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1. Uvod a cil bakalai'ské prace

Nanocastice na bazi oxida Zeleza, jako je napi. y-Fe,Oz (maghemit), se nabizeji jako
potencionalni nosice 1éCiv, které by mohly byt vyuzity pii tzv. cileném transportu IéCiv.
Systémy by byly schopny sofistikovanym zptisobem dopravit 1é¢ivo piimo do cilové tkané
(napt. nadoru) a tim minimalizovat vznik typickych vedlejsich ucinki zpisobenych atakem
toxického 1é¢iva na zdravou tkan pacienta. Nanocastice oxidu Zeleza timto nabizeji Siroké

biomedicinalni uplatnéni s vysokym potencialem, ktery je do téchto systémi obecné vkladan.

Cilem této Dbakalarské prace byla piiprava a nasledna charakterizace
funkcionalizovanych magnetickych nanocasticovych systémll s navazanymi protinadoroveé
aktivnimi komplexy platiny, zejména cis-dichloroplatnatymi komplexy s halogen derivaty
7-azaindolu (1-3) vykazujicimi vyssi protinadorovy uéinek nez Klinicky uzivana cisplatina.
Maghemitové jadro nanocastic bylo potazeno tenkou vrstvou organické kyseliny (kyselina p-
aminobenzoova (AMB), kyselina aminotereftalova (ATA) nebo kyselina tereftalova (TA)), za
vzniku vychozich systtmu (AMB@Fe, ATA@Fe, TA@Fe), které byly dale
funkcionalizovany pfislusnym platnatym komplexem (1-3, aktivované formy 1*-3*,
cisplatina (CDDP), oxaliplatina(OXA)) za vzniku finalnich funkcionalizovanych systémi
(I*@AMB@Fe, 2*@AMB@Fe, 3*@QAMB@Fe, 1*@ATA@QFe, 2@ATA@Fe,
3@ATA@Fe, CDDP@TA@Fe, OXA@TA@Fe, 1*@TA@Fe, 2*@TA@Fe). Ptipravené
systémy byly charakterizovany pomoci FTIR a EDS spektroskopie, termické analyzy,
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), transmisni elektronové mikroskopie (TEM) a
Mossbauerovy spektroskopie. Vysledky uvedenych technik poskytly relevantni informace o
vlastnostech pfipravovanych funkcionalizovanych systémi, které predstavuji vhodné systémy

pro nasledné studium jejich biologickych vlastnosti.



2. Teoreticka cast
2.1. Cileny transport léciv

Rakovina je velice komplexni onemocnéni, predstavujici abnormalni,
nekontrolovatelny rust zdravych bun¢k (1), invazi a nasledné vznik sekundarnich nadora (tzv.
metastazi), které v 90% zpusobuji smrt pacienta (2). Lé¢ba metastazujicich nadort pomoci
chirurgického zakroku a nasledné konven¢ni chemoterapie a radioterapie je velice obtizna (3).
Systémové podavani 1€kt piekonava fadu omezeni, jakymi mohou byt Spatnd rozpustnost
1é¢iva, mnohacetny rozvoj lékové rezistence a v neposledni fad€, vysoce toxické vedlejsi
ucinky (4). I z téchto divoda je po cela desetileti snahou védeckych pracovnikd vytvofit
specifické transportéry (napf. nanocastice), které by byly schopné dopravit toxické 1é€ivo
pouze do mista nddoru a zaroven by byly schopné vyhnout se zdravym buiikdm. Zasadnim
parametrem pii vyvoji takovychto nosic¢i byla velikost. Byly vyvinuty ¢astice, které
dosahovaly velikosti 1-1000 nm, coz jim umoziovalo prostupovat pfes biomembrany do
organu a odtud dokonce az do bunék (5). Paul Ehrlich byl prvni, ktery pted vice nez sto lety
upozornil na koncept tzv. ,magickych kuli¢ek®, které nyni pfedstavuji zéklad cileného
transportu 1éciv. Byly vyvinuty tii zdkladni strategie, jak lze 1é¢ivo dopravit a nasledné
uvolnit v cilové oblasti (6). Prvni strategie je zaloZena na ptimé aplikaci 1é¢iva do cilového
mista (napf. injekci) a nasledného lokalniho uvolnéni. Strategie je limitovana formou tumoru
(solidni) a mistem vyskytu. Druha strategie je zaloZena na pasivnim cileném transportu (tzv.
passive targeting), kdy je 1é¢ivo dopraveno do cilového mista diky svym vlastnostem
(velikost castic, lipofilita). Treti strategie je tzv. cileny transport, kdy je transportér
(nanocastice) vybaven smérovaci Castici, kterd navede transportér s 1é¢ivem do cilového mista
(obr. €. 1). Smérovaci ¢astici mohou byt monoklondlni protilatky, které jsou specifické vici
uréitym typuim rakovinnych bunék, externi spoustéce vyuzivajici magnetické pole, ptipadné

inertni spoustéce, které jsou schopny uvolnit 1é¢ivo pii zméné pH (5).
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Obr. ¢. 1. Schéma funkcionalizované nanocastice, pfevzato a upraveno z (7).



2.1.1. Uvod do svéta nanomateridli

Nanotechnologie je jedine¢né multidisciplinarni propojeni chemie, fyziky a biologie,
které se zacalo rozvijet od poloviny 20. let 20. stoleti (8). Pojem ,,nanotechnologie® zavedl
koncem 50. let 20. stoleti americky fyzik Richard Feynman. Jak uz nazev napovida, oblast ve
které se tato véda pohybuje, je ve Skale od 1 do 100 nm (obr. ¢. 2). Nanotechnologie
poskytuje fadu novych latek, které mohou byt pouzity v procesu upravy vody, zefektivnit
produktivitu zemédélstvi ¢i jednoduSe ochranit nase boty pifed nepifiznivym pocasim.
Nanomaterialy jsou oznaCovany jako technologie budoucnosti, jsou vSude kolem nas, i1 kdyz
si to mnohdy ani neuvédomujeme. Velky potencidl vyuziti nanotechnologii je spojen
s medicinou. Pokrok se ofekéva v molekularni nanotechnologii, kde by mohli byt vytvoreni
»hanoroboti®, ktefi by v naSich tepnach zastavali funkci tzv. ,,ochranafi“ a pomdahali ndm
odhalovat vazné choroby, napiiklad rakovinu. OvSem tato ,,science-fiction” vzbuzuje spise
obavy z nekontrolovatelné replikace a moznou zkazu celého lidstva. Zato takovy cileny
transport 1éCiv zni velice realisticky. Zjednodusené se jedna o systém, ktery bude schopen
dopravit 1é¢ivo do pfedem stanovené¢ho cile, aniz by atakoval zdravé Casti organismu.
Vysledkem bude sniZeni vedlejSich Gcinki a zvySeni efektivnosti celé 1é¢by. Nanotechnologie

ma velkou budoucnost, ale opatrnost je namisté (9).

Voda Glukdza Protilatka Virus Bakterie Rakoving Tenisowvy
burika mitek

10° 1 10 10° 10° 10 10° 10° 10° 10
| i | | | | | | | |

Nanometers I I | I | I | I
£ .
7 _‘1;_ Manosystemy:
A Manopary
d.:n Dendrimery
Manotrubicky
Manopovrchy

Obr. ¢. 2. Prehled, ptevzato a upraveno z (10).

2.1.2. Zelezo a jeho oxidy

Zelezo je biogenni stopovy prvek, Zivotné dilleZity pro mnohé organismy (11). Atom
zeleza je zastoupen ve formé hemu v Cervenych krvinkach, kde je transportérem kysliku a

jinych dychacich plynd. V lidském metabolismu (obr. ¢. 3) se setkavame i s atomem zeleza
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Obr. €. 3. Metabolismus Zeleza v lidském organismu, pfevzato a upraveno z (12).

navazanym na atomu siry pii tzv. akonitdze, coz je enzym vystupujici v 2. kroku Krebsova
cyklu a ma tu funkci, Zze dokaze regulovat transport zeleza v téle (13). V zakladnim stavu je
zelezo toxické (12). Volny Zeleznaty ion [Fe]®* se Gdastni Fentonovy reakce, ktera dokaze
produkovat Zivotu toxicky radikalovy, hydroxylovy ion OH" (14). Produkce moznych volnych
radikalti mize vést k posSkozeni organismu. V organismu je velice dulezité udrzet ptirozenou
rovnovahu metabolismu zeleza. Metabolismus probiha jak na bunééné tak na systémové

arovni.

Magnetické nanocdstice na bazi oxidii Zeleza jsou studovdny pro své unikatni
schopnosti, které by bylo mozné uplatnit v biologickych oborech, 1ékafstvi, ¢i pii riznych
analytickych aplikacich. Oxidy Zeleza jsou Siroce rozsifené slouceniny, vyuzitelné jako zdroje
magnetickych materialtt (15). V ptirodé se tyto modifikace vyskytuji zcela bézné ve
specifickych mineralech. Oxidy Zeleza se vyskytuji
vV podobé polymorfnich krystall, zejména a-Fe;Os
(hematit), y-Fe,O; (maghemit) a FesO4 (magnetit)
(16). Existuji i velice vzacné formy oxidu Zelezitého
a to predevSim [-Fe,O3 (kubicky), &-Fey0s
(kosoc¢tvereény) a amorfni Fe,Os, které nevykazuji

7zadné  magnetické  vlastnosti  (17).  Nejvétsi

perspektivu pro nanomedicinu a biotechnologie nese

v-Fe203 (maghemit) (18). Obr. ¢. 4. Forma krystalové struktury

v-Fe,O3 (maghemitu), ptevzato z
(19).

Temné cerny, feromagneticky oxid Zzelezity
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(y-Fe,03), obsahuje jak Zeleznaté [Fe]*" tak i Zelezité ionty [Fe]**. Zeleznaté ionty se
nachdzeji v oblasti volnych mist a jejich uspotadani hraje vyznamnou roli v magnetické
odpovédi celého maghemitu. Zelezité ionty jsou rozmistény v 16 oktaedrech a 8
intersticidlnich mistech (obr. ¢. 4). Diky tomu, Ze maghemit obsahuje spinelovou strukturu,
ktera je jesté obohacena dvéma podmiizkami a spiny orientované antiparalelné, je logicky

hlavnim piedstavitelem ferimagnetickych latek.

2.1.3. Nanocastice na bazi oxidii Zeleza v biomediciné

Magnetické nanocastice, diky svym unikdtnim magnetickym vlastnostem, mohou byt
potencialné vyuzity v biomedicing (obr. ¢. 5), jako je diagnostika onemocnéni (tzv. efektivni
kontrastni ¢inidla (20)) ptipadé mohou byt vyuzity ptimo v terapii (14). Znaceni bunék se jevi
jako velice slibné, nebot’ oznacené buiikky magnetickymi nanocasticemi, bude mozné sledovat
pomoci MRI (magneticka zobrazovaci metoda) (21; 22). Nanocastice mohou byt vyuzity jak
k diagnostice onemocnéni, tak k nasledné 1é¢bé. Nazornym piikladem jsou klinicky uzivané
magnetické kuli¢ky, které jsou schopné oddélit a detekovat cirkulujici nadorové bunky v Krvi
sofistikovanéj$im zptisobem nez tradi¢ni zobrazovaci metody, zejména v pocateénim stadiu
metastazujiciho karcinomu prsu (14). Lécba rakoviny, ktera je zaloZena ptedev§im na zvysené
citlivosti rakovinovych bunék vici vysokym teplotdm, se nazyva hypertemie, coZ je terapie
pii které po dobu nékolika minut plisobi na nemocnou tkan zvysena teplota, ¢imz dochazi ke

zni¢eni rakovinovych bunék (5).

cileny transport hypertemie zobrazovaci metody

Tissue
Engincering

Obr. ¢. 5. Prehled aplikaci magnetickych nanocastic, prevzato a upraveno z (23).

2.1.4. Viastnosti nanocastic na bazi oxidu zeleza

Aplikace
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Zacatkem 90. let 20. stoleti byly detailné studovany fyzikalné-chemické a biologické
interakce mezi nanocasticemi a polyethylenglykolem (PEG). V soucasné dobé by se mély
objevit Vv hodnotici klinické fazi. Jedna se o
nanocastice, které dokazi dlouhou dobu cirkulovat
v krevnim feCiSti pacienta a lze je vyuzit pro 1écbu

intravaskularnich onemocnéni a solidnich tumorta (5).

Jiz do 2. klinické faze se dostaly magnetito-dextranové

nanocastice pro 1écbu karcinomu rekta, délozniho hrdla OH
a prostaty, vyuzivajici kombinaci magnetické NHz
hypertemie (ni¢eni nddorovych buné¢k pomoci zvysené Obr. &. 6. Strukturni vzorec
teploty 42-48 °C) sradiacni terapii (24). Spole¢nost protinadorového 1é¢iva

FeRx.Inc. uskuteCnila klinické testy s magnetickymi  qoxorubicinu (DDX), pfevzato z
nanocasticemi nesouci doxorubicin (DDX) (obr. ¢. 6) U (26).

1é¢by neoperovatelnych karcinomu prsu (25).

Toxicita

Toxicita je velice diskutované téma. Zelezo, které se uvolni z nanolastice je dale
metabolizovano v retikuloendotelovém systému (RES) a nasledné poté pouzito pro tvorbu
¢ervenych krvinek (erytrocyttl), ptipadné dochazi k vylouceni nadbyte¢ného zeleza pomoci
ledvin (27). Poklada se otazka, zdali zvySeni vyluovani Zeleza ledvinami nebude mit pro
tento organ fatdlni nasledky ve smyslu zanétlivych procest, pfipadné selhdni ledvin. Studie
prokazaly, ze zvySend hladina volného Zeleza v téle zplisobuje nerovnovahu, je poruSena
ptirozena homeostaza organismu, muze dochazet k deformacim DNA, oxidativnimu stresu a
vzniku zanétlivych lozisek. Mezi nejzranitelnéj$i orgdny patii srdce, jatra a pankreatické

B-buitky (28).

Biokompatibilni vrstva

Hlavni funkci je schopnost navazat pomoci funkénich skupin (-COOH, -NH,) 1é¢ivo a
chranit samotnou nanocastici pied chemickymi vlivy prostiedi. Vrstva je schopna zvysit
krevni polocas rozpadu a zaroven chranit nanocéstici pred oxidaci. Pfi vyvoji novych
biokompatibilnich vrstev musi byt splnéno nékolik hlavnich nalezitosti. Materidl musi byt

biodegradovatelny, ¢imz se stava netoxickym pro organismus pacienta, dale musi byt schopen
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prostupovat pres fyziologické membrany (jatra, slezina) a pfipadn¢ i pfes bunééné membrany,
aby nanocastice byla schopnd maximalné zasahnout rakovinové buniky a v ni patfiénym

zpusobem uvolnit 1é¢ivo (29).
Vrstvy Ize rozdélit do n¢kolika skupin

I) Polymerni vrstva - velice vyznamna skupina zahrnujici hydrofilni polymery (obr. ¢. 7)
jako je Skrob, dextran, chitosan, zelatina (29). Pfikladem mohou byt nanocastice obalené
chitosanem, které byly studovany pro jejich kovalentni biokonjugaci s urokinasou, ¢imz se
staly horkymi adepty na l€kové transportéry pii 1écbé rozpousténi krevnich srazenin tzv.
trombolyze (30). Zelatina je vhodnym kandidatem, nebot’ jeji fetézec je bohaty na vyse
zminéné funkéni skupiny, diky nimz lze na jeji povrch snadno upevnit 1é¢ivo (napf.

Doxorubicin (31)).

OH b |
NH
Polyethylenglykol NH, 15
(PEG) Chitosan

Dextran %%

Obr. ¢. 7. Strukturni vzorce nejvyznamnéjSich polymernich vrstev,

upraveno a prevzato z (32).

I) Proteinova vrstva - piikladem muze byt znaeni Amyloidu-f (coz je protein obsazny
V Alzheimerovych vldknech) pomoci fluoreskujiciho nebo nefluoreskujiciho magnetitu (y-

Fe,03) (33).

I1l) Zlato - sférické jadro nanocastice je pokryto tenkou vrstvou zlata a diky thiolovanému
polyethylenglykolu (PEG) je propojena pomoci karboxylatovych skupin s aktivni ¢asti 1éCiva,
naptiklad cisplatinou (34) (obr. ¢. 8).

Obr. ¢. 8. Schéma nanocastice se zlatym povlakem, pievzato z (34).
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IV) Organicka vrstva - napi. karboxylové kyseliny (napf. kyselina glukonova (35)) vytvari
na povrchu nanocastice vrstvu, ktera je schopna vazat funkcionalizujici Céstici. Tohoto

pristupu je vyuzito 1 v predlozené praci, kdy byly pouzity nésledujici karboxylové kyseliny:

a) tereftalova kyselina (TA) (36)
b) 4-aminotereftalova kyselina (ATA)
€) 4-aminobenzoova kyselina (AMB) (37)

Aktivni latka

V soucasné¢ dobé jsou nesledovanéjsi aktivni latky, které lze navéazat na
biokompatibilni vrstvu, zejména chemoterapeutika na bazi platiny (napt. cisplatina a jeji

analoga), piipadné organicka chemoterapeutika (napi. DDX). Nabizi se moznost vyuzit dalsi

-----

Piikladem mize byt farmaceutickd studie zaméfend na magnetické nanocastice
s Doxorubicinem, coz je lé¢ivo ziady anthracyklinu, které je hojné vyuzivano k 1é¢bé
riznych typa rakoviny. Vysoké davky DDX jsou limitovany z diivodu kardiotoxicity (38).
Byly vyvinuty magnetické nanocastice potazené polyethylenglykolem (PEG), na které bylo
navazano lécivo DDX. Bylo zjisténo, ze 60% lé¢iva upevnéného na magnetické nanocastici

bylo uvolnéno béhem dvou hodin (39).

Stabilita systému

Stabilitu nanocastic zajistuji tii sily. Hydrofobné-hydrofilni sily jsou odpovédné za
shlukovéani nanocastic vyvolané hydrofobnimi interakcemi dil¢ich nanocastic, nebot’ pomér
povrch nanocastice k jejimu objemu je velky. Magneticka dip6l-dip6l interakce je zplisobena
mikro rozméry a zplUsobuje magnetizaci sousednich klastrii. V pfitomnosti externiho
magnetitu dochazi k magnetizaci sousednich klastrti a pfislusné agregaci nanocastic (40). Van
der Walsovy sily obecné zptsobuji agregaci vzhledem k tomu, aby se minimalizovala celkova
plocha, ptipadné mezifaizova energie. Pii malé povrchové plose, nelze efektivné upevnit
l1é¢ivo, proto se povrchy nanocastic vhodné upravuji pfislusnymi, povrchové aktivnimi

latkami, jakymi mohou byt kyselina olejova nebo kyselina laurova (41).
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Distribuce

Nanocastice s 1é¢ivem budou intravendzné aplikovany pacientiim do krevniho fecisté

za dodrzeni klicovych

se 0 parametry, které jsou odpovédné za chovani v krevnim fecisti. Zejména tkan makrofagt
(Kupfferovy buiiky v jatrech) jsou velice citlivé na invazi cizorodych latek, véetné nanocastic
(43). Nanocastice pohybujici se ve velikosti nad 200 nm a pod 10 nm nejsou pro organismus
vhodné, z dtivodu vychytavani pomoci retikuloendotelového systému RES (42). Gupta et al

jsou ovsem piesvédceni, ze pokud se velikost nanocastice bude pohybovat v rozmezi od 10 do

parametru a to velikosti, morfologie a povrchového naboje (42). Jedna

100 nm, lze se snadno tomuto systému vyhnout (44).

Omezeni transportu

1) fyziologické bariéry

Krev je velice komplexni tekutina, obsahuje tekutou ¢ast tzv. plazmu a bunéénou cast,
kterou predstavuji erytrocyty, leukocyty a trombocyty. Piestoze krevni plazma je velice stala
tekutina o konstantni hodnoté pH 7,4 je velice agresivni vii¢i cizorodym latkam. Strategické je

vytvofeni ochranné vrstvy, kterd chrani samotné jadro a pfispiva ke koloidni stabilité.

Omezeni

Strategie

Krev Jatra a slezina Ledviny
Plazma ’ ‘ '
Erytrocyty
Leukocyty
*Vysoce komplexni tekutina = Castice v&ti nei 100 nm «Castice menii ne# 10 nm
« Odpoviéd imunitniho systému | jsou odstranény z krevniho | jsou z krve odfiltrovany
obéhu pomoci glomerul
«Vytvofeni PEG-vrstwvy + Hydrodynamicka velikost | # Hydrodynamickd
s Zapozdieni l&tiva Eastice musi byt meniinef = velikost musi byt vétsi
100 nm nei 10 nm
Fyziologické bariéry

Obr. €. 9. Omezeni transportu pomoci fyziologickych bariér v organismu, pfevzato a

upraveno podle (45).
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Nejcastéji uzivanym materialem je polyethylenglykol (PEG). Jatra a slezina piedstavuji
organy, které nalezi cévnimu systému, coZ znamena, ze vSechno 0 je v krvi, projde pies tyto
organy (obr. ¢. 9). Nanocastice putujici v krevnim feciSti jsou vychytavany a odstranény
z obéhu. Hydrodynamicka nanocastice by nemeéla piekrocCit hranici 100 nm (viz vyse).
Ledviny jsou organy, jimiz se télo zbavuje odpadnich latek. Krev je filtrovana pory
Vv glomerulech za tvorby primarni moci. Nanocastice mensi nez 10 nm jsou zkrve
odfiltrovany. Strategii tedy je vytvaret nanocCastice vét$i nez 10 nm. Velikost vysledné
nanocastice lze ovlivnit jiz pfi samotné syntéze. Nejidealnéjsi velikost nanoc¢astice by se méla
pohybovat v rozmezi 10-100 nm, coz zajisti minimalni vychytavani v jatrech, sleziné a

ledvinach a zlepsi tak moznost specificky interagovat s cilovymi buitkami (45).

I1) bunééné bariéry

Rozhodujici faktory pfi vyvoji samotné nanoc¢astice jsou velikost a obal, kterd kryje
samotné jadro nanocastice. U nanocastice, velikosti vétsi jak 60 nm, dochazi k vyraznému
omezeni penetrace do nadorovych bunék. Tyto dva faktory maji vliv na distribuci a schopnost
byt pohlceny nadorovou burikou (46). Pti intracelularni terapii (obr. ¢. 10), kdy nanocastice
vstupuje do buiky, musi ptekonat tfi hlavni prekdzky: bunéénou membranu,
endosomy/lysosomy a intracelularni pfenos. Bunécna membrana je slozena z fosfolipidu,
glykolipidti, cholesteroli a funguje jako fyzicka bariéra, ktera reguluje export a import
molekul (47). Nanocastice jsou schopny pies bunéénou membranu prostupovat pomoci
transcytdzy nebo endocytdzy. Transcytéza je mechanismus, kdy nanocastice prochazi skrz

bunéénou membranu piimo do volného prostoru cytoplasmy, zatimco endocytéza je

Intricelitee
raficking

drug sty

ff

dug deivery sRNA | W |
dafivary |

1}

0

Obr. ¢. 10. Interakce bunééné membranové bariéry a nanocastice, prevzato z (45).
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specificka interakce mezi nanoc¢éstici a bunéénou membranou, kdy je nanoc¢astice pohlcena do
lysosomalniho véacku. Latka, kterd pomulze nanocastici naru$it lysosomalni membranu a
vniknout do volného prostoru cytoplasmy, je napi. PEI, neboli polethylenamin (45).
Matematické modelovani prokazalo, Ze nanocastice s kladnym povrchovym ndbojem maji
lep$i penetraci do nadorové buiky, nez castice s nabojem zapornym (48). Jakmile se
nanocastice dostane do volného prostoru cytoplazmy, je dale dopravena do pfiislusné

organely, napfiklad jadra, kde je schopna uvolnit malou molekulu 1é¢iva (45).

2.2. Protinddorové aktivni komplexy platiny
2.2.1. Historie

Cisplatina zacala poprvé psat svij piib¢h jiz v roce 1845, kdy byla charakterizovana
jako tzv. Peyrontv chlorid resp. Peyronova sil (49). OvSsem vyznamnéj$i obdobi historie
cisplatiny nas zavadi do poloviny 60. let 20. stoleti do Mitchigenské laboratofe biofyzika
Barnetta Rosenberga, ktery studoval pouziti elektrického proudu na bakterialnich a sav¢ich
buiikdch a snazil se vyfeSit otazku, zdali elektrické pole muize byt néjakym zplsobem
zapojeno do procesu bunééného déleni (50). Vysledek experimentu byl piekvapujici, nebot
vlivem redoxni reakce a nasledného uvolnéni platnatych komplexii z pouzité platinové
elektrody, doslo k zastaveni buné¢ného déleni u bakterii (51). Diky detailni chemické analyze
byly objeveny rizné komplexy platiny, pficemz nejaktivnéj$i z nich byl cis-[Pt(NH3),Cl;]
(cis-diammino-dichloroplatnaty komplex; cisplatina) (50). V roce 1968 zacaly prvni testy
s cisplatinou na mysich, kterym byly standardné transplantovany loziska tumoru (Sarkoma-
180) (52). Vysledkem byl Gstup tumoru, ¢imZz byla poprvé demonstrovana vyjimecna
protinadorova aktivita (50). NCI (US National Cancer Institute) podrobil cisplatinu klinickym
testim a v roce 1971 se, Vv rekordné kratkém case, vylécil prvni pacient. O par let pozdéji,
roku 1978, byla cisplatina v USA komisi FDA (Food and Drug Administration) schvalena ke

klinickému uzivani (50).

Potencial, ktery byl do 1é¢iva vkladan, se zanedlouho ukézal ve vyslednych ¢islech.
Cisplatina se stala nejrozsifenéjsim chemoterapeutikem, které v roce 1987 v USA 1é¢ilo vice
jak tiicet tisic a v nékdejsim Ceskoslovensku, vice jak tisicovku pacientl (53). Vynikajicich
vysledkti dosahovala u pacientii s nadory varlat, dale pak pii 1écbé rakoviny vajecnikl a
mocového méchyie. Postupnym vyzkumem bylo 1é¢ivé spektrum rozSifeno az na 1écbu,

rakoviny krku a malobunééného karcinomu plic (54). Cisplatina se nicméné potykala
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s vysokym poctem vedlejSich Gc¢inkd, které zahrnovaly ototoxicitu, nefrotoxicitu, nauseu a
neurotoxicitu (55). Dalsi nevyhodou je limitujici pocet davek, které mohou byt pacientovi
podavany z divodu vysoké toxicity, pfipadné omezenému pouziti pro urcité typy nadort

z dtivodu vrozené nebo vytvoiené 1ékové rezistence (56).

2.2.2. Mechanismus ucinku

Cisplatina je aplikovana pacientim intravendzné (i.v.), kde dochazi k navazani na
plazmové proteiny (55). Vice jak 90% cisplatiny je navazano na albumin, coZ je jeden
z nejvyznamnéjSich proteinti v krevni plazmé (57). Timto zpisobem je cisplatina unasena
cévnim systémem k cilovym bunkam. Cisplatina vstupuje do bunky (obr. ¢. 11) dvéma
zpusoby: muze vyuzit protein CTR1 (hlavni transportér médi) nebo pomoci tzv. pasivni
diftze (50). Neutralni cisplatina musi byt pied tim, nez se navaze na DNA, aktivovana. Diky
nizké hladiné chloridovych aniontii v cytoplazmé dochazi k hydrolyze (vyméné chloridovych
anionti za molekuly vody) za vzniku vysoce reaktivnich, aktivovanych monoaqua
([Pt(H.0)CI(NH3);]") a diaqua ([Pt(H20)2(NH3)2]*") kationtovych forem cisplatiny (55).
Aktivovand forma cisplatiny pfednostné reaguje s molekulami obsahujici atomy siry (cystein,

methionin, glutathion) a fadou dal$ich aminokyselin. Aktivovana cisplatina vstupuje do jadra,

CTRI (for example)

rassive

Obr. ¢. 11. Schéma vstupu cisplatiny do burnky, pievzato z (50).
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A 1. 2-intrastrand cross-link B interstrand cross-link

Guanine N7 position
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DNA  O-H-N
H

Obr. €. 12. Schéma vazby cisplatiny na DNA, pfevzato a upraveno z (55).

kde se kovalentné¢ vaze na DNA za vzniku DNA adukti (obr. ¢. 12) (50). Cely proces
muzeme rozdélit do dvou fazi. V prvnim fazi dochazi ke koordinacnimu navazani atomu
platiny na atom N’ guaninu a ve druhé fazi ke vzniku koordinaéniho mistku mezi atomem
platiny a sousedicim zbytkem guaninu nebo adeninu. Vysledkem téchto dvou kroki je
inhibice DNA a RNA polymerazy v nasledujicich sekvencich guanin-guanin piipadné adenin-
guanin, coz v koneéném disledku znemozni nasledny rast tumoru (53). Obecné tyto adukty
zpusobi distorzi molekuly DNA (50). Platnaty DNA-adukt muze branit dal§im bunétnym
procestim jako je replikace a transkripce (58). V uréitych ptipadech dochazi k zastaveni G2-
prolongacni faze bunécného cyklu. Findlnim vysledkem je bunéénd smrt zvana apoptodza.
Cisplatina je exportovana z builky pomoci transportéra ATP7A a ATP7B a glutathionu skrze
GS-X(MRP2) pumpu (50).

2.2.3. Dalsi klinicky uzivana léciva na bazi platiny

Ackoliv se zdalo, Ze cisplatina je bezesporu nejpozoruhodnéj$i a nejefektivnéjsi
zpusob jak 1écit urcité typy nadort, potykala se s nékolika zasadnimi nevyhodami (viz vyse).
Tyto aspekty vedly védecké pracovniky k vyvoji novych tzv. sekundarnich cytostatik, které
byly schopny vykazovat niz$i toxicitu, avSak byly schopné si zachovat protinadorovou
aktivitu, jakou méla cisplatina. Byly syntetizovany tisicovky platnatych komplexi, které byly
vytvareny metodou obmény nosnych (molekuly NH3) a odstupujicich ligandi (chloridovych
aniontl) za vhodnéjsi substituenty. Pouze nékteré prosly piisnym klinickym testovanim. Mezi

nejvyznamnéjsi pattily karboplatina, oxaliplatina nebo nedaplatina (50) (obr. ¢. 13).
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Karboplatina (diammin-cyklobutan-1,1’-dikarboxylatoplatnaty komplex) je pfimym
derivatem cisplatiny, kde odstupujicimi ligandy nejsou chloridové anionty, ale CBDC
(cyklobutan-1,1"-dikarboxylat) (59).

Oxaliplatina [(1R,2R-diaminocyklohexan)oxalatoplatnaty komplex)] patii mezi relativné
mladé a bezesporu vyznamné derivaty cisplatiny. Velice u¢inna je v kombinaci s 5-
fluorouracilem a leucovorinem pifi 1é¢bé kolorektalniho karcinomu, kdy cisplatina nebo
karboplatina nevykazuji vyznamnou léCebnou aktivitu. Typickym vedlejsim ucinkem je
neurotoxicita a nausea, ov§em Vv mensi mife neZ u cisplatiny (59).

Nedaplatina (cis-diammin-glykolatoplatnaty komplex) je dal$im derivatem cisplatiny, ktery
ziskal registraci v Japonsku. Vyuziva se v 1é¢bé rakoviny v kréni oblasti nebo pii 1écbé
rakoviny hlavy. Nedaplatina je velice podobny analog cisplatiny s tim, Ze toxicita je znatelng

mensi nez u cisplatiny (59).

% H
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/Pt\ /Pt\
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N
/
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Obr. ¢. 13. Strukturni vzorec karboplatiny, oxaliplatiny, nedaplatiny a cisplatiny.

V 90. létech doslo na poli vyvoje platnatych 1é¢iv k lehké stagnaci. Soucasny vyvoj
novych platnatych komplexii se vyviji skrze Ctyfi zékladni strategie ve snaze obejit rezistenci

vyvolanou u pacientd s nadorovym onemocnénim (50).

1. vyvoj novych, vylepsenych platnatych 1é¢iv
2. vyvoj za ucelem zlepSeni distribuce 1é¢iva do mista nadoru
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3. soucasné podani 1¢kt s farmakologickymi moduldtory rezistentnich mechanismi
4. na zédklad¢ kombinace platnatych 1é¢iv a molekuldrné cilenych 1é¢iv
Soucasny vyvoj platnatych 1é¢iv reprezentuje (obr. ¢. 14). Uvedena data v zavorkach,
reprezentuji roky, kdy byla lé¢iva poprvé podana pacientim. Chybi pouze Laboplatina, ktera
je schvalena pro uzivani v Ciné a Nedaplatina, kterd je schvalena pouze pro uZzivani

v Japonsko. Vzhledem k tomuto omezeni nebyla l1é¢iva zahrnuta do tohoto schématu (50).
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Obr. ¢. 14. Piehled vyvoje platnatych cytostatik, pfevzato a upraveno z (50).

2.2.4. Cileny transport

Cileny transport se strategicky muiZe rozdélit do nékolika zakladnich strategii, se
kterymi jsme se seznadmili v samotném zacatku této bakalarské prace. Pevné formy (solidni)
nadorl se vyznacuji neorganizovanym uskupenim cévniho systému a zejména nepiitomnosti
lymfatickych drenazi, coZ umoZzni nanoc¢ésticim unikat pfimo z cévniho systému a to zejména
diky tzv. EPR efektu (z anglického ,,Enhanced Permeability and Retention®, neboli zvySena

propustnost a zadrz), ¢imz dochazi ke kumulaci 1é¢iva ptimo v misté nadoru (60). Tento
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zpusob cileni je oznacovan jako pasivni (obr. ¢. 15), tzv. ,,passive targeting.” Tim, Ze se 1éCivo
nachdzi v celém cévnim systému a je zalozeno pouze na EPR efektu, vice jak 95% lé¢ivého
obsahu je situovano mimo cilovou oblast, zejména v jatrech, slezin¢ a plicich (61). Nabizi se
otazka, jestli pasivni cileni je mozno povazovat jako selektivni cileni, kdyz vétSina lécivé
latky kon¢i mimo cilové misto. Zatimco aktivni cileni (obr. ¢. 15) ,active targeting™ je
specificka interakce mezi smérovacim ligandem, ktery je umistén na povrchu nanocéstice a
samotnym receptorem, ktery se nachazi na povrchu rakovinné buniky (45). V podstaté se jedna

o0 specifickou interakci.

Magnetické nanocastice nabizi mozZnost spojeni jak pasivniho cileni, pomoci EPR
efektu, tak aktivniho cileni. U magnetickych nanocastic je diky jejich superparamagnetickym
vlastnostem mozné, pomoci silného externiho magnetu, fidit jejich distribuci v organismu
(34).

gﬁb @
O )
Active o e
tumor & ° '% Passive ‘.
targeting " targeting

Obr. ¢. 15. Schéma aktivniho cileni (vlevo), zalozeného na specifické interakci a

pasivniho cileni (vpravo), zalozeného na EPR efektu, pievzato z (42).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikadlie

Hexahydrat chloridu Zzelezitého (FeCls-6H20), tetrahydrat chloridu Zeleznatého
(FeCl,-4H,0), 25% vodny roztok amoniaku, cis-[PtCly(L;),] (komplex 1; L; = 3-chlor-7-
azaindol), cis-[PtCl,(L2)2] (komplex 2; L, = 5-brom-7-azaindol), cis-[PtCl,(L3)2] (komplex 3;
Ls = 7-azaindol), cis-[Pt(NH3),Cl,] (cisplatina, CDDP), [Pt(dach),(ox)] (oxaliplatina, OXA,
dach = 1,2-diaminocyklohexan, ox = oxalatovy dianion), dusi¢nan stiibrny (AgNO3),
p-aminobenzoova kyselina (AMB), aminotereftalova kyselina (ATA) a tereftalova kyselina
(TA) byly potizeny od spoletnosti Sigma-Aldrich Co. (Praha, Ceska Republika) a
AcrosOrganics Co. (Pardubice, Ceska Republika).

3.2. Priprava vychozich nanocdsticovych systémii

Nanocéstice byly pfipraveny srazeci metodou za pouziti michani smési zelezitych a
zeleznatych soli v bazickém prostiedi (62). Organické kyseliny (AMB, ATA, TA) byly
rozpustény pii teploté¢ 80 °C v minimalnim mnozstvi prevafené (10 min) deionizované vody a
michany v reak¢ni bance s 1,168 g (4,3 mmol) FeCl;-6H,0 po dobu 30 min pii konstantni
teploté 80 °C a rychlosti 750 otacek za minutu. Nasledné bylo pfidano 0,8647 g (4,3 mmol)
FeCl,-4H,0 rozpustén¢ho v minimalnim mnozstvi vody. Po 30 min michani bylo do reak¢ni
smési pridano 10 ml 25% vodného roztoku NH3 a rychlost michani byla zvySena na 1000
ota¢ek za minutu. Po 30 min byl proces syntézy ukonen. Vysledné maghemitové
nanosystémy pokryté p-aminobenzoovou Kkyselinou (AMB@Fe), aminotereftalovou
kyselinou (ATA@Fe) a tereftalovou kyselinou (TA@Fe) byly promyty 3 x 20 ml
deionizované vody a 3 x 20 ml acetonu. Cést produktu byla ponechana v suspenzi pod
acetonem, ¢ast byla magneticky vyizolovana, vyfoukana dusikem a uchovana v lednici.
Piipravené systémy byly charakterizovany infracervenou spektroskopii, TG/DTA analyzou a
SEM/EDS. AMB@Fe: FTIR (ATR, cm™Y): 552vs; 1179m; 1298m; 1395vs; 1493m; 1552m;
1603s; 1625m; 3219s; 3334s. ATA@Fe: FTIR (ATR, cm™): 554s; 767m; 1150w; 1254s;
1331s; 1427s; 1489m; 1622m; 3361s. TA@Fe: FTIR (ATR, cm™?): 445m; 572m; 741m;
1360vs; 1500m; 1568vs; 1650w; 3036m; 3597w.
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3.3. Pfiprava funkcionalizovanych nanocdsticovych systémii

Pro funkcionalizaci vychozich AMB@Fe a ATA@Fe nanocastic byly pouzity Pt(II)
komplexy 1, 2 a 3, syst¢tm TA@Fe byl funkcionalizovan komplexy 1, 2, CDDP a OXA (viz
Tabulka ¢.1).

Tabulka €. 1. Prehled ptipravenych nanosystému

Kéd latky Organicka kyselina Funkcionalizujici ¢astice
1*@AMB@Fe p-aminobenzoova cis-[Pt(H20)2(L1)2)*
2*@AMB@Fe p-aminobenzoova cis-[Pt(H20)2(L2)2]*
3*@AMB@Fe p-aminobenzoova cis-[Pt(H20)2(L3)2]**
1*@ATA@Fe aminotereftalova cis-[Pt(H20)2(L1)2]**
20ATAQ@Fe aminotereftalova cis-[PtCl,(L2),]
3@ATAQ@Fe aminotereftalova cis-[PtCl,(Ls),]

CDDP@TA@Fe tereftalova cis-[PtCI>(NHs),]
OXA@TA@Fe tereftalova [Pt(dach)(ox)]
1*@TA@Fe tereftalova cis-[Pt(H20)2(L1)2]**
2*@TA@Fe tereftalova cis-[Pt(H20)2(L2)2])*

L, = 3-chlor-7-azaindol

L, = 5-brom-7-azaindol

L; = 7-azaindol

cis-[Pt(NH,),Cl,] (cisplatina, CDDP)
[Pt(dach),(ox)] (oxaliplatina, OXA)

Ptiprava vyslednych nanocasticovych systémil vychdzela bud’ pifimo z vyse uvedenych
platnatych komplexit C@QATA@Fe, S@ATA@Fe, CDODP@TA@Fe a OXA@TA@Fe),
nebo bylo v ptipadé¢ systétmti 1*@AMB@Fe, 2*@QAMB@Fe, 3*@QAMB@Fe,
1*@ATAQ@Fe, 1*@TAQ@Fe, 2*@TA@Fe pouzito aktivovanych komplexi. Aktivace byla
provadéna interakci vychozich dichloroplatnatych komplexd (0,2 mmol) rozpusténych
vV minimalnim mnozstvi DMF nebo acetonu se dvéma molarnimi ekvivalenty dusi¢nanu
stiibrného, probihajici po dobu 24 h ve tmé. Reakci vznikl chlorid stiibrny, ktery byl
odfiltrovan, a piislusny diaquaplatnaty komplex, konkrétnd cis-[Pt(H20)2(L1)2]*" (Ly = 3-
chlor-7-azaindol), cis-[Pt(H,0)2(L,)2]*" (L, = 5-brom-7-azaindol) a cis-[Pt(H,0)2(Ls)2]*" (Ls
= T-azaindol). K filtratim bylo pfidano 100 mg vychoziho nanosyst¢tmu (AMB@Fe,

24



ATA@Fe nebo TA@Fe) a se smési bylo dale intenzivné michano po dobu 48 h ve tmé.
V konecné fazi byly finalni systémy magneticky isolovany za pomoci externiho magnetu a
promyty 3 x 20 ml deionizované vody a 3 x 20 ml acetonu. Vyizolované systémy byly

vysuseny pomoci N, a uloZeny do lednice.

1*@AMB@Fe: FTIR (ATR, cm™): 571vs; 1099w; 1018m; 1179m; 1208m; 1273m; 1340s;
1409vs; 1498m; 1514m; 1550m; 1603s; 3097s; 3208s; 3355s.

2*@AMB@Fe: FTIR (ATR, cmfl): 547vs; 1267vs; 1341s; 1400vs; 1473s; 1504s; 1603s;
1646s; 3082s.

3*@AMB@Fe: FTIR (ATR, cmfl): 500s; 552m; 621m; 1150vs; 1204vs; 1321; 1402w;
1599w; 2853m; 2920m; 2980w; 3211m.

1*@ATA@Fe: FTIR (ATR, cm™): 550vs; 1255s; 1340vs; 1373vs; 1424s; 1549vs; 3140s;
3357s.

2@ATA@Fe: FTIR (ATR, cmfl): 553vs; 1373vs; 1251s; 1340s; 1429s; 1549s; 1647s; 3140s;
3350s.

3@ATA@Fe: FTIR (ATR, cm™): 545s; 1269vs; 1343vs; 1370vs; 1419s; 1491s; 1542s;

Obr. ¢. 16. Obrazova priloha syntézy nanoc¢asticovych systému s ptislusnou legendou:
1. 2. pfipraveny maghemit y-Fe;03; 3. rozdispergovand vodna suspenze magnetitovych

nanocastic; 4. vodné suspenze magnetitovych nanocastic migrujicich za externim magnetem;
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3086s; 1104m:; 1595m; 2164m; 2206m; 2323m.

CDDP@TA@Fe: FTIR (ATR, cm™): 541vs; 742m; 810w; 1070w; 1150w; 1384vs; 1505s;
1553s; 1696w; 3274s.

OXA@TA@Fe: FTIR (ATR, cmfl): 436s; 544s; 746m; 822w; 1017w; 1064w; 1101w;
1148w; 1362vs; 1385vs; 1502m; 1568vs; 1650s; 1963w; 1985w; 2016w; 2040w; 2118w;
2168w; 2224w; 2323w; 2866m; 2939m; 3208m; 3371m; 3596m; 3848w.

1*@TA@Fe: FTIR (ATR, cmfl): 539s; 745m; 822m; 1014w; 1102w; 1146w; 1358vs;
1499m; 1566vs; 1649s; 3076m; 3597m.

2*@TA@Fe: FTIR (ATR, cm): 545s; 748m; 822w; 881w; 1016w; 1104w; 1146w; 1360vs;
1500m; 1567vs; 1649m; 3184m; 3597m.

3.4. Metody studia pFipravenych systémii

Infratervena spektroskopie (mid-FTIR v oblasti 400-4000 cm™ a far-FTIR v oblasti
150-600 cm™) byla provedena ATR technikou na pristroji Nexus 670 FT-IR (ThermoNicolet,
Waltham, MA, USA) (obr. ¢. 17). Simultanni termogravimetrie a diferen¢ni termicka analyza
(TG/DTA) byla provedena pomoci termického analyzatoru Exstar TG/DTA 6200 (Seiko
Instruments Inc., Chiba, Japonsko) (obr. ¢. 17) v teplotnim rozsahu od laboratorni teploty do
650 °C (5,0 °C min™) v dynamické atmosféte vzduchu (50 ml min™). Transmisni elektronova
mikroskopie (TEM) byla provadéna pomoci mikroskopu JEOL 2010 (200kV, 1,9 A
rozliSeni). Za pouziti vysoce ¢isté, neionizované kapky vody a ultrazvuku, byly vzorky
umistény na perforovany uhlikovy film svyuzitim médnaté miizky transmisniho
elektronového mikroskopu a byly vysouSeny pii pokojové teploté. Déle byla vyuzita metoda

skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) zaroven s energiov€ disperzni rentgenovou

\/
_____ \ "‘“" :,\ Hm ©

Obr. ¢. 17. Ukazka pristrojového vybaveni Nexus 670 FT-IR, Exstar TG/DTA, pievzato a

upraveno z rcptm.com
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spektroskopii (EDS) za pomoci mikroskopu Hitachi 6600 FEG (s urychlovacim napétim 5-15
keV). Vzorky pro SEM/EDS byly vlozeny do hlinikového drzaku, jenz byl vybaven lepici
oboustrannou uhlikovou paskou. Za pouziti Mossbauerovy spektroskopie provedené v rezimu
konstantniho zrychleni byly pfi pokojové teplot& a za pomoci zdroje 50 mCi °’Co(Rh) ziskany

>"Fe Mssbauerovy spektra.
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4. Diskuze

4.1 Syntéza a obecné vlastnosti piipravenych systémii

Piiprava magnetickych nanocasticovych systémi byla zalozena na srazeci metod¢
zelezitych a Zeleznatych soli v alkalickém prostfedi (34). Ptiprava probihala podle vyse
uvedené¢ho postupu, kdy byly smichdny piedem definované mnozstvi vychozich reaktanti
(Fe(IID) soli a ptislusnych organickych kyselin), ke kterym byly nésledné¢ ptidany Fe(Il) siil a
vodny roztok NHs, za vzniku vychozich systému, kterymi jsou maghemitové nanocastice
pokryté vrstvou pfislusné organické kyseliny (AMB@Fe, ATA@Fe, TA@Fe; viz. obr. ¢.
18). Vsechny kyseliny (AMB, ATA, TA) se $patné rozpoustély ve studené deionizované
vodé, ovsem po zahtati na teplotu 80 °C se rozpustily dobie - proto bylo nutné provadét
syntézy za uvedené teploty, ¢imz se predchdzelo znecisténi produktu ¢asticemi nezreagované
kyseliny. Reakce byly provadény na vzduchu, ne v atmosféie dusiku, jelikoz cilem nebylo
ziskat magnetitové, ale stabilnéj$i maghemitové nanoc¢éstice. Magnetit timto podléhal oxidaci
vzdusnym kyslikem. Posledni véci, kterou bylo pii pfipravé systéml nutné optimalizovat,
bylo mnozstvi 25% vodného roztoku amoniaku. Literatura uvadéla pro pouzité mnozstvi soli
pouzit 5 ml vodného roztoku amoniaku (63), v naSem piipadé bylo zjisténo, ze S ohledem na
barevné zmény reakéni smési a jeji magnetické vlastnosti je nutné pouzit objem 10 ml. Timto
zpusobem byly pfipraveny a charakterizovany tfi vychozi nanocésticové systémy, kazdy
s jinou organickou kyselinou (AMB@Fe, ATA@Fe, TA@Fe). Tyto systémy izolované
Vv pevném skupenstvi archivované v lednici byly stabilni v horizontu téi mésict, kdy je bylo
mozné pouzit pro dalsi syntézy. V pfipad¢ nanosystémil uchovanych pod acetonem je jejich
stabilita vyrazné¢ niZz§i (dva tydny), coZ se makroskopicky projevilo zménou barvy i
magnetickych vlastnosti. VSechny tfi vychozi systémy byly -charakterizovany FTIR
spektroskopii, Simultanni TG/DTA termickou analyzou a skenovaci elektronovou mikroskopii
s energiové disperzni spektroskopii (SEM/EDS), jejichz vysledky prokazaly pfitomnost

ptislusné organické kyseliny na povrchu nanoc¢asticového systému.

4.2 Funkcionalizované AMB@Fe nanoddstice

Prvni série pfipravovanych nanocésticovych systémi vychédzela z maghemitovych
nanocastic  potazenych  p-aminobenzoovou  kyselinou (AMB@Fe), které byly
funkcionalizovany platnatymi komplexy 1 (1*@AMB@Fe), 2 (2*@AMB@Fe) a 3
(3*@AMB@Fe).
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Infracervena spektroskopie

FTIR spektroskopie byla provedena ve stfedni oblasti 400-4000 cm™. Na zakladg
porovnani spekter (obr. ¢. 18) vychoziho systému (AMB@Fe), funkcionalizujiciho komplexu
a  vysledného funkcionalizovaného  systtmu (1*@AMB@Fe, 2*@AMB@Fe,
3*@AMB@Fe) lze konstatovat, ze ve spektrech finalnich systémt byly detekovany
charakteristické vibrace vychozich reakénich komponent (AMB@Fe, Pt(1l) komplex 1-3),
coz lze pokladat za dikaz ptitomnosti Pt(II) komplexu v pfipravovanych nanocasticich (obr.
¢. 18). Charakteristické vibrace deprotonizované karboxylové skupiny organické kyseliny a

Fe—O byly detekovéany ve spektrech pfi ca 1600 resp. 550 cm™.

100
£ gl ,JN,-"""I"". o .
@ ’ b 'y |
0 1 \
= B0
£ ]
w
S 70

G0 — ' r

g-

4000 3500 3000 2500 2000 1500 000
vino€et (cmT)

100 5

transmitace (%)
B

&0 T T T T J T ¥ T ¥ T o T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 11000 500

vino€et {cm™)

100 4

&0 -

60 ~

transmitace (%)

40 T T r T Y T d T L T d 1 i !
4000 3500 2000 2500 2000 1500 1000 =200
vinoCet (cm™)

Obr. ¢. 18. Porovnani mid-FTIR spekter vyslednych funkcionalizovanych maghemitovych
nanocastic pokrytych p-aminobenzoovou kyselinou (1*@AMB@Fe; modrie) se spektry
vychozich nanocastic (AMB@Fe; cerven¢) a samotného funkcionalizujiciho komplexu 1

(zeleng).
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Infradervena spektroskopie byla provedena také v oblasti od 150-600 cm™ (far-FTIR)
a poskytla neptimy dikaz o kovalentni vazbé mezi Pt(ll) iontem a vychozim systému
(AMB@Fe) vramci studovanych funkcionalizovanych systétmu (1*@AMB@Fe,
2*@AMB@Fe, 3*@AMB@Fe). Far-FTIR experimenty prokazaly zmény ve vnitini
koordinac¢ni sféfe v blizkosti centralniho atomu, ze kterych lze usuzovat na koordinaci Pt(II)
komplexu na amino skupinu kyseliny p-aminobenzoové pokryvajici maghemitové castice
vychozich AMB@Fe systémtl. Uvaha byla nasledujici - ve far-FTIR spektru vychoziho
dichloro komplexu 1 byly detekovany v(Pt—Cl) vibrace s piislusnymi maximy pii 336 a 345
cm™, zatimco ve spektru aktivovaného aqua komplexu (1*) byly pfitomny vibrace v(Pt—O)
(322 a 332 cm™). Ve spektru vysledného funkcionalizovaného systému (1*@AMB@Fe)
nebyly v uvedenych oblastech detekovana zadna maxima, predpokladana maxima v(Pt—N)
vazby mezi centralnim atomem a AMB vSak nebyla detekovana, nebot' byly piekryty

analogickymi vibracemi mezi Pt(ll) a dusikovymi atomy 7-azaindolového kruhu.

Simultanni TG/DTA termicka analyza

Zvysledki TG/DTA termické analyzy je patrny pomérné velky rozdil mezi

hmotnostnimi ubytky pozorovanymi na vychozich nanocasticich (AMB@Fe; Cerveng) a
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Obr. ¢. 19. Termogravimetricka (TG) kiivka vychoziho systému (AMB@Fe; ¢erven¢)

Vv porovnani s funkcionalizovanym systémem (2*@AMB@Fe; $edg¢)
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funkcionalizovanym systémem obsahujicimi komplex platiny (2*@AMB@Fe; sed¢) (obr. ¢.
19). Na pocatku TG kiivky vychoziho systému je patrny pokles, ktery je prisuzovan ztraté
vody naabsorbované na povrchu nanocastic (64). Za timto poklesem nasleduje v rozmezi od
150 °C do 200 °C oblast termické stability, za kterym dochédzi k druhému hmotnostnimu
ubytku, ktery souvisi s oxidaci organické vrstvy pokryvajici maghemitové jadro. Od teploty
zhruba 340 °C jsme pozorovali teplotn¢ stabilni systém. TG kiivka funkcionalizovaného
systému (Sed¢) ma odliSny tvar v porovnani s TG kiivkou vychoziho systému, s ¢imz byl
spojen také odliSny hmotnostni Ubytek. Rozdil v prib¢hu termickych analyz vychozich a
vyslednych nanosystému poukazoval na to, Zze vysledny systém obsahoval ptislusny platnaty

komplex.

Mikroskopické techniky (SEM/EDS, TEM)

Pomoci téchto metod byly ziskany velice cenné informace tykajici se tvaru, velikosti a
jednotnosti pripravenych nanocasticovych systému. Bylo zjisténo, ze ptfipravené systémy jsou
kulovitymi utvary obsahujici maghemitové jadro (y-Fe;O3) potazené vrstvou kyseliny p-
aminobenzoové s navazanou funkcionalizujici kyselinou. Analyzou TEM snimki byla urcena

pramérnd velikost ptipravenych systému, kterd je 13 nm. EDS poskytla relevantni informace

Obr. €. 20. a) TEM snimek systému 1*@AMB@Fe, s rozlisenim 100 nm b) s rozlisenim 50

nm, ¢) SEM snimek s rozliSeni 500 nm d) pfislusné EDS.
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o prvkovém slozeni studovanych nanocastic a jednoznaéné potvrdila pfitomnost platiny ve
vyslednych systémech. Jinymi slovy prokazala navazani funkcionalizujicich platnatych

komplexii na vychozi nanocasticové systémy (obr. ¢. 20d).

Maossbauerova spektroskopie

Maossbauerova spektra byly méfeny za pokojové teploty na systémech AMB@Fe a
2*@AMB@Fe (obr. ¢. 21). Méfené systémy nevykazuji pfitomnost valen¢niho stavu Fe(Il),
coz znamenda, ze obsahuji magnetické jadro slozené vyhradné zy-Fe;Os. Vysledky
Mossbauerovy spektroskopie pifi pokojové teploté také prokazaly superparamagnetické
vlastnosti studovanych nanocasticovych systému. Vysledné parametry Mossbauerovy

spektroskopie jsou vedeny v ptiloze piedlozené bakalatské prace.
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Obr. ¢. 21. Mossbauerova spektra vychoziho nanocasticového systému (AMB@Fe; a) a
funkcionalizovaného systému (2*@AMB@Fe; b), pofizena pii pokojové teploté. Dublet byl

piidélen k relaxaéni komponenté Fe**a singlet k superparamagnetické slozce Fe®'.

4.3 Funkcionalizované ATA@Fe nanocastice

Druhd série z Ttady pripravovanych nanocasticovych systémi vychazela
z maghemitovych nanoc¢astic potazenych aminotereftalovou kyselinou (ATA@Fe), které byly
dale funkcionalizovany platnatymi komplexy 1 (1*@ATA@Fe), 2 CQATA@Fe) a 3
(B@ATA@Fe).

Infracervena spektroskopie

Analogicky jako v pfedchozim piipad€ byly porovnany mid-FTIR spektra (obr. ¢. 22)
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(400-4000cm™)  vychoziho systému (ATA@Fe) s funkcionalizovanym  systémem
(1*@ATA@Fe, 2QATA@Fe, 3@ATA@Fe) a funkcionalizujicim Pt(Il) komplexem.
S jistotou lze konstatovat, ze ve spektrech finalnich systémi byly detekovany charakteristické
vibrace funkcionalizujicich Pt(Il) komplexii (napf. 2 pii 1251 a 1340 cmY), ¢imZ byla
prokazana jejich pfitomnost V pripravenych nanocasticich (obr. ¢. 22). Spektra, také
obsahovala piky charakteristickych vibraci karboxylové skupiny pouzité Kkyseliny (ca
1600cm™) a Fe—O (550 cm™).
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Obr. €. 22. Srovnani mid-FTIR spekter finalniho funkcionalizovaného systému
(2@ATA@Fe; cerveng), a vychoziho maghemitového systému (ATA@Fe; modie) a

samotného funkcionalizujiciho komplexu 2 (zeleng).

Simultanni TG/DTA termicka analyza
Z vysledkit TG/DTA termické analyzy je patrny rozdil mezi hmotnostnimi ubytky
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pozorovanymi na vychozich nanocasticich (ATA@Fe; cervené) a funkcionalizovanych
systtmech (2@ATA@Fe; Sed¢) (obrazek ¢. 24). Na pocatku TG kiivky vychoziho i
funkcionalizovaného systému je opét znatelny mirny pokles zplsobeny ztratou fyzikalné
vazané vody (7). Druhy vyrazny hmotnostni ubytek pozorujeme na obou TG kitivkach za
teplotou 200 °C, za kterou dochézi k oxidaci organické ¢asti studovanych systémda. I v tomto
ptipad¢ lze konstatovat, ze rozdil v pribéhu termickych analyz vychozich a vyslednych
nanosystému poukazoval na pfitomnost piislusného platnat¢tho komplexu ve vyslednych

systémch.
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Obr. ¢. 23. Termogravimetricka (TG) kiivka vychoziho systému (ATA@Fe; Cervené)

Vv porovnani s funkcionalizovanym systémem (2@ATA@Fe; Sed¢)

Mikroskopické techniky (SEM/EDS, TEM)

Z vysledkl poskytnutych kombinaci mikroskopickych technik SEM a TEM (obr. €.
24), bylo zjisténo, Ze piipravené systémy jsou kulovitymi utvary obsahujici maghemitové
jadro vy-Fe,O3; potazené vrstvou kyseliny aminotereftalové, na které je navazana
funkcionalizujici Pt(II) castice. Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) neshledala
vyrazné rozdily v morfologii pfipravovanych funkcionalizovanych systémii ve srovnani s
vySe uvedenymi systémy s p-aminobenzoovou kyselinou. Primérna velikost nanocastic byla

urCena na 9,4 nm. Energiové disperzni spektroskopie rovnéz podala ptimy dukaz pfitomnosti
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Pt(Il) komplext ve findlnich, funkcionalizovanych systémech.

Obr. ¢. 24. a) TEM snimek systému 2@ATA@Fe, s rozliSenim 100 nm, b) s rozliSenim 20

nm ¢) SEM snimek s rozlisenim 200 nm d) ptislusné EDS

4.4 FunkcionalizovanéTA@Fe nanocastice

Treti typ pfipravenych nanosystému, nyni s kyselinou tereftalovou, byl pfipraven s
Pt(ll) komplexy CDDP (CDDP@TA@Fe), OXA (OXA@TA@Fe), 1 (1*@TA@Fe) a 2
(2*@TAQ@Fe).

Infraervena spektroskopie

Mid-FTIR spektroskopie byla provedena v oblasti 400-4000cm™. Spektra (obr. &. 25)
poskytly  relevantni  informace, které byly ziskdny porovndnim  vychoziho
funkcionalizovaného systému (TA@Fe) s funkcionalizovanymi syst¢émy (CDDP@TA@Fe,
OXA@TA@Fe, 1*@TA@Fe a 2*@TA@Fe) a funkcionalizujicim Pt(Il) komplexem.
Spektra vykazovala charakteristické vibrace vychozich reakénich komponent, coz opét
dokazalo ptitomnost kyseliny tereftalové (maximum piku vibrace karboxylové kyseliny pii ca
1649 cm™), maghemitu (maximum piku vibrace Fe—O pfi ca 539 cm™) a Pt(11) komplexu ve

finadlnim funkcionalizovaném systému.
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Obr. ¢. 25. Srovnani Mid-FTIR spekter funkcionalizovaného systému (1*@TA@Fe; zeleng),
s vychozim maghemitovym systémem (TA@Fe; fialové) a samotnym funkcionalizovanym

komplexem 1 (modfe).

Simultanni TG/DTA termicka analyza

Z vysledkti TG/DTA termické analyzy je patrny hmotnostni tbytek funkcionalizované
nanocastice obsahujici komplex platiny (CDDP@TA@Fe; modre) (obr. ¢. 26). Na pocatku
TG kiivky funkcionalizovaného systému, v rozmezi od 30 °C do 260 °C, je znatelny mirny
pokles, ktery je pfisuzovan ztraté vody, ktera je naabsorbovana na povrchu nanocastic (63).
Za timto poklesem nasleduje v rozmezi od 260 °C do 330 °C strmy pad kiivky, ¢imZ dochazi

k druhému hmotnostnimu ubytku, ktery rovnéz souvisi s oxidaci organické vrstvy pokryvajici
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maghemitové jadro. Od teploty zhruba 340 °C byl pozorovan teplotné stabilni systém. TG
ktivka funkcionalizovaného systému (modie) poukazovala na to, ze vysledny systém

obsahoval pfislusny platnaty komplex (CDDP).
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Obr. ¢. 26. Termogravimetricka (TG) kiivka funkcionalizovaného syst¢tmu CDDP@TA@Fe

Mikroskopické techniky (SEM/EDS)

Pomoci mikroskopickych technik byly ziskdny informace, tykajici se tvaru, velikosti a
jednotnosti pfipravenych nanocésticovych systémil. Skenovaci elektronovd mikroskopie
(SEM) se obecn¢ vyuziva ke studiu povrchu materialti a jeji morfologie. Bylo zjisténo, ze
vychozi funkcionalizované systémy maji kulovité utvary, obsahujici maghemitové jadro

Fe,O3 potazené vrstvou kyseliny tereftalové.

b)

* 5 8 %

}l
|
|

Obr. ¢. 27. a) SEM snimek systému CDDP@TA@Fe s rozlisenim 400 nm, b) ptislusné EDS
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5. Zavér

Tato bakalafské prace se zabyva studiem nanosystémil pro magneticky cileny transport
1é¢iv, pti kterém je, obecné feceno, magneticky nosi¢ 1é¢iva schopen cilené transportovat
1é¢iva ptimo do potiebné tkdné (napi. nadoru), ¢imz je schopen vyhnout se zdravé tkani a tim
minimalizovat atak toxického léCiva na zdravou tkan, ktery pfinasi pacientim nepiijemné
vedlejsi ucinky v pribéhu samotné terapie. Strategie vyuzivajici cileny transport 1éCiv piinasi
nové moznosti pii 1écbé a diagnostice nadorovych onemocnéni. Teoreticka ¢ast této prace je
zam&fena na seznameni s podstatou cileného transportu, vyuzitelnosti magnetickych
nanocastic na bazi oxidi Zeleza v biomediciné a zavadi ctendife do samotné historie a
mechanismu t¢inku vyznamného protinadorového 1é¢iva jakym je cisplatina. Experimentalni
¢ast je zaméfena na piipravu a naslednou charakterizaci pfipravenych nanocasticovych
systémi obsahujicich maghemitové jadro pokryté tenkou vrstvou organické kyseliny (AMB,
ATA, TA), ¢imz vznikaji vychozi syst¢tmy (AMB@Fe, ATA@Fe, TA@Fe), které jsou dale
funkionalizovany riznymi protinadorové aktivnimi platnatymi komplexy (napt. komplexy s
derivaty 7-azaindolu (1-3), oxaliplatinou nebo cisplatinou). Finalni funkcionalizované
systtmy (1*@AMB@Fe, 2*@AMB@Fe, 3*@AMB@Fe, 1*@QATA@Fe, 2@ATAQ@Fe,
3@ATA@Fe, CDDP@TA@Fe, OXA@TA@Fe, 1*@TAQ@Fe, 2*@QTA@Fe) byly
studovany pomoci instrumentidlnich metod (FTIR, EDS a Mdssbauerova spektroskopie,
TG/DTA termicka analyza, SEM, TEM), které poskytly relevantni informace o jejich slozeni
(byla prokéazéana ptitomnost funkcionalizujicich Pt(II) komplexti ve vyslednych systémech),

velikosti (okolo 10 nm) a morfologii (kulovité nanocastice s maghemitovym jadrem).
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Summary

This Bachelor’s thesis deals with the study of magnetic nanosystems for targeted drug
delivery, where, generally speaking, magnetic carrier is able to transport the drug directly to
the desired tissue (e.g. tumours) and avoid healthy tissue and thus minimize the attack of toxic
drugs to healthy tissue, which brings the patients negative side effects during the therapy.
Using of the targeted drug delivery brings new possibilities in the treatment and diagnosis of
cancer. The theoretical part of this thesis is focused on the nature of drug delivery, the utility
of magnetic nanoparticles of iron oxide in biomedicine and history and mechanism of action
of important anticancer drug cisplatin. The experimental part is focused on preparation and
characterization of the prepared nanosystems containing maghemite core coated with an
organic acid (AMB, ATA or TA) in the initial systems AMB@Fe, ATA@Fe, TA@Fe,
which are further functionalized various antitumor active platinum complexes (e.g. complexes
with 7-azaindole derivatives (1-3), oxaliplatin or cisplatin). The final functionalized systems
(I*@AMB@Fe, 2*@AMB@Fe, 3*@AMB@Fe, 1*@ATA@Fe, Z2@ATAQ@Fe,
3@ATAQ@Fe, CDODP@TA@Fe, OXA@TAQ@Fe, 1*@TAQ@Fe, 2*@TA@Fe) were studied
by FTIR, EDS and Mdssbauer spectroscopy, TG / DTA thermal analysis, SEM and TEM,
which provided relevant information about their composition (showed the presence of the
functionalizing Pt(11) complexes in the resulting systems), size (approximately 10 nm) and

morphology (spherical core-shell nanoparticles with maghemite core).
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Abstract: This study describes a one-pot synthesis of superparamagnetic maghemite-based
4-aminobenzoic acid-coated spherical core-shell nanoparticles (PABA@FeNPs) as
suitable nanocomposites potentially usable as magnetic carriers for drug delivery.
The PABA@FeNPs system was subsequently functionalized by the activated species
(1* and 2%*) of highly in vitro cytotoxic cis-[PtCly(3Claza),] (1; 3Claza stands for 3-chloro-
7-azaindole) or cis-[PtCly(5Braza),] (2; 5Braza stands for 5-bromo-7-azaindole), which
were prepared by a silver(I) ion assisted dechlorination of the parent dichlorido complexes.
The products 1*@PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs, as well as an intermediate
PABA@FeNPs, were characterized by a combination of various techniques, such as
Mossbauer, FTIR and EDS spectroscopy, thermal analysis, SEM and TEM. The results
showed that the products consist of well-dispersed maghemite-based nanoparticles of
13 nm average size that represent an easily obtainable system for delivery of highly
cytotoxic cisplatin-like complexes in oncological practice.
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1. Introduction

The platinum(Il) complexes, such as cisplatin, oxaliplatin or carboplatin, are well-established
anticancer chemotherapeutics used worldwide for the treatment of various types of cancer [1].
Application of these drugs causes several negative side-effects, such as nephrotoxicity, neurotoxicity
or myelosuppression, which represent a permanent incentive for bioinorganic chemists to find novel
non-platinum drugs (e.g., ruthenium complexes) or platinum complexes with diminished side-effects
or to study the possibilities of the targeted drug delivery of the known as well as novel cytotoxic
platinum complexes to the tumour tissues. The latter option, i.e., targeted drug delivery, offers various
approaches, as reviewed e.g., in [2—4]. One of them is based on the use of magnetic nanoparticles
(NPs) coated with a suitable shell, comprising e.g., organic molecules of the same entity, that is able to
interact with the drug [5,6]. A distribution of such systems within the organism suffering with cancer
could be affected by an external magnetic field, whose application concentrates the drug into the
tumour tissue.

Among all the magnetic nanoparticles of transition metals and their oxides, iron oxide-based
nanosystems hold a paramount position in various medical fields due to their promising properties
including magnetic (e.g., superparamagnetism, strong magnetic response and saturation under small
applied magnetic fields, excellent heating performance in the frequencies of the alternating magnetic
field safe for humans) and biochemical (e.g., very low toxicity, biocompatibility, biodegradability)
features [7,8]. To date, they have been successfully employed as negative contrast agents in magnetic
resonance imaging, for cell labelling and separation, drug delivery, and as functional components in
magnetically-assisted hyperthermia for cancer treatment. Once iron oxide nanoparticles are
functionalized with suitable bioactive substances, the resulting system then performs both the diagnostic
and therapeutic actions, giving birth to a novel branch of medicine known as theranostics [9]. Many iron
oxide-based (both maghemite or magnetite) nanocarriers designed and fabricated for magnetic drug
delivery purposes have been reported in the literature to date, involving various synthetic approaches
and the use of different organic-coating layers [5,6,10-19]. Regarding the nanocomposites with
maghemite-based core-shell NPs functionalized with platinum-based drugs (i.e., structurally similar to
those reported in this work), to the best of our knowledge only two such works have been reported to
date. Both of them report maghemite-based NPs with dechlorinated cisplatin bound to 4-oxo-4-(3-
(triethoxysilyl)propylamino)butanoic acid (OTPBA) [20,21]. These systems showed remarkable, time-
dependent in vitro cytotoxicity against MCF7, HeLa, A549 and A549R human cancer cell lines, which
is comparable with that of cisplatin after 72 h, and moreover, they can be simultaneously used as MRI
contrast agents. Several other works have dealt with similar magnetite-based NPs suitable for magnetic
drug delivery and studied cisplatin as the model drug as follows: Deng and Lei reported the
Fe;04/S10; cores with PEG—PLA shell (PEG = polyethylene glycol, PLA = polylactic acid) and loaded
cisplatin [22]. A similar system, but with a PLA shell, was studied by Devi et al., who focused on
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loading and release properties of cisplatin [23]. Ashjari et al. published the preparation of cisplatin-
functionalized magnetite NPs with biodegradable poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) with different
morphological properties of the resulting composite [24]. Several other studies focused on the
analogical systems (magnetite core and cisplatin as the functionalizing agent) differing in organic
shells, such as folate acid- [25], squalene- [26], carboxymethylcellulose- [27], dextrane- [28] or
poly(ethyl-2-cyanoacrylate)- [29] based layer. Finally, Li et al. studied the effect of cisplatin-loaded
magnetite-based NPs on multidrug resistance and its mechanism [30]. Although all of the mentioned
nanosystems have to be considered as universal in terms of functionalization by the platinum
complexes, it has to be noted that to the best of our knowledge only one work [31] has reported iron
oxide-based NPs functionalized with platinum complexes other than the mentioned cisplatin. In
particular, the magnetite-silica composite nanoparticles were investigated as carriers of a photoactive
platinum diimine complex.

In an effort to research the possibilities of targeted delivery of the recently reported highly in vitro
cytotoxic cisplatin-like complexes involving 7-azaindole derivatives investigated by our team [32—-34],
we developed a novel system based on easily obtainable magnetic nanoparticles. They consist of
maghemite-based 4-aminobenzoic acid (PABA)-coated core-shell nanoparticles (PABA@FeNPs)
functionalized by the activated (i.e., dechlorinated) platinum(Il) complexes bearing various
7-azaindoles (the complexes 1 and 2, whose activated form is symbolized as 1* and 2*; Figure 1a).
The obtained systems 1*@PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs (Figure 1b) were thoroughly
characterized by relevant techniques including Mossbauer and FTIR spectroscopy, simultaneous
TG/DTA thermal analysis, transmission electron microscopy (TEM) and scanning electron microscopy
(SEM) equipped with energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS). The resulting nanocomposites,
which were found to be 13.0 + 2.1 nm of size with acceptable dispersibility, are of high potential from
the magnetic drug delivery point of view.

Figure 1. (a) The structural formulas of highly cytotoxic «cis-[PtCly(3Claza),]
(1, 3Claza = 3-chloro-7-azaindole) and cis-[PtCly(5Braza),] (2; 5Braza = 5-bromo-7-
azaindole), and the corresponding activated diaqua species symbolized as 1* and 2* used
for the interaction with PABA@FeNPs; (b) the proposed composition of the studied
1*@PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs based on the maghemite core coated with
4-aminobenzoic acid and functionalized with 1* or 2*; and (c¢) photos of the obtained
aqueous suspensions of PABA@FeNPs (up) and 2*@PABA@FeNPs (down) without (/eft)
and with (right) an external magnetic field.
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2. Results and Discussion
2.1. Preparation and Properties of PABA@FeNPs

The maghemite-based nanoparticles (FeNPs) coated with 4-aminobenzoic acid (PABA@FeNPs)
were prepared be a method using a mixture of the Fe(IIl) and Fe(II) salts (FeCl;-6H,O and FeCl,-4H,0
in this work), which was mixed together with PABA in deionized water under atmospheric conditions.
NH4OH was finally added to the mixture which resulted in the formation of the maghemite-based
PABA@FeNPs nanoparticles. It has to be noted that the usual preparation of maghemite-based NPs
involves magnetite NPs (prepared from the mixture of Fe(Ill) and Fe(Il) salts under nitrogen [35,36])
and subsequently oxidized by e.g., diluted nitric acid [20,21]. Since we aimed to prepare maghemite-
based NPs, we used a different approach—we did not perform the syntheses under nitrogen but under
atmospheric conditions, which was found to be sufficient for the magnetite oxidation to occur without
addition of any other oxidizing agent.

The presence of the organic layer coating the maghemite NPs within the obtained PABA@FeNPs
was proved by the FTIR spectra recorded in the 400—4,000 cm ™' region (Figure 2 and Figure S1) as
well as by the thermal analysis (Figure S2) [35,37]. The FTIR spectrum of PABA@FeNPs contained
the characteristic peak of maghemite at ca. 550 cm™' clearly assignable to the v(Fe—O) vibration, as
well as a series of peaks, whose positions in the spectrum correlates with those of free PABA molecule
(see Figure S1 and Experimental Section). The results of the FTIR spectroscopy also indirectly proved
that PABA is bonded to y-Fe,O; within the PABA@FeNPs nanocomposite through the deprotonated
carboxyl group, because there is only one major peak in the region characteristic for this functional
group with a band centred at 1,603 cm ', as compared with four in total peaks found in the spectrum of
free PABA at 1,571, 1,597, 1,623 and 1,660 cm’! (Figure S1).

Figure 2. FTIR spectra of the maghemite nanoparticles coated with 4-aminobenzoic acid
(PABA@FeNPs; red line), the parent complex 2 involving 5-bromo-7-azaindole (blue line),
and the resulting system with the activated complex (2*) bound on the maghemite
nanoparticles coated with 4-aminobenzoic acid (2*@PABA@FeNPs).
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The PABA@FeNPs hybrid systems exhibited, as expected, a strong attraction to the magnetic field
(Figure 1c) and good stability in solution (no macroscopic changes, e.g., colour or magnetism, after
one weak of standing in the fridge) and in solid state (usable with no changes of their properties after
more than two months of standing in the fridge).

2.2. Functionalization of PABA@FeNPs by Platinum(1l) Complexes

We assumed a bonding of the platinum(Il) complexes through Pt—N bonds formed between the
Pt(IT) atom of the activated species and the amino group of PABA. As previously reported, PABA with
a substituted carboxyl group (which simulates the bonding of PABA to the maghemite NPs through
the mentioned functional group) binds to platinum through the amino group [38—40]. Further,
the X-ray structures of several platinum(Il) complexes involving aniline or its variously substituted
derivatives, such as 4-alkylanilines (e.g., [41,42]) are described in the literature. These facts proved
PABA is a suitable coating agent for magnetic therapeutic/theranostic systems functionalized with
platinum-based agents.

The initial cis-dichloridoplatinum(Il) complexes of the composition cis-[PtCly(naza),] (1 and 2),
which were recently described in the literature by our team as having significant antitumor
properties [33,34], were activated by their reactions with a stoichiometric amount of silver(I) nitrate,
resulting in dechlorination and formation of the diaquaplatinum(II) species cis-[Pt(H,0),(3Claza),]*
(1*) and cis-[Pt(H,0)2(5Braza),]*" (2*). The activated species, involving the labile Pt-aqua bonds
which represent suitable sites for consequent formation of the mentioned Pt—N bonds with PABA,
were allowed to interact in acetone with the PABA@FeNPs nanoparticles for 48 h. The final systems
(1*@PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs), which showed strong attraction to the external
magnetic field (Figure 1c), were magnetically isolated, purified and stored in the fridge. The presence
of the platinum(II) species within the obtained maghemite-based nanocomposite was proved by FTIR
spectroscopy (Figure 2) as well as by EDS spectroscopy (Figure 3f). FTIR spectroscopic experiments
were performed with the aim to better characterize the studied systems. The detailed analysis of FTIR
spectra revealed that bands observed in the spectrum of 1*@PABA@FeNPs at 785, 1,018, 1,099,
1,277, 1,338, 1,516, 1,602, 2,906 and 3,107 cm ' and in the spectrum of 2*@PABA@FeNPs at 700,
883, 946, 1,267, 1,341, 1,473, 1,603 and 3,082 cm ' were not detected in the spectrum of the
PABA@FeNPs system. Moreover, the positions of these bands correlate well with those detected in
the spectra of the complexes 1 and 2 (Figure 2 for the complex 2 and 2*@PABA@FeNPs), thus
showing on the presence of the platinum(Il) 7-azaindole species within the resulting nanocomposites.
An interpretation of the far-FTIR spectra recorded at 150-600 cm ' provides indirect proof of the
covalent bonding between the platinum(II) species and PABA@FeNPs within the studied nanosystems
1*@PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs. In particular, the performed far-FTIR experiments
regarding 2, 2* and 2*@PABA@FeNPs indicated changes in inner coordination spheres in the vicinity
of the central platinum(II) atom, i.e., the changes going from a PtCI,N, donor set (the starting complex 2;
two v(Pt—Cl) maxima at 336 and 345 cm "), through a PtN,O, donor set (the dechlorinated complex 2*;
two v(Pt-0) maxima at 322 and 332 cm ') to a PtN, one (the resulting system 2*@PABA@FeNPs; no
bands detected in the region mentioned for both the v(Pt—Cl) or v(Pt-O) vibrations), as depicted in
Figure S3. In other words, although we did not detect the vibrations connected with the anticipated
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Pt—-N bonds between the platinum(Il) species and amino group of PABA, we assume that these
vibrations are overlapped (analogically to those at ca 520 cm ' assignable to Pt=N bonds between the
central Pt(II) atom and 7-azaindole rings) by a wide and intensive band belonging to v(Fe—O). The
v(Fe—O) vibration was, together with a band centred at 579 cm | assignable to the vibrations connected
with the deformation of the 7-azaindole moiety [43], the only band detected in the discussed
far-FTIR spectrum of 2*@PABA@FeNPs. TEM images of the prepared 1*@PABA@FeNPs and
2*@PABA@FeNPs systems provided the relevant information regarding the shape, size, and
uniformity of the resulting NPs (Figures 3a,b). The systems were found to be spherical, core-shell
well-dispersed composites with an average size of 13.0 £ 2.1 nm. SEM was used to investigate the
surface morphology of the prepared maghemite-based NPs (Figure 3c,e). A comparison of the SEM
images depicted for PABA@FeNPs (Figure 3c) and 2*@PABA@FeNPs (Figure 3¢) did not show any
noticeable difference between their properties, since both systems were detected by SEM (as well as
by the above-mentioned TEM) as having a spherical shape of individual NPs, which agglomerated
together to the structure without any specific shape.

Figure 3. TEM images of 2*@PABA@FeNPs {(a) with 100 nm resolution and (b) with
50 nm resolution}, SEM images of PABA@FeNPs (¢) and 2*@PABA@FeNPs (e) given
with their EDS patterns (d, f).
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Simultaneous TG/DTA thermal analysis revealed a considerable difference between the weight
losses of PABA@FeNPs and those involving functionalized platinum(II) complexes (represented by
2*@PABA@FeNPs; Figure S2). PABA@FeNPs did not show any weight increase in the 100150 °C
range (after the loss of water physically adsorbed on the the prepared NPs), which is known to be
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connected with an oxidation of Fe* ions, which indirectly proved the chemical composition of the
magnetic core (maghemite). The PABA@FeNPs system was thermally stable between 114 and 148
°C, when its thermal degradation (connected with an oxidation of the organic layer coating the
maghemite core) started and continued to 460 °C (total weight loss equals 8.0%). The product of the
thermal decomposition, most probably y-Fe,Os as previosly reported for maghemite NPs [44], did not
show any weight change up to 530 °C, however, an exothermic effect unambiguously assignable to the
v-Fe, 03 to a-Fe,O3 conversion was detected on the DTA curve with the maximum at 488 °C (Figure S2).
A considerably different weight loss (19.8%) as well as TG-curve shape (a continual decomposition)

was found for 2* @PABA@FeNPs indirectly proving the presence of the platinum(Il) species within
the resulting system (Figure S2).

2.3. Méssbauer Spectroscopy

The *’Fe Mdssbauer spectra of the samples studied are depicted in Figure 4, while the values of the

Mossbauer hyperfine parameters, derived from the fitting of the recorded Mdssbauer spectra, are listed
in Table 1.

Figure 4. Room-temperature Mossbauer spectra of (a) PABA@FeNPs and (b)
2*@PABA@FeNPs; doublet - assigned to the Fe** relaxation component, singlet - asigned
to the Fe’ superparamagnetic component.

100 100
A99—
£ g
5 98- s
8 | @
£ 0
@ 97 E
o 300K,0T o 300K, 0T
= 1 Data & Data
96 4 ——Fit — Fit
i Doublet Doublet
Singlet Singlet
Rl s e S R A B e e e e o o o o o o B B S N
10 -8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 10 8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10
Velocity (mmis) Velocity (mmi/s)

Table 1. Values of the Mdssbauer hyperfine parameters, derived from the fitting of the
room-temperature Mdssbauer spectra of PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs, where o

is the isomer shift, AEy is the quadrupole splitting and RA is the spectral area of the
individual spectral components.

0+£0.01 AEp+0.01 RA=£1

Sample Component (mm/s) (mm/s) %) Assignment
PABA@FeNPs Doublet 0.34 0.66 18 Fe’* relaxation component
Singlet 0.35 2 Fe’" superparamagnetic
' component
2*PABA@FeNPs Doublet 0.35 0.69 88 Fe’* relaxation component
Singlet 0.35 73 Fe’" superparamagnetic

component
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The room-temperature Mossbauer spectrum of both the PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs
sample shows only relaxation components (i.e., singlet and doublet, see Figures 4a,b, respectively)
with the values of the Mossbauer hyperfine parameters (see Table 1) typical of high-spin Fe(IIl) atom
in iron(IIT) oxides [45]; there is no indication of presence of the Fe*" valence state. Thus, the
nanoparticles in both samples are solely of -Fe,Os origin. This is expected in connection with their
small size with a large surface area securing their complete oxidation. On the timescale of the
Mossbauer technique, all the nanoparticles in both assemblies behave in a superparamagnetic manner
at room temperature. The doublet component belongs to the nanoparticles with thermally fluctuating
superspins having relaxation times much smaller than the characteristic measurement time (z,,) of the
Mossbauer spectroscopy, while the presence of a singlet corresponds to those nanoparticles the
superspin of which thermally fluctuates between the energetically favored orientations with a
relaxation time close to 7,. The PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs systems would show
superparamagnetic features in the magnetization measurements at room temperature, however, their
magnetic characteristics will be significantly driven by finite-size and surface effects (manifested, for
example, by a smaller saturation magnetization or lack of saturation and reduced magnetic response
under small applied magnetic fields).

3. Experimental
3.1. Materials and Methods

The starting materials Kj[PtCly], 3-chloro-7-azaindole (3Claza), 5-bromo-7-azaindole
(5Braza), iron(Ill) chloride hexahydrate (FeCl;-6H,0), iron(Il) chloride tetrahydrate (FeCl,-4H,0),
p-aminobenzoic acid (PABA), 25% NH4OH, silver nitrate (AgNO3) and solvents were supplied by
Sigma-Aldrich Co. (Prague, CzechRepublic) and Acros Organics Co. (Pardubice, CzechRepublic), and
used as received. The platinum(Il) complexes cis-[PtCl,(3Claza),] (1) and cis-[PtCly(5Braza);] (2)
(Figure 1a) were prepared as described in our recent paper [33].

Transmission electron microscopy (TEM) was carried out on a JEOL 2010 microscope (200 kV,
1.9 A point-to-point resolution). A drop of high-purity water with the ultrasonically dispersed samples
was placed onto a holey-carbon film supported by a copper-mesh TEM grid and dried in air at room
temperature. Scanning electron microscopy (SEM) was performed, together with energy-dispersive
X-ray (EDS) spectroscopy, by a Hitachi 6600 FEG microscope (5—15 keV accelerating voltage; the
dried samples were placed on an aluminum holder equipped with double-sided adhesive carbon tape).
The *’Fe Mdéssbauer spectra of the studied samples were recorded at room temperature employing a
Mossbauer spectrometer operating at the constant acceleration mode and equipped with a 50 mCi
>’Co(Rh) source. The isomer shift values are related to a-Fe at room temperature. The Mossbauer
spectra were fitted with the MossWinn software program; prior to fitting, the signal-to-noise ratio was
enhanced by a statistically based algorithm [46]. Infrared spectra (400—4000 cm ' and 150—600 cm '
regions) were recorded on a Nexus 670 FT-IR (Thermo Nicolet, Waltham, MA, USA) using the ATR
technique. Simultaneous thermogravimetric (TG) and differential thermal (DTA) analyses were
performed using an Exstar TG/DTA 6200 thermal analyzer (Seiko Instruments Inc., Chiba, Japan)
from room temperature to 650 °C (5.0 °C min ') in dynamic air atmosphere (50 mL min ).
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3.2. PABA@FeNPs Nanoparticles

4-Aminobenzoic acid (PABA; 0.62 g, 4.5 mmol) was, due to its poor solubility at laboratory
temperature, dissolved in hot (80 °C) deionized water (75 mL) and then, FeCl;-6H,O (1.17 g;
4.3 mmol) dissolved in deionized water (5 mL) was added. The mixture was stirred at 80 °C for
30 min and then FeCl,-4H,0 (0.86 g; 4.3 mmol) dissolved in deionized water (2 mL) was added to the
solution. After 30 min of stirring at 80 °C the last reagent (10 mL of 25% NH4OH) was slowly added.
The solution turned dark black as the PABA@FeNPs formed. The suspension was intensively stirred
at 80 °C for 60 min. Finally, nanoparticles were magnetically isolated and washed with deionized
water (3 x 20 mL) and acetone (3 x 20 mL). Part of the final ferrofluid suspension of PABA@FeNPs
(Figure 1c) was stored under degassed acetone in the fridge, while the rest of the product was dried
with nitrogen gas and in desiccator over silica gel, and stored in the fridge. PABA@FeNPs: FTIR
(vatr/cm '): 552vs, 783w, 1,179m, 1,395vs, 1,493m, 1,603s, 3,219s, 3,334s.

3.3. Synthesis of 1 *@PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs

The complexes 1 (110 mg; 0.2 mmol) and 2 (130 mg; 0.2 mmol) were dissolved in acetone (10 mL)
and two molar equivalents of AgNO; dissolved in a minimum volume of deionized water were added.
The mixture was stirred at laboratory temperature in the dark for 24 h. After that, AgCl was
removed by filtration and washed with acetone (3 x 1 mL) to produce the filtrate containing
the solution of the dechlorinated complexes of the composition cis-[Pt(H,0),(3Claza),]*" (1*), and
cis-[Pt(H,0),(5Braza),]”” (2*) (Figure la). PABA@FeNPs (0.5 mL of the acetone suspension
involving 100 mg of PABA@FeNPs) was poured in and the mixture was stirred for 48 h to produce
the final systems 1*@PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs (Figures 1b,c). These products were
magnetically isolated, washed with acetone (3 x 20 mL), dried (nitrogen and then in desiccator over
silica gel) and stored in the fridge. 1*@PABA@FeNPs: FTIR (vatr/cm '): 550vs, 785w, 1,018m,
1,099w, 1,179m, 1,208m, 1,277s, 1,338s, 1,398vs, 1,516m, 1,602s, 1,694w, 2,906s, 3,107s.
2*@PABA@FeNPs: FTIR (VATR/cm_l): 547vs, 700w, 883w, 946w, 1,017w, 1,101w, 1,177m, 1,267vs,
1,341s, 1,400vs, 1,473s, 1,500s, 1,603m, 1,646s, 1,694w, 3,082s. For far-FTIR spectra of 2, 2%,
PABA@FeNPs and 2*@PABA@FeNPs see Supplementary Materials.

4. Conclusions

A simple approach was applied to obtain magnetic 4-aminobenzoic acid-coated maghemite
nanoparticles with good stability in solution, with high magnetic response to the external magnetic
field and showing superparamagnetic behaviour as proved by the Mdssbauer spectroscopy experiments
at room temperature. The systems were designed to be able to bind highly cytotoxic platinum(II)
complexes involving 7-azaindole derivatives represented by the diaquaplatinum(II) species 1* and 2*
prepared by a Ag(I) ion-assisted activation from the initial highly cytotoxic dichlorido complexes.
The incorporation of the platinum(Il) species was proved by relevant techniques (FTIR, EDS),
while a combination of the microscopic techniques (SEM, TEM) showed the obtained core-shell
nanocomposites as having the spherical shape and an average size of 13 nm in diameter. Although we
are aware of the fact that other important properties of the reported systems (e.g., release of the



Molecules 2014, 19 1631

complex, in vitro cytotoxicity, in vitro toxicity or MRI experiments), should by also elucidated
(the results will be a subject of our forthcoming studies), we have reason to believe that the
prepared systems fulfil the basic requirements (magnetism, size, dispersibility or functionalization with
therapeutically active substance) for the nanoparticles used in the field of theranostic nanomedicine.

Supplementary Materials
Supplementary materials can be accessed at: http://www.mdpi.com/19/2/1622/s1.
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