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UvoD

V souwasnosti se nanotechnologie stava hybnou silou eyxopych materidl jak
v oblasti materidlovéddy tak v biomedicinckych aplikacich. Nanomateridghou
byt konstruovany ,seshora“ , tj. vytt&nim novych struktur v jiz existujicich
materidlech, nebo ,zespodu*, tedy spontannim i&fivanim stavebnich kantema
molekularni drovni s vyuzitim denych fyzikal chemickych interakci. Pro
konstrukci spontann uspdadanych nanomateriél jsou vhodnymi stavebnimi
kameny polymery a kopolymery, protoZe ummgi velké mnoZstvi kombinaci
zakladnich jednotek a jejich vzajemnych interakCile mé disertace sleduji
souasny vyvoj a jsou orientovany négravu polymernich nano-objéks vyuZzitim
principi spontanniho uspadavani.

Spol&ny piistup, pouzity pro vSechny typy niZe popisovanygitésri, je
zalozen na omezeni rozsamakrofazovéseparace slozek $8i v pripads, kdy se
slozky stanou nemisitelnymi nebo nekompatibilnirfivem vngjSiho pisobeni.
Podle klasické teorie je energie systémuiena entalpickym a entropickym
piispvkem a interaéni parametr X je dan Flory-Hugginsovym vztahem

x=alT+Db, kdeT je absolutni teplota a a b jsou konstanty specifické pro

dvojici polymer/polymer nebo polymer/rozpoédib. Pro slozZigjSi systémy musi byt
piidan teticlenys

x=alT+b+yxy, @

V této jednoduché reprezentadiett ¢len popisuje vSechny dalSi interakce
v systému, ndiklad efekt rozdilné teplotni roztaznosti sloZelstéynu a izné
specifické interakce (vodikové vazby, iontové iakee atd.). Formovani nano-
objekti je vZdytizeno termodynamikou (n#stem parametry v rovnici (1)), ale
maze byt ovlivieno specifickymi interakcemi s amfifiinimi molekulama
kinetickymi a hydrodynamickymi efekty. V této ditmri jsou vyzivany efekty
zmeny kvality rozpoustdla nebo zrény teploty smisi pro gipravu polymernich
nangastic.
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CILE

Jednoduchost ifpravy polymernich nano-objektje dilezitym faktorem, protoze

s seboucasto finasi dobrou reprodukovatelnost, efektivnost a mskrrozsieni
vyroby z laboratorniho #fiitka do praxe. Vfekladané disertaci jsou testovany
fyzikalné chemické metodyifpravy polymernich naréstic. Jsou zde zahrnuty dva
typy objekti: surfaktanty stabilizované polymerni néastice a termosenzitivni
polymerni micely. V druhém ffpad je pfitomnost surfaktantu nahrazena
amfifilnimi charakterem pouzitych blokovych kopolgm. Za ugitych podminek
mohou byt oba typy objektzformovany pomoci stejnych fyzik&nchemickych
principid a mohou vykazovat podobné rysy. Cile této prame: js

1. Studovat modelové nadastice stabilizované surfaktanty figravené
z hydrofobnich polymér (poly(methyl methakrylat), PMMA, nebo
polystyren, PS, metodou 2my kvality rozpou&tdla. Zjistit vliv vlastnosti
slozek a podminekifpravy na charakteristiku natemstic.

2. Pripravit surfaktanty stabilizované naféstice z termosenzitivniho
polymeru (polylN-isopropylakrylamid), PNIPAM. Popsat zavislost
charakteristik nan@stic na vlastnostech polymeru a surfaktant

3. Studovat teploth zavislé micelarni chovani novych trojblokovych
kopolymefi na bazi polyoxazoliin Najit optimalni sloZeni kopolymeru

s ohledem na teplotu fazovéhiephodu a rozer micel.
4. Pripravit radioizotopo¥ znaené polymerni micely termosenzitivnich

kopolymefi popsanych vbad 3 a optimalizovat jejich vlastnosti

s ohledem na zamyslené aplikace.
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METODY

materiali. Tyto techniky vyuzivaji principy interakceigai s latkou a jsouipsnym
nastrojem Kk ufovani strukturnich nebo dynamickych charakterisgkstént
obsahujicich makromolekuly nebo jejich nadmoleknil&ystémy. V satasné dob
jsou dostupné dostd® silné zdroje laserového, rentgenového nebo neax#d©
z&eni vhodného pro &eni rozptyli. Systémy studované v této disertaci jsou
zredtné vodné disperze polymernich n&astic a kjejich charakterizaci byly
pouzity dynamicky rozptyl sla (DLS), staticky rozptyl sitla (SLS), malouhlovy
rozptyl rentgenového #éni (SAXS) a maloUhlovy rozptyl neutidr{SANS). Pro
metodu SAXS bylo také provedetaso rozliSené nifeni na rentgenovém paprsku
generovaném synchrotronem.

Kazda z uvedenych metod ma svou specifickou pdoggé Na rozdil od DLS,
ktery je citlivy k dynamickym procésn, jsou SLS a malouhlové rozptylové
techniky citlivé na hmotnost a strukturu molekubagastic Fitomnych ve vzorku.
V pifpads pouziti SAXS a SANS krodvelikosti a tvaru mize byt zkoumana také
jejich struktura. Synchrotronové rentgenovéerd je dostaté intenzivni, aby
umoznilo m&feni rozptylovych obraicbéhem kratkych expognich ¢asi. Pomoci
této vlastnosti Ize provét ¢aso¥ rozliSena rareni v milisekundové oblasti.
V piipact pouZziti neutronového svazku jako zdrojéerd vykazuji chemické prvky
rizné velikosti rozptylovych amplitud. Velké rozdilyrozptylovych amplitudach se
mohou projevit i pro prvky s podobnymi atomovymi ¢tmostmi a dokonce i pro
izotopy jednoho prvku. Blezitym prikladem takovych izotapje vodik (rozptylovéa
amplitudab; = -3.74 fm) a deuterimb( = +6.67 fm). Zamsnou jednoho izotopu
druhym Ize dinit slozky mefenych systéin pro neutrony ,viditelnymi“ nebo

Lneviditelnymi®, coz zn&ng& rozstuje moznosti pouziti SANS.
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VYSLEDKY
Tato kapitola popisuje shkteré ze ziskanych vysledlk Celkovy strdny prehled
vysledki je uveden v kapitole Z&xy.

1. Zména kvality rozpousStédla a nandtastice stabilizované surfaktanty

Polymerni nanéastice stabilizované surfaktanty mohou b¥ipgveny ovlivignim
parametit @ ab v rovnici (1). Tyto parametry jsou specifické gzdy systém. Pro
danou dvojici polymer/rozpou&tlo mize byt tedy fazova separace vyvolana
zaménou rozpouddla. Uspdnd byla testovana samoorganizace polyimex
surfaktant vyvoland zminou kvality rozpou&dla, pomoci které se paida
piipravit stabilni a uniformni naréstice ve vodnych disperziciastice byly
piipraveny z modelovych hydrofobnich polyraiePMMA a PS. Postup spva
v rychlém smichani roztoku polymeru v organickénepaustdle s roztokem
surfaktantu ve vod Organické rozpou&tlo bylo posléze odstr&ano odp#enim.
Byly studovany kombinace polymers fiznymi molarnimi vahami a surfaktdint
s iznym elektrickym nabojem a sloZenim. Vznikajiéstice byly charakterizovany
technikami DLS, SLS a SANS. Studie ukazuje, jakpaeametry nantastic néni
nejen pi pouziti tiznych vychozich slozek a iipgméné podminek Bhem postupu

piipravy [1].

Dynamicky rozptyl sétla (DLS)

Systematicky byla testovand@izna slozeni vstupnich komponenti Bafixované
vstupni koncentraci surfaktanty, rozmér nand@astic roste s rostouci koncentraci
polymeru ¢,. Opané zavislost nasavaiiprostouci koncentraci surfaktantu (pro
konstantni koncentraci polymeru), kdy hydrodynamigoloner ¢astic R, klesa.
Ok zavislosti Ize vynést do jednoho grafu ukdzanéhohmazku 1, kde je vynesen
zlomek R/f jako funkce parametru sloZeni &nf, kde f=cj/cy,+ VSechny
koncentréni zavislosti vypadaji v této reprezentaci stejfoto pozorovani ukazuije,
ze formovani nangstic je do velké miryfizeno pordrem ¢, a Cg Kromg
parametruf ovliviuje podstatéh tvorbu nanéastic rychlost fHdavku vodného

roztoku surfaktantu do roztoku polymeru a tepldtZek kthem smichani. &oli
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povaha surfaktantu, jeho hydrofobicita, naboj aamdl hmotnost maji také vliv na
rozmer a hustotwastic, nebyla v tomto vztahu nalezerfém@ korelace, coz tie

byt zpisobeno slozitosti procesu formovani nsistic.
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Obrazek 1. Zavislost
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Malouhlovy rozptyl neutros (SANS)

Experimenty s variaci kontraisslozek pi méieni malouhlového rozptylu neutnipn
byly provedeny v laboratolLeon Brillouin v CEA (Saclay, Francie) na spektretru
PAXY. Selektivni substituci vodiku za deuteriumdwyosazeno rozdilu v hustotach
rozptylovych amplitud a byly takto zobrazovany jetivé slozky systému.
Konkrétre jako slozky nanéastic byly pouzity deuterovany surfaktant dodeadyé
sodny (d-SDS) a deuterovany polystyren (d-PS) vikogati s nedeuterovanymi, tj.
protonovanymi latkami (h-SDS, h-PS). Byliigraveny 3 sady vzotk

(i) deuterovany polymer + protonovany surfaktanODkdy koherentni rozptyl
pochazi pouze od surfaktantu a je velmi slabyilKavySeni intenzity rozptylu byly
tyto vzorky koncentrovany odpeniméasti rozpougdla (D,O).

(ii) protonovany polymer + protonovany surfaktant yODrozptyl pochazi od
polymeru i surfaktantu, tedy rozptyluje celstice.

(iii) protonovany polymer + deuterovany surfaktant ¥OD Hustoty rozptylové
amplitudy deuterovaného surfaktantu aODjsou témsi shodné a tedy &Sina
rozptyleného z#ni pochazi od polymeru.
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Typicka rozptylova kivka pro systém d-PS + h-SDS, kde ,viditelny" jeuge
surfaktant, je ukazana nabrazku 2. Experiment vyuZzivajici variaci kontrést
ukazuje, Ze nani@dstice jsou objekty s rovnamé rozlozenou hustotou a molekuly
polymeru a surfaktantu jsou rovnéme rozlozeny wastici. Takova struktura se lisi
od struktury micel nebo vesikl Mozné rozlozeni surfaktantu uuhibbjemu

nandastice je zjednodusémakresleno nabrazku 3.

—O—exp fata
spheres (Rg=1.7 nm; 6=0.2) + o
10°4 hard spheres stracture factor (RHS=3.8nm, fp=0.31) o

T T
10" 10
q/nmi'

Obrazek 2.
Rozptylova intenzités jako funkce rozptylového vektompro tizné systémy.
(o) d-PS/ h-SDS; 4) h-PS/h-SDS;f) h-PS/d-SDS. PInéra je fritovaci kivka.

Obrazek 2 Mozné rozloZeni surfaktantu
(¢ervena barva) a polymerdefna barva) uvnit
nanaéstice podle vysledkSANS.
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Caso¥ rozliseny SAXS (TR-SAXS)

Casové nireni formovani polymernich natdstic popsanych vipdchozim odstavci
bylo provedeno synchrotronovém svazku ID02 v ESRFfelioble, Francie). Bteni
bylo provedeno pomoci jednoduché aparatury, ktené@zmila michani shodnych
objemi polymeru v organickém rozpoddte a vodného roztoku surfaktantu ¢imi
kapil&e umistné Fimo ve svazku. Po smichani bylo spost méfeni a naitana
rozptylova data.

Vysledky ukazuji, Zze kinetika formovani na@stic v gitomnosti iontovych
surfaktant, jako napiklad dodecylsulfatu sodného (SDS), je mnohem gjshi(v
fadu milisekund — vSechny rozptylovéuky jsou téngi identické hem 2 minut po
smichani, vizobradzek 4 nez ucastic obsahujicich neiontové surfaktanty, jako je
Pluronic F68 (wadu reékolika sekund — rozptylové intenzity séhem 2 minut po
smichani rmani v ¢ase, vizobrazek 5. V realnémcéase byla pozorovana Zma
povrchu z pechodné struktury do pIné sféry &heni také ukazuje, Ze vzniéstic

ma d& faze: za&ina nukleanim stadiem, které je nasledovano ,obdobistu” [2].

10°

10"

-1
¢, nm

Obréazek 4. Casovy vyvoj rozptylové intenzity &ené pomoci TR-SAXS pro
PMMA-SDS systém.
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Obréazek 5. Casovy vyvoj rozptylové intenzity &ené pomoci TR-SAXS pro
PMMA-F68 systém.

2. Termosenzitivni polymerni nandastice stabilizované surfaktanty

DalSi ¢ast disertace jeémovana pipadu, kdy fazové separace je dosazendnoun
teploty v rovnici (1). Nkteré polymery vykazuji ve vodném priedi rychlé,
reverzibilni zn¥ny indukované zmou teploty z hydrofilniho stavu na hydrofobni a
jsou proto nazyvany termosenzitivni.* Mezi nejstndrgjSi termosenzitivni
polymery paiti poly(N-isopropylakrylamid), PNIPAM, vodorozpustny polymer
mnoha zajimavymi vlastnostmi. Zma jeho mikrostruktury z polymerniho klubka
na globuli nastavaip 32 °C (dolni kriticka rozpousti teplota, LCST). Tato

vlastnost je tisledkem slozité polarity jeho makromolekul.

Pomoci rozptylu sstla bylo studovano teplotni chovani roziolPNIPAM
s iontovymi a neiontovymi surfaktanty v teplotniozmezi 15-45C. Na rozdil od
drivejSich studii jinych autdr, kdy surfaktanty byly fidavany v pebytku, v této
préci jsou pouZity jejich nizké koncentraag,¢< 5 x 10* g Oml™Y). Za takovych
podminek B zvySeni teploty nad LCST jiz surfaktant neni gofio zabranit
intermolekularni agregaci a je pozorovan vznik i@ollefinovanych naridstic
PNIPAM. Byla provedena systematicka studie vlivunéentraci a molarnich

hmotnosti slozek na parametry vznikajicich ri@stic a na teplotu fazového
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pfechodu v roztocich. Nabrazku 6 je ukazan gklad msieni teplotni zavislosti
hydrodynamického polo#nu R, objekii piitomnych v roztoku (makromolekularnich
klubek pod LCST a nardstic nad LCST) [3].

200 r T T T
B98-FNIFA
160} -
g 120p -
c
o 80| -
40} / -
O 1 1 1 1

20 25 30 35 40 45

Temperature 1C

Obrazek €.

Cervena kivka odpovida postupnému i@vu a modra pomalému ochlazovani
po rychlém okati roztoku na 40C.

Koncentrace polymeruceypa= 5 x 10% g OmL™.

Koncentrace surfaktantigos = 5 x 10° g CmL™". M, PNIPAM: 122 000.

Byl navrzen kvalitativni strukturni model natdstice, ktery v prvnimigblizeni
piedpoklada uspadani podobné micelam blokovych kopolytheNerozpustné
jadro &éastice je seskladano z hydrofobnich makromolekul PRI, hydrofilni
slupku tvdi hydrofilni ¢asti molekul surfaktantu. tBchodova vrstva na rozhrani
jadra a slupky obsahuje jak hydrofobniasti molekul surfaktadt tak
makromolekularnitettzce PNIPAM. Na zéklad volby surfaktantu je mozno

pfipravit nang@astice s biokompatibilnim pokrytim, ndidad poly(ethylen oxidem).
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3. Termosenzitivni polymerni micely pro cileny trarsport radioizotopii

Polymerni micely p#t mezi nejvice studované systémy pro cileny trarisgdiv.
Pouziti takovych systéin v nuklearni medici piinasi navic dalSi vyhody.
Radionuklid se nadfklad nemusi uvolnit z komplexu s nésin, aby splnil svou
funkci radiodiagnostika nebo radioterapeutika. Mdem Zzadaného efektu je
emitované ionizujici Z&ni vznikajici pi rozpadu jader a ten neni vyznamn
ovlivnén chemickym okolim. Pokud efektivni dosah a timidldgicka (&innost
z&eni zvoleného radionuklidu je dost&té, transportni systém nesouci izotop ani
nemusi proniknout do kily.

Termosenzitivni polymerni micely s termoresponzivnjadrem a hydrofilni
korénou mohou byt snadndipraveny pouhym atatim vodného roztoku blokového
nebo roubovaného kopolymeru z teploty mistnostiepéotu lidskéhoda. Pokud je
kopolymer spravé navrZzen, rozmr micel mize byt vhodny pro spontanni
akumulaci micel v cilové tkani.

Byly testovany na miruijpravené kopolymery poly(2-alkyl-2-oxazoliy které
jsou atraktivni pro biomedicinalni vyzkum diky ss&uktue piibuzné peptidm a
diky nastavitelnym fyzikakh chemickym a biologickym vlastnostem. Dr. Hruby
z naSeho Ustavu syntetizoval trojblokové ABA kopadyy typu poly[2-metyl-2-
oxazolin -blok- (2-isopropyl-2-oxazolin eo— 2-butyl-2-oxazolin) blok- 2-metyl-2-
oxazolin]. Polymery maji dva hydrofilni bloky A aden centralni termosenzitivni
blok B a obsahujitizné pondry monomernich jednotek. Tyto kopolymery jsou
rozpustné ve vodném prostli, jsou molekulasrozpusény pod teplotou fazového
ptechodu (,cloud point temperature®, CPT) termosewizibo bloku a tvéi micely
pfi vysSich teplotach.

Pomoci DLS a SLS bylo charakterizovano jejich tamlozavislé micelarni
chovani ve vodném prdsdi. K formovani micel dochazi v Gzkém teplotnim
rozmezi, jejich CPT je funkci slozeni kopolymeruraste s rostoucim obsahem
hydrofilniho 2-metyl-2-oxazolinu. Optimalizovany [olymer obsahuje 15
molarnich % hydrofobniho 2-butyl-2-oxazolinu v a@inim termosenzitivnim bloku

pifi hmotnostnim pomru termosenzitivniho a hydrofiiniho bloku 1:1. Tent
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kopolymer tvdi pri ohtati nad jeho CPT, ktera je 28, ve vodném prostdi micely
s hydrodynamickym poloénem R, = 80 - 100 nm [4]. Rehled teplotd zavislého
micelarniho chovani studovanych systémukazan nabrazku 7.

100 | —°—20% AB=1/1
1| —+—20% AB=1/2
—e—20% A/B=2/1
—o— 15% A/B=2/1
15% A/B=1/1

15% A/B=1/2

10° 10% A/B=1/2

Rh, nm

] A=thermoresponsive
{ +hydrophobic blocks
{ B=hydrophilic blocks

10-:

LA M 27
T T T T T T T T T

30 40 50 60 70
T,°C

Obrazek 7. Teplotni zavislost objeme@vvazenéhoR, nand@éstic, chlazeni
(koncentrace polymergy = 0.5 g - ).

Béhem syntézy optimalizovaného kopolymeru byt monomernich jednotek
2-butyl-2-oxazolinu nahrazena ekvimolarnim mnozetd-(3-butenyl)-2-oxazolinu
a nasled#é byla zavedena fenolova skupina. Takto modifikovdapolymer byl
oznaen radioizotopem®] s dobrym vy&Zkem znaeni a dostat@mou stabilitou

v modelovych podminkadh vitro [4].
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ZAVERY

1.

Byly systematicky studovany polymerni nééstice stabilizované surfaktanty
piipravené metodou zny kvality rozpoustdla. Pro studii byly pouZzity modelové
hydrofobni polymery (PMMA, PS) aghkolik iontovych a neutralnich surfaktdint
Vznikajici ¢astice s hydrodynamickym polémem vrozmezi 50-250 nm jsou
stabilni ve vodném prastdi. Dilezitym parametrem ovliwjicim roznér nan@éastic
je koncentrani pondr sloZzek f=cy/cy, velikost nandastic roste s rostoucirh
Krom¢ koncentraniho pongru slozek jsou rozemy castic ovlivreny rychlosti
smichani slozek a teplotou roziokbéhem gipravy. Ackoli hydrofobicita
surfaktantu, jeho elektricky naboj a molarni hmetneeké ovliviuji velikost a
hustotucéstic, fima korelace mezi velnami nebyla nalezena, coz je vgdevano
sloZitosti procesu formovatastic.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze nafstice maji sféricky tvar a di#b definovany
povrch. Metoda variace kontraspti malothlovém rozptylu neutrdnukazala, ze
molekuly polymeru a surfaktantu jsou rovnémg rozlozeny v celém objemtastic.
Takova struktura je odliSuje od micel, vesikiebo komple&. Proces formovani
¢astic, studovany pomoctaso¥ rozliSeného r¥eni malodhlového rozptylu
rentgenového zéni, probiha ve dvou fazich. &&beni nukle&ni stadium je
nasledovano ,obdobimistu“. Naboj surfaktantu hrajesbem formovani dlezitou
roli. Kinetika ristu nanéastic v gfitomnosti neutrdinich surfaktdnte vyrazré
pomalejsi nez vifitomnosti surfaktarit nabitych.

2.

Pomoci DLS a SLS bylo prokdzano, Ze Iz&pavit termosenzitivni, ddie
definované nantstice obatim vodného roztoku PNIPAM s nizkyntigavkem
surfaktantu nad LCST polymeru. Zmou chemického slozeni surfaktantu,
koncentrace surfaktantu a polymeru nebo molarni thosti polymeru Ize
modifikovat hydrodynamicky polo#én ¢astic v intervalu 21-136 nm a jejich molarni
hmotnost v Sirokém rozsahi,. Byl navrZzen kvalitativni model struktury
nanaastic, ktery pedpoklada rozloZzeni podobné micelam blokovych kgpet.

Nerozpustné jadr@astice je seskladano z hydrofobnich makromolekul PRIN,
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hydrofilni slupku tvai hydrofilni ¢asti molekul surfaktantu.iBchodova vrstva na
rozhrani jadra a slupky obsahuje jak hydrofobasti molekul surfaktait tak
makromolekularnfettzce PNIPAM.

3.

Bylo studovano teploth zavislé micelarni chovani na mirutigravenych
trojblokovych kopolymaek typu ABA, syntetizovanych Dr. Hrubym. Kopolymerg n
bazi oxazolifi se skladaji ze dvou hydrofilnich bibkA a jednoho centralniho
termoresponzivniho bloku, ktery je statistickym &bpnerem 2-isopropyl-2-
oxazolinu a 2-butyl-2-oxazolinu. CPT kopolymege funkci jejich slozeni. Nést
obsahu hydrofobniho monomeru v termosenzitivninklB vede ke snizeni CPT.
Srovnani kopolymér s tiznymi pongry hmotnosti termosenzitivniho a hydrofilniho
bloku ukazuje, Ze nast hydrofilniho bloku podstagn zvySuje CPT celého
kopolymeru. Celkova hydrofilnost/hydrofobicita topku ma pinejmensim stejny
vyznam vliv na hodnotu CPT jako psnmonomernich jednotek v termosenzitivnim
bloku samotném. Hmotnosti pémbloki A a B také ovliviuje rozng&r micel.
Optimalizace slozZeni vede k p#ma termosenzitivniho k hydrofilnimu bloku 1:1 a
k obsahu 15 molarnich % hydrofobniho monomeru blB. Takovy kopolymer
tvoii ve vodném progedi micely s hydrodynamickym pol@nem 80-100 nm ib
hodnot CPT = 28°C, tedy blizko fyziologickeé teplstidského &la.

4.

Do optimalizovaného kopolymeru bylathem jeho syntézy zavedena fenolova
skupina umotujici zn&eni radioizotopy jodu. Takto modifikovany kopolymigyl
oznaen radionuklidem® s dobrym vy&Zkem radiochemického z&eni a
dostaténou stabilitou v modelovych podminkachn vitro. Z ozn&eného
kopolymeru mohou byt fipraveny radioaktivni micely, potencidlraplikovatelné
v nuklearni medici&
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