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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se vénuje studiu biokonjugacni reakce kyseliny hyaluronové
a termoresponzivniho  poly(N-isopropylakrylamidu) s naslednou regioselektivni
oxidaci vzniklych termoresponzivnich konjugati. Byl zde zkouman vliv riiznych
reakCnich parametri na vlastnosti pfipravenych termoresponzivnich konjugatii
2,3-dikarboxy hyaluronanu, u kterych byla pozorovana dolni kriticka teplota ptechodu
sol-gel okolo 32 °C. Déle byla sledovana velikost a stabilita castic pti 37 °C. Konjugaty
vykazujici nejmensi velikost a nejvySsi stabilitu byly vyuzity pro navazani
protirakovinového 1é¢iva — dusi¢nanu cis-diammin-dichloro-phenanthridinplatnatého,
pficemz byl opét sledovan vliv riznych parametra této reakce na velikost vzniklych

produktl a bylo studovano uvoliiovani 1é¢iva ve fosfatem pufrované soli o pH = 7.4.

Klicova slova: termoresponzivni nosi¢ 1éCiv, poly(N-isopropylakrylamid),
biokonjugacni reakce, regioselektivni oxidace, 2,3-dikarboxyhyaluronové kyselina,

hydrodynamicky priimér, dusi¢nan cis-diammin-dichloro-phenanthridinplatnaty

ABSTRACT

This diploma thesis focuses on bioconjugation of hyaluronic acid and
thermoresponsive poly(N-isopropylacrylamide) followed by regioselective oxidation
of created thermoresponsive conjugates. An effect of different reaction parameters on
the properties of prepared thermoresponsive conjugates of 2,3-dicarboxy hyaluronate
was examined and lower critical solution temperature of the final products was
established approximately at 32 °C. Size and stability of these conjugates at 37 °C had
been determined. The conjugates with the lowest size and the highest stability were
loaded by the anticancer drug cis-diamminechlorido(phenanthridine)platinum(Il)
nitrate and the effect of different reaction parameters of the loading reaction on the
size of the final products was examined together with the release of the drug in

phosphate-buffered saline at pH = 7.4.

Keywords: thermoresponsive drug delivery system, poly(N-isopropylacrylamide),
bioconjugation,  regioselective  oxidation,  2,3-dicarboxyhyaluronic  acid,

hydrodynamic diameter, cis-diamminechlorido(phenanthridine)platinum(II) nitrate
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UvVOD

V soucasné dob¢ dochazi k nartistu vyuzivani tzv. chytrych materiali v podobé
ruznych aplikaci od elektroniky, distribuce surovin az po medicinu, ve které ziskavaji
tyto materialy ¢im dal vétsi uspéch. Tyto materidly obecné reaguji na odlisné faktory
okolniho prostfedi zménou svych danych vlastnosti, pficemz nejznaméjSimi faktory
jsou chemické, kam lze zatadit pH prostfedi, a fyzikdlni, napt. v podob¢ svétla,
elektrického pole i teploty. Z hlediska mediciny jsou intenzivné zkoumany predevsim
pH- atermoresponzivni materiadly v podobé rozmanitych systémi a struktur,
které mohou potencialné najit aplikaci predevsim jako nosice 1éCiv Ci scaffoldy pro
pestovani bunék. Termoresponzivni systémy lze efektivné vyuzit pro obé zminéné
aplikace, kdy pii vhodném vybéru daného systému skladajiciho se nejcastéji z jednoho
¢i vice polymert, je mozné dosdhnout pii zméné teploty pozadované¢ho déje —
ptfichyceni/uvolnéni bun€k nebo navazani/uvolnéni 1é€iva. Tyto d&je jsou disledkem
zmény vlastnosti termoresponzivniho systému v zéavislosti na meénici se teplotg,
piicemz tyto systémy vykazuji horni kritickou teplotu pfechodu gel-sol, dolni kritickou
teplotu ptfechodu sol-gel nebo kombinaci téchto dvou kritickych teplot. V piipade
termoresponzivnich nosic¢li 1é¢iv se hojnéji vyuZivaji termoresponzivni systémy
vykazujici dolni kritickou teplotu pfechodu sol-gel zejména diky jejich vhodné&j$im
vlastnostem v prostiedi lidského téla, jehoz teplota se pohybuje piiblizné okolo 37 °C.
Jedny z moznych transportovatelnych 1é¢iv v oblasti termoresponzivnich systému jsou
protirakovinova léciva, kdy diky vhodnym vlastnostem tohoto systému pii zvySené
télesné teplote¢ v okoli rakovinové tkané muze dojit k cilenému a pozvolnému
uvolnovani velkého mnozZstvi takového I1é¢iva. Pokud dojde k modifikaci
termoresponzivniho nosice napiiklad méné toxickym polymerem jako je polysacharid,
ktery se mlze vazat na nékteré receptory rakovinovych bunék, je mozné zvysit
efektivitu pronikani 1é¢iva do bunék. Pro nejlepsi vysledky je ovSem potieba sniZit
velikosti Castic takového termoresponzivniho nosi¢e na bazi modifikovaného
polysacharidu na mikrorozméry az nanorozmeéry. Déle zvySeni poctu reaktivnich mist
na termoresponzivnim systému pro protirakovinové 1é€ivo vede k potencidlnimu
zvyseni mnozstvi navazaného 1é¢iva.

V této praci jsem se veénoval piipravé termoresponzivnich oxidovanych
konjugati 2,3-dikarboxyhyaluronové k. a poly(N-isopropylakrylamidu), které by

mohly byt potencidlné¢ vhodnymi nosici protirakovinového platinového 1éciva.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHYTRE MATERIALY

Chytré materialy (z angl. Smart Materials) v sou¢asné dob¢ nabyvaji velkého
vyznamu v fad¢é odvétvi a jejich aplikace nabyva na intenzité, jelikoz ovliviuji Ci
dokonce vylepSuji nékteré vlastnosti ptivodnich ,nechytrych® materiald. Témto
materialim se také fikd stimuli-responzivni a mohou byt ve formé pevnych latek,
kapalnych  roztokidi, suspenzi anorganickych ¢i  organickych  ¢astic [1].
Stimuli-responzivni znamena, Zze u nich dochdzi ke zméné rtznych vlastnosti
v prostiedi pomoci externich faktord, které jsou charakteristické pro dané prostredi.
Nejcastéji se jednd o chemické, fyzikalni a biochemické faktory, které ovliviuji
chovani samotnych materidld. Konkrétnich faktori je mnoho, napt. elektrické

a magnetické pole, svétlo, teplota, pH prostfedi nebo pfitomnost enzymu [ 1-4].
1.1 Materialy reagujici na chemické faktory

1.1.1 pH prostiedi

Materialy, které je mozné ovliviiovat pomoci pH prostfedi, jsou tvoreny
zejména roztoky pH-responzivnich polymert — polyelektrolyti. Zarovenn tento
polymer musi obsahovat funkéni skupiny ochotné poskytujici nebo piijimajici protony
dle Bronsted-Lowryho teorie v zavislosti na pH prostfedi. Ovlivnénim pH okolniho
prostiedi lze ménit vlastnosti polymernich struktur, jako jsou tvorba micel
a supramolekularnich uspotfddani, botndni nebo smrSténi. Zmeéna struktury
polymerniho fetézce ma vliv na konecné vlastnosti polyelektrolytu, napt. na zménu
viskoelastickych vlastnosti, zménu spektrometrickych vlastnosti, ¢i samouzdravovaci
vlastnosti (z angl. self-healing) [1].

Diky strukturnim zménam makromolekul pH-responzivnich systémt
v zavislosti na ménicim se pH prosttedi je 1ze vyuzit naptiklad jako nosice 1€Civ,
senzory, ¢i modifikatory viskozity [2]. V soucasnosti jsou tyto systémy intenzivné
zkoumany z hlediska protinddorové terapie, jelikoz ve vétSin€ zdravych tkanich
a krevnim fecCiSti byva velmi casto konstantni pH prostiedi o hodnoté 7.4,
zatimco uvniti bunék miize byt pH = (7,0-7,2). AvSak u vétSiny nadorovych tkani vné
bun¢k se hodnota pH pohybuje v intervalu (6,5-7,2) [5]. Diky rozdilu pH hodnoty
zdravé anadorové tkané muze dojit k uvolnéni protinddorového 1éciva z pH-
responzivniho nosice, pri¢emz se nejcastéji vyuzivaji dva mechanismy uvoliiovani.

Prvni je zalozen na uvolnéni slabé vazaného 1éCiva pii zmén€ rozméru nebo rozpadu
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supramolekuldrnich micel pH-responzivnich polymerd (Obrazek 1la) a druhy
mechanismus spoc¢iva v protonaci a naslednému rozstépeni kovalentni vazby mezi

1éCivem a funk¢ni skupinou pH-responzivniho polymeru (Obrazek 1b) [2].

*\iziﬁf” o

ApH

%\ o
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O/. O\. 0\. ‘/O on OH OH o
‘-/'\/\/\/\/\/\/\(T)/‘ - MM/WWE? ° Y .
’ ®
‘/:(3/./\/?/:\/\/\/\ WV?H/\/?H/VW * hd ¢ :
(0]
pog OH
@ Lécivo L~ Polymer

Obrazek 1: Ilustrace mozného uvolnéni 1é¢iva z pH-responzivnich systému.
Rozpad micely a nasledné uvolnéni 1é¢iva (a), protonace funkéni skupiny
s navazanym lécivem s jeho naslednym uvolnénim (b) [2].

pH-responzivni polymery lze rovnéZ vyuzit jako modifikatory viskozity
roztokd, napt. polymery obsahujici katecholové skupiny mohou v kombinaci s kovy
(Fe, Ti, Ag) vytvafet sitované struktury prostiednictvim koordinacné kovalentnich
vazeb v zavislosti na zvySovani pH prostiedi, pficemz dochazi k narastu viskozity. Pti
zvySujicim se pH prostfedi dochazi k mnohacetnému navéazani pH-responzivniho
polymeru na kovovy ligand a pfi velmi vysokém pH muze u takového systému dojit
az k vytvotfeni kovalentnich vazeb mezi polymery, coz zvysi viskozitu takového
systému. pH-responzivni systémy, které jsou sitovany prostfednictvim koordinacné
kovalentnich vazeb, vykazuji rychlej$i samouzdravovaci vlastnosti nez systémy
obsahujici kovalentné sitované vazby [1, 2].
pH-responzivni polymery lze rozttidit do 4 pomyslnych skupin [2]:
1) pH-responzivni kyselé polymery: Obsahuji pfevazné slabé kyselé funkcni
skupiny, jez pti nizkém pH prostiedi ochotné pfijimaji protony za vzniku

celkového neutrdlniho naboje polymerniho fetézce a pii vysokém pH
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2)

3)

4)

protony uvoliiuji za vzniku zéporného naboje. Lze zde zatadit napf.
k. poly(vinylfenylboronovd) (Obrazek 2a).

pH-responzivni bazické polymery: Obsahuji pievazné slabé bazické
celkového kladného naboje polymerniho fetézce a uvoliuji je pti vysokém
pH prostiedi za vzniku neutrilniho naboje. Radi se zde napf.

poly[2-(dimethylamino)ethylakrylat] (Obrazek 2b).

pH-responzivni pfirodni polymery: Tyto polymery obsahuji kyselé,
bazické ¢i oboji funkéni skupiny ve své struktufe. Typicky se jedna
o polysacharidy nebo proteiny. Pokud tyto skupiny nejsou pfitomny na
fetézcich naptiklad polysacharidi, je mozné je vhodnou modifikaci
vytvofit, napf. selektivni oxidaci lze hydroxylové skupiny pievést na

karboxylové skupiny. Pfikladem miize byt chitosan (Obrazek 2c).

Multi-responzivni polymery: Jsou responzivni na vice faktorti zaroven,
neZ je jen pH okolniho prostfedi. Jako dalsi faktory lze uvést teplotu,
elektro-magnetické zafeni, elektrické a magnetické pole, biostimuly [6],
redukéné-oxidaéni prostfedi. Jednd se také o polymery pfipravené
k modifikaci ¢1 roubovani zakladniho polymerniho fetézce, ktery vykazuje
stimuli-responzivni chovani ¢i nikoliv, pomoci riznych stimuli-
responzivnich substituentii nebo polymert. Typickym ptikladem je
kopolymer poly[2-(dimethylamino)ethylmethakrylatu] s poly(NV-
isopropylakrylamidem) vykazujici pH-termoresponzivitu (Obrazek 2d).
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c) chitosan poly(N-isopropylakrylamid)

Obrazek 2: Priklady pH-responzivnich a multi-responzivniho polymeru [2].

1.2 Materialy reagujici na fyzikalni faktory

1.2.1 Elektrické pole

Elektrické pole se z hlediska stimuli-responzivnich materiali vyuZziva primarné
u kapalnych suspenzi, jeZ nazyvame elektroreologické suspenze (ERS), kdy je
dispergovand faze tvofena Casticemi, které jsou polarizovatelné. Je dilezité,
aby castice byly v suspenzi mobilni, protoZe po aplikaci elektrického pole se Castice
orientuji ve sméru intenzity elektrického pole a vytvati fet€zové struktury (Obrazek 3),
a zéaroveil musi dojit k pfenosu néaboje prostfednictvim castic. Diky vzniklym
strukturdm dochazi ke zvySeni mechanickych vlastnosti, jako je smykové napéti
¢i viskozita, ve sméru kolmém na vektory veli€iny intenzity elektrického pole.
Dlivodem je interakce polarizovanych castic tvoficich fetizkové struktury pomoci
elektrostatickych sil. Po vypnuti elektrického proudu dojde k zaniku fetizkovych

struktur a mechanické vlastnosti se snizi. Jedna se tedy o reverzibilni déj [1, 4, 7].
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Obrazek 3: Ilustrace vytvofeni fetizkovych struktur z ¢astic prostfednictvim elektrického pole

a jejich deformace pomoci externi sily (E je vektor intenzity elektrického pole a F je vektor
vngjsi sily) [1, 7].

Elektroreologicka suspenze se nejcastéji sklada z [1]:
1) Castic, které mohou byt v kapalné fazi (kapalné krystaly) ¢ v pevné fazi

(anorganické, organické Castice).

2) Kapalného média, které by mélo byt nevodivé, aby pii aplikaci
elektrického pole nedoslo ke zkratu celého systému. Nejcastéji se pouziva

silikonovy ole;.
3) Aditiv pro ovlivnéni vlastnosti ERS, napt. voda nebo mocovina.

VyuZit elektrické pole 1ze také u transportu ropy, kdy pfi vhodném zapojeni
elektrického pole, tj. ve sméru intenzity elektrického pole podél sméru toku,
dochazi ke snizeni viskozity ropy, protoze cCastice formuji fetézce orientované
rovnob&zné s vektory intenzity elektrického pole, ¢imz se zrychli jejich tok [1, 8].
Obdobné lze aplikovat elektrické pole pii vyrobé Cokolddy. Vhodnéd orientace
elektrického pole snizi viskozitu ¢okoladové taveniny o (40-50) % [9]. Diky tomu lze
zvySit obsah kakaovych cCéstic a snizit mnozZstvi tuku v konecném cokolddovém

vyrobku, takto vznikla ¢okolada je chutnéjsi a zdravéjsi [1, 9].

1.2.2 Magnetické pole

Princip piisobeni magnetického pole na stimuli-responzivni materidl je
obdobny jako u elektrického pole. Castice v systému musi podléhat magnetizaci
v magnetickém poli, pfi¢emz dojde k jejich orientaci ve sméru vektoru magnetické
indukce a opét ke tvorbé fetézci Castic (Obrazek 4). Pti plisobeni magnetického pole
nedochdzi k pfenosu naboje prostiednictvim ¢éstic, ale v Casticich se indukuji

magnetické domény, které interaguji s magnetickym polem a orientuji se v jeho sméru.
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Z tohoto diivodu lze pouzit nejen kapalné systémy, ale také pevné v podobé riznych
elastomerti. Castice podléhajici magnetizaci v kapaliné tvoii magnetoreologické
kapaliny (MRK), u matric se nejCastéji pouzivaji elastomery a tvoii tedy tzv.
magnetoreologicky elastomer (MRE). Pii ptlisobeni magnetického pole na takovy
material dojde ke zvySeni mechanickych vlastnosti (viskozita, smykové napéti)
v kolmém sméru na piisobici magnetickou indukci. Po vypnuti magnetického pole
nebo po vyjmuti materidlu zné& dojde krozruSeni organizovanych fetézci
a mechanické vlastnosti se vrati do pivodniho stavu, avSak ztrita magnetického
chovani ¢astic se tidi hysterezni kiivkou [1, 4, 10].
MRK obsahuji [1]:

1) Kapalnou fazi — voda, krev, silikonovy ole;j.
2) Pevné Castice — magnetit, smés kobaltu a zeleza, karbonyl Zeleza.
3) Aditiva — maghenit nebo jilové ¢astice.

MRE se sklada z [1]:

1) Matrice — miZe byt tvofena sitovanym piirodnim kauc¢ukem.
2) Pevnych ¢astic — obdobné& jako u MRK.

3) Aditiv — obdobné jako u MRK.
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Obrazek 4: Ilustrace vytvoreni organizovanych struktur z ¢astic podléhajici magnetizaci
prostfednictvim magnetického pole a jejich deformace pomoci externi sily (§ je vektor intenzity
magnetického pole a F je vektor vngjsi sily) [1, 10].

Magnetoreologické systémy lze vyuzit pfi mechanickém tlumeni vibraci, kdy
tyto systémy absorbuji nebo izoluji mechanické vinéni. Princip spoc¢iva v indukovani
elektrického pole v civce za pfitomnosti permanentniho magnetu prostfednictvim
mechanického namahani. Vzniklé elektrické pole vytvaii zaroven 1 magnetické pole,

které¢ ovliviiuje vlastnosti pritomného MRE ¢i MRK [11]. Méni se tak jeho
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mechanické vlastnosti a pohlcuje ¢i odolavd mechanickym oscilacim z externiho
prostfedi. Takovy komplexni systém lze vyuzit v absorbérech vibraci u konstrukci

mostit nebo u lidskych protéz [1, 11].

1.2.3 Elektro-magnetické zareni

Ovlivnéni  vlastnosti ~ foto-responzivnich  materidld  za  vyuziti
elektromagnetického (elmag.) zafeni se nazyva fotoaktuace (z angl. photoactuation).
Samotné elektromagnetické vinéni plisobi nepfimo na material, jelikoz se jeho energie
absorbuje a pfevadi se na tepelnou energii, kterd v konecném dusledku ovliviiuje
chovani materidlu. Nejcastéji dochazi k rozmérovym zménam daného materidlu nebo
ke zméné mechanickych vlastnosti. Plisobeni elmag. zafeni musi byt vSak kratké,
aby nedoslo k degradaci materidlu, tudiz je nutné, aby dany materidl vykazoval
rychlou zménu pozadovanych vlastnosti. Pokud elmag. zafeni pfestane pusobit,
dojde k obnov¢ ptivodnich vlastnosti materialu a fotoaktuace je tedy reverzibilni [1].

Potencialni vyuziti takovych materiali mize byt u hmatovych 3D displeju ¢i
pfistroji podporujicich Braillovo pismo pro nevidomé, kdy je informace ptevedena
z digitalniho prostfedi do fyzického prostfednictvim fotoaktuace, kterou vyvolavaji
diody pod foto-responzivnimi materidly. Dochazi ke zmén¢ rozmérti tohoto materialu
v zavislosti na pusobeni elmag. zafeni, a tim dojde k vytvofeni 3D obrazu nebo
Braillova pisma, k ¢emuz by jinak nedoslo [1].

Mezi nejpouzivanéj§i materidly pro fotoaktivaci 1ze povaZovat
foto-responzivni polymery, kapalné elastomerni krystaly v nematickém uspotadani,
kompozity foto-responzivnich polymert a uhlikovych alotropti, keramiky vykazujici

piezoelektricky efekt nebo chalkogenidova skla [1, 12].

1.2.4 Teplota

Teplota prostfedi méni dané vlastnosti u tzv. termoresponzivnich systémi.
Tyto systémy jsou tvoreny nejcastéji termoresponzivnim polymerem a kapalinou,
ktera je Casto rozpoustédlem pro dany polymer. Ovliviiovanim teploty prostredi
dochdzi ke zméné konformace struktury polymeru, a to na hydrofobni nebo hydrofilni,
v zé&vislosti na chemickém slozeni jeho boc¢nich substituentti nebo hlavniho fetézce.
Vlastnosti ovlivnéné u takovych systémt pii zmén¢ teploty mohou byt viskoelastické
povahy — viskozita, dynamické moduly, smykové napéti, nebo dochazi ke zméné

spektrometrickych vlastnosti — absorbance, reflektance [1, 3, 13].
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Termoresponzivni systémy maji potencialni vyuziti primarn€¢ v mediciné
a farmacii v podob¢ riznych hydrogeli, nosic¢t 1é¢iv ¢i scaffoldl. Jejich aplikace
spoc¢iva primarn¢ ve zméné hydrofilni konformace na hydrofobni a naopak [1, 3, 13]
(Kapitola 2).

Konkrétnich termoresponzivnich polymert je cela fada, primarné se vyuzivaji
derivaty polyakrylamidii ¢i jejich roubované varianty. Kapalnd faze se pouziva
v zavislosti na pozadované aplikaci a vzhledem k povaze termoresponzivniho
polymeru v zavislosti na jeho hydrofilnim ¢i hydrofobnim charakteru. Lze tak vyuzit
vodu nebo fyziologické roztoky [1, 3]. Témito polymery se zabyva také tato prace,

a proto se jim podrobnéji vénuje v dalsich kapitolach.
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2 TERMORESPONZIVNI POLYMERY

Termoresponzivni polymery reaguji na zménu teploty prostiednictvim
hydrofilnich a hydrofobnich skupin v jejich struktufe. Mezi hydrofilni funkéni skupiny
lze zaradit ty, které vytvaii ochotné vodikové vazby a jsou polarni,
napiiklad karboxylova, hydroxylova nebo aminovéa skupina. Diky témto skupindm
dochazi k solvataci polymernich struktur molekulami vody a k jejich botnéni, kdy se

molekuly vody dostavaji mezi fetézce polymerniho klubka smérem do sttedu [13].

Naopak hydrofobni funkéni skupiny jsou nepolarni, typicky dlouhé alifatické
fetézce Ci cyklické struktury. Tyto funkéni skupiny nejsou solvatovany molekulami
vody a spiSe dochazi k jejich vypuzovani z vodného prostredi, pficemz dochazi
k jejich shlukovani do hydrofobnich struktur, které jsou rovnéz ovliviiovany slabymi
hydrofobnimi interakcemi [1, 3, 13]. Tyto systémy rovnéz vykazuji tzv. kritickou
micelarni koncentraci ve vodném prostiedi (z angl. critical micellar concentration,
CMC), pod kterou se polymery nachéazi ve form¢ jednotlivych fetézct v roztoku. Pti
zvySovani koncentrace daného polymeru vroztoku dochazi k vypuzovani
hydrofobnich funkénich skupin z vodného roztoku smérem k rozhrani, resp. povrchu
kapaliny a druhé faze, nejCastéji plynné faze, kdy dochazi k orientaci hydrofilnich
skupin smérem do kapaliny a hydrofobnich skupin smérem od ni. Po nasyceni rozhrani
kapaliny témito polymery, a tedy dosazeni CMC, dochézi nasledné ke tvorb¢é micel,
coZ jsou supramolekuldrni utvary, které jsou tvoteny zvnéjsku hydrofilnimi funkénimi
skupinami a uvnitf hydrofobnimi skupinami v pfipadé vodného polarniho roztoku.
Pokud je roztok tvofen nepolarni hydrofobni kapalinou, dochéazi k opa¢nému
upotadani funkénich skupin, tedy hydrofobni skupiny jsou vné micely a hydrofilni
uvnitt. Pfi navySovani koncentrace dochézi k agregaci micelarnich struktur, jez za¢nou

tvofit prevazné fyzikalné sitované struktury [1].

U termoresponzivniho polymeru dochéazi prostfednictvim hydrofilnich
a hydrofobnich skupin k jeho hydrataci, resp. dehydrataci v roztoku, pficemz stéZejni
roli mé teplota. Termoresponzivni polymer je tedy pfi urcitych teplotach ve vodném
roztoku hydratovany, tedy pfevazuje u n¢j hydrofilni charakter, avSak pfi jinych
teplotach se nachézi v dehydratované formé a vykazuje hydrofobni chovani. Pfechod
mezi hydratovanou a dehydratovanou formou je dan kritickou teplotou, ktera se déli
na dva typy. Prvni je horni kriticka teplota pfechodu gel-sol (z angl. upper critical

solution temperature, UCST). Definuje termoresponzivni polymer, ktery se pod UCST
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nachdzi ve vodném roztoku v dehydratované formé, tedy neobsahuje ve své struktuie
molekuly vody a vytvari hydrofobni struktury. Avsak po zvySeni teploty nad UCST
dojde k hydrataci struktury termoresponzivniho polymeru a dojde tak k jeho

rozpusténi za vzniku roztoku (Obrazek 5) [1, 3, 13].

Obrazek 5: Hydratace polymeru vykazujici UCST pomoci zvySeni teploty nad hodnotu UCST [3].

Druhym typem kritické teploty je dolni kritickd teplota prechodu sol-gel
(z angl. lower critical solution temperature, LCST), kdy se pod kritickou teplotou
polymerni struktura nachdzi v hydratované formé a po zahtati nad LCST dojde
k dehydrataci polymeru, a tedy k vypuzeni vody ze struktury polymeru (Obréazek 6).
Systémy vykazujici UCST 1 LCST lze navratit do piivodniho stavu op€tovnou zménou
teploty. Jednd se tedy o reverzibilni systémy [1, 3, 13]. Lze vytvofit polymery
vykazujici UCST a zarovenn i LCST, kdy hydratace a dehydratace prislusnych
polymert vykazujici UCST a LCST zévisi na tom, jestli je UCST systému vys§i nebo

niz8i nez LCST.

Obrazek 6: Dehydratace polymeru vykazujici LCST pomoci zvySeni teploty nad hodnotu LCST [3].
2.1 Polymery vykazujici UCST

Obecné u vodnych roztokii termoresponzivnich polymera vykazujici UCST

s jednim fazovym ptechodem plati takovy fazovy diagram (Obrazek 7), kde danému
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objemovému zlomku polymeru v roztoku odpovida uréita hodnota UCST. Modra
kiivka vyznacuje zavislost ménici se hodnoty UCST pifi zméné obsahu daného
polymeru. Pfi idedlnim obsahu je hodnota UCST nejvyssi pro dany termoresponzivni
polymer. Pii zvySeni ale i sniZzeni obsahu polymeru v roztoku dochazi ke snizovani
UCST hodnoty. Pii snizeni teploty pod UCST dojde k dehydrataci polymerni
struktury, vytvoii se dv€é nemisitelné faze (kapalina a polymer) a dojde k zakaleni
smési polymeru a rozpoustédla. Nicméné po zvySeni teploty nad UCST dojde
k hydrataci polymerni struktury a vznikéd jedna misitelnd faze, pficemz polymerni

roztok neni zakaleny [3, 13].

T/°C

S

D ¢/17

Obrazek 7: Fazovy diagram (zavislost teploty 7 na objemovém
zlomku polymeru @) pro polymer vykazujici UCST, kde Ty
predstavuje idealni teplotu pii idealnim obsahu go
termoresponzivniho polymeru vykazujici UCST [3, 13].

O polymery vykazujici UCST neni v souCasnosti velky zajem v porovnani
s polymery vykazujici LCST, jelikoz jsou jejich charakteristiky vysoce zavislé na
vlastnostech prostiedi, ve kterém se nachdzi, jako napt. pH, iontova sila a koncentrace.
Timto vznikaji urcité limitace v potencidlnim vyuziti takovych polymert. Avsak i ptes
tyto limitace nachéazi uplatnéni u nosicu 1éciv, kdy je lipofilni 1é¢ivo vazano na
termoresponzivni polymer pii nizkych teplotach, pticemz jeho uvolnéni probéhne po
zvySeni teploty nad UCST [3]. Déle lze tyto termoresponzivni polymery vyuzit pro

tvorbu hydrogell, jenZ vznikaji po ochlazeni polymerniho roztoku, je mozné tedy
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injektovat zahtaty roztok polymeru obsahujici podptirné ¢i 1é¢ivé latky nad UCST do
téla, kdy dojde ke snizeni teploty a tvorbé hydrogelu, jehoz sité¢ zpomaluji uvoliovani
1éCiva nebo podpurnych latek v Case. Polymery vykazujici UCST Ize vyuzit pro
separaci proteint v kolon¢, kdy po snizeni teploty v kolon¢ lze zachytit a separovat
rizné proteiny v zdavislosti na obsazenych funkénich skupinach v UCST

polymerech [3, 13].

Mezi nejcastéjsi  systémy vykazujici UCST je mozné wuvést napf.

poly(N-akryloylglycinamid), poly(akrylamid-co-akrylonitril), poly(2-hydroxyethylmethakrylat)
(Obrazek 8a—) [3, 13].

CH,

n

" 0 m O O

~
0 H/Y s " CN
NH, O NH;
OH
c) Poly(2-

a) Poly(N-akryloylglycinamid)  b) Poly(akrylamid-co-akrylonitril hydroxyethylmethakrylat)

Obrazek 8: Polymery vykazujici UCST [3].
2.2 Polymery vykazujici LCST

Féazovy diagram (Obrazek 9) vodnych roztokli termoresponzivnich polymerti
vykazujici LCST pouze sjednim fazovym prechodem ukazuje, Ze danému
objemovému zlomku polymeru v roztoku odpovidd urcitda hodnota LCST. Zelena
kiivka vyznacuje zavislost ménici se hodnoty LCST pfi zméné obsahu odpovidajiciho
polymeru. Obdobné jako u systémt vykazujicich UCST, odpovidd idedlni obsah
zvySeni, ale 1 snizeni, obsahu polymeru v roztoku dochdzi ke zvySovani LCST
hodnoty [3, 13]. Pii zvySeni teploty nad LCST dojde k dehydrataci polymerni
struktury, vytvoii se dvé nemisitelné faze (kapalina a polymer) a dojde k zakaleni
smési polymeru a rozpoustédla (vody). Po snizeni teploty pod LCST dojde k hydrataci
polymerni struktury, vznikne jedna misitelna fdze a polymerni roztok neni zakaleny.

Zelena kiivka vyznacuje zavislost ménici se hodnoty LCST pii zméné obsahu
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odpovidajiciho polymeru. Pfi zvyseni, ale i sniZeni, obsahu polymeru v roztoku

dochazi ke zvySovani LCST hodnoty [3, 13].

©
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2 faze
1 faze 1 faze
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Obrazek 9: Fazovy diagram (zavislost teploty 7 na
objemovém zlomku polymeru @) pro polymer vykazujici
LCST, kde Tj ptedstavuje idedlni teplotu pfi idedlnim obsahu
@o termoresponzivniho polymeru vykazujici LCST [3, 13].

vvvvvv

oproti UCST systétmim a jsou tak vice vyuzivany v riznych aplikacich,
zejména v biomedicin¢ [3]. Divodem jsou hlavné pozadované vlastnosti
termoresponzivniho systému pii danych teplotich. Zatimco pii béZné teploté je
polymer v roztoku, pfi teplotdich nad LCST (napf. pii télesné teploté) je polymer
zpravidla v dehydratované formé a vznikaji tak hydrofobni struktury, na které je
mozné naptiklad zachytit rizné druhy bunék. Tohoto lze wvyuZit v tkanovém
inZenyrstvi pro ptipravu substrati ¢i scaffoldi pro kultivaci bun€k [3]. Zachycené
buiiky (lidské nebo savéi) se na takovémto termoresponzivnim substrdtu mnozi,
potazmo diferencuji, pti teploté (36—37) °C [14]. Po ochlazeni takového systému pod
hodnotu LCST dojde k hydrataci polymernich fetézcli, jeZ se stanou hydrofilni,
a vypéstované bunky se tak uvolni do okolniho prostredi [15]. Podobného vysledku
u UCST systému by nebylo mozné doséhnout, jelikoz po sniZeni teploty pod UCST
by nedoSlo k uvolnéni buné¢k, protoze se polymery vykazujici UCST nachazi

v dehydratované formé. Pokud by doslo ke =zvySeni teploty nad UCST,
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a tedy k hydrataci termoresponzivnich polymerti, mohlo by dojit k uvolnéni bunék.
Nicméné¢ vzhledem k omezenému rozsahu teplot pfi péstovani lidskych ¢i savéich
bun¢k by mohlo dal§im navySeni teploty dojit k nezadoucim jevim v podobé
koagulace proteinti uvniti a vné bunécnych struktur, coz by mohlo vést k bunécné
smrti. Dal$i potencidlni vyuziti polymera vykazujicich LCST je u nosict 1é¢iv, kdy se
vyuziva tvorby micelarnich ¢i tzv. core-shell struktur termoresponzivnich systémii nad
LCST, v nichz jsou obsazeny biologicky aktivni latky ¢i 1€Civa. Transportované latky
byvaji  vétSinou hydrofobniho charakteru, aby doSlo kjejich obaleni
termoresponzivnim systémem a centrovani do nitra supramolekularni struktury. Timto
je mozné efektivnéji transportovat latku na pozadované misto, aniz by doslo k jejimu

pred¢asnému uvolnovani [1, 3, 13].

Mezi nejpouzivangjsi termoresponzivni polymery vykazujici LCST lze zatadit
napf. poly(N-vinylkaprolaktam), poly[N,N-(dimethylamino)ethylmethakrylat] ¢i
poly(N-isopropylakrylamid), ktery muize byt terminovany aminovou skupinou
(Obrazek 10a—c), coz je vyhodné naptiklad pro biokonjugacéni reakci s karboxylovou

skupinou (Kapitola 4) [3, 16].

CHs
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N H3C CH3
HaC”~  “CH,
. b) poly[N,N-(dimethylamino) ¢) poly(N-isopropylakrylamid)
a) poly(N-vinylkaprolaktam) ethylmethakrylat] terminovany —NHo sk.

Obrazek 10: Polymery vykazujici LCST [3, 13].
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3 POLYSACHARIDY JAKO BIOPOLYMERY

Polysacharidy patii mezi nejznamé;jsi a nejcetnéjsi materialy na planeté Zemi,
coz umoznuje jejich relativné levné a masivni pouzivani v riznych odvétvich. Zaroven
pochazi velmi ¢asto z obnovitelnych zdroju a jejich ziskavani nemusi tolik zatézovat
ekologii planety v porovnani sjinymi druhy materidl. Prevédzné jsou také
biokompatibilni, biodegradovatelné a diky témto vlastnostem jsou idealni pro
pouzivani ve farmako-medicindlnich a biologickych aplikacich. Protoze je v téchto
aplikacich nutnd predevSim cistota danych materidli a uniformita polymernich
fetézcl, Casto se vyuzivaji bakteridlni zdroje polysacharidl, které vysSe zminéné

vlastnosti spliuji [17-19].

Polysacharidy jsou biopolymery tvoifené z monosacharidi jako zakladnich
stavebnich jednotek (monomeri), které jsou spojeny pomoci glykosidickych vazeb.
Pokud je cely fetézec tvofen pouze jednim typem monosacharidu, jednd se
o0 homopolysacharid (homoglukan). V ptipadé¢ obsahu vice typli monosacharidi
v polysacharidu hovofime o heteropolysacharidu (heteroglukanu) [20]. Druhil
monosacharidii je n¢kolik, nejzndméjsi jsou pyranozy skladajici se z 6 uhlika
a furandzy, které jsou tvofeny 5 uhliky. Pyrand6zové jednotky v cyklické formé se
nachazi nejcastéji v Zidlickové a vanickové konformaci v polysacharidovych fetézcich
a patii mezi né napt. a-D-glukopyrandza, f-D-mannopyrandza ¢i a-L-galaktopyrandza

(Obrazek 11a—c) [20].

CH,OH

CH,OH o OH

O HO
OH HO OH

OH OH
OH OH
OH
a) a-D-glukopyrandza b) B-D-mannopyran6za ¢) a-L-galaktopyrandza

Obrazek 11: Haworthovy vzorce nékterych pyran6zovych monosacharida [21].

Oproti tomu furandézové jednotky v cyklické formé nabyvaji obalkové
a vanickové konformace, pfi¢emz mezi nejznamé;jsi zastupce furanézovych jednotek
lze uvést o-D-glukofuranéza, B-L-fruktofurandza, o-D-deoxyribofuranéza

(Obrazek 12a—c).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

oo CH,OH
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a) o-D-glukofurandza b) B-L-fruktofuran6za ¢) o-D-deoxyribofuran6za

Obrazek 12: Haworthovy vzorce nékterych furandézovych monosacharida [21].

Monomerni jednotky v polysacharidech jsou spojeny prostfednictvim
glykosidickych vazeb, které mohou byt riizného typu. Nejcastejsi u polysacharidi je
O-glykosidickd vazba vznikajici kondenzaéni reakci dvou hydroxylovych skupin
prislusnych monomert polysacharidu. Nicméné tato vazba muze vznikat 1 mezi
monomerem polysacharidu a jinou chemickou slouc¢eninou obsahujici hydroxylovou
skupinu [18, 20]. N-glykosidickd vazba vznika kondenzaci hydroxylové skupiny
a aminové skupiny, dale existuje i S-glykosidicka vazba vznikajici reakei hydroxylové
a thiolové skupiny nebo C-glykosidicka vazba, jez vznika pfimo mezi dvéma uhliky
dvou rozdilnych molekul [22]. Mezi monomery polysacharidi je glykosidickd vazba
lokalizovéana na konkrétni polohu, typickym piikladem je homopolysacharid celuldza.
Monomerni jednotkou celulézy je D-anhydroglukopyrandza, kterd vytvaii vazbu
s dal§imi monomery na uhlicich C1 a C4 (Obrazek 13), pfi¢emz tento monomer vznikl
z B-D-glukopyrandzy, coz znamend, ze monomery v celuléze jsou vazany B-(1—4)

glykosidickou vazbou [20, 23].

OH

5 @)
3 OH 4 n

Obrazek 13: Celuldza (D-anhydroglukopyran6za) [24].

HO

Monomery celuldzy vytvafi linearni fetézce, které spolecné interaguji pomoci
intermolekularnich vodikovych mustk, a to vede ke vzniku organizovanych struktur

v podobé krystalitd, resp. krystalickych oblasti. Kazdy monomer celul6zy obsahuje 3
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hydroxylové skupiny vhodné pro pfipadné modifikace, konkrétné¢ se jedna

o hydroxylové skupiny na uhlicich C2, C3 a C6 [25].

Pro rozsiteni aplikaci celulozy je jeji nativni struktura ¢asto modifikovana
chemicky ¢i fyzikalné€. Mezi nejcetnéjsi chemické modifikace celulozy se fadi oxidace.
Celulozu lze naptiklad oxidovat pomoci 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxylu,
kdy dochazi k oxidaci hydroxylovych skupin az na karboxylové skupiny. Toto
oxida¢ni Cinidlo je také znamé pod zkratkou TEMPO [23]. Déle Ize hydroxylové
skupiny na uhlicich C2 a C3 v D-glukopyrandzové jednotce celulozy selektivné
oxidovat na karbonylové skupiny, ato za pomoci jodistanu sodného (periodat),
pficemz dojde k rozstépeni vazby mezi uhliky C2 a C3 (Kapitola 5). Selektivné
oxidovanou celulézu lze poté vyuzit jako sitovaci Ccinidlo naptiklad
pro polyvinylalkohol (PVA), kdy karbonylové skupiny oxidované celulozy reaguji
s hydroxylovymi skupinami PVA v kyselém prostfedi. Vznika zesitovana struktura
charakteristicka pro hydrogel, ktery 1ze nasledné nasytit riiznymi bioaktivnimi latkami,
jako je rutin, vitamin C ¢i hydroxykyseliny. Takovy hydrogel, jenZ umoziuje
uvoliovani latek ze své struktury lze vyuZit nejen v kosmetice, ale také ve
zdravotnictvi ¢i farmacii [26]. DalSim velmi znamym zastupcem polysacharida je

kyselina hyaluronova (Kapitola 3.1).

3.1 Kyselina hyaluronova

K. hyaluronova (HA) se fadi mezi heteropolysacharidy a jeji monomer se
sklada  z D-glukoronové kyseliny a N-acetylglukosaminu (Obrazek 14),
pfiemz D-glukoronova kyselina vytvari B(1—4) glykosidickou vazbu

a N-acetyl-D-glukosamin zase (1—3) glykosidickou vazbu [18, 19].

HA se vyskytuje hlavné v pojivovych tkanich, kloubech v ramci synovialni
tekutiny a v kiizi. Zaroven se podili na riznych biologickych procesech v organismu,
napf. diferenciaci bun¢k ¢i hydrataci. V lidském téle je snadno odbouratelnd, coz z ni
¢ini idedlni substrat pro transport riznych bioaktivnich latek nebo rast bunék. I HA se
hojné€ vyuziva v modifikovaném stavu, jelikoz strukturni jednotka této latky obsahuje
reaktivni funkéni skupiny, které jsou idedlni pro rizné chemické reakce. Prikladem je
modifikace karboxylové skupiny na D-glukoronové kyselin€ ¢i primarni hydroxylové
skupiny na N-acetyl-D-glukosaminu. Potazmo lze odstépit N-acetylovou skupinu

z N-acetyl-D-glukosaminu, kdy je takto ziskana reaktivni amino skupina [27].
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S karboxylovou skupinou HA muze reagovat napiiklad peptid s terminalni amino
skupinou, pticemz dochézi ke vzniku amidové vazby, coz vede k vytvoreni hydrogelt.
Tyto hydrogely lze nasledné aplikovat v radmci hojeni ran ve formé¢ naplasti nebo

chirurgickych obvazu [28].

OH

N
HsC \o

Obrazek 14: Monomerni jednotka k. hyaluronové slozena z D-glukoronové kyseliny (vlevo)
a N-acetylglukosaminu (vpravo) [29].
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4 BIOKONJUGACNI REAKCE HA A PNIPAMU

Biokonjugacni reakce, nebo také biokonjugace, je chemicka reakce mezi
dvéma molekulami, pficemz jedna znich byva zpravidla biomolekula [30].
Biomolekula miize byt tvofena polysacharidem, proteinem nebo tfeba nukleovou
kyselinou. Tato reakce nachazi Siroké uplatnéni zejména u proteind, jelikoz obsahuji
mnoho reaktivnich funk¢nich skupin, které mohou vytvofit vazbu naptiklad
s chemickou znackou (z angl. marker), lé¢ivem nebo se stimuli-responzivnim
materidlem. Biokonjugace je selektivni u danych funkénich skupin na biomolekule,
avSak neni selektivni pro celé molekuly, coz nemusi byt vzdy zadouci. Napiiklad
pokud by u proteinu byly dva druhy aminokyselin obsahujici aminovou skupinu,
avsak bylo by nutné modifikovat tuto skupinu pouze u jednoho druhu aminokyseliny,
doslo by s nejvétsi pravdépodobnosti k biokonjugaci na obou aminokyselinach.
Obdobna situace mlze nastat i v piipadé karboxylovych skupin, thiolovych skupin,

hydroxylovych skupin a dal$ich [30].

Tato prace se zaméfuje na tvorbu termoresponzivnich konjugatl kyseliny
hyaluronové (HA) a poly(N-isopropylakrylamidu) (pNIPAMu) terminovaného
aminovou skupinou, pravé prostiednictvim biokonjugacni reakce, kdy dojde
k vytvoteni vazby mezi HA (biomolekula) a termoresponzivnim pNIPAMem.
Vhodnou funkéni skupinou na HA pro biokonjugaci je karboxylova skupina na uhliku

C6 v D-glukoronové jednotce [16, 31].

Pro selektivni biokonjugaci téchto dvou makromolekul je moZzné vyuZit vice
chemickych reakci. Nejcasteji je vyuzivana biokonjugacni reakce (Obrazek 15) za
pomoci hydrochloridu 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC)
a 1-hydroxypyrrolidin-2,5-dionu  (NHS), resp. jeho analogu I1-hydroxy-2,5-
dioxopyrrolidin-3-sulfonatu sodného (sulfo-NHS), ktery je 1épe rozpustny ve
vode [32]. Pfi této reakci dochazi k elektrofilni substituci EDC na z&porn¢ nabity
kyslik karboxylové skupiny HA po protonaci jednoho z dusikli diimidové skupiny
molekuly EDC, pti€emz kysely vodik pochézi z karboxylové skupiny [32]. Vznika tak
ve vodé nestabilni ester HA a EDC. Z diivodu nizké stability vzniklého esteru HA
a EDC nésleduje reakce s vodorozpustnym sulfo-NHS. Ta probihd nukleofilni
substituci sulfo-NHS prostfednictvim hydroxylové skupiny na karboxylovy uhlik
esteru HA a EDC za vzniku esteru HA a sulfo-NHS, pfi¢emz dochazi k odstépeni

mocovinového derivatu (zbytek z EDC). Nasleduje nukleofilni substituce latky
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obsahujici amin (pNIPAM) na uhlik esterové skupiny HA a sulfo-NHS pomoci
volného elektronového paru dusiku primarniho aminu, pficemz dochézi k odstépeni
aktivacniho Cinidla sulfo-NHS a naslednému vzniku konjugatu HA a pNIPAMu [32].
Nevyhodou této metody je nizka efektivita reakce ve vodném prostredi, kde Casto

dochazi k rozpadu HA a EDC esteru jesté pred tim, nez se mize navazat NHS.
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Obrazek 15: Chemismus biokonjugacni reakce HA a pNIPAMu za vyuziti aktivacnich ¢inidel
EDC/sulfo-NHS [30, 32].

Dalsi moZna biokonjugacni reakce HA s pNIPAMem (déle pro jednoduchost
oznacovana jako ,pNIPAMace") je za vyuZiti aktivacniho ¢inidla chloridu
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinia ~ (DMTMM).  Reakce
s vyuzitim DMTMM je v porovnani s biokonjugaci pomoci EDC/NHS vyrazné
efektivnéj$i ve vodném prostedi, diky ¢emuz je mozné pouzit niz§tho mnozstvi
aktivacniho ¢inidla za srovnatelného ¢i vysSiho vytézku findlniho konjugatu [31].
Mechanismus této reakce ve vodném prostiedi (Obrazek 16) spociva v elektrofilni
substituci molekuly DMTMM na karboxylovou skupinu HA za vzniku esteru HA
a 2-hydroxy-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazinu (HMT), pfi¢emZ odpadnim produktem je
kyselina chlorovodikovd s N-methylmorpholinem. Zaporné¢ nabity kyslik
v karboxylové skupiné ochotné reaguje s elektronoveé-deficitnim atomem uhliku C2
v DMTMM, jenz je diky sousedicim dusikiim v molekule siln¢ ovlivnén zdpornym
indukénim efektem a je na ném pfitomen kladny parcidlni ndboj. Dojde k vytvotfeni

kovalentni vazby mezi karboxylovym kyslikem HA a uhlikem C2 DMTMM za
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soucasného odstoupeni molekuly N-methylmorpholinu. Nové vznikly ester HA a 4,6-
dimethoxy-1,3,5-triazinu podstupuje v pfitomnosti latky obsahujici amin nukleofilni
substituci na karboxylovy uhlik esterové skupiny prostiednictvim volného
elektronového paru v aminové funkéni skupin€. Volny elektronovy par z terminalni
aminové skupiny pNIPAMu tak muze atakovat kladn¢ nabity uhlik esterové skupiny
za vzniku amidové vazby. Za soucasné¢ho odstoupeni HMT vznikéa finalni konjugat
HA a pNIPAMu [31]. Mnozstvi navazaného pNIPAMu na uhliku C6 HA urcuje
stupen substituce (DS) ¢i tzv. graftingové Cislo (G, grafting) [31]. Toto ¢islo vyjadiuje
molarni pomér monomeru pNIPAMu vi¢i monomeru HA a lze zjistit napf. pii
porovnani integralnich intenzit signald funké&nich skupin pNIPAMu a HA z '"H-NMR
spekter [31].
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Obrazek 16: Chemismus biokonjugacni reakce HA a pNIPAMu
za vyuziti aktiva¢niho ¢inidla DMTMM (pNIPAMace) [31].
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5 SELEKTIVNi OXIDACE POLYSACHARIDU

Oxidace polysacharidii je v souCasnosti zddana piedevsim kviili modifikaci
jejich findlnich vlastnosti jako jsou napf. ovlivnéni rozpustnosti ve vodném
prostredi [33], vys$§i mnozstvi reaktivnich mist pro navazani druhotnych latek [18, 26]
¢i zvySeni flexibility a zkracovani fetézcii u nékterych typi polysacharidu,
coz ovliviluje jejich viskoelastické vlastnosti. Obecné lze rozdélit oxidaci na
neselektivni a selektivni. Neselektivni oxidace je charakteristickd reakei s riiznymi
funkénimi skupinami na jakémkoliv misté polysacharidového fetézce za predpokladu
dostupnosti tohoto mista oxida¢nimu cinidlu, pficemz se vétSinou jednd predevSim
o hydroxylové a karbonylové funkéni skupiny v polysacharidu. Typickymi
oxida¢nimi ¢inidly pro neselektivni oxidaci polysacharidi mohou byt: chlornan
(ClO), peroxid vodiku (H202) nebo ultrafialové (UV) zareni. Napiiklad u celulozy
tato neselektivni oxida¢ni ¢inidla oxiduji rizné hydroxylové skupiny v monomeru na
ketonové, aldehydické ¢i karboxylové skupiny [25, 34]. Selektivni oxidace naopak cili
na specifické misto v polysacharidu s vyuzitim struktury monomeru nebo reaktivity
danych funk¢nich skupin. Opét se 1 v tomto piipade oxidace zaméiuje na hydroxylové
a karbonylové funkéni skupiny pro dosazeni Zadanych konecnych vlastnosti

produktu [25].

Ptikladem selektivni oxidace je dvoufazova regioselektivni oxidace pomoci
jodistanu sodného (periodat, NalO4) a chloritanu sodného (NaClO>) u polysacharidi
obsahujicich vhodné orientované vicinalni hydroxylové skupiny v ramci monomeru.

V ramci prace se konkrétn€ bude jednat o konjugat HA a pNIPAMu z Kapitoly 4.

5.1 Selektivni oxidace polysacharidii — Primarni faze

V primarni fazi (primarni oxidace, POX) dochdzi k oxidaci vicinalnich
hydroxylovych funkénich skupin na karbonylové funkéni skupiny pomoci periodatu
ve vodném prostiedi za absence svétla [18, 24, 35]. Jestlize monomery polysacharidu
obsahuji pouze jeden par vicinalnich hydroxylovych skupin, hovofime o vysoce
regioselektivni oxidaci, avSak obsahuji-li monomerni jednotky vice sousednich
vicinadlnich hydroxylovych skupin, mize dojit ke vzniku rtiznych derivata takovych
monomert. Oxidace je také mozna pouze u polysacharidl, jejichz vicinalni
hydroxylové  skupiny se  nachazeji v ekvatoridlni — ekvatorialni  nebo

v axialni — ekvatorialni konformaci. Pokud jsou ob¢ tyto funkcni skupiny v axialnich
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pozicich, POX nebude probihat, jelikoz periodat se nemuze efektivné navéazat na takto
usporddané vicindlni hydroxylové skupiny [36]. Mechanismus POX (Obrazek 17)
zac¢ina obecné atakem molekuly NalO4 na uhliky obsahujici vicinalni hydroxylové
skupiny. Diky vhodné orientaci hydroxylovych skupin mohou kysliky z periodatu
atakovat kladné parciadlni naboje na téchto uhlicich za vzniku kovalentni vazby,
pfi¢emz atom jodu ochotné vytvari dalsi kovalentni vazby s témito hydroxylovymi
skupinami a dochéazi k jejich odstépeni z monomeru polysacharidu. Vznikly
intermediat je nestabilni a nasledné dojde k rozstépeni kovalentni vazby mezi uhliky
C2 a C3 ve prospéch vzniku aldehydické skupiny na jednom z nich a k sou¢asnému
preruSeni kovalentni vazby mezi vzniklym aldehydickym kyslikem a atomem joédu.
Zaroven dojde k pferuSeni kovalentni vazby mezi druhym kyslikem a atomem jodu za
vzniku druhé aldehydické skupiny na druhém uhliku. Jako odpadni produkt vznika
molekula dihydrogenjodi¢nanu sodného (NaH2IO4), jenz je nestabilni a rozpada se na
jodi¢nan sodny (NalOs) a vodu [18, 25, 36]. Na Obrazku 17 je konkrétni ptipad
oxidace konjugatu HA a pNIPAMu, kdy vznik4d termoresponzivni
primarné-oxidovany konjugat 2,3-dialdehydhyaluronové kyseliny a pNIPAMu
(konjugat DAH a pNIPAMu).
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Obrazek 17: Primarni oxidace konjugatu HA a pNIPAMu oxida¢nim ¢inidlem jodistanem
sodnym ve vodném prostiedi [25].
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Stupen oxidace (DO) Ize ftidit pomoci zmény délky reakéni doby POX
a koncentrace oxida¢niho cCinidla (periodatu) [18]. Nicméné u HA dochazi pti delsi
POX kdegradaci fetézch a snizeni molarni hmotnosti produktu 2,3-
dialdehydhyaluronové kyseliny (DAH), zatimco zvySeni koncentrace periodatu ma
v porovnani s vlivem reakéniho ¢asu mensi vliv. Niz$i koncentrace NalO4 ale vede
k niz§imu DO oproti vyssi koncentraci periodatu béhem stejné reakéni doby. Také je

samoziejmosti, ze s delSim reakénim ¢asem roste DO [18].

5.2 Selektivni oxidace polysacharidii — Sekundarni faze

V sekundérni fazi (sekundarni oxidace, SOX) dochazi k selektivni oxidaci
aldehydickych funk¢nich skupin vzniklych z POX na karboxylové funkéni skupiny
pomoci oxida¢niho ¢inidla chloritanu sodného v kyselém vodném prostiedi za absence
svétla [18, 35]. Pti sekundarni oxidaci konjugatu DAH a pNIPAMu (Obrazek 18) je
vhodné tuto reakci provadét v pufrovaném prostiedi, protoze podobné jako u HA [18]
by v nepufrovaném prostfedi mohlo dojit ke znaéné degradaci molarni hmotnosti.
Béhem SOX nejdiive dochdzi k protonaci aldehydického kysliku v monomeru
polysacharidu, na némz se vytvoii kladny naboj. Pfesunem elektronové hustoty
z aldehydického uhliku, diky vysoké elektronegativité kysliku, se vznikly kladny
naboj ¢asteéné kompenzuje, pfi¢emz na zminéném uhliku vzniké v dasledku snizeni
elektronové hustoty také silny parcidlni kladny ndboj a tento uhlik je atakovan zaporné
nabitym kyslikem molekuly chloritanu (nukleofilni adice). Nekysely aldehydicky
vodik je odstépen z uhliku aldehydické skupiny a vytvaii vazbu s kyslikem v molekule
k. chlorné, ktera se odstépi jako chlornan za soucasného vzniku karboxylové skupiny
na puvodnim aldehydickém uhliku [24, 35]. Produktem SOX je v tomto ptipade
termoresponzivni  oxidovany  konjugat  2,3-dikarboxyhyaluronové  kyseliny

a pNIPAMu (konjugat DCH a pNIPAMu).

Béhem SOX by mohly byt ovliviiovany urcité vlastnosti vzniklych produktt
polysacharidii. Naptiklad u 2,3-dikarboxyhyaluronové kyseliny (DCH) [18],
ktera byla poprvé ptipravena teprve nedavno, se jedna primarné¢ o zménu molarni
hmotnosti ¢1 stupné konverze aldehydickych skupin na karboxylové skupiny. Tyto
vlastnosti ovliviluje zejména reakéni doba a koncentrace oxida¢niho ¢inidla. Pokud je
reakéni doba SOX delsi, dochazi k nartistu DO, resp. k vyssi konverzi aldehydickych

skupin na karboxylové, coz vede i1 k nartistu molarni hmotnosti, jelikoZ v monomerech
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pfibyvaji atomy kysliku a sodiku ve funk¢nich skupinach. Pfi zvySovani molarni
koncentrace chloritanu dochdzi naopak k poklesu moldrni hmotnosti, protoze u HA
prevladaji degradacni procesy, pficemz vliv rostouci koncentrace oxida¢niho ¢inidla

na DO neni znatelny [18, 29].
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Obrazek 18: Sekundarni oxidace konjugatu DAH a pNIPAMu pomoci oxidac¢niho ¢inidla chloritanu
sodného v pufrovaném prostiedi [24].

Zasadni vyhodou tohoto postupu pfipravy je vysoka selektivita vychazejici
z vhodné posloupnosti chemickych reakci. Pokud by byla nejdfive provedena
selektivni oxidace HA a nasledné¢ biokonjugace pNIPAMu na DCH, nedoSlo by
k selektivni reakci pNIPAMu jen na C6, ale 1 s nové vytvofenymi karboxylovymi
skupinami na C2 a C3 DCH. To by znamenalo, Ze n¢které monomery by mohly
primarné obsahovat pNIPAM na karboxylovych skupinach na uhlicich C2 nebo C3,
avSak na karboxylatu uhliku C6 by z divodu sterického branéni nemuselo dojit
k vytvoteni vazby s pNIPAMem [18, 29]. Dale by karboxylové skupiny byly
blokovany pro dalsi aplikace.

Dalsi vyhodou je, Ze na rozdil od HA, jejiz karbonylové skupiny jsou z velké

¢asti vyuzity pro vazbu pNIPAM, vznikly DCH-pNIPAM obsahuje velké mnozstvi
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volnych karboxylovych skupin vhodnych pro navazéani riznych bioaktivnich latek
nebo 1éCiv a lze jej tak vyuzit jako nosi¢. Jedna z moznych latek vhodnych pro
navazani na takto pfipraveny produkt selektivni oxidace je protirakovinové 1é€civo [29]
dusi¢nan cis-diammin-dichloro-phenanthridinplatnaty. Je tak mozné pfipravit
termoresponzivni systém s potencialné vysokou efektivitou vazani 1é¢iv a zna¢nou
ptenosovou kapacitou, coz je cilem této prace. Dle dostupnych zdrojii se také jedna

0 mozna prvni syntézu spojujici vyhody DCH a termoresponzivnich polymert.
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6 TERMORESPONZIVNI NOSICE PLATINOVYCH
PROTIRAKOVINOVYCH LECIV

Lécba rakoviny a nadorovych onemocnéni byla, je a pravdépodobné i bude
obrovska vyzva pro lidskou spolecnost, jelikoz tato onemocnéni byvaji naro¢na na
uplné vyléceni a pacient mnohdy fyzicky i psychicky samotnou 1écbu téZce snasi.
Uz jen samotny fakt, ze urcita protirakovinova l1é¢iva byvaji vysoce toxicka nejen pro
rakovinové buiiky, ale i pro zdravé buiiky, tuto situaci nijak nezlehcuje. Pro rizné typy
rakovinovych onemocnéni se pouzivaji jiné 1écebné terapie nebo dochdzi k jejich
kombinacim, napt. v podob& chemoterapie, ozafovani nadora ¢i chirurgicka excize.
Zakladem 1éCby je Casto prave chemoterapie, protoze chemické latky se mohou dostat
ptes krevni fecisté az k samotnym rakovinovym buitkdm bez vyznamného fyzického

zasahu do t€la pacienta [37].

Idedlni chemoterapie by pravdépodobné spocivala v neinvazivnim oralnim
podani 1é¢iv ¢i pouziti prostiedkd uvolnujicich protirakovinové latky pres kizi,
priemz by se 1é¢ivo dostalo fizené jen do rakovinovych bunck a doslo by k jejich
apoptoze (bun&cné smrti). V soucasnosti je ale vétSina 1é€iv podavana nitroZilng a po
jejich podani zpravidla dochazi k priiniku do veskerych bunék, véetné téch zdravych,
protoze 1é¢iva si v nativni formé neumi vybirat mezi zdravymi nebo rakovinovymi
buiikami a tak jsou podfizeny biochemickym procestim téla pacienta. Existuji vSak
1 tzv. proléiva (z angl. prodrugs), kterd jsou pro buiiky netoxicka, avSak po aktivaci

ur¢itym enzymem v nadoru se toxickymi pro buriky stanou [38].

Je tedy zadouci dostat 1éciva ¢i proléciva vhodnou cestou az k rakovinovym
buiikam, kdy by béhem transportniho procesu nedochazelo k nechténému rozpadu
protirakovinové latky ¢i jeji koncentrovani v jinych buiikdch neZ rakovinovych. Zde
by idealné mélo dojit k pozvolnému a zddanému plsobeni na tyto buiiky, coz by
postupné¢ vedlo kjejich zaniku a wuzdraveni pacienta. Pro transport 1éciva
k rakovinovym bunikdm a jeho fizené uvoliiovani se dnes ¢im dal Castéji vyuzivaji
nanostrukturované systémy, které mohou vykazovat vyssi efektivitu proti témto
onemocnénim. V ptipadé sférickych castic se nejcastéji bere v tvahu hydrodynamicky
primér jako vhodny parametr velikosti ¢asticovych nosi¢li protirakovinovych
1é¢iv v nanoméfitku. Nazory na efektivni €i idealni hydrodynamicky priimér takovych

¢astic se rizni, avSak moznym a pomérn¢€ uznavanym je interval <10-100> nm [39].
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Pokud je velikost ¢asticovych nosic¢l protirakovinovych 1é¢iv v tomto intervalu,
dochdzi k velmi efektivnimu priniku takovych c¢astic do rakovinovych bunék,
pricemz u castic s vyssim hydrodynamickym primeérem tato efektivita klesa. Zaroven
tuto efektivitu ovliviuje 1 zeta-potencial { ¢astic, kdy kladny { ma vyssi efektivitu nez
zaporny [39]. Typickymi ptiklady pro nanonosice protirakovinovych 1é¢iv mohou byt:
dendrimery, lipozomy nebo rizné druhy micel [40], pfi¢emz samotné nosice Casto

abstraktné pfipominaji koncept Trojského koné.

V soucasnosti také roste zdjem o modifikované polysacharidy [18, 29, 41],
jejichz vyhoda spociva zejména v biokompatibilité s biologickym prostfedim
organismu, biodegradabilité jejich struktury na relativné netoxické produkty po
uvolnéni 1é¢iva a jejich pivodu z udrzitelnych zdrojh. Jejich modifikaci l1ze také
optimalizovat vlastnosti nosi¢e, jakou jsou rychlost wuvoliiovani [éCiva,
maximalni mozné mnozstvi navazaného 1éc¢iva nebo toxicita nosi¢e. Tyto vlastnosti
lze ovlivnit napf. zménou molarni hmotnosti polysacharidu nebo mnozstvim
reaktivnich funkénich skupin schopnych tvofit vazbu s Ié¢ivem. Jeden z vhodnych
polysacharidl pro pfenos protirakovinovych 1é¢iv je HA [18, 41]. HA a jeji derivaty
nevykazuji zvySenou toxicitu, jsou biodegradovatelné¢ a biokompatibilni v lidském
téle. Zaroven se tento polysacharid velmi ochotné€ vaze na né€které receptory nadmérné
exprimované u rakovinovych bun¢k, jako jsou CD44, RHAMM, nebo LYVE-I,

¢imZ napomaha k lepSimu cileni na tyto bunky [37].

Existuje fada druhdi protirakovinovych 1é€iv, napf. imunosupresivni
antimetabolity, mezi néz lIze zatadit proléfivo azathioprin (Obrazek  19a),
jehoz aktivaci vznikne 1é¢ivo merkaptopurin proti akutni lymfoblastické
leukémii [38]. Dal§im typem protirakovinovych 1é¢iv jsou antracykliny, kde lze
zatadit velmi znamé 1é¢ivo doxorubicin (Obrazek 19b) urcené nejen proti leukémii
a rakoviné prsu [38]. V neposledni tad€¢ zde patii protirakovinova 1é¢iva na bazi
komplexti platiny, jsou jimi naptiklad diammin-dichloroplatnaty komplex (cis-Pt)
nebo dusi¢nan cis-diammin-dichloro-phenanthridinplatnaty (PhPt) (Obrazek 19c, d),
jez se vyuzivaji proti rakoviné vajecnikii, krku, prostaty, varlat a proti mnoha

dalsim [38].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

o
\ +
—O

& ! s oy ﬁ

</

a) Aktivace prolé¢iva azathioprinu na merkaptopurin

NH,
HsN—Pt—Cl
&
NO5
¢) Cis-Pt d) PhPt

Obrazek 19: Prehled protirakovinovych 1é¢iv [38].

Ukolem protirakovinovych 1é¢iv je vyvolani bunééné smrti prostiednictvim
negativniho ovlivnéni stéZejnich Zivotnich funkci nddorové bunky. Nejcastéji dochazi
k ataku léciva na makromolekulu DNA v jadfe buiky, coz vede k znemoZnéni
replikace DNA ¢i transkripce na mRNA a bunécné smrti [42]. DalSi moZnosti je
zvySeni oxidacniho stresu v rakovinové buiice diky produkci zvySeného mnozstvi
reaktivni formy kysliku z mitochondrii [43]. Oba vySe zminéné mechanismy relativné
dobfte zvladaji platinova lé¢iva, konkrétné cis-Pt a PhPt. U cis-Pt je prokazany vliv na
vytvoreni vy$§iho mnozstvi reaktivni formy kysliku v rakovinové bunice, kdy dochazi
k vytvateni aduktu cis-PT na mitochondridlni DNA. Dochdzi k okyseleni
mitochondrie a cytosolu v butice, coz vede k potlateni metabolismu rakovinovych
bun¢k v podobé glykolyzy a podpote oxidativni fosforylace v mitochondriich. Vznika
tak vy$$i mnozstvi reaktivni formy kysliku, jeZ poSkozuje struktury rakovinové buriky.
Zména metabolismu rakovinovych bunék, kdy dochédzi k potlaceni oxidativni
fosforylace prostfednictvim glykolyzy, je u rakovinovych bunék zndmy jev zvany
Warburgtiv  efekt [43]. Obé tato I[éCiva vytvaifi ochotné¢ kovalentni vazbu
s nukleofilnimi funk¢énimi skupinami v bazich molekuly DNA, napi. s aminovymi
skupinami v guaninu. Po vytvofeni vazby léciva na DNA vznikaji tzv. adukty,

které znemozni replikaci DNA ¢i jeji transkripci na makromolekulu mRNA,
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pfi¢emz PhPt je daleko efektivngj$i v porovnani s cis-Pt zhlediska uspésného
vyvolani bunééné smrti, odolnosti vii¢i opravnym systémim DNA a rezistivity vici

chemickym latkam neutralizujicim platinové 1€Civo, tzv. scavengers [42—44].

6.1 Priprava termoresponzivniho polysacharidového nosice s 1éCivy
na bazi platiny

Termoresponzivni polysacharidovy nosi¢ s protirakovinovym platinovym
1é¢ivem s teplotou piechodu vykazujici LCST muze byt vhodny kandidat pro transport
takového 1éciva k rakovinovym bunkdm. V této praci byla zvolena HA jako
polysacharidovy nosi¢, protoze vykazuje nizkou toxicitu, je biodegradovatelna
a biokompatibilni v lidském téle [18]. Po modifikaci tohoto polysacharidu pomoci
termoresponzivniho pNIPAMu, dojde ke zméné celkové konformace nove vzniklého
termoresponzivniho nosice pii teploté¢ nad LCST [31]. Obecné plati, Ze teplota v okoli
rakovinovych bun¢k je mirn€ zvysena oproti télesné teploté, a proto je vhodné pouzit
systém vykazujici LCST, jejiz hodnota je nizs$i nez 37 °C. Proto byl zvolen
termoresponzivni pNIPAM, jelikoz jeho LCST se pohybuje okolo 32 °C [3, 16],
a zéroven nevykazuje zvySenou toxicitu vici bunkam [3]. Nad touto teplotou
pNIPAM vykazuje hydrofobni charakter a vypuzuje ze své struktury molekuly

rozpoustédla (Kapitola 2.2), coZ je v télesném prostiedi voda, za zmény konformace.

Ptiprava konjugati DCH a pNIPAMu s platinovym lé€ivem v podobé PhPt
(loading) zaCina nejdiive ,,aktivaci tohoto léciva (Obrazek 20), tj. eliminaci
odstupujicich ligandi pro zvyseni efektivity vazani samotného lé¢iva na karboxylové
skupiny. Dusi¢nan stfibrny (AgNOs3) atakuje chloridové ionty na platinovém
komplexu ve vodném prostiedi za vzniku sraZeniny chloridu stfibrného (AgCl),
ktera se odstrani filtraci a vznikly platinovy komplex vytvaii koordina¢né kovalentni
vazby s adekvatnim mnozstvim aqua ligandd. Takto aktivované platinové lé€ivo
ochotné reaguje s karboxylovymi skupinami konjugatu DCH a pNIPAMu. PhPt bude
vytvafet monovalentni vazbu s timto konjugatem s nejvétsi pravdépodobnosti na
uhliku C2 nebo C3, které jsou stericky nejlépe dostupné, pticemz kladny naboj PhPt
bude déle stabilizovat zdporny naboj na karboxylové skupiné sousediciho uhliku.
S karboxylovou skupinou uhliku C6 nebude PhPt ochotné vytvaiet monovalentni

vazbu, protoze je zde uz z ¢asti navazan pNIPAM, ale také kvuli sterickému branéni
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mezi velkym phenanthridinovym ligandem a bocnimi fetézci sousednich,

neoxidovanych N-acetylglukosaminovych jednotek [18, 29].

Odpadnimi produkty reakce aktivovaného PhPt s konjugatem DCH
apNIPAMu je odpovidajici mnozstvi molekul vody a k. dusi¢né ¢i dusi¢nanii

v adekvatnim mnozstvi.
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Obrazek 20: Loading PhPt na konjugat DCH a pNIPAMu vykazujici LCST vcetn¢ aktivacni reakce
PhPt.

U takto pfipravenych termoresponzivnich oxidovanych konjugati
s navazanym platinovym lé€ivem lze uvaZovat spontanni uspofadani polymerti do
nanocastic ¢i mikroc¢astic obsahujicich hydrofobni 1€¢ivo v jadre, za predpokladu jeho
vys$$i hydrofobicity nez ma pNIPAM. Tyto Castice se daji povazovat za hydrogelové
nanocastice, tedy nanogely, sitované pomoci slabych hydrofobnich interakci. Pokud
totiz bude pNIPAM na zékladnim fetézci DCH také na povrchu téchto castic,
dojde pfi teploté vyssi nez LCST ke zméné jeho konformace vedouci ke smrsténi
celkového konjugatu diky hydrofobnimu charakteru tohoto termoresponzivniho

polymeru nad LCST[3, 13]. Béhem transportu k rakovinovym buitkdm by tak 1é¢ivo
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melo byt chranéno a mohlo by dojit k jeho pozvolnému uvolnéni az uvnitt téchto
bun¢k ¢i v jejich bezprostiedni blizkosti, kde budou zadrzeny v disledku interakce
s receptory. Nicmén¢ muze nastat 1 situace, kdy hydrofilni 1é¢ivo bude na povrchu
takového nosice a pPNIPAM se miize koncentrovat uvnitt supramolekularni struktury

diky vy$si hydrofobicité, nez ma samotné 1é¢ivo.
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7 POUZITE METODY

Charakterizace chemické struktury produkti DCH-pNIPAM byla provedena
pomoci infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FT-IR) a nuklearni
magnetické rezonance (NMR). FT-IR byla vyuzita pro ovéfeni obsahu o¢ekavanych
funkénich skupin v monomerech produktii a zda-li skute¢né¢ dochéazi ke vzniku
konjugatu DCH-pNIPAM. Pomoci NMR bylo mozné stanovit graftingové ¢islo (G),
stupent substituce (DS) pNIPAMu na DCH a stupenit oxidace (DO), pfi¢emz z této
metody bylo také mozné ovéfit strukturu vzniklych produktd. Pro urceni distribuce
molarnich hmotnosti vzniklych produktii z pNIPAMace a selektivni oxidace byla
vyuzita metoda gelové permeacni chromatografie (GPC). Pro stanoveni distribuce
velikosti ¢astic vzniklych produkti v oxidované formé bez navdzaného platinového
1é¢iva, a také u odpovidajicich produktti s navdzanym lécivem, byly pouzity techniky
dynamického rozptylu svétla (DLS) spolecné s elektroforetickym rozptylem svétla
(ELS) na zjiSténi stability castic, jeZ je v rozpousStédle definovana pomoci zeta-
potencidlu {. Dtkaz termoresponzivity vzniklych konjugati DCH-pNIPAM lze
provést vizualn€, kdy po zahtati smési téchto konjugatli ve vodném rozpoustédle
dochazi ke zméné transparentnosti této smési, avSak pro podrobné;si analyzu LCST
byl vyuZit rotacni reometr s geometrii valec-vélec, pfi¢emz sledovanymi parametry pii
zméné teploty byla viskozita rozpuSténych konjugati DCH-pNIPAM. Vybrané
vzniklé produkty byly vizudlné analyzovany pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (TEM). Nakonec byla stanovena efektivita loadingu platinového 1éciva
na vybrané termoresponzivni oxidované konjugaty a bylo zkouméno uvolfiovani
lé¢iva z téchto konjugati pomoci metody rentgenové-fluorescencéni spektrometrie

(XRF).

7.1 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je separacni a analytickd nedestruktivni
metoda, kterd vétSinou slouzi pro stanoveni stfednich molarnich hmotnosti latek,
predevSim polymert. Principem této metody je separace makromolekularnich frakci
polymeru v kolonég, jez se skladd ze staciondrni faze (gel s pory) a mobilni faze
(rozpoustédlo), a to na zdklad¢ rozdilné velikosti polymerniho klubka, ktera je
charakterizovana pomoci gyra¢niho poloméru s*. Na zacatku kolony je polymerni

smés s rozpoustédlem vpravena do kolony a za konstantniho pritoku dochézi
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k pohybu polymernich klubek. Velké makromolekuly maji velky s°, do pori
staciondrni faze se nezachytavaji a diky pratoku rozpoustédla jsou snadno unaseny
dale. Malé makromolekuly s malym s? se snadno zachyti v porech stacionarni faze,
kde i pies pritok rozpoustédla ziistavaji déle nez makromolekuly s velkym s2. Eluce
velkych makromolekul s vy$§im s%, a tedy i s vy$8i molarni hmotnosti, bude rychlejsi
nez u malych makromolekul. Proslé frakce makromolekul zaznamenava casto
spektrofotometricky nebo fluorescen¢ni detektor na konci kolony, pfi¢emz pomoci
signalu z detektoru dochdzi k vytvofeni chromatogramu, coz je u kapalinové GPC
zavislost intenzity signalu na retencnim case. Diky vhodné kalibra¢ni kiivce vytvofené
pomoci vhodnych standardii 1ze stanovit pozadované veliiny pro dany polymer,

napf. stfedni molarni hmotnosti (M,,, M,,) hmotnostni distribuce [45, 46].

7.2 Infradervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FT-IR) je analyticka
nedestruktivni metoda pro zjisStovani struktury pevnych, kapalnych i plynnych latek.
Hlavnim principem této metody je interakce infracerveného (IR) zafeni s molekulami
analytu, pfi¢emZ dochdzi k vibraénim pfechodim chemickych vazeb, ptipadné lze
sledovat 1 vliv nékterych slabych nevazebnych interakci (napt. vodikové miistky).
Signal v IR spektru poskytuji zejména molekuly skladajici se zriznych atomu
a obsahujici polarni vazby charakteristické¢ dipdlovym momentem, napi. CO2, H2O,
polymery. Molekuly, jez nevykazuji dipdlovy moment, coz jsou casto latky
v molekulovém ¢i1 krystalickém stavu, nelze pomoci FT-IR charakterizovat, napt. O»,
No, grafit, diamant. Nejcastéji vyuzivané interakce této metody byvaji absorpce
atransmise IR, kdy nedochdzi k méfeni na celé Sifce IR spektra, ale v danych
oblastech. V blizké infracervené oblasti (NIR) je mozné sledovat vys§i harmonické
vibra¢ni pfechody chemickych vazeb. Ve stfedni infraervené oblasti (MIR) lze
pozorovat valenéni nebo deformacni vibrace vazeb a vzdalend infracervena oblast
(FIR) je charakteristicka sledovanim mftizkovych frekvenci ¢i vibraci vazeb tézkych
atoml a slabych vazeb. Detektor zaznamenava IR zafeni po interakci s analytem
a vznika tzv. interferogram, ktery se pievadi pomoci Fourierovy transformace na IR
spektrum, coz je nejcastéji zavislost absorbance 4 nebo transmitance na vinoctu 7.
V IR spektru polymernich latek jsou piedev§im studovany valencni a deformacni

vibrace chemickych vazeb danych funkénich skupin pfi urcitém vinoctu [47, 48].
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7.3 Nuklearni magneticka rezonance

Jedna se o fyzikdlné-chemickou nedestruktivni analytickou metodu pevnych
a kapalnych latek, jejiz princip spociva v interakci atomovych jader s vnéjSim
magnetickym polem, pfi¢emz jadra atomid maji nenulovy magneticky moment.
Magneticky moment jadra atomu i je disledek spinu a naboje atomového jadra, kde
jaderny spin definuje spinové kvantové ¢islo /. Pokud je tedy [ =0 , pak i i =0
a takovy atom je tzv. NMR neaktivni. Kdyz [ > 0, potom [ # 0 aatom je NMR
aktivni, pfi¢emz ,,idedlni* jaddra pro NMR méfeni nabyvaji hodnot [ = % jako jsou napf.
jedny z nej¢astéji zkoumanych nuklidéi 'H, 3C, >N v chemii. Po vloZeni zkoumanych

atomt do magnetického pole dojde k orientaci jadernych spint dle vektoru magnetické
indukce B, aviak jaderné spiny jsou kvantovany, a tedy dochéazi pouze k vybranym
orientacim dle Vztahu 1.0. Konkrétné u | = % dochdzi ke dvéma moznym orientacim,

tedy k severnimu magnetickému polu a jiznimu magnetickému poélu.

M=2-1+1 (1.0)

M ... Pocet orientaci spinti atomovych jader ve vnéj$im magnetickém poli / 1

[ ... Spinové kvantové ¢islo / 1

V magnetickém poli jaderné spiny dosdhnou rovnovazného stavu a pokud jadra

ozatfime radiofrekvenénim pulzem (RFP) o vhodné rezonan¢ni frekvenci, dojde ke
zmeéng¢ orientace vektoru jaderného spinu, tedy pokud byly orientovany vektory téchto
spinti pro [ = % ve sméru osy z, pak po pusobeni RFP dojde ke stoceni vektort spinu
do roviny xy. Po absenci RFP dojde k relaxaci orientace spinti do rovnovazného stavu
(do osy z), coz je snimano pomoci civky v podobé Casové zavislosti indukovaného
proudového signalu (z angl. Free induction decay). FID spektrum lze poté pomoci

Fourierovy transformace ptevést na NMR spektrum [47].

7.4 Fotonova korela¢ni spektrometrie

Fotonova korelacni spektrometrie (PCS) je fyzikalni nedestruktivni metoda
zaloZzena na principu techniky dynamického rozptylu svétla (DLS). Vyuziva se
zejména pro stanoveni distribuce velikosti ¢astic, molarni hmotnosti a u danych
pristrojli 1ze stanovit i zeta-potencial { ¢astic, zejména u koloidnich roztokl a suspenzi.

Technika DLS vyuziva interakce (rozptylu) laserového paprsku s pohybujicimi se
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¢asticemi v roztoku, koloidu ¢i suspenzi za vzniku konstruktivnich a destruktivnich
interferenci. Pfitomné c¢astice se pohybuji pomoci Brownova tepelného pohybu,
pficemz vznikd Doppleriiv jev ovlivitujici vlnové chovani laserového paprsku po
interakci s cCasticemi. Diky tomuto pohybu neni rozptyl svétla staly (staticky),
ale neustdle se meéni (dynamicky), pficemz piitomny detektor toto dynamické
rozptyleni svétla neustdle zaznamenava v ¢ase. Pokud tyto zdznamy porovnavame
v kratkém Casovém useku, jsou tyto zdznamy podobné a koreluji spolu, avsak pii delsi
dob¢ pozorovani dochazi k podstatnému odliSeni od prvotnich zdznamu a korelace
vymizi. Tyto odli$nosti maji vliv na nasledujici korelaci pomoci tzv. autokorelacni
funkce (AKF), kdy vysledkem této korelace je zavislost korela¢niho koeficientu
v ¢ase. Podobnost (korelace) zjiSténych zaznami z rozptylené¢ho svétla se v delSim
¢asovém useku méni, az nakonec neni pfitomna zadna korelace v urcité dobé, coz se
projevuje poklesem korelacniho koeficientu v ¢ase. U malych castic s rychlym
difiznim pohybem je pokles korela¢niho koeficientu rychly, kdezto u velkych ¢éstic
je tento pokles pomaly. Z AKF lze poté zjistit difuzni transla¢ni koeficient D,
ze kterého je mozné stanovit v zavislosti na tvaru ¢astic charakteristicky rozmér
analyzovanych ¢astic. Napt. u kulovych ¢astic 1ze pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice
(Vztah 1.1) stanovit hydrodynamicky primér. Diky tomu je ndsledné moZzné
vyhodnotit distribuci charakteristickych rozmérii c¢astic v méfeném analytu,
typicky u vySe zminéného ptikladu se jednd o zavislost intenzity signalu na velikosti

hydrodynamického priméru [49, 50].

_ kBT
_3'77:'77'Dt

dy ... Hydrodynamicky primér / m
kg ... Boltzmannova konstanta (~1,38 ] - K™1)
T ... Termodynamicka teplota / K
7 ... Dynamické viskozita / Pa - s
Dy ... Translaéni diftizni koeficient / m? - s~

dy (1.1)

1

7.4.1 Stanoveni zeta-potenciilu koloidnich ¢astic

Zeta-potencidl ¢ je fyzikdlni veli¢ina udavajici stabilitu koloidnich c¢astic.
Definuje elektrokineticky potencidl, jez se nachazi mezi Sternovou dvojvrstvou
a Gouy-Champmanovou difizni vrstvou. Mezi t€émito vrstvami je tzv. rovina skluzu,
pfi¢emz ve Sternoveé dvojvrstve, skladajici se z vnitini a vnéjsi Helmholtzovy vrstvy,

se nachdzi nepohyblivé ionty pfichycené na povrchu c¢éstice a v difuzni vrstvé se
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vyskytuji pohyblivé ionty. Pokud |{| = 30 mV, lze povaZzovat ¢astice v koloidu za
stabilni.

Jedna z moznych technik umoziujici stanoveni této fyzikdlni veliCiny se
nazyva elektroforeticky rozptyl svétla (ELS), ktera je vétSinou soucasti u pfistroji
s technikou DLS. D¢li se na dva podtypy: laser-Dopplerova elektroforéza (LDE)
a fazova analyza rozptylu svétla (PALS). Princip ELS je podobny jako u DLS,
kdy opét dochazi k interakci laserového paprsku s Casticemi koloidu, avsak jejich
zkoumany pohyb neni zprosttedkovan Brownovym pohybem, ale pomoci stfidavého
elektrického pole. U LDE se laserovy paprsek ptfed analytem rozdéli diky délice
laserového svazku (z angl. beam splitter) na méfici a referencéni paprsek. Méfici
paprsek interaguje s pohybujicimi se (dynamickymi) ¢asticemi za vzniku Dopplerova
efektu rozptyleného paprsku, pricemz opét dochazi k zaznamu intenzity rozptyleného
svétla v ase detektorem, a zarovenl je zaznamendvan referencni paprsek. Pomoci
spektralniho analyzatoru lze zjistit frekvence f a jeji distribuce Dopplerova jevu
rozptylenych paprskii a referen¢niho paprsku, zarovein diky znalosti geometrie
piistroje lze pievést distribuce frekvenci na distribuce rychlosti v. Ze znalosti
pfitomného elektrického pole, které definuje intenzita elektrického pole E, je mozné
stanovit distribuci elektroforetické pohyblivosti ¢astic u. Nyni lze pomoci Henryho
rovnice (Vztah 1.2) vypocitat distribuci {. U PALS se vyuziva zase stfidavé elektrické
pole s vyssi frekvenci nez u LDE, kdy castice v koloidu jsou nuceny oscilovat. Pomoci
velikosti oscilace a fdzového posunu stiidavého elektrického proudu po prachodu
koloidem je stanovena rychlost ¢éstic, ze které se obdobné jako u LDE

zisti ¢ [51-53].

2 e g0 ¢ f(Ka)
u =
3n
u ... Elektroforetickd pohyblivost ¢astic / m? - s~1- V™1
&g ... Relativni permitivita prostiedi / 1
£o ... Permitivita vakua (~8,85 - 10712F - m™1)
{ ... Zeta-potencial / V

f(K,) ... Henryho funkce / 1
7 ... Dynamicka viskozita prostfedi / Pa - s

(1.2)

7.5 Rotacni reometrie s geometrii valec-valec

Rota¢ni reometrie spolecné s kapilarni reometrii se fadi mezi fyzikalni metody
méfici tokové vlastnosti latek. Lze je povazovat za nedestruktivni metody, nékdy vSak

dochdzi k méfeni pii vysokych teplotach, kdy miize dochézet zejména u polymernich
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latek k degradaci makromolekul, a tudiz mize byt takové méfeni i destruktivni.
Kapilarni reometry se vyuzivaji v oblasti stfednich az vysokych rychlosti smykové
deformace, konkrétné v rozmezi (10-10°) s™. Rotaéni reometry se pouZivaji pro nizké
rychlosti smykové deformace, tedy v rozmezi (102°-10%) s’'. Rota¢ni reometry se
primarné li§i v méfici geometrii, pfiCemz mezi nejcastéjsi geometrie se fadi napft.
geometrie kuzel-deska, deska-deska nebo valec-valec. Pro koloidy, coby relativné
nizko-viskozni systémy, je vhodné pouzit geometrii valec-valec (Obrazek 21).
Polymerni koloidni systém ¢i smés je v této geometrii podrobena smykovému
namahani mezi stacionarnim (vngj$im) valcem a pohyblivym (vnitinim) valcem. Tyto
valce musi mit geometrii piesn¢ definovanou a byvaji soustfedné, ptfi¢emz jejich
charakteristicky rozmér je ten, ktery vhodné definuje smacené téleso tekutinou,
zde vngj$i g, resp. vnitini polomér 77. Vnitini vélec se pohybuje konstantni tthlovou
rychlosti w. Diky ota¢ivému pohybu vnitiniho valce lze stanovit viskoelastické
parametry jako jsou napi. komplexni viskozita, dynamické moduly ¢i smykové napéti.
U této metody nesmi analyzované tekutiny vykazovat sedimentaci ¢astic, jelikoz by
dochazelo ke zkresleni viskoelastickych parametrl, tudiz je nevhodné méfit na

takovém pfistroji napiiklad suspenze [54].

|
)
i
\
Vnitini vélec |
\
\
\
i
\
\

Vnéjsi valec I - 7 Vzorek

7, 4
Obrazek 21: Schéma rotacniho reometru s geometrii valec-valec
(17... Polomér vnitiniho valce; 1y ... Polomér vnéjsiho valce).

7.6 Rentgenové-fluorescencni spektrometrie

Rentgenové-fluorescencni spektrometrie (XRF) je nedestruktivni analyticka

metoda slouzici pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni atomi dané¢ho prvku
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v analytu. Principidln€ se jednd o interakci rentgenového (RTG) zéfeni s tzv. core
elektrony (e) vatomech analyzované¢ho vzorku. Tyto e jsou excitovany
z elektronového obalu atomu, pficemz volnou hladinu excitovanych e nahradi jiny e
z vy$si elektronové hladiny. Pti deexcitaci e z vyssi elektronové vrstvy do nizsi dojde
k vyzateni fotonl. Zafeni fotont je charakteristické pro dané ptechody a dané atomy,
pti¢emz diky spektrometru jsou energie fotonovych zafeni pfeneseny do energetického
spektra a konkrétnim skupindm pikl je ve spektru pfifazen konkrétni prvek. Pomoci
kalibra¢nich kiivek pro dané latky lze poté kvantitativné stanovit mnozstvi danych
atomu prvku zastoupenych v analyzované latce. Tato metoda se primarné vyuziva pro
kvalitativni, ale 1 kvantitativni, stanoveni mnozstvi tézkych kovl, napt. v odpadnich

vodach nebo kontaminované zeming [55, 56].

7.7 Transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni elektronovd mikroskopie (TEM) je pifevazné destruktivni
zobrazovaci metoda, kdy zdékladnim principem je prichod (odtud transmisni)
elektront tenkym vzorkem, pficemz tyto proslé e jsou detekovany a ziskava se tak
informace o vnitini struktuie vzorku. Tim se podstatné liSi od skenovaci elektronoveé
mikroskopie (SEM), ktera je primarné zaloZena na zkoumdni povrchu vzorku.
V zékladu se elektronovy mikroskop pro TEM nejcastéji sklada z elektronového déla
(zdroj primarniho elektronového svazku) v podobé vldkna/hrotu wolframu nebo
boridu lanthanového (LaBg). Proud e je hnan pomoci anody pfi urychlovacim napéti
v fadech kV a diky elektromagnetickym cockam je fokusovan na vzorek, ktery musi
byt tenky, uvadi se ptiblizn€ v rozmezi (10-100) nm. Elektromagnetické Cocky byvaji
z velmi Cistého Fe. Vzorkem proslé elektrony jsou déle pies objektiv a clonu pomoci
elektromagnetickych ¢ocek usmérnény na detektor v podobé fluorescencniho stinitka,
pod kterym byva fotovrstva i videokamera, a dochéazi tak k vytvofeni obrazu.
Ziskavame tak informaci o vzorku v tzv. zobrazovacim mddu, pfi¢emz se nejcasteji
vyuziva technika svétlého pole, kdy svétla mista jsou vytvorena proSlymi e a tmava
mista ¢i mista vyskytu téZkych atomi naznacuji mensi mnozstvi e az jejich absenci.
Pomoci TEM lIze sledovat 1 proslé difraktované e (pruzny rozptyl ) pouzivané napf.
na sledovani mezirovinovych vzdalenosti nebo amorfnich a semikrystalickych oblasti
v polymeru. Nad vzorkem muze byt pfitomen i detektor na sekundarni e nebo RTG

zareni, ¢imz lze ziskat informaci o chemickém slozeni vzorku [51, 57, 58].
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8 CILPRACE

Cilem této prace je priprava mikrogelovych az nanogelovych ¢astic
termoresponzivniho konjugatu 2,3-dikarboxyhyaluronové kyseliny a poly(N-
isopropylakrylamidu), ptfi¢emz po ovéteni struktury bude sledovana zména moldrni
hmotnosti kyseliny hyaluronové béhem dil¢ich reakci. Zaroven bude sledovan vliv
nekolika parametri na vysledné velikosti Castic vzniklych produktd. Mezi
sledovanymi parametry budou: molarni hmotnost vstupni kyseliny hyaluronové
a vstupniho poly(N-isopropylakrylamidu), reakéni poméry téchto latek pfi
biokonjugaéni reakci a stupné oxidace u vzniklych oxidovanych konjugata.
U vzniklych ¢astic bude rovnéZ sledovéana stabilita ve vodném prostfedi a bude
odhadnuta dolni kriticka teplota ptfechodu sol-gel (LCST) u termoresponzivnich
oxidovanych konjugatt. Vhodné konjugaty DCH-pNIPAM vyznacujici se malymi
rozméry Castic pii teplot¢ nad LCST budou podrobeny konjugacnim reakcim
s platinovym 1écivem v podobé dusi¢nanu cis-diammin-dichloro-
phenanthridinplatnatého (PhPt), kde nasledné budou opét stanoveny velikosti nove
vzniklych ¢astic. Vybrany termoresponzivni oxidovany konjugat bude bez
a s navazanym platinovym lé¢ivem pozorovan pomoci transmisni elektronové
mikroskopie pod a nad LCST. U vybranych konjugati DCH-pNIPAM s navdzanym
lécivem bude stanovena efektivita vazani tohoto léCiva a bude sledovdno jeho
uvoliiovani v c¢ase ztéchto konjugath ve fyziologickém roztoku nad LCST.
Nejvhodnéjsi konjugat DCH-pNIPAM s navazanym PhPt, kdy rozhodujicim kritériem
bude malé velikost, vysoka efektivita vazani 1éCiva a relativné pomalé uvolfiovani nad

LCST, bude vybran pro potencialni biologické testovani v budoucnosti.
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II. PRAKTICKA CAST
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9 EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni Casti je popsana priprava konjugati HA a pNIPAMu
(pNIPAMace, Kapitola 9.2.1) snéslednou regioselektivni oxidaci skladajici se
z primarni oxidace (POX, Kapitola 9.2.2) a sekundarni oxidace (SOX, Kapitola 9.2.3)
téchto konjugéatii. U vybranych oxidovanych konjugétii bylo navdzano protirakovinové

1é¢ivo PhPt.

9.1 Materialy a pristroje

Neni-li uvedeno jinak, vSechny chemikalie byly analyticky ¢isté. Ve vSech
reakcich ve vodném prostiedi byla pouzita ultracistd voda (UPW; z angl. ultra pure
water; 18,2 MQ - cm). Veskeré nastavovani pH bylo provedeno pomoci hydroxidu
sodného (NaOH; >98 %; Lachner, Ceska republika) a kyseliny chlorovodikové (HCI;
35%; Penta, Ceska republika). Pro pNIPAMaci a POX byla pouzita k. hyaluronova
(HA) ve formé sodné soli (M,, =~ 260 kDa; M,, ~ 2780 kDa; Tech, Grade; Contipro
a. s.; Ceska republika). V pNIPAMaci byl dale pouzit poly(N-isopropylakrylamid)
terminovany aminovou skupinou (pNIPAM; M,~5,5 kDa; M,~2,5kDa; Aldrich
chemistry), chlorid  4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinia
(DMTMM; 97 %; Fisher Scientific). Pro POX byly pouzity vzniklé konjugaty HA
a pNIPAMu, jako oxidaéni ¢inidlo slouZil jodistan sodny (NalOs; p.a.; Penta, Ceska
republika) a na zastaveni POX byl pouzit ethylenglykol (C2HgO»; &isty; Penta, Ceska
republika). V SOX reagovaly produkty vzniklé z POX, pfi€¢emZ reakce probihala ve
vodném pufrovaném roztoku z kyseliny octovée (CH3COOH; p.a.; >99,8 %; Sigma-
Aldrich) a octanu sodného trihydratu (CH;COONa-3H,0; p.a.; Penta, Ceské
republika) v pfitomnosti oxidac¢niho c¢inidla chloritanu sodného (NaClO2; 80 %;
Honeywell | Fluka). Pro dialyzu rozpustnych produktti pNIPAMace, POX a SOX byly
vyuzity dialyzaéni membrany se 14 kDa MWCO parametrem (z angl. molecular
weight cut off; Thermofisher Scientific) a pfipadny solny roztok dialyzy byl vytvoien
pomoci chloridu sodného (NaCl; ACS; Supelco, Merck). Pfipadné sterilizace
rozpusténych produktti byly provedeny pomoci filtri s pory o velikosti 0,45 pm.
Loading byl proveden pfevazné u produktl ziskanych ze SOX, kde jako platinové
1é¢ivo byl pouzit dusic¢nan cis-diammin-dichloro-phenanthridinplatnaty (PhPt), ktery
byl syntetizovan z diammin-dichloroplatnatého komplexu (cis-Pt) a phenanthridinu

(98 %; Sigma-Aldrich), pficemz i cis-Pt byl syntetizovan, a to z tetrachloroplatnatanu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

draselného (K2[PtCls]; 99,9 %; Alfa Aesar). PhPt byl aktivovan pomoci dusi¢nanu
stiibrného (AgNOs; >99,0 %; Honeywell | Fluka) a vysrazeni stfibrnych iontii bylo
provedeno pomoci NaCl (ACS; Supelco, Merck). Pro filtraci srazeniny chloridu
sttibrného (AgCl) byly pouzity filtry o velikostech poért 0,45 pm a 0,22 pm. Jako
dialyzacni membréna byla pouzita sparametrem MWCO 3,5 kDa (snakeskin
membrana, Thermo Fisher; pfedem oSetfenda membrana, Spectrum, Inc.). Pro
rozpusteéni oxidovanych konjugatii s navazanym PhPt byl krome& UPW pouzit fosfatem

pufrovany solny roztok o pH = 7,4 (PBS 7,4; Corning, USA).

UPW byla ziskéna pteciSténim demineralizované vody z demiralizacnich filtrii
(Aqual 29-2, Verkon) pomoci piistroje na Upravu vody Simplicity UV (Millipore).
Odstranéni vody ze vzniklych produkti bylo provedeno pomoci lyofilizadtoru Scanvac
CoolSafe 110-4 PRO (Labogene) [59]. Dispergace Castic v roztoku byla provedena
pomoci homogenizitoru UZ Sonopuls HD2070 kit [60]. Uvoliiovani 1é¢iv bylo
provadéno v inkubované orbitalni tfepacce 3500 (VWR). Pro studium struktury
pomoci FT-IR byl pouzit spektrometr Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA) [61]
vybaveny diamantovym hranolem a vyuzivajici metodu zeslabené tplné reflektance
(ATR z angl. Attenueted total reflektance) a dale také NMR spektrometr JEOL
ECZ400R/S3 (JEOL) [62], kdy vzorky byly rozpustény v oxidu deuteria (D;0)
a spektra méfena pii 298K. Stanoveni molarni hmotnosti bylo provedeno metodou
GPC pomoci pfistroje HPLC Waters Digital Breeze (Waters, USA) s vyuZitim
detektoru indexu lomu Waters 2414, kolony Tosoh TSK GMPWxL o rozmérech:
300 mm; 7,8 mm a 13 um obsahujici stacionarni gel [63]. Jako mobilni faze pro
metodu GPC byl pouzit 0,1M roztok dusi¢nanu sodného (NaNOs; 99,8 %; Lachner,
Ceska republika) a 0,05M hydrogenfosforeénanu sodného dodekahydratu
(Na2HPO4-12H0; 99,6 %; VWR, Ceska republika). Jako kalibracni fada byla vyuzita
souprava z polysacharidu pullulanu SAC-10 (Agilent technologies, Inc.) o intervalu
M,, € <0,342-805> kDa. Pro analyzu velikosti &astic a jejich stability byl pouzit
piistroj ZETA NANO ZS ZEN3601 (Malvern Panalytical) [64]. Pro stanoveni LCST
byly sledovany viskoelastické vlastnosti rozpusténych oxidovanych konjugati
prostfednictvim rota¢niho viskozimetru Anton-Paar MCR 502 (Anton-Paar) [65]. Pro
kvantitativni analyzu PhPt obsazeného v oxidovanych konjugétech a pfi jeho uvolnéni
byla pouzita metoda XRF prostiednictvim EDX-XRF analyzatoru ARL Quant’X

(Thermo Scientific) [66]. Pro pozorovani termoresponzivniho oxidovaného konjugatu
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a jeho derivatu s navazanym PhPt byla pouzita metoda TEM pomoci mikroskopu

JEOL JEM 2100 (JEOL) [67].

9.2 Priprava vzorkiit DCH-pNIPAM

Byly vytvofeny série vzorkil s charakteristickymi kody, u kterych byly
sledovany vlivy riznych parametrii na vlastnosti findlnich oxidovanych konjugatt.
Legendu pro zkratky u jednotlivych vzorkt Ize vidét v Tabulce 1. Pro sledovani vlivu
molarni hmotnosti vstupni HA jsou vzorky znaeny 01 (M, ~ 260 kDa)
a 02, 03 (M,, ~ 2780 kDa). Toto znaceni bylo vyuzZito také pro série sledujici vliv
stupn¢ oxidace na vlastnosti vyslednych oxidovanych konjugatt, 01, 02 (Gplna
oxidace konjugati) a 03 (parcialni oxidace konjugéatii). Série sledujici vliv reakénich
pomérai HA : pNIPAM (mnozstvi roubovaného pNIPAMu) jsou znaceny
pismeny A, C (mya: Mpnipam = 1: 1) a B (mya: mpnipam = 1: 2) a tyto byly vyuZity
také pro sledovéni vlivu molarni hmotnosti vstupniho pNIPAMu — A, B (M,,~5,5 kDa)
a C (M,~2,5 kDa). Pro sledovani zmé&n molarni hmotnosti vzniklych produktii napii¢
vSemi reakcemi (pNIPAMace, POX, SOX) byly vytvofeny tzv. blank série,

jez neobsahuji pNIPAM a znaci se pismenem D.

Tabulka 1: Legenda pro kody vzorkt vzniklych produkti pNIPAMace a selektivni oxidace.

01 Vstupni HA o M,, ~ 260 kDa pro tiplnou oxidaci
02 Vstupni HA o M,, ~ 2780 kDa pro uplnou oxidaci
03 Vstupni HA o M,, ~ 2780 kDa pro parcialni oxidaci
A Mpya: Mpnipam = 1:1a anNIPAM~5,5 kDa
Mya: Mpnipam = 1:2 anNIPAM~5,5 kDa

C Mya: Mpnipam = 1:1a anNIPAM~2,5 kDa

D Blank, vzorek prochazi vSemi reakcemi bez pNIPAMu
HA Kyselina hyaluronova

DAH 2,3-dialdehydhyaluronové kyseliny

DCH 2,3-dikarboxyhyaluronova kyselina
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9.2.1 pNIPAMace

Ptehled jednotlivych vzorki, navazek a reakénich parametri pro pNIPAMaci
lze najit v Tabulce 2. Pro série A/B byla navazka HA 500 mg s odpovidajicim
mnozstvim pNIPAMu a pro série C/D byla navazka HA 100 mg s odpovidajicim
mnozstvim dalSich reaktantti, pfi¢emz u série D pNIPAM nebyl. Vzorky série C a D
byly pfipravovany zniz§tho mnozstvi reaktanti, jelikoz slouzily pouze pro
charakterizace a porovnavani se sériemi A/B. Pfed reakci probihalo rozpousténi vyse
zminénych reaktanti v UPW po dobu 24 hod za laboratorni teploty a 250 RPM,
kdy hmotnostni koncentrace pro HA i pNIPAM ¢inila 25 mg:ml! pro série A/B,
hmotnostni koncentrace pro HA i pNIPAM u série C byla 20 mg:ml™'. Hmotnostni
koncentrace HA pro sérii D byla stejna jako u série C. Po rozpusténi reaktantl byly
polymerni smési smichany, a rozpustény pNIPAM byl vzdy pfidavan do rozpusténé
HA kviili jeho mensi viskozit€. U smichanych polymernich smési bylo nastaveno pH

reak¢niho prostiedi na hodnotu 6,5 + 0,2 pomoci NaOH ¢i HCI.

Tabulka 2: Prehled jednotlivych vzorki, navazek a reakénich parametrd pro
pNIPAMaci (my, ... Hmotnost navazky dané k. hyaluronové; cyp ... Hmotnostni kon-
centrace HA v celkovém objemu reakéni smési; mMyp: MpNipaM - Hmotnostni pomér HA
ku pNIPAMu; nya: NpmTMM --- Molarni pomér HA ku DMTMM; I ... Celkovy reakéni objem).

Kéd vzorku Myp CHA _ mHA:".leIPAM NYA: NPMTMM E
mg mg - ml mg: mg mol: mol ml

01_HA_A 500 12,5 1:1 1:1 40
01_HAB 500 8,3 1:2 1:1 60
01_HA_C 100 10 1:1 1:1 10
01_HA_D 100 20 - 1:1 5
02_HA_A 500 12,5 1:1 1:1 40
02_HA_B 500 8,3 1:2 1:1 60
02_HA_C 100 10 1:1 1:1 10
02_HA_D 100 20 - 1:1 5
03_HA_A 500 12,5 1:1 1:1 40
03_HA_B 500 8,3 1:2 1:1 60
03_HA_D 100 20 - 1:1 5

Po nastaveni hodnoty pozadovaného pH reakcniho prostiedi bylo piidano
adekvatni mnozstvi DMTMM coby aktivaéniho cinidla v molarnim poméru

nga:Npmtmm = 1: 1. Reakce probihala za laboratorni teploty, pfi 250 RPM
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a s ptistupem svétla po dobu 120 hod. Po skonceni reakce byly reakéni smési
precistény dialyzou pomoci dialyza¢nich membran o MWCO 14 kDa po dobu 72 hod,
kdy 48 hod probihala dialyza v 0,01M roztoku NaCl a nasledujicich 24 hod byla
pouzita pro dialyzu pouze UPW. Dialyzat byl ménén dvakrat denné. Vysledné
produkty byly po nakapani do krystaliza¢nich misek a zmrazeni pomoci ethanolové
ledové 1azné pii —80 °C ziskany pomoci lyofilizace. Veskeré vytézky byly ze vSech

sérii téméf kvantitativni, coz odpovida hodnotam vytézku nad 90 %.

9.2.2 Primarni oxidace

Pomoci  molariho poméru nya: inaro, = 1:3,1, zvoleného na zakladé
predchozich praci[18], bylo stanoveno mnozstvi reaktanti pro vSechny
konjugaty HA-pNIPAM, pti¢emz u sérii A/B se vychdzelo z navazky HA-pNIPAM
odpovidajici 450 mg HA, u série C byla navazka vstupnich reaktant odvozena
z90 mg HA a u série D se vychazelo z 80 mg HA (Tabulka 3). Ke zminénym
hmotnostem HA téchto sérii se vztahuji i1 ostatni nastavované parametry POX.
Konjugaty sérii A/B/C 1 HA ze série D byly rozpoustény za laboratorni teploty
a pfi 250 RPM v UPW po dobu 24 hod, kdy hmotnostni koncentrace HA byla
20 mg-ml™. Po rozpusténi vzorki vech sérii bylo ptidano adekvatni mnoZstvi roztoku
periodatu a zacala POX. Reakce probihala ve vodni 1azni pfi teploté 30 °C a 300 RPM
za absence svétla po dobu 24 hod u sérii 01/02 (Uplné oxidace) a po dobu 4 hod
u série 03 (parcialni oxidace). Zastaveni POX probéhlo pifidavkem adekvatniho
mnozstvi ethylenglykolu, tj. 1 pl ethylenglykolu na 1 mg HA. Piebyte¢ny periodat
v reakéni smési reagoval s ethylenglykolem po dobu 10 min za laboratorni teploty,
absence svétla a pti 300 RPM. Precisténi produktd z reakéni smési bylo provedeno
pomoci dialyzy ptes dialyzatni membrany s MWCO 14 kDa oproti 0,01M roztoku
NaCl po dobu 48 hod, kdy byl dialyzdt ménén dvakrat za den a nasledné po
dobu 24 hod s obdobnou vyménou dialyzatu oproti UPW. Retenaty z dialyzy byly
filtrovany pfes filtry s pory o velikosti 0,45 um, nakapany do krystaliza¢nich misek
v ethanolové ledové 1azni pi1 —80 °C a lyofilizovany. Veskeré vytézky ze vSech sérii

byly opét téméf kvantitativni, coZ odpovida hodnotam vytézku nad 90 %.
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Tabulka 3: Piehled jednotlivych vzorki a reakénich parametri pro POX
(mry, - Predpoklddand hmotnost HA ptitomné v navazce HA-PNIPAM; cyy ... Hmot-

nostni koncentrace teoretické HA v celkovém objemu reakeni smési; nya: Nnaro, --- Molarni
pomér HA ku periodatu; tpgy ... Reakéni doba primarni oxidace; V, ... Celkovy reakéni objem).

Kéd vzorku TTiia __HA__ — A RO, trox %

mg mg - ml~? mol: mol hod ml
01_DAH_A 450 10 1:31 24 45
01_DAH_B 450 10 1:3,1 24 45
01_DAH C 90 10 1:3,1 24 9
01_DAH_D 80 10 1:3,1 24 8
02_DAH _A 450 10 1:3,1 24 45
02_DAH _B 450 10 1:3,1 24 45
02_DAH C 90 10 1:31 24 9
02_DAH _D 80 10 1:31 24 8
03_DAH _A 450 10 1:31 4 45
03_DAH _B 450 10 1:31 4 45
03_DAH _D 80 10 1:3,1 4 8

9.2.3 Sekundarni oxidace

Béhem SOX opét vychazime kvili snadnéjsimu stanoveni mnozstvi reaktantt
z ptredpokladu, ze ztraity béhem POX jsou zanedbatelné a u vzniklych
konjugati DAH-pNIPAM doslo ke 100% konverzi hydroxylovych skupin na
aldehydické. Tedy vzniklé primarné-oxidované konjugaty obsahuji mnozstvi DAH
ekvivalentni k plivodné piidané HA. I pokud by byl stupent oxidace o néco nizsi,
nemélo by to vzhledem k nadbytku oxida¢niho Cinidla a vysokym redlnym vytézkim
ovlivnit reakci. Mnozstvi NaClO> bylo stanoveno pro jednotlivé vzorky na zakladé
zvoleného  moldrnitho  poméru  aldehydickych  skupin v DAH-pNIPAM
ku NaClO2 n_cho:nNaclo, = 1:4 [18], piicemz se pfedpoklada 100% konverze
hydroxylovych skupin na aldehydické, coz u DAH odpovida 5,01 mmol-g!. Celkova
koncentrace oxida¢niho ¢inidla v pufrovaném roztoku byla 0,1 mol-1"'. U sérii A/B se
vychazelo z 400 mg DAH a u sérii C/D se vychéazelo z 50 mg DAH (Tabulka 4). Jako
rozpoustédlo v SOX byl pouzit pufr o pH=4,5 ktery je tvofen
z roztoku 0,045M CH3COONa-3H,0 a 0,055M k. octové. Konjugaty DAH-pNIPAM
a DAH (série D) byly napfed rozpustény v pufrovaného roztoku béhem 30 min
pti 300 RPM a laboratorni teploty. Do rozpusténych primarné-oxidovanych konjugéti

bylo pfidano adekvatni mnozstvi oxidacniho €inidla v digestofi (uvolnovani chloru



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

b&hem reakce), které bylo rovnéz predem rozpusténo v pufrovaném roztoku, ¢cimz byla
reak¢ni smés dofedéna na pozadovany reakéni objem. SOX probihala za laboratorni
teploty, pfi 300 RPM v digestofi po dobu 24 hod. Ukonceni SOX bylo provedeno
nastavenim pH reak¢éni smési na hodnotu v rozmezi pH € <8,00—8,20>. Reak¢ni smési
byly ptecistény dialyzou pomoci dialyza¢nich membran s MWCO 14 kDa
proti 0,01M roztoku NaCl dobu 48 hod, pfic¢emz dialyzat byl ménén dvakrat za den
anasledné¢ byl dialyzat nahrazen UPW po dobu 24 hod s obdobnou vyménou
dialyzatu. Po dialyze bylo prostfedi retendtu nastaveno na pH = 7,40 £ 0,05,
nasledovala jeho filtrace pies 0,45um filtry, nakapani do krystaliza¢nich misek
v ethanolové ledové 1azni pii —80 °C. Produkty vSech sérii byly ziskany lyofilizaci,
pficemz vytézky byly opét kvantitativni.

Tabulka 4: Piehled jednotlivych vzorki a reakénich parametri pro SOX
(Mrpay - Predpoklddand hmotnost DAH piitomné v navazce DAH-PNIPAM;
N_cho - Latkové mnozstvi aldehydickych skupin v adekvatnim mnozstvi DAH,;
N_cHo* MNaclo, - Molarni pomér aldehydickych skupin DAH ku NaClO: ; ¢yqcio, - Latkova
koncentrace NaClO; v celkovém objemu reakéni smési; V, ... Celkovy reakéni objem).

Kéd vzorku MTpag | M-cHO | M-CHO'"NaClO, CNaClO_Z Ve
mg mol mol: mol mol - 171 ml
01_DCH_A 400 2 1:4 0,1 80,144
01_DCH_B 400 2 1:4 0,1 80,144
01_DCH _C 50 0,25 1:4 0,1 10,018
01_DCH_D 50 0,25 1:4 0,1 10,018
02_DCH _A 400 2 1:4 0,1 80,144
02_DCH _B 400 2 1:4 0,1 80,144
02_DCH _C 50 0,25 1:4 0,1 10,018
02_DCH _D 50 0,25 1:4 0,1 10,018
03_DCH _A 400 2 1:4 0,1 80,144
03_DCH_B 400 2 1:4 0,1 80,144
03_DCH _D 50 0,25 1:4 0,1 10,018

9.3 Priprava oxidovanych konjugati s PhPt

U vybranych termoresponzivnich oxidovanych konjugati (01 DCH_B,
02 DCH_A, 02 DCH_B) byly vytvoteny série vzorki P1-P3 s odpovidajicimi kody
(Tabulky 5 a 6), pfi¢emz jednotlivé série vznikaly chronologicky a liSily se zménami

danych reak¢nich parametrt pti loadingu platinového 1é¢iva za ucelem optimalizace
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této reakce a vytvoteni termoresponzivnich ¢astic s vysokym obsahem PhPt a nizkymi
rozméry, blizicimi se nanoméfitku, a relativné¢ pomalym uvoliiovanim tohoto 1é¢iva.

Reak¢ni parametry jsou v Tabulce 6.

Tabulka 5: Legenda pro kody vzorkt vzniklych produkti loadingu.

01 DCH-pNIPAM vznikly ze vstupni HA
o M,, = 260 kDa a plné oxidovany
02 DCH-pNIPAM vznikly ze vstupni HA
o M,, = 2780 kDa a plné oxidovany
DCH-pNIPAM vznikly z reak¢nich poméri
A Mya: Mpnpam = 1:1a anNIPAM~5,5 kDa
DCH-pNIPAM vznikly z reak¢nich poméri
B Mya: MpNipam = 1:2 anNIPAM~5,5 kDa
DCH 2,3-dikarboxyhyaluronova kyselina
P Nosi¢ s navazanym PhPt

Pro aktivaci PhPt bylo nejdfive rozpuSténo adekvatni mnozstvi této latky
v UPW po dobu 45 min pii 55 °C, pficemZ hmotnosti koncentrace PhPt v roztoku pro
jednotlivé série ¢inila 1 mg'ml™!. Po rozpusténi 1é¢iva bylo ptidano odpovidajici
mnozstvi AgNO3 dle molarniho pomeru npype: Nagno, = 1: 1, €imZ zacala aktivacni
reakce PhPt, kterd probihala na tfepace za absence svétla ve vodni lazni
pfi 150 RPM pfi rlizné teploté a po dobu danou pro jednotlivé série (Tabulka 6). Po
skonCeni aktivacni reakce byla reakéni smés zchlazena na pfiiblizné 4 °C po
dobu 1 hod. Zchlazené reakéni smési vSech sérii byly filtrovany pomoci 0,45um
a 0,22um filtrd, pticemz po kazdé filtraci bylo ptidano malé mnozstvi NaCl v fadech
miligramti kvili ovéfeni piitomnosti |AgCl. Pokud smés ,aktivovaného* PhPt
obsahovala po pfidavku NaCl ndznaky bilého zakalu (suspenze), tj. vyskyt |AgCl,
byla suspenze filtrovana, dokud po ptidavku NaCl nezistal bezbarvy roztok.
U série P3 se nastavilo pH = 7,00 £ 0,05 pomoci NaOH, jelikoZz prostiedi roztoku
»aktivovaného* PhPt vykazovalo kysel¢ pH, coz castecné brani navazani na
karboxylaty DCH. Roztoky ,,aktivované* PhPt byly v daném mnozstvi nakapany do
pifislusnych rozpu$ténych koloiddi DCH-pNIPAM o pH 7,4 pifi rychlosti
michani 400 RPM, pfi¢emz hmotnostni poméry reaktantii v reakéni smeési odpovidaly
Mphpte: MpcH-pNipaM = 1: 1. Vazani PhPt probihalo za absence svétla na tiepacee pii
rychlosti tfepani 100 RPM, dané teploté a po pfislusnou dobu u jednotlivych sérii
(Tabulka 6). Reak¢ni smési byly ptecistény pomoci dialyzy po dobu 4 hod v objemu
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odpovidajicimu objemovému poméru reakéni smési ku dialyzatu Vig: Vp = 1: 20,
pfiemz slozeni dialyzatu a teplota dialyzy se u vzorkl liSila dle pfislusnych sérii
(Tabulka 6). Retenaty veskerych dialyz byly nakapany do krystaliza¢nich misek
v ethanolové 1adzni pii —80 °C a lyofilizovany. Vytézky vyslednych produktia byly
kvantitativni.
Tabulka 6: Prehled reakénich parametrd loadingu PhPt
u jednotlivych vzorki sérii P1-P3 (m,, ... Navazka daného nosice; t, ... Doba

aktivacni reakce; T, ... Teplota aktivacni reakce; pHy, ... Nastavena pH hodnota reaktantti
pred zahajenim loadingu; ¢y, ... Reakéni doba loadingu; Ty, ... Teplota loadingu; Ty, ... Teplota dialyzy).

Kéd vzorku :;l—; % Z—é pTHL % Z—é Z—E Roztok dialyzy
01_DCH_B-P1 50 | 16 | 55 | N/JA | 48 | 25 | 25 UPW
02_DCH_B-P1 50 | 16 | 55 | N/JA | 48 | 25 | 25 UPW
02_DCH_A-P1 50 | 16 | 55 | N/JA | 48 | 25 | 25 UPW

[-02_DCH_A-P2 15 | 16 | 55 | NJA | 72 | 37 | 37 UPW

II-02_.DCH_A-P2 | 15 | 16 |55 | N/A | 72 | 25 | 25 UPW
III-02. DCH_A-P2 | 15 | 16 | 55 | N/JA | 72 | 25 | 37 3hod | Thod
PBS 7,4 | UPW

02_DCH_A-P3 30 | 72 | 25 7 72 | 25 | 25 UPW

02_DCH-P3 30 | 72 | 25 7 72 | 25 | 25 UPW
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

U vzniklych produkti DCH-pNIPAM byla ovéfena struktura, byl stanoven
stupent oxidace DCH v zékladnim fetézci oxidovaného konjugatu, grafting a stupen
substituce pPNIPAMu na DCH. Byla zjisténa molarni hmotnost a index neuniformity
u vzorkl série D, zaroven byla stanovena velikost ¢astic pomoci hydrodynamického
praméru du a jejich stabilita v koloidu pomoci zeta potencialu . Dale byla
odhadnuta LCST u termoresponzivnich oxidovanych konjugati. U vybranych
konjugatt DCH-PNIPAM s navazanym platinovym Iécivem byl stanoven
hydrodynamicky prumér a polydisperzita velikosti ¢astic PDI, pficemz u téchto
konjugati a DCH byla sledovéana efektivita navazani PhPt, a zaroven jeho uvoliiovani
z vysSe zminénych konjugati a DCH ve fyziologickém prostfedi v ¢ase. Nejvhodnéjsi
termoresponzivni oxidovany konjugat a jeho derivat s navazanym PhPt byl pozorovan

pomoci TEM.

10.1 Struktura vzniklych produktu

IR spektra byla méfena u vzorkit v pevném stavu pomoci FT-IR. Na
Obrazku 22a lze vidét IR spektra vstupnich materiali pro pNIPAMaci a produkt
selektivni oxidace HA. Na Obrazku 22b je mozné pozorovat IR spektrum vybranych
produktl pNIPAMace a selektivni oxidace. Pro piehlednost v grafu byly vybrany

jen 4 produkty, jelikozZ spektra ostatnich jsou velmi podobna.

V IR spektru pNIPAMu (Obrazek 22a) 1ze vidét tzv. spfazené valenni vibrace
amidickych skupin pfi hodnotach vino¢tu <3300 cm™ (amid A), <1630 cm™! (amid I)
a =1550 cm™! (amid II). Tyto vibrace jsou charakteristické pro vazby O=C a N-H
v amidové skuping pNIPAMu. Zaroveii lze pozorovat v intervalu <2800-2980> cm’!
valenéni vibrace charakteristické pro vazbu C-H z uhlovodikové fetézce pNIPAMu.
Zminéné vibrace pNIPAMu je mozné vidét také u konjugati DCH-pNIPAM na
Obrazku 22b, konkrétné jsou v téchto konjugatech ptitomny spfazené valen¢ni vibrace
amid A (=3320 cm™), amid I (<1650 cm™), amid II (<1550 cm™) a valenéni vibrace
charakteristické pro uhlovodikovy fetézec v pNIPAMu v rozsahu <2800-2980> cm!.
To znamend, ze vysledné produkty po pNIPAMaci a nésledné selektivni oxidaci
obsahuji pNIPAM a doslo tedy k vytvofeni vazby mezi pNIPAMem a HA ¢i DCH.
V IR spektru pro HA je mozné pozorovat pii 3300 cm™! valenéni vibrace vazby O-H

z hydroxylovych skupin, p¥i =1600 cm™ se nachazi relativné slaby pas valenéni
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vibrace pro vazbu O=C z karboxylové skupiny a N-acetylglukosaminové jednotky

apas pfi ~1050 cm’!

odpovida deformacnim vibracim charakteristickym pro
vazbu C-O-C z glykosidické vazby HA a hemiacetalového kysliku v monomerech.
Pasy pii stejnych hodnotach vinoctu 1ze pozorovat i u DCH (Obréazek 22a), kde ale
zejména pii  =1600 cm?' doSlo kznaénému narGstu intenzity piku
v dtsledku oxidace HA na DCH a odpovidajiciho zvySeni mnozstvi karboxylovych
skupin v DCH. Obdobny nériist intenzity valenéni vibrace pii 1600 cm’!, tj. zvyseni
mnozstvi karbonylovych skupin v karboxylatech, je mozné pozorovat i u vzniklych
produktii pNIPAMace a selektivni oxidace (Obrazek 22b). Zarovei pti <3300 cm™! je
pritomen pas charakteristicky pro valen¢ni vibraci vazby O-H hydroxylové skupiny
a deformaéni vibrace (<1050 cm™!) vazby C-O-C, pfi¢emz pokles intenzity tohoto pasu
by mohl byt zplsoben degradaci molarni hmotnosti HA pfi selektivni oxidaci

(Kapitola 10.2).
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Obrazek 22: IR spektra s Fourierovou transformaci (zavislost absorbance 4 na vinoctu
) pro vychozi latky (a) a vybrané produkty pNIPAMace a selektivni oxidace (b).
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Po kvalitativni FT-IR analyze nasledovala NMR analyza, kde vzorky byly
rozpustény v D20 o koncentraci 10 mg-ml™'. Z 'H-NMR spekter naméfenych pii 289K
(Obrazek 23) 1ze videt charakteristické signaly DCH a pNIPAMu, které jsou oznaceny
odpovidajicim symbolem vodiku ze struktury DCH-pNIPAM pii danych chemickych
posunech. Pro jednoduchost jsou ukdzana jen spektra pro vzorky 01 DCH A,
01 DCH B a 01 DCH D, protoze spektra ostatnich vzorkli byla podobna.
Graftingové cislo (G) bylo stanoveno z porovnani intenzit signald Ho pNIPAMu
a H5 DCH. G je uvedeno na Obrazku 24a. Pro parcidlné¢ oxidované konjugaty
nebylo G zkoumano, jelikoz nedosahovaly pozadované malé velikosti nanogelovych

¢astic vzhledem k jejich kone¢né vyssi molarni hmotnosti (Kapitola 10.2 a 10.3).
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Obréazek 23: 'H-NMR spektra vybranych oxidovanych konjugatdh DCH-pNIPAM.

Pro ptiblizné stanoveni substitu¢niho stupné pNIPAMu na DCH byl vypocitan
teoreticky polymeraé¢ni stupeti pNIPAMu (DP) jako podil M, pNIPAMu uvedeného
vyrobcem (5,5 kDa pro vysokomolarni pNIPAM a 2,5 kDa pro
nizkomoldrni  pNIPAM) a  ,stfedni® molarni  hmotnosti  monomerni
jednotky pNIPAMu zohlediujici terminujici amin (Mpnipam = 115,778 g-mol™!). DP
pro pouzity pNIPAM je uveden na Obrazku 24a. Podilem G a DP byl stanoven stupeii
substituce (DS) pNIPAMu na DCH (Obrazek 24b). DS se u série A pohybuje

okolo 10 % a u série B pfiblizn€ odpovida 25 %, coz zhruba odpovida nastavenym
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reakénim parametriim u série A/B, tj. u série B bylo pfidano dvakrat vétSi mnozstvi
pNIPAMu nez u série A. Podobny pomér mezi sériemi A/B je vidét i u G. Pfi
porovnani DS pro série A/C, kdy reakéni poméry HA ku pNIPAMu byly stejné,
ale molarni hmotnost pNIPAMu mezi témito sériemi se liSila, je mozné pozorovat
vyssi DS u série C. Nicméné hodnoty G pii porovnani série A/C byly relativné
podobné. Série C vykazuje vyssi DS, jelikoz pNIPAM mél niz§i M, ~ 2,5 kDa,
pficemz pii

stejné hmotnosti navazky vstupniho pNIPAMu obsahuje vice

makromolekul neZ je tomu u pNIPAMu série A, jehoz M, ~ 5,5 kDa.

Stupent oxidace (DO) byl zjistén z integralnich intenzit signald H1" a HS,
tedy porovnanim oxidovanych a neoxidovanych skupin u plné i parcialn€ oxidovanych
konjugatd v NMR spektrech. DO pln¢ oxidovanych konjugati (série 01 a 02)
odpovidal <86-97> % (Obrazek 24b). U parcialn¢ oxidovanych konjugati tato
veli¢ina dosahovala 70 %, coz odpovida nastavenym reakénim parametrim selektivni

oxidace [18].

G,DP/1

40

30

22 22
20

10
5.2 4,1 4,7 4,3
. | |
L £ < T R %
(;2\/ 0(:?\/ QC%\/ (\3\/ Qd/ d./
[\aad [\ [\3ed [\ [Nad [Nad
w Grafting DP pNIPAMu
b 100 97 96
B 92 93 92 94
'S 86 86
El
& 8o
70
60
40
26 24
20 19 20
- I 5 I I
0
o @ < Q b 2 < Q Q
0(3\/ Q&/ QC‘?\/ ocz\/ Q(;z\/ QCQ\/ o&/ QC?\/ ocz\/
> > > &7 P & e &7 &7

®mDODCH mDS pNIPAMu na DCH

Obrazek 24: Stanoveny teoreticky polymeracéni stupen DP a graftingové
¢islo G (a). Stupeil oxidace DO a stupen substituce DS u oxidovanych
konjugati DCH-pNIPAM vcetné DO parcialné oxidovaného vzorku 03 DCH_D (b).
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10.2 Degradace molarni hmotnosti produktii

Série obsahujici pNIPAM nemohly byt charakterizovany pomoci GPC,
jelikoz by mohlo dojit k zahtati téchto vzorki v prostfedi kolony, néslednému
vytvotfeni hydrogelovych struktur a poskozeni kolony v podob& ucpéani pora ve
stacionarni fazi kolony. Moldrni hmotnosti byly proto stanoveny pro sérii D,
ktera prosla vSemi operacemi, ale nebyl na ni navazan pNIPAM. Vzorky série D byly
rozpustény v mobilni fazi o koncentraci 2,5 mg-ml™! pro charakterizaci pomoci GPC
metody. Z Obrazku 25 a Tabulky 7 Ize vidét, ze béhem pNIPAMace nizkomolarni HA
(série 01) dochazi k zanedbatelné¢ degradaci o hodnoté pfiblizné 12 %,
a zaroven dochazi ke zlepSeni indexu neuniformity o necelych 6 %,
avsak u vysokomoldrni HA dochdzi ke znacné degradaci tfetézce HA odpovidajici
hodnoté 75 % u série 02 i 03. Tato degradace je pravdépodobné zplsobena diky
dlouhodobému piisobeni (5 dnil) slabé kyselého prostredi [68] béhem pNIPAMace,
kdy mize u HA dochazet k protonaci glykosidickych vazeb v fetézci a jejich
naslednému hydrolytickému rozstépeni. U vysokomolarni HA dochazi ke statisticky
mnohem pravdépodobnéjSimu Stépeni makromolekul na vice mistech a naslednému
znacnému poklesu molarni hmotnosti oproti nizkomolarni HA, kde je
pravdépodobnost rozstépeni malych fetézcli mensi, protoze je fetézec krats$i. Tomu
nasv€dCuje 1 skutecnost, Ze index neuniformity u nizkomoldrni HA se zmensil
(Tabulka 7), ale u vysokomolarni HA se u sérii 02 a 03 podstatné zvysil,

a tudiz dochdzi k ndhodnému §té€peni na rdznych mistech makromolekuly HA.
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Obréazek 25: Hmotnostni stted molarni hmotnosti M,, vstupnich HA a produktii
pNIPAMace a selektivni oxidace.
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Degradace molarni hmotnosti béhem selektivni oxidace je u obou vstupnich
materiald ptiblizné stejné vysoka a odpovida u plné oxidovanych produkti hodnotdm
vrozsahu <80-90> % a 1 u parcidlné¢ oxidovanych produkti dosahuje
degradace =80 %. Zarovenn u vSech sérii dochazi ke zvySeni uniformity moléarni
hmotnosti (Tabulka 7). Tato degradace byla pozorovana i u obdobné
pfipravovanych DCH [18] pfi stejnych reakénich parametrech. Vzhledem
k pozadovanym cilim této diplomové prace, tedy dosazeni mikrorozmérnych ¢i
nanorozmérnych termoresponzivnich oxidovanych konjugatd, je nizka molarni
hmotnost vyslednych produktti pravdépodobné lepsi, protoze lze ocekavat tvorbu

mensich ndhodnych klubek a vyssi tendenci k tvorbé uspotradanych (nano)struktur.

Tabulka 7: Pfehled hmotnostnich stfedt molarni hmotnosti M,, a index@ neuniformity X
s odpovidajicimi odchylkami ﬁ,ﬁa 03 pro odpovidajici vstupni HA, produkty pNIPAMace a
selektivni oxidace.

Nazev vzorku M,, + O, X toy
260 kDa HA 259,3 + 0,4 2,56 + 0,01
01_HAD 229,1+0,3 2,41 £0,01
01_DCH_D 43,0 + 0,1 2,02 + 0,01
2780 kDa HA 2775,8+ 0,5 3,81 £0,01
02_HA_D 6909 + 0,4 4,28 + 0,01
02_DCH_D 60,5+ 0,2 2,17 £ 0,01
2780 kDa HA 2775,8+ 0,5 3,81 £0,01
03_HA_D 691,6 + 0,3 5,15 £ 0,01
03_DCH_D 136,4 + 0,4 2,33 £ 0,01

10.3 Velikost ¢astic a stabilita oxidovanych konjugati

Pro stanoveni hydrodynamického priméru hydrogelovych  ¢astic
a jejich ¢ Dbyly oxidované konjugaty  rozpustétny v UPW  pii
koncentraci 0,05 mg-ml’!, pfi¢emZ dispergace hydrogelovych &astic v roztoku byla

dosaZena pomoci sonifikace v ledové 1dzni po dobu 2 min za 40% intenzity.

Z Obrazku 26a a Tabulky 8 je mozné vidét, ze pii teplot¢ 25 °C
u termoresponzivnich konjugath pfipravenych z vysokomolarni HA pfi tplné oxidaci
dochdzi k vytvofeni mensSich ¢astic, neZ je tomu u termoresponzivnich konjugétt

pfipravenych z nizkomolarni HA. Castice z vysokomolarni HA jsou i nepatrné
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stabiln&jsi oproti ¢asticim z nizkomolarni HA (Obrazek 26b). U termoresponzivnich
parciadlné¢ oxidovanych konjugati (série 03) naopak dochazi obecné ke zvétSeni
rozmért téchto konjugatii pii laboratorni teploté, a to jak oproti nizkomolarni HA

(série 01), tak oproti HA o stejné vstupni molarni hmotnosti (série 02).

PIn¢ oxidované konjugaty s vys$sim obsahem pNIPAMu (série B) vykazuji
niz8i velikosti, a zaroven vyssi stabilitu ¢astic pii 25 °C i 37 °C oproti sérii A,
ktera obsahuje mén¢ pNIPAMu. Avsak u termoresponzivnich parcialné oxidovanych
konjugath (série 03) je tomu ptesné naopak, kdy jsou zpravidla pifi vy$§im mnozstvi
pNIPAMu hydrogelové castice veétsi nez Castice s menSim obsahem pNIPAMu
(03 DCH_B vs. 03 DCH_A), a zaroven pii 25 °C jsou castice s vy$§im obsahem
pNIPAMu méné stabilni. Naopak niz§i mnozstvi pNIPAMu vytvoii v kombinaci

s parcialni oxidaci mens$i ndhodné klubko s nepatrné vyssi stabilitou v rdmci odchylek.

Vysokomolarni pNIPAM ma vliv na vytvoreni malych ¢astic jen v ptipad¢ jeho
vyss§iho mnozstvi (série B). Naopak vysledky série A jsou pii porovnani
s nizkomolarnim pNIPAMem (série C) podobné. Nicméné vzorky série C vykazuji
niZs§i stabilitu oproti sérii B a také mnohem vyssi odchylky méfeni poukazujici na vyssi

polydisperzitu Castic ze série C.

Na druhou stranu relativné nizkych velikosti dosahuji vzorky, jenzZ neobsahuji

pNIPAM ve své strukture.
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Obrazek 26: Hydrodynamické praimeéry du konjugati DCH-pNIPAM a DCH
(série D) pii 25 °C a 37 °C (a). Zeta potencialy { konjugati DCH-pNIPAM
a DCH (série D) pii 25 °C a 37 °C rozpusténych v UPW (b).

Obecné lze tici, Ze po zvySeni teploty z 25 °C na 37 °C v ramci odchylek
méfeni nedochézi k o¢ekdvanému vyznamnému poklesu velikosti ¢astic napti¢ vSemi
sériemi kvuli smrsténi fetézcti pNIPAMu. U 01 _DCH_C dokonce dochazi k narastu
velikosti ¢astic. Nicméné u vSech vzorkli dochézi po zahtati k navyseni stability ¢astic,
kdy nejvyssi narust stability vykazuji vzorky série D oproti vzorkiim obsahujicich

pNIPAM. U pIné oxidovanych vzorkii s pNIPAMem potom dochazi k nejvyssSimu
narustu stability u 01 DCH_A, 01 DCH B a 02 DCH_A.
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Tabulka 8: Pfehled hydrodynamickych praméri dy a zeta potencialt { s odpovidajicimi odchylkami
04, / 07 pro odpovidajici produkty pNIPAMace-selektivni oxidace pfi teplotach méfeni 25 °C a 37°C

rozpusténych v UPW.
25°C 37 °C
Nazev vzorku dy + o, {+5; dy £ o7, {t5;
nm mV nm mV

01_DCH_A 560+ 10 -3,5+0,5 500 + 50 -22,8+1,2
01_DCH_B 310+ 20 -10+ 2 300+ 20 -26,7+ 0,6
01_DCH_C 3135 -5+2 460 + 90 -7,0+0,7
01_DCH_D 370+ 10 -18+ 3 28317 -32,7+14
02_DCH_A 390 £ 40 -41+£0,5 310 £ 40 -15+3
02_DCH_B 230 £ 30 227 2095 31,1+ 14
02_DCH_C 315+5 -92+1,0 300+ 10 -16,4+ 0,9
02_DCH_D 3036 -148+ 1,1 22413 -32,7+£1,0
03_DCH_A 600 £+ 300 -7+3 230+ 20 -14 + 2
03_DCH_B 670 + 60 5+2 510+ 70 -18,9 £ 0,7
03_DCH_D 350+ 20 -3,7+0,3 460 +90 -23+4

10.3.1 Diivody zmény velikosti a stability konjugati

Na zéklad¢ zjisténych vysledkll lze predpokladat, Ze vzniklé Ccastice
DCH-pNIPAM se ziejmé formuji ve vodném rozpoustédle pii 25 °C do ndhodného
polymerniho klubka, avSak po zahtati na 37 °C dochazi k reorientaci makromolekul
takového klubka, pfi¢emZ nyni hydrofobni pNIPAM se pravdépodobné orientuje
smérem do geometrického stifedu castic a hydrofilni karboxylové skupiny se orientuji
na povrchu ¢astic. Tento zévér podporuje, kromé malé zmény velikosti ¢astic, také
zvySeni hodnoty { €astic pii vyssi teploté. Pti reorientaci pNIPAMu do stiedu ¢astic se
totiz na povrch dostava vyssi mnozstvi karboxylovych skupin, zvySuje se zaporny

naboj, a to vede k nartstu absolutni hodnoty ¢ pii 37 °C.

Toto nezvyklé chovani je umoznéno diky vyssi flexibilité¢ fetézcih DCH
v porovnani s HA. Pii oxidaci totiz dochéazi k ptferuseni kovalentnich vazeb mezi
uhliky C2 a C3 v D-glukoronové jednotce HA a makromolekula je v tomto misté
ohebnéjsi [19]. Toto chovani také vysvétluje podstatny vliv stupné oxidace DCH na
zménu velikosti ¢astic patrny z Kapitoly 10.3. U parcialné oxidovanych konjugati
totiz k preruseni vazeb a ,,otevieni® nékterych D-glukoronovych jednotek nedojde,

a tudiz zlstavaji zachovany méné ohebné¢ — rigidnéjsi segmenty v makromolekule.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

Proto série 03 vykazuje vétsi ¢astice s pomérné velkym hydrodynamickym primérem
(makromolekuly se nemohou jednoduse uspotadat do malych klubek) a nizkou
stabilitou 1 navzdory vysSimu mnozstvi pNIPAMu. Pifi 37 °C pak nedochézi
k reorganizaci Castic a reorientaci hydrofobnich ,,sbalenych® fetézci pNIPAMu
smérem do stiedu prave kvili pritomnosti rigidnich segmentti. Naopak u flexibilnich
segmentl pln¢ oxidovaného konjugatu dochdzi k ochotnéjsi tvorbé malych ¢astic pti

vy$$im mnozstvi navazaného pNIPAMu.

Dalsim faktorem podporujicim teorii reorganizace ¢astic je chovani konjugétii
série C. Nizkomolarni pNIPAM totiz vytvoril malé ¢astice jen u nizkomolarni HA
(01 DCH_C), jelikoz u fetézcG DCH s vys§i molarni hmotnosti (02 DCH_C)
nedochdzi k efektivni reorganizaci ndhodného klubka, ziejmé kvili nizkomolarni
povaze pNIPAMu, jehoz hydrofobicita neni dostate¢na k ptekonédni volného objemu
DCH fetézct a vytvoreni pomysiného jadra ¢astice termoresponzivniho oxidovaného

konjugatu.

Ve vysledku tedy lze konstatovat, ze po zvySeni teploty nad LCST u plné
oxidovanych konjugati obsahujicich pNIPAM nedochazi ke zméné velikosti
pravdépodobné kvili flexibilnim fetézcim DCH ve spojenim s reorganizaci vnitinich
struktur nanocastic. Zatimco pii 25 °C je polymerni klubko u téchto konjugath
orientovano ndhodn¢ bez vyznamnéjSich interakci vyvolavajicich smrsténi tohoto
klubka, po zahtati nad LCST (37 °C) dojde ke zvySeni hydrofobicity pNIPAMu
ak jeho reorientaci do pomyslného stfedu termoresponzivniho oxidovaného konjugétu
diky hydrofobnim sildm, pfi¢emz hydrofilni karboxylové skupiny sméfuji do vodného
prostiedi (Obrazek 27). Takto dojde k reorganizaci konjugatu DCH-pNIPAM, aniz by

doslo k vyznamné zméné¢ velikosti.
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Obrazek 27: Ilustrace mozného teplotniho prechodu (reorganizace)
konjugati DCH-pNIPAM.

10.4 Stanoveni LCST

Pro stanoveni LCST byly pln€ oxidované konjugity rozpuStény v UPW
o koncentraci 20 mg-ml™!, pfic¢emz byla sledovana zavislost komplexni viskozity na
rostouci teploté na rotaénim reometru pii 1% deformaci vzorku, frekvenci 0,1 Hz pfi
rychlosti ohievu 0,5 °C-min’!. U termoresponzivnich plné oxidovanych konjugatt
byly pozorovéany rozdilné LCST (Tabulka 9), pfi¢emz u vzorki série C nebyla LCST
stanovena, protoZe nebyl pozorovan dostatecn€ vyrazny narist komplexni viskozity
v zé&vislosti na teploté. U vzorkd série D nedochdzi k zddnému narGstu viskozity
béhem rostouci teploty, a tudiz viskoelastické zmény zptisobuje ptitomnost pNIPAMu

(Obrazek 28).

Tabulka 9: Pfehled LCST pro plné oxidované konjugaty DCH-pNIPAM stanovené z rotacni

reometrie.

Nazev vzorku LS(S:T
01_DCH_A 31,1+0,1
01_DCH_B 33,0+0,1
02_DCH_A 31,6 £ 0,2
02_DCH_B 31,3+0,2
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Obrazek 28: Zavislost komplexni viskozity #* na rostouci teploté 7 pro plné oxidované konjugaty
(parametry méfeni: ¢ =20 mg'ml!; y =1 %, f=0,1 Hz, AT= 0,5 °C-min™).

Pro vizuélni dikaz termoresponzivity vzniklych oxidovanych konjugétt byly
rozpusténé vzorky z reologického méteni zahtfaty z laboratorni teploty na 37 °C
v inkubatoru (Obrazek 29). Tato teplota byla zvolena, jelikoz simuluje teplotu lidského
téla. Rozpusténé¢ oxidované konjugaty obsahujici pNIPAM se zakalily,
zatimco vzorky ze série D Zadné zakaleni nevykazovaly. Jde tedy o dalsi dikaz

uspesné pripravy termoresponzivnich derivati DCH.
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Obrazek 29: Vizualni dtikaz termoresponzivity konjugati DCH-pNIPAM, Cerven¢ jsou vzorky
neobsahujici pNIPAM.

10.5 Vliv reak¢nich parametri na velikost ¢astic a PDI konjugata

DCH-pNIPAM s navazanym PhPt

Na zékladé dat ziskanych v Kapitole 10.3 byly pro loading PhPt vybrany
3 vzorky vzhledem Kk jejich velikostem a stabilit¢ pfi 25°C a 37°C v UPW.
U vybranych konjugati DCH-pNIPAM, tj. 01 DCH B, 02 DCH B a 02 DCH_A
(série P1) byl proveden loading PhPt (Kapitola 9.3), pfi¢emz produkty této reakce byly
rozpustény o koncentraci 5 mg-ml™! a dispergovany pomoci sonifikace v ledové 1azni
po dobu 2 min pii 40% intenzité¢ v UPW 1 ve fosfatem pufrované soli o pH = 7,4
(PBS 7,4). Zde je nutné wuvést, Zze vzhledem k hydrofobicit¢ velkého
phenanthridinového ligandu se pfedpokladd, ze by se PhPt mél nachézet v jadie
vzniklych €astic, cozZ je u 1é€iv na bazi platiny a derivatih HA dobfe zdokumentované
chovani [69].

Termoresponzivni oxidované konjugaty s navazanym platinovym léc¢ivem
série P1 pii 25 °C vPBS 7,4 vykazovaly niz§i velikosti castic nez v UPW
(Obrazek 30), coz by mohlo byt zplisobeno pfitomnosti fosforecnanit v PBS 7.4,

které se fadi mezi kosmotropni anionty stabilizujici strukturu HA [51].
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Obrazek 30: Hydrodynamicky pramér du u konjugati DCH-pNIPAM s navazanym PhPt ze série P1
rozpusténych v UPW (H»O) a fosfatovém pufrované soli o pH =7 (PBS 7,4) o koncentraci
0,05 mg-ml! pfi teplotdch méfeni 25 °C a 37 °C.

Avsak po zvySeni teploty na 37 °C dochazi ke zvétSeni velikosti téchto konjugatu,
coz by mohlo byt zpiisobeno (€astecnym) vypuzenim PhPt z nitra konjugatl na jejich
povrch a uvnitf miZe dochéazet ke koncentraci pNIPAMu. Pfi zvySeni teploty rovnéz
vykazuji tyto konjugaty v PBS 7,4 nizS§i hodnoty PDI, tj. castice konjugati
DCH-pNIPAM s navazanym PhPt série P1 vykazuji vy$$i miru uniformity
(Tabulka 10). Pti 25 °C v prosttedi PBS 7,4 dosahuje nejmensiho hydrodynamického
primé&ru o velikosti (79 £ 3) nm vzorek 02 DCH_B-P1 (Tabulka 10), ale pfi teploté
37 °C uné&j dochazi k relativné vysokému naristu velikosti az na pfiblizn€¢ 300 nm,
pfi teploté 37 °C je u vzorku 02 DCH_A-P1. Pro planované aplikace je tato teplota
stézejni, jelikoz tato teplota a sloZeni prostiedi je blizké lidskému télu. Tento vzorek
také vykazuje nejnizsi PDI, pouze 0,141, a také nejmensi zménu objemu, coz indikuje

mensi miru reorganizace nanocastic.
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Tabulka 10: Pfehled hydrodynamickych pramért du a indexu polydisperzity ¢astic PDI
s odpovidajicimi odchylkami gy, a pp; pro oxidované termoresponzivni konjugaty
s navazanym PhPt ze série P1 pfi teplotach méfeni 25 °C a 37°C v rozdilnych
rozpoustédlech: voda (H,O) a fosfatem pufrované soli o pH = 7,4 (PBS 7,4) .

25°C 37°C
Nazev vzorku | Rozpoustédlo dn T oz, PDIt oo, dn T oz, PDIt o0,
nm 1 nm 1
H.0 190 £ 20| 0,360 £0,009 | 213+3 |0,357 + 0,007
01_DCH_B-P1
PBS 7,4 136 £13| 0,76 £0,07 |228,7+1,9|0,141 %+ 0,006
H.0 116 +4 | 0,322 +0,005 | 279+3 |0,401+ 0,006
02_DCH_B-P1
PBS 7,4 79+ 3 0,52+0,03 |303,2+1,3|0,129 + 0,006
H.0 550 +40| 0,411 +0,012 | 414+ 11 | 0,34+ 0,03
02_DCH_A-P1
PBS 7,4 108 +3 0,55+ 0,08 161+3 (0,124 +0,012

Jako dalsi byl zkouman vliv riiznych reakénich parametrti a dialyzy (teplota,

cvwvr

byl pozorovan u vzorku 11-02 DCH_A-P2 (Obréazek 31 a Tabulka 11), pficemz jako
stéZejni byla brana velikost pfi teploté 37 °C.
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Obrazek 31: Hydrodynamicky prumér di u termoresponzivnich oxidovanych
konjugatd s navazanym PhPt ze sérii P1-P3 rozpusténych ve fosfatovém pufrované
soli o pH = 7 pfi teplotach méfeni 25 °C a 37 °C.

Stézejni reakéni parametry vzorku II-02 DCH_ A-P2 (teplota loadingu
adialyzy byla 25 °C, dialyza 4 hod v UPW) byly pouzity pro sérii P3,
zahrnujici nastaveni pH prostiedi PhPt a konjugatu DCH-pNIPAM na neutralni
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hodnotu 7. U odpovidajiciho vzorku této série, tj. 02 DCH_A-P3 byl hydrodynamicky
prumér pii 37 °C v PBS 7,4 nejnizsi z termoresponzivnich oxidovanych konjugati
s navazanym PhPt, a to (119 + 19) nm. Nicméné polydisperzita tohoto systému byla
pii 37 °C nejvyssi ze vSech vybranych, a to (0,40 £ 0,06), pficemz dochézelo
k relativné vysoké zméné¢ velikosti v porovnani s 25 °C.
Tabulka 11: Celkovy piehled hydrodynamickych primért du a indexu polydisperzity ¢astic PDI
s odpovidajicimi odchylkami dg; a opp; pro termoresponzivni oxidované konjugaty s navazanym

PhPt ze sérii P1-P3 pii teplotach méfeni 25 °C a 37°C rozpusténych ve fosfatem pufrované soli
opH=7,4(PBS74).

25°C 37 °C
Nazevvzorku =g =T PDitopg | dnton PDI £ o5y
nm 1 nm 1

01 DCHB-P1 [ 136+13 | 076+007 | 2287+19 | 0,141+0,006
02.DCHB-P1 | 7943 | 0524003 | 3032+13 | 0,129+0,006
02.DCHA-PL | 108+3 | 055+008 | 161 +3 0,124 £ 0,012
1-02DCH_A-P2 | 373+9 [0,3914+0,005| 550+20 | 0315+£0,013
[1-02DCH_A-P2 380 4 120 0,997 + 0,004 | 3049 + 1,0 0,23 £ 0,02
1I-02DCH_A-P2 | 940 £50 | 0944004 | 290+30 0,37 £ 0,04
02.DCHA-P3 [3214+15] 090+0,10 | 119+19 0,40 £ 0,06

10.6 TEM analyza

Pro TEM analyzu byly vybrany vzorky dosahujici nejlepSich parametrti
v danych sériich, tedy termoresponzivni oxidovany konjugat bez navdzané¢ho PhPt
(02 DCH_A) atentyz konjugat s navazanym PhPt (02 DCH_A-P3). Vzorky byly
rozpustény v UPW o koncentraci 0,1 mg-ml"' a dispergovany pomoci sonifikace
v ledové lazni po dobu 2 min, 40% intenzité bez pulzu. Koloidy byly nakapnuty na
TEM terce, pficemz vzorek 02 DCH_ A byl vysuSen pouze pii laboratorni teploté
avzorek 02 DCH_A-P3 byl vysuSen pfi laboratorni teploté a pfi 40 °C v susarné.
Urychlovaci napéti mikroskopu bylo 15 kV.

Na Obrazku 32a lze vidét nepravidelné struktury termoresponzivniho
oxidovaného konjugatu 02 DCH_A. V detailu snimku TEM (Obrazek 32b) Ize ale
vidét 1 malé ¢astice o rozméru piiblizné 20 nm, které jsou agregovany do vysSich
struktur tvoticich vzorek 02 DCH_A. N¢které utvary dosahuji velikosti az 300 nm,

coz zhruba odpovida vysledkim méteni z DLS pii 25 °C v ramci odchylek. Maly
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rozdil od DLS je zptisobeno vysuSenim vzorku pted analyzou TEM. Béhem DLS
meéfeni je vzorek hydratovany a zahrnuje také iontovou koronu, tudiz se jevi nepatrné

vEtsi.

Obrazek 32: Snimky z TEM termoresponzivniho oxidovaného konjugéatu (02 DCH_A)
vysuseného pii 25 °C.

Na Obrazku 33a Ize vidét termoresponzivni oxidovany konjugét s navdzanym
PhPt (02_DCH_A-P3) vysusSeny pii 25 °C. Je zde mozné pozorovat vyssi uniformitu
¢astic v porovnani se vzorkem 02 DCH_A. Nicméné tvary téchto ¢astic jsou opét
spiSe nepravidelné, kde vSak lze vidét uvnitf téchto tvarli tmavé zabarveni,
které pravdépodobné odpovida platin€. Na Obrazku 33b je mozné vidét detail jedné
nanocastice s kulovitym tvarem o rozméru ptiblizné 10 nm. Ve stiedu této ¢astice je

mozné vidét pravidelnou miizkovou strukturu o rozmeéru niz$im nez 10 nm.

Obrazek 33: Snimky z TEM termoresponzivniho oxidovaného konjugatu s navazanym PhPt
(02_DCH_A-P3) vysuseného pii 25 °C.
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Na Obrazku 34a je vidét struktura cCastic termoresponzivniho oxidovaného
konjugatu (02 DCH_A-P3) vysusené¢ho pii 40 °C. I po zahtati nad LCST vzniklé
¢astice nemaji po vysuSeni pravidelnou strukturu. To je mozna zplsobeno tim,
Ze Castice jsou vnitiné sitovany pouze slabymi interakcemi, a pii jejich suSeni dochézi
k nepravidelnému zborceni struktury. Pfitomnost tmavych mist uvniti ¢astic
zminéného konjugatu opét odpovida pritomnosti platiny. Na Obrazku 34b je mozné
vidét detail jedné z castic konjugatu 02 DCH_ A-P3, pficemz tato Castice dosahuje

rozmérl necelych 20 nm.

Obrazek 34: Snimky z TEM termoresponzivniho oxidovaného konjugatu s navazanym PhPt
(02_DCH_A-P3) vysuseného pfi 40 °C.

10.7 Uvolnovani PhPt z konjugati DCH-pNIPAM a DCH

Uvolnovani PhPt zkonjugatt DCH-pNIPAM a DCH bylo provedeno
v podminkdch simulujicich prostiedi in vitro. Kazdy vzorek byl rozpustén
o koncentraci 2 mg-ml™! v PBS 7,4 a dispergovan pomoci sonifikace v ledové 14zni po
dobu 2 min pii40% intenzité. Pfipraveny koloid byl pfeveden do dialyzaéni membrany
s 3,5 kDa MWCO, jez byla vlozena do stejného média o objemu 95 ml. Uvoliovani
probihalo za absence svétla pfi teploté¢ 37 °C a 100 RPM tfepani v inkubatoru, kdy
v danych casech {0,5; 1; 2; 4; 8; 24; 48; 72} hod byly odebrany alikvétni podily
z dialyzatu o objemu 5 ml, a zaroven odebrané podily byly nahrazeny ¢istym PBS 7,4,
aby vysledny objem celé¢ho systému (retenat + dialyzat) vzdy €inil 100 ml. Odebrané
podily v danych Casech byly charakterizovany pomoci XRF metody.

Uvolnovani PhPt z konjugati DCH-pNIPAM série P1 Ize vidét na Obrazku 35

a celkovy prehled uvoliiovani PhPt véetné efektivity loadingu této latky je zaznacen
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v Tabulce 12. Nejpomalejsi uvoliiovani probihd z01 DCH B az 02 DCH_A, tj. ze
vzorkl, jejichz zména velikosti po zahtati byla relativné nizka . Efektivity loadingu se
u téchto vzorkli pohybuji v intervalu <85-95> %. Naopak vzorek 02 DCH B-P1
vykazuje efektivitu loadingu (81,4 + 0,3) % a rychlé uvoliiovani PhPt. MoZnym
divodem, pro¢ dochazi ktak rychlému uvoliovani platinového 1éciva
z02 DCH_B-P1, je zfejmé velka zména velikosti ¢astic z 25 °C na 37 °C, souvisejici
ziejme s reorganizaci ¢astic, vypuzenim PhPt na povrch a intenzivnim uvolnénim PhPt
v brzkych ¢asech procesu uvoliiovani.

Vzhledem k relativné pomalému uvolnovani, vysoké efektivit¢ loadingu
a malému hydrodynamickému priméru v PBS 7,4 pti 37 °C (Obrazek 35) byla dalsi

pozornost vénovana konjugatu 02 DCH_A, ktery se jevi jako nejvhodné;si.
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Obrazek 35: Kumulativni uvolilovani Rs PhPt v zavislosti na ¢ase ¢ pro vzorky série P1.

Uvolnovani PhPt ze vzorkt série P2 je mozné vidét na Obrazku 36 a celkovy
ptehled je v Tabulce 12. Vzorek III-03 DCH_A-P2 uvedeny neni, protoze jeho
efektivita loadingu dosdhla necelych 15 %, pfi¢emz u tohoto vzorku pravdépodobné
nedoslo k efektivnimu navéazani PhPt. Efektivity loadingu u ostatnich vzorka série se
pohybuji nad 90 %.

U vzorkl [-02 DCH_A-P2 a II-02 DCH_A-P2 dochazi k podobné pomalému
uvoliovani PhPt v ramci odchylek, avSak velikost ¢astic 1I-02 DCH_A-P2 je pfii
teploté 37 °C nizsi nez u ¢astic [-02 DCH_A-P2 (Tabulka 11). Vzhledem k velikosti

¢astic, jejich indexu polydisperzity a relativné pomalému uvolnovani PhPt je nejlepSim
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ze série P2 vzorek 11-02 DCH_A-P2 a postup jeho piipravy byl vyuzit pro dalsi

optimalizaci loadingu v sérii P3.
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Obrazek 36: Kumulativni uvoliiovani Rs PhPt v zavislosti na ¢ase ¢ pro vzorky série P2.

Nastavenim hodnoty pH prostiedi aktivovaného PhPt a nosi¢e na hodnotu 7 byl
pfipraven vzorek 02 DCH A-P3 sefektivitou loadingu (81,3 + 0,9) %.
Uvolnovani PhPt ztohoto termoresponzivniho oxidovaného konjugatu bylo
porovnano s uvoliiovanim platinového 1é€iva z nosice 02 DCH-P3, jez byl pfipraven
dle stejného postupu loadingu jako vzorek 02 DCH_A-P3, ale neobsahoval pNIPAM.
Zéaroven pro lep§i srovnani je v grafu Obrazku 37 uvedeno uvoliiovani PhPt
z02 DCH_A-Pl. V grafu je patrné stejn¢ rychlé uvoliovani PhPt z 02 DCH_A-P3
jako zpNIPAMem nemodifikované DCH vramci odchylek. Nicméné prvotné
pfipraveny 02 DCH_A-P1 vykazuje daleko pomalejsi uvoliiovani platinového léciva
oproti 02 DCH_A-P3. Dlivodem je ziejmé nastavované pH prostredi béhem loadingu
u vzorkt série P3, kdy dochézi ke ztraté aktivovanych PhPt komplexd, tj. agua ligandy
jsou nahrazeny pii zvySovani pH za hydroxylové anionty z vodného prostiedi,
které PhPt opét ,,pasivuji* vici reakei s karboxylovymi skupinami nosice. To vede
k vy§8§imu podilu iontové vazaného PhPt, ktery je znosi€e uvolnén rychleji nez

v piipad¢ jeho kovalentniho navazéni.
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I ptfes potlacenou aktivaci PhPt je hydrodynamicky primér vzorku
02 DCH_A-P3 nejmensi ze vSech termoresponzivnich oxidovanych konjugati
s navazanym PhPt méfenych v PBS 7,4, avSak jeho index polydisperzity je pomérné
vysoky. Diky malym rozmértim c¢astic a relativné pomalému uvolnovani lze vzorky
02 DCH_A-P1 a 02 DCH_A-P3 povazovat za vhodné pro potencialni biologické

testovani na rakovinovych liniich in vitro.
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Obrazek 37: Kumulativni uvolilovani Rs PhPt v zavislosti na Case ¢ pro vzorek 02 DCH_A-P3 pri
porovnani uvolnovani PhPt z 2,3-dikarboxyhyaluronové kyseliny (02 DCH-P3) az 02 DCH_A-P1.
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Tabulka 12: Piehled efektivity loadingu 7y, kumulativniho uvoliiovani Rs s odpovidajici odchylkou
Og; Vv danych Casech odbéru uvolnéného platinového Ié¢iva u produkti loadingu.

o~ N
— i — o, (a (9]
A B > - < A i
, = = < 5 e < T
Nazev vzorku = = = = O T O
() a a Ql D| a D|
| | | o~ N | N
— o ! =) =) N (=)
o () (e} D :' =
w 80,0 +
% 85,6+ 0,3(81,4+0,3(938+0,7]932+13|996+12 |81,3+0,9 07
0
R iaﬁ
w 8+3 43406 | 16+11 | 1445 11+8 11+2 15+ 3
0
R +o,—
w 24+7 38+8 16 + 4 10 + 2 8+6 31+7 | 22+10
0
R +o0,—
w 26+9 | 45+ 14 17 + 4 19+ 7 2142 33+7 39+8
0
R iO'/:_\‘
—2“10/’?2“1 23+8 | 55+9 | 3343 | 24+4 2742 60+7 | 56+10
0
R + 00—
728*10—/ fean | 4043 | 7344 | 43%6 | 33+4 4247 70+9 | 80+11
0
R 0-/:
w 58+ 4 89 + 2 66+ 7 47+ 5 57+5 88+9 99 + 7
0
R +o0,—
w 64+ 8 84+5 66 +5 54 +3 59 + 4 90+ 15 | 104+ 4
0
R + o= 104,8 +
w 64+5 92+ 4 75+5 50+7 |559+08]| 93+12 e
0 )

Jako posledni bylo provedeno stanoveni stability v podob& { pro vzorky

rozpusténé v UPW o koncentraci 0,05 mg-ml™!, pii¢emz vzorky byly dispergovany
po a 40%

V PBS 7,4 méfeni nebylo mozné provést, jelikoz by diky iontovému prostiedi mohlo

pomoci sonifikace v ledové lazni

dobu 2 min intenzity.

dojit k poSkozeni a znehodnoceni elektrod méfici

kyvety/cely. Namétené
hodnoty ¢ pti 25 °C a 37 °C je mozné vidét na Obrazku 38 a v Tabulce 13. Absolutni
hodnota ¢ vzorku 02 DCH_A-P1 je pfi 25 °C niz8i nez u vzorku ze série P3 a po
zahtati na 37 °C dojde jesté ke snizeni této hodnoty. To odpovida ptedpokladanému
vysSimu podilu kovalentniho vazani PhPt u vzorku ze série P1 oproti vzorku ze série
P3, u kterého je absolutni hodnota { vyssi, pravdépodobné v disledku vyssiho podilu

volnych karboxylovych skupin, a snizeni { neni tolik vyznamné. V obou ptipadech lze

ale konstatovat, ze stabilita ¢astic je dostate¢na pro jejich zamyslené aplikace, protoze
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nebyl pozorovan vyznamny nartst jejich velikosti, a tedy ani agregace,

ato ani v PBS 7,4, které do zna¢né miry simuluje iontové prostiedi krve ¢i mizy.

m25°C m37°C
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Obrazek 38: Zeta-potencial { vybranych konjugati DCH-pNIPAM s navazanym PhPt méfené
v UPW pii 25 °C a 37 °C.

Tabulka 13: Konkrétni hodnoty zeta potencialu s odpovidajicimi odchylkami 7 pro nejvhodnéjsi
termoresponzivni oxidované konjugaty s navazanym PhPt pii 25 °C a 37 °C v UPW.

25°C 37 °C
Nézev vzorku 7+ 5} 7+ EE
mV mV
02_DCH_A-P1 -259+ 0,3 -21,13 + 0,08
02_DCH_A-P3 -36,9+ 0,3 -35,2+0,2
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ZAVER

Tato prace se zabyvala piipravou termoresponzivnich nanogell a mikrogelti na
bazi 2,3-dikarboxyhyaluronové kyseliny s potencialnim vyuzitim pro pienos
protinddorového 1é¢iva dusi¢nanu cis-diammin-dichloro-phenanthridinplatnatého
(PhPt). Podafilo se pfipravit konjugaty kyseliny hyaluronové a poly(N-
isopropylakrylamidu) (pNIPAM) pomoci biokonjugacni reakce za pomoci aktivacniho
¢inidla chloridu 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinia,

pfi¢emz tyto konjugaty byly dale oxidovany pomoci regioselektivni oxidace.

Byla zkouména degradace molarni hmotnosti produkt napfi¢ vSemi dil¢imi
reakcemi, a zarovenn byl sledovan vliv riznych reakénich parametrii na vysledné
velikosti a stabilitu termoresponzivnich oxidovanych konjugatti stanovenych pomoci
hydrodynamického priméru a zeta-potencidlu. Zaroven byla stanovena LCST
pro plné oxidované termoresponzivni konjugaty — LCSTo1 pcu o = (31,1 £0,1) °C;
LCSTo1 pcu B=(33,0+0,1) °C; LCSTo2 pcn A =(31,6 £0,2) °C a LCSTo2 pcu B =
=(31,3 £ 0,2) °C. Ze vzniklych produkti byly vybrany 3 vhodné termoresponzivni
oxidované konjugaty — 01 DCH B, 02 DCH B a02 DCH_A, které vykazovaly

uspokojivé malé velikosti 1 zvySenou stabilitu, a byly loadovany PhPt.

U téchto vybranych konjugati DCH-pNIPAM s navazanym PhPt byl sledovan
vliv dvou rliznych médii — vody a fosfatem pufrované soli o pH =7 (PBS 7,4). Druhé
médium Iépe reprezentuje biologické podminky a také se projevilo jako vhodné
z hlediska dosazeni malych rozmérG vzniklych termoresponzivnich oxidovanych
konjugatl s navazanym platinovym léivem. V tomtéZ rozpoustédle probihalo

uvoliovani PhPt z vybranych vzorki.

Pomoci TEM analyzy bylo zjisténo, Ze ¢astice konjugatu 02 DCH_A jsou
nepravidelné a distribuce jejich velikosti Sirokd, avSak po loadingu u 02 DCH_A-P3
dojde ke zvySeni uniformity vyslednych Ccastic tohoto termoresponzivniho
oxidovaného konjugatu s navazanym PhPt, pficemZ je mozné pozorovat i kulovité

¢astice vzniklého nanogelu.

Vzorek 02 DCH_A-P1 vykazoval vysokou efektivitu loadingu PhPt
(93,8 £0,7) %, relativné nizky hydrodynamicky primér v prostredi PBS 7.4
o velikosti (161 + 3)nm pfi teplot¢ 37 °C a velmi nizky index polydisperzity

0,124 + 0,012. Uvoliiovani PhPt bylo v porovnani s ostatnimi vyrazn¢ pomalejsi ve
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stejném prostiedi a zeta potencial €inil (-21,13 £ 0,08) mV pii 37 °C ve vodé. Druhy
vybrany vzorek 02 DCH_ A-P3 byl pfipraveny optimalizaci reak¢nich podminek
vazani PhPt na konjugat 02 DCH_A, tj. nastavenim hodnoty pH = 7 u roztoku
aktivovaného PhPt, déle teplotou loadingu a dialyzy 25 °C v ultra Cisté vodé (UPW).
Tento termoresponzivni oxidovany konjugat s navazanym PhPt vykazoval nizsi
efektivitu loadingu PhPt (81,3 £0,9) %, doséhl v prostiedi PBS 7,4 pii 37 °C
hydrodynamického priméru (119+19) nm a jeho index polydisperzity c¢astic
byl 0,40 + 0,06. Rychlost uvoliiovani PhPt ve stejném iontovém prostifedi oproti
02 DCH_A-P1 byla vyssi a zeta potencial ve vod¢ dosahl hodnot (-35,2 + 0,2) mV pfi
37 °C.

Vzorky 02 DCH_A-P1a02 DCH_A-P3 byly vyhodnoceny jako nejvhodnég;si
nosice pro potencialni biologické testovani na rakovinovych liniich in vitro zejména
kvli jejich malym hydrodynamickym priméram, pomérné nizké polydisperzité castic
a pomalému uvoliovani platinového 1é¢iva v PBS 7.4, a také diky jejich vysokym

absolutnim hodnotam zeta potencialt pii 37 °C ve vodé.

Predbézné vysledky biologického testovani provedeného na spolupracujicim
pracovisti potvrdily potencidl zvolenych vzorkl, jelikoz jejich efektivita vici

nadorovym liniim byla aZ nékolikandsobné vyssi nez u Cisté PhPt.

Zavérem lze konstatovat, Ze se podafilo pfipravit a charakterizovat
termoresponzivni derivaty oxidované kyseliny hyaluronové, které jsou schopny

s vysokou efektivitou vazat a nasledné uvoliiovat protinddorova 1é¢iva na bazi platiny.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

01

02

03

AT

AKF

Produkt vznikly z nizkomolarni kyseliny hyaluronové a pln¢€ oxidovany

Produkt vznikly z vysokomolarni kyseliny hyaluronové a plné

oxidovany

Produkt vznikly z vysokomoldrni kyseliny hyaluronové a parcialné

oxidovany

Deformace

Rychlost zmény teploty

Zeta(-potencial)

Dynamicka viskozita

Komplexni viskozita

Efektivita loadovaci reakce

Magneticky moment jadra atomu

Odchylka prumeéru zeta-potencialu

Odchylka pruméru hydrodynamického priméru
Odchylka pruméru hmotnostniho stfedu molarni hmotnosti
Odchylka priméru indexu polydisperzity Castic
Odchylka priméru indexu neuniformity polymeru
Objemovy zlomek

Objemovy zlomek pii idedlnim obsahu polymeru
Uhlova rychlost

Produkt vznikly zhmotnostniho poméru kyseliny hyaluronové ku

vysokomolarnimu poly(N-isopropylakrylamidu) 1 : 1
Absorbance
Autokorela¢ni funkce

Produkt vznikly zhmotnostniho poméru kyseliny hyaluronové ku

vysokomolarnimu poly(N-isopropylakrylamidu) 1 : 2



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 93

ol

Cua

cis-Pt
CMC

CNaclo,

DAH
DCH

du

DLS
DMTMM
DNA

DO

DP

DS

Dy

i

EDC

ELS

ERS

T

Vektor intenzity magnetického pole

Produkt vznikly zhmotnostniho poméru kyseliny hyaluronové ku

nizkomolarnimu poly(N-isopropylakrylamidu) 1 : 1
Hmotnostni koncentrace vzorku méfeného pomoci rotaéniho reometru

Hmotnostni koncentrace kyseliny hyaluronové v celkovém objemu

reakéni smési

Diammin-dichloroplatnaty komplex

Kriticka micelarni koncentrace

Hmotnostni koncentrace chloritanu sodného

Produkt bez poly(N-isopropylakrylamidu)
2,3-dialdehydhyaluronové kyseliny
2,3-dikarboxyhyaluronova kyselina

Hydrodynamicky pramér

Dynamicky rozptyl svétla (z angl. direct light scattering)
Chlorid 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium
K. deoxyribonukleové (z angl. deoxyribonucleic acid)
Stupeii oxidace (z angl. degree of oxidation)
Polymerac¢ni stupen

Stupen substituce (z angl. degree of substitution)

Transla¢ni difizni koeficient

Vektor intenzity elektrického pole

Hydrochlorid 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu
Elektroforeticky rozptyl svétla

Elektroreologicka suspenze

Frekvence

v

Vektor vnéjsi sily
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FID
FIR
FT-IR
G
GPC
HA
HMT

ks

LCST

LDE

Loading

MpcH-pNIPAM

Mua
MIR
Mn

M,

N

NpNIPAM
Mphpt
MyNIPAM

Mpnipam

Indukovany proudovy signal (z angl. Free induction decay)
Vzdalena infracervena oblast (z angl. Far infrared region)
Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
Graftingové Cislo

Gelova permeacni chromatografie

K. hyaluronova (z angl. Hyaluronic Acid)
2-hydroxy-4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin

Boltzmannova konstanta

Spinové kvantové Cislo

Dolni kriticka teplota ptechodu sol-gel (z angl. lower critical solution

temperature)
Laser-Dopplerova elektroforéza

Konjuga¢ni reakce daného nosice a platinové komplexné-koordinacni

molekuly (loadovaci reakce)

Pocet orientaci spinli atomovych jader ve vnéj$im magnetickém

poli

Hmotnost konjugatu 2,3-dikarboxyhyaluronové kyseliny a poly(N-
isopropylakrylamidu)

Hmotnost kyseliny hyaluronové

Stedni infracervena oblast (z angl. Middle infrared region)
Navazka daného nosice

Ciselny stfed molarni hmotnosti

Ciselny stfed molarni hmotnosti poly(N-isopropylakrylamidu)
Hmotnost dusi¢nanu cis-diammin-dichloro-phenanthridinplatnatého
Hmotnost poly(N-isopropylakrylamidu)

Stiedni hodnota moldrni hmotnosti monomeru poly(N-

isopropylakrylamidu)
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MRE
MRK

mRNA

MTpAH

Mrya
My,
MWCO
NAgNO,

N_cHo

Npmrvm

Nya

NHS
NIR

NMR
NNaclo,
NNalo,

Nphpt

PALS
PBS 7.4
PCS
PDI

Periodat

Magnetoreologicky elastomer
Magnetoreologicka kapalina
Messengerova k. ribonukleova (z angl. messenger ribonucleic acid)

Predpoklddand  hmotnost = 23-dialdehydhyaluronatu  pfitomném

Vv navazce

Predpokladand hmotnost kyseliny hyaluronové pfitomné v navazce

Hmotnostni stfed molarni hmotnosti
Molecular weight cut off

Latkové mnozstvi dusi¢nanu stfibrného
Latkové mnozstvi aldehydickych skupin

Latkové mnozstvi chloridu 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
methylmorpholinia

Latkové mnoZzstvi kyseliny hyaluronové
1-hydroxypyrrolidin-2,5-dion

Blizka infracervena oblast (z angl. Near infrared region)
Nuklearni magneticka rezonance

Latkové mnozZstvi chloritanu sodného

Latkové mnozstvi jodistanu sodného

Latkové mnozstvi dusi¢nanu cis-diammin-dichloro-

phenanthridinplatnatého

Produkt s navazanym protirakovinovym lécivem dusi¢nanem cis-

diammin-dichloro-phenanthridinplatnatym
Féazova analyza rozptylu svétla

Fosfatem pufrovana sil o pH = 7,4
Fotonové korela¢ni spektrometrie

Index polydisperzity ¢astic

Jodistan sodny
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pHL
PhPt
pNIPAM

pNIPAMace

POX
PVA
Rs

t
RFP
Fi
RPM
Yo

g2
SEM
SOX

Sulfo-NHS

t

To

IA

T
Tp
TEM

TEMPO

I3

Nastavena pH hodnota reaktantli pied zahajenim loadovaci reakce
Dusi¢nan cis-diammin-dichloro-phenanthridinplatnaty
Poly(N-isopropylakrylamid)

Biokonjugacni reakce za vyuziti oxidacniho c¢inidla chloridu 4-(4,6-

dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinia
Primérni oxidace

Polyvinylalkohol

Kumulativni uvolnovani

Kumulativni uvoliiovani v dané dob¢ uvolnovaciho procesu
Radiofrekvencni pulz

Vnitini polomér

Otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)
Vnéjsi polomér

Gyracni polomér

Skenovaci elektronova mikroskopie

Sekundarni oxidace
I-hydroxy-2,5-dioxopyrrolidin-3-sulfonat sodny

Doba uvoliovani dusié¢nanu cis-diammin-dichloro-

phenanthridinplatnatého z nosice

Teplota

Idedlni teplota pti idedlnim obsahu polymeru
Doba aktivacni reakce

Teplota aktivacni reakce

Teplota dialyzy

Transmisni elektronova mikroskopie
2,2,6,6,-tetramethylpiperidin-1-oxyl

Reakéni doba loadovaci reakce
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TL

POX

UCST

UPW

Ve
b

Vrs

XRF

Teplota loadovaci reakce
Doba primarni oxidace
Elektroforeticka pohyblivost iontu

Horni kriticka teplota pifechodu gel-sol (z angl. upper critical solution

temperature)

Ultra Cista voda (z angl. ultra pure water)
VlInocet

Celkovy reakéni objem

Objem dialyzatu

Objem reakéni smési

Index neuniformity polymeru

Rentgenové-fluorescencni spektrometrie (z angl. X-ray fluorescence)
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