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1 ÚVOD 

 

Nanotechnológie patria v súčasnosti k najskloňovanejšiemu pojmu v oblasti 

výskumu a mnohými vedcami sú pokladané za jedno z najperspektívnejších odvetví  

21. storočia. 

Sú využiteľné v širokom rozsahu odborov - napríklad v textilnom priemysle, kde 

sa využívajú na výrobu nekrčivých nezmáčateľných odevov. Práve vďaka 

nezmáčateľnému povrchu sú využiteľné aj v automobilovom priemysle na tvorbu filtrov 

čelných skiel. V  potravinárstve sa uplatňujú na značkovanie potravín a odstraňovanie 

nečistôt, v strojárenstve na výrobu supertvrdých povrchov s nízkym trením. 

Ďalšími odvetviami kde sa s nimi môžeme stretnúť je elektronika, chemický, optický, 

kozmický, vojenský či elektrotechnický priemysel. 

V medicíne sa nanomateriály využívajú na prípravu dezinfekčných roztokov 

novej generácie, ako analyzátory, súčasti umelých kĺbov a chlopní, ako náhrada tkanív, 

pri cielenom transporte liečiv, ako kontrastné látky pri zobrazovaní magnetickou 

rezonanciou, na bunkové či molekulové zobrazovanie, na biologické separácie a tiež pri 

hypertermii. 

Na povrch nanočastice, ktorá je obalená bioaktívnou látkou, môže byť naviazané 

fluorescenčné farbivo a k charakterizácii a lokalizácii bimodálnej látky môže byť 

využité nie len zobrazovanie magnetickou rezonanciou, ale aj rada optických metód, 

akými je napríklad spektrofluorimetria a fluorescenčná mikroskopia.  

Preto je cieľom tejto práce pripraviť bimodálnu fluorescenčnú kontrastnú látku 

a pomocou fluorescenčnej mikroskopie a spektroskopie ju charakterizovať. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 

 

2.1 Nanotechnológie a Nanočastice 

 

Nanotechnológie sú vedná oblasť zaoberajúca sa návrhom, výrobou 

a aplikáciami nanomateriálov. Skúma základné vzťahy medzi fyzikálnymi vlastnosťami 

a javmi materiálov v závislosti od ich rozmerov. 
[1]

 Tento interdisciplinárny odbor sa 

stal fenoménom od konca 90. rokov. Týka sa objektov, ktorých veľkosť aspoň v jednom 

„smere“ je od 1 do 100 nm – nanočastíc. 
[2]

 

Keď častice dosiahnu rozmer pod 100 nm, výrazne sa tým líšia ich fyzikálno-

chemické vlastnosti- napríklad optické, elektrické, magnetické či katalytické. Ich veľmi 

zaujímavou vlastnosťou je aj nárast pomeru plochy povrchu k objemu, čo ovplyvňuje 

väčšinu fyzikálnych a chemických väzieb na hraniciach zŕn v materiále.
 [3] 

 

2.1.1 Jednodoménovosť a Superparamagnetizmus 

 

V dôsledku zmenšovania veľkosti častíc dochádza v magneticky usporiadaných 

materiáloch zároveň aj k ubúdaniu magnetických domén, až kým nenastane stav, že je 

častica tvorená len jednou doménou. Avšak aj takéto jednodoménové častice môžu 

navonok vykazovať obrovský magnetický moment (tzv. superspin), ktorého veľkosť je 

v rozmedzí tisícov až desiatok tisícov Bórových magnetónov. Takto vytvorený 

jednodoménový materiál nadobúda jedinečnosť v spojení so superparamagnetizmom. 
[4]

 

 Superparamagnetizmus je jav, ktorý môžeme pozorovať vo feromagnetických 

alebo ferimagnetických nanočasticiach, kde môže magnetizácia pod vplyvom teploty 

náhodne zmeniť svoj smer. Čas medzi dvoma zmenami sa nazýva relaxačná doba (τ). Je 

závislá na teplote a veľkosti častice. So zmenšujúcim sa rozmerom častíc sa zmenšuje aj 

teplotná energia potrebná na preklopenie magnetického momentu cez magnetickú 

anizotropnú bariéru, čo zabezpečuje superparamagnetickým nanočasticiam veľmi 

rýchlu odozvu na vonkajšie magnetické pole. Vďaka týmto unikátnym magnetickým 

vlastnostiam sú SPIO nanočastice vhodné pre biomedicínske aplikácie.
 [5]
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2.2 SPIO nanočastice v bioaplikáciách a biotechnológiách 

 

Pre bioaplikácie sa používajú nanočastice oxidov železa, ktoré sa na základe  

veľkosti častíc delia do troch kategórií na: a) VSOP (very small superparamagnetic iron 

oxide particles), s aspoň jedným rozmerom menším ako 10nm, b) USPIO (ultra small 

superparamagnetic iron oxide particles) s rozmerom približne 20 nm, c) SPIO 

(superparamagnetic iron oxide), ktorých veľkosť je nad 30 nm. 
[6]

 

Vďaka vhodnému rozmeru, veľkej ploche povrchu (stovky m
2
/g), 

biokompatibilite, netoxicite a hlavne vďaka nadštandardným magnetickým vlastnostiam 

je najčastejšie využívaný superparamagnetický materiál vo forme magnetitu alebo 

maghemitu.
[7]

 

Aby mohli byť SPIO nanočastice použité pre bioaplikácie, musí najskôr dôjsť 

k úprave ich povrchu pomocou funkcionalizujúcej fázy, ktorá musí byť netoxická a 

biokompatibilná. Táto fáza by mala tiež zabezpečovať stabilitu, ochranu častíc pred 

agregáciou  a zabraňovať reakciám nanočastíc s krvnou plazmou.
[8,9]

 Takto upravené 

nanočastice sa teda skladajú z magnetického jadra (core) a povrchovej obalujúcej vrstvy 

(shell), bez ktorej by boli toxické. Veľkou výhodou funkcionalizačného obalu je aj to, 

že jeho povrch môže byť chemicky modifikovaný (viď Obr. 1). 
[10] 

Najčastejšie sa na 

obaľovanie magnetického jadra využíva škrob, albumín, polyetylénglykol, silikón či 

dextrán.
[6]
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Obr. 1: Na obrázku je znázornená nanočastica obalená biokompatibilnou povrchovou 

vrstvou a možnosti imobilizácie rôznych látok na túto povrchovú vrstvu. Upravené 

podľa 
[11]

 

 

 

Medzi najviac skúmané a používané SPIO nanočastice v biomedicíne patria dve 

štruktúrne formy oxidov železa a to magnetit a maghemit. 
[3]

 

 

2.2.1 Magnetit (Fe3O4) 

 

  Magnetit, inak známy aj pod názvom magnetovec je ferimagnetický materiál 

čiernej farby, ktorý obsahuje Fe
2+

 a Fe
3+

 ióny, bežne sa vyskytujúci v prírode vo forme 

minerálov. Je to najstaršia známa železná ruda s magnetickými vlastnosťami, 

vyskytujúca sa v prírode ako kryštalický zrnitý nerast. Jeho prítomnosť bola potvrdená 

aj v meteoritoch pochádzajúcich z Marsu, v telách včiel, holubov a iných živých 

organizmov. Je pravdepodobné, že kvôli obsahu malých magnetických kryštálikov v ich 

telách sa dokážu orientovať pomocou magnetického poľa Zeme.
 [3,4]

 Zmenšovaním 

častíc pod úroveň 10-30 nm vykazuje magnetit superparamagnetické vlastnosti. 
[12]

 

  Prirodzene syntetizované nanočastice magnetitu o veľkosti 50-100 nm obalené 

fosfolipidovou membránou poskytujú magnetotaktické baktérie, ktoré ich vytvárajú 
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biomineralizáciou. Častice, ktoré vznikli touto cestou sa nazývajú magnetozómy. Vďaka 

vhodným magnetickým vlastnostiam, stálej veľkosti, biokompatibilite a ich 

neinteragujúcemu systému sa javia ako vhodný materiál pre bioaplikácie, kde môžu 

nájsť uplatnenie ako nosiče liečiv, protilátok alebo enzýmov. 
[13]

 

  Molekula Fe3O4 sa vyskytuje v inverznej kubickej spinelovej štruktúre 

s vyváženou koncentráciou Fe
3+ 

a Fe
2+ 

iónov, ktoré sa nachádzajú v oktaédrických 

pozíciách spoločne so zvyšným  počtom Fe
3+

 iónov, ktoré sú usporiadané 

tetraédricky.
[12]

 Do plošne centrovanej kubickej mriežky sú usporiadané anióny kyslíka 

obklopené iónmi železa v oktaédrickom alebo tetraedrálnom usporiadaní, a tak 

vytvárajú dve submriežky (viď Obr. 2). Stechiometricky môžeme usporiadanie iónov 

zapísať aj ako Fe
3+

 [Fe
2+

 Fe
3+

 ]O4. 
[14]

 

 Magnetické momenty sú orientované antiparalalne, a preto má magnetit   

ferimagnetický charakter. Magnetizmus vzájomne opačne orientovných iónov Fe
3+

 sa  

vyruší, čiže magnetické vlastnosti zabezpečujú ióny Fe
2+

. 
[3,14]

 

 

 

 

 

Obr. 2: Na obrázku je znázornená štruktúra magnetitu. Upravené podľa 
[15]
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2.2.2 Maghemit (γ-Fe2O3) 

 

Maghemit je červenohnedý minerál, ktorý sa rovnako ako magnetit vyskytuje 

v inverznej kubickej spinelovej štruktúre (s dvoma podmriežkami) a pri poklese 

veľkosti pod 30 nm vykazuje superparamagnetické vlastnosti. 
[16]

 Je to modifikácia 

oxidu železitého, ktorá vzniká úplnou oxidáciou magnetitu, čiže je tvorený len 

trojmocnými iónmi železa. 
[17]

 Vo svojej štruktúre má katióny železa umiestnené 

v tetraedrických a oktaedrických pozíciách, pričom vakancie v oktaedrických pozíciách 

kompenzujú vzrast kladného náboja (viď Obr. 3). Je termicky málo stabilný a pri 

vyšších teplotách z neho vzniká hematit.
 [14,18]

 

 

 

 

Obr. 3: Obrázok znázorňuje štruktúru maghemitu. Upravené podľa 
[19] 

 

2.3 Využitie SPIO nanočastíc v medicíne 

 

 V medicíne sa SPIO nanočastice najčastejšie využívajú pre cielený transport 

liečiv, ako kontrastné látky v MRI, pri liečbe nádorových ochorení metódou 

hypertermie, ako náhrada tkanív či pre biomagnetické separácie. 
[20]
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2.3.1 Kontrastné látky v MRI 

 

 To, že častice majú superparamagnetické chovanie zaisťuje kontrastné vlastnosti  

v MRI (Magnetic Resonance Imaging) v zobrazovanej oblasti, v ktorej sa SPIO 

nanočastice nachádzajú. Dnes je komerčne dostupných niekoľko desiatok druhov SPIO 

nanočastíc, ktoré môžu byť podané per-orálne alebo intravenózne.
 
Najčastejšie sa však 

uplatňuje práve intravenózne zavedenie častíc do organizmu, kde môžu byť využité 

nielen ako kontrastné látky v MRI, ale tiež ako nosiče liečiv navádzané pomocou 

vonkajšieho magnetického poľa až na požadované miesto ( napríklad k nádoru). 
[21]

 

 Jednou z možností je aj aplikácia nanočastíc na bunky in vitro a ich následná 

transplantácia do predurčeného organizmu, kde ich môžeme metódou magnetickej 

rezonancie pozorovať. Veľkou výhodou monitorovania buniek magnetickou 

rezonanciou je to, že poskytuje anatomické aj patologické informácie, pričom 

organizmus nezaťažuje ionizujúcim žiarením. 
[22]

 

MRI je teda neinvazívna technika s nulovou radiačnou záťažou používaná 

v zdravotníctve na získanie obrazu rezov určitej oblasti tela, ktoré môžu slúžiť 

k vytvoreniu 3D obrazu požadovaného orgánu. 
[22,23]

 Farebné odlíšenie jednotlivých 

tkanív je spôsobené ich rozdielnym chovaním pri pôsobení rovnakého vonkajšieho 

magnetického poľa na daný orgán zložený z veľkého počtu protónov. 
[23,3]

 

Pacient je najskôr vystavený vysoko homogénnemu magnetickému poľu B0. 

Toto pole nasmeruje magnetické momenty protónov orgánu takmer súbežne v smere B0 

a tie začnú konať precesný pohyb s charakteristickou Larmorovou frekvenciou. 

Následne je vložené v smere kolmom na B0 striedavé rádiofrekvenčné magnetické pole. 

Po jeho vypnutí sa jadro z vyššej energetickej hladiny vráti späť do základného stavu 

a pritom emituje rovnako veľkú energiu (s rovnakou frekvenciou) ako absorbovalo. 

K zisteniu výsledku je meraná relaxačná koherézna odozva. 
[24]

 

Relaxáciu rozdeľujeme na longitudiálnu (T1) – relaxačný čas popisujúci stratu 

energie vo forme tepla  a transverzálnu (T2) – relaxačný čas ovplyvňovaný stratou 

fázovej koherencie v dôsledku vzájomných magnetických interakcií protónov s inými 

magnetickými momentmi okolitého tkaniva. 
[25]

 

Úlohou kontrastných látok využívaných v MRI je skracovať T1 lebo T2 

relaxačné časy a v dôsledku toho zintenzívňovať kontrast (viď Obr.4) 
[26] 

. Medzi 

kontrastné látky, ktoré skracujú čas T1 patria v súčasnosti najviac používané 
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paramagnetické gadolíniové iónové komplexy. Látky na báze SPIO nanočastíc – 

predovšetkým γ-Fe2O3 a Fe3O4 skracujú časy T2. 
[3,9]

 

Intenzita signálu po použití SPIO kontrastných látok závisí na veľkosti častíc, na 

ich chemickom a fázovom zložení, koncentrácii a na parametroch prístroja. 
[26]

 

 Spočiatku boli kontrastné látky na báze SPIO nanočastíc používané na 

zobrazovanie pečene, no v dnešnej dobe umožňujú napríklad aj zobrazovanie 

lymfatických uzlín, obličiek či čriev. Prvá SPIO kontrastná látka – Feridex (Endorem) 

bola uvedená na trh v roku 1996. 
[22]

 

 

 

 

 

Obr.4: Zlepšenie kontrastu v MRI použitím SPIO nanočastíc 

Červenou farbou je vyznačený nádor pečene.  

Rozdiel medzi obrázkom A. a B. je v tom, že obrázok A. je výsledkom MRI bez 

aplikácie SPIO nanočastíc, zatiaľ čo obrázok B. znázorňuje výsledok magnetickej 

rezonancie s ich použitím.  

Po aplikácii boli nanočastice rýchlo odobrané Kupfferovými bunkami, čím 

zdravé tkanivo stmavlo úmerne nádoru a hlavný nádor bol oveľa lepšie definovateľný. 

Naviac bol pozorovateľný aj sprievodný nádor, ktorý na obrázku A. nebol 

viditeľný. Upravené podľa 
[26]
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2.3.2 Nosiče liečiv 

 

Veľkou nevýhodou protinádorovej chemoterapie, čo je najviac využívaná forma 

terapie rakoviny súčasnosti, je to, že použité cytostatiká nie sú presne zacielené do 

nádorovej oblasti a zasahujú aj zdravé bunky. 
[27]

 

Ako už bolo uvedené v predchádzajúcich kapitolách, SPIO nanočastice sú 

biokompatibiné, netoxické a hlavne ovládateľné vonkajším magnetickým poľom. 
[7] 

Taktiež bolo zmienené, že obal (shell) častíc, používaných pre biotechnologické účely 

je možné chemicky modifikovať. 
[10]

 Jednou z možností modifikácie je upevnenie 

cytotoxickej látky na povrchovú vrstvu nanočastíc. Takto pripravený komplex je 

intravenózne zavedený do krvného riečiska a vonkajším magnetickým poľom 

transportovaný do miesta nádoru. Zmenou fyziologických podmienok alebo 

enzymatickej aktivity je následne liek na špecifickom mieste uvoľnený a odobraný 

nádorovou bunkou. 
[28]

 Prvé objavy magnetických nosičov boli v 70. rokoch 20. 

storočia. 
[18]

 

 

2.3.3 Hypertermia  

 

Pojem hypertermia označuje nefyziologické stúpanie teploty za účelom 

štruktúrnych zmien alebo zničenia buniek. Zvýšenie teploty nad niekoľko stupňov 

oproti normálnej teplote ľudského tela (36-37°C) môže spôsobiť biochemické poruchy 

bunky, prípadne bunkovú smrť. 
[26]

 

Rozoznávame dve formy bunkovej smrti – apoptózu a nekrózu. Zatiaľ čo 

apoptóza je pre bunku prirodzený proces a je nevyhnutná k udržiavaniu zdravia živého 

organizmu, nekróza označuje nesamovoľnú smrť bunky vplyvom vonkajších 

podmienok. Napríklad mechanickým pôsobením, chemickými či tepelnými 

zmenami.
[29]

 

Nádorové bunky sú viac náchylnejšie na zvýšenú teplotu (42-45°C) ako 

zdravé.
[26]

 Pri liečbe rakoviny pracuje na princípe ožarovania aj rádioterapia, avšak pod 

vplyvom ionizačného žiarenia sú poškodzované i zdravé bunky. 
[30]

 

Nový rozmer liečenia nádorových ochorení prinieslo využitie opticky alebo 

magneticky aktívnych nanočastíc, ktoré sú cielene vpravené do organizmu a zahrievané 
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zvonku tela žiarením vhodnej vlnovej dĺžky alebo oscilačným magnetickým poľom, čo 

nepoškodzuje zdravé tkanivá. 
[31]

 

Obr.5 popisuje experiment využitia hypertermie pri značení nádorových buniek 

pomocou magnetických nanočastíc aplikovaný na pečeň zajacov. Kým v nádore bola 

udržovaná stabilná terapeutická teplota 43°C, 1-2 cm od nádorovej oblasti bola teplota 

okolo 38 °C, čiže okolité tkanivá neboli poškodzované. 
[26]

 

 

 

 

 

Obr.5: Graf znázorňuje údaje z hypertermickej liečby pečene králikov s využitím 

magnetických nanočastíc. Zachytáva teplotu tkaniva v závislosti od času s ohľadom na 

vzdialenosť od centra zahrievania. Upravené podľa 
[26]

. 

 

 

Veľmi dôležitým aspektom tejto metódy je aj fakt, že tie isté magnetické 

nanočastice, ktoré boli použité na hypertermiu môžu byť využité aj ako kontrastné látky 

v MRI. 
[31]
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2.3.4 Magnetické separácie 

 

Magnetická separácia je metóda využívaná najmä v bunkovej biológii, 

mikrobiológii, lekárstve, molekulárnej biológii, biotechnológiách, biochémii 

a ekológii.
[32]

 

Podstatou tejto metódy je označenie biologickej oblasti magnetickými časticami 

a následná separácia takéhoto komplexu pomocou magnetického separátora. 
[33]

 

Magnetická separácia môže byť pozitívna a negatívna. Pri pozitívnej separácii sú 

magneticky označené a izolované priamo žiadané bunky alebo zlúčeniny. V prípade 

negatívnej separácie sa zo systému odstraňujú nežiaduce komponenty a dochádza 

k zvýšeniu počtu žiaducich zložiek.  

Použitím tejto metódy sa dá dosiahnuť urýchlenie alebo uľahčenie niektorých 

separačných metód. Najčastejšie používané látky na prípravu magnetických nosičov sú 

magnetit, maghemit, oxid chromičitý a ferity. 
[32]

 

 

2.4 Konjugácia SPIO nanočastíc s fluorescenčnými značkami 

 

Prvý, kto fluorescenciu spozoroval, bol anglický matematik a astronóm Sir John 

Frederic Herschel. Bolo to pravdepodobne okolo roku 1825, keď si všimol modré svetlo 

emitované z roztoku chinínu. 
[34]

 

Za posledných 25 rokov došlo k pozoruhodnému nárastu využívania 

fluorescencie pre biotechnologické účely, diagnostiku v medicíne, sekvenčné 

spracovanie DNA, genetické analýzy a mnohé iné. 
[35]

 

Zobrazovanie optickými fluorescenčnými metódami je citlivejšie ako využívanie 

metódy MRI. Nevýhodou optických metód je  ale hĺbka preniknutia do tkaniva, ktorá je 

limitovaná na centimetre kvôli refrakčným a absorpčným vlastnostiam svetla v živých 

organizmoch. Na druhej strane, využitím MRI môžeme pozorovať tkanivá 

v neobmedzenej hĺbke a práve preto je výhodnejšie využiť kombináciu molekulových 

zobrazovacích techník (viď Obr. 6). Aj Jennings a Long vo svojom článku „Two is 

better than one-probes for dual-modality molecular imaging“ vyzdvihujú dôležitosť 

použitia dvojitého molekulového zobrazovania pre dnešné klinické aplikácie. 
[36]
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Obr.6 (A-C): Myši postihnutej nádorom boli aplikované gadolíniové 

nanočastice obalené chytozánom, na ktoré bol naviazaný kyanín5.5 (Cy5.5-chitosan 

nanoparticle-Gd(III) ) ako kontrastná látka pre optické zobrazovanie. Následne bola 

myš pozorovaná využitím MR-NIRF systému. Červenými krúžkami sú označené miesta 

nádoru.  

Obrázok A: výsledok in vivo MRI pred aplikáciou kontrastnej látky (vľavo) a výsledok 

po jednej hodine od jej aplikácie (vpravo).  

Obrázok B: in vivo NIRF zobrazenie zachytáva jasnejšie intenzitu v oblasti nádoru 

(vľavo) a obraz magnetickej rezonancie po 24 hodinách od aplikácie je číry (vpravo). 

Obrázok C: in vivo NIRF zobrazenie akumulácie nanočasticového koplexu na 

miestach tumoru v priebehu troch dní. Upravené podľa 
[37]

. 

 

Autori J. Key a J.F. Leary poukazujú aj na možnosť využitia SPIO nanočastíc 

ako kontrastných látok pre duálne zobrazenie prostredníctvom MR-NIRF. 
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2.4.1 Fluorescencia  

 

Fluorescencia je spolu s fosforescenciou druhom  luminiscencie, konkrétne 

fotoluminiscencie. Fotoluminiscencia je jav, pri ktorom žiarenie s kratšou vlnovou 

dĺžkou vyvolá v látke vznik žiarenia s dlhšou vlnovou dĺžkou. Základný rozdiel medzi 

fluorescenciou a fosforescenciou spočíva v rýchlosti emisie a „lifetime “ (τ), čo je 

priemerný čas medzi excitáciou a navrátením fluoroforu do základného stavu. Zatiaľ čo 

pre fluorescenciu je typická rýchlosť emisie poväčšine 10
8
 s

-1
 a charakteristický 

„lifetime“  je asi 10 ns, pre fosforescenciu je typická pomalšia rýchlosť emisie – 10
3
 až 

10
0
 s

-1
 a „lifetime“ zodpovedá rádovo milisekundám až sekundám. Práve vďaka dlhším 

„lifetimom“ je možné pozorovanie fosforescencie v tme. Pretože časové rozmedzie 

fluorescencie je veľmi malé, musia byť na meranie použité sofistikované techniky. 
[38]

 

Fluorescencia je vlastne sekundárne žiarenie vznikajúce vyžiarením energie 

atómom, ktorý energiu pohltil, čiže sa jedná o prechod zo stavu S1 do stavu S0. Látky 

schopné tohto prechodu spojeného s vyžiarením svetla nazývame fluorofory. 
[39]

 

Proces, ktorý nastáva medzi absorpciou a emisiou svetla popisuje Jablonského 

diagram (viď. Obr.7), pomenovaný podľa zakladateľa fluorescenčnej spektroskopie 

Profesora Alexandra Jablonského. 
[38]

 

 

 

Obr.7: Schéma znázorňuje Jablonského diagram ktorý zobrazuje energetické prechody 

pri vzniku fluorescencie a fosforescencie. Upravené podľa 
[38]

. 
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Singletový, prvý a druhý elektrónový stav sú označené ako S0, S1 a S2. Na 

všetkých týchto energetických úrovniach  môžu fluorofory existovať na vibračných 

hladinách, ktoré sú označené ako 0, 1, 2 atď.  

Keď látka absorbuje svetlo nastáva niekoľko procesov. Fluorofor je zvyčajne 

excitovaný na niektorý z vibračných stavov – buď S1 alebo S2. Molekuly 

v kondenzovanej fáze rýchlo relaxujú na nižšiu vibračnú hladinu S1. Tento proces je 

nazývaný vnútorná konverzia a trvá asi 10
-12

. Keďže je to menej ako je fluorescenčný 

lifetime , proces vnútornej konverzie je spravidla dokončený pred emisiou. Preto emisia 

fluorescencie väčšinou nastáva z tepelne rovnovážneho excitovaného stavu - čiže 

z najnižšej energetickej vibračnej hladiny S1.  

Vyžiarenie prostredníctvom fluorescencie emisie väčšinou nastáva v časovom 

rozmedzí 0,1 – 100 ns. Excitované molekuly môžu však aj relaxovať prostredníctvom 

vnútrosystémovému prechodu (intersystem crossing) na najnižší tripletový stav T1. 

Návrat do základného stavu prostredníctvom fosforescencie je oveľa pomalší – 10
-6

 - 1s. 

Absorpcia najdlhších vlnových dĺžok zodpovedá excitácii  z najnižších vibračných 

stavov v S0 na najnižšiu vibračnú hladinu v S1. Rozdiel v polohe píku vlnovej dĺžky 

absorpcie a emisie je nazývaný Stokesov posun. 
[38]

 

 

2.4.2 Základné vlastnosti fluorescenčných značiek 

 

Pri vyberaní fluoroforu vhodného pre fluorescenčné zobrazovanie máme na 

výber z viacerých možností (viď. Tabuľka 1). Môžu to byť napríklad malé organické 

farbivá, nanočastice, ktorých fyzikálno-chemické vlastnosti sú ovplyvnené ich 

veľkosťou, nanočastice zlata alebo geneticky kódované fluorescenčné proteíny. Musíme 

však zohľadniť ich veľkosť, chemickú podstatu, biokompatibilitu, optické vlastnosti 

a vzájomné pôsobenie farbiva a biologickej jednotky. 
[40]
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Trieda Príklad Jas 
Foto-

stabilita 

Bio-

kompatibilita 

Citivosť k 

životnému 

prostrediu 

AlexaFluor 
AlexaFluor 

488 
xxxx xxxx xxxx xx 

Atto Atto 488 xxxx xxxxx xxxx xx 

BODIPY 
BODIPY 

TMR 
xxx xx xxxx xxx 

Kumarín Kumarín 6 x x xxx xxxx 

Kyaníny Cy5, Cy7 xxx xxxx xxx xx 

Fluoresceín FITC xxx x xxx xxxx 

Rodamíny Rodamín 6G xxx xxxx xx xxx 

Kvantové bodky   xxxxx xxxxx x x 

GFP proteíny EGFP, EosFP xx xx xxxxx xx 

 

Tabuľka 1: V tabuľke sú porovnané vlastnosti jednotlivých fluorescenčných značiek 

používaných pre fluorescenčné zobrazovanie (x- najmenej, xxxxx- najviac). Upravené 

podľa 
[40]

 

 

 Vo všeobecnosti platí, že používané značky by mali byť dostatočne 

(foto)stabilné a ľahko excitovateľné dostupnými zdrojmi svetla, pričom nesmú byť 

ovplyvňované flourescenčným pozadím biologickej matrice. Taktiež by mali vykazovať 

dostatočný jas, aby sme mohli ich vlastnosti pozorovať bežnými inštrumentálnymi 

technikami. Na využitie pre biologické aplikácie je nutná ich rozpustnosť v bunkovom 

prostredí. V závislosti na type aplikácie sú zohľadňované aj nasledujúce faktory – 

závislosť emisných vlastností na pH, možnosti, ako dopraviť fluorescenčnú značku do 

bunky, jej toxicita a vhodnosť značky. 
[40,41]

 

 

2.4.3 Molekulové zobrazovanie a optical imaging 

 

V dnešnej dobe je vo výskume pre in vivo zobrazovanie dostupných niekoľko 

zobrazovacích techník, napríklad nukleárne zobrazovanie (PET, SPECT), optické 

zobrazovanie (fluorescencia a bioluminiscencia), zobrazovanie ultrazvukom či 

magnetickou rezonanciou. 
[41]

 

Každá z týchto metód má svoje výhody aj nevýhody (viď Tabuľka 2). V prípade 

PET ide o zlé priestorové rozlíšenie, metóda MRI vykazuje síce dobré anatomické 

rozlíšenie, ale má malú citlivosť.
[37]
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Spomedzi týchto metód sa v biomedicínskom výskume najviac používa optické 

zobrazovanie (optical imaging) hlavne kvôli nízkej cene, dobrej dostupnosti či vysokej 

citlivosti prístrojov. Optické zobrazovacie metódy majú aj svoje nevýhody. Napríklad 

pri zobrazovaní in vivo je nevýhodou nízka schopnosť získať kvantitatívne údaje či zlé 

priestorové rozlíšenie.  

Pojem optical imaging zahŕňa fluorescenčné a bioluminiscenčné in vivo 

zobrazovanie. Tieto typy zobrazovacích metód majú široké využitie pri vizualizácii 

v biomedicínskom výskume, najme pri molekulovom zobrazovaní.
 [41,37]

 

Fluorescenčné zobrazovanie môže byť vykonávané pri rôznom rozlíšení a pri 

rôznej hĺbke preniknutia (od mikrometrov po centimetre). Jeho podstatou je excitácia 

atómov organických farbív alebo fluorescenčných proteínov pomocou externých 

svetelných zdrojov, čo vedie k emisii svetla s určitou vlnovou dĺžkou. 
[41, 40] 

Prvý, kto využili značenie biologických vzoriek farbou boli Camillo Golgi 

(taliansky lekár) a Santiago Ramon y Cajal (španielsky patológ). 
[40]

 

Fluorescenčná mikroskopia patrí do skupiny optických metód a priniesla nový 

rozmer chemicko-biologickým vedám. Predovšetkým je nevyhnutná pre bunečnú 

biológiu. 
[40,42]

 

Fluorescencia je najpopulárnejšou kontrastnou technikou súčasnosti. Využíva 

fluorofory alebo fluorochromy, čo sú látky absorbujúce žiarenie určitého rozsahu 

vlnových dĺžok , ktoré spätne emitujú s nižšou energiou. To spôsobí posun k dlhším 

vlnovým dĺžkam, čo sa prejaví vyžiarením svetla inej farby. Medzi základné výhody 

využitia fluorescencie pre zobrazovanie (tkanív, buniek atď.) patrí veľmi vysoká 

citlivosť, selektivita, špecifickosť a vysoký kontrast, ktorý poskytujú fluorescenčné 

farbivá. 
[50]
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Metóda Zdroj Typické "sondy" Rozlíšenie Hĺbka Citlivosť Čas Informácie Cena (US$) 
Klinické 

využitie 

MRI 
rádiové 

vlny 

paramagnetické 

(Gd
3++

), 
superparamagnetické 

(Fe3O4) 

10-100 
μm 

Bez limitu 10
-9

 - 10
-6

 
minúty až 

hodiny 

anatomické, 

fyziologické, 

molekulárne 

> $300,000 Áno 

CT 
röntgenové 

lúče 
zlato, síran brnatý 

50-200 

μm 
Bez limitu  10

-6
 minúty 

anatomické, 

fyziologické 

$100,000–

$300,000 
Áno 

PET γ-lúče 
rádioizotopy 

(napr.
18

F,
11

C, 
13

N, 
15

O, 
64

Cu, 
124

I) 

1-2 mm Bez limitu 10
-15

  
minúty až 

hodiny 

fyziologické, 

molekulárne 
> $300,000 Áno 

Optické 

zobrazovanie 
svetlo QDs, NIRF farbivá > 0,3 μm < 10 cm  10

-12
 

subsekundy 

až minúty 

fyziologické, 

molekulárne 

$100,000–

$300,000 
Vo výskume 

 

 

Tabuľka 2: Porovnanie rozličných zobrazovacích metód. Upravené podľa 
[37]
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3 CIELE PRÁCE 

 

 Cieľom práce bolo v teoretickom úvode pomocou citovaných materiálov 

a zdrojov popísať základné znaky nanočastíc, predovšetkým magnetitu a maghemitu. 

Tieto dva typy superparamagnetických nanočastíc sú často používané v medicíne, preto 

bolo ďalším z cieľov zhrnúť ich konkrétne aplikácie a poukázať na vhodnosť ich 

konjugácie s fluorescenčnými látkami.  

Prioritou praktickej časti bolo pripraviť bimodálnu fluorescenčnú kontrastnú 

látku (magnetit + fluoresceín) a pomocou dostupných laboratórnych metód 

charakterizovať jej fyzikálno-chemické vlastnosti a aplikovať vzorku na bunky.  
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

 

4.1 Použité experimentálne metódy na určenie fyzikálno – chemických 

vlastností nanočastíc 

 

Pre vyhodnotenie vlastností nanočastíc pred a po konjugácii s fluorescenčnou 

 značkou bola použitá rada špeciálnych techník určených k charakterizácii 

nanomateriálov a obzvlášť  ich povrchových a v našom prípade i optických vlastností.  

   

4.1.1 Transmisná elektrónová mikroskopia (TEM) 

 

 Transmisná elektrónová mikroskopia je využívaná na určovanie veľkosti častíc 

a na pozorovanie ich tvaru. Pri TEM oproti SEM elektrónový zväzok na vzorku nie len 

dopadá, ale ňou i prechádza. 
[43]

 

Základné časti transmisného elektrónového mikroskopu sú kondenzor, objektív 

a projektív. Kondenzor fokusuje elektrónové lúče na vzorku a zabezpečuje jej 

intenzívne a homogénne ožiarenie. Objektív je tvorený jednou elektromagnetickou 

šošovkou a slúži k tvorbe obrazu. Na premietnutie obrazu na tienidlo je využívaný 

projektív, tvorený štyrmi elektromagnetickými šošovkami. Týmto mikroskopom 

môžeme dosiahnuť maximálne užitočné zväčšenie 10
6
. Aby elektróny vzorkou 

prechádzali, musí byť vzorka dostatočne tenká – jej optimálna hrúbka  je 10 – 200 nm. 

Taktiež je pred meraním dôležité, aby vzorka dostatočne vyschla a bola tak zbavená 

vody. 
[44]  

Na mikroskopovanie bol použitý transmisný elektrónový mikroskop JEM2010 

(pri200kV). 

 

4.1.2 Dynamický rozptyl svetla (DLS) 

 

 Táto metóda stanovenia veľkosti častíc inak nazývaná aj fotónová korelačná 

spektroskopia (PCS) alebo kvazielastický rozptyl svetla (QELS) je vhodná najmä pre 

suspenzné roztoky, ktorých veľkosť častíc sa pohybuje v submikrónovej oblasti. 
[45]

 

Pre molekuly v roztoku je charakteristický Brownov pohyb, ktorý je 

ovplyvňovaný teplotou, viskozitou rozpúšťadla a veľkosťou častíc. Vzhľadom 
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k meraniu DLS je dôležitý fakt, že malé častice sa v roztoku pohybujú rýchlejšie ako 

veľké. Závislosť rýchlosti pohybu častice od jej veľkosti popisuje Stokes – Einsteinova 

rovnica (viď Schéma 1).  
[46]

 

 

D= k.T / 6. η . π. a , kde 

 

D = koeficient – funkcia rozmeru častice 

k = Boltzmanova konštanta 

T = termodynamická teplota 

η =  koeficient viskozity [g.cm
-1

.s
-1

] 

π = Ludolfovo číslo 

a = polomer častice 

 

Schéma 1: Stokes- Einsteinova rovnica 
[47]

 

 

Princíp metódy spočíva v sledovaní zmeny intenzity rozptýleného svetla 

časticami v závislosti od času. Najskôr je prístrojom určený difúzny koeficient častíc. 

Jeho hodnota závisí na veľkosti častíc, viskozite kvapaliny a na jej teplote. Ak tieto 

veličiny poznáme, veľkosť častíc vieme zo Stokes – Einsteinovej rovnice vypočítať. 
[48]

 

 

4.1.3 Zeta potenciál ( ζ ) 

 

 V roztoku elektrolytu sa okolo povrchu pevnej častice vytvára elektrická 

dvojvrstva. Tento jav je popísaný rôznymi modelmi - napríklad Sternovým alebo 

Helmholtzovým modelom.  

 Sternov model opisuje, že  v roztoku sa tesne pri povrchu pevnej častice 

nachádza vrstva opačne nabitých častíc, ktoré sa pohybujú rovnakou rýchlosťou ako 

koloidná častica. Táto vrstva sa nazýva Sternova vrstva. Vo väčšej vzdialenosti ako je 

Sternova vrstva sa nachádza difúzna vrstva a ióny, ktoré sú jej súčasťou sa pohybujú 

nezávisle na pohybe pevnej častice. Zeta potenciál, inak nazývaný aj elektrokinetický 

potenciál, je potenciál existujúci na hranici medzi Sternovou a difúznou vrstvou.
 [49]
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Zeta potenciál bol meraný prístrojom Malvern Zetasizer Nano (Malvern 

Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Rovnakým prístrojom bola meraná aj veľkosť 

častíc pre DLS.  

 

4.1.4 Fluorescenčná mikroskopia 

 

Aby boli objekty pozorovateľné pod fluorescenčným mikroskopom, musí dôjsť 

k excitácii, následne k separácii emisie a nakoniec k detekcii fluorescencie. Pre získanie 

vysokého kontrastu obrazu je nutná účinná separácia excitácie z fluorescenčného 

 svetla. 
[40,41]

 

Excitáciu fluorescencie zabezpečuje svetlo emitované z ortuťovej lampy. Svetlo 

sa odráža smerom k pozorovanej vzorke pomocou dichroického zrkadla, ktoré je 

vzhľadom k vysielanému lúču v 45° uhle a odráža fotóny vybranej vlnovej dĺžky, (ale 

umožňuje aj prechod svetla dlhších vlnových dĺžok). Dvojfarebné zrkadlo je 

nastaviteľné podľa typu aplikácie tak, aby odrazilo vhodnú vlnovú dĺžku na základe 

očakávanej fluorescencie. Fluorescencia je emitovaná vzorkou všetkými smermi, ale len 

vhodne zvolená svetelná škála je zhromažďovaná objektívom. V dôsledku toho je 

fluorescencia slabá v porovnaní s excitovaným svetlom a musí byť efektívne 

separovaná a detekovaná. 
[40]

 

 Na mikroskopovanie pol použitý svetelný mikroskop s fluorescenčným módom 

Olympus IX 70, obsahujúci objektívy modifikované pre fázový kontrast so zväčšením 

10 a 40 a objektív modifikovaný pre fázový kontrast aj flourescenčný mód so 

zväčšením 20. Snímky boli zachytené kamerou Olympus DP72.  

 

4.1.5 Spektrofluorimetria 

 

Spektrofluorimetria patrí do skupiny luminiscenčných analytických metód. 

Budiacim zdrojom v spektrofluorimetroch je žiarenie vo viditeľnej alebo ultrafialovej 

oblasti svetla, obvykle je využívaný pulzný laser. Ako excitačné aj emisné 

monochromátory sú využívané optické mriežky. Žiarenie z budiaceho zdroja prejde cez 

monochromátor a dopadne na kyvetu so vzorkou. 
[51]

 

Pomocou monochromatického žiarenia je látka excitovaná, čiže elektrón 
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z poslednej vrstvy je vybudený na vyššiu energetickú úroveň. Návrat elektrónu do 

základného stavu je doprevádzaný vyžiarením energie vo forme fotónu a emitované 

svetlo má väčšiu vlnovú dĺžku ako excitačné.  Emitované fluorescenčné žiarenie sa 

meria v smere kolmom na lúč budiaceho zdroja a je detekované pomocou  

fotonásobiča. 
[38] 

Na rozdiel od fotometrických metód má táto metóda vyššiu citlivosť 

a špecifickosť. Negatívom je to, že fluorescenčné činidlá sú veľmi citlivé na zmenu pH, 

zmenu polarity či iónovej sily a na prítomnosť oxidačných činidiel (tzv. zhášačov). 
[51] 

Fluorescenčné spektrá boli merané spektrofluorimetrom QuantaMaster 40  

(Photon Technology International, U.S.A), ktorý ako zdroj žiarenia využíva xenónovú 

lampu, monochromátory Czernyho – Turnerovho typu a detektorom je fotonásobič.  

 

4.2 Používané SPIO častice 

 

Superparamagnetické nanočastice, ktoré sme použili na naviazanie 

fluorescenčnej látky boli poskytnuté PhDr. Zdenkou Medříkovou a boli pripravené 

nasledovným spôsobom. 

 

4.2.1 Príprava a charakterizácia častíc  

 

Magnetické nanočastice magnetitu stabilizované CMC(karboxymetylcelulózou) 

boli pripravené podľa modifikovaného protokolu autora Bakandritsos et al. pani 

doktorkou Zdenkou Medříkovou (RCPTM UP). Jednalo sa o precipitáciu železo- 

obsahujúceho prekurzoru ( FeSO4.7H2O) v roztoku CMC (viď Obr.8), pomocou 

NH4OH za zvýšenej teploty (323 K). Po procese miešania, centrifugácie a sonifikácie 

bol finálny magnetický koloid uskladnený pri 4 °C. 
[52]

 

 

 

 

Obr.8: Vzorec karboxymetylcelulózy, ktorou boli obalené magnetitové nanočastice. 
[52]
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 Veľkosť a morfológia pripravených nanočastíc bola stanovená zo snímky z TEM 

(viď Obr.9) a pomocou DLS (viď Obr.10). Je vidieť, že jednotlivé nanočastice majú 

veľkosť cca 30 nm, držia pevne pri sebe a vytvárajú tzv. superklastry o veľkosti cca 120 

nm vďaka prítomnosti stabilizujúceho polyméru CMC. Časť karboxylových skupín 

interaguje s Fe iónmi na povrchu nanočastíc, čím sa docieli adsorpcia vrstvy 

polysacharidu ( viditeľné zo snímky z TEM). Táto adsorpcia bola potvrdená tiež 

pomocou FT-IR spektroskopie (dáta nie sú uvedené). Dôležitým výsledkom z FT-IR 

bolo tiež stanovenie prítomnosti voľných karboxylových skupín vyčnievajúcich do 

rozpúšťadla, a teda voľne prístupných pre ďalšie konjugácie. 
[52]

 

 

 

A. B.  

 

Obr. 9 A, 9 B : Snímky z TEM. Na obrázku B. je detailnejšie vidieť obal 

karboxymetylcelulózy, ktorou boli častice obalené. 

 

 
 

Obr.10: Graf DLS zobrazujúci veľkosť zhluku častíc, ktorá bola touto metódou určená 

na 119,2 nm. 
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 Zeta potenciál -45,6 mV (viď Obr.11) meraný pri pH 7,75 potvrdzuje stabilitu 

častíc vo vodnom prostredí, a teda koloidné chovanie bezpodmienečne nutné pre 

prípadne využitie častíc v medicíne.  

 

 

 

Obr.11: Graf zobrazujúci hodnotu zeta potenciálu 

 

 Magnetické vlastnosti (viď Obr.12) pripravených nanočastíc boli analyzovené 

pomocou Mössbauerovej spektroskopie a metódy SQUID. Bolo stanovené, že vzorka 

obsahuje nestechiometrický magnetit a pri izbovej teplote je hodnota saturačnej 

magnetizácie materiálu 68,4 Am
2
/kg (viď Obr.13). Dôležitý je tiež priebeh krivky 

magnetizácie. Je vidieť, že pri izbovej teplote sa v materiáli neindukujú histerézne 

straty, tzn. že nie je patrná histerézna slučka. Z toho môžeme usudzovať 

superparamagnetické chovanie pripravených nanočastíc. Takéto nanočastice môžu byť 

tiež použité na účely MRI ako tzv. negatívne kontrastné látky.  

 

 
 

Obr. 12: Na obrázku je znázornená separácia magnetických nanočastíc z koloidného 

roztoku pomocou permanentného magnetu 
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Obr.13: Graf popisujúci magnetické vlastnosti nanočastíc obalených CMC 

 

 

4.3 Fluoresceín 

 

 Ako fluorescenčné farbivo, ktoré sme imobilizovali na povrch bioaktívnej 

zložky SPIO nanočestíc, bol zvolený fluoresceín, konkrétne 5-DTAF (5-(4,6-

Dichlorotriazinyl) Aminofluorescein)  (viď Obr.14) zakúpený vo firme Sigma Aldrich. 

 

O OOH

COOH

NH

N

N

N

Cl

Cl

 

Obr.14: Vzorec používaného fluoresceínu 
[53]
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Tento druh fluoresceínu predstavuje reaktívne farbivo s absorpčným/emisným 

maximom ~ 492/516 nm. Na rozdiel od ostatných typov fluoresceínov, 5 - DTAF 

nereaguje len s amino skupinami, ale aj s tiolovými a alkoholovými skupinami.  
[53]

 

Ľahko reaguje napríklad s proteínmi, polysacharidmi  alebo vodnými roztokmi 

alkoholov pri pH väčšom ako 9 a pri absencii iných nukleofilov. 
[54]

 Rozpustný je 

v organických rozpúšťadlách – napríklad v DMF alebo DMSO. 
[55]

 

 

4.4 Naviazanie fluoresceínu na SPIO nanočastice 

 

 Zásobný roztok magnetitových nanočastíc s počiatočnou koncentráciou  

3,5 mg/ml bol nariedený na koncentráciu 1mg/ml NaOH pufrom o pH10 do výsledného 

objemu 5 ml, čiže bolo zmiešaných 1,43 ml zásobného roztoku častíc a 3,57 ml pufru.  

Na rovnakú koncentráciu bol nariedený aj fluoresceín v DMSO – 10,1 mg 

fluoresceínu bolo zriedených s 10,1 ml DMSO.  

Roztok častíc s koncentráciou 1 mg/ml bol s fluoresceínom zmiešaný v pomere 

50:1 (1,96 ml roztoku častíc a 0,04 ml fluoresceínu) a 500:1(1,996 ml roztoku častíc 

a 0,004 ml fluoresceínu)  a cez noc (24hodín) sa nechali inkubovať v chladničke. Na 

druhý deň bolo odobraných 0,6 ml roztoku a toto množstvo sa centrifugovalo 45 min pri 

15 000 g.  

Po centrifugácii nasledovalo premývanie častíc, aby boli odstránené všetky 

zvyšky nenaviazaného fluoresceínu. Supernatant bol odobraný, sediment častíc sa 

opatrne doplnil 100 μl pufru a roztok sa opätovne centrifugoval pri 15 000 g 5 minút. 

Tento proces bol opakovaný 3x a ako výsledok sme dostali premytý sediment 

magnetitových nanočastíc a supernatant s nenaviazaným fluoresceínom. 
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Obr.15: Vzorec fluoresceínu naviazaného na karboxymetylcelulóze 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSIA 

 

5.1 Meranie DLS po naviazaní fluoresceínu 

  

Využitím metódy DLS (viď Obr.16) sme stanovili priemerom z troch meraní, že 

veľkosť častíc po naviazaní fluoresceínu (v pomere 50:1) klesla z 119,2 nm na 100,8 

nm. Pred naviazaním fluoresceínu boli častice obalené sodnou soľou 

karboxymetylcelulózy a molekula fluoresceínu sa na obal častice naviazala na miestach, 

kde bol sodík, ktorý sa vyviazal, čo pravdepodobne spôsobilo pokles veľkosti. 

 

 

 

Obr.16: Výsledok DLS po naviazaní fluoresceínu 

 

5.2 Meranie Zeta potenciálu po naviazaní fluoresceínu  
 

Hodnota zeta potenciálu bola meraná aj po naviazaní fluoresceínu (v pomere 

50:1) a bola stanovená priemerom z troch meraní na -25,5 mV (viď Obr.17). Došlo teda 

k miernej destabilizácii častíc, z pôvodnej hodnoty -45,6 mV. Aj napriek tomu sa 

vzorka chovala stabilne vo vodnom aj bunkovom médiu. Zeta potenciál je veličina 

závisiaca hlavne od hodnoty pH. Táto hodnota poklesla z pôvodnej (pH=7,75)  na 6,3, 

čo spôsobilo aj zvýšenie zeta potenciálu.  
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Obr.17: Výsledok Zeta potenciálu po naviazaní fluoresceínu 

 

 

5.3 Fluorescenčná spektroskopia 

 

 

Sedimenty premytých častíc s naviazaným fluoresceínom v pomere 500:1 a 50:1 

boli aplikované do kremennej kyvety s hrúbkou 1 cm. Meranie prebiehalo pri 

laboratórnej teplote pod uhlom 90°. Na Obr.18 je vidieť fluorescenčné (emisné) 

spektrum oboch pripravených vzoriek. Fluorescenčné maximum je patrné v oboch 

prípadoch, a to  pri vlnovej dĺžke 516-519 nm typické pre FITC či DTAF. Intenzita 

fluorescenčného maxima je vyššia pri vzorke s pomerom častíc a fluoresceínu 50:1, 

môžeme teda usudzovať, že pri vyššom  pomere fluoresceínu v reakcii sa ho naviaže na 

povrch nanočastíc väčšie množstvo. Kvantifikovať fluoresceín nie je triviálne, pretože 

pri väzbe sa môžu prejavovať javy zhášania, kedy pri vyššej koncentrácii fluoresceínu 

sa absorbčný a emisný pás látky prekrývajú a látka absorbuje svoju vlastnú 

fluorescenciu. V našom prípade k zhášaniu fluorescencie u vzorky s pomerom častíc 

a fluoresceínu 50:1 nenastalo, a pretože bola jeho intenzita väčšia ako u vzorky 500:1, 

použili sme túto vzorku na značenie kmeňových buniek.  
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Obr.18: Graf zobrazuje závislosť intenzity fluorescencie od vlnovej dĺžky.  

Modrá krivka znázorňuje intenzitu fluorescencie vzorky, v ktorej bol pomer roztoku   

častíc a fluoresceínu 50:1 a hnedá krivka odzrkadľuje intenzitu fluorescencie   

vzorky s pomerom roztoku častíc a fluoresceínu 500:1.  

 

5.4 Aplikácia vzorky na bunky 

 

Pripravené magnetitové nanočastice obalené karboxymetylcelulózou, na ktoré 

bol naviazaný fluoresceín v pomere 50:1, boli aplikované na mezenchymálne kmeňové 

bunky.  

 

5.4.1 Postup aplikácie 

 

Do 24-jamkovej kultivačnej doštičky sa k adherovaným kmeňovým bunkám  

(20 000 kmeňových buniek na jamku s objemom 500 μl) pridalo 50 μg/ml nanočastíc. 

Zmes sa nechala kultivovať v CO2 inkubátore 24 hodín.  
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5.4.2 Fluorescenčná mikroskopia 

 

Po 24 hodinovej inkubácii nanočastíc s bunkami sa odsalo médium a dno jamky  

bolo premyté PBS roztokom. Boli vytvorené najskôr snímky  v prechádzajúcom bielom 

svetle (viď Obr. 19 A) a následne vo fluorescenčnom móde (viď Obr. 19 B). Kmeňové 

bunky aj po označení fluorescenčnými nanočasticami zachovali rovnakú morfológiu 

ako bunky kontrolné. Emisia fluoresceínu bola patrná hlavne z membrány a cytosólu 

buniek. Je teda pravdepodobné, že po dobu 24 hodín dochádza k postupnému procesu 

internalizácie nanočastíc do bunkového cytosólu procesom zvaným endocytóza (proces 

typický pre SPIO nanočastice). Z mikroskopického zobrazenia označených buniek je 

zrejmé, že nanočastice sú biokompatibilné a môžu byť využité na účely bunkového 

a molekulárneho optického zobrazovania.  

 

 

          19A          19B 

 

Obr. 19A, 19B: Kmeňové bunky zobrazené svetelnou mikroskopiou 

A)v prechádzajúcom bielom svetle, B) vo fluorescenčnom móde (zelená emisia); 

zväčšenie 20x.
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6 ZÁVER 

 

Bakalárska práca popisuje aktuálnu tému, prínosnú pre moderné diagnostické 

metódy v medicíne, a to tzv. multimodálne kontrastné látky pre bunkové a molekulárne 

zobrazovanie. Kontrastné látky na báze SPIO nanočastíc sú používané v MRI pre širokú 

škálu zobrazovacích orgánov. Vďaka unikátnym fyzikálnym vlastnostiam ako je 

jednodoménovosť a superparamagnetizmus spôsobujú negatívny kontrast 

zobrazovaného tkaniva či orgánu, a tým zvyšujú kontrast medzi požadovaným 

zobrazovaným a okolitým tkanivom. Veľkou výhodou je netoxicita a biodegradabilita 

narozdiel od pozitívnych gadolíniových kontrastných látok. Naviac, SPIO nanočastice 

je možné použiť ako nosiče liečiv pri magneticky cielenom doručovaní, za použitia 

vonkajšieho gradientného magnetického pola. MRI je neinvazívna diagnostická metóda, 

ktorou je možné priestorovo zobraziť aj mäkké tkanivá v akejkoľvek hĺbke. Nevýhodou 

je však nízka citlivosť. Oproti tomu optické zobrazovanie (optical imaging) má výhodu 

práve vo vysokej citlivosti, nízkej cene a dobrej dostupnosti. Pri in vivo použití sa však 

prejavuje efekt absorbcie žiarenia v biologickom tkanive. Veľkou výzvou je teda 

príprava takých kontrastných látok, ktoré vyzdvihnú výhody oboch vyššie uvedených 

diagnostických metód.  

Cieľom praktickej časti bakalárskej práce bolo teda pripraviť bifunkčnú kontrastnú 

látku pre MRI a optické zobrazovanie, predovšetkým pre účely značenia kmeňových 

buniek pri bunkovej terapii. Samotná príprava zahŕňala konjugáciu fluorosceínu (5-

DTAF (5-(4,6-Dichlorotriazinyl) Aminoflurosceín)) na povrch SPIO nanočastíc 

obalených karboxymetylcelulózou.  

Konjugácia farbiva na povrch nanočastíc bola potvrdená niekoľkými metódami. 

Metódou DLS bol zistený pokles veľkosti výsledných konjugovaných nanočastíc 

z pôvodných 120 nm na 100 nm. Zároveň došlo k posunu záporného náboja z -45,6 na -

25,5 mV. Emisia fluoroscencie konjugovaných nanočastíc bola overená jednak 

fluorescenčnou spektrofluorimetriou, a tiež pomocou fluorescenčnej mikroskopie. Na 

záver bola vzorka aplikovaná na kmeňové bunky a vystavená inkubácii 24 hodín. 

Z výsledkov je zrejmé, že nanočastice obalené fluoresceínom sú biokompatibilné, čiže 

nespôsobujú zmenu morfológie buniek (prípadne ich degradáciu), sú postupne bunkami 

pohlcované do vnútrobunkového prostredia (cytosólu) a emitujú v zelenej oblasti.  
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Pripravený bimodálny komplex obsahujúci SPIO nanočastice konjugované 

fluoresceínom je nádejný pre bunkové zobrazovanie pomocou metódy MRI a optical 

imaging.  
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