabitym povrchem. Existuji vSak
rozméry, které neni imunitni systém schopen rozeznat. Nanocéstice téchto rozméri pak
cirkuluji po dlouhou dobu cévami a mohou pronikat do nadord. Ty jsou totiz typické svou
vysokou propustnosti a umoznuji tak pasivni priinik nanocastic a dalSich latek do nadorového
loziska (Kobayashi et al., 2014).

Tento proces pruniku do nadorovych cév a nasledné do samotného nadoru se nazyva
efekt zvySené permeability a retence (Enhanced Permeability and Retention — EPR) (Kobayashi
etal., 2014). Pronikani do nadoru je navic podpofeno zhusténym cévnim zasobenim v nadorové
oblasti, které je esencialni pro rast nddoru. Snizené lymfatické odvodnovani nadort pak
napomaha delSimu zadrzovani nanocastic v této oblasti. Opacnym smérem naopak piisobi

zvySeny vnitini tlak.
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2.4.2. Aktivni cileni

V tomto ptipad€ je cileni zajisténo navazanim ligandu nebo protilatky specifické pro
nadorové bunky na povrch nanocastice. Zakladnim ptedpokladem tohoto zplisobu transportu
nanocastic je, ze vlastnosti buriky nebo receptory na bunééném povrchu, na které je cileno, jsou
typické piredev§im pro rakovinné buiiky, aby tak bylo zabranéno poskozeni zdravych bunék

(Zhang et al., 2019).

K aktivnimu transportu 1é¢iva do néadoru byly vyuzity napf. nanocastice oxidu
zelezitého, na jejichz povrchu byla navazana kyselina hyaluronova, ktera se vaze na receptor
CD44 vyskytujici se na rakovinnych bunikach. Akumulaci v rakovinné tkani zde vSak prispivalo
I aplikované vnéjs$i magnetické pole spolu s EPR (Wang et al., 2018). Vnéjsiho magnetického
pole vyuzil i Ding et al. pii aktivnim cileni nanocastic FesO4 navazanych na dextran a chlorin
6. Tyto nanocastice krom¢ PDT slouzily i k zobrazovani pomoci magnetické rezonance (Ding
et al., 2017). Jako cilici molekula byla zaznamenéna i kyselina listova vazajici se na folatovy
receptor, ktery se nachazi na nékterych rakovinnych bunkach (Hong et al., 2016). Krom¢ vyse
zminénych cilicich molekul byl pouzit napf. i epidermalni ristovy faktor (cileni na bunky

nemalobunééného karcinomu plic) (Roman et al., 2016).
2.5. Vyuziti nanokompozitu

2.5.1. Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie v poslednich nékolika desetiletich ziskala znacnou pozornost
jako alternativa k tradiénim zptisobim 1é¢by rakoviny, mezi které patii radioterapie Ci

chemoterapie.

Prvni doklady 0 pouziti PDT sahaji az do starého Egypta a Recka, aviak vétsi pozornosti
v modernich déjinach se PDT dostalo az na za¢atku 20. stoleti, kdy Oscar Raab nahodou objevil
schopnost urcitych latek zabijet bunky po vystaveni svétlu v pfitomnosti kysliku. Objev
paprskt X a vzestup farmaceutického primyslu v povale¢ném obdobi odsunuly PDT na druhou
kolej az do 70. let. V té dobé Thomas Dougherty ptedstavil prvni fotosenzitivni latku, ktera
byla pozd¢ji nazvana Photofrin (jednalo se 0 smés porfyrini rozpustnou ve vodé, pracovni

nazev byl hematoporfyrinovy derivat) (Abrahamse et al, 2016; Allison et al., 2004).

Obecné¢ lze fict, ze v PDT je pacientovi v urcité formé podana FL, ktera je nasledné
excitovana vnéjsim zafenim. FL disponuji vysokou pravdépodobnosti piechodu ze vzbuzené¢ho

singletniho do tripletniho stavu (mezisystémovy piechod, ISC — intersystem crossing), v némz
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pak reaguji s molekularnim kyslikem. P#i této reakci (tzv. triplet-triplet anihilace, jde
0 fotochemickou reakci II. typu) je obracen spin jednoho elektronu kysliku a spinova
multiplicita kysliku se tak méni z tripletu na singlet. Singletni kyslik se vyznacuje vysokou

cytotoxicitou, ¢ehoz je vyuzivano pro ni¢eni rakovinnych bun¢k (Josefsen et al., 2008).

Kromé& 'O, mohou vznikat i dalsi ROS, ato pii fotochemickych reakcich I. typu.
V tomto piipadé probiha reakce mezi FL a substratem, a to bud’ oxidac¢né, kdy vznika kladny
radikal substratu a zaporny radikél fotosenzitizéru, anebo zpisobem, v némz vznikaji volné
radikaly. V kazdém ptipad¢ vznikajici vysoce reaktivni Céstice podléhaji dalSim reakcim

vedoucim k tvorbé ROS (Josefsen et al., 2008).

Kuhynu buiky dochéazi nékolika zplisoby — apoptézou, kterd nastava v ptipadé
poskozeni mitochondrie; nekrézou spojenou s porusenim integrity buiiky kvuli poSkozené
bunééné membrang; ¢i autofagii (reakce buriky na stresové podminky, kdy lysozomy rozkladaji
makromolekularni struktury ¢i celé organely za Géelem zisku energie), pii niz vSak existuje

moznost uzdraveni bunky (Montaseri et al., 2021).

Problém nizké pronikavosti budiciho zafeni v klasické PDT ma vyfesit jeji modifikace
S buzenim rentgenovym zafenim. Nanocastice s urCitymi luminiscenénimi vlastnostmi a
vhodnou modifikaci povrchu mohou byt pouzity v X-PDT. V X-PDT je nanokompozit,
skladajici se z nanocasticového jadra scintila¢niho materialu (které mize byt rizné povrchové
modifikovano) a FL, ozéafen rentgenovym zafenim, které vybudi jadro. To poté emituje
sekundarni fotony, které jsou absorbovany FL. Pro spravnou funkci této metody je nutné, aby
byly zajistény dostate¢né piekryvy emisniho spektra jadra a absorp¢niho spektra FL (Morgan
et al., 2009). Vyhoda X-PDT oproti obycejné PDT spoc¢iva v hlubsim pruniku aplikovaného
primarniho zafeni do tkan¢ a moznosti kombinace s klasickou radioterapii pro zvySeni u¢inku

a snizeni celkové davky pacientovi.

FL samoziejmé nemusi deexcitovat pouze mezisystémovym pirechodem. S urcitou
pravdépodobnosti se totiz mize zbavit energie I fluorescenci (Josefsen et al., 2008).
Nanocastice s fotosenzitizéry tak mohou mit i teranosticky potencial. Kromé hubeni
rakovinnych bunék by totiZz mohly byt pouzity zaroven k diagnostickym ucelim, napf.

k odhaleni rozsahu tumoru, a tim by odpadla nutnost vyuziti dalSich zobrazovacich metod.
2.5.2. Dalsi moZnosti vyuziti

Piestoze zde popisované nanokompozity jsou primarné zamysleny pro aplikaci ve

fotodynamické terapii, vysoky mérny povrch nanoc¢astic umoznuje jejich modifikaci i jinymi
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latkami, nez jaké jsou zminény vyse. Funkcionalizaci nanocastic molekulami s chelataénimi
vlastnostmi, jako jsou napt. DOTA, DTPA, TETA, NOTA atd., 1ze navazat radionuklidy
vhodné pro radioterapii (*®Ac, ?*Ra, ...). V literatufe jsou zmifiovany nanokompozity SiO2
uréené pro alfa terapii, kde je 2°Ac konjugovano pomoci chelatu na bazi HOPO. Za uéelem
snizeni radiacni zatéze okolnich zdravych tkéni byl nanokompozit modifikovan jesté cilicim
transferinem. PouZiti nanocéstic jako nosice navic vedlo ke snizené akumulaci radionuklida
Vv kostech, protoze byla sniZzena mira jejich migrace v disledku vysokych odrazovych energii

(Pallares et al., 2020).

Modifikace nanocastic se vSak nemusi omezit pouze na jeden radionuklid. Velkou
vyhodou je pravé moznost navazani vice zaficl, coz mize vést ke zvySeni davek v tumoru
anebo ke kombinaci terapie a diagnostiky (tzv. teranostika). Velmi nadéjné jsou v tomto ohledu
nanocastice zlata, které disponuji zajimavymi vlastnostmi — pii vystaveni svétlu 0 urcité vinové
délce 1ze u zlatych nanocéstic pozorovat povrchovou plazmonovou rezonanci. Diky ni je
v okoli nanocastic generovano teplo, které mize byt pouzito ve fototermalni terapii ¢i pro
potizeni fotoakustickych snimkl. K modifikaci nanocastic zlata byla pouzita Siroka Skala

terapeutickych i diagnostickych radionuklidi (Daems et al., 2021).
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3. Experimentalni ¢ast
3.1. Kalcinace

Za Ucelem ziskani &isté tuhé faze je prekurzor zihan za vysokych teplot. Zihani
probihalo v peci CLASIC 0415 VAK po dobu dvou hodin pfi teplotaich od 900 do 1200

°C s nartstem teploty 10 °C/min v prostiedi vzduchu.
3.2. Lyofilizace

Soucasti optimalizace byl 1 novy zplsob vysouseni prekurzoru. V minulosti byla za
timto ucelem pouzivana mikrofiltrace a nasledné suseni na vzduchu pii 40 °C (FleiSmann,
2019). Tato cesta vSak vedla k nechténé agregaci nanocastic atim ik vétSimu rozméru
nanocasticového jadra. Z toho duvodu byl navrzen novy postup — lyofilizace, kdy je roztok
obsahujici prekurzor zmrazen andsledné¢ vlozen do lyofilizatoru. V ném dochazi

v evakuovaném prostiedi k zahtivani vzorku, coZ zplsobi sublimaci ledu a vysuSeni vzorku.

Obr. 4: Lyofiliza¢ni aparatura (vlevo) a vnéjsi a vnitini pohled na zihaci pec (vpravo).
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3.3. Mleti vzorku

Piipravené nano¢astice LuAG:Pr®* byly po vyzihani mlety 1 hodinu na vibraénim mlyné

Pulverisette 0 od firmy Fritsch. Material mleci misky a kulicky byl ZrO-.
3.4. Rentgenova difrakce

K analyze praskovych vzorki se ¢asto vyuziva rentgenova difrakéni analyza (XRD). Pti
této metod¢ je vzorek ozafovan rentgenovym zaienim, coz vede k difrakci zareni. Na zaklade
intenzity difraktovaného zaieni 1ze urcit mimo jiné velikost ¢astic. Zdrojem zaieni je vétSinou
rentgenka, pro zajiSténi monochromati¢nosti zateni se pouziva filtr (pro Cu anodu je nejcastéji
filtrem niklova folie). Dopadajici zafeni se odrazi od jednotlivych krystalickych rovin. Na
zakladé Braggovy rovnice (1), v niz d je vzdalenost mezi identickymi krystalickymi rovinami,
6 thel odrazu, n celé ¢islo a 4 vinova délka dopadajiciho zéfeni, pak lze urcit, pro které thly

dochazi k difrakci. Ta se projevi naristem intenzity rentgenového zafeni.

2-d-sinf =n-2 (1)

Velikost ¢astic mize byt urena na zakladé Halder-Wagnerovy linearizace z rozsifeni
difrakénich pikti do Sirokych maxim (Barta, 2015). Pti¢inou tohoto jevu je kromé
instrumentalniho rozsifeni a rozsifeni zptisobené¢ho mikrostrukturalnim napétim i rozsifeni
v disledku velikosti ¢astic. Vztah mezi polositkou piku (FWHM), velikosti castic |,
mikrostrukturalnim napétim ¢ a difrak¢nim thlem 6 udava Halder-Wagnerova rovnice (2)

FWHM? K-i1 FWHM

: + &2, 2)
tanZ6 [ tan@-sinf ¢

v niz K je Scherrerova konstanta (v tomto ptipadé byla pouzita hodnota K=0,89) a A je vinova

délka dopadajiciho zafeni (pro Cu-Kq1,2A=0,154184 nm) (Barta, 2015).

Vzorky byly analyzovany na pfistroji RIGAKU Mini Flex 600 s nastavenim: napéti
40 kV, proud 15 pA, s krokem 0,02° 26 (Obr. 5). K vyhodnoceni ziskanych difraktogramti byla
pouzita databaze Mezinarodniho centra pro difrakéni data ICDD PDF-2, verze 2013.
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Obr. 5: Ptistroj pro méfeni rentgenové difrakce (vlevo) a termoanalyzator (vpravo).

3.5. Termoanalyza

Meéfeni bylo provedeno na termoanalyzatoru Setaram LABSYS EVO (Obr. 5). Vzorky
byly zahiivany az do teploty 750 °C v Ar atmosféfe. Termicka analyza je zaloZena na sledovani
zmén slozeni a vlastnosti vzorku pfi jeho zahiivani. Zména teploty totiz mize ve vzorku
zpusobit nékolik jevl, napt. vyvolat chemickou reakei ¢i fazovou pfeménu. Vzorek Vv tepelné
odolném kelimku a na specialnim drzédku je umistén Vv peci a je analyzovana zména ur€ité
vlastnosti vzorku. Podle charakteristiky, jejiZ zménu sledujeme, se béZné rozlisuje nékolik typt
termické analyzy: Vv termogravimetrii (TG) je sledovana zména hmotnosti; V diferencni
termické analyze je méten teplotni rozdil mezi vzorkem a referen¢nim materidlem; tepelny tok
dodavany referentu tak, aby byl nulovy rozdil mezi teplotami vzorku a referentu je

zaznamenavan V diferen¢ni skenovaci kalorimetrii (DSC).
3.6. Radioluminiscence

Me¢éieni radioluminiscenénich vlastnosti bylo provedeno na Fyzikdlnim ustavu
Akademie véd CR. Pfipravené vzorky byly excitovany rentgenovym paprskem (Seifert, 40 kV,
15 mA) =za pouziti spektrofluorimetru 5000 M (Horiba Jobin-Yvon) s emisnim
monochromatorem a fotodetektorem TBX-04. Referenénim materialem byl BisGesO1. (BGO).

Méfeni probihalo za teploty 293 K.
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3.7. Infracervena spektroskopie

Meéieni bylo provedeno na FTIR spektrometru Nicolet iS50. Infracervena spektroskopie
je analytickd metoda poskytujici jak kvalitativni, tak kvantitativni vysledky umoznujici
identifikaci predevSim organickych funkénich skupin. Aplikované infracervené zareni
interaguje se zkoumanou latkou, coz vede ke zmén¢ vibra¢niho a rotaéniho chovani molekuly;
je tak absorbovano zafeni s energii odpovidajici rozdilu mezi vibraénimi hladinami molekuly.
Vystupem méfeni je infracervené spektrum zobrazujici zavislost transmitance/absorbance na
vlnoctu dopadajiciho zéfeni. Spektrum je charakteristické pro kazdou latku a porovnanim se
zdznamem Z databaze tak lze zkoumanou latku identifikovat. Zaroven tato metoda umoziuje
identifikovat funk¢ni skupiny piitomné v molekule. K analyze praskovych vzorki byla pouzita
metoda ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance Fourier Transformation InfraRed), v niz neni
potieba zadna dalsi uprava vzorku. Vzhledem k tenkym vrstvdm obalovych materiala (SiOg,
PEG, FA) na povrchu nanocastic byla pro dalsi analyzu téchto nanokompozitti zvolena i metoda
grazing angle umoznujici zkoumani pouze povrchové vrstvy materialu, v niz je praskovy

vzorek smichan s KBr a je vylisovan do tenké tablety.
3.8. Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie (EM) byla provedena na pfistroji Phillips EM 201 na Ustavu
anorganické chemie Akademie véd Ceské republiky v Rezi. Jedna se 0 velice G¢inny nastroj
studia nejen nanocastic. Diky vysokému zvétSeni a velice dobrému rozliSeni poskytuje
topografické informace a umoziuje zobrazit nanocastice. Mimo to mize slouzit i jako nastroj
prvkové analyzy. Zdrojem elektroni vV EM je Zhavena katoda. V transmisni elektronové
mikroskopii (TEM) jsou elektrony urychlené vysokym napétim fokusovany pomoci
elektrického ¢i magnetického pole na velice tenkou vrstvu zkoumaného vzorku. Tenk4 vrstva
je podminkou spravné funkce TEM, protoze jediné tak je zajisténo, Ze nedojde K pohlceni
dopadajicich elektronti. Po prichodu vzorkem vytvati elektrony v objektivu prvni obraz, ktery
je nasledné zvétsen projektivem a digitalizovan. Naproti tomu ve skenovaci elektronové
mikroskopii (SEM) urychlené a fokusované elektrony skenuji povrch vzorku, jsou odrazeny ¢i
rozptyleny a detekovany. Paprsek elektronti je pfed dopadem na vzorek modifikovan systémem
clon acocek. Informace o vlastnostech vzorku vtomto pifipadé neni zakotvena pouze
Vv odrazenych elektronech, ale také Vv sekundarnich a Augerovych elektronech nebo
v sekundarnim rentgenovém zéateni. U obou typi elektronovych mikroskopti je vzorek umistén

ve vakuu, aby nedochazelo k rozptylu a zeslabeni elektronového svazku.
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3.9. UV/VIS spektrofotometrie

Me¢éieni UV/VIS spekter bylo provedeno na spektrofotometru Cary 100 (Varian Inc.).
Kapalny vzorek je umistén v kyvete, kterou prochéazi paprsek zateni z UV/viditelné oblasti.
Castice rozpusténé ve vzorku absorbuji &ast dopadajiciho zafeni a piistroj pak porovnava
intenzitu zéafeni proSlého vzorkem se zafenim proSlym referenéni kyvetou naplnénou
destilovanou vodou nebo jinym referencnim rozpoustédlem. Vztah mezi koncentraci
rozpusténé latky a mnozstvim absorbovaného zatreni udava Lambert-Beeriv zakon (3), kde
A [-] je absorbance vzorku, ¢ [mol-11] koncentrace analytu, ¢ [I'-mol™-cm™] molarni absorpéni

koeficient a | [cm] délka absorbujiciho prostiedi (kyvety), ktera je v tomto ptipadé rovna 1 cm.
A=c-¢e-L (3)
3.10. Méreni povrchii

Me¢teni mérnych povrchl pfipravenych nanokompoziti bylo provedeno na pfistroji
Monosorb MS-22 (Quantachrome Instruments, USA). Metoda je zalozena na zméfeni mnozstvi
adsorbovaného/desorbovaného plynného dusiku z pracovni plynné smési (30 mol% dusiku a 70
mol% helia). Méfeni probiha pti teploté 77 K a jedna se 0 zjednoduSenou variantu metody BET.
Odplynény vzorek je ochlazen na teplotu kapalného dusiku, pifi¢emz dochazi k adsorpci
plynného dusiku z pracovni smési. Vzorek je nasledné zahtat na laboratorni teplotu, coz vede
k desorpci  dusiku. Redlny povrch  vzorku je pak stanoven  z mnozstvi

adsorbovaného/desorbovaného dusiku. Ke kalibraci pfistroje bylo pouzito 1,00 ml vzduchu.
3.11. Priprava nanokompozitu

3.11.1. Nanocasticové jadro

K pfipravé nanocastic LusAlsO12 dopovanych ionty Pr* (dopace ¢inila 1 %) bylo
navazeno 2,706 g LU(NOz3)s- x H20 (x=5), 3,751 g AI(NOz3)3- 9 H.O a 12,612 g HCOONHa.
Ke smési byly pfidany 4 ml zasobniho roztoku Pr* 0 koncentraci 15-10° M, ktery byl p¥ipraven
rozpuSténim PrOzxV nadbytku koncentrované HNOsz. Smés byla poté doplnéna na
2 | destilovanou vodou a roztok byl za stalého michani ozafovan ve fotochemickém reaktoru
po dobu 3,5 hodiny. Zdrojem zafeni (253,7 nm) byly ¢tyfi ponorné nizkotlaké rtutové vybojky
s piikonem 4x 25 W. Ziskany prekurzor (jemna bila srazenina/ gel) byl bud’ zfiltrovan pouzitim
0,45um membranového filtru HAWP (Merck Milipore Ltd.) a vysusen na vzduchu pii 40 °C,
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Obr. 6: Fotochemicka piiprava nanoastic LuAG:Pr® v priibéhu ozatovéni (vlevo) a po ukon&eni
ozafovani (vpravo).

anebo byla k vysuseni pouzita lyofilizace. Suchy prekurzor byl rozetien v tfeci misce a vyzihan

v kalcina¢ni peci.
3.11.2. Obalovani vrstvou SiO2

Nanog¢astice LuAG:Pr®" zihané na 1000 °C byly modifikovany vrstvou SiO2. 217 mg
nanocastic LuAG:Pr** bylo zahiivano ve vakuu pii 120 °C (1 hodina, 5°C/min), aby doslo
k odstranéni vody. Vyzihané nanocastice byly ponechany v exsikatoru, dokud nezchladly na
laboratorni teplotu. Poté byly nanocastice suspendovany Vv 50 ml absolutniho EtOH

Vv ultrazvukové 1azni asi 1 hodinu.

Suspenze byla umisténa na magnetickou michacku, kde k ni bylo ptidano 25 pl TEOS
a na zaveér bylo pomalu ptikapano 7,5 ml 25% roztoku NH4sOH. Aby bylo dosazeno maximalni
hydrolyzy TEOS, byla smés michana do dalsiho dne. Nanodastice LuAG:Pr**@SiO, byly
tiikrat promyty destilovanou vodou a resuspendovany v etanolu Vv ultrazvukové lazni

(1 hodina). Nanocastice byly poté vysuseny pii 40 °C na vzduchu.
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3.11.3. Funkcionalizace nanokompozitu navazanim PpIX (Popovich et al., 2018)

300 mg PpIX bylo rozpusttno v60 ml THF abylo pfidino 400 ul N-(3-
dimetylaminopropyl)-N¢-ethylkarbodiimidu (EDC). Roztok byl michan po dobu 3 hodin pfi
0 °C v inertni N2 atmosféie. Poté bylo ptidano 250 ul APTES ve 25 ml THF a reakce byla
ponechdana bézet pifi 20 °Cpres noc. Druhy den bylo ke smési ptfidano 300 mg
LUAG:Pr¥*@SiO, a 900 pl TEA. Reakce bézela dalsich 24 hodin. Modifikované nanogéstice

byly zcentrifugovany, 3x promyty etanolem a vysuseny pii 40 °C na vzduchu.
3.11.4. Biokompatibilizace
i) Pegylace:

40 mg LUAG:Pr¥*@SiO,-PpIX bylo rozdispergovano ve 40 ml EtOH. K disperzi
bylo ptidano 70 mg PEG rozpusténého ve 40 ml absolutniho EtOH. Vysledna smés
byla michana po dobu 3 hodin pfi 40 °C. Na zavér byly nanocéstice odstiedény,
promyty tfikrat etanolem a dvakrat destilovanou vodou a vysuSeny na vzduchu pfi

40 °C.
i) Modifikace kyselinou listovou (Zhang et al., 2002):

Byla pfipravena smés 2 ml 10mM kyseliny listové v DMSO, 3 ml 15mM NHS
a3 ml 75mM EDC, ke které bylo ptidano 30 mg LuAG:Pr¥*@SiOza 112 pl TEA
jako katalyzatoru. pH smési bylo upraveno pomoci ziedéné HCI na 9. Reakce
probihala po dobu 3 hodin pti 37 °C. Na zavér byly nanoc¢astice odstiedény, tiikrat

promyty destilovanou vodou a vysuseny na vzduchu pti 40 °C.
3.12. Urceni miry vymyvani PpIX ve fyziologickém prostredi

Prasek LuAG:Pr¥*@SiO2-PpIX byl michan ve fyziologickém roztoku (koncentrace
nanokompozitu ¢inila 0,1 hm%) po dobu 24 hodin. Nasledn¢ byl prasek zcentrifugovan
a kapalna faze byla analyzovana spektrofotometricky. Pfed samotnou analyzou byl ke kapalné
fazi ptidan 0,1M NaOH, aby doSlo k uvolnéni PpIX ze stén zkumavky.

Ve druhém experimentu byl stejny prasek smichan s fosfatovym pufrem (pH = 7,4;
koncentrace nanokompozitu ¢inila 0,1 hm%) a umistén na 24 hodin do ultrazvukové lazné.

Dalsi postup byl stejny jako v pfedchozim experimentu.
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4. Vysledky a jejich diskuze
4.1. Optimalizace syntézy

Z hlediska efektivniho pouziti nanokompoziti pro PDT jsou dilezité piedevsim dvé
vlastnosti — velikost aintenzita luminiscence. Obvykle plati, ze ¢im mensi je velikost
nanokompozitu, tim dels$i je doba zdrzeni v organismu a tim padem i u¢inn¢jsi 1écba. Obecné
jsou uvadény jako horni hranice aplikovatelnosti nanokompoziti nizké stovky nanometrt
(Kobayashi et al., 2014). Efektivita 1é€by navic roste s intenzitou zafeni emitovaného
nanokompozitem. Ob¢ tyto charakteristiky jsou mimo jiné zavislé na teploté, pti které je
provadéna kalcinace nanocasticového jadra, a to tak, ze s rostouci teplotou kalcinace dochézi
k rustu intenzity (Boukerika et al., 2015), bohuzel vsak také dochazi ke zvétSeni nanocastic.
Piipravené nano¢astice LuAG:Pr** byly vyzihany pfi teplotach 900, 1000, 1100 a 1200 °C po
dobu 2 hodin (nartst 5°C/min, atmosféra: vzduch) anasledné byla méfena intenzita

luminiscence a velikost krystaliti.
41.1. Intenzita radioluminiscence

Emisni spektrum Pr®* je charakteristické $irokym intenzivnim pasem mezi 280 a 440
nm odpovidajicim pfechodu Pr** 4f5d — 4f 2. Oblast nad 450 nm odpovida riznym piechodéim
4f 2 4f2 (Drozdowski et al., 2009). Z Obr. 7 je patrny jasny trend rostouci intenzity

radioluminiscence s rostouci teplotou kalcinace. Zaroven lze pozorovat vyznamny narust

-
o
P LuAG:Pr (900 °C)
g LuAG:Pr (1000 °C)
S LuAG:Pr (1100 °C)
LuAG:Pr (1200 °C)
7__&/\ ——— ————
200 300 400 500 600 700 800

vinova délka [nm]

Obr. 7: Rentgenem buzené emisni spektrum LuAG:Pr®* zihaného pfi riiznych teplotéach.
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Obr. 8: Difraktogramy nanocastic LuAG:Pr** zihanych pii riiznych teplotach.

intenzity mezi teplotami 1000 a 1100 °C. Toto chovani je v souladu s literaturou (Popovich et
al., 2020).

4.1.2. Fazova Cistota

Cistota pfipravenych nanoéastic byla vyhodnocena rovnéz pomoci XRD. Ziskané
difraktogramy na Obr. 8 byly porovnavany se zdznamem ¢islo 01-073-1368 z databaze ICDD
PDF-2, ktery je znazornén carkované Sedivou barvou. Mirny posun difrak¢énich piki smérem
k niz§im thlim 20 oproti zaznamu je zptisoben umisténim vzorku v méficim pfistroji, mirny
vliv miize mit i mnozstvi méfen¢ho vzorku. K posunu difrakénich maxim dochazi i nahradou
¢asti atomd Lu vétsimi atomy Pr, avsak to v pfipadé 1% dopace nehraje zadnou roli (Uhlich et
al., 2007). Dulezitym poznatkem je fakt, ze zména teploty kalcinace nezpusobila vznik novych
difrakénich pikd, tj. ve vSech ptipadech byly piipraveny fazové Cisté krystalické nanocastice
LUAG:Pr¥*. Tento fakt je v souladu s teplotami uvadénymi V literatufe, podle kterych dochazi
ke vzniku krystalického LuAG jiz pfi teploté 850 °C (Wang et al., 2010). Z difraktogramt na
Obr. 8 je zaroven patrné zGzeni difrakénich pikt s rostouci teplotou kalcinace indikujici nartst

velikosti krystaliti.
4.1.3. Velikost ¢astic

Velikost pfipravenych nanocastic byla méfena pomoci XRD za pouziti Halder-

Wagnerovy linearizace. Vysledky jsou v Tab. 1. Zde je vidét jasny trend rostouci velikosti
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krystaliti s rostouci teplotou kalcinace. | tento trend byl jiz popsan v literatufe (Uhlich et al.,
2007).

Tab. 1: Velikost krystaliti nano¢astic LuAG:Pr** zihanych pii riiznych teplotach.

velikost
teplota
krystalit
zihani [°C]
[nm]
900 17
1000 29
1100 43
1200 57

Zmétenim praskové difrakce lyofilizovaného vzorku kalcinovaného pii 1000 °C byla
potvrzena fazova Cistota pripravenych nanocastic. Velikost krystalitd v lyofilizovaném vzorku
byla srovnatelna s velikosti krystalitl ziskanych mikrofiltraci a ndslednym susenim pti 40 °C na

vzduchu.
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Obr. 9: Difraktogramy nano¢astic LuAG:Pr** (A) a jeho modifikaci: LuAG:Pr¥*@SiO; (B),
LUAG:Pr*@SiO,-PpIX (C), LUAG:Pr¥*@Si0,-PpIX-PEG (D) a LUAG:Pr¥*@SiO,-FA (E).
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4.2. Modifikace povrchu nanocasticového jadra
Vesker¢ dalsi experimenty byly provadény s nanoc¢éasticemi zihanymi na 1000 °C. Tato
teplota byla zvolena jako kompromis mezi intenzitou luminiscence a velikosti krystalitd.

Nanocésticové jadro bylo postupné modifikovano obalem SiO», fotosenzitivnim PpIX

a PEG, resp. FA zajistujicimi biokompatibilitu, popiipad¢ aktivni cileni nanokompozitu.
4.2.1. Fazova Cistota

Analyza XRD potvrdila fazovou Ccistotu pfipravenych nanoc¢astic a zaroven, jak je

patrné z difraktogramti na Obr. 9, vyvratila jakoukoliv zménu krystalické struktury jadra

v prub¢hu modifikace jeho povrchu. V difraktogramech C a D je patrny jeden pik navic oproti

Obr. 10: TEM snimky jednotlivych krokti pfipravy nanokompozitu. A - LUAG:Pr¥*; B -
LUAG:Pr*@SiOz; C - LUAG:Pr¥*@Si0.-PplX; D - LUAG:Pr¥*@SiO,-PplIX-PEG.
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zbylym difraktogramtim. Jeho poloha odpovida 27,86 © a protoZe se jedna o jediné dva vzorky

obsahujici PpIX, Ize pfedpokladat, ze tento pik nalezi krystalické fazi PpIX.
4.2.2. Transmisni elektronova mikroskopie

Snimky z TEM (Obr. 10) byly pofizeny za G¢elem ziskani lepsi pfedstavy 0 skute¢né
velikosti ¢astic a jejich tendenci ke shlukovani se. Z obrazku je patrné, ze samotné Krystality
nepiekracuji rozméry nékolika desitek nm, problém je vSak v tom, ze vznikaji v&tsi agregaty
spojené krcky, pravdépodobné jiz béhem kalcinace. Jejich velké rozméry pak zplsobuji
sedimentaci nanokompozitu v roztoku a omezuji jeho uc¢innost Vv organismu. Zaroven lze
pozorovat, ze modifikace jednotlivymi obalovymi materialy byla ispé&$na. Avsak i zde dochazi
spiSe k obaleni shluku nanoc¢éstic nez k obaleni jednotlivych ¢astic, coz rovnéz muze byt
problematické. Zlepseni mize poskytnout fragmentace a frakcionalizace ¢astic spolu koloidni

stabilizaci pomoci stabilizatori, napt. kyseliny citronové (Kaman et al., 2009).
4.2.3. Infracervena spektroskopie

V oblasti od 500 do 900 cm™ je p¥itomno nékolik intenzivnich piki na 800, 699 a 512
cm™ (Obr. 11 nahote), které typicky nalezi vazbé M-O (M = Lu, Al), konkrétné jde o vibrace
tetraedru [AlO4] a oktaedru [AlOs]. Piitomnost téchto pikt indikuje vznik faze LuAG, coz je
v souladu s difraktogramy z XRD.

Spektrum nanokompozitu LUAG:Pr¥*@SiO; (Obr. 11 dole) se vyznacuje n&kolika piky
v oblasti do 1000 cm™ (799, 734, 569 cm™), které odpovidaji valenénim a deformaénim
vibracim vazeb mezi atomy Si a O (Si-O-Si, O-Si-O). Velmi intenzivni pik na 1063 cm™ Ize
pfipsat valenénim vibracim Si-O-Si. Pfitomnost tohoto piku 1ive spektrech dale
modifikovanych nanokompozitd potvrzuje, ze navazanim dalSich latek na povrch
LUAG:Pr¥*@SiO; nedochazi ke zméné obalu SiO,. Zajimavy je narGist intenzity tohoto pasu
u nanokompozitd modifikovanych PpIX apoté i PEG, ktery je pravdépodobné zpuisoben
prekryvem s dalimi pasy nalezicimi valen¢nim vibracim C-O molekul PEG a PplX (Ansari et
al., 2012).

Ve spektru LUAG:Pr¥*@SiO2-PpIX je mozné pozorovat vyse zminény pik na 1063 cm™,
vyznamny je také signal na 1695 cm™, jenZ lze pfifadit valenénim vibracim C=0O vazby
karboxylovych skupin PpIX. Intenzivngjsi signdly v oblasti pod 3000 cm™pak svédei

0 pfitomnosti -CH2-a -CHj3 skupin.
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Intenzita téchto pikG vSak ve spektru LuAG:Pr¥*@SiO2-PpIX-PEG kles4, nicméné
jejich pfitomnost je patrnd a opét potvrzuje pritomnost -CHz- a -CHzs skupin. Jediny pik s vyssi
intenzitou je na 1063 cm™. Ptitomnost PEG na povrchu nanokompozitu dale podporuje shoda
signalii ve spektru ¢istého NHS-PEG se signaly ve spektru LuAG:Pr¥*@SiO2-PpIX-PEG. V IR
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Obr. 11: IR spektra nemodifikovaného (nahote) a modifikovaného LuAG:Pr®".
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spektru &istého NHS-PEG esteru je vyrazny pik na 1102 cm™, ktery naleZi vazbé C-O-C. Déle
vyznamné jsou piky na 2882 cm™ (C-H valenéni vibrace), 1738 cm™ (C=0 valenéni vibrace)
a 1341 cm™ (N-O valenéni vibrace; piipadné spolecné s 1466 cm™ -CH,- deformaéni véjifova
vibrace). Lze identifikovat i piky na 957 cm™ (CH2 deformaéni kroutiva vibrace) a na 841
cm™ (C-C valenéni vibrace) (Shameli et al., 2012; Khanna et al., 2013). Tyto piky lze najit i ve
spektru nanokompozitu obalené¢ho PEG s vyjimkou pasu na 1341 cm™. Jeho absence souhlasi
s pfedpokladanym zplisobem navazani PEG na povrch nanokompozitu, kdy dochazi
k vytvofeni amidové vazby a odstoupeni NHS skupiny. Mirny posun poloh piki je nejspiSe

spojen s chemickymi zménami nastavajicimi pii navazani polymeru.

Nizka intenzita piki odpovidajicich PEG je pravdépodobné zplisobena tim, ze vrstva
polymeru je velmi tenka. V metodé ATR-FTIR tak paprsek nejspiSe pronikne skrz tuto vrstvu
a je zaznamenavan signal molekul nachazejicich se ,,pod* touto vrstvou. Z tohoto diivodu byly
vzorku proméfeny jesté metodou grazing angle s nadéji, Ze poskytne lepsi vysledky. Avsak ani
tato metoda nevedla k uspokojivym zavérim. Lze tak predpokladat, Ze mnozstvi PEG je
V porovnani s matrici (tj. nanocasticovym jadrem LuAG, obalovymi vrstvami SiO2 a PplX)
velmi malé a Ze jeho vrstva je pfilis tenka na zméfeni touto metodou. Stejny problém nastal pti

méteni vzorku modifikovaného kyselinou listovou.
4.2.4. Intenzita radioluminiscence

Luminiscen¢ni vlastnosti pfipraveného nanocasticového jadra ajeho jednotlivych
modifikaci byly zkoumany méfenim emisniho spektra po excitaci vzorku rentgenovym zarenim
(Obr. 12). Z emisniho spektra je na prvni pohled patrny zachovany tvar spektra u vSech vzorki.
Nejvyssi intenzitou piku na zhruba 310 nm disponuje podle o¢ekavani nemodifikované jadro
LUAG:Pr3*. Siroky pas mezi 300 — 400 nm je zpUsoben, jak je jiZ popsano vyse, prechody 4f5d
— 4f 2, vyrazné méné intenzivni piky v oblasti nad 450 nm jsou dany piechody 4f 2>— 4f 2ionth
Pré.

Intenzita RL v oblasti Sirokého pasu po obaleni SiO2 klesa, stejné jako po ptidani dalsi

vrstvy polymeru PEG. U piki v oblasti nad 450 nm je pokles intenzity méné vyznamny.

Vyrazny pokles intenzity RL U vzorkil obsahujicich PpIX je diikazem tspéSné absorpce
zafeni emitovaného LuAG:Pr®* molekulami PpIX. Navic porovnanim intenzit obou kompozith
obsahujicich PpIX Ize dojit k zaveéru, Ze obaleni vrstvou biokompatibilniho PEG nema

vyznamny vliv na intenzitu radioluminiscence.
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Obr. 12: Rentgenem buzené emisni spektrum LuAG:Pr®* a jeho modifikaci.

Zajimavym poznatkem je téméf absolutni utlumeni luminiscence v piipadé
nanokompozitu modifikovaného kyselinou listovou. Takové zjisténi muize diskvalifikovat FA
jako vhodného kandidata zajist'ujiciho biokompatibilitu a zaroven aktivni cileni na rakovinné
buiikky v organismu. Nicméné v tomto piipad€ je nutné analyzovat luminiscenéni chovani
nanokompozitu, ktery by obsahoval jak PpIX, tak FA, protoze podobny jev byl pozorovan i pfi
modifikaci PEG, pfi porovnani intenzit kompozitu obsahujiciho PpIX spolecné s PEG
a kompozitu neobaleného PEG byly ale pozorovany jen nepatrné rozdily. Nadg&ji mize byt
i fakt, Ze pfenos energie mezi organickymi latkami (v tomto pfipadé mezi FA a PplX) je velice
ucinny, a tlumeni zptisobené FA by tak nemuselo byt pfekazkou pro funk¢énost nanokompozitu.

Odpovéd’ na tento problém lze nalézt zmétenim produkce singletniho kysliku.
4.2.5. Termoanalyza

Termicka analyza, konkrétné termogravimetrie a diferencialni termogravimetrie byla
pouzita ke stanoveni obsahu tékavych latek v jednotlivych vzorcich. Vzorky byly zahtfivany
v argonové atmosféie na 750 °C s krokem 10 °C/min. TG a DTG kiivky jsou znazornény na
Obr. 13 a Obr. 14.
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Termické zatizeni prasku LuAG:Pr* az na teplotu 750 °C neukazalo zadny prudky
pokles hmotnosti. Celkovy ubytek hmotnosti v tomto rozsahu teplot ¢inil neceld dvé procenta
aje dan uvolnénim fyzicky vazané vody, pfipadné etanolu. Termoanalyza tedy potvrzuje

tepelnou stabilitu piipravenych nanocastic v rozsahu teplot 25 az 750 °C.

V ptipadé LuAG:Pr¥* @SiOz je pozorovan prvni vyrazny pokles hmotnosti za¢inajici na
490 °C, jehoz hodnota odpovida asi 9,5 % pocateéni hmotnosti. Ubytek hmotnosti nastavajici
pii nizsich teplotach je dan ztratou fyzikalné adsorbované vody, castetné muize byt rovnéz
zpusoben rozkladem zbytkového TEOS. Zminiovany prudky pokles hmotnosti v oblasti nad 500
°C muze byt vysvétlen dvéma jevy — ztratou strukturni vody (dehydroxylaci) anebo kondenzaci

silanolu (Khanna et al., 2013).

TG kiivka nanokompozitu LuAG:Pr¥*@SiO2-PpIX ukazuje dvé oblasti poklesu
hmotnosti, které 1ze oddélit na zhruba 330 °C. V oblasti pod 330 °C dochazi ke ztraté necelych
3% hmotnosti atato ztrata mize byt z malé Casti piiétena odstranéni vody sorbované na
povrchu vzorku, resp. zbytku c¢inidel pouzitych pii ptipravé materidlu. VétSina ubytku
hmotnosti je vSak dana rozkladem PpIX. Ten probihad ve dvou fazich — v prvni se rozkladaji
karboxylové skupiny; v druhé fazi nad 330 °C, kde ztrata hmotnosti ¢ini asi 12 %, je rozloZeno
porfyrinové jadro PpIX (Popovich, 2020). Celkova ztrata hmotnosti tedy ¢ini necelych 15 %
pocatecni hmotnosti vzorku. Tato hodnota zaroven predstavuje celkové mnozstvi PpIX ve
vzorku (Ubytek hmotnosti ptipadajici na vodu nebo ostatni ¢inidla je mensi nez 1 %), coz je

hodnota odpovidajici vysledkiim z piedchozich experimentt (Popovich, 2020).

Zajimava je absence poklesu hmotnosti, kterd byla pozorovana U prasku
LUAG:Pr¥*@SiO;. Jestlize je ztrata hmotnosti U LUAG@SiO; zpiisobena dehydroxylaci, 1ze
predpokladat, ze OH skupiny na povrchu obalu SiO2 se n¢jakym zptisobem podileji na vzniku

vazby mezi vrstvou SiO2 a fotosenzitivnim PpIX.

V piipadé LuAG:Pr¥*@SiO.-PpIX-PEG byla zjisténa TG kfivka podobnd kfivce
nanokompozitu LUAG:Pr¥*@SiO,-PpIX. Nejvétsi pokles hmotnosti nastiva ve stejné oblasti
0od 410 °C do 510 °C, jak je patrné z DTG kiivek. Tento pokles je spojen, jak je zminéno vyse,
pfedevsim s rozkladem porfyrinového jadra, avSak v pfipadé nanokompozitu obaleného navic
vrstvou PEG muize k ubytku hmotnosti pfispivat i rozklad pravé tohoto polymeru. Na rozdil od
LUAG:Pr**@SiO-PpIX nastiva ubytek hmotnosti ve vétsi mife pii nizsich teplotach. Urgity
podil mé samoziejmé rozklad boc¢nich fetézct PpIX, nicméné hlavni roli v tomto ptipad¢ hraje

rozklad PEG. Podle Khanna et al. je proces rozkladu samotného PEG dokoncen na
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Obr. 13: TG (nahote) a DTG (dole) kiivky LuAG:Pr®" a jeho modifikaci.

184 °C (Khannaet al., 2013). Dochazi-li v tomto pfipadé k rozkladu PEG pti vyssich teplotach,
lze ptedpokladat, Ze doSlo ke vzniku kovalentnich vazeb, diky ¢emuZz byla zvySena termalni
odolnost polymeru. Cast ubytku je dana idesorpci fyzikalng véazaného etanolu a vody.
Porovnanim hmotnostniho ubytku na koncich TG kiivek 1ze odhadnout mnoZzstvi PEG

pfitomného ve vzorku na asi 3,5 %.

Nanokompozit LUAG:Pr¥*@SiO, obaleny kyselinou listovou byl rovnéz podroben
termoanalyze (Obr. 14). Celkovy ubytek hmotnosti ¢inil zhruba 10 %, z nichz asi 1 % lze

povaZovat za ztratu zptisobenou Uniku adsorbované vody ¢i jinych Cinidel pouZitich pfi syntéze.

Podle Voraet al. (Voraet al., 2002) dochazi k rozkladu FA v nékolika krocich. Nejprve
je rozlozena glutamova kyselina, nasleduje ztrata p-aminobenzoové kyseliny a na zaveér je
degradovan pterin tvofeny dvéma aromatickymi fetézci. Tento proces je dokoncen ptiblizné na
260 °C. V pifpadé vzorku LuAG:Pr**@SiO2-FA nastal nejvyznamnéjsi pokles hmotnosti
(pravdépodobné spojeny s rozkladem pterinu) v oblasti od 480 do 600 °C. Posun k vyssim
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Obr. 14: TG (nahote) a DTG (dole) kiivky nanocastic LuAG:Pr*
modifikovanych kyselinou listovou.

teplotdm muze byt zpisoben vznikem chemické vazby mezi obalovymi vrstvami SiO2 a FA
(Mohapatra et al., 2007). Nizsi utbytek hmotnosti pii teplot¢ 550 °C nez v piipadé
LUAG:Pr**@SiO; je ditkazem toho, ze povrchové OH skupiny se podileji na vzniku vazby mezi

nanokompozitem a FA.

povrchy

Meéfteni specifického povrchu jadra nanokompozitu a jeho modifikaci bylo provedeno
za ucelem pochopeni procesti probihajicich pfi navazovani dalsich obalovych vrstev na povrch
nanokompozitu. Zaroven lze ze zjisténych hodnot odhadovat na trendy ve velikosti

jednotlivych nanokompozitd. Naméfené specifické povrchy jsou uvedeny v Tab. 2.

Na zéklad¢ ziskanych dat lze tvrdit, Ze namleti vzorku ve vibra¢nim mlyné vede

k narstu specifického povrchu. To je snejvétsi pravdépodobnosti zplsobeno rozbitim
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aglomerati a vétSich nanoc¢astic na mensi, U namletych nanocastic tak Ize ofekavat i snizeni

hydrodynamické velikosti (Obr. 18).

Tab. 2: Mérné povrchy nano¢astic LuAG:Pr®* a jejich modifikaci.

vzorek specificky povrch [m?/g]
LUAG:Pr®* - mikrofiltrovany 35,7
LUAG:Pr®* - mikrofiltrovany, mlety 40,9
LUAG:Pr* - lyofilizovany 2,4
LUAG:Pr¥*@SiO; 41,4 (42,2)*
LUAG:Pr¥*@SiO,-PpIX 18,3 (19,8)*
LUAG:Pr¥*@SiO,-PpIX-PEG 10,0 (10,6)*

*hodnoty v zavorce jsou po zapocteni sekundarniho piku desorpéni kiivky — ten muze byt

zpusoben nastavenim pfistroje, anebo jevy probihajicimi na povrchu nanoc¢astic

Dalsim poznatkem je vice nez desetinasobny pokles specifického povrchu
lyofilizovanych nanocastic oproti nanocasticim ziskanym mikrofiltraci. To je v souladu se
snimky z elektronového mikroskopu (Obr. 19), na kterych je patrny jeden velky shluk

nanocastic. Lyofilizace tak nejspiSe prispéla k vysoké mife shlukovani nanocastic.

Obaleni vrstvou SiO2 (obalovan byl mikrofiltrovany nemlety LuAG:Pr**) vede
k nartstu specifického povrchu. Vrstva SiO2 tedy nejspise zabrafiuje dal§imu shlukovani
nanocastic a navic (pravdépodobné diky své porozité) zvySuje pocet vazebnych mist pro latky

pouzivané k dal$i modifikaci kompozitu.

Navazanim PpIX na povrch LUAG:Pr¥*@SiO; doslo k vice jak dvojnasobnému poklesu
specifického povrchu. To mize byt z¢asti zpsobeno tim, Ze molekuly PpIX zaplni pory
a prohlubné v obalu SiO2. Ve vétsi mife je vSak pokles dan aglomeraci nanokompoziti. To je
nezadouci jev, ktery vede k narGstu velikosti Castice, ¢imz se zkracuje doba zdrzeni
v organismu. Trend poklesu specifického povrchu pokracuje i pii obaleni vrstvou PEG. Opét je
nejspiSe obaleno ,vice nanocastic jednou vrstvou polymeru®. Pfili§ velké rozméry
nanokompozitu vyznamné omezuji pouzitelnost v X-PDT. Z toho dlivodu je nutné najit zptsob

opracovani nanocastic, ktery by zabranioval jejich agregaci.
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Obr. 15: Absorp¢ni spektra PpIX v PBS a fyziologickém roztoku.

4.3. Stanoveni miry vymyvani PpIX ve fyziologickém prostredi
4.3.1. UV/VIS spektrofotometrie

Spektrofotometrickd méteni byla provedena za ucelem stanoveni mnozstvi PpIX
uvolnéného z nanokompoziti LuAG:Pr¥*@SiO2-PpIX a LUAG:Pr¥*@SiO,-PpIX-PEG pfi

24hodinovém promyvani v PBS a fyziologickém roztoku.

Absorpéni maximum PpIX Vv obou roztocich bylo stanoveno proméfenim absorp¢nich

spekter (Obr. 15). Z nich je patrné, ze absorp¢ni maximum PpIX v PBS je 383 nm, absorp¢ni

Obr. 16: Zabarveni fyziologického roztoku (uprostied) a PBS
(vpravo) v porovnani s destilovanou vodou (vlevo) po 24hodinovém
promyvani.
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maximum PpIX ve fyziologickém roztoku je 396 nm. To je v souladu s hodnotami uvadénymi
V literatuie (Myrazkhmetov et al., 2021). Dale byla sestrojena kalibra¢ni kiivka pro oba

roztoky, na jejimz zaklad¢ byla nasledné ur¢ena koncentrace PpIX vymytého z nanokompozitu.

V piipadé LuAG:Pr¥*@SiO2-PpIX promyvaného v PBS doslo k vymyti necelych 7 %
celkové hmotnosti nanokompozitu. Obaleni PEG vedlo ke sniZzeni miry vymyvani, konkrétné
na 2,8 %. Paklize byl nanokompozit promyvan ve fyziologickém prostredi, trend byl opacny —
mnozstvi PpIX vymyté z LUAG:Pr¥*@SiO,-PpIX ¢inilo 3,9 %, pro pegylovany nanokompozit

toto mnozstvi stouplo na 4,6 %.
4.4. Toxicita nanokompozitu

Toxicita samotného nano¢asticového jadra LuAG:Pr®" a jadra modifikovaného vrstvou
SiO; a PplX byla testovana ve spolupraci s Francouzskym narodnim institutem pro vyzkum
zdravi a mediciny (INSERM). Studie byly provadény na bunkach lidské rakoviny slinivky
biisni PANC-1 a hydrodynamicka velikost ¢astic nanokompozitu ¢inila ptiblizn€ 200 nm. Mira
pteziti byla méfena 6 dni po inkubaci. Z vysledkidi plyne v podstaté nulova toxicita
nanocasticového jadra LuAG:Pr®*, a to v rozsahu koncentraci 0,01 — 1000 pg/ml. Oproti tomu
pg/ml s tim, ze mira pfeZiti pfi koncentraci 100 pg/ml je jiZ pod arovni 20 %. Doporuc¢ena

koncentrace pro aplikaci v X-PDT tedy je stanovena na 10 pg/ml.
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Obr. 17: Mira pieziti bunék PANC-1 6 dni po inkubaci
s nano¢asticemi LuAG:Pr** a LUAG:Pr¥*@SiO.-PplX v zavislosti na
koncentraci nanocastic.
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Pii vyssich koncentracich nanokompozitu (0,5 mg/ml) byl pozorovan tzv. efekt zvyseni
davky. Pii ozafeni nanokompozitu LuAG:Pr¥*@SiO,-PplX rentgenovym zifenim dochazi
kromé excitace samotného scintilujiciho jadra i k interakci s okolnim prostiedim (fotoelektricky
jev). V disledku toho vznikaji sekundarni elektrony, které tak zpiasobuji lokalni nardst

absorbované davky zafeni v okoli kompozitu.

Zaroven byla vénovana pozornost Ischopnosti nanokompozitu vyvolavat
fotodynamicky efekt. Byla porovnavana mira pieziti bunék inkubovanych s nemodifikovanym
jadrem LuAG:Pr* s mirou preziti bunék, ke kterym byl p¥idan LuAG:Pr®* s navazanym PpIX.
Ukazalo se, Ze na rozdil od nemodifikovanych nanocastic dochazi u nanokompozitu
LUAG:Pr¥*@SiO,-PpIX ke zna¢nému poklesu piezivsich bunék jiz pii davce 2 Gy. S rostouci
davkou se pak rozdil v poctu ptezivajicich bunék mezi modifikovanymi a nemodifikovanymi
nanocasticemi snizuje.

Dilezitym faktorem je i mira vstupu nanoc¢astic do vnitiniho prostoru bunék. Rakovinné
buiiky PANC-1 byly inkubovany po dobu 24 hodin s nanokompozitem LUAG:Pr3*@SiO,-PplX
o koncentraci 0,1 mg/ml anasledné¢ byly zobrazeny pomoci rentgenové fluorescencni
mikroskopie. Ziskané snimky naznacuji tendenci nanokompozitu aglomerovat se na povrchu
bungk, nikoliv viak uvnitf. To mize byt problém z hlediska téinnosti X-PDT. Reseni mize
poskytnout vyuziti tzv. transmembranovych proteind, které zajist'uji ptenos latek dulezitych pro
chod bunky skrz bunéénou membranu. Mezi takové proteiny patii napf. transferrinovy c¢i
integrinovy receptor nebo transportéry glukozy. Vyznamny je i folatovy receptor, coz je
glykoprotein bohaty na cystein, ktery s vysokou afinitou vaze kyselinu listovou. Folatovy
receptor a se nachazi az na 40 % lidskych rakovinnych bunék (Zhang et al., 2019). Z tohoto

davodu byla jako alternativa modifikace PEG zvolena kyselina listova.
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5. Zavér

Pouziti multimodéalnich nanokompoziti v X-PDT umoziiuje 1é¢bu hloubé&ji
lokalizovanych nadorti a spolecné s vyssi efektivitou 16Cby zajist'uje i snizenou toxickou zatéz
pro okolni tkané. V této diplomové préci byl pfipraven nanokompozit skladajici se z jadra
tvoreného LuAG:Pr®* a modifikujicich vrstev — prvni vrstvu tvoii SiOz, dale je kompozit
funkcionalizovan fotosenzitivnim PpIX a posledni modifikaci predstavuje biokompatibilni
polymer PEG. Jako alternativa PEG je zminéna kyselina listova, kterd kromé svych
biokompatibilnich vlastnosti disponuje i schopnosti aktivné cilit na své receptory nachazejici

se na n¢kterych rakovinnych buiikéch.

Pii piipravé nanocastic LuAG:Pr®" byl pouzit novy zptsob oddéleni prekurzoru od
ozatovaciho roztoku, lyofilizace. Velikost krystaliti mikrofiltrovanych a lyofilizovanych
nanocastic byla srovnatelnd, nicméné hodnoty specifického povrchu a dale pak TEM snimky
poukazuji na zvySenou agregaci lyofilizovanych nanocastic. Shlukovani nanoc¢astic predstavuje
problém iV ptipadé mikrofiltrovanych nanocastic, proto bylo pfistoupeno k mechanickému
mleti. To sice vedlo k nariistu specifického povrchu, coz by mohlo indikovat rozruseni
nckterych aglomeratd, avSak snimky z TEM opét svédc¢i o pritomnosti velkych shlukii. To je
zatim hlavni limitujici faktor pro medicinskou aplikaci nanokompozitu. K obalovani nanoc¢éstic
totiz nedochdzi na jednotlivych ¢asticich, ale na celych shlucich, jejichz velikost se pohybuje
viadu stovek nm. Takové rozméry preduruji nanokompozit k rapidnimu vylouceni
z organismu, a znemoznuji tak G¢innou 1é¢bu. | nadale je tedy tfeba hledat zpisoby ptipravy
(anebo opracovani) nanocastic, které zabrani slu¢ovani jednotlivych ¢astic (které samy 0 sobé
maji rozméry nizsich desitek nm) v pfili§ rozmérné celky. Jednim z moZnych feSeni miize byt

koloidni stabilizace pfipravenych nanoc¢astic za pomoci riznych stabilizatort.

Z hlediska luminiscenc¢nich vlastnosti bylo pozorovano ocekdvané chovani. Intenzita
radioluminiscence jadra LuAG:Pr3* roste s rostouci teplotou kalcinace. Povrchova modifikace
byla provedena na nanocasticich zihanych pfi 1000 °C. Tato teplota byla zvolena jako
kompromis s ohledem na velikost ¢astic a intenzitu luminiscence. Obaleni jadra vrstvami SiOz,
PEG aFA bylo prokazano pomoci FTIR atermoanalyzy. Nicméné pfitomnost obalovych
materialii na povrchu nanocastic vedla ke sniZeni intenzity radioluminiscence, protoze dochézi

k absorpci zafeni praveé témito materialy.

Z toxikologickych studii vyplyva téméf nulova toxicita nanocasticového jadra

LUAG:Pr3*. Mira pfeziti bunék PANC-1 pfi inkubaci s LUAG:Pr*@SiO.-PpIX se snizuje az
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na troven pod 20 % pii koncentraci 100 pg/ml, coZ je s nejvétsi pravdépodobnosti kvili
ptitomnosti PpIX. Z toho divodu je tieba do budoucna zvazit pouziti jiného fotosenzitizéru.
Nékteré alternativy jsou nastinény v teoretické casti. Dale byl prokdzana schopnost
nanokompozitu vyvolavat fotodynamicky efekt, a to jiz pti davce 2 Gy. Limitujicim faktorem
V tomto piipad¢ je snizend mira vstupu nanokompozitu do vnitiniho prostoru bunék. Lze
predpokladat, ze pegylaci tato mira naroste, coz povede k vyssi Gi¢innosti nanokompozitu.
Obaleni kyselinou listovou pak nejenze zajisti zvySeny piijem bunkami, ale vzhledem
Kk pfitomnosti receptori kyseliny listové na nékterych rakovinnych bufikach izvySenou
specifitu pisobeni kompozitu. Tim dojde ke snizeni radiani a toxické zatéze okolnich

zdravych tkéni.
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Seznam chemikalii

nazev vzorec vyrobce Cistota M;
(3-Aminopropyl)triethoxysilane ) . .
CoH23NOsSi Sigma Aldrich >98,0 % 221,37
(APTES)
amoniak, vodny roztok 25% NH.OH Lach-Ner p.a. 35,05
dekahydrat dusi¢nanu hlinitého AI(NO3)3-9 H,0 Sigma Aldrich 99,997 % 375,13
dimethylsulfoxid (DMSO) C2HeOS Penta p.a. 78,13
ethanol absolutni C2HsO Penta p.a. 46,07
hydrat dusi¢nanu lutecitého Lu(NO3)s-x H20 (x=5) Sigma Aldrich 99,999 % 360,98
hydroxid sodny NaOH Penta p.a. 40,00
kyselina chlorovodikova HCI Lach-Ner p.a. 36,46
kyselina listova C19H19N7O6 Sigma Aldrich >97 % 441,40
mravenéan amonny HCOONH;4 Sigma Aldrich | >99,995 % 63,06
N-(3-dimethylaminopropyl)-N*- ) )
o CsH17N3 Sigma Aldrich >97 % 155,24
ethylkarbodiimid (EDC)
N-hydroxysukcinimid C4HsNOs Sigma Aldrich 98 % 115,09
. Echelon
protoporfyrin 1X Ca4H34N4O4 o - 562,66
Biosciences
tetraethyl orthosilikat (TEOS) Si(OCzHs)s Sigma Aldrich >99,0 % 208,33
tetrahydrofuran (THF) C4HsO Penta p.a. 72,11
triethylamin CeHisN Penta p.a. 101,2
z4sobni roztok Pr®*, konc. 15-10°8 - - - -
a,m — di — sukcinimidyl PEG-(NHCO-CyHs- Rapp 3000
(polyethylenglykol) glutarat CONHS), Polymere
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8. Prilohy

200 nm

Obr. 18: TEM snimek mikrofiltrovanych mletych nanocastic
LUAG:Pr¥*,

100 nm

Obr. 19: TEM snimek lyoﬁlizovaych nanoCastic LuAG:Pr*.
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