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Abstrakt

Pfedmétem této diplomové prace byla priprava magnetickych fluorescenéné
znafenych nanocastic spinelového typu, konkrétné zinkem dopovaného kobaltnatého
feritu, pro zobrazovani magnetickou rezonanci a fluorescenéni mikroskopii
v experimentalni praxi. V dfivéjSich vyzkumech vykazovaly r(izné feritové nanocdstice
pomérné vysoké transverzalni relaxacni €asy a vyrazny negativni T, kontrast. Tyto
vlastnosti byly pfedpokladany také u nanocastic kobaltnatého feritu dopovaného zinkem.
Dany predpoklad byl ndsledné ovéren studiem jejich magnetickych a kontrastnich
vlastnosti. Dale byly s Uspéchem studovany také jejich fluorescencni vlastnosti.

V navaznosti na biologické experimenty byla feSena problematika povrchové
Upravy magnetickych jader pfipravenych nanocastic, problematika tykajici se jejich
stabilizace ve vodné fazi a v neposledni radé také toxicita téchto nanocastic v Zivych

systémech.

Klicova slova: nanocastice, ferity, MRI, relaxace



Abstract

This diploma thesis was focused on the preparation of magnetic and fluorescently
labelled spinel type nanoparticles, specifically nanoparticles of zinc-doped cobalt ferrite
intended for application in magnetic resonance imaging and fluorescence microscopy
in experimental practice. In previous studies, various ferrite nanoparticles exhibited
relatively high transverse relaxation times and strong negative T, contrast. These
properties were also supposed for the zinc-doped cobalt ferrite nanoparticles. This
assumption was confirmed by studying their magnetic and contrasting properties.
Fluorescence properties of the prepared nanoparticles were also successfully studied.
With respect to the intended applications of these particles, the issue of suitable surface
modification of magnetic cores, their colloidal stabilization in an aqueous suspension

and toxicity in biological systems were studied.

Key words: nanoparticles, ferrites, MRI, relaxation
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SEZNAM POUZITYCH VELICIN A ZKRATEK
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1. OBECNY UVOD

1.1. Spinely

Spinel (Mg2*AI3*0%7) je mineral patfici do
skupiny spinelidi, jehoZ ndzev je s nejvétsi
pravdépodobnosti odvozen od latinského slova
spina (pl. spine), coz znamend maly trn. Tento fakt
nejspis souvisi s Castym vyskytem ostrych hrotu, jez
jsou typické pro nékteré spinelové krystaly. Od

spinelu je odvozen nazev jiz vySe zminéné

mineralogické skupiny - spinelidy (viz obr. 1).!

Minerdly ze skupiny spinelid(l Ize rozdélit do  opr. 1. Mineral spinel z geologického
regionu Aldansky Sstit v Jakutsku.
Pfevzato z mineralogické databaze
http://www.mindat.org.?)

tfi tfid v zavislosti na tom, ktery z trojmocnych
iont(l (AI3*, Fe3*, Cr3*) obsahuji ve své krystalové
strukture. TFida spinelu zahrnuje mineraly, jeZ ve své strukture obsahuji trojmocny kation
hliniku AI3*. Do této tfidy patii naptiklad mineral spinel (Mg?*tAI3*03~), gahnit
(Zn?*tAI3*0%7), hercynit (Fe?TAL3T0%7) nebo galaksit (Mn?*AL3*0%7). Trida
magnetitu je tvofena mineraly, které jsou bézné soucasti hornin a jejichZ struktura
obsahuje trojmocny kation Zeleza Fe3*. Do této tfidy patfi napfiklad mineral
magnesioferit (Mg?*Fe3t027), fraklinit (Zn®*Fe3*0%7), magnetit (Fe?*Fe3t037),
ulvéspinel (Ti**Fe5t037) ¢&i trevorit (Ni?tFe3*t02%7), ale i maghemit (y-Fe3t037), ktery
lze odvodit od struktury magnetitu formdlnim zavedenim vakanci namisto Fe2*
v oktaedrickych polohach. Tfida chromitu zahrnuje minerdly, jez ve své strukture
obsahuji trojmocny kation chromu Cr3*. Do této tfidy patfi naptiklad mineral
magnesiochromit (Mg?*Cr3*02%7) nebo chromit (Fe?*Cr3*t03%).

Kromé toho, Ze jsou mineraly ze skupiny spinelidd pomérné hojné rozsireny
v prirodé, Ize takové materidly relativné snadno vyrabét i synteticky. Prvnim analogem
mineralu ziskanym umeélou cestou byl spinel, ktery byl vyroben metodou takzvané
plamenové fuze jiz pocatkem 20. stoleti. Tento funkéni postup pro komeréni vyrobu
syntetickych drahych kamenu zavedl francouzsky chemik Auguste Victor Louis Verneuil
(1856 - 1913), podle kterého je dnes tato metoda plamenové fuze zndma jako takzvana

Verneuiliho metoda.?
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1.1.1. Spinelova struktura

Oxidické spinely s takzvanou normalni spinelovou strukturou predstavuji nejenom
jednu z vyznamnych mineralogickych skupin, do které patfi minerdly obecného sloZeni
(A%)[B3%]03™, véetné vyse zmifiovaného spinelu (Mg?*)[AI3*]0,, ale zahrnuji i fadu
Cisté syntetickych materiald. Tyto latky krystalizuji v krychlové krystalové soustavé, kde

atomy kysliku  zaujimaji  nejtésnéjsi

O O
O s [ gP krychlové usporadani, zatimco dvojmocné
. O “’. .O a2 J . 2+ . . , .
@) kationty A“" obsazuji tetraedrické dutiny
1
Q‘, O’ ® (zna¢i se pomoci kulatych zavorek)
o o & U .
a trojmocné kationty B°™ obsazuji dutiny
| O
2 g) .Q’ ‘,O oktaedrické (znaci se pomoci hranatych
T e O , 2 R
zavorek). Jako dvojmocné kationty
o o L 9
oy %) . . . Y .
e ] ® (O  vystupuji typicky kationty horecnaté,
@ & o
O B zine¢naté, manganaté a Zeleznaté. Mezi
A O

trojmocnymi  kationty se nejcastéji
Obr. 2: Struktura normalniho spinelu (A)[B,]0,. . . . L .
Kationty A obsazuji jednu osminu tetraedrickych uplatiuji  kationty hlinité, chromité
dutin a kationty B obsazuji polovinu oktaedrickych
dutin kyslikové podmfizky, jejiz zakladni bufka
obsahuje 56 atomu (24 predstavuji kationty a 32 dale dopovény kationty rdiznych
kyslikové anionty). PFevzato z literatury.!

a Zelezité. Nicméné tyto faze mohou byt

prechodnych ¢i neprechodnych prvk.
Jako kationt AZ* a B3+ muZe vystupovat také tentyz kov lisici se ndbojem, jako je tomu

naptiklad v minerdlu jakobsitu, jehoz sloZeni je moiné zapsat pomoci vzorce

(Mn?)*s, Feo 3, M )(Feo 75, M o 25 20

Naproti tomu spinely s takzvanou inverzni spinelovou strukturou (B)[AB]0, se od
spinell s normalni spinelovou strukturou lisi distribuci kationtl, kde vSechny dvojmocné
kationty A%* a polovina trojmocnych kationtd B3* obsazuje oktaedrické dutiny, zatimco
druha polovina trojmocnych kationti B3t obsazuje dutiny tetraedrické. Typickym
spinelem s inverzni spinelovou strukturou je magnetit (Fe3*)[Fe?*Fe3*]0,.1

Mezi obéma strukturnimi typy existuji mozné prechody, kde je rozloZzeni atomu
ve spinelu popisovdno pomoci vzorce (A;_,B,)[A,B,_,]04, kde x je stupen inverze.
Stupen inverze nabyva hodnot 0 aZz 1, pficemz nula odpovida strukture dokonalého

normalniho spinelu a 1 odpovida strukture dokonalého inverzniho spinelu; je-li stupen
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inverze x roven hodnoté dvou tfetin, pak v rdmci spinelové struktury dochdzi ke zcela
ndhodnému rozmisténi jednotlivych kationt(.B!

Jednotlivé kationty A?* a B3t jsou do pfislunych mist spinelové struktury
rozmistovany na zakladé stabilizacni energie krystalového pole ptritomnych prechodnych
kovl. Nékteré ionty maji odliSné preference, co se tyce obsazovani oktaedrickych mist
v zavislosti na poctu d-elektrond. Pokud kationty A%t maiji silnou preferenci pro
oktaedrické polohy, pak je budou pfednostné obsazovat, pfitom bude polovina B3*
kationt(l z téchto poloh pfemisténa do poloh tetraedrickych. Jestlize maji kationty B3*
nulovou nebo nizkou stabiliza¢ni energii oktaedrickych poloh, pak budou prednostné

obsazovat polohy tetraedrické.!*!

1.2. Ferity Cili magnetické spinely

Ferity v Uzkém slova smyslu jsou oxidy se strukturou spinelu, jejichZ slozeni Ize
definovat pomoci obecného vzorce M?*0%~. Fe3* 0%~ neboli M?>*Fe3*02%~, kde M2* je
dvojmocny kovovy ion. Ve struktufe feritl je trojmocny kation hliniku Al3* (pfitomny
v mineralu spinelu) nahrazen trojmocnym kationtem Zeleza Fe3*, pfipadné kationtem
trojmocného Zeleza v kombinaci s jinym trojmocnym iontem. Podobné dvojmocny kation
hot¢iku Mg?* (pfitomny v mineralu spinelu) byva ve struktufe feritd nahrazovan jinymi
ionty, nejast&ji ionty Mn?*, Ni?*, Cu?*, Co?™, Fe?* a Zn?* nebo velmi ¢asto také jejich
kombinacemi. Pfitomnost iontll Fe3*, Fe?*, Co?*, Ni?t a Mn?* hraje ve strukture
magnetickych spineld duleZitou roli, nebot tyto ionty obsahuji, nebo v urcitém
krystalovém poli mohou obsahovat nesparované elektrony, diky ¢emuz umoznuji vznik
magnetického usporaddani (ferrimagnetismus, antiferromagnetismus) a pfispivaji tak
k magnetickému momentu dané podmfize. Dvojmocné kationty zinku a podobné
dvojmocné kationty horéiku se sparovanymi elektrony jsou diamagnetické a maji silnou
preferenci tetraedrickych poloh. Proto jsou ve feritech s ferrimagnetickym usporadanim
oktaedrické a tetraedrické podmfize pouzivany ke snizeni magnetického momentu
tetraedrické podmfize, diky éemuz se zvySuje vysledny magneticky moment prislusného
spinelu.

Ferity ve své strukture obsahuji atomy Zeleza a kysliku, ale existuji i magnetické

spinely jinych kovl, které ve své struktufe maji namisto atom( Zeleza napf. atomy
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chromu ¢i manganu. Chrom ani mangan jako kovy nemaji ferromagnetické vlastnosti,
avsak jejich oxidické faze mohou byt magnetické. Nicméné tento typ feritd neni nijak
zvlast duleZity z hlediska komeréni vyroby.P!

V tomto sméru jsou mnohem zajimavéjsi ferity smésnych oxidl Zeleza s dalSimi
prechodnymi kovy, které nasly uplatnéni v nejriznéjSich odvétvich jako napf.
T, kontrastni latky pro zobrazovdni magnetickou rezonanci. Kromé nanodcdastic
oznacovanych jako tzv. SPIO (Superparamagnetic Iron Oxide) a USPIO (Ultrasmall
Superparamagnetic Iron Oxide), jez jsou tvoreny oxidy Zeleza na bazi Fe304/)~Fe20s3,
a které patfi k tradi€nim kontrastnim latkdm pro MRI, byly pro tuto aplikaci navrzeny
kontrastni latky zejména na bazi feritd CoFe204, MnFe204 a NiFe204.[8 Dal3i aplikace se
tykaji magneticky indukované hypertermie (zinkem dopovany MnFe204)") nebo

fotokatalyzy (CuFe204)(8,

1.3. Priprava spinelovych feritl
Feritové nanocastice se spinelovou strukturou se nejéastéji pfipravuji jednou
Z nize popsanych metod, a to bud termalni dekompozici, koprecipitaci, sol-gel metodou,

metodou reverzni mikroemulze nebo takzvanym mikrovinnym spalovanim.

1.3.1. Termalni dekompozice

Metoda termalni dekompozice slouzi k pfipravé feritovych nanocastic pomérné
malych rozmér(; velikost jader se obvykle pohybuje do 15 nm. Vysledkem syntézy je
suspenze nanocastic stabilizovana v organickeé fazi.

Vychozimi latkami pro pfipravu nanocastic jsou koordinaéni latky s organickymi
ligandy (acetaty, acetylacetonaty, citraty, oxalaty apod.) jednotlivych kovl v pfislusném
stechiometrickém pomeéru. K solim se prida alkohol s pomérné dlouhym alifatickym
fetézcem, napfr. oktadekan-1-ol nebo hexadekan-1,2-diol. Do reakéni smési se dale prida
vysokovrouci organické rozpoustédlo (napf. benzylether, dioktylether nebo aktadecen)
a surfaktanty, jako je oleylamin a olejovd kyselina. Reakéni smés se necha zahrivat
v inertni atmosféfe za pomérné vysokych teplot po dobu nékolika hodin. Teplotni
program byva casto dvou- Ci tfistupnovy (oddéleni nukleace a rlstu krystalitll, event.
i susici krok) a cilové teploty dosahuji ¢asto 300°C az 330°C. Takto pfipravené ¢astice maji

na povrchu navazané surfakanty a tvofi vysoce stabilni suspenze v nepolarnich
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organickych rozpoustédlech jako je napf. petrolether. Produkt je proto nutné vysrazet
napriklad ethanolem a poté vycistit mnohondsobnym promyvanim organickymi
rozpoustédly. Definované produkty pro dalsi praci se nejcastéji pripravuji purifikaci

a rozptylenim v petroletheru & hexanu s ptidavkem surfaktant.® 19

1.3.2. Koprecipitace

Koprecipitaci lze pfipravit nanocastice riznych oxidl vcetné oxidi spinelového
typu, a to ve formé Cistého praskového materidlu. Jadra pfipravend touto metodou jsou
relativné velka a jsou tvorenad krystality, jejichz velikost se obvykle pohybuje v rozmezi
20 nm az 40 nm.

V pripadé koprecipitace vznikaji ferity konverzi soli kov( na hydroxidy, naslednou
transformaci téchto hydroxid(i na oxidy a jejich spojenim do smésného oxidu. Vychozimi
latkami pro pfipravu nanocastic jsou vodné roztoky soli (zpravidla dusi¢nant ¢i chlorid()
pfislusnych kovl smichané ve stechiometrickém poméru. Vysledny roztok je poté
vysrazen pridavkem alkalického Cinidla. Ziskana srazenina se typicky prefiltruje, promyje
destilovanou vodou a ethanolem, nasledné se ususi pfi vyssich teplotach (60°C az 160°C)
a dlsledné zhomogenizuje. Material se poté nechd vyzihat pfi teploté 400°C az 800°C po

dobu nékolika hodin.[11,12,13,14]

1.3.3. Metoda sol-gel

U tradic¢ni sol-gel metody (SG, sol-gel) jsou vychozimi latkami roztoky dusi¢nant
prislusnych kov( v ethylenglykolu, jez jsou smichany v presné definovanych molarnich
pomérech. Vysledny roztok je poté michan a pomalu zahustovan béhem postupného
zahtivani, pricemz roztok prechazi na gel. Vznikly gel se posléze susi pfi teploté okolo 90°C
az 120°C vétSinou po dobu 12-24 hodin. Material je poté disledné zhomogenizovan
a ziskany prasek je zihan obvykle pfi teplotdach 400°C az 800°C po dobu nékolika
hodin.[14 1]

Alternativou je takzvana spalovaci sol-gel metoda (SGC, sol-gel combustion), kde
jsou vychozimi latkami rovnéz vodné roztoky dusi¢nanl pfrislusnych kovd. Ty jsou
smichany s roztokem kyseliny citronové obvykle v molarnim poméru NO3: CgHs03™ 1:1.
Kyselina citronova v tomto procesu slouzi jako chelatacni Cinidlo a v pozdéjsi fazi syntézy

jako palivo pro vlastni spalovani. U vysledného roztoku je vhodné upraveno pH,
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a to vétSinou neutralizaci amoniakem na hodnoty blizké 7. Takto upraveny roztok je poté
za stalého michani mirné zahtivan, a to obvykle na teplotu kolem 80°C. Pfitom dochazi
k odpareni prebytecného rozpoustédla a k vytvoreni gelu. Vznikly gel se poté susi pfi
teploté 100°C aZz 120°C a posléze se zahtiva na vyssi teploty, pficemz okolo 250°C az 300°C
dochazi k samovzniceni. Organické slozky gelu shofi a pfisluSny anorganicky popel je
tvofen velmi jemnymi reaktivnimi ¢asticemi, které ochotné reaguji na cilovy produkt.
Po prohoreni gelu nasleduje finalni tepelné zpracovani vétSinou pfi teplotach 400°C

az 800°C, kdy vznika finalni jednofazovy produkt.!14 16l

1.3.4. Metoda reverzni mikroemulze

Metoda reverzni mikroemulze slouzi k pfipravé feritovych nanocastic velmi malych
rozmérd (3 nm az 10 nm). Vysledkem syntézy je suspenze nanocdstic stabilizovana
v organické fazi.

V typickém experimentu lze pfipravit vychozi reakéni smés z xylenu, ke kterému se
pfidd 10mM dodecylbenzensulfonat. Sonikaci smési vznikne zakalenda mikroemulze.
Do takto pfipravené smési se za intenzivniho michani pridd predem pfipraveny vodny
roztok dusi¢nanu Zelezitého a vodny roztok soli (chloridu, siranu, dusi¢nanu apod.)
daldiho kovového kationtu (Fe?*, Co?*, Mn?*, Ni?* & Zn?*) s pfidavkem malého mnoZstvi
ethanolu. Po nékolika sekundach od ptidani roztokd soli se emulze vycefi (zmizi zakal).
Takto pfipravena reakéni smés se necha michat pri pokojové teploté po dobu nékolika
hodin, coZ vede ke stabilizaci reverzniho micelarniho roztoku (faze voda v oleji). Vznikne
homogenni micelarni roztok, ktery se necha zahtivat pfi teploté 90°C. K tomuto roztoku
se poté prida 5mM roztok hydrazinu, pficemzZ roztok okamZzité zméni barvu na ¢ernou.
Vysledny roztok je ndsledné priveden k varu (pod refluxem) a ddle zahfivan po dobu
5 hodin za vzniku nanodastic. Vznikly produkt se vysrdzi ethanolem a odstredi.
Nanocastice Ize dispergovat a uchovavat v mnoha organickych rozpoustédlech, jako je

napf. toluen nebo alkany.!'”!
1.3.5. Mikrovinné spalovani

Mikrovinnym spalovanim lze ve velmi kratkém case pfipravit oxidy spinelového

typu ve formeé pordzniho nanokrystalického materialu. Jadra pfipravena touto metodou
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jsou pomérné velka (60 nm az 70 nm), jsou slozena z drobnych krystalitli a maji relativné
velky specificky povrch.

Vychozimi latkami jsou vodné roztoky soli (nejcastéji dusi¢nan(i) kovovych iont(
(Fe3+, Co2t, Ni2t apod.) a roztok mocoviny, ktery béhem reakce slouZi jako palivo.
Vsechny pfedem pripravené roztoky se prevedou do taviciho kelimku. Kelimek se umisti
do mikrovinné trouby, kde se roztok zpocatku vafi, podléha dehydrataci a nasledné dojde
k jeho rozkladu za soucasného uvolnéni velkého mnozstvi plyn(i. Po urcité dobé roztok
dosahne bodu spontanniho spalovani, za¢ne horet a dojde k uvolnéni velkého mnozstvi
tepla (k hofeni dochazi pfi teploté okolo 1000°C). Cely proces spalovani v mikrovinné

troubé trva pouhych 15 minut. Vysledkem syntézy je pordzni praskovy material.[t8l

1.4. Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI)

Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI, magnetic resonance imaging) dnes
patfi mezi hojné pouzivanou neinvazivni diagnostickou techniku dvojrozmérného nebo
trojrozmérného zobrazovani mékkych tkani. MRI naslo uplatnéni nejen v rdznych
klinickych odvétvich, jako je detekce nadord, funkéni zobrazovani mozku, angiografie
apod., ale je s Uspéchem pouzivano také v biomedicinském vyzkumu ¢i potravinarském
pramyslu.

Podstata metody vychazi z principu jaderné magnetické rezonance (NMR), ktera
byla objevena v prvni poloviné 20. stoleti pozdé;jsimi laureaty Nobelovy ceny Felixem
Blochem a Edwardem Millsem Purcellem. Vlastni zobrazovani magnetickou rezonanci se
zaCalo vyvijet od pocatku sedmdesatych let 20. stoleti spolu s rozvojem v oblasti
technologii a informatiky. O nejvétsi pokrok v rozvoji této metody se zaslouzil Paul
Lauterbur spolecné s Peterem Mansfieldem, kterym byla v roce 2003 udélena Nobelova
cena za medicinu.!*

Princip nuklearni magnetické rezonance je zaloZen na detekci signald jader atomd,
ktera maji nenulovou hodnotu jaderného spinu / a tedy i nenulovou hodnotu
magnetického momentu u. Diky tomu, Ze je lidské télo z vétsi ¢asti tvoreno vodou, patfi
mezi nejcastéji mérena jadra s nenulovym jadernym spinem praveé jadra 1H obsaZena
v molekulach vody. Mezi dalsi velmi ¢asto méfend jadra s nenulovym jadernym spinem
patfi: 13C, 19F, 23Na a 31P. Za normalnich podminek jsou vektory magnetického momentu

téchto jader usporadany nahodné. Avsak vlivem silného magnetického pole dojde
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k paralelnimu (stav s nizsi energii) ¢i antiparalelnimu (stav s vy$si energii) usporadani
téchto jadernych spint vi¢i magnetickému poli. Vysledny vektor magnetizace M (ziskany
souctem jednotlivych vektorli magnetického momentu jader) v magnetickém poli
vykondva precesni pohyb. Pfi aplikaci kratkého kolmého radiofrekvenéniho pulsu
dochézi k excitaci jadernych spind, kterd je spojena se sklapénim vektoru M z pavodniho
sméru daného externim magnetickym polem. V praxi se vyuZiva aplikace 90° a 180°
radiofrekvencniho pulsu (viz obr. 3). Po aplikaci 90° radiofrekvencniho pulsu dojde
ke sklopeni vektoru magnetizace z podélného sméru (osa z) do pri¢né roviny (rovina
X, ¥), zatimco pfi aplikaci 180° pulsu dochazi k prevraceni vektoru do opacného sméru.
Obecné pfi sklopeni magnetizace je protonovy systém vyveden z rovnovahy.

K opétovnému dosazZeni rovnovazného stavu dochazi na zdakladé interakci jadernych

z AZ
90° pulse 180° pulse
B fio Y VRN
Bo N\ Bo AN
\ \
\ \
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Obr. 3: llustrace 90° a 180° radiofrekvenéniho pulzu, kde g je vektor magnetického
momentu, B_o)je vektor magnetické indukce statického magnetické pole a B_l)je vektor

magnetické indukce rotaéniho magnetického pole. Pfevzato z literatury.™*®!

spinl s jejich prostfedim skrze proces zvany relaxace. Navrat x, y-ové vektorové slozky
magnetizace na plvodni hladinu se nazyva transverzalni (pficna neboli spin-spinova)
relaxace, kterad je charakterizovana ¢asovou konstantou oznadovanou jako relaxacni
cas T,. Navrat vychylené z-ové vektorové slozky magnetizace na pUvodni hladinu
probiha procesem zvanym longitudinalni (podélna neboli spin-mtizkova) relaxace, ktera
je charakterizovand ¢asovou konstantou oznacovanou jako relaxacni ¢as Ti.

Jak jiz bylo feceno, precesni pohyb vznikd na zakladé aplikace externiho

magnetického pole a je charakterizovan Larmorovou frekvenci, ktera je dana velikosti
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magnetického pole v misté jddra. MRI skenery vyuZzivaji gradienty magnetického pole,
pomoci kterych se definuji Larmorovy frekvence jader v rlznych astech prostoru.
Na zakladé téchto gradientll magnetického pole Ize poté vybrat urcitou vrstvu a sestavit

jeji vysledny MRI obraz.[*® 201

1.5. Kontrastni latky

V zobrazovani magnetickou rezonanci Ize vysledny kontrast posilit pfidavkem
kontrastni latky (CAs, contrast agents). Kontrastni latky jsou chemické slouceniny, které
diky svému sloZeni dokazou zlepsit méreny signal, a to na zakladé modifikace jedné nebo
nékolika fyzikdlnich vlastnosti ovliviujicich rezonancni efekt, jako napf. hustotu
proton(, longitudindlni relaxacni ¢as, transverzalni relaxacni ¢as anebo miru difuze vody.
Vysledkem je vyssi citlivost a specificita, coz umozZiuje lepsi charakterizaci jednotlivych
tkani anebo sledovani velkého poctu biochemickych procest. Kontrastni latky lze také
vyuzit ke znaceni vybranych struktur a dokonce i jednotlivych bunék pro jejich cilenou
vizualizaci v MRI.[33]

Historicky se kontrastni latky déli do dvou hlavnich skupin v zavislosti na tom, zda
ovliviuji (resp. zkracuji) longitudindini relaxacni ¢as T1 anebo transverzalni relaxacni
Cas T,. Mezi nejcastéji pouzivané pozitivni kontrastni latky (T1-CAs) zkracujici relaxaéni
¢as T1 patfi predevsim paramagnetické komplexy trojmocného gadolinia, jako jsou napf.
Gd-DOTA?Y, Gd-DTPARZ anebo Gd-BOPTAIZ!, Dale do této skupiny kontrastnich latek
patfi komplexy dvojmocného manganu (napf. Mn-DPDP)?4 anebo oxid gadolinity
Gd 03?1, Mezi typické takzvané negativni kontrastni latky (T>-CAs) zkracujici relaxaéni
Cas T, patfi superparamagnetické nanocastice na bazi oxidl Zeleza, jako jsou Fe30s
a y-Fe203 (tzv. SPIOs, Superparamagnetic Iron Oxides).*®! Dale do této skupiny pat¥i
ferity neboli magnetické spinely obecného slozeni MFe204, kde jako pfechodny kov M
mlzZe vystupovat zinek!?”], kobalt?® nikl?®! anebo mangan(3%. Patfi sem také
ferity tvofené kombinacemi vyse zminénych pfechodnych kovi:32 anebo oxidy
lanthanoid(, jako jsou napf. Dy203, Ho203 & Er203(2°1.

Jinou alternativou je déleni kontrastnich latek na zakladé jejich magnetickych

&i chemickych vlastnosti anebo déleni na zdkladé jejich biodistribuce.33!
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1.5.1. Povrchova Uprava kontrastnich latek na bazi oxidl Zeleza

Nanocastice pouzivané v klinické i experimentalni praxi jako kontrastni latky pro
MRI jsou do jednotlivych tkani, organ( nebo nadorl cileny pasivné anebo aktivné.
V pfipadé pasivniho cileni jsou nanocastice naptiklad kumulovany ve specifickych typech
tkanovych nadora vlivem Spatného proudéni lymfy. Nanocastice jsou do téchto cilovych
mist dopravovany pasivné na zakladé rozdilné vaskuldrni permeability mezi zdravymi
a nadorovymi tkdnémi. Na tomto principu zaloZzeny zplsob transportu viak neni zcela
spolehlivy, proto je pro klinickou (ale i experimentalni) praxi dllezité nanocastice
do cilovych mist dopravovat aktivné. V pfipadé aktivniho cileni se povrch nanocastic
derivatizuje vhodnymi biomolekulami, které interaguji s receptory rakovinnych bunék.
Nanocdastice mohou byt svym povrchem spojeny s rdznymi typy biomolekul, coz
umoziuje nanocastice selektivné cilit na specifické rakovinné burky. Vyhody této
strategie specifického (aktivniho) znaceni rakovinnych bunék jsou: a) vlivem specifickych
molekuldrnich interakci mezi biomolekulou a receptorem na povrchu bunky dochazi
v daném misté ke zvyseni retencniho €asu; b) jelikoz se na povrchu bunky mize zachytit
velké mnoizstvi ¢astic, dochazi zde ke vzajemnému spoluplsobeni magnetickych castic,
coz vede k zvySeni relaxivity a zvySeni citlivosti zobrazeni vlivem vzniklé nehomogenity
magnetického pole; c) kooperativni G¢inek nanocastic muize také zkratit potfebnou dobu
tepelné aktivace a zlepsit schopnost ablace rakovinnych bunék v pfipadé magnetické
fluidni hypertermie.

Pro zvysSeni specifického ucinku nanocastic v cilovych tkanich hraji velmi dilezitou
roli: velikost, tvar, koloidni stabilita, biokompatibilita, netoxicka povaha, neimunogenita
a dlouhy poloc¢as rozpadu téchto nanocastic. Podle cilového mista lze vySe zminéné
parametry upravovat na miru. Vtomto pfipadé hraje zasadni roli zvoleni vhodné

povrchové Upravy magnetickych jader.i34

e Dextran
Dextran patfi mezi vysoce vyuzivany typ povrchové Upravy magnetickych
jader. Tento zpUsob funkcionalizace je dobfe znam u nanocastic oxidl Zeleza.
Zeleznaté a Zelezité soli jsou vysrazeny v alkalickém prostfedi v pfitomnosti
vhodné koncentrace dextranu, coz pfimo vede ke vzniku superparamagnetickych

nanocastic oxidl Zeleza obalenych dextranem. Vazba mezi oxidy Zeleza
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a dextranem je zaloZzena na nekovalentnich interakcich. Samotna vazba dextranu
a magnetickych jader je pomérné slaba, coz by mohlo vést k agregaci v pfipadé
biologickych podminek. Ztohoto dlvodu je povrch magnetickych jader
funkcionalizovan dextranem zesitovanym pomoci epichlorhydrinu. Na povrch
takto upravenych nanocastic mohou byt navdzany dalsi molekuly
prostfednictvim primarni aminoskupiny. Pro povrchovou Upravu magnetickych

jader muzZe byt pouzit také karboxylovany dextran.[34

PEG-COOH

Mezi velmi oblibené typy povrchovych Uprav jader oxidl Zeleza, jez
vedou ke stabilni vodné suspenzi nanocastic, patfi PEGylace. PEGylované ¢astice
Ize pfipravit rdznymi metodami, mimo jiné i takzvanou polyolovou metodou.
V tomto pripadé anorganické prekurzory reaguji s polyoly (napf. s PEGem) pfi
vysokych teplotach za solvotermalnich podminek. Polyoly v pribéhu reakce
slouzi jako redukéni €inidla a zaroven brani rlstu resp. agregaci magnetickych
jader. Nanocastice pripravené timto zplUsobem jsou vysoce monodisperzni,
krystalické a mohou byt dispergovany jak ve vodé, tak i v dalSich polarnich
rozpoustédlech. Povrch nanocdastic byva casto dale funkcionalizovan
prostfednictvim ligandové vymény polyolovych skupin za
poly(etylenglykol)bis(karboxymethyl)ether a naslednou konjugaci naptiklad

s molekulami receptoru.34

2,3-dimerkaptojantarova kyselina (DMSA)

Dimerkaptojantarova kyselina je velmi Gcinné chelatacni Cinidlo a vytvari
silnou vazbu s povrchem nanocastic. Thiolové skupiny jsou schopné vytvaret sité
a vytvaret disulfidicky plast, ktery napomaha k dosazZeni stabilni vodné suspenze
nanocastic. Pfiprava nanocastic s touto povrchovou Upravou spociva v ligandové
vyméné molekul organickych surfaktantd pritomnych na povrchu magnetickych
jader oxid( Zeleza za molekuly DMSA a jejich nasledné stabilizaci ve vodné fazi.
Thiolové skupiny pfitomné na povrchu nanocastic jsou snadno dostupné
a mohou byt pouZity pro vazbu napft. s protilatkami prostiednictvim sulfidickych

vazeb.[34
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Silika

Povrchova Uprava nanocastic amorfnim konstitu¢né hydratovanym
oxidem kifemicitym (silikou) si ziskala oblibu predevsim diky jednoduchému
syntetickému postupu, moznosti snadného zabudovani dalSich funkénich skupin
do kfemicitého obalu a také diky jeho vysoké biokompatibilité. Kfemicity obal na
povrchu nanocastic mlze byt formovan jako kontinudlni, mezoporézni nebo jako
velmi tenkd vrstva. Povrch nanocdstic mlze byt modifikovan oxidem kiemicitym
jak ve vodné, tak i v organickeé fazi. Vysledkem jsou velmi stabilni vodné suspenze
takto povrchové upravenych nanocastic. K povrchové Upravé magnetickych
jader pomoci siliky se zpravidla vyuziva synteticky postup probihajici ve vodném
prostiedi. Vtomto ptipadé je tetraethoxysilan (TEOS) hydrolyzovdn ve smési
vody, alkoholu a amoniaku. Zatimco k povrchové uUpravé magnetickych jader
syntetizovanych v organické fazi se vyuziva postup tzv. reverzni mikroemulze.
V tomto pfipadé je TEOS hydrolyzovan ve smési amoniaku a vody tvoficich spolu
s vhodnymi surfaktanty inverzni micelarni fazi v organickych rozpoustédel jako je
cyklohexan. Oba syntetické postupy vedou k nanocasticim, jejichz magnetické
jadro je obaleno amorfni vrstvou siliky, jejiz tloustka se da snadno fidit
mnoiZstvim pouzitého TEOS (event. vody v pfipadé reverzni mikroemulze).
Povrch takto upravenych nanodastic muUze byt dale modifikovan dalSimi
skupinami (napf. SH-, NH.- apod.) zavddénymi nejcastéji prostfednictvim

rtiznych trialkoxysilan(.34

Ligandy odvozené od dopaminu (DPA)

Dalsim prikladem povrchové Upravy nanocastic jsou ligandy odvozené od
dopaminu (DPA). DPA je naptiklad kovalentné pfipojen k jedné z karboxylovych
skupin PEGu obsahujiciho dvé karboxylové skupiny (HOOC-(PEG),-COOH). Diky
vysoké afinité k Zelezu se DPA vaZe snadno na nanocdstice oxid(i Zeleza, ale také
na povrchu ¢astic snadno nahrazuje ligandy obsahujici aminové a karboxylové
skupiny. Nanocastice stouto povrchovou Upravou (DPA-(PEG),-COOH) jsou
dispergovatelné ve vodé a vykazuji vynikajici stabilitu ve fosfatovém pufru

a v 10% fetalnim bovinnim séru.34
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1.5.2. Vyuiiti fluoroforti v zobrazovacich metodach

V posledni dobé roste zdjem o vyuZiti fluorofor( pro zobrazovani v klinické praxi.
Vlastni fluorofory maji fadu nevyhod, mezi néz patfi predevsim omezena rozpustnost
ve vodé, kratkd doba cirkulace v Zivém systému, nizka kvantova ucinnost a nizky pomér
signalu k Sumu. Tyto nedostatky Ize vice méné zlepsit zabudovanim fluoroforu dovnitf
nanocdstic anebo jeho zabudovdnim na povrch nanocdstic. Pro klinické pouziti
se nejlépe hodi barviva, ktera lze sledovat hluboko v tkdnich, Cili ta, ktera absorbujici
a emitujici v ¢ervené a blizké infracervené oblasti spektra. Do této skupiny patfi napf.
barviva zaloZena na bazi cyaninu, squarainu, thiazinu, oxazinQ, porfyrin( a ftalocyaninu,
jez se nachazi ve fazi klinického testovani.[?!

Pfikladem multimoddlnich nanocastic jsou fluorescencné znacené nanocdstice
Mn30a4 zkracujici relaxacni ¢as T1, které byly pfipraveny skupinou Yang et al. (2010).
Kromé toho, Ze tyto nanoc¢dstic mohou byt pouZzity v zobrazovani magnetickou rezonanci
jako T1 kontrastni latky, mohou byt vyuzity také v dalSich odvétvich experimentalniho
vyzkumu, jako je napt. fluorescencni mikroskopie, pratokova cytometrie i specifické
znaceni rakovinnych bunék. Magnetickd jaddra nanocastic (tvofenda Mns04) byla
pfipravena termalni dekompozici a nasledné obalena silikou. Takto upravené
nanocastice byly dale aminovany silizaci, coZ umoznilo kovalentni vazbu fluoroforu
(konkrétné isothiokyanatu rhodaminu B) a foldtu pro specifické zacileni na rakovinné
buriky. Tyto nano&astice mimo jiné vykazovaly také nizkou miru toxicity.[3°!

Jinym pfikladem jsou multimodalni nanocastice s magnetickymi jadry Fes304, jez
byly pfipraveny skupinou Wang et al. (2012). Jadra byla obalena fluorescencné
znatenym bunéénym peptidem a biokompatibilnim blokovym kopolymerem
(PEGe0o-b-poly(glycerolmonoakrylat)). Jako fluorescenéni barvivo byl v tomto pripadé
pouzit fluorescein-isothiokyanat (FITC). Pro srovnani byly pfipraveny tytéz fluorescencné
znacené nanocastice, ale bez bunééného peptidu. Pomoci konfokalni laserové rastrovaci
mikroskopie bylo zjisténo, Ze nanocastice obsahujici peptid se kumuluji v cytoplazmé
a vbunééném jadru, nebyla vSak u nich pozorovdna zvySend mira cytotoxicity.
Nanocastice bez tohoto peptidu byly lokalizovany v bunéfnych membrdnovych
kompartmentech, kam patfti napf., jadro, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat,
vezikuly, lyzozomy apod.). U téchto nanocdstic se predpokladd jejich vyuziti nejen

v bunééném zobrazovani, ale i v genové terapii nebo pfi cileném transportu lé¢iv.137]

24



Skupinou Sheng et al. (2018), byly pfipraveny biokompatibilni nanocastice
s magnetickymi jaddry (MnxFe1-x)Fe204 a kifemicitym obalem (silikou) se zabudovanym
fluoroforem (fluorescein, resp. FITC). Silika byla nasledné derivatizovana molekulami
methoxy(PEG)-sukcinimidylkarboxymethylu. Takto ptipravené nanocastice vykazovaly
vysokou saturacni magnetizaci, vysoké hodnoty relaxivity a vysoky topny vykon
ve stfidavém magnetickém poli, tedy vysokou hodnotu SAR (specific absorption rate).
Nanocastice dale vykazovaly vysokou koloidni stabilitu a nizkou miru cytotoxicity. Diky
témto vlastnostem maji nanocastice potencial pro vyuZiti napf. v zobrazovani
magnetickou rezonanci (jako T, kontrastni latka), v magnetické fluidni hypertermii
a v metoddch vyuzivajicich fluorescenci.3!

Vyse zminéné priklady ukazuji, Ze multimoddlni nanocastice hraji vyznamnou roli

v ramci jednotlivych zobrazovacich metod klinického i experimentdlniho vyzkumu.
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2. MOTIVACE A CiL PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo pfipravit multimodalni T> kontrastni latky
na bazi fluorescencné znacenych magnetickych jader spinelového typu, které by byly
vhodné nejen pro pouziti v magnetické rezonanci, ale i vdalSich metodach
experimentalniho vyzkumu (jako je napf. fluorescenéni mikroskopie ¢i pritokova
cytometrie apod.), jejichZ princip je zaloZen na detekci fluorescence.

Diléim cilem syntetické Casti byla pfiprava vlastnich magnetickych jader zinkem
dopovaného kobaltnatého feritu o rliznych velikostech v zavislosti na zvoleném zpUsobu
pfipravy. Vzhledem k navazujicim biologickym experimentd byla v dalSim kroku snaha
ziskat stabilni suspenzi nanocastic ve vodné fazi. K dosaZzeni tohoto cile byla nejdfive
zvolena metoda ligandové vymény organickych surfaktantl pritomnych na povrchu
magnetickych jader za ligand s hydrofilnimi skupinami. Avsak Iépe se osvédcila druha
metoda spocivajici v obalovani magnetickych jader biokompatibilnim materidlem na bazi
amorfniho oxidu kifemicitého neboli siliky. Naslednym zabudovanim fluorescencni sondy
(fluoresceinu nebo piperazinového derivatu rhodaminu B) do tohoto kfemicitého obalu
byly ziskany multimodalni feritové nanocastice.

U téchto multimodalnich feritovych nanocastic byly posléze analyzovany jejich
magnetické, fluorescencni a MRI vlastnosti. V navazujicich biologickych experimentech
byla poté zjistovana jejich mira toxicity u rliznych typa bunécnych kultur, a v neposledni
fadé byla zjistovana také jejich lokalizace vramci buriky pomoci fluorescenéni

a transmisni elektronové mikroskopie.
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3. MATERIAL

3.1. Chemikalie

Pro chemickou syntézu byly pouzivany komercéné dostupné chemikalie od vyrobci:
Acros Organics, Fluka, Lach-Ner, Lachema, P-Lab, Penta a Sigma-Aldrich. Kromé vyse
zminénych producentd chemikalii, byly pro biologické experimenty pouzivany také
komercéné dostupné chemikdlie od vyrobcl: Biotech, Calbiochem, Cayman Chemical,

Exbio, Gibco (Invitrogen) a Molecular Probes.

3.2. Suspenze nanocastic pouzité v biologickych experimentech
TCZF 140.21

Vodna suspenze nanocastic feritové faze o sloZzeni Cog33Zno,12Fe2,5504,
enkapsulovanych do kfemicitého obalu se zabudovanym piperazinovym derivatem

rhodaminu B. Magneticka jadra byla pfipravena metodou termalni dekompozice.

MCZF-081-9
Vodnd suspenze nanocastic feritové faze o slozeni CoosZnosFez0a,
enkapsulovanych do krfemicitého obalu se zabudovanym piperazinovym derivatem

rhodaminu B. Magnetickd jadra byla pfipravena metodou koprecipitace.

CoZnFe 292.10
Vodnd suspenze nanocastic feritové faze o sloZeni CogaZnogFez0a4,
enkapsulovanych do kfemicitého obalu se zabudovanym piperazinovym derivatem

rhodaminu B. Magneticka jadra byla pripravena metodou koprecipitace.

CoZnFe 292.14
Vodnd suspenze nanocastic feritové fdze o sloieni CooaZnogFez0a4,
enkapsulovanych do kifemicitého obalu se zabudovanym fluoresceinem. Magneticka

jadra byla pfipravena metodou koprecipitace.
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3.3. Bunécné kultury

ADHERENTNi BUNECNE LINIE

Hela
Adherentni bunécéna linie
nadorovych epitelidlnich bunék

délozniho hrdla.

Cyril

Adherentni  bunécna linie
primarnich koZnich fibroblastq,
ktera byla ziskdana ze zdravého

lidského darce.

3.4. Kultivacni média

SUSPENZNi BUNECNE LINIE

COLO-320
Suspenzni nadorova bunécna linie odvozena

od lidského adenokarcinomu tlustého streva.

HL-60
Suspenzni promyelocytarni bunééna linie
odvozena od akutni  promyelocytarni

leukemie.

Jurkat

Suspenzni bunécénd linie imortalizovanych
T-lymfocytl pochazejicich z T- lymfocytarni
leukémie, kterd se vyznacuje lymfoblastoidni

morfologii.

Médium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

DMEM je médium, jehoz sloZeni je specidlné upraveno pro kultivaci adherentnich

bunécnych linii HelLa a Cyril. Toto médium je dale obohaceno o fetdlni bovinni sérum

(FBS, 10 % (v/v), gentamycin (40 pg/ml) a glutamin (0,25 mg/ml).

Médium RPMI-COLO

RPMI-COLO je médium, jehoz sloZeni je specidlné upraveno pro kultivaci suspenzni

bunécné linie COLO-320. Hlavni slozkou tohoto média je RPMI 1640 (90 % (v/v), které je

dale obohaceno o fetdlni bovinni sérum (FBS, 10 % (v/v), 2mM glutamin a gentamycin

(40 ug/ml).
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Médium RPMI-JURKAT

RPMI-JURKAT je médium, jehoZ sloZeni je upraveno pro kultivaci suspenznich
bunéénych linii Jurkat a HL-60. Hlavni slozkou tohoto média je RPMI 1640 (90 % (v/v),
které je dale obohaceno o fetalni bovinni sérum (FBS, 10 % (v/v), 10mM HEPES,
gentamycin (40 pg/ml), 2mM glutamin, 50uM 2-merkaptoethanol, hydrogenuhli¢itan
sodny (26,5 pl/ml) a ImM pyruvat sodny.

3.5. Pufry

HBSS PBS
(Hanks’ Balanced Salt solution, pH 7,4) (fosfatovy pufr, pH 7,4)
HEPES kyselina 10 mmol/I NaCl 138 mmol/I
NaCl 140 mmol/I KCl 3 mmol/I
KClI 5 mmol/I Na;HPO4 12 mmol/I
CaCl, 2 mmol/I KH2POg4 2 mmol/I
MgCl; 3 mmol/I deionizovana voda
glukdza 1% (w/v)

deionizovana voda
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4. CHARAKTERIZACNI METODY A PRISTROJOVE VYBAVENI

4.1. Centrifugace

Odstred'ovani souvisejici s chemickou syntézou, obalovanim nanocastic, jejich
CiSténim a pfipravou vzorkl pro analyzu bylo provadéno v 15ml plastovych
centrifugacnich zkumavkach na centrifuze EBA 20 (Hettich Zentrifugen) s Uhlovym
rotorem o poloméru 86 mm nebo v 50ml plastovych centrifuga¢nich zkumavkach
s kénickym dnem na centrifuze NF-800 (Nlive) s Uhlovym rotorem o poloméru 104 mm.

Centrifugace tykajici se biologickych experimentl byly provadény v plastovych
1,5ml mikrozkumavkach Eppendorf na mikrocentrifuze MiniSpin Plus (Eppendorf)
s Uhlovym rotorem F-45-12-11 nebo v 50ml plastovych centrifugacnich zkumavkach
¢i mikrotitracnich 96-jamkovych desti¢ckdch na centrifuze Universal 16 R (Hettich
Zentrifugen) s vykyvnymi rotory o polomérech 138 mm a 124 mm.

Doba odstredovani a otacky jsou uvadény vzdy ve tvaru (otacky [rpm]/cas [min]).

4.2. Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Koloidni stabilita a distribuce hydrodynamické velikosti nanocastic byly
analyzovany pomoci dynamického rozptylu svétla DLS (dynamic light scattering). Vlastni
rozptyl byl méfen s vyuZitim kompaktni goniometrické instrumentace slozené
z goniometru ALV/CGS-8F, vicendsobného rt-digitalniho korelatoru ALV-5000/EPP,
detektoru ALV-High Q.E. APD a He-Ne laseru 1145P-3083 (22 mW, 633 nm). VSechny
vzorky byly méfeny za laboratorni teploty pfi thlu 90°.

Ziskana data byla nasledné vyhodnocena fitovanim zmérenych normalizovanych
¢asovych autokorelacnich funkci intenzity rozptyleného svétla na zakladé Siegertova

vztahu v programu ALV-Correlator Software V.3.0(2). Siegertova rovnice:

92(t) =1+ Blg1(D]?

vyjadfuje vztah normalizované casové autokorelaéni funkce intenzity rozptyleného
svétla g, (t) vzhledem k autokorelaéni funkci elektrického pole g, (t), kde f je korekéni
parametr zavisly na koherenci a uspofadani laserového paprsku.(3°!

Vysledna data jsou prezentovana ve formé hydrodynamickych polomér( (rpis)).
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Vzorek pro DLS:

Vzorkem pro méreni dynamického rozptylu svétla se rozumi sklenéna DLS kyveta
naplnéna zfedénou suspenzi nanocastic. Pro méreni dynamického rozptylu svétla byly
pouzity DLS kyvety (LS Instruments) valcového tvaru o vnitfnim priaméru 8 mm, vnéjsim

priméru 10 mm a délce 75 mm.

Priprava vzorku:

DLS kyveta byla naplnéna destilovanou vodou, nasledné do ni bylo pfidano nékolik
kapek suspenze nanocastic ze zasobni ldhve, pficemz zasobni suspenze nanocdstic byla
pred vlastnim pouzitim kratce sonikovana pomoci ultrazvukové l1azné. Vysledna zfedéna

suspenze nanocastic v kyveté vykazovala slaby zdkal.

4.3. Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢ni vlastnosti pfipravenych nanocastic byly ovéfeny pomoci
fluorescencni mikroskopie na bunécnych kulturach, jez byly s témito nanocasticemi
inkubovany. Snimky byly pofizeny na téchto pfistrojich:

e Fluorescenéni mikroskop Cell*R (Olympus) sloZzeny z invertovaného mikroskopu
Olympus IX81, ktery je vybaven motorizovanym stolkem Marzhauser Wetzlar
ovladanym jednotkou Corvus a kamerou Controller ORCA-ER (Hamamatsu);
pouzité objektivy LUCPLFLN 40x a UPLSAPO 60x (uZziti tohoto objektivu vyzaduje
imerzni olej (Immersion Liquid Type F, Leica)). Ziskana data byla zpracovéna
v programu Olympus Soft Imaging Solutions.

e Fluorescenéni binolupa SteREO Lumar V12 (Carl Zeiss) s objektivem Zeiss
NeoLumar Objective S 0.8x a cernobilou kamerou s vysokym rozliSenim AxioCam

HR. Ziskana data byla zpracovana v programu Leica Confocal Software 2.61.

4.4. Fluorescencni spektroskopie

Excitaéni a emisni spektra produktu TCZF 140.21 a konjugatu Si@Rho-P byla
zmérena Ing. Jarmilou Kuli¢kovou (FZU AV CR) na spektrofluorimetru AMINCO Bowman

Series 2 (Thermo Spectronic). Méfeni probihala v kfemennych fluorescencnich kyvetach
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Hellma 111-QS. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci programu AB2 Luminescence

Spectrometer.

4.5. Chemicka analyza

Stanoveni presné koncentrace suspensi magnetickych nanocastic pro
relaxometrické a biologické studie bylo zajisténo Mgr. Michalem Kaéenkou, Ph.D.
a Ing. Jakubem Koktanem, Ph.D. (FZU AV CR) s vyuZitim atomové absorpéni
spektrometrie s plamenovou atomizaci. Mineralni rozklad vzorkd nanocastic obalenych
oxidem kfemicitym probihal v teflonovych kelimcich pomoci HF, HNOs a jejich smési.[4?]
Vlastni stanoveni bylo provedeno metodou standardnich pridavk(, kterda dovoluje

potlacit matricni efekty.

4.6. Magnetometrie

Magnetickd méreni provadél Ing. Mgr. Ondfej Kaman, Ph.D. na Fyzikalnim dstavu
AV CR pomoci SQUID magnetometrie s vyuzitim systému MPMS XL od Quantum Design,
ktery je vybaveny 7 T supravodivym solenoidem. Vlastni vzorky byly pfipravovany
navazenim malého mnoizstvi (typicky méné nez 10 mg) vysuSenych nanocastic
do Zelatinové kapsle a jejich upéchovanim teflonovou pdaskou. Dale nasledovala

standardni montaz do plastovych stébel dodavanych Quantum Design.

4.7. Méreni relaxivit
Relaxivity pfipravenych suspenzi nanocddstic byly méreny v Institutu klinické
a experimentdlni mediciny (IKEM) na relaxometru Minispec NMR analyser mqg 20
(Bruker) s magnetickym polem 0,5 T. Ziskana data byla zpracovana v programu
Bruker-the minispec (verze: V2.51 Rev.00/NT). Méreni probihalo v rozsahu teplot
cca 4°C az 60°C s intervalem ohtevu pfiblizné 1°C za pGl minuty.
Vysledna data jsou prezentovana v grafické podobé jako zavislost transverzalni

relaxivity r> na teploté.
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4.8. Priitokova cytometrie (FACS)

Pratokova cytometrie byla méfena Mgr. Valérii Grobarovou, Ph.D. (Laborator
bunécné imunologie, PHf UK) na pratokovém cytometru Becton Dickinson LSR Il
(BD Biosciences). Ziskana data byla zpracovana v programu BD FACSDiva 6.1.

Pritokova cytometrie je metoda, pomoci niz Ize stanovit pocty Zivych a mrtvych
bunék v populaci na zdkladé jejich velikosti, vnitfni morfologie, ale také pomoci
fluorescencniho znaceni. Princip metody je zaloZen na nasati vzorku bunécné kultury
sklenénou kapildrou, pfi¢emz pfi prichodu vzorku touto kapildrou dochazi k separaci
vétsich shluk( bunék do malych kapicek, které pak prochazeji skrz laserovy paprsek.
Pti prachodu kapicky laserem dochazi k rozptylu, ktery je snimam v pfimém (pod uhlem
20°, tzv. forward scatter) a boc¢nim (pod Uhlem 90°, tzv. side scatter) sméru. Diky tomuto
usporadani je mozné v pfimém sméru méfit velikost prochazejicich bunék a v bocnim
sméru pak jejich vnitfni strukturovanost. Na zakladé velikosti a vnitfni morfologie jsou
pak jednotlivé bunky pfistrojem vyhodnoceny jako mrtvé (v pfipadé mensSich bunék
s nizkou vnitfni morfologii) nebo jako zZivé (v pfipadé vétSich bunék s bohatou vnitini
morfologii). Tento zplsob rozliSovadni Zivych a mrtvych bunék je mozné doplnit
o fluorescenci, kdy je bunécnda kultura pred vlastnim méfenim inkubovédna
s fluorescenéni sondou. Tato sonda se specificky vaze na DNA mrtvych ¢&i umirajicich
bunék, jejichz membrana prestdvd byt nepropustnou a stava se permeabilni. Mezi

takovéto fluorescencni sondy patfi napf. barviva Hoechst nebo propidium jodid.

4.9. Rentgenova praskova difrakce

Rentgenova difrakce byla mérfena a vyhodnocena Ondiejem Kamanem
na Fyzikalnim tstavu AV CR pomoci rentgenového praskového difraktometru Bruker D8
Advance s vyuZitim zareni CuKa. Identifikace krystalovych fazi pripravenych
nanomateridl( byla provedena na zdkladé krystalografické databaze ICSD (/norganic
Crystal Structure Database). Parametry krystalovych struktur a stfedni velikost krystalitd
(dxrp) byly ur¢eny pomoci Rietveldovy metody s vyuzitim programu FullProf. Samotna
stredni velikost krystalitd byla vyhodnocena na zakladé rozsifeni difrakcnich linii,
pro jejichZz profilovou analyzu byla vyuZita Thompsonova-Coxova-Hastingsova pseudo-

Voigtova funkce, ktera dovolila oddélit prispévek velikosti krystalitd a pnuti. Soucasné
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byla stanovena vlastni instrumentdini funkce na zakladé méreni wolframového

standardu prostého pnuti a se stfedni velikosti krystalit( 9,4 um.

4.10. Rentgenova fluorescencni spektroskopie (XRF)
Stechiometricky pomér kovl u praskovych vzork( z termalni dekompozice byl
stanoven Ing. Simonou Randakovou (servisni méfeni na VSCHT) metodou rentgenové

fluorescencni analyzy pomoci XRF spektrometru AXIOS (PANanalytical, Holandsko).

4.11. Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Morfologie ptipravenych nanodastic, jejich velikost a lokalizace v organeldch
bunéénych preparatd byla méfena Ondfejem Kamanem na Fyzikdlnim ustavu AV CR
pomoci transmisniho elektronového mikroskopu Philips CM 120 (max. urychlovaci
napéti 120 kV, katoda LaBe), jehoz soucdsti je CCD kamera VELETA (Philips)
a spektrometr EDAX (AMETEK) umoZiujici analyzu a chemické mapovani.

Ziskand data byla zpracovdna pomoci programu iTEM (Olympus) a ndsledné

analyzovéna prostfednictvim programu ImageJ 1.47.%)

Vzorek pro TEM:
Vzorkem pro transmisni elektronovou mikroskopii se rozumi: a) uhlikem potazeny
médény tercik se zaschnutou kapkou velmi zfedéné suspenze nanocastic nebo

b) uhlikem potazeny médény tercik se zafixovanym bunéénym preparatem.

Priprava vzorku:

a) suspenze nanocastic ze zasobni lahve byla kratce sonikovana pomoci ultrazvukové
[azné. Nasledné bylo nékolik kapek této suspenze pridano do plastové zkumavky
s destilovanou vodou a obsah zkumavky byl opét po kratkou dobu sonikovan
v UZ-1azni. Poté bylo 3-5 ul takto zfedéné suspenze nakapnuto na uhlikem potazeny
médény tercik a kapka se nechala volné zaschnout za laboratorni teploty.

b) bunky primarnich koznich fibroblastl byly kultivovany na sklickach ve 24jamkové
mikrotitracni desticce. Do kazdé jamky 24jamkové desticky bylo pfidano 100 pl

suspenze nanocastic (TCZF 140.21 nebo CoZnFe 292.10) na 1 ml média. Burky byly
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s nanocasticemi inkubovany vtermostatu (37°C, 5% atmosféra CO;) po dobu
48 hodin. Po 48 hodinach byly bunky zafixovany pomoci glutaraldehydu (2,5% v PBS)
po dobu dvou hodin za laboratorni teploty (nasledné byla fixace dokoncena v lednici).
Takto zafixovana bunécna kultura byla dale zpracovana RNDr. Miroslavem Hylisem,
Ph.D. z Laboratofe elektronové mikroskopie (PFF UK). Dalsi zpracovani obnaselo
postfixaci v 2% oxidu osmicelém v 0,1M pufru po dobu 3 az 4 hodin. Poté nasledovaly
tfi cykly oplachovani v0,1M pufru po dobu 15 minut a postupné odvodnéni
vzestupnou ethanolovou fadou (v 30% EtOH, 50% EtOH, 70% EtOH, 80% EtOH,
90% EtOH, 95% EtOH a 100% EtOH) vidy po dobu 15 min. Nasledné byly vzorky
postupné prevedeny do smési etanolu a propylenoxidu ¢i acetonu v téchto
objemovych pomérech: propylenoxid (aceton):EtOH = 1:2, 1:1 a 2:1; inkubace
probihala vidy po dobu 15 minut. Na zavér byly vzorky umistény na 15 minut do
Cistého acetonu (propylenoxidu). Poté byly vzorky postupné prevedeny do smési
pryskyfice a acetonu ¢i propylenoxidu v téchto pomérech: pryskyfice:aceton
(propylenoxid) = 1:2 (po dobu 2 hod.), 1:1 (po dobu 4-6 hod.) a 2:1 (po dobu
6-12 hod.). Poslednim krokem bylo prevedeni vzork( do Cisté pryskyfrice | (inkubace
12-24 hod.) a pryskyfice Il (inkubace 12-24 hod.). Takto upravené vzorky byly zality
do forem (kapsle BEEM) a umistény do termostatu po dobu 24-48 hodin, aby doslo
k radné polymeraci pryskytice. Po vyjmuti z termostatu byly vzorky dale mechanicky
zpracovany pro elektronovou mikroskopii (krajeni polosilnych a ultratenkych fezl
na ultramikrotomu, kontrastovani ultratenkych fezl 2-3% vodnym roztokem octanu
uranylu ve tmé, po dobu dvaceti minut az jedné hodiny, v atmosfére ethanolu). Takto
pfipravené vzorky byly pfeneseny na uhlikem potaziené médéné terciky a nasledné

mikroskopovany pomoci transmisniho elektronového mikroskopu.

Obrazova analyza:

Obrazovd analyza byla provedena v programu Image) 1.47.° U organickych

suspenzi nanocastic z termalni dekompozice byla zmérena prliimérna velikost jader,

pricemz postup byl ndsledujici: z nékolika snimkd téze Sarze bylo ndhodné vybrano 30

raznych nanocastic, u nichz byly ruéné zméreny vidy 2 rozméry (viz obr. 4 - Zluté znacky

udavajici rozméry jadra). Ziskana data byla zprimérovdna a ndasledné byla odhadnuta

stfedni velikost jader pomoci aritmetického praméru.
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Obr. 4: Ukazka ru¢niho méreni rozmért u TEM snimku nanocastic obalenych do
silikového obalu. Zluté jsou oznaceny rozméry jader, ervené jsou oznaceny
rozméry silikové vrstvy a zelené jsou oznaceny rozméry celkové velikosti
nanodastic.

U suspenzi nanocastic enkapsulovanych do silikového obalu byla zmérena
pramérna velikost jader, primérna tloustka silikové vrstvy a priimérna celkova velikost
nanocastic. Postup méreni byl nasledujici: z nékolika snimk( téze Sarze bylo nahodné
vybrano 30 rGznych nanocastic, u nichz byly ru¢né oznaceny vidy 2 rozméry jadra,
4 rozmeéry silikového obalu a 2 rozméry celkové velikosti ¢astic (viz obr. 4). Ziskana data
byla zprimérovdna a nasledné byla stanovena pfiblizna primérna velikost jader,

priblizna tloustka silikové vrstvy a priimérna velikost nanocastic v suspenzi.

4.12. Ultrazvukova sonikace

K sonikaci suspenzi nanoéastic byla pouZzita ultrazvukova lazen SONOREX Long Life
RK 103 CH (BANDELIN) s vykonem 200 W nebo ultrazvukova lazen K2 (OPTING Servis).
Pfi dlouhodobych sonikacich byla teplota UZ-1azné regulovdna pomoci externiho

termostatu.
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Neobalené nanocdstice byly rozptylovany pomoci ultrazvukové sondy UP 200S

(Hielscher-Ultrasound Technology) s vykonem 200 W.

4.13. Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI)
Magnetickd rezonance byla méfena Ing. Danielem lJirdkem, Ph.D. na MR
tomografu Biospec 4,7 T (Bruker) v IKEMu. Ziskana data byla poté zpracovana

v programu ParaVision (Bruker).
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5. SYNTETICKA CAST

V prvnim kroku byla pfipravena magneticka jadra nanocastic Co-Zn feritu o dvou
rGznych velikostech magnetickych jader. Velkd jadra byla pfipravena metodou
koprecipitace (vysledkem syntézy je Cisty ferit tvoreny klastry magnetickych jader
o velikosti 80 nm az 100 nm), zatimco mald jadra byla pfipravena metodou termalni
dekompozice (vysledkem syntézy je koloidné stabilni hexanovd nebo petroletherova
suspenze magnetickych jader o velikosti 10 nm az 25 nm, jez maji
na povrchu navazanou olejovou kyselinu a oleylamin).

V dalSim kroku bylo cilem ziskat suspenzi nanocastic, ktera by byla stabilni
ve vodné fazi. K dosazeni tohoto cile byla nejprve zvolena metoda tzv. ligandové
vymeény. Nicméné po vyzkouseni riznych experimentdlnich podminek se nepodafilo
postup ligandové vymény optimalizovat natolik, aby nanocastice zUstaly stabilni
ve vodné fazi déle nez nékolik dni. Proto bylo naddle od ligandové vymény upusténo.
Jako alternativni postup byla zvolena metoda obalovani magnetickych jader
do amorfniho konstitu¢né hydratovaného oxidu kfemicitého neboli do siliky. Suspenze
takto modifikovanych magnetickych jader vykazovala koloidni stabilitu ve vodné fazi po
dobu nejméné nékolika mésicu.

Zavérecnym syntetickym krokem pak byla snaha zabudovat fluorescencni sondu
do silikového obalu nanocastic, a tak ziskat suspenzi fluorescentnich magnetickych
nanocastic, které by byly stabilni ve vodné fazi. Jako fluorofor byl zvolen piperazinovy
derivat rhodaminu B (vykazujici ¢ervenou fluorescenci) a fluorescein (vykazujici zelenou
fluorescenci). Nakonec se podafilo pripravit nanocastice s velkymi jadry z koprecipitace
a malymi jadry z termalni dekompozice, jez mély ve svém silikovém obalu zabudovan
piperazinovy derivat rhodaminu B, a nanocastice s velkymi jadry, jez mély ve svém
silikovém obalu zabudovan fluorescein. Nanocastice s malymi jadry, které by mély
ve svém silikovém obalu zabudovan fluorescein, se analogickym zplsobem pfipravit

nepodafrilo.

Pfiprava magnetickych jader stejné taki jejich veskeré enkapsulace do kiemicitého
obalu probihaly v laboratotich Oddéleni magnetik a supravodic¢li Fyzikalniho ustavu

AV CR. Veskeré ligandové vymény, priprava piperazinového derivatu rhodaminu B
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a jeho alkylace byly uskutecnény v laboratofich Prirodovédecké fakulty Univerzity

Karlovy.

5.1. Priprava magnetickych jader metodou koprecipitace

Velkd magnetickd jadra (MCZF-081, CoZnFe 292) byla pfipravovdna metodou

koprecipitace na zdkladé upraveného postupu vychézejiciho z literatury.*4

e Vlastni syntéza velkych magnetickych jader

Do kadinky byla odmérena presnd objemovd mnoiZstvi kalibrovanych roztok(
dusi¢nanu zinecnatého Zn(NOs);, dusi¢nanu kobaltnatého Co(NOs); a dusi¢nanu
Zelezitého Fe(NOs)s v Zddaném stechiometrickém poméru (v poméru 0,6 : 0,4 : 2 pro
CoZnFe 292). K roztoku dusi¢nan( byl pfidavan amoniak, dokud hodnota pH necinila 9,5,
coz vedlo k vylouceni hnédé srazeniny. Poté byl obsah kadinky zahtivdn na plotynce
po dobu 5 hodin pfi teploté 90°C. V pribéhu zahfivani byla smés michana magnetickym
michadlem. Zahusténda smés byla ponechana pres noc v digestofi bez zahfivani. Kaddinka
se zahusténou smési byla opét umisténa na plotynku a obsah kadinky byl zahfivan
po dobu 4 hodin pfti teploté 125°C. V prlbéhu zahfivani byla smés michana pomoci
sklenéné tycinky. Po ¢tyfech hodinach byla kddinka umisténa do pece predem vyhraté
na 125°C, po aklimatizaci obsahu kadinky uvnitf pece byla teplota pece postupné
(s intervalem 0,5°C za minutu) zvySena na 210°C. Obsah kadinky byl zahtivan na 210°C
po dobu 3 hodin. Nasledné byla teplota pece postupné (s intervalem cca 5°C za pul
minuty) zvySena az na 230°C. Obsah kadinky byl zahtivan pfi teploté 230°C po dobu
5 hodin, dokud nebyl dokonale wvysusen. Poté byl obsah kadinky duakladné
zhomogenizovan a preveden do platinové misky. Materidl byl v misce pfenesen

do predem vyhtaté pece a byl Zihan pfi 650°C po dobu 3 hodin.

e Mechanické zpracovani jader pripravenych koprecipitaci

Nasledné byly takto pfipravené nanocastice mechanicky zpracovany valcovanim
pomoci valcovaciho zafizeni tvoreného motorovou valcnou SWAH 47A2 se dvéma
ocelovymi valci o priméru 54 mm. Valce se proti sobé otacely rychlosti 9 otacek

za minutu. Celkem byly provedeny tfi valcovaci cykly vidy zakoncené homogenizaci
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materidlu v achatové misce. Po valcovani byly nanocastice podrobeny jesté mleti
ve vibraénim kulovém mlynku MM 301 (Retsch). Vlastni mleti probihalo v ethanolu
prostfednictvim nerezové mleci kulicky o prliméru 15 mm v nerezové mleci nadobce
o objemu 25 ml. V prvnim mlecim cyklu byly nanocastice mlety po dobu 1 hodiny pfi
frekvenci 21 Hz; v druhém mlecim cyklu byly nanocastice mlety po dobu 30 min pfi
frekvenci 15 Hz. FindIni produkt byl ziskan vysusenim ethanolické suspenze ve vakuové
susarné.

Koneény pomér jednotlivych kovl zastoupenych ve spinelu presné odpovida
vychozimu sloZeni reakéni smési. Stfedni velikost pfipravenych nanocastic je urcena
zejména teplotou Zihani a zplisobem mechanického zpracovani (v€etné parametrd, jako

je pocet vélcovacich cykll, ale i pocet, délka a frekvence cykld mlecich).

5.2. Priprava magnetickych jader metodou termalni dekompozice

Mald magnetickd jadra (TCZF 140) byla pfipravovana metodou termalni
dekompozice na zakladé upraveného postupu publikovaného v literatufe.[*?l

Den pred vlastni syntézou byly reaktanty, respektive acetylacetonaty Zeleza, zinku
a kobaltu spolu s hexadekan-1,2-diolem suseny ve vakuové susarné.

Veskera odstfed'ovani probihala v 50ml plastovych centrifugaénich zkumavkach
na centrifuze NF-800, Nive. Doba odstfedovani a otacky jsou uvadény vidy ve tvaru
(otacky [rpm]/Cas [min]). Supernatant byl odsavan tak, aby pfi jeho odstranovani

nedochdazelo ke zvifeni usazeného materialu.

e Vlastni syntéza malych magnetickych jader

Do trojhrdlé banky bylo odvazeno pfiblizné 950 mg acetylacetonatu Zelezitého
(Fe(acac)s), 213 mg acetylacetondtu zinecnatého (Zn(acac)z), 140 mg acetylacetonatu
kobaltnatého (Co(acac):) a 2,6 g hexadekan-1,2-diolu (HDD). Navazky acetylacetonatu
odpovidaji Zddanému stechiometrickému pomeéru kovl Zn : Co : Fe = 0,6 : 0,4 : 2 pro
TCZF 140. Barika byla nékolikrat evakuovana a nasledné profouknuta dusikem, aby doslo
k odstranéni nezddouciho kysliku pfitomného v aparature, pfipadné sorbovaného na
reaktantech. Poté byla banka dusikem kontinualné profukovédna. Do kadinky byly

pomoci automatické pipety odméreny surfaktanty, a to pfiblizné 1,9 ml olejové kyseliny
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a 2 ml oleylaminu, ke kterym bylo pfiddano 30 ml oktadec-1-enu. Obsah kadinky byl
promichan a pomoci injekéni stiikacky byl skrze septum pfidan do bariky s reaktanty.
Obsah barky byl michdn kovovym mechanickym michadlem. Barika byla nasledné
umisténa na 2 hodiny do lazné se silikonovym olejem, jez byla pfedem vyhtatd na 200°C.
Poté byla banka premisténa na dalsi 2 hodiny do lazné se smési octanu sodného a octanu
draselného (1:1), jez byla pfedem vyhtatda na 300°C. Po dvou hodinach byla barka
vyzvednuta z 1dzné a obsah bariky se nechal za stdlého michani mechanickym michadlem
volné vychladnout. Po vychladnuti byl obsah banky preveden pomoci petroletheru nebo

hexanu do sklenéné zasobni lahve DURAN.

e Promyvani a frakcionace

Obsah sklenéné zasobni lahve byl vysrazen pridavkem acetonu, poté byl sonikovan
v ultrazvukové lazni (UZ-lazen). Nasledné byl obsah zasobni lahve rozdélen do 50 ml
plastovych centrifugacnich zkumavek a zcentrifugovan (8 000 rpm/60 min). Po stoceni
byl odstranén narezly supernatant, ktery prevazné obsahoval zbytky kov( a jinych latek
po termalni dekompozici. K ¢asticim v centrifugacnich zkumavkach bylo pfidano 10 ml
petroletheru nebo hexanu. Obsah zkumavek byl kratce sonikovan v ultrazvukové lazni,
poté bylo k ¢asticim prfidano 30 ml acetonu a obsah zkumavek byl odstfedén
(8 000 rpm/60 min). Po stoceni byl odsan supernatant. Celkem byly provedeny Ctyfi tyto
promyvaci cykly v petroletheru ¢i hexanu s acetonem (pomér petroletheru/hexanu
vs. aceton byl 1:3).

Po posledni centrifugaci byl odstranén supernatant a obsah plastovych zkumavek
byl kvantitativné pfeveden pomoci petroletheru nebo hexanu do jediné 50ml plastové
centrifugaci zkumavky. K nanoddasticim bylo pfiddno 90 ul olejové kyseliny
a 90 ul oleylaminu. Obsah zkumavky byl poté doplnén do 45 ml petroletherem
¢i hexanem. Obsah zkumavky byl zcentrifugovan respektive zfrakcionovan
(1 000 rpm/10 min). Po stoceni byla vétsina supernatantu (finadlni produkt) odsata do

nové sklenéné lahvicky.
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5.3. Ligandova vyména

Magneticka jadra ptipravena vyse popsanymi zplisoby by se nedala pfimo pouZit
pro navazujici biologické experimenty uz z toho divodu, Ze netvofi koloidné stabilni
suspenze ve vodé. Aby bylo mozné nanoddstice priddvat k bunécnym kulturam, bylo
potieba je prevést do vodné suspenze, v niz by byly koloidné stabilni. Jednim ze zplsobdu,
jak tohoto stavu dosahnout, je ligandovd vyména zbytkd organickych surfaktantu
pfitomnych na povrchu nanodastic za ligand, ktery zajisti jejich stabilitu ve vodné fazi.

Pro ligandovou vyménu byla jako ligand zvolena meso-2,3-dimerkaptojantarova
kyselina (DMSA). Ligandova vyména byla provddéna podle upraveného postupu
vychazejiciho z literatury.[*!

Vsechna odstfedovani byla provadéna v 15ml plastovych centrifugacnich
zkumavkach na centrifuze EBA 20 (Hettich Zentrifugen). Doba odstfedovani a otacky
jsou uvadény vzidy ve tvaru (otacky [rpm]/¢as [min]). Supernatant byl odsavan tak, aby

pfi jeho odstranovani nedochazelo ke zvifeni usazeného materialu.

Obecny postup ligandové vymény

Proces ligandové vymeény je sloZzen ze dvou krokd, které na sebe plynule navazuiji.
V prvnim kroku dochadzi k vlastni ligandové vyméné, pricemz byla vyzkousena rlznd
reakéni prostredni, viz nize. Ve druhém kroku poté navazuje série promyvacich cykld,
jejimz cilem je ziskat nanocastice stabilizované ve vodné suspenzi. Na zavér je jesté

provedena frakcionace nezbytna k ziskani suspenze nanocastic o pozadované velikosti.

e Ligandovd vyména (rizné reakcni podminky)
a) Centrifugacni zkumavka s nafoukanym Ar, UZ-Idzern (t = 20°C)

Do 15ml plastové centrifugacni zkumavky bylo odebrano 5 ml hexanové nebo
petroletherové suspenze nanocastic pripravenych termalni dekompozici. Suspenze
nanocastic byla pred vlastnim pouzZitim kratkou dobu sonikovana v UZ-lazni.
Nanocastice byly destabilizovany pridavkem 3 ml cCistého etanolu (EtOH). Obsah
zkumavky byl kratce sonikovan pomoci ultrazvukové sondy a ndsledné zcentrifugovan
(6 000 rpm/15 min). Supernatant byl odstranén, k pevné fazi bylo pfidano 5 ml toluenu

a do zkumavky byl zaveden proud argonu.
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K navaice 25 mg DMSA ve sklenéné vialce se zavedenym proudem inertni atmosféry
byl pfidan 1 ml dimethylsulfoxidu (DMSO) nebo 1 ml suchého dimethylformamidu
(DMF). Obsah vialky byl michdn proudem argonu, dokud nedoslo k jeho Uplnému
rozpusténi. Nasledné byl roztok DMSA v DMSO ¢i DMF pfidan k ¢asticim ve zkumavce
pomoci argonem vyfoukané stfikacky. Do zkumavky byl jesté néjakou chvili zaveden
proud argonu. Nasledné byla zkumavka uzaviena, utésnéna parafilmem a umisténa
do ultrazvukové 1azné s pripojenym externim termostatem. Obsah zkumavky se nechal

rozptylovat po dobu cca 24 hodin pfi teploté 20°C.

b) Centrifugacni zkumavka s nafoukanym Ar, kolotoc¢ (RT)

Vychozi kroky ligandové vymény jsou shodné s postupem popsanym vyse,
viz ad a). Rozdil nastava v zavérecéné fazi ligandové vymény, kdy zkumavka profouknutd
argonem, uzaviend a nasledné utésnéna parafinem, byla misto ultrazvukové lazné
umisténa na kolotoc¢ (byl nastaven nejvyssi méd otaceni), na némz se nechala tocit po

dobu cca 24 hodin.

¢) Barnka s pritokem inertniho plynu, UZ-ldzen (t = 20°C)

Do 15ml plastové centrifugacni zkumavky byl odebran potiebny objem (obsahujici
cca 20 mg nanocastic) hexanové nebo petroletherové suspenze nanodcastic pfipravenych
termalni dekompozici. Suspenze nanocastic byla pfed vlastnim pouzitim kratkou dobu
sonikovadna v UZ-lazni. Nanocastice byly destabilizovany pfidavkem 3 ml cistého EtOH.
Obsah zkumavky byl kratce sonikovdan pomoci ultrazvukové sondy a nasledné
zcentrifugovan (6 000 rpm/15 min). Supernatant byl odstranén a pevna faze byla
kvantitativné prevedena pomoci 15 ml toluenu do dvouhrdlé banky. Jeden z otvoru byl
uzavien zatkou a druhy byl utésnén septem, skrz které byl zaveden proud argonu.

K navaice 50 mg DMSA ve sklenéné vialce se zavedenym proudem inertni
atmosféry byly pfidany 2 ml DMSO nebo 2 ml suchého DMF. Obsah vialky byl michan
proudem argonu, dokud nedoslo k jeho Uplnému rozpusténi. Nasledné byl roztok DMSA
v DMSO ¢i DMF pfidan skrze septum k ¢asticim ve dvouhrdlé barice pomoci argonem
vyfoukané stfikacky. Do bariky byl jesté néjakou chvili zaveden proud argonu. Nasledné
byla banka umisténa do ultrazvukové lazné s pfipojenym externim termostatem

a do banky byl zaveden trvaly proud dusiku. Obsah barnky se nechal rozptylovat po dobu
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cca 24 hodin pfi teploté 20°C. Pfed promyvanim byl obsah banky rozdélen do 15ml

plastovych centrifugacnich zkumavek.

e Promyvani, prevedeni do vodné suspenze a frakcionace

Posléze byl obsah zkumavek odstfedén na centrifuze (6 000 rpm/15 min).
Po odstranéni supernatantu bylo k pevné fazi pfidano 5 ml toluen. Obsah zkumavek byl
kratce sonikovan v ultrazvukové lazni a nasledné odstfedén (6 000 rpm/15 min).
Supernatant byl odstranén a k pevné fazi bylo pfiddno 8 ml Cistého EtOH. Obsah
zkumavek byl kratce sonikovan v ultrazvukové lazni a ndsledné odstifedén
(6 000 rpm/30 min). Celkem byly provedeny 3 promyvaci cykly v Cistém
EtOH. Po poslednim EtOH cyklu byla k pevné fazi pfidano 10 ml destilované vody. Obsah
zkumavek byl kratce sonikovan v UZ-lazni a nasledné odstredén (6 000 rpm/30 min).
Celkem byly provedeny 3 promyvaci cykly v destilované vodé. Po poslednim promyvacim
cyklu v destilované vodeé byla pevna faze dispergovéna v 15 ml destilované vody. Vodna
suspenze byla stabilizovana nékolika kapkami zfedéného roztoku amoniaku, kdy bylo

dosazeno pH=7, a vysledny produkt byl zfrakcionovan.

5.4. Priprava fluorescencné znacenych nanocastic

Postup pro enkapsulaci velkych i malych feritovych jader do siliky byl
optimalizovan ve spoluprdci s Ondfejem Kamanem na zakladé jiz dfive stanoveného
postupu pro enkapsulaci jader manganit@.[4% 4> 561

Pfiprava fluorescenéné znacenych feritovych nanodastic byla konzultovdna
s Michalem Kacenkou, ktery se vénoval pfipravé fluorescencné znacenych manganitt
v ramci své disertaéni prace.l7 48l

Veskera odstfedovani probihala v 50ml plastovych centrifugac¢nich zkumavkach na
centrifuze NF-800, Nuive. Doba odstfedovani a otacky jsou uvadény vzdy ve tvaru (otacky
[rpm]/¢as [min]). Supernatant byl odsavan tak, aby pfi jeho odstrariovani nedochazelo
ke zvifeni usazeného materialu.
Zjednodusené schéma pfripravy fluorescencénich konjugatli FITC@APS a Si@Rho-P,
a naslednou enkapsulaci magnetickych jader (z koprecipitace) do siliky se zabudovanim

nékterého z téchto konjugdtd, ukazuje obrazek 5.
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Multimodalni nanoéastice, jejiz magnetické
jadro je obaleno dvéma vrstavami siliky.
Prvni vrstva (blize k jadru) je tvofena
fluorescenéné znafenou silikou, druha

Magnetické jadro obalené prvni vrstvou
vrstva je tvoiena &istou silikou.

siliky se zabudovanym fluorescenénim
konjugatem Si@Rho-P nebo FITC@APS.

1) EtOH, NH:
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_—
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Obr.5: A) schéma pripravy fluorescencniho konjugdtu piperazinového derivatu rhodaminu B
(Si@Rho-P); B) schéma pripravy fluorescenéniho konjugatu fluoresceinu (FITC@APS); C) schéma
enkapsulace magnetickych jader do siliky se zabudovanim fluorescencniho konjugatu.

5.4.1. Hydrofobizace sklenénych reakcnich nadob

Aby nedoslo kreakci trialkoxysilanové skupiny s reakéni nddobou, bylo tfeba

prislusnou reakéni nadobu predem hydrofobizovat jednim z nize uvedenych postup(:
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e Postup pouzZivany na PFF UK

Reakéni nadoba, do niz bylo umisténo magnetické michadlo, byla zhruba do
poloviny naplnéna toluenem. Poté byly do barky pomoci plastového kapatka pridany
dvé kapky chlorotrimethylsilanu a dvé kapky triethylaminu. Zbyly objem banky byl
doplnén toluenem. Reakéni nadoba byla uzaviena sklenénymi zatkami a umisténa do
pfedem vyhraté lazné na teplotu 80°C az 90°C. Obsah barky se nechal michat
minimalné po dobu ctyr hodin (idedlné vsak pres noc). Poté byla barika promyta
acetonem, etanolem a na zavér vodou. Banka byla ususena v susarné nebo prezihana

pomoci horkovzdusné pistole.

e Postup pouZivany na FZU (AV CR)

Cely objem reakéni nadoby, do niz bylo pfedem umisténo magnetické michadlo,
byl naplnén 10% roztokem hexamethyldisilazanu v toluenu. Reakéni nddoba byla
uzavrena sklenénymi zatkami a umisténa do silikonové lazné pfedem vyhraté na teplotu
kolem 60°C. Obsah banky se nechal zahfivat minimalné po dobu tfi hodin. Nasledné byla
banka promyta petroletherem, etanolem a na zavér acetonem. Reakéni nadoba byla

posléze prezihdna pomoci horkovzdusné pistole.

5.4.2. Ptiprava Rho-P
e Syntéza piperazinového derivatu rhodaminu B
Do trojhrdlé banky s navdzkou 1 g rhodaminu B (Rho-B), 25 mg
4-(dimethylamino)pyridinu (DMAP) a 300 mg N-hydroxysukcinimidu (NHS) bylo
umisténo magnetické michadlo. Na jeden z postrannich otvor( byl nasazen kohout
s hadici pro regulaci pfivodu inertniho plynu. Druhy z postrannich otvor( byl utésnén
septem. Do centralniho otvoru byla umisténa prikapdavacka, jejiz konec byl pres
redukci s hadickou spojen s bublac¢kou pro odvod inertniho plynu. Zabrusy byly kvali
lepsi tésnosti celé aparatury namazany silikonovym tukem a vSechny spoje byly
zajistény svorkami. Aparatura byla poté umisténa na magnetickou michacku a nechal
se ji kratce profukovat argon. Poté bylo skrze septum pfiddno 10 ml suchého
acetonitrilu (MeCN). Smés se nechala za RT a inertni atmosféry michat do jejiho

rozpusténi.
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Do banky s navazkou 1,1g N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) bylo
za soucasného zavedeni proudu argonu priddno 10 ml suchého acetonitrilu. Roztok
DCC v suchém acetonitrilu byl nasledné v protiproudu argonu preveden z bariky do
pfikapdvacky. Béhem 15 minut se roztok DCC v MeCN nechal volné pfikapavat
k roztoku rhodaminu B, DMAP a NHS v suchém acetonitrilu. Po dokapdni se nechala
vysledna smés michat jesté 5 minut.

Do banky s navazkou 1,8 g piperazinu bylo umisténo magnetické michadlo.
K navdZce bylo za soucasného zavedeni proudu argonu pfidano 20 ml suchého
acetonitrilu. Obsah barky byl zlehka zahfivan horkovzdusnou pistoli do Uplného
rozpusténi piperazinu v suchém rozpoustédle. Barika s reakéni smési (vySe zminéna
soucdst aparatury) byla po dokapdni roztoku DCC ndasledné nahrazena za banku
s pripravenym roztokem piperazinu a plvodni reakéni smés byla kvantitativné
(pomoci 5 ml suchého acetonitrilu) prevedena do prikapavacky. Aparatura byla poté
obalena alobalem a reakéni smés v prikapavacce se nechala po dobu dvou hodin
volné prikapdvat k roztoku piperazinu. Po dokapani plvodni reakéni smési byla

vysledna smés michdna pres noc.

Separace a purifikace vysledného produktu

Obsah banky byl nasledné zfiltrovan pres fritu S4 a dil¢i produkt byl seskraban
do 500ml odparfovaci banky. Materidl byl rozpustén v malém mnozstvi metanolu
(MeOQH), ktery byl odparen dosucha. Odparek byl opét rozpustén v malém mnozstvi
MeOH a cistota surového produktu Rho-P byla ovéfena pomoci TLC (mobilni faze
MeOH:CHCls (chloroform) v poméru 1:5), jez bylo posléze vyvoldno ninhydrinem
(pozitivni dikaz na pritomnost amin() a jédem (pozitivni dlikaz na pfitomnost dalSich
organickych fazi).

Pripadné zjistény zbytkovy piperazin byl z meziproduktu odstranén sublimaci
pomoci vakuové rotacni odparky (odpafovani cca 2 hodiny, teplota lazné
se pohybovala kolem 50°C). Odsublimovany piperazin byl mechanicky odstranén
z hrdla odparovaci banky.

K odparku bylo nasledné pfidano 8 g siliky a vétsi mnozstvi methanolu. Celd
smés byla peclivé zamichana (sorpce produktu na siliku pro naslednou sloupcovou

chromatografii); rozpoustédlo se nechalo volné odparovat pfes noc v digestofi.
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Pro sloupcovou chromatografii bylo pouzito 125 g siliky, jako mobilni faze byla
pouzita smés methanolu a chloroformu v poméru 1:5. SloZeni jednotlivych frakci bylo
kontrolovdno pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC).

Pro tenkovrstvou chromatografii byly pouzity TLC desticky Silica Gel 60 F2s4
(Merck); mobilni fazi byl roztok MeOH:CHCls v poméru 1:5; detekce byla provedena
pomoci ninhydrinu (pozitivni dlikaz pfitomnosti aminl => detekce zbytkového
piperazinu) a jédu (pozitivni dikaz pritomnosti pfipadnych nezadoucich organickych
fazi).

Frakce obsahujici vysledny produkt byly smichany do jedné bariky a odpareny
dosucha pomoci vakuové rotacni odparky. Odparek byl ndsledné rozpustén v malém
mnozstvi metanolu a vysrazen v minimalnim mnozstvi diethyletheru. Obsah bariky
byl umistén na noc do lednice, aby prekrystalizoval. Poté byl obsah bariky dosucha

zfiltrovan pres fritu S4. Vysledny produkt byl uchovavan v tmavé vialce.

5.4.3. Alkylace Rho-P (pfiprava Si@Rho-P)

Navazka 100 mg bezvodého, Zihaného uhli¢itanu draselného (K2COs) byla
umisténa do predem hydrofobizované 100ml trojhrdlé bariky, kterd byla vyzihana
kahanem. Banka byla profouknuta argonem a nasledné i s navazkou lehce prezihnuta
nad kahanem. Po vyzihani bylo do bariky umisténo magnetické michadlo a do bariky byl
zaveden proud argonu. Pod zpétnym proudem argonu byla do barky pfiddana navazka
25 mg pfipraveného piperazinového derivatu rhodaminu B (Rho-P). Obsah banky byl
i nadale profukovan argonem. Posléze bylo skrze septum argonem profouknutou
stfikackou pridano 2,5 ml suchého acetonitrilu. Obsah banky se nechal néjakou chvili
michat pod inertni atmosférou. Ndsledné bylo k reakéni smési pfidano skrze septum
pod zpétnym proudem argonu 40 pl (3-jodopropyl)trimethoxysilanu (JPTMS). Barnka byla
obalena do alobalu a jeji obsah se nechal michat pod inertni atmosférou za laboratorni
teploty pres noc.

Reakéni smés byla posléze skrze mikrobidlni filtr (porozita 0,22 um) prefiltrovana
do pfedem hydrofobizované, vyzihané a argonem profouknuté 100ml dvouhrdlé bariky.
Banka byla obalena alobalem a nechal se ji profukovat argon, dokud se vétsSina
rozpoustédla (suchy MeCN) neodparila. Poté byla reakéni smés vysrdzena suchym

Cerstvé predestilovanym diethyletherem. Nasledné byla reakéni smés profukovana
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inertnim plynem dosucha. K pevné fazi bylo pridano opét trochu suchého diethyletheru
a cely postup byl zopakovan celkem tfikrat.
Vysledny vysuSeny produkt Si@Rho-P (alkylovany piperazinovy derivat

rhodaminu B) byl nasledné poufZit k enkapsulaci s velkymi i malymi magnetickymi jadry.

5.4.4. Konjugace FITC s APS (ptiprava FITC@APS)

Aby reakce spravné probihala, muselo byt zajisténo dokonale bezvodé prostiedi.
Z tohoto dlivodu byl EtOH ucastnici se reakce predem susen podle postupu uvedeného
v literatufe.[4%!

K navdice pfriblizné 51 mg komercéniho fluorescein-5-isothiokyanatu (FITC, Cistota
> 90%) v50ml predem hydrofobizované a vyzihané slzové barice bylo umisténo
magnetické michadlo; barika byla uzaviena septem, skrz které byl zaveden proud dusiku.
Nasledné bylo k navazice skrze septum pfidano 10 ml suseného EtOH a na zavér bylo
pfidano jesté 27 ul 3-aminopropyltriethoxysilanu (APS). Barka byla obalena alobalem
a jeji obsah se nechal michat za laboratorni teploty po dobu 24 hod.

Ziskany produkt FITC@APS (konjugat fluoresceinu s APS) byl nasledné pouzit

k enkapsulaci s velkymi magnetickymi jadry.

5.4.5. Enkapsulace velkych jader do siliky s konjugaty Si@Rho-P a FITC@APS

Cely proces enkapsulace velkych magnetickych jader s fluorescenénim
konjugdtem (Si@Rho-P nebo FITC@APS) je slozen ze Ctyr krok(, které na sebe plynule
navazuji. V prvnim kroku dochazi k aktivaci vlastnich magnetickych jader a k jejich
nasledné stabilizaci pro vlastni enkapsulaci. V druhém kroku jsou stabilizovana jadra
enkapsulovana do prvni vrstvy siliky, ktera je obohacena o fluorescenéni konjugat. Poté
nasleduje druha enkapsulace, tentokrat do cisté siliky; dojde tak k prekryti prvni silikové
vrstvy s navazanym fluorescenénim konjugatem druhou silikovou vrstvou. Ta ma za ukol
zabranit nejen pripadnému uvolnovani a degradaci fluoroforu, ale také zvysit koloidni
stabilitu funkcionalizovanych castic ve vodé. Bez této druhé vrstvy by mohlo dojit
k agregaci nanocastic ve vodné suspenzi, degradaci samotné funckcionalizace, pfipadné
ke zvyseni toxicity v ramci navazujicich biologickych experimentl. Na zavér nanocastice
prochazeji nékolika promyvacimi cykly a frakcionaci (separace nanocastic o vhodné

velikosti).
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e Aktivace magnetickych jader a jejich stabilizace

K navaice 130 mg feritovych nanoddstic bylo ptfiddno 10 ml vychlazené
1M kyseliny dusi¢né. Smés byla sonikovana v ledem chlazené ultrazvukové Iazni po
dobu 15 min; nasledné byla smés odstfedéna (6 000 rpm/5 min). Po odstfedéni byl
odstranén supernatant a k pevné fazi bylo pridano 10 ml vychlazené 0,1M kyseliny
citronové. Smés byla sonikovdna v ledem chlazené ultrazvukové lazni po dobu
15 min; nasledné byla smés odstfedéna (6 000 rpm/5 min). Po odstfedéni byl
odstranén supernatant a pevna faze byla promyta 10 ml destilované vody. Smés byla
sonikovdna v ultrazvukové lazni a posléze odstfedéna (6 000 rpm/30 min).
Po odstranéni supernatantu byla pevna faze dispergovana v 10 ml destilované vody
a nasledné alkalizovana tfemi kapkami amoniaku. Smés byla sonikovana pomoci
ultrazvukové sondy (vykon 25%) po dobu 30 min; po celou dobu rozptylovani byla

alkalicka smés chlazena pomoci kadinky s ledem.

e Enkapsulace I (enkapsulace do siliky s fluorescencnim konjugdtem)

Do banky s enkapsula¢ni smési, jez obsahovala 300 ml ¢istého EtOH, 70 ml
destilované vody a 20 ml amoniaku byla pfikapana vySe zminénd smés
stabilizovanych nanocastic. Obsah barky byl po dobu 10 min sonikovan v UZ-lazni
temperované prostfednictvim externiho termostatu na teplotu 37°C a soucasné
michan pomoci zavedeného mechanického michadla. Po 10 minutdch bylo pfidano
780 ul TEOS a obsah banky byl nadale sonikovdn a michan pomoci mechanického
michadla. Na zavér bylo pridano nékolik mg alkylovaného fluorescencniho konjugatu
(15 mg Si@Rho-P nebo 10 mg FITC@APS), barka byla obalena alobalem a jeji obsah
byl nepretrzité sonikovan a mechanicky michan po dobu cca 20 hod. Po 20 hodinach
bylo ukonéeno mechanické michani i sonikace. Obsah bariky byl rozdélen do 50ml
plastovych  centrifugacnich  zkumavek, jejichz obsah byl odstfedén
(4 000 rpm/70 min), po odstfedéni byl odsan supernatant obsahujici nenavazané
fluorofory, zatimco pevna faze slouzila jako vychozi materidl pro navazujici

enkapsulaci.
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e Enkapsulace Il (enkapsulace do cisté siliky)

Pevna faze z predchoziho kroku byla pomoci 400 ml ¢istého EtOH kvantitativné
pfevedena do banky. Obsah bariky byl kratce sonikovan v UZ-lazni temperované
prostiednictvim externiho termostatu na teplotu 37°C a soucasné michan pomoci
zavedeného mechanického michadla. Nasledné bylo k rekéni smési pridano 64 ml
amoniaku. Obsah bariky byl i nadale sonikovan a mechanicky michan. Po 10 minutach
bylo k reakéni smési pridano jesté 580 ul TEOS, barnka byla obalena alobalem a jeji
obsah byl sonikovdn po dobu 4 hodiny, avsak mechanické michani bylo zavedeno po

celou dobu enkapsulace, ¢ili po dobu cca 20 hod.

e Promyvadni, prevedeni do vodné suspenze a frakcionace

Po 20 hodinach bylo zruseno mechanické michdani i sonikace. Obsah bariky byl
rozdélen do 50ml plastovych centrifugacnich zkumavek, jejichz obsah byl odstfedén
(6 000 rpm/40 min), po odstfedéni byl odstranén supernatant a k pevné fazi bylo poté
pfidano 30 ml cistého EtOH. Po rozptyleni byl obsah zkumavek opét odstfedén
(6 000 rpm/40 min). Celkem byly provedeny tfi promyvaci cykly v ¢istém EtOH. Po
poslednim EtOH cyklu bylo k pevné fazi prfidano 30 ml destilované vody. Po rozptyleni
byl obsah zkumavek odstfedén (6 000 rpom/40 min). Celkem byly provedeny tfi
promyvaci cykly v destilované vodé. Po poslednim promyvacim cyklu v destilované
vodé byla pevna faze dispergovana ve 45 ml destilované vody a vysledny produkt byl
zfrakcionovan v zavislosti na pozZadované velikosti nanocastic (bylo provedeno
nékolik zkusebnich frakcionaci pfi riznych rpm; od jednotlivych frakci byly pfipraveny
vzorky na TEM; podle vysledk(i z TEM bylo mozné urcit pfibliznou velikostni distribuci

nanocastic v jednotlivych frakcich).

5.4.6. Enkapsulace malych jader do siliky s konjugatem Si@Rho-P

Do 10ml banky byly ze zasobni lahve odebrany pfiblizné 3 ml petroletherové nebo
hexanové suspenze nanocastic. K nanocasticim bylo pfidano 60 ul olejové kyseliny
a 60 pl oleylaminu. Obsah bariky byl pomoci vakuové rotaéni odparky odparen dosucha.
Do 250ml dvouhrdlé bariky bylo odméfeno 55 ml cyklohexanu a 3 ml IGEPALu CO 520.
Banka byla zazatkovana a nasledné byla umisténa do UZ-1azné, kde byla sonikovana pfi

laboratorni teploté po dobu 30 minut. Odparek nanodastic byla pomoci 5 ml
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cyklohexanu kvantitativné preveden do dvouhrdlé banky s roztokem cyklohexanu
a IGEPALu CO 520. Nasledné byl ke smési pfidan roztok 3 mg fluorescenéniho konjugatu
Si@Rho-P ve 300 pl destilované vody. Obsah bariky byl jesté chvili sonikovan v UZ-1azni.
Nasledné byla banka obalena alobalem a jeji obsah byl ddle michan pomoci
mechanického michadla (za RT). Po 15 minutich bylo ke smési pfidano jesté
1 400 ul TEOS, na zavér bylo prfidano jesté 150 ul amoniaku. Obsah bariky byl michdn

pfes noc pomoci mechanického michadla (za RT).

e Promyvani, prevedeni do vodné suspenze a frakcionace

Z dvouhrdlé bariky bylo odebrano 30 ml meziproduktu do 50ml plastové
centrifugacni zkumavky. Nanocastice byly vysrdzeny 10 ml cistého EtOH. Obsah
zkumavky byl zcentrifugovan (1 500 rpm/5 min). Po stoceni byl odstranén supernatant
a k nanocasticim bylo pfidano 40 ml petroletheru. Obsah zkumavky byl rozptylen
v ultrazvukové lazni a nasledné zcentrifugovan (1 500 rpm/5 min). Po stoceni byl
odstranén supernatant. Celkem byly provedeny tfi promyvaci cykly v petroletheru.
V dalsi promyvaci fazi bylo k nanocasticim pridano 40 ml ¢istého EtOH. Obsah zkumavky
byl rozptylen v UZ-lazni a nasledné odstfedén (7 500 rpm/40 min). Po stoceni byl
odstranén supernatant. Celkem byly provedeny tti promyvaci cykly v ¢istém ethanolu.
V nasledujici promyvaci fazi bylo k nanocasticim pfidano 40 ml destilované vody. Obsah
zkumavky byl rozptylen v UZ-lazni a nasledné odstfedén (7 500 rpm/40 min). Po stoceni
byl odstranén supernatant. Celkem byly provedeny tfi promyvaci cykly v destilované
vodé. Na zavér bylo k nanocasticim pfidano 45 ml destilované vody. Obsah zkumavky
byl rozptylen v UZ-lazni a ndsledné byl zcentrifugovan resp. zfrakcionovan

(2 000 rpm/15 min). Vysledny supernatant byl oddélen jako finalni produkt.
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6. BIOLOGICKE EXPERIMENTY

Biologické experimenty byly provadény ve spolupraci s kolektivem Laboratore

bunécné imunologie Katedry bunécné biologie (PFF UK).

6.1. Testy viability

Testy viability byly opakované provedeny na suspenznich bunécénych liniich
COLO-320 (linie odvozena od adenokarcinomu tlustého streva), HI-60 (linie odvozena od
akutni promyelocytdrni leukemie) a Jurkat (imortalizované T-lymfocyty). Buriky byly
kultivovany v 50ml plastovych centrifugacnich zkumavkach. Pfed jejich pouzitim byl
obsah zkumavek odstfedén na centrifuze Universal 16 R, Hettich Zentrifugen
(1260 rpm/3 min). Médium bylo odstranéno, a k peletkdm bunék bylo pfidano 25 ml
¢erstvého média RPMI-COLO (v pfipadé bunék COLO-320) nebo RPMI-JURKAT (v ptipadé
bunék HL-60 a JURKAT), a obsah zkumavek byl resuspendovan. Ndsledné byl pomoci
automatické pipety obsah zkumavek rozpipetovdn po 1 ml do 24jamkovych
mikrotitracnich desticek. Poté, co byly vSechny typy bunék nasazené na 24jamkovych
destickach, byly k burikdm pfidany nanocastice podle schématu (viz obr. 6). Buriky byly
s nanocasticemi inkubovany po dobu 48 hodin v termostatu (37°C, 5% atmosféra CO3).

Po 24 hodinach byla provedena vizualni kontrola kultivovanych bunék pod
svételnym mikroskopem. V jednotlivych jamkach byla pozorovdana pomérné velka
mnozstvi ¢astecné prisedlych bunék, nebyly pozorovany zadné vétsi dhyny bunék.

Po 48hodinové inkubaci byl obsah mikrotitraénich 24jamkovych desti¢ek
resuspendovan a z kazdé jamky bylo pomoci automatické pipety odebrano 400 pl
bunécné suspenze do 96jamkové desticky (viz obr. 7). Poté byla desticka prelepena foélii
a zcentrifugovana (1393 rpm/3 min). Po stoceni byl supernatant odstranén a k peletkam
bylo pfiddno 200 pl pfedem pfipravené smési HBSS (Hanks’ Balanced Salt solution)
s barvivem Hoechst 33258 (16 ml HBSS + 10 mg/ml).

Poté byl obsah desticky resuspendovan. Takto pfipravené vzorky byly zméfeny
na pratokovém cytometru. Viabilita byla pocitana v procentech, a to jako podil Zivych

bunék z celkového poctu viech zmérenych bunék (Zivych i mrtvych).
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24jamkova desticka
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Obr. 6: Schéma pridavku nanocastic do jednotlivych jamek 24jamkovych mikrotitracnich desticek
s burikami Colo-320, HI-60 a Jurkat.

LEGENDA:

m= VC - CoZnFe 292.10 v 1xPBS (c = 0,04 mg magnetickych jader/ml suspenze nanocastic)
[ =VZ-CoZnFe 292.14 v 1xPBS (c = 0,04 mg magnetickych jader/ml suspenze nanocastic)
[ = MC - TCZF 140.21 v 1xPBS (c = 0,04 mg magnetickych jader/ml suspenze nanoéastic)
10 = na 1 ml média bylo pouZito 10 pl nanoéastic (VE/MC/VZ) + 0 ul 1xPBS

5 = na 1 ml média bylo pouZito 5 ul nano¢astic (VC/MC/VZ) + 5 pl 1xPBS

2 = na 1 ml média byly pouzity 2 pl nano&astic (VC/MC/VZ) + 8 ul 1xPBS

1 =na 1 ml média byl pouit 1 pl nano&astic (VE/MC/VZ) + 9 pl 1xPBS

0,5 = na 1 ml média bylo pouZito 0,5 pl nano&astic (VC/MC/VZ) + 9,5 ul 1xPBS

S = supernatant; na 1 ml média bylo pouzito 10 pl supernatantu po odstiedéni suspenze nanoddstic
(V&/MCE/VZ)

K = kontrola; na 1 ml média bylo pouZito 10 pl 1xPBS

NK = negativni kontrola (bez ptidavku jakychkoli latek)
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96jamkova desticka
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Obr. 7: Schéma rozmisténi vzork( bunék inkubovanych s nanocasticemi v 96jamkové mikrotitraéni
desti¢ce pro méreni na pritokovém cytometru.

LEGENDA:

= VC - CoZnFe 292.10 v 1xPBS (c = 0,04 mg magnetickych jader/ml suspenze nano&astic)
[71=VZ - CoZnFe 292.14 v 1xPBS (c = 0,04 mg magnetickych jader/ml suspenze nano¢astic)
= MC - TCZF 140.21 v 1xPBS (c = 0,04 mg magnetickych jader/ml suspenze nanoéastic)
10 = na 1 ml média bylo pouZito 10 pl nano&astic (VC/MC/VZ) + 0 ul 1xPBS

5 = na 1 ml média bylo pouZito 5 ul nano¢astic (VC/MC/VZ) + 5 pl 1xPBS

2 = na 1 ml média byly pouzity 2 pl nano&astic (VC/MC/VZ) + 8 ul 1xPBS

1 =na 1 ml média byl pouZit 1 pl nano&astic (VC/MC/VZ) + 9 pl 1xPBS

0,5 = na 1 ml média bylo poufito 0,5 pl nanoéastic (VE/MC/VZ) + 9,5 ul 1xPBS

S = supernatant; na 1 ml média bylo pouZito 10 pl supernatantu po odstfedéni suspenze nanocdstic
(VE/MCE/VZ)

K = kontrola; na 1 ml média bylo pouZito 10 ul 1xPBS

NK = negativni kontrola (bez ptidavku jakychkoli latek)
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6.2. Fluorescencni mikroskopie

Priprava sklicek pro fluorescencni mikroskop

Jednotlivé bunécné typy byly kultivovdany na sklickdch v 24jamkovych
mikrotitracnich desti¢ckach. Do kazdé jamky 24jamkové desticky bylo na 1 ml média
pfidano 100 ul pfislusné suspenze nanocastic (TCZF 140.21, CoZnFe 292.10 nebo
CoZnFe 292.14) o koncentraci 0,6 mmol/l. Bunky byly s nanocasticemi inkubovany
v termostatu (37°C, 5% atmosféra CO;) po dobu 24 hodin.

Po 24 hodinach byla sklicka s kulturami bunék prendana do 24jamkové
mikrotitracni desticky s 3,8% formaldehydem. Buriky ve formaldehydu byly fixovany
v termostatu (37°C, 5% atmosféra CO;) po dobu dvou hodin. Nasledné byla sklicka
oplachnuta 1x PBS (3 cykly po 5 minutach). Poté byla sklicka pomoci kapky Mowiolu
s DAPI namontovana na podloZni skla. Ztakto pfipravenych vzork( byly nasledné

pofizeny snimky na fluorescenénim mikroskopu.

PFiprava vzorku pro fluorescencni binolupu

Hela bunky byly kultivovany v 6jamkovych mikrotitraénich desti¢kach. Do kazdé
jamky 6jamkové desticky bylo pfidano 100 ul suspenze nanocastic (TCZF 140.21 nebo
CoZnFe 292.10) na 1 ml média. Buriky byly s nanocasticemi inkubovany v termostatu
(37°C, 5% atmosféra CO2) po dobu 48 hodin.

Po 24 hodinach byla provedena vizualni kontrola bunék pod svételnym
mikroskopem. Po 48hodinové inkubaci byly mikrotitraéni desti¢ky vyjmuty z termostatu
a umistény na led. Z jamek bylo odsato médium (obsahujici mrtvé bunky)
do mikrozkumavek eppendorf taktéz umisténych na ledé. Povrch jednotlivych jamek byl
oplachnut fosfatovym pufrem. Poté bylo do kazdé z jamek 6jamkovych destic¢ek pfidano
720 pl PBS a 80 pl trypsinu. Desti¢ky byly umistény na 3 minuty do termostatu (37°C, 5%
atmosféra COy). U¢inek trypsinu byl poté ovéfen pomoci svételného mikroskopu (buriky
se zaoblily a pustily se dna jamek, tedy volné plavaly v médiu). Obsah mikrozkumavek
s mrtvymi burikami byl resuspendovan a nasledné prenesen pipetou zpét do 6jamkovych
desticek, ¢imz doslo k zastaveni ucinku trypsinu. Poté bylo médium s uvolnénymi
burikami po ¢astech preneseno pipetou do mikrozkumavek eppendorf, jejichz obsah byl

nasledné odstfedén (600 rpm/2 min) na mikrocentrifuze MiniSpin Plus (Eppendorf).
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Po odstfedéni byl odstranén supernatant a k peletkdm bunék bylo pfidano dalsi
mnozstvi média s uvolnénymi bunikami. Cely postup byl opakovan do té doby, dokud
nebyly vSechny buriky premistény z jamek mikrotitraénich desticek do mikrozkumavek.
Po poslednim odstfedéni (600 rpm/2 min) byl odstranén supernatant a k peletkdam byl
pfidan 1 ml 3,8% formaldehydu. Obsah mikrozkumavek byl resuspendovan a nasledné
fixovan v termostatu (37°C, 5% atmosféra CO2) po dobu dvou hodin. Poté byly peletky
bunék v mikrozkumavkdach oplachnuty 1x PBS (3 cykly po 5 minutach). Z vyslednych

peletek HelLa bunék byly potizeny snimky na fluorescencni binolupé.

6.3. Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI)

Ke kultufe adherentnich HelLa bunék v 6jamkovych mikrotitracnich desti¢kach bylo
pfiddno 100 pl nanocastic na 1 ml média podle schématu na obrazku 8. Bunky byly
s nanocasticemi kultivovany po dobu 48 hodin v termostatu (37°C, 5% atmosféra CO,).

Po 24 hodinach byla provedena vizudlni kontrola bunék pod svételnym
mikroskopem. Po 48hodinové inkubaci byly mikrotitraéni desticky umistény na led.
Z jamek bylo odsato médium (obsahujici mrtvé buriky) do mikrozkumavek eppendorf
taktéZz umisténych na ledé. Povrch jednotlivych jamek byl oplachnut fosfatovym pufrem
(PBS). Poté bylo do kazdé jamky obou 6jamkovych destic¢ek pfidano 720 pl PBS a 80 pl
trypsinu. Destic¢ky byly umistény na 3 minuty do termostatu (37°C, 5% atmosféra CO»).
Ucinek trypsinu byl poté ovéfen pomoci svételného mikroskopu (buriky se zaoblily
a pustily se dna jamek, tedy volné plavaly v médiu). Obsah mikrozkumavek s mrtvymi
bunkami byl resuspendovan a nasledné prenes pipetou zpét do 6jamkovych desticek,
¢imz doslo k zastaveni ucinku trypsinu. Poté bylo médium s uvolnénymi burikami
po ¢astech preneseno pipetou do mikrozkumavek eppendorf, jejichZ obsah byl nasledné
odstfedén (600 rpom/2 min) na mikrocentrifuze MiniSpin Plus (Eppendorf).
Po odstfedéni byl odstranén supernatant a k peletkdm bunék bylo pfidano dalsi
mnoZstvi média s uvolnénymi burikami. Cely postup byl opakovan do té doby, dokud
nebyly vSechny buriky premistény z jamek mikrotitraénich desticek do mikrozkumavek.
Po poslednim odstfedéni (600 rpm/2 min) byl odstranén supernatant a k peletkam byl
pridan 1 ml PBS. Obsah mikrozkumavek byl resuspendovan, odstfedén (600 rpm/2 min)

a posléze bylo odstranéno médium. K peletkdm Hela bunék byl pfidan 1 ml
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3,8% formaldehydu (zfedéno v PBS), obsah mikrozkumavek byl resuspendovan
a nasledné fixovan po dobu 20 min v termostatu pfi teploté 37°C. Po fixaci byl obsah
mikrozkumavek odstfedén (600 rpm/2 min), nasledovaly 3 cykly promyvani v PBS.
Po poslednim promyti byl k peletkdm bunék pfidan 1 ml 15mM chloridu amonného
(zfedéno v PBS). Poté opét nasledovaly 3 cykly promyvani v PBS.

Nasledné byly ptipraveny Cctyri kratSi sklenéné kapilary (naldmané kapilary
do bodotavku, jejichz jeden konec byl zataven, aby vytvofil dno). K peletkdm
zafixovanych Hela bunék bylo pfidano malé mnoistvi destilované vody, obsah
mikrozkumavek byl resuspendovan a nasledné pomoci injekcni strikacky premistén do
sklenénych kapilar. Sklené kapilary byly umistény do mikrozkumavek a jejich obsah byl
nasledné odstfedén (1300 rpm/3 min). Supernatant byl odtazen pomoci strikacky
a nasledné byla do kapilar pridana dalsi varka bunék. Cely postup se opakoval, dokud
v kapilarach nebyl patrny nékolik mm vysoky sloupec odstfedénych bunék. Kapilary byly
po naplnéni bunkami zataveny.

Takto pftipravené kapilary byly umistény do malé Petriho misky, a zality
5% Zelatinou. Po ztuhnuti Zelatiny byly pomoci experimentdlniho MRI (IKEM) ovéreny

kontrastni vlastnosti nanocastic uvnitf zafixovanych bunék.
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2 Sesti-jamkové desticky

B A A B

1 LSMO K

2 LSMO K

3 LSMO K

Obr. 8: Schéma pridavku nanocastic do jednotlivych jamek Sestijamkovych mikrotitracnich desticek s Hela
burikami

LEGENDA:

VC - CoZnFe 292.10 v 1xPBS (c = 0,04 mg magnetickych jader/ml suspenze nanoéastic)

MC — TCZF 140.21 v 1xPBS (c = 0,04 mg magnetickych jader/ml suspenze nanodastic)

LSMO —MK-187-24 v 1xPBS (vodna suspenze perovskitovych nanocastic o sloZeni Lao.ssSro3zMnOs,
enkapsulovanych do kiemicitého obalu se zabudovanym piperazinovym derivatem rhodaminu B,
poskytnutd Michalem Kacenkou pro srovnani Tz kontrastu na MRI)

K = negativni kontrola
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

7.1. Priprava feritovych jader a jejich zakladni vlastnosti

V  rdmci diplomové prace byly pomoci
koprecipitace a termalni dekompozice pfipraveny
magnetické nanoclastice zinkem dopovaného
kobaltnatého feritu, presnéji feceno nanocastice
spinelové faze obecného slozeni Co,Zn,Fe;_,_,0,.
Praskova rentgenova difrakéni analyza ukazala,
Ze pripravené vzorky jsou jednofdzové a jejich
struktura odpovida strukture spinelovych ferit(
s prostorovou grupou Fd3m. Ptiklady difraktogramd
jsou uvedeny v grafu 1 pro jeden vzorek pfipraveny
koprecipitaci (CoZnFe 292) a pro jeden vzorek
pfipraveny termalni dekompozici (TCZF 140),
pficemz mfrizkovy parametr a jejich kubické
struktury je uveden v tabulce 1. Z namérenych

difraktograml je zfejmé, Ze dochazi k rozsiteni

Obr. 9: Hexanova suspenze nanocastic
zinkem dopovaného kobaltnatého
feritu, jeden z produktd pfipravenych
termalni dekompozici.

difrakcnich car, a to vlivem malé velikosti krystalitd, resp. malé velikosti koherentné

difraktujicich domén.l*% Na zakladé tohoto rozsifeni byla pomoci Rietveldovy analyzy

urcena stredni velikost krystalit( dxrp, viz tabulka 1.

Tab. 1: Prehled zakladnich vlastnosti dvou vybranych vzorkd feritovych jader pfipravenych koprecipitaci
a termalni dekompozici; dxro je stfedni velikost krystalitd uréena z rozsiteni difrakénich linii, a je mfizkovy

parametr kubické burky.

Vzorek CoZnFe 292 TCZF 140

Pfriprava koprecipitace termalni dekompozice

Slozeni Coo,40ZNno,60F€204 Coo,33ZNn0,12F€2.5504

a[A] 8,4176(5) 8,3797(6)
dxro [nm] 36 13
. tésné klastry tvorfené nékolika | monokrystalické ¢astice pfiblizné
Morfologie e . .
krystality, Siroka distribuce tvart kulového tvaru
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Zakladni vlastnosti jednotlivych produktl, zejména velikost c¢astic, se liSily
v zavislosti na zvolené metodé pripravy. Koprecipitace slouzila pro pfipravu velkych
magnetickych jader, zatimco metoda termalni dekompozice byla vhodna pro pfipravu
malych magnetickych jader. Studium pomoci transmisni elektronové mikroskopie
ukadzalo, Ze produkty jednotlivych metod se lisily nejen velikosti krystalitd,
ale i morfologii ¢astic a tvorbou klastri. Dllezitym rozdilem v obou metodach bylo
i fizeni chemického sloZeni produktu. Zatimco chemické sloZeni feritu ziskaného
koprecipitaci jiz z principu metody odpovidalo vychozimu poméru kovu v reaktantech,
u nanocastic z termdlni dekompozice bylo nutné presné sloZeni produktu teprve
stanovit pomoci XRF analyzy. Pfehledné srovnani obou metod pfipravy je ukdzano na
vlastnostech jiz vySe zminovanych vzork(li CoZnFe 292 a TCZF 140 v tabulce 1

a podrobnéjsi diskuse je dale.

Graf 1: Praskové rentgenové difraktogramy dvou vybranych vzorkl CoyZn:Fes-:0a: produkt CoZnFe 292
byl pfipraven koprecipitaci a produkt TCZF 140 termalni dekompozici. Experimentdini data (exp.) jsou
proloZzena vypocitanym difraktogramem (fit) ziskanym Rietveldovou metodou. Modré svislice ukazuji
difrakce spinelové faze o symetrii Fd3m s danymi miizkovymi parametry.

600 - -

400 - » exp.

] —fit
TCZF 140

Intenzita [a.u.]
N
o &

600 - .
1 exp. ]

400 - — fit .

200 - CoZnFe 292

206 [ded]

Typickym produktem koprecipitace je jednofdzovy produkt Ccistého feritu
s pomérné velkou stredni velikosti ¢astic, jejichz povrch neni nijak chemicky

modifikovany. Samotné ¢astice maji charakter klastr(i a jsou sloZzeny z nékolika navzajem
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pospojovanych krystalit(. Stredni velikost krystalitl se pohybuje mezi 20 nm az 40 nm,
a to v zdvislosti na teploté Zihani a mechanickém zpracovani (zavislost na teploté Zihani
je popsdna v literatufel®¥). Pfi mechanickém zpracovani dochézi obecné k poklesu
stfedni velikosti ¢astic. Produkty koprecipitace vykazuji obecné ponékud vétsi velikostni
distribuci a morfologickou variabilitu. Takovou rGznorodost Ize do jisté miry potlacit

frakcionaci koloidné stabilnich suspenzi po vhodné povrchové modifikaci.

A) CoZnFe 292.10 ;
—— —

B) CoZnFe 292.14 ’

D) TCZF 140.21

Obr. 10: Ukazka snimk( z TEM. Obréazky A) a C) prezentuji nanocastice pripravené koprecipitaci obalené
vsilice se zabudovanym derivatem rhodaminu B. Obrazek B) prezentuje nanocastice pripravené
koprecipitaci obalené vsilice se zabudovanym fluoresceinem. Obrazek D) prezentuje nanocastice
pfipravené termalni dekompozici obalené v silice se zabudovanym derivatem rhodaminu B. Magneticka
jadra nanocastic na obrazcich A), B) a C) jsou v porovnani s magnetickymi jadry nanocéstic na obrazku D)
vyrazné vétsi a morfologicky mnohem variabilnéjsi. Jadra téchto nanocastic maji vzhled klastrt, které jsou
tvoreny nékolika krystalky feritu, zatimco magneticka jadra nanocastic na obrazku D) jsou tvoreny
jednotlivymi krystality feritu.
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Naproti tomu typickym produktem termalni dekompozice jsou mala jadra tvorena
jednotlivymi krystality, jeZ jsou stabilizovana prostfednictvim surfaktant(i navazanych na
jejich povrchu (olejova kyselina a oleylamin). Takové castice vytvareji stabilni suspenze
v nepolarnich organickych rozpoustédlech (viz obr. 9). Stfedni velikost krystalitl se
pohybuje v zavislosti na zvoleném postupu mezi 10 nm az 20 nm. Produkty termalni
dekompozice vykazuji velmi uUzkou velikostni distribuci a nizkou morfologickou
variabilitu. Chemické slozeni produktu termalni dekompozice vsak nemusi odpovidat
stechiometrickému poméru kov(i v reaktantech. Konkrétné u pfipraveného vzorku
TCZF 140 bylo skutecné sloZzeni produktu Coo33Zno,12Fe2.5504, i kdyZz pomér Co : Zn : Fe
ve vychozi smési ¢inil 0,4 : 0,6 : 2.

Vyse uvedené rozdily ve velikosti a morfologii ¢astic pripravenych koprecipitaci
a termalni dekompozici jsou velmi dobre patrné na snimcich pofizenych transmisni
elektronovou mikroskopii (viz obr. 10), kde jsou pro vétsi nazornost ukdzany obalené
produkty, u kterych je potlatena agregace jader, coz usnadnuje hodnoceni jejich
velikosti i morfologie. Dodejme, Ze snimky ukazuji hlavni produkty, jeZ byly pfipraveny a
dale pouzivany v ramci této diplomové prace pro dalsi charakterizace, studium relaxivity

a biologické experimenty.

7.2. Stabilizace feritovych nanocastic ve vodné suspenzi

Vlastni magnetickd jadra, ziskana koprecipitaci ¢i termalni dekompozici, nelze
vzhledem k jejich vlastnostem pfimo pouzit pro navazujici biologické experimenty
na bunécnych kulturach. Z toho dlvodu byly zkoumany rizné zplisoby povrchovych
Uprav, které by primarné zajistily stabilitu nanocastic ve vodné fazi, ale souéasné by
zajistily také ochranu bunék pfed pfipadnym uvolfiovanim kovovych iontl (Zn?*, Co?*
¢i Fe3*) z jader, jeZ jsou pro buriky toxické.

Urcity problém predstavuji zejména nanocastice pripravené termalni dekompozici,
které maji na svém povrchu navazané surfaktantd, a to konkrétné olejovou kyselinu
a oleylamin, jez byly pouzity vsamotné pripravé. Tyto surfaktanty tvofi tenkou
hydrofobni vrstvicku, diky niz jsou jadra stabilni v organické fazi. Zpocéatku se jako
optimalni feSeni vedouci ke stabilni vodné suspenzi nanocastic zdalo pouziti takzvané

ligandové vymény surfaktantl. Nahrada surfaktantli za vhodny ligand, v nasem pripadé
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konkrétné za hydrofilni meso-2,3-dimerkaptojantarovou kyselinu (DMSA) umoznuje
stabilizaci jader ve vodné fazi.[*3]
Vramci experimentalni prace bylo
testovano nékolik postupl, aby se s co ‘ r 1
POSTIRE, Y a | er -y

nejlepsim vysledkem ziskaly ¢astice hydrofilni
a koloidné stabilni ve vodnych suspensich.
Nicméné tato povrchovd Uprava se
z dlouhodobého hlediska ukdzala jako
neperspektivni. S ohledem na biologické
experimenty bylo totiz pH vodnych suspenzi
ziskanych ligandovou vyménou upravovano

na hodnotu blizkou hodnoté fyziologického

pH. Takto upravené vodné suspenze véak  Obr. 11: Ukdzka vodnych suspenzi nanocastic,
jejichz  povrch byl upraven ligandovou

zpravidla nevydrzely byt koloidné stabilni  vyménou. Zkumavka vlevo reprezentuije stabilni

i . , i . . suspenzi nanocdstic. Naproti tomu zbylé dvé
déle nez 14 dni. Po této dobé doslo k agregaci zkumavky reprezentuji suspenze, u nich?
po nékolika dnech doslo k destabilizaci
a k ndsledné sedimentaci nanocastic na dno
zkumavek.

nanocastic a ke kompletni sedimentaci na
dno zkumavek (viz obr. 11).

Z tohoto dlvodu bylo od ligandové vymeény upusténo a dalsi kroky ve studiu
multimodalnich nanocastic smérovaly k povrchové Upravé magnetickych jader pomoci
enkapsulace do amorfniho hydratovaného oxidu kiemicitého (siliky). Tento typ
povrchové Upravy byl jiz dfive Uspésné vyuZit napriklad pro nanocastice Lai-xSrxMnOs
se strukturou perovskitul®> 461 Na zdkladé téchto vysledk( byl pfedpokladan uspéch
enkapsulace do kifemicitého obalu také u jader spinelového typu. Mezi vyhody plynouci
z tohoto typu obalového materidlu bezesporu patfi dlouhodoby efekt stabilizace
nanocastic ve vodné fazi (pfi hodnotach fyziologického pH), biologicky inertni charakter
obalu a jeho snadnd kovalentni modifikace napfiklad pomoci fluorescentnich molekul.
Nanocastice zinkem dopovaného kobaltnatého feritu enkapsulované do siliky
vykazovaly stabilitu ve vodné fazi po dlouhé mésice, coz bylo mozné pozorovat jednak
vizualné (nanocastice byly ve vznosu, nikoli sedimentované na dné) ale také pomoci

méreni dynamického rozptylu svétla (DLS), viz graf 2.
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Graf 2: Distribuce hydrodynamické velikosti fluorescenéné znadenych nanocastic zmérena v rizné dobé
od jejich pfipravy. Z grafli je patrné, Ze jednotlivé suspenze zUstavaji koloidné stabilni a soucasné je u nich
zachovana distribuce hydrodynamické velikosti. Pfipadna destabilizace by se projevila rozstépenim piku
a posunem distribuce kvétsim polomérim, event. neopakovatelnosti DLS mérfeni. Produkty:
CoZnFe 292.10 a MCZF-081-9 (nanocastice pfipravené koprecipitaci obalené v silice se zabudovanym
fluorescencnim derivatem rhodaminu B); CoZnFe 292.14 (nanocastice pripravené koprecipitaci obalené
v silice se zabudovanym fluoresceinem); TCZF 140.21 (nanocastice pfipravené termalni dekompozici
obalené v silice se zabudovanym derivatem rhodaminu B).
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Z hlediska pouZiti nanocastic v biologickych experimentech by bylo zajimavé
sledovat z dlouhodobého méfitka stabilitu téchto nanocastic v bézné pouzivanych

médiich, viz napfiklad vysledky uvedené v praci.?
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7.3. Feritové nanocastice obalené fluorescentné znacenou silikou

Zvladnuti syntézy magnetickych jader

a jejich obalovani silikou dovolilo pfistoupit
k dalSimu syntetickému kroku, a to k zabudovani
fluorescenéni sondy do kfemicitého obalu.
fluoroforu moznosti

Zabudovani rozsifuje

pouziti  takto  pfipravenych  nanocastic,

predeviim pak umoznuje jejich sledovani
v Zivych systémech. Jak jiz bylo zminéno dfive,
silikové

fluorescentni obaly byly obecné

pfipravovany jako dvouvrstevné, kdy prvni
vrstva obsahovala fluorofor, zatimco druha
ochrannad vrstva byla tvorena Cistou silikou (tato
architektura je podrobné popsana v praci®3).

V ramci diplomové prace byly pfipraveny
a dale studovany nasledujici suspenze
nanocastic s témito pracovnimi nazvy: MCZF-
081-9 a CoZnFe 292.10 (VC neboli velké ¢ervené

nanocastice), coz jsou nanocdstice s velkymi

Obr.

12: Nanocastice stabilizované ve
vodné suspenzi obsahujici ve svém vnéjsim
obalu néktery z fluorofor(. Z leva suspenze
TCZF 140.21 (MC), CoZnFe 292.14 (VZ)
a CozZnFe292.10 (VC). Koncentrace
pfipravenych suspenzi nanocastic: 0,04 mg
magnetickych jader na 1 ml suspenze.

magnetickymi jadry pripravenymi

koprecipitaci, kterd jsou obalend v silice se zabudovanym piperazinovym derivatem

rhodaminu B. CoZnFe 292.14 (VZ neboli velké zelené nanodastice) jsou nanocastice

s velkymi magnetickymi jadry pripravenymi koprecipitaci, ktera jsou obalend v silice

se zabudovanym fluoresceinem. TCZF 140.21 (MC neboli malé éervené nanodastice) jsou

nanocastice s malymi magnetickymi jadry pfipravenymi termalni dekompozici, kterd

jsou obalena v silice se zabudovanym piperazinovym derivdtem rhodaminu B. Zakladni

vlastnosti jednotlivych vzork( jsou uvedeny v tabulce 2, po nizZ nasleduje kratké shrnuti.
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Tab. 2: Pfehled zakladnich vlastnosti suspenzi nanocastic, které byly dale pouZzity v dalSim studiu: disiika) je
tloustka silikové vrstvy dle TEM a r(ows) je hydrodynamicky polomér uréeny DLS.

Pouf?ité zkratky a symboly: VC (velké ¢ervené nanoéastice), VZ (velké zelené nanodastice), MC (malé éervené
nanocastice), CZF (sloZeni jadra, kde C je kobalt, Z je zinek a F je Zelezo), @si (kifemicity obal), @si-Rho
(kfemicity obal se zabudovanym piperazinovym derivatem rhodaminu B) a @si-F (kfemicity obal

se zabudovanym fluoresceinem).

NZLILSOI)(‘?ESZTEIC CoZnFe "292.10 CoZnFe 292.14 MCZF-981-9 TCZF 11-0.21
(znaceni) (ve) (vz) (VC) (mC)
Slozeni jader Coo,40ZNno,60F€204 Coo,40ZNno,60F€204 Coo,50ZNn0,50F €204 Coo,33ZNn0,12F€2,5504
Typ obalu CZF@si-Rho@si CZF@si-F@si CZF@si-Rho@si CZF@si-Rho@si
disiika) [nm] 45 25 30 13
ripts) [nm] 120 110 110 55

Vsechny obalené produkty byly koloidné stabilni ve vodé (viz vySe) a strfedni
hodnota jejich hydrodynamického poloméru se v pfipadé ¢astic s koprecipitaénimi jadry
pohybuje kolem 110 nm aZ 120 nm, zatimco u ¢astic s jadry z termdlni dekompozice
je zhruba polovi¢ni. Transmisni elektronové snimky téchto produktll jsou ukdzany
na obr. 10. Obecné lze fici, Ze mikroskopie ukazala pomérné Sirokou distribuci velikosti
u produktl s koprecipita¢nimi jadry a uUzkou distribuci u produktu s jadry z termalni
dekompozice, coz odrazi charakter vlastnich jader. Samotna silikova vrstva tvofi ve vSech
pripadech souvisly obal s hladkym povrchem.

K velikosti nanocastic dodejme jesté, Zze hydrodynamickou velikost neni snadné
pfimo srovnavat s velikosti ¢astic dle TEM, protoZze hydrodynamicka velikost je uréena
z pohybu castic ve vodé, a tak zahrnuje i vrstvicku vody vazanou na castice, ktera
se snimi pohybuje. Kromé toho se vDLS muZe uplatnit i vicenasobny rozptyl.
Hydrodynamicka velikost ¢astic je proto typicky vzdy vétsi.

Nanocastice Co-Zn feritu pripravené koprecipitaci, ale i produkty termalni
dekompozice, maji obecné hnédo-¢ernou barvu. Podobné optické vlastnosti vykazuji
také suspenze téchto nanocastic, jejichz povrch byl upraven ligandovou vyménou
(viz obr. 11) nebo je pokryt silikou. Odstin této barvy zavisi predevsim na velikosti ¢astic.
Zcela odlisné vizualni vlastnosti pak vykazuji suspenze nanocastic, do jejichz kiremicitého
obalu byla zabudovana fluorescencni sonda. Nanocastice, do jejichz kfemicitého obalu

byl zabudovan piperazinovy derivat rhodaminu B, maji obecné rlZovou barvu.

67



Nanocastice, jejichz jadra byla pfipravena koprecipitaci, a do jejichz kfemicitého obalu

byl zabudovan fluorescein, maji zelenohnédou barvu (viz obr. 12).

7.4. Testy viability

NejenZe nanoclastice obalené vrstvou siliky vykazuji dlouhodobou stabilitu
ve vodné fazi, ale jsou mimo jiné také velmi biokompatibilni. Vyhodou takto povrchové
upravenych nanocastic je fakt, Ze oxid kfemicity je pomérné inertni sloucenina, ktera
podléha korozi (naleptani/rozpousténi) pouze v silné alkalickém prostredi.

Volné kovové ionty s vyjimkou biogennich prvkl a rozliéné fluorescencni sondy
jsou pro bunky vétSinou vysoce toxické. Typické fluorofory jsou komplexni organické
latky, které ve své struktufe obsahuji kondenzovand aromaticka jadra, na néz jsou
navazany specifické funkéni skupiny. Tyto latky jsou vétSinou citlivé a reaktivni a velmi
snadno degraduji. Hrozi zde redlné riziko, Ze by v pfipadé inkubace nanocastic s burikami
mohlo dochazet k vymyvani zabudovaného fluoroforu do bunécného média a také
k degradaci fluoroforu navazaného na povrchu ¢astic. Souc¢asné by hydrofébni molekuly
fluoroforu negativné ovliviiovaly koloidni stabilitu nanodastic ve vodném prostredi.
Z tohoto dlavodu byla zvolena strategie dvojitého obalovani nanocastic do siliky. Prvni
vrstva kfemicitého obalu chrani bunky pred pfipadnym uvoliovanim kovovych iontl
z vlastnich magnetickych jader a obsahuje kovalentné navdazané fluorescentni molekuly,
zatimco druha vrstva kfemicitého obalu chrani bunky pred vymyvanim zabudovanych
molekul fluoroforu. Na zakladé vySe zminénych vlastnosti oxidu kifemicitého byla
ocekdavdana nizka mira toxicity u bunécnych kultur inkubovanych s nanocdsticemi s timto
typem povrchové Upravy. Vysledky testl viability prezentujici miru toxicity
fluorescenéné znacenych produktl nanodastic (CoZnFe 292.10, CoZnFe 292.14
a TCZF 140.21) na rGzné linie suspenznich bunék (Jurkat, HL-60 a COLO-320) ukazuji
grafy 3,4 ab5.

Z grafll je mozné usoudit, Ze pripravené fluorescenéni nanocdstice vykazuji nizkou
miru toxicity. Procenta preZivSich bunék inkubovanych pfi rlznych koncentracich
nanocdstic se vyrazné nelisi vzhledem k procentim prezivSich bunék vramci
kontrolnich skupin. Viabilita bunécnych linii Jurkat a HL-60 se pohybuje vyrazné nad
hranici 70 % u bunék inkubovanych s nanocasticemi véetné bunék kontrolnich skupin.

Podobné je na tom i bunécna linie COLO-320, kde viabilita ve vétsiné pripad( dosahuje
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70 %, a to jak u bunék inkubovanych s nanocasticemi, tak i u bunék kontrolnich skupin.
Na velikost chybovych Usecek mize mit vliv aktudini kondice bunék pouzitych k inkubaci
vramci jednotlivych experimentl. Dale zde mohly sehrat roli i faktory souvisejici
se zpracovanim bunék pred vlastnim mérenim na priitokovém cytometru, jako je napft.
nahodny vybér bunék (400 pl suspenze bunék z celkového objemu dané kultivacni
jamky), manipulace s burikami (centrifugace) a doba spojena s jejich zpracovanim
predchazejici vlastnimu méreni.

Nizkda mira toxicity fluorescenéné znacenych feritovych nanocdstic byla
publikovana také v praci (Hwang et al., 2012). V tomto pfipadé byla bunécné linie Hep3B
(buniky lidského hepatokarcinomu) inkubovédna s nanocdasticemi kobaltnatého feritu
obalenymi v silice (s napojenymi molekulami PEGu a aminovymi skupinami,
a se zabudovanym fluorescencnim derivatem rhodaminu B). Buriky byly s nanocasticemi
inkubovany po dobu 72 hodin. Koncentrace nanocastic ¢inila 1 ug az 20 ug magnetickych
jader na 1 ml suspenze nanocastic. Toxicita byla vyhodnocena metodou ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) na zakladé kolorimetrického stanoveni MTT
(bromid 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolia). Z vysledk(i této prace je
patrné, Ze ve vSech pripadech buriky dosahovaly velmi vysokych hodnot viability (vice
jak 80%).054

Jako nepfimo provadéné testy viability mlZeme uvaZovat také inkubace
bunécénych linii HeLa a Cyril (s vy$e uvedenymi fluorescencné znaenymi nanocasticemi)
spojené s pripravou vzorkl pro fluorescencni a transmisni elektronovou mikroskopii.
V téchto pfipadech byly bunky inkubovany s nanocasticemi pfi mnohem vétsich
objemovych mnozstvi nanocastic (100 pl suspenze nanocastic, coz odpovidd 4 ug
magnetickych jader na 1 ml média) po dobu 24 aZz 48 hodin. V pribéhu inkubace byla
kondice bunék vizualné kontrolovana pomoci optického mikroskopu, pficemz tyto
vizualni kontroly neprokdzaly v zZadném z pfipad(i zvySenou miru Umrtnosti bunék,
a to ani v pripadé linie Cyril, kterd je velmi citliva na zmény v kultivaénim médiu.

Z hlediska dalsiho potencialniho vyufziti pfipravenych fluorescencnich nanocastic
zinkem dopovaného kobaltnatého feritu v biologickych experimentech by bylo zajimavé
provést testy viability, kdy by bunky byly inkubovany s vyrazné vyssimi koncentracemi

suspenzi nanocastic, pripadné i po delsi dobu, nezZ je standardné pouzivanych 48 hodin.
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Zavérem lze Fici, Ze siliku je mozné povazovat za vysoce biokompatibilni obalovy
material, ktery je pro buriky témér netoxicky, a zaroven plni ochrannou funkci pred
nezadoucim uvolfiovanim iontl a nejriznéjsich molekul, ze kterych jsou multimodalni

nanocastice slozené.

70



Graf 3: Testy viability bunééné linie Jurkat, kterd byla inkubovdna s nanocdsticemi CoZnFe 292.10, CoZnFe 292.14 a TCZF 140.21 pfi rdznych pfidavcich suspenze
nanocastic. Koncentrace vychozich suspenzi nanocastic: 0,04 mg/ml. Zkratky: S je kontrola, kdy k burikdm bylo pfidano 10 ul supernatantu po odstfedéni nanocastic; K =
kontrola, kdy k burikdm bylo pfidano 10 ul PBS; NK = negativni kontrola (bez ptidavku jakychkoli dalSich latek).
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Graf 4: Testy viability bunécné linie HL-60, kterad byla inkubovana s nanocdasticemi CoZnFe 292.10, CoZnFe 292.14 a TCZF 140.21 pfi rGznych pfidavcich suspenze
nanodastic. Koncentrace vychozich suspenzi nanocastic: 0,04 mg/ml. Zkratky: S je kontrola, kdy k burikdm bylo pfidano 10 pl supernatantu po odstfedéni nanocastic; K

= kontrola, kdy k bunkam bylo pridano 10 ul PBS; NK = negativni kontrola (bez pridavku jakychkoli dalSich latek).
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Graf 5: Testy viability bunééné linie COLO-320, kterd byla inkubovana s nanocasticemi CoZnFe 292.10, CoZnFe 292.14 a TCZF 140.21 pfi rdznych pfidavcich suspenze
nanocastic. Koncentrace vychozich suspenzi nanocéstic: 0,04 mg/ml. Zkratky: S je kontrola, kdy k burikdm bylo pfidano 10 ul supernatantu po odstfedéni nanocdastic; K =
kontrola, kdy k burikdm bylo pfidano 10 pl PBS; NK = negativni kontrola (bez pfidavku jakychkoli dalsich latek).
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7.5. Magnetické vlastnosti

Magnetické vlastnosti neobalenych nanocastic Co-Zn feritu byly studovany
pomoci SQUID magnetometrie. Hysterezni smycky neobalenych magnetickych jader, jez
byly ziskany pfi teplotach 5 K a 300 K, jsou prezentovany nize (viz graf 6). Tyto smycky
odrazi ferrimagnetické usporadani obou studovanych vzorkd, ale bezhysterezni pribéh
M-H zdvislosti pfi 300 K upomina na pfitomnost superparamagnetického rezimu za
pokojové teploty.

Nizkoteplotni hysterezni smycka velkych jader CoosZnosFe204 pfipravenych
koprecipitaci (vzorek CoZnFe 292) je charakterizovana koercivitou 250 kA/m
a magnetizaci 108 Am?/kg v poli 3 T. Naproti tomu hysterezni smy¢ka malych jader
o sloZzeni Coo33ZNno,12Fe2,5504 pfipravenych termdlni dekompozici vykazuje pfi 5 K vyrazné
vy$si koercivitu 1070 kA/m a niZ8i magnetizaci 69 Am?/kg. Rozdily v magnetizaci
i koercivité mezi obéma vzorky jsou dané predevsim rozdilnym chemickym slozenim.
U velkych &astic se zejména projevil vy$si obsah kationtd Zn?*, které preferuji
tetraedrické polohy.

Absence hystereze pfi pokojové teploté u nanocastic Co-Zn feritu je zndmkou
superparamagnetického stavu, kdy probihd tzv. Néelova relaxace.l®® Z hlediska
Casového okna magnetometrického méreni nemaiji tyto ¢astice remanentni magneticky
moment a maji nulovou koercivitu. Vyraznéjsi pokles magnetizace u velkych ¢astic
Coo,4Zno,cFe;04 pfi pokojové teploté ve srovnani s nizkoteplotnimi daty a vzorkem
malych castic Coo,33Zno,12Fe2,5504 (viz graf 6) souvisi rovnéz s vyssim obsahem zinku, ale
i pfesto je magnetizace tohoto materidlu dostatecné vysokd pro predpokladané

aplikace.

Magnetické vlastnosti pfipravenych produktl a uspésné znaceni bunék byly také
ovéreny pomoci jednoduchého experimentu s vyuZitim permanentniho magnetu.
Mikrozkumavka eppendorf s rozptylenou suspenzi magneticky znacenych Hela bunék
(bunky byly predem inkubovany s nanocasticemi CoZnFe 292.10 po dobu 48 hodin),
viz obr. 13 vlevo, byla vloZzena mezi dva permanentni magnety. Vlivem plsobeni
gradientu externiho magnetického pole doslo k presunu bunék oznacenych
nanocasticemi smérem k magnetdm umisténym po stranach mikrozkumavky (viz obr. 13

vpravo). Odstranénim magnetll a jemnym zatfesenim mikrozkumavkou bylo mozné
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buriky opét snadno rozptylit. Separace bunék ze suspense byla umoznéna plsobenim
magnetické sily m kterou lze pro bodovy magneticky dipdl m zapsat pomoci
vektorového vztahu E,{ = (7 - V)B, kde B je indukce magnetického pole piisobiciho na
dany dipdl. Magneticky moment ¢dstice je pfimo Uumérny hmotnosti, resp. objemu
magnetické c¢astice, coz zdlvodnuje, pro¢ byl popsany pokus proveden s velkymi

Casticemi z koprecipitace.

Obr. 13: Snimek z fluorescencni binolupy (zvétseni objektivu 0,8x): vlevo mikrozkumavka eppendorf
s rozptylenou suspenzi HelLa bunék inkubovanych s nanocasticemi CoZnFe 292.10 pred pouZitim magnetu;
vpravo je tatdz mikrozkumavka s Hela burikami po vloZeni mezi dva permanentni magnety.
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Graf 6: Hysterezni smycky magnetickych jader zinkem dopovaného kobaltnatého feritu pfi teplotdch 5 K
a 300 K, kde H je intenzita magnetické pole a M je specificka magnetizace.
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7.6. Relaxivita, MRI vlastnosti

Relaxivity vybranych suspenzi fluorescencné znacenych nanocastic byly méreny
v Institutu klinické a experimentalni mediciny na relaxometru s magnetickym polem
0,5 Tv rozsahu teplot od 4°C az do 60°C s intervalem ohfivani ptiblizné 1°C za pul minuty.
Namérené hodnoty byly pro jednotlivé produkty vyneseny do graf(i (viz graf 7) jako
zavislost transverzalni relaxivity r> na teploté t.

Z grafll je patrné, Ze nanocastice s velkymi magnetickymi jadry (CoZnFe 292.10
a CoZnFe 292.14) dosahuji mnohem vyssich hodnot relaxivity oproti nanocdsticim
s malymi magnetickymi jadry (TCZF 140.21). Tyto rozdily jsou dany velikosti
magnetickych jader, nebot vétsi jadra (pfipravena koprecipitaci) maji vétsi hodnoty
magnetického momentu, a tak vytvareji vyraznéjSi nehomogenity vnéjsiho
magnetického pole, na jejichz plisobeni je kontrastni efekt zalozZen.

Zajimava je zdvislost transversalni relaxivity na teploté, kterd je u vSech
studovanych vzorkl velice vyrazna, ale jejiz pribéh se zjevné liSi pro oba typy
magnetickych jader. Teoreticky rozbor transverzalni relaxivity v zavislosti na zakladnich
vlastnostech magnetickych &astic, jako je jejich velikost a magnetizace, ale i v zavislosti
na transportnich procesech ve vodné suspensi, které relaxivitu ovliviuji, jako je difuze
molekul vody, je pomérné komplikovany, avsak existujici teorie obecné zavadéji
predstavu tfi rdznych rezimd, v nichz magnetické nanocastice transverzalni relaxaci
indukuji. Zakladni nahled do této problematiky poskytuje literatural®®l. Ve vztahu
k teplotni zavislosti jsou pak tyto rezimy analyzovany v praci®’], kde je také proveden
rozbor teplotni zavislosti r, pro magnetické nanocastice rliznych material( a rdznych
velikosti.

V ndvaznost na citované prace a bez podrobnéjsiho vykladu dale uvedme, Zze malé
feritové Castice (TCZF 140.21) plsobi v tzv. rezZimu MAR (motional averaging regime)
a ze dominantnim faktorem, ktery urc€uje teplotni zavislost jejich transverzalni relaxivity,
je teplotni zavislost difuzniho koeficientu vody. Zavislost difuzniho koeficientu vody D
Ize dobfe popsat napfiklad pomoci Speedy-Angelova pfistupu D(T) = Do[(T/Ts) - 1], kde
T je absolutni teplota, a kde vystupuji dvé empirické konstanty Do = 1,635-:10% m?s!
a Ts = 215 K.158 Transverzalni relaxivita v reZimu MAR je pak nepfimo imérna difdznimu
koeficientu vody (r,(MAR) < M/D)). S ohledem na velikost koprecipitacnich &astic

(vzorky na bazi CoZnFe 292) a prubéh teplotni zavislosti relaxivity Ize pfedpokladat, ze
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alespon urcity podil téchto ¢astic se blizi tzv. rezimu SDL (static dephasing limit), pro
ktery je transverzalni relaxivita nezdvisla ne difuznim koeficientu vody a odrazi jen
teplotni zavislost magnetizace samotnych jader (R,(SDL) = R5(SDL) < M). Nicméné
s ohledem na velikostni distribuci koprecipitacnich ¢astic se v experimentalni teplotni
zavislosti projevuje i jemna frakce téchto €astic, pro kterou je relevantni popis v rezimu
MAR.

Vezmeme-li do uvahy teploty (25°C az 37°C), pfi nichz standardné dochazi
k méreni relaxivit a MRI obrazu, at uZ v klinické ¢i experimentdlni praxi, vykazuji
produkty s velkymi magnetickymi jadry (CoZnFe 292.10 a 292.14) vyrazné vys$si hodnoty
relaxivity oproti nanocasticim, které se dnes v klinické praxi bézné pouzivaji jako
T, kontrastni latky (viz tabulka 3). Hodnota relaxivity nanoc¢dstic s malymi magnetickymi
jaddry (TCZF 140.21) odpovidd hodnotdm relaxivity u podobné velkych komercéné
pouzivanych nanocastic.

Negativni T, kontrast byl také ovéren pomoci experimentdlniho tomografu
s magnetickym polem 4,7 T (v IKEMu). Jako vzorek poslouzily sklenéné kapilary do
bodotavku s peletkami zafixovanych Hela bunék, jez byly inkubovany s vybranymi
produkty: TCZF 140.21 (nanocastice s malymi magnetickymi jadry enkapsulované do
siliky se zabudovanym fluorescenénim derivatem rhodaminu B), CoZnFe 292.10
(nanocastice s velkymi magnetickymi jadry enkapsulované do siliky se zabudovanym
fluorescenénim derivatem rhodaminu B), ale také vzorek MK-178-24 (magnetické
nanocastice perovskitové faze o sloZzeni Laop.63Sro.37Mn0Qs, enkapsulované do kiemicitého
obalu se zabudovanym piperazinovym derivatem rhodaminu B, poskytnuté Michalem
Kacenkou). Kapildry byly postaveny do Petriho misky a zality Zelatinou. Na vysledném
MRI snimku (viz obr. 14) je patrné, Ze vSechny typy pouzitych nanocastic vykazuji vyrazny
T> kontrast v porovnani s kontrolou (kapildrou s peletkou zafixovanych Hela bunék bez
nanocdstic) a pozadim vzork( (Zelatinou v Petriho misce).

Vzhledem k vysokym hodnotdm transverzdlnich relaxivit a vyraznému
negativnimu kontrastu by bylo mozné pfipravené produkty fluorescencné znacenych
nanocastic zinkem dopovaného kobaltnatého feritu vyuzivat v praxi jako T, kontrastni
latky pro MRI a to zejména pro vysoce citlivé znaceni bunék. Znaceni bunék pomoci
magnetickych nanocastic a jejich vizualizace prostfednictvim MRI nabizi znacné

moznosti v regenerativni mediciné. S vyuzitim vysoce ucinnych kontrastnich latek se daji
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oznacit napriklad kmenové bunky, které lze po transplantaci sledovat in vivo pomoci

MRI, Ize vyhodnotit jejich lokalizaci, zda se napFiklad uplatfiuji v misté |éze apod.l

Obr. 14: Snimek pofizeny na experimentdinim MRI tomografu (4,7 T): Cervené Sipky sméruji na sklenéné
kapilary se zafixovanymi Hela bunkami inkubovanymi s pfislusSnym typem nanocastic; modra Sipka
sméfuje na sklenénou kapilaru s kontrolnimi HelLa burikami (bez nanocastic); Zluta Sipka ukazuje na
Petriho misku s Zelatinou. Pouzité suspenze nanocastic: TCZF 140.21, CoZnFe 292.10 a MK-178-24.
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Tab. 3: Hodnoty r2 relaxivit T> kontrastnich Iatek na bazi oxid(i Zeleza bézné pouzivanych v klinické praxi a hodnoty r; relaxivit pfipravenych fluorescencné znacenych
nanocastic na bazi Co-Zn feritu. Podminky méreni: vodna suspenze nanocastic, teplota 37°C, magnetické pole: 0,47 T (v pfipadé tabelovanych hodnot) a 0,5T (v pfipadé
méFenych produkt).[60 61 62,63]

KOMERCNiIi NANOCASTICE POUZIVANE V MRI

Primérna velikost | Primérna velikost 1, relaxivita
Typ nanocastic Mezinarodni kod Obchodni oznaceni Obalovy material nanocastic jadra 2 1y 1
[mmol™.L.s™]
[nm] [nm]
AMI-25 Ferridex IV/Endorem dextran 80-150 4,5-5,6 80-150
AMI-121 Luminer/Gastromark siloxan 300 10 72
SPIO
SHU 555A Resovist karboxydextran 62 4,2 82-151
omMmp Abdoscan polystyren 3500 <50 -
AMI-227 Sinerem/Combidex dextran 20-40 4-6 60
USPIO
NC100150 Clariscan PEG 20 4-7 35

NANOCASTICE PRIPRAVENE V RAMCI DIPLOMOVE PRACE

Pramérna velikost Pramérna velikost

Typ nanocastic Pracovni oznaceni Obalovy material nanocastic jadra
[nm] [nm]

r2 relaxivita
[mmolt.Ls?]

silika se zabudovanym

derivatem rhodaminu B 120 36 456-459

CoZnFe 292.10

Co-Zn ferit CoZnFe 292.14 silika se zabudovanym 110 36 495-500
fluoresceinem

TCZF 140.21 silika se zabudovanym 55 13 63-65
derivdtem rhodaminu B
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Graf 7: zavislost transverzalni relaxivity r2 na teploté t suspenzi fluorescenéné znacenych nanodastic: CoZnFe
292.10, CoZnFe 292.14 a TCZF 140.21.
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7.7. Fluorescencni vlastnosti

Pomoci fluorescencniho spektrometru byla zmérena excitacni a emisni spektra
fluorescenéné znacenych nanocastic TCZF 140.21 a samotného konjugatu Si@Rho-P.
Méreni prokdazalo, Ze zabudovanim fluoroforu (piperazinového derivatu rhodaminu B)
do silikového obalu prakticky nedochazi k ovlivnéni jeho excitacnich a emisnich
vlastnosti. Zjisténé vinové délky pfislusnych excitacnich a emisnich maxim nanocastic
a samotného konjugatu Si@Rho-P se liSily je o nékolik nm od hodnot excita¢niho
a emisniho maxima piperazinového derivatu rhodamin B, jeZ byly publikovény v praci.[®4

Namérené hodnoty excitacnich a emisnich maxim a publikované udaje shrnuje

tabulka 4, emisni a excitacni spektra pak ukazuji grafy 8 a 9.

Tab. 4: Excita¢nich a emisnich maxima rhodaminového fluoroforu v pfipravenych ¢&asticich, v konjugdtu
Si@Rho-P a v piperazinovém derivatu Rho-P

vy etz Excitacni maximum Emisni maximum
Meérena latka
Amax [nm] Amax [nm]
TCZF 140.21 569 583
Si@Rho-P 563 583
Rho-P!®4 567 589

U nanocdastic, jejichZ jadra byla pripravena koprecipitaci, nebylo mozné naméfrit
excitacni a emisni spektra, nebot jejich velka jadra vykazuji silnou absorpci a vyrazny

rozptyl v dané oblasti viditelného zareni.

Dale byly fluorescencni vlastnosti pfipravenych nanocastic ovéfeny pomoci
fluorescenéni mikroskopie trvalych preparatli zafixovanych Hela bunék a primarnich
lidskych koznich fibroblastl. V zavislosti na typu nanocastic pouzitych kinkubaci
s bunkami je moziné na nize uvedenych snimcich pozorovat cervenou (v pfipadé
nanocdstic CoZnFe 292.10 a TCZF 140.21) nebo zelenou (v pfipadé nanocastic
CoZnFe 292.14) fluorescenci. Modfe jsou pak obarvena jadra pomoci DAPI
(4',6-diamidin-2-fenylindolu), viz obr. 18, 19 a 20. Nanocastice obsazené ve vaccich
vezikularniho transportu je moZné pozorovat vcelém intracelularnim prostoru

primarnich lidskych koZnich fibroblast(. V pfipadé Hela bunék byly vacky vezikularniho
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transportu pozorovany spiSe v blizkosti jddra a jen v urcité ¢asti buriky. Na snimcich
nebyla pozorovana pfitomnost nanocdstic v bunéénych jadrech, diky ¢emuz s nejvétsi
pravdépodobnosti nedochazi k naruseni bunélnych procesi spojenych sjadrem
a k poskozeni genetické informace. Nepfitomnost nanocdstic v bunécénych jadrech, byla
prokdzana také pomoci transmisni elektronové mikroskopie, viz kapitola 8.8. Zd3 se,
Ze pfitomnost nanocastic v cytoplazmé nema vliv ani na proliferaci (déleni) bunék, nebot
na nékolika snimcich se podafilo zachytit délici se burnky v rdznych fazich mitézy

(viz obr. 15). Dobre jsou patrné typické struktury mitotickych vietének.

Obr. 15 Snimky Hela bunék z fluorescenéniho mikroskopu, které byly inkubovany A) s nanocasticemi
TCZF 140.21 (MC); B) s nanoc&asticemi TCZF 140.21 (MC) a CoZnFe 292.14 (VZ); C) s nano&asticemi
CoZnFe 292.14 (VZ); D) s nanoc&asticemi CoZnFe 292.10 (VC) (zvétieni objektivu 20x). Cervend
fluorescence je zplisobena derivatem rhodaminu B a zelend fluorescence je zplisobena fluoresceinem
obsazenym v nanoéasticich, modfe jsou obarvena jadra pomoci DAPI. Zlutymi krouzky jsou oznaceny
bunky v rzné fazi déleni bunécného jadra.
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Graf 8: Excitacni spektrum. Zelena krivka prezentuje excitacni spektrum nanocastic TCZF 140.21; riZova
krivka prezentuje excitacni spektrum alkylovaného piperazinového derivatu rhodaminu B (Si@Rho-P).
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= Si@Rho-P
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Graf 9: Emisni spektrum. Zelena kfivka prezentuje emisni spektrum nanocdstic TCZF 140.21; rGZova
krivka prezentuje emisni spektrum alkylovaného piperazinového derivatu rhodaminu B (Si@Rho-P).

Apax= 583 nm

Apax (Rho-P)

== TCZF 140.21
e Si@Rho-P
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Obr. 18 Snimky bunék z fluorescencniho mikroskopu Cell-R, které byly inkubovany
s nanod&asticemi TCZF 140.21 (MC): A) kultura Hela bunék (zvétseni objektivu 40x), B)
detail primérniho kozniho fibroblastu (zvétieni objektivu 60x). Cervena fluorescence je
zpUsobena derivatem rhodaminu B obsazenym v nanodasticich, modre jsou obarvena
jaddra pomoci DAPI.
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Obr. 19 Snimky bunék z fluorescenéniho mikroskopu Cell-R, které byly inkubovany
s nanocasticemi CoZnFe 292.14 (VZ): A) kultura Hela bunék (zvétSeni objektivu 40x), B)
detail primarniho koZniho fibroblastu (zvétSeni objektivu 60x). Zelena fluorescence je
zpUsobena fluoresceinovym fluoroforem obsazenym v nanodasticich, modfe jsou
obarvena jadra pomoci DAPI.
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Obr. 20 Snimky bunék z fluorescen¢niho mikroskopu Cell-R A) kultura HelLa bunék
inkubovana s nanocasticemi CoZnFe 292.10 (zvétSeni objektivu 40x), B) Detail
primarniho kozniho fibroblastu, ktery byl inkubovan soucasné s nanocasticemi
CoZnFe 292.10 (VC) a CoZnFe 292.14 (VZ), zvétseni objektivu 60x. Cervend
fluorescence je zplisobena derivitem rhodaminu B a zelend fluorescence je
zpUsobena fluoresceiovym fluorofrem obsazenym v nanocasticich, modre jsou
obarvena jadra pomoci DAPI.
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7.8. Lokalizace nanocastic uvnitf bunék

Bunky pfijimaji nanocdstice pridané do kultivacniho média prostfednictvim
cytoplazmatické membrdny procesem zvanym endocytdéza. Bunka vchlipi ¢ast
membrany, ktera obklopuje pfijimany materidl za vzniku intracelularniho vacku
tzv. endozému. Pomoci dalSich vacka vezikuldrnim transportu je pfijaty material

roztfidén, degradovdn a ndsledné transportovan do cilovych struktur. Nezddoucich
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Obr. 21 Schéma moznych cest vstupu (endocytdzy) a cest vystupu (exocytdzy) nanocastic do a z buriky:
nanocastice mohou do burky vstoupit pomoci fagocytdzy (,,bunéénym jedenim®), pinocytézy (,,bunécnym
pitim“), makropinocytézy anebo pomoci klatrinem ¢i kaveolinem zprostiedkované endocytézy;
nanocastice mohou byt z buriky vylouceny takzvanou lyzozomalni sekreci, sekreci zprostfedkovanou vacky
anebo sekreci s vacky nesouvisejici. PouZité zkratky: MVBs (multivezikularni téliska). Obrazek prevzat z
literatury. (6%

pozUstatkd po degradaci se bunka posléze zbavuje procesem zvanym exocytdza. Pomoci
transportnich vacka pochazejicich z endoplazmatického retikula ¢i Golgiho aparatu je
nezadouci material vyvrien zpét do vnéjsiho prostiedi buriky (viz obr. 22).151 L ze jisté
predpokladat, Ze pfijem nanocastic burnikou je pfimym dlsledkem pfijmu média

obklopujiciho bunku, a Ze nejde o cileny ptijem castic jako takovych.

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie byly potizeny snimky intracelularniho
prostiedi bunék primarnich lidskych koZnich fibroblastl (linie Cyril). Na snimcich jsou

zachyceny blize neurcené typy vackl vezikuldrniho transportu, jeZz obsahuji pohlcené
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nanocdstice (CoZnFe 292.10 a TCZF 140.21), které se v prGbéhu inkubace bunék
s nanocasticemi dostaly dovnitf procesem endocytdzy. Na snimcich Ize rozlisit jednotlivé
partikule vcetné detailll, jako jsou vlastni magnetickd jadra a jejich kfemicité obaly
(viz obr. 23).

Na zdkladé pofizenych snimkU Ize usuzovat, Ze ptipravené fluorescenéné znacené
nanocdstice se nenachdzeji volné v cytoplazmé, nybrz putuji burikou prostrednictvim
vezikularniho transportu. V Zzadném z pfipadli nebyla pozorovana pfitomnost nanocastic
v jadfe ani v mitochondriich, tudiz by nanocastice nemély naruSovat strukturu ani
syntézu DNA. Ddle je moZné fici, Ze nanocdstice prochazeji rGznymi typy vackad, v nichz
pravdépodobné podléhaji ¢astecné degradaci. K degradaci dochazi vlivem vnitfniho
prostiedim, které je pro jednotlivé typy vacku specifické (vnitfni prostiedi nékterych
vackad je pomérné kyselé, nebot obsahuji velké mnoZstvi protonovych pump, jiné naopak
obsahuji nejrizné;jsi hydrolytické enzymy). U nékterych obalenych ¢astic se pravé dalo
pozorovat naleptdni Ci ¢astecné rozpusténi magnetickych jader (viz obr. 23 D), které je

snadno vysvétlitelné plisobenim kyselého prostfedi ve zminénych vaccich a urcitou

Obr. 22 Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu: hranice buriky tvorfena cytoplazmatickou
membranou. Struktura membrany je hojné zvrasnéna vacky vezikularniho transportu (modré Sipky). Vné
bunky jsou patrna magneticka jadra (Cervené Sipky), jejichZ obal byl pravdépodobné degradovan v nékteré
Casti traktu vezikularniho transportu.
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Obr. 23 Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu A) vnitini struktury koZzniho fibroblastu, ktery
byl inkubovan s nanodasticemi CoZnFe 292.10 B) detail endosomalniho vacku s nanocasticemi
CoZnFe 292.10; C) vnitini struktury koZniho fibroblastu, ktery byl inkubovan s nanocasticemi TCZF 140.21;
D) detail endosomalniho vacku s nanocasticemi TCZF 140.21; E) pohled na vnitiéni struktury kontrolni
buriky (bez nanoéastic). Cervené Sipky ukazuji na endosomalni vacky s nanodasticemi, modré Sipky ukazuji
na mitochondrie.
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porozitou silikového obalu. Dodejme, Ze byla publikovana i prace, kterd se pokousi
kvantitativné sledovat pravé vnitrobunécnou degradaci nanocdstic oxidd Zeleza
v endosomech, viz literatural®®. Nicméné na nékterych snimcich bylo viak moiné
pozorovat i krystality magnetickych jader, které mély naruseny silikovy obal, pficemz se
s nejvétsi pravdépodobnosti jednalo o material po vyvrzeni bufikou do extracelularniho
prostfedi. Na téchto snimcich byly soucasné napadné také vacky tvorené
cytoplazmatickou membrdnou (viz obr. 22). V tomto druhém pfipadé je interpretace bez

dalSiho podrobnéjsiho studia obtizna.
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8. ZAVER

Podafilo se pripravit stabilni vodné suspenze fluorescenéné znaéenych nanocastic
zinkem dopovaného kobaltnatého feritu s riznou velikosti magnetickych jader. Feritova
jaddra méla spinelovou strukturu, byla ferrimagneticky usporadana, vykazovala vysokou
magnetizaci a za pokojové teploty byla jejich odezva na magnetické pole bezhysterezni.
Svysokymi hodnotami magnetického momentu zejména vétSich nanocastic
pfipravenych koprecipitaci souvisely také vysoké hodnoty transverzalnich relaxivit, které
jsou dulezitym parametrem pro zobrazovani magnetickou rezonanci. Feritova jadra byla
obalena dvouvrstevnym silikovym obalem, jehoz vnitfni vrstva obsahovala fluorofory na
bazi rhodaminu B a fluoresceinu. U pfipravenych produktl nanocastic byly ovéreny
fluorescencni, magnetické i kontrastni vlastnosti. Nanocastice vykazovaly vyrazny
negativni T kontrast a podle typu pfipravenych nanocastic také cervenou ci zelenou
fluorescenci, coz dovoluje naptiklad simultadnniinkubaci bunék s ¢asticemi obou velikosti
a odliSeni signalu malych a velkych ¢&astic

Bylo ukdzano, Ze nanocdstice vstupuji do bunék procesem endocytdzy a v ramci
buriky se pohybuji uvnitf vackl vezikuldrniho transportu. Z buriky jsou posléze vylouceny
procesem exocytdzy. Na zdkladé snimkl pofizenych fluorescencni a transmisni
elektronovou mikroskopii lze Fict, Ze nanoclastice nevstupuji do organel pfimo
souvisejicich s dédi¢nou informaci (jddro, mitochondrie), coz je dulezité predevsim
z hlediska proliferace bunék, na kterou neméla pritomnost nanocastic vliv. U vSech
pfipravenych produktli nanocastic byla testovana také jejich cytotoxicita na rdznych
bunéénych liniich. V Zadném ztestll vSak nebyla prokazana zvySena mira toxicity
nékterého z produktd.

Diky fluorescentnim vlastnostem a vyraznému negativnimu T, kontrastu se
pfipravené nanocastice zinkem dopovaného kobaltnatého feritu jevi jako potencidlné
vhodné multimodalni kontrastni latky pro pouziti v zobrazovacich metodach

experimentdlniho vyzkumu.
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PODEKOVANI

Na zavér bych rada podékovala vsem, ktefi se jakymkoli zpisobem podileli na tvorbé
této diplomové prace. Nejvétsi dik patfi mému Skoliteli Ondrovi Kamanovi za zasvéceni
do taju svéta nanocastic, a predevsim pak za jeho trpélivé vedeni, ochotu a cenné rady
béhem vypracovavani této prace. V neposledni fadé mu patfi velké diky také za méreni
TEM, RTG difrakce a SQUID.

Dékuji svému konzultantovi Honzovi Kotkovi za vécné rady a pfipominky. Dékuji
Jarmilce Kuli¢kové za zméreni excitacnich a emisnich spekter. Duckovi a Kubovi Koktanovi
dékuji za provedené chemické analyzy. Dékuji Danovi Jirdkovi za méreni MRI. Vitovi
Herynkovi dékuji za pomoc pfi méfeni relaxivit. Dékuji vSéem byvalym i sou¢asnym ¢lenim
laboratofi ,19“ (P¥F UK) a ,LOM“ (FZU AV CR) za vytvoreni pratelské atmosféry
a za pomoc pfi pfekondvani experimentalnich i Zivotnich prekazek.

Dékuji Prof. RNDr. Janu Cernému, Ph.D. a viem ¢lendm Laboratofe bunééné
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fluorescenénich mikroskop, za tipy a rady pfi tvorbé trvalych preparat(i a za prozrazeni
mikroskopovacich trikd vedoucich ke skvélym snimkdm a videim.

Také bych rada podékovala rodicim za vSestrannou podporu béhem celého mého
studia. Dékuji svému pfriteli a vSem kamardddm, ktefi se nejriznéjsimi zplsoby podileli
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Specialni podékovani patii mému nadfizenému prof. MUDr. Ludku Cervenkovi, CSc.
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a toleranci vic¢i mym studijnim povinnostem v pribéhu akademickych let.
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