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Zoznam pouzitych skratiek:

CT — pocitacova tomografia (Computed Tomography)
Cy5, Cy7 — kyanin5, kyanin7
DMF - dimetylformamid
DMSO - dimetylsulfoxid
DTAF — dichlorotriazinyl aminofluorescein
DLS — dynamicky rozptyl svetla (Dynamic Light Scattering)
EGFP — zdokonalené zelené fluorescencné proteiny (Enhanced Green Fluorescent
Proteins)
FITC — fluorescein izotiokyanat
FT-IR — infracervena spektroskopia (Fourier Transform — InfraRed)
GFP — zelené fluorescen¢né proteiny (Green Fluorescent Proteins)
MIONSs — magnetické nanocastice oxidov Zeleza (Magnetic Iron Oxide Nanoparticles)
MRI — magneticka rezonancia (Magnetic Resonance Imaging)
NIRF — (Near InfraRed Fluorescence)
PBS — fosfatovy pufor (Phosphate Buffered Saline)
PET — Pozitronova Emisna Tomografia
QDs — kvantové bodky (Quantum Dots)
SEM - Skenovacia Elektronova Mikroskopia
SPECT - jednofotonova emisna tomografia (Single Photon Emission Computed
Tomography)
SPIO - superparamagnetické nanocastice oxidov Zeleza (Superparamagnetic Iron
Oxide)
SQUID - supravodivé kvantové interferen¢né zariadenie (Superconducting Quantum
interference device

TEM - Transmisna Elektronova Mikroskopia
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1 UVOD

Nanotechnolégie patria v sucasnosti k najsklonovanejSiemu pojmu v oblasti
vyskumu a mnohymi vedcami su pokladané za jedno z najperspektivnejsich odvetvi
21. storocia.

St vyuzitel'né v Sirokom rozsahu odborov - napriklad v textilnom priemysle, kde
sa vyuzivaji na vyrobu nekr€ivych nezmacatelnych odevov. Prave vdaka
nezmacateInému povrchu st vyuziteI'né aj v automobilovom priemysle na tvorbu filtrov
Celnych skiel. V potravinarstve sa uplatiiuju na znackovanie potravin a odstraiiovanie
necistot, v strojarenstve na vyrobu supertvrdych povrchov s nizkym trenim.

Dal§imi odvetviami kde sa s nimi mozeme stretniit’ je elektronika, chemicky, opticky,
kozmicky, vojensky i elektrotechnicky priemysel.

V medicine sa nanomateridly vyuzivaji na pripravu dezinfekénych roztokov
novej generacie, ako analyzatory, suc¢asti umelych kibov a chlopni, ako néhrada tkaniv,
pri cielenom transporte lieCiv, ako kontrastné latky pri zobrazovani magnetickou
rezonanciou, na bunkové ¢i molekulové zobrazovanie, na biologické separacie a tiez pri
hypertermii.

Na povrch nanocastice, ktora je obalena bioaktivnou latkou, méze byt naviazané
fluorescencné farbivo a K charakterizacii a lokalizacii bimodalnej latky moéze byt
vyuzité nie len zobrazovanie magnetickou rezonanciou, ale aj rada optickych metod,
akymi je napriklad spektrofluorimetria a fluorescen¢na mikroskopia.

Preto je cielom tejto prace pripravit’ bimodalnu fluorescencnu kontrastnii latku

a pomocou fluorescencnej mikroskopie a spektroskopie ju charakterizovat’.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nanotechnolégie a Nanocastice

Nanotechnologie st vednd oblast zaoberajuca sa navrhom, vyrobou
a aplikdciami nanomateridlov. Skima zakladné vztahy medzi fyzikalnymi vlastnostami
a javmi materialov v zavislosti od ich rozmerov. ™ Tento interdisciplinarny odbor sa
stal fenoménom od konca 90. rokov. Tyka sa objektov, ktorych velkost aspon v jednom
,smere* je 0od 1 do 100 nm — nanocastic. (21

Ked’ castice dosiahnu rozmer pod 100 nm, vyrazne sa tym liSia ich fyzik4lno-
chemické vlastnosti- napriklad optické, elektrické, magnetické ¢i katalytické. Ich vel'mi

zaujimavou vlastnostou je aj narast pomeru plochy povrchu k objemu, ¢o ovplyviiuje

vacsinu fyzikalnych a chemickych vizieb na hraniciach zfn v materiale. 3]

2.1.1 Jednodoménovost’ a Superparamagnetizmus

V désledku zmensSovania velkosti Castic dochadza v magneticky usporiadanych
materidloch zaroven aj k ubidaniu magnetickych domén, az kym nenastane stav, ze je
Castica tvorena len jednou doménou. AvSak aj takéto jednodoménové Castice moZu
navonok vykazovat’ obrovsky magneticky moment (tzv. superspin), ktorého velkost’ je
vrozmedzi tisicov az desiatok tisicov Boérovych magneténov. Takto vytvoreny
jednodoménovy material nadobuda jedineCnost’ v spojeni so superparamagnetizmom. [4]

Superparamagnetizmus je jav, ktory mozeme pozorovat’ vo feromagnetickych
alebo ferimagnetickych nanocasticiach, kde méze magnetizacia pod vplyvom teploty
nahodne zmenit’ svoj smer. Cas medzi dvoma zmenami sa nazyva relaxaéna doba (t). Je
zavisla na teplote a vel’kosti Castice. So zmenSujicim sa rozmerom ¢astic sa zmenSuje aj
teplotnd energia potrebnd na preklopenie magnetického momentu cez magneticku
anizotropnu bariéru, ¢o zabezpecuje superparamagnetickym nanocasticiam vel'mi
rychlu odozvu na vonkajSie magnetické pole. Vd’aka tymto unikdtnym magnetickym

vlastnostiam st SPIO nanocastice vhodné pre biomedicinske aplikéacie. (%]
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2.2 SPIO nanocastice v bioaplikaciach a biotechnolégiach

Pre bioaplikacie sa pouZzivaji nanocastice oxidov zeleza, ktoré sa na zéklade
vel'kosti Castic delia do troch kategorii na: a) VSOP (very small superparamagnetic iron
oxide particles), s aspon jednym rozmerom mensim ako 10nm, b) USPIO (ultra small
superparamagnetic iron oxide particles) srozmerom priblizne 20 nm, c¢) SPIO
(superparamagnetic iron oxide), ktorych velkost je nad 30 nm. !

Vdaka vhodnému rozmeru, velkej ploche povrchu (stovky m?/g),
biokompatibilite, netoxicite a hlavne vd’aka nad$tandardnym magnetickym vlastnostiam
je mnajCastejSie vyuzivany superparamagneticky material vo forme magnetitu alebo
maghemitu.”

Aby mohli byt” SPIO nanocastice pouzité pre bioaplikdcie, musi najskor dojst’
k aprave ich povrchu pomocou funkcionalizujucej fazy, ktora musi byt netoxicka a
biokompatibilnd. Téato faza by mala tiez zabezpeCovat’ stabilitu, ochranu Castic pred
agregaciou a zabranovat’ reakciam nanocastic s Krvnou plazmou.[s*gl Takto upravené
nanocastice sa teda skladaji z magnetického jadra (core) a povrchovej obalujucej vrstvy
(shell), bez ktorej by boli toxické. Velkou vyhodou funkcionalizacného obalu je aj to,
ze jeho povrch méze byt chemicky modifikovany (vid’ Obr. 1). [10] Najcastejsie sa na
obalovanie magnetického jadra vyuziva skrob, albumin, polyetylénglykol, silikon ¢i

dextran.[®!
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Obr. 1: Na obrazku je znazornena nanocastica obalena biokompatibilnou povrchovou

Vvrstvou a moznosti imobilizacie roznych latok na tuto povrchovi vrstvu. Upravené

podla 1]

Medzi najviac skimané a pouzivané SPIO nanocastice v biomedicine patria dve

struktarne formy oxidov Zeleza a to magnetit a maghemit. &

2.2.1 Magnetit (Fe3O,)

Magnetit, inak zndmy aj pod nazvom magnetovec je ferimagneticky material
&iernej farby, ktory obsahuje Fe** a Fe** iony, beZne sa vyskytujuci v prirode vo forme
mineralov. Je to najstarSia znama Zeleznd ruda s magnetickymi vlastnostami,
vyskytujuca sa V prirode ako kryStalicky zrnity nerast. Jeho pritomnost’ bola potvrdena
aj Vv meteoritoch pochadzajicich z Marsu, Vv telach v¢iel, holubov a inych Zivych
organizmov. Je pravdepodobné, ze kvoli obsahu malych magnetickych krystalikov v ich
telach sa dokazu orientovat pomocou magnetického pola Zeme. B4 Zmensovanim
Castic pod trovent 10-30 nm vykazuje magnetit superparamagnetické vlastnosti. [12]

Prirodzene syntetizované nanocastice magnetitu o velkosti 50-100 nm obalené

fosfolipidovou membranou poskytuji magnetotaktické baktérie, ktoré ich vytvaraja
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biomineralizaciou. Castice, ktoré vznikli touto cestou sa nazyvaji magnetozémy. Vdaka
vhodnym magnetickym vlastnostiam, stalej velkosti, biokompatibilite a ich
neinteragujlicemu systému sa javia ako vhodny materidl pre bioaplikacie, kde mozu
najst’ uplatnenie ako nosice lieCiv, protilatok alebo enzymov. [13]

Molekula FesO, sa vyskytuje vinverznej kubickej spinelovej Struktire
s vyvazenou koncentraciou Fe** a Fe®* ionov, ktoré sa nachadzaju v oktaédrickych
poziciach spoloéne so zvy§ngm podtom Fe®* i6nov, ktoré st usporiadané
tetraédricky. 12 po plosne centrovanej kubickej mriezky su usporiadané aniony kyslika
obklopené i6nmi zeleza v oktaédrickom alebo tetraedralnom usporiadani, a tak
vytvaraju dve submriezky (vid® Obr. 2). Stechiometricky mézeme usporiadanie i6nov
zapisat’ aj ako Fe*" [Fe® Fe** 10,. ¥

Magnetické momenty s orientované antiparalalne, a preto ma magnetit

ferimagneticky charakter. Magnetizmus vzajomne opacne orientovnych i6nov Fe** sa
2+ [3,14]

© kyslik

® oktaedrilna pozicia Fe
© tetraedrilna pozicia Fe

[Fe(ll}[Fe(IhFe(I)LO,

| ' trete tertlildd

Obr. 2: Na obréazku je zndzornena truktiira magnetitu. Upravené podla *°]
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2.2.2 Maghemit (y-Fe;03)

Maghemit je ¢ervenohnedy mineral, ktory sa rovnako ako magnetit vyskytuje
v inverznej kubickej spinelovej Strukture (s dvoma podmriezkami) a pri poklese
velkosti pod 30 nm vykazuje superparamagnetické vlastnosti. (18] Je to modifikacia
oxidu Zelezitého, ktora vznika uplnou oxidaciou magnetitu, €ize je tvoreny len
trojmocnymi i6nmi Zeleza. 7 vo svojej Strukture ma kationy zeleza umiestnené
Vv tetraedrickych a oktaedrickych poziciach, pri€om vakancie v oktaedrickych poziciach
kompenzuju vzrast kladného naboja (vid’ Obr. 3). Je termicky malo stabilny a pri

vys§ich teplotach z neho vznika hematit, 18]

""""""" Y

o

() kyslik

tetraedralna
pozicia Fe - A

S

.

' A 1T
E b i" o ) oktaedralna
1 1 1
' - KRy T T JE . gy
P S F ',,-v" pozicia Fe - B
..‘l'.Ll'.l-l---l----l---------q"'----------'-.---@FJ‘I
- i - 1 -
- l,,r" l.'i"—
e m m -——— [ S &

Obr. 3: Obrazok znazornuje Struktiru maghemitu. Upravené podl'a [19]

2.3 Vyuzitie SPIO nanocastic v medicine

V medicine sa SPIO nanocastice naj¢astejSie vyuZivaju pre cieleny transport
lieciv, ako kontrastné latky v MRI, pri lie€be nadorovych ochoreni metédou

hypertermie, ako nahrada tkaniv ¢i pre biomagnetické separacie. *°!
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2.3.1 Kontrastné latky v MRI

To, Ze Castice maju superparamagnetické chovanie zaistuje kontrastné vlastnosti
v MRI (Magnetic Resonance Imaging) Vv zobrazovanej oblasti, v ktorej sa SPIO
nanocastice nachadzaju. Dnes je komer¢ne dostupnych niekol’ko desiatok druhov SPIO
nanocastic, ktoré mozu byt podané per-oralne alebo intravendzne. NajcastejsSie sa vSak
uplatiiuje prave intravenézne zavedenie Castic do organizmu, kde mézu byt vyuzité
nielen ako Kkontrastné latky v MRI, ale tiez ako nosife lie¢iv navadzané pomocou
vonkajSieho magnetického pol'a az na poZadované miesto ( napriklad k nadoru). [21]

Jednou z moznosti je aj aplikacia nanocastic na bunky in vitro a ich nasledna
transplantacia do preduréeného organizmu, kde ich méZzeme metédou magneticke;j
rezonancie pozorovat. Velkou vyhodou monitorovania buniek magnetickou
rezonanciou je to, Ze poskytuje anatomické aj patologické informacie, priCom
organizmus nezatazuje ionizujicim Ziarenim. [22]

MRI je teda neinvazivna technika s nulovou radiacnou zatazou pouZzivana
V zdravotnictve na ziskanie obrazu rezov urcitej oblasti tela, ktoré moézu slizit
K vytvoreniu 3D obrazu pozadovaného organu. (22231 Farebné odlienie jednotlivych
tkaniv je spdsobené ich rozdielnym chovanim pri posobeni rovnakého vonkajSicho
magnetického pol'a na dany organ zloZeny z vel’kého poctu protonov. [23.3]

Pacient je najskor vystaveny vysoko homogénnemu magnetickému polu By.
Toto pole nasmeruje magnetické momenty protonov organu takmer subezne v smere By
a tie zaéni konat' precesny pohyb s charakteristickou Larmorovou frekvenciou.
Nasledne je vloZzené v smere kolmom na By striedavé radiofrekvenéné magnetické pole.
Po jeho vypnuti sa jadro z vysSej energetickej hladiny vrati spat’ do zékladného stavu
a pritom emituje rovnako velka energiu (s rovnakou frekvenciou) ako absorbovalo.
K zisteniu vysledku je merana relaxa¢na koherézna odozva. [24]

Relaxaciu rozdel'ujeme na longitudialnu (T;) — relaxaény ¢as popisujuci stratu
energie vo forme tepla atransverzalnu (T;) — relaxacny ¢as ovplyviiovany stratou
fazovej koherencie v dosledku vzajomnych magnetickych interakcii protonov s inymi
magnetickymi momentmi okolitého tkaniva. [2%]

Ulohou kontrastnych latok vyuzivanych v MRI je skracovat T; lebo T
relaxadné Gasy a Vv dosledku toho zintenziviiovat kontrast (vid Obr.4) ! . Medzi

kontrastné latky, ktoré skracuju ¢as T; patria Vv sacasnosti najviac pouZzivané
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paramagnetické gadoliniové i6nové komplexy. Léatky na baze SPIO nanocastic —
predovsetkym y-Fe,O3 a Fe3O4 skracuji ¢asy Ts. (3.1
Intenzita signdlu po pouziti SPIO kontrastnych latok zavisi na velkosti Castic, na
ich chemickom a fazovom zloZeni, koncentracii a na parametroch pristroja. [26]
Spociatku boli kontrastné latky na baze SPIO nanocastic pouzivané na
zobrazovanie pecene, no v dneSnej dobe umoznuju napriklad aj zobrazovanie
lymfatickych uzlin, obli¢iek ¢i ¢riev. Prva SPIO kontrastna latka — Feridex (Endorem)

bola uvedena na trh v roku 1996. 22

Sprievodny nador  Hlavny nador

Obr.4: ZlepSenie kontrastu v MRI pouzitim SPIO nanocastic

Cervenou farbou je vyznadeny nador pecene.

Rozdiel medzi obrazkom A. a B. je v tom, Ze obrazok A. je vysledkom MRI bez
aplikacie SPIO nanocastic, zatial’ ¢o obrazok B. znazoriiuje vysledok magneticke;j
rezonancie s ich pouzitim.

Po aplikacii boli nanocastice rychlo odobrané Kupfferovymi bunkami, ¢im
zdravé tkanivo stmavlo imerne naddoru a hlavny nador bol ovel’a lepSie definovatelny.

Naviac bol pozorovatel'ny aj sprievodny nador, ktory na obrazku A. nebol

viditelny. Upravené podra ?°]
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2.3.2 Nosice lieéiv

Velkou nevyhodou protinadorovej chemoterapie, ¢o je najviac vyuzivana forma
terapie rakoviny sucasnosti, je to, ze pouzité cytostatikd nie su presne zacielené do
nadorovej oblasti a zasahuju aj zdravé bunky. [27]

Ako uz bolo uvedené v predchadzajucich kapitolach, SPIO nanocastice su
biokompatibiné, netoxické a hlavne ovladatelné vonkaj$im magnetickym polom. [
TaktieZ bolo zmienené, Ze obal (shell) Castic, pouzivanych pre biotechnologické tcely
je mozné chemicky modifikovat. "% Jednou z moznosti modifikacie je upevnenie
cytotoxickej latky na povrchovlil vrstvu nanocastic. Takto pripraveny komplex je
intravenoézne zavedeny do krvného rieCiska a vonkajSim magnetickym polom
transportovany do miesta nadoru. Zmenou fyziologickych podmienok alebo
enzymatickej aktivity je nasledne liek na Specifickom mieste uvolneny a odobrany
nadorovou bunkou. ! Prvé objavy magnetickych nosi¢ov boli v 70. rokoch 20.

storo¢ia. 1€

2.3.3 Hypertermia

Pojem hypertermia oznaCuje nefyziologické stupanie teploty za tucelom
Struktirnych zmien alebo zniCenia buniek. ZvySenie teploty nad niekolko stupnov
oproti normalnej teplote I'udského tela (36-37°C) moze sposobit’ biochemické poruchy
bunky, pripadne bunkovu smrt’. [26]

Rozoznavame dve formy bunkovej smrti — apoptézu a nekrézu. Zatial Co
apoptoza je pre bunku prirodzeny proces a je nevyhnutna k udrziavaniu zdravia zivého
organizmu, nekréza oznacuje nesamovolni smrt bunky vplyvom vonkajSich
podmienok. Napriklad mechanickym pdsobenim, chemickymi ¢i tepelnymi
zmenami.?’]

Nadorové bunky st viac nachylnejSie na zvySenl teplotu (42-45°C) ako
zdravé.”® Pri lietbe rakoviny pracuje na principe oZarovania aj radioterapia, avSak pod
vplyvom ioniza¢ného Ziarenia su poSkodzované i zdravé bunky. [30]

Novy rozmer lie¢enia nadorovych ochoreni prinieslo vyuzitie opticky alebo

magneticky aktivnych nanocastic, ktoré st cielene vpravené do organizmu a zahrievané
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zvonku tela Ziarenim vhodnej vlnovej diZky alebo oscilaénym magnetickym polom, ¢o
neposkodzuje zdravé tkaniva. [31]
Obr.5 popisuje experiment vyuzitia hypertermie pri zna¢eni nadorovych buniek

pomocou magnetickych nanocastic aplikovany na pecent zajacov. Kym v nadore bola

udrzovana stabilna terapeuticka teplota 43°C, 1-2 cm od nadorovej oblasti bola teplota
[26]

okolo 38 °C, ¢ize okolité tkaniva neboli poskodzovang.
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Obr.5: Graf znazoriiuje udaje z hypertermickej lieCby pecene kralikov s vyuzitim
magnetickych nanocastic. Zachytava teplotu tkaniva v zavislosti od ¢asu s oh'adom na

vzdialenost’ od centra zahrievania. Upravené podla [26]

Velmi dblezitym aspektom tejto metdody je aj fakt, Ze tie isté magnetické
nanocastice, ktoré boli pouzité na hypertermiu mozu byt’ vyuzité aj ako kontrastné latky

v MRI. Bl
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2.3.4 Magnetické separacie

Magnetickd separacia je metdda vyuzivand najmd v bunkovej bioldgii,
mikrobiologii, lekarstve, molekularnej biologii, biotechnologiach, biochémii
a ekologii.*

Podstatou tejto metddy je oznaCenie biologickej oblasti magnetickymi Casticami
a nasledna separacia takéhoto komplexu pomocou magnetického separatora. [33]

Magnetickd separacia moze byt pozitivna a negativna. Pri pozitivnej separacii su
magneticky oznacené a izolované priamo ziadané bunky alebo zliCeniny. V pripade
negativnej separacie sa zo systému odstraiiuju neziaduce komponenty a dochadza
k zvySeniu poctu ziaducich zloziek.

Pouzitim tejto metddy sa dd dosiahnut’ urychlenie alebo ul'ahenie niektorych
separacnych metod. NajcastejSie pouzivané latky na pripravu magnetickych nosi¢ov su

magnetit, maghemit, oxid chromi¢ity a ferity. %

2.4 Konjugacia SPIO nanocastic s fluorescenénymi znac¢kami

Prvy, kto fluorescenciu spozoroval, bol anglicky matematik a astronoém Sir John
Frederic Herschel. Bolo to pravdepodobne okolo roku 1825, ked’ si v§imol modré svetlo
emitované z roztoku chininu. B4

Za poslednych 25 rokov doSlo k pozoruhodnému narastu vyuZzivania
fluorescencie pre biotechnologické ucely, diagnostiku v medicine, sekvencné
spracovanie DNA, genetické analyzy a mnohé iné. [35]

Zobrazovanie optickymi fluorescen¢nymi metdédami je citlivejSie ako vyuzivanie
metddy MRI. Nevyhodou optickych metdd je ale hibka preniknutia do tkaniva, ktora je
limitovand na centimetre kvoli refrakénym a absorpénym vlastnostiam svetla v zivych
organizmoch. Na druhej strane, vyuzitim MRI mdzeme pozorovat tkaniva
Vv neobmedzenej hibke a prave preto je vyhodnejsie vyuzit kombinaciu molekulovych
zobrazovacich technik (vid® Obr. 6). Aj Jennings a Long Vo svojom ¢lanku ,, Two is
better than one-probes for dual-modality molecular imaging* vyzdvihuji dolezitost

pouZitia dvojitého molekulového zobrazovania pre dnesné klinické aplikacie. [36]
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aplikiciou

Obr.6 (A-C): Mysi postihnutej nadorom boli aplikované gadoliniové
nanocCastice obalené chytozanom, na ktoré bol naviazany kyanin5.5 (Cy5.5-chitosan
nanoparticle-Gd(I11) ) ako kontrastna latka pre optické zobrazovanie. Nasledne bola
mys$ pozorovana vyuzitim MR-NIRF systému. Cervenymi kriiZzkami si oznatené miesta
nadoru.

Obrazok A: vysledok in vivo MRI pred aplikaciou kontrastnej latky (vIavo) a vysledok
po jednej hodine od jej aplikacie (vpravo).

Obrazok B: in vivo NIRF zobrazenie zachytava jasnejSie intenzitu v oblasti nadoru
(vlavo) a obraz magnetickej rezonancie po 24 hodinach od aplikacie je Ciry (vpravo).
Obrazok C: in vivo NIRF zobrazenic akumulacie nanocasticového koplexu na

miestach tumoru v priebehu troch dni. Upravené podra ¥7),

Autori J. Key a J.F. Leary poukazujii aj na moznost’ vyuzitia SPIO nanocastic

ako kontrastnych latok pre dudlne zobrazenie prostrednictvom MR-NIRF.
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2.4.1 Fluorescencia

Fluorescencia je spolu s fosforescenciou druhom luminiscencie, konkrétne
fotoluminiscencie. Fotoluminiscencia je jav, pri ktorom Zziarenie s kratSou vlnovou
dizkou vyvola v latke vznik Ziarenia s dlh§ou vlnovou dizkou. Zakladny rozdiel medzi

(13

fluorescenciou a fosforescenciou spoc¢iva v rychlosti emisie a ,lifetime “ (1), ¢o je

priemerny ¢as medzi excitdciou a navratenim fluoroforu do zakladného stavu. Zatial’ ¢o

" a charakteristicky

pre fluorescenciu je typicka rychlost' emisie povicSine 108 s
Hlifetime* je asi 10 ns, pre fosforescenciu je typicka pomalSia rychlost’ emisie — 10° az
10°sta Hlifetime* zodpoveda raddovo milisekundam az sekundam. Prave vd’aka dlh§im
Hlifetimom* je moZzné pozorovanie fosforescencie v tme. Pretoze Casové rozmedzie
fluorescencie je vel'mi malé, musia byt’ na meranie pouzité sofistikované techniky. [38]
Fluorescencia je vlastne sekundarne ziarenie vznikajice vyziarenim energie
atomom, ktory energiu pohltil, ¢ize sa jedna o prechod zo stavu S; do stavu So. Latky
schopné tohto prechodu spojeného s vyZiarenim svetla nazyvame fluorofory. [39]
Proces, ktory nastava medzi absorpciou a emisiou svetla popisuje Jablonského

diagram (vid. Obr.7), pomenovany podl'a zakladatel'a fluorescenénej spektroskopie

Profesora Alexandra Jablonského. %]
Sy —T———
, vnutorna

| | konverzia "intersystem

S, S w}
Absorpcia Fluorescencia
hv
hva 9 hvatl | Shy,
o !} Fosforescencia

So = IR e —

Obr.7: Schéma znazorfiuje Jablonského diagram ktory zobrazuje energetické prechody

pri vzniku fluorescencie a fosforescencie. Upravené podrla 81,
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Singletovy, prvy a druhy elektronovy stav st oznacené ako Sg, Si aSz. Na
vsetkych tychto energetickych urovniach moézu fluorofory existovat na vibra¢nych
hladinach, ktoré st oznaéené ako 0, 1, 2 atd’.

Ked latka absorbuje svetlo nastava niekol’ko procesov. Fluorofor je zvycajne
excitovany na niektory z vibra¢nych stavov — bud S; alebo S,. Molekuly
v kondenzovanej faze rychlo relaxuji na nizsiu vibra¢nti hladinu S;. Tento proces je
nazyvany vnutorna konverzia a trva asi 102, Ked’Ze je to menej ako je fluorescenény
lifetime , proces vnutornej konverzie je spravidla dokonceny pred emisiou. Preto emisia
fluorescencie vacSinou nastava z tepelne rovnovazneho excitovaného stavu - Cize
Z najnizsej energetickej vibracnej hladiny S;.

VyZiarenie prostrednictvom fluorescencie emisie va¢Sinou nastava v ¢asovom
rozmedzi 0,1 — 100 ns. Excitované molekuly mézu vSak aj relaxovat’ prostrednictvom
vnatrosystémovému prechodu (intersystem crossing) na najnizsi tripletovy stav Tj.
Navrat do zékladného stavu prostrednictvom fosforescencie je ovel'a pomalsi — 10°° - 1s.
Absorpcia najdlhsich vlnovych dizok zodpoveda exciticii z najnizsich vibraénych

vwe

absorpcie a emisie je nazyvany Stokesov posun. 1®!

2.4.2 Zakladné vlastnosti fluorescenénych znaciek

Pri vyberani fluoroforu vhodného pre fluorescen¢né zobrazovanie mame na
vyber z viacerych moznosti (vid. Tabul'ka 1). M6zu to byt napriklad malé organické
farbiva, nanocastice, ktorych fyzikalno-chemické vlastnosti st ovplyvnené ich
vel'kost'ou, nanocastice zlata alebo geneticky kodované fluorescenéné proteiny. Musime
vSak zohladnit’ ich velkost, chemicki podstatu, biokompatibilitu, optické vlastnosti

a vzajomné posobenie farbiva a biologickej jednotky. [40]

22



. Citivost’ k
. i Foto- Bio- Ny ,
Trieda Priklad Jas stabilita | kompatibilita zwotnen'lu
prostrediu
AlexaFluor Alezaélgluor XXXX XXXX XXXX XX
Atto Atto 488 XXXX XXXXX XXXX XX
BODIPY
BODIPY TMR XXX XX XXXX XXX
Kumarin Kumarin 6 X X XXX XXXX
Kyaniny Cy5, Cy7 XXX XXXX XXX XX
Fluorescein FITC XXX X XXX XXXX
Rodaminy Rodamin 6G XXX XXXX XX XXX
Kvantové bodky XXXXX XXXXX X X
GFP proteiny EGFP, EosFP XX XX XXXXX XX

Tabul’ka 1: V tabul’ke st porovnané vlastnosti jednotlivych fluorescenénych znaciek
pouzivanych pre fluorescenéné zobrazovanie (X- najmenej, XXXxx- najviac). Upravené
podla [401

Vo vSeobecnosti plati, Ze pouzivané znacky by mali byt dostato¢ne
(foto)stabilné a l'ahko excitovatel'né dostupnymi zdrojmi svetla, pricom nesmu byt
ovplyviiované flourescencnym pozadim biologickej matrice. Taktiez by mali vykazovat’
dostatocny jas, aby sme mohli ich vlastnosti pozorovat’ beznymi inStrumentalnymi
technikami. Na vyuzitie pre biologické aplikacie je nutna ich rozpustnost’ v bunkovom
prostredi. V zavislosti na type aplikdcie su zohl'adiované aj nasledujace faktory —
zéavislost’ emisnych vlastnosti na pH, moznosti, ako dopravit’ fluorescenénti znacku do

bunky, jej toxicita a vhodnost’ znacky. 104

2.4.3 Molekulové zobrazovanie a optical imaging

V dnesnej dobe je vo vyskume pre in vivo zobrazovanie dostupnych niekolko
zobrazovacich technik, napriklad nukledrne zobrazovanie (PET, SPECT), optické
zobrazovanie (fluorescencia a bioluminiscencia), zobrazovanie ultrazvukom ¢i
magnetickou rezonanciou. 1!

Kazda z tychto metdd ma svoje vyhody aj nevyhody (vid’ Tabulka 2). V pripade
PET ide o zlé priestorové rozliSenie, metoda MRI vykazuje sice dobré anatomické

rozliSenie, ale ma mala citlivost’.®”!
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Spomedzi tychto metdd sa v biomedicinskom vyskume najviac pouziva optické
zobrazovanie (optical imaging) hlavne kvoli nizkej cene, dobrej dostupnosti ¢i vysokej
citlivosti pristrojov. Optické zobrazovacie metddy maju aj svoje nevyhody. Napriklad
pri zobrazovani in vivo je nevyhodou nizka schopnost’ ziskat’ kvantitativne udaje ¢i z1é
priestorové rozliSenie.

Pojem optical imaging zahifia fluorescen¢né a bioluminiscenéné in vivo
zobrazovanie. Tieto typy zobrazovacich metdd maju Siroké vyuzitie pri vizualizacii
v biomedicinskom vyskume, najme pri molekulovom zobrazovani. [41.37]

Fluorescencné zobrazovanie moze byt vykonavané pri rdznom rozliSeni a pri
roznej hibke preniknutia (od mikrometrov po centimetre). Jeho podstatou je excitacia
atomov organickych farbiv alebo fluorescen¢nych proteinov pomocou externych
svetelnych zdrojov, o vedie k emisii svetla s urgitou vlnovou dizkou. ¥ 4%

Prvy, kto vyuZili znafenie biologickych vzoriek farbou boli Camillo Golgi
(taliansky lekar) a Santiago Ramon y Cajal (Spanielsky patolog). [40]

Fluorescencna mikroskopia patri do skupiny optickych metod a priniesla novy
rozmer chemicko-biologickym vedam. PredovSetkym je nevyhnutna pre bune¢ni
biologiu. 14042

Fluorescencia je najpopularnejSou kontrastnou technikou sucasnosti. Vyuziva
fluorofory alebo fluorochromy, ¢o st latky absorbujuce Ziarenie urcitého rozsahu
vlnovych diZok , ktoré spitne emituju s niz§ou energiou. To spdsobi posun k dlh§im
vlnovym dizkam, ¢o sa prejavi vyziarenim svetla inej farby. Medzi zakladné vyhody
vyuzitia fluorescencie pre zobrazovanie (tkaniv, buniek atd’.) patri vel'mi vysoka
citlivost, selektivita, Specifickost’ a vysoky kontrast, ktory poskytuji fluorescencné

farbiva. %
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paramagnetické anatomické
O b , 3++ [ ~ D)
radiové Gd™), 1 10100 | B fimity | 10°-10° | MINOLYAZ | losicke, | > $300,000 Ano
viny superparamagnetické pum hodiny .
(Fes0,) molekularne
rontgenové , , 50-200 - I ., anatomické, $100,000— .
lide zlato, siran brnaty um Bez limitu 10 minity fyziologické $300,000 Ano
rédioizotop¥ minity az | fyziologické {
ylage | (napr®FUC, BN, | 1-2mm | Bezlimitu | 107 Hodin BICKS, | > $300,000 Ano
150, Scy, 124 odiny molekularne
. 1 subsekundy | fyziologické, $100,000— ,
svetlo QDs, NIRF farbiva | >0,3um | <10cm 10 a7 minity | molekuldrne $300,000 Vo vyskume

Tabul’ka 2: Porovnanie rozli¢nych zobrazovacich met6d. Upravené podla (571
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3 CIELE PRACE

Ciel'om prace bolo v teoretickom uvode pomocou citovanych materidlov
a zdrojov popisat’ zakladné znaky nanocastic, predovsetkym magnetitu a maghemitu.
Tieto dva typy superparamagnetickych nanocastic su casto pouzivané v medicine, preto
bolo d’al§im z cielov zhrnat ich konkrétne aplikacie a poukéazat’ na vhodnost’ ich
konjugacie s fluorescencnymi latkami.
Prioritou praktickej ¢asti bolo pripravit’ bimodalnu fluorescen¢ni kontrastni
latku (magnetit + fluorescein) a pomocou dostupnych laboratérnych metod

charakterizovat’ jej fyzikdlno-chemické vlastnosti a aplikovat’ vzorku na bunky.

26



4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité experimentalne metody na urcenie fyzikalno — chemickych
vlastnosti nanocastic

Pre vyhodnotenie vlastnosti nanocastic pred a po konjugdcii s fluorescen¢nou
znackou bola pouzitd rada Specidlnych technik wurcenych k charakterizacii

nanomateridlov a obzvlast’ ich povrchovych a v naSom pripade 1 optickych vlastnosti.

4.1.1 Transmisna elektronova mikroskopia (TEM)

Transmisna elektronova mikroskopia je vyuzivana na ur¢ovanie velkosti Castic
a na pozorovanie ich tvaru. Pri TEM oproti SEM elektronovy zvdazok na vzorku nie len
dopada, ale fiou 1 prechadza. [43]

Zakladné Casti transmisného elektronového mikroskopu su kondenzor, objektiv
a projektiv. Kondenzor fokusuje elektronové lae na vzorku a zabezpeCuje jej
intenzivne a homogénne oziarenie. Objektiv je tvoreny jednou elektromagnetickou
SoSovkou a sluzi k tvorbe obrazu. Na premietnutie obrazu na tienidlo je vyuzivany
projektiv, tvoreny Styrmi elektromagnetickymi SoSovkami. Tymto mikroskopom
mdzeme dosiahnut maximalne uZitotné zvicSenie 10°. Aby elektrony vzorkou
prechadzali, musi byt vzorka dostatocne tenka — jej optimalna hrabka je 10 — 200 nm.
Taktiez je pred meranim dolezité, aby vzorka dostato¢ne vyschla a bola tak zbavena

vody. (441 Na mikroskopovanie bol pouzity transmisny elektrénovy mikroskop JEM2010
(pri200kV).

4.1.2 Dynamicky rozptyl svetla (DLS)

Tato metoda stanovenia velkosti Castic inak nazyvana aj fotonova korelacna
spektroskopia (PCS) alebo kvazielasticky rozptyl svetla (QELS) je vhodna najmi pre
suspenzné roztoky, ktorych velkost’ Castic sa pohybuje v submikronovej oblasti. *°]

Pre molekuly vroztoku je charakteristicky Brownov pohyb, ktory je

ovplyvilovany teplotou, viskozitou rozpastadla a velkostou castic. Vzhladom
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k meraniu DLS je dolezity fakt, ze malé Castice sa v roztoku pohybuji rychlejSie ako
vel’ké. Zavislost’ rychlosti pohybu Castice od jej vel'kosti popisuje Stokes — Einsteinova

rovnica (vid’ Schéma 1). [46]

D=k.T/6.n.m. a, kde

D = koeficient — funkcia rozmeru Castice
k = Boltzmanova konstanta

T = termodynamicka teplota

n = koeficient viskozity [g.cm™.s™]

n = Ludolfovo ¢islo

a = polomer castice

Schéma 1: Stokes- Einsteinova rovnica 17

Princip metody spociva v sledovani zmeny intenzity rozptyleného svetla
Casticami v zavislosti od Casu. Najskor je pristrojom urceny difuzny koeficient Castic.
Jeho hodnota zavisi na velkosti Castic, viskozite kvapaliny a na jej teplote. Ak tieto

veli¢iny pozname, velkost’ Castic vieme zo Stokes — Einsteinovej rovnice vypocitat’. [48]

4.1.3 Zeta potencial ({)

V roztoku elektrolytu sa okolo povrchu pevnej castice vytvara elektricka
dvojvrstva. Tento jav je popisany réznymi modelmi - napriklad Sternovym alebo
Helmholtzovym modelom.

Sternov model opisuje, Ze v roztoku sa tesne pri povrchu pevnej castice
nachadza vrstva opacne nabitych Castic, ktoré sa pohybuju rovnakou rychlostou ako
koloidna castica. Tato vrstva sa nazyva Sternova vrstva. Vo vicsej vzdialenosti ako je
Sternova vrstva sa nachadza difuzna vrstva a idny, ktoré su jej sucastou sa pohybuji
nezavisle na pohybe pevnej ¢astice. Zeta potencial, inak nazyvany aj elektrokineticky

potencial, je potencial existujici na hranici medzi Sternovou a difiznou vrstvou. 4]
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Zeta potencial bol merany pristrojom Malvern Zetasizer Nano (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Rovnakym pristrojom bola merana aj velkost

Castic pre DLS.

4.1.4 Fluorescentna mikroskopia

Aby boli objekty pozorovatelné pod fluorescenénym mikroskopom, musi dojst’
k excitacii, nasledne k separacii emisie a nakoniec k detekcii fluorescencie. Pre ziskanie
vysokého kontrastu obrazu je nutnd i€inna separacia excitacie z fluorescencného
svetla, 10411

Excitaciu fluorescencie zabezpeCuje svetlo emitované z ortut'ovej lampy. Svetlo

sa odraza smerom k pozorovanej vzorke pomocou dichroického zrkadla, ktoré je
vzhPadom K vysielanému 1aéu v 45° uhle a odraza fotony vybranej vinovej dizky, (ale
umoziuje aj prechod svetla dlhsich vlnovych dizok). Dvojfarebné zrkadlo je
nastavitelné podla typu aplikacie tak, aby odrazilo vhodnu vinova dizku na zéklade
oc¢akavanej fluorescencie. Fluorescencia je emitovana vzorkou vSetkymi smermi, ale len
vhodne zvolena svetelna Skéla je zhromazdovand objektivom. V désledku toho je
fluorescencia slaba v porovnani s excitovanym svetlom amusi byt efektivne
separovana a detekovana. [40]

Na mikroskopovanie pol pouzity svetelny mikroskop s fluorescenénym médom
Olympus IX 70, obsahujuci objektivy modifikované pre fazovy kontrast so zvac¢senim

10 a40 aobjektiv modifikovany pre fazovy kontrast aj flourescenény mod so

zvacSenim 20. Snimky boli zachytené kamerou Olympus DP72.

4.1.5 Spektrofluorimetria

Spektrofluorimetria patri do skupiny luminiscenénych analytickych metod.
Budiacim zdrojom v spektrofluorimetroch je Ziarenie vo viditelnej alebo ultrafialove;j
oblasti svetla, obvykle je vyuZivany pulzny laser. Ako excitatné aj emisné
monochromatory st vyuzivané optické mriezky. Ziarenie z budiaceho zdroja prejde cez
monochroméator a dopadne na kyvetu so vzorkou. B

Pomocou monochromatického Ziarenia je latka excitovana, ¢ize elektron
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Z poslednej vrstvy je vybudeny na vySSiu energetickti Groven. Navrat elektronu do
zakladného stavu je doprevadzany vyziarenim energie vo forme foténu a emitované
svetlo ma vi¢siu vinova dizku ako excitaéné. Emitované fluorescenéné Ziarenie sa
meria v smere kolmom na ¢ budiaceho zdroja a je detekované pomocou
fotonasobica. ¥
Na rozdiel od fotometrickych metéd ma tato metdoda vysSiu citlivost’
a Specifickost’. Negativom je to, ze fluorescencné ¢inidla st vel'mi citlivé na zmenu pH,
zmenu polarity ¢1 i1dnovej sily a na pritomnost’ oxidacnych ¢inidiel (tzv. zhaSacov). [51]
Fluorescencné spektra boli merané spektrofluorimetrom QuantaMaster 40
(Photon Technology International, U.S.A), ktory ako zdroj Ziarenia vyuZiva xen6novua

lampu, monochromatory Czernyho — Turnerovho typu a detektorom je fotonasobic.

4.2 Pouzivané SPIO ¢astice

Superparamagnetické nanocastice, ktoré sme pouzili na naviazanie
fluorescenénej latky boli poskytnuté PhDr. Zdenkou Mediikovou aboli pripravené

nasledovnym sposobom.

4.2.1 Priprava a charakterizacia Castic

Magnetické nanocastice magnetitu stabilizované CMC(karboxymetylcelul6zou)
boli pripravené podl'a modifikovaného protokolu autora Bakandritsos et al. pani
doktorkou Zdenkou Mediikovou (RCPTM UP). Jednalo sa o precipitaciu Zelezo-
obsahujuceho prekurzoru ( FeS04.7H,0) vroztoku CMC (vid Obr.8), pomocou
NH4OH za zvySenej teploty (323 K). Po procese mieSania, centrifugacie a sonifikacie

bol findlny magneticky koloid uskladneny pri 4 °C. (2]

Obr.8: Vzorec karboxymetylcelulozy, ktorou boli obalené magnetitové nanocastice.
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Velkost’ a morfolégia pripravenych nanocastic bola stanovena zo snimky z TEM
(vid’ Obr.9) a pomocou DLS (vid’ Obr.10). Je vidiet, Zze jednotlivé nanocastice maju
velkost’ cca 30 nm, drzia pevne pri sebe a vytvaraja tzv. superklastry o vel’kosti cca 120
nm vdaka pritomnosti stabilizujiceho polyméru CMC. Cast’ karboxylovych skupin
interaguje s Fe i6nmi na povrchu nanocastic, ¢im sa docieli adsorpcia vrstvy
polysacharidu ( viditelné zo snimky z TEM). Tato adsorpcia bola potvrdend tiez
pomocou FT-IR spektroskopie (data nie si uvedené). Ddlezitym vysledkom z FT-IR
bolo tieZ stanovenie pritomnosti volnych karboxylovych skupin vyc¢nievajucich do

rozpustadla, a teda vol'ne pristupnych pre d’alSie konjugacie. [52]

Obr. 9 A, 9 B : Snimky z TEM. Na obrazku B. je detailnejsie vidiet’ obal
karboxymetylceluldzy, ktorou boli Castice obalené.
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Obr.10: Graf DLS zobrazujuci vel’kost’ zhluku ¢astic, ktora bola touto metodou urcena
na 119,2 nm.
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Zeta potencial -45,6 mV (vid’ Obr.11) merany pri pH 7,75 potvrdzuje stabilitu

Castic vo vodnom prostredi, ateda koloidné chovanie bezpodmiene¢ne nutné pre

pripadne vyuzitie Castic v medicine.
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Obr.11: Graf zobrazujuci hodnotu zeta potencialu

Magnetické vlastnosti (vid® Obr.12) pripravenych nanocastic boli analyzovené
pomocou Mdossbauerovej spektroskopie a metody SQUID. Bolo stanovené, Ze vzorka
obsahuje nestechiometricky magnetit a pri izbovej teplote je hodnota saturacnej
magnetizacie materidlu 68,4 Am?/kg (vid Obr.13). Dolezity je tiez priebeh krivky
magnetizacie. Je vidiet, Ze pri izbovej teplote sa v materiali neindukuji histerézne
Z toho mozeme usudzovat

straty, tzn. Ze nie je patrna histerézna slucka.

superparamagnetické chovanie pripravenych nanocastic. Takéto nanoCastice mozu byt

tieZ pouzité na ucely MRI ako tzv. negativne kontrastné latky.

Obr. 12: Na obrazku je znazornena separacia magnetickych nanocastic z koloidného
roztoku pomocou permanentného magnetu
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Obr.13: Graf popisujiaci magnetické vlastnosti nanocastic obalenych CMC

4.3 Fluorescein

Ako fluorescencné farbivo, ktoré sme imobilizovali na povrch bioaktivnej
zlozky SPIO nanodestic, bol zvoleny fluorescein, konkrétne 5-DTAF (5-(4,6-

Dichlorotriazinyl) Aminofluorescein) (vid’ Obr.14) zakapeny vo firme Sigma Aldrich.

Obr.14: Vzorec pouzivaného fluoresceinu !
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Tento druh fluoresceinu predstavuje reaktivne farbivo s absorpénym/emisnym
maximom ~ 492/516 nm. Na rozdiel od ostatnych typov fluoresceinov, 5 - DTAF

nereaguje len s amino skupinami, ale aj s tiolovymi a alkoholovymi skupinami.

Lahko reaguje napriklad s proteinmi, polysacharidmi alebo vodnymi roztokmi
alkoholov pri pH via¢Som ako 9 a pri absencii inych nukleofilov. [54] Rozpustny je

v organickych rozpustadlach — napriklad v DMF alebo DMSO. !

4.4 Naviazanie fluoresceinu na SPIO nanocastice

Zasobny roztok magnetitovych nanocastic s poc¢iato¢nou koncentraciou
3,5 mg/ml bol nariedeny na koncentraciu 1mg/ml NaOH pufrom o pH10 do vysledného
objemu 5 ml, ¢ize bolo zmieSanych 1,43 ml zasobného roztoku ¢astic a 3,57 ml pufru.

Na rovnakt koncentraciu bol nariedeny aj fluorescein v DMSO — 10,1 mg
fluoresceinu bolo zriedenych s 10,1 ml DMSO.

Roztok castic s koncentraciou 1 mg/ml bol s fluoresceinom zmieSany v pomere
50:1 (1,96 ml roztoku castic a 0,04 ml fluoresceinu) a 500:1(1,996 ml roztoku castic
a 0,004 ml fluoresceinu) a cez noc (24hodin) sa nechali inkubovat’ v chladnicke. Na
druhy den bolo odobranych 0,6 ml roztoku a toto mnozstvo sa centrifugovalo 45 min pri
15 000 g.

Po centrifugacii nasledovalo premyvanie Castic, aby boli odstranené vsetky
zvySky nenaviazané¢ho fluoresceinu. Supernatant bol odobrany, sediment castic sa
opatrne doplnil 100 ul pufru a roztok sa opatovne centrifugoval pri 15 000 g 5 mintt.
Tento proces bol opakovany 3x aako vysledok sme dostali premyty sediment

magnetitovych nanocastic a supernatant s nenaviazanym fluoresceinom.
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Obr.15: Vzorec fluoresceinu naviazaného na karboxymetylceluloze
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Meranie DLS po naviazani fluoresceinu

Vyuzitim metédy DLS (vid’ Obr.16) sme stanovili priemerom z troch merani, ze
velkost’ ¢astic po naviazani fluoresceinu (v pomere 50:1) klesla z 119,2 nm na 100,8
nm. Pred naviazanim fluoresceinu boli cCastice obalené sodnou sol'ou
karboxymetylcelul6zy a molekula fluoresceinu sa na obal Castice naviazala na miestach,

kde bol sodik, ktory sa vyviazal, ¢o pravdepodobne spdsobilo pokles vel'kosti.

Intenzita [%4]

Velkost [nm]

Obr.16: Vysledok DLS po naviazani fluoresceinu

5.2 Meranie Zeta potenciilu po naviazani fluoresceinu

Hodnota zeta potencialu bola merana aj po naviazani fluoresceinu (v pomere
50:1) a bola stanovena priemerom z troch merani na -25,5 mV (vid’ Obr.17). Doslo teda
K miernej destabilizacii Castic, z povodnej hodnoty -45,6 mV. Aj napriek tomu sa
vzorka chovala stabilne vo vodnom aj bunkovom médiu. Zeta potencidl je veli¢ina
zavisiaca hlavne od hodnoty pH. Tato hodnota poklesla z pdvodnej (pH=7,75) na 6,3,

¢o sposobilo aj zvysenie zeta potencidlu.
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Obr.17: Vysledok Zeta potencialu po naviazani fluoresceinu

5.3 Fluorescencna spektroskopia

Sedimenty premytych ¢astic S naviazanym fluoresceinom v pomere 500:1 a 50:1
boli aplikované do kremennej kyvety s hrabkou 1 cm. Meranie prebiehalo pri
laboratornej teplote pod uhlom 90°. Na Obr.18 je vidiet' fluorescenéné (emisné)
spektrum oboch pripravenych vzoriek. Fluorescen¢né maximum je patrné v oboch
pripadoch, ato pri vlnovej dizke 516-519 nm typické pre FITC & DTAF. Intenzita
fluorescencného maxima je vysSia pri vzorke s pomerom castic a fluoresceinu 50:1,
modzeme teda usudzovat, ze pri vy$Som pomere fluoresceinu v reakcii sa ho naviaze na
povrch nanocastic vacsie mnozstvo. Kvantifikovat’ fluorescein nie je trividlne, pretoze
pri vizbe sa mézu prejavovat’ javy zhdsania, kedy pri vyssej koncentracii fluoresceinu
sa absorbény aemisny pas latky prekryvaju alatka absorbuje svoju vlastni
fluorescenciu. V naSom pripade k zhasaniu fluorescencie u vzorky s pomerom ¢astic
a fluoresceinu 50:1 nenastalo, a pretoze bola jeho intenzita véac¢sia ako u vzorky 500:1,

pouzili sme tito vzorku na znacenie kmeniovych buniek.
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Obr.18: Graf zobrazuje zavislost’ intenzity fluorescencie od vinovej dizky.
Modra krivka znazormuje intenzitu fluorescencie vzorky, v ktorej bol pomer roztoku
Castic a fluoresceinu 50:1 a hneda krivka odzrkadl'uje intenzitu fluorescencie

vzorky s pomerom roztoku Castic a fluoresceinu 500:1.

5.4 Aplikacia vzorky na bunky

Pripravené magnetitové nanocastice obalené¢ karboxymetylcelulozou, na ktoré
bol naviazany fluorescein v pomere 50:1, boli aplikované na mezenchymalne kmenové
bunky.

5.4.1 Postup aplikacie

Do 24-jamkovej kultiva¢nej dosticky sa k adherovanym kmenovym bunkam
(20 000 kmenovych buniek na jamku s objemom 500 pl) pridalo 50 pg/ml nanogastic.

Zmes sa nechala kultivovat’ v CO, inkubatore 24 hodin.
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5.4.2 Fluorescenéna mikroskopia

Po 24 hodinovej inkubacii nanocastic s bunkami sa odsalo médium a dno jamky
bolo premyté PBS roztokom. Boli vytvorené najskor snimky v prechadzajicom bielom
svetle (vid’ Obr. 19 A) a nasledne vo fluorescenénom méode (vid’ Obr. 19 B). Kmenové
bunky aj po oznaceni fluorescenénymi nanocasticami zachovali rovnaka morfologiu
ako bunky kontrolné. Emisia fluoresceinu bola patrna hlavne z membrany a cytosolu
buniek. Je teda pravdepodobné, Ze po dobu 24 hodin dochadza k postupnému procesu
internalizacie nanocastic do bunkového cytos6lu procesom zvanym endocytoza (proces
typicky pre SPIO nanocastice). Z mikroskopického zobrazenia oznacenych buniek je
zrejmé, Ze nanocastice su biokompatibilné a moézu byt vyuzité na ucely bunkového

a molekularneho optického zobrazovania.

19B

Obr. 19A, 19B: Kmenové bunky zobrazené svetelnou mikroskopiou
A)V prechadzajicom bielom svetle, B) vo fluorescenénom mode (zelena emisia);

zvacsenie 20X.
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6 ZAVER

Bakalarska praca popisuje aktudlnu tému, prinosni pre moderné diagnostické
metddy v medicine, a to tzv. multimodalne kontrastné latky pre bunkové a molekularne
zobrazovanie. Kontrastné latky na baze SPIO nanocastic su pouzivané v MRI pre Siroku
Skalu zobrazovacich organov. Vdaka unikatnym fyzikdlnym vlastnostiam ako je
jednodoménovost’  a superparamagnetizmus sposobuji  negativny kontrast
zobrazovaného tkaniva ¢i organu, atym zvySuji kontrast medzi pozadovanym
zobrazovanym a okolitym tkanivom. Velkou vyhodou je netoxicita a biodegradabilita
narozdiel od pozitivnych gadoliniovych kontrastnych latok. Naviac, SPIO nanocastice
je mozné pouzit’ ako nosice lie€iv pri magneticky cielenom dorucovani, za pouZitia
vonkajSieho gradientného magnetického pola. MRI je neinvazivna diagnosticka metdda,
ktorou je moZné priestorovo zobrazit’ aj mikké tkaniva v akejkol'vek hibke. Nevyhodou
je vSak nizka citlivost’. Oproti tomu optické zobrazovanie (optical imaging) ma vyhodu
prave vo vysokej citlivosti, nizkej cene a dobrej dostupnosti. Pri in vivo pouziti sa vSak
prejavuje efekt absorbcie ziarenia v biologickom tkanive. Velkou vyzvou je teda
priprava takych kontrastnych latok, ktoré¢ vyzdvihni vyhody oboch vyssie uvedenych
diagnostickych metod.

Ciel'om praktickej Casti bakalarskej prace bolo teda pripravit’ bifunkénu kontrastna
latku pre MRI a optické zobrazovanie, predovsetkym pre ucely znacenia kmenovych
buniek pri bunkovej terapii. Samotna priprava zahfiala konjugaciu fluorosceinu (5-
DTAF (5-(4,6-Dichlorotriazinyl) Aminofluroscein)) na povrch SPIO nanocastic
obalenych karboxymetylcelulézou.

Konjugécia farbiva na povrch nanocastic bola potvrdend niekol’kymi metddami.
Metdédou DLS bol zisteny pokles velkosti vyslednych konjugovanych nanocastic
Z povodnych 120 nm na 100 nm. Zaroveii doslo k posunu zdporného ndboja z -45,6 na -
25,5 mV. Emisia fluoroscencie konjugovanych nanocastic bola overena jednak
fluorescenénou spektrofluorimetriou, a tiez pomocou fluorescenénej mikroskopie. Na
zaver bola vzorka aplikovand na kmeniové bunky a vystavend inkubécii 24 hodin.
Z vysledkov je zrejmé, Ze nanocastice obalené fluoresceinom su biokompatibilné, ¢ize
nespOsobujii zmenu morfoldgie buniek (pripadne ich degradaciu), su postupne bunkami

pohlcované do vnlitrobunkového prostredia (cytosélu) a emituju v zelenej oblasti.
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Pripraveny bimodalny komplex obsahujuci SPIO nanocastice konjugované
fluoresceinom je nadejny pre bunkové zobrazovanie pomocou metody MRI a optical

imaging.
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