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Modifikované nano&astice a jejich terapeutické, diagnostické a analytické poufZiti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka modifikovanych nanoastic, které mohou byt pouZity pro lécbu
rakoviny metodou fotodynamické terapie, pro diagnostické vyuZiti, konkrétné pro detekci bungk
s nadorem, a pro sledovéni biologicky vyznamnych analyti (napfiklad nukleotidy, oligonukleoti-
dy a sacharidy) v roztocich. :

Dosavadni stav techniky

~ Jiz pi ptipravé vlastnich nanogastic je treba uvazit jejich dal3i aplikaci. Nano&dstice mohou byt

pFipraveny riiznymi metodami a lze tak dosahnout poZadovanych velikosti a tvard a tim i pozado-
vanych chemickych a fyzikalnich vlastnosti, Mezi nejrozsifenéjsi typy patfi nanoCastice kovii
(napf. zlata, stfibra), nano&astice oxidl (kfemigitého, titani¢itého), sulfidd (kademnatého), seleni-
dii (kademnatého) a polymerni nano&astice (kopolymery, dendrimery).

Chemicka metoda pFipravy nano4stic kovi je zalozena na nukleaci a riistu atomi kovii. Tento
proces je nejéastdji vyvolan chemickou redukei soli kovi. Ke kontrole ristu nanodastic a k jejich
ochrané pied agregaci je pouzivano velké mnozstvi stabilizitord, napfikiad donorové ligandy

(nap. thioly) nebo polymery. Prvai reprodukovatelny standardni ndvod pro pfipravu koloidu

kova publikoval Turkevich (Turkevitch J., Stevenson P. C., Hiller 1.0 Discuss. Faraday Soc.
1951, 11, 55), ktery také navrhl mechanismus pro tvorbu nanoé4stic zaloZeny na nukleaci, ristu
a agregaci, jenZ je stale platny.

Redukee soli pfechodnych kové v roztoku je nejvice roziifena metoda pro pripravu koloidnich
suspenzi kovil a je velmi jednoducha na provedeni. UmoZiuje, aby byly v gramovych mnoZzst-
vich ptipraveny koloidni nanogéstice pozadované velikosti s malou odchylkou. Za timto O¢elem
je pouzivan Siroky rozsah redukénich &inidel (Yonezawa T., Onoue S., Kimizuka N.: Langmuir
2000, /6, 5218), napiiklad hydridy (NaBH,) a soli (citrat sodny).

Kromé pfipravy nanocastic kovl lze ziskat i nano&astice jejich oxidi, sulfidd a selenid, jejichz
vyuZiti ale neni tak $iroké, jako v piipadé samotnych kovii. Syntéza je vétSinou provadéna ve

" vodnych roztocich, ve kterych se jako redukéni &inidlo pouZiva hydrazin, hydroxylamin a nebo
hydroxid sodny.

Polymerni nano&éstice se vétSinou ziskvaji fizenou polymeraci ve vodé piisobenim peroxidu
vodiku, tepla a nebo piisobenim ultrazvuku. Lze tak naptiklad pfipravit kopolymery: alginat
sodny—chitosan a anthracen—polyakrylamid. '

Jak bylo uvedeno dfive, velikost &astic a jejich distribuce zisadng ovliviiuje vlastnosti danych
nanotastic. K metodam umoZfiujicim piistup k témto informacim patii predeviim metody elek-
tronové mikroskopie (Brust M., Fink J., Bethell D., Schiffrin D. J., Kiely C.: J. Chem. Soc.,
Chem. Commun. 1995, 1655) a metody studia povrchii — skenovaci elektronova mikroskopie
(SEM), mikroskopie atomamich sil (AFM), rentgenova fluorescenéni spektroskopie (XFS),
popiipadé spektroskopie povrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS). Vedle téchto pomér-
né sofistikovanych metod lze v fadé piipadd ziskat dostaSujici informaci i napfiklad metodou
absorpéni spektrometrie (UV-Vis spektrometrie) nebo elektrochemickymi metodami.

Vzniklé nanoddstice lze pro analytické udely pouZit pfimo (nanodastice polymerd), ale vétSinou
se provadi modifikace jejich povrchu (nanogastice kovit). Napiiklad u nanocastic zlata, které jsou
velmi ¢asto pouZivané, se modifikace provadi navazanim thiolem modifikovanych molekul, coz
vede k tvorbé kovalentnich vazeb téchto molekul na nanocastice (obrézek 1).
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Fotodynamicka terapie (PDT) je jedna ze zndmych metod pouZivanych pro [é¢bu rakoviny.
Molekuly majici vyie popsanou schopnost se nazyvaji fotosenzitizéry. Typické jsou pro n¢ kon-
jugované dvojné vazby. Mezi takové struktury lze zafadit take porfyrinoveé derivaty. Ty jsou.
pfedmétem studii tykajicich se vyuZiti ve fotodynamické terapii. Berg, K.; Selbo, P. K;
Weyergang, A.; Dietze, A.; Prasmickaite, L ; Bonsted, A.; Engesaeter, B. O.; Angell-Petersen,
E.. Warloe, T.; Frandsen, N.; Hogset, A. Porphyrin—related photosensitizers for cancer imaging
and therapeutic Journal of Microscopy (Oxford, United Kingdom) (2005), 218(2), 133-147;
Spangler, Charles W.; Starkey, Jean R.; Meng, Fanging; Gong, Aijun; Drobizhev, Mikhail; Reba-
ne, Aleksander; Moss, B, Targeted two—photon photodynamic therapy for the treatment of sub-
cutaneous tumors Proceedings of SPIE-The International Society for Optical Engineering (2005),
5689(Optical Methods for Tumor Treatment and Detection: Mechanisms and Techniques in
Photodynamic Therapy XIV), 141-148; Konig, Karsten.Photoproduct formation during porphy-
rin photodynamic therapy Photomedicine in Gynecology and Reproduction (2000), 86-95;
Gorman, Stephen A.; Brown, Stanley B.; Griffiths, John. An overview of synthetic approaches to
porphyrin, phthalocyanine, and phenothiazine photosensitizers for photodynamic therapy Journal
of Environmental Pathology, Toxicology and Oncology (2006), 25(1-2), 79-108; Pandey,
Ravindra K.; Zheng, Gang. Porphyrins as photosensitizers in photodynamic therapy. Porphyrin
Handbook (2000), 6 157-230. Publisher: Academic Press, San Diego.

Pro fotosenzitizéry jsou typické konjugované dvojné vazby, jejichZ ptitomnost viak snizuje roz-
pustnost ve vodném prostfedi. Jako jednim z feSeni tohoto problému se jevi imobilizace t€chto
molekul na povrch nanoéastic, nebot' ty 12¢ dispergovat ve vodném prostiedi a tim je i usnadnéno
jejich podavani. Takto modifikované nanolastice lze bez obav pouZit pro PDT, nebot’ bylo
zjidt&no, e tento typ nanodéstic neni cytotoxicky (Connor, Ellen E., Mwamuka Judith, Gole,
Anand, Murphy Caterine J., Wyatt Michael D., Small, 1, 325 (2005)).

Spektrometrické metody patti mezi hlavni metody studia vlastnosti modifikovanych nano¢astic,
a proto i analytickd stanoveni t¥mito metodami patii mezi nejéetn&jsi. Vlastnosti nanocastic, jako
jsou jejich primér, tvar, koncentrace a moznost interagovat s malymi molekulami a biomolekula-
mi maji velky vliv na jejich optické vlastnosti.

Z pohledu pfiméfené narognosti piistrojového vybaveni jsou vyuzivany vedle jiz zminénych
metod absorpéni spektrometrie (UV-Vis a IR) a spektroskopie povichem zesileného Ramanova
rozptylu (SERS), také metody zalozené na rezonantnim rozptylu svétla (RLS) a luminiscencni
metody. Volba metody zdvisi predeviim na vlastnostech pouZitych nano&astic a typu latky pouzi-
té pro jejich modifikaci. Typicky experiment je zalozen na tvorbé smési analytu a koloidu vytvo-
feného predem nebo i situ. s A B

Dal3i zajimavou oblasti uplatnéni modifikovanych nanocastic je diagnostické pouZiti pro rozpo-

. znavéani povrchu bungk. Na povrchu bufiky se totiz odehravaji klicové biologické procesy,

aproto zména jejich povrchu mize vést k podstatnym zménam v jejich chovani, napiiklad
k vyvoj i nadoru a nebo autoimunitni odezvy. Studium latek vyskytujicich se na povrehu bunek je
proto nezbytné k porozuméni chovani bunék. Moderni analyticka chemie tyto moZnosti poskytuje
a umoZiiuje tak selektivng rozpoznat jednotlivé latky na povrchu bunék, coz je moZné posléze
pouZit v chemii, biologii, lékafstvi a primyslu. Hlavnim analytickym ndstrojem je sledovani
fluorescence komplexu vytvofeného na povrchu buiiky s fluorescenéni latkou. Navrh struktury
této fluorescendni latky, ktera se vaZe selektivné na uréitou biomolekulu a kterd mize byt poten-
cidlni opticky senzor, je jednim z mnoha zajimavych tkoli moderni bicanalyticke chemie.

Latky na povrehu bunék jsou zodpovédné za mezibunéénou komunikaci, imunitni odezvu, pato-
genni infekci zpiisobenou bakterii a nebo virem, riist a metastdzi nadoru. Vazby biologickych
systémil jsou velmi silné a selektivni diky ndkolikavazebné interakci mezi hostem a receptorem.
To klade velké naroky na strukturu vyse zminénych fluorescenénich litek. Jednou z moZnosti je
vyuZit riiznych zpisobii interakce, napfiklad iontové, -, hydrofobni a vodikovych vazeb.
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Rozpoznavani povrchu bunék je také diileZité pro detekci nadoru, nebot povrch zdravé a nemoc-
~ né buiiky je jiny. Je proto snahou vyvinout uéinny fluorescenéni receptor, ktery by byl schopen
tyto buiiky rozpoznat, coz by velmi usnadnilo lécbu.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynélezu jsou nové typy modifikovanych nanoastic, kde latky pouzité k modifikaci
10 jsou vybrany ze skupiny receptem, které zahmuji derivaty porfyrind, safyrini a polymethinio-
vych soli, charakterizované obecnymi vzorei I, T1, 111, IV a nebo V. ‘

Jedna se o latky obecného vzorce [ all,

0! (ly

15 kde Ry, Ry, Ry a Ry jsou nezavisle na sobé fenylové skupiny obecného vzorce A, B, C a nebo D
aM je Zn™, Co™, Mn“, Fe’*, Fe™ a nebo Ni*". (O), je oligonukleotid, kde n je pfirozené &islo od

5 do 30.

@ uhlik
® bor
£ Kobaltfiiy

kde X je skupina z tabu.lky [, piitemz ve vysledné latce mohou byt kombinace kterychkoliv
20 skupin X.
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Tabulka I. Funkéni skupiny X.
Funkéni skupina X
19n
:—R.?

s kde Rs, Rg a Ry jsou nezavisle na sob& lineami, rozvétvené a nebo cyklické alkyly obsahujici od
jednoho do 16 atomi uhliku,

Ha€O  OCHjy
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an,

kde Rg a Rq jsou nezavisle na sobé& skupiny obecného vzorce E nebo F

(E) (F)

(G) (K)

kde Ry, Rz R; a M jsou definovany vyse u latek obecnych vzorcl I a I
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Dal§i latkou patici do skupiny receptord je latka obecného vzorce 1V,

(IV)_ ,
kde Z a Y jsou nezavisle na sobé bud H a nebo COOH.

Dalsi latkou pattici do skupiny receptori je latka obecného vzorce V,

kde Ry, a Ry3 jsou nezavisle na sobé H, OH a nebo O(CH,CH;0);CHa.

Latky charakterizované obecnymi vzorci | a2 V jsou k modifikaci nano€astic pouZity ve formé
soli, vhodné jsou F~, CT", Br, I, PF64", H,PO,” ,CIO4 , NOy™ a S04, vhodngjsi Bral”.

Nanogastice mohou byt tvof‘eny zlatem, stiibrem, médi, zinkem, niklem a kobaltem. NanoCastice

- tvofené vyie uvedenymi kovy maji promér od 2 do 1000 nm, vhodnéji od 5 do 200 nm a nej-

vhodnéji od 10 do 20 nm.

Kovové nano&stice jsou pFipravovany redukci NaBH,, vhodngji citratem sodnym. Modifikace
kovovych nanogastic miiZe byt provedena imobilizaci latek 1 aZ V pfimo na nanotstice, vhodnéji
pres 3—merkaptopropanovou kyselinu a nejvhodnéji pfes lipoovou kyselinu. Modifikace je prova-
déna imobilizaci zvedného roztoku a nebo z roztoku ho obsahujiciho vodu a methanol v poméru
od 99:1 do 50:50, vhodngji od 97:3 do 80:20 a nejvhodnéji od 95:5 do 90:10.

© Piiklady syntéz porfirinovych derivatd jsou popséany v literatufe (V. Kral, S. Pataridis, V. Setnic-

ka, K. Zaruba, M. Urbanova, and K. Volka, ,,New chiral porphyrin-brucine gelator characterized
by methods ofcircular dichroism*, Tetrahedron, vol. 61, pp. 5499-5506, 2005, E. Kolehmainen,
J. Koivukorpi, E. Sievinen, V. Krdl, ,Novel Porphyrin—-Cholic Acid Conjugates as Receptors for
Biologically Important Anions* Supramol. Chem.; vol. 17, pp. 437441, 2005, J. Koivukorpi, E.
Sievinen, E. Kolehmainen, V. Kral, ,,Synthesis, Characterization, and Saccharide Binding
Studies of Bile Acid — Porphyrin Conjugates® Molecules, vol 12, pp. 13-24, 2007) ostatni deri-
véty byly pfipraveny analogickymi postupy.
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Zjisténi velikosti kovovych nanotastic se provadi transmisnim elektronovym mikroskopem.
Modifikace nanotastic se sleduje pomoci spektrometrie ve viditelné oblasti, Ramanovy spektro-
metrie, termogravimetrické analyzy, zjisténi hydrodynamického priméru nanogastice a vibragni-
ho cirkularmiho dichroismu.

Dale se tento vynalez tyka pouziti modifikovanych nanogastic. Ty mohou byt pouZity pro pfipra-
vu prostiedku pro fotodynamickou terapii rakovinnych nadord. Tento prostiedek obsahuje modi-
fikované kovové nanodastice dispergované ve vhodném rozpoustédle, nejlépe vod€, Prostfedek

~ zkousen a podavan mysim majicim nador. ‘

Predklddany vynalez se ddle tykd pouziti modifikovanych nanotastic pro analytické vyuZiti.
Modifikované nanodastice mohou byt vyuzity ke sledovani analytd (nukleotidy, oligonukleotidy
a nebo sacharidy a jejich derivity) ve vodé, methanolu a nebo v roztocich obsahujicich vodu
a methanol v poméru od 99:1 do 1:99. Vyse zminéné roztoky mohou obsahovat pufry, jako je
fosfatovy, citratovy, acetatovy, HEPES a TRIS o koncentraci od 1 mmol.dm™ do [ mol.dm™,
vhodnéji od 10 mmol.dm™ do 100 mmol.dm . Sledovani analytll je moZné provadét spektrosko-
pii v ultrafialové a viditelné oblasti, elektronovym cirkularnim dichrosimem a nebo fluorescenci.

Dale se tento vynilez tyka pouziti modifikovanych nanogastic pro diagnostické vyuziti, konkrét-
né pro studium interakee nanoGastic modifikovanymi latkami obecného vzorce [az V s povrchem
bun&k. Bylo zjiiténo, 7e zmin&né modifikované nanoCastice jsou schopny rozpoznat normalni
butiky od bunék s nadorem, coZz velmi usnadni lécbu.

Ptiklady provedeni vynalezu

Vlastnosti nové pfipravenych latek a zpiisob pfipravy jsou dolozeny nasledujicimi priklady, aniz
by jimi byly jakkoliv omezeny.

: Pfiklady pfiprav latek obecnych vzorcii [ az V je rfloinc’ nalézt v literatufe (V. Krél, S. Pataridis,
V. Setnitka, K. Zaruba, M. Urbanova, and K. Volka, ,New chiral porphyrin-brucine gelator

characterized by methods of circular dichroism®, Tetrahedron, vol. 61, pp. 5499-5506, 2005,
E. Kolehmainen, J. Koivukorpi, E. Sievinen, V. Kral, ,,Novel Porphyrin—Cholic Acid Conjugates
as Receptors for Biologically Important Anions“ Supramol. Chem., vol. 17, pp. 437441, 2005,
J. Koivukorpi, E. Sievinen, E. Kolehmainen, V. Kral, ,,Synthesis, Characterization, and Saccha-
ride Binding Studios of Bile Acid — Porphyrin Conjugates™ Molecules, vol 12, pp. 13-24,2007).

Ptiklad 1
Piiprava nanodstic zlata.

Do dvojhrdié 250ml baﬁky'bylo dano 100 ml H,O (Eistota pro HPLC) a voda byla pfivedena za

" michani k varu. Pak byl do baiiky ptidan 1ml 1% (hmotnostni) vodného roztoku K[AuCl]

(0,0267 mmol) a 2,5 ml 1% (hmotnostni) vodného roztokw Na;CgHs;04.2H,0 (0,085 mmol).
Reakéni smés byla refluxovana 10 minut. Chladny roztok byl zfiltrovan pies 0,2um membranovy
filtr a roztok nano&astic byl charakterizovan pomoci transmisniho elektronového mikroskopu
(obrazek 2 a 3), Ramanova spektrometre (obrazek 4) a UV-Vis spektroskopu (obrazek 5) a byl
zméfen hydrodynamicky primér téchto modifikovanych nanoéastic (obrazek 6).
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Priklad 2
Piprava nanocastic stiibra.

Do dvojhrdlé 250ml baitky bylo dano 100 ml H,O (Cistota pro HPLC) a 18 mg AgNO;
(0,107 mmol) a voda byla pfivedena za michani k varu. Pak byly do baiiky pfidany 2 ml 1%
(hmotnostni) vodného roztoku Na;CsHs07.2H,0 (0,068 mmol). Reakéni smés byla refluxovana
10 minut. Chladny roztok byl zfiltrovan pfes 0,2um membrénovy filtr a roztok nanoCastic byl
charakterizovan pomoci transmisniho elektronového mikroskopu, Ramanova spektrometru
a UV-Vis spektroskopu a byl zm&fen hydrodynamicky primér téchto modifikovanych nano&as-
tic. -

 Priklad 3

" Pfiprava nano¢astic médi.

Do dvojhrdlé 250m1 batiky bylo dano 100 ml H,O (Sistota pro HPLC) a 200 mg CuCl,
(1,5 mmol) a voda byla pfivedena za michani k varu. Pak bylo do bafiky pfidano 8,8 ml 10%
(hmotnostni) vodného roztoku Na;CeHsO5.2H;O (3 mmol). Reakéni smés byla refluxovana
10 minut. Chladny roztok byl zfiltrovan pfes 0,2pm membranovy filtr a roztok nanoéastic byl
charakterizovan pomoci transmisniho elektronového mikroskopu, Ramanova spektrometru
a UV-Vis spektroskopu a byl zméfen hydrodynamicky primér téchto modifikovanych nanocas-
tic.

Ptiklad 4
Ptiprava nano¢astic zinku.

Do dvojhrdlé 250ml baiiky bylo dano 100 ml H,O (Gistota pro HPLC) a 100 mg ZnCl
(0,73 mmol) a voda byla pfivedena za michéni k varu. Pak bylo do bailky pfidano 4,4 ml 10%
(hmotnostni) vodného roztoku Na;CsHsO7.2H,O (1,5 mmol). Reakéni smés byla refluxovana
10 minut. Chladny roztok byl zfiltrovan pres 0,2pm membranovy filtr a roztok nanotastic byl

~ charakterizovan pomoci transmisniho elektronového mikroskopu, Ramanova spektrometru

a UV-Vis spektroskopu a byl zm&fen hydrodynamicky primér téchto modifikovanych nanocas-

Pfiklad 5
Pfiprava nanocastic niklu.

Do dvojhrdlé 250ml baitky bylo dénc 100 ml HO (&istota pro HPLC) a 100 mg NiCl
(0,77 mmol) a voda byla pfivedena za michani k varu. Pak bylo do baiiky pfidano 4,4 ml 0%
(hmotnostni) vodného roztoku Na;CeHs0,.2H;O (1,5 mmol). Reakéni smés byla refluxovana
10 minut. Chladny roztok byl zfiltrovan ptes 0,2um membranovy filtr a roztok nanoéastic byl
charakterizovan pomoci transmisniho elektronového mikroskopu, Ramanova spektrometru
a UV-Vis spektroskopu a byl zmé&fen hydrodynamicky priimér téchto modifikovanych nanocas-
tic. ‘ ‘

-10 -
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Priklad 6
Priprava nano¢dstic kobaltu.

Do dvojhrdié 250ml baitky bylo dane 100 ml HyO (Cistota pro HPLC) a 100 mg CoCl;
(0,77 mmol) a voda byla pfivedena za michani k varu. Pak bylo do baiiky pfidano 4,4 ml 10%
(hmotnostni) vodného roztoku Na;CgHsO7.2H,0 (1,5 mmol). Reakéni smés byla refluxovana
10 minut. Chladny roztok byl zfiltrovin pfes 0,2pm membranovy filtr a roztok nanoCastic byl
charakterizovan pomoci transmisniho elektronového mikroskopu, Ramanova spektrometru
a UV-Vis spektroskopu a byl zméfen hydrodynamicky primér téchto modifikovanych nanotas-
tic.

Priklad 7

Priprava modifikovanych nanogastic zlata peipravenych v pfikladu 1 fatkou charakterizovanou

. obecnym vzorcem [ majici strukturni vzorec:

HiCO_ OCH,

Do roztoku nanoééstic pfipravenych podle pikladu 1 byl dén roztok latky I pfipraveny rozpuste-
nim 10 mg latky I v 1 ml MeOH a 1 ml H,0. Vysledny roztok byl nechan stit 3 dny ve tmé pfi
laboratorni teploté. Potom byl roztok nano&astic centrifugovéan pii 12 000 otackach za minutu po
dobu 10 minut, supernatant byl odsat a nano&astice byly rozpustény ve vod€. Tento postup byl
jesté 3x opakovan. Roztok takto modifikovanych nanoéastic byl charakterizovan skenovacim
elektronovym mikroskopem (Obrazek 7), Ramanovou spektrometrii (Obrazek 8), UV-Vis spek-

troskopii (Obrazek 9), vibra¢nim cirkularnim dichroismem (ECD).(Obrazek 10), termogravimet-
" rickou analyzou (Obrazek 11) a byl zméfen hydrodynamicky priimér t&€chto modifikovanych

nano¢istic (Obrazek 12).
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Prikiad 8

Pfiprava modifikovanych nanoléstic zlata pfipravenych v pfikladu | latkou charakterizovanou
obecnym vzorcem I majici struktumni vzorec: '

HiCO OCH;

HaN-Aq5

- Do roztoku nanodastic pripravenych podle ptikladu | byl dén roztok latky II pfipraveny rozpuste-
nim 10 mg latky [ v 1 ml MeOH a 1 ml H,O. Vysledny roztok byl nechén stat 3 dny ve tmé pfi
laboratorni teploté. Potom byl foztok nanocastic centrifugovén pfi 12 000 otickach za minutu po
dobu 10 minut, supernatant byl odsat a nanostice byly rozpuitény ve vodé. Tento postup byl

10 jeité 3x opakovin. Roztok takto modifikovanych manoastic byl charakterizovan skenovacim
elektronovym mikroskopem, Ramanovou spektrometrii, UV-Vis spektroskopii, vibratnim cirku-
larnim dichroismem (ECD), termogravimetrickou analyzou a byl zméfen hydrodynamicky pri-
mér téchto modifikovanych nano&éstic. '

15
Ptiklad 9

'Priprava modifikovanych nano&éstic zlata ptipravenych v piikladu 1 litkou charakterizovanou
obecnym vzorcem III majici strukturni vzorec:

HsCO OCH;

20

Do roztoku nanoéastic pfipravenych podle piikladu 1 byl dan roztok latky III pfipraveny rozpus-
ténim 10 mg latky III v | m] MeOH a 1 ml H,O. Vysledny roztok byl nechin stit 3 dny ve tmé

- 12-
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pti laboratorni teploté. Potom byl roztok nanoéastic centrifugovan pfi 12 000 otackach za minutu
po dobu [0 minut, supernatant byl odsat a nano&astice byly rozpustény ve vodé. Tento postup byl
jeété 3x opakovan. Roztok takto modifikovanych nanolastic byl charakterizovan skenovacim
elektronovym mikroskopem, Ramanovou spektrometrii, UV-Vis spektroskopii, vibratnim cirku-
Jarnim dichroismem (ECD), termogravimetrickou analyzou a byl zméfen hydrodynamicky pri-
mér téchto modifikovanych nanogastic.

Ptiklad 10

Piprava modifikovanych nano&astic zlata p¥ipravenych v piikladu | latkou charakterizovanou
obecnym vzorcem [V majici strukturni vzorec:

. (v)

- Do roztoku nanogastic pripravenych podle pfikiadu 1 byl dan roztok latky IV pfipraveny roz-

pudténim 10 mg tatky IV v | ml MeOH a 1 ml H,O. Vysledny roztok byl nechén stat 3 dny ve
tmé pii laboratorni teploté. Potom byl roztok nanoéastic centrifugovan pfi 12 000 otackach za
minitu po dobu 10 minut, supernatant byl odsat a nano&astice byly rozpustény ve vodé. Tento
postup byt je$té 3x opakovan. Roztok takto modifikovanych nanotastic byl charakterizovan
skenovacim elektronovym mikroskopem, Ramanovou spektrometrii, UV-Vis spektroskopii,
vibragnim cirkularnim dichroismem (ECD), termogravimetrickou analyzou a byl zméfen hydro-
dynamicky priimér téchto modifikovanych nanoastic. '

Priklad 11

PFiprava modifikovanych nanoSastic zlata pFipravenych v prikladu 1 Tatkou charakterizovanou -
obecnym vzorcem V majici strukturni vzorec:

Do roztoku nano&astic piipravenych podle piikladu 1 byl dén roztok latky V pfipraveny rozpus-
ténim 10 mg latky V v 1 ml MeOH a 1 ml H,0. Vysledny roztok byl nechan stat 3 dny ve tmé pfi
laboratorni teploté. Potom byl roztok nano&éstic centrifugovan pfi 12 000 otackach za minutu po
dobu 10 minut, supernatant byl odsat a nano&éstice byly rozpuitény ve vodé. Tento postup byl
jesté 3x opakovan. Roztok takto modifikovanych nanogastic byl charakterizovan skenovacim
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elektronovym mikroskopem, Ramanovou spektrometrii, UV-Vis spektroskopii, vibraénim cirku-
larmim dichroismem (ECD), termogravimetrickou analyzou a byl zméfen hydrodynamicky pri-
mér téchto modifikovanych nanolastic.

Pfiklad 12

Pfiprava modifikovanych nanoGastic zlata pfipravenych v pfikladu 1 3-merkaptopropanovou
kyselinou.

- Do roztoku nanoéastic pripravenych podle pfikladu 1 byl dan roztok 3-merkaptopropanové kyse-

liny pFipraveny smichanim 6,3 pl 3~merkaptopropanové kyseliny v 0,5 ml MeOH a 0,5 ml H;O.
Vysledny roztok byl nechan stat 3 dny ve tmé pfi laboratorni teploté. Roztok nanoéastic byl
charakterizovan pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (Obrazek 13), Ramanova spek-
trometru (Obrézek 14) a UV-Vis spektroskopu (Obrazek 15) a byl zmé&fen hydrodynamicky
priimér téchto modifikovanych nanogastic (Obrazek 16).

Piiklad 13

Pfiprava modifikovanych nano¢astic zlata pripravenych v pfikladu 1 lipoovou kyselinou.

Do roztoku nano&astic pripravenych podle pfikladu 1 byl dan roztok lipoové kyseliny pfipraveny
smichanim 3,75 mg lipoové kyseliny v 0,25 ml MeOH a 0,25 ml HyO. Vysledny roztok byl
nechan stat 3 dny ve tmé& p¥i laboratorni teplotg. Roztok nanogastic byl charakterizovan pomoci

skenovaciho elektronového mikroskopu, Ramanova spektrometru a UV-Vis spektroskopu a byl
zm&Fen hydrodynamicky priimér téchto modifikovanych nano€astic.

Piklad 14

- Priprava modifikovanych nanogastic zlata pfipravenych v piikladu 12 latkou charakterizovanou

obecnym vzorcem I majici strukturni vzorec:

H;CO OCH, HyCO  OCH,

Do roztoku nano&astic piipravenych podle piikladu 12 byl dan roztok latky I pfipraveny rozpus-
ténim 10 mg latky I v 1 mi MeOH a 1 ml H,O. Vysledny roztok byl nechdn stat 3 dny ve tmé pfi
laboratorni teploté. Potom byl roztok nanogastic centrifugovan pii 12 000 otdkach za minutu po
dobu 10 minut, supernatant by! odsat a nano&astice byly rozpuitény ve vodé. Tento postup byl,
jesté 3x opakovan. Roztok takto modifikovanych nanotistic byl charakterizovan skenovacim
elektronovym mikroskopem (Obrézek 17), Ramanovou spektrometrii (Obrazek 18), UV-Vis

~ spektroskopii (Obrézek 19), vibratnim cirkularnim dichroismem (ECD) (Obrazek 20), termogra-

vimetrickou analyzou (Obrazek 21) a byl zméfen hydrodynamicky primér téchto modifikova-
nych nanotastic (Obrazek 22).
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Piiklad 15
Ptiprava modifikovanych nanotastic zlata pfipravenych v pfikladu 12 latkou charakterizovanou
5 . obecnym vzorcem Il majict strukturni vzorec:

HiCO - OCH, H,CO  OCH,

e

H;N-Aqg

Do roztoku nanogastic ptipravenych podle pfikladu 12 byl dan roztok latky II pfipraveny roz-
puiténim 10 mg tatky [[ v 1 ml MeOH a ! ml H,O. Vysledny roztok byl nechan stat 3 day ve tmé
pFi laboratorni teplotd. Potom by! roztok nano&astic centrifugovan pii 12 000 ottkach za minutu

10 podobu 10 minut, supernatant byl odsat a nano&éstice byly rozpustény ve vodé. Tento postup byl
jestd 3x opakovan. Roztok takto modifikovanych nanoastic byl charakterizovan skenovacim
elektronovym mikroskopem, Ramanovou spektrometrii, UV-Vis spektroskopii, vibratnim cirku-
larnim dichroismem (ECD), termogravimetrickou analyzou a byl zméfen hydrodynamicky pri-
mér téchto modifikovanych nanoéastic.

15

Priklad 16

Piiprava modifikovanych nanogastic zlata pfipravenych v piikladu 12 ltkou charakterizovanou
20 obecnym vzorcem [II majici strukturni vzorec:

o)
Y

HiCO OCH;
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Do Ttoztoku rano&astic pfipravenych podle prikladu 12 byl dan roztok latky 111 pfipraveny roz-
puiténim 10 mg latky I v 1 ml MeOH a 1 ml H;O. Vysledny roztok byl nechdn stat 3 dny ve
tmé pii laboratorni teploté. Potom byl roztok nanogastic centrifugovan pii 12 000 otackich za
minutu po dobu 10 minut, supernatant byl odsat a nano¢astice byly rozpustény ve vodé. Tento
postup byl jesté 3x opakovan. Roztok takto modifikovanych nanoZastic byl charakterizovan
skenovacim elektronovym mikroskopem, Ramanovou spektrometrii, UV-Vis spektroskopii,
vibragnim cirkulimim dichroismem (ECD), termogravimetrickou analyzou a byl zméfen hydro-
dynamicky primér tdchto modifikovanych nanoZastic.

Priklad 17

Piprava modifikovanych nanogastic zlata pfipravenych v pfikladu 12 latkou charakterizovanou
obecnym vzorcem [V majici strukturni vzorec:

(vy

Do roztoku nano&astic pfipravenych podle piikladu 12 byl dan roztok latky IV pfipraveny roz-
puiténim 10 mg latky IV v | ml MeOH a 1 ml HyO. Vysledny roztok byl nechin stat 3 dny ve
tm& p#i laboratorni teploté. Potom byl roztok nanocastic centrifugovan pfi 12 000 otackach za
minutu po dobu 10 minut, supernatant byl odsat a nanodastice byly rozpuitény ve vodé. Tento
postup byl jeité 3x opakovan. Roztok takto modifikovanych nanoCastic byl charakterizovan
skenovacim elektronovym ‘mikroskopem, Ramanovou spektrometrii, UV—Vis spektroskopii,
vibraénim cirkulamim dichroismem (ECD), termogravimetrickou analyzou a byl zméfen hydro-
dynamicky primér téchto modifikovanych nanogastic.

Piiklad 18

- Pfiprava modifikovanych nanodastic zlata pripravenych v prikiadu 12 latkou charakterizovanou

obecnym vzorcem V majici struktumi vzorec:

Do roztoku nanodastic pfipravenych podle ptikiadu 12 byl dan roztok latky V pfipraveny rozpus-
ténim 10 mg latky V v 1 ml MeOH a 1 ml H,O. Vysledny roztok byl nechan stdt 3 dny ve tmé pfi
laboratorni teploté. Potom byl roztok nanocastic centrifugovan pfi 12 000 otd¢kach za minutu po
dobu 10 minut, supernatant byl odsét a nanogastice byly rozpudtény ve vodg.

Co-16-
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. Tento postup byl jeté 3x opakovén. Roztok takto modifikovanych nano€astic byl charakterizo-

van skenovacim elektronovym mikroskopem, Ramanovou spektrometrii, UV-Vis spektroskopii,
vibraénim cirkularnim dichroismem (ECD), termogravimetrickou analyzou a byl zméfen hydro-
dynamicky priimér téchto modifikovanych nanocastic.

Aplikace pFipravenych latek

Nové sloudeniny podle vynilezu lze vyuzit pro fotodynamickou terapii, diagnostické pouZziti
a analytické aplikace.

Analytické aplikace

Pro vyuziti modifikovanych nanogéstic pro diagnostické pouziti a fotodynamickou terapii je
potfeba nejprve zjistit jejich chovéni v roztocich, konkrétng sledovat interakce mezi modifikova-
nymi nano4sticemi a riznymi analyty, v tomto piipadé napfiklad nukleotidy, oligonukleotidy
a sacharidy. ‘ :

(Obecna metodika:

[nterakce modifikovanych nanogastic s riiznymi analyty byla sledovana UV—Vis a fluorescen¢ni-
mi spektroskopickymi titracemi. Titrace byly provadény vétiinou ve vodném prostfedi pfi daném

. pH, aby byly vysledky pouZitelné pro dalsi stupefi aplikace (diagnostické pouZiti). Pfi samotném

experimentu byly do kyvety odpipetovany 2 ml roztoku modifikovanych nanocastic a k nému byl
postupné pfidavan roztok analytl, ktery vznikl jeho rozpusténim ve stejném zasobnim roztoku.
Pii kazdé titraci bylo provedeno devét pridavki (0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 10 a 20 ekvivalent().

Zjistovani stechiometrie vznikajiciho komplexu pfi UV-Vis spektroskopické titraci bylo prova-
déno Jobovou metodou podle postupu uvedeného v literatufe (Hirose K.: Journal of Inclusion
Phenomena and Macrocyclic Chemistry 2001, 39, 193). Nakonec byly z titraénich kfivek spodte-
ny konstanty stability (Hirose K.: Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemisiry
2001, 39, 193). ;

Diagnosticke pouziti

Pouziti modifikovanych nanogastic pro diagnostiku nidoru v bufikich umoZiiuje jeho vCasné
odhaleni a tim i vét§i Sanci na jeho zneskodnéni, napfiklad fotodynamickou terapii. '
Obeend metodika:

Busiky s nadorem (PRRSBL, CEF/RSV a SW480) a normdlni buitky (NIH3T3, CEF a FHC) byly
inkubovany s modifikovanymi nanot4sticemi. Po inkubaci byla naméfena fluorescence pouze
u bungk s nadorem, coZz vypovida o selektivité modifikovanych nanodastic a moznosti diagnosti-
kovat butiky s nadory.

Fotodynamicka terapie

Schopnost selektivni akumulace v nadorovych buiikdch a €innost latek pfi fotodynamicke tera-
pii (PDT) byla testovana na lidském melanomu C-32, ktery byl implantovén do mysi.

Obecna metodika:

Lidsky melanom C-32 byl implantovan do mysi a nechan vyrist na objem pfiblizng 0,2 em’. Pak
by! podan vodny roztok nanocéstic zlata pfipraveny podle piikladu 14 a po 6 hodinach bylo pro-
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vedeno osviceni. Pro kontrolu byl podan roztok nemodifikovanych nano€astic (ptipraveny podle
prikladu 1), roztok ¢isté latky charakterizované obecnym vzorcem I majici strukturni vzorec:

HsCO OCH, H:CO' OCH,

Pfi poslednim experimentu nebyl poddn mySim Zadny roztok. Objem nadoru byl mefen 2x tydné
az do 28. dne. Z vysledki (Obrézek 23) plyne, Ze pokud nebyl pedan my3im Zadny roztok, objem
nadoru se stale zvétSuje. Pokud byl mysim podéan roztok nemodifikovanych nano&éstic, zabranilo
se rlistu nadoru. V pfipadé roztoku Cisté latky se objem nadoru nékolik dni zmensil pod méfitel-
nou hodnotu, pak oviem nastal jeho riist. Pouze v pFipadg, Ze byl my$im podan roztok modifiko-
vanych nanoéastic, doslo k aplnému vymizeni nadoru.

Pramyslova vyuzitelnost

Vynalez je vyuZitelny v analytické chemii, ve farmaceutickém primyslu a v 1ékarstvi.

PATENTOVE NAROKY

1. Nano&astice kovii vybranych ze skupiny tvofené zlatem, stfibrem, médi, zinkem, niklem
anebo kobaltem o priméru od 2 do 1000 nm modifikované receptory, které zahrnuji derivaty
porfyrini, safyrinil a polymethmlovych soh Vybranyml ze skupmy obsahujici latky obecného
vzorce [ nebo II, - - e :

" kde M je Zn**, Co®", Mn®*, Fe*', Fe® a nebo Ni¥*, (O), je oligonukleotid, kde n je pfirozené &islo

od 5 do 30,

a kde Ry, Ry, R; a Ry jsou nezavisle na sob¢ fenylové skupiny obecného vzorce A, B, C
a nebo Da

- 18-
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kde X je skupina z tabulky 1, pficemz ve vysledné latce mohou byt kombinace kterychkoliv
skupin X,

Tabulka 1. Funkéni skupiny X.
Funkéni skupina X
9
Ry

0 kde Rs, Rg a Ry jsou nezavisle na sobé linearni, rozvétvené a nebo cyklické alkyly obsahujici od
jednoho do 16 atomi uhliku,
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nebo obecného vzoree IlL,

(i
kde Rg a Rg jsou nezavisle na sobé skupiny obecného vzorce E nebo IF
E) (Fy

5 a Ryp a Ry jsou nezavisle na sobé skupiny obecného vzorce G nebo K

{G) ‘ (K)

kde R|, Ry R3, M a (O), jsou definovany vyse u latek obecnych vzorcu [ a I,

nebo obecného vzorce 1V,

™,

10 ,
kde Z a 'Y jsou nezavisle na sobé bud’ H a nebo COOH,

L I
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nebo obecného vzorce V,

" kde Ry; 2 Ry3 jsou nezavisle na sobé H, OH a nebo O(CH,CH,0);CH.

2. Zpusob pfipravy modifikovanych nanocastic podie ndroku |, vyznaéujici se tim,
e se na povrch nanolastic z vodného roztoku a nebo z roztoku obsahujiciho vodu a methanol
navéazi latky obecného vzorce [ az V ve formé soli.

3. Zpiusob pfipravy modifikovanych nanoastic podle naroku 2, vyznacujici se tim,
7e nanodastice jsou nejprve modifikovany 3-merkaptopropanovou kyselinou a nebo lipoovou
kyselinou a potom se na né nasledné navaze latka obecného vzorce I az V ve formé soli.

4. Zplsob pripravy modifikovanych nanocastic podle niroki2a3, vyznadujici se
tim, Ze vhodné soli jsou vybrany ze skupiny tvofené F~, CI', Br", I', PF6,", H,PO,, ClOy4,
NO; a SO;™ '

5. Pouziti modifikovanych nano&astic podle naroku 1 pro pfipravu prostfedku pro foto-
dynamickou terapii rakovinnych nadort.

6.' Pouziti modifikovanych nano&astic podle naroku 1 pro analyzu roztoki biologickych analy-
ti zahrnujicich nukleotidy, oligonukleotidy a nebo sacharidy.

" 7. Pouiti modiﬁkovanych nanoéastic podle naroku 1 pro pfipravu prostiedku pro diagnostické
- poutiti, konkrétné pro odli$eni mezi nadorovymi a normalnimi burikami.

-

8. Farmaceuticky prostfedek pro fotodynamickou terapii rakovmnych nadoru vyznadu-
jici se tim, Ze obsahuje nanodastice podie naroku 1.

9. Farmaceuticky prosttedek pro diagnostické pouZiti, zejména pro odliSeni nadorovych a nor-
malnich zdravych bunék, vyznadujici se tim, Ze obsahuje nanocastice podle naroku 1.

11 vykrest
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Obrézek 1. Schéma modifikace povrchu nanogéstice, X — funk&ni skupina, Y - 1atka majici

funkni skupinu interagujici s.X

”12 1314 Isdlﬁ(ng) 18
Obrazek 3. Rozdéléni primért
nanodastic zlata ziskanych redukef
Citedtern;,  @nalyza  pitimérd  byla
_p;‘;o‘{e_dena' zmdfenim 3 00 .nanofastic
vnahodnych  -oblastech  snimkdl
7 TEM '

Obrazek 2. Snimek z TEM nanodastic zlata . .

ziskanych redukci citratem
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Obrazek 4. Ramancvo spektram hanoiéstic zlata zskanych redukef citrétein

350 450 550 650 756
- . l.‘(hl‘_l;l)' |
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Obrézek:8. Ramanovo spektrum modifikovanych nano&astic zlata
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Obrazek 9. UV-Vis spekirum modifikovanych nanoddstic zlata
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- Obrazek 10. ECD spektrum modifikovanych nanoéstic zlata
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Obézek 11. Zazhiam z diferentni termogravimetricke analyzy.
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Obrizek 12. ZAvislost intenzity rezomantniho rozptylu laserového zifeni na
hydrodynamickém priméra modifikovanych nano¥éstic zlata
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Obréazek 14. Ramanovo spekirom modifikovanych nanoZastic zlata
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Obrézek 15. UV-Vis spektrum modifikovanych nano¢éstic zlata
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| hydrodynamickém priméru modifikovanych nahotdstic Zlata

S4700 15.0kV &.0mm x250k SE(M) I 200nm

‘Obrézeke 17, Snfmek, modifikovanych nanotéstic zlata ze skenovaciho elekironového

smikroskopu .
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Obrézek 18. Ramariovo spektrumi modifikovangch nanotéstic zlata

425

200°

300 400 506 600 700 800
A (nm)

Obrazek 19. UV-Vis spektrum modifikovanych nano8astic zlata
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Obrazek 20. ECD spektrum modifikovanych nanoéastic zlata
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Obrézek 21, Z4zham z diferenéni termogravimetrické analyzy.

-34 -




CZ 299996 B6

1,0 -
0.8 -
06 -
0,4
0.2 1

0,09
0

Intenzita

T T T

100 200 300 400 500
Hydrodynamicky prameér (nm)

T

Obrézek 22. Zévislost intenzty rezonaninfic rozptytn laserového zifeni na

hiydro dyria:ﬁick'ém primé&ru modifikovanych nanoéstic zlata
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Obrazek 23. Z4vislost objeniu nadoru na éase pro jednotlivé roztoky podané my$im
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