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Abstrakt

Nanomaterialy budi zajem biomedicinskych obort a to diky své velikosti (tedy mozné interakci
s bunécénymi strukturami), vysokému mérnému povrchu a jedinecnym fyzikalnim vlastnostem.
Zlaté nanocastice mohou byt syntetizovany do rtiznych tvart. Jejich charakteristickou vlastnosti
je povrchova plazmonové rezonance, diky které jsme mimo jiné schopni je citlivé detekovat
pomoci mikroskopie vtemném poli. Je mozné je ucinné modifikovat riznymi ligandy (napf.
1écivy, protilatkami, aptamery) a tuto schopnost vyuzit k cilené vazbé na tkan napt. pfti
dorucovani 1éciv. Konjugované zlaté nanocastice se daji aplikovat i v diagnostice nddorovych
bunék. Fototermalni terapie spociva ve specifickém navazani zlatych nanocastic na nadorovou
tkan, kde po ozareni svételnym paprskem o frekvenci blizké infracervené oblasti preméni
svételnou energii na tepelnou a tim poskodi buriky ve svém okoli. Zatim nejasné je toxické
pusobeni zlatych nanocastic. Modifikace zlatych nanocastic se s velkym ocekavanim zkoumaji

v cilené naddorové terapii, protoZe se zde naskyta nastroj selektivni destrukce nadorovych bunék.

Klic¢ova slova: nanotechnologie, zlaté nanocastice, cilend nadorova terapie, fototermalni efekt,

dorucovani 1éc¢iv, biologické aplikace nanotechnologii, zobrazovani nadorové tkané
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Abstract

Nanomaterials have caught the interest of biomedical science because of their size (which
enables them to interact with cellular structures), high surface area, and unique physical
properties. Gold nanoparticles (GNPs) can be synthesised in various shapes. Their common
property is surface plasmon resonance, which makes it possible to detect these particles with
high resolution using dark field microscopy. GNPs can be efficiently modified with various
ligands such as drugs, antibodies, or aptamers; this can be utilized to selectively bind GNPs
to tissues, e.g. for drug delivery. Conjugated GNPs can also be used in diagnostics of tumor cells
as well. Photothermal therapy consists of GNPs selectively binding to the tumor tissue, where
they transform light into heat upon irradiation by near-infrared (NIR) light, thereby damaging
nearby cells. The toxicity of GNPs is currently unclear. Research into modified gold nanoparticles
is of great interest for targeted tumor therapy, as it may yield a tool for the selective destruction

of tumor cells.

Keywords: nanotechnology, gold nanoparticles, targeted cancer therapy, photothermal effect,

drug delivery, biological applications of nanotechnology, cancer cell imaging
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1. Uvod

Diky technickym moZnostem jsme dnes schopni vytvaret objekty az v nanomeéritku. Rozvoj
nanotechnologie v poslednich letech je umoZnén predevSim diky objevu mikroskopie
atomarnich sil (AFM - ,,atomic force microscopy*). Tento obor je zajimavy i z hlediska mediciny,
protoZe diky své velikosti v fadech nanometrt (10-° m) jsou nanocastice schopné proniknout az
do bunék. Jejich vyhodou je i snadna modifikovatelnost chemickymi reakcemi.

Tato prace se zaméruje na zlaté nanocastice, protoze disponuji vysokym meérnym
povrchem a unikatnimi fyzikalnimi vlastnostmi. Mezi né patii povrchova plazmonova rezonance,
rozptyl zareni, fluorescence, luminiscence a fototermalni efekt. Diky povrchové plazmonové
rezonanci jsme schopni vizualizovat i jednotlivé nanocastice, ¢imz lIze zlepsit detek¢ni limit,
napriklad v porovnani se zatim nejuZivanéjsi vizualiza¢ni technikou - fluorescenci. Vyznamnym
jevem je fototermalni efekt, tj. preména absorbovaného svétla na tepelnou energii. Lze jej vyuzit
k terapii nadorovych onemocnéni, protoze pomoci navazanych zlatych nanocastic mizeme
selektivné znicit nadorové buriky. To je diilezité zejména u nadord neohrani¢enych vazivem, kdy
se nadorové burnky vyskytuji i ve zdravé tkani a nelze je chirurgicky odstranit.

Zménami podminek pfi syntéze lze vyrobit nanocastice riznych tvari a ovlivnit tak
jejich chovani. Zasadni vliv na jejich vlastnosti ma i surfaktantovy obal tvoreny zejména
polymery hydrofilniho charakteru s nabitymi koncovymi skupinami. Tyto polymery mohou byt
modifikovany a nasledné konjugovany s dal$imi ligandy. Ligandy mohou predstavovat rtzna
1éc¢iva nebo cilici molekuly, pomoci nichZ jsme schopni nanocastice zacilit na konkrétni buriky,
napt. nadorové. Diky velkému specifickému mérnému povrchu lze zlaté nanocastice modifikovat
nékolika typy takovych molekul, coZ zvySuje specifitu cileni. Zlaté nanocastice by mohly byt
vyuzity v cileném dorucovani 1é¢iv do nadorové tkané.

Nakonec zminuji toxicitu zlatych nanocastic a jejich chovani v organismu, nebot’ tato

problematika predurcuje ¢i limituje jejich aplikaci ve farmakologii.



2. Nanotechnologie a zlaté nanocCastice

Nanotechnologie je technicky obor zabyvajici se praci s materidly, jejichZ alesponi jeden vnitini
rozmér lezi v intervalu od 1 do 100 nm (nanometrd, 1 nanometr je 10-° metru). Vyuziva fyzikalni
a chemické vlastnosti latky na tUrovni atomt a molekul, které se lisi od vlastnosti materialu
makroskopické velikosti téhoz chemického sloZeni. Tzv. nanomateridly mohou ovSem vytvaret
struktury azZ makroskopického charakterul.

Nanostruktury délime podle poctl souradnic, ve kterych dosahuje dany objekt velikosti
viadu nanometrd. Zaprvé, jako 0-dimenzionalni nanoobjekty (0D) oznacujeme objekty
dosahujici nanorozméra ve vSech trech souiadnych osach, jedna se o nanocastice, kvantové
tecky?, nanopény. Zadruhé, jako 1-dimenzionalni nanoobjekty (1D) znacime objekty dosahujici
nanorozmeért ve dvou souiadnych osach - nanovlakna (,nanofibers“), nanotycky (,nanorods”),
nanotrubice (,nanotubes“, napf. uhlikové)3, nanodraty (,nanowires“). Zatreti, jako
2-dimenzionalni objekty (2D) oznacujeme objekty dosahujici nanorozméri pouze v jedné
soufadné ose - nanodesky, tenké vrstvy (,layers, films“), rovinné makromolekuly (napf.
grafénovy list - jednoatomarni vrstva grafitu). Zactvrté, jako 3-dimenzionalni objekty (3D)
znacime objekty sloZzené zvySe zminénych. Kombinace nanocastic s pevnym materidlem
se nazyvaji nanokompozity (,nanocomposites“), nanoobjekty rozptylené v kapaliné nebo
v plynu, napt. koloidni roztoky nanocastic, se nazyvaji nanotekutiny (,nanofluids“). DalSimi
ptiklady jsou zlaté nanoslupky (,nanoshells“) - kifemikové Castice pokryté vrstvou zlata,
dendrimery - vétvené supramolekularni polymerni systémy, liposomy a fullereny - uhlikové

molekuly prostorovych tvart sloZené z péti- a Sestithelnika (obr. 1)%.3.4,
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Obr. 1 Rizné tvary a velikosti nanocastic. Prepracovano z reference ¢. 4.

Nanocastice maji oproti makroskopickym objektim vysoké hodnoty povrchové energie
a chemického potencialu, které usti v nestabilitu a v tendenci nanocastic rast, tedy adsorbovat

Castice vlastniho sloZeni. Vzhledem k vysokym hodnotam specifického mérného povrchu
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disponuji rozmérnou plochou, na kterou lze navazat rizné ligandy a pomoci nich je cilit
na nejriznéjsi strukturys 6. Jejich fyzikalni vlastnosti zavisi na tvaru, slozeni a velikosti a lze
je ménit odliSnou chemickou syntézou’. Nanomaterialy jsou velmi pevné, protoZe jsou sloZené
zmalych strukturnich jednotek (a tedy irelativné malého poctu atomi), u kterych je
pravdépodobnost strukturniho defektu krystalové mrize mensi nez u makroskopickych objekt.
Nanocastice s rozméry pod 10 nm vykazuji spole¢né chovani s vlastnimi kvantovymi stavy
danymi jejich velikosti. Diky nim vykazuji unikatni optické a elektrické vlastnosti. Hlavni
vyhodou nanotechnologii je, Ze l1ze provést zmény na atomarni urovni latek s viditelnymi
disledky na urovni makroskopické. OdliSnosti v chovani latek na Urovni nanocastic
amakroskopického svéta lze vyuzit pri vyzkumu nejriznéjSich novych materiald
s aplikovatelnosti v fadé obord, napr. v elektronice, zemédélstvi, ochrané zZivotniho prostredi,
energetickém primyslu, mediciné a dalSich®8.

Uplatnéni nanocastic v klinické praxi zavisi na jejich velikosti, rozpustnosti a naboji.
Tyto vlastnosti ovliviiuji priichod biologickymi bariérami, zvl. hematoencefalickou bariérou919.
DalSim aspektem je degradace nanocastic v krvi prostrednictvim enzymt!l. LepSi rozpustnost
a ochranu nanocastic pred enzymatickou degradaci zajisti navazani hydrofilniho polymeru,
napt. PEGu (polyetylenglykolu), ktery zvysi hydrataci castice. Diky nému lze navazat
na nanocastice i lipofilni molekuly. Zcela nerozpustné molekuly se pripoji na povrch nebo
se ulozi uvnitf dutiny castice (napf. v pripadé nanoslupek)!2. Nanocastice s hydrofilnim
polymerem vykazuji také sniZenou opsonizaci a jsou méné pohlcovany makrofagy13.

Zdravotni riziko nanomateridlli spocivd zejména v malé velikosti, diky niZ mohou
pronikat bunéénymi membranami, a dale ve schopnosti katalyzovat rtizné biochemické reakce.
Do organizmu se mohou dostat nejriznéjSimi cestami - vdechnutim, dermalni absorpci,
gastrointestinalnim traktem, zdmérnou aplikaci ve formé 1éc¢iv a dalSimi zpisoby. Nebezpecna je
zejména absorpce dychacim cestami. Castice o rozmérech nékolika nanometri ziistavaji
deponovany v nosni sliznici, odkud mohou ovlivnit centralni nervovou soustavu (CNS). Castice
o velikosti desitek nanometrti se absorbuji plicni tkani do krve a mohou v organizmu zptsobit
oxidacni stres. Potencialni toxicky ucinek maji zejména oxidy kovi, napt. Fe;03, ZnO a TiO;L

Zlaté nanocastice maji predevSim unikatni optické vlastnosti. Disponuji vysokym
mérnym povrchem, na kterém dochazi k jevu povrchové plazmonové rezonance. Povrchovou
plazmonovou rezonanci vytvaii skupinova oscilace volnych vodivostnich elektront
excitovanych svételnym paprskem o vyrazné veétsi vinové délce, nez je velikost Castice. Tato
excitace je velmi silna a umoziuje vizualizaci i jediné nanocasticel4. U zlatych nanocastic splituje
podminku pro excitaci viditelné svétlo (cca 400 - 700 nm) a svétlo s vinovymi délkami blizkymi
infraCervené oblasti (blizka infraCervena oblast: 650 - 900 nm, tj. NIR - ,near infrared“1s;

infracervena oblast: 800 - 2500 nm). Proto se roztok zlatych nanocastic jevi jako barevny16 17,



Frekvence plasmonové rezonance zavisi i na pritomnosti ostatnich Castic a jejich vzajemné
vzdalenosti, pii agregaci Castic méni roztok barvu!8. Dilezitym aspektem je kontrolovatelna
syntéza a moZnost snadného vyladéni potfebnych vlastnosti, které zavisi na velikosti, tvaru
a reakcnim prostiredi4. DalSi vyhodou je jejich stabilital®. Velky mérny povrch lze modifikovat pri
chemické syntéze rtiznymi ligandy - l1écCivy, kontrastnimi latkami (napft. fluorescen¢ni znackou)
i cilicimi molekulami*.

Téchto vlastnosti Ize svyhodou vyuzit v radé biologickych aplikaci. Zlaté nanocastice
mohou slouzit jako senzory pro urceni piitomnosti ur¢itého analytul®20, v diagnostickych
zobrazovacich technikach, pri dorucovani 1éciv, cilené 1écbé rakoviny a fototermalni terapii2t.
Cilena 1écba nanocasticemi spociva v jejich modifikaci cilici molekulou, ktera navaze nanocastici
na cilenou tkan. U¢inna latka miZe byt piepravovana uvnitf ¢astice a uvolnéna po navazani
Castice na receptor cilové molekuly??2 nebo mize byt ucinnou latkou samotna Castice.
Nanotechnologie umozZnuje detekci zmén na molekuldrni a bunécné turovni regulacnich,
signalnich a transportnich drah ve zdravé i poSkozené buiice, tedy podstatné zlepSuje moznosti

vyzkumu+.

3. Syntéza zlatych nanocastic

Syntéza nanocastic obecné probiha dvéma ptistupy, ,bottom-up“ a ,top-down“. Prvni zminény
pristup (,bottom-up“) vytvari nanocastice ze zakladnich prvki, které postupné zvétSuje, a je
oznacovan jako chemicky (chemicka transformace). Druhy pristup (,top-down“) naopak vytvari
nanocastice z vétsiho jiz existujiciho celku a je oznacovan jako fyzikalni (fyzikalni manipulace).
K metodam ,bottom-up“ pro pripravu zlatych nanocastic v roztoku (neboli koloidniho zlata)
patii tzv. redukce vroztoku, metoda ristu z krystalizacniho jadra ¢i dvoufazova reakce!23.
Syntéza nanocastic probihd v malém objemu a Castice se po kazdé syntéze navzajem trochu lisizs.
Zvolenim vhodné techniky (napt. zménou doby reakce a surfaktantu) je mozné zmeénit velikost
a tvar zlatych nanocastic?l. Zcela jinym typem piipravy je metoda chemické depozice z plynné

faze (,chemical vapor deposition®), ktera vyuziva vakuového naparovani substratu na podklad+.

3.1 Redukce v roztoku

Prvni zminky o syntéze koloidniho zlata pochazi zroku 1857 od Michaela Faradaye, ktery
zpozoroval zmeénu barvy roztoku pii redukci kyseliny chlorozlatité (HAuCls) rozpusténé
v sulfidu uhlic¢itém (CS;). Dal$i pokrok v této oblasti zaznamenal az r. 1951 John Turkewich.
Redukci kyseliny chlorozlatité citratem sodnym vytvoril zlaté nanocastice (gold

nanorods - GNRs) o priméru 20 nm2°. Zmény velikosti bylo dosazeno o 20 let pozdéji diky
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zméné poméru koncentraci obou cCinidel (tj. poméru mezi redukcénim a stabilizacnim
Cinidlem - citratem sodnym a zlatem)25. 2,

Standardni variantou je redukce kyseliny tetrachlorzlatité citratem sodnym za varu
(tepelnou redukci citratem). Do vrouciho roztoku kyseliny zlatité se prida roztok citratu
sodného a 15 minut se vari, ndsledné se ochladi. Nejprve dochazi k redukci zlatych kationtd,
poté se formuji klastry (shluky zlatych atomi), které postupné agreguji2’. Dalsimi moZnostmi
jsou redukce citratem sodnym, iniciovana ultrafialovym (UV) zarenim v rozmezi od 300 do 400
nm, a redukce kyselinou askorbovou. Obé reakce probihaji za pokojové teploty?7.

Velikost castic lze urcit poméry koncentraci reaktantd ve vSech trech typech syntézy.
Vyssi koncentraci citratu se stabilizuji mensi Castice, u nizSich koncentraci je pokryti zlatych
nanocastic citratem neudplné a castice maji tendenci naristat do vyssich celki. Vliv na velikost
ma i koncentrace roztoku kyseliny zlatité. Pri jeji koncentraci vyssi nez 0,8 mM dochazi
k destabilizaci malych nanocastic kviili jejich zvySené tendenci agregovat do vétSich klastri.
Naopak pro dlouhodobé skladovani ¢astic v roztoku neni vhodna koncentrace vyssi nez 1 mM.
Oba dva zbyvajici typy syntézy vykazuji podobné chovani a kinetiku jako roztoky pripravené
tepelnou redukci citratem. Citrat i askorbat tvofi ochrannou vrstvu zlatych nanocastic, protoZe
se sorbuji na jejich povrch?’. Repulze mezi zapornymi skupinami citratu (obr. 2) zajiStuje
i stabilitu v suspenzi jednotlivych nanocastic??.28. Men$i nanocastice vykazuji krystalicky

charakter, vétSi maji charakter polykrystalicky, tj. vykazuji nepiesnosti v krystalické mrizce?’.

Obr. 2 Zlat4 nanokulicka pokrytad negativné nabitymi ionty citratu sodného. Prevzato z reference €. 28.

Tepelnou redukci citratem se docili prevazné mensich zlatych nanokulicek, vétsi c¢astice
jsou charakteristické podélnym protazenim. V mensi mite zde objevime i trojihelnikovité utvary
(obr. 3)29. Nepresnosti pti syntéze, zvlasté tepelny gradient, vede ke vzniku skaly rtiznych tvart.
U redukce UV zarenim a askorbovou kyselinou lze nalézt i trojuhelniky, nepravidelné

Sestiuhelniky nebo desticky?20. 23,30,



Platonic One-Dimensional

Branched Plate

Obr. 3 Priklad tvarové rozmanitosti zlatych nanocastic - mnohostén, tycinka, vétvend nanocastice,
trojuhelnik. Pievzato z reference ¢. 30.

3.2 Rist z krystaliza¢niho jadra

Metoda rlstu krystalt z krystalizacniho jadra se vyuZziva predevSim pti syntéze velkych
nanokulicek nebo hvézdic, krychli, kvadri a zvlasté nanotycek. Krystalicka jadra o priiméru
4 nm jsou vytvorend pridanim silného reduk¢niho Cinidla, napf. tetrahydroboritanu sodného
(NaBH4). K dalsi krystalizaci se pouzije slabSiho reduk¢niho ¢inidla, napt. kyseliny askorbové,
aby byla umoZnéna pouze redukce na povrchu zlatych nanocastic30. Zlaté nanotycky vznikaji
pridanim stabiliza¢niho ¢inidla, surfaktantu, ktery navazanim na nanocastice umozni rlist pouze
podél dlouhé osy. Surfaktantem mtze byt cetyltrimetylamoniumbromid, CTAB (obr. 4)31.3233,
Jsou-li potfeba krats$i ty¢ky (mensi specificky povrch), pridaji se do roztoku stiibrné ionty
ve formé AgNOs. Stiibrné ionty se vaZou na riizné plochy nanocastice s rliznou koncentraci,
snizuji rychlost jejich ristu a tim moduluji rist nanotyceks3+33. Vyznamnou ulohu zde hraje
ziejmé ibromidovy anion CTABu, ktery reaguje se stribrnymi ionty a ve formé bromidu

stribrného (AgBr) stabilizuje zlaté nanotycky a pomaha pri jejich ristuss.

o HAUCI4
. Cme 25°C >
. ' e
Gold seed Ascorbic Acid
crystals water
AgNO;,

CTAB = *

Obr. 4 Shrnuti syntézy zlatych nanotycek s dvojvrstvou CTABu. Snimek zlatych nanotycek o poméru délky
ku Sifce 1:4,6 (,,aspect ratio” - AR). Méritko - 100 nm. Pfevzato z reference ¢. 34.



Dalsi zajimavé tvary zlatych nanocastic jsou napft. zlaté nanoklece, zlaté nanojezovky, zlaté
nanoslupky a zvlastni typ zlatych nanocastic srlznymi vybézKky, tzv. nano-popcorn. Zlaté
nanoklece (,nanocages“) jsou duté objekty krychlovitého tvaru. Pfi syntéze se vytvori ze stiibrné
nanokrychle zlatd dutd klec galvanickou transformaci (redukce kyseliny zlatité kovovym
stfibrems35). Zlaté nanojezovky (,urchin-like nanoparticles) jsou kulovité struktury s hroty.
Skladaji se ze dvou kovl. Zakladem je zlatd nanokulicka, na které se vytvori stribrna
krystalizacni jadra. Nanich posléze vzniknou zlaté ostny36. Zvlastnim pripadem zlatych
nanocastic jsou zlaté nanoslupky s kifemikovym jadrem. Jejich fyzikalni vlastnosti jsou podobné
zlatym nanocasticim a lze je vyuzit ve fototermalni terapii3’. Zlaté nanocastice oznacované jako
nano-popcorn maji tvar centralni koule, ze které vybihaji mensi vybézKky, napi. nanohvézdy
(syntéza probiha ve dvou krocich, nejdiive pomoci ristu z krystalizacniho jadra vzniknou
kulicky a posléze diky pridani kyseliny askorobové a CTABu vznikne nano-popcorn)3s 39
Centralni koule slouzi jako rezervoar elektront, zatimco S$picky jsou schopné soustredit

elektromagnetické pole okolo sebe3°.

3.3 Dvoufazova reakce

Dvoufazova reakce se pouziva v pripadé, jsou-li potfeba malé nanocastice (1-5 nm). Zlaté
nanocastice vytvoiené touto metodou jsou stabilni, chranény surfaktantem navazanym pies
thiolovou skupinu (alkanthioly). Pfi syntéze tvofi organickou fazi surfaktant a posléze se roztok
redukuje ve vodné fazi prostrednictvim tetraboritanu sodného#0. Vzorky je mozZno uchovat

ve vysuSené podobg20. 23,

4. Vlastnosti zlatych nanocastic

4.1 Surfaktanty

Surfaktantem je vétSinou nabitd latka, ktera je bud na nanocastice kovalentné chemicky
navazana, nebo je na né adsorbovana. Stabilizuje nanocastice diky elektrostatickému
odpuzovani s okolnimi zlatymi nanocasticemi2!. Surfaktant zplsobuje vznik mikroemulzi
aprechod kovu zvodné do organické faze20. Tim stabilizuje rdst nanocastic i samotné
nanocastice. Surfaktanty tvoii prevazné hydrofilni nebo hydrofobni polymery. Zahrnuji celou
skalu organickych latek, napt. thioly, aminy, aromatické aminy, aminokyseliny, organoaminy#!
a dalsi.

Jednou znejpouzivanéjSich strategii ke stabilizaci zlatych nanocastic je pouziti

alkanthiolq, ktera byla zavedena roku 199342 a pozdéji rozsirena v Brust-Schiffrinovu metodu



(pouZiti dodekanthiolu). Ligandy s thiolovymi skupinami jsou c¢asto nazyvany MPC
(,monolayer-protected clusters“) ajsou vyuzivany diky unikatni vazbé thiolu na zlaté
nanocastice (GNPs - ,gold nanoparticles“). Thiolové skupiny silné adsorbuji na povrch zlatych
nanocastict3. Vazba siry na zlato se sklada z elektrostatického a kovalentniho prispévku.
Elektrostaticky piispévek je zhruba dvojnasobny v porovnani skovalentnim piispévkem#4.
Hodnoty energii vazby siry na zlato se pohybuji okolo 14 kcal/mol (pro metanthiol)
a 28 kcal/mol  (dimetyldisulfid), zatimco energie typické kovalentni vazby je
40 - 100 kcal/mol4>46. Diky ochranné vrstvé polymeru je moZné nanoclastice izolovat
i resuspendovat, aniZ by agregovaly%’. Nanocastice lze modifikovat i pomoci reakce, kdy dojde
k vzajemné vymeéné ligandl reagujicich se zlatymi nanocasticemi pres thiolové skupiny
(,ligand-exchange reaction“)*s. Casto se vyuzivaji latky s thiolovou skupinou na jedné strané
fetézce as karboxylovou skupinou na strané druhé. Tyto latky zajiStuji stabilitu koloidniho
roztoku (heterogenni soustava s ¢asticemi o velikosti od 1 nm do 1000 nm#°) diky negativnimu
ndboji na molekule kysliku karboxylové skupiny a také diky skutecnosti, Ze na né lze
biokonjugac¢nimi reakcemi pripojit dalsi molekuly. Jako ligand se Casto na zlaté nanocastice vaze
PEG (polyetylenglykol), protoZe redukuje nespecifickou adsorpci dalSich latek na nanocastice
aprotoZze diky sterickym zabranam brani vzijemné agregaci nanocastic?!.50. Dilezitovou
vlastnosti PEGu je i sniZend cytotoxicita. K navazani na c¢astice se pouZziva polyetylenglykol
modifikovany koncovou thiolovou skupinou na jedné strané a libovolnou reakéni skupinou
na strané druhé (PEG-thiol)5? 52, 53,54, 55,

PEGylované zlaté nanotycky (pokryté PEGem) koluji v krevnim obé&hu s polo¢asem
filtrace 19 hodin, jsou ale detekovatelné i po 48 hodinach. Jsou filtrovany prevazné slezinou,
nalezneme je vSak i v srdci, ledvinach, mozku, brzliku a varlatech krysse.

Pri syntéze zlatych nanotycek se vyuziva CTABu, pomoci néhoz Ize zajistit tvar a velikost
nanotyCky. CTAB ma zasadni vliv na syntézu zlatych nanotycek, ziejmé ovliviuje rychlost vzniku
krystalizacnich jader i dalsi rdst. Rychlost ristu zvySuje sniZenim poctu redukovanych zlatych
kationti a slabsi vazbou na povrch zlatych nanocastic5?. Vaze se na nanotyCcky ve dvojvrstevnych
strukturach a diky nému maji nanoty¢ky pozitivni naboj%8. Nanotycky obalené CTABem jsou
stabilni pouze v roztoku o urcité koncentraci volného CTABu. Ten je ovSem pro buiky toxicky
apro vyuziti vzivych organismech je treba jej odstranit. Jednou z moznosti je pouziti PEGu
s thiolovou skupinou a vyuziti reakce vymény ligandGs®. Dalsi variantou je obména
cytotoxického CTABu jeho necytotoxickym analogem, napfi. (16-merkaptohexadecyl)
trimethylammonim bromidem (MTABem). Tato slou¢enina se od CTABu lisi pouze koncovou
thiolovou skupinou. CTAB se vaZe na zlaté nanotyCky nekovalentni vazbou, zatim co thiolova

skupina MTABu se vaZze silnéjsi elektrostatickou az kovalentni vazbou zminénou vySe. MTAB je



tedy schopen CTAB ze zlatych nanotycek vytésnit. CTAB tvofi dvojvrstevnou strukturu, MTAB

pouze jednovrstevnou strukturu (obr. 5)¢0,

Wz

Obr. 5 Vyména dvojvrstvy CTABu za monovrstvu MTABu. Pievzato z reference ¢. 60.

4.2 Fyzikalni vlastnosti

4.2.1 Povrchova plazmonova rezonance
vlastnosti zlatych nanocastic. Tvoii ji skupinova oscilace volnych vodivostnich elektront
excitovanych monochromatickym svételnym paprskem na rozhrani kov/dielektrikum3o 61 62,
Tento paprsek ma mit vyrazné vétSi vinovou délku, neZ je velikost Castice?3. Povrchova
plazmonova rezonance nastava pouze tehdy, dopadne-li svétleny paprsek pod urcitym thlems:.
Mezi svételnym zarenim a povrchovymi elektrony dojde k rezonanci, tj. ke zvysSeni amplitudy
svételné viny. Povrchova plazmonova rezonance ma elektromagneticky charakter a je ovlivnéna
predevsim vlastnostmi kovu, vinovou délkou dopadajicitho svétla a indexem lomu média30 6L
Diky SPR maji ¢astice unikatni optické vlastnosti — silnou plazmonovou absorpci, rezonanéni
elasticky Rayleightiv rozptyl (odrazené zareni ma stejnou frekvenci jako dopadajici)
a lokalizované elektromagnetické pole na povrchu ¢astice?3.30, Rezonancni oscilace elektroni
vede jak k absorpci, tak k rozptyleni dopadajiciho svétlas3. Malé zlaté nanocastice absorbuji vice
svétla, nez rozptyli, vétsi Castice naopak vice svétla rozptyli, nez absorbuji¢s.

Plazmonova absorpce zavisi na tvaru a velikosti ¢astice a dielektrické konstanté okoli.
Zlaté nanokulicky vykazuji jedno absorp¢ni maximum okolo vlnové délky 520 nm, zlaté
nanotycky vykazuji absorp¢ni maxima dvé. Prvni, pricné, se shoduje s absorpénim maximem
nanokulicek avypovida o oscilaci elektronti podél kratké osy. Druhé, podélné, roste spolu
se zvySujicim se pomérem délky a priiméru nanotycky a vypovida o oscilaci elektronii podél
dlouhé osy30. VétSinou se pohybuje v rozmezi od 600 nm do 1200 nm (obr. 6)23. Zlaté nanotycky

o urcité velikosti lze excitovat viditelnym svétlem (400 - 750 nm), je mozné je
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aplikovat v biologické ichemické detekci. Pii agregaci zlatych nanocastic dojde ke zméné
spektra a tim ke zméné barvy roztoku. Tohoto principu se vyuziva v kolorimetrickém
stanoveni?®. Absorbance se méri pomoci UV/Vis spektrofotometrie (spektrofotometrie

o vinovych délkach v rozmezi od viditelného svétla do UV)6o,

/
v

—— 15nm nanospheres
—— 30nm nanospheres
2.5AR nanorods
———4.5AR nanorods
——— 7.5AR nanorods

\

Abs

0.24

0.0 L4 T ® T 1 T T ¥ T y. T ’. T ¥ T 1
400 500 600 700 8OO 900 1000 1100 1200 1300
Wavelength (nm)

Obr. 6 Absorp¢ni spektra riiznych tvard zlatych nanocastic. Prepracovano z reference ¢. 23.

4.2.2 Rozptyl
Rezonanc¢ni elasticky Rayleighliv rozptyl svételného paprsku dosahuje frekvence viditelného
a blizkého infracerveného zareni, zavisi na indexu lomu prostredi, jeho chemickém slozeni
anavelikosti a tvaru nanocastice. ZvySeny efekt se dostavuje predevSim diky
elektromagnetickému poli na povrchu ¢astic. Nazyva se mj. rezonancni rozptyl povrchového
plazmonu (,surface plasmon resonance scattering“). Pravé tento rozptyl umoziiuje vizualizovat
GNPs v mikroskopii temného pole (obr. 7)23,30.64,

Ramantiiv rozptyl je neelasticky rozptyl viditelného svétla a jeho spektrum je
charakteristické pro kazdou molekulu. Vyuziva se v metodé povrchem zesileného Ramanova

rozptylu (SERS - ,surface-enhanced Raman scattering)30. 64,
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HaCaT nonmalignant cells HSC malignant cells

Obr. 7 Zlaté nanokuli¢ky (zluté) a zlaté nanotycky (oranzové) s konjugovanou anti-EGFR protilatkou
inkubované se zdravymi (HaCaT) a nadorovymi (HSC) epitelidlnimi burikami. Méritko - 10 um. Prevzato
z reference C. 64.

4.2.3 Fluorescence

Zlaté nanokulicky maji vlastni fluorescenci?3, lze je vétSinou excitovat vinovou délkou okolo
530 nm, emituji okolo 610 nm (nezavisi na velikosti). Absorpci svételného kvanta se excituji
povrchové elektrony Castice a pfi prechodu elektronu na zakladni hladinu se vyzari foton
putujici zpét ke zdroji. Zobrazovani pomoci fluorescence by mohlo byt alternativni metodou
k zobrazovani pomoci Rayleighova rozptylu. Vyhodu oproti jinym fluorescentnim sondam
predstavuje jejich optickd stabilita a skuteCnost, Ze nevyhasinaji (nepodléhaji
sfotobleachingu“)65. Zlaté nanocastice jsou schopné do urcité vzdalenosti zhaset fluorescenc¢ni
znacky nebo je naopak zesilit a to diky elektromagnetickému poli na povrchu nanocastice ¢astice

vyvolaného plazmonovou rezonanci20 23,30,

4.2.4 Luminiscence

Zlaté nanocastice vykazuji také luminiscenci. Luminiscence spociva v excitaci elektronu
pusobenim jiného zareni a posléze v navratu do pivodniho stavu spolu s vyzarenim fotonusé,
Luminiscence je na rozdil od fluorescence spinové zakazany prechod a doba jejiho trvani je
viadech sekund, u fluorescence viadech nanosekund¢’. Zlaté nanotycky jsou schopné
jednofotonové idvoufotonové luminiscence. Pii dvoufotonové luminiscenci absorbuji zlaté

nanotyCky nékolikrat po sobé fotonys8. Diky povrchovym plazmonim je luminiscence radové
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Vv

silnéjsi a dvoufotonové luminiscence 1ze napiiklad vyuZit pti zobrazeni nadorové tkané pomoci

cilici molekuly?s6. €9,

4.2.5 Fototermalni efekt

Fototermalni efekt predstavuje preménu svételné energie na tepelnou. Ozarime-li zlaté
nanocastice svételnym paprskem s frekvenci odpovidajici maximalni absorpci jejich SPR, excituji
se elektrony a pri pfechodu na nizsi energetickou hladinu se vyzari tepelna energie. Podstata
fototermalniho efektu spociva ve femtosekundové (,femtosecond” - fs; femto - 10-15) tranzici”?.
Fotoexcitace zlatych nanocastic femtosekundovym laserovym pulzem vyuUsti v zahiati
elektronového oblaku nanocastice, ktery se nasledné za dobu pikosekund (,picosecond” - ps,
piko - 10-12) ochladi vyménou energie s krystalovou mfiZkou nanocastice (elektron-fononové
interakce) 6470, Nasleduji fonon-fononové interakce, kdy se vibra¢ni stav molekul pienasi
v miiZce a tvof{ dojem pohyblivé kvasicastice, tedy fononu”?. Vyménou energie s okolim v radu
100 pikosekund se mrizka opét zchladi’® a ohteje okolni tkané. Nejsilnéjsi zesileni této energie
bylo u zlatych nanocastic prokdzano v pripadé nanotyceksé*. Jejich absorbované svétlo ma
frekvenci blizkou infra¢ervenému zareni (NIR)¢é. Diky tomuto efektu preméni nanotycky az 96%

absorbovanych fotond v tepelné zareni neradiacnim zptisobem?16.

5. VyuZiti zlatych nanocastic v cilené nadorové terapii
5.1 Zobrazovaci metody

5.1.1 Detekce molekul

5.1.1.1 Kolorimetricka detekce

Zlaté nanocastice lze pouZit ke kolorimetrickému stanoven{ koncentrace analytu. Pfi pfitomnosti
analytu dochazi k agregaci Castic a tim ke zméné barvy roztoku?l. Metody pro takové stanoveni
byly vyvinuty pro rizné typy analyti - alkalické kovy, kovy alkalickych zemin, tézké kovy,

anionty, malé organické molekuly, oligonukleotidy i proteiny a dal$i?°.

5.1.1.2 Elektrochemicka detekce
Diky vysoké vodivosti, velkému povrchu a katalytickym schopnostem lze zlaté nanoclastice
pouzit v mnoha metodach vyuzivajicich elektrochemickou detekci. Prikladem je detekce aktivity

kinazy diferenc¢ni pulzni voltametrii19 72,
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5.1.1.3 Fluorescenc¢ni detekce

Fluorescen¢ni detekce analyti pomoci zlatych nanocastic vyuziva predevSim schopnosti
nanocastic zhaset fluorescencni signal, kdy se emisni spektrum fluorescen¢ni znacky shoduje
s vinovou délkou plazmonové rezonance nanocastice. Kviili silnému elektromagnetickému poli
pohlti vyzarované zatreni samotna castice20 23, Tohoto jevu se vyuziva v detekci pomoci metod
vyuzivajici FRET (,Forster resonance energy transfer)73. Zlata nanocastice ma na sobé navazané
fluorescencni znacky, které se uvolni v pritomnosti kovovych iontl a vyzari fluorescen¢ni signal.
Castice absorbuji fotony fluorescené¢ni znacky, ktera je v jejich blizkosti (vétsinou je na ¢astice
navazana)l®. Za pritomnosti stanovovaného analytu dojde k reakci a k uvolnéni fluorescencni

znacky, ktera se dostane do vétsi vzdalenosti od castice a zacne fluoreskovat!o,

5.1.1.4 Detekce zaloZend na plazmonové rezonanci
Adsorpci analytu na povrch zlaté nanocastice dochazi k posunu absorpcniho SPR spektra, ktery

je mozné detekovat a diky nému zjistit pritomnost analytu?9 74.

5.1.1.5 Detekce zaloZena na SERS

K zjisténi pritomnosti neznamych analytd lze pouzit techniku povrchem zesileného Ramanova
rozptylu. Dopadne-li na molekulu zareni ve formé fotoni, rozptylené zafeni ma jinou vilnovou
délku nez pavodni. Pomoci spekter odrazeného =zareni lze charakterizovat jednotlivé
adsorbované analyty na zlaté nanocastice. Diky plazmonové rezonanci elektrond na povrchu
castic dojde k nékolikaradovému zesileni odrazeného zateni ptivodniho analytu. Toto spektrum
se nezméni, pouze zesili. Tomuto jevu se fika povrchem zesileny Ramantiv rozptyl a lze jej vyuzit

k detekci riznych analyti2® 64, Umoznuje detekovat i jedinou molekulu?s.

5.1.1.6 Nanotechnologie na chipu
Zlaté nanocastice s pripojenymi kratkymi segmenty DNA lze pozit k detekci genetickych

sekvenci ve vzorku?s.

5.1.2 Mikroskopické zobrazeni

Zlaté nanotyCky se pouzivaji jako kontrastni latka, napi. ve dvoufotonové luminiscenci,
mikroskopii vtemném poli, optické koherentni tomografii (OCT) a fotoakustické tomografii.
Dvoufotonova luminiscence je zaloZena na emisi fotond. V mikroskopii vtemném poli miizeme
vidét objekty diky odrazenému svétlu, které zviditeliiuje struktury bunky i s nanotyckami.

V optické koherentni tomografii snimdme odraz infracerveného paprsku, ktery je schopen
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proniknout aZ do milimetrové hloubky tkané2!l. Fotoakustické zobrazovani vyuZiva schopnosti
tekutin se rozpinat se vzristajici teplotou. Ozarime-li Castici svételnym paprskem, probéhne
jejim okolim tepelny puls, tekutina zvétsi sviij objem a vytvoii zvukovou vlnu. Vlnu zachytime
mikrofonem?!. Zlaté nanotycky lze zacilit na buné¢né antigeny pomoci navazané protilatky nebo
aptamerut. Velmi bézné je zobrazovani nanoty¢ek pomoci mikroskopie temného pole,
transmisnfho elektronového mikroskopu (TEM) a rastrovaciho elektronového mikroskopu

(,scanning electron microscope” - SEM)60.

5.2 Fototermalni nadorova terapie

Dilezitou aplikaci zlatych nanotycek je fototermdlni terapie. Nizkoenergeticky laser excituje
elektrony zlatych nanocastic, pfi jejichZ prechodu na nizZs$i energetickou hladinu se vyzari
energie ve formé teplast. Tato tepelna energie zptisobi ohrati okolni tkdné na cca 40-50°C
(hypertermie), coz zplsobi nezvratné poskozeni bunéks3?. 77, Zahrati tkané na teploty v rozmezi
od 41°C do 47°C zplsobi bunécnou apoptézu, teploty nad 50°C zplsobi bunécnou nekrézu?’.
Castice jsou obvykle cilené na nadorové buriky prostfednictvim ligandu nebo se koncentrace
zlatych nanocastic v nadoru zvysi diky vyssi penetraci cév nddorové tkané (mechanismem
extravazace)’8. Zahteji se ovSem pouze buiiky s dostatecnych mnoZstvim navazanych zlatych
nanocastic, v tomto piipadé tedy bunky nadorové. Zdravé bunky ziistanou neposkozené, protoze
energie potiebna k jejich poskozeni je dvojndsobna v porovnani s energii nutnou pro poskozeni
bunék s navazanymi zlatymi nanocasticemié4 78. Paprsky s nizsi hustotou fotoni zptisobi lokalni
hypertermii??, paprsky s vyssi hustotou fotonti zptsobi piehrati (,superheating”), které vyusti
vkavitaci a ve formovani zvlastnich membranovych utvart zpisobenych rozvolnénim
cytoskeletu (,cavitation effects”). Tyto Utvary vzniknou kvili zvySeni intracelularni koncentrace
vapenatych iontd a tim zplsobené depolymerizaci aktinu6é. DalsSim uc¢inkem svételného zareni je
termalni exploze. Vyzarena tepelna energie je prenesena vodnym roztokem do okoli. Zvyseni
teploty zpusobi vypar ve formé bublinek, které mohou mechanicky poskodit okolni medium
v diisledku vzniku tlakovych vIn8o.

Fototermdalni zni¢eni rakovinnych bunék lze provést pomoci zlatych nanoslupek®!,
nanokuli¢eks?, nanotycCeké4, nanokleci8, nanojezovek3¢ a dalSich struktur. NanotyCky jsou
vyhodné zejména diky mozZnosti vyladéni excitatni vinové délky jejich tvarem a velikosti
a v nejvyssi efektivité uvolnéné tepelné energies* 84,

Terapii viditelnym svétlem Ize pouzit pro nadory na povrchu téla, pro nadory uvnitr
organizmu lze vyuzit frekvence blizké infracervenému zareni (NIR). Tato frekvence odpovida

tzv. biologickému oknu, kdy zareni neinteraguje stkanémisé 78, Zareni mtize proniknout
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do hloubky az 10 cm diky nizkému rozptylu a nizké absorpci bunétnymi chromofory, vodou
a ostatnimi molekulami?s. 66,7884,

Cileni na nadorové bunky mize byt provedeno dvéma zptlisoby, pasivnim a aktivnimss.
Pasivni cileni vychazi z predpokladu, Ze kapilary nadorovych bunék maji $irsi otvory nez v jinych
tkanich. V nadorové tkani tedy dojde k akumulaci nanocastic, které by kapilarami zdravé tkané
neprosly (zvysend propustnost a zadrZovani nadorové tkané, ,enhanced permeability and
retention effect - EPR efekt)’8 85 Tato predstava byla vyuzita ve fototermalnim odstranéni
nadoru u mysisé. Fyziologickou charakteristikou rakovinnych bunék je také zvySena metabolicka
aktivita, ktera zpulsobuje hypoxii®’”. Hypoxie navodi anaerobni metabolismus produkujici
kyselinu mlécnou a tedy i sniZené pH88387, Zlaté nanoslupky nesouci ucinnou latku jsou
fagocytovany monocyty nebo makrofagy, které v tkani pevného nadoru doputuji chemotaxi az
do hypoxického centra, kde je moZno je ozarit NIR laserem88. Aktivni cileni vyuziva specifické
vazby konjugovanych nanocastic na rakovinné markery pomoci interakci, napf. lektin-sacharid,
ligand-receptor, prostiednictvim vazby protilatky na antigen nebo vazby aptameru na rtzné
bunécné strukturys?8s. Rlizné ligandy (protilatky, oligopeptidy, polynenasycené mastné
kyseliny, kyselina listova (folat), kyselina hyaluronova, deltorfiny) se vazi na zlaté nanocastice
kovalentni i nekovalentni vazbouss 90.91,87,

Aktivni cileni na nddorové buriky mizeme dle strategie rozdélit do dvou skupin - cileni
na nddorové buiiky a cileni na nddorovy endotel92. Rychly rtist nddorovych bunék vyzaduje také
pfisun mnoha Zzivin a vitamini®’. Proto nadorové buiiky exprimuji mnoho receptort
ve zvySeném mnoZzstvi, které lze vyuzit k zacileni liganda8’. Cilem navazani primo na bunky byva
receptor, ktery se po nasednuti ligandu internalizuje do buiiky receptorové zprostiedkovanou
endocytdézou?2. Mezi tyto receptory patii transferinovy receptor a receptor kyseliny listové,
glykoproteiny exprimované na povrchu bunék areceptor epidermalniho riistového faktoru
(EGFR)92. Znicenim cévniho endotelu nadorové tkané lze soucasné usmrtit nadorové bunky kviili
nedostatku kysliku a Zivin%2. Jako hlavni cilové receptory endotelu se pouZivaji receptor pro
cévni endotelovy ristovy faktor (,vascular endothelial growth factor” - VEGF), integrin o.f33,
vaskularni intercelularni adhezivni molekula-1 (,vascular cell adhesion molecule-1“ - VCAM-1)
a matrixové metaloproteazy (,matrix metalloproteinase” - MPP)92,

Uspésné vyuziti fototermalni terapie in vitro i in vivo demonstrovalo jiZ nékolik
védeckych skupin. Lin a kol. oznacili CD8+ T-lymfocyty in vitro pomoci zlatych nanokuli¢ek
s konjugovanou protilatkou proti CD8 receptoru a nasledné ozarili buiilky pulznim laserem
o frekvenci viditelného zareni®s. Zlaté nanoklece s navazanou protilatkou HER2 vazajici se
na EGFR2 receptor v SK-BR-3 epitelidlnich bunkach rakoviny prsu ozarila skupina Xia a kol.35.
Halas a kol. vyuzili k fototermalni terapii PEGylované zlaté nanoslupky s kifemikovym jadrem

inkubované také s bunéc¢nou linii SK-BR-3 in vitro a ozafili je laserem o frekvenci v paAsmu NIR8L,
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Demonstrovali i UspéSnou terapii in vivo pomoci PEGylovanych nanoslupek akumulovanych
v podkoznim naddoru diky EPR efektu ozarenych laserem o frekvenci NIR86. El-Sayed a kol.
pouzili kontinuadlniho paprsku NIR cileného na zlaté nanotycky a nanokuli¢ky s konjugovanou
protilatkou proti receptoru EGFR ke zni¢eni nadorovych oralnich epitelidlnich bunék HOC 313
a HSC 3 in vitrot*. Koncentrace nanocastic na malignich buiikach byla zhruba dvojndsobna
v porovnani s koncentraci nanocastic na zdravych buiikach, nevratné se poskodily tedy jen
nadorové buiilkyét Terapie pomoci anti-EGFR je slibna, protoze mnoho nadorli exprimuje
na svém povrchu EGFR ve zvySeném mnoZstvié4. Skupina Lu a kol. demonstrovala dspésné
vyuziti nékolikanasobného cileni na prostaticky membranovy antigen (PSMA) prostatickych
rakovinnych bunék LNCaP pomoci zvlastniho typu zlatych nanocastic sriznymi vybézky,
tzv. nano-popcorn, na které byl navazan RNA-aptamer A9 proti PSMA a anti-PSMA protilatka3e.
Dvojité cileni zvySuje specifitu, protoZe receptory, na které cilime, jsou exprimovany
i na zdravych bunkachs®.

Fototermalni odpovéd ,popcornovych nanocastic byla o trochu lepsi nez srovnatelna
odpovéd’ zlatych nanotycek3?. Beqa a kol. pouZili k fototermalni terapii zlaté nano-popcorn
Castice navazané na uhlikové nanotrubicky typu SWCNT (,single wall carbon nanotube®)38. Zlaté
nanocastice na sobé mély navazany DNA aptamer S6 cilici na bunky SK-BR-3 rakoviny prsu3s.

Oba typy nano-popcornovych ¢astic byly ozareny paprskem NIR38. 39,

5.3 Dorucovani 1écCiv
Cileni a dorucovani lé¢iv je hlavnim problémem pii vyrobé farmak, protoze tada
protinddorovych latek vykazuje toxicitu i pro nenadorové buiiky, kterd by se dala potlacit
specifickym cilenim na nadorové bunky. Dorucovaci systémy vytvoiené na zakladé
nanotechnologii by mohly tyto problémy vyfeSit. Jednou z moZnosti je vytvoreni kapsli
z nanopolymert, které by vypoustély 1éciva v konkrétnim mnozstvi v definovaném prostredi,
¢imZz by se zvySila pravdépodobnost doruceni 1éfiva prfimo do nadorové tkané7s. Obal
z nanocCastic by také mohl byt schopen chranit 1é¢ivo pred neptiznivym prostredim v travicim
traktu, kvili némuz v soucasné dobé neni mozné podavat 1éky peptidové nebo proteinové
povahy peroralni cestou’e.

Dalsi moznosti je aplikace nanotechnologii pfi dorucovani antigent pii vakcinaci, piijem
Castic dendritickymi butikkami a makrofagy?t. Tyto vysledky umoziuji i pouziti pii selektivni
aktivaci imunitni odpoveédi regulované T bunkamiZs.

Diky zacileni azZ do mista ucinku se redukuji vedlejsi efekty a zvySuje se terapeuticka
efektivita 1éc¢iva®l. Po zacileni modifikované nanocastice nasleduje uvolnéni aktivni formy 1éciva,

k selektivnimu uvoliiovani 1éCiv vede napr. snizené pH®7. Dale lze dodat zlaté nanotycky
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s konjugovanym transferinem a slécivem primo do nadoru, ¢imzZ se zvysi pravdépodobnost
prijmu do bunky®!. Latky nekovalentné asociované s polymerem se cilené uvoliiuji i disociaci
diky membranové zprostiedkované difuze do buiky®. Nanocastice zlistane mimo buiiku, coz
umoziuje vyhodné pouziti pri pasivnim cileni%. Jinym typem je selektivni uvolnéni latky
na misté urceni diky zvyseni teploty fototermalnim efektem, napft. u nukleovych kyseliné3. Také
je moZné pokryt nanotycky termosenzitivnim hydrogelem s vnesenou latkou, ktera se po zahrati
uvolnié3. Dalsi moznost predstavuje tzv. fotodynamicka terapie vyuzivajici k indukci apoptdozy
nebo nekrézy reaktivni formy kysliku (ROS - ,reactive oxygen species*)?. Uc¢innou latku
(ftalocyanin) lze inkorporovat do vrstvy PEGu na zlatych nanocasticich%. Kromé vyuziti
fototermalniho efektu lze latky kontrolované uvolnit zménou pH?, pomoci glutathionu (jakozto
surfaktantu s thiolovou skupinou, ktery vytésni ptivodni latku - ,ligand exchange reactions),
enzymi (fosfodiesteraza Stépici fosfatovy linker9), svételného zareni (ligand Stépitelny
svételnym zatrenim, na ktery je navazana ucinna latka®) apod.e3. Diky vyméné ligand pri reakci
s gluthathionem je mozné dopravit timto zplisobem do buniky DNA pro transfekci bunék?s.

Konkrétné byly zlaté nanocastice aplikovany jako nosiCe léc¢iv v laboratornich
podminkach u platinovych konjugati a konjugatli s malymi organickymi molekulami®’. Diky
konjugaci na zlaté nanocastice se redukovala nespecificka cytotoxicita zplisobena platinou, napf.
u oxaliplatiny®® nebo karboplatiny®l. Jako pfiklad lze zminit konjugaty zlatych nanocastic
s paclitaxetelem, doxorubicinem, tamoxifenem, polypeptidem Kahalilidem F, 5-fluorouracilem,
daunorubicinem a etoposidem?9%.97.99,

Pro aplikaci v budoucnosti bude mozné pravdépodobné vyuzit i zlaté nanoklece, i¢innou
latku lze inkorporovat do vnitiniho prostoru nebo ji 1ze navazat na povrch3s. 100,

V klinickych studiich byly testovany zlaté nanocastice s adsorbovanym faktorem nadorové
nekrézy (TNF - ,tumor necrosis factor”), tedy cytokinem zptlisobujicim apoptdzu, a s riznymi
1é¢ivy89 101, V prodeji jsou jiz pod nazvem Verigene platform zlaté nanocastice s konjugovanou
DNA pro diagndzu infekce kmenem Staphylococcus Aureus rezistentniho na methicilin od firmy

Nanosphere Triton BioSystems®1.

5.4 Dalsi medicinské pristupy

Nanotechnologie by mohla byt prostiedkem pro doruceni DNA i pii genové terapii. Byly popsany
atestovany vektory zaloZzené na nanocasticich, které prendSely plazmidovou DNAZ Jako
nastroj pri 1écbé rakoviny lze pouzit liposomy o velikosti v fadech nanometrii, sloZzené napf-.
z kladné nabitych lipidii a cholesterolu, které pronikaji do tkani lépe nez bézné pouZzivané

prostiedky193. Transferin (Tf)-lipoplex byl pouzit jako vektor pro doruceni genu proteinu p53
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a spolu s chemoterapii a radioterapii vykazoval dobré vysledky. Timto zplisobem by mohly byt

vyuzity i zlaté nanocastice.

6. Modifikace zlatych nanocastic pro cilenou terapii nadorovych
onemocnéni

Cilicimi molekulami navazanymi na zlaté nanocastice mohou byt lé¢iva nebo monoklonalni
protilatky, ptip. jejich fragmenty, peptidy, proteiny (lidsky sérovy albumin - HSA, ,human serum
albumin®, trasferin a lektiny), aptamery a malé molekuly (kyselina listova a biotin)87. 89 100,
VétSina studii se zabyva cilenim pomoci protilatek. Modernim trendem jsou aptamery. Aptamery
jsou peptidy nebo jednovlaknové oligonukleotidové sekvence (RNA, ssDNA) o velikosti
vrozmezi priblizné od 25 do 90 bazi, které se vazou na cilovou molekulu s velkou afinitou
a specifitou diky tercidlni strukture!®4. Lze jich vyuzit misto protilatek a jejich vyhodou
v porovnani s protilatkami jsou vysoka stabilita, snadno reprodukovatelna syntéza, nizka
imunogenicita a rozpozndani SirStho spektra cilovych molekul neZ u protilatek04.

Zlaté nanocastice Ize modifikovat cilici molekulou pomoci slabsich nekovalentnich vazeb
zaloZzenych na elektrostatickych interakcich, hydrofobnim efektu nebo vodikovych vazbach,
¢ehoZ lze vyuZit napt. pfi uvoliiovani l1é¢iv?7. K nekovalentnim navazanim patii i inkorporace
latky do monovrstvy polymeru prostrednictvim van der Waalsovych sil%. Samotna adsorpce
proteint na povrch zlatych nanocastic ovSem nestaci ke stabilizaci zlatych nanocastic, které jsou
nestabilni ve fyziologickych roztocich, mtze dojit i ke kompetici se sérovymi proteiny?°.

Silnéjsi a stabilnéjsi inerakci poskytuje vazba kovalentni. Vyhodou protilatek, aptamert
adalsich cilicich molekul zminénych vySe jsou jejich funk¢ni skupiny (aminovda, thiolovj,
karboxylova a alkoholova), které Ize vyuzit ke konjugacnim reakcims®®. Kvili zvySeni cirkulacni
doby a snizeni imunogenicity a cytotoxicity se vyuziva vazby cilicich molekul pies polymerové
linkery, napt. PEG#. Tyto linkery maji thiolovou skupinu, kterou se vazou na povrch zlatych
nanocastic, afunk¢ni skupinu na opacné strané molekuly, pres kterou se navaze cilici
molekula®. Jednou z nejvyuZivanéj$ich metod navazani molekul na zlaté nanocastice je vazba
pres thiolovou skupinu?’. Thiolova skupina cilicich molekul se miize vazat bud’ pfimo na povrch
zlaté nanocastice, nebo na dvojnou vazbu imidu Kkyseliny maleinové navdzané na PEGu
na zlatych nanocasticich (obr. 8)89. Tato vazba se pouziva i pro navazani aptamerd, které jsou

vétSinou vazany pres linker s thiolovou skupinou05. 106,107,
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Obr. 8 Konjugace protilatek na zlaté nanocastice ptes thiolovu skupinu. Pfepracovano z reference €. 89.

Aminové skupiny protilatky lze navazat na zlaté nanocastice pomoci nékolika reakci®.
Prvni zreakci je wvyuziti pricné vazebnych Cinidel 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)-
karbodiimidu (EDC) a N-hydroxysukcinimidu (NHS), pti které se karboxylova skupina aktivuje
reakci s EDC a NHS anasledné se vytvoii amidova vazba5l.108, Této reakce se vyuZiva
i ke konjugaci aptamerti1%. Reakce Ize vyuzit s obracenymi skupinami - karboxylovou skupinou
protilatky a aminovou skupinou navazanou na ligandu na zlaté nanocastic®°.

Druhou vysoce t¢innou metodou navazani aminové skupiny je azid-alkyn cykloadice tzv.
,Klik chemie“. Alkylova skupina latky vazané na nanocastice zreaguje s azidovou skupinou
za vzniku triazolového kruhu, ptricemz sulfonat brani agregaci zlatych nanocasticéé 108, Treti je
metoda propojeni pomoci glutaraldehydového linkeru. Aminoskupiny linkeru vzajemné propoji

aminoskupinu modifikovaného polymeru zlaté nanocastice a aminoskupinu protilatky (obr. 9)89.

o
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Obr. 9 Konjugace protildtek na zlaté nanocastice pres aminovou skupinu. Vlevo propojeni pomoci
amidové vazby, nahofe azid-alkyn cykloadice a vpravo pripojeni prostrednisctvim glutaraldehydu.
Piepracovano z reference ¢. 89.

Vlastni cileni pomoci zlatych nanocastic s protilatkami k PSMA bylo demonstrovano
v ptipadech!10. 111 na pankreatické butiky pomoci F19 protilatky v ptipadech>!.112, s protilatkou
anti-EGFR v pripadech®8 113.114 3 v pripadé bunécné line SKBR3 rakoviny prsu s protilatkou
herceptin!5. Konjugaty zlatych nanocastic s protilaitkami byly pouzity i k imunodetekci

(,immunoassay*)116 117,

19



V praxi se klécbé makularni degenerace vyuziva Macugen, RNA aptamer s navazanym
PEGem specificky k VEGF118, Cileni na nadorové burnky, jejich zobrazeni i terapie byly zkoumany

v pripadé aptameru A10 proti PSMA107,

7. Cytotoxicita a genotoxicita zlatych nanocastic

Velmi diskutovanym tématem predurcujicim biomedicinské vyuziti zlatych nanocastic je jejich
cytoxicita a genotoxicita. Pri interakci s buiikami jsou ¢astice pohlcovany, v buiice je nalezneme
v endozomalnich kompartmentech, avsak nevyskytuji se vjadie (pouze v piipadé s pripojenim
jaderného lokaliza¢niho signalu, NLS - ,nuclear localization signal“)é0. 63, 119, 120 Modifikaci
zlatych nanotyCek PEGem lze snizit nespecifickou adsorpci proteintié3 12t, Zlaté nanocastice
obalené v PEGu skoro nevstupuji do bunék, zatimco ¢astice obalené v MTABu vstupuji do bunék
hojnéso. 121, Pohlceni bunkami zavisi na riznych povrchovych ligandech zlatych nanotycek,
na tvaru a velikosti zlatych nanocastic a na jejich naboji60. €3. 122, Kulicky se inkorporuji 1épe nez
ty¢inky, mensi ¢&astice seinkorporuji lépe nez vétsitzz, Castice men$i nez 100 nm
s konjugovanym transferinem vstupuji do buiiky receptorové zprostiedkovanou klatrinovou
endocytézou, ale presny mechanismus pohlcovani neni zndms3.121.122, Bylo prokazano, Ze malé
nanokuli¢ky (o priiméru 5 nm) s hydrofobnim i zidporné nabitym ligandem pronikaly do bunky
primo123. Ve studii zkoumajici pohlcovani zlatych nanocastic se zjistilo, Ze zlaté nanocastice jsou
i exocytovany a to Umérné své velikosti (malé nanocastice veliké 15 nm se exocytovaly rychleji
nez castice velké 70 nm)122,

Zlaté nanocastice interaguji s zivnym médiem bunék, rizné molekuly adheruji na jejich
povrch (napt. proteiny) a mohou tim zménit i jejich nabojé3. Nespecificka adsorpce krevnich
proteini je zodpovédna za rychlou eliminaci z krve retikuloendotelidlnim systémem (RES)S3.
Nékteré polymery, pirevazné PEG, se proto vyuzivaji, aby zabranily adsorpci proteinli a tim
rychlému vycisténi nanocastic z krvess.

Nékteré zlaté nanocastice mohou vést k poskozeni DNA zplsobeného oxida¢nim
stresem, napr. chromozomové zlomy, poskozeni DNA ovliviiujicim proliferaci, reparaci DNA
a zmeény souvisejici se stabilitou DNA124.125,

Zlaté nanocastice byly dlouho pokladany za netoxické, avSak v poslednich letech se objevuji
dlikazy, které tuto teorii vyvraceji. U bunék poSkozenych rGznymi zlatymi nanocasticemi
se objevila apopto6za i nekrézal26. U akumulace zlatych nanotycek v orgdnech mysi se po dvou
tydnech neprokazaly zadné vedlejsi efekty a analyza tkani ukazala, Ze v bunkach nepodléhaji
oxidaci na ionty63. OvSem studie toxicity zlatych nanokulicek o riznych velikostech pokrytych
citratem na mysim modelu ukazala, Ze kulicky od cca 20 do 40 nm zpuUsobily Skody v jatrech,

sleziné a plicich, prestoze in vitro nevykazovaly cytotoxicitul27.128, Toxicita zavisi
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i na surfaktantech - zlaté nanocastice s CTABem vykazuji toxické plsobeni zejména kvili
volnému CTABu!28, Kladné nabité zlaté nanocastice zplisobuji hemolyzu a srazeni krve, zaporné

nabité nanocastice se ukazaly spiSe netoxickél.

8. Zaver

Zlaté nanocastice lze syntetizovat v nepireberném mnozstvi velikosti a tvar(, vétSina publikaci
se vSak zatim soustredila na zlaté nanokulicky, nanotycky a nanoslupky. Cilena terapie pomoci
zlatych nanocastic se jevi nadéjné prevazné ve dvou biomedicinskych oblastech - v dorucovani
1é¢iv a pii fototermadlni terapii. NejvhodnéjSim surfaktantem se ukazal PEG, ktery je netoxicky
alze jej snadno modifikovat funkénimi skupinami. Zatimco Castice obalené v CTABu a v MTABu
buiiky pohlcuji (ale CTAB je pro bunky toxicky), castice obalené PEGem buiiky pohlcuji
minimalné. Cileni zlatych nanocastic pomoci konjugovanych ligandG se zatim ukazalo jako
dostatecné spolehlivé a specifické, ve fazi vyzkumu je pouziti nékolika ligandi zaroven, coz by
jesté zvysilo specifitu cileni. Zatimco se vétSina studii soustfedi na cileni pomoci protilatek,
aptamery jako takové nejsou priliS rozsifené. Jejich potencial lezi ve stabilité a vazebnych
schopnostech, ¢imZ by se mohly stat alternativou k protilatkdm. Konjugovat zlaté nanocastice
s cilicimi molekulami lze nékolika technikami. Oblibenou technikou je adsorpce siry na povrch
zlaté nanocastice. Silnéjsi kovalentni vazbu ovSem ptedstavuje amidova vazba vytvorena diky
pii¢né vazebnym cinidlim nebo azid-alkynové cykloadice. Ve fototermalni terapii lze aplikovat
rizné tvary Castic, vyzkum se vSak zatim soustredil prevazné na nanotycky a nanoslupky.
Prostfednictvim zlatych nanotycek bylo prokdzano zniCeni bunék in vitro i in vivo, mohou
se tedy snad v budoucnu uplatnit i v klinické praxi. V klinickych testech jsou zlaté nanocastice
fungujici jako nosice 1éciv a diky rapidnimu rozvoji nanotachnologii l1ze doufat i v klinické testy
pro fototermalni terapii. Spolehlivé bylo prokdzano pouZiti zlatych nanocastic v diagnostickych
technikach.

Zlaté nanocastice jsou ziejmé pohlcovany buiikami mechanismem klatrinové endocytézy,
ovsem jejich chovani v bunce nenf pfili§ znamé. Vyznamnou neprozkoumanou oblasti je toxicita
zlatych nanocastic v organizmu. Vysledky od mnoha skupin se 1i$i v zavislosti na pouzitém tvaru,
velikosti i surfaktantech. Vyzkum prokazal, Ze a¢ se nékteré zlaté nanocastice jevi in vitro jako
netoxické, in vivo prokazovaly znac¢nou toxicitu s vysokou umrtnosti na mysim modelu. Proto je
nezbytné podrobné prostudovat dlouhodobé chovani konjugovanych zlatych nanocastic
v organizmu - zda jsou buiiky schopné je exocytovat a v jaké mire, jak se zménil expresni profil

bunky a zda reaguji buiiky na zlaté nanocastice jako na stresovy faktor.
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