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1 UVOD A CILE PRACE

v

problémy souc¢asné mediciny. Casto jsou zptisobeny mnoha faktory, véetné genetickych,
fyzikalnich a chemickych vlivi, ¢i vlivll zivotniho stylu. Mezi metody 1é¢by nadorovych
onemocnéni patfi chirurgické zdkroky, chemoterapie a radioterapie, pfiCemz
po chirurgickém odstranéni je nejCastéjSim zpisobem 1écby chemoterapie. Chemoterapie
zahrnuje pouziti chemickych cytostatik, kterd potlacuji maligni bunéény rist a zastavuji
cisplatina, karboplatina a oxaliplatina, jejichz hlavnim cilem uc¢inku je jadernd DNA.

Prvnim, a stale nejpouzivanéj$im cytostatikem na bazi platiny, je cisplatina, kterd ma
vSak fadu vedlejsich ucinkt. Velkou piekdzku v 1é¢bé nadorovych onemocnéni predstavuje
nefrotoxicita, ototoxicita ¢i rezistence malignich bunék k cisplatin€. Strategii k pfekondni
téchto nezddoucich ucinkl je modifikace cisplatiny ¢i vyuziti nanonosi¢i pro cilené
dorucovani 1é¢iv. Nanonosic¢e na bazi grafen oxidu jsou diky svym fyzikalné-chemickym
vlastnostem potencionalné atraktivni pro lékai'ské aplikace. Pro zlepSeni biokompatibility
nanocastic grafen oxidu lze jejich povrch modifikovat pomoci biopolymert.

V ramci teoretické ¢asti diplomové prace byly charakterizovany nanonosice lé¢iv
a jejich vyuziti pfi 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Déle bylo cilem zpracovat literarni resersi
se zamétenim na popis funkcionalizace grafen oxidu a mechanismu ucinku cisplatiny.

Cilem experimentdlni ¢asti bylo pfipravit a charakterizovat funkcionalizované
nanoplatformy grafen oxidu mikroskopickymi a také spektroskopickymi metodami.
Po navazani 1é¢iv na bazi cisplatiny byla stanovena koncentrace navazaného léciva, byl
proveden in vitro test Zivotaschopnosti bunck, ktery byl dale potvrzen fluorescencéni

mikroskopii.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Nanotechnologie
Nanotechnologie je oblast védy a primyslu, ktera se zabyva navrhem, syntézou, popisem
a aplikaci materialti, jejichz nejmensi funkéni jednotka se pohybuje alespoit v jednom
rozméru v fadu 1 az 100 nanometrti (nm). Nanotechnologie pfispiva k rozvoji témét vSech
védnich oborl, zahrnujicich biologii, chemii, fyziku, informatiku, materidlové vedy
a inZenyrstvi. Nabizi tak nejen zdokonaleni soucasnych technik, ale dokonce zavedeni zcela
novych néstroji (Saini et al., 2010).

Nanotechnologie nachazi své uplatnéni v Sirokém spektru oblasti, jako je elektronika,
energetika, kosmicky primysl, potravinafsky primysl a pfedevS§im medicina. Nanomedicina
je specifické odvétvi mediciny vyuZivajici nanotechnologie k diagnostice a 1écbé

vvvvvv

vyuziva nanomaterialy pii [é€b¢€ rakoviny (Ranganathan et al., 2012).

2.2 Nanonosice 1é¢iv

Nanonosi¢e jsou definovany jako koloidni struktury, jejichz velikost je méfena
v nanometrech. V zavislosti na jejich pouziti se velikost téchto ¢astic obvykle lisi a pohybuje
se od nékolika jednotek az po stovky nanometrti. Obecné vsak plati, Ze je velikost Castic
navrzena tak, aby mohly prochézet endotelem nadoru a nésledné se v nadoru také hromadit.
Velikost ¢astic dale urcuje, zda cirkulujici ¢astice projde opsonizaci a rychlym odstranénim
retikuloendotelovym systémem (RES), ktery je distribuovan pfevazné v jatrech, slezing,
plicich a kostni dfeni. Pokud neni pozadovano doruceni léciva do téchto tkani, je nutné
povrch nanocastic upravit tak, aby unikl U¢inkiim RES. Jednou z metod je modifikace
polymerniho slozeni ¢astice pomoci PEGylace, tedy adice polyethylenglykolu (PEG) na jeji
povrch. Dal§i moznosti je vyroba ¢astic s hydrofilnim povrchem (Haley et al., 2008).
Nanocastice jsou v posledni dob¢é vyhleddvanym ndstrojem jakoZzto nanonosice
s cilenym podavanim 1éCiv. Dlivodem je zejména jejich schopnost transportovat velké
mnozstvi 1€kli, prodluzovat dobu cirkulace a podporovat selektivni akumulaci v nadoru
prostfednictvim zvySené permeability a reten¢niho efektu (EPR) (Yu et al., 2010). Diky
vysokému poméru plochy k objemu maji navic nanonosic¢e schopnost modifikovat zdkladni
vlastnosti a terapeutickou uc¢innost 1é¢iv. Zlepsuji naptiklad dispergovatelnost hydrofobnich
sloucenin, stabilitu terapeutickych latek, jejich fizené uvolovani nebo farmakokinetiku

a biodistribuci 1é¢ivych latek, ¢imz minimalizuji toxicitu (Mishra et al., 2010).
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Cela tada téchto vyhod je spojena s vyS$si G€innosti oproti konvencnim lékovym
terapiim. Rovnéz je snazsi modifikovat fyzikalné-chemické vlastnosti nanonosicu, jako je
slozeni, velikost, tvar, ndboj ¢i povrchové vlastnosti. Stanoveni téchto vlastnosti miize do
zna¢né miry piispét k predikci fyzikalni stability, u¢innosti zachyceni 1é¢iva a dalSich
které vyznamné ovliviiuji eliminaci nanonosicl, jejich adhezi nebo polocas cirkulace
(Alshawwa et al., 2022).

Uspésné dodani 1é¢iva do cilové oblasti vyzaduje nejen idealni nanonosic, ale také
ucinny zpusob podani. Nanonosi¢e mohou byt podavany mnoha riznymi cestami, véetné
parentalni, nazalni, transdermalni nebo perordlni. Pfedstavuji tak inovativni zplsob
podavani 1é€iv, a dokonce umozituji prinik 1é¢ivé latky hematoencefalickou bariérou, kterou

vétSina 1€kl nepronikne (Chenthamara et al., 2019).

2.2.1 Aplikace nanonosi¢i v mediciné

Nanomedicina je specializovany obor, ktery se zaméfuje na vyuziti nanotechnologii
k urychleni diagnostiky, zlepSeni terapeutickych ptistupti a prevenci Siroké skaly klinickych
stavil. Tento inovativni obor se uplatituje zejména v oblasti podavani 1é¢iv, diagnostickych
metod ¢i zobrazovacich technik. Vzhledem ke zménam Cetnosti onemocnéni, umrtnosti
a odpovédi na 1écbu chronickych onemocnéni, jako je rakovina, neurodegenerativni poruchy
a metabolicky syndrom, je tfeba vyvinout nov¢jsi technologie pro v€asnou a rychlou
diagnostiku. Pravé materidly zalozené na nanotechnologiich se staly zdrojem mnoha
slibnych pftilezitosti v téchto oblastech mediciny (Ranganathan et al., 2012).

Nanonosi¢e hraji kli¢ovou roli v terapeutickych aplikacnich systémech, jelikoz
umoziuji cilené podavani 1é¢iv do konkrétnich bun¢k nebo tkani v téle. Navic jsou schopny
fizeného uvolilovani 1é¢iv, coz mize vést k prodlouzenému nebo zpozdénému uvolnéni 1éku.
V diagnostickych aplikacich nabizeji detekci v molekularnim méfitku. Maji schopnost
identifikovat drobné abnormality jako jsou virové fragmenty, prekancerdézni bunky
a markery onemocnéni, které cCasto zlstavaji béznymi diagnostickymi metodami
neodhaleny. Nanocastice také pfispivaji ke zvySeni Uc¢innosti lékaiskych zobrazovacich
technik. Slouzi jako kontrastni latky, které vyrazné zlepSuji citlivost a specifi¢nost

zobrazovacich metod, jako je magneticka rezonance (Zhang et al., 2008).
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V poslednich letech zaznamenala oblast nanomediciny obrovsky rozvoj, coz vedlo
ke zlepSeni lécby zavaznych onemocnéni. Na trh bylo dosud uvedeno vice nez
90 nanocasticovych systému pro podavani 1é¢iv, které ptitahuji celosvétovou pozornost diky
svym vyjimeénym terapeutickym ucinkiim. Prvni 1é€ivo na béazi nanocastic, Doxil neboli
Caelyx, bylo schvaleno roku 1995 Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA). Jedna se
o PEGylovany lipozomdlni doxorubicin, ktery je urceny piedev§im k 1écbé rakoviny
vajec¢nikll a Kaposiho sarkomu souvisejiciho s AIDS. Mezi dalsi schvalend nanoléciva se
fadi napfiklad Rapamune, Abraxane a Mylotarg. Mnoho dalSich je v riznych fazich vyvoje,

a celd fada z nich vykazuje potencial pro 1¢karské aplikace (Park et al., 2022; Jia et al., 2023).

2.2.2 Biodistribuce léciv

Biodistribuce nanocastic s navazanym léCivem je ovlivnéna nesCetnym poctem faktort,
véetné vlastnosti samotnych nanocéstic, zptisobu podani a fyziologického prostredi,
do kterého jsou nanonosi¢e vnaSeny. Existuje mnoho zplsobl poddni nanonosi¢i pro
biomedicinské aplikace, avSak v soucasnosti je intravenozni injekce nejvice studovanou
metodou (Almeida et al., 2011).

Po intraven6znim podani jsou nanonosice distribuovany krevnim fecistém po celém
téle s naslednym rozptylenim ve tkanich, ve kterych se mohou pii dlouhodobém podavani
hromadit. Nanonosi¢e maji v krevnim fecisti tendenci adsorbovat na sviij povrch slozky
plazmy — opsoniny, ¢imz dojde ke zmén¢ jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, konkrétné
naboje a velikosti. Opsoniny zprostfedkovavaji rozpoznani nanonosi¢li monocyty
a podskupinami tkailovych makrofagl. Tyto opsonizované nanonosice jsou poté z krevniho
ob¢hu odstranény buiikami RES (Su et al., 2019).

Ackoli se zd4, ze opsonizace ma pfi eliminaci prostfednictvim RES zasadni vyznam,
je zfejmé, ze velikost a tvar nanocastic také znacné ovliviiuji RES vychytavani. Velikost je
jednim z klicovych parametri biologické distribuce a doby cirkulace. Endotel plicnich
a svalovych kapilar se obecné vyznacuje spojitou morfologii, cozZ umoziuje transport pouze
malych molekul o velikosti mensi nez 3 nm. Naopak ledviny maji krevni cévy
tvofené endotelem s pory, a jatra se slezinou maji cévy s preruSovanym endotelem. Tyto
endotelie tak umoznuji prinik vétSich nanonosict do tkani zasobovanych takovymi cévami

(Almeida et al., 2011; Chrastina et al., 2011).
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Dulezitym aspektem pifi navrhovdni nanonosie je tedy vyroba nanosystému
s optimalnimi vlastnostmi. V idedlnim pfipad¢ by méla byt velikost vétsi nez krevni kapilary,
ale zaroven dostate¢n¢ mald, aby se skryly pfed pohlcenim makrofagy. Pro piekonani
cetnych bariér se pro cilené podavani 1éciv stale Castéji vyuzivaji povrchové modifikace
nanonosi¢ll. Povrchové modifikované nanonosic¢e zajisti prodlouzenou dobu cirkulace
a minimalizuji riziko opsonizace (Chenthamara et al., 2019).

Dalsim metodou, jak zlepSit biodistribuci, je optimalizace zpusobu podani
nanonosicli. Alternativni cesty podéani, jako je intranodalni nebo subkutanni injekce,
umoziuji nanonosi¢iim vstoupit do lymfatického systému pied systémovou cirkulaci. Jinou
metodou pro piekondni extravazace je plicni podéani, konkrétné inhalace (Mitchell et al.,

2021).

2.2.3 Mechanismy cileni nanonosicu

Hlavni vyhodou nanotechnologii pfi 1é¢bé rakoviny je cilené dodavani 1éciva. Klicovou
schopnosti je odlisit zhoubné bunky od nezhoubnych, a selektivné zlikvidovat bunky
zhoubné. Na odliSeni téchto typli bunc¢k se podileji dva zdkladni mechanismy, pasivni
a aktivni cileni. Pasivni cileni vyuziva efektu zvySené permeability a retence, ¢imz stupiiuje
koncentraci nanocastic v nadoru. Zatimco aktivni cileni zahrnuje specifické molekularni
rozpozndvani antigenli exprimovanych na povrchu nadorovych bunck, s cilem navést
nanocastice k malignim bunkam. Tyto dvé strategie cileni lze pouzit nezavisle na sob¢,
anebo v kombinaci. Mezi dulezité faktory, které je tfeba pii vybéru zvazit, patii slozeni
nosi¢e a vybér cilového ligandu. Oba mechanismy vSak tézi z povrchovych modifikaci
nanocastic, které snizuji vychytavani makrofadgovym fagocytarnim systémem, a prodluzuji
tak dobu cirkulace (Gmeiner et al., 2015).

Pasivni cileni zavisi na hyperpropustné povaze nadorovych cév. Pfitomnost mezer
mezi endotelovymi buitkami a nespravné uspoiadani cévniho endotelu vedou k netésnosti
cév, coz umoziuje prunik nanonosi¢l do nadorového intersticia. Nefunkéni lymfaticka
drendz navic pfispiva k nedostatecnému zpétnému vychytavani extravazovanych molekul
ob&hem, které ma za nasledek zadrzovani nanonosi¢t v nadorové tkani. Kombinaci téchto
patofyziologickych znakl vznikd efekt zvySené permeability a retence, jenZ je hojné
pouzivan v oblasti nanomediciny. Mnoho 1é¢iv vyuzivajicich EPR efekt je v soucasné dobé
v klinickych studiich, a nékterd jsou dokonce schvalena v klinické praxi, naptiklad Doxil,

Myocet a DaunoXome (Kunjachan et al., 2014).
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Aktivni cileni je zalozeno na povrchové modifikaci nanonosict ligandy, které jsou
specifické pro receptory nadmérné exprimované na naddorovych bunkéch. Interakce mezi
ligandem a receptorem jsou mozné pouze tehdy, pokud jsou obé slozky v tésné blizkosti,
tedy ve vzdalenosti mens$i nez 0,5 nm. Mezi ligandy, které se bézn¢ uplatiiuji ke zvySeni
specifi¢nosti nanonosic¢i, se fadi ristové faktory, transferin ¢i folatovy ligand. Léciva jsou
pfi aktivnim cileni dopravena do mista urceni v disledku krevniho ob¢hu a extravazace,

po niz nasleduje intratumoralni retence a distribuce (Bae et al., 2011; Gmeiner et al., 2015).

2.2.4 Klasifikace systému vyuzivanych jako nosice 1é¢iv

Jako systémy pro podavéani 1éCiv byly vyzkousSeny rizné nanomateridly, zahrnujici jak
biologické latky jako je albumin, Zzelatina a fosfolipidy pouzivané v lipozomech, tak
chemické latky, které obsahuji rGzné polymery. Existuje tedy mnoho ruznych typh
nanosystémdu, pficemz v nékterych piipadech se skladaji pouze zIléCiva pokrytého
pomocnymi latkami, oznacovanymi jako nanokrystaly. Ve vétSiné aplikacich jsou vSak
lé¢iva rozpusténa v matrici ¢astic nebo zapouzdiena do specifickych nanonosict. Tyto
nosi¢e mohou mit riiznou podobu, a déli se na organické a anorganické. Mezi organické
nanonosi¢e se fadi nanosystémy tvofené polymery (polymerni nanocastice, micely,
dendrimery), lipidy (lipozomy) ¢i viry. Anorganické nanonosice jsou tvofeny materialy jako
je zlato, sttibro, kemik ¢i uhlik (Yu et al., 2010; Bamrungsap et al., 2012).

Organické nanonosice

4 ™
) f? ng ' \\ //
Z;’ o l\y/«’\&(g ..é §
AR W
Polyvn} et Dendrimery Micely Lipozomy Vlrﬁvef
nanocastice nanocastice
Anorganické nanonosice
e N

Nanocéstice Nanocastice ~ Mezoporézni Uhlikové
o ¥t Xies Grafen .
zlata stiibra oxid kfemicity nanotrublcky)

.

Obr.  1: Schématické znazornéni jednotlivych typi nanonosicii a jejich rozdéleni (prevzato
a upraveno z Mitchell et al., 2011).
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2.2.4.1 Polymerni nanocastice

Polymerni nanocastice jsou koloidni ¢astice o rozmérech od 1 do 1000 nm, které mohou byt
tvofeny pfirodnimi nebo syntetickymi, biodegradovatelnymi i nebiodegradovatelnymi
materialy. Uginné latky mohou nést zapouzdiené uvnitf polymerniho jadra nebo
adsorbované na svém povrchu. Tyto nanocastice se déli na nanokapsle a nanosféry, lisici se
svou morfologii. Nanokapsle se vyznacuji olejovym jadrem, v némz je obvykle rozpusténo
1é¢ivo obklopené polymernim obalem, ktery fidi zptisob uvoliovani 1é€iva z jadra. Naproti
tomu nanosféry jsou tvofeny kontinudlni polymerni matrici, v niz mize byt 1écivo bud’
zapouzdieno nebo adsorbovano na povrchu. (Zielinska et al., 2020).

Doposud bylo na trh uvedeno jen jedno 1éCivo zahrnujici polymerni nanocastice,
s ndzvem Abraxane. Jedna se o paklitaxel ve formé ¢astic o velikosti 130 nm navézanymi
na albumin. Ufad pro kontrolu potravin a 1é&iv schvalil Abraxane v roce 2005 pro 1é¢bu
karcinomu pankreatu a metastazujictho karcinomu prsu. V roce 2012 byl pak schvélen

k 1é¢bé nemalobunééného karcinomu plic (Jia et al., 2023).

2.2.4.2 Dendrimery

Dendrimery jsou polymerni makromolekuly, které se vyznacuji symetrickou, vysoce
rozvétvenou trojrozmérnou strukturou. Molekuly maji ¢asto kulovity tvar s jadrem ve stiedu,
znéhoz vybihaji dendrony. Na konce téchto dendronli mohou byt kovalentné nebo
nekovalentné navazany biologicky aktivni molekuly, geny, 1éCiva a dalSi skupiny.
Dendrimery s termindlnimi aminovymi (-NH2) nebo hydroxylovymi (-OH) skupinami jsou
klasifikovany jako uplné dendrimery, zatimco ty, které jsou zakonceny karboxylovymi
(-COOH) skupinami se oznacuji jako polodendrimery (Bober et al., 2022).

Léciva jsou dendrimery transportovana dvéma zpUsoby, prostiednictvim
nekovalentnich nebo kovalentnich interakci. V pfipadé¢ nekovalentni interakce jsou
molekuly 1é¢iva zapouzdieny uvnitt dendrimert, ¢imz zvySuji dispergovatelnost lipofilnich
léciv ve vodé. Ke kovalentni interakci mlze dojit pomoci stabilnich vazeb, zejména
u dendrimerti s vlastni terapeutickou aktivitou, nebo prostiednictvim $tépitelnych vazeb,
které by se mély rozstépit az po dosazeni cile (Caminade et al., 2014).

Nejvice studovanymi dendrimery pro biomedicinské aplikace jsou polyamidoaminy
(PAMAM) a polypropyleniminy (PPI), pravdépodobné z divodu jejich rozsédhlé komercni
dostupnosti. AvSak kvili pfitomnosti aminoskupin maji dendrimery omezené moznosti

klinického pouziti (Janaszewska et al., 2019).
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2.2.4.3 Lipozomy

Lipozomy jsou sférické vezikuly sloZzené z jedné nebo vice fosfolipidovych dvojvrstev, které
ohranicuji vodni prostor. Velikost téchto vezikul se pohybuje od nékolika nanometrt
po nékolik mikrometrti, nicméné lipozomy vyuZzivané pro lékaiské ti€ely maji velikost mezi
50 a 450 nm. Diky své morfologii, kterd se velmi podoba morfologii bunéénych membran,
a schopnosti inkorporovat Sirokou $kalu latek, jsou lipozomy povazovany za témét idedlni
systém pro transport 1é¢iv (Bozzuto et al., 2015).

coz doklada velké mnozstvi schvalenych 1é¢iv a 1é¢iv prochdzejicich klinickymi studiemi.
Nejznaméjsim piikladem schvéaleného 1éCiva je Doxil/Caelyx, coz je obchodni nazev pro
lipozomalni doxorubicin. DalSim typem protinddorového lipozomalniho ptipravku je
Vyxeos, ktery byl schvilen pro 1é¢bu akutni myeloidni leukémie, nebo DaunoXome,

schvaleny k 1é¢bé Kaposiho sarkomu souvisejiciho s AIDS (Luiz et al., 2023).

2.2.4.4 Polymerni micely
Polymerni micely se skladaji ze sféricky tvarovanych, amfifilnich blokti kopolymert
o priméru 10 az 100 nm. Ve vodném prostiedi se samovolné sdruzuji, pfi¢emz vznika
struktura tvofend kulovym hydrofobnim jadrem a vnéj$im hydrofilnim obalem. Cely systém
je dispergovatelny ve vode¢ a je vhodny piedevsim pro podavani hydrofobnich 1é€iv, kterd se
akumuluji v jadie (Majumder et al., 2020).

Do polymernich micel mize byt inkorporovéana celd fada molekul 1é¢iv, a to bud’
fyzikalni enkapsulaci nebo kovalentnim pfipojenim. Jednim z nich je i Genexol-PM, tedy
polymerni micelarni preparat paklitaxelu, ktery byl schvalen v Jizni Koreji pro 1écbu

rakoviny prsu a nemalobunééného karcinomu plic (Werner et al., 2013).

2.2.4.5 Anorganické nanonosice

Anorganické nanonosic¢e mohou byt sloZzeny z riznych materiald, od zlata, stiibra, kfemiku
az po kvantové tecky ¢i nanonosi¢e na bazi uhliku. Zlaté nanocastice jsou nejlépe
prozkoumané, a spolu se stfibrnymi maji specifické vyuziti pfi analyze povrchové
plazmonové rezonance (SPR). Dal§im vyznamnym materidlem je oxid Zelezity, ktery tvofi
vétSinu schvalenych anorganickych nanoléciv, kuptikladu InFed, Ferrlecit ¢i Venofer.
Rovnéz materialy na bazi uhliku pfitahuji v posledni dobé& velkou pozornost, zejména pak

uhlikové nanotrubicky, grafen a jeho derivaty (Lin et al., 2016; Mitchell et al., 2021).
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2.3 Grafen

Grafen predstavuje jednoatomovou vrstvu uhliku, uspofddanou do dvourozmérné (2D)
hexagonalni mfizky spojené vazbami sp?. Uhlikové atomy obsahuji tii elektrony tvorici silné
o-vazby, kdezto ctvrty elektron je dostupny pro m-vazby. Grafen je zakladnim stavebnim
kamenem pro grafitové materialy vSech ostatnich rozméri. Mtze byt zabalen do fullerenti
s nulovym rozmérem (0D), svinut do nanotrubicek s jednim rozmérem (1D) nebo poskladan
do trojrozmérného (3D) grafitu. Dalsi variantou jsou grafenové kvantové tecky, které
predstavuji fragmenty grafenu s nulovym rozmérem (0D). Diky svym jedine¢nym fyzikalné-
chemickym, elektrickym, optickym a mechanickym vlastnostem, se grafen a jeho derivaty
stavaji idealnim materidlem pro Sirokou Skalu aplikaci. Zejména pro skladovani energie,

biosenzory, podavani 1é¢iv ¢i fototermalni terapii (Geim et al., 2007; Sattari et al., 2021).

Fulleren Uhlikové nanotrubicky Grafit

Obr. 2: Whbrané modifikace uhliku (prevzato a upraveno z Geim et al., 2007).
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Primyslovy grafen se pfipravuje mnoha vyrobnimi metodami, které lze obecné
rozdélit do dvou skupin. Jednou znich je syntéza shora doli (top-down), a druhou je
technika zdola nahoru (bottom-up). Pfi syntéze shora dolli dochazi k redukci rozmért
prekurzord, tedy z 3D grafitu na 2D grafen, zatimco syntéza zdola nahoru pfedstavuje
rozmerové zveétSeni prekurzord. Syntéza shora dolii obsahuje metody jako je exfoliace
v kapalné fazi nebo chemicka exfoliace, a tyto metody poskytuji velké mnoZstvi
grafenovych listd relativné nizké kvality. V piipad¢ syntézy zdola nahoru jsou vyuzivany
metody chemické depozice z plynné faze (CVD) a epitaxni rist na karbidu kiemiku (SiC),
a soucasn¢ vznikaji kvalitnéjsi grafenové listy nanesené na substrat (Wang et al., 2017).

Kromé elektronické a chemické aplikace grafenu se neustale rozsitfuje jeho vyuziti
v oblasti biomediciny. Mimofadné mechanické vlastnosti grafenu nabizeji jeho uplatnéni
v tkanovém inZenyrstvi a regenerativni medicing. Vzhledem ke kombinaci naprosté tenkosti,
vodivosti a pevnosti se také stavd idedlnim nosi¢em pro zobrazovani biomolekul
v transmisni elektronové mikroskopii. Grafen je zaroven lipofilni, coZ umoziuje prinik
membranou bunék pti podavani 1éCiv. V neposledni fadé mohou derivaty grafenu rozpoustet
a vazat molekuly lé¢iva na zaklad€ velkého povrchu a delokalizovanych m elektronti, tudiz
maji moznost stat se samotnymi nosici 1é¢iv (Novoselov et al., 2012).

Grafen ma vSak i pfes vySe zminéné mimotadné vlastnosti nékolik nevyhod,
a zésadni z nich je nizka dispergovatelnost ve vodnych roztocich. Hlavnimi strategiemi
k ptekonani tohoto problému jsou oxidace na grafen oxid (GO), vyroba redukovaného grafen

oxidu (rGO) nebo funkcionalizace hydrofilnimi funkénimi skupinami (Sattari et al., 2021).

2.3.1 Grafen oxid

Grafen oxid (GO) je vrstevnata uhlikova struktura s funkénimi skupinami obsahujicimi
kyslik, jako napiiklad epoxidové, karboxylové, karbonylové nebo hydroxylové. Tyto
funkéni skupiny jsou navézany na obou stranach vrstvy, i na okrajich roviny, coz vede
ke smé&si sp? a sp3 hybridizovanych atomt uhliku. Podobné, jako jakykoli jiny 2D uhlikovy
materidl, mize mit i GO jednovrstevnou nebo vicevrstevnou strukturu. Grafen oxid lze
syntetizovat oxidaci grafitu na oxid grafitu s naslednou exfoliaci na GO. Vlastnosti materialu
jsou vyznamné ovlivnény metodou syntézy, kterd ma vliv na typ a mnozstvi skupin

obsahujicich kyslik ve vzniklém GO (Jitickova et al., 2022).
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Grafen oxid disponuje nékolika vyznamnymi vlastnostmi, které jsou klicové pro
biologické aplikace, zejména pro pouziti jako nanonosi¢e protinadorovych 1é¢iv. Prvni
z nich je obrovska plocha povrchu, ktera dosahuje pfiblizné 2600 m?/g, coz GO poskytuje
vysokou kapacitu pro navazani 1éCiv. Dalsi dilezitou vlastnosti GO je dobra
dispergovatelnost ve vod¢. Grafen oxid dispergovany ve vodé ma zadporny povrchovy naboj
v disledku ionizace skupin kyseliny karboxylové a hydroxylové. Tento zédporny naboj je
dostate¢né vysoky na to, aby vytvofil elektrostatické odpuzovani, které zajistuje stabilni
rozptyleni GO ve vod¢. Navic je zeta potencial suspenze GO citlivy na pH, a tato unikétni
vlastnost GO umoziiuje fizené uvoliovani léCiv v zavislosti na specifickém pH prostredi.
Uvadi se, ze zabezpe€uje vyssi miru uvoliiovani 1é¢iva pii kyselém pH oproti neutralnimu
pH. V neposledni fadé¢ ma GO jedinecné optické vlastnosti véetné fotoluminiscence v blizké
infraervené oblasti (570 nm) a optické absorpce. Fotoluminiscence by mohla zajistit ptimé
sledovéani vnitrobunécného umisténi nanocastic na bazi GO, a to bez nutnosti konjugace
s externimi fluorescenénimi latkami (Kiew et al., 2016).

Vseobecné je znamo, ze je GO syntetizovan prevazné chemickou oxidaci ptirodniho
grafitu. Poprvé byl GO syntetizovan v roce 1859 sirem Benjaminem Collinsem Brodiem,
pfi oxidaci grafitu chlorecnanem draselnym a kyselinou dusi¢nou. Bylo zjisténo, Ze je
material rozpustny v Cisté nebo zasadité vod¢, ale ne v kyselém prostiedi, a proto tento
produkt oznacil jako grafenovou kyselinu. O necelych 40 let pozdéji Staudenmaier upravil
Brodieho metodu tim, ze zménil zplsob ptfidavani chlore¢nanu, a navic do smési ptidal
kyselinu sirovou. Témét 60 let poté vyvinul Hummers a Offeman nejznamé;jsi
a nejpouzivangjs$i metodu syntézy, takzvanou Hummersovu metodu (Dreyer et al., 2010).

Hummersova metoda vznikla roku 1958, pfi¢emz se jednd o relativné rychlou
konvenéni metodu syntézy GO. Tato metoda vyuziva dusi¢nan sodny a manganistan
draselny rozpustény v koncentrované kyseliné sirové k oxidaci grafitu na oxid grafitu.
Piestoze se Hummersova metoda téSila zna¢né oblibé diky své jednoduchosti a rychlému
provedeni, narazila na nékolik nedostatkli, v€etn¢ tvorby toxickych plynii, zbytkovych
dusi¢nant ¢i nizkého vytézku. V poslednich dvou desetiletich bylo proto vyvinuto usili
o zmirnéni téchto problémii modifikaci Hummersovy metody (Yu et al., 2016).

Grafen oxid nasSel své uplatnéni 1 pro biologické aplikace, jako je doru¢ovani genii
pfi 1écbé genetickych poruch véetné rakoviny. Tato terapeutickd metoda vyuziva genové
vektory k ochrané DNA pied degradaci nukledzami. Dal§im moznym vyuzitim v oblasti
mediciny je podavani 1éCiv ¢i jejich cilené uvolnovani. V neposledni fadé je GO v oblasti

diagnostiky soucasti biosenzort (Jifickova et al., 2022).
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2.3.2 Funkcionalizace grafenu a grafen oxidu

Funkcionalizaci I1ze obecné definovat jako pfipojeni chemické funkéni skupiny na povrch
nanocastic, snaslednou moznosti ménit jejich fyzikalni ¢i chemické vlastnosti.
Funkcionalizace, at’ uz kovalentnimi nebo nekovalentnimi metodami, piredstavuje
nejvyznamnéjsi zptsob, jak zlepsit funk¢nost, dispergovatelnost ve vodé a zpracovatelnost
kovalentnimi vazbami, kdeZto pti nekovalentni funkcionalizaci jsou funkéni skupiny vazany
nejcastéji prostfednictvim slabych van der Waalsovych sil. Z hlediska vlastnosti mohou
kovalentni metody poskytnout lepsi stabilitu a mechanickou odolnost, zatimco nekovalentni
metody mohou zachovat elektrickou vodivost (Boukhvalov et al., 2009). Kovalentni
funkcionalizace je doprovézena strukturnimi zménami, které mohou probihat na konci
grafenovych listd anebo na jejich povrchu. Na rozdil od kovalentni funkcionalizace, jsou
zmény ve strukturni geometrii nekovalentné funkcionalizovaného grafenu zanedbatelné
(Kuila et al., 2012; Spinato et al., 2014).

Diky velkému mnozstvi funkénich skupin obsahujicich kyslik na povrchu GO,
jejeho kovalentni funkcionalizace snaz$i nez usamotného grafenu. Kovalentni
funkcionalizace povrchu GO zahrnuje chemickou vazbu ve vodé¢ rozpustnych polymert
a jinych sloucenin, kuptikladu aminoskupin, polyethylenglykolu (PEG), polyvinylalkoholu
(PVA) nebo polyethyleniminu (PEI). Zaroven vSak GO podléhd nekovalentni vazbé
s n€kterymi molekulami prostfednictvim hydrofobnich interakci, m—r interakci nebo van der
Waalsovych sil. Mezi tyto molekuly patii amfifilni polymery, aromatické slouceniny
¢i konjugované polymery. Pfedev§im amfifilni polymery jsou hojné vyuzivané ke zvySeni
dispergovatelnosti a schopnosti ukladat 1é¢iva (Pan et al., 2012).

Existuje né¢kolik metod, jak modifikovat nebo funkcionalizovat GO, které vedou
k tvorbé riznych derivati. Vétsinou se vsak GO vyuziva k vyrobé redukovaného GO (rGO),
coz je forma GO s niz§im obsahem kysliku, ktera vznika chemickou nebo termickou redukei
GO (Guo et al., 2021).

Nejrozsitenéjsi cilenou modifikaci GO pro zlepSeni biokompatibility je PEGylace ¢ili
funkcionalizace PEGem. Polyethylenglykol je hydrofilni neiontovy polyether, ktery je
netoxicky a biokompatibilni, FDA byl schvélen jako farmaceutickd pomocna latka. Tento
polymer je tvoten hydroxylovymi skupinami na konci fetézce, jez jsou spojeny etherovymi
vazbami. Obecné je rozpustny ve vodé¢, alkoholu, acetonu a chloroformu, misitelny

s glykoly, ale prakticky nerozpustny v etheru (Jain et al., 2010).
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Polyethylenglykol mtze byt linedrni nebo rozvétveny a jeho fyzikaln€é chemické
vlastnosti zavisi na délce fetézce. Rozvétveny PEG obsahuje minimélné 3 linedrni ramena
spojend s centralnim jadrem, pficemz vSechna ramena maji stejnou délku i strukturu.
V oblasti dodavani a fizeného uvolnovani 1éCiv se nejcastéji vyuziva 4, 6 a 8-ramenny PEG.
Ve srovnani s linedrnim ma rozvétveny PEG fadu mimotadnych vlastnosti. Rozvétveny PEG
méa vice modifikovatelnych funkénich skupin na konci fetézce, a také muze tvofit
nanocastice s relativné malou velikosti na rozdil od linedrniho PEGu se stejnou molekulovou
hmotnosti (Zhao et al., 2020).

Terminem PEGylace se oznacuje proces navazani polyethylenglykolu na povrch
proteinli, nanonosicl ¢i farmaceutickych 1é¢iv, a to bud’ kovalentni nebo nekovalentni
vazbou. K navdzani mize dojit n€kolika zplsoby, fyzikalni nebo chemickou adsorpci.
PEGylace se provadi za i¢elem prodlouzeni doby cirkulace latky v krevnim fecisti a zvySeni
jeji dispergovatelnosti v kapalném prostfedi. Kromé toho snizuje toxicitu, imunogenicitu,

a zvySuje stabilitu latky (Jain et al., 2010).
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Obr. 3: Povrchova funkcionalizace grafen oxidu 8-ramennym PEG-NH..
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2.4 Cisplatina

Cis-diammindichloroplatnaty komplex neboli cisplatina je pomérné jednoduché
anorganickd sloucenina s ¢tvercov€ planarni geometrii, majici vyznamny vliv pii 1écbé
rakoviny. Tato sloucenina se sklada z centralniho atomu platiny, ktery je obklopen dvéma
chloridovymi ligandy a dvéma aminovymi skupinami v konfiguraci cis. Pfi pokojové teploté
se jevi jako bily nebo zluty az tmavé zluty krystalicky prasek malo rozpustny ve vodé.
Za normdlni teploty a tlaku je cisplatina stabilni, ackoli v pribéhu ¢asu mize dochazet
k postupné pieméné na trans-izomer (Dasari et al., 2014).

Cisplatina byla objevena roku 1845 Michelem Peyronem, a jeji chemickou strukturu
odhalil v roce 1893 Alfred Werner. AvSak biologické vlastnosti cisplatiny byly objasnény
azroku 1965, kdy Barnett Rosenberg odhalil jeji schopnost inhibovat bunécné déleni.
Jednalo se o prvni slouceninu na bazi platiny, ktera byla schvalena FDA pro 1é¢bu rakoviny
varlat a vaje¢niki v roce 1978 (Ghosh 2019).

Cisplatina je ti¢inna proti celému spektru solidnich nadori, zejména pti 1é¢bé nadort
vajecnikd, varlat, mo¢ového méchyte, tlustého stieva, konecniku ¢i plic. Terapie cisplatinou
vsak Casto vyzaduje kombinaci s jinymi protinddorovymi léky, kvili rezistenci nddorovych
bunék k cisplatin€ a nezddoucim vedlej$im U¢inktim. Mezi zdvazné nezadouci u€inky patfi
nefrotoxicita omezujici davku, ototoxicita v disledku nevratného poskozeni vlaskovych
bun¢k Cortiho organu, periferni senzoricka neuropatie ¢i nevolnost (Dilruba et al., 2016).

Klinick4d omezeni a nezddouci Gcinky cisplatiny vedly k vyvoji velkého mnozstvi
novych analogli. Celosvétové byla zatim schvalena pouze karboplatina a oxaliplatina
(Obrazek 4), ale fada analogl cisplatiny se dostala do klinickych studii. Karboplatina
(cis-diammin(1,1-cyklobutandikarboxylato)platnaty komplex) je analog druhé generace
platinovych chemoterapeutik. Vyuziva se predevs§im pii 1é€bé zhoubného nadoru vajecnikti
a je méné¢ toxickda nez cisplatina. Analogem tfeti generace je oxaliplatina
(1,2-diammnicyklohexan-(oxalato)platnaty komplex), ktera je u¢inna proti rakoviné tlustého

stteva. Uéinkuje pouze na uréité typy nadortl, a navic je neurotoxicka (Ghosh 2019).
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NH3 ////" “‘\\\\Cl NH3 /,". / \ O
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NH3/ \Cl NH3/ \O "//N / (@) 0
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Cisplatina Karboplatina Oxaliplatina

Obr. 4: Strukturni vzorce cisplatiny, karboplatiny a oxaliplatiny.
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2.4.1 Mechanismus ucinku cisplatiny

Hlavni biochemicky mechanismus ucinku cisplatiny spo¢iva ve vazbé léCiva na DNA
v bunééném jadie, s naslednym naruSenim transkripce anebo replikace DNA. Tato naruSeni
mohou poté vyvolat cytotoxické reakce vedouci ke smrti nddorové buriky. Ve skutecnosti je
ptiblizné 90 % cisplatiny v krvi vdzano na plazmatické bilkoviny, zejména na albumin, coz
zpiisobi inaktivaci vyznamného mnozstvi cisplatiny. I pfesto, Ze hlavnim cilem cisplatiny je
jadernd DNA, k navazani dochazi v omezeném mnozstvi. Dfive nez cisplatina vstoupi do
bunky, miize dojit k interakci s fosfolipidy a fosfatidylserinem v bunééné membrané. Kromé
toho se v cytoplazmé nachazi mnoho potencidlnich vazebnych mist pro cisplatinu, véetné
RNA a molekul obsahujicich siru (Fuertes et al., 2003).

Pacientliim je cisplatina poddvéana intraven6zné a aktivuje se, jakmile vstoupi do
buniky. Vstup do buiiky je zprostiedkovan pievazné pasivni difizi, ale byl popsan i aktivni
transport pomoci membranového pienaSece médi Ctrl. V cytoplazmé buné€k, ve které je
koncentrace chloridovych iontl velmi nizkd, jsou atomy chloridu v molekule cisplatiny
vytésnény molekulami vody. Takto hydrolyzovany produkt je silnym elektrolytem, ktery
miZze interagovat s jakymkoli nukleofilem, véetné dusikovych atomi nukleovych kyselin.
Cisplatina se vaze na N7 purinové baze guaninu, ¢imz zplsobuje poskozeni DNA
nadorovych bunék, coz nasledné¢ vede k bunééné smrti. Reakei cisplatiny s DNA vznikaji
razné strukturn€ odlisné adukty, pficemz nejprve se vytvaii monofunkéni adukty, z nichz se

vétSinou dale vyviji vnitrofetézcové ¢i mezitetézcové mistky (Dasari et al., 2014).

2.4.2 Modifikace cisplatiny monosacharidy

V oblasti vyzkumu 1é¢iv na bazi cisplatiny je velkd pozornost vénovana jejich modifikaci
pomoci malych molekul, a to za G¢elem zvyseni ucinnosti 1é¢iv. Jednou z metod modifikace
je konjugace s glykosidy neboli glykokonjugace, ktera vyuziva zvyseného ptijmu sacharidi
nadorovymi bunikami. Pro zhoubné nadorové bunky je typicky zvySeny piijem glukdzy,
kterd je zpracovana procesem aerobni glykolyzy na laktat. Tento jev je znadmy jako
Warburglv efekt. Vznika v diisledku mitochondridlnich metabolickych zmén a je jednim
z charakteristickych znakt rakoviny. Bylo prokézano, ze nadorové buiiky a nadorové tkané
nadmérné exprimuji glukézovy transportér 1 (GLUT1), v nékterych piipadech i GLUT3
a GLUTS. Na zaklad¢ téchto poznatkll je cileni na glukézové transportéry soucasti navrhu

novych protinaddorovych 1é¢iv (Wu et al., 2016).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie a roztoky

e 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu: MTT (Sigma-Aldrich,
USA)

e 8-ramenny polyethylenglykol-amin: 8-ramenny PEG-NH: (Sigma-Aldrich, USA)

e deionizovana voda

e dimethylformamid: DMF (Sigma-Aldrich, USA)

e dimethylsulfoxid: DMSO (Sigma-Aldrich, USA)

e disperze grafen oxidu: GO (Sigma-Aldrich, USA)

« ethanol 96% (Lach-Ner, CR)

o fetdlni bovinni sérum: FBS (Biowest, Francie)

o fosfatovy pufr s pH 7,4 a pH 5,3: PBS (pfipraven v Regionalnim centru pokrocilych
technologii a material{)

o Hoechst 33342, trihydrochlorid trihydrat (Invitrogen, USA)

e kalcein (Invitrogen, USA)

e kultiva¢ni médium DMEM (Gibco, USA)

e kultiva¢ni médium EMEM (Gibco, USA)

e kultiva¢ni médium MEM (Gibco, USA)

o kyselina ethylendiamintetraoctovd: EDTA (Sigma-Aldrich, USA)

e L-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

e Lysosensor™ Green DND-189 (Invitrogen, USA)

e N-(3-dimethylaminopropyl)-N -ethylkarbodiimid hydrochlorid: EDC (Sigma-Aldrich,
USA)

e penicilin (Sigma-Aldrich, USA)

« propidium jodid: PI (z4sobni koncentrace 1 mg-ml™; Sigma-Aldrich, USA)

e streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)

e trypsin (Sigma-Aldrich, USA)
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3.1.2 Testované slouceniny

JB14, JB19: latky byly syntetizovany Mgr. Janem Belzou na Univerzit¢ v Maynooth
pod vedenim Dr. Diega Montagnera. Latky byly pfipraveny jako zésobni roztok v PBS
o koncentraci 20 mg-ml!. Zasobni roztoky testovanych latek byly uskladnény v mrazaku

pfi teploté -20 °C.

3.1.3 Kultiva¢ni média

DMEM s 10% FBS: DMEM, 10% fetalni bovinni sérum, 0,1 mg-ml'1 penicilin,
0,1 mg-ml' streptomycin, 0,3 mg-ml’ L-glutamin, 3,7 g-I" NaHCO;, soudésti
kultiva¢niho média byl acidobazicky indikator fenolova Cerven.

EMEM s 10% FBS: EMEM, 10% fetalni bovinni sérum, 0,1 mg-ml'l penicilin,
0,1 mg:ml' streptomycin, 0,3 mg-ml’ L-glutamin, 3,7 g-I" NaHCO;, soudésti
kultiva¢niho média byl acidobazicky indikator fenolova Cerven.

MEM s10% FBS: MEM, 10% fetalni bovinni sérum, 0,1 mg-ml'l penicilin,
0,1 mg-ml' streptomycin, 0,3 mg-ml’ L-glutamin, 3,7 g-I" NaHCO;, soudésti

kultiva¢niho média byl acidobazicky indikator fenolova Cerven.

3.1.4 Bunécné kultury

HT-1080 (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie)
nenadorova linie odvozend z tkdné lidského fibrosarkomu Linie byla kultivovana
v médiu MEM s 10% FBS.

L929 (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie)
nenadorova linie izolovana z pojivové tkdn¢ mysi. Linie byla kultivovana v médiu
EMEM s 10% FBS.

SK-BR3 (The European Colection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie)
nadorova linie odvozena z pleurdlni eftize lidského adenokarcinomu prsu. Linie byla

kultivovana v médiu DMEM s 10% FBS.

3.1.5 Pristrojové vybaveni

automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
automatické pocitadlo bunék T10™ (Bio-Rad, USA)
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o centrifuga 5430 R (Eppendorf, Némecko)

o centrifuga Sigma 6-16K sartorius (Sigma, Némecko)

e CO,inkubator NB-203XL (N-Biotek, Korea)

e FTIR spektrometr Nicolet iS5 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e inverzni mikroskop Olympus CKX31 (Olympus, Japonsko)

e konfokalni mikroskop Zeiss LSM 980 (Zeiss, Némecko)

e laboratorni vahy KERN ABJ-NM/ABS-N (KERN, Némecko)

o mikroskop atomarnich sil (AFM) Ntegra Spectra SOLAR (NT-MDT, Rusko)

e mikroskop Olympus IX51 (Olympus, Japonsko)

o multidetekéni reader Tecan infinite M200 pro (Schoeller Instruments, Rakousko)
e Ramantv mikroskop Witec Alpha 300 R+ (WiTec, Némecko)

e skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) JSM-7900F (JEOL, Japonsko)

e svételny mikroskop s fluorescencnim médem Olympus IX 70 (Olympus, Japonsko)
o trepacka Heidolph Unimax 1010 (Heidolph, Némecko)

e ultrazvukova lazent Bandelin Sonorex Digitec DT 255 H (Bandelin, Némecko)

vodni lazen Julabo Pura 2 (Julabo, Némecko)
Dale bylo pouZito spotiebni laboratorni zbozi:

e mikrozkumavky 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf, Némecko)
« sterilni 96-jamkova mikrotitraéni desti¢ka s kulatym dnem (TPP, Svycarsko)

« sterilni kultivaéni ldhve (TPP, Svycarsko)

Bézné laboratorni vybaveni: kadinky, 1zicky, odmérné valce, stojany na zkumavky

a mikrozkumavky, stfi¢ky, Spic¢ky, vaZenky, zkumavky
3.1.6 Programy

« Gwyddion 2.62 (Czech Metrology Institute, CR)

e I-control 1.12 (Tecan, Rakousko)

e ImageJ 1.8.0 172 (National Institutes of Health, USA)
« Quick Photo Camera 3.0 (Promicra, CR)

e Zen 2.3 (Zeiss, Némecko)
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3.2 Metody

3.2.1 Syntéza 1é¢iv na bazi cisplatiny

Derivaty cisplatiny s navazanou galaktozou JB14 (Gal(OH)-Pt[IV]-Succ) a gluk6ézou JB19
(GIcEt(OH)-Pt[IV]-Succ) byly piipraveny Mgr. Janem Belzou na Univerzit¢ v Maynooth
pod vedenim Dr. Diega Montagnera. Nov¢ syntetizované slouceniny byly charakterizovany
Ramanovou spektroskopii a nuklearni magnetickou rezonanci (NMR).

Sloucenina JB14 byla pfipravena rozpusténim 0,286 g Gal(OH)-Pt[IV] a 0,217 g
anhydridu kyseliny jantarové v 7 ml dimethylformamidu (DMF). Za stdlého michéani byla
reakce ponechdna pti pokojové teploté (23 °C) 18 hodin. Nasledné byl produkt z roztoku
vysrazen pomoci diethyletheru a oddélen centrifugaci pti 4 000 RPM po dobu 5 minut.
Vysledny produkt byl vysuSen pomoci vakuové odparky. Vytézek €inil 58 %.

TH NMR (500 MHz, DMSO) & 12,08 (br, 1H, COOH), 8,01 (s, 1H, triaz-CH), 6,53 (br, 6H,
NHs), 5,40 (d, /= 9,2 Hz, 1H, H-1), 5,15 (d, J= 5,9 Hz, 1H, OH of C2), 5,00 (br, 1H, OH
of C-6), 4,68 (t, J= 5,5 Hz, 1H, OH of C3), 4,62 (d, J = 4,9 Hz, 1H, OH of C4), 4,02 (td, J
=9,3, 5,7 Hz, 1H, H-2), 3,77 — 3,74 (m, 1H, H-4), 3,69 (t, J = 6,1 Hz, 1H, H-5), 3,6 — 3,4
(m, 3H, H-3, H-6, H-6"), 2,85 — 2,81 (m, 2H, triaz-CH), 2,58 (dd, J = 8,8, 6,3 Hz, 2H,
CH>COO-succ), 2,49 (m, 2H, CH2CO-triaz), 2,38 (t, J = 7,0 Hz, 2H, CH2COOH-succ).

13C NMR (126 MHz, DMSO) § 179,69 (s, CO-triaz), 179,59 (s, CO-succ), 173,78 (s,
COOH), 145,96 (s, Cq-triaz), 120,98 (s, CHN), 88,02 (s, C-1), 78,34 (s, C-5), 73,71 (s, C-
3), 69,20 (s, C-2), 68,43 (s, C-4), 60,45 (s, C-6), 35,10 (s, CH2COO-succ), 30,50 (s, CH.CO-
triaz), 29,82 (s, CH.COOH-succ), 21,65 (s, triaz-CH>).

195pt NMR (108 MHz, DMSO) 5 1226,71 (s).

Sloucenina JB19 byla pfipravena rozpusténim 0,240 g GIcEt(OH)-Pt[IV] a 0,181 g
anhydridu kyseliny jantarové v 7 ml dimethylformamidu (DMF). Nasledujici kroky byly
stejné jako u predchozi slouceniny. Vytézek byl vtomto piipadé 62 %.
'H NMR (500 MHz, DMSO) § 12,14 (br, 1H, COOH), 7,93 (s, 1H, triaz-CH), 5,98 (t, J =
48,2 Hz, 6H, 2x NH3), 5,10 (d, /J=4,9 Hz, 1H, OH of C-2), 4,98 (d, /J=4,7 Hz, 1H, OH of
C-3),4,93 (d, J=5,2 Hz, 1H, OH of C-4), 4,57 — 4,46 (m, 3H, CH,-triaz, OH of C-6), 4,21
(d,J=7,8 Hz, 1H, H-1),4,10—-4,03 (m, 1H, OCH), 3,89 - 3,83 (m, |H, OCH"), 3,67 (dd, J =
10,7, 4,4 Hz, 1H, H-6), 3,43 (dd, J= 11,4, 5,6 Hz, 1H, H-6’), 3,16 — 3,09 (m, 2H, H-3, H-
5), 3,03 (dd, J= 9,0, 4,0 Hz, 1H, H-4), 2,98 — 2,93 (m, 1H, H-2), 2,80 (t, /= 7,2 Hz, 2H,
triaz-CH.>), 2,46 (d, /= 17,3 Hz, 2H, CH>CO), 2,58 (dd, J = 8,8, 6,3 Hz, 2H, CH,COO-succ),
2,49 (m, 2H, CH2CO-triaz), 2,38 (t, /= 7,0 Hz, 2H, CH2COOH-succ).
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13C NMR (125 MHz, DMSO) § 179,9 (CO), 179,59 (s, CO-succ), 173,78 (s, COOH), 146,2
(triaz-C), 122,9 (triaz-CH), 102,8 (C-1), 77,0 (C-3), 76,5 (C-5), 73,3 (C-2), 70,0 (C-4), 67,3
(OCH>), 61,1 (C-6), 49,4 (CH»-triaz), 36,1 (CH2CO), 35,10 (s, CH.COO-succ), 29,82
(s, CH2COOH-succ), 22,0 (triaz-CHb).

195p¢fI} NMR (108 MHz, DMSO) & 1045 ppm.

3.2.2 Optimalizace velikosti nanocastic grafen oxidu

Zasobni disperze grafen oxidu o koncentraci 4 mg/ml byla nafedéna fosfatovym pufrem
(PBS) na vyslednou koncentraci 400 pg/ml. Takto zifedéna disperze grafen oxidu byla
promichéna a nasledné sonikovana v ultrazvukové lazni pfi teploté 70 °C po dobu 6 hodin.
Disperze byla poté homogenizovana na tfepacce 18 hodin, pfi 500 RPM a 65 °C.
Po ukonceni této doby byla opét umisténa do ultrazvukové 14zné€ na 6 h pii teploté 70 °C.
Vznikla disperze byla centrifugovana 10 minut pfi 10 000 RPM s cilem oddélit vétsi astice.
Supernatant grafen oxidu byl odebran a opét centrifugovan za stejnych podminek. Tento
postup byl zopakovan celkem ctyfikrat a posledni centrifugace probihala po dobu 15 minut
pti 10 000 RPM. Nasledovala opét sonikace 4 hodiny pti 70 °C. Piipraveny GO byl odebran

a uskladnén pfi pokojové teploté.

3.2.3 Funkcionalizace grafen oxidu PEGem

Za ucelem PEGylace grafen oxidu bylo k 988 ul GO ptipravené¢ho v predchozim kroku
napipetovano 8 pl zasobniho roztoku 8-ramenného polyethylenglykol-aminu o koncentraci
50 mg/ml. Tato disperze byla sonikovana v ultrazvukové 1azni po dobu 10 minut. Nésledn¢
byly k disperzi piidany 4 pl roztoku N-(3-dimethylaminopropyl)-N -ethylkarbodiimid
hydrochlorid (EDC) o koncentraci 50 mg/ml. Vznikly GO-PEG byl michén na tfepacce
24 hodin, pii 500 RPM a 65 °C. Poté byl umistén do ultrazvukové 14zné na 6 h pfi teploté
70 °C, dale opét michan 18 hodin na tfepacce pii 500 RPM a 65 °C, a nakonec byl ponechan
v ultrazvukové 14zni 6 hodin pfi stejnych podminkach. Pfipravena nanoplatforma GO-PEG

byla uskladnén pti pokojové teplote.

3.2.4 Charakterizace nanoplatforem na bazi grafen oxidu
Mikroskop atomdrnich sil (AFM) byl vyuzit pro vizualizaci i analyzu vyskového
a velikostniho profilu nanoc¢astic GO zéasobni disperze, velikostn¢ upraveného GO a GO-

PEG. Tato metoda byla rovnéz pouzita ke stanoveni mnozstvi nanoc¢astic GO v 1 ml roztoku.
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Pro tyto tcely byl pouzit semikontaktni rezim se zlatym hrotem ACTA-SS-20 od firmy
APPNANO. Na slidu o poloméru 0,5 cm bylo naneseno 5 pl vzorku a byly provedeny skeny
ploch o rozmérech 45x45 pum, 10x10 pm a 5x5 pm s rozliSenim 500%500 dpi a rychlosti
0,3 Hz. Ziskand data byla dale analyzovana a zpracovana pomoci programu Gwyddion
a ImageJ.

Skenovacim elektronovym mikroskopem (SEM) byl zobrazen povrch GO
a nanoplatformy GO-PEG. Vzorek GO byl natedén v ethanolu, sonikovan po dobu 2 minut,
nakdpnut na uhlikovou pasku a ponechan na vzduchu pti pokojové teploté, aby zaschnul.
Nasledné byl vzorek analyzovan pii urychlovacim napétim 7 kV. Disperze GO-PEG ve vodé
byla nakdpnuta na meédénou mfizku s uhlikovou folii a vzorek byl skenovan pfi
urychlovacim napéti 5 kV. Skenovani bylo provedeno Eirini loannou, Ph.D. z Regionélniho
centra pokrocilych technologii a materiali (RCPTM).

Ramanova spektra GO-PEG a funkcionalizovanych nanoplatforem GO-PEG
derivaty cisplatiny byla ziskdna pomoci Ramanova mikroskopu s excitatnim laserem
v zelené Casti spektra (532 nm) a vykonem ~5 mW. Doba expozice laseru na vzorek Cinila
2s, pticemz vysledky byly ziskdny zprimérovanim osmi méfeni. Méfeni provedl
doc. RNDr. Vaclav Ranc, Ph.D. z Ustavu molekularni a translaéni mediciny Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého.

Infracervend spektra GO, PEGu, GO-PEG byla naméfena pomoci FTIR
spektrometru s krystalem ZnSe 1492 a detektorem DTGS KBr. Namétené transmitance byly
zaznamenany v oblasti 4000 — 650 cm’!, a pied kazdym méfenim bylo provedeno méfeni
pozadi krystalu jako referencniho skenu. Vysledné spektrum kazdého vzorku bylo

zpramérovano z 32 skend se spektralnim rozlisenim 4 cm!.

3.2.5 Navazani derivatu cisplatiny na nanoplatformu GO-PEG

Bylo smichano 25 pl zasobnich roztoki jednotlivych derivati cisplatiny o koncentraci
20 mg/ml s 975 ul GO-PEG. Takto vznikly roztok byl michén na tfepacce 24 hodin pfi
500 RPM a pokojové teploté (23 °C). Nenavazané derivaty cisplatiny byly odstranény
centrifugaci pfi 13 500 RPM po dobu 10 minut. Vznikly pelet byl jemné rozsuspendovan
v 1 ml PBS a nasledné skladovan pii pokojové teploté. Celkové mnozstvi navazané
slouceniny bylo stanoveno atomovou absorp¢ni spektroskopii (AAS), ktera byla provedena

ve tfech opakovanich.
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3.2.6 Zobrazeni bunék konfokalnim mikroskopem
Konfokéalni mikroskopie je neinvazivni a nedestruktivni metoda s vys$si rozliSovaci
schopnosti a kontrastem nez u ostatnich metod svételné mikroskopie. Lysozomy bunék byly
obarveny fluorescenénim barvivem LysoSensor Green DND-189 a jadra bunck byla
obarvena barvivem Hoechst. Pro zobrazeni bunék bylo do 8-jamkové desticky pro
konfokalni mikroskopii vysazeno 30 000 bunék na jamku jednotlivych bunéénych linii do
300 pl média. Pied obarvenim byly bunky ponechany v inkubatoru po dobu 24 hodin.
Nasledujici den byly bunky v desti¢ce pro konfokélni mikroskopii obarveny 0,3 pl
LysoSensorem Green (koncentrace 1 mM) a inkubovany v inkubétoru po dobu 1 hodiny.
Pot¢ bylo pfidano 30 pl barviva Hoechst (koncentrace 1 mg/ml) a opét inkubovano
v inkubatoru 5 minut. Po inkubaci bylo médium zjamek odsato a bunky byly promyty
300 ul PBS. Na zavér bylo k bunikdm ptidano 300 pl nového média a desticka byla vlozena
do konfokalniho mikroskopu. Snimky byly pofizeny pomoci programu Zen 2.3.

3.2.7 MTT test

Kolorimetricky MTT test je pouzivan ke kvantitativnimu hodnoceni Zivotaschopnosti bunék.
Je zaloZen na redukci Zlutého 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu
(MTT) metabolicky aktivnimi buiikami na nerozpustné fialové krystaly formazanu. K urceni
zivotaschopnosti bun¢k bylo do 96-jamkové mikrotitracni desticky vysazeno 10 000 bunék
na jamku jednotlivych bunéénych linii do 100 pul média. Pfed ovlivnénim byly bunky
ponechéany v inkubatoru po dobu 24 hodin.

Dalsi den byly buiiky v mikrotitracnich destickdch ovlivnény samotnymi derivaty
cisplatiny, nanoplatformou GO-PEG a GO-PEG s navazanymi derivaty cisplatiny
o koncentracich 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6 uM a 3 uM v triplikdtu po dobu
24 hodin. MTT bylo rozsuspendovano v PBS s finalni koncentraci 5 mg/ml. Staré médium
z jednotlivych jamek mikrotitra¢nich desti¢ek bylo odstranéno a nahrazeno 50 pl roztoku
MTT. Po 4hodinové inkubaci bylo MTT z jamek odsato a pfipadné krystaly formazanu byly
rozpuStény piidanim 100 ul DMSO. Po 10minutové inkubaci na tfepacce byla métfena
absorbance pii 570 nm pomoci multifunkéniho readeru Tecan infinite M200 pro. Z téchto
hodnot byla néasledné vypoctena Zivotaschopnost bun¢k v programu Excel, a to jako podil
primérné absorbance vzorku bunck obsahujicich testované slouceniny a primérné
absorbance kontrolnich bun¢k. Vysledek MTT testu byl uveden jako procentudlni vyjadieni

bunécné viability doplnény smérodatnou odchylkou ze tfi riznych méteni.
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3.2.8 Znaceni bunék pro fluorescencni mikroskopii
K vyhodnoceni zivotaschopnosti bun¢k se velmi Casto pouziva fluorescencni barveni
kalceinem a propidium jodidem (PI). Kalcein AM (acetoxymethylester kalcein) je silné
hydrofobni barvivo, které pronikd bunéénou membranou. Metoda je zalozena na konverzi
kalceinu AM na zeleny fluorescencni kalcein prostfednictvim intraceluldrni esterdzové
aktivity Zivotaschopnych bunc¢k. Mrtvé ¢i poskozené bunky toto barvivo nezachycuji,
a proto neprodukuji fluorescenci. Naopak propidium jodid (PI) barvi vyhradné buiiky mrtvé,
jelikoz je membrana zivych bunc¢k pro PI nepropustna. Propidium jodid mé schopnost
interkalace do DNA v jadfe bunck, coz se projevi emitaci ¢ervené¢ho fluorescenéniho zareni.
Bunééné linie pro znaceni kalceinem a propidium jodidem byly pfipraveny stejnym
zptisobem jako pfi MTT testu. Do 96-jamkové mikrotitracni desticky bylo vysazeno
10 000 bun¢k na jamku jednotlivych bunécnych linii do 100 pl média. Pfed ovlivnénim byly
buiiky ponechdny v inkubatoru po dobu 24 hodin. Nasledujici den byly buiky
v mikrotitracnich destickdch ovlivnény samotnymi derivaty cisplatiny a GO-PEG
s navazanymi derivaty cisplatiny o koncentraci 100 uM v triplikatu po dobu 24 hodin.
Roztok kalceinu o findlni koncentraci 50 uM byl pfipraven smichdnim 39,5 ul
DMSO a 0,5 pl zasobniho roztoku kalceinu o koncentraci 4 mM. Poté byl do kazdé jamky
s buiitkami a testovanou slouc¢eninou pfidan 1 pl pfipraveného roztoku kalceinu a 1 pl
roztoku propidium jodidu (koncentrace 1 mg/ml). Po inkubaci bunék s kalceinem
a propidium jodidem po dobu 5 minut v inkubatoru bylo z jamek mikrotitracnich desti¢ek
odstranéno médium a nahrazeno 50 pl PBS. Indukovana fluorescence byla pozorovana
svételnym mikroskopem Olympus IX 70 s fluorescencnim médem, a snimky bunék byly

potizeny programem Quick Photo Camera 3.0.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro vlastni experimentalni praci byly k testovani vybrany dva derivaty cisplatiny JB14
a JB19. Nov¢ syntetizované derivaty cisplatiny byly pfipravovany s cilem zvySeni u¢innosti
1é¢iva, a to pomoci modifikace cisplatiny galaktézou (JB14) a glukézou (JB19) (Obrazek 5
a 6). V ramci diplomové prace byla optimalizovana a charakterizovana nanoplatforma na
bazi GO, ktera slouzi jako nanonosi¢ léCiv. Za Ucelem zlepSeni stability a biodistribuce

testovanych latek byly derivaty cisplatiny navazany na PEGylovany GO.
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Obr. 5: Strukturni vzorec JB14 (Gal(OH)-Pt[1V]-Succ).

OH
0O (@)
CARPN

N CI’/, | .\\NH3
Pt

OH
Obr. 6: Strukturni vzorec JB19 (GlcEt(OH)-Pt[1V]-Succ).
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4.1 Charakterizace nanoplatformy na bazi GO

4.1.1 Mikroskopie atomarnich sil

Nanocastice GO, velikostné upraveného GO a GO-PEG byly analyzovany pomoci AFM,
ktera mapuje rozlozeni atomdarnich sil na povrchu vzorku a slouzi ke 3D zobrazovani
povrchu. Jednotlivé nanocastice byly na obrazcich vyznaceny a byly z nich vytvoteny grafy
se stanovenou laterarni velikosti (osa x) a vySkovym profilem (osa y).

Je prokazano, ze velikost ¢astic GO vyznamné ovliviiuje jejich vlastnosti a piipadné
hromadi v orgdnech nez mens$i nanocastice GO (Guo et al., 2021). Velikost a vyska
nanocastic GO byla optimalizovana piisobenim kombinace ultrazvukovych viln a vysoké
teploty popsané v kapitole 3.2.2. Lateralni velikost vybrané ¢astice GO pied upravou byla
5960 nm a vySka 133,4nm (Obrazek 7). Na zadklad¢ predchozich AFM studii byla
experimentalné stanovena vyska jedné vrstvy GO piiblizné 1,0 — 1,4 nm, z ¢ehoz vyplyva,
ze vyska nami zobrazené nanoc¢astice GO odpovida asi 100 vrstvam (Paredes et al., 2008).
Velikostné upravené nanoc¢astice GO byly podstatné mensi, a vyzna¢end nanocastice méla

lateralni velikost 104,8 nm a vysku 1,0 nm, coz odpovida jedné vrstvé GO (Obrazek 8).
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Obr.  7: Castice GO zobrazeny pomoci AFM (vievo), vyskovy a velikostni profil oznacené
nanocdstice (vpravo).

34



10,0nm 1,0

3
8,0 =
0,5
6,0 T ] 1,0 nm
E 7
= :
4,0 ]
U,O—_
20 ] 104,8 nm
0,5 7
0’0 lllllllllllllllllll|lll|l|l|||lllllllll
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
—2.0 x [um]

Obr.  8: Nanocastice upraveného GO zobrazeny pomoci AFM (vlevo), vyskovy a velikostni profil
oznacené nanocastice (vpravo).

Statistickd analyza namétenych dat, kterd prezentuje laterdlni velikosti GO
nanocastic (n = 1800) modifikovanych kombinaci ultrazvukovych vin a vysoké teploty,
je zobrazena v Obrazku 9. Histogram byl sestaven na zaklad¢ vysledki ziskanych z dvanacti
snimki o rozmérech 20 x 20 um, které byly vyhodnoceny v programu ImagelJ. Z celkového
poctu 1800 analyzovanych nanocastic bylo 95 % se stedni lateralni velikosti do 100 nm,
a byla tak potvrzena uspé$nd zména velikosti GO nanocastic. Na zakladé téchto vysledkt

byl uréen pocet nanoc¢astic na 1 ml, ktery ¢inil 6,5 - 10° nano¢astic/ml.
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Obr.  9: Velikostni distribuce GO nanocastic po modifikaci velikosti pomoci kombinace
ultrazvuku a vysoke teploty.
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Navzdory své hydrofilni povaze GO v pfitomnosti soli a slozek séra rychle agreguje,
a proto byl jeho povrch modifikovan pomoci 8-ramenného PEG-NH: (Loutfy et al., 2017).
Po PEGylaci nanocastic GO doslo ke zméné nejen laterdlni velikosti a vysky, ale také
ke zméné¢ tvaru. Modifikované nanoc¢éstice se zaoblenym tvarem zaujimala lateralni velikost
345,4 nm a vysku 32,8 nm (Obrazek 10). Bylo tak potvrzeno, Zze PEGylované nanocéstice
GO jsou vhodné pro biomedicinské aplikace, nebot’ jejich rozmér nepfesahuje maximalni

limit proniknuti bunéénou membranou, stanoveny na 500 nm (Bae et al., 2011).
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Obr. 10: Nanocastice GO po PEGylaci zobrazeny pomoci AFM (vlevo), vyskovy a velikostni profil
oznacené nanocastice (vpravo).
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4.1.2 Skenovaci elektronovy mikroskop

Skenovaci elektronova mikroskopie je metoda vyuzivana pti studiu struktury a morfologie
nanomateridlil. Skenovacim elektronovym mikroskopem byl analyzovan povrch nanoc¢astic
GO pred velikostni tipravou, a také povrch nanocastic po PEGylaci. Je zfejmé, ze GO ma
vrstevnatou extrémné tenkou strukturu, ktera tvoii homogenni film. Vrstvy GO jsou
naskladany jedna na druhou a je mozné rozliSit hrany jednotlivych nanocastic, véetné
lomenych a zvrasnénych oblasti (Obrazek 11). Po PEGylaci nanoc¢astic GO byl jejich povrch
pokryt 8-ramennym PEG-NHz, coZz je patrné z hladkého povrchu a zaobleného tvaru

nanocastice (Obrazek 12).

GO 7.0kV 6.3mm x1.00k
Obr. 11: Povrch GO zobrazeny pomoci SEM (1000x zvétseno).

GO_PEG 5.0kV 6.6mm x100k

Obr.  12: Povrch GO po PEGylaci zobrazeny pomoci SEM
(100000x zvétseno).
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4.1.3 Infracervena spektroskopie

Pomoci infracervené spektroskopie byl charakterizovan GO, PEG-NH; a nanoplatforma
GO-PEG. Infradervené spektrum se d&li na blizké (13000 — 4000 cm™), stfedni
(4000 — 400 cm™) a vzdalené (400 — 100 cm™). V této diplomové praci byly vzorky
analyzovény v rozmezi 4000 — 600 cm™, které spadd do stfedni infradervené ¢asti. Spektrum
Ize dale rozdélit na oblast charakteristickych vibraci (4000 — 1500 cm™) a oblast otiski prsth
(1500 — 600 cm™). V oblasti charakteristickych vibraci se nachazi pasy vibraci funkénich
skupin a v oblasti otiskil prstl pasy deformacnich vibraci.

V grafu jsou oznadeny tfi piky PEG (2861 cm!; 1455 cm!;1247 cm!), které byly po
navazani na GO pozorovatelné také u GO-PEG (2870 cm™; 1456 cm™!; 1251 cm™). Prvni
pik (2861 cm™) odpovida vibracim skupiny C—H, druhy pik (1455 cm™) odpovida vibracim
skupiny =CH: a teti pik (1247 cm™) vibracim skupiny O-H (Obrazek 13). Infradervené
spektrum PEGylovaného GO tedy obsahovalo vétSinu pikd hlavnich funkénich skupin
8-ramenného PEG-NH». Zaroven se tyto piky nevyskytovaly v infracerveném spektru
samotného GO. Mirny posun polohy pikd a zménu jejich relativni intenzity 1ze pfipisovat
vzniku vodikovych vazeb.

Srovnatelné vysledky byly popsany v publikaci Esmaeili et al. (2020), ve které byl
GO, PEG a PEGylovany grafen oxid charakterizovan mimo jin¢ pomoci FTIR. Infracervené
spektrum PEGu obsahovalo taktéz valenéni C—H vibrace (2847 cm™), deformacéni =CH;
vibraci (1468 cm™) a O-H vibrace (1242 cm!). Tyto piky byly identifikovany rovnéz

v infracerveném spektru GO-PEG, spolu s dal§imi charakteristickymi piky.
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Obr. 13: Infracervené spektrum GO, PEGu a GO-PEG.
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4.1.4 Ramanova mikroskopie

Ramanova mikroskopie je metoda nedestruktivni analyzy vzorku, kterd se Casto pouziva
k chemické analyze uhlikovych materidlt, jelikoz umoziiuje detekci dvojnych
a konjugovanych uhlikovych vazeb. Ramanovo spektrum analyzovanych nanocastic
obsahuje charakteristické pasy D a G. Pas D je spojen s sp® hybridizaci atomt uhliku,
odpovida defektim ve struktufe grafenu mimo rovinu anachazi se kolem 1350 cm™.
V piipadé GO-PEG se vyskytoval v 1358 cm!, u derivatu JB14 navazaného na GO-PEG
v 1362 cm!, a u JB19 navazaného na GO-PEG v 1354 cm™'. Kdezto pas G souvisi
s valenénimi vibracemi grafenu v roviné mezi vazbami uhlik sp? a vyskytuje se zhruba
v 1580 cm’!. U GO-PEG se nachazel v 1587 cm’!, u JB14 navdzaného na GO-PEG
v 1578 cm™ a v neposledni fadé u JB19 na GO-PEG v 1575 cm™! (Obrazek 14-16).

Ve studii Negi et al. (2021) bylo navic srovnano Ramanovo spektrum GO a GO-PEG,
pfi¢emz nebyl pozorovan vyznamny posun v poloze charakteristickych past D a G. Tento
vysledek nasvédCuje, ze navazdnim PEGu na grafen oxid nedoslo ke zmén¢ ani naruSeni
aromatické struktury GO. Pas D byl zaznamenan v oblasti 1360 cm™ a pas G v 1588 cm!.

Kvantifikace uhlikovych defektl se obvykle provadi analyzou poméru intenzit In/Ig,
tedy mezi D a G pasy. Vyssi pomér Ip/Ig naznacuje veétsi mnozstvi defektti, které mohou byt
zpiisobeny narusenim vazeb C=C strukturalnimi defekty nebo funkénimi skupinami. Naopak
nizs§i pomér Ip/Ic mize byt zplsobeno rozpadem vrstev grafenu a mensim poc¢tem defektt
(Dresselhaus et al., 2010). Pomér intenzit Ip/Ig pro GO-PEG byl 1,10, pro JB14 navazany
na GO-PEG byl pomér 0,95 a pro JB19 navazany na GO-PEG 0,94. V porovnani
s nanoplatformou GO-PEG mél pomér intenzit In/Ig u derivati cisplatiny navdzanych na
GO-PEG nizsi hodnotu, coz naznacuje, ze navazani JB14 a JB19 muze inhibovat vznik

defektu.
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Obr. 14: Ramanovo spektrum GO-PEG.
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Obr. 15: Ramanovo spektrum funkcionalizovaného nanomaterialu JB14 GO-PEG.
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Obr. 16: Ramanovo spektrum funkcionalizovaného nanomaterialu JB19 GO-PEG.

4.2 Efektivita navazani derivati cisplatiny na nanoplatformu GO-PEG

Navazana koncentrace derivatl cisplatiny JB14 a JB19 na GO-PEG byla urena pomoci
AAS. Svyuzitim kalibracni kfivky byla nejprve stanovena nenavdzand koncentrace
v supernatantu, a poté byla ur¢ena navdzana koncentrace na nanoplatformée. Nasledné byla
stanovena procentudlni uspéSnost navazani 1é¢iv na nanoplatformu (LE % - loading

efficiency) dle rovnice:

LE % navazana koncentrace derivatl cisplatiny
0 = .

pocatecni koncentrace derivati cisplatiny

Obr. 17: Rovnice vypoctu efektivity navazani derivati cisplatiny na GO-PEG.

Tato rovnice je definovana jako pomér koncentrace navdzaného derivatu na GO-PEG

a pocatecni koncentrace, vynasobeny 100.
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Na nanoplatformu GO-PEG bylo navazano 72,544 + 0,171 % latky JB14
a 70,593 + 0,058 % latky JB19 (Tabulka 1). Vysoka efektivita navazani 1é€iv na GO je hlavni
vyhodou oproti klasickym nanonosic¢tim, jako jsou lipozomy ¢i pevné lipidové nanocastice.
Navic vyuziti 8-ramenného PEG-NH: vedlo k vyssi efektivit¢ navazani ve srovnani
s predchozimi studiemi, které pouzivaly linedrni PEG (LE = 4,5 %) a 6-ramenny PEG
(LE =11 %) (Charmi et al., 2019; Mufioz et al., 2019).

Tab. 1: Koncentrace a efektivita navazani derivatu cisplatiny na GO-PEG.

Pocate¢ni Navazana
Testovana latka LE %
koncentrace [mg/ml] Kkoncentrace [mg/ml]

JB14 0,5 0,363 72,544 + 0,171

JB19 0,5 0,353 70,593 + 0,058

4.3 Zobrazeni bunék konfokalnim mikroskopem

Bunééné kultury HT-1080, SK-BR3 a L929 byly pied ovlivnénim studovanymi latkami
zobrazeny pomoci konfokdlniho mikroskopu Zeiss LSM 980. Lysozomy bunék byly
obarveny zelen¢ fluorescen¢nim barvivem LysoSensor Green DND-189 s excita¢nim
maximem 443 nm a emisnim maximem 505 nm. Zatimco jadra bun¢k byla obarvena modie
fluorescenénim barvivem Hoechst 33342, které se specificky vaze do DNA. Excitacni
maximum Hoechst je 350 nm a emisni maximum 461 nm.

Bunééna nadorova linie HT-1080 je odvozena z tkané lidského fibrosarkomu, coz je
maligni nddor vychézejici z fibrézni pojivové tkang. Tento typ sarkomu se typicky vyviji ve
vazivovych tkanich kosti a nejcastéji postihuje dlouhé a ploché kosti. Buitkky HT-1080
vykazuji adherentni riist a maji protahly, vietenovity tvar. Protdhly charakter bunék je
zobrazen na Obrazku 18. Stejny tvar bunék byl pozorovan ve studii Keller et al. (2000), kdy

vice nez 90 % neosetienych bun¢k mélo tvar protahlého fibroblastu.
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Obr.  18: Kontrolni bunky HT-1080 zobrazeny
konfokalnim mikroskopem.

Nédorova linie SK-BR3 byla roku 1970 ziskdna zpleuralni efize lidského
adenokarcinomu prsu. Nadmérn€ exprimuje gen Her2 a neexprimuje estrogenovy receptor
alfa. VyznaCuje se epitelidlni morfologii s polygonalnimi az okrouhlymi bunkami
a adherentnim rastem. Tyto buiiky Casto tvofi shluky ¢i malé agregéty, coz je pozorovatelné

na Obrazku 19 (Ferraro et al., 2019).

Obr.  19: Kontrolni buiiky SK-BR3 zobrazeny
konfokalnim mikroskopem.
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Bunééna linie L929 byla vroce 1948 poprvé izolovana z pojivové tkané mysi.
Kmen L byl jednim z prvnich bunéénych kment, které¢ se zacaly kultivovat kontinualné,
a byl odvozen z normalni podkozni a tukové tkan€ 100 dni starého mysSiho samce. Bunky
L929 se vyznacuji adherentnim rstem a riznorodou morfologii zahrnujici vietenovity,
zaobleny ¢i kulaty tvar v zévislosti na kultiva¢nich podminkach a poctu pasazi (Ma et al.,
2012). Na Obrazku 20 je snimek bun¢k L929 s prevazujicim vietenovitym tvarem, pfi¢emz

stejna morfologie bun¢k byla zkoumana také v publikaci Toz et al. (2017).

Obr. 20: Kontrolni bunky L929 zobrazeny
konfokalnim mikroskopem.

4.4 Analyza viability bunék — MTT test
Mira cytotoxicity testovanych latek JB14, JB19, navazané litky JB14 na GO-PEG
(JB14 GO-PEG), JB19 na GO-PEG (JB19 GO-PEG) a samotné¢ nanoplatformy
GO-PEG byla stanovena pomoci MTT testu na tfech bunéénych liniich. Testy byly
provedeny na nddorové bunécné linii HT-1080 a SK-BR3, a nenadorové bunécné linii L.929.
Bunky byly ovlivnény testovanymi latkami o koncentraci 100 pM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM,
6 UM a 3 uM po dobu 72 hodin, a nasledné byla zmétena absorbance pii 570 nm a referencni
vlnové délce 650 nm. Data ze spektrofotometrického métfeni byla déle zpracovéana
v programu Excel, ve kterém byla vyhodnocena viabilita pfislusnych bunéénych linii.
PEGylovany GO nevykazoval vyznamnou toxicitu u zddné z testovanych bunéénych
linii. Hodnota viability bunék byla ve vSech ptipadech vyssi nez 80 %, aniz by dochdzelo

k ovlivnéni morfologie bunck. Tyto vysledky jsou v souladu s piedchozimi pracemi,
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které rovnéz prokéazaly absenci toxicity GO-PEG (Liu et al., 2008; Du et al., 2014; Giusto et
vedlejsich tc¢inkda.

Experiment prokézal, ze bunécna linie HT-1080 byla citlivéjsi vici plisobeni latky
JB14 navazané na GO-PEG, a to pii nejvyssi studované koncentraci 100 pM. Viabilita
bun¢k byla v tomto ptipadé 63 %. Tento vysledek naznacuje, ze byl zachovan ucinek latky
JB14 i po navazani na GO-PEG. Naopak latka JB19 navazana na GO-PEG tak toxicka
nebyla. Soucasné je patrné, ze samotna latka JB14 piisobi na buiikky o néco méné toxicky
nez JB14 GO-PEG, viabilita bunék byla 69 %, coz poukazuje na moznost snizeni davky
1é¢iva diky pouziti nanoplatformy GO-PEG. V porovnani s ostatnimi latkami byla nejméné
toxicka latka JB19. V zavislosti na specifickém typu bunééné linie mize dochdzet
k odlisnému metabolickému zpracovani sacharidi po jejich vstupu do buiky (Tataranni
et al., 2017). Rozdilna metabolicka cesta galaktdzy ve srovnani s glukézou by mohla ovlivnit
stabilitu a uvolilovani cisplatiny. Tento jev mize byt jednim z potencidlnich diivoda odlisné
citlivosti bun¢k HT-1080 na testované latky JB14 a JB19. Se snizujici se koncentraci doslo

témét u vSech testovanych latek ke zvyseni viability bunék (Obrazek 21).

HT-1080 - ovlivnéni 72 hodin
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Obr.  21: Vysledky analyzy viability bunék HT-1080 — procentudlni vyjadieni viability bunék

ovlivnénych latkou JB14, JB14 navazanou na GO-PEG, JB19 a latkou JB19 navizanou na
GO-PEG po dobu 72 hodin.
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Druhy experiment byl zaméfen na buné¢nou linii SK-BR3. Z Obrazku 22 je patrné,
ze vice cytotoxicky na tuto bunécnou linii piisobila latka JB19 navazana na GO-PEG
o koncentraci 100 puM, viabilita bun¢k byla 55 %. Pfi stejné koncentraci projevila latka JB14
GO-PEG podobnou toxicitu, viabilita bun¢k doséhla 57 %. Méné toxicky oproti navazanym
latkdm na GO-PEG pusobily samotné latky JB14 a JB19, coz naznacuje, Ze pouziti
nanoplatformy GO-PEG umoziuje aplikaci mensiho mnozstvi 1é€iv. S klesajici koncentraci
testovanych latek bylo t¢éméf u vSech métfeni pozorovano zvyseni viability bunck.

V nasem ptipad¢ byl sledovan obdobny vysledek jako ve studii Huang et al. (2015),
ve které prezentovali protinadorovy Ucinek cisplatiny v porovnani s cisplatinou navazanou
na nosici trastuzumabu, a to in vitro na bunécnych liniich MDA-MB-231, MCF-7 a SK-BR3.
Zaulelem navazani léCiva na trastuzumab byla cisplatina funkcionalizovand dvéma
axidlnimi ligandy kyseliny jantarové. Bylo zji$téno, Ze koncentrace cisplatiny vyvolavajici
50 % inhibici rastu (ICso) linie SK-BR3 po 72hodinovém ovlivnéni byla 20,73 + 0,09 uM.
Nicméné cytotoxicita cisplatiny po chemické modifikaci byla vyrazné nizsi, zejména
u bunék SK-BR3 byla hodnota ICso vétsi nez 50 uM. Snizena cytotoxicita se predpoklada

v disledku relativni kinetické inertnosti oktaedrické struktury.
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Obr.  22: Vysledky analyzy viability bunék SK-BR3 — procentudlni vyjadieni viability bunék

ovlivnénych latkou JB14, JB14 navazanou na GO-PEG, JB19 a latkou JB19 navizanou na
GO-PEG po dobu 72 hodin.
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Nenadorova linie L929 byla inkubovéna s latkami o stejnych koncentracich, av§ak
latky nebyly pro tuto bunécnou linii tolik cytotoxické (Obrazek 23). Kromé latky JB19
pfi nejvyssi koncentraci dosdhla viabilita bun€k u zbyvajicich méfeni hodnot vyssich nez
80 %. Pficemz hodnota viability se signifikantn€ nemeénila se snizujici se koncentraci latek.
Tyto vysledky jsou zndmkou selektivity testovanych latek vii¢i nadorovym bunkam, diky
jejich zvySenému piijmu sacharidd, ktery je znamy jako Warburgiiv efekt.

Stejny ucinek platiny konjugované s gluk6zou na bunééné linii L929 byl popsan
v publikaci Quan et al. (2020), kdy byly buiiky ovlivnény po dobu 48 hodin. Navic byl
testovan ucinek na nadorové bunécné linii HeLa a HepG2, jejichz buiiky maji vyssi rychlost
metabolismu sacharidi. Oproti nddorovym bunéénym liniim byla toxicita testované
slouceniny pro bunky L929 vyrazné niz$i. U slouceniny o koncentraci 100 pM, 50 uM
a 25 uM dosahla viabilita bun¢k L.929 az dvojnasobné hodnoty. Obecné by tak modifikace
platinovych lé¢iv gluk6zou mohla zvysit jejich i¢innost vii¢i nddorovym buikam, a snizit

toxicitu pro zdravé bunky.

L929 - ovlivnéni 72 hodin
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Obr.  23: Vysledky analyzy viability bunék L929 — procentualni vyjadreni viability bunék
ovlivnénych latkou JB14, JB14 navaizanou na GO-PEG, JB19 a latkou JB19 navizanou na
GO-PEG po dobu 72 hodin.
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4.5 Analyza viability bunék fluorescen¢nim mikroskopem

Pro porovnani a potvrzeni vysledki z MTT testu byla provedena analyza viability bunék
prostiednictvim fluorescencniho mikroskopu. Analyza byla opét provedena na tfech
bunécnych liniich, konkrétné HT-1080, SK-BR3 a 1.929. Bunky byly ovlivnény testovanymi
latkami JB14, JB19, JB14 GO-PEG a JB19 GO-PEG o koncentraci 100 uM po dobu
72 hodin. Ke znac¢eni metabolicky aktivnich bun¢k byl vyuzit kalcein AM, kdy po excitaci
zafenim o vlnové délce 490 nm zivé bunky emitovaly zelené zatfeni o vinové délce 515 nm.
Naopak ke znaceni mrtvych bunék byl pouzit propidium jodid, a barvivo uvnitt bunék po
ozéteni svétlem o vinové délce 535 nm emitovalo ¢ervené zateni pti 617 nm. Fluorescence
byla posléze sniméana programem Quick Photo Camera 3.0.

Viabilita bunééné linie HT-1080 byla po obarveni kalceinem AM a propidium
jodidem zaznamenéna fluorescenénim mikroskopem (Obrazek 24-26). Kontrolni
neovlivnéné bunky poskytovaly zelenou fluorescenci, coZ naznacuje vysokou metabolickou
aktivitu téchto bunék (Obrazek 24). Po 72hodinové inkubaci s testovanymi latkami bylo
pozorovano zpomaleni bunééné proliferace oproti kontrolnim bunikdm. Vedle ubytku zelené
fluoreskujicich bun€k doslo také k nartsti cervené fluoreskujicich bunék, které indikuji
bunécnou smrt. Tento jev se projevil nejvyraznéji u latky JB14 a také JB14 navazané na

GO-PEG. Vysledky tedy kvalitativné koresponduji s vysledky z MTT testu.

Obr.  24: Viabilita kontrolnich bunék HT-1080 inkubovanych 72 hodin
v mediu MEM, zobrazena pomoci fluorescencniho mikroskopu. Méritko:
200 pm.
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Obr. 25: Viabilita bunek HT-1080 ovlivnenych JB14 (vlevo) a JB14 GO-PEG (vpravo) po dobu 72
hodin, zobrazena pomoci fluorescencniho mikroskopu. Méritko: 200 um.

Obr. 26: Viabilita bunek HT-1080 ovlivnenych JB19 (vievo) a JB19 GO-PEG (vpravo) po dobu 72
hodin, zobrazena pomoci fluorescencniho mikroskopu. Méritko: 200 um.

Stejnym zplusobem byla fluorescenénimi barvivy obarvena bunécnd linie SK-BR3,
a ndsledn¢ zobrazena fluorescencnim mikroskopem. Na zaklad¢ vysledkli prezentovanych
na Obrazku 27 je patrné, ze vétSina kontrolnich bunek byly zelené fluoreskujici zivé buriky.
Po aplikaci testovanych latek doslo ke zvySeni poctu mrtvych bunék vykazujicich ¢ervenou
fluorescenci (Obrazek 28 a 29). Pouze u bunck ovlivnénych latkou JB14 nebyl narist tak
signifikantni (Obrazek 28). Soucasné¢ byla pozorovéna inhibice proliferace bunék, coz bylo

zfejmé u ovlivnénych bunék ve srovnani s buiikami kontrolnimi.
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Obr.  27: Viabilita kontrolnich bunék SK-BR3 inkubovanych 72 hodin
vmediu DMEM, zobrazena pomoci fluorescencniho mikroskopu.
Meritko: 200 pm.

Obr. 28: Viabilita bunék SK-BR3 ovlivnénych JB14 (vievo) a JB14 GO-PEG (vpravo) po dobu 72
hodin, zobrazena pomoci fluorescencniho mikroskopu. Méritko: 200 um.

Obr. 29: Viabilita bunék SK-BR3 ovlivnénych JB19 (vievo) a JB19 GO-PEG (vpravo) po dobu 72
hodin, zobrazena pomoci fluorescencniho mikroskopu. Méritko: 200 um.
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Na zavér byla obarvena fluorescencnimi barvivy taktéz nenadorova bunécné linie
1929, a byla snimana jejich fluorescence (Obrazek 30—-32). Na vSech snimcich bunék L1929
vyrazné pievazovala zelena fluorescence, a jednalo se tedy o builkky metabolicky aktivni.
Tato pozorovani kvalitativné odpovidala vySe prezentovanym vysledkim MTT testu.
Vzhledem k tomu lze pfedpokladat, Ze testované latky mohou byt selektivni vii¢i nadorovym

bunéénym liniim.

Obr.  30: Viabilita kontrolnich bunck L1929 inkubovanych 72 hodin
vmediu EMEM, zobrazena pomoci fluorescencniho mikroskopu.
Meritko: 200 pm.

Obr. 31: Viabilita bunek L929 ovlivnénych JB14 (vievo) a JB14 GO-PEG (vpravo) po dobu 72 hodin,
zobrazena pomoci fluorescencniho mikroskopu. Meérvitko: 200 um.
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Obr. 32: Viabilita bunék L929 oviivnénych JB19 (vlevo) a JB19 GO-PEG (vpravo) po dobu 72 hodin,
zobrazena pomoci fluorescencniho mikroskopu. Meritko: 200 um.
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5 ZAVER

Nanonosi¢e na bazi grafen oxidu jsou atraktivnim materidlem pro biologické a medicinské
aplikace, zejména diky svym unikatnim vlastnostem, které umoznuji efektivni transport
a dodéni 1éciv do cilovych bunék. Za ucelem zvyseni biokompatibility nanocastic GO se
jejich povrch modifikuje aplikaci biopolymert. Nanonosice, nesouci vhodna 1é¢iva, mohou
byt u¢inné vyuzity v terapii nddorovych onemocnéni. Cisplatina je 1é¢ivo schvalené pro
lécbu rakoviny varlat a vajecnikd, nicméné stale probihaji vyzkumy s cilem zlepSit jeji
efektivitu. Navazani cisplatiny na nanoplatformu GO-PEG navic mlze pfispét k redukei
nezadoucich u€inkl samotného lé¢iva.

V ramci teoretické casti predlozené diplomové prace byly podrobné popsany
nanonosice léciv, véetné jejich klasifikace a vyuziti pfi 16cbé nadorovych onemocnéni.
ReserSe se dale zaobirala charakteristikou grafen oxidu, moznostmi jeho funkcionalizace,
a mechanismem ucinku cisplatiny, ktera je klicovym cytostatikem v chemoterapii.

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla v prvni fadé¢ zaméfena na piipravu
nanoplatformy na bazi GO, jejiz povrch byl funkcionalizovan PEGem. Nanoplatforma byla
detailné charakterizovana pomoci mikroskopickych (AFM, SEM) a také spektroskopickych
metod (FTIR, RAMAN). Nasledn¢ byly na povrch pfipraveného GO-PEG navazany
derivaty cisplatiny, a byla stanovena koncentrace GspéSné navazaného 1é¢iva AAS méfenim.
Biologicka c¢ast diplomové prace byla zamétena na in vitro test Zivotaschopnosti bunék
(MTT) zaucelem vyhodnoceni protinddorového efektu nanoplatformy s navdzanym
lécivem, ktery byl dale potvrzen prostfednictvim fluorescenéni mikroskopie. Pred
ovlivnénim studovanymi latkami byly buné¢né linie navic zobrazeny pomoci konfokalniho
mikroskopu.

Uspésna funkcionalizace GO PEGem byla prokazana spektroskopickou metodou
FTIR, ktera byla doplnéna mikroskopickou metodou SEM. Po zobrazeni nanoc¢astic GO
a GO-PEG skenovacim elektronovym mikroskopem bylo provedeno méfeni jejich
infracerveného spektra. Infracervené spektrum GO-PEG obsahovalo vétSinu pikt hlavnich
funkénich skupin PEGu, coZ potvrdilo zdarnou PEGylaci.

Po navazani a stanoveni navazané koncentrace derivatl cisplatiny JB14 a JB19 byla
provedena analyza viability bun¢k MTT testem a fluorescen¢ni mikroskopii. Vysledky MTT
testu naznaCuji, ze nanoplatforma GO-PEG nejevi vyraznou toxicitu vuci zadné
z testovanych bunécnych linii a méa potencial byt aplikovana s minimalnimi vedlejSimi

ucinky. Navic nenddorova bunécénd linie L929 projevila nizsi citlivost vici plsobeni
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testovanych sloucenin ve srovnani se studovanymi nadorovymi bunéénymi liniemi HT-1080
a SK-BR3. Tato skute¢nost napovida tomu, ze testované latky vykazuji vyssi selektivitu vici
nadorovym bunécnym liniim. Protinddorovy efekt testovanych derivati cisplatiny byl patrny
pfedevsim u bunécné linie SK-BR3. Konkrétné latka JB19 navazana na nanoplatformu GO-
100 uM. Tyto vysledky byly pozorovéany i pifi analyze viability bun¢k prostfednictvim
fluorescen¢niho mikroskopu.

Testované derivaty cisplatiny nejsou zdaleka tak G¢inné jako cisplatina samotna,
ale navazanim na nanoplatformu GO-PEG doslo k mirnému nértstu protinddorového efektu.
Na zaklad¢ ziskanych perspektivnich vysledki by nasledna studie mohla byt zaméfena
na hodnoceni protinddorové aktivity nove syntetizovanych derivatl cisplatiny navazanych

na nanoplatformé¢ GO-PEG na $ir§im spektru nadorovych linii.
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