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Abstrakt

Mezi bézné pouzivané zobrazovaci techniky v klinické praxi patfi MRI (zobrazovani
magnetickou rezonanci). Jedna se o metodu pro pacienta zcela neinvazivni, ktera umozinuje
trojrozmérné zobrazovani téla na zaklad¢ detekce vodikovych atomii molekul vody
obsazenych v jednotlivych tkadnich. Intenzita signidlu mize byt navic ovlivnéna pfidanim
vhodné kontrastni latky.

Pfed vlastnim pouzitim nov¢ piipravenych kontrastnich agens je nutné provést
zakladni in vitro a in vivo experimenty na bunéfnych liniich a zvifecich modelech, aby
ptipadné nezddouci ucinky téchto nanosond na zivé organizmy byly odhaleny jesté diiv, nez
dojde k jejich zavedeni do klinické praxe.

Soucasny rozmach nanotechnologii nabizi Sirokou Skdlu nanomateriali, vcetné
magnetickych nanocastic, urCenych prevazné pro sniZzeni intenzity MRI signalu. Mezi
nejbéznéjsi a nejdéle pouzivand kontrastni agens pro MRI patii superparamagnetické
nanocastice oxidli Zeleza (SPIO). V této literarni resersi jsou predstaveny méné bézné typy

magnetickych nanocastic, které je také mozné pouZit pro zobrazovani magnetickou rezonanci.

Klicova slova: magneticka rezonance, nanocastice, znaceni bunck



Abstract

MRI (magnetic resonance imaging) belongs to an imaging technique in a clinical
practice. It is the method completely non-invasive for a patient, which allows three-
dimensional imaging of the body based on the detection of hydrogen atoms of water
molecules in individual tissues. Intensity of signal can be further influenced by adding a
suitable contrast agent.

It is necessary to perform basic in vitro and in vivo experiments on a cell cultures and
animal models before a new contrast agents will be introduced into the clinical practice. This
is due to potential side effects on living organisms.

The current boom in nanotechnology offers a variety of nanomaterials including
magnetic nanoparticles for decreasing the intensity of the MRI signal. The most common and
longest used contrast agents for MRI are based on superparamagnetic iron oxide nanoparticles
(SPIO). In this literature review will be presented uncommon types of magnetic nanoparticles
which can also be used for the magnetic resonance imaging.

Key words: magnetic resonance imaging, nanoparticle, cellular imaging
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Seznam pouzitych zkratek

y7;
Arf6

Bo
C3,C4,C5
CA

Cdc42

CLIC
CME
CR
CT
CTxB
CvME
Cvv
FACS
FcR

Gd-DTPA
Gd-HP-DO3A

GEEC

GFP
GPI
GTPaza
Hsp70
I

ICG
IgG a IgM
M

MR
MRI
NBC
NIR
NMR
PAA
PET
QDs
R1, R2
RF
RhoA
RITC
RTKs

SPECT
SPIO

magneticky moment

ADP-ribozila¢ni faktor 6 (ADP-ribosylation factor 6)
magnetické pole

proteiny komplementu C3, C4 a C5

kontrastni latka (Contrast agents)
protein kontroly bunééného déleni Cdc-42 (Cell division control protein
42 homolog)

transport nezavisly na klatrinu (Clathrin-indipendent carries)

klatrinem zprostfedkovana endocytoza (Clathrin-mediated endocytosis)
receptor komplementu (Complement receptor)

vypocetni nebo téz pocitacova tomografie (Computed tomography)
choleratoxin B (Cholera toxin B)

kaveoly zprostiedkovana endocytdza (Caveolae-mediated endocytosis)
vacek obaleny klatrinem (Clathrin Coated Vesicles)

prutokovy cytometr (Fluorescence Activated Cell Sorter)

Fc receptor (Fragment crystallizable receptor)

komplex gadolinia s diethylentriaminpentaoctovou kyselinou

komplex gadolinia s komer¢nim nazvem Gadoteridol
GPI obohacené c¢asné endosomy (GPI-enriched early endosomal
compartments)

zeleny fluorescencni protein (Green fluorescent protein)
glykofosfatidylinositol (Glycophosphatidylinositol)

GTP fosfohydrolaza

protein teplotniho Soku Hsp70 (Heat shock protein 70)

spin jadra

indocyaninova zelen (Indocyanine green)

imunoglobuliny G a M

magnetizace

magneticka rezonance

zobrazovani magnetickou resonanci (Magnetic resonance imaging)
Nobelova cena

oblast blizkého infraderveného zatreni (Near Infrared)

nuklearni magneticka rezonance (Nuclear magnetic resonance)
polyakrylova kyselina

pozitronova emisni tomografie (Positron emission tomography)
kvantové tecky (Quantum Dots)

relaxivita Ry a Ry

radio-frekvencni (radio-frequency)

Ras homolog genové rodiny A (Ras homolog gene family, member A)
rhodamin B isothiokyanat

tyrosinkinazové receptory (Receptor tyrosine kinases)

tomograficka scintigrafie (Single-photon emission computed tomography)
superparamagnetické nanocastice na bazi oxida zeleza
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(Superparamagnetic iron oxide nanoparticles)

SRs scavengerové ,,zametaci receptory (Scavenger receptors)

SV40 opic¢i polyomavirus 40 (Simian virus-40)

T,aT, T1 neboli longitudindlni (podélny) relaxacni Cas, T, neboli transverzalni
(pti¢ny) relaxacni ¢as

uv oblast ultrafialového zateni (Ultraviolet)

VIS oblast viditelného svétla (Visible light)

X, Y, 2 soutfadnice kartézského systému

wo frekvence
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1. Vezikularni transport (Vesicular trafficking)

V extracelularnim prostoru buiiky mohou nanocastice (a dalsi latky) interagovat
s vnéj$im povrchem plazmatické membrany — vazba na bunéény povrch umozni jejich vstup
do buiiky tzv. procesem endocytoézy. V prvnim kroku dochézi k vychlipeni membrany, ktera
prisluSnou castici obali; uzavienim membrany pak vznikd intracelularni vacek zvany
endozom. Obsah endozomu je nasledné dopraven do specializovanych vezikularnich struktur.
Zde je obsah vackl roztfidén a nasmérovan do cilovych mist, jimiZ mohou byt jednotlivé
bunécné kompartmenty, ptipadné¢ mize byt obsah vacki recyklovan zpét do extracelularniho
prostoru nebo transcytovan napfi¢ bunikou.[1]

Latky mohou do buriky vstupovat n¢kolika riznymi mechanismy (Obr. 1). Endocytozu
je mozné rozdélit do n€kolika zakladnich velkych skupin, a to na fagocytézu neboli ,,bunécné
jedeni® (typ endocytozy, pii kterém jsou pohlcovany velké Castice) a na pinocytézu neboli
,bunééné piti* (typ endocytdzy, pii kterém jsou piijimany tekuté a rozpusténé latky), pfiCemz
fagocytozu vykazuji spisSe specializované savéi bunky, zatimco pinocytéza je typicka pro
vSechny bunééné¢ typy. Dal§imi typy endocytéozy bunika pohlcuje mensi mnozstvi
extracelularniho materialu a uplatiiuji se pfi nich nejriznéj$i molekularni mechanismy — viz
Obr. 1.[2]

Obr. 1: Mechanismy endocytézy zahrnujici nejriiznéjsi cesty vstupu pevnych ¢astic a rozpusténych latek
dovnitfi buriky. Zkratky: CCV — clathrin coated vesicles (vacek obaleny klatrinem), CLIC — clathrin-
independent carries (transport nezavisly na klatrinu), GEEC — GPl-enriched early endosomal
compartmentsment (GPI obohacené ¢asné endozomy), GPI — glycophosphatidylinositol; Obr. 1 ptevzat
z[1]
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1.1. Fagocytoza

Fagocytdza mé zasadni vyznam pfi fyziologické obrané¢ organizmu vici cizorodym
elementiim, napt. vétSiné bakterii a nékterym virtim i1 pfi pohlcovani inertnich Castic vcetné
napf. nanocastic s obsahem 1¢kii.[3]

Fagocytoza zpravidla probiha ve specializovanych ,,profesionalnich® fagocytech, jako
jsou makrofagy, monocyty, neutrofily a dendritické bunky. Fagocytickd aktivita se vSak
V mensi mife miize vyskytnout i u tzv. ,,neprofesionalnich® fagocytii, kam miizeme zatadit

napt. fibroblasty, epitelialni a endotelialni buniky.[3,4]

A Opsonization B Adhesion and ingestion C Phagosome D Phagosolysosome
formation formation

4 .&\Q.

Legend: «7 Actin

Y Immunoglobulin G Lﬁ Fey receptor

® Complement protein v Complement receptor
t—_ Other opsonins @ Enzyme pool

Obr. 2: Prubéh opsonizace zakonceny fagocytézou A) opsonizace castice imunoglobuliny, proteiny
komplementu a jinymi opsoniny v krevnim fecisti; B) interakce opsonizované Castice s povrchem
burniky, aktivni pohlceni c&astice; C) zrajici fagozom, ktery se sluuje s lyzosomem za vzniku

fagolyzosomu; D) fagolyzosom nachylny k degradaci; Obr. 2 pfevzat z [3]

Vstup ¢astice do bunky prostfednictvim fagocytdzy sestava ze tii kroki: v prvni fadé
musi dojit k rozpoznani ¢astice opsonizaci v krevnim feciSti; nasledné musi rozpoznana
Castice piilnout k bunééné membrang; a nakonec musi byt ¢astice buiikou pohlcena.[3]

Rozpoznani cizich Castic zaloZzené na opsonizaci spo¢iva v oznaceni téchto Castic
bilkovinami zvanymi opsoniny (Obr. 2A). Takto oznafené Castice se stavaji ,,viditelnymi‘ pro
makrofagy, a tudiz mohou interagovat s pfisluSnymi receptory a byt nasledné fagocytovany.
Proces opsonizace muze byt zprostitedkovan kromé opsonint také proteiny komplementu (C3,
C4 a C5), imunoglobuliny (IgG a IgM) a dalsimi proteiny krevniho séra, jako jsou napf.
laminin, fibronektin nebo kolagen 1.[5] Castice oznatené opsoniny nésledné interferuji
S receptory na povrchu bunky prostfednictvim interakce receptor-ligand (Obr. 2B) a vstupuji
do bunky. Mezi hlavni receptory ucastnici se fagocytézy patii Fc receptor (FcR) a
komplementovy receptor (CR). Na fagocytdze nanocastic se mohou podilet i dalsi receptory,
jako je napf. mandzovy receptor (MS) nebo scavengerové (,,zametaci®) receptory (SRs).[4,6]

Po pozieni Castic se uvniti buiiky vytvofi fagozom, jenz pohlceny obsah transportuje do
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cytoplazmy (Obr. 2C).[3] Obsah vacku je ruzné Stépen a fuzovan, diky tomu pfislusny
fagozom postupné dozravd a méni se nejdiive v Casny endozom a nasledné v pozdni
endozom, ktery nakonec splyne s lyzosomem za vzniku fagolyzosomu (Obr. 2D); v ném je

piijaty obsah definitivné rozlozen.[4]

1.2. Pinocytoza

Pohlcovani tekutého materialu (vyznamné pro vstup nanocastic, které se nevazi na
bunécny povrch specifickou nebo nespecifickou interakci) — pinocytéza muize probihat
VvV zdsad¢ nejméné Ctyfmi mechanismy, a to a) klatrinem zprostiedkovanou endocyt6zou
(CME); b) kaveoly zprostiedkovanou endocytézou (CvME); c¢) makropinocytézou a d)

endocytdzou nezavislou na klatrinu a kaveolech (Obr. 3).[2]

I+J_|

Pinocytosis Phagocytosis

[ 1
Clathrin- Clathrin-
dependent independent
|
I 1 I
Caveolae- Caveolae- Macro-
mediated pinocytosis

CME and clathrin-
indepfndem
I T | 1
Arf6- Flotillin- Cdc42- RhoA-
dependent dependent dependent dependent

Obr. 3: Klasifikace endocytozy; Obr. 3 pievzat z [1]

1.2.1. Klatrinem zprostiedkovana endocytoza (CME)

Ve vSech typech sav€ich bun€k se uplatiiuje endocytéza zprostiedkovana pomoci
klatrinu (CME), ktera se podili na klicovych fyziologickych procesech, jako je piijem Zivin
nebo vnitrobunéénd komunikace. Vstup ¢astic do buniky je dan specifickou interakei receptor—
ligand. K této interakci dochazi na specifickych mistech povrchu bunééné membrany, jeZ jsou
bohata na klatrin (hlavni cytosolicky obalovy protein). Tvorba klatrinového vacku je zalozena
na polymerizaci klatrinovych jednotek, které vytvareji strukturu podobnou kosiku (Obr. 4).[3]
Jednotka klatrinu se nazyva triskelion a podoba se tfinohému vétrniku (ten odpovida trem
identickym klatrinovym téZzkym fetézciim). Pravé tyto jednotky umoziuji tvorbu
polyhedralnich kleci.[7] Po vzniku takovéto klece se u jejiho usti zacnou shromazdovat
molekuly dynaminu, ty nasledné umozni odStépeni vznikajiciho vacku a jeho prichod dovnitt

buiiky. Vacek se nasledné oznacuje jako Casny endozom. Po odStépeni vacku od plazmatické
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membrany dochazi k rozkladu jeho klatrinového obalu ptsobenim napft. heat shock proteinti
(Hsp70). Jednotky rozlozenych klatrinovych obalii pak mohou byt znova pouzity k vystavbe
novych vacki. Casné endozomy posléze dozravaji v endozomy pozdni. Obsah vadki maze
byt bud’to recyklovan prostifednictvim sortujicich endozomii nebo mtize byt dale zpracovavan
cestou urCenou k degradaci v lyzosomech.[8] Degradace v lyzosomech je dilezita pro
nanocastice nesouci léky, nebot’ umoznuje, aby byly vystaveny kyselému pH a piislusSnym
lyzosomalnim hydrolazam, které pti pouziti vhodného chemizmu zarudi, ze ¢ast jejich obsahu
se uvolni do cytoplazmy.[3]

A Membrane curvature B Clathrin lattice ~ C Clathrin-coated vesicle D Vesicle uncoating
generation formation formation

=

Obr.4: Priabéh endocytézy zavislé na Kklatrinu a) tvorba endohedralni mftizky z triskelioni; b) po
zformovani klatrinové mftize do podoby kosSe pfistupuje dynamin, ktery zajistuje St€peni membrany;
c) dochazi kuvolnéni cytosolickych klatrinovych vacks; d) nasledné obnazeni vacku umoziuje
recyklaci klatrinovych triskelionti; Obr. 4 ptevzat z [3]

’ Legend: Y~ Clathrin triskelion O Dynamin

1.2.2. Kaveoly zprostiedkovana endocytéza (CvME)

Kaveoly jsou pfitomny v nejriznéjSich bunécnych typech, jako jsou hladké svalové
bunky, fibroblasty, endotelidlni buniky a tukové buniky. Jsou to v podstaté vychlipeniny ve
tvaru banky nachazejici se na bunééné¢ membrane. Ty mohou mit 60 az 80 nm Vv priméru a
mohou zaujimat 1 vic jak tfetinu povrchu plasmatické membrany. Pro utvafeni kaveol je
nezbytny protein kaveolin-1. Diky svému uspofadani mohou kaveoly pohlcovat nejriiznéjsi
Castice, které se navazou na jejich povrch.[9] Po té, co jsou Castice navazany na povrch
bunky, putuji po plazmatické membrané lateralni difuzi, dokud nedojde k jejich lokalizaci v
endocyticky aktivni kaveole.[8] Nasledné odstépeni kaveolll z membrany je zprostiedkovano
prostiednictvim dynaminu (GTPaza), umoznujiciho vytvoreni cytosolického kaveolarniho
vacku, z néhoz pozd€ji vznikd takzvany kaveozom. Kaveozomy neobsahuji Zadné
lyzosomalni enzymy, coz je ¢ini idealnimi pro transport vybranych nanocastic nesoucich 1éky
pfipadné jiné latky, jako jsou peptidy, bilkoviny, nukleové kyseliny apod., vesmés velmi

citlivé na ptisobeni degradacnich enzym.[3]
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1.2.3. Makropinocytoza

Makropinocytoza je zvlastni ptipad na aktinu zavislé endocytdzy, pii které dochézi
k internalizaci tekutiny a plazmatické membrany do velké vakuoly zvané makropinozom.
Spoustécem makropinocytozy je vnéjsi podnét v podobé riistového faktoru, jenz ma za ukol
aktivovat tyrozinkinazové receptory (RTKSs). Tyrozinkinazové receptory postupné spousti
signalizacni kaskadu, ktera aktivuje prestavbu aktinovych filament, diky ¢emuz dochézi ke
zvInéni membréany a vytvareni extenzivnich vychlipeni. Tyto zmény na membrané pak slouzi
k pohlceni okolni tekutiny a zivin z extracelularniho prostiedi.[10]

Tuto cestu piijmu pomérné¢ velkych c¢astic mohou vyuZzivat predevSim buiky
postradajici fagocytozu. Makropinocytdza muize také slouzit jako nespecifické vstupni misto
pro nanomateridly vyuzivajici vice mechanizml pro vstup do bunky.[1] Bunikami, které
pohlcuji extrémné velké mnozstvi extracelularniho materidlu pomoci makropinocytozy, jsou
dendritické bunky; pohlceny material néasledné slouzi k prezentaci antigent prostfednictvim
molekuly MHC 1I. tfidy. Spravné designované nanocastice (pro vstup do bunky
prostfednictvim makropinocytdzy), tak mohou byt vhodnymi vektory pro modulaci antigenni

prezentace.[11]

1.2.4. Endocytoza nezavisla na klatrinu a kaveolech

Vstup Castic do buniky zprostfedkované jinymi cestami, neZ endocytézou zavislou na
klatrinu nebo kaveolech, je zavisly na cholesterolu a vyZaduje vesmés specifické lipidické
sloZzeni. Témito cestami miZe byt transportovana do buiky napf. extracelularni tekutina,
SV40 (simian virus-40), CTxB (cholera toxin B), GPI vazané proteiny, interleukin-2, ristové
hormony apod. Transport vyzaduje specifické efektory, podle nichz, je mozné jednotlivé cesty
vstupu rozdélit, a to na Arf6 zavislé, flotilin zavislé¢, Cdc42 zéavislé a RhoA zavislé
(obr. 3).[12]

Neni zndmo mnoho nanomateriall, které by pro vstup do bunky vyuZzivaly endocytozu
nezavislou na klatrinu nebo kaveolech. Mezi tyto nanomateriadly patii napf. nanocastice a
polymery modifikované folatem.[1] Mnohé lidské nddorové buniky zpravidla exprimuji
vysoké hladiny folatovych receptort, ¢ehoz se da vyuzit pii 1écbé nddorovych onemocnéni.
Lécebna agens tak mohou byt cilené a efektivné transportovana do cytoplazmy nadorovych

bunék.[13]

15



2. Metody znaceni bunék

Populace bun¢k je mozné oznacit pomoci kontrastnich latek. V dne$ni dobé existuje
mnoho zpusobli znaCeni bunck, které jsou =zaloZzeny na nejraznéjSich specifickych
a nespecifickych znacicich metodach. Jednotlivé metody mohou byt zalozeny na riznych
biologickych a biochemickych principech, vétSinou vSak dochazi k piijmu kontrastniho agens

procesem endocytozy, popi. pfimou interakci s plazmatickou membranou.[14]

2.1. Nespecifické znaceni bunék

Nespecifické znaceni bun¢k vyuziva sondy obecné vstupujici do bun¢€k bez ohledu na
jejich ptesny typ ¢i diferenciac¢ni stadium. Tento typ znaéeni je tedy v zasadé vhodny pro
vSechny typy bungk, a lze jej vyuzit jak pii studiu bunék ex vivo, tak i pii studiu bunék in
vivo. Nespecifickou metodou mohou byt oznaceny jednak smiSené a nedefinové bunééné
populace, ale i populace definovanych a ¢istych bunéénych linii. Nespecifické metody
znaceni bunék l1ze dale rozdélit na metody piimé a nepiimé.[14]

P#imé metody znaceni bunck, na rozdil od metod nepiimych, zpravidla nevyzaduji
vnéj$i zasah (jakym je napft. elektroporace) pro vstup kontrastniho agens dovnitf bunék;
k pfijmu kontrastni latky vétSinou dochazi na zakladé endocytdzy. Neexistuje ostra hranice
mezi obéma typy znaceni — napf. transfekce je znacici metodou, kterd se nachazi na pomezi
pfimého a neptimého znaceni bunek.

Pfimé znaCeni bunék je nejjednodussi a nejpfimocarejsi cestou znaceni bunck.[15]
Metody piimého bunééného znaceni vychdzi z principll histologického znaceni bunék.
Metoda umoznuje specificky (dle konkrétniho chemizmu — zpravidla typu naboje) zobrazit
buiikky v jednotlivych orgédnech, avSak v ramci vSech bunécnych typil pfijimajicich agens
dochazi k nespecifickému znaceni bunék.[14] Vyhodou téchto metod je snadna proveditelnost
a finan¢ni nenéarocnost. Nejjednodussi pristup spociva v inkubaci bunck s kontrastni latkou,
ktera do buiiky vstupuje ptes bunéénou membranu procesem endocytozy, u fixovanych bunék
je vyzadovana permeabilizace (pomoci detergentti, alkohold nebo rozpoustédel).[16]

Nepiimé bunécné znaceni (vyuzivajici specifickych technik umoziujicich vstup sond

do buiky, nezavisle na endocytickych procesech a chemizmu plasmatické membrany)

vvvvvv
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2.1.1. Znaceni bunék pomoci radioizotopu

Znaceni bunék pomoci radioizotopi patii mezi klinicky nejstarSi metody pouzivané
ke znaceni bungk. Jednim z prvnich radioizotopd, jenz byl pouzit v praxi, byl radioizotop
india 111, ktery ma relativné¢ dlouhy polocas rozpadu (T'2 = 2,8 dne), diky tomu je mozné
bunky sledovat pomoci tomografické scintigrafie (SPECT) po dobu 5 az 7 dnu.[16]
K oznaceni bun¢k dochazi piimou kultivaci bunék s komplexem oznacovanym jako
n-oxin [tris(8-hydroxychinolinat)indity]. Tém&F veskeré mnozstvi radioizotopu je piijato
bunikami jiz béhem prvnich 15 minut inkubace.

Z pokusu, pii nichz byl pouzit Y n-oxin vyplyva, Ze se ucinn¢ vaze na bunky, a ze
alespoii ¢ast téchto radioizotopt opousti buiiky postupné. Déle se ukézalo, Ze se radioizotopy
vazou k nejrizngjSim intracelularnim komponentam, a poskytuji tak stabilni oznaceni

bunky.[18]

2.1.2. Znaceni bunék pomoci kontrastnich latek pro MRI

Bunky ozna¢ené magnetickymi kontrastnimi latkami lze sledovat in vivo pomoci MRI
(zobrazovani magnetickou rezonanci). Studium bunéénych populaci pomoci této metody
umoznuje lepsi pochopeni procestt bunééného transportu. Toho se da nasledné vyuzit napt. pti
1écbé nadorti, pfi sledovani chovani tkanovych transplantati nebo ve vyvojové biologii.
Intenzita MR signalu z&visi na koncentraci pfidané kontrastni latky a na typu pouzité bunécné
linie.[19]

Kontrastni latky, resp. magnetické nanocastice, urené pro in Vivo zobrazovani
magnetickou rezonanci by v idedlnim piipadé¢ mély kombinovat optimalni magnetické
vlastnosti se stabilitou a biokompatibilitou. Tyto vlastnosti mohou byt v konecném disledku
ovlivnény vyslednou velikosti €astic, jejich sloZzenim, krystalinitou, morfologii povrchu a
povrchovymi Upravami. Nanocastice zpravidla potfebuji mit kolem svych magnetickych jader
obal brénici jejich agregaci ve vodném prostiedi; tento obal by mél soucasné zajistovat také
stabilitu a biokompatibilitu nanocastic. Jako obalové materialy mohou slouzit nejriiznéjsi
organické ligandy, malé molekuly stabilizujici naboj, polymery nebo anorganické materialy.
Charakter obalu bude ovliviiovat pfistup vody k magnetickému jadru, diky ¢emuz bude
ovlivnéna i relaxivita a vysledna ucinnost kontrastni latky.[20]

Pti MRI sledovani nesmrtelnych bunéénych linii se vSak setkdvame s jistym
omezenim, které vyplyva z vlastnosti téchto neustale se délicich bunck. Nesmrtelné bunééné
linie in vivo totiz velmi rychle proliferuji, coz postupné vede k rozifed’'ovani intracelularné
piijatych kontrastnich latek (coz je obecny problém pii pouziti sond). Takto nafedéna
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kontrastni agens poskytuji mnohem slabsi signal, nez ktery je potieba k detekci metodou
MRI.

Roziedéni pohlcenych castic kontrastni latky béhem proliferace se projevuje nejen
u nediferencovanych bunécnych linii, nybrz i u bunécnych linii, které diferenciaci podléhaji.
Rozdil mezi témato dvéma typy buné¢nych linii v8ak spociva v distribuci kontrastni latky
uvnitf délicich se bunék, pficemz u nediferencujicich bunéénych linii, délicich se symetricky,
dochazi k symetrické distribuci kontrastni latky mezi dcefiné bunky. Zatimco
u diferencujicich bunéénych linii, d¢licich se asymetricky, dochazi k asymetrické distribuci
kontrastni latky mezi dvé nové vznikajici bunky. Diky tomu nékteré bunky mohou obsahovat
vétsSinu kontrastniho agens, zatimco jiné bunky jej mohou obsahovat minimum nebo vibec

7adné.[21]

2.1.3. Znaceni bunék pomoci kvantovych tecek

Kvantové tecky (QDs) jsou nanokrystalické polovodice,[22] které se pouzivaji jako
fluorofory v nejriznéjsich biologickych aplikacich. Zakladem kvantovych tecek je nejéastéji
j&dro z CdSe pokryté vrstvou sulfidu zinecnatého. Vrstva ZnS pasivuje povrch jadra, ¢imz jej
chrani pted oxidaci a snizuje jeho toxicitu.[23]

Vyhodou kvantovych tecek je jejich schopnost emitovat zafeni o konkrétnich
vlnovych délkach spektra (v zéavislosti na jejich velikosti), pficemz toto zafeni mohou
emitovat po dobu az nékolika tydn®;[22] jsou totiz mimofadné odolné vici tzv.
photobleachingu (fotolytické degradaci).[24] Kvantové tecky jsou chemicky inertni a nemaji
negativni u¢inky na buiiky ani na jejich vyvoj, neSkodné jsou také pii pouziti na zvitatech.
Podobné jako jiné fluorofory mohou byt i1 kvantové tecky specificky zacileny proti
rakovinnym buiikdm v téle, a to vhodnou konjugaci s peptidy ¢i protilatkami.

Kvantové tecky, diky svym optickym vlastnostem, velmi snadno ptfed¢i bézné
pouzivané organické fluorescencni latky, které jsou schopné fluorescence pouze po nekolik

malo minut.[22]

2.1.4. Transfekce

Jednim z pfistupii nespecifického nepfimého znaceni bun€k je pouZiti transfekénich
¢inidel. Prostfednictvim transfekce je mozné velmi G¢inné zabudovat znacku prakticky do
jsou metody zaloZené na zabudovani kontrastnich latek pomoci prosté¢ endocytdzy. Navic

néktera transfekéni ¢inidla mohou byt toxicka.[16]
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Idealni transfekcni ¢inidlo by mélo mit vysokou transfekéni ucinnost, nemélo by byt
cytotoxické a melo by byt pouzitelné pro Siroky repertoar bunék.[25] Tyto vlastnosti spliiuje
napf. lipofectamin, coz je bézné¢ pouzivané transfekcni €inidlo, které zprosttedkovava vazbu
komplexu k bunééné membrané¢ pomoci kladného naboje; nésledné dochazi ke vstupu
komplexu do buniky procesem endocytozy.[14]

Transfekce s pouzitim reportérovych genti (napf. fluorescencnich proteinl) umoziuje
spolehlivou, stabilni a neSkodnou vizualizaci bunéénych funkci v cilovém misté.[26]
Reportérové geny exprimuji enzymy nebo proteiny, které mohou byt posléze detekovany.
Vyhodou je dlouhotrvajici genova exprese, na kterou nema vliv bunécna proliferace. Z téchto
divodu Ize buniky oznacené transfekci sledovat v zasadé po neomezené dlouhou dobu (danou
poctem bunéénych déleni). Dalsi vyhodou je, ze k expresi reportérovych genti dochazi pouze
v zivych bunkdch. Navic lze reportérovy gen regulovat specifickym promotorem; jehoZz

sepnuti je zavislé napt. na nastupu diferenciace kmenové bunky.[15]

2.1.5. Elektroporace

Dal$im zptsobem, kterym mohou kontrastni latky vstoupit do bunék, je metoda tzv.
elektroporace,[14] jez vyvolava vratné elektromechanické zmény permeability v bunéénych
membranach.[27] Princip metody vychazi z aplikace kratkych elektrickych impulzi, které
docasn¢ zvySuji propustnost membrany.[28] Vliv elektrického pole zplisobi rozdil
transmembranového potencidlu, diky cemuZ v nékterych mistech membrany dochazi
k docasnému rozruseni a ke vzniku pori.[29] Skrz tyto pory je pak pfechodné umoznéna
vyména latek. Dilezité je, ze béhem elektroporace nedochédzi k vyznamnému poskozeni
membranovych struktur.[28] Lokalizace kontrastnich latek piijatych elektroporaci zavisi na
typu pouzitého kontrastniho agens.[14] Zatimco nanocéstice, jako napt. Feridex (komeréni
superparamagnetické nanocastice na bazi oxidi Zeleza), vyuzivaji po vstupu do bunky
nékterou z cest endocytozy,[27] tak malé molekuly, jako napf. Gd-HP-DO3A (komplex
gadolinia) zistavaji po elektroporaci v cytosolu buriky.[30]

Elektroporaci lze velmi dobie vyuzit u tézko transfekovatelnych bunéénych typi, jako
jsou napt. nékteré bilé krvinky nebo embryonalni kmenové bunky.[27] Elektroporace je
v zésad¢€ jednoduchd, snadno aplikovatelnd a velmi efektivni metoda umozilujici vstup latek

do bunky.[28]
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2.1.6. Genové pistole (Gene guns)

Pomoci této techniky je mozné zavést dovnitf bunck, tkani nebo organel geneticky
materidl, ale naptiklad i kontrastni latky pro MRI, vcetné¢ nanocastic. Materidl urceny
k internalizaci je tlakem plynu vystielen do butiky. Metoda znaceni bunék pomoci genovych
pistoli vyzaduje specializované zatizeni a u€inné znaceni je technicky naro¢né. Tento zplisob
znaceni bunék nenese zadné zvlastni vyhody a potencidlni nezaddouci U¢inky dosud nejsou
znamé.[14] Pro nékteré typy organizmu slozenych z bun€k se silnou bunéfnou sténou je

vyuziti genovych pistoli metodou prvni volby (rostliny, houby).l)

2.2. Specifické znaceni bunék

Pomoci specifického znafeni bun€k je mozné cilené¢ oznacit konkrétni bunky ve
smi$ené bunééné populaci.[14] Zobrazeni konkrétnich bunék pomoci nanocastic, stejné jako
nanocasticemi zprostfedkovany transport 1ékti do vybranych buné¢k, zpravidla vyzaduje
konjugaci s néjakym vektorem v podobé proteinu, nejcastéji monoklonalni protilatky,[31]
peptidu, aptameru (kratky oligonukleotid nebo peptid schopny zcela specifické vazby k cilové
molekule) apod. V porovnani se znaCenim bunék prostou endocytézou, vazba vektoru ke
specifické bunécéné struktuie (princip vazby receptor-ligand) vyrazné zvySuje U¢innost
bunééného znaceni. Nevyhodou je, Ze kontrastni latka muize vstupovat 1 do jinych bunck
(hlavné fagocytll), a to zejména v ptipadech, kdy dojde k Gmrti prvotné oznacenych bunék,
jejichz ostatky jsou vzapéti endocytovany makrofagy.[14]

V nedavné dobé vzrostl v biologickych aplikacich zdjem o superparamagnetické
mikrokulicky, které mohou byt pouZity k magnetickému tfidéni a identifikaci bun¢k. Diky
vysoké hodnoté magnetického momentu lze totiz mikrokulicky snadno detekovat pomoci
vnéjsiho magnetického pole (pomoci MRI).[32] Mikrokuli¢ky ve spojeni s protilatkami, jez
maji afinitu ke konkrétnim bunénym strukturam, mohou byt pouzity pro specifické znaceni
bun€k. Vyhoda mikrokulicek navézanych na protilatky spo€ivd v moZnosti jejich pfimé
inkubace s buné¢nou kulturou, kde se vazi na jejich povrch za vhodnych podminek (sniZeni
teploty) nedochazi k jejich vstupu dovnitf bun€k, diky tomu nejsou bunky vystaveny
potencialnim toxickym G¢inktiim mikrokuli¢ek. Nevyhodou mize byt, ze interakci s povrchem
bunky muize v nékterych ptipadech (napt. po vazbé na receptory smrti €i jiné pro-apoptotické

receptory) dojit k zahajeni nezadoucich biochemickych procest véetné apoptozy.[14]
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2.3. Cytotoxicita

Produkce nanocéstic ur¢enych pro biomedicinské aplikace stale roste, z tohoto diivodu
jsou nanocastice navrhovany tak, aby interakce s bunkami byla snadnd a bez projevil
nezadoucich ucinka. Dilezité je také znat cesty, kterymi jsou nanocastice uvniti bunky
degradovany. V nékterych ptipadech totiz mlze dochazet k akumulaci degradovanych
nanocastic v buiice, coZ ma za nasledek zmény v intraceluldrnim prostfedi, jako jsou napf.
zmény genetického kodu €1 naruseni integrity organel.

Experimenty probihajici v in vitro podminkach nekladou pfili§ vysoké pozadavky na
ptipadnou cytotoxicitu nanocastic. Naproti tomu in vivo aplikace vyzaduji dukladné
pochopeni kinetiky a toxikologie pouzivanych nanocastic.[31] Miru cytotoxicity in vitro lze
stanovit pomoci nejriznéjSich testli vychazejicich ze zjistovani poctu prezivajicich bunck
(viabilita bungk), sledovani jejich proliferace a bunéénych funkci.[14] Pii studiu cytotoxicity
je dilezité, aby zjisténd umrtnost bunék odpovidala toxicit¢ nanocastic, nikoliv zménam
vngjsiho prostiedi, jako je napt. kolisani teplot, zmény pH, nedostatek zivin apod.

Nejjednodussi zptsob, jakym lze miru cytotoxicity zjistit, je vizualni kontrola
proliferace bunék pomoci svételné mikroskopie. Bézné jsou pouzivany také barevné testy
zjistujici miru integrity plazmatické membrany a intenzitu mitochondrialni ¢innosti. Barevné
cytotoxické testy vychdzeji z pouziti barviv, jako je napf. neutralni Cerven nebo trypanova
modf. Neutralni ¢erven je organické barvivo s kladnym nabojem, které mize difundovat skrz
plazmatickou membranu, pfi¢emz maé tendenci se hromadit v lyzosomech uvnitt Zivych
bunék. Toto barvivo nevstupuje do bunék, jejichZ membrana je poznamenana patologickymi
zménami (umirajici a mrtvé bunky). Naproti tomu trypanova modi je zaporné nabité
organické barvivo, které vstupuje vyhradné do mrtvych bunék; zivé buiky zistavaji
neobarvené.[31] Viabilitu bunék lze nasledné zjistit spocitanim bun€k pomoci svételné
mikroskopie. V piipad¢ pouziti fluorescenénich barviv (jako je napi. propidium jodid nebo
ethidium homodimer-1 vstupujici pfes membranu pouze do mrtvych bungk), Ize viabilitu
zjistit pomoci fluorescen¢ni mikroskopie nebo prutokové cytometrie.[14]

Nevyhodou studia toxicity na bunéénych liniich je jeho obtiZznost vyplyvajici ze
skutecnosti, Ze jednotlivé vyzkumné tymy mohou pouzivat rizné kultiva¢ni podminky; ¢asto
se lisi typem pouzivané bunécné linie, koncentraci pfidavanych nanocéstic a dobou, po kterou
jsou buiiky s nanocasticemi inkubovany. Ale 1 pfesto je vyuZzivani bunéénych linii pfi studiu
cytotoxicity mnohem vyhodnéjsi nez experimenty provadéné na zvitatech, nebot’ v piipadé
buné¢k se experimentalni podminky daji Iépe kontrolovat, experimenty jsou reprodukovatelné,
jsou levnéjsi a odpadaji zde etické problémy.[31]
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3. Studium bunék in situ

V soucasné dob¢ vzrostl zadjem o pouzivani bunék jako transportérii 1€Cebnych agens,
diky tomu doslo také k rozvoji neinvazivniho zobrazovani bun€k in vivo.[14] Sledovani bun¢k
in vivo umoziuje studium zakladnich molekularnich procest na Grovni molekul, bun¢k, tkani
a organi bez interpreta¢nich komplikaci moznymi experimentalnimi artefakty.[33]

Idedlni zobrazovaci metoda by méla byt biokompatibilni a netoxicka, neméla by
zpusobovat zadné genetické modifikace a poskozeni bunék, detekce by meéla byt snadna
Vv jakékoli anatomické poloze a méla by umoznit kvantifikaci signalu a néasledné i poctu
pozitivnich bun¢k. Béhem proliferace bun¢k by nemélo dochazet k extrémnimu natredéni
kontrastni latky, nemélo by také dochéazet k pfenosu kontrastni latky do jinych bunék.
Neinvazivni zobrazovani by mélo byt mozné po nékolik mésicti az let. Metoda by v idedlnim
ptipad¢ neméla vyuzivat injek¢ni podavani kontrastnich latek.[34]

Vzhledem Kk tomu, Ze v dneSni dobé neexistuje kontrastni latka se vSemi témito
vlastnostmi,[35] se k zobrazovani Casto pouZzivaji kombinace vlastnosti vice typt kontrastnich
latek.[34]

Studium bunécnych populaci je v posledni dobé velmi rozsifenou problematikou;
v souvislosti s tim dochazi také k rozvoji zobrazovacich metod a pfislusnych kontrastnich
agens. JelikozZ se tato prace zabyva znacenim bun€k pomoci magnetickych nanocastic, bude
Vv této a nasledujici kapitole vénovana pozornost pouze vybranym zobrazovacim metodam,
ato optickym metodam, pratokové cytometrii a MRI. Vybér metod vychazi Cisté z praxe.
Vlastnimu pouziti pfipravenych nanocastic, jako MRI kontrastnich agens pro dalsi vyzkum ¢i
klinickou praxi, pfedchazi zjisténi vlivu nanocastic na bunky (vliv na proliferaci — optické
metody, zjiSténi cytotoxicity — pritokova cytometrie) a nasledné ovéfeni jejich magnetickych

vlastnosti (MRI).

3.1. Optické metody
Optické zobrazovani pfestavuje neinvazivni, netoxickou, pomeérné¢ univerzalni a
citlivou metodu (citlivost na urovni jediné buiiky je ve srovnani s MRI o n¢kolik fada vyssi),

ktera je zaroven levna a rychla.[35]

3.1.1. Obecné principy
Zobrazovani prostiednictvim optickych metod je zavislé na pouzité vinové délce, na

typu piistrojové techniky, ktera slouzi k detekcei, a na tom, zda je detekce ovlivnéna priddnim
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kontrastni latky. Pti vlastni interakci svétla v tkani se pak uplatiiuji procesy, jako je absorpce,
rozptyl fotonti a produkce fluorescencni emise. Pouzita vinova délka urcuje, do jaké hloubky
bude mozné danou tkan zobrazit (viz Tab. 1). V rozsahu UV-VIS vilnovych délek (az do
650 nm) dochazi k absorpci fotonti tkanovymi chromofory, jako je napf. oxyhemoglobin a
deoxyhemoglobin, pouze v prvnich nékolika mikrometrech az milimetrech hloubky tkang¢,
zatimco v rozsahu vinovych délek blizkého infraerveného zareni (NIR, 700 az 900 nm)

absorpce dosahuje do hlubsich mist tkané.

Tab. 1: In vivo optické zobrazovaci techniky; Tab. 1 pievzata a upravena z [33]

Vinova Max.
Technika . Kontrastni princip hloubka
délka ;
zobrazeni
Mikroskopie (EPI-fluorescenéni, Y
konfokélni, 2-fotonova) VIS autofluorescence, fluorescencni sondy 500 um
Opticka koherentni tomografie
(OCT) VIS rozptyl, odraz 2mm
Laser speckle imaging VIS, NIR rozptyl, odraz 1 mm
Fluorescenéni odrazové zobrazovani VIS, NIR autofluorescence, fluorescenéni sondy ~10 mm
Bioluminiscen¢ni zobrazovani VIS bioluminiscen¢ni znacky (luciferaza) ~3cm
Diftizni opticka tomografie (DOT) NIR ;(;Z%tsyl’ vnitfni absorpee, absorpCni ~12cm
Fluorescen¢ni molekulova tomografie NIR fluorescenéni agens ~12¢m
(FMT)
Vylepsena endoskopie/laparoskopie VIS, NIR | vizualni kontrola, fluorescencni agens ~5mm

Podobné jako v MRI lze docilit lepSiho signalu pouZitim kontrastnich latek, tak i u
optickych metod se da intenzita signalu posilit pouzitim fluorescencnich barviv (fluorofortt).
Ke kontrastu pak dochédzi na zdkladé morfologickych charakteristik vlastni tkdné. Mezi
fluorescen¢ni barviva patii napt. indocyaninova zelenn (ICG) — prvni fluorescencni barvivo
pouzité k diagnostice nadorti pomoci optickych metod. Fluorescen¢ni sondy je navic mozné
vhodnou konjugaci s malymi molekulemi ¢i protilatkami, proteiny, peptidy apod. specificky
zacilit na konkrétni molekularni struktury, které jsou v nékterych piipadech typické pro
patologické stavy. Ke konjugaci s t€émito biomolekulami se nej€astéji pouzivaji cyaninova

fluorescencni barviva a derivaty na bazi rhodaminu nebo fluoresceinu.[33]
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3.1.2. Vyhody a nevyhody optickych metod

Optické metody jsou nendrocné na vybaveni, jsou relativné¢ levné a vSestranné
pouzitelné.[33] Jedna se o rychlé a citlivé metody s multispektralnimi schopnostmi.[14]
K detekci signalu je mozné pouzit kombinaci vice prvkl (napf. soucasné lze méfit signal
vnitiniho absorpcniho kontrastu a ptfidané¢ho fluorescencniho agens). Dalsi vyhodou je, Ze
fluorescencni signély v zivych organizmech mohou byt generovany opakované a po témét
libovolné dlouhou dobu.[33] Nevyhodou optickych metod je jejich $patné prostorové rozliseni
a omezena hloubka detekce.[14] Zkoumana tkan by proto nemeéla byt v priméru vétsi nez
10 cm. Nicméné 1 pfes tato omezeni nasly optické metody své uplatnéni napt. v diagnostice
karcinomu prsu pomoci optické tomografie (optické mamografie).[33] Rada aplikaci, napf.
studium invazivity nadord, vyuziva celoorganizmalni fluorescen¢ni mikroskopii, kterd v této
oblasti vyzkumu vyznamné zjednoduSila a ekonomizovala identifikaci protinadorovych
1é¢iv.[36] Vyznamnou technologii jsou tzv. vicefotonové mikroskopy vyuZzivajici propustnosti
tkani v infracervené oblasti spolu s faktem, ze pti dostate¢né vysoké hustoté toku foton
dochazi k simultanni absorpci vice nez jednoho fotonu jednim fluoroforem a nasledné emisi

ve viditelné oblasti spektra.[37,38]

3.2. Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie (Flow cytometry), vyuzivajici pfistroj FACS (Fluorescence
Activated Cell Sorter), je technika umoznujici analyzu ¢etnych parametrti jednotlivych bunék
VvV ramci riznorodych populaci. Pomoci pritokového cytometru je moZné detekovat bunky
typicky od 1 um do 15 um, a pfi vhodném nastaveni, je mozné detekovat Castice i o
velikostech mimo tento rozsah. Tato technika se s Uspéchem pouziva v aplikacich, jako je
napf. imunofenotypizace (rozliSeni jednotlivych bunénych populaci na zaklad€ jejich
oznaceni pfislusnymi antigeny), poc€itani bunék, analyza exprese GFP, méfeni apoptdzy apod.

Princip analyzy spociva v priichodu tisicti bun€k za sekundu skrz laserovy paprsek,
pii¢emz kolmo a pfimo orientované fotodetektory zachycuji fotony (rozptyl a fluorescenci)
vychazejici z kazdé bunky, jez projde skrz laser. Je diilezité, aby buiiky prochazely laserovym
paprskem postupné (jedna po druhé); toho Ize docilit procesem tzv. hydrodynamického
zaostfeni, kdy je roztok vzorku vstiiknut do okolni proudici kapaliny, diky ¢emuz dojde
k usmérnéni toku jednotlivych bun¢k. Bunka prochazejici skrz laserovy paprsek lame svétlo,
nebo jej rozptyluje vSemi sméry. Mnozstvi odrazeného svétla v pfimém sméru (forward
scatter), nasledné pfijaté detektorem, je pfiblizné¢ umeérné velikosti builkky proslé laserem
(malé bunky produkuji malé mnoZstvi rozptyleného svétla, velké buniky produkuji velké
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mnozstvi rozptyleného svétla). Mnozstvi rozptyleného svétla v postrannim sméru (Side
scatter), posléze pfijaté detektorem, odpovida strukturni slozitosti a granularité uvnitt bunky.
Na zakladé¢ mnozstvi rozptyleného svétla v pfimém a postrannim sméru pak lze ziskat
soucasn¢ informaci o velikosti a vnitini slozitosti jednotlivych bunék v ramci bunécné
populace.

I v pratokové cytometrii Ize vyuzit kontrastni latky na bazi fluoroforii. Po konjugaci
fluorescencni latky s pfislusnou biomolekulou (napf. protilatkou) mize byt vysledny konjugat
piidan k bunénému vzorku. Protilatky se poté specificky navdzou na cilova mista, jez se
nachazeji uvnitt buiilky nebo na jejim povrchu. Zkoumana bunécna populace muze byt
oznacena i vice nez jednim typem fluorescencni latky. Jakmile bunka projde laserovym
paprskem o spravné vinové délce, detektor postranniho rozptylu (side scatter) zachyti
emitovany fluorescencni signdl, ktery ndsledné prochazi ptes fadu filtri a zrcadel az
k cilovym detektorim pro jednotlivé vinové délky. Vyslednou analyzou je tak mozné ziskat
informaci o intenzité fluorescence jednotlivych bunék v ramci bunééné populace.

Ziskana data tedy podavaji informaci nejen o velikosti bunék, o jejich slozitosti,

fenotypu a kondici, ale také o dalSich bunécnych charakteristikach.?

3.3. MRI

Pomoci neinvazivni techniky magnetické rezonance (MRI) je mozné sledovat migraci
bungk in vivo s vynikajicim ¢asovym a prostorovym rozlisenim.[39] MRI umoziiuje
dvojrozmémé a trojrozmérné zobrazovani vnitfnich c¢asti pevnych latek nebo Zzivych
organismi. K tvorbé obrazu dochazi na zakladé detekce signdlti nukledrni magnetické
rezonance (NMR) jader vybranych typti atomd, jako je napf. 'H, °F nebo *!P. Ke kodovani
NMR signalii, nesoucich prostorovou informaci, magnetickd rezonance vyuZziva gradient
magnetického pole.[40] MRI je béZné pouZivanou zobrazovaci technikou v klinické praxi,
ktera je mnohdy citlivéjsi pii identifikaci pocinajicitho onemocnéni, nez je stanoveni diagndzy
na zakladé¢ pozorovatelnych symptomui.[41]

Zobrazovani pomoci metody MRI je klicové pro tuto Be. praci, a proto bude této

technice vénovana vétsi pozornost v samostatné kapitole.
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4. MRI (zobrazovani magnetickou rezonanci)

MRI (Magnetic resonance imaging) je neinvazivni zobrazovaci metoda, ktera na
zéklad¢é méteni relaxivit vodikovych jader molekul vody poskytuje fyziologické a patologické
informace o zivé tkani. MRI poskytuje vysoky kontrast mékkych tkani, a hluboké tkané

dokdze zobrazit s vysokym rozlisenim.[42]

4.1. Historie MRI

Pocatek vzniku této metody saha az do 20. let minulého stoleti, kdy W. Pauli vyslovil
myslenku, ze by elementarni ¢astice mohly mit vnitini moment hybnosti neboli spin. V té
dobé probéhla také prvni méfeni spinové resonance, na jejichz provedeni se podileli O. Stern
a I. I. Rabi, ktefi dokazali, ze n&kterd atomové jadra v silném magnetickém poli absorbuji
radio-frekvencni energii. V pozdéjsich letech probéhly experimenty dokazujici, ze spinovou
rezonanci lze detekovat také mezi jadernymi spiny v kompaktni hmoté¢ (F. Bloch a E. M.
Purcell — NBC za fyziku roku 1952). Témito experimenty byl polozen zaklad nuklearni
magnetické rezonance (NMR).

Béhem 50. let nastal boom v pouzivani NMR. Své uplatnéni tato metoda nasla nejen
v chemii, ale také v biologii, kde probéhly prvni pokusy na zivych systémech. Studium tkani
probihalo na zakladé méfeni signalu vodikovych jader molekul vody.[43] Z pocatku se tato
metoda zaloZena na méfeni vodikovych jader zdéala byt ve svém principu omezena, nebot’ sila
signalu vyplyvajici z obsahu vody v jednotlivych tkanich se mezi témito tkdnémi lisila jen
velmi malo.[44] Béhem 70. let se vSak ukézalo, Ze v nékterych tkanich se mohou objevit
rozdilné relaxa¢ni ¢asy méfenych vodikovych atomi, které poukazuji na to, Ze dana tkan je
postiZzena néjakou patologii.[43] Diky této znalosti byl posléze jeden z hlavnich vyzkumt
zamé&fen na in vivo studie zhoubnych nadord, nebot’ tyto nadory prokazatelné poskytovaly
rezonan¢ni signaly vodikovych jader s mnohem delSim T; relaxatnim Casem, nez jim
odpovidajici zdravé tkang.[45]

Vlastni realizovatelnost MRI demonstroval az P. C. Lauterbur (NBC za medicinu roku
2003) prostiednictvim svého zeugmatografu (jedné z prvnich verzi dnesniho MRI), na némz
také prokazal dilezitost vlivu relaxacnich €ast na tuto techniku.[44] Pro tvorbu vlastniho
MRI obrazu bylo dilezité zavedeni techniky pulznich sekvenci (sled radio-frekvencnich (RF)
pulzli a naslednych méfeni RF signalu vydavaného relaxujici tkani®), které definuji, jakym
zpusobem jsou aplikovany radio-frekvencni pulzy (generujici detekovatelné signaly) a

gradienty magnetického pole (poskytujici prostorové kédovani signalii).[46] Relaxace je jev,
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ktery nastava poté, co na tkai piestane pasobit RF pulz® (viz nize). Lauterbur vysel z Rabiho
experimentl, provadénych pii identifikaci gyromagnetického poméru (pomér momentu
magnetického pole a momentu hybnosti ¢astice) jednotlivych prvki. Na zdkladé téchto
experimentll vyslovil myslenku o pouziti magnetickych gradienti ve tfech riznych smérech
(X, Y, 2), diky kterym by kazdému bodu zkoumaného objektu bylo pfidéleno magnetické pole
s odlisnou intenzitou, pficemz kazdy bod objektu by produkoval unikétni radio-frekvenéni
signal. R. Ernst ukézal, ze RF signadly produkované jednotlivymi objemovymi elementy
zkoumaného objektu mohou byt piijaty a néasledné, Fourierovou transformaci, miize dojit
K roztiidéni signali podle jejich intenzity, pficemz kazda série signali se zobrazi jako
relativni jas na stupnici Sedi. Na zaklad¢ téchto skutecnosti bylo zaloZeno prostorové a
kvalitativni kodovani MRI obrazu.[47]

Lauterbur byl mimo jiné také prikopnikem v upravach intenzity signdlu pomoci
exogennich kontrastnich latek.[44] Provadél pokusy na vzorcich vody; pfi¢emZ vzorek
obsahujici Cistou vodu poskytoval mnohem niz$i signal, nez vzorek, k némuz byla ptidana
kontrastni latka ve formé paramagnetickych iontd Mn®* pochazejicich ze siranu manganatého,
Ptidavek kontrastni latky zpisobil zkraceni relaxacniho casu Ti, coz vedlo k narGstu
signdlu.[45]

Teprve v 80. letech doslo k hojnéjsimu rozsiteni MRI do klinické praxe; zde se stalo

neocenitelnou pomtickou v diagnostice celé fady nejriznéjSich onemocnéni.[43]

4.2. Princip MRI

MRI (Magnetic resonance imaging) je zobrazovaci technika zalozena na principu
nuklearni magnetické resonance (NMR).[48] Samotny princip spoc¢iva v interakci
aplikovaného magnetického pole s ¢asticemi vlastnicimi spin. Spin jadra je jednou z vlastnosti
atomu, jehoZ hodnota je zd&visld na atomovém sloZeni kazdého atomu (konkrétné¢ na
atomovém cisle a na hmotnosti jadra dané ¢astice).

Jaderny spin | muze v zdsad¢€ nabyvat tii typi hodnot: 1) spin jddra nabyva hodnoty
nula (1 = 0) u atoma, které maji sudou hodnotu atomového cisla i atomové hmotnosti (napf.
12¢ 180). Atomy s nulovou hodnotou jaderného spinu nemohou interagovat s vné&j§im
magnetickym polem, a tudiZ nemohou byt studovany pomoci MRI. 2.) spin jadra nabyva
celociselné hodnoty (I =1, 2, 3...) u atomi s lichou hodnotou atomového cisla a se sudou
hodnotou atomové hmotnosti (napt. 2D, SLi). 3.) spin jadra nabyva polo¢iselné hodnoty

(1= 5,305, °/5) u atomi s lichou hodnotou atomové hmotnosti (napt. 1H, 31P, 12C). Tato jadra
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s nenulovym spinem maji také nenulovy magneticky moment g, ktery je zakladem
magnetické rezonance (MR).

Nejéast&ji méfenym jadrem MRI je jadro atomu vodiku iH, které je tvofeno pouze
protonem, z ¢ehoz vyplyva i jeho polociselnd hodnota spinu (I = 1/2). Navic se jedna
0 nejrozSitenéjsi izotop vodiku, jenz ma velmi silnou odezvu vici aplikovanému
magnetickému poli. Dalsi vyhoda pouziti vodikovych atomi v MRI vyplyva ze slozeni
lidského téla, které je piiblizné ze %/, tvofeno vodou, diky tomu muze byt MR signdl méien
piimo v tkanich.

V tkani jsou, za normalnich podminek, jaderné spiny vodikovych atomi orientovany
nahodné ve vSech smérech. Vysledny soucet vektort téchto spinli (magnetickych momenti)
poskytuje nulovou hodnotu, kterd se v tkani projevi nulovou magnetizaci M.[49] OvSem
vlivem silného vnéjsiho magnetického pole dojde k usporadani jadernych spinit vici tomuto
poli, a to bud paraleln¢, nebo antiparalelné.[48] Pokud je proton ozéafen radio-frekvencni
energii o spravné frekvenci, je excitovan z nizsi-energetické hladiny do vyssi. Absorbovanou
energii z RF pulzu poté protony uvoliiuji procesem zvanym relaxace. Pfi relaxaci dochazi
Kk uvolnéni této nashromazdéné energie z protond, coz vede k jejich navraceni do zakladniho
stavu (energeticky stav pred excitaci). Jednd se o cCasové zavisly proces, ktery je
charakterizovan rychlostni konstantou zvanou relaxacni ¢as. V praxi se rozliSuji dva druhy
relaxa¢nich Casi, a to relaxacni ¢as T; a relaxaéni Cas T,.[49] Relaxaéni ¢as Ty neboli
longitudinalni (podélny) relaxaéni cas je Cas potiebny k navratu M, vektorové slozky
magnetizace M na ptvodni hladinu, zatimco relaxa¢ni ¢as T, neboli transverzalni (pfi¢ny)
relaxacni Cas je Cas potfebny k navratu M,, vektorové slozky magnetizace M na pivodni
hladinu.[48]

Pohyb kazdého protonu Ize popsat systémem kartézskych soutadnic, kde osy x a'y jsou
kolmé k magnetickému poli a osa z je k tomuto poli paralelni (Obr. 5). Tvorba MR pole je
zaloZzena na magnetizaci, k niZ dochazi prostfednictvim pulzu radio-frekvencni energie.
Béhem tohoto pulzu protony absorbuji energii RF zafeni o dané frekvenci. Kazdy proton tak
rezonuje na unikatni frekvenci, jeZ zdvisi na poloze uvnitf gradientu pole. Gradienty
magnetického pole také vyuzivaji systém kartézskych soutadnic, na kterém jsou zaloZeny
jejich vlastnosti, jako je smér a Sitka gradientu. Tyto vlastnosti gradientli se podili na tvorbé
vysledného MR obrazu, a to tak, Ze urCuji orientaci a Sifku jednotlivych fezli obrazu.
Vysledny MRI obraz je slozen z pixell (obrazovych bodl), které predstavuji objemové

elementy (voxely) tkan¢.[49]
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Obr. 5: Systém kartézskych soufadnic vzhledem k aplikovanému magnetickému poli. Veliéiny: X, y, Z — oSy

soufadného systému, By — magnetické pole, wo — frekvence; Obr. 5 pievzat z [49]

4.3. Kontrastni latky v MRI

Hlavni nevyhodou MRI je jeho nizka citlivost, tato vlastnost vS§ak muze byt vyrazné
vylepsena dodanim pfislusné kontrastni latky (CA).

Kontrastni latky lze na zdklad€ relaxivit rozd€lit na T; a T, kontrastni latky.
T, kontrastni latky, takzvané pozitivni, zvySuji intenzitu signalu a poskytuji tak jasnéjsi obraz.
Oproti tomu T, kontrastni latky, takzvané negativni, snizuji intenzitu signald a poskytuji
temngj$i obraz. K vlastnimu kontrastu pak dochazi na zaklad¢ interakce mezi vodikovymi
protony vody a pfislusnou kontrastni latkou.[42] Diky tomu je moZzné pozorovat rozdilné
signaly v ramci riznych typt sousedicich tkani.

Mezi hojné€ pouzivané T; kontrastni latky patii paramagnetické komplexy gadolinia.
Z T, kontrastnich latek se nejcastéji pouzivaji nanocastice na bazi oxidu Zelezitého,[48] a jiné

superparamagnetické nanocastice zkracujici T, relaxaéni ¢as.[50]

4.4. MRI v klinické praxi

Vyhodou MRI je, Ze umoziuje diagnostikovat nepfeberné mnozstvi onemocnéni jiz
Vv pocatecnich stadiich jejich pribéhu. Takto lze stanovit napf. Casnd staddia roztrouSené
skler6zy, nadory mozku a hypofyzy nebo tieba natrzené vazy v kloubech. Pomoci MRI je
mozno sledovat nejriiznéjsi ¢asti lidského téla, at’ uz se jednd o mozek, patet, klouby, Slachy,
vnitini organy ¢i jiné m&kké tkang atd.”

V zasad¢ lze tvrdit, Ze praveé ve vysetfovani mozku je MRI nepiekonatelnou technikou
pro stanoveni diagndzy. VySetfeni mozku magnetickou rezonanci s sebou nese hned nékolik
vyhod, na rozdil od ostatnich diagnostickych technik, jez jsou v souc¢asné dobé k dispozici. Ve
srovnani s vySetienim mozku pomoci lumbélni punkce se jednd o metodu neinvazivni, béhem
niZ neni pacient vystaven nezddoucim uc¢inkim rentgenového zafeni (jako v pfipadé

vypocetni tomografie, téZ oznaCované jako pocitaCovad tomografie, CT) ani u¢inkiim
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radioaktivniho zafeni (jako tomu je u pozitronové emisni tomografie, PET ¢i tomografické
scintigrafie, SPECT). V piipadé MRI dochazi k mnohem dokonalej§imu zobrazovani
mékkych mozkovych tkéni (diky detekei vodikovych atomti molekul vody), nez v piipadé
vypocetni tomografie, kdy v meékkych tkdnich dochazi pouze k nizké absorpci rentgenového
zéafeni a vétSina zafeni je absorbovana lebecni kosti. Na druhou stranu kostni tkan obsahuje
jen malé mnozstvi vody, z tohoto divodu jsou poruchy kosti obtizné detekovatelné pomoci
MRI, zatimco pocitacova tomografie je pro zobrazovani kostnich defektti vhodné;jsi.

Existuji specializované metody, pomoci kterych Ize stanovit jen urcity typ mozkového
onemocnéni. Mezi tyto metody patfi napt. angiografie ¢i sonografie, jez slouzi vyhradné ke
sledovani onemocnéni mozkovych tepen. Naproti tomu zobrazeni magnetickou rezonanci je
tak citlivé ke zménam ve stavbé mozku, Ze se tato metoda vyuziva nejen k diagnostice nadori
a cévnich poruch, ale také ke stanoveni dalSich onemocnéni, jako je napt. epilepsie, poruchy

vt v v , J 5
paméti €i roztrousena skleréza. )

4.4.1. Vyhody MRI

Pomoci neinvazivni zobrazovaci techniky MRI lze sledovat zivé systémy in vivo, aniz
by doslo k jejich poskozeni vlivem ionizujiciho zateni. Dal§i vyhodou MRI je jeho vysoka
rozliSovaci schopnost, a to jak v prostoru, tak i v ¢ase, ktera nam poskytuje zasadni informace
o fyziologickém stavu jednotlivych tkani na anatomické rovni. Pomoci této metody je mozné
zkoumat nejen vnitini ¢asti lidského téla, ale za pouZziti vhodnych kontrastnich latek také

jednotlivé bunécné populace.[14]

4.4.2. Nevyhody MRI

Nevyhodou MRI je stala pfitomnost silného magnetického pole. Diky této vlastnosti se
MRI stava metodou nedostupnou pro pacienty s kardiostimulatory a kovovymi nahradami,
které jsou vyrobeny z magnetickych kovii. Dalsi nevyhodou je omezeny skenovaci prostor
ptistroje, do n¢hoZ nemohou byt umisténi pacienti trpici nadmérnou obezitou. Ze stejného

divodu je tato technika nevhodna také pro pacienty trpici klaustrofobii.”

5. NebéZné magnetické nanocastice pouzivané v MRI
Nanocastice 1ze definovat jako Castice, jejichZ velikost se pohybuje v rozmezi od 1 nm

do 100 nm, a to minimalné ve dvou rozmérech.[51] Magnetické nanocastice 1ze pouzit jako
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MRI kontrastni latky; v zavislosti na tom, zda ovliviiuji vice podélnou nebo pii¢nou relaxaci
signdlu vody, se déli na pozitivni (T1, zvySuji signél) a negativni (T, snizuji signal) kontrastni
latky.[52] Relaxivita uréuje miru ucinnosti kontrastni latky, vychézi z relaxa¢nich casii
jadernych spinti protonti vody, ve kterych je kontrastni latka rozpusténa. Cim vyssi je

relaxivita, tim vétsi je i¢innost magnetickych nanocastic jako MRI kontrastnich agens.[20]

5.1. Ferity se spinelovou strukturou MFe,O4 (M = Fe, Co, Mn, Ni, Zn)

Superparamagnetické nanocastice se spinelovou strukturou jsou MRI kontrastni latky
obecného vzorce A2*B3t0,, kde ionty A% v nejtdsndj$im usporadani oxidovych ionti
obsazuji tetraedrické dutiny a ionty B®* obsazuji polohy oktaedrické. Takovéto obsazeni se
nazyva jako ,normalni spinel. V piipadg, Ze kation kovu M** obsazuje polohy B a kation
kovu M** obsazuje polohy A, pak se jednd o tzv. ,,inverzni spinel”. Mezi ferity s normalni
spinelovou strukturou patii z vySe uvedenych pouze ZnFe,04. Ferit MnFe;O4 ma smiSenou
spinelovou strukturu, ve které kationty Mn?* obsazuji oba typy poloh (A i B). Ostatni kovové
ferity (s obsahem Fe?*, Co?* a Ni*") maji inverzni spinelovou strukturu.[52] Obsazeni
jednotlivych krystalografickych poloh je zavislé na poloméru, elektronové struktuie a valenci
ptislusnych kovovych iont.[20] Vné&j$i magnetické pole plsobi na spiny atomi v polohach
B, které se jeho vlivem ftadi paralelné, zatimco spiny atomi v polohach A se ftadi
antiparalelng. Jelikoz ve spinelové struktute je dvakrat vic atomt v poloze B nez v poloze A,
vzdjemné A-B interakce neumoziiuji kompenzaci magnetického momentu.[52]
Superparamagnetické feritové nanocéstice jsou U¢innymi kontrastnimi latkami pravé diky
jejich velkym magnetickym momentim (danym sefazenim jednotlivych jadernych spint
u¢inkem vnéjSiho magnetického pole), jejichz prostiednictvim dochazi ke zkracovani T,
relaxacniho Casu v blizkosti se nachazejicich vodikovych protontl, coz mé za nasledek nizsi
intenzitu signalu vedouci k tmav$imu MR obrazu.

Ferity se spinelovou strukturou jsou v podstaté univerzalni magnetické nanocastice,
které nasly uplatnéni v celé fad¢é biologickych aplikaci, jako je napf. MRI, hypertermie,
biodetekce nebo podavani 1¢kii.[20]

5.1.1. Fez*'Fe%‘FO4
Mezi nejbéZnéjsi nanocastice, které nasly uplatnéni v klinické praxi jako kontrastni
latky, bezesporu patii superparamagnetické nanocastice oxidi zeleza (SP10), jez se pouzivaji

déle nez dvacet let (poprvé byly predstaveny jako kontrastni agens v roce 1986 pii studiu
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jaterni tkané€).[53] Nanocastice oxidu Zeleza jsou tvofeny kombinaci maghemitu (y-Fe;O3) a
magnetitu (FesO,); jejich vysledné slozeni odpovida inverzni spinelové struktute.[54]
Jelikoz je tato Be. prace zamétena na nebézné magnetické nanocastice (jiné nez Fe;Os

a Fe30,4), nebude nadale SPIO nanocasticim vénovana pozornost.

5.1.2. CoFe;04

Lee et al. pouzili CoFe;O4 nanocastice jako MRI kontrastni agens pro znaceni mySich
mezenchymalnich kmenovych bunék (mMSCs) pfi studiu infarktu myokardu na mysSim
modelu. Nanocastice byly pfipraveny srazeci metodou a nasledné byly obaleny silikagelem
s ptidavkem organického fluoroforu RITC (rhodamin B isothiokyanat). Povrch nanocéstic byl
dale modifikovan polyethylenglykolem (PEG). Vysledna velikost nanocastic se pohybovala
kolem 65 nm. K oznafeni mMSCs (ziskanych z kostni diené sedmitydenni mysi) doslo
pfimou inkubaci bun¢k s nanoc¢asticemi. Takto oznac¢ené bunky byly injektovany do infarktu
myokardu mysiho samce (infarkt byl vyvolan ligaci koronarni tepny). Néasledn¢ byla
sledovana distribuce mMSCs uvnitt myokardu pomoci MRI.[55]

CoFe;0O4 nanocastice obalené kyselinou listovou nasly své uplatnéni jako specifické
transportéry protinadorovych 1é¢iv. Mohapatra et al. pfipravili na zédklad€ jednoduché metody
(tepelnym rozkladem CoCl,.6H,0 a chloridu Zelezitého v ethylenglykolu v pfitomnosti
octanu sodného a ethanolaminu) mezoporézni superparamagnetické nanonosi¢e na bazi
CoFe,04 spovrchovymi funkénimi aminoskupinami. Tyto ¢éstice byly posléze obaleny
kyselinou listovou a na aminoskupiny byly pfipojeny RITC fluorescencni markery a vlastni
protinddorova agens (methotrexate a doxorubicin). Celkova velikost ¢astic se pohybovala
v rozmezi 35-40 nm. Castice tvofily ve vodé stabilni suspenzi, byly monodisperzni a vysoce
stabilni v prostfedi o fyziologickém pH, aniZ by doSlo ke zménam jejich hydrodynamické
velikosti. Cytotoxicita takto piipravenych nanonosici byla zkoumana na kultufe nadorové
bunécné linie HelLa bunék.[56] Nadorové buiky jsou zndmé zvySenou mirou exprese
membranovych folatovych receptorti.[57] Nanocastice, nesouci protinddorova léciva, jsou
prostiednictvim svého obalu z kyseliny listové specificky vychytdvany témito folatovymi
receptory, diky tomu mohou byt 1é¢iva dodana pfimo do nadorovych bunék. Pfi studiu 1écby
nadorovych onemocnéni na zdklad€ transportu protinddorovych 1é¢iv prostiednictvim
CoFe,0,4 byla prokazana zvysena cytotoxicita 1é¢iv vedouci k apoptéze nadorovych Hela
bun¢k.[56]

CoFe;0, nanocastice mohou byt pouzity i pfi 1écbé nadori pomoci magnetické

hypertermie, kterd vychazi z aplikace stfidavého magnetického pole produkovaného civkou.
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Poté co je vzorek (napt. vialka s bunkami oznacenymi pomoci nanocastic) vlozen do civky,
stfidavé magnetické pole zplisobi zahtati magnetickych nanocéstic (nanocéstice slouzi jako
zdroj tepla). Tato metoda je vyhodna pii 1€¢bé malych nadort vyskytujicich se na velké plose,

jako napf. v ptipad¢ rakoviny jater.[58,59]

5.1.3. MnFe;04

Paramagnetické Mn?" ionty sehraly v historii MRI dileZitou roli. Byly totiz navrzeny
jako viibec prvni kontrastni latky pro tuto zobrazovaci techniku (viz kap. 4.1. Historie MRI).

Je znamo, Ze se Mn®" ionty uplatiiuji jako kofaktory v biologickych systémech, kde
hraji dualezitou roli napf. pii transportu elektronti, detoxikaci volnych radikali ¢i syntéze
neurotransmiterti. Pfesto jejich pouziti v podobé kontrastnich latek pro MRI nese jista
omezeni vyplyvajici z jejich cytotoxicity.[44]

Yang et al. popsali postup vyroby superparamagnetickych MnFe,O4 nanoc¢éstic pro
MRI, zaloZeny na tepelném rozkladu. Za obalovy material byl zvolen tetracthylenglykol
zajistujici stabilitu suspenze nanocastic ve vodném roztoku. Vysledné nanocastice mély
Vv pruméru ~ 7 nm. Bylo zjisténo, ze MnFe,O4 nanocastice mohou slouzit jako citlivé MR
kontrastni agens, jez se po intravendzni injekci prednostné akumuluji v jatrech po dobu az
¢tyt hodin. Zménou obalového materialu je mozné ptipravit MnFe;O4 MRI kontrastni latky
pro zobrazovani jinych typt tkani.[53]

Lu et al. pouzili pro MR znaceni mysi jaterni tkdn¢ MnFe,O,4 nanocastice pfipravené
v organické fazi. Povrch nanoCastic byl posléze obalen mPEG-PCL (methoxy
poly(etylenglykol)-b-poly(e-caprolactonem). Tyto nanocastice maji tendenci vytvaret klastry
uvnitif mPEG-PCL micel o velikosti 80+30 nm.[60]

Podobnég, jako v ptipadé CoFe,;0,4, mohou byt i MnFe,O,4 nanoc¢astice pouzity pii 1€cbé
nadorovych onemocnéni pomoci magnetické hypertermie. Bradhana et al. pfipravili fluidni
MnFe,O4 nanocastice obalené laurovou (dodekanovou) kyselinou o velikosti v rozmezi 9 —
11 nm. In vitro testy viability byly provedeny na bunétné linii BHK-21 (linie ledvinovych
bunék z mladych kieckd druhu Mesocricetus auratus).[61]

5.1.4. NiFe;O4

Chen et al. ptipravili NiFe;O4 nanocastice tzv. sol-gel metodou, kterd vyuziva

polyakrylovou kyselinu (PAA) jako chelata¢ni ¢inidlo. PAA také pfispiva ke zvysSeni
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krystalinity nanocastic. Touto metodou byly pfipraveny Ccisté nanocastice S prumeérem
5-30 nm, kter¢ vykazovaly superparamagnetické vlastnosti.[62]

Kale et al. pfipravili NiFe;O4 nanocéstice reverzni micelovou technikou. Vysledné
krystalické nanocastice byly velké 5-8 nm. Magnetické vlastnosti nanocastic ptipravenych
touto metodou jsou zavislé na jejich praiméru.[63]

NiFe,O4 nanocastice ptipravené vyse uvedenymi postupy maji magnetické vlastnosti,
a tudiz jsou potencidlnimi kandidaty pro pouziti v MRI. Nicméné na téchto nanocasticich

nebyly provedeny zakladni in vitro a in vivo pokusy.

5.1.5. ZnFe;04

ZnFe,04 ma, na rozdil od vySe uvedenych spinelt MFe,O4 (M = Fe, Mn, Co, Ni),
normélni spinelovou strukturu, kde Zn** ionty pfednostn¢ obsazuji polohy A. Diky tomuto
uspofadani ma spinel ZnFe,0, antiferomagnetické vlastnosti, a tudiz je nevhodny pro pouZziti
V MRI zobrazovani. OvSem po piidani ZnFe,O4 do inverzni spinelové struktury (napt. do
FesO4) dochdzi u vysledného smisené¢ho spinelu k vyznamnému zvySeni Ccistého
magnetického momentu. Smésné spinelové nanocastice Zn-SP10 neboli Zn,Fe; O-Fe,O3 (az
do x = 0.34) vykazuji oproti bézn¢ pouzivanym SPIO nanoc¢asticim zvySenou T, relaxivitu, a

ve srovnani s Mn-ferity jsou Zn-SPIO nanocastice mnohem mén¢ toxické.[52]

5.1.6. Zhodnoceni relaxivity vybranych spinelovych fazi

Kim et al. pozorovali linedrni korelaci relaxivity v zéavislosti na magnetické
susceptibilit¢ materialu (viz Tab. 2). U vybranych spinelovych fazi (nejvice pouzivanych
Vv biologickych aplikacich) byly pozorovany vysoké hodnoty T, relaxivit; viibec nejvyssi

hodnota relaxivity byla naméfena u CoFe,04.[64]

Tab. 2: Zavislost pri¢né relaxivity na hodnotach susceptibility; experimentalni

podminky: B = 9,4 T; Tab. 2 pfevzata a upravena z [64]

Prislu$ny ferit | Primérna velikost (nm) (s‘lnljlz\/l _1)
Fes0, 6,0+0,7 256
CoFe,0, 8,0+1,0 393
MnFe,O, 76+14 228
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5.2. Perovskitové manganity

Perovskitové manganity neboli LSMO jsou magnetické nanocastice o slozeni
Lay «Sr«MnO3 (x = 0,25 v ptipad¢, ze jsou ¢astice obaleny dvojitou vrstvou siliky).[65]

Magnetické vlastnosti t€chto nanoc¢astic zavisi na parametru X a na velikosti castic.[66]
Castice mohou byt p¥ipraveny metodou sol-gel vyuZivaji kyselinu citronovou a ethylenglykol.
Poté nasleduje mechanické zpracovani potiebné pro separaci jednotlivych castic. Povrch
nanocastic l1ze obalit pomoci PVP (polyvinylpyrrolidonu) a nasledné jest¢ pomoci silikagelu,
ktera zajisti koloidni stabilitu Castic, jejich vysokou magnetizaci a nizkou toXicitu. Testy
viability je mozné provést napt. na riznych bunécnych liniich (HeLa buiiky, mezenchymalni
kmenové buiikky potkanti (rMSCs) a lidské fibroblasty), vyslednd cytotoxicita se lisi
V zavislosti na typu pouzité bunécéné linii. Zkraceni T, relaxa¢niho ¢asu je mozné ovéfit

pomoci MRI.[65]

5.4. Oxidy lanthanoidi Ln,O; (Ln = Nd, Gd, Dy, Er, Yb)

Nanocéstice oxidi lanthanoidi maji vysokou hustotu Ln*" iontd, a diky jejich
magnetickym vlastnostem jsou vhodnymi kandidaty pro MRI. Pfed vlastnim pouzitim téchto
nanocastic jako kontrastnich latek, je potieba obalit jejich povrch ptislusnou biokompatibilni
latkou, napt. dextranem nebo polysiloxanem. Nanocastice Ln,O3 jsou v Cisté vodé stabilni po
dobu nékolik dni, avSak v pfitomnosti silného magnetického pole (siln€jsiho nez 7 T) dochézi
k jejich nezadoucimu srazeni. Tomu se da predejit pfidanim xanthanové gumy do vody.
Ptipojenim nékterych funkénich skupin (jako je napt. funkéni skupina PEGu) mohou byt
vylepSeny urcité vlastnosti nanocastic, jako napf. jejich biodistribuce. Nanoc¢astice Ln,O3
mohou po vazbé na vhodny vektor slouzit také k doru¢ovani 1éc¢iv.

Ln,O3; nanocastice nemaji témeéf Zadny vliv na longitudindlni relaxacni Cas Tj
(s vyjimkou Gd,03) vodikovych atomti molekul vody, avSak maji vyrazny vliv na
transverzalni relaxacni Cas T,. Ze vSech oxida lanthanoidi dosahuje nejvéEtsi hodnoty pficné
relaxivity oxid dysprosity Dy,O3 (viz Tab. 3).[67]

Na rozdil od ostatnich oxidii lanthanoidl lze Gd;O3 nanocastice pouzit také jako
pozitivni Ty kontrastni latky zvySujici intenzitu MRI signalu. Jadra téchto nano¢éstic mohou
byt obalena pomoci diethylenglykolu. Ve srovndni s T; kontrastnimi latkami bézné
pouzivanymi v klinické praxi, které jsou zaloZeny na gadolinitych komplexech (jako je napf.
Gd-DTPA), vykazuji nanocastice Gd,O; mnohem vétsi hodnoty relaxivity pifi stejnych

koncentracich kontrastniho agens.[68]
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Tab. 3: Vybrané parametry (primérna velikost ¢astic rp a relaxivita R;) zméfené na
vodnych suspenzich oxidi lanthanoidi; experimentalni podminky: B = 7 T, t = 25 °C;

Tab. 3 pievzata a upravena z [67]

Oxid lanthanoidu | Primérna velikost (nm) (s‘lnljlz\/l 2
Nd,03 123 +12 32+3
Gd,03 65+6 237+ 24
Dy,0, 50+5 300+33
Er,O; 49+5 238+ 25
Yb,0; 74+7 68+6

5.4. Fluoridy lanthanoidu LnF;

Cheung et al. predstavili LnF3; nanoc¢ésticové agregaty tvorené smési GdF3 a CeFs,
jejichZ jadra jsou pokryta linedrni fetézci polyakrylové kyseliny (PAA2s). Velikost téchto
nano&astic zavisi na poméru iontd Gd** a Ce®*. Nanoéastice o idealni struktufe by mély
sestavat z malych Castic s co nejvétsim povrchem pro kontakt s molekulami vody. Velikost a
morfologie nanocastic ovliviiuje jejich stabilitu, biodistribuci, opsonizaci, metabolismus a
cytotoxicitu. Podobné jako Gd,O3 i GdF; vyznamné zkracuje Ti relaxacni Cas, a poskytuje
mnohem intenzivnéj$i signadl, nez beézné pouzivané gadolinité cheldty o stejné

koncentraci.[57]
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6. Zavér

Bunikky mohou pomoci endocytézy piijimat z extracelularniho prostiedi kromé Zivin
také celou fadu dalSich latek, véetné nanocéstic. Na procesu prosté endocytdzy je zalozeno
nejjednodussi znaceni bunék, které spociva v pfimé inkubaci kontrastniho agens s buné¢nou
kulturou. Béhem proliferace bun¢k dochézi k postupnému roziedéni piijaté kontrastni latky.
Tomuto jevu lze pfedejit pouzitim slozitéjSich metod bunééného znacCeni vychézejicich
z genového inZenyrstvi. Tato metoda je vhodna pii znaceni bun€k pomoci fluorescenénich
znacek, ale pfesto nelze pouzit pro MRI, které¢ jako kontrastni agens vyuzivad slouceniny
prechodnych kovi lanthanoidtl. Uginnost bunééné znadeni lze vyrazng zvysit také pomoci tzv.
specifického znaceni bunék, jez spocivd v konjugaci kontrastniho agens s piisluSnym
vektorem (napft. protilatkou). Tento typ znaceni navic umoznuje cilené znaceni konkrétnich
bun€k uvnitt bunééné populace. V zavislosti na typu kontrastniho agens Ize nasledné
oznacené buiky sledovat a dale analyzovat pomoci nejriiznéjSich zobrazovacich metod, at’ uz
se jedna napt. o svételnou ¢i fluorescencni mikroskopii, pritokovou cytometrii nebo
magnetickou rezonanci.

Magnetickd rezonance (MRI) piedstavuje v mnoha ohledech nepiekonatelnou
diagnostickou technikou umoziujici trojrozmérné zobrazovani mékkych tkani na zakladé
detekce vodikovych protoni molekul vody obsazenych v tkdnich. Vysledny MR kontrast
muZze byt ovlivnén ptidavkem vhodného kontrastniho agens, které zpiisobi vyznamné zkraceni
relaxacniho Casu T; (vedouciho k jasnéjSimu obrazu) nebo relaxa¢niho ¢asu T, (vedouciho
k tmavsimu obrazu). Podle toho, ktery z relaxacnich casii je ovlivnén vice, je mozné
kontrastni latky rozdé¢lit na tzv. pozitivni (T1) a negativni (T>).

Jednémi z nejdéle pouZivanych kontrastnich agens v MR zobrazovani jsou SPIO
nanoCastice. Kromé téchto bézné¢ pouzivanych nanoastic na bazi oxidd Zeleza
(magnetit — Fe30O4 a maghemit — y-Fe,03) existuje cela fada dalSich magnetickych nanocastic,
které mohou byt pouzity v MRI; jednd se zejména o smiSené ferity majici spinelovou
strukturu (analogické k SPIO ¢asticim), perovskitové nanocastice, oxidy lanthanoidl (zvlaste

Dy,03 a Gd,03) a fluoridy lanthanoidd.
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