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1 Obecny uvod

1.1 Perovskity

V prirodé relativné hojny mineral perovskit (CaTiO;, Obr. 1) byl poprvé popsan v roce 1839
némeckym mineralogem Gustavem Rosem z dolu Achmatovsk (AxmaroBckas kom) ve Zlatous-
tu na Urale. Pojmenovan byl po ruském mineralogovi Lvu
Alexejevi¢i von Perowski.! Do skupiny perovskitu (dle
Strunzova mineralogického systému) jsou kromé vlastni-
ho perovskitu razeny jesté napiiklad minerdly lakargiit -
Ca(Zr,Sn,Ti)Os, latrappit — (Ca,Na)(Nb,Ti,Fe)O;, loparit-Ce
- (Ce,Na,Ca)TiOs, lueshit - NaNbO; a tausonit — SrTiO,.?

Kromé relativné omezeného mnozstvi prirodnich perovski-

tl je znama celd rada syntetickych materiala s analogickou

strukturou. Obr. 1: 9 mm srostlice krysta-

It perovskitu z Magnet Cove,
Struktura perovskitu (Obr. 2) je jednim ze zakladnich Arkansas, USA. Pievzato z interne-

strukturnich typt anorganickych sloucenin. Velké kationty ~ tové databaze mindat.org.”

Ca’* a oxidové anionty spole¢né tvofi mfizku nejtésnéjsiho

krychlového usporadani a malé kationty Ti** obsazuji oktaedrické dutiny tvorené vyhradné kysli-
kovymi anionty. Perovskitovou strukturu mohou mit i neoxidické materialy, obecné je tedy slozeni
perovskitit ABX;, kde A jsou velké kationty, jenz tvori spole¢né s anionty X krychlovou mfizku, a
B jsou malé kationty obsazujici oktaedrické dutiny. Struktura je velmi casto porusena a distorze
vedou ke snizeni symetrie krystalové mfize, pficemz ani vlastni mineral perovskit CaTiO; nema
idealni kubickou perovskitovou strukturu, nybrz je orthorhombicky. V distortovanych strukturach

dochazi k naklanéni oktaedrt BX,, ¢imZ se vyrovnavd nepfiznivy pomér velikosti ionti A a B.1**

Distorzi struktury je mozno vyjadrit pomoci tzv. toleran¢niho faktoru f, ktery je definovan jako

f_ rg +7x

B \/E(FA +rX)

kde r; (i=A, B, X) odpovidd primérnému iontovému poloméru atomu v dané poloze. Idedlni
kubicka perovskitova struktura by vykazovala f=1, realné stabilni perovskitové materialy maji
toleran¢ni faktor v rozmezi 0,8 <f< 1. S poklesem f se symetrie sniZuje na rhomboedrickou a déle

az na orthorhombickou.!

NIV

Distorze kubického usporadani na strukturu s nizsi symetrii je casto pricinou vlastnosti, pro

které byvaji perovskity pomérné hojné zkoumany. Mezi perovskity nachazime $irokou fadu mate-
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riall s riiznymi zajimavymi vlastnostmi. Pro ilustraci je mozno jmenovat BaTiO; jakozto klasicky
piiklad feroelektrické perovskitové faze,”! NaTaO; s fotokatalytickymi vlastnostmi,”’ polovodivy

481 & luminiscentni Ce-dopované

vrstevnaty (C,H;CH,CH,NHj;),Snl, s organickym kationtem,
YAP (Yttrium-Aluminium Perovskite) a LuAP (Lutecium-Aluminium Perovskite) pouzivané

jako vysoce citlivé scintildtory v tomografii (CT, PET)."

Obr. 2: Schéma perovskitové struktury. Cervené koule znadi atomy v polohach X, modré koule znati
polohy malych kationtti B a zelené koule znaci polohy velkych kationtd A. Pfevzato z internetové ency-
klopedie Wikipedia.!”

1.1.1 Perovskitové manganity

Manganity s perovskitovou strukturou jsou latky obecného slozeni RE**;_,M*Mn*,_,Mn*",O;,
kde RE** je trojmocny ion kovi vzacnych zemin (Y**, La*, Pr’*, Nd**, Sm™, Eu**, Gd™, ...), ptipad-
né Bi’*, a M** je dvojmocny ion kovu alkalickych zemin nebo Pb**. Tyto ionty obsazuji pozice A
perovskitové struktury, zatimco Mn obsazuje ve struktufe polohy B. Atomy Mn jsou v oxida¢nich
stavech Mn’* a Mn"', jejich zastoupeni lze ridit kontrolovanym slozenim manganitu (vyjadfenym
pomoci x). Primérné oxidac¢ni ¢islo Mn je tedy 3 + x. Tato tzv. metoda fizené valence (uplatnuje se i
ujinych fazi) spociva ve vyuziti vlivu valenci velkych kationtti na valence ionttt manganu, potazmo
na primérné oxida¢ni ¢islo Mn. ')

Perovskitové manganity jsou atraktivnimi materialy zejména pro své magnetické a elektrické

vlastnosti. Jejich specifickou vlastnosti je mohutny pokles mérného odporu materialu pfi apli-
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kaci magnetického pole, tzv. kolosdlni magnetoresistance (Collosal Magnetoresistance, CMR).[!?
Materialy s podobnymi vlastnostmi se vyuzivaji mimo jiné napiiklad ve ¢tecich hlavach moder-
nich pevnych diskt, coz je jednim z divodii soucasného zna¢ného zéjmu o manganity s CMR.!"*!
Jako piiklady hojné studovanych fézi vykazujicich CMR je mozno uvést La,;Ba,;MnO;, ' nebo
polovodivy Nd, ;Pb,sMnO,."" Mimo materidlového vyzkumu orientovaného na pouziti v elektro-
technice jsou diky svym magnetickym vlastnostem manganity v soucasnosti zkoumany také jako

potencialni aktivni slozky pro magnetickou fluidni hypertermii (MFH).!'>!¢!718]

1.1.2 Manganity s obsahem La a Sr

Manganit La, ,Sr,MnO; (LSMO) je v literatufe uvadén jako prototypovy material vykazujici
CMR." Jeho magnetické a elektrické vlastnosti je mozné ovliviiovat zménou slozeni, konkrétné
hodnoty x. Matefska slou¢enina LaMnO, je antiferomagnetickym izolantem s Néelovou teplotou
T,~140 K. Postupnd substituce La za Sr (¢imZ se

zvy$uje tolerancni faktor f) vede ke snizovani steric-

7 i 7 . Yoy . La. 0
kych distorzi a tim pro x>0,15 ke zméné symetrie 1-x8r,MN03

4000 Ortha. Rhombo. T,

z orthorhombické (Pnma) na rhomboedrickou (R3c).
Zaroven probiha dopovani dérovymi nositeli naboje

Mn’** > Mn*" vedouci k poklesu ptispévku Jahn-Tel-

Teplota [K]

lerovské distorze perovskitové struktury, a postupné

k itinerantnimu chovani (delokalizaci) nositelti na-

boje. Dtisledkem je vznik dvojité vymény vedouci ke
vzniku feromagnetického uspordddni a k pfechodu  Obr. 3: Magneticky fazovy diagram LSMO
izolant—kov. Variaci x v daném rozmezi je tak mozné ~ ukazujici zavislost magnetickyjch vlast-

) ) ) ) nosti na teploté a slozeni LSMO. Zkratky
u feromagnetické faze ménit magnetické vlastnosti, oznatuji jednotlivé fize: antiferomagne-

Curieovu teplotu T, a magnetizaci (viz Obr. 3).1°"")  ticky izolant (AFI), feromagneticky izolant
(FI), feromagneticky kov (FM). Druha
kiivka ukazuje pfechod orthorhombické
mezi 250-350 K. Pravé takové materidly jsou velmi ~ modifikace na rhomboedrickou. Pfevzato

V zévislosti na slozeni LSMO se T, pohybuje v roz-

i 9]
vhodné pro pouziti v MFH, procez jsou LSMO zkou- ~ * literatury.

many.

*

y vyjadtuje odchylku od idedlni stechiometrie.



1.2  Zobrazovani magnetickou rezonanci

Zobrazovani magnetickou rezonanci (Magnetic Resonance Imaging, MRI) je velmi moderni nein-
vazivni technika umoznujici trojrozmérné zobrazovani vnitfnich ¢asti lidského téla (viz Obr. 4).
Metoda MRI byla objevena pocatkem 70. let 20. stoleti Paulem C. Lauterburem,” jenZ spole¢né
s Peterem Mansfieldem ziskal v roce 2003 Nobelovu cenu za medicinu za pfispéni k objevu a mate-
matickému objasnéni MRL?" Uznani za objev MRI je viak ponékud kontroverzni, nebot svého

podilu na ném se verejné zacal domahat i americky lékar

Raymond Vahan Damadian, jenz tdajné zkonstruoval CRE s ~ a.:\
,,.-'". o : { \ /Xr .
prvni MRI scanner jesté pied Lauterburem. [.@-\ ) '}:\
. sk A
MRI funguje na stejném principu jako nukledrni E L :

magneticka rezonance (NMR) pouzivana napf. v che-

mické analyze. NMR umoziiuje méfit prakticky v§echna 3 ';
atomova jadra s nenulovym jadernym spinem I. Takova . |
jadra maji nenulovy magneticky moment. Po aplikaci ’
magnetického pole na jadra se ptivodné nahodné ori-

entované vektory magnetického momentu vyrovnaji do

2I+1 orientaci. Energie nutnd pro prechod jddra mezi ~ Obr. 4: Rez autorovou hlavou potizeny
riiznymi orientacemi magnetickych momenti odpovi- ™ 3T MRI tomografu Siemens.

da energii radiofrekven¢niho zareni. Viibec nejcastéji

méfenymi jadry v NMR spektroskopii jsou 'H a *C." Jelikoz lidské télo je slozeno z vice nez 70 %
vody, je ziskavani obrazu v MRI standardné zalozeno na méfeni signalti 'H vody.”" V malé mife,

zejména v experimentalnim usporadani, se obraz v MRI ziskava i pomoci jinych NMR aktivnich

jader, napt. *He,*! 1¥Xel252¢ g ¥R [27]

Pti pouziti NMR v analytické chemii ziskavame signaly jednotlivych atomii s NMR aktivnimi
jadry s riznou hodnotou tzv. chemického posunu J. Tato hodnota odpovida energii nutné k pre-
chodu mezi jednotlivymi energetickymi hladinami. Z hodnoty chemického posunu § je mozno
usuzovat na okolni atomy v molekule. Signal vody je ale stale signalem jedné a té samé slouceniny,
a proto ma v riznych tkanich témér shodny chemicky posun. Méfeni chemického posunu § tedy
neposkytuje prakticky zadny kontrast mezi rtiznymi tkdnémi. Naproti tomu relaxacni ¢asy’ mole-

kul vody se v rtiznych tkdnich v organismu (napf. zdrava tkan/nador) méni dosti vyrazné.

* Soucet vektortt magnetického momentu pritomnych jader dava vznik makroskopické vektorové veli¢iné
- magnetizaci. Relaxa¢ni ¢asy vyjadiuji ¢as potfebny pro navrat vektoru magnetizace do ptivodni polohy. T;, longitudi-
nalni relaxacni Cas, vyjadiuje ¢as potfebny pro navraceni vektoru magnetizace zpét na ptivodni hodnotu ve sméru osy
z; T, transversalni relaxacni Cas, vyjadtuje ¢as potiebny pro relaxaci v roviné kolmé na osu z.



Na relaxacnich casech je zavisla intenzita signalu;” jejim méfenim je tedy mozno ziskavat infor-
maci o povaze zobrazované tkdné.”" Prostorové rozliSeni pak zajistuje soustava gradientii mag-
netického pole podél os souradného systému. V kazdém misté podél tohoto gradientu je mozno
mérit signal vody pfi jiné rezonan¢ni frekvenci. Prislu$nd rezonancni frekvence v sobé tedy nese
prostorovou informaci, intenzita pak informaci kvalitativni. Kombinace gradient potom umoz-

fuje rozdélit jednotlivé fezy do presné definovanych objemovych elementi - voxeld.

1.2.1 Kontrastni latky

Dalsi zvyseni kontrastu je podobné jako u jinych zobrazovacich technik mozno dosahnout pouzi-
tim kontrastnich latek (Contrast Agents, CA). Nejsou vSak zobrazovany pfimo CA, nybrz kontrast-
ni latkou ovlivnéné molekuly vody.” Principem kontrastnich latek je vyrazné ovlivnéni relaxa¢nich
¢asti molekul vody. To se projevi zménou intenzity méreného NMR signalu. Béhem kratsi doby
méfeni tak ziskdme vétsi kontrast.”*!

Kontrastni latky je mozno délit do dvou skupin:

o T, CA, zvané pozitivni CA. Tyto latky zkracuji zejména T relaxacni ¢as a zvy$uji tak inten-

zitu signalu.

o T, CA, zvané negativni CA, vyznamné zkracujici relaxacni ¢as T), coz zplsobuje pokles

signalu.

Relaxacni casy jsou znacné ovliviiovany neparovymi elektrony. Jako T, CA jsou zkoumany
komplexy paramagnetickych iontd Mn?**, Fe** a predev$im Gd**. Zakladnimi poZadovanymi vlast-
nostmi takovych sloucenin jsou termodynamicka stabilita a zejména kinetickd inertnost, zajistuji-
ci, aby se toxické volné ionty kovili neuvolnovaly do organismu. Vzhledem k dal$im elektronickym
a magnetickym vlastnostem jsou T, CA (jak experimentdlni, tak klinicky pouzivané) zalozeny
prevazné na chelatech Gd’*. Vétsina téchto sloucenin jsou komplexy Gd** s DTPA nebo DOTA a
jejich derivaty (viz Tab. 1).%%

Ve skupiné T, CA hraji naprosto rozhodujici roli materialy zalozené na magnetickych nano-
casticich. T, relaxa¢ni ¢asy molekul vody v okoli ¢astice jsou vyrazné zkracovany magnetickym
momentem castice (pfipadné indukovanym magnetickym momentem superparamagnetické
castice). Takové zkraceni T, relaxa¢niho ¢asu zpiisobi ztmavnuti dané oblasti v T,-vazeném MR
obrazu. Klasicky se jedna o magneticka jadra, predstavujici vlastni kontrastni ¢inidlo, na jejichz

povrch je pro zlepseni koloidni stability a biokompatibility zpravidla nekovalentné navazan vhod-

* Pti standardné pouzivané pulsni sekvenci spin-echo se intenzita signdlu S fidi umérnosti

~TR/T, -TE /T, . ’ 1o x . . 7 v .o v

S~(-e ")e"""; kde TR a TE jsou viceméné technické parametry pulsni sekvence a T, a T, ptisluiné relaxalni
casy.

** Toto plati pouze pro'H MRI, napt. jadra “F fluorovanych CA jsou zobrazovana ptimo.
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Tab. 1: Struktury klinicky pouzivanych nizkomolekularnich T; CA a jejich obchodni nazvy (tu¢né jsou
uvedeny mezinarodné uznavané akronymy danych struktur pouzivané zejména v chemické a lékarské
literatufre, kurzivou jsou uvedeny tzv. ,generické ndzvy, pouzivané zejména ve farmacii, a na poslednim
adku jsou obchodni nzvy spole¢né s ptislusnym vyrobcem).***! Pro zjednoduseni jsou v piipadé soli
zobrazeny jen Gd obsahujici komplexni anionty a neni zobrazena koordinovana molekula vody.

OH
CH
‘ooc/\N/ \N/\coo‘ ’ooc/\N/ \N/\( ’ ‘ooc/\N/ \ on
(.~ L) L)
d Gd
. N N _ . N N i ) N N )
00C—/"\___/ \—C00 00C~"\__/ \—C00 00C—/"\___/ \—C00
Gd-DOTA Gd-HPDO3A Gd-BT-DO3A
Gadoterate glumine Gadoteridol Gadobutrol

Dotarem® (Guerbet, Paris, Francie)

ProHance® (Bracco, Milano, Italie)

Gadovist® (Bayer, Berlin, Némecko)

coo
CH, N(
r -000” NN N N 00
° Oﬁ) G 0
o coo coo
/[ r ( NH HN
-00c” NN N\/\I\E\coo‘ ooc )N N\/\r(\COO [0 oj
. " \ \
-ooc cd’ Ccoo” ooc cd’ (ele]e} CHg CH,
Gd-BOPTA Gd-EOB-DTPA Gd-DTPA-BMEA
Gadobenate dimeglumine Gadoxetic acid Gadoversetamide
MultiHance® (Bracco, Milano, Italie) Primovist®, Eovist® (Bayer, Berlin, OptiMARK?® (Covidien, St. Louis,
Némecko) USA)
coo *0,P0 _OOC\N /—\N/COO_ oPo’
(coo' _OOC/\N/\/N\/\N/\COO. .
3+ Mn
00c” S NN oo 0 Gd kfo
3+ NH HN o "o
-00C Gd coo HaC™ CH, CH, CH,
Gd-DTPA Gd-DTPA-BMA Mn-DPDP
Gadopentetate dimeglumine Gadodiamide Mangafodipir trisodium

Teslascan® (GE Healthcare, Chalfont
St. Giles, Velka Britanie)

Omniscan® (GE Healthcare, Chalfont
St. Giles, Velka Britanie)

Magnevist® (Bayer, Berlin, Némecko)

ny polymer/biopolymer, napt. dextran ¢i polyethylenglykol (PEG).

Naprosto dominantni postaveni mezi T, CA maji tzv. SPIO castice (Superparamagnetic Iron
Oxide).” Takové nanocastice jsou jiz bézné pouzivany v klinické praxi. Tuto skupinu latek je moz-
no dale rozdélit (podle klesajici velikosti castic) na tzv. ordlné podavané SPIO castice, standardni

SPIO (SSPIO), a USPIO (Ultrasmall Superparamagnetic Iron Oxide).****! C4stice SPIO a USPIO

* BliZe nespecifikované oxidy Zeleza; nejpouzivanéj$imi faizemi jsou magnetit (Fe;O,) a maghemit (y-Fe,Os).
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lisi zejména v poctu magnetickych jader v jedné nanocastici: ¢astice SPIO zpravidla obsahuji
vice magnetickych jader, pricemz USPIO castice obsahuji pouze jediné magnetické jadro. Vlastni
SPIO castice je mozné pripravovat nékolika zpusoby. Klasickym zptisobem, jimz se pripravuji i
komer¢ni SPIO castice, je koprecipitace. SPIO castice je mozné dale pripravovat mikroemulsni
metodou, termickym rozkladem vhodnych prekurzort nebo hydrotermalni syntézou.”® Dextran
obalujici magneticka jadra muze byt sesitovany vhodnym c¢inidlem a vysledné castice jsou pak
nékdy nazyvany jako CLIO (Cross-linked Iron Oxide). Vyhodou nanocasticovych CA jsou obecné
vy$si hodnoty milimolarnich relaxivit, nez u nizkomolekularnich latek, a diky tomu lepsi kontrast-
ni vlastnosti. Je zfejmé, Ze osud a chovani nanocasticovych CA v organismu bude zcela odlisné
od nizkomolekularnich T; CA. Proto i klinické pouziti téchto dvou typit CA je vétsinou odlisné.
Klinicky pouzivané T, CA zaloZené na ¢asticich SPIO a USPIO ukazuje Tab. 2.

Klinicky pouzivané T, CA jsou velmi dobfe prozkoumanymi materialy, jejichz fyzikalni vlast-
nosti jsou velmi dobfe popsané. Pfesto jsou v odborné literature publikovany zna¢né rozdilné
hodnoty jejich relaxivit (Tab. 3). Relaxivity zna¢né zavisi na podminkach méfeni, zejména na

pouzitém magnetickém poli (B,), teploté a médiu, v némz bylo méfeni provadéno. Data uvadéna

Tab. 3: Tabulka relaxivit , béZnych komerc¢nich T, CA pii uvadénych v literatufe. Dokonce ani pii
stejnych podminkach méfeni se hodnoty mezi jednotlivymi autory neshoduji. Relaxivity jsou uvadény
v jednotkach [mmol"1-s']. Kazdy fadek obsahuje hodnoty relaxivit od uvedeného autora pro uvedené
podminky pii riiznych indukcich magnetického pole B,.

By=0,47T | Bo=1,5T | By=3T | By=4,7T te{[:l((:)]ta prostredi citace

98,3 — — — — — Wang 200164

107 — — — 39,5 agar Jung 1995

156 — 174 235 — zelatina Horék 2009""!

) 126 - — - 37 7elatina Babi¢ 20081
ferumosxsides — 120 — — 37 voda Corot 2006"”
152 41 93 105 37 voda Rohrer 2005
— 33 45 25 37 plasma Rohrer 2005
— 66 — — 37 krev Rohrer 2005

151 — — — — — Wang 20017

217 — 207 265 — zelatina Horak 2009

ferucarbotran — 189 — — 37 voda Corot 2006""!
86 61 143 176 37 voda Rohrer 20051
101 95 160 118 37 plasma Rohrer 2005
— 77 — — 37 krev Rohrer 20051

53 — — — — — Wang 20015
— 100,4 127,8 — — Ficoll. rozt. Simon 2006!*!

ferumoxtran 53,1 — — — 39,5 agar Jung 19955
— 65 — — 37 voda Corot 2006""!

129 — 114 177 — zelatina Horak 2009
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v literatufe jsou vsak ziskana za rtiznych podminek a tyto podminky ¢asto nebyvaji ani presné
uvedeny. Jsou ale publikovany i rozdilné hodnoty pro stejné podminky. Vzhledem k témto fakttim
je tfeba pristupovat k publikovanym hodnotdm relaxivit s rezervou, zejména jedna-li se o nové
pripravené materialy, které ani nemohou byt tak dobre charakterizovany jako ty, které se jiz kli-
nicky pouzivaji.

Nové nanocasticové CA jsou pripravovany obalovanim castic oxidii Zeleza mnohem S$irsi pale-
tou latek; jak nizkomolekularnich, tak i makromolekularnich. Jako priklad 1ze uvést prace Babice,
Hordaka et al. zabyvajici se pfipravou CA na bazi nanocastic oxidu Zeleza pokrytych polylysi-
nem,"! poly(N,N-dimethylakrylamidem)"" ¢i p-mannosou.”” Z mnoha dalsich publikovanych
materialt lze pro ilustraci jmenovat naptiklad castice pokryté meso-2,3-dimerkaptojantarovou
kyselinou (DMSA)," " polyethylenoxidovymi kopolymery,*” alginatem,"®! tzv. ,gumovou kyse-
linou* ptipravenou z arabské gumy,*” albuminem,”” SiO,"" & PEG-derivatizovanym SiO,,"">*)

nebo zlatem.*%

Ackoliv pti studiu novych nanocasticovych T, CA naprosto dominuji materialy zalozené na
oxidech Zeleza, v omezené mife jsou studovany i nanocastice s jinymi magnetickymi jadry. Jako
ptiklady magnetickych jader lze uvést castice oxidickych materidlti (ferity) nebo metalickych
tazi (Fe, FeCo, FePt, apod.). Pfislusna magneticka jadra jsou opét samozrejmé pokryta vhodnym
materialem zajistujicim dobrou koloidni stabilitu a biokompatibilitu (Tab. 4).

Tab. 4: Vybrané materialy zkoumané jako potencialni nanocasticové CA s magnetickym jadrem z jiného
materialu neZ oxidu Zeleza a jejich vlastnosti.

velikost | celkovy relaxivita B
jadro obal jadra pramér | [mmol™-l-s”'] [TO] citace
[nm] [nm] r r,
duté Mn;0, PEG-fosfolipid 20 — 142 | 774 | — Shin 2009
NiFe,O, PEG-dopamin 10-15 — 7,19 | 996 | 24 Shultz 200757
kopolymer (58]
MnFe,O4 PEG/polyamid 8,5 80 — 270 1,5 Lu 2009
F e"*(cxof\gf’l)xFezo“ kyselina laurova 9-11 80 — — | = Giri 2008
Ml’lo)sznoy4Fezo4 DMSA 15 — 860 4,7 ]ang 2009160]
FePt N(CH;),OH 9 — 7,4 239 4,7 | Maenosono 2008°!
FePt Fe,0; 10 — — 62 7 Gao 2008!¢%
FeCo Au 20 — — — — Xu 2007
Fe Au 18 — 6,87 28,15 7 Cho 20065
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1.3 Nanocastice s moznosti detekce MR/fluorescence

Syntéza dualnich MR/fluorescen¢nich aktivnich nanocastic (tzv. dual probes) ve formé skute¢né
pouzitelné v biologickych systémech je velmi komplexni zalezitosti. Znamé magnetické MR aktiv-
ni nanocastice zpravidla neposkytuji fluorescenci a proto je nutné vytvorit komplexni nanocastice
obsahujici MR aktivni soucast spojenou s fluorescen¢ni znackou. Vétsina takovych materiali je
tvofena magnetickym jadrem a fluorescencné oznacenym obalem. Pfi navrhu dualni MR/fluores-

cen¢ni kontrastni latky je tedy tfeba zvolit:

magnetické MR aktivni jadro - vétsinou se jednd SPIO castice (viz kap. 2.2.1)
 fluorescen¢ni znacku a pripadny spacer pro jeji zakotveni

o materidl pro obaleni (viz kap. 2.2.1)

 pripadné biologicky aktivni latky pro povrchovou derivatizaci komplexni nanocastice. Tyto

latky pak umoziuji specifické cileni dané nanocastice v organismu (napf. monoklonalni
protilatky, HIV tat peptid, atd.).

Syntéza takovych komplexnich materialt se sklada z nékolika stupnt. Prvnim stupném je
pfiprava vlastnich magnetickych nanocastic. Pouzité syntetické metody zavisi na konkrétnim
materialu. Nejcastéji se vSak jedna o rtizné variace metody sol-gel, pfipadné rtiznych srazecich
reakci. Moderni postupy zahrnuji také napriklad vyuziti micel pfi precipitacich, termicky rozklad
vhodnych prekurzort nebo hydrotermalni syntézu.”® Pfi nékterych syntézdch miize nasledovat
chemicka modifikace vytvorenych castic. Piikladem je casto vyuzivana oxidace magnetitovych
nanocastic na ¢astice maghemitové. V pripadé tepelného zpracovani je nutno na konci syntézy
pristoupit jesté k mechanickému zpracovani produktu, které zahrnuje napt. mleti ¢i valcovani.

Dal$im krokem je obaleni magnetickych nanocastic. To je provadéno nejriiznéjdimi technika-
mi, Casto se v$ak jedna o pouhou sorpci prislusné latky na magnetické nanocastice. Pfi obalovani
polymernimi materialy je hojné vyuzivana in situ polymerace pfimo ve stabilizovanych suspen-
zich magnetickych nanocastic. Jak jiz bylo zminéno diive, obalovani je provadéno s ohledem na
zvy$eni biokompatibility a koloidni stability. Pfi navrhu obalu je téz nutno prihlizet k faktu, ze obal
nanocastice je také vétsinou vyuzit k zakotveni fluorescen¢ni znacky a proto musi tuto operaci

umoznovat.

Pfi vybéru vhodné fluorescencni znacky je tfeba zejména vzit v ivahu optické vlastnosti mag-
netického jadra a samotné fluorescen¢ni znacky tak, aby se excitace ani emise znacky v ramci
moznosti co nejméné prekryvaly s absorpénimi maximy magnetického jadra. Dale je nutno uvazit
moznosti fluorescen¢niho mikroskopu, jenz bude pouzit k pozorovani vyslednych ¢astic. Mnohé,

zejména star$i a jednodussi fluorescen¢ni mikroskopy, maji malo excita¢nich a emisnich filtri,

coz umoznuje vizualizaci pouze omezeného spektra fluorescen¢nich znacek. V neposledni radé
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je nutno uvazit i cenu fluorescen¢ni znacky, nebot zejména reaktivni derivaty modernich fluo-
rescen¢nich barviv pouzivanych v biologii jsou zna¢né nékladné (fadové 10° K&¢/mg)® a pfitom
jejich spotieba pii syntéze (na rozdil od bézného pouziti v biologickych védach) muze byt pomér-
né znacna.

Nejcastéji pouzivanymi znackami jsou tradi¢ni organicka fluorescenc¢ni barviva fluorescein,
eosin, rhodamin, apod., dale kvantové tecky a nékdy i komplexy prechodnych kovt ¢i lanthanoi-
dd, zejména Eu a Tb. Modernimi moznostmi jsou vyuziti nanocastic zlata vykazujicich jev povr-
chové plasmonové resonance nebo jednovrstevnych uhlikovych nanotub (Single Wall Nanotube,
SWNT) s fluorescenci v blizké infracervené (Near Infrared, NIR) oblasti. Vlastni nizkomolekular-
ni fluorescen¢ni barviva jsou pfi syntéze komplexnich ¢astic pouzivana ve formé aktivnich deri-
vatd, které reaguji s dostupnymi funkénimi skupinami obald magnetickych jader, pripadné jejich
prekurzord. Standardné se vyuzivd napf. reakci isothiokyanati ¢i N-hydroxysukcinimidylovych
estertt (NHS) s aminoskupinami nebo jodacetylovych ¢i maleiimidovych derivatt s thiolovymi

skupinami.l®¢!

1.4  Strategie pripravy dualnich MR/fluorescencnich nanocastic

V nasledujicich odstavcich jsou popsany vybrané strategie pripravy vedouci k biologicky pouzitel-
nym materialiim danych vlastnosti. Byly vybrany prevazné takové ptiklady z literatury, které byly
skute¢né in vivo ¢ in vitro vyzkouseny v biologickych systémech.'*® Sirii prehled magnetickych-
fluorescen¢nich nanokompozitii potencialné vhodnych pro biomedicinské aplikace podava v pre-

hledném ¢lénku Corr et al.'"”' Nésledujici odstavce jsou prehledné shrnuty v Tab. 5.

1.4.1 Fluorescencni barvivo navazané na molekuly nizkomolekular-
niho obalu

Nejjednodussim pristupem k pripravé fluorescen¢nich magnetickych nanocastic je solubilizace
magnetickych nanocastic nizkomolekularni latkou. Pokud je tato latka stablizovana latkou deri-
vatizovanou fluorescen¢nim barvivem, je mozno pripravit ¢astice s pfimou vazbou fluorescen¢ni
zna¢ky na magnetické jadro. Bertorelle et al.* pfipravil ¢astice y-Fe,O; stabilizované pomoci
meso-2,3-dimerkaptojantarové kyseliny (DMSA). Reakci DMSA s aktivnimi derivaty fluores-
cencnich barviv byly ¢astice pevné spojeny s fluorescen¢ni znackou. Fluorescein-5-maleiimid byl

primo adovan na thiolovou skupinu DMSA, rhodamin byl navazan pomoci bifunkéniho spaceru.
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Inkubaci s nadorovymi bunkami byla potvrzena dobra internalizace nanocastic a moznost jejich

pozorovani fluorescenénim mikroskopem.

1.4.2 Fluorescen¢ni barvivo navazané na organicky polymerni obal

Céstice SPIO obalené dextranem jsou pouzivané jiz od konce 80. let minulého stoleti. Vzhledem
k jejich komer¢nimu vyuziti jsou velmi dikladné prozkoumané. Je tedy ziejmé, Ze derivatizace
takovych materialii fluorescenéni znackou je jiz dobfe prozkoumana. Josephson et al.!*®! pipravil
CLIO castice oznacené indokyaninovym barvivem Cy5.5 vykazujicim fluorescenci v NIR oblasti.
Sesitovany dextran obalujici nanocastice oxidu Zzelezitého byl nejprve derivatizovan oligopep-
tidem, na ktery bylo déle navdzano fluorescenéni barvivo Cy5.5. Castice byly pokusné vyuzity
k in vivo zobrazovani lymfatickych uzlin v mysi pomoci MRI i NIR fluorescen¢niho zobrazovani.
Vyhodou je, Ze v této oblasti elektromagnetického spektra je absorpce biomolekul ve tkanich mala

a svétlo tak pronika az nékolik cm do tkané (tzv. biologické okno).

Nahrendorf et al.”® vyuzil obdobného designu pro ptipravu trimodalni MRI/PET/ fluores-
cen¢ni kontrastni latky. CLIO castice s aminovanym dextranem byly oznaceny komer¢nim NIR
fluorescenénim barvivem Vivotag-680® a PET aktivnim komplexem #Cu-DTPA. Tato trimodalni
CA byla nasledné uspésné vyuzita pro in vivo zobrazovani makrofagt pti zanétlivé aterosklerdze
u mysi. Ostatni bunky v zobrazované oblasti internalizovaly pfipravené ¢astice mnohem méné a

pripravené castice tak vykazovaly jistou specifitu pro zobrazovani nemocné tkane.

Ge et al.!* ptipravil material, ve kterém je fluorescen¢ni barvivo kovalentné vazdno na biopoly-
mer obalujici vlastni magnetické jadro. Reakci fluoresceinisothiokyandatu (FITC) s aminoskupina-
mi chitosanu byl ziskan fluorescen¢né oznaceny polymer, jimz byly nasledné obaleny nanocastice
maghemitu. Inkubace produktu téz ukazala internalizaci CA do bunék a moznost detekce bunék
pomoci MRI.

Zatimco predchozi dva pripady zminovaly obalovani magnetickych nanodastic jiz kompletni-
mi polymery, Holzapfel et al.”" uvadi ptipravu obalenych magnetitovych &éstic in situ polymeraci
poly(styren-co-akrylové kyseliny). Fluorescen¢ni barvivo N-(2,6-di-isopropylfenyl)-perylen-3,4-
dikarboximid (PMI) bylo k polymeru pfidano béhem kopolymerace styrenu a akrylové kyseliny
provadéné v mikroemulsi. Molekuly barviva jsou v polymernich ¢asticich mechanicky uzavreny,
pripadné vazany nekovalentnimi interakcemi. U vyslednych nanocastic byla prokazana jejich
internalizace do lidskych nadorovych a kmenovych bunék a moznost detekce internalizovanych

castic fluorescen¢nim mikroskopem.

Na rozdil od vy$e uvedenych praci vyuzil Veiseh et al.”" fetézce polymeru kovalentné véza-
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né na magnetické jadro. Magnetitové nanocastice byly reakci s triethoxysilanovym derivatem
bifunkéniho PEGu kovalentné spojeny s polymerem. Volné konce PEGu byly nasledné derivatizo-
vany fluorescen¢nim barvivem Cy5.5 a peptidem chlorotoxinem pro specifické vazani vzniklych
nanocastic na bunky nadort neuroektodermalniho pivodu. Na in vitro experimentech autofi pro-
kazali pomoci fluorescen¢ni mikroskopie specifickou vazbu popisovanych nanocastic na gliomové

bunky a ovéfili moznost zobrazovani pomoci MRI.

Velmi podobny ptistup pouzil i Lee et al.””) K obaleni SPIO &astic byl pouzit kopolymer nesou-
ci na methakrylatové kostre jesté nehydrolyzované trimethoxysilanové skupiny, fetézce PEGu a
NHS-aktivované karboxylové kyseliny. Retézce PEGu opét zajistovaly dobrou biokompatibilitu,
karboxylové skupiny poslouzily k navdzani NIR fluorescen¢niho barviva Cy5.5. Trimethoxysilylo-
vé skupiny umoznily stejné jako v pfedchozim pripadé pripojeni polymernich retézct k oxidické-
mu jadru. Nezreagované silanové skupiny byly pak termicky sesitovany pii 80 °C. Vysledkem byly
SPIO castice pevné obalené kopolymerem methakrylat/ PEG sesitovanym kfemicitymi mustky.

Castice byly uspésné pouzity k in vivo zobrazeni nadoru v mysi.

1.4.3 Fluorescencni barvivo kovalentné navazané do vrstvy SiO,

Klasickym designem jsou magnetické nanocastice enkapsulované do fluorescenénim barvivem
oznaceného amorfniho hydratovaného oxidu kiemicitého SiO,(OH), (v dal$im textu oznacen jako
Si0,)." Jedna se o pravdépodobné nejvyuzivanéjsi strategii pripravy biokompatibilnich komplex-
nich MR/fluorescen¢né aktivnich nanocastic. Vrstva SiO, je pfipravovana hydrolyzou tetraetho-
xysilanu (TEOS) a naslednou polykondenzaci hydrolytickych produktt. Pro kovalentni navazani
fluorescen¢niho barviva do této vrstvy je standardné pouzivana konjugace aktivniho derivatu flu-
orescen¢niho barviva s 3-aminopropyltriethoxysilanem (APS), pfipadné 3-aminopropyltrimetho-
xysilanem, a tvorba kfemicité slupky ze smési takto pripraveného konjugatu a TEOS. Prikladem
této strategie je prace Lin et al.,*" jenz enkapsuloval &4stice Fe;O, do fluorescen¢né oznaceného
SiO, kondenzovaného ze smési TEOS a malého mnozstvi konjugatu FITC s 3-aminopropyltri-
methoxysilanem mikroemulzni metodou. U produktu byla naméfena relaxivita r,=154 mmol-s™
typicka pro SPIO castice a zaroven byla in vitro potvrzena internalizace vyslednych ¢astic do bunék
(fibroblastt).

Material témeér stejného designu, ale podstatné lepsi morfologie ptipravil analogickym zpiso-
bem i Lu ef al.”? Vysledkem byly komplexni sférické nanocastice o priiméru asi 50 nm obsahujici
vzdy jedno jadro z Fe;O, o primeéru 10 nm. Prace ukazuje efektivni oznac¢eni kmenovych bunék

komplexnimi nanodasticemi a déle uspé$ny in vivo pokus s transplantaci oznacenych bunék do

* anglosaska literatura vyuziva terminu ,,silica“
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mysi a jejich naslednou detekci pomoci MRI.

Znaceni magnetitovych nanocastic obalenych SiO, pomoci fluorescen¢nich ¢inidel zalozenych
na lanthanoidech ukazuje Wu et al.”®' Jako fluorescenéni znac¢ka byl pouzit konjugit europitého
komlexu BTBCT-Eu’** s APS. Vyslednymi nanocasticemi byly pak tspésné oznaceny nadorové

bunky.

Netradi¢ni pristup spocivajici v pouziti fluo-

rescenénim barvivem oznaceného SiO, zvolil Lee

et al” Na rhodaminem oznafené nanodlastice

SiO, s povrchovymi -NH, skupinami byla pomo-

ci bifunkéniho organického spaceru navdzana

satelitni magnetitova jadra s povrchovymi -SH ¥
skupinami. Vysledné nanocdstice tedy obsahovaly ~ “,,
-
e
nékolik magnetickych castic usazenych na povrchu (DySi0,) (Fe;0,) . (DySiO~Fe;0,),)
vétsi centralni fluorescencni castice z amorfniho Obr. 5: Schéma piipravy komplexnich

SiO, (viz Obr. 5). Povrchovd modifikace protilat- nanocastic rhodaminem dopovaného $iO,

(oznaceno jako DySiO,) s povrchové navaza-

kou Abyypensr umoznila specifické cileni castic na nymi hydrofilizovanymi satelitnimi ¢4stice-

buiiky obsahujici polysialové kyseliny (PSA). Inku- i Fe;O,. Vpravo nahote pak snimek castic z
TEM. Prevzato z literatury.”

bace oznaceného produktu s nadorovymi bunkami

vykazujicimi zvySenou tvorbu PSA a s kontrolnimi

embryonalnimi ledvinovymi bunkami bez exprese PSA ukazala, ze produkt selektivné znaci bun-

ky se zvySenou expresi PSA a je tedy mozné ho vyuzit pro detekci nékterych nadorovych bunék.

Kim et al.® ptipravil jédra Fe;O, enkapsulovdna do SiO, mikroemulsni metodou. Zakotveni
fluorescen¢ni znacky bylo provedeno pouzitim konjugatu rhodaminisothiokyanatu s APS (RITC-
APS) pri kondenzaci kifemi¢ité vrstvy. Na povrch fluorescen¢nich nanocastic byly pro zlepseni
biokompatibility zakotveny fetézce PEGu. In vitro znaceni nadorovych bunék prokazalo interna-
lizaci kontrastni latky do bunék. In vivo pokusy na mysich nasledné prokazaly moznost sledovat

osud oznacenych bunék v organismu pomoci MRI.

Yoon et al.” enkapsuloval do SiO, magnetické jadro feritu CoFe,O,. Vrstva SiO, byla stejné
jako v predchozich pripadech oznacena FITC nebo RITC. Povrch SiO, byl derivatizovan smé-
si APS a triethoxysilanového derivatu PEGu. Vysledkem byly nanocastice obalené kovalentné
navazanym PEGem majici povrchové aminoskupiny, jez byly vyuzity k pfipojeni monoklonalni

protilatky (Obr. 6). Protilatka Ab__ umoznila specifickou vazbu nanocastic na leukemické bun-

CD-10
ky. Toho bylo vyuzito pro magnetickou separaci oznac¢enych bunék a jejich zobrazeni zobrazeni

pomoci MRI.
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Obr. 6: Schéma pripravy komplexnich nanocastic kobaltnatého feritu enkapsulovaného do fluorescenc-

né oznac¢eného SiO,. Jadra CoFe,0, (A) jsou pomoci TEOS a APS-FITC enkapsulovana do fluorescen¢né
znaceného SiO, PVP metodou. Reakci vzniklych nanocastic se silanovym derivatem PEG a APS vznikaji
komplexni ¢astice s organickou korénou a povrchovymi -NH, skupinami (C). Reakci téchto skupin s
vhodnym ¢inidlem je mozno ziskat aktivni nanocastice s povrchovymi maleiimidovymi skupinami (D).
Ty umoznujici navazani monoklonnalni protilatky na ¢astice (E) pomoci reakce s thiolovymi skupina-
mi protilatky, které vzniknou reduktivnim stépenim disulfidovych mustki v tézkém fetézci protilatky

pomoci merkaptoethylaminu (MEA). Uvedeny postup je v podstaté obecnym schématem pfipravy kom-

plexnich specificky cilenych magnetickych/ fluorescen¢nich nanodastic. Prevzato z literatury.”*

1.4.4 Kvantové tecky ve vrstvé amorfniho SiO,

Nanocastice polovodict, tzv. kvantové tecky (QD), jsou velmi efektivnimi fluorescen¢nimi znacka-
mi, které na rozdil od organickych fluorescencnich barev nepodléhaji tak snadno fotodegradaci.
Dnes se jiz bézné pouzivaji v biologickych védach pro fluorescen¢ni znaceni. Jejich inkorporaci
do vrstvy SiO, obalujici magnetické jadro Ize stejné jako inkorporaci molekul fluorescen¢niho
barviva pripravit ¢astice vhodné souc¢asné pro MRI i fluorescen¢ni mikroskopii.

Selvan et al.”' popisuje magneticky fluorescen¢ni kompozit y-Fe,0;-CdSe. Jednotlivé &ésti-
ce y-Fe,0; o rozméru 8-10 nm slouzily jako krystaliza¢ni jadra. Na povrchu kazdé z nich byla
vypéstovana castice CdSe o rozméru 4-5 nm. Vzniklé kompozitni nanocastice (uvadéné jako
magnetické QD) byly pokryty tenkou vrstvou SiO, s povrchovymi aminoskupinami, které byly
posléze derivatizované NHS-skupiny bifunkéniho PEGu. Na vnéjsi konce PEGu byly navazané

hydrofobni oleylové skupiny umoznujici znac¢eni buné¢nych membran. Biokompatibilita pripra-
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venych nanocastic a jejich schopnost vizualizovat buné¢né membrany byla Gspésné otestovana na
nékolika typech nadorovych bunék.

Sofistikovanéjsi material pfipravil Guo et al®® Autofi nejprve pokryli magnetitové dstice
tenkou vrstvou SiO,. Pfidanim Cd** do smésné suspenze vyrobenych magnetickych ¢astic a QD
(CdTe) s povrchovymi —SH skupinami byly na kfemicitém povrchu zachyceny QD. Ziskané kom-
pozitni ¢astice Fe;O,@Si0,-CdTe byly nasledné pokryty dalsi vrstvou SiO,. Na zavér byly castice
jesté pokryty vrstvou termosenzitivniho polymeru poly(N-isopropylakrylamidu) (PNIPAM).
Vysledné ¢astice tedy obsahovaly magnetické jadro, které obalovala vrstva SiO, obsahujici QD,
celé jesté déle obalené vrstvou PNIPAM. Césticemi byly pokusné oznaceny buriky, které pak byly

velmi dobfe pozorovatelné konfokalni mikroskopii.

1.4.5 Heterodimerni castice — srostlice magnetickych castic s Au
nanocasticemi

Pro optické zobrazovani je rovnéz mozno pouzit nanocastic zlata vykazujicich jev povrchové
plasmonové rezonance.”® Choi et al.™ ptipravil heterodimerni nanoééstice FePt-Au. Nanokrys-
taly Au byly vypéstovany na casticich FePt pouzitych jako krystaliza¢ni jadra (Obr. 7). Vysledné
heterodimerni ¢astice byly solubilizovany navazanim PEGu s thiolovymi skupinami. Konjugaci
na koncové aminoskupiny molekul PEGu byly nasledné navazany molekuly protilatky Abyenpis
jenz specificky rozpoznava PSA. Inkubace oznaceného produktu s nadorovymi bunkami vykazu-
jicimi zvySenou tvorbu polysialové kyseliny (PSA) a s kontrolnimi embryonalnimi ledvinovymi
bunkami bez exprese PSA ukazala, Ze produkt selektivné znaci bunky se zvySenou expresi PSA.
Biologické testy danych castic jsou analogické se zkouskami jenz provedl Lee et al. na magnetito-

vych nanodasticich.*

a
) EGFRA-NH-CO-PEG(3000)-CO-N @ 0 . . 5-PEG(2000)-NH:
a G, 2

b) -

Obr. 7: Schéma pripravy heterodimernich Obr. 8: Schéma heterodimernich ¢&astic Fe;O,-
¢astic FePt-Au (a) a morfologie takto pfi- Au (a) a morfologie (TEM snimky) pfipravenych
pravenych ¢astic na snimcich z TEM (b) a castic pied (b) a po (c) povrchové modifikaci fetézci
HRTEM (c). Ptevzato z literatury.®®"! PEG. Pievzato z literatury.”
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Xu et al.”¥ ptipravil Fe,O,~Au nanocastice, ve kterych je Au Castice viceméné obklopena
magnetitem (Obr. 8). Cistice byly pfipraveny rozkladem Fe(CO), na povrchu zlatych nanocas-
tic. Nanokompozitni ¢astice byly pak stabilizovany pomoci dopaminem derivatizovaného PEGu.
Za ucelem biologického cileni na receptor epidermalniho rtstového faktoru (EFGR) na povr-
chu nadorovych bunék byl zlaty povrch modifikovan protilatkou anti-EGFR pfipojenou na konec
fetézce PEG. Modifikované castice pak byly inkubovany s naddorovymi buitkami. Konfokalni
mikroskopie pak potvrdila navazani ¢astic na povrch bunék. Nasledné byla uspésné vyzkousena

moznost magnetické separace bunék a jejich zobrazeni pomoci MRI.

1.4.6 Magnetické nanocastice obalené vrstvou Au

Povrchovou plasmonovou resonanci poskytuji nejen nanocastice Au, nybrz i nanoskopické vrstvy
Au. Po obaleni prislusnych ¢astic vrstvou Au je tedy mozné dané castice také vyuzit k optickému

zobrazovani. Larson et al.*”

pripravil maghemitové nanocastice obalené tenkou vrstvou Au. Veli-
kost kompozitnich nanocastic byla 45+ 14 nm. Zlaty povrch modifikovan pomoci PEG-thiolu.
Povrch byl pak jesté modifikovan protilatkou anti-EGER pfipojenou pomoci PEGového linkeru.
Hybridni nanocastice byly pouzity k oznac¢eni nadorovych bunék. Bunky pak byly tspésné zobra-
zeny pomoci MRI a konfokalni mikroskopie. Plasmonova resonance Au-nanovrstvy rovnéz teo-
reticky umoznuje vyuziti podobnych ¢astic pro fototermalni terapii. Naruseni oznacenych bunék

pfi ozarovani 700 nm laserem bylo také prokazano.

1.4.7 Uhlikové nanotuby navazané na magnetické castice

Jednovrstevné uhlikové nanotuby (SWNT) vykazuji mimo jinych zajimavych vlastnosti i NIR flu-
orescenci lezici v tzv. biologickém okné (700-1300 nm). Fluorescence nastava jen tehdy, kdyz jsou

nanotuby individudlné rozptyleny. Choi et al.””
ptipravil nanocéstice y-Fe O, s navazanymi SWNT
3nm ]1 nm
(Obr. 9). Na kulovou castici y-Fe O, je navdzdna 1
Fe0, SWNT
nanotuba o priméru 1 nm. Ta je pro dobrou solubi-
lizaci obalena molekulami oligonukleotidu d(GT),s. Obr. 9: Schéma heterodimernich castic
Fe,0;-SWNT, cervené linky predstavuji

obaleni uhlikové nanotuby oligonukleoti-
né nanocéstice byly uspé$né pouzity k NIR a MR dem. Pfevzato z literatury.”

Cely podlouhly utvar ma délku 12-20 nm. Vyrobe-

zobrazeni makrofagu.
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2 Motivace a cil prace

Cilem této diplomové prace je pripravit fluorescenéni magnetické nanocastice pouzitelné pro
bunécné znaceni, tzv. cellular labelling. Tyto dudlni MR/fluoresce¢ni znac¢ky umoznuji sledovat
oznacené bunky v organismu pomoci magnetické rezonance a zaroven kontrolovat pritomnost

kontrastni latky v bunice pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.

Priprava polyfunkénich nanocdastic s moznosti dvoji detekce (MR/fluorescence) je velmi
moderni zalezitosti (viz kap. 1.3). Vysledné materialy jsou velmi atraktivni z hlediska dalsiho
pouziti v biomedicinském vyzkumu. I pfesto neni stale jesté priprava biologicky pouzitelnych flu-
orescen¢nich magnetickych nanocastic zdaleka trividlni zalezitosti. Dudlnich kontrastnich latek,
jenz obsahuji magnetické jadro z jiného materialu nez riizné modifikovanych SPIO c¢astic, je v lite-
ratufe popisovano jen velmi omezené mnozstvi.

Tato prace je zaloZena na jiz vyvinutych perovskitovych nanocasticich La, ;5Sr,,;MnO; (LSMO)
enkapsulovanych do kfemicitého obalu (viz kap. 3.2). Bezprostfedné navazuje na diserta¢ni pra-
ci O. Kamana, jenz se zabyval pravé pripravou enkapsulovanych perovskitovych nanocastic pro
biomedicinské aplikace, zejména pro magnetickou fluidni hypertermii a MRI. Pro pozorovani
interakci takovych nanocastic s bunkami na bunécné a subcelularni trovni je vhodné mit ¢astice

pozorovatelné téz fluorescen¢nim mikroskopem.

Konkrétnim cilem této prace je tedy priprava fluorescen¢né oznacenych nanocastic LSMO pro
bunécéné znaceni a ovéfeni jejich pouzitelnosti v biologickych systémech. Vysledné nanocastice
by tedy mély byt dobfe pozorovatelné pod fluorescenénim mikroskopem a zaroven by nemély byt
(prilis) toxické pro bunky. Protoze zivé bunky bezpodmine¢né nutné potiebuji k zivotu vodné
prostiedi, je nezbytné, aby pfipravené ¢astice mély dostatecnou koloidni stabilitu ve vodé. Vlast-

nosti kone¢ného produktu by tedy mély byt:

 zachovani magnetickych vlastnosti jadra

dostate¢na fluorescence (ve vhodné oblasti spektra) pro pozorovani fluorescené¢nim mik-

roskopem

dostate¢na koloidni stabilita ve vodé v priblizné neutralnim pH

 nizkad toxicita pro bunky
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3 Popis vychozich materialt

3.1 La, ;5Sr,,sMnO;

V minulych letech byly v ramci studia materialt pro potencialni pouziti v magnetické fluidni
hypertermii (MFH) a zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) ptipraveny skupinou E. Pollerta
na Fyzikdlnim tstavu AV CR (FZU AV CR) nano¢astice LSMO s x=0,25 (Lay 7551, ,sMnO3). Obje-
movy polykrystalicky LSMO tohoto slozeni vykazuje Curieovu teplotu T =350 K a magnetizaci
M0 karm =66 A-m>kg™ pii 298 K. S poklesem velikosti ¢astic klesd T . a magnetizace materidlu
(Obr. 10). Toto chovani lze vysvétlit pfitomnosti neusporadané, tzv. ,,magneticky mrtvé“ vrstvy na
povrchu nanocastic LSMO. Tloustka mrtvé vrstvy byla pfi zjednoduseném uvazovani kulovych

¢astic odhadnuta na 5 nm.[7!®!

14 o " .
604 —8— 21 pm —0—26nm 0 155  a
—e— 20 nm —<—30nm
'l —o—350m —s—400m |
—&—52nm —s—ll4nm (. pepg—p-o—0—t—0
E:

------------

M [emudz]

u LI v T —rr—r——rr—r
200 -15  -1n Jj]l__i ul_.j] 0ns 1.0 15 20 20 40 60 80 100 1200 140 &0 18D
HI[T] d,[nm]

Obr. 10: Grafy znazotnujici pokles magnetizace M (vlevo) a Curieovy teploty T v zavislosti na stfedni
8]

velikosti krystalitu dygp LSMO. Prevzato z literatury.

Pokles magnetizace s klesajici velikosti ¢astic popisuje pro LSMO s x=0,3 také Duan et al.™”
Metodou sol-gel pripravil ¢astice LSMO o velikostech 16, 24, 35 a 47 nm, na kterych dany jev
popisuje.

LSMO (x=0,25) se standardné pripravuje klasickou sol-gel citratovou metodou. Smés prislus-
nych mnozstvi vychozich latek (La,O;, SrCO; a MnCO;) je rozpusténa v HNO,. Po pridani kyse-
liny citronové a ethylenglykolu je ptidavkem NH,OH upraveno pH reakéni smési na ~7,6. Smés
je tepelné zpracovana (odpareni rozpoustédla, suseni, kalcinace a zihani) a nasleduje mechanické
zpracovani (valcovani a mleti). Mechanickym zpracovanim jsou od sebe oddélena jednotliva zrna,
ktera jsou v surovém produktu pospojovdna mustky vznikajicimi tendenci produktu ke slinovani
béhem konecného tepelného zpracovéni pti teplotich nad 650 °C (Obr. 11). Podle provedené-
ho zpracovani je mozno ziskat produkty s pozadovanou stredni velikosti krystalitti (dxgp~20-

180 nm)."¥ Obdobnou metodou pfipravili nanocastice LSMO s x=0,3 i Rajagopal et al.’®" a Bha-
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Obr. 11: TEM snimky LSMO (x=0,25) ptipraveného na FZU AV CR pied (vlevo) a po (vpravo) mecha-
nickém zpracovani (mleti, valcovani).

yani ef al.®! Pfipravené ¢4stice mély v obou piipadech rozméry ptiblizné ~ 30 nm, Rajagopal je
pak prevedl do suspenze v organické fazi pomoci oktadecylaminu.

Pro pouziti v biomediciné vSak nejsou samotné nanocastice vhodné. Prvnim divodem je, ze
samy o sobé netvori stabilni suspenze ve vodé (naproti tomu tvori stabilni suspenze v EtOH, pfi-
padné iPrOH). Neméné dtilezité vsak je, Ze nanocastice LSMO vykazuji zna¢nou cytotoxicitu.
Viabilita kmenovych bunék inkubovanych v jejich pfitomnosti byla mensi nez 5%.** Zna¢nou
cytotoxicitu volného LSMO popisuje téz Bhayani et al.™ Divodem takové toxicity je pravdépo-
dobné naruseni povrchu nanocastice v prostiedi bunky a souvisejici uvolnovani toxickych iontt
Mn’* a Mn*" do vnitfniho prostfedi buriky.

LSMO je tedy nutné pro biomedicinské pouziti obalit vhodnym materialem, ktery izoluje mag-
neticka jadra od vnéjsiho prostredi a zaroven umoznuje dobrou solubilizaci ve vodném a fyziolo-
gickém prostredi. Kromé enkapsulace amorfnim SiO, diskutované v dal$im textu je tfeba zminit
préaci Bhayaniho et al.,® jenz obalil LSMO s x=0,3 (La,;Sr,sMnO;) dextranem a albuminem
hovéziho séra (bovinni sérumalbumin, BSA). Vysledné produkty poskytly pfi inkubaci s rako-
vinnymi bunkami viability téchto bun¢k nad 80 %. Je vsak otdzkou, zda podobny ,,nekovalentni

coating” skute¢né efektivné brani kontaktu perovskitového jadra s prosttedim bunky.

3.2 LSMO@SiO,

Pro dobrou izolaci jadra od vnéjsiho (biologického) prostiedi byla zvolena vrstva amorfniho SiO,,
kterou je mozno ziskat polykondenzaci hydrolytickych produktéi TEOS na povrchu ¢astic LSMO.
Vysledkem jsou hybridni nanocastice LSMO enkapsulované do SiO, - LSMO@SiO,. Ptipravou
tohoto materialu se zabyval v ramci své disertaéni prace O. Kaman na FZU AV CR a nasledujici

odstavce jsou shrnutim jeho vysledkii. -
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Enkapsulace se provadi v cit-
ratem stabilizované suspenzi ¢as-
tic LSMO aktivovanych pomoci
HNOs;. Pro piipravu jsou stan-
dardné pouziviny nanocastice
LSMO o stfedni velikosti krysta-
lit dygp ~20 nm. Vlastni enkap-

sulace je upravenou Stoberovou

metodou.®™ Bazicky katalyzova- Y e - \
nd hydrolyza TEOS a nédslednd  Obr. 12: TEM snimky LSMO@SiO, piipraveného autorem v
polykondenzace hydrolytickjch ramci této diplomové prace (Sarze 43.14).

produktt probiha v polarni smési

EtOH, NH,OH a vody. Tloustku vrstvy je mozné kontrolovat mnozstvim pridaného TEOS. Posled-
nim krokem pripravy je frakcionace produktu sekvenéni centrifugaci, kdy je nejprve odstranéna
tézka frakce obsahujici castice slepené vyloucenym SiO, a nejriiznéjsi agregaty (Obr. 12). Presny
postup syntézy je uveden v kapitole 4.4.3.1.

Pripravené castice tvori velmi stabilni suspenze ve vodé v dtsledku zdporného naboje na povr-
chu nanocastic a z toho vyplyvajiciho elektrostatického odpuzovani jednotlivych ¢astic. Piislusny
(-potencidl je pfi pH=7 ptiblizné -22 mV a izoelektricky bod ¢astic, kdy maji ¢astice nulovy
povrchovy néboj, je IEP= 3,4 (viz Obr. 13). Hydrodynamicka velikost standardné pfipravovanych
$arzi produktu se pohybuje kolem dp =135 nm a s ¢asem se neméni, suspenze ¢astic jsou tedy

stabilni.
Béhem piipravy pozoroval O. Kaman zvétseni stfedni velikosti krystalitd zd, , (LSMO) =20 nm
na dypp(LSMO@Si0,) = 24 nm."* To vysvétluje pfevazné rozpousténim nejmensich ¢astic pii akti-

vaci LSMO pomoci HNO,;. Dusled-

kem takového ,zvétSeni“ je i zvySeni . A
*
magnetizace LSMO@SiO, oproti 0100’ A
samotnému LSMO (viz kap. 3.1). Jako 1: .
dal$im faktor, jenz muze mit na této g s .
) *
zméné urcity podil, je zminovana i * ’ .
-25
frakéni centrifugace pouzivana pro w ’ .
¢isténi a separaci produktu, kdy je * . "
produkt podroben sérii centrifugaci K o

Obr. 13: Graf zavislosti {-potencidlu LSMO@SiO, na pH.

a odstranovani supernatantu nad usa- (36,38]

Prevzato od O. Kamana.
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zenym materialem.

Zména dygp béhem enkapsulace se odrazila i v magnetickych vlastnostech. Hodnota magne-
tizace LSMO@SiO, pfepoctena na obsah LSMO je jak v suspenzi, tak v suchém vzorku vyssi nez
magnetizace samotného LSMO (viz Tab. 6). Zména magnetizace tedy koresponduje se zvySenim

sttedni velikosti krystalitd béhem enkapsulace do SiO,.

Tab. 6: Porovnani vlastnosti LSMO a LSMO@SiO,. Hodnota magnetizace v poslednim fadku je vztaZena
na obsah LSMO. Ptevzato od O. Kamana.®®

LSMO@SiO,
LSMO (suchy vzorek)
dxzp [nm] 20 24
Tc [K] 336 335
Misorarm [Amz‘kg'l] 24 31
Z hlediska vyuziti enkapsulo- oo ]
vanych castic v MRI je dulezité, ze 0
vykazuji zna¢né vysoké hodnoty r, oo ]
relaxivity (Obr. 14). Pfi 25 °C je hod- _é oo
nota relaxivity pfi By=0,47 T pfiblizné 2. o
r,~450 mmol*dm*s™!. Tato hodnota .
nasobné prevysuje r, relaxivity komerc- , ..
, v, . L. v . v 10 ' 2‘0 ' 3‘0 ' 4‘0 ' 5‘0 ' 6‘0 ' 7IO ' 8‘0 ' 9‘0
nich SPIO ¢astic. Relaxivita samoziejmé .

Obr. 14: Graf zavislosti r, relaxivity LSMO@SiO, na tep-

v diisledku poklesu magnetického uspo-
loté, méteno pii By=0,47 T. Pievzato od O. Kamana."**

radani LSMO klesa s teplotou.

LSMO@SiO, je uréen pro biome-
dicinské vyuziti (MFH, MRI). Z toho divodu byla testovana viabilita bunécnych kultur v jeho
pritomnosti. Lidské HeLa nadorové bunky, kozni fibroblasty a kmenové bunky v jeho pritomnosti
vykazuji nejen dobré viability pti relativné vysokych koncentracich, nybrz i vstfebavani castic
dostate¢né pro vizualizaci oznac¢enych bunék pomoci MRI. Pfi koncentraci nanocastic odpovi-
dajici koncentraci LSMO 0,11 mmol/l bylo opakované dosazeno u vsech testovanych bunék vyso-
kych viabilit, ¢asto presahujicich 90 %.

Ptipravu podobnych hybridnich ¢astic (Lay 6Sr,,,MnO;@Si0,) o velikosti ~ 250 nm obdobnou

metodou, av$ak s ponékud hor$i morfologii, zminuje i nedavna publikace Uskokovice et al.!"®!

28



3.3 LSMO@SiO,-APS

Dal$im materidlem pfipravenym O. Kamanem je LSMO@SiO,-APS.**" Jde o nano¢astice LSMO

enkapsulované do kfemicitého obalu obsahujiciho 3-aminopropylové skupiny vazané pfimo na

atomy Si. Na rozdil od standardniho LSMO@SiO,, na jehoz povrchu jsou pouze Si-O~ (pfipadné

Si-OH) skupiny, LSMO@SiO,-APS obsahuje na svém povrchu primarni aminoskupiny pouzitel-

né pro dalsi reakce. Reakci téchto aminoskupin napf. s aktivnimi estery nebo isothiokyanaty je

mozno na povrch nanocéstic kovalentné navazat nejriiznéjsi molekuly.

Enkapsulace se provadi v suspenzi nanocastic stabilizovanych polyvinylpyrrolidonem, tedy tzv.

PVP metodou. Ptiprava opét standardné vychdzi z nanocastic LSMO o stfedni velikosti krystalitt

dxrp ~ 20 nm. Jedna se o bazicky katalyzovanou hydrolyzu smési TEOS a APS a naslednou poly-

kondenzaci hydrolytickych pro-
duktt. Reakce opét probiha ve vel-
mi polarni smési EtOH, NH,OH a
vody. Mnozstvi povrchovych ami-
noskupin je mozné ladit zménou
poméru APS/TEOS (standardné
pouzivan pomér 1:4). Tloustku
vrstvy je opét mozné kontrolovat
mnozstvim pridaného TEOS a
APS (Obr. 15). Poslednim krokem
je frakéni centrifugace produktu,
kdy jsou z produktu odstranény

velké agregaty a slepence.

500 nm

. -

‘ e
Obr. 15: TEM snimek LSMO@SiO,-APS pripraveného auto-
rem v ramci této diplomové prace ($arze 43.8).

|

Pripravené castice na rozdil od LSMO@SiO,

netvori stabilni suspenze ve vodé pfi neutralnim
pH. To je dano pfitomnosti primarnich ami-

L noskupin na kfemicitém povrchu castice, které

¢ [mv]
o

-40 T T

snizuji zaporny naboj na povrchu castice. Ptislus-
ny {-potencidl je pfi pH=7 mnohem mensi nez

- u LSMO@SIO,, klesa témér k nule. Izoelektricky

0 2 4 6 8 10

pH

Obr. 16: Graf zavislosti

{-potencidlu

bod tedy lezi pfi neutralnim pH. Produkt ale tvori

relativné stabilni suspenze v EtOH (Obr. 16).

LSMO@SiO,-APS na pH. Pfevzato od

0. Kamana.®

Je zfejmé, Ze se zvySujicim se mnozstvim APS

v reakéni smési stoupd IEP a zejména klesd ,,kom-
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paktnost® kfemicité vrstvy, nebot se snizuje sesitovani atomt kfemiku kyslikovymi mistky. Takovy
material bude tedy pravdépodobné méné diikladné izolovat perovskitové jadro od okoli. Protoze
LSMO@SiO,-APS netvori stabilni vhodné suspenze za fyziologického pH, neni mozné ho pfimo
pouzit na biologické experimenty. Diky povrchovym aminoskupindm a moznosti jejich snadné

derivatizace je vSak potencialnim prekurzorem pro pfipadné komplexnéjsi materialy.
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L Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

o 5-aminofluorescein, >99 % GC, Aldrich

o 3-aminopropyltriethoxysilan (APS), Aldrich

o dextran, extrahovany z Leukonostoc ssp, Fluka

e eosin, Lachema

 ethanol (EtOH), ¢isty, P-Lab

o ethanol (EtOH), bezvody - piesuseny ethanoldtem hofe¢natym, podle literatury®: V apa-
ratufe promyvané Ar byly Mg-hobliny aktivované malym mnozstvim I, prevrstveny malym
mnozstvim komerc¢niho suchého EtOH (Penta), smés byla poté priblizné 2 h refluxovana.
Poté byl pridan dalsi suchy EtOH a smés byla dale priblizné 2 h refluxovana. Presuseny
EtOH byl vydestilovan do banky vyplachnuté Ar.

 polyethylenglykol (PEG), M,,=10000, Fluka

 polyvinylalkohol (PVA), M, =57-66000, Alfa Aesar

 polyvinylpyrrolidon (PVP) K25, M,,=24000, Aldrich

e polyvinylpyrrolidon (PVP) K90, M, =360000, Fluka

e rhodamin B, Aldrich

o tetraethoxysilan (TEOS), >99 % GC, Aldrich

o thiofosgen, 97 %, Fluka

4.2 Charakterizacni a prepara¢ni metody

Neni-li uvedeno jinak, nachazi se prislu$na instrumentace na PfF UK.

4.2.1 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Morfologie ¢astic byla métena RNDr. Jaroslavem Kupé¢ikem v Ustavu anorganické chemie AV CR

v Rezi u Prahy na mikroskopu Philips EM 201 (urychlovaci napéti 100 kV, wolframové vlakno).
Priprava vzorku: Zfedéna suspenze nanocastic byla nejprve nékolik minut v plastové zku-

mavce sonifikovana v ultrazvukové lazni. Poté bylo automatickou pipetou naneseno nékolik pl

suspenze na uhlikem potazeny médény terc¢ik SPI 3630C-MB a kapka byla nasledné ponechana

volné uschnout za laboratorni teploty.
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Obrazova analyza: Obrazové analyza byla provddéna v programu Image] 1.37a.° Vzhledem
k omezenému mnozstvi vhodnych snimkii byl zvolen nasledujici postup analyzy: Hranice jed-
notlivych rozliditelnych ¢astic byly oznaceny ru¢né. Ru¢né byly téZ oznaceny hranice prislusnych
magnetickych jader. Tato metoda dovolila na dostupnych snimcich analyzovat vétsi mnozstvi ¢as-
tic nez automatické metody. Pro kazdou méfenou castici byla zji$téna jeji plocha a obvod, plocha
a obvod magnetického jadra. Castice a jadra byla aproximovana modelem kulovych &éstic, jejichz
prurez je zobrazeny na TEM mikrofotografiich. Z ploch komplexnich ¢astic a ploch prislusnych
magnetickych jader byla pro kazdou ¢astici spocitana tloustka kiemicité vrstvy jako rozdil prislus-
nych poloméra. Z kulového modelu byly nasledné spocitany primeéry magnetickych jader i ¢astic.

Pro kazdou méfenou ¢astici byla také stanovena cirkularita.

4.2.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Instrumentace pro méfeni DLS se skladala z 633 nm He-Ne laseru, goniometru ALV CGS/8F,
detektoru ALV High QE APD a multibitového multitau autokorelatoru ALV 5000/EPP. Méfeni
bylo provadéno pti uhlu 90°.

Zpracovani naméfenych data byla provedeno pomoci programu ALV Correlator Software.
Rozptyl byl vyhodnocen fitovanim zméfené normalizované ¢asové autokorela¢ni funkce intenzity
rozptyleného svétla g¥(t), vztazené k autokorelaéni funkei elektrického pole g"(f) Siegertovym
vztahem g2 (¢) =1+ B|g(1)j|*

Vysledky méfeni jsou uvadény ve formé hydrodynamického polomeéru rp;s.

Priprava vzorku: Neni-li uvedeno jinak, byla zfedéna suspenze nanocastic ptimo ve sklenéné

DLS kyveté kratce sonifikovana v ultrazvukové lazni.

4.2.3 (-potencial

{-potenciél byl méfen na pfistroji Malvern Autosizer Lo-C v Ustavu makromolekularni chemie
AV CR v Praze. Ziedéné suspenze o daném pH byly méfeny v plastové kyveté; kazdy vzorek byl
zméfen minimalné Sestkrat. pH suspenzi bylo upravovano pridanim prislusného mnozstvi 1m
HCI nebo 1M NaOH. Presné pH pripravenych vzorkid bylo stanoveno pH-metrem Radiometer

pIONneer 10 vybaveném kombinovanou sklenénou elektrodou Mettler Toledo.
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4.2.4 IR spektroskopie — DRIFTS

IR spektra byla meéfena technikou diftzni reflektance (DRIFTS) na IR spektrometru Nicolet
Magna 760 FTIR (rozliseni 4 cm™, Happ—Genzelova apodizace). Ziskana data byla vyhodnocena

programem Omnic 6.0.

Priprava vzorku: Suspenze nanocastic byla nejprve odstfedéna a rozpoustédlo vyménéno za
EtOH. Ethanolicka suspenze byla pak susena ve vakuové susarné pii 40 °C po dobu minimalné

12 h. Pevny vysuseny vzorek byl pak rozetfen v achatové misce s opticky ¢istym KBr.

4.2.5 UV-Vis spektroskopie

Meéfteni byla provadéna na ptistroji UNICAM UV 300. VSechna méfeni byla provadéna v kiemen-
nych kyvetach Hellma 114-QS. Ziskana data byla vyhodnocena programem Vision 32.

Pti prichodu svétla koloidy se kromé absorpce svétla uplatiuje jesté rozptyl (Tyndallav jev).
Pfi méfeni ubytku intenzity prochazejictho paprsku v UV-Vis spektrometru je tedy méren spolec-
ny ucinek absorbce a rozptylu svétla. Turbidimetrii nazyvame meéfeni snizeni intenzity prochaze-
jiciho svétla v koloidnich soustavéach. Pro sniZeni intenzity ve zfedénych suspenzich plati vztah'®”

I clr’
AT = lOg e k o~
I rt +oA
kde Ay jest turbidanci, I a I, jsou intenzity proslého, respektive vstupujiciho svétla, a a k jsou kon-
stanty umérnosti, ¢ koncentrace ¢astic, / optickd draha, r polomér ¢astic a A vlnova délka pouzitého
svétla. Méfime-li pfi konstantni vinové délce a ve stejném usporadani, pak turbidance A je pfimo

umeérna koncentraci ¢ s konstantou iumérnosti K
A, =Kc

je s ni tedy mozno zachdzet stejné jako s absorbanci u pravych roztoki. Protoze ¢astice vykazuji i
absorpci svétla, je mozno pro snizeni intenzity psat, ze

I clr’ .

log=t=k———F+elc=A+4,=4 =Kc

I r*+oA

kde A je absorbance dle Lambert-Beerova zakona a ¢ je extinkeni koeficient. Pro ucely této prace

nazveme soucet absorbance a turbidance A" souhrnnou absorbanci a dale ho budeme standardné

znacit A. Pfi zachovdni stejnych podminek méfeni a srovnatelné velkych ¢astic srovnatelného tva-

ru je souhrnna absorbance pfimo iumeérnd koncentraci castic.
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V dal$im textu budou pro zjednoduseni vysledky méfeni ubytku intenzity prochdzejiciho svét-

la UV-Vis spektrometrem uvadény jako absorb¢ni spektra.

4.2.5.1 Fotometrické stanoveni obsahu Mn v suspenzich nanocdstic

Koncentrace nanocastic v suspenzich odpovidala obsahu Mn.

Priprava vzorku: Pfipravu vzorka pro fotometrické stanoveni provadéla prom. chem. Dagmar
Zemanova na Fyzikalnim tstavu AV CR v Praze. Nanoéastice v suspenzi bylo nejprve nutno roz-
lozit. Prvotni rozklad probihal za tepla ptisobenim smési HNO; a HCL. Do smési byla pak pridana
H,SO,. Odparenim roztoku do hustych dymi H,SO, byla ze smési odstranéna HCI. Soucasné se
vylucovala kyselina kiemicita ve formé bilého zakalu. Smés byla zfiltrovana pres filtra¢ni papir
s modrym pruhem. Filtra¢ni papir se zachycenou kyselinou kfemicitou byl nasledné spalen a pev-
ny zbytek byl vystaven piisobeni smési HNO;, H,SO, a HE. Opétovnym odkufovanim roztoku byla
odstranéna HE. Vznikly roztok byl v odmeérné bance spojen s filtratem. Z banky byla odpipetovana
piesné 1/5 roztoku. Mn** byl v odebraném roztoku oxidovan na MnO,” pfidanim pevného NalO;,
vysledny roztok byl stabilizovan pridavkem H;PO,. Stejnym zptsobem byly ze spektroskopického
standardu Mn** pfipraveny roztoky pro kalibra¢ni kiivku a kontrolni vzorky ziskané metodou

standardniho pridavku. Pouzité kyseliny byly standardné zfedény vodou v poméru 1:1.

Fotometrické stanoveni: Byla zméfrena UV-Vis absorp¢ni spektra pripravenych vzorka a bodia
kalibra¢ni kfivky. Pro stanoveni obsahu Mn byla vyuzita absorbance v maximu absorp¢niho pasu
MnO, pfiA =525 nm. Obsah Mn v roztocich byl odecitén ze ctyrbodové kalibracni kfivky. Ta byla
ziskana linedrni regresi absorbanci roztoki standardu Mn** dané koncentrace. Vysledny obsah

Mn je primérem vysledki zjisténych s pridavkem a bez standardniho ptidavku.

4.2.6 Luminiscencni spektroskopie

Meéfeni byla provadéna na pristroji AMINCO Bowman Series 2 FA-357. Vechna méfeni byla
provadéna v kiemennych fluorescen¢nich kyvetach Hellma 111-QS. Velikost napéti na detektoru
(citlivost detektoru) je vzdy uvedena u konkrétniho méfeni. Ziskana data byla vyhodnocena pro-
gramem AB2.

Pfi priichodu svétla koloidy dochazi k rozptylu svétla. Rozptyl svétla v suspenzich nanocastic
ponékud omezuje méfeni fluorescen¢ni spektroskopie. Je nutné se vyvarovat nastaveni mono-
chromatoru detektoru na vlnovou délku excita¢niho paprsku A, pfipadné jeji nasobky, nebot

v tom pripadé proudi do detektoru relativné vysoka intenzita rozptyleného zafeni, casto vyznamné
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pievysujici piipadnou fluorescenci. Cim vys3i je zvoleno napéti na detektoru, tim men3i intenzita
zafeni staci k jeho kompletnimu vysyceni. Logicky tedy musi byt tim vyssi rozdil mezi A, ¢i jejimi
nasobky a méfenymi vlnovymi délkami emise. Pro napéti 700 V byl pouzivan rozdil priblizné

8 nm, pro napéti 1200 V rozdil 40-50 nm.

4.2.7 NMR spektroskopie

NMR spektra byla méfena na spektrometru Varian NMRS 300. Pfislusné rezonanc¢ni frekvence
pro jednotliva jadra: '"H (300 MHz), “C (75 MHz). Chemické posuny § jsou udévany v jednotkach
ppm, interak¢ni konstanty v Hz. Méfeni byla provadéna v DMSO-d® (Chemotrade; 99,5 % D) pfi
teploté 25 °C.

4.2.8 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

TLC byla provadéna na destickach Merck Silica Gel 60 F,s,. Prislu$éné mobilni faze a zplsoby

detekce jsou uvedeny u jednotlivych latek.

4.2.9 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektra byla méfena Miroslavem Pniokem na pfistroji Bruker ESQUIRE 3000 vyba-
venym jontovou pasti. Spektra byla méfena v pozitivnim i negativnim moédu, ionizace byla prova-
déna elektrosprejem. V charakterizacich jsou uvadény pouze signaly, jenz se podafilo interpreto-
vat. Pfi popisu spekter je zachovavano toto usporadant:

hodnota m/z (intenzita v % nejintenzivnéjsiho signalu, charakter iontu).

4.2.10 RTG difrakce

Méteni RTG difrakce a vyhodnoceni namérenych dat provedl RNDr. Karel Knizek, Ph.D, na
Fyzikdlnim tstavu AV CR v Praze. Difrakce vysuseného vzorku byla méfena na pfistroji Bru-
ker D 8 s pouzitim zafeni CuKa a detektoru rozptylové energie SOL-X. Rietveldova metoda ana-
lyzy difrakénich obrazti byla provedena s pouzitim programu FULLPROE.? Analyza fazového
slozeni byla zaloZena na datech z krystalografické databaze ICSD.” K rozdéleni roziifeni pea-
ku na instrumentalni prispévek a prispévky napéti a velikosti zrna byl pouzit Thompson-Cox-
Hastingstiv pseudo-Voigttv profil. Instrumentélni prispévek byl stanoven méfenim standardniho

beznapétového wolframového prasku s velikosti krystalitu 9,4 um.
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4.2.11 Centrifugace

Centrifugace byly provadény prevazné v plastovych 15 ml centrifuga¢nich zkumavkach v centri-
fuze Hettich EBA 20. V pripadé, ze bylo nutno centrifugovat pfi otackach vyssich nez 6000 rpm,
bylo odstfedovani provadéno v 50 ml plastovych centrifuga¢nich zkumavkach s kénickym dnem
na centrifuze Niive NF-800. Parametry centrifugace, tedy doba a otacky, jsou uvadény ve formatu

(otacky/cas). Otacky jsou uvedeny v jednotkach rpm.

4.2.12 Ultrazvukova sonifikace

Pro sonifikace ultrazvukovou sondou byla pouzivana sonda Hielscher IP200S s vykonem 500 W.
Pro sonifikace v ultrazvukové lazni byla vyuzivana lazen Bandelin SONOREX Longlife RK103CH

opattena chladici spirdlou napojenou na externi termostat.

4.3 Biologické experimenty

4.3.1 Bunécné studie s HeLa bunkami a fibroblasty

Biologické testy pfipravenych nanocastic na nadorovych HeLa bunkach a fibroblastech provadél

Mgr. Lukas Falteisek na Katedfe buné¢né biologie PfF UK v Praze.

4.3.1.1 Testy viability

Buniky byly nasazeny do 24 jamkové mikrotitra¢ni desticky na konfluenci cca 70 %. 24 h po nasa-
zeni byly bunky oplachnuty PBS a bylo jim vyménéno médium (objem 0,5 ml). Poté byla do jed-
notlivych jamek pfidana suspenze nanocastic v prislusné koncentraci. Bunky byly inkubovany v
humidifikovaném CO, inkubatoru pti 37 °C a 5 % atmosféfe CO, s nanocasticemi po dobu 48 h.
Po inkubaci bylo odstranéno a uschovano médium obsahujici mrtvé buiiky a adherované bunky
byly resuspendovany pomoci 0,5 ml roztoku trypsin/EDTA v PBS. Ziskana suspenze byla spojena
se suspenzi mrtvych bunék v médiu, obarvena propidium jodidem (1 kapka/ml, inkubace min.
5 min) a méfena na pritokovém cytometru. Zivé a mrtvé buniky vytvéieji pii barveni propidium
jodidem dostatecné odlisitelné populace. Bylo méfeno minimalné 5000 udalosti u HeLa bunék
a 2500 udalosti u fibroblastii. Odecitan byl pomér poctu udalosti v gatu pro jednoznacné zivé a
jednozna¢né mrtvé bunky (dot plot, osa x: FITC, osa y: propidium jodid) a stfedni hodnota fluo-

rescence v kanalu FITC (pouze po inkubaci s fluorescencnimi ¢asticemi, ziskany pouze relativni
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hodnoty). Viabilita byla vypocitana jako podil mnozstvi zivych bunék a souctu pocta zivych a
mrtvych bunék.

4.3.1.2 Fluorescenéni mikroskopie

Bunky byly nasazeny do 24 jamkové mikrotitra¢ni desticky s vlozenymi krycimi skly. 24 h po
nasazeni byla do jednotlivych jamek pfidana suspenze nanocastic v pfislusné koncentraci. Bunky
byly inkubovany s nanocasticemi v humidifikovaném CO, inkubatoru pfi 37 °C a 5 % atmosfére

CO, po dobu 48 h.

Fixace: Kryci skla s narostlou buné¢nou kulturou byla oplachnuta PBS a inkubovana 20 min
3,8 % formaldehydem. Poté byla promyvana 2 min v PBS. Zbytky formaldehydu byly neutralizo-
vany 5 min v 0,015m NH Cl. Skla byla promyta 2 x 5 min v PBS a montovana na podlozni sklo do
kapky mowiolu s DAPIL

Vlastni mikroskopie: Preparaty byly pozorovany imerznim objektivem 63 x (Olympus) pod
excitacnimi a emisnimi filtry pro DAPI a FITC. Expozi¢ni ¢as pro fotografovani byl typicky 30 ms
DAPI a 500 ms FITC. V ovladacim softwaru mikroskopu byl odfiznut $um (v poloviné sumového

peaku na histogramu) a upraven kontrast.

4.3.1.3 Bunécné linie
o HeLa: lidské nddorové bunky (adenokarcinomu délozniho krcku), adherentni, epitheloidni
morfologie

o Normalni lidské fibroblasty: kozni fibroblasty odebrané ze zdravého darce

4.3.1.4 Média a chemikdlie
Neni-li uvedeno jinak, vyrobce Sigma Aldrich nebo Lachema.

e D-MEM: 90 % (v/v) D-MEM (Gibco BRL); 10 % (v/v) fetalniho bovinniho séra — FBS (Gib-
co BRL); 40 pg/ml gentamycin (Lek); 0,25 mg/ml glutamin (Sevapharma); sterilni pfiprava;
skladovano pti 4 °C

e PBS: 7,9 g NaCl; 0,11 g KCl; 2,9 g Na,HPO,12H,0; 0,31 g KH,PO,; doplnéno do 1000 ml
destilovanou vodou

e 10xTrypsin EDTA: 5 g praseciho trypsinu; 2 g EDTA; 0,9 % (w/v) NaCl do 100 ml

e Propidium jodid, ag.; 1 mg/ml

« Fixa¢ni roztok: 3,8 % (w/v) formaldehyd v PBS
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o Promyvaci roztok po fixaci: 0,015m NH,Cl v PBS
e Mowiol s DAPI: 20 % (w/v) glycerol; 10 % (w/v) Mowiol 4-88 (Calbiochem); 0,1m Tris.HCI
pH =8,5; DAPI 1pg/50ml; skladovéano pfi 4 °C ve tmé

4.3.1.5 Instrumentace
o Prutokovy cytometr: Becton Dickinson LSR II; nastaveni jednotlivych kanala fotonasobice:
FSC 120 V, SSC 150 V, FITC 300 V, PI 350 V; filtry (bandpass): FITC 530/30 nm, PI 610/20
nm; threshold: FSC (15 000 udalosti); kompenzace: zadna. Ovladaci a analyticky software:
BD FACSDiva 6.1.2
o Fluorescen¢ni mikroskop: Olympus IX-81 CellR s filtry pro fluorescenci U-M3DAFITR
(Olympus). Digitalni kamera: Hamamatsu C4742-80-12AG. Ovladaci a analyticky soft-
ware: Olympus CellR

4.3.2 Bunécné studie s kmenovymi bunkami

Biologické testy pripravenych nanocastic na kmenovych bunkach provadéla RNDr. Pavla Jendelo-

va, Ph.D, v Centru bunécné terapie a tkanovych nahrad 2.LF UK v Praze.

4.3.2.1 Testy viability a fluorescencni mikroskopie

Bunky kostni dfené rMSC byly vysety v kultivacnim médiu DMEM. Po 24 hodinach byly odstra-
nény neadherentni bunky. Mnozstvi pfisedlych bunék bylo stanoveno pocitanim v Biirkerové
komurce. Médium bylo ménéno kazdé 2-3 dny dle toho, jak bunky doristaly do konfluence.
P1i experimentech byly pouzity pasaze 2-5.

Bunky byly vysety v novém kultivacnim médiu DMEM obsahujicim suspenzi nanocastic
prislusné koncentrace do 12jamkovych desticek, 100 000 bunék na jamku. Po 48 h inkubace
v humidifikovaném CO, inkubétoru pii 37 °C a 5 % atmosfére CO, bylo slito medium s plo-
voucimi bunikami a pomoci trypsin/EDTA byly sklizeny adherentni bunky. Sklizené bunky byly
odstfedény (1000 rpm/5 min), promyty PBS, fixovany paraformaldehydem a nasledné spocitany

v Burkerové komurece.

Viabilita rMSC byla stanovena pomoci trypanové modrfi. Biirkerova komiirka byla naplnéna
20 pl trypanové modri a 20 pl bunééné suspenze a byl spocitan podil mrtvych (tj. modre obarve-

nych) bunék ve 100 bunkach.
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Morfologie inkubovanych bunék byla nasledné zkoumana pomoci fluorescen¢niho mikrosko-

pu. Bunky byly fixovany roztokem paraformaldehydu.

4.3.2.2 Pouzité buriky
Mesenchymalni stromdlni bunky z kostni dfené potkant (rMSC) byly izolované ze stehennich

kosti dospélych potkant kmene Wistar.

4.3.2.3 Média a chemikdlie

o« DMEM: 90 % (v/v) DMEM high glucose (PAA Laboratories); 10 % (v/v) FBS (PAA Labo-
ratories); smés antibiotik penicilinu (Gibco BRL) a streptomycinu (Gibco BRL), obé v kon-
centraci 100 jednotek/ml.

e PBS: 7,9 gNaCl; 0,11 g KCl; 2,9 g Na,HPO,'12H,0; 0,31 g KH,PO,; doplnéno do 1000 ml
destilovanou vodou

o Fixace: 4 % (w/v) paraformaldehyd v PBS

o trypsin: 0.25 % (w/v)

e tryptanova modf

4.3.2.4 Instrumentace
Fluorescen¢ni mikroskop: inverzni fluorescencni mikroskop Zeiss Axioplan Imaging II. Digitalni

kamera AxioCam. Ovladaci a analyticky software: AxioVision 4.

4.3.3 Inkubace nanocastic s Langerhansovymi ostriivky

Biologické testy pripravenych nanocastic na pankreatickych Langerhansovych ostrivcich prova-

dél Ing. Bc. Daniel Jirak v IKEM v Praze.

4.3.3.1 Kultivace, in vitro vitalita

Izolované pankreatické ostriivky byly ulozeny do kultivacniho média CMRL do humidifikova-
ného CO, inkubatoru pti 37 °C a 5 % atmosfére CO,. Pro znaceni ostriivka byl pouzit produkt v
koncentraci 0,11 mmol/l LSMO, coz odpovida obsahu Mn 6 pug/ml. Ostravky byly takto znacené
24 h. Pred dal$imi experimenty byly vzorky ostrtivkii 3 x 5 min v PBS.

Vitalita ostrivki byla testovana pomoci fluorescen¢nich barev propidium jodid (PI) a akridi-
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nova oranz (AO). PI vstupuje pfes membranu mrtvych nebo umirajicich bunék, kde se vaze na
nukleové kyseliny a intenzivné je barvi na cerveno. AO v nizkych koncentracich vstupuje pres
membranu zivych bunék a barvi jejich cytoplazmu na zeleno. Pod fluorescen¢nim mikroskopem
byly ostriivky rozdéleny do skupin podle % nekrotickych bunék 0-25, 26-50, 51-75, 76-100 % a

na zakladé toho byla stanovena celkova vitalita.

Pro pozorovani oznacenych ostruvkil fluorescenénim mikroskopem byly promyté ostriavky
5 min barveny pomoci DAPI, nasledné promyty 3 x5 min v PBS a montovany na podlozni sklo,
prebyte¢na tekutina byla odsata, ostriivky zakapnuty kapkou Dabco-Mowiolu, piekryty krycim

sklem a zalakovany lakem na nehty.

Obé pozorovani byla provedena fluorescenénim mikroskopem Olympus BX41 s digitalni

kamerou Olympus DP71.

4.3.3.2 Statické inkubace

Schopnost ostrivkil produkovat inzulin byla stanovena in vitro pomoci statickych inkubaci.
Zakladni roztok pro tento test se sklada z ekvivalentniho mnozstvi roztoki Krebs I, Krebs II a
Krebs III. Do pracovniho roztoku se glukéza nepridava, slouzi pouze na promyti ostrivki.
Glukoéza se pridava do bazalniho roztoku v takovém mnozstvi, aby vyslednd koncentrace byla
3,3 mmol/l. Stimula¢ni roztok ma koncentraci glukézy 22 mmol/l. Ostrivky se inkubuji 60 min
v bazalnim roztoku, pak 60 min ve stimula¢nim a nakonec opét 60 min v bazalnim roztoku. Po
kazdé inkubaci se odebere vzorek média pro stanoveni koncentrace inzulinu pomoci 1251 RIA
Kit. Vzhledem k variabilité pouzitych ostrivkil se stanovuje tzv. stimulacni index, SI (mnozstvi

uvolnéného inzulinu po stimulaci/mnozstvi uvolnéného inzulinu v prvni nestimulacni kulture).

4.3.3.4 Média a chemikdlie

e CMRL: médium CMRL 1066 (PANBiotech GmbH) obohacené o 10 % (v/v) fetdlniho séra;
1 % penicilinu/ streptomycinu/glutaminu a 1 % HEPES (vie Sigma)

e PBS: 7,9 g NaCl; 0,11 g KCl; 2,9 g Na,HPO,'12H,0; 0,31 g KH,PO,; doplnéno do 1000 ml
destilovanou vodou

e propidium jodid

e akridinova oranz

o Krebs I: NaCl 26,892 g/l

o Krebs II: KCI 1,490 g/1; NaHCO; 8,064 g/1; MgCl, 0,814 g/l

e KrebsIII: CaCl, 1,11 g/l
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e 1251 RIA Kit (ICN Pharmaceuticals)
o DAPI (Sigma Aldrich), 10 mg/ml

o Dabco-Mowiol, v glycerolu

4.3.3.5 Magnetickd rezonance
Magnetickd rezonance oznacenych Langerhansovych ostrivki byla provedena na ptistroji 4,7 T
Bruker Biospec spectrometer. Gelovy vzorek v Petriho misce se skladal z ostriivkil umisténych
mezi dvéma vrstvami Zzelatiny, spodni vrstva byla 4 % (w/w) Zelatina, vrchni vrstva 3 % (w/w)
zelatina. Parametry méfeni jsou:
e pro 0,85 mm vrstvy: doba 200 min; T),, RARE sekvence; TR/TE =730/14 ms; turbo faktor 2;
128 akvizici; Matrix =256 x 256; FOV (field of view) =4,0x 4,0 cm
e pro 0,5 mm vrstvy: doba 97 min; T, RARE sekvence; TR/TE =474,9/14 ms; turbo faktor 2;
96 akvizici; Matrix =256 x 256; FOV (field of view) =4,0 x 4,0 cm
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4.4 Synteticka cast

4.4.1 Strategie pripravy

Je zifejmé, ze material danych vlastnosti je mozno pripravit fadou zptisobt. Byla tedy snaha vyzkou-
$et nejprve nejjednodussi mozné pristupy; v idealnim pripadé pouze modifikovat jiz pfipravené
materialy. Prvotni pokusy byly tedy zalozeny na materidlech LSMO@SiO, a LSMO@SiO,-APS,
jejichz syntéza byla jiz dfive zvladnuta. Strategie prace byla tedy nasledujici:

o zméfeni fluorescence jiz ptipraveného LSMO@SiO, (ptipadné i LSMO@SiO,-APS) a jeji
pripadné vyuziti (optické vlastnosti nanocastic LSIMO@SiO, a LSMO@SiO,-APS nebyly
dosud prozkoumany).

o zlepSeni fluorescen¢nich vlastnosti perovskitového jadra dopovanim Eu

 navazani fluorescen¢ni znac¢ky (FITC) na povrchové aminoskupiny LSMO@SiO,-APS

o nekovalentni zachyceni fluorescen¢niho barviva (eosin, rhodamin B) ve vrstvé SiO, v
LSMO@SiO,

 kovalentni navazani fluoresceinové znacky (FITC) do vrstvy SiO,

o pokryti pfedchoziho produktu sekundarni vrstvou ¢istého SiO,

4.4.2 Priprava konjugatu APS-FITC

4.4.2.1 Priprava FITC
Reakce byla provadéna podle ptizptisobeného postupu z literatury.®” 5-aminofluorescein (0,50 g;
1,44 mmol) byl rozpustén v 50 ml hruskové bance v 1,25 ml DME. Nasledné bylo pridano 2,5 ml
acetonu a suspenze byla za soucasného michani ochlazena v chladici lazni (NaCl+led + EtOH
1:1:1) na-17 °C. Poté bylo ve tfech davkach béhem 20 min pfidano 0,75 ml roztoku thiofosgenu
(cca 42%; pripraveny smisenim 0,60 g CSCl, a 0,82 g CCl,).

Vznikla husta, zluta, prakticky nemichatelna kagovita hmota byla po 10 min rozptylena v 10 ml
ledového acetonu. Filtraci smési pres fritu S3 byl ziskan zluty pevny produkt. Ten byl nasledné
promyt jesté 15 ml ledového acetonu, 10 ml vychlazeného CHCI; a nasledné 10 ml vody. Vysledny

produkt byl pfes noc ususen ve vakuovém exsikatoru. Vytézek byl 440 mg.

Acetonovy filtrat byl vlit do 200 ml studené vody a ponechan 30 min michat. Vysrazeny zluty
material byl zachycen filtraci na frité S4. Material byl promyt 10 ml vody a vysledny produkt byl

pres noc ususen ve vakuovém exsikatoru. Vytézek byl 50 mg.

Dle TLC (jedna skvrna) byly obé frakce ¢isté a proto byly smichany. Celkovy vytézek byl 490 mg

(1,25 mmol), coz predstavuje 87 %.
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Charakterizace:

TLC (Merck, THF:toluen 1:1, vizualni detekce): R;=0,7; oranZova skvrna

(vychozilatka: R;=0,45; zluta skvrna)
'H NMR (DMSO-d®): 8,02 (dd; 1H; Yyu=1,8; *Juun=0,6); 7,79 (dd; 1H; *Jiz=8,1; i =1,8);
7,34 (dd; 1H; *Ji41=8,1; *Juu=0,6); 6,69 (d; 2H; Juu=2,4); 6,59 (t; 2H; Juy=8,7); 6,54 (dd; 2H;
Jun=38,7; Jun=2,4);
BC NMR (DMSO-d®): 167,8; 160,3; 152,4; 151,2; 136,2; 133,8; 132,5; 129,7; 126,2; 113,2; 109,4;
102,8

IR: 2100 cm™ (wb, valen¢ni antisymetricka vibrace -N=C=S skupiny)

4.4.2.2 Konjugace APS +FITC

Pro zabezpeceni bezvodého prostiedi byla reakce provadéna v Cerstvé presuseném EtOH, nades-

tilovaném primo pred pouzitim produktu v nasledné enkapsulaci.

Ptiblizné 20 ml komer¢niho bezvodého EtOH bylo déle presuseno dle literatury® pomoci
Mg(OEt), v argonem dtikladné promyté aparatute. Do argonem nékolikrat vyplachnuté zvazené
slzové barky bylo vneseno 110 mg FITC (0,282 mmol; 1,2 eq.). Banika byla obalena alobalem pro
zamezeni pfistupu svétla. Bezvody EtOH byl pii destilaci jiman pfimo do této banky opatrené
zvazenym michadlem. Po nadestilovani cca 10 ml rozpoustédla byla banka odpojena od destila¢ni
aparatury a za dostate¢né silného protiproudu Ar uzaviena septem a septum obaleno parafil-
mem. Po kompletnim rozpusténi FITC v takto cerstvé nadestilovaném EtOH bylo pres septum
Hamiltonovou stfikackou vneseno do roztoku 50 ul APS (0,238 mmol; 1 eq.) a reak¢ni smés byla
v uzavrené bance pod Ar atmosférou v temnu ponechdna michat pti laboratorni teploté po dobu
priblizné 20 h.

Produkt ve formé takto ziskané reak¢ni smési (roztok v EtOH) byl ihned, bez jakékoliv dalsi
purifikace, pouzit pfi kondenzaci fluorescen¢ni vrstvy na nanocasticich LSMO (viz kap. 4.4.3.3),
ktera na jeho pripravu bezprostfedné navazovala. Mnozstvi nadestilovaného EtOH a tim i kon-
centrace APS a konjugatu APS-FITC ve vzniklém ethanolickém roztoku bylo stanoveno z rozdilu

hmotnosti banky pred a po nadestilovani EtOH.

Reakce byla provadéna ve $kalach odpovidajici navazce FITC cca 50-110 mg v zavislosti na

konkrétni potfebé konjugatu pro dalsi pouziti. Pomér reaktantt vsak ziistaval vzdy zachovan.
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Charakterizace:

TLC (Merck, THF:toluen 1:1, vizualni detekce): Ry=0,63; oranzova skvrna

(FITC: R;=0,7; oranzova skvrna)

(APS: R;=0,0; detekce ninhydrinem - fialova skvrna)
MS-pozitivni: 633,2 [100 %, ({FITC-APS}+Na)*]; 221,8 [58 %, ({FITC-APS}+Na)']; 175.8
[57 %, ({APS}-EtO)*]; 389,8 [28 %, ({FITC})*]; 611,3 [25 %, ({FITC-APS}+H)*]
MS-negativni: 609,0 [100 %, ({FITC-APS}-H)]; 610,0 [37 %, ({FITC-APS})"]; 611,0 [16 %,
({FITC-APS}+H)]; 387,6 [13 %, (FITC-H)]

"H NMR pro stanoveni stupné konverze APS: ptiprava vzorku:

V dostatecné silném protiproudu Ar byl do predem Ar vyplachnuté NMR kyvety vpraven
pomoci injekéni stiikacky 1 ml reakéni smési. Kyveta byla vlozena do velké zabrusové zkumavky
pripojené k vakuové lince a reak¢ni smés byla ponechana odparovat za snizeného tlaku. Smés
nebyla odparena tplné, (aby se predeslo pripadnému odpareni APS), nybrz priblizné z 80%. Ke
zbytku reakéni smési bylo v protiproudu Ar pridano injek¢ni stfikackou cca 0,4 ml suseného
DMSO-d® (Na,SO,, 24 h) a kyveta byla uzavfena, utésnéna parafilmem a ihned bylo zméfena
NMR spektrum (Obr. 17).
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Obr. 17: Naméfené NMR spektrum reakéni smési.
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4.4.3 Enkapsulace LSMO do kiemicitého obalu

Pfesné parametry vybranych syntéz, jejichz vysledky prezentuje tato prace jsou uvedeny v Tab. 7.

4.4.3.1 Standardni pfiprava LSMO@SiO,
Enkapsulace byla provadéna piesné podle postupu optimalizovaného O. Kamanem.*¢-#! Postup se
sklada ze tfi plynule na sebe navazujicich ¢asti - aktivace a stabilizace LSMO, vlastni enkapsulace a

nakonec frakcionace (separace ¢astic vhodné velikosti) a promyvani produktu.

aktivace a stabilizace

Navazka LSMO asi 130 mg presné byla 15 min sonifikovana v ledem chlazené ultrazvukové
lazni v 20 ml vychlazené 1m HNO,. Suspenze byla ndsledné odstfedéna (6000 rpm/5 min) a super-

natant odpipetovan.

Pevny material byl dispergovan v 20 ml vychlazené 0,1m kyseliny citronové a smés byla opét
15 min sonifikovana v ultrazvukové lazni. Suspenze byla nasledné odstfedéna (6000 rpm/5 min)
a supernatant odpipetovan. Pevny material byl promyt 20 ml destilované vody (odstfedéni

6000 rpm/30 min).

vlastni enkapsulace

Pevny zbytek byl dispergovan v 10 ml vody alkalizované asi 4 kapkami koncentrovaného amo-
niaku a smés byla rozptylovana ultrazvukovou sondou po dobu 30 min. Po ochlazeni byla takto
pripravena suspenze prikapana do smési 300 ml ¢istého EtOH, 70 ml destilované vody a 20 ml
koncentrovaného amoniaku v 500 ml bance. Banka byla umisténa do ultrazvukové lazné tempe-
rované na 40 °C a soucasné bylo zavedeno mechanické michadlo. Po priblizné 5 min michani bylo
v jedné davce pridano vypocitané mnozstvi TEOS (viz kapitola 4.4.3.6). Michana reakéni smés

byla ponechdna v termostatované ultrazvukové lazni reagovat po dobu priblizné 20 h.

frakcionace a promyvaini

Surova reakéni smés byla odstfedéna (3000 rpm/15 min) a supernatant separovan tak, aby se
usazené Castice (nezadouci tézka frakce) co nejméné vitily. Castice byly ze supernatantu nésled-
né separovany odstfedénim (6000 rpm/50 min). Céstice byly promyty 1x90 ml ¢&istého EtOH
(odstfedéni 6000 rpm/50 min) a nasledné 4 x 90 ml vody (odstfedéni 6000 rpm/65 min). Suspenze

byla ponechana stat pres noc pri teploté 4 °C a druhy den byl odpipetovan supernatant obsahujici
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vysledny produkt. Ten byl nakonec preveden do 30 ml suspenze a dale byl uchovavan pti 4 °C.

Celkovy vytézek preparace, vztazeny na mnozstvi Mn v reaktantu a produktu, se standardné

pohyboval (dle analyzy obsahu Mn) v rozmezi 10-20 %.

4.4.3.2 Standardni pfiprava LSMO@SiO,—-APS

Enkapsulace byla provéadéna podle postupu optimalizovaného O. Kamanem.***")

stabilizace

Navazka LSMO asi 200 mg presné rozptylena v 20 ml destilované vody byla 1 h sonifikova-
na ultrazvukovou sondou. Takto pripravend suspenze byla poté pomalu prikapana do roztoku
vypocteného mnozstvi PVP K25 (viz kap. 4.4.3.5) v 380 ml vody v kulaté 500 ml bance umisténé
v ultrazvukové lazni temperované na priblizné 25-30 °C. Smés byla ponechana v ultrazvukové
lazni po dobu priblizné 20 h.

Poté byla suspenze odstfedéna (7500 rpm/55 min) a supernatant odpipetovan. Pevné zbytky
v centrifugac¢nich zkumavkach byly vyplachnuty malym mnozstvim ¢istého EtOH do jedné zku-
mavky tak, Ze celkovy objem smési ¢inil 25 ml. Material byl diikladné rozptylen sonifikaci v ultra-
zvukové lazni, odstfedén (7500 rpm/60 min) a nakonec byl odpipetovan ethanolicky supernatant

obsahujici prebytek PVP.

vlastni enkapsulace

Pevny zbytek byl dispergovan v 400 ml ¢istého EtOH. Banka byla umisténa do ultrazvukové
lazné temperované na 25-30 °C a soucasné bylo zavedeno mechanické michadlo. Po priblizné
5 min michdni byla v jedné davce pridana vypoc¢tena mnozstvi TEOS a poté APS (viz kap. 4.4.3.6).
Michand reakéni smés byla ponechdna v termostatované ultrazvukové lazni reagovat po dobu

piiblizné 24 h.

promyvani a frakcionace

Surova reakéni smés byla odstfedéna (6000 rpm/45 min) a produkt byl promyt 4 x 90 ml ¢isté-
ho EtOH (odstfedéni 6000 rpm/45 min). Pevny zbytek byl dipergovan v 200 ml EtOH v ultrazvu-
kové lazni. Poté byl vzorek odstfedén (3000 rpm/15 min) a supernatant odpipetovan. Separovany
supernatant byl ponechan stat priblizné 12 h pti teploté 4 °C a nasledné byla odpipetovana sus-

penze bez sedimentovaného pevného materialu. Suspenze byla odstfedéna (6000 rpm/45 min) a

46



ziskany pevny produkt byl nakonec dispergovan v 50 ml EtOH. Vysledna suspenze produktu byla
uchovévana pii teploté 4 °C.
Celkovy vytézek preparace, vztazeny na mnozstvi Mn v reaktantu a produktu, se standardné

pohyboval (dle analyzy obsahu Mn) v rozmezi 10-15 %.

4.4.3.3 Priprava LSMO@SiO,(F)
Ptiprava LSMO@SiO,(F) je modifikaci syntézy LSMO@SiO,-APS.

stabilizace

Tento krok je naprosto shodny se stabilizaci pfi ptipravé LSMO@SiO,-APS.

vlastni enkapsulace

Pevny zbytek byl dispergovan v 400 ml EtOH. Banka byla umisténa do ultrazvukové lazné tem-
perované na 40 °C a soucasné bylo zavedeno mechanické michadlo. Po pfiblizné 5 min michani
bylo v jedné davce pridano vypoctené mnozstvi TEOS (viz kapitola 4.4.3.6). Z uzaviené banky
bylo do Ar vyplachnuté injeké¢ni stiikacky nasato vypocitané mnozstvi Cerstvé pripravené reakéni
smési konjugatu APS-FITC a nezreagovaného APS a FITC (piiprava viz kap. 4.4.2.2) a tato smés
byla vpravena do enkapsula¢ni reakce. Reakéni smés byla michdna v termostatované ultrazvukové

lazni za neptistupu svétla po dobu priblizné 6-12 h.

promyvani a frakcionace
Tento produkt standardné nebyl separovan a nebot se vétsinou jednalo jen o meziprodukt pro
dalsi enkapsulaci. Pro nékterda méfeni v§ak bylo nutno tento materidl separovat.

Surova reakéni smés byla odstredéna (6000 rpm/35 min) a produkt byl promyt 4 x 90 ml ¢isté-
ho EtOH (odstfedéni 6000 rpm/45 min). Pevny zbytek byl dipergovan v 350 ml iPrOH.

4.4.3.4 Priprava LSMO@SiO,(F)@SiO,
Preparace bezprostfedné navazuje na piipravu LSMO@SiO,(F). Po uplynuti 6-12 h reakce, béhem

které kondenzovala kfemicita fluorescencni vrstva LSMO@SiO,(F), bylo v jedné davce pridano do
puvodni reak¢ni smési presné mnozstvi dalsiho TEOS (standardné stejné mnozstvi jako pro kon-
denzaci prvnivrstvy). Smés byla ponechdna dale reagovat za stdlého michani mechanickou michac-

kou v temperované ultrazvukové lazni za nepristupu svétla po dobu priblizné dalsich 12 h.
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promyvani a frakcionace

Surova reak¢ni smés byla odstfedéna (6000 rpm/35 min) a produkt byl promyt 4 x90 ml ¢is-
tého EtOH (odstfedéni 6000 rpm/45 min) a nasledné 3 x90 ml destilované vody. Pevny zbytek
byl dipergovan v 350 ml destilované vody a dikladné rozptylen pomoci ultrazvukové lazné. Poté
byl vzorek odstfedén (3000 rpm/15 min) a supernatant odpipetovan. Separovany supernatant byl
ponechan stat priblizné 12 h pfi teploté 4 °C a nasledné byla odpipetovana suspenze bez sedimen-
tovaného pevného materialu. Suspenze byla odstfedéna (6000 rpm/45 min), pevny produkt byl
nakonec dispergovan v pfiblizné 45 ml prevarené, Ar probublané, destilované vody. Pro zbaveni
nanocastic stop EtOH byla suspenze vlozena na 1 h do vakuové sudarny temperované na 35 °C.
Pak byla odpipetovana suspenze bez usazenych castic a nakonec byla zfedéna na objem 50 ml.
Ziskany produkt byl uchovavan piti 4 °C.

Celkovy vytézek preparace, vztazeny na mnozstvi Mn v reaktantu a produktu, se standardné

pohyboval (dle analyzy obsahu Mn) v rozmezi 8-15 %.

4.4.3.5 Vypocet mnozstvi PVP K25 pro stabilizaci LSMO

Vypocet vychazi z velmi zjednoduseného fyzikalniho modelu. Pfedpoklada kulové nanocastice
LSMO s priumérem dygp, které je nutno pro uspésnou stabilizaci obalit vrstvou PVP. Byl zaveden
empiricky parametr Npyp, jehoz fyzikalni vyznam lze popsat jako hustota pokryti povrchu mole-
kulami PVP, tj. kolik molekul PVP se nachdzi na jednotce povrchu ¢astice. Pro syntézy byla pouzi-
véna hodnota Ny, = 15 molekul/nm?®. Tato hodnota byla pfevzata z optimalizovanych postupt O.

Kamana.[®%7!

Zname-li hustotu LSMO py g0 a stiedni velikost krystalitu dygp, snadno vypocitdme celko-
vy povrch navazky LSMO a m; 5o dale s pomoci parametru Npyp i potiebné mnozstvi PVP K25

(M,,=24000 g/mol). Pro navazku PVP tedy plati

6M  N,oyp K

— ""LsMO
XRD p LSMO NA dXRD

Moy = M
PVP LSMO
d

kde N, je Avogadrova konstanta. Vztah byl zjednodusen zahrnutim neménnych veli¢in do kon-

stanty umeérnosti K=367,6 nm.

4.4.3.6 Vypocet mnozstvi TEOS a APS pro enkapsulaci
[86,87]

Vypocet mnozstvi TEOS vychdzi z modelu, ktery pro materidl LSMO@SiO, odvodil O. Kaman.

Odvozend kriteridlni rovnice ukazuje zavislost tloustky e kfemicitého obalu ¢astic LSMO@SiO,
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na objemu pridaného TEOS (Obr. 18).
Zavislost je mozno prepsat do vztahu
umoznujictho vypocet objemu TEOS
potfebného k pokryti LSMO castic o

stfedni velikosti krystalitd dygzp kfemici-

3
€ +1J ~1
dXRD

kde Viguo je objem LSMO spocitany

tou vrstvou o sile e

VTEOS :YmVLSMO (Ys

z navazky a hustoty LSMO ziskané z

Rietveldovy  analysy  difraktogrami

1,2 _—m

1,0

0,8

e/d,.,

0,6

04+

e ,YS —3 VTEOS + l _1
dXRD YmVLSMO

V. /V

TEOS" ~ LSMO

0,2

Obr. 18: Graf zavislosti poméru e/dxrp na Vigos/Vismo-
Experimentalni body byly prolozeny kfivkou s para-

metry y, a ym. Pfevzato od O. Kamana.®®

(6508,6 kg'm™)ay, =591ay,=0,91jsou parametry spocitané od O. Kamanem. Potfebné mnozstvi

APS (v¢etné pripadného konjugatu APS-FITC) bylo odvozovano vzdy z vypocitaného mnozstvi

TEOS pro danou enkapsulaci. Molarni pomér TEOS: APS pfi syntéze LSMO@SiO,-APS byl 4:1,

pomér TEOS: (APS+ APS-FITC) pri syntéze LSMO@SiO,(F) byl 10: 1.
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4.4.4 Priprava suspenzi nanocastic obalenych polymery

Polymery byly rozpustény ve sklenénych vialkdch v daném mnozstvi vody tak, aby jejich hmot-
nostni koncentrace byla vzdy stejna (viz Tab. 8). Pro dobré rozvolnéni polymernich retézct bylo
rozpousténi provadéno po dobu 60 min v ultrazvukové lazni pti teploté cca 30 °C. Vypocitané
mnozstvi roztoku polymeru pak bylo pfiddno k zdsobni suspenzi LSMO@SiO, (Sarze 43.14) tak,
aby vysledna koncentrace odpovidala poméru 40 mg polymeru/1 mg Mn/5 ml vody. Suspenze
s polymery pak byly po dobu ptiblizné 4 h sonifikovany v ultrazvukové lazni pti teploté cca 30 °C
ve sklenénych vialkach. Ziskané suspenze pravdépodobné obsahovaly zna¢né mnozstvi nadbytec-

ného neadsorbovaného polymeru.

Pro oddéleni prebyte¢ného polymeru byly suspenze odstfedény (6000 rpm/45 min), super-
natant odstranén a nahrazen odpovidajicim mnozstvim destilované vody. Nasledné byly castice
opét sonifikaci rozptyleny.

Ziskané suspenze odstfedénych a neodstfedénych castic byly ponechany stat priblizné 12 h
pri laboratorni teploté a nasledné byla zméfena hydrodynamicka velikost ¢astic v jednotlivych
Sarzich.

Takto byla provedena prvni faze experimentu se snadnéji dostupnymi casticemi LSMO@SiO,.
V druhé fazi experimentu byla zde popsand priprava presné zopakovana s casticemi

LSMO@SiO,(F)@SiO, (Sarze M595.7).

Tab. 8: Tabulka pfipravenych suspenzi LSMO@SiO, (L@S-P) a LSMO@SiO,(F)@SiO, (L@SF-P) s poly-
mery. Tabulka uvadi nasledujici parametry suspenzi: molarni hmotnost polymeri M,, koncentrace poly-
meru v neodstfedéné suspenzi nanocastic c,,,, hmotnostni pomér polymeru a LSMO v neodstifedéné
suspenzi w= g,/ Mismo, podil supernatantu odstranéného po centrifugaci x.,, koncentrace polymeru
v odstfedéné suspenzi nanocCastic cpoly-oast> hmotnostni pomér polymeru a LSMO v neodstfedéné suspen-
Zi Woasir» pEislusnou koncentraci Mn cy, a hydrodynamickou velikost ;5. Koncentrace jsou vypocitany
z navazky polymer, pfipadné pouzitého objemu suspenze ¢astic o znamé koncentraci LSMO, a jejich

fedéni.

Castice | polymer 1 032//1‘”“101] [rncg;’gﬂ] w Xoup E:I‘;‘l’g;;gsﬁ [mcgh;[;ﬂ] Wodst [’I;DnLls]
L@S-P dextran 70 8,0 20,2 87% 1,05 0,095 2,65 80
L@S-P | PVP K25 24 8,0 20,2 93% 0,59 0,095 1,49 80
L@S-P | PVP K90 360 8,0 20,2 92% 0,60 0,095 1,52 120
L@S-P PEG 10 7,3 16,9 91% 0,68 0,103 1,59 74
L@S-P PVA 66 8,0 20,2 91% 0,74 0,095 1,88 80
L@SEF-P | PVP K25 24 8,0 20,2 95% 0,40 0,095 1,01 —
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Priprava LSMO@SiO, a LSMO@SiO,-APS

LSMO@SiO, a LSMO@SiO,-APS byly pfipravovany podle postupt, které jiz drive optimalizoval
O. Kaman."®*! Ptiprava vychédzela z nano¢4stic LSMO o stiedni velikosti krystalitii dxzp=20 nm,
které byly syntetizovany na FZU AV CR. Morfologie a vlastnosti pfipravenych materiali byly ve
shodé s casticemi pripravenymi O. Kamanem (Obr. 12, 15). Pfi pfipravé LSMO@SiO,-APS byl
pouzivan stejné jako v pokusech O. Kamana pomér latkovych mnozstvi TEOS: APS 4:1. V ramci
této prace byly pripravovany LSMO@SiO, a LSMO@SiO,-APS pouze jako referen¢ni materialy
a prekurzory pro dalsi experimenty. Vytézky obou preparaci se pohybovaly v rozmezi 10-20 % a

zavisely zejména na provedeni frak¢ni centrifugace.

Detaily o mnozstvi pouzitého TEOS, ptipadné APS, jsou uvedeny v Tab. 7.

5.2  Optické vlastnosti LSMO@SiO,

Vlastni LSMO je cerny a vSechny materidly odvozené od LSMO maji stejné jako matersky
material zna¢nou absorpci svétla. Koncentrovanéjsi suspenze jak LSMO@SIO, ve vodé, tak
LSMO@SiO,-APS v EtOH jsou cerné a neprithledné. I vSechny produkty pfipravené v ramci
této prace byly ve vétsi koncentraci na pohled cerné a neprthledné (Obr. 37). Naméfena UV-Vis
absorp¢ni spektra LSMO@SiO, prokazuji zna¢nou absorpci daného materidlu v celém rozsahu

méfenych vlnovych délek (200-800 nm) (Obr. 19). Absorpce svétla je vyznamné vyssi pfi vlno-
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Obr. 19: Vlevo absorp¢ni spektra LSMO@SiO, (Sarze 34.20 vyrobena O. Kamanem) pfi rtiznych ziedé-
nich. V popisech jednotlivych kiivek je vidy uvedena koncentrace LSMO v suspenzi. Graf vpravo znazor-
nuje linedrni zavislost souhrnné absorbance pii 268 nm A, na koncentraci LSMO cigvo.
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vych délkach nizsich nez priblizné 500 nm. Rozptyl svétla je nepfimo umérny pro zjednoduseni
A% Pfi nizkych A muze tedy jiz mit znacny vliv na naméfenou absorpci svétla. Nejvyhodnéjsi-
mi potencialnimi fluorescencnimi znackami budou tedy takové, jez poskytuji excitacni a emisni

maxima v oblasti vlnovych délek od 500 nm vyse.

Material ma absorp¢ni maximum A,,,, =268 nm. Bylo ovéfeno, ze pfi této A,,,, v rozsahu kon-
centraci LSMO ptiblizné 0,06-0,5 mmol /1 plati pfima umérnost souhrnné absorbance na koncen-
traci LSMO (Obr. 19).

Byla detailné proméfena excitacné-emisni spektra LSMO (ve formé LSMO@SiO, a
LSMO@SiO,-APS). Byla odhalena vlastni slaba fluorescence materialu. Vlnova délka excitac-
niho maxima A, je pfiblizné 400 nm, vlnova délka emisniho maximuma A, pfiblizné 500 nm
(Obr. 20a,b, 21).

Zavedenim aminopropylovych skupin do kfemicité vrstvy nebyly, dle o¢ekavani, optické vlast-
nosti materidlu, nikterak ovlivnény.

Tato luminiscence je velmi slaba a byla pozorovana pouze pfi téméf maximalnim technicky

mozném napéti na fotonasobici (maximalni citlivosti detektoru) luminiscen¢niho spektromet-

fluorescence LSMO@SIO,

intenzita fluorescence

A, [nm]

Obr. 20a: Emisni spektra LSMO@SiO, ($arze 34.20 vyrobena O. Kamanem) ve vodné suspenzi pfi riiz-
nych /\m. Jedna se o neziedénou suspenzi s koncentraci LSMO c¢igv0=2,5 mmol/l. V popisech jednotli-
vych ktivek je vidy uvedena pfislu$na A.,.. Napéti na detektoru bylo 1200 V, zjisténa fluorescence je tedy
velmi malo intenzivni.
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Fluorescence

Obr. 20b: Excita¢né-emisni spektrum zfedéného LSMO@SiO, (Sarze 34.20 vyrobena O. Kamanem) ve
vodné suspenzi. Jedna se o sadu emisnich spekter s A, li$icimi se 0 1 nm. Napéti na detektoru bylo
1200 V, zjisténa fluorescence je tedy velmi malo intenzivni.

fluorescence LSMO@SiO,-APS
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Obr. 21: Emisni spektra LSMO@SiO,-APS (Sarze 43.8) v EtOH suspenzi pfi riznych A... Jedna se o
neziedénou suspenzi s koncentraci LSMO c;sv0 = 2,5 mmol/l. V popisech jednotlivych kfivek je vidy uve-
dena piislu$nd A.... Napéti na detektoru bylo 1200 V, zji$téna fluorescence je tedy velmi malo intenzivni.
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ru. Takova intenzita luminiscence vSak nedostacuje pro pozorovani suspenze ve fluorescenénim
mikroskopu, coz bylo prakticky ovéfeno pti méfeni s riznymi dostupnymi svételnymi filtry. Pro
pripad, ze by kombinace vlnovych délek emisniho a excita¢niho maxima materialu byla nevhod-
na z hlediska bézné pouzivanych svételnych filtrti fluorescen¢nich mikroskopti, byl u¢inén pokus
vizualizovat LSMO@SiO, konfokalnim mikroskopem, jenz pro excitaci pouzivé lasery riznych
vlnovych délek a umoziuje detekovat libovolnou vinovou délku emise. Ani konfokalnim mikro-

skopem (A juser =405 nm) se vSak nepodatrilo ¢astice LSMO vizualizovat.

Bylo prokazano, ze luminiscence materialu je zavisla na koncentraci (Obr. 22). Zavislost vyka-

zuje maximum pri koncentraci LSMO priblizné 0,2 mmol/l (Obr. 23).
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Obr. 22: Emisni spektra (A.,=400 nm) suspenzi LEMO@SiO, ($arze 34.20 vyrobena O. Kamanem) riiz-
nych koncentraci. V legendé je vidy uvedena piislusna koncentrace LSMO. Napéti na detektoru bylo
1200 V.
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Obr. 23: Vlevo emisni spektra (1., =400 nm) suspenzi LSMO@SiO, ($arZe 34.20 vyrobena O. Kamanem)
s riznou koncentraci po odecteni rozptylového pozadi (linearni interpolace v rozsahu 490-520 nm).
V legendé je vidy uvedena prislusna koncentrace LSMO. Vpravo pak zavislost intenzity fluorescence pri
Amax=501 nm na koncentraci LSMO, pro porovnani zobrazeny hodnoty s i bez odecteného pozadi. Obé
zavislosti ukazuji maximum p#i koncentraci LSMO cca 0,2 mmol/l. Napéti na detektoru bylo 1200 V.
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5.3  Pokus o zvyseni fluorescence LSMO dopovanim europiem

Slouceniny Eu’* jsou standardné vyuzivany jako fluorescen¢ni ¢inidla. Protoze byla nalezena slaba
fluorescence ¢astic LSMO, bylo predpokladano, ze by dopovani LSMO europiem mohlo fluores-
cen¢ni vlastnosti magnetického jadra zlepsit. Syntézu fluorescen¢nich manganitovych nanocastic
perovskitové struktury dopovanych Eu popisuje také Alemi et al.* Jeho produkt vykazoval exci-

taci pfi Ao, =330 nm a emisni maxima pfi 530, 547 a 611 nm.

O. Kaman pripravil dvé frakce Eu-dopovaného manganitu (Eu-LSMO) se slozenim
Lay74Eu,S19,sMnO; a LaggsEuy,,Sr,;MnO;. Material obohaceny 1 % Eu byl také enkapsulovan
do SiO, standardni citratovou metodou a byl tedy plné srovnatelny se standardnim LSMO@SiO,.
Autor této prace zméril optické charakteristiky produktii. Méfenim UV-Vis a fluorescen¢nich spek-
ter materialu bylo zji$téno, Ze dopovani LSMO europiem nema na luminescen¢ni vlastnosti zadny
pozorovatelny efekt. Stejné jako nedopovany material vykazovaly oba piipravené Eu-LSMO@SiO,
jen velmi slabou luminiscenci s vinovou délkou excita¢niho maxima A.,. ~400 nm, vlnova délka
emisnitho maxima A, ~500 nm (Obr. 24). Ani tento produkt se nepodarilo pozorovat pod flu-
orescencnim mikroskopem. Podobnost v luminiscen¢nich vlastnostech europiem dopovaného

manganitu, jenz ptipravil Alemi et al.”* a ndmi pfipraveného materiélu tak nebyla nalezena.

—— Eu-LSMO@ Si02 - excit 396nm

—— LSMD@Si02 - excit 396 nm

5 —— Eu-LSMD@ SiO2 - excit 402nm
\ —— LSMD@Si02 - excit 402nm

Intenzita fluorescence

T
400 450 500 550 600 650 700
A [nm]

‘emmise

Obr. 24: Emisni spektra LSMO@SiO, a Eu-LSMO@SiO0,, A., uvedeny v legendé. Obé suspenze ziedény
na priblizné stejnou koncentraci. Napéti na detektoru bylo 1200 V, fluorescence je tedy velmi slaba.

Z uvedenych méfeni vyplyva, ze dopovani vétsim mnozstvim Eu by pravdépodobné neptineslo
vétsi intenzitu fluorescence, naopak by vétsi mnozstvi Eu v perovskitové struktufe by pravdépo-
dobné vedlo k nezddouci zméné magnetickych vlastnosti. Iontovy polomér Eu’* je v porovnani
s La’* vyrazné mensi®” a nahrazeni velkého podilu La** za Eu** v perovskitové struktufe povede ke

snizeni valen¢niho thlu Mn-O-Mn a tim k poruseni dvojité vymény elektront. Diisledkem bude
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postupna destabilizace feromagnetického usporadani. Pfi kompletnim nahrazeni La za Eu by se
materidl stal feromagnetickym polovodicem s velmi nizkou T,. Srovnatelné europité manganity

Euy,Sr)sMnO; a Euy3Sr,;MnO; jsou feromagnetickymi polovodici s T ~ 120 respektive 160 K.

5.4 Pokus o nekovalentni navazani fluorescenc¢niho barviva do
vrstvy amorfniho SiO,

Byl uc¢inén pokus o nekovalentni navazani fluorescen¢ni znacky do vrstvy SiO,. Pokud jsou pfi
kondenzaci SiO, v reakénim prostfedi pritomny molekuly barviva, lze predpokladat, ze jisté
mnozstvi téchto molekul miize ztstat uvéznéno ¢i absorbovano v dutinach vznikajiciho amorfni-
ho SiO,. Pokud by molekuly barviva zaroven mély kladny naboj, byla by jejich adsorpce k zaporné

nabitému SiO, zesilena elektrostaticky.

Pro pokus byla tedy vybrana dvé fluorescen¢ni barviva, zaporné nabity eosin a kladné nabity
rhodamin B (Obr. 25). Eosin byl zvolen, protoze jde o derivat fluoresceinu (pouzity v dalsich kapi-
tolach), ale jeho fluorescence je oproti fluoresceinu posunuta do cervené oblasti'® a proto je méné

absorbovana LSMO jadrem (viz kap. 5.2).

rhodamin B

I COOH
(O
PN o

HsC N N

+/\CH3
) cr k

H3C CH3

Obr. 25: Struktury rhodaminu B a eosinu

Vlastni pfiprava probihala analogicky k pripravé standardniho LSMO@SiO,. V reakéni smési
bylo rozpusténo fluorescen¢ni barvivo. Morfologie (TEM), hydrodynamicka velikost i koloidni
stabilita obou pripravenych materialt se podle ocekavani nelisily od standardniho LSMO@SiO,

pripraveného za obdobnych podminek.

Byla zméfena luminiscen¢ni spektra, jenz se nelidila od luminiscen¢nich spekter nemodifi-
kovaného LSMO@SiO,. V emisnich ani excitacnich spektrech produkt nebyly nalezeny zadné
znamky fluorescence prislusného barviva ani zesileni vlastni fluorescence LSMO. I pfesto byl uci-
nén pokus pozorovat vzorky pod fluorescenénim mikroskopem s vyuzitim dostupnych svételnych

filtra. Vzorky se vSak nepodatilo vizualizovat. Lze proto opravnéné tvrdit, Ze ani jedno z pouzitych
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barviv nebylo ve vrstvé SiO, zachyceno v relevantnim mnozstvi. Molekuly barviv, pokud viibec
ve vrstvé SiO, byly zachyceny, byly promyvanim zcela odstranény. Ani interakce mezi bazickym
rhodaminem a kyselym SiO, neprispéla k jeho zachyceni.

Nekovalentni navazani fluorescen¢niho barviva na castice SiO, vSak popisuje rada autord.
Matsumoto et al.”®’ zpracoval podrobnou studii pipravy fluorescenénimi barvivy znacenych
mikrodastic SiO, pfipravovanych emulzni metodou. Barviva byla rozpusténa ve vodné fazi a ta
byla nasledné pouzita ke kondenzaci SiO,. V ¢asticich byla zachycena pouze bazicka barviva (rho-
damin B, krystalova violet, thioflavin) a barviva kysela a nenabita zachycena nebyla (fluorescein,
eosin, erythrosin). Ackoliv podle uvedenych vysledkt by mél byt rhodamin v SiO, zachycen, toto
navazani se dosahnout nepodafilo. Diivodem muze byt pouziti TEOS misto methyltrimethoxysi-
lanu, ktefi pouzili autofi zminéné prace pro kondenzaci SiO,. Bele et al."™ viak popisuje tispésnou
pripravu priblizné mikrometrovych ¢astic SiO,, znacenych rhodaminem 6G, Stéberovou metodou
hydrolyzy TEOS, tedy velmi podobné jako v této praci. Podobné Heitsch et al.'” enkapsuloval
castice FePt do vrstvy SiO, mikroemulzni metodou. Vrstvu SiO, uspésné oznacil pouhym prida-
nim Rubpy”* do kondenza¢ni reakce.

Inkorporace kladné nabitych fluorescenc¢nich barviv do SiO, je tedy ovéfenou technikou.
Mnozstvi zachyceného barviva vsak za podminek provedenych pokust pravdépodobné nebylo

dostatecné, aby prislusna fluorescence prekonala zna¢nou absorpci LSMO.

5.5 Navazani FITC na povrchové aminoskupiny LSMO@SiO,-APS

Vyuziti povrchovych aminoskupin LS MO@SiO,-APS bylo potencialné velmi jednoduchym pri-
stupem pro ziskdni fluorescenéniho materidlu. Céstice LSMO@SiO,~APS byly proto v bezvodém
EtOH konjugovany s vyraznym prebytkem FITC. Produkt vSak netvofil stabilni suspenze ve vodé
a béhem nékolika minut po rozptyleni ve vodé se kompletné vysrazel. Produkt tvoril relativné
stabilni suspenzi v EtOH. Divodem pro takové chovani je, Ze konjugaci s FITC byly na povrch
castic ve zna¢né koncentraci navazany hydrofobni molekuly fluoresceinu. Vysledné nanocastice

pak maji ve vodném prostiedi zna¢nou tendenci k aglomeraci.

Uspésné navazani fluorescenénich skupin bylo prokdzdno pomoci fluorescenéni spektroskopie.
Stejné jako LSMO@SiO,(F)@SiO, vykazoval produkt emisi zareni odpovidajici emisi fluorescei-

novych skupin (viz Obr. 26). Produkt byl pozorovatelny fluorescenénim mikroskopem.
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Obr. 26: Emisni spektra LSMO@SiO,-APS s povrchové vazanym FITC v EtOH suspenzi pii riiznych A.
Jedna se o zfedénou suspenzi. V popisech jednotlivych kfivek je vidy uvedena prislu$na A... Napéti na
detektoru bylo 1200 V.

5.6 Priprava a charakterizace LSMO@SiO,(F)@SiO,

Pouze nejkomplikovanéjsi z pivodné navrzenych strategii pripravy fluorescen¢né oznacenych
nanocastic LSMO vedla k materidlu pozadovanych vlastnosti. Jako fluorescen¢ni znacka s reaktiv-
ni skupinou byl vzhledem ke snadné dostupnosti a relativné vhodnym fluorescen¢nim vlastnostem
zvolen FITC. Syntéza finalniho produktu se sklddala z nékolika krokd. Nejprve byl z fluorescei-
naminu pripraven FITC. Konjugaci FITC s APS vznikl fluorescen¢ni prekurzor APS-FITC pro
kondenzaci kfemicité vrstvy. Nanocastice LSMO pak byly obaleny vrstvou fluorescencné oznace-
ného amorfniho SiO,. Vzniklé nanocastice LSIMO@SiO,(F) vsak neposkytovaly stabilni suspenze
ve vodeé a tak je bylo nutno obalit dalsi vrstvou cistého SiO, (Obr. 27). Takto ziskané castice jiz

poskytovaly ve vodé stabilni suspenze.

Hj\NH/\/\suoa)3

APS, RT CSCl, -17°C
EtOH CCl,, DMF, Me,CO
HO (e} OH HO’
APS-FITC FITC 5-aminofluorescein
‘ TEOS, 40°C ‘ TEOS, 40°C .
_
LSMO LSMO@siO,(F) LSMO@siO,(F)@siO,

Obr. 27: Schéma piipravy LSIMO@SiO,(F)@SiO,
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5.6.1 Priprava FITC

Trividlni reakce spocivajici v transformaci aminoskupiny na isothiokyanatovou skupinu byla pro-
vadéna podle Ceskoslovenského patentu.”” Vytézky reakce se pii opakovanych syntézach pohybuji
v ptijatelném rozmezi 80-90 %. Hlavni pfic¢inou ztrat produktu je zna¢na adheze produktu v orga-
nické fazi k jakémukoliv povrchu. Navic, mald ¢ast jemné suspenze produktu prochazi i pres fritu

S4.

5.6.2 Konjugace APS+FITC

Reakce byla provadéna v bezvodém prostiedi, aby se zabranilo hydrolyze triethoxysilanové sku-
piny v reaktantu i produktu a zaroven aby nedochazelo k nezadouci protonizaci aminové skupiny
APS, ktera by negativné ovlivnila konjugaci s isothiokyanatovou skupinou FITC. Jako rozpous-
tédlo byl zvolen EtOH, protoze i nasledna enkapsulace probiha v prostredi EtOH a tak pouziti

surové reak¢ni smési nezanese nezadouci primeés (dalsi rozpoustédlo) do enkapsulace.

Reakce byla monitorovana TLC a MS. MS potvrdilo pfitomnost Zadaného produktu. Na TLC
vSak i po vice nez 20 h byly skvrny obou reaktantti a produktu podobnych velikosti. Prodlouzenim
reakéni doby se jiz konverze APS vyznamné neménila, stejné jako pridanim vétsiho nadbytku
FITC. Na konverzi nemélo zdsadni vliv ani kratkodobé (v fadu nékolika hodin) zvyseni teploty az
na priblizné 45 °C.

Pro kondenzaci fluorescencni SiO, vrstvy, jez nasledovala bezprostiedné po nyni zminované
reakci, byla tedy pouzivana surova, nijak nezpracovand reakéni smés. Prestoze konverze APS na
APS-FITC nebyla ohromujici, vysledna reakéni smés poskytovala po enkapsulaci dostate¢né flu-
orescencni produkt. Konjugace nebyla proto dale optimalizovana a nebyl separovan ¢isty produkt
(naro¢na prace za inertnich podminek).

Stupent konverze byl zjistén pomoci 'H NMR ¢éste¢né odpafené reakéni smési. Spektrum
(Obr. 17) obsahovalo zna¢né mnozstvi signald, které prisluSely nezreagovanym APS a FITC, kon-
jugatu APS-FITC, zbylému EtOH a DMSO obsazeném DMSO-d°’. Pro ucely stanoveni stupné
konverze nebylo nutné spektrum kompletné interpretovat. S pomoci 'H NMR spekter ¢istého
APS a smési APS + EtOH zmérenych za stejnych podminek byly ve spektru nalezeny a prifazeny
signaly prislusejici vodikovym atom@im navazanym na atomy uhliku ¢. 1 a 3 (Tab. 9). Z poméru
jejich intenzit byl stanoven stupen konverze APS priblizné 50 % a tedy pomér APS-FITC: APS
priblizné 1:1.

Obdobné konjugace APS s isothiokyanatovymi derivaty fluorescen¢nich barev pouzité pro pri-

pravu fluorescen¢nich nanocastic SiO, 1ze ¢asto najit v odborné literature. Reakce jsou bézné prova-
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Tab. 9: Stanoveni stupné konverze APS.

S

NH ONH 27 si(0Eb),

signal prifazeni
S [ppm] intenzita | poloha 'H | pocet 'H sloucenina
2,75t 1 3 2 APS-FITC
0,55-0,63; m 2,1 1 2 APS-FITC, APS

o pomér APS:APS-FITC: 52:48
o stupen konverze APS: 48 %

dény v bezvodych rozpoustédlech (EtOH, cyklohexanol), vétsinou pri laboratorni teploté po dobu
priblizné 24 h. Analyzy produktu této reakce vsak nejsou uvadény, otazka konverze APS nebyva
feSena. Dlivodem je, Ze jde vzdy o praci s mnohonasobnym nadbytkem APS oproti FITC nebo eosi-
nisothiokyanatu (uvddéné molérni poméry se pohybuji v rozmezi pfiblizné 1:10"%-1%1-1:300!*)).
V takto usporadanych reakcich (velky nadbytek primarnich aminoskupin) je konverze isothioky-
anatl pravdépodobné velmi dobra. V této praci byla vsak vzhledem ke zna¢né absorbci svétla
perovskitovymi jadry snaha navazat do nanocastice dostate¢né mnozstvi fluorescen¢niho barviva,
které by zajistilo dostate¢nou intenzitu emitovaného zafeni, pfi co nejmensim mnozstvi volného

APS, a proto byla snaha maximalné vyuzit dostupné aminoskupiny.

5.6.3 Priprava a charakterizace LSMO@SiO,(F)

Piiprava LSMO@SIO,(F) caste¢né vychazela z O. Kamanem jiz optimalizované syntézy
LSMO@SiO,-APS.***") Uvedend syntéza byla ¢aste¢né modifikovédna. Ke kondenzaci vrstvy fluo-
rescen¢né derivatizovaného SiO, byla pouzita surova reakéni smés predchozi reakce APS +FITC,
obsahujici konjugat APS-FITC a nezreagované FITC a APS, s TEOS. Reakce byla provadéna pri
40 °C. Pri této teploté poskytovala reakce produkty s lepsi morfologii, nez pfi teploté 30 °C, pri
které probiha standardni ptiprava LSMO@SiO,-APS. Aby bylo mozno kontrolovat tloustku vrst-
vy SiO; a jeji vlastnosti, byla reakce provadéna s presnym mnozstvim TEOS a celkového APS
(APS a konjugat APS-FITC). Oproti standardni ptipravé LSMO@SiO,-APS, kde molarni pomér
TEOS: APS je 4:1, byl pro tuto reakci zvolen pomér 10: 1. Vzhledem k priblizné 50 % konverzi
APS na APS-FITC byl molarni pomér Si:fluorescen¢ni znacka, stejné jako pomér Si:aminosku-
piny, priblizné 22: 1.

Podle TEM snimku tvori takto pripraveny LSMO@SiO,(F) dobfe oddélené jednotlivé castice
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Vo »*

Obr. 28: TEM snimek LSMO@SiO,(F). Jedna se o $arzi 43.6 s nepatrné silnéjsi kiemicitou vrstvou, nez
mél standardni meziprodukt LSMO@SiO,(F).

pokryté kifemicitou slupkou jednotné tloustky (Obr. 28).

Byla provedena jednoduchd obrazova analyza TEM snimka standardné ptipraveného mezi-
produktu LSMO@SiO,(F). S pomoci kulové aproximace naméfenych ¢astic byly stanoveny prii-
mérné velikosti komplexnich nanocastic i magnetickych jader. Primér magnetickych jader byl
50 (14) nm, prameér celych ¢astic pak 71 (14) nm. Sila kfemicité vrstvy byla 10,6 (1,0) nm (Tab. 10,
Obr. 29) a tato hodnota byla potvrzena jesté pfimym méfenim na mikroskopickém snimku.
Vzhledem k nedostatku vhodnych snimki bylo zméfeno jen omezené mnozstvi ¢astic (29) a tak
pumeérné rozméry a distribuce velikosti mohou byt ponékud zkreslené, idaj o sile kfemicité vrstvy

by v§ak nemél prilis utrpét.

Tab 10: Statistické vyhodnoceni obrazové analyzy LSMO@SiO,(F). Jedna se o $arzi 43.19, standardni
meziprodukt pro dalsi enkapsulaci. Data v jednotlivych fadcich predstavuji zméfenou plochu ¢astic (S),
cirkularitu (C), pramér ¢astice spocitany z kulové aproximace (d) a tloustku vrstvy SiO, (e). Index L@SF
oznacuje ¢astice LSMO@SiO,(F), index LSMO pak ptislu$nd jadra LSMO. Ve sloupcich je postupné arit-
meticky priimér, smérodatna odchylka, minimalni a maximélni hodnota a median souboru méfenych

Castic.
priumér sm. (:)_;ICh' min max median
Sismo [nm?] 2115 1146 705 5021 1845
Cismo 0,76 0,08 0,57 0,89 0,76
d,, [nm] 50,2 13,6 30,0 80,0 48,5
Siesr [nm?] 4144 1630 1833 7474 3857
Crose 0,83 0,05 0,70 0,90 0,84
d,,, [nm] 71,3 14,1 483 97,6 70,1
€,0qp [n] 10,6 1,0 8,5 12,2 10,9
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Obr. 29: Distribuce velikosti ¢astic LSMO@SiO,(F) a prislusnych magnetickych jader LSMO ziskana
obrazovou analyzou. Vzhled je negativné ovlivnén malym souborem méfenych castic (29). Jedna se o
$arzi 43.19.

LSMO@SiO,(F) netvori stabilni vodné suspenze za neutralniho pH. Po dispergaci castic ve
vodé dochdzelo béhem jiz nékolika hodin k aglomeraci ¢astic a jejich vysrazeni a také k jisté degra-
daci kfemicité slupky, jenz se projevovala zlutym zbarvenim supernatantu od uvolnénych molekul
fluoresceinovych derivati. Aglomerace ve vodnych prostredich je dusledkem zejména pritomnosti

kladné nabitych aminoskupin a hydrofobnich fluoresceinovych skupin na povrchu ¢astice.

Pfitomnost povrchovych aminoskupin dokazuje nameéfena titra¢ni kfivka zavislosti povr-
chového (-potencialu na pH (Obr. 35). Castice LSMO@SiO,(F) maji IEP=5,5, zatimco Castice
LSMO@SiO, maji IEP vyrazné niz$i a LSMO®@SiO,-APS naopak ponékud vyssi. Koncentrace vol-
nych aminoskupin tedy odpovida poméru TEOS: APS v reakéni smési; se zvysujicim se podilem
APS stoupa IEP vysledného produktu. {-potencial LSMO@SiO,(F) pti pH=7 dosahuje -20 mV.
Snizovanim (-potencialu ¢astic za neutralniho pH se snizuji elektrostatické odpuzovani jednotli-
vych ¢astic a tim i koloidni stabilita za daného pH. Aglomeraci navic vyrazné podporuji hydrofob-
ni fluoresceinové skupiny. Castice neposkytovaly stabilni suspenze ani v EtOH, ke kompletnimu
vysrazeni produktu dochdzelo béhem nékolika hodin. Relativné stabilni suspenze byly ziskany
dispergaci ¢astic v iPrOH.

V namétenych DRIFTS spektrech vysuseného produktu (Obr. 36) jasné dominuji pasy prislu-
$ejici vibracim amorfniho SiO,: signaly 1103 a 804 cm™ prislusi asymetrické a symetrické stret-
ching vibraci Si-O-Si, maxima 946 a 472 cm™ pfislusi bending vibracim Si-O-H a Si-O-Si. Je
také velmi dobfte patrny pas 620 cm™ ptislusejici LSMO, jehoz vyskyt souvisi s pomérné malou
tloustkou kremicité vrstvy. Ve spektru lze téZ pozorovat ponékud slabsi pasy ukazujici na pri-

tomnost aminoskupin a methylenovych skupin 3-aminopropylové skupiny: pas pti 1475 cm™
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odpovida symetrické deformacni vibraci protonizovanych aminoskupin a pas pti 1384 cm™, ktery
je mozno prifadit ntizkové vibraci methylenovych skupin. Naméfené spektrum se tak tedy velmi
podobé spektru standardné pfipravovaného LSMO@SiO,-APS,*! v némz jsou ale diky vyssimu
obsahu lépe patrné vibra¢ni projevy 3-aminopropylové skupiny. Vibrace prislusejici fluorescei-
novym skupindm pozorovany nebyly, pfitomnost fluoresceinovych skupin vdak dokazuji optické
vlastnosti zminéné dale.

Céstice amorfniho SiO, fluorescenéné oznacené pomoci APS-FITC jsou v literatufe pomér-
né casto popisované. APS-FITC je vidy smési APS-FITC a znacného mnozstvi prebyte¢ného
APS. Bézné jsou popisovany materialy tvorici stabilni koloidy. Pokud jsou zminovany ve vodé
stabilni suspenze, byva pomér TEOS: APS pouzivany k reakci mnohem vétsi nez v této praci,
aby byl dostate¢né velky ptislusny {-potencidl. Liu et al." v souladu s timto faktem pozoroval
klesajici koloidni stabilitu FITC znacenych SiO, nanocastic se zvysujicim se podilem APS v reak¢-

ni smési. Imhof et al.'**

popisuje pripravu fluorescen¢nich ¢astic SiO, hydrolyzou a kondenzaci
rtznych vychozich pomértt TEOS: APS (molarni pomér APS:FITC konstantné ~9:1). Taktéz
upozoriuje na snizovani koloidni stability se vzriistajicim podilem APS. Pro reakci s pomérem
TEOS : APS~8:1 jiz udava, ze vzniklé ¢astice nejsou koloidné stabilni, pro pomér ~16:1 udava
stabilni ¢astice ve smési EtOH/amoniak (dostate¢ny (-potencidl v bazickém prostredi); napt. v
DMF jsou suspenze opét nestalé. Solubilizace magnetickych nanocastic enkapsulaci do vrstvy
fluorescen¢niho SiO, pripraveného ze smési TEOS s APS-FITC je také v literatufe popisovana
(viz kap. 1.4.3).°>7 Pfislu$ni autofi sice popisuji ptipravu stabilnich koloidd vhodnych pro
biologické pouziti, konkrétni pomér TEOS: APS:FITC ale neuvddi. Yoon et al.™ sice uvadi pro

enkapsulaci feritu CoFe,0, smés s pomérem TEOS: APS-FITC ~ 8:1, ¢astice jsou ale dale solubi-

lizovany pomoci vrstvy PEG.

5.6.4 Priprava a charakterizace LSMO@SiO,(F)@SiO,

Enkapsulace LSMO@SiO,(F) do dalsi vrstvy amorfniho SiO, byla provedena s ohledem na zvyseni

koloidni stability fluorescen¢né oznacenych castic ve vodeé.

Ptivodni postup spocival v separaci LSIMO@SiO,(F) z reakéni smési, promyti ethanolem a
rozptyleni v nové ethanolické reakéni smési pro dalsi enkapsulaci. Preparace poskytla produkt
tvorici stabilni vodné suspenze. To bylo potvrzeno zméfenim zavislosti (-potencidlu na pH (viz
Obr. 30). Isoelektricky bod byl IEP=2,5 a {-potencial pti pH =7 odpovidaji pfisluénym hodnotdm
LSMO@Si0,. Ac¢koliv méfeni DLS ukazovalo pfijatelnou distribuci ¢astic a stanovend hydrody-

namickad velikost pfipravenych ¢astic byla rp =78 nm, morfologie ¢astic zjisténa z TEM byla dost
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$patna (Obr. 31). Produkt nebyl tvoren
jednotlivymi casticemi, nybrz slepenci
raznych velikosti a jednotlivé ¢astice na
snimcich prakticky viibec nebyly.

Pro zlepseni morfologie byly uciné-
ny pokusy o sekunddrni enkapsulaci za
jinych podminek. Prestoze v iPrOH tvo-
i LSMO@SiO,(F) stabilnéjsi suspenze
nez v EtOH, pokus enkapsulace v pro-
sttedi iPrOH také neposkytl oddélené
¢astice. Naopak, vysledek byl vyznamné
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LSMO@SiO,(F)@Si0, (pfipraveného se separaci v
mezikroku) na pH. Jedna se o $arzi 43.11.
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Obr. 31: TEM snimek LSMO@SiO,(F)@SiO, pripraveného s
postupem zahrnujicim separaci béhem preparace. Zietelné je

vidét, Ze Castice jsou srostlé do vétsich atvarid. Jedna se o Sarzi

43.11.

hor$i, nez v predchozim ptipa-
dé. Pokus zahrnujici stabilizaci
PVP

LSMO@SiO,(F) pomoci

pred vlastni kondenzaci SiO, také
poskytl

Castice, produkt navic obsahoval

zna¢né aglomerované
velké mnozstvi vylouc¢enin samot-
ného SiO, narostlého casteéné i
na fetézcich PVP.

Jako metoda pripravy poskytu-
jici produkt s nejlepsi morfologii
(Obr. 32) byl zhodnocen postup

bez jakékoliv separace mezipro-

duktu LSMO@SiO,(F). Priprava LSMO@SiO,(F)@SiO, tudiz spocivala v kondenzaci dalsi vrstvy

SiO, v ptivodni reakéni smési, v niz byl pripravovan LSMO@SiO,(F). V praxi $lo tedy pouze o

pridani daného mnozstvi TEOS po uplynuti pfiblizné 6-12 h do ptvodni reakéni smési. Tento

velmi jednoduchy pristup byl prekvapivé jediny z vyzkousenych, ktery poskytl ¢astice prijatelné

morfologie. Rozdéleni ptidavku TEOS na vice davek jiz nemélo na morfologii produktu vyznam-

ny vliv.

Reakce byla ovliviiovana teplotou. Enkapsulace LSMO@SiO,(F) provadéna bez separace pri

30 °C poskytovala produkt s vyrazné horsi koloidni stabilitou nez reakce provadéna pii 40 °C.

Enkapsulace pfi jinych teplotach testovana nebyla.
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Enkapsulace posky-
tovala produkt tvorici
dobre oddélené jednotli-
vé Castice pokryté kiemi-
¢itou slupkou jednotné

tloustky (Obr. 32).

-

Byla provedena

YA

Obr. 32: TEM snimem findlniho LSMO@SiO,(F) @SiO,. Jedna se o $arzi
43.20.

jednoduchd  obrazova

analyza snimka z TEM.

o

i S pomoci kulové aproxi-
- mace naméfenych castic
byly stanoveny pramér-
né velikosti komplexnich
nanocastic i magnetickych jader. Priimér magnetickych jader byl 57 (17) nm, pramér celych ¢astic
pak 89(19) nm. Sila kfemicité vrstvy byla 15,9 (1,5) nm (viz Tab. 11, Obr. 33) a tato hodnota byla
potvrzena jesté pfimym méfenim na mikroskopickém snimku. Naméfend tloustka kiemicité vrst-
vy odpovida prirtstku ptiblizné 5 nm béhem druhé enkapsulace.

Obrazovou analyzou zjisténé primeéry magnetickych jader ¢astic LSMO@SiO,(F)@SiO, a
LSMO@SiO,(F)@SiO, jsou 50 (14) nm, respektive 57 (17) nm. Vzhledem ke zjisténym smérodat-
nym odchylkam, velmi omezenému analyzovanému statistickému souboru ¢astic LSMO@SiO,(F)
a jisté nepresnosti vyvolané kulovou aproximaci ¢astic je mozno velikost magnetickych jader

pokladat za srovnatelnou.

Tab. 11: Statistické vyhodnoceni obrazové analyzy LSMO®@SiO,(F)@SiO.,. Jedna se o $arzi 43.20. Data v
jednotlivych radcich predstavuji zméfenou plochu ¢astic (S), cirkularitu (C), primér ¢astice spocitany z
kulové aproximace (d) a tloustku vrstvy SiO, (e). Index L@SFS oznacuje ¢astice LSMO@SiO,(F)@SiO,,
index LSMO pak prislu$na jadra LSMO. Ve sloupcich je postupné aritmeticky primér, smérodatna
odchylka, minimalni a maximalni hodnota a median souboru méfenych ¢astic.

priumér sm. (:)_;1Ch' min max median
Sismo [nm?] 2787 1789 407 9828 2323
Cismo 0,73 0,10 0,48 0,92 0,74
dismo [nm] 57,0 17,4 22,8 111,9 54,4
S1ses [nm?] 6457 2868 2268 17008 5831
Crosrs 0,828 0,052 0,634 0,911 0,839
diasss [nm] 88,7 18,7 53,7 147,2 86,2
e1esrs [NM] 15,9 1,5 12,4 20,1 15,7
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Obr. 23: Distribuce velikosti ¢astic LSMO@SiO,(F)@SiO, a prislu$nych magnetickych jader LSMO zis-
kana obrazovou analyzou. Statisticky soubor ¢ital 134 ¢astic. Jedna se o $arzi 43.20.

RTG difrakei bylo potvrzeno fazové slozeni magnetického jadra LSMO; jadra byla identifiko-
vana jako La,;sS1r),sMnOs, bez pritomnosti dalsi faze. Béhem enkapsulace se tedy povaha mag-
netického jadra neménila. Byla stanovena stfedni velikost krystalitu LSMO dyzp=26 nm. Tato
hodnota je pfiblizné polovi¢ni ve srovnani s priimérem jadra ziskanym obrazovou analyzou TEM
snimki. Je tedy zfejmé, ze magneticka jadra v enkapsulovaném produktu nejsou vyhradné jednot-
livé krystality, nybrz také agregaty.

Je vhodné vSimnout si zejména zmény dyzp béhem pripravy LSMO@SiO,(F)@SiO, . Vycho-
zim materialem byl LSMO s dygp =20 nm. Béhem enkapsulace tedy doslo k nartstu dygp 0 6 nm.
Podobné zvétSeni dyzp popisuje pfi piipravé LSMO@SiO, také O. Kaman, jenz ho pripisuje roz-
pousténi nejmensich ¢astic LSMO v kyselém prostiedi béhem aktivace LSMO pomoci HNO; a
nasledné stabilizaci kyselinou citronovou. Pti ptipravé LSMO@SiO,(F)@SiO, je v8ak poufita sta-
bilizace pomoci PVP a LSMO tak neni vystaveno kyselinam, které by ho rozpoustély. Pti separaci
PVP stabilizovaného LSMO z vodné suspenze pred vlastni enkapsulaci je ale i pfes pomérné ener-
gické odstredovani vzdy jisté mnozstvi materialu ve vznosu a supernatant je tak pomérné tmavy.
Naméfena hodnota dokazuje, Ze ve vznosu jsou zejména mensi Castice, lépe solubilizované PVP.
Distribuce ¢astic se tak zméni a hodnota stfedni velikosti krystalitu dyg, se zvétsi. Se zvétsenim
dyrp v3ak koreluje zvétseni magnetizace (viz kap. 3.1). Caste¢ny podil na zméné miize mit i mno-
honasobné odstredovani Cerstvé pripraveného produktu LSMO@SiO,(F)@SiO, béhem separace a
promyvani. Pro tcely pouziti produktu jako CA vsak jde o pozitivni zménu vlastnosti a neni proto
nutné se pokouset zvyseni dygp zabranit variacemi v postupu.

LSMO@SiO,(F)@SiO, pripravené popsanym zpusobem tvori za fyziologického pH ve vodé
stabilni suspenze. Ani po del$i dobé (1-2 tydny) neuvolnuji suspenze LSMO@SiO,(F)@SiO,
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fluorescen¢ni barvivo. Hydrodynamic-

1.04
ka velikost rp;s pripravenych castic se v
04 — M595.10 zévislosti na konkrétni $arzi standardné
° —43.20
g o] | pohybovala kolem 75 nm (Obr. 34).
S |
S | v . Lo~ M e .
£ 0.4 5‘ Je ziejmé, ze veskeré parametry pri-
3 s
e‘ \ praveného produktu tykajici se velikosti
0.2 | \
| |
| \ , , NI e . cpe SRR 4
3 \\ vyslednych castic jsou kriticky zavislé
0. ‘
10 100 1000 10000 na peclivosti pifpravy. Pokud se pti

odebirani supernatantu pti frak¢ni cen-
Obr. 34: Distribuce ¢astic LSMO@SiO,(F)@SiO, v zavis-
losti na hydrodynamické velikosti rp;s. Zobrazena data
pro $arze M595.4 a M595.10. bude nasledné produkt pravdépodobné

N

trifugaci zvifi na dné usazené castice,

obsahovat i vétsi partikule, pripadné

rizné aglomeraty a tim se zhorsi distri-
buce ¢astic a zvysi se jejich primérna velikost; zvysi se tedy primeérna velikost ¢astic ziskana z
TEM i rp;s. Kladnym diisledkem v8ak bude zvyseni vytézku preparace.

Vytézek preparace se standardné pohyhoval v rozmezi 8-13 % (viz Tab. 8), v zavislosti na pro-
vedeni separace produktu. Pokud by byla provedena opakovana separace, piipadné separace za
meékéich podminek, ktera by vyloucila pouze nejvétsi aglomeraty, bylo by mozno ziskavat vétsi
podil LSMO ve formé produktu. Soucasné s tim by vsak alespon castecné rostla velikost c¢astic.
V této praci ale byla pro dosazeni snadné reprodukovatelnosti provadéna pouze jednoducha sepa-
race, kdy byl tézky podil separovan v jednom kroku.

Ackoliv. LSMO@SiO,(F)@SiO, poskytoval stabilni vodné suspenze, namérena zavislost
(-potencidlu na pH byla prakticky shodnd se zavislosti, kterou vykazoval LSMO@SiO,(F). Isoelek-
tricky bod byl IEP=5,5 a {-potencidl

pfi pH="7 byl v tomto pripadé kolem 40—: ot . LSMO@SIO,F)
-20 mV (Obr. 35). Prestoze tyto 07 e ‘e, . * LSMbesioFlesio,
204 = ° IEP=5,5
hodnoty nejsou zdaleka optimal- 0]
ni z hlediska dlouhodobé stability = o] . . S . . .
E 9 2 4 86 10 12 14
pripraveného materialu, poskytoval s 104 LpH=7 pH
] ‘i
piipraveny ~ LSMO@SiO,(F)@SiO, ] ¢ '
-304 o =u .
natolik stabilni suspenze, ze je bylo o] e WM
mozno pouzit pro biologické ucely. 50

Obr. 35: Zavislost (titratni kfivka) {-potencidlu
LSMO@Si0,(F) a LS MO@SiO,(F)@SiO, na pH. Jedna se o
(-potencidlu  takto pfipraveného  garze M595.4 a M595.10.

Porovname-li naméfeny pribéh
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produktu a produktu, v jehoz pripravé byl zahrnut promyvaci krok, je zfejmé, Ze na rozdil od
nevydafeného produktu pfipraveného s promyvacim mezikrokem by méla vnéjsi kfemicita vrst-
va findlniho LSMO@SiO,(F)@SiO, obsahovat jisté mnozstvi aminoskupin. Literatura uvadi nizsi
reaktivitu pfi bazicky katalyzované hydrolyze a nasledné kondenzaci triethoxysilanovych derivati

v porovnani s TEOS.!"*

I Pravdépodobné tedy triethoxysilanové derivéty nezkondenzuji komplet-
né v prvni fazi reakce a z reakéni smési se béhem druhé faze castecné vylouci i do vnéjsi kfemicité
vrstvy.

V naméfenych DRIFTS spektrech vysuseného produktu LSMO@SiO,(F)@SiO, (Obr. 36)
vSak nejsou patrné vibra¢ni projevy 3-aminopropylové skupiny jako je tomu ve spektrech
LSMO@SiO,(F). Spektra tak obsahuji pouze pasy prislusejici vibracim amorfniho hydratovaného
SiO,: signaly 1103 a 804 cm™ prislusi asymetrické a a symetrické stretching vibraci Si-O-Si, maxi-
ma 946 a 475 cm™' prislusi bending vibracim Si-O-H a Si-O-Si. Intenzita pasu 620 cm™ pfisluse-
jici LSMO je vyrazné mensi nez u LSMO@SiO,(F), coz je dano ndrtstem kiemicité vrstvy a diky
tomu lep$im stinénim LSMO. Namérené spektrum je tedy velmi podobné spektru standardné
ptipravovaného LSMO@SiO,.**¥ Stejné jako u LSMO@SiO,(F) nebyly pozorovéany vibrace pii-
slusejici fluoresceinovym skupinam.

1103 _— LSMO@SiOZ(F)@SiO2

T — LSMO@SIO,(F)

Kubelka-Munk

0.0

T T T T T T T
2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Viem™]

Obr. 36: DRIFTS spektra LSMO@SiO,(F) a LSMO@SiO,(F)@SiO.,. Jedna se o $arze M595.4 a M595.10.

Absence dobte patrnych vibra¢nich projevit 3-aminopropylové skupiny ukazuje na jeji nizsi
koncentraci v sekundarni kfemicité vrstvé. Vysledek méteni (-potencialu ale ukazuje na to, ze by
koncentrace méla byt podobna, jako u LSMO@SiO,(F). Vysvétlenim tedy muize byt, Ze kfemicita
vrstva je zna¢né porézni a diky této porozité je pristupné dostatecné mnozstvi aminoskupin z

celého objemu vrstvy pro interakci s vodnym prostfedim. Povrchova kfemicita vrstva ale pravde-
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podobné vcelku dobfte stini tyto aminoskupiny pro méreni DRIFTS. Tato hypotéza umoznuje téz
vysvétlit rozdil v koloidni stabilit¢ LSMO@SiO,(F) a LSMO@SiO,(F)@SiO,, pfestoze se naméreny
(-potencidl shoduje. Zvétseni koloidni stability po obaleni dalsi kifemicitou vrstvou je tak s nej-
vétsi pravdépodobnosti mozno pricist snizeni hydrofobicity povrchu prekrytim dalsi kfemicitou
vrtvou, ackoliv elektrostatické odpuzovani ¢astic se v podstaté nezménilo.

Stabilizace ¢astic s kfemic¢itym povrchem pridavnou povrchovou vrstvou ¢istého SiO, vytvore-
nou piidanim TEOS do ptivodni reakéni smési je jiz v literatufe popséna. Lettinga ef al."* takto

1.1 dokonce nejprve kondenzuje

stabilizuje kfemicité ¢astice derivatizované eosinem. Heitsch et a
samotny APS-FITC na magnetitovych nanocasticich a produkt az nasledné stabilizuje pridanim
priblizné desetinasobného mnozstvi TEOS v porovnani s primarni kondenzaci fluorescen¢niho

prekurzoru do reakéni smési.

5.6.5 Optické vlastnosti

Oba pripravené produkty vykazovaly stejné jako LSMO@SiO, zna¢nou absorpci svétla. Derivatiza-
ce fluoresceinem se na jejich makroskopickém vzhledu nikterak neprojevila, jak LSMO@SiO,(F),
tak LSMO@SiO,(F)@SiO, tvori ve vyssich koncentracich na prvni pohled ¢erné, neprihledné

suspenze (Obr. 37).

Absorpce svétla LSMO@SiO,(F)@SiO, byla zkoumana UV-Vis spektrometrii. Oproti spektriim
LSMO@SIO, se ve spektrech objevil slaby absorpéni pas (490-500 nm) prislusejici fluoresceino-
vym jednotkam. Ve spektrech LSIMO@SiO,(F)@SiO, je stale dobre patrné absorpéni maximum pri
268 nm (Obr. 38). Stejné jako u LSMO@SiO, byla potvrzena
linedrni zavislost mezi souhrnnou absorbanci pti 268 nm a
koncentraci LSMO (Obr. 39). Smérnice nalezené zavislosti
se v8ak znacné lisi, je priblizné 1,6 x vétsi, od smérnice nale-
zené pro LSMO@SiO,. Efekty rozptylu a pripadné rozdilné
absorpce zafeni suspenzi s riiznou distribuci ¢astic nelze tedy
zanedbavat a pouhé méfeni ubytku svétla neni tedy vhodné

ani pro orientacni stanoveni koncentrace rtizné obalenych

¢astic LSMO.

I pfes malou intenzitu absorp¢niho pasu fluoresceinu byl

uc¢inén pokus tento pas separovat ze spektra. Po odeéteni roz-

Obr. 37: Koncentrovana sus-

ptylového pozadi byla zjisténa absorbance prislusejici fluores-
penze  LSMO@SiO,(F)@SiO,

ceinovym jednotkam. Byla potvrzena linearni zavislost této C 0~ 2 mmol/1
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absorbance na koncentraci nanocastic v suspenzi (Obr. 40a,b).

Sadou excita¢né-emisnich scant byly provéteny fluorescenc¢nivlastnosti LSMO@SiO,(F)@SiO..
Excita¢ni maximum materialu je A, =492 nm, tato hodnota koresponduje s absorpénim maxi-

mem fluoresceinového pasu A, =492 nm. Emisni maximum je A, =514 nm (Obr. 41). Hodnoty

354

?‘mf 268nm
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1.0 -
Ay = 7406 5~ 0.0245
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Obr. 38: Absorp¢ni UV-Vis spektra  Obr. 39: Zavislost souhrnné absorbance
LSMO@SiO,(F)@SiO, (Sarze M595.10) pii raznych LSMO@SiO,(F)@SiO, pti 268 nm na kon-
ziedénich; pro kaidé zfedéni je uvedena priislusna centraci.

koncentrace LSMO. Oproti spektrim LSMO@SiO, je

mozno vidét slaby absorp¢ni pas fluoresceinu mezi

490-500 nm.
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Obr 40a,b: Linearni zavislost intenzity fluoresceinového pasu na koncentraci LSMO@SiO,(F)@SiO,
v UV-Vis spektru LSMO@SiO,(F)@SiO,. Absorpce fluoresceinu byla separovdna od absorpce LSMO
nasledujicim zptisobem: jednotliva spektra LSMO@SiO,(F)@SiO, p¥i rtiznych koncentracich byla v inter-
valu 400-550 nm (s vyjimkou intervalu 475-520 nm) prolozena polynomem 3. stupné. K¥ivka polynomu
byla pak odectena od spektra. Naméiena data nebylo mozno prolozit, funkci ve tvaru
a
A=—"
b+t

ktera by odpovidala vztahu pro turbidanci. V daném rozsahu vsak priibéh dat dobie vystihoval pouzity
polynom 3.stupné. Spektra s ode¢tenym pozadim jsou vlevo ukazuji maximum absorpce pfi 493 nm;
vpravo je zavislost A; na koncentraci LSMO@SiO,(F)@SiO,.
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ex.scan - LSMO@SiO (F)@SiO,
em.scan - LSMO@SiO,(F)@SiO,
ex.scan - LSMO@SiO,(F)
em.scan - LSMO@SIOZ(F)

intenzita fluorescence
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Alnm]

Obr. 41: Excitatni a emisni maxima LSMO@SiO,(F) a
LSMO@SiO,(F)@Si0,.

naprosto odpovidaji literarnim udajim o fluorescen¢nich vlast-
nostech fluoresceinu a jeho derivétt.*

Produkt vsak emituje svétlo i pii excitaci zafenim o mensi

vlnové délce nez 492 nm (Obr. 42). S klesajici vinovou délkou

Obr 42:Suspenze (20% ziedé-
ni) LSMO@SiO,(F)@SiO, pri
(M595.10) v kyveté pti ozafo-
vani 366 nm UV svétlem

excitace sice klesa intenzita emise, fluorescence je vSak presto dobrfe detekovatelnd i pfi excitaci

300 nm zafenim (Obr. 43).

Fluorescence LSMO@SiO,(F)@SiO, je zavisla na koncentraci. Zavislost ma velmi podobny

prubéh jako zavislost intenzity fluorescence LSMO@SiO, na koncentraci. Maximalni fluorescence

nastava pti koncentraci LSMO ~0,25 mmol/l (Obr. 44a,b).
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Obr. 43: Emisni spektra LSMO@SiO,(F)@SiO, na pfi riznych A... Z obrazku je vidét, Ze maximum emise

PEi Aem =514 nm je nezavislé na pouzité A.,, méni se pouze intenzita fluorescence, jeZ zna¢né roste s prib-

lizovanim pouzité A, k hodnoté 492 nm. Méfeno p¥i napéti detektoru 700 V.
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Obr. 44a,b: Zavislost intenzity fluorescence LSMO@SiO,(F)@SiO, na koncentraci, vyjadfené formou
koncentrace LSMO. Méfeno pfi napéti na detektoru 700 V.
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5.7 Biologické experimenty s LSMO@SiO,(F)@SiO,

Pripravené castice (Sarze 43.14, 43.20, M595.7, viz Tab. 7) byly podrobeny sérii in vitro test1 jejich
vlivu na buné¢né kultury a Langerhansovy ostriivky. Inkubace rMSC a Langerhansovych ostriivka
s LSMO@SiO,(F)@SiO, byly provadény s cilem ovérit konkrétni prakticky vyuzitelné moZznosti
znaceni prislusnych bunék (ostruvki), inkubace s HeLa bunkami a fibroblasty byla provedena
pouze pro zjisténi pripadného toxického ptsobeni na bunky. Zakladni koncentrace zvolena pro
inkubace byla ¢;g0=0,11 mmol/l. Tato koncentrace byla jiz v minulosti P. Jendelovou standardné
vyuzivana pti stanovovani viability rMSC inkubovanych s LSMO@SiO,. Ostatni pouzivané kon-

centrace byly vzdy nasobky této koncentrace (0,1; %; 2; 3).

Vzhledem k charakteru biologického materialu a velmi omezenému poctu provedenych poku-
st je srovnavani vysledki viability z jednotlivych pokust ponékud zavadéjici; zejména pro rMSC
a Langerhansovy ostrivky, jez jsou pro kazdou sérii pokusti ¢erstvé izolovany z jiného zvirete a uz
proto se mohou lisit. V ramci provedenych experimentt je vhodné tedy porovnavat pouze obecné
trendy a nikoliv pfesné ¢iselné hodnoty; ty se miizou pii opakovani pokusu s jinymi bunikami stej-
ného druhu ponékud lisit. Pro dobfe porovnatelné vysledky by bylo tfeba provést vétsi mnozstvi
biologickych experiment a jejich vysledky statisticky zpracovat. Vysledky biologickych pokust
uvedené v této praci jsou proto podrobnéji porovnavany jen v ramci jednoho pokusu provedeného

na jedné skupiné buneék, s jedinou $arzi komplexnich nanocastic.

5.7.1 Hela bunky a fibroblasty

Byly provedeny dvé sady inkubaci ptipraveného LSMO@SiO, (F)@SiO, s HeLa nadorovymi burika-
mi a koznimi fibroblasty. Jednalo se o zjisténi viability v koncentra¢nim rozmezi 0,011-0,33 mmol/l
LSMO u dvou rtznych 8arzi produktu LSMO@SiO,(F)@SiO,: prvni sada inkubaci s $arzi 43.20,
nasledné pak s $arzi M595.7. Viabilita HeLa bunék byla v obou testovanych souborech nepatrné
vy$si, nez viabilita fibroblastli. V celém zkoumaném rozmezi byla viabilita obou typt bunék velmi
dobra a pohybovala se nad 85 %. Na rozdil od kmenovych bunék vykazovala viabilita se vzrista-
jici koncentraci pozvolny pokles (Obr. 45, Tab. 12). Priitokovym cytometrem byla také zméfena
prameérna relativni fluorescence bunék v kanale FITC z jednotlivych inkubaci. Méfeni prokazalo,
ze imérné se vzrustajici koncentraci LSMO@SiO,(F)@SiO, v kultiva¢nim médiu stoupd intenzi-
ta fluorescence oznacenych bunék, prislusné tedy stoupa mnozstvi internalizovaného materiélu
(Obr. 46, Tab. 12). Z grafu je zfejmé, ze fibroblasty internalizuji LSMO@SiO,(F)@SiO, ponékud
vice nez HeLa bunky. Usporadani pokusu nedovolovalo, tak jako u inkubaci rMSC, stanovit i

absolutni hodnotu celkového poctu bunék, nybrz pouze pomér zivych a mrtvych bunék.

74



=
=3

\

® © o
T ? T

viabilita [%]
©
2

\
\

—®— Hela43.20

—o— fibroblasty 43.20
—4— HelaM595.7
—v— fibroblasty M595.7

o
I

w
1

T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

Cismo LMmmol/I]
Obr. 45: Viability HeLa bunék a fibroblasti;
vysledky dvou sad inkubaci LSMO@SiO,(F)@SiO,

(Sarze 43.20 a M595.7).
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Obr. 46: Relativni pramérna fluorescence bunék
ve FITC kandle; vysledky dvou sad inkubaci
LSMO@SiO,(F)@SiO, (Sarze 43.20 a M595.7)
s HeLa bunkami a fibroblasty.

Tab. 12: Vysledky inkubaci HeLa bunék a fibroblastii s LSMO@SiO,(F)@SiO,; $arze 43.20 a M595.7.

M595.7 43.2
viabilita relativni viabilita relativni
= Cismo CMn viabilita | (pomér ke stiedni viabilita | (pomér ke stiedni
2 [mmol/1] [mg/ml] [%] kontrole) fluores- [%] kontrole) fluores-
[%] cence [%] cence
0 0 98 100 2 97 100 1
0,011 0,604 99 101 150 97 101 200
] 0,055 3,022 97 99 400 96 99 800
é 0,11 6,044 — — — 94 97 1500
0,22 12,09 96 98 3500 90 93 3000
0,33 18,13 93 95 5000 88 91 3000
0 0 95 100 6 96 100 1
B 0,011 0,604 94 99 300 93 97 300
7
_,L; 0,055 3,022 93 98 1500 91 95 1000
_;g 0,11 6,045 90 95 3000 92 96 2500
= 0,22 12,09 90 95 5000 85 89 5000
0,33 18,13 91 96 6000 91 95 9000

Morfologie bunék pozorovana fluorescenénim mikroskopem neni zdaleka tak vyrazné ovliv-

néna, jako v pripadé rMSC. Je vcelku prirozené, ze nadorové a kozni bunky budou odolnéjsi, nez

bunky kmenové. Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu (Obr. 47-50) také ukazuji, Ze materidl je

internalizovan do vnitfnich membranovych vackd, pozdnich endozémii/lyzozém?. I pfi zkou-

mani pod mikroskopem jsou snadno patrné rozdily v intenzité fluorescen¢niho znaceni u bunék

kultivovanych v médiu s rtiznou koncentraci LSMO@SiO,(F)@SiO, .

Srovnani viabilit HeLa bunék a fibroblastt inkubovanych s LSMO@SiO,(F)@SiO, s viabilitami

v prostfedi LSMO@SiO,, které uvddi O. Kaman,***! ukazuje naprostou porovnatelnost materid-
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16, viability jsou také velmi vysoké. V pripadé LSMO@SiO, jsou ale z hlediska viability ponékud
odolnéjsi fibroblasty, nez HeLa burky, rozdil je ale velmi maly a vzhledem k poctu provedenych
pokust prakticky bezvyznamny. Dale je vysledky vhoné porovnat s praci Bhayaniho ef al.,’® jenz
studoval viabilitu tf{ typtt nadorovych bunék v pfitomnosti LSMO (x = 0,3) nekovalentné pokryté-

ho dextranem ¢i BSA. A¢ pouziva jiné nddorové bunky, uvadi velmi porovnatelné viability, presa-

hujici 80 %, pro podobné koncentrace.

Obr. 47: Snimek (fluorescenéni mikroskop) HeLa Obr. 48: Snimek (fluorescen¢ni mikroskop) HeLa
bunék kultivovanych vmédius cisno =0,011 mmol/l. bunky kultivované v médiu s cismo=0,33 mmol/l.
Modré skvrny: bunééna jadra oznacena DAPI, zele- Modra skvrna: buné¢né jadro oznacena DAPI, zele-
né skvrny: LSMO@SiO,(F)@Si0,. né skvrny: LSMO@SiO,(F) @Si0,.

$ it

Obr. 49: Snimek HeLa bunék kultivovanych Obr. 50:  Snimek  (fluorescen¢ni  mikro-
v médiu s c¢smo=0,011 mmol/l. Piekryv snimka skop) fibroblastd kultivovanych v  médiu
z fluorescen¢niho a nativhiho médu mikroskopu. s cismo=0,33 mmol/l. Modré skvrny: buné¢-
Modré skvrny: bunécna jadra oznacena DAPI, zele- na jadra oznacena DAPI, zelené skvrny:
né skvrny: LSMO@SiO,(F) @SiO,. LSMO@SiO,(F)@Si0,.
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5.7.2 Kmenové bunky

Inkubace rMSC s LSMO@SiO,(F)@SiO, byla provedena pouze jedenkrat. Pocet sklizenych bunék
ani jejich viabilita v zavislosti na stoupajici koncentraci v ramci testovaného koncentra¢niho
rozpéti LSMO 0,011-0,33 mmol/l piekvapivé neklesaly, naopak zistavaly viceméné konstant-
ni (viz Tab. 17). Viabilita dosahovala priblizné 90 %, coz je hodnota srovnatelna s udaji, které
uvadi O. Kaman pro inkubace s LSMO@SiO,. Pocet sklizenych bunék se pohyboval v rozmezi
50-80 % poctu sklizeného v kontrolnim vzorku. Mikroskopické snimky (Tab. 18) ukazuji mor-
fologii oznacenych bunék. Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu (Tab. 18) dokazuji moznost
fluorescenc¢ni vizualizace bunék, pficemz poskytuji také informace o jejich morfologii. Ukazuji, ze
LSMO@SiO,(F)@SiO, se u zdravych bunék dostava viceméné do celého objemu bunky s vyjim-
kou jadra.

Stejné jako v piipadé inkubaci s LSMO@SiO,**/ je vSak problémem pomérné velky podil
neadherovanych kulatych bunék, ktery svéd¢i o jistém negativnim pusobeni téchto ¢astic na bun-

ky. Zdravé kmenové buiiky jsou standardné ptisedlé na podlozce.!"”'%!

5.7.3 Langerhansovy ostrivky

Pokus o inkubaci pankreatickych Langerhansovych ostriivkia s LSMO@SiO,(F)@SiO, (Sarze 43.20)
byl proveden pfi standardni koncentraci ¢;guo=0,11 mmol/l. Oproti pokusim s bunikami byla

doba inkubace zménéna na 24 h.

Vitalita ostrivka byla ve dvou riiznych pokusech stanovena na 75 a 82,5 %. Statické inkubace
poskytly stimulac¢ni indexy (viz kap. 4.3.3.2) ve dvou stanovenich SI,=2,33 a SI,=4,94. Pokusy
ukazuji, Ze Langerhansovy ostrvky inkubované s LIMO@SiO,(F)@SiO, z vétsi ¢asti prezivaji a
neztraci schopnost produkovat inzulin. Tyto vysledky ve srovnani s vysledky SI~ 15 a vitalitami
vy$simi nez 90 %, které recentné publikovali pracovnici stejného pracovisté pro Langerhanso-
vy ostritvky znacené klinicky pouzivanym SPIO (ferucarbotran)!"®''%' nevyznivaji ptili§ dobfe.
veelku prijatelny vysledek. Je pravdépodobné, ze pfipadnymi optimalizacemi na strané pripravy
produktu a na strané protokolu znaceni je mozno dosdhnout s LSMO@SiO,(F)@SiO, mnohem

lepsich vysledku, nez dosud; mozna i porovnatelnych se soudobymi studiemi s ferucarbotranem.

Snimek z fluorescenéniho mikroskopu (Obr. 51) ukazuje, ze fluorescence je pfitomna pouze
velmi omezené. Pouze malé mnozstvi LSIMO@SiO,(F)@SiO, tedy bylo pfi inkubaci internalizova-
no do ostrivkd. MR obrazy (Obr. 52a,b) vSak ukazuji, Ze i toto malé mnozstvi internalizovanych

castic poskytuje dostate¢ny kontrast k MR zobrazeni ostrtvkda.
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Tab. 51: Snimek Langerhansova ostriivku ozna¢eného LSMO@SiO,(F)@ SiO,. Modré skvrny: buné¢na
jadra oznacena DAPI, zelené skvrny: LSMO@SiO,(F) @SiO.,.

Obr. 52a: MR snimek Petriho misky s oznacenymi  Obr. 52b: MR snimek Petriho misky s oznacenymi
Langerhansovymi ostrvky (bilé skvrny, ke kterym  Langerhansovymi ostrtvky (bilé skvrny, ke kterym
sméfuje Sipka). Tloustka fezu 0,5 mm. sméfuje Sipka). Tloustka fezu 0,85 mm.

5.8 Biologické experimenty s nanocasticemi pokrytymi polymery

Viabilita rMSC inkubovanych s ¢asticemi LSMO@SiO, pti standardné pouzivané koncentraci
(cLsmo=0,11 mmol/l) dosahuje bézné hodnot pres 90 % (viz kap. 3.2). Bylo také ukazano, ze via-

bilita rMSC inkubovanych s LSMO@SiO, (F)@SiO, v dosti $irokém rozmezi koncentraci se také
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pohybuje kolem 90 % (viz kap. 5.7.2) Problémem vsak jsou v obou pripadech morfologické zmény
na ¢asti inkubovanych bunék - buriky sice prezivaji, ale nejsou prisedlé na dné kultiva¢ni nadoby,
jak by mély zdravé buniky byt,"”!% nybrz plavou v zivném médiu. Je evidentni, Ze ackoliv pouzité
nanocastice bunky pfimo nezabiji, jisty negativni vliv maji.

Proto bylo navrzeno dalsi obaleni nanocastic organickym polymerem. Takovy postup se stan-
dardné pouziva pro zlepSeni koloidni stability a biokompatibility magnetickych nanocastic. Oba-
lené nanocastice by diky odlisnym povrchovym vlastnostem a lepsi koloidni stabilité mohly mit
méné negativni vliv na bunky. Kovalentni navazani polymeru byva dosti naro¢né. Je véak mozno

vyuzit adsorpce organického polymeru na povrch nanocastice a tak pokryt ¢astice nekovalentné.

Jako modelovy material byl pro prvotni studie byl vybran relativné snadnéji pripravitelny
LSMO@SiO, . Predpokladem experimentu tedy bylo, Ze se po adsorpci vhodného polymeru na
povrch LSMO@SiO, se mohou zménit povrchové vlastnosti takovych nanocastic a to by se mohlo

projevit pri inkubaci nanocastic s bunkami.

5.8.1 Priprava suspenzi LSMO@SIiO, s rozpustnymi polymery

Sorpce polymerti na povrch nanoc¢dstic LSIMO@SiO, byla provadéna za podobného poméru poly-
mer : LSMO jako pfi stabilizaci LSMO PVP metodou pted enkapsulaci do SiO, (viz kap. 4.4.3.3),
tedy priblizné 20 mg polymeru/1 mg LSMO. Suspenze pravdépodobné obsahovaly znacné
mnozstvi neadsorbovanych polymera. Proto byly odstfedény a supernatant s prebyte¢nym poly-
merem odstranén. Vzhledem k malé hustoté (ve srovnani s nanocasticemi) pouzitych polymert
a jejich viceméné linearnim molekulam lze predpokladat, ze odstfedénim se na dné centrifugac¢ni
zkumavky koncentruji nanocastice fadové rychleji, nez volné molekuly polymert. Pfi vypoctu
zbylych mnozstvi polymeru v odstfedénych roztocich tak bylo zanedbano piipadné koncentro-
vani polymert na dné centrifuga¢nich zkumavek (Tab. 8). Odstfedéné suspenze byly nasledné
zfedény vodou na ptvodni objemy a byly tak ziskany roztoky zbavené prebyte¢ného polymeru.
Pokud se v$ak polymer neadsorboval na c¢astice dostatecné silné, byl timto krokem z vétsi ¢asti
z povrchu nanocastic odstranén.

Po priblizné 12 h stani pfipravenych suspenzi pii laboratorni teploté nebyly na suspenzich
vizualné patrné Zadni znamky agregace a sraZeni. Ani zméfeni DLS odstfedénych a resuspendo-
vanych vzorkd suspenzi LSMO@SiO, s polymery po tomto stani (bez rozptyleni ultrazvukem)
neukdzalo zadné znamky agregace, pouze mirné zvyseni hydrodynamickych velikosti rp,;5 oproti
rors Cerstvé sonifikovanych ¢astic LSMO@®@SiO, (viz Obr. 53). Vyjimkou byla suspenze s PVP K90.
Céstice LSMO@SiO, (3arze 43.14) mély hydrodynamickou velikost rp;s=75 nm, &astice v sus-
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penzich polymery ptiblizné rp;s=80 nm — Lswoesio,

—— LSMD@SSiO, - dextran
(viz Tab. 8). V suspenzi s PVP K90 1.0 ~ LSND@SIO, - PVP K25
o [ —— LSMD@SI0, - PVP KD
mély Casti =120 nm. Vzhledem S Qe / LSMb@S(O, - PEG
ely castice rpg 0 Vzhlede § a8 ]  Lavpeso’
y7 . . . 4 Y=
k pritomnosti pouze jediného peaku £ e
3
a opakovatelné dosazitelnym stejnym =
2 o |
vysledkiim pifi méfeni to ukazuje na |
J
"y ry . a2 ‘
skute¢né zvySeni rps vlivem adsorpce ‘q‘
vysokomolekularniho PVP na povrch, Qo S S R S VS
10 100 1000
nikoliv aglomeraci ¢astic zptisobenou Tous [

Obr. 53: Distribuce castic polymery obalenych castic
LSMO@SiO, v zavislosti na hydrodynamické velikosti
penze vykazovaly velmi dobrou koloidni Tbis-

pridavkem polymeru. Pfipravené sus-

stabilitu, ani béhem nékolika tydnt neje-
vily aspon dle vizudlniho pozorovani

znamKky vyrazné sedimentace ¢i aglomerace.

5.8.2 Stanoveni nejvhodnéjSiho polymeru pro obalovani
LSMO@SiO,
V prvni fazi tedy byly pripraveny testovaci suspenze ¢astic LSIMO@SiO, s vybranymi polymery
(viz Tab. 8), které jsou bézné pouzivany pro podobné tcely. S pripravenymi suspenzemi byly inku-
bovany rMSC. Taktéz byly inkubovany rMSC s roztoky samotnych polymeri o stejné koncentraci.
Pouzita koncentrace nanocastic odpovidala vzdy standardni koncentraci ¢;gy0=0,11 mmol/l.
rMSC s polymery samotnymi byly inkubovany pfi stejné koncentraci polymeru, jaka byla
v neodstfedéné suspenzi nanocastic, tedy 8 mg/ml (Tab. 8). Viability bunék za pritomnosti poly-

meru byly viceméné srovnatelné a presahovaly 97 % (viz Tab. 13, Obr. 54). Poctem sklizenych

Tab. 13: Viability a pocty sklizenych bunék pti inkubaci rMSC s polymery o koncentraci 8 mg/ml (PEG
7,3 mg/ml). Posledni dva sloupce uvadi hodnoty vztaZené na viabilitu a pocet sklizenych buiiek v kont-

rolnim vzorku bez ptidavku polymeri.

. . sklizeno (pomér | viabilita (pomér
sklizeno viabilita
polymer 5 . ke kontrole) ke kontrole)
[10° bunék] [%]

(%] [%]

dextran 185 98 97 99
PVP K25 145 97 76 98
PVP K90 125 97 66 98
PEG 110 99 58 100
PVA 130 97 68 98
kontrola 190 99 100 100
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bunék prevysoval ostatni polymery dextran, jehoz vysledky jsou prakticky stejné, jako u kontrol-
niho vzorku bez polymert. Z inkubaci s ostatnimi polymery byla sklizena srovnatelnd mnozstvi

bunék, odpovidajici priblizné 60-75 % bunék sklizenych v kontrolnim vzorku.

Pokus s neodstfedénymi suspenzemi ukazal (viz Tab. 14, Obr. 54), Ze nejméné vhodné jsou
pro dany tcel z vybraného setu PEG a PVA. Z inkubaci suspenzi s témito polymery bylo sklizeno
dosti malé mnozstvi bunék, odpovidajici priblizné poloviné sklizenych bunék z kontrolniho vzor-
ku. Zaroven byla u PVA nejnizéi viabilita (84 %). Jako nejperspektivnéjsi se ukazal PVP, idealné
PVP K25, ktery kromé nejvyssi viability (91 %) poskytl také nejvice sklizenych bunék (122 %
oproti kontrolnimu vzorku).

Inkubace s odstfedénymi casticemi pfinesla velmi zajimavy vysledek. S vyjimkou PVP byly
vysledky ostatnich polymert srovnatelné a dokonce srovnatelné s neobalenymi ¢asticemi - sklize-
no piiblizné 60 % v porovnani s kontrolnim vzorkem, viability kolem 85 %. Takovy vysledek muize
souviset s tim, Ze dané polymery se na kifemicity povrch nanocastic prili§ pevné nevazou a protoze
vétsina polymeru byla (pfiblizné 90 %) byla odstranéna po odstfedéni spolecné se supernatantem,
inkubace tak v podstaté mohla probihat stejné jako v jejich nepfitomnosti. Z této série opét vycni-
va PVP a zejména PVP K25, jenz ma dokonce vyrazné vétsi pocet sklizenych bunék, nez kontrolni

vzorek (166 %). Viabilita je priblizné stejna jako u kontrolniho vzorku (91%) (Tab. 14, Obr. 54).

Mikroskopické snimky inkubovanych bunék ukazuji zna¢né zastoupeni kulatych neadherova-
nych bunék v pripadech inkubace bunék se samotnymi ¢asticemi LSMO@SiO, a ¢asticemi obale-

nymi dextranem, PEG a PVA. Obrazky bunék inkubovanych s PVP bez ohledu na M,, a odstfedéni

Tab. 14: Viability a pocty sklizenych bunék pti inkubaci rMSC se suspenzemi LSMO@SiO, s polymery.
Vysledky pro odstfedéné a neodstfedéné suspenze. Tabulka uvadi i srovnani vysledki jednotlivych sus-
penzi s kontrolnim vzorkem a se vzorkem LSMO@SiO, bez ptidavku polymeru.

sklizeno viabilita sklizeno viabilita
sklizeno viabilita (pomérke | (pomér ke (pomér k (pomér
polymer 110 bungk] (%] kontrole) | kontrole) [LSMO@SiO,) | LSMO@SiO,)

(%] (%] (%] (%]
- dextran 70 87 78 97 127 104
§ PVP K25 110 91 122 101 200 109
)::a PVP K90 85 89 94 98 155 106
-§ PEG 55 88 61 98 100 105
8 PVA 40 84 44 93 73 100
dextran 55 88 61 98 100 105
:g PVP K25 145 91 161 101 264 109
E PVP K90 85 94 94 104 155 112
"é PEG 55 85 61 94 100 102
PVA 50 85 56 94 91 101
LSMO@SiO, 55 84 61 93 100 100
kontrola 90 90 100 100 164 108
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Obr. 54: Viability a pfi inkubaci rMSC s roztoky polymert a se suspenzemi LSMO@SiO, s polymery.
Vysledky pro odstiedéné a neodstfedéné suspenze. Inkubace s roztoky polymert byly provadény s jinou
bunéc¢nou linii, je proto tfeba srovnavat vidy s prislu$nou kontrolou.

naopak ukazuji kultury zdravych dobfe prosperujicich bunék (viz Tab. 15).

Nejvhodnéjsim polymerem z testované série polymerti pro pokryvani LSMO@SiO, pro bunéc-
né znaceni se tedy ukazal byt PVP K25. Ackoliv mnozstvi sklizenych rMSC ani jejich viabilita
nikterak vyrazné neprevySovaly hodnoty ostatnich polymert pii inkubaci samotnym PVP K25,
po obaleni LSMO@SiO, timto polymerem bylo sklizeno vyrazné vice bunék nez v kontrolnim
vzorku. Pocet sklizenych bunék v pritomnosti zbylych polymert byl vyrazné nizsi. Viabilita byla
srovnatelna s kontrolnim vzorkem, oproti dalsim polymertim byla jen nepatrné vétsi (Tab. 14,
Obr. 54). Mikroskopem pozorovana morfologie bunék byla téz velmi dobra, ve vzorcich s PVP

bylo velmi malé mnozstvi neadherovanych bunék.

Tab. 15: Mikroskopické snimky rMSC inkubovanych se suspenzemi LSMO@SiO, s polymery. Odstiedé-
né a neodstredéné suspenze.

kontrola/LSMO@SiO,
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5.8.3 Bunécné studie s LSMO@SiO,(F)@SiO, obalenéhym PVP

V této fazi byly obaleny na zdkladé vysledkti predchoziho pokusu fluorescencéni castice
LSMO@SiO,(F)@SiO, (Sarze M595.7) pomoci PVP K25. Byl zachovdn pomér polymer:LSMO
i postup pripravy. Inkubace byly provadény pii riiznych koncentracich; pro srovnani byly pro-
vedeny i kultivace s nanocasticemi bez polymeru. Inkubovany byly jak rMSC, tak HeLa bunky a
fibroblasty. K pokustim byla pouzita odstfedéna suspenze bez prebyte¢ného polymeru (podrob-

nosti viz Tab. 8).

Inkubace ¢astic LSMO@SiO,(F)@SiO, obalenych PVP K25 (a odstfedénych) s HeLa buiikami
a fibroblasty poskytla srovnatelné viability bunék jako inkubace s neobalenymi ¢asticemi. Viabi-
lita se ani v jednom pripadé (obalené/neobalené) s koncentraci pfili§ neméni (Obr. 55, Tab. 16).
Hodnoty relativni stfedni fluorescence jedné bunky, které koresponduji s mnozstvim internali-
zovanych fluorescencnich castic jsou u bunék inkubovanych s PVP pokrytymi ¢asticemi vyraz-

né nizsi nez u inkubaci s nepokrytymi ¢asticemi. Bunky tedy internalizuji PVP pokryté ¢astice

Tab. 16: Vysledky inkubaci HeLa bunék a fibroblastii s LSMO@SiO,(F)@SiO, ($arze M595.7) obalenym i
neobalenym v PVP K25. Vzorky s nulovou koncentraci piedstavuji kontrolni vzorky.

e viabilita (pomér | relativni stied-
v CLsmo CMn viabilita ,
bunky [mmol/l] | [mg/mI] (%] ke kontrole) ni fluorescence
8 ° [%] buiiky
0 0 98 100 2
0,011 0,60 99 100 150
HeLa 0,055 3,0 97 99 400
A 0,22 12,1 96 98 3500
>
" 0,33 18,1 93 95 5000
Q
5 0 0 95 100 6
<
< 0,011 0,60 94 99 300
%]
= 0,055 3,0 93 98 1500
fibroblasty
0,11 6,0 90 95 3000
0,22 12,1 90 95 5000
0,33 18,1 91 96 6000
0 0 98 100 2
0,011 0,60 98 100 60
0,055 3,0 98 100 150
HeLa
0,11 6,0 99 100 300
g 0,22 12,1 98 100 700
& 0,33 18,1 96 98 700
g
%}
E 0 0 95 100 6
S 0,011 0,60 92 97 150
0,055 3,0 90 95 400
fibroblasty
0,11 6,0 86 91 800
0,22 12,1 91 96 1500
0,33 18,1 87 91 1500
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Obr. 55: Viability HeLa bunék a fibroblastd pfi Obr. 56: Relativni primérna fluorescence bunék
inkubaci s PVP K25 obalenym a neobalenym ve FITC kandle; vysledky inkubaci s PVP K25 oba-

LSMO@SiO,(F)@SiO, ($arze M595.7).

Obr. 57: Snimek (fluorescen¢ni mikroskop)
fibroblast kultivovanych v médiu s PVP K25 oba-
lenym LSMO@SiO,(F)@SiO,, cismo=0,33 mmol/lL
Modré skvrny: bunécna jadra oznacena DAPI, zele-
né skvrny: LSMO@SiO,(F)@SiO..

lenym a neobalenym LSMO@SiO,(F)@SiO, ($arze
M595.7).

vyrazné htife, nez nepokryté. U pokrytych
nanocastic je navic vidét jakasi saturace, kdy
zvySeni koncentrace nanocastic v Zivném
médiu nevede k zvyseni internalizace téchto
¢astic (Obr. 56, Tab. 16). Morfologie bunék
pozorovana fluorescenénim mikroskopem

se nezménila (Obr. 57).

Dale byla téz provedena inkubace rMSC s
LSMO@SiO,F@SiO, obalenym PVP K25 pri
ruznych koncentracich. Viabilita a zejména
mnozstvi sklizenych bunék byly v pripadé

PVP obaleného produktu vyrazné lepsi, nez

v pfipadé neobaleného (Tab. 17). Mikroskopické snimky ukazuji, Ze pfi pouziti PVP obalenych

castic dostavame jen velmi malo neadherovanych bunék, zatimco pfi pouziti neobalenych ¢astic

je téchto bunék zna¢né mnozstvi (Tab. 18). Pripravené LSMO@SiO,F@SiO, castice maji tedy

vyznamné mensi negativni vliv na rMSC, jsou-li ddle obaleny PVP. Na zdkladé pokusu s HeLa

bunkami a fibroblasty je vS§ak mozno se domnivat, Ze za omezenim tohoto negativniho vlivu prav-

dépodobné aspon z ¢asti stoji snizena internalizace PVP obaleného produktu do bunék.
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Tab. 17: Vysledky inkubaci rMSC s LSMO@SiO,(F)@SiO, ($arze M595.7) obalenym i neobalenym
v PVP K25.

CLsMo CMn sklizeno viabilita skll::;(x;z:f(?lz;ér Viizi:::?lt(f;z;ér

[mmol/l] | [mg/ml] | [10°> bunék] [%] [%] [%]

A 0,011 0,60 50 88 50 90
E 0,055 3,0 70 85 70 87
_g» 0,11 6,0 80 89 80 91
'§ 0,22 12,1 80 90 80 92
g 0,33 18,1 60 89 60 91

N 0,011 0,60 120 98 120 100
E 0,055 3,0 110 96 110 98
% 0,11 6,0 140 96 140 98
s 0,22 12,1 100 92 100 94
° 0,33 18,1 90 96 90 98
kontrola 0 0 100 98 100 100

Tab. 18: Mikroskopické (nativni a fluorescen¢ni) snimky rMSC inkubovanych s LSMO@SiO,(F)@SiO,
(Sarze M595.7) obalenym i neobalenym v PVP K25. Snimky zobrazuji buiky inkubované pii

cismo = 0,11 mmol/L. Cerné a bilé $ipky znaci zdravé adherované bunky, cervené $ipky znaci neadherované
burniku.

neobalené obalené PVP K25

nativni snimek

fluorescen¢ni mikroskop
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6 Zaveér

V ramci této diplomové prace byly nejprve zméreny optické vlastnosti nanocastic perovskitové-
ho manganitu La,;5Sr,,;MnO; enkapsulovaného do kiemicité vrstvy, které jiz drive pripravil O.
Kaman.®*! Byla zjisténa velmi slab4 fluorescence materidlu s A, =400 nm a A, =500 nm. Pro
pouziti ve fluorescenéni mikroskopii byla intenzita fluorescence nedostate¢na a ani dopovanim
perovskitové faze europiem se ji nepodarilo zvysit. Bylo tak nutno pfistoupit k zabudovani externi

fluorescen¢ni znacky do kfemicité vrstvy.

Castice Lay5St,,:MnOj; byby enkapsulovdny PVP-metodou za vyuZiti smési tetraethoxysilanu
a triethoxysilanového fluoresceinového konjugatu. Molekuly fluoresceinu byly tedy kovalentné
navazany do kfemicitého obalu magnetického jadra. Vzniklé ¢astice byly dale stabilizovany vytvo-
fenim dal$i povrchové kifemicité vrtvy, tentokrat jiz jen za pouziti tetraethoxysilanu.

Morfologie a velikost pfipravenych fluorescen¢nich magnetickych nanocastic byla charakterizo-
vana transmisni elektonovou mikroskopii a rozptylem svétla. Velikost ¢astic stanovena elektrono-
vou mikroskopii byla ptiblizné 90 nm, hydrodynamicka velikost uréena rozptylem svétla priblizné
150 nm. Tloustka kiemicité vrstvy byla 16 nm. Castice byly ddle charakterizovany infracervenou
spektroskopii. Optické vlastnosti byly zkoumany pomoci UV-Vis a luminiscen¢ni spektroskopie;
produkt vykazoval silnou fluorescenci zptisobenou fluoresceinovymi skupinami, A.,=492 nm a
Aem= 514 nm. Povrchovy ndboj ¢astic pomoci méfeni (-potencidlu. RTG difrakce prokazala, ze
magnetické jadro béhem enkapsulace nepodléha chemické zméné a ze béhem preparace dochazi
v disledku pouzité enkapsula¢ni techniky k odstranéni nejmensich perovskitovych ¢astic a tim ke

zvy$eni stiedni velikosti krystalitu Lay ;5S1,,:MnO; z 20 na 26 nm.

Byly provedeny zékladni biologické testy pripravené dudlni kontrastni latky. Inkubace s HeLa
nadorovymi bunkami a lidskymi fibroblasty poskytly velmi dobré viability testovanych bunék pre-
sahujici 90 % a zejména prokazaly dobrou internalizaci materidlu do bunék. Inkubace s krysimi
mesenchymadlnimi kmenovymi burikami, jako model pro potencidlni znaceni lidskych kmeno-
vych bunék, poskytly také dobré viability testovanych bunék presahujici 85 %, ackoliv byly zjistény
jisté, dosud nevysvétlené morfologické zmeény ¢asti testovanych bunék. Inkubaci pankreatickych
Langerhansovych ostrivkil s pfipravenym materidlem byla zjisténa vitalita ostravkd pribliz-
né 80 %, statickymi inkubacemi bylo prokazano, ze ostriivky neztratily schopnost produkovat
inzulin. Mnozstvi internalizovaného materidlu bylo dostatecné pro MR zobrazeni in vitro vzorku

ostruvka.

Pro zlepSeni biokompeatilility vyrobenych castic byl proveden pokus o adsorpci ve vodé roz-

pustnych polymert na povrch ¢astic. Z vybrané sady polymert poskytl nejlepsi vysledky v oblas-
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ti viability a zmény morfologie kmenovych bunék polyvinylpyrrolidon. Nasledné experimenty
potvrdily téz dobrou viabilitu HeLa bunék a fibroblastil. Zaroven vsak ukazaly na zmenseni inter-

nalizace polyvinylpyrrolidonem obalenych ¢astic do bunék.

Predkladana diplomova prace byla jiz ¢astecné prezentovana na konferenci EuroNanoFo-

rum 2009 v Praze (viz ptiloha).
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7

Seznam zkratek

APS
CA

CLIO

CMR
DLS

DMF
DMSA
DOTA
DRIFTS

DTPA
EtOH
FITC
iPrOH
LSMO
MFH
MRI

MS

NIR

NMR
PEG
PMI
PSA
PVA
PVP

QD

3-aminopropyltriethoxysilan

kontrastni latka

(Contrast Agent)

sesitované zelezité oxidy

(Cross-linked Iron Oxide)

kolosalni magnetorezistance

dynamicky rozptyl svétla

(Dynamic Light Scattering)

N,N-dimethylformamid
meso-2,3-dimerkaptojantarova kyselina
1,4,7,10-tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina
infracervena spektra difuzni reflektance

(Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectra)
diethylentriamin - N,N,N,N,N“-pentaoctova kyselina
ethanol

fluoresceinisothiokyanat

isopropanol

La, ,Sr.MnO;

magneticka fluidni hypertermie

zobrazovani magnetickou rezonanci

(Magnetic Resonance Imaging)

hmotnostni spektrometrie

(Mass Spectroscopy)

blizkd infracervena oblast

(Near Infrared)

nuklearni magneticka rezonance

polyethylenglykol
N-(2,6-di-isopropylfenyl)-perylen-3,4-dikarboximid
polysialova kyselina

polyvinylalkohol

polyvinylpyrrolidon

kvantové tecky

(Quantum Dots)
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RITC
rMSC

SPIO

SWNT

TEM

TEOS

TLC

USPIO

UV-Vis

rhodaminisothiokyanat

krysi mesenchymalni kmenové bunky

(Rat Mesenchymal Stem Cells)
superparamagnetické nanocastice zelezitych oxidi
(Superparamagnetic Iron Oxide)

jednovrstvé uhlikové nanotuby

(Single Wall Nanotubes)

transmisni elektronova mikroskopie
tetraethoxysilan

tenkovrstevna chromatografie

(Thin Layer Chromatography)

ultramalé superparamagnetické nanocastice zelezitych oxidi
(Ultrasmall Superparamagnetic Iron Oxide)

spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti
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9  Prilohy

Poster prezentovany na konferenci EuroNanoForum 2009 v Praze:

Fluorescent magnetic nanoparticles for
bimodal cellular labelling
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silica coated magnetic nanoparticles of perovskite phase La, Sr,MnO, (LSMO@SiO,) are p

2, Czech Republic

ing material for ically induced hyperthermia due to the high heating efficiency, ad-

justability of the Curie temperature and the stable shell that separates magnetic oxide core from the biological system. Besides, the relaxometric studies of LSMO@SiO, suspension revealed
high values of relaxivity r,, related to the final contrast in MRI, exceeding the one of iron oxide nanoparticles.!2'

Modifying such magnetic particles with fluorescent dyes is leading to bimodal fluorescent-MRI contrast agents suitable for cellular labelling. Labelled cells can be investigated in vitro by
means of fluorescence microscopy and after injection to an organism tracked in vivo by MRI.

Synthesis

Fluoresceinisothiocyanate (FITC) was prepared by treating fluoresceinamine

with CSCl, in a cold mixture of CCl,,

DMF and acetone. Resulting FITC was

conjugated with 1 eq. of 3-aminopropyltriethoxysilane (APS) in anhydrous
EtOH. Conversion of APS was determined by 'H NMR being approx. 50 %.

Magnetic nanoparticles La, ,Sr,
scribed procedure®
were encapsulated in
two steps employing
PVP method. The en-
capsulation occured
in a mixture of EtOH
and aqueous ammo-
nia. Fluorescent layer
was formed during
the first step, involv-
ing condensation of
a mixture of TEOS,
complex triethoxysi-

,.MnO, (LSMO) prepared by previously de-

M ]

Scheme 1: Preparation scheme of bilayered particles

lane APS-FITC and unreacted APS. Resulting intermediate LSMO@F was there-
after subject to the further encapsulation performed by TEOS addition into
the original reaction mixture after several hours. This was leading to the final
product LSMO@FSilica with pure silica layer on the surface of particles.

Size, morphology and colloidal stabi

TEM of both LSMO@F (Fig. 1) and
-w -p‘ -—

- & 's

Fig. 1: LSMO@F - TEM image

ble water suspensions. This is confirmed

ty

LSMO@Fsilica (Fig. 2) shows well sepa-
rated individual particles coated with
shell of uniform thickness. LSMO@F
has magnetic cores covered by approx.
12 nm thick fluorescent shell, whereas
the total thickness of the whole shell of
1 LSMO@Fsilica is approx. 20 nm.

DLS measurement (Fig. 4) of LSMO@FSil-
ica revealed narrow distribution of hy-
drodynamic radius with the mean value
approx. 71 nm.

LSMO@FsSilicaforms colloidally very sta-

Optical properties

Coating of black LSMO particles by transparent
silica (Fig. 6) does not affect absorbing properties
significantly. Therefore high load of fluorescent
dye is necessary for
obtaining sufficient
fluorescence.
Presence of fluores-
cein moiety was indi-
cated by U
tion band offluores-

— exscan -LHOBFSIla
— exsan -L0sF
—— emacan - LswORF

i

cein in the UV-Vis spectrum of the LSMO@FSilica
(Fig. 7).

Fluorescent properties were investigated by lumi-
nescence spectroscopy. Spectra of both LSMO@F
and LSMO@FsSilica were almost identical possess-
ing typical FITC-conjugate parameters: excitation
max. 492 nm and emission max. 515 nm (Fig. 8).

Fig. 7: UV-Vis spectra of LSMO@SIO,

Fig. 6: LSMO@FSilica water suspen-

Si0N, €,5,=1.5 mMol/l

and LSMOGF, c,.,,,=0.3 mmol/I

Biological experiments
HeLa cells and normal human skin fibroblasts were cultivated for 48 h in DMEM medium containing dif-
ferent concentrations of LSMO@FSilica. At the end of incubation time, the medium with dead and unad-
hered cells was collected. Adherent cells were harvested quantitatively using trypsine/EDTA solution. The
vital staining with propidium iodide was performed and dead/living cells ratio was determinated by flow
cytometry. Viability (dead/living
cells ratio) of both cell types was
B /§’><- high even in high concentra-

* tion of the LSMO@Fsilica. (Fig. 9,

O — Table 1). s
T Average relative nanoparticles flu-

orescence intensity in one cell was

also determined by flow cytom-

etry. It increases with increasing

o concentration of LSMO@FSilica in

Figure 9: Cell viabilities in the presence of various

cultivation media and therefore
the cellular uptake is obviously

%

by the dependence of (-potential on pH
(Fig. 3). {-potential at physiological pH
is nearly -40 mV while isoelectric point
(IEP) lies near pH=2.5. On the contrary
LSMO@F does not exhibit good colloidal

‘ nm
'~ \PZSO 4

proportional to nanoparticle con-
centration. Additionally, the up-
take by fibroblasts is significantly
higher than the uptake of Hela

concentrations of LSMO@FSilica

Hela  fibroblasts
viabilty __viability
o7

sy

Fig 10: Average intensity of cellfluorescence of cells
cultivated in the pres
ons of LSMOG@FSilica

ence of various concentrati-

stability neither in water nor in EtOH.
While noticeable fluorescein leaching
from LSMO@F occurs within several hours

Fig. 3:
LSMO@FSilica

pH dependence of { -potential of

Fig. 4: Distribution of hydrodynamic radii obtained
form

Fig. 2: LSMO@FSilica - TEM image

no such leaching from LSMO@Fsilica
was observed even after one week of
storage. That indicates good durabil-
ity of the outer silica shell.

DRIFTS IR spectra confirm presence of
silica surface layer. LSMO@F also shows
significant LSMO band. LSMO@FSilica
possess considerably weaker LSMO
band indicating thicker silica layer
shielding LSMO core (Fig 5).

— Lswostsica

Kbk

cells (Fig. 10).
Fluorescence microscopy con-
firmed the observed relation be-
tween uptake and concentration
as well as showed that the nano-
particles seem to be accumulat-
Table 1: Cell viabilities in the presence of various e in organelles with late endo-
concentration of LSMO@FSilica

somal/lysosomal pattern.

20 um

Figure 11: Fluorescence microscopy ima-
ge of labelled fibroblasts - cultivated in
0.055 mmol/I LSMO. Blue spots - DAPI stained
nuclei, green spots - LSMO@FSilica

Figure 12: Overlap of fluorescence micros-  Figur microscopy image of

opy image and bright field microscopy IabeledHieLacels-corivated inoON ol
image of labelled HeLa cells - cultivated i (upperimage) and 0,33 mmol/l (lower image)
0.011mmol/I LSMO. Blue spots - DAPI stained  LSMO. Blue spots - DAPI stained nuclei, green
nuclei, green spots - LSMO@FSilica spots - LSMO@FSilica

Conclusions

The new two step procedure of encapsulation of oxide nanoparticles leading to the fluorescent and col-
loidally stable particles were developed. It involves formation of the fluorescent shell in the first step. The

Fig. 5: DRIFTS spectra
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Iting particles, however, exhibit low colloidal stability in water at neutral pH due to the fluorescein and
particularly due to the presence of free amino-groups. Therefore the particles are subsequently coated in
the second step by a thin secondary silica layer. The resulting product exhibits high colloidal stability in
water with {-potential dependence similar to that of the silica nanoparticles. TEM and DLS showed good
morphology of the product. The IR, UV-Vis and luminescence spectra proved expected chemical nature of
the product and all the expected moieties.

Furthermore, HeLa cells and fibroblasts were cultivated in presence of LSMO@FSilica at different concentra-
tion and according to flow-cytometry proved high viability. LSMO internalization was confirmed by fluores-
cence microscopy.
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Podékovani

Zavérem své prace bych rad podékoval vem, kteti jakkoliv prispéli k jejimu vytvoreni, a dale viem
ostatnim, ktefi trpéli jejim tvorenim. Dvojnasob si to zaslouzi ti, ktefi se ocitli v obou zminénych
skupinach.
Predevs$im dékuji svému konzultantovi Ondrovi Kamanovi za to, Ze mé zasvétil do taju
pripravy nanocastic. Dékuji za strhujici spolupraci, za cetné rady, pripominky a konzultace
v kteroukoliv denni ¢i no¢ni dobu.
Dékuji svému skoliteli Honzovi Kotkovi zejména za privétivé vedeni a spoustu podnét-
nych ndpadu a konzultaci.
Dékuji svym dvéma nejvyssim $éfim, prof. Lukesovi a doc. Pollertovi, za vytvoreni zaze-
mi pro moji praci a za nes¢etné rady a pfipominky k témuz.
Dékuji Dr. Jaroslavu Kupcikovi za méfeni TEM.
Dékuji Lukasi Falteiskovi provedeni buné¢nych pokusti a rady z oblasti mikroskopie.
Dékuji Danu Jirakovi za inkubace Langerhansovych ostrtvki a jejich MR zobrazeni.
Dékuji Dr. Pavle Jendelové za provedeni pokusii s kmenovymi bunkami.
Dékuji Dagmar Zemanové za obétavé rozklady perovskiti provadénych za krajné nezavi-
dénihodnych podminek.
Dékuji Dr. Karlu Knizkovi za méteni RTG difrakee.
Dékuji Mirkovi za méreni MS spekter.
Dékuji Borisovi za mnozstvi rad v oblasti obrazové analyzy a pocitacové grafiky poskyto-
vanych dnem i noci.
Zéroven dékuji i vy$e nejmenovanému osazenstvu laboratoii ,,19“ na PiF a ,LOM“ na FZU za
pratelskou atmosféru a zejména za toleranci k poztistatkim moji prace nachazenym v prislus-

nych laboratofich.

Také dékuji vSéem svym kamaradiim, ktefi mi béhem mé prace obétavé pomadhali v zaplhovani

prazdnych stranek v pasu a tim pecovali o moje dusevni zdravi.

Za trpélivost a shovivavost s vrtochy blaznivého chemika téz dékuji tajemné kamaradce E.

Na zavér bych rad podékoval svym rodi¢im za vSestrannou podporu, trpélivost a pochopeni.
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