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1 UVOD

Desetmilionkrat men$i neZ mravenec, jedna miliardtina metru neboli
1 nanometr, takova je velikost nejmensi nanocastice. Podle definice je jeji
nejveétsi rozmér 100 nm, coz odpovida desettisickrat zmensené Spendlikové
hlaviéce. Tyto objekty maji diky své velikosti jedinecné
fyzikalné-chemické vlastnosti, které je predurcuji k aplikacim v celé Skale
obora od katalyzy, elektroniky a optiky, pfes ochranné natéry na fasadach,

k Cisténi vod az ke kontrastnim latkdm pro magnetickou rezonanci.

Ackoliv veSkeré produkty a technologie s ptfedponou ,nano-“ ziskaly
pozornost teprve nedavno, nanocastice uz vSak maji zna¢né dlouhou
historii. Jiz starovéky pigment, egyptskd modf, obsahoval nanocastice
kfemicitant. Z obdobi Rimské ¥iSe jsou znamé Lykurgovy pohéry, které
diky nanocasticim zlata a stfibra vykazuji zvlastni barevné efekty. Kovove
nanocastice maji zkratka mimotddné schopnosti barvit sklo, toho jsou
dikazem 1 stfedovéké vitrdze nebo lesk glazované keramiky ze

13. — 16. stoleti.!

Dnes se nanocastice kovi a jejich oxidl vyuzivaji nejen pro své optické
vlastnosti. Nanocastice nulamocného zeleza (nZVI) se svymi redukénimi
schopnostmi nabizi pomoc pfi odstraiiovani polutanti z ptid 1 podzemnich
vod. Zelezo vytvaii také nanoéastice svych oxidi (IONPs), které jsou zase
jedny z nejzkoumangjSich materidli v oblasti biomediciny, vcetné 1écby
rakoviny. A pravé o jejich inovativnich vlastnostech, moznostech piipravy
a vyuziti pojednava tato bakaldiska prace. Experimentdlni ¢ast se poté
zabyva vlastni syntézou, modifikaci a charakterizaci nanocastic oxidl

zeleza a zkouma jejich cytotoxicitu na savcCich burnikach.
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2 NANOCASTICE OXIDU ZELEZA

Nanocastice (NPs) ziskavaji diky své velikosti pod 100 nm unikatni
vlastnosti. U magnetickych nanocastic (MNPs) se projevuji napiiklad jako
superparamagnetismus,  jednodoménovost a  vysokd  magnetickd
susceptibilita, coz je preduréuje k aplikacim v celé fadé obort.?
V soucasnosti patii MNPs mezi nejvice zkoumané a vyuzivané materialy
v bioaplikacich vcetné¢ magnetické bioseparace, klinické diagnézy (jako je
MRI) a terapie, cileného dorucovani 1€¢iv ¢i hypertermie. Z magnetickych
nanocastic maji v této oblasti nejvétsi vyuziti nanocastice oxidi zeleza
(IONPs), a to predevSim biokompatibilni magnetit (Fe;O0,) a maghemit
(Fe,03), jejichz aplikace v in vitro diagnostice se praktikuje uz témeét pil

stoleti.’

Zelezo tvoii celkem 6 znamych oxidd, ve kterych vystupuje jako:

e dvojmocné Fe (II) — wiistit FeO

e trojmocné¢ Fe (III) — Fe,O;, ktery mé 4 polymorfy s vyrazné
odlisSnymi strukturdlnimi 1 magnetickymi vlastnostmi: v pfirodé
vyskytujici se mineraly hematit o-Fe,O; a maghemit y-Fe,0;,
zbyvajici formy - a &- jsou znamé pouze jako syntetické
nanodastice’

e dvojmocné 1 trojmocné Fe (I, III) — magnetit Fe;04

Ti1 z téchto oxidl, hematit, magnetit a maghemit, maji jedinecné
biochemické, magnetické, katalytické a jiné vlastnosti, které je predurcuji

pro specifické technické a biomedicinské aplikace.’
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Hematit, a-Fe,Os3, je nestabiln€jSi oxid Zeleza. Jak je znazornéno na
Obr. la, jeho symetrie je trigondlni, ionty Fe’* zabiraji dvé tietiny
oktaedrickych pozic, které jsou omezené hexagondlni tésné¢ uspotfadanou

miizkou kyslikovych aniontii. P¥ pokojové teploté je antiferomagneticky.’

Magnetit, Fe;O,, se 1isi od ostatnich oxidti obsahem jak Fe*, tak i Fe’"
iontli. Ma kubickou inverzni spinelovou strukturu skladajici se z kubicke
tésné usporadané miizky iontil kysliku, ve které vSechny dvojmocné ionty
obsazuji polovinu oktaedrickych pozic a Fe" ionty jsou rovnomérnd
rozmisténé ve zbyvajicich oktaedrickych a tetraedrickych pozicich.®

(Obr. 1b)

Maghemit, y-Fe,Os;, vznikd oxidaci magnetitu, mad podobnou strukturu
(Obr. 1c) a oba maji ferimagnetické vlastnosti. Atomy kysliku tvofi
kubickou tésné¢ upotddanou miizku a Zelezité ionty pak obsazuji
tetraedrické 1 oktaedrické pozice. Krystalovad struktura obsahuje také

vakance v oktaedrickych pozicich kompenzujici zvy$eny kladny naboj.*

iy .
(a) Hematit (b) Magnetit (c) Maghemit

Obr. 1: Krystalova struktura hematitu, magnetitu a maghemitu. Cerné
kulicky predstavuji ionty Fe’*, zelené Fe’* a cervené O°. Upraveno podlie

Wu, W. et al. (2015).”
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Nanocastice tvorené témito oxidy vykazuji zvlastni magnetickou vlastnost,
znamou  jako  superparamagnetismus,  vyskytujici  se  pouze
u jednodoménovych &astic pod kritickou velikosti, pro IONPs zpravidla

pod 15 nm pii pokojové teploté.’

U jednodoménovych ¢astic mifi magnetické momenty vSech atomul
v jednom sméru, podél snadné osy, a kooperuji pies celou castici.
Orientace magnetizace ve sméru snadné osy je energeticky vyhodna
a anizotropni energie tak dosahuje minimalnich hodnot, svého maxima
nabyvé mezi dil¢imi snadnymi sméry. Aby doslo k pieklopeni magnetizace
v nulovém magnetickém poli z jednoho snadného sméru do druhého, musi

Castice prekonat energetickou bariéru, AE = KV, danou objemem ¢astice.

(Obr. 2)

Energie

Orientace

Obr. 2: Energie spojena s preklopenim sméru magnetizace pro jednoosou
magnetickou castici. Minima energie odpovidaji magnetizaci orientované

podel snadné osy (znazornena carkované). Upraveno podle Schmid, G.

(2003).”

Pti zmenSovani Castic se tedy zmenSuje 1 velikost AE, ktera mize nabyt
hodnoty srovnatelné s termalni energii kgT, kde kg je Boltzmannova

konstanta. V tomto piipad¢ uz nemiize energeticka bariéra udrzovat smér

12



magnetizace a rotace jejiho sméru nastava v disledku teplotnich fluktuaci
magnetického momentu jednodoménové cCastice. Takova Castice se stava

superparamagnetickou.’

K popisu chovani feromagnetickych latek v pfitomnosti vné&jSiho
magnetického pole slouzi hysterezni kiivka. Je to vyjadieni zavislosti
magnetizace materidllu M na indukci magnetického pole H (Obr. 3).
Po vlozeni nemagnetizovaného materialu do magnetického pole dojde
k magnetizaci po tzv. kiivce prvotni magnetizace (na obrazku naznacena
carkovang) az k maximalni hodnoté¢ do bodu nasyceni M. Jakmile dojde
k  odstranéni  magnetického pole, dostaneme se do bodu
M, — feromagnetické materidly vykazuji zbytkovou magnetizaci 1 pfi
nulovém magnetickém poli. Aby doSlo ke snizeni hodnoty magnetizace na
nulu, musime na material pisobit opaénym magnetickym polem, tato sila
se nazyva koercivita H.. DalSim piisobenim magnetického pole dojde
ke zmagnetizovani, ale s opa¢nou orientaci. Po opétovné demagnetizaci

materialu ziskame celou hysterezni smy¢ku.®

M Saturacni magnetizace

Remanentni magnetizace

N

Koercivita

Obr. 3: Schematické zobrazeni hysterezni smycky pro IONPs. Upraveno
podle Wu, W. et al. (2015).”
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Jak je vidét na Obr. 4, koercivita magnetické ¢astice vyrazné zavisi na jeji
velikosti. Pro ¢astice s vicedoménovou strukturou je koercivita nizka,
protoze k obraceni sméru magnetizace dochazi relativné snadno
prosttednictvim pohybu stén domény. U jednodoménovych ¢astic je tato
zména vyvoland pouze koherentni rotaci spinll, coZz méa za nasledek
vysokou koercivitu. Pfi dal§im zmenSovani velikosti ¢astic koercivita klesa
kvili  rostoucimu  vlivu  teplotnich  fluktuaci, to vede aZ

: .9
k superparamagnetismu s nulovou koercivitou.

F 3
—* vicedoménové
He

+
jednodoménové

v

superparamagneticke dc d

Obr. 4: Zavislost koercivity H. na velikosti castice d. Nejvetsi koercivita je
pozorovand pri velikosti d. odpovidajici prechodu cdstice z vicedoménové

struktury na jednodoménovou. Upraveno podle Schmid, G. (2003).

Hysterezni smycka superparamagnetickych latek tedy nevykazuje Zadnou
hysterezi; po odstranéni magnetického pole nemaji Zadnou remanentni

magnetizaci, koercivita je tudiz nulovd a kiivky magnetizace se

prekryvaji."’
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2.1 Priprava nanocastic oxidu Zeleza

Tématem syntézy nanocastic oxidi zeleza se védeckd komunita
intenzivné vénuje uz nckolik desitek let. Mnohé postupy jiz byly
optimalizovany natolik, Ze vedou k tvorb¢ stabilnich, biokompatibilnich
a monodisperznich nanocastic pozadované velikosti. Mezi nejbéznéjsi
metody patii koprecipitace, tepelny rozklad, hydrotermélni a sonochemickeé
syntézy a také syntéza v reverznich micelach. IONPs mohou byt pfipraveny
1 elektrochemicky, laserovou pyrolyzou nebo magnetotaktickymi

bakteriemi.'!

Alkalicka koprecipitace, syntéza v reverznich micelach a tepelny rozklad
organokovovych prekurzorii patii mezi metody piipravy IONPs, které
splituji pozadavky pro jejich pouziti v biomedicinskych aplikacich.'* Tyto

metody budou v nésledujicim ptehledu podrobnéji popsany.

2.1.1 Koprecipitace

Jednou znejstarSich a nejbéznéjSich metod piipravy magnetitovych
a maghemitovych nanocastic je alkalicka koprecipitace. Metoda spociva
ve spole¢ném vysrdzeni zeleznatych a Zelezitych hydroxidi ptidanim baze
(obvykle NaOH nebo NH,OH) do roztoku Fe*" a Fe’ soli v molarnim

poméru 1:2.7° Reak¢ni mechanismus 1ze zapsat  jako:

Fe?* + 2 Fe3* + 80H™ S Fe(OH), + 2 Fe(OH); — Fe30, L + 4 H,0

Velikost, tvar a sloZzeni nanocastic zavisi na typu pouzité soli (napft. chlorid,

’ s v M + + v o7 M . r ’
siran, dusi¢nan), poméru Fe’”Fe’”, reakéni teploté, pH a iontové sile

15



média."* S nartistem hodnoty pH a iontové sily precipitaéniho roztoku klesa
velikost Castice. Oba tyto parametry maji také vliv na slozeni 1 naboj
povrchu.'” Jakmile dojde k stanoveni téchto podminek, syntéza

magnetitovych nanocastic je pln¢ reprodukovatelna.

Nicméné nanocastice magnetitu nejsou za okolnich podminek pfilis

3 r v, . . J4 W r . oy 5
stabilni, rozpousti se v acidickém prostiedi a snadno oxiduji na Fe,O;.

4F€3 04_ + 02 - 6F€203

Na zaklad¢ této skuteCnosti proto byvaji zamérné vystaveny oxidaci
a pouzity k pfipravé maghemitovych nanocastic, které jsou pak chemicky

stabilni v bazickém i kyselém prostiedi."”

Castice piipravené koprecipitaci vét§inou mivaji Sirokou velikostni
distribuci. Pfiddnim povrchové aktivni latky, jako je polyethylenglykol
(PEG) nebo dextran, do reakéniho média Ize ziskat nanocéstice
monodisperzni. Surfaktant mtize byt také ptidan az v nasledujicim kroku
po syntéze. Tyto latky stabilizuji vzniklou koloidni disperzi a bréani

ror o wr . 16
shlukovani ¢astic.
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2.1.2 Mikroemulzni syntéza

Mikroemulze je definovana jako termodynamicky stabilni izotropni
disperze dvou nemisitelnych kapalin. V mikroemulzi typu voda-olej
(reverzni micela) jsou jemné kapicky vodné faze (obvykle 1-—50nm
v priméru) obklopené monovrstvou molekuly povrchové aktivni latky
rozptylené v kontinualni fazi oleje.'” Velikost micely lze upravovat

, . . ;o ~ - 18
v zavislosti na molarnim poméru voda/surfaktant/ole;.

Micela, kterd ma uvnité rozpusténou sil zeleza, mize byt pouzita jako
,hanoreaktor® pro tvorbu téchto nanocastic. Smisenim dvou typti micel,
jedné s obsahem kovovych iontii (nej€astéji FeCl,), druhé s redukénim
¢inidlem (napt. NaBH,), dojde k jejich vzajemnému srazeni za vytvofeni
srazeniny. Pfidanim rozpoustédla, jako je aceton nebo ethanol, se srazenina

vyextrahuje.” Cely proces je zachycen na Obr. 5.

mikroemulze I mikroemulze I

vodna fiaze
(kovova sil) vodna faze

(reduk&ni inidlo)

olejova fize l olejova faze

o €D perkolace

« « precipitace
(kov nebo oxid kovu)

€

Obr. 5: Schematické znazornéni syntézy nanocastic v reverznich micelach.

Upraveno podle Eslamian, M. & Shekarriz, M. (2009)."
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V porovnani s koprecipitaci ve vodné fazi ma tvorba NPs v mikroemulzi
ur¢ité¢ vyhody diky malé velikost micel, kterd omezuje pribéh reakce
a zabranuje aglomeraci Castic. Tato metoda mad vSak i1 nevyhody, a to
zejména ve velikostni distribuci piipravenych cCastic, ktera je uzké jen pro

&astice pod 10 nm."

2.1.3 Tepelny rozklad

Monodisperzni nanocastice s dobrou krystalinitou mohou byt
pfipraveny  termickym  rozkladem  organometalickych  slouc¢enin
v ptitomnosti horkého organického rozpoustédla obsahujiciho stabilizujici
povrchové aktivni latky.® Mezi nejb&zngjsi prekurzory patii karbonyl,
acetat, acetoacetat, kupferronat a chlorid Zeleza. Jako rozpoustédlo
s vysokou teplotou varu se nejCastéji pouzivd oktylether nebo
dichlorbenzen, stabilizaéni funkci zastivaji mastné kyseliny a aminy.”'
Mnozstvi a druh pouzitych reaktantli, stejné jako teplota a Cas reakce,

ovliviiyji velikost a morfologii vznikajicich nanocastic.

V ptipad¢ karbonylu, kde je Fe v oxida¢nim stavu 0, vede jeho termicky
rozklad k tvorb& amorfnich nanodastic.'* Takové &astice lze pak snadno
zoxidovat vzduchem na y-Fe,O; NPs nebo je Ize generovat pfimo pfiddnim
mirného oxidacniho ¢inidla (napf. trimethylamin oxid) do reakéni smési.
Rozklad ostatnich prekurzori s kationtovym Zelezem vede piimo k tvorbé

w7 . . [} W 22
nanocastic oxidu zeleza.

Tepelnym rozkladem se daji pfipravit vysoce monodisperzni nanocastice
s uzkou velikostni distribuci, ale i tak ma tato metoda nékolik nevyhod.
Protoze mastné kyseliny a aminy pouzité jako stabilizatory vedou

ke vzniku hydrofobnich nanocéstic, je nutné jejich povrch modifikovat.

18



Dal$im problémem je pouziti toxickych rozpoustédel, ktera mohou snizovat

biokompatibilitu nano&éstic."

2.2 Metody charakterizace

Magnetické 1 biologické chovani IONPs je ovlivnéno velikosti, tvarem,
mikrostrukturou, polydisperzitou, ale 1 povrchem a jeho ndbojem. K urceni
téchto parametri existuje celd ftada fyzikélné-chemickych metod,

nejbéznéjsi z nich shrnuje Obr. 6.

VELIKOST CASTIC PLOCHA POVRCHU SLOZENi POVRCHU TOPOGRAFIE
AES SEM
XPS TEM

Elektronova mikroskopie

Rentgenova difrakce

Magneticka méreni FT-IR, UV-vis

DLS Ramanova spektroskopie

Obr. 6: Nejbeznéjsi fyzikalne-chemické metody k charakterizaci IONPs.

V nasledujicim vyctu budou popsdny pouze metody charakterizace

nanocastic pouzité v ramci experimentalni ¢asti této prace.
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2.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronovd mikroskopie je metoda, kterd poskytuje
informace o topografii a chemickém slozeni vzorku. Podstatou je dopad
elektronového svazku na povrch vzorku a nasledna emise rentgenového
zateni, sekundarnich a zpétn¢ odrazenych elektronli, které jsou
shromazd’ovany scintilaénim detektorem pfipojenym k fotonasobici a poté
jsou prevedeny na digitalni signal tvofici konecny 3D obraz. Sekundarni
elektrony pochézeji z atomit v blizkosti povrchu (jednotky nm), proto
jejich detekce vede k ziskdni topografického obrazu. Zpétn¢ odrazené
elektrony jsou emitovany z v&étS§i hloubky a poskytuji tak informace

o zméné slozeni.?

2.2.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Podstatou zobrazovani pomoci TEM je také interakce -elektront
s povrchem vzorku, ale u této metody dochdzi k prichodu elektronového
svazku vzorkem. Z vytvofeného 2D obrazu lze ziskat pfedstavu o vnitini

struktufe, velikosti nebo tvaru &astic.” (Obr. 7)

Obr. 7: Zobrazeni Si nanocastic pomoci (a) SEM a (b) TEM. Prevzato
z Shao, D. et al. (2017).*
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2.2.3 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla je jednou z nejb&znéjSich metod k urceni
velikosti a koloidni stability MNPs se sférickou nebo anizotropni
strukturou. Béhem DLS meéfeni je suspenze nanocastic vystavena
laserovému paprsku. Po jeho interakci s c¢asticemi dochazi k rozptylu
a nasledné interferenci zéafeni. ProtoZe C&astice neustdle vykonavaji
Brownilv pohyb, dochédzi ke zménam intenzity dopadajiciho zatfeni; tyto
zmény tedy nesou informaci o nahodném pohybu castic, a to vede
k méfeni difuzniho koeficientu, ktery je pouzit pro vypocet

hydrodynamického poloméru &astice.”

Jednim z ukazateld stability koloidnich soustav je zeta-potencidl. Opacné
nabité ionty kapaliny a povrchu ¢astice v ni dispergované tvoti elektrickou
dvojvrstvu. Jak zndzoriuje Obr. 8, elektrickd dvojvrstva je sloZena z vnitini
a difuzni vrstvy. lonty vnitini vrstvy se pohybuji spole¢né s ¢astici, difizni
vrstva se pohybuje nezavisle na ni. Na jejich rozhrani, tzv. hranici skluzu,

vznika zeta-potenciél.”®
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Hraniéni vrstva

Castice se zapornym povrchovym
nabojem

Difuzni vrstva

i Povrchovy potencial
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! Potenciél povrch. vrstvy

\ Zeta-potencial

Vzdalenost od povrchu astice

Obr. 8: Zndzorneni elektrické dvojvrstvy a zeta-potencialu. Prevzato

z Polcik, M. (2010).”°

Hodnota zeta-potencidlu muze predpoveédét stabilitu disperze; Castice
s vysokym zeta-potencidlem se budou odpuzovat, naopak castice s nizkym
zeta-potencidlem maji tendenci k tvorbé shlukli. Obecné se za koloidné
stabilni Castice povaZzuje systém, jehoZ hodnota zeta-potencidlu je vétsi nez
+30mV.” Stabilni disperzi vSak mohou tvofit i Géastice se
zeta-potencidlem +0mV  diky sterické stabilizaci  nckterymi

makromolekulami ¢i povrchové aktivnimi latkami. Zeta-potencidl je

vvvvvv

Samotné méfeni je zalozeno na aplikaci elektrického pole na disperzi
nanocastic. Tim dojde k pohybu nabitych ¢astic k elektrodé s opaénym
nabojem. Rychlost tohoto pohyb je méfena a na jejim zdklad¢é je urCen

vysledny zeta-potencial.”’
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2.2.4 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
(FT-IR)

Infracervend spektroskopie je analytickd technika, kterd umoznuje
charakterizaci a identifikaci struktur molekul. Pfi prichodu infraerveného
zateni vzorkem dochazi k jeho absorpci, a to vyvola zménu vibra¢niho
stavu molekuly. Zmény vibraci jsou zaznamenany a pievedeny na

IR-spektrum, které udava zavislost absorbance na vinoctu tohoto zafeni.

V IR-spektru Ize poté rozliSit oblast charakteristickych vibraci,
odpovidajici vlnoétu 4000 — 1500 cm™, ktera se vyuziva k identifikaci
funkénich skupin v molekule a oblast otisku prstu (1500 — 600 cm™)

charakteristickou pro konkrétni molekulu.”®

U FT-IR techniky zéateni nejprve dopadé na interferometr, kde je rozdéleno
na dva paprsky; jeden z nich je odrazen na pevné a druhy na pohyblivé
zrcadlo. Poté dochézi k interferenci tohoto zéfeni, tvofi se interferogram
a z né¢ je pomoci Fourierovy transformace vypocitdno konecné

IR-spektrum.”

Pro studovani povrchu vzorku se pouzivaji zejména FT-IR spektrometry
s ATR technikou. Tato technika zeslabeného tplného odrazu je vhodna
pro siln¢ absorbujici vzorky, pastovité a praskové vzorky i polymerni
vrstvy. Principem je naneseni kompaktni vrstvy vzorku na povrch mérného
krystalu, ktery ma vysoky index lomu. Mezi nejb&znéji pouzivané
ATR krystaly patii ZnSe, Ge, smés bromidu-jodidu thallného KRS-5 nebo
diamantovy krystal. Svazek IR zafeni poté dopadd na rozhrani mezi
vzorkem a krystalem pod uhlem, ktery odpovidd totidlnimu odrazu za
vzniku evanescentni viny prostupujici do vzorku. (Obr. 9) Vzorek cast

zafeni absorbuje, a tim dojde k oslabeni odraZeného paprsku o tuto energii.
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Detektor zaznamenava zeslabeny paprsek zaieni jako interferogramovy
signal, ktery je poté preveden na IR-spektrum.™

®

Vzorek
)
.

NN

Krystal

Vzorek

| L
Vzorek

Obr. 9: ATR technika: A — jednoodrazovy, B — viceodrazovy krystal.
Upraveno podle Giinzler, H. & Williams, A. (2001).”

2.3 Modifikace IONPs

Magnetické nanocéstice oxidl zeleza jsou Siroce zkoumany pro mozné
in vivo aplikace jako je zobrazovani magnetickou rezonanci, regenerace
tkani, hypertermie, doru¢ovani 1é&iv nebo separace bunék.’' Tyto aplikace
vyzaduji, aby IONPs byly biokompatibilni, stabilni, netoxické a s uzkou
velikostni distribuci. Samotné Zelezo je ale toxické a nachylné k oxidaci,
navic bez jakékoliv povrchové upravy maji tyto nanocastice hydrofobni
povrch. V disledku hydrofobnich interakci mezi Casticemi dochazi k jejich

shlukovani a tvorb& aglomerata, coz vede ke zvyseni velikosti nano&astice.”

Vlastnosti povrchu mohou byt modifikovany pomoci rtiznych organickych
1 anorganickych latek. Mezi nejbéznéji pouzivané latky patii jak ptirodni,
tak syntetické polymery s vysokou molekulovou hmotnosti; jejich piehled

pfinasi  Obr. 10.  Podrobné€ji se  budu  zabyvat  alginatem
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a polyethylenglykolem (PEQG), protoZe tyto polymery byly pouZzity béhem

vlastniho experimentu.

Prirodni polymery Syntetické polymery
dextran polyethylenglykol (PEG)

Skrob polyvinylalkohol (PVA)

zelatina kyselina polymlécna (PLA)
chitosan polymethylmethakrylat (PMMA)
alginat polyakrylova kyselina (PAA)

Obr. 10: Prehled nejbeznéjsich polymeru k modifikaci IONPs.

2.3.1 Alginat

Alginat je pfirodné se vyskytujici polysacharid hnédych motskych fas.
Jednd se o linearni polymer sloZzeny 2z a-L-guluronatovych (G)
a B-D-mannuronovych (M) podjednotek. Tyto podjednotky jsou vzajemné
propojeny kovalentné¢ 1-4 glykosidickou vazbou v riznych sekvencich
a tvori polymerni blok.> Alginat ve své struktufe obsahuje mnoho

karboxylovych skupin vazanych v pevnych pozicich. (Obr. 11)

Ho—c
HO \M

Obr. 11: Strukturni vzorec algindtu. Prevzato z Gomathi, T. et al.(2017).”
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Predpoklada se, Ze tyto karboxylaty pusobi jako aktivni latky, které
interaguji s ionty zeleza na povrchu nanocastice a jejich vzijemné
elektrostatické odpuzovani ¢astice stabilizuje. G. Zoppellaro et al. nastinuje
ucinnost této povrchové modifikace: IONPs potazené alginatem (MagAlg)
vykazovaly vyrazné odliSnou zavislost zeta-potencialu na pH v porovnani
s nemodifikovanymi IONPs.** Hodnota §, MagAlg castic zustala vysoce
negativni, az pii pH < 4 se zacaly karboxylové skupiny protonizovat

a zeta-potencial se posunul k méné zidpornym hodnotam. (Obr. 12)

- -;p MagAlg 440
- -"p Fe,O, 4130

@D MagAlg 120

Obr. 12: Zavislost zeta-potencialu na pH pro IONPs obalené alginatem
(modre) a nemodifikované (Cervené). Prevzato z Zoppellaro, G.

et al.(2014). %

2.3.2 Polyethylenglykol a jeho derivaty

Pro aplikace nanocastic in vivo je dilezité, aby nebyly rozpozniny
imunitnim systémem a nedoSlo k jejich odstranéni fagocytujicimi
butikami.” PEG je amfifilni, chemicky inertni polymer, diky kterému se
¢astice dokazou vyhnout pfirozenym vyluCovacim mechanismiim, jako je
retikuloendoteliarni systém (RES). PEGylované ¢astice se tedy chovaji
jako ,,utajené“ a vykazuji del$i ob&hovy ¢as v krevnim fedisti.”
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Tuto ochranu vSak ¢asticim nemutze poskytnout kazdy neiontovy hydrofilni
polymer. Dilezitym faktorem pro biokompatibilitu a utajeni Castic je
molarni hmotnost a polydisperzita polymeru. Molarni hmotnost PEGu
pouzivaného v biomedicinskych aplikacich se pohybuje ptiblizné¢ od
400 Da do 50 kDa. Pro konjugaci nanoc¢asticovych systémil a protilatek se

pouzivaji PEGy s molekulovou hmotnosti 1 — 5 kDa.”’

Krom¢ toho ma PEG ftadu dalSich vyhod: stéricky zabranuje shlukovani
¢astic a zvySuje jejich disperzibilitu a stabilitu ve vodném 1 fyziologickém
prostiedi. Céstice modifikované PEGem také mohou prostupovat
bunéénymi membranami.*® Navic PEG muiZe pfinadet do molekuly dalsi
funkéni skupiny jako naptiklad karboxyl, amin, thiol nebo hydrazid a ty
usnadiiuji naslednou imobilizaci biologickych molekul.”” Nevyhodou je

v v 71 1.7 37
vSak to, Ze neni biodegradabilni.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly pouzity heterobifunkéni derivaty
polyethylenglykolu, konkrétné¢ CH;0-PEG-NH, a COOH-PEG-NH,,
jejichz strukturni vzorce jsou na Obr. 13. Heterofunk¢ni derivaty PEGu se
obecné pouzivaji jako zesitovaci ¢inidla nebo jako rozpérky mezi dvéma
riznymi chemickymi entitami. RGzna kombinace koncovych funkénich
skupin poskytuje zvySenou selektivitu reakce pro biokonjugaci, modifikaci,

zesitovani 1 k pouziti jako molekularni sondy.

@)

~N 04\/\

CH;0-PEG-NH, NH,-PEG-COOH

Obr. 13: Strukturni vzorce pouzitych heterofunkcnich derivatii

polyethylenglykolu.
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2.4 Vyuziti v biologii a mediciné

Biomedicinské aplikace nanocastic oxidii zeleza mizeme klasifikovat
podle jejich pouziti uvnitt (in vivo) nebo mimo (in vitro) téla. In vivo
aplikace mohou byt dale rozdé€leny na terapeutické (napt. cilené dorucovani
1éCiv a hypertermie) a diagnostické (zobrazovani magnetickou rezonanci
MRI), hlavni vyuziti in vitro aplikaci je v diagnostice (znaceni a separace

bun¢k).

2.4.1 Magneticka separace

V biomedicinském vyzkumu je Casto vyzadovana separace specifickych
biologickych entit (napt. DNA, proteini a bun€k) od jejich pfirozeného
prosttedi. Diky vysoké magnetizaci v pfitomnosti magnetického pole
a zadné v jeho nepfitomnosti, jsou superparamagnetické¢ koloidy IONPs
pro tuto aplikaci idealni. V typickém procesu separace jsou biologicke
entity oznaceny nanocasticemi a poté podrobeny separaci pod vnéjSim

magnetickym polem.*' (Obr. 14)

(. povrchové
modiflcované

> cilend biologicka entta (@) 10NPs
IONPs

® nezadouci molekuly Y afinitni tigand * ﬁll\if;lz ucﬂenou

Obr. 14: Zakladni princip magneticke separace. Upraveno podle Demirer,

G. S. etal (2015). "
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Nanocastice mohou mit také na svém povrchu navazané rizné ligandy,
jako protilatky nebo hormony, které umoziuji specifické znaceni cilenych
entit.”” Magnetickd separace pomoci protilatek je velmi presnd, protoze
protilatky se mohou véazat na odpovidajici antigeny na povrchu cilové
buiiky. Imunospecifické magnetické Castice byly Uspésné aplikovany na
rozpoznani bun¢k rakoviny prsu, bunék rakoviny urologického traktu
a plicniho karcinomu, cervenych krvinek i pro izolaci enzymi, DNA

a RNA z riiznych zdroja, véetné télnich tekutin.*

2.4.2 Cilené dorucovani 1é¢iv

V soucasné dob¢ je vétsina l1éCiv po aplikaci nahodé distribuovana, coz
muze vést k vedlejSim ucinkiim na zdravé bunky nebo k 1ékové interakci
s ostatnimi pouzivanymi medikamenty. Doruceni lé¢iva na specifické
misto mize nejen omezit vedlejs$i ucinky, ale také snizit jeho potiebnou
davku.' Za timto wlelem jsou intenzivné studovany magnetické

nanocastice oxidua zeleza.

Principem je, Ze se na IONPs s vhodnym povrchovym obalem navaze
1é¢ivo. Po jejich injekénim podani do krevniho fecisté se pomoci silného
magnetického pole navedou na cilové misto. (Obr. 15) Jakmile je nosi¢
s lécivem na spravném misté, dojde k uvolnéni 1éCiva prostfednictvim
enzymove¢ aktivity nebo zménou fyziologickych podminek (pH, osmolalita,
teplota).” Uspéch této metody zavisi na rychlosti astic v krevnim fedisti,

dobé obéhu a sile magnetického pole.*’
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Obr. 15: Schematické znazornéni magnetického systemu pro dorucovani
leciv. Magneticky gradient pohani magnetické IONPs proudici v obéhovém
systemu do specifického mista tkane. Upraveno podle Jeong, U. et al.
(2007).”!

2.4.3 Hypertermie

Magnetickd hypertermie je 1€€ebna metoda, ktera vyuziva magnetické
nanocastice ke zvysSeni teploty tkan¢ na ~ 43 °C, pii niz dochéazi k niceni
nadorovych bundk.® P¥ teploté nad 41°C sméfuji rakovinné buiiky
smérem k acidéze, coz snizuje jejich viabilitu a méni se funkce mnoha
enzymatickych a strukturdlnich proteint, které ovliviiuji riist 1 diferenciaci
bunék, coz mize vést az k apoptoze.** Postup tedy zahrnuje dispergovani
magnetickych nanocéstic v cilové tkani, kde mohou generovat znacné
induk¢ni teplo v zavislosti na frekvenci a amplitudé¢ aplikovaného
stfidavého magnetického pole. (Obr. 16) Aby doslo ke zni¢eni nadorovych
bunék bez soucasného poskozeni okolni zdravé tkéané€, je jeSté potieba
podstatn¢ zlepsit cilovou selektivitu, stejné jako optimalizovat velikost

a s ni souvisejici koloidni stabilitu ¢astic.*
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magnetické
nanocastice
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Obr. 16: Magneticka hypertermie: nejprve jsou nanocastice injekcné
vpraveny do nddoru a poté je stridavym magnetickym polem indukovdno

teplo. Upraveno podle Andrade, A. et al. (2011).%°

2.4.4 Zobrazovani magnetickou rezonanci

Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) je jednou z nejucinnéjSich
neinvazivnich technik v klinické medicing.*” MRI je zaloZeno na aplikaci
magnetického pole (By) avlastnosti vodikovych jader, ktera se za¢nou
orientovat ve sméru tohoto pole a rotovat kolem néj. Smér jejich
magnetického momentu je poté zménén piicnym vysokofrekvenénim
pulzem. Po odstranéni tohoto impulzu se protony vodiku vraceji do své
ptvodni polohy. Tento relaxacni proces ma dvé nezavislé Casti; podélnou
T, relaxaci a pti¢nou T, relaxaci, jejichZ doby se monitoruji za vytvofeni
MR obrazu. Kontrast v obraze poté odpovidd protonové hustoté

. 4 W . J4 4 W 48
a fyzikdlné-chemické povaze tkané.

Ke zvySeni kontrastu a zesileni signdlu se pouzivaji kontrastni latky,

v posledni dobé se zkoumaji zejména ty na bazi nanocastic oxidi zeleza.
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Ty po akumulaci v tkanich poskytuji zménu intenzity signalu a zesiluji
kontrast zkracenim podélné 1 pfi€né relaxacni doby okolnich protont. Pro
zkracovani T; Casu je dilezitad jejich izka interakce s protony, té ale mize
zabranovat tloustka povrchové vrstvy. Ke zkraceni T, doby dochazi
v disledku lokalnich magnetickych nehomogenit zplsobenych
nerovnomérné rozmisténymi IONPs v dané tkani.* V dasledku
vyraznéjsiho T, efektu se IONPs vyuZivaji jako negativni kontrastni ¢inidla

— okolni tkan ztmavuji. (Obr. 17)

| S

Obr. 17: MRI obraz jaternich metastdz (a) bez a (b) s kontrastni ldatkou na
bdzi IONPs. Prevzato z Chen, F. et al. (1999).”
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3 MOTIVACE

Celosvétove je asi 20 az 30 % rakovin prsu HER2/neu pozitivni. Tato
rakovina je velmi agresivni, roste rychle s nadory vysokého stupné. Tento
druh rakoviny nereaguje na hormondlni terapii, misto toho se 1éci
protilitkami proti HER2/neu receptoru blokujicimi jeho Wginek.”
Ptikladem je monoklondlni protilatka trastuzumab zndma pod komerénim

nazvem Herceptin.

Nadmeérna exprese tohoto biomarkeru mize byt vyuzita jako tzv. ,target®,
ktery umoziuje specifické rozpoznani dan¢ho typu naddoru nanocasticemi.
Pro takové zobrazovani jsou idedlnimi kandidaty nanocastice oxidi Zeleza;
na jejich povrch mlZe byt navazana protilatka, kterd zvySi akumulaci
v nemocné tkdni a v dasledku vySe popsanych magnetickych vlastnosti
IONPs, bude tato tkdn snadno detekovatelnd metodou magnetické
rezonance. V piipadé¢ navazani fluoroforu miize byt detekce doplnéna
o optické zobrazeni. IONPs jsou slibnou multimodélni sondou pro v€asnou

detekci, diagnozu i 1é¢bu nadori. (Obr. 18)
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Obr. 18: Schematické znazorneni multifunkcni nanosondy. Upraveno podle

Thanh, N. T. (2012).”
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Tato prace je zaméfena na vyvoj nanocastic oxidi Zeleza, které jsou
povrchové modifikovany biokompatibilnim polymerem s funkénimi
skupinami; ty mohou potencidlné umoznit navazani fluorescencni
protilatky s vysokou afinitou k HER2/neu receptoru, ktery je nadmérné
produkovan nadorovymi buitkami SK-BR-3. (Obr. 19) Na této bun&tné

linii byla také zkouméana cytotoxicita pfipravenych nanocastic.

Obr. 19: Konfokalnim fluorescencnim mikroskopem porizeny snimek bunéek
SK-BR-3, u kterych byl pomoci fluorescencni protilatky oznacen
transmembranovy receptor HER2/neu (zelena), jadro je oznaceno barvou

Hoechst 33342 (modra). Snimek poridil a ochotné poskytl Mgr. Jan Belza.
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4 CILE PRACE

V teoretické ¢asti této prace bylo cilem shrnout dosavadni poznatky o:
e Nanocasticich oxidl zeleza, jejich vlastnostech, ptipravé a metodach
charakterizace
e Povrchové modifikaci téchto ¢astic

e VyuZiti nanocastic oxidi Zeleza v biologii a medicing

Cilem experimentalni ¢asti bylo:
e Piipravit a charakterizovat superparamagnetické nanocéstice oxidi
zeleza
e C(Cilen¢ modifikovat povrch téchto cCastic polymery s funkénimi
skupinami
e Studovat cytotoxicitu modifikovanych nanocastic pomoci vybranych
metod na dvou bunécnych liniich

e Zpracovat vysledky cytotoxicitnich testi
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Materialy
5.1.1 Chemikalie

e Kyselina alginova (Sigma-Aldrich)

e Zelena skalice FeSO,4-7H,0 (Lach:ner)

e Hydroxid sodny NaOH (Penta)

e Amoniak NH,OH 25% (Sigma-Aldrich)

e Polymery CH;0-PEG-NH, (2022 Da), COOH-PEG-NH, (2996 Da)
(RAPP polymere)

e N,N’-Diisopropylkarbodimid DIC (Sigma-Aldrich)

e N,N-Diisopropylethylamin DIPEA (Sigma-Aldrich)

e 1-Hydroxybenzotriazol HOBt (Alfa Aesar)

e Dimethylformamid DMF (Merck)

e Dimethylsulfoxid DMSO (Sigma-Aldrich)

e LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit (Thermo Fisher scientific)

e BD Cycletest Plus DNA Kit (BD Biosciences)

e Fluorescencni sonda CM-H,DCFDA (Thermo Fisher scientific)

5.1.2 Roztoky a média

e Redukéni pufr (10% w/v hydroxylaminhydrochlorid v 100 ml 1 M
HCI)

e Ferrozinovy pufr (50 g octanu amonného a 0,1 g ferrozinu v 100 ml
DI vody)

e 0,25% roztok trypsin — EDTA

e Fosfatovy pufr PBS o pH 7,4 obsahujici 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g

NazHPO4, 0,24 g KH2P04
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e Kultivacni médium pro buiky HeLa: Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM High Glucose) s obsahem 4500 mg/l D-glukozy,
L-Glutaminu, 10 % fetadlniho bovinniho séra (FBS) a 1 % antibiotik
(penicilin/streptomycin)

e Kultivaéni médium pro bunky SK-BR-3: McCoy's 5A Medium
obsahujici 10 % FBS a 1 % antibiotik (penicilin/streptomycin)

5.1.3 Pristroje

e Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, UK)

e FT-IR spektrometr Nicolet iS5 (Thermo Scientific)

e Pltokovy cytometr BD FACSVerse (BD Biosciences)

e Multifunkéni modularni reader Tecan Infinite M200 PRO (Schoeller
Instruments)

e CO,inkubator NB-203XL (N-Biotek)

e Laminarni biohazard flow-box (Bio-Ban)

o Mikroskop CKX31 (Olympus)

e Centrifuga 5430 R (Eppendorf)

e Vakuovy systém na odsavani média (Mediset)

e Pfistroj na pocitani bunck Bio-Rad TC10 (Bio-Rad)

e Pfistroj na ultracistou vodu Puris Evo-up (Mirae St)

5.1.4 Biologicky material

Pro analyzu cytotoxicity pfipravenych c¢astic byly pouzity dvé
adherentni buné¢né linie, a to lidské nadorové buiiky rakoviny délozniho

hrdla (HeLa) a zhoubné buniky rakoviny prsu (SK-BR-3).
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5.2 Metody
5.2.1 Syntéza MagAlg cCastic

Syntéza magnetickych nanocastic byla provedena podle podrobného
popisu v ¢lanku, ktery publikoval Giorgio Zoppellero et al>*: Kyselina
alginova (300 mg) se rozpusti v ultracisté¢ vode (60 ml) a po zvySeni teploty
(40 °C) se ptidaji 4 ml koncentrovan¢ho roztoku NH,OH. Po zahiati na
55°C se ptida roztok FeSO, 7H,O ve vod¢ s pridavkem koncentrované
HCI (1,440 g ve 20 ml ultracisté vody s ptidavkem 60 ul HCI). Vzniklé
MagAlg castice se nechaji 24 hod michat a poté jsou promyvany
a frakcionalizovany centrifugaci. Pfipravené castice jsou hydrofilniho

charakteru a na svém povrchu maji volné COOH- skupiny alginatu.

5.2.2 PEGylace — povrchova modifikace
polyethylenglykolovymi retézci

U pfipravenych nanocastic byl poté modifikovan jejich povrch
polymery obsahujicimi funk¢ni skupiny, které by potencidln¢ mohly
umoznit navadzani fluorescentni protilaitky pro cilené zobrazovani

nadorovych bunék. (Obr. 20)

Modifikace probihala podle postupu uvedeného v Clanku od Yiannise
Sarigiannise et al.’”: Piipravené MagAlg &astice byly po dobu 48 hod
dialyzovany ve vod¢ o pH 4,5. Poté byly zcentrifugovany, supernatant
odebran a castice byly rozdispergovany v 1 ml DMF. Tento proces byl
opakovan celkem 3x. Podle poctu volnych COOH- skupin z jiz navazaného
alginatu bylo vypocitano potfebné mnozstvi ostatnich reaktantii (polymer,
DIC, HOBt). Tato reakce béZela za stadlého protfepavani pies noc.

Proces PEGylce probihal ve tfech reak¢nich dnech; postup byl vzdy od
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centrifugovani az po ptidavek polymeru stejny. Na konci celého procesu
polymerace byly Castice naposledy zcentrifugovany, 2x promyty v. DMF,

2x ve vodé¢ a poté finaln¢ rozdispergovany ve vode.

Celkem byly piipraveny 2 typy modifikovanych ¢astic. U prvniho typu byl
ve vSech reakénich dnech pfiddvan pouze polymer CH;O-PEG-NH,,
vysledné nanocCéstice jsou dale oznacovany jako MagAlg mPEG.
U druhého typu castic, MagAlg ¢cPEG, byl v poslednim kroku
methoxy-polymer nahrazen polymerem s karboxylovou skupinou

COOH-PEG-NHo,.

. agnetické
;-'gFe prekurzor ﬁf\#ﬁ Alginat ﬂdﬁ e

Obr. 20: Schematické zndzornéni pripravy a ndsledné povrchové
modifikace nanocastic oxidii Zeleza. Prvni polymerni obal je tvoren
alginatem, druhy derivaty polyethylenglykolu. Upraveno podle Sarigiannis,
Y. etal. (2016).”°
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5.2.3 Ferrozinova metoda — stanoveni koncentrace zeleza

Ke stanoveni obsahu Zeleza a naslednému piepoctu na obsah Fe,O;
v ptipravenych 1 v modifikovanych nanocasticich byla pouzita ferrozinova
metoda. Tato metoda spociva v redukci vzorku Fe (III) redukénim pufrem
na Fe (II). K takto pfipravenym vzorkiim se piidad ferrozinovy pufr za
tvorby fialového komplexu Fe (II) - ferrozin, ktery je spektrofotometricky
analyzovan pfi vinové délce 562 nm. Vysledna pramérna absorbance byla
dosazena do kalibraéni piimky, ktera byla naméfena Mgr. Sarkou
Adamkovou (RCPTM). Celkova koncentrace Fe,O; v Casticich je poté

udana v jednotkach mg/ml.

5.2.4 DLS a zeta-potencial

M¢éteni DLS a zeta-potencidlu vhodné koncentrované disperze pfi
definovaném pH bylo provedeno za pouziti Zetasizer Nano ZS.
Zeta-potencial byl méfen v kapilarni kyveté DTS1070. Céstice byly
méfeny v prostiedi ultracisté vody, dale v roztoku 0,5M NaCl

a v prostiedi pufru PBS.

5.2.5 FT-IR spektrometrie

Infracervend spektra byla méfena na spektrometru Nicolet iS5 FTIR. Na
krystal ZnSe se nakapla kapicka vodné disperze, ktera na krystalu zaschla

a vytvofila film. Spektra byla ziskana shromazdénim 32 skeni.
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5.2.6 Kultiva¢ni podminky a pasazovani

Vsechny experimenty s buiikami byly provadény in vitro. Pro navozeni
podminek prosttedi zivého organismu byly buiky kultivovany
v kultivaénim médiu a uchovavany v inkubatoru s 5% atmosférou CO, pfi
teplot¢ 37 °C. Prace s bunkami probihala ve sterilnim prostiedi

laminarniho flow-boxu.

Rist bunék byl pravidelné kontrolovan pod optickym mikroskopem. Pfi
mife konfluence 70 — 80 % se buiiky musely pfenést do nové kultivaéni

nadoby s Cerstvym médiem, aby nedochéazelo ke kontaktni inhibici ristu.

Pti pasdzovani se z nadoby odsalo médium, buiiky se oplachly piidanim
5 ml fosfatového pufru PBS a v dalsim kroku bylo do kultiva¢ni lahve
(T-25) ptidéno 0,5 ml trypsinu. Builkky s trypsinem se nechaly 5 minut
inkubovat, aby doSlo k deahderaci bunck ze dna kultivaéni nadoby.
Pasobeni trypsinu bylo zastaveno pifidanim kultivatniho média,
které obsahovalo 10 % fetadlniho bovinniho séra. Poté se piepipetovalo
0,5 ml roztoku do nové kultivani nadoby a ta se doplnila do obsahu 5 ml

médiem. VSechny roztoky byly pfed pouzitim nahtaty na teplotu 37 °C.

MnozZstvi bunék bylo spocitano automatickym citacem a ty byly nasledné
nafedény podle potieby poctu bunék v jednotlivych jamkéach kultivaéni

desticky pro méieni.
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5.2.7 Priitokova cytometrie

Analyza toxicity 1 ovlivnéni zmén bunétného cyklu piipravenych
nanocastic byla provadénd na pratokovém cytometru BD FACSVerse.
Ke stanoveni viability byl pouzit LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit
a pro analyzovani bunécéného cyklu BD Cycletest Plus DNA Kit. Pro ob&
méfeni bylo nejprve na 96-jamkovou kultivacni desticku vyseto
7000 bunék na jamku, které byly po 24 hodinach naznaceny Casticemi tak,
aby jejich celkova koncentrace byla 0, 25, 50, 100, 250 a 500 pg/ml. Takto
naznacené¢ bunky se nechaly 24 hodin inkubovat. Z divodu stanoveni

prumérné a standardni odchylky bylo kazdé méteni provadéno v triplikatu.

Pro méfeni viability byly inkubované bunky nasledujici den oSetfeny
podobnym procesem jako v ptipad¢ pasazovani, poté k nim byly z daného
kitu ptidany 2 pl natedéného kalceinu-AM (2 ul zasobniho roztoku
ve 158 ul DMSO) a 1 pl propidium jodidu o koncentraci 1 mg/ml. Po
20 min inkubaci v temnu se na pratokovém cytometru méfil fluorescencni
signal pfi pfislusnych vinovych délkach. Nefluorescen¢ni kalcein-AM se
po prichodu bunénou membranou zivych bunék méni na kalcein
a vykazuje tak zelenou fluorescenci. Propidium jodid je nepropustny pro
zivé bunky, a proto Cerveny fluorescencni signdl zna¢ni bunky mrtvé.
Rozdélenim signali 1ze pak urcit celkovou viabilitu/toxicitu zkoumanych

bunék.

K analyze bunécného cyklu bylo z inkubovanych bunc¢k odsato médium
a po oplachnuti roztokem PBS postupné piidany roztoky z ptislusného
kitu. Nejprve se piidalo 25 ul roztoku A, coz je trypsinovy pufr, po 10 min
inkubaci pifi pokojové teploté¢ se piidalo 20 pl roztoku B obsahujici
inhibitor trypsinu a RN4zu, ktera zajisti izolaci DNA, po dalsi 10 min
inkubaci se ptidalo 20 pl vychlazeného barviciho roztoku C, ktery obsahuje
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propidium jodid. Po kone¢né 10 min inkubaci v ledni¢ce byla vyizolovana
jadra pfipravena pro meéfeni. Diky odliSené intenzit€¢ cCerveného
fluorescencniho signalu barviva bylo mozné identifikovat jednotlivé faze

bunécného cyklu.

5.2.8 Méreni ROS

K detekei reaktivnich forem kysliku (ROS) byly pfipraveny buiiky
stejné jako v piipadé métfeni na pritokovém cytometru; bunky naznacené
casticemi byly inkubovany po dobu 24 hod. Pro stanoveni ROS byla
pouzita fluorescencni sonda CM-H,DCFDA, ktera byla nejprve natedéna
v roztoku DMSO (praskovéa sonda se rozpustila ve 173 ul DMSO na
koncentraci 0,5 mM). Z jamek kultiva¢ni desticky pak bylo odsato médium
a nahrazeno novym, obsahujicim fluorescen¢ni sondu (2,45 ml média
s obsahem 50 ul nafedéné sondy; finalni koncentrace sondy v médiu byla
10 uM). Desticka byla vlozena do multifunkéniho modularniho readeru
a skenovanim fluorescencniho signalu byly zji§tény hodnoty ROS uvnitt

bunék.
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6 VYSLEDKY

6.1 Fyzikalné-chemicka charakterizace ¢astic

6.1.1 Elektronova mikroskopie

Morfologie nanocéstic byla zkouména elektronovou mikroskopii.
Snimek Obr. 21 ze skenovaciho elektronového mikroskopu vyobrazuje
pripravené MagAlg Castice s jednotnym sférickym tvarem; na nékterych
mistech Ize pozorovat vétsi shluky Castic, které se pravdépodobné vytvotily
pii vysychani vzorku pro samotné¢ méfeni. Obr. 22 zobrazuje piipravené
Castice pod transmisnim elektronovym mikroskopem. Nanocastice
s navazanym polymerem byly podrobeny TEM analyze a jsou vyobrazeny
na Obr. 23 a 24. Vysledky TEM analyzy prokazuji, ze magnetické
nanocastice oxidl Zeleza jsou usporddany do klastri. Modifikované
nanocastice maji na sob¢ patrnou amorfni vrstvu PEGu. Na nékterych
mistech (oznaceno Sipkou) jsou viditelné difrakéni roviny nanoc¢astic oxidi

zeleza.

Obr. 21: SEM snimek pripravenych MagAlg castic.
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Obr. 22: TEM snimky pripravenych MagAlg castic (méritko 50 a 20 nm).

Obr. 23: TEM snimek modifikovanych MagAlg mPEG castic (méritko
10 nm).
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Obr 24: TEM snimek modifikovanych MagAlg ¢cPEG Ccastic (méritko
10 nm).
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6.1.2 DLS analyza

Velikost a stabilita pfipravenych 1 modifikovanych nanocastic byla
stanovena metodou DLS. Na Obr. 25 jsou zobrazeny vysledky analyzy
syntetizovanych MagAlg castic; distribuce velikosti téchto Castic je
znazornéna na zaklad¢ intenzity, objemu a poctu. U modifikovanych
castic, MagAlg mPEG a MagAlg cPEG, je velikost distribuovana podle
intenzity v prostiedi 0,5 M NaCl, vody a fyziologického pufrovaného
roztoku PBS. (Obr. 26) V grafech je uvedena velikost Ccastic
(tzv. Z-Average) a index polydisperzity (PDI).

Velikost pfipravenych MagAlg castic (méfena v prostiedi vody)
distribuovana podle intenzity je 80 nm, na zaklad€ objemu je to 54 nm a na
zékladé poctu pak 41 nm. Velikost Castic Z-Average byla stanovena na
64 nm s indexem polydisperzity 0,193. Prvni typ modifikovanych ¢astic,
MagAlg mPEG, vykazuje v prostiedi 0,5 M NaCl $irsi velikostni distribuci
s prumérem 134 nm, ve vodé a v PBS je jejich velikost 79 nm, resp. 77 nm.
Stejné tak se objevuje Sirsi pik v roztoku soli 1 u ¢astic MagAlg cPEG, kde
je jejich Z-Average velikost 167 nm, v prosttedi vody a PBS maji pak

¢astice shodné 74 nm.
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Obr. 25: Distribuce velikosti syntetizovanych MagAlg castic na zaklade

intenzity (Cerné), objemu (Cervené) a poctu (modre).
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Obr. 26: Distribuce velikosti MagAlg mPEG (vlevo) a MagAlg cPEG
(vpravo) castic podle intenzity v prostiedi 0,5 M NaCl (cerne), vody
(Cervené) a PBS (modre).
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Stabilita nanocastic byla posuzovana na zakladé méfeni zeta-potencidlu
v prostiedi vody opH=7,1 (Obr. 27). Ve vSech piipadech se jedna
o stabilni koloidni disperzi. Syntetizované¢ MagAlg castice s hodnotou
zeta-potencidlu -40,9 mV jsou stabilizovany elektrostaticky alginatem.
I ptesto, ze je zeta-potencidl modifikovanych MagAlg mPEG c¢astic jen
-1,7mV, jsou tyto Castice stabilni diky stérickému plsobeni polymeru.

Druhy typ ¢astic, MagAlg cPEG, ma zeta-potencial -25,3 mV.

MagAlg MagAlg_mPEG MagAlg_cPEG
|’

-10 4

-20 4

zeta-potencial (mV)

-30 4

-40 4

Obr. 27: Zeta-potencial pripravenych (MagAlg) a modifikovanych
nanocastic (MagAlg mPEG a MagAlg cPEG) meéreny metodou DLS
v prostredi vody o pH 7,1.

50



6.1.3 FT-IR analyza

Pro potvrzeni uUspé&Sného navazani polymera CH;0-PEG-NH,
a COOH-PEG-NH; byla provedena FT-IR analyza. Obr. 28 a 29 porovnava
ziskand spektra samostatnych polymerti a spektra danych modifikovanych
astic. Pro alginat je typicky pik pfi vino¢tu ~ 1410 cm’, polymery
CH;0-PEG-NH, a COOH-PEG-NH, vykazuji maximum pii ~ 2878 cm™.
Z grafti je prehledné vidét, ze se dané polymery na povrchu ¢astice

nachazi.

MagAlg
Alginat

absorbance

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

vinodet (cm™)

Obr. 28: FT-IR spektrum pripravenych MagAlg Ccastic (modre)

a samostatného cistého alginatu (Cervené).
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Obr. 29: FT-IR spektra MagAlg mPEG Ccastic (vlevo) a MagAlg cPEG
castic (vpravo). Modre jsou oznaceny jednotlivé typy castic, cervené pak

samostatné cisté polymery.

6.2 Vysledky biologickych testi
6.2.1 Méreni viability

Ke stanoveni cytotoxicity ¢astic byla pouzita metoda pritokové
cytometrie zahrnujici barveni bunék fluorescencnim propidium jodidem.
Ob¢ testované bunétné linie (HeLa 1 SK-BR-3) byly vystaveny rliznym
koncentracim ¢astic po dobu 24 hod. Obr. 30 a 31 znazoriuje cytotoxicky
ucinek Castic MagAlg mPEG resp. MagAlg cPEG na jednotlivé bunécné
linte. Z grafi je patrné, Ze builkky nebyly negativné ovlivnény
nanocasticemi; 1 pfi nejveétsi koncentraci (500 pg/ml) zlstala viabilita

buné€k ve srovnani s kontrolou vétsi nez 95 %.
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Obr. 30: Viabilita HeLa (vlevo) a SK-BR-3 (vpravo) bunék po 24 hod
inkubaci s MagAlg mPEG o koncentraci 25 — 500 ug/ml.
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Obr. 31: Viabilita HeLa (vlevo) a SK-BR-3 (vpravo) bunék po 24 hod
inkubaci s MagAlg cPEG o koncentraci 25 — 500 ug/ml.
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6.2.2 Analyza bunéc¢ného cyklu

Pritokovou cytometrii byl analyzovan také vliv raznych koncentraci
nanocastic na bunétny rust, déleni a celkovou proliferaci po jejich
24 hodinové inkubaci. V GO0/G1 fazi bunéné¢ho cyklu dochazi k rlstu
bunky a kontrole DNA, ktera se pii1 S fazi replikuje. G2/M faze je
charakterizovana zdvojenim organel, po kterém nésleduje vlastni déleni
jadra a celé buiiky. U obou typl castic byl dopad na zménu bunééného

cyklu témét zanedbatelny, a to 1 pfi nejvyssi koncentraci. (Obr. 32 a 33)
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Obr. 32: Analyza bunécného cyklu HelLa (vievo) a SK-BR-3 (vpravo) bunék
po 24 hod inkubaci s MagAlg mPEG o koncentraci 25 — 500 ug/ml.
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Obr. 33: Analyza bunécného cyklu Hela (vievo) a SK-BR-3 (vpravo) bunek
po 24 hod inkubaci s MagAlg cPEG o koncentraci 25 — 500 ug/ml.
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6.2.3 Vznik reaktivnich kyslikovych radikala (ROS)

Pro detekci ROS byla pouzita fluorescen¢ni sonda CM-H,DCFDA,
kterd je citlivd na zvySenou produkci rtiznych reaktivnich forem kysliku,
piedev§im se jednd o peroxid vodiku, hydroxylovy radikal nebo radikaly
oxidu dusnatého a dusicitého. Tvorbu ROS u obou bunéénych linii po
24 hod inkubaci s cCasticemi zobrazuje Obr. 34. Oba dva typy bunck

vykazuji mensSi ¢i jen velmi mirn€ zvySenou (v rozmezi max. 3 %) tvorbu

ROS v porovnani s kontrolou.
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Obr. 34: Tvorba ROS v bunkach Hela a SK-BR-3 po 24 hod inkubaci
s casticemi MagAlg mPEG (vlevo) a MagAlg cPEG (vpravo) v rozmezi

koncentraci 25 — 500 ug/ml.
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6.2.4 Opticka mikroskopie

Na zavér byl analyzovan optickym mikroskopem s fazovym kontrastem
vliv modifikovanych MagAlg cPEG castic na morfologii testovanych
bunék po jejich 24 hod inkubaci. Z Obr. 35 a 36 je patrné, Ze ani nejvyssi
koncentrace MagAlg cPEG castic (500 pl/ml) nezpiisobuje morfologickou
zménu HelLa ¢i1 SK-BR-3 bunék, které jsou stale adherované tak jako

buiiky kontrolni. Pro pozorovani bylo pouzito zvétSeni 200x%.
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Hela buriky

koncentrace MagAlg_cPEG 0 pg/ml koncentrace MagAlg_cPEG 500 ng/ml

Obr. 35: Neznacené HeLa bunky (vlevo) a naznacené MagAlg cPEG
casticemi o koncentraci 500 ug/ml po dobu 24 hod (vpravo) pod optickym

mikroskopem.

SK-BR-3 buriky

koncentrace MagAlg_cPEG 0 pg/mi koncentrace MagAlg_cPEG 500 upg/ml

Obr. 36: Neznacené SK-BR-3 bunky (vlevo) a naznacené MagAlg cPEG
casticemi o koncentraci 500 ug/ml po dobu 24 hod (vpravo) pod optickym

mikroskopem.
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7 DISKUZE

Tato bakalafskd prace je zaméfena na vyvoj systému na bazi
nanocastic oxidl Zzeleza, ktery by potencidlné mohl slouzit jako
multimodalni zobrazovaci sonda pro v€asnou detekci nadort. Pro
takové aplikace je nutné, aby castice byly stabilni a netoxickeé.
V' experimentalni ¢asti tak byly na zakladé publikace od G. Zoppellaro
et al. ptipraveny stabilni kondenzované koloidni klastry nanocastic
oxidii Zeleza (MagAlg) pomoci alkalické precipitace iontd Fe (II)
v ptitomnosti alginatu.® Takto pfipravené nanodastice se v dané
publikaci ukazaly jako vynikajici substrat pro terapeutické aplikace, coz
autofi dokladdaji uspéSnym navazanim cytostatika doxorubicinu,
cytokompatibilitou a moznosti vizualizace ¢astic uvnitf tkani pomoci
MRI. Stabilitu nami pfipravenych MagAlg ¢astic potvrzuje méieni
zeta-potencialu (Obr. 27, str. 50), ktery ma pro tyto nanocastice vysoce
zapornou hodnotu -409 mV v disledku pfitomnosti volnych
karboxylovych skupin alginatu situovanych na povrchu castice. Tyto
karboxylové skupiny alginatu interaguji s povrchovymi atomy Zeleza,
coz doklada napt. FT-IR analyza publikovana A. Bakandritsosem et al.,
a tim dochazi k jejich vzajemnému elektrostatickému odpuzovéni.”
Cela alginatova slupka se pak na povrch nanocastic vaze téméft
nezvratn¢ a pusobi jako hydrofilni obal, ktery umoZznuje dalsi

chemickou modifikaci.

Pro chemickou derivatizaci povrchu nanocastic byly zvoleny dva
heterobifunkcni derivaty polyethylenglykolu (PEG) obsahujici v obou
piipadech na jednom konci aminoskupinu a na druhém konci stabilni
methoxy, resp. reaktivni karboxylovou skupinu. Polyethylenglykol

zajiSt'uje robustni stérickou stabilizaci disperze a diky pfitomnosti
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funkénich skupin umoZnuje nasledné vyuziti systému k navazani
protilatky nebo jiné biologicky relevantni molekuly. C. Fang et al.
popisuje PEGylaci jako ucinnéjsi modifikaci povrchu pro piipadné
in vivo aplikace oproti jinym neutrdlnim polymerim jako je napiiklad
dextran, protoZze PEGem obalené nanocastice vykazuji nizsi
nespecifické vychytavani makrofagy.”® Modifikace piipravenych
nanodastic byla provedena podle postupu Y. Sarigiannise et al.”
Modifikaci byly pfipraveny dva druhy castic: MagAlg mPEG
obsahujici pouze polymer CH3;0-PEG-NH,, ktery byl pouzit
1 ve zminéném Clanku a dale MagAlg cPEG, u kterych byl pfedchozi
polymer nahrazen v poslednim modifikatnim kroku polymerem
COOH-PEG-NH,. Uspé&iné navazani polymeri dokladaji FT-IR spektra,
ve kterych miizeme pozorovat pik o vlnoétu piiblizné 2878 cm™
odpovidajici vibracim C-H vazeb PEGu, kde je uhlik v hybridizaci sp’
(Obr. 29 na str. 52). Na snimcich ze SEM a TEM mikroskopie
(Obr. 21 — 24 na strané 45 — 47) je vidét globuldrni a pravidelny tvar
nanocastic s velikosti jednotlivych krystali oxidii Zeleza cca
10 — 20 nm odpovidajici velikosti &astic ze &lanku G. Zoppellara et al. **
Navic je na snimcich patrna amorfni vrstva PEGu, ktera ma stabiliza¢ni
charakter a brani shlukovani nanocastic a jejich degradaci v piipadé
pouziti in vivo. Stabilita Castic byla posuzovana méfenim velikosti
a zeta-potencialu metodou DLS, jejiz vysledky jsou na Obr. 26
(str. 49). Pii méfeni velikosti v prostiedi vody a fyziologického roztoku
PBS vykazuji ¢astice uzkou velikostni distribuci, v prostfedi 0,5 M
roztoku NaCl se ovSem pik mirné posouvd do vétSich velikosti
a rozsifuje, coz mize byt zplisobeno interakci nabitého povrchu castic
s 1ionty soli; zhorSenou stabilitu PEGylovanych ¢astic v roztoku NaCl

potvrzuje 1 skupina Y. Sarigiannise.
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Modifikované Castice byly zkoumdny hlavné pro jejich potencionalni
vyuziti v in vivo aplikacich, konkrétné¢ jako multimodalni sondy pro
MRI zobrazovani nadorové tkané rakoviny prsu doplnéné optickym
zobrazenim diky fluorescen¢ni protilatce s vysokou afinitou
k HER2/neu receptoru, ktery je nadmérné produkovan, mimo jiné,
nadorovymi SK-BR-3 buiikkami. Pro potencialni vyuziti nanocastic
v in vivo je nezbytné, aby byly biokompatibilni a nezpiisobovaly zddné
nezddouci ulinky pii danych koncentracich. K testovani toxicity
a biokompatibility byly zvoleny dvé bunéfné linie, a to zminéné
nadorové bunky rakoviny prsu SK-BR-3 a Siroce vyuzivané nadorové
bunky rakoviny déloZzniho hrdla HeLa. V ramci cytotoxicitni studie byla
stanovovana viabilita bunck, analyzovan bunéény cyklus a tvorba
reaktivnich kyslikovych radikali. Builkky byly naznaceny Césticemi
o koncentracich 25, 50, 100, 250 a 500 pg/ml a byly spolu inkubovéany
vzdy po dobu 24 hod. Jako kontrola byly pouzity neznacené buiky
(koncentrace 0 pg/ml). Z vysSe uvedenych vysledki (Obr. 30 — 34,
str. 53 — 56) je ziejmé, Ze oba druhy modifikovanych ¢astic jsou
s bunkami biokompatibilni v rdmeci celého rozmezi testovanych
koncentraci. Castice nemély vyrazny vliv na viabilitu bunék, bun&ény
cyklus ani produkci reaktivnich kyslikovych radikali vedoucich
k oxidacnimu stresu buiky. Zasadnim ukazatelem je také stabilita
piipravenych nanocastic v prostredi, které se blizi skuteCnym
fyziologickym podminkam a kde je pfitomno mnoho dalSich latek
vcetné sérovych proteind, jeZ mohou mit na stabilitu negativni vliv. Pro
pozorovani bun€k inkubovanych v pfitomnosti nami pfipravenych
nanocastic MagAlg cPEG jsme proto pouzili optickou mikroskopii.
U téchto castic jsme kvhli pfitomnosti negativné nabitych
karboxylovych skupin na povrchu predpokladdali, Ze budou

ve fyziologickych podminkach vykazovat horSi stabilitu nez Castice
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MagAlg mPEG nesouci pouze methoxy skupiny. Na obrdzcich 35 a 36
na str. 58 si v8ak mizeme povSimnout, Ze ani po 24 hodinové¢ inkubaci
obou typl testovanych bunck s vysokou koncentraci MagAlg cPEG
(500 pg/ml) nepozorujeme pod mikroskopem (zvétSeni 200x) Zadné
agregaty ¢i aglomeraty. Oba typy bunck si zaroveinl zachovaly svou
piirozenou morfologii, coz dale dokladd biokompatibilni charakter

téchto nanocastic.
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8 ZAVER

Nanocastice oxidi Zeleza jsou obecné povazovany diky svym
magnetickym vlastnostem jako vhodny nanomaterial k pouziti
v biomedicinskych aplikacich. V této praci byly metodou alkalické
precipitace syntetizovany stabilni nanocastice oxidi Zeleza, které poté
byly  povrchové  modifikovany  biokompatibilnimi  derivaty
polyethylenglykolu (PEG). PouZitim heterobifunkcnich derivati PEGu
byly na povrch nanocastic zavedeny funkéni skupiny umoZnujici
navazdni dalSich molekul, naptiklad fluorescencnich barev nebo
protilatky ke specifické detekci nadorovych tkani. Nanocastice byly
charakterizovany ftadou fyzikalné-chemickych metod a dale byl

zkoumadn jejich mozny cytotoxicky ucinek na sav¢i buiiky.

Snimky z elektronovych mikroskopli prokazaly pravidelny sféricky
charakter nanocastic s patrnou amorfni vrstvou PEGu, kterou doklada
1 FT-IR analyza. Velikost a stabilita ¢astic byla zjiStovana metodou
DLS. Modifikované ¢astice (MagAlg mPEG 1 MagAlg cPEG) tvofti
stabilni koloidni disperzi s Uzkou velikostni distribuci v prostiedi

fosfatového pufru PBS navozujiciho fyziologické podminky.

In vitro studie na dvou nadorovych bunéénych liniich, HeLa
a SK-BR-3, zahrnovala testovani viability bunék, sledovani zmén
bunééného cyklu a produkci reaktivnich kyslikovych radikald.
7 vysledkl je patrné, Ze oba druhy modifikovanych astic vykazuji
nizkou toxicitu a skvélou biokompatibilitu v celém rozmezi testovanych

koncentraci (25 — 500 pg/ml).

Na zéklad€ vysSe uvedeného je v planu pokraovat s experimenty, a to
navazanim fluorescen¢ni protilatky s vysokou afinitou k HER2/neu

receptoru, ktery je nadmémé produkovdn nadorovymi buitkami
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rakoviny prsu SK-BR-3 a naslednym ovéfenim uspéSného navazani

systému na dany receptor.
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SUMMARY

Iron oxide nanoparticles are generally considered as a suitable
nanomaterial for use in biomedicine due to their magnetic properties.
In this thesis stable iron oxide nanoparticles were synthesized by alkaline
precipitation and their surface was modified with biocompatible
polyethyleneglycol (PEG) derivatives. The heterobifunctional PEG
derivatives allow the binding of other molecules, such as fluorescent dyes
or antibodies for specific detection of tumor tissues. The nanoparticles were
characterized by a number of physicochemical methods and their possible

cytotoxic effect on mammalian cells was further studied.

Electron microscope images showed the spherical character of the
nanoparticles with a visible amorphous PEG layer, which was also
comfirmed by FT-IR analysis. Particle size and stability were determined
by DLS. The modified particles (MagAlg mPEG and MagAlg cPEG)
form a stable colloidal dispersion with a narrow size distribution in the

environment of phosphate buffer PBS inducing physiological conditions.

In vitro study accomplished on two tumor cell lines, HeLa and SK-BR-3,
included viability assay, analysis of cell cycle and reactive oxygen species
detection assay. The results showed that both types of modified
nanoparticles show low toxicity and excellent biocompatibility in the whole

range of tested concentrations (25 — 500 pg/ml).

Based on these results, it is planned to continue with the experiment by
binding a fluorescent antibody with high affinity to the HER2/neu receptor
overexpressed by SK-BR-3 breast cancer tumor cells and a subsequent

verification of the system-receptor binding.
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