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Abstrakt

Tato prace se zabyva studiem magnetickych nanocastic, optimalizaci jejich pfipravy
a stabilizaci. Koprecipitaci razn€¢ koncentrovanym hydroxidem sodnym byly pfipraveny
¢astice 0 riiznych pomérech Fe** a Fe** ionti. Z takto piipravenych ¢astic byly vybrany tfi
vzorky, ukterych byla dale pozorovana jejich stabilita v Milli-Q vodé, pufru,
polyvinylalkoholu, kyseliné hyaluronové a chitosanu v zavislosti na ¢ase pomoci metod
dynamického a elektroforetického rozptylu svétla. Metodou UV-VIS spektrometrie bylo
ovéfeno, Zze se magnetické nanocastice podafilo pfipravit. Nanocastice obalené chitosanem
a kyselinou hyaluronovou byly pak dale charakterizovany pomoci FT-IR, XRD a SEM.

Abstract

This bachelor thesis deals with the study of magnetic nanoparticles, optimizing their
preparation and stabilization. The nanoparticles with different ratios of Fe’* and Fe** ions
were prepared by coprecipitation by variously concentrated sodium hydroxide. Three samples
of particles were selected and were further observed. Their stability in Milli-Q water, buffer,
polyvinylalcohol, hyaluronic acid and chitosan was studied in function of time using methods
of dynamic and electrophoretic light scattering. By UV-VIS spectrometry it was confirmed
that the magnetic nanoparticles were actually prepared. Nanoparticles coated with chitosan
and hyaluronic acid were then further characterized using FT-IR, XRD and SEM

Klicova slova

magnetické nanocastice, nosicové systémy, nanotechnologie, rozptyl svétla, spektroskopie,
mikroskopie
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magnetic nanoparticles, delivery systems, nanotechnology, light scattering, spectroscopy,
microscopy
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1 Uvod

Lidstvo je souzeno riznymi vaznymi nemocemi, proto neni divu, ze se neustale snazi hledat
efektivnéj$i metody jejich 1écby. Nanotechnologie jsou na poli mediciny velkym fenoménem.
Jejich nejvétsi uplatnéni lze nalézt pii vyvoji nanovldken a bioimplantanti nebo také
v oblasti diagnostiky a terapie. Magnetické nanocastice nachdzeji nejvétsi uplatnéni prave
Vv posledni zminované oblasti vyuziti nanotechnologii, jelikoz nabizeji novy zpusob
vyuzitelny pii diagnostice a 1écb¢ zejména nadorovych onemocnéni.

Pii 1é¢bé rakoviny se vkladaji velké nadéje do magnetickych nanocastic v kombinaci
s kyselinou hyaluronovou, ktera ma schopnost se vazat na receptory nadorovych bungk.

Diky svym unikatnim superparamagnetickym vlastnostem, které lze dale modifikovat
vhodnou povrchovou tpravou, nachazeji magnetické nanocastice potencionalni uplatnéni jako
nosicové systémy lé¢iv. Uzitim vnéjsiho magnetického pole lze takto ptipravené nosicové
systémy zacilit na problematickou oblast, ve které je nasledn¢€ uvolnéno 1écivo.

Magnetické nanocastice se uplatiuji také jako kontrastni latky pfi magnetické rezonanci, je
tedy mozné sledovat proces distribuce 1éCiva k postizené tkani a zjistit tak dalezité informace
0 prijeti 1é¢iva a jeho Sifeni.

Magnetické nanocastice se vyuzivaji mimo jiné k separaci biomolekul a bun¢k, coz ma pro
medicinu také velky pfinos. Diky svému velkému specifickému povrchu maji schopnost na
sebe vazat velké mnozstvi molekul. Magnetickou separaci je mozné izolovat molekuly DNA,
peptid a proteind a v neposledni fad¢ i bakteridlni buiiky. Mizeme se tak vyhnout mnoha
krokiim separace jako jsou centrifugace, filtrace aj.



2 Teoreticka cast

2.1 Nanotechnologie

Nanotechnologie se zabyva déji a strukturami, které se pohybuji v métitku 1-100 nm
(10 ? m). Chemické a fyzikalni vlastnosti Castic nachézejicich se v ,,nano oblasti jsou na
urovni atoml a molekul, takZze jejich chovéni se li$i od chovani stejného materidlu nebo
systému, jejichz velikost ¢astic nespada do vySe zminované oblasti. Nanostruktury Ize rovnéz
kombinovat do vétsich celkt pii sou¢asném zachovani jejich vyhodnych vlastnosti [1].

Nanotechnologie nabizeji moznost tvorby materialti s novymi neobvyklymi kombinacemi
vlastnosti. Nanotechnologickd zatfizeni Spotfebuji méné vychozich surovin, vyuzivaji méné
energie a spotfebniho materialu. S nanotechnologiemi se nam oteviraji moznosti
univerzalnich vyrobnich technologii, které dost Casto také vyrazné napomahaji vylepsit bézné
vyuzivané produkty [2].

2.1.1 Nanodastice

Nanocastice predstavuji ¢astice velmi malych rozmérd (pod 100 nm), které maji unikétni
vlastnosti (morfologické, tepelné, elektromagnetické, optické, mechanické). V ptipadé velmi
malych nanocastic orozmérech mensi nez 10-20 nm dochazi k radikdlnim zménam
fyzikalnich vlastnosti pevnych latek, jako je naptiklad bod tani a dielektricka konstanta [3].

Vsechny pevné nanocastice jsou tvofeny atomy nebo molekulami. S jejich zmenSovanim
roste jejich nachylnost k vlivu chovani samotnych atomd nebo molekul a vykazuji tedy jiné
vlastnosti nez vétSina pevného materidlu. Se zmenSovanim rozmérid pevnych castic se
zvétsuje jejich specificky povrch. Zvétseni specifického povrchu pfimo ovliviiuje vlastnosti,
jako jsou reakéni rychlost, rozpustnost aj.[3].

2.2 Magnetické nanocastice

Magnetické nanocastice maji zajimavé vlastnosti, jako jsou superparamagnetismus, vysoka
ireverzibilita pole a vysoka oblast saturace [4].

Jestlize je velikost magnetické nanocastice mensi nez 20nm, stdva se
superparamagnetickou. Chova se tedy jako bézny material. Jeji magnetické vlastnosti se
projevuji navenek pouze v piipad€, pokud je tato Céstice vystavena ufinkiim magnetického
pole [4].

Existuji rizné typy magnetickych nanoc¢astic. Nejcastéji jsou magnetické Castice tvofeny na
bazi oxidu Zeleznato-Zelezitého. Z dalSich kovovych materialti se vyuzivaji Mn, Co, Ni, Zn,
Mg a jejich oxidy [4].
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Obrazek 1 Schéma magnetické nanocastice [5]

Funkéni magnetické nanocastice se skladaji z nékolika casti (Obrazek 1). Zaklad
predstavuje magnetické jadro, které je obaleno ochrannou polymerni vrstvou. Funkénost pro
danou aplikaci zajistuji aktivni funkéni molekuly, které jsou propojeny nejcastéji pomoci
organického spojovaciho raménka [5].



Magnetické jadro mtize byt tvoreno riznymi atomy. Piikladem je kobalt nebo chrom, které
jsou ovSem velmi toxické. Pro vyuziti v medicin€ se vyuzivaji materidly zalozené na oxidech
7eleza, jako jsou magnetit a maghemit. Fe** ionty se totiz b&Zn& vyskytuje v lidském téle.
Maghemit je nejvhodné&j$im materidlem, protoZe je nejvice biokompatibilni [5].

Magnetické nanocastice je tfeba chranit proti jejich degradaci (korozi). V piipadé
nosi¢ovych systému je také nutné zabranit vyplavovani potencialné toxickych latek do téla pii
in vivo aplikaci. Jako ochranné materialy se pouzivaji ptirodni polymery jako je napiiklad
dextran, proteiny, lipidy nebo syntetické organické polymery jako naptiklad PVA nebo PEG
a mnoho jinych [5].

Povrchové upravy magnetickych nanocastic rovnéz zvysuji silu interakce mezi 1é¢ivem
a magnetickym jadrem. Bez povrchové tpravy je vazba mezi molekulou lé¢iva a povrchem
nanocastice velmi slaba. Povrchova modifikace rovnéz zefektivituje mechanismus kontroly
uvolnovani Ié¢iva z nosice [5].

Magnetické nanocastice naSly mimo jiné uplatnéni v lékarské diagnostice a terapii.
Vyuzivaji se k separaci proteini nebo bun¢k, k 1é¢be rakoviny hypertermiti, k cilené distribuci
1é¢iv nebo jako kontrastni latky pii magnetické rezonanci [4].

2.2.1 Syntéza magnetickych nanocastic

Magnetické nanocastice maji koloidni povahu, proto je jejich syntéza slozity proces.
Nejprve se musi definovat experimentalni podminky. Dale jsou vytvofeny monodisperzni
populace magnetickych zrn vhodné velikosti. Nasledné je potfeba vybrat reprodukovatelny
proces, ktery muze byt pramyslové vyuzit bez jakéhokoliv slozitého postupu ¢isténi [6].

Dulezitymi kritérii pfi vybéru metody piipravy magnetickych nanocastic jsou moznost
kontroly velikosti ¢astic béhem syntézy (distribuce velikosti by méla byt zkd) a moznost
zabranit shlukovani nanocastic.

Precipitace

Precipitace jsou homogenni srazeci reakce zahrnujici dva procesy — nukleaci a rist jader.
Timto postupem se obvykle pfipravuji uniformni castice. Proces je zahajena kratkou sérii
nukleaci, ktera je vyvoldna kritickou koncentraci rozpousténé latky. Takto ziskana jadra
rostou pomoci difize rozpusténych latek zroztoku na jejich povrch, dokud nedosahnou
konecné velikosti. Aby bylo dosazeno monodisperzity, je tfeba tyto dvé faze od sebe oddélit
a nukleaci v rastové fazi potlacit. Tuto situaci znazornuje kiivka I (Obrazek 2)[7].
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Obrazek 2 Mechanismus tvorby uniformnich ¢astic v roztoku: kiivka I: jedna nukleace
a uniformni rast difazi; kiivka II: nukleace, rist a agregace mensich podjednotek; kiivka III:
mnohonasobna nukleace a rust zranim [7]



Dalsi moznost, jak lze pripravit uniformni Castice predstavuje mnohonasobna nukleace.
Uniformity se v tomto piipadé dosahuje pomoci procesu samozaostieni ristu. Tento dé&j Ize
pozorovat na kiivce Il (Obrazek 2) [7].

Uniformni ¢astice je mozné také ziskat agregaci mnohem mensich podjednotek bez vyuziti
kontinualniho ristu difuzi, coz znazornuje kiivka II (Obrazek 2) [7].

Koprecipitace

Koprecipitace (srazeni) je nejjednodussi metodou piipravy magnetickych nanocastic. Tuto
metodu Ize jednoduSe experimentalné zrealizovat, navic nevyzaduje pouziti nebezpecnych
materiala [8]. Existuji dvé hlavni metody, vyuzivajici procesu koprecipitace. V prvni metodé
je suspenze hydroxidu Zeleznatého postupné oxidovana riznymi oxida¢nimi ¢inidly [7].

V druhé metodé se oxidy Zeleza (Fe3Os nebo yFe,Os) pfipravuji zranim stechiometrické
smesi Zeleznatych a zelezitych soli ve vodném prostfedi. Koprecipitace ma dvé faze.
V ptipad¢€, Zze mame piesyceny roztok, dojde K tvorbé krystaliza¢nich zarodkt. Potom zarodky
pomalu rostou, diky difuzi rozpusténych latek na povrch krystalu. Timto zpisobem je mozné
syntetizovat velké mnozstvi nanocastic. Lze vSak t€Zko kontrolovat rozlozeni velikosti ¢astic.
Rozlozeni velikosti ¢astic je potieba provadét ve fazi tvorby zarodku [6]. Bylo prokazano, ze
vliv na velikost &astic ma jak pomér Fe":Fe?* iontii, tak volba zasady (KOH, NaOH
a NH4OH). S rostoucim pH, iontovou silou nebo pomérem Fe**:Fe®" jontd klesa velikost
castic [9, 10]. Tyto parametry ovliviiuji chemické slozeni povrchu castice atim i jeji
elektrostaticky ndboj. Za téchto podminek castice magnetitu vznikaji agregaci primarnich
Castic tvofenych v Fe(OH), gelu. Takto fizend agregace umoziuje ruast kulovitych
krystalickych ¢astic [8].

Princip reakce popisuje nasledujici rovnice:

Fe’* +2Fe* +80H™ «> Fe(OH), + 2Fe(OH), — Fe,O, (NP)+4H,0 1)

Tuto metodu lze modifikovat tak, ze se provadi napiiklad v pritomnosti dextranu nebo

wrwe

tato metoda velmi vhodna pro in vivo aplikace [7].

Emulzni technika (technika reverznich micel)

Mikroemulze voda-v-oleji (V/O; roztok reverznich micel) jsou prihlednd, izotropicka
a termodynamicky stabilni kapalnd media. V téchto systémech jsou jemné mikrokapky vodné
faze zachyceny do shlukli povrchové aktivnich molekul rozpusténych v kontinuélni olejové
fazi (Obrazek 3). Mikrodutiny stabilizované povrchové aktivnimi latkami vytvari véznici
efekt, ktery ¢astice omezuje v nukleaci, rustu a aglomeraci [7].

Prostfedi potiebné k provedeni této metody je tvoreno amfoternimi povrchové aktivnimi
latkami, které vytvaieji struktury obracenych micel v nepolarnich rozpoustédlech, v kleci
proteinu apoferitinu, v dendrimerech, v cyklodextrinech a ve fosfolipidovych membranach,
které tvofi s nanocasticemi oxidu zeleza vezikuly slouzici jako pevné nosice [6].

Povrchové aktivni latky mohou spontanné formovat nanokapky o riznych velikostech,
micely (1 — 10 nm) nebo emulze vody v oleji (10 — 100 nm). Pomoci této techniky jsou vodné
roztoky soli zeleza enkapsulovany povrchové aktivnimi latkami ajsou tak oddéleny od
organického roztoku [6].
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Obrazek 3 Struktura reverznich micel. Jadro reverzni micely je hydrofilni a miiZe rozpoustét
ve vodé rozpustné latky [11].

Vyhodou této techniky je to, Ze lze ziskat velmi rozmanité nanocastice. Zakladni parametry
castic a slozeni jsou ovliviiovany zménami vlastnosti a mnozstvi povrchové aktivnich latek,
olejové faze nebo zménou reakénich podminek [6].

Hydrotermalni a vysokoteplotni reakce

Tyto reakce jsou provadény ve vodném prostiedi v reaktorech a autoklavech, kde tlak mtze
byt vyssi nez 13,8 MPa a teplota muze byt nad 200 °C [6].

Existuji dva zpisoby tvorby feritd v hydrotermalnich podminkach: hydrolyza a oxidace
nebo neutralizace smésnych hydroxidi kovl. Tyto dva zpiisoby se 1i§i pouze tim, Ze soli
zeleza se pouzivaji jen v prvnim piipadé [6].

Rozklad prekurzort Zeleza v ptitomnosti horkych organickych povrchové aktivnich latek
umoznuje vyhodnou kontrolu velikosti vzorku, uzkou distribuci velikosti a dobrou
krystalinitu individudlnich a dispergovatelnych magnetickych nanocastic oxidi Zeleza.
Magnetické nanocastice pripravené touto metodou muzou byt vyuzity v biomedicinskych
aplikacich, jako jsou magnetickd rezonance, magnetickd separace bunék nebo
magnetorelaxometrie [7].

Termalnim rozkladem lze piipravit magnetické nanocastice o velikosti okolo 4 nm, ale aby
bylo dosazeno velikosti az 20 nm, je potieba pouZzit metodu o¢kovani [7].

Reakce Sol-Gel

Tento proces je zaloZen na hydroxylaci a kondenzaci molekularnich prekurzori v roztoku,
které pochdzi ze solu nanocastic. Naslednd kondenzace a anorganicka polymerizace vede
K tvorbé trojrozmérné sité kovu zvané vlihky gel [6].

Hlavnimi parametry ovliviyjicimi kinetiku, riistové reakce, hydrolyzu, kondenzaci a tedy
i strukturu a vlastnosti gelu jsou druh rozpoustédla, teplota, povaha a koncentrace pouzitého
solného prekurzoru, pH a michani [6].

Metody polyolii

Jde o velmi slibnou techniku pfipravy uniformnich nanocastic, ktera muze byt vyuzita
v biomedicinskych aplikacich jako je magnetickd rezonance. Jemné kovové Eastice 1ze ziskat
redukci rozpusténych kovovych soli a pfimym srazenim kovu z roztoku obsahujici polyol [7].

Polyoly maji vysokou dielektrickou konstantu a diky tomu se chovaji jako rozpoustédla
schopna rozpustit anorganické latky. Déale maji polyoly relativné vysoké body varu, coZ ndm
umoziuje pracovat ve velkém teplotnim rozsahu. Polyoly slouZzi jako redukéni Cinidla a také
jako stabilizatory, kontrolujici rist castic a zabranujici mezicasticové agregaci [6].
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V tomto procesu je vychozi latka suspendovéna v tekutém polyolu, suspenze je pak
michana a zahiivana az k teplot¢ varu pouzitého polyolu. Béhem této reakce je kovovy
prekurzor rozpu$tén v diolu, tvoii meziprodukt aje nasledné redukovan, ¢imz se vytvorii
kovova jadra, z kterych vznikaji kovové nanocastice [6].

Tato metoda ma né€kolik vyhod. Povrch pfipravené magnetické nanocastice je obalen
hydrofilnimi polyolovymi ligandy, tim padem mohou byt nanocastice dispergovany ve
vodném prostiedi a jinych polarnich rozpoustédlech. Relativné vysoka reakéni teplota tohoto
systému upiednostiiuje Castice s vysSi krystalinitou a tedy i S vy$$i magnetizaci. RozloZeni
velikosti ¢astic je mnohem uzsi nez v predchozich piipadech [6].

Primérnou velikost kovovych castic 1ze kontrolovat naockovanim reakéniho média cizimi
casticemi (heterogenni nukleace). Nukleace a riist tak mtizou byt zcela oddéleny a vysledkem
jsou pak uniformni ¢astice [7].

Pritokova injekcni analyza

Technika se sklada z kontinualniho nebo segmentovaného michéni reagentli v rezimu
lamindrniho proudéni v kapilarnim reaktoru. Vyhodami této metody jsou reprodukovatelnost,
diky pistovému toku alaminarnim podminkam, vysokd homogenita, a moznost dobré
kontroly procesu [6].

Elektrochemické metody

Nanocastice maghemitu lze pfipravit z zelezné elektrody ve vodném roztoku DMF
a kationickych povrchové aktivnich latek [6].

Systém pro piipravu stabilizovanych Fe;Osz nanocastic tvoii zeleznd anoda a platinova
katoda ve form¢ folie (Obrazek 4). Jako elektrolyt slouzi roztoky tetraalkylamonné soli
v N,N-dimethylformamidu (DMF) a mén¢ neZ 5 % demineralizované vody. Pouzité proudové
hustoty se pohybuji od n&kolika malo jednotek po desitky mA - cm™ atomu odpovidajici
potencial od 1,8 do 4 V. Za téchto podminek se anodicky oxiduje voda. B€hem elektrolyzy se
tvofi hnédé srazeniny. SraZzeniny se promyji pomoci DMF a nékolikrat centrifuguji, aby se
odstranily zbytky tetraalyklamoniovych fetézcu [12].

v Potencial v
Helmholtzové vrstvé
______ "
+N{."“: povrchové
o Fe.3’f. /,/ aktivni latky
5 M O H\Lﬁ’\
E mgs; - [~ Fe203 ¢astice
S N
\ F

Obrazek 4 Schéma pripravy stabilizovanych Fe,O; nanoc¢astic [12]
Proces popisuje nasledujici rovnice:
2 Fe + 3 H,0 — 3 Hj + [Fe03]stbitizovane + povrchove aktivni latky 2
Reakce probihajici na anodé:

Fe > Fe* +3e”

e b ©)
LO—>2H" +2e +1120,
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Pfi této metod¢ je velikost Castic, ktera se pohybuje mezi 3-8 nm, pfimo fizena pomoci
hustoty vlozeného proudu a vysledné cCastice jsou stabilizovany jako koloidni suspenze
Vv kationickych povrchové aktivnich latkach. Absorpce dlouhych fetézct tetralkylamoniovych
soli zabranuje shlukovani ¢astic v organickém prostiedi [12].

Aerosolové metody

Tyto procesy probihaji kontinudlné a umoziuji vysokou produktivitu. Mezi acrosolové
metody patii sprejova a laserova pyrolyza. Jsou to vynikajici techniky umoznujici pfimou
a kontinualni produkci magnetickych nanocastic. Sprejovou pyrolyzou vznikaji velmi jemné
nanocastice, které nasledn¢ agreguji. Zatimco pii pouziti laserové pyrolyzy nanocéstice témef
neagreguji [6, 7].

Sprejova pyrolyza je proces, pii kterém se pevné Castice ziskavaji sprejovanim roztoku,
obsahujicim Zelezité soli sredukénim ¢inidlem, do série reaktori. V nich aerosol
rozpuSténych latek kondenzuje arozpoustédlo se odpafi. Nasleduje suSeni a termolyza
srazenych ¢astic pii vyssi teploté (Obrazek 5 a). Touto metodou vznikaji mikroporézni latky,
které nakonec sintrovanim vytvoii pevné Castice. Sprejovou pyrolyzou vznikaji jemné
dispergované castice predvidatelnych tvarl, velikosti aslozeni. Vyhodou této metody je
jednoduchost, rychlost a kontinualnost [7].

Jako plyn pii laserové pyrolyze se pouZziva oxid uhli¢ity. Tato metoda zahrnuje zahfati
tekouci smési plynti kontinualni vinou CO; laseru, ktery zahajuje a udrzuje chemickou reakci.
Pii urcitém tlaku avykonu laseru je dosazeno kritické koncentrace jader, coz vede
k homogenni nukleaci castic, které jsou dale transportovany inertnim plynem k filtru.
V reakéni zoné se piekryva vertikdlni proud reakéniho plynu s horizontalni laserovym
paprskem. Reak¢ni zona je bezpecné oddélana od stén komory (Obrazek 5Db). Toto
uspotfadani poskytuje idealni prostiedi pro nukleaci nanocastic (okolo 5 nm) s menSim

v

znecisténim a uzsi distribuci velikosti nez pii pouziti konvenénich termalnich metod [7].

= ,’ -
a) _ b) N
plyn roztok vzrustajici teplota i filtr
E_\_\_>” | —— f«———— vzduch
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reaktor ply g pec il /s IF
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. i Es | ‘ reakEm"} -
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I : IFe(CO)s

Obrazek 5 Schematicka znazornéni pro sprejovou (2) a laserovou (b) pyrolyzu [7]

Sonolyza

Ultrazvuk zvySuje energii chemické reakce. Déje se tak skrze proces akustické kavitace:
tvorba, rast aimplozivni kolaps bublin v tekutiné. Behem kavitacniho kolapsu nastane
intenzivni ohfev. Vytvofi se tak lokalizovana horka mista o teploté zhruba 5 000 °C, tlaku
asi 50 MPa a délce zivota nékolika mikrosekund. Rézové viny tvofené kavitaci, vytvari
Vv suspenzich vysokorychlostni mezicasticové srazky, coZ umoziiuje roztaveni vétsiny kovu.
Vyjimec¢nou vlastnosti ultrazvuku je schopnost vytvaret Cisté, vysoce reaktivni povrchy
kovi [13].

Touto metodou lze piipravit superparamagnetické nanocastice oxidu zelezitého (SP10).
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Vysoka teplota, vytvofena rychlym zhroucenim akustické kavitace, umoznuje konverzi
zelezitych soli na magnetické nanocastice. Sonolyza vodného roztoku Fe(CO)s za ptitomnosti
dodecylsulfatu sodného vede k tvorb¢ stabilnich hydrosoli amorfnich nanocastic Fe3O4 [6].

Produkce tzv.magnetosomit magnetickymi bakteriemi

Magnetické bakterie syntetizuji jednotné nanocastice magnetitu obalené lipidovymi
membranami. Témito bakteriemi jsou Magnetospirillum magneticum, rodu AMB-1.
Bakterialni ¢astice magnetitu se snadno odd¢luji a Cisti z rozrusenych magnetickych bakterii
pomoci magnetu. Kazd4 tato Castice ma svoji vlastni magnetickou doménu magnetitu a velmi
snadno se disperguji ve vodném roztoku diky svym membrandm. Pravé tato organicka
membrana a jeSté pravidelnd morfologie Castic odliSuje bakterialni magnetické nanocastice od
uméle vyrobenych magnetickych nanocastic [14].

AMB-1 maji dvé respiracni cesty k ptenosu elektronti. Jedna k aerobnimu rastu vyuziva O,
jako kone¢ného akceptoru elektrond. Tato cesta k tvorbé magnetitu nevede. Druhd cesta
vyuziva jako kone¢ny akceptor elektronii dusi¢nan a tedy vyzaduje nizsi redoxni potencial,
coz je priznivé pro tvorbu magnetitu. Proto se K optimalizovani vyroby magnetickych
nanocastic vyuziva regulace kysliku. Omezeny obsah kysliku v plynné fazi posiluje bunécny
rast a tedy i produkci bakterialnich magnetickych nanocastic [14].

2.2.2 Stabilizace magnetickych nanocastic

Magnetické nanocastice maji tendenci se shlukovat ve vétsi celky, proto je nutné je
stabilizovat. Stabilizaci Ize provadét dle potieby naslednych aplikaci riznymi zptsoby.

Roztoky magnetickych nanocastic se chovaji jako hydrofilni koloidni soly. Jsou zaporné
nabité Vv zasaditém prostfedi a kladn€¢ nabité v kyselém prostiedi. Jejich stabilita zavisi na
povaze a koncentraci protiiontt prostiedi [10].

V zasaditém prostiedi polarizované nebo vysoce nabité kationty, jako je naptiklad amonny
kationt, kationty alkalickych kovii nebo kovi alkalickych zemin, podporuji flokulaci. Zatimco
slab& polarizované kationty, jako je tetramethylamonny iont, podporuji stabilitu roztoku [10].

V kyselém prostiedi prevlada cinnost aniontli. Slabé polarizované anionty, jako jsou
napiiklad NOg, Cl a ClOy, jsou slaba flokula¢ni ¢inidla, museji byt tedy piidany ve velkém
ptebytku, aby tvorily srazeniny [10].

Stabilizace polymernim obalem

Pti ptipravé nanoc¢asticovych nosiCovych systému je tteba brat v uvahu fyzikalné-chemickeé
a biologické procesy, které nastanou po jejich vpraveni do téla. Po té, co jsou nanocastice
nitrozilné vpraveny do krevniho obé€hu, jsou velmi rychle obaleny napfiklad plazmatickymi
proteiny nebo glykoproteiny. Tento proces se nazyva opsonizace. Opsonizované nanocastice
(a jiné télu cizi latky) jsou snadno rozpoznany hlavnim obrannym systémem V téle —
retikuloendotelidlnim systémem (mononukledrnim fagocytarnim systémem). Kli¢ovou roli pfi
odstranovani opsonizovanych nanocastic hraji makrofagové (Kupfferovy) buiky jater (také
makrofagy sleziny a cirkulujici makrofagy). Obvykle je proces zachyceni a rozpoznani ¢astic
velmi UCinny, muze byt vSak ovlivnén velikosti nebo jeste¢ ve vétSi mife povrchovymi
vlastnostmi nano¢astic. Céstice, které maji vysoce hydrofobni povrch, jsou obaleny slozkami
plazmy a okamzit¢ odstranény z krevniho ob&hu. Zatimco Castice, které maji povrch spise
hydrofilni, jsou schopné tomuto obaleni odolavat rizné dlouho a tak jsou z krevniho ob&hu
odstranény pomaleji. V mnoha situacich Kupfferovy buniky pfedstavuji velkou piekazku pro
nosi¢ové systémy, aby se dostaly k problematickym mistim a mimo cévni prostory. Vyse
diskutovana problematika ptsobila vyraznou piekazu, kterou bylo nutné ptrekonat pro dalsi
aplikace téchto materialii v oblasti mediciny. Jedno z moznych feSeni piedstavuje adsorpce
vhodného polymeru na povrchovou vrstvu castice. Takto dojde rovnéz ke sterickému zvySeni
stability studovaného systému. Jako velmi vyhodné se jevi zejména hydrofilni polymery [15].
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Typickymi piiklady hydrofilnich polymert, které se pouzivaji pro zvySeni Stability
magnetickych cCastic, jsou Skrob, dextran, chitosan, kyselina hyaluronova, polyvinylalkohol,
polyethylengykol aj [6].

Dextran je polysacharid slozeny z a-D-glukopyranézovych jednotek s riznou délkou
fetézce a riznym vétvenim (Obrazek 6). Jako ochranny polymer se vyuziva hlavné diky jeho

biokompatibilité [6].
PNl HO
H OH
HO
O.__O OH

HO OH
OH

Obrazek 6 Strukturni vzorec dextran [16]

Chitosan (poly(1—4)-2-amino-2-deoxy-D-glukan) je alkalicky, netoxicky a hydrofilni
polyaminosacharid s mnoha vyznamnymi biologickymi (biodegradabilita, biokompatibilita
a bioaktivita) a chemickymi vlastnostmi. Je polykationicky, ve vodném prostiedi bobtna, ve
své struktufe obsahuje reaktivni skupiny, jako jsou hydroxylové a aminové skupiny
(Obrazek 7) [17]. Hydrofilni povaha a biokompatibilita je do zna¢né miry zptsobena
ptitomnosti aminoskupiny [18]. Chitosan a jeho derivaty maji Siroké uplatnéni v medicing,
farmacii a biotechnologii [17]. Chitosan ma schopnost tvofit film, je mechanicky silny, ma
vysokou permeabilitu vici vodé, je citlivy vaci chemickym modifikacim aje levny.
Magnetické nanocastic obalené chitosanem mohou byt vyuzity k imobilizaci enzymu,
k odstranéni kovovych iontd a k mnoha dal$im pramyslovym procestum [17].

o
HO
o‘“""- “NH,
HO OH
Ho™" “NH,
OH

Obrazek 7 Strukturni vzorec (1—4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glukanu [19]

Hyaluronova kyselina (HYA) patii mezi glykosaminglykany slozené z disacharidovych
jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu (Obrazek 8). Je hlavni slozkou
tkani obratlovcl, télnich tekutin a také hraje vyznamnou roli pfi rGznych biologickych
procesech, véetné adheze a migrace bunék, vrozené imunity a hojeni ran. Navic je HA vysoce
biokompatibilni a snadno dostupna, je tedy vhodné ji vyuzit v oblasti cilené distribuce 1éCiv.
Kyselina hyaluronova se dokaze vazat s receptory CD44, které jsou produkovany nadorovymi
bunkami, proto se kyselina hyaluronova vyuziva k cilené 1é¢bé rakoviny [20].
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HO” o \B/CH3
Obrazek 8 Strukturni vzorec Kyseliny hyaluronové [21]

Polyethylenglykol (PEG) je synteticky, hydrofilni, ve vodé rozpustny, biokompatibilni
polymer. Vyuzitim PEG se zvySuje biokompatibilita disperzi oxidu zeleza [6]. PEG je Siroce
vyuzivany v biologickych vyzkumech, tkdfiovém inzenyrstvi a jinych biomedicinskych
aplikacich. PEG se sklada z hydrofobnich ¢asti a hydrofilnich koncti. Pevnym zakotvenim
molekul PEG na povrchu je nanocastice stericky stabilizovadna, coz zlepSuje stabilitu ¢astic
Vv biologickém prostiedi. Jeho Siroké uplatnéni je zpisobeno nasledujicimi vyhodami: 1) je
snadno vylucovan ledvinami; 2)svodou ma nizkou mezifazovou energii; 3) zabranuje
objemovému efektu krve; 4) ma neimunogenni a neantigenni vlastnosti. Kromé toho bylo
zjiSténo, Ze nanocastice potazené PEG mohou interagovat s bunéénymi membranami, coz
zvySuje bunécnou odpoveéd’. Dalsi studie prokéazaly, Ze doba krevniho ob&hu se zvysuje se
zvysuyjici se molekulovou hmotnosti PEG (od 1 900 do 20 000 Da) [22].

Polyvinylalkohol (PVA) je také synteticky, hydrofilni, biokompatibilni, netoxicky, snadno
dostupny alevny polymer. PVA sniZzuje aglomeraci nanocéstic a umoziuje vétsi tvorbu
monodisperznich nanocastic [6].

2.2.3 Charakterizace magnetickych nanocastic

Magnetické nanocastice 1ze charakterizovat riznymi metodami. Mezi zékladni metody patii
UV-VIS a FT-IR spektrometrie, elektronova ¢i opticka mikroskopie, rentgenova difrakce
a metody dynamického a elektroforetického rozptylu svétla.

UV-VIS spektrometrie

Pt1 prichodu elektromagnetického zafeni vzorkem jsou nékteré vinové délky absorbované
molekulami vzorku. Energie zéafeni je pfenesena do vzorku, jehoZ molekuly nésledné
prechazeji do excitovaného energetického stavu. Bé€hem stanovovani UV-VIS spektra je
intenzita zafeni dopadajiciho na méfeny vzorek (lg) porovnavana s proSlym zafenim (I).
Nasledné je stanoveno mnozstvi absorbovaného zatreni (A) z Lambert-Beerova zakona [23]:

A:Iog||—0:5~c-l (4)

kde & je molarni absorpéni koeficient dané latky, ¢ je molarni koncentrace absorbujici latky
a | je opticka draha v kyveté. Ultrafialova oblast se pohybuje v rozmezi vinové délky 200—
400 nm. Viditelna oblast se nachazi pti 400-800 nm. Vyhodou této metody je rychlost
arovnéz 1 nizkd cena jednotlivych méfeni. Pro urcité funkéni skupiny je velmi specificka
a citliva [24].

Obrazek 9 znazoriuje UV-VIS absorpcni spektra Fe nanocastic rozpusténych ve vodé¢ pied
a po vystaveni nanocastic vzduchu. Na optickém spektru méfeném ihned po naplnéni vzorku
Vinertni atmosféfe (Cernd kiivka) mizeme pozorovat jasny pik pii 352 nm adruhy pfi
262 nm. Pik pfi 352 nm je pravdépodobné zpisoben kolektivnim kmitanim povrchovych
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plazmond. Spektrum méfené na vzduchu (Cervena kiivka) vykazuje nové absorpéni pasy,
které vznikly v dasledku oxidace jednotlivych nanocastic oxidu Zeleza [25].

1.5
262nm
1+ V
i
&
A
A h 369nm
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Obrazek 9 UV-VIS absorpéni spektrum Fe nanodastic rozptylenych ve vodé pred (¢erna
kFivka) a po vystaveni u¢inku vzdusné oxidace (¢ervena kfivka) [25]

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR)

Podstatou metody je interakce elektromagnetického zafeni z infracervené oblasti (12 500—
20 cm™) se vzorkem. Z hlediska aplikaci je nejvyznamngjsi tzv. stiedni infradervena oblast
v rozsahu vIno¢td 4 000-400 cm . Infradervené zafeni ma vétsi vinovou délku a tim padem
mensi energii nez viditelné zafeni. Nizka energie infracerveného zéfeni jiz tedy nedokdze
ménit elektronové stavy molekuly (excitovat elektrony), dochéazi pouze ke zménam vibra¢nich
a rota¢nich stavu [26].

Obvykle se tato metoda vyuziva ke stanoveni velmi malych mnozstvi vzorkd. Uplatiiuje se
pii kvalitativnich stanoveni riznych funkcnich skupin. Pro kvantitativni analyzu je potieba
k sestrojeni kalibra¢ni kiivky dobfe charakterizovanych standardt [24].

K této metod¢ se pouziva Michelsonuv interferometr (Obrazek 10), ktery je konstruovan
tak, ze je svétlo rozdéleno do dvou paprskii pomoci déli¢e paprski. Jeden paprsek dopada na
stacionarni zrcadlo a odrazi se zpét k déli¢i. Druhy paprsek dopada na pohybujici se zrcadlo
a odrazi se také zpét k delici. Oba paprsky jsou pak rekombinovany a pokracuji pies vzorek
k detektoru. Prichod svétla ptes interferometr je analyzovan v referenénim c¢asovém
useku [24].
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Obriazek 10 Schéma Michelsonova interferometru
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Je-li vzorek v pevné fazi, tak se obvykle voli metoda KBr tablet. Tato metoda spociva
V tom, ze se velmi malé mnoZstvi vzorku (cca 5 mg) zhomogenizuje napi. v achatové misce
s vétsim mnozstvim KBr (cca 100 mg). Vylisovanim tablety pfi tlaku asi 200 kPa se vytvori
tzv. sklovitd modifikace KBr. Pii prachodu infracerveného zareni tedy dochézi pouze
k malym ztratam intenzity zareni zptisobenym odrazem [27].

Nanocastice oxidu zeleza, kvuli oxidové struktuie vykazuji silné pasy v nizkofrekvencni
oblasti pod 800 cm™ (Obrazek 11a)[28]. V FT-IR spektru pro kyselinu hyaluronovou
(Obrazek 11 b)jsou charakteristické piky pi 1619cm*, 1550 cm* a 1410 cm?, které
predstavuji valencni vibrace karbonylovych skupin, amidové vazby a symetrické¢ valencni
vibrace derivati karboxylovych skupin. Na spektru chitosanu (Obrazek 11 b) Ize pozoravat
absorbanci karbonylové skupiny pii 1631 cm *. Charakteristické piky p¥i 1602 cm™
a 1419 cm ™ znazorfiji pfitomnost aminoskupin a aminovych soli [29].
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Obrazek 11 FT-IR spektra: a) FT-IR spektra chitosanu a nano¢astic oxidu Zeleza; b) FT-IR
spektra k. hyaluronové a chitosanu [28, 29].

Skenovaci a transmisni elektronova mikroskopie (SEM, TEM)

Existuji dva typy elektronové mikroskopie — skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)
a transmisni elektronovd mikroskopie (TEM). V piipadé SEM je obraz tvofen pomoci
sekundarniho signalu — odrazenych nebo sekundérnich elektronti. Sekundarni signal vznika
interakci primarniho svazku s povrchem vzorku [30].

Pii TEM se vyuziva velmi tenky vzorek (do tloustky 100 nm). Material je zahfivan na
vysokou teplotu, je mu tedy doddvana dostatecnd energie potfebnd k termoemisi elektronti.
Kontrast vznika absorpci nékterych elektronti v zavislosti na tloustce a slozeni vzorku nebo
rozptylenim elektronti pod malymi thly, jejichZ velikost zavisi na sloZeni vzorku [30].

Tyto metody je vhodné pouzit v piipad¢, ze velikost Castic ve vzorku je v rozmezi 10 nm —
1 um. SEM se vyuziva ke studiu kapalin nebo polymert citlivych na teplotu. Uplatiiuje se
také pfi rentgenové/elementarni analyze. Je to kvalitativni technika. TEM se pouziva vzdy,
kdyz je potieba polymer analyzovat vice do hloubky. Poméha ndm pozorovat fazovou
morfologii polymeru [24].

Rentgenovd difrakcéni analyza (XRD)

Rentgenova difrakéni analyza je métici metoda, kterd nam podava informace o struktufe
pevnych materidlti. Kazdou krystalickou latku je mozné identifikovat diky jejimu
specifickému difraktogramu. Tato metoda vychdzi =z interakce rentgenového zéfeni
s elektrony nachazejicimi se v pruzném (bezfotonovém) rozptylu [31].

Vzhledem k tomu, Ze meziatomové vzdalenosti v krystalu jsou na Girovni rentgenové vinové
délky, tak vazané elektrony pusobi jako difrakéni miizka. XRD udava vzdalenost oblasti
s nejvyssi elektronovou hustotou, coZ je vzdalenost od jedné krystalové roviny ke druhé. Tato

18



vzdalenost byva oznacovana jako d-vzdalenost, kterou je mozné vypocitat ze zakladni rovnice
Braggova zékona:

n-A=2-d-sin@ (5)

kde 1 je rentgenova vlnova délka, n je hlavni kvantové cislo, d je vzdalenost mezi
zvolenymi krystalovymi rovinami a © je Braggtv uhel [32].

Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla je metoda, ktera na zakladé Brownova pohybu ¢astic méii jejich
velikost. Castice je laserem osvétlena a nasledné je analyzovana fluktuace intenzity
rozptyleného svétla v ¢ase. Castice suspendované v kapaling se na zakladé Brownova pohybu
neustale pohybuji, jde o nahodné srazky c¢astic s molekulami kapaliny, jimiz jsou Céstice
obklopené. Vyznamnou roli pfi metodé DLS hraje fakt, Ze se malé Castice pohybuji rychle
a velké Castice zase pomaleji. Tato souvislost je popsana Stokes-Einsteinovou rovnici:

D° = k—T
D je difuzni koeficient, k je Boltzmannova konstanta (k=1,3806-102J-K™), 5 je
viskozita kapaliny a r je hydrodynamicky polomér kulové ¢astice, ktera se pohybuje
v disperznim prostiedi.

Zakladnim vystupem ziskanym touto metodou je intenzitni distribuce velikosti ¢astic. Z ni
pak lze generovat i objemovou distribuci [31, 34].

(6)

Elektroforeticky rozptyl svétla (ELS)

Metoda elektroforetického rozptylu svétla pomoci stanoveni elektroforetické pohyblivosti
ziskava hodnotu zeta potencialu, ktery se ve Sternové modelu elektrické dvojvrstvy
(Obrazek 12) nachazi na roviné skluzu castice.

m—— Elektricka dvojvrstva

Ve Rovina skiuzu
o A0 L

Castice se zapornym
povrchovym nahojem

O

Sternava vrstva | Diruzni vrstva
Obrazek 12 Sterniiv model elektrické dvojvrstvy [31].

Na zaklad€ velikosti zeta potencialu je mozné urcit potencidlni stabilitu koloidniho
systému. Disperzni systém je stabilni, jestlize se jeho zeta potencial nenachazi v rozmezi od
+30 mV do — 30 mV [31].

2.2.4 Vyuziti magnetickych nanocastic jako nosi¢ovych systémii 1é¢iv

Vyuziti magnetickych nanocastic v biomedicinskych aplikacich je velmi Siroké. Lze je
vyuzit jak vterapii, tak vdiagnostice. V terapii se vyuzivaji k distribuci 1éCiv,
hypertermii/termalni ablaci, radioterapii kombinované s magnetickou rezonanci, k 1écbé
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onemocnéni spojenych s poruchami pohybového systému a anemickych chronickych
onemocnéni ledvin. Zatimco v diagnostice Ize magnetické nanocastice pouzit in vivo pfi
magnetické rezonanci anebo také in vitro k prizkumu, tfidéni bun¢k, bioseparaci, enzymové
imobilizaci, imunologickym testim, transfekci a ¢isténi [35].

Vzhledem k hlavni naplni této prace, ktera piedstavuje optimalizaci pfipravy magnetickych
¢astic pro distribuci 1éCiv, je dalsi vyCet vyuziti magnetickych nanocastic zaméten zejména na
tuto oblast.

Diky unikatnim vlastnostem a schopnosti fungovat na bunééné a molekularni wrovni
biologickych interakei, jsou magnetické nanocastice aktivné zkoumany v cilené aplikaci 1é¢iv
po vice nez tficet let. Hlavnim vyznamem cilené distribuce 1éCiv a cilené farmakoterapie je
dopravit 1é¢ivo piimo do ohniska onemocnéni za riznych podminek a tim 1&Cit ptimo v misté
problému bez vedlejSich G¢inkti na téle. Nejvétsi nadéje se vkladaji do ,,inteligentnich®
nanocastic, které jsou tvofeny magnetickym jadrem (nejen aby bylo mozné Castice
nasmérovat do blizkosti cile, ale také kvtili hypertermii nebo kvuli uvolnéni 1é¢iva podpoiené
teplem), rozpoznavaci vrstvou (na kterou jsou piipojeny vhodné receptory) a léivem
(absorbovanym uvnitt poérd nebo umisténym ve vnitfnich dutinach nanocastic).
Nanocasticovy systém muze obsahovat fluorofor, aby bylo mozné distribuci 1é¢iva pozorovat
pomoci magnetické rezonance (Obrazek 13) [36, 37].

polymerovy

fluorofor —_—— ‘ ohal

4

l6givo magnetické
jadro
latka zvySujici zamértovaci
propustnost ¢inidlo

Obrazek 13 Magneticka nanocastice vybavena riznymi ligandy [37]

K magnetickému zacileni je 1éivo nebo terapeuticky radionuklid navdzany na magnetickou
slouc¢eninu. Nésledné je systém zaveden do téla a pomoci magnetického pole (mize byt
intern¢ implantované permanentni magnet nebo extern¢ aplikované pole) je zacilen do
problematické oblasti. V zavislosti na aplikaci ¢astice nasledné uvolni 1é¢ivo, nebo plisobi
lokalnim ucinkem (zafeni z radioaktivnich mikrokulicek nebo hypertermie magnetickymi
nanocasticemi). Uvolnéni 1é¢iva muize probihat jednoduchou diftizi nebo prostfednictvim
enzymatickych mechanizmi nebo zménou fyziologickych podminek jako je pH, osmolalita
a teplota. Uvolnéni 1é¢iva muze byt také spusténo magneticky [35].

V posledni dobé si cilena distribuce 1é€iv ziskala velkou pozornost. Magnetické nanocastice
umoznuji lokalni distribuci 1éCiv a jejich fizené uvoltiovani po delSi dobu, snizuji riziko
vedlejSich Uc¢inkl a v pfipad¢ jejich vyuziti nedochéazi k poskozeni zdravé tkdné a plytvani
s léky. V nésledujicich odstavcich je popsano, jakym zplsobem je moZzné magnetické
nanocastice modifikovat ajaké je jejich konkrétni nésledné vyuziti v biomedicinskych
aplikacich.

V praci [38] autofi vyuzili pro tvorbu stabiliza¢ni vrstvy tetraethylorthosilkat a aminosilan,
diky kterému byly na povrchu nanocastic vytvorené aminoskupiny. K takto modifikovanym
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nanocasticim byl pres glutaraldehyd konjugovan moxifloxacin (antibiotikum). Nakonec byl
systétm oznacen radioaktivnim jodem B Byla pozorovana biologicka afinita takto
ptipravenych nosi¢ovych systému, jejich schopnost zaclenit se do bungk, cytotoxicita
amoznost vyuziti jako zobrazovacich sond. Konjugaci moxifloxacinu s magnetickymi
nanocasticemi byl zvysen ptijem antibiotika do bunky

Autofi prace [39] vyuzili k obaleni &astic polyethylenglykol. Castice jsou tak méné
nachylné¢ k ataku makrofagu a vydrzi déle v krevnim fecisti. Tyto nanocastice byly
piipravené, aby zajistili snadn€j$i dopravu 1éCiv a jejich umisténi v téle pomoci vnéjsiho
magnetického pole. Neutrdlni polymerni vrstva neovliviiuje elektrokinetické chovani ¢astic,
ale nabizi moznost uchyceni 1é¢iva. Na nosiCovy systém byly adsorbovany dva druhy
protinadorovych 1é¢iv (5-fluorouracil a doxorubicin). Experimentalné bylo dokazano, Zze 5-
fluorouracil se uvoliiuje velmi pomalu pii pH 7,4 v pufrovém roztoku. Po 43 hodinach se
uvolni pouze 13 % z celkového mnozstvi adsorbovaného S-fluorouracilu. U doxorubicinu
probihd uvoliiovani rychleji a za stejny Cas se uvolni témér 90 % z celkového mnozstvi
doxorubicinu navazaného na nanocastice.

Superparamagnetické nanocastice oxidi Zeleza byly modifikované v praci [40]
triethoxysilanem a kyselinou thioglykolovou, aby byl povrch nanocastic opaten thiolovymi
skupinami. Cilem studie bylo prozkoumat imobilizaci protilatek. Aktin, anti—aktin
a peroxidaza kienu selského (HRP) byly postupné imobilizovany na nanocasticich. Vazba
protilaitek na superparamagnetické nanocéstice je alternativou western blottingu, ktery
vyzaduje ptipravu SDS—polyakrylamidového gelu, elektroforézu a prenos na membranu.

Ve studii [41] byl uveden novy nosi¢ovy systém, ktery se sklada z nanocastic oxidl zeleza
(10), které byly vrstvu po vrstvé (,layer-by-layer”, LBL) potaZzeny mléénym proteinem
kaseinem (CN). Jako modelové molekuly 1é¢iv byly zvoleny doxorubicin (DOX)
a indocyaninova zelen (ICG). Tyto molekuly byly vélenény do vnitini polymerové vrstvy
a postupné obaleny kaseinem. Vysledné nanocasticové systémy (CN-DOX/ICG-I0) byly
stabilni v kyselém Zalude¢nim prostfedi, kde se nachazi zalude¢ni protedza. Navazané 1é¢ivo
se uvolnilo, kdyz vnéjsi kaseinovad vrstva byla postupné degradovana ucinkem zaludecni
proteazy v simulovanych stievnich podminkach. Tyto jedine¢né vlastnosti zajist'uji zachovani
biologické aktivity 1€¢iv, a tim zvySuji ti€innost distribuce 1é¢iv. EX vivo experimenty ukazaly,
ze nanostruktury LBL-CN-DOX-IO, vylepsuji pfemisténi doxorubicinu ptes mikroklky a jeho
absorpci v tenkém stfeve. In vivo pozorovani mysi, kterym byly oralné podany nanostruktury
LBL-CN-ICG-IO, dale potvrdilo, ze uvedené nosi¢ové systémy by mohly projit Zaludkem bez
vyznamného rozkladu a nasledné se akumulovat v tenkém stfevé. TakZe nosiCové systémy
CN-DOX/ICG-IO ptedstavuji slibné oralné podavané nosi¢ové systémy 1é¢iv, zvlasté pro 1éky
malo rozpustné ve vodé nebo rozlozitelné v zalude¢nim prostiedi

V publikaci [42] se védci zabyvali problémem distribuce 1é¢iv ptes hematoencefalickou
bariéru. Studie prokazala, Ze polymerové (polybutylkyanoakrylat) mikrobublinky (MB),
obsahujici ve svém obalu ultra malé superparamagnetické nanocastice oxidi zeleza (USP10),
mizou zaroven zprostfedkovavat a pozorovat permeaci pres hematoencefalickou bariéru.
Jestlize se USPIO-MB vystavi transkranialnim ultrazvukovym pulztim, zni¢i se. Vznikaji tak
akustické sily, které zptisobuji propustnost cév. Zaroven jsou USPIO uvolnény z MB obalu,
prestupuji  pfes permeabilizovanou hematoencefalickou bariéru  aakumuluji  se
Vv extravaskularni mozkové tkani. Je mozné tedy provést neinvazivni magnetickou rezonanci
podavajici informaci o rozsahu otevieni hematoencefalické bariéry. Pravé takovéto
prostredky, které jsou schopny zaroveil cCasové i prostorové ovladat otevirdni
hematoencefalické bariéry zvenéi, jsou velmi dilezité k individualizaci a zlepSeni zasahu
Vv pfipad¢ Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, mozkovych nadort. Tento druh
onemocnéni vyzaduje systematickou lécbu, ktera zahrnuje vysokomolekularni 1€¢iva (jimiz
jsou rastové faktory a protilatky; které vzhledem k intaktni hematoencefalické bariéte
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nemohou efektivné dosahnout cilového mista po in vivo injekci). Vyvoj material a metod
umozinujicich bezpecnou, ucinnou, idealn¢ 1 zobrazitelnou distribuci 1éCiv  pies
hematoencefalickou membranu ma velmi vyznamny potencial pii 1écbé onemocnéni centralni
nervove soustavy

2.2.5 Bezpecnost a toxicita magnetickych nanocastic v biomedicinskych aplikacich

Diskutovat toxicitu magnetickych nanocastic je velmi obtizné, protoze na ni ma vliv mnoho
faktorti, vcetné¢ davky, chemického slozeni, zplisobu podavani, velikosti, biologické
odbouratelnosti, rozpustnosti, farmakokinetiky, biodistribuce, povrchové chemie, tvaru,
struktufe a mnohé dalsi. Obecné Vv piipad¢ toxicity hraje hlavni roli zejména velikost, povrch,
tvar, slozeni a obalovy material magnetickych nanocastic. Modifikace povrchu magnetickych
nanocastic biokompatibilnimi polymery se ¢asto vyuziva jako jedna z cest, jak minimalizovat
toxikologicky efekt [35].

Zelezo je kov télu vlastni, ktery je nezbytny pro Zivot a to piedevsim diky své schopnosti
snadno piijimat a darovat elektrony pii vyméné mezi zeleznatymi a Zelezitymi ionty. Celkové
mnozstvi Zeleza v téle je pfisné regulovano, protoze jeho nadbytek mulze byt extrémné
toxicky. Zelezo  uvolnéné  z magnetickych  nanoastic  je  metabolizovano
v retikuloendotelidlnim systému a nasledné¢ vyuzito k tvorbé krevnich bunék nebo pomoci
ledvin vylouceno. Vysoké hodnoty volnych iontd Zeleza pochdzejicich z magnetickych
nanocastic mohou zpuasobit nerovnovahu v télni homeostaze a mize to vést k aberantni
bunécné odpovédi, véetné posSkozeni DNA, oxida¢nimu stresu, epigenetickym udalostem
a zénétlivym procestim. Obvykla injekéni davka magnetickych nanocastic pro biomedicinské
aplikace odpovida 1,25 — 5 % celkového obsahu Zeleza v téle, takto velka davka Zeleza mize
mit toxické ucinky. Je tedy potfeba vyvinout zplsoby jak zabranit mozné toxicité
magnetickych nanocastic, aby mohly byt prakticky vyuzitelné [43].

Magnetické nanocastic zalozené na oxidech Zeleza jsou méné toxické nez ty nanocastice
zalozené na stiibfe nebo zinku. AvSak pfi in vivo podani nanocastic oxidu zelezitého byl
zjistén oxidacni stres v plicich krys. V pfipadé magnetickych nanocastic, tak jako u vSech
biomedicinskych objevi, je potfeba zvazit vSechna rizika a vyhody [35].

Magnetické nanocastice, které maji byt potencialné vyuzity jako nosicové systémy léciv, je
nutné analyzovat z hlediska jejich toxicity (akutni, subakutni, chronickou, teratogenitu
a mutagenitu) v bunéénych a zvitecich modelech, hematokompatibilitu, biologicky rozklad
(kdykoliv je to mozné), imunogenitu a farmakokinetiku (distribuce v téle, metabolismus,
biologickd dostupnost, eliminace, organospecifickd toxicita) pfed zahdjenim preklinického
testovani [35].

Nékolik riiznych studii potvrzuje, Ze magnetické nanocastice podané ve vhodnych davkach
nevyvolavaji toxicitu. Ve studii [44] autofi podavali mySim intraperitonealné magnetické
nanocastice obalené oxidem kiemiCitym po dobu ctyf tydnd. Témétr vSechny organy byly
zkoumdany v zavislosti na Case. VétSina magnetickych nanocastic byla zachycena v jatrech
apo té prerozdé€lena do ostatnich organt (napf. slezina, plice, srdce a ledviny). Inhalace
magnetickych nanocastic byla popsana ve studii [45]. Vdechnuté nanocastice mensi nez
50 nm se dostaly k mozku a varlatim po té, co obesly hematoencefalickou a hematotestinalni
bariéru, tedy bez vyvolani jakékoliv zjevné toxicity.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

chlorid zelezity, p.a . (Sigma Aldrich), CAS: 7705-08-0
tetrahydrat chloridu zeleznatého, p.a. (Fluka), CAS: 13478-10-9
tetramethylamonium hydroxid (Sigma Aldrich), CAS: 75-59-2
polyvinylalkohol, p.a. (Fluka), CAS: 9002-89-5

chitosan, p.a. (Aldrich), CAS: 9012-76-4

Kyselina hyaluronova, p.a. (Contipro Group s.r.0.), CAS: 904-61-9
destilovana voda milli-Q

3.2 Pouzité pristroje

Magneticka michacka (Lavat)

Laboratorni odstfedivka (Hettich ZENTRIFUGEN)
Ultracentrifuga — miniSpin (Eppendorf)

Susarna (Venticell)

Lis na tablety pro FT-IR

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments)

UV-VIS spektrofotometr — U-3900H (Hitachi)

FT-IR spektrometr — Nicolet iS5 (Thermoscientific)
Rentgenovy praskovy difraktometr — PANalytical Empyrean
Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-7600F (Peakbody, USA)

3.3 Priiprava magnetickych nanocastic (FeNP)

Piiprava magnetickych nanocastic (FeENP) byla provedena pomoci koprecipitacni metody
(blizsi popis lze nalézt v kapitole 2.2.1 Koprecipitace). Mechanismus vzniku magnetickych
¢astic je znazornén v nasledujici rovnici:

Fe' +2Fe* +80H™ — Fe,0, (NP)+4H,0 ()

Pro tcely piipravy magnetickych nanocéstic v této bakalaiské praci byly pfipraveny vodné
roztoky chloridu Zelezitého (FeCls) a tetrahydratu chloridu zeleznatého (FeCl, - 4H,0). Tyto
roztoky byly smichany dle pozadovaného poméru latkovych mnozstvi Fe?* a Fe®" iontd.
Nasledné byla vzdy reakéni smés ohtata na 60 °C. K horké smési byl pfidavan po kapkach
roztok NaOH. Postupné dochézelo k tvorbé tmavé srazeniny (Obrazek 14).

" Obr

S

azek 14 Smés pred vysraZenim (nalevo) a po vysraZeni (napravo)
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Takto pfipravené smési byly dvé hodiny michany na magnetické michacce. Vzniklé Castice
byly oddé¢leny od disperzniho prostiedi pii 4 000 ot./min a 20 °C po dobu 20 min. Po
centrifugaci byl supernatant slit. Sedimenty byly suseny do druhého dne pii 60 °C.

3.4 Optimalizace podminek pripravy FeNP

V ramci této Casti prace byly piipraveny FeNP dle postupu uvedeném v kapitole 3.3.
Hlavnim cilem této kapitoly bylo ovéfeni vlivu vzajemného poméru latkovych mnozstvi
Fe?* a Fe®" ionti (zvolené poméry: 1:1, 1:2 a 1:4) a dale také vlivu koncentrace pouzitého
NaOH pro srazeni &astic  zroztoku  (koncentrace  NaOH: 0,5 mol - dm™,
1 mol - dm™3, 5 mol - dm™3).

V prvni &asti byl nejprve studovan vliv vzajemného poméru latkovych mnozstvi Fe** a Fe®*
iontd. Celkovy objem kazdé smési byl 150 cm® a celkové koncentrace iontd Zeleza ve smési
byla 1 mol - dm ™. Blizsi detaily 1ze nalézt v Tabulce 1.

Tabulka 1 Priprava magnetickych nano¢astic

pomér latkova mnozZstvi (mol) navazka (g)
1:1 0,075:0,075 14,911:12,166

Fe?" - Fedt 1:2 0,050:0,100 9,941:16,221
1:4 0,030:0,120 5,964:19,465

Kazda smés byla rozdélena na 3 dily po 50 cm®. Bylo pfipraveno tedy 9 roztoki (Tabulka
2), které byly ohtaty na 60 °C. Ke kazdému poméru bylo po kapkach piidavano 20 cm® NaOH
tak, aby byla kazda smé&s Fe”* a Fe** iontd daného poméru vysraZena vzdy NaOH o tfech
rozdilnych koncentracich.

Tabulka 2 Oznaéeni vzorku

pomér koncentrace NaOH
Fe* a Fe®" ionti 0,5 mol - dm*® 1 mol - dm*® 5 mol - dm?
11 F8(1:1)0’5M Fe(l:l)lM Fe(1:1)5|\/|
1:2 Fe(1:2)o,5M Fe(1:2)1M Fe(1:2)5|v|
1:4 Fe(l:4)0’5M Fe(l:4)1|\/| Fe(1:4)5|\/|

Vsechny pfipravené magnetické nanocastice FeNP byly charakterizovany z hlediska jejich
magnetického G¢inku (Vizualni uréeni za pomoci magnetu na bazi slou¢enin neodymu, zeleza
a boru — NdFeB). Dalsimi zvolenymi metodami charakterizace byly dynamicky
a elektroforeticky rozptyl svétla métené pomoci Zetasizeru Nano ZS a UV-VIS spektrometrie.

3.5 Priprava magnetickych nanocastic modifikovanych pomoci TMAH

V tomto ptipadé byly FeNP piipraveny modifikaci postupu uvedeného v kapitole 3.3 na
zakladé publikace [46]. S ohledem na vysledky optimalizace podminek piipravy FeNP byla
pro piipravu zvolena smés Fe** a Fe** v Milli-Q vodé& v poméru 1:2 tak, aby celkovy objem
roztoku byl 25 cm?® a celkova koncentrace ionti Zeleza byla 1,25 mol - dm ™ (Tabulka 3).

Tabulka 3 Piiprava FENPryan

pomér latkové mnozstvi (mol) navazka (g)

Fe? : Fe* 1:2 0,0104:0,0208 2,0709:3,3794

Ke smési bylo po kapkéach pfidano 25 cm® 5mol -dm™ roztoku NaOH. SraZeniny se
nechaly usadit, roztok nad usazeninou byl slit a srazenina byla po kapkéach ptfevedena do
35cm® Milli-Q vody ptredehiaté na 80 °C. Smés se dv€é hodiny michala na magnetické
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michadce. Naslednd bylo pfidino po kapkach 1,75cm*® 25% roztoku TMAH
(tetramethylamonium hydroxid). Po té byla smés odstiedéna pii 4 000 ot./min a 20 °C po
dobu 20 min. Sediment byl susen do druhého dne pii 60 °C.V rdmci prace jsou tyto castice
dale znacen¢ jako FENPtvan.

Magnetické nanocastice FeNPryan byly obdobné jako v piedchozich kapitolach
charakterizovany pomoci sily jejich magnetického U¢inku a dale analyzou na
Zetasizeru Nano ZS a UV-VIS spektrofotometru Hitachi U-3900 H.

3.6 Stabilizace magnetickych nanocastic

3.6.1 Vybér vhodné polymerni obalové vrstvy pro FeNP

Byly pfipraveny roztoky potiebné ke stabilizaci magnetickych nanocastic, jimiz byly
1 hm.% roztok polyvinylalkoholu, 0,2 hm.% roztok chitosanu a 0,1 hm.% roztok kyseliny
hyaluronové.

Pro stabilizaci byly zvoleny castice vzorku FeNP poméru 1:2 vysrazenych
5mol - dm™ NaOH. Ke stabilizaci bylo vzdy navaZeno 10 mg nanoéastic, které byly
rozptyleny Vv péti riiznych prostiedich. Prvnim kontrolnim vzorkem byl 1 cm® Milli-Q vody.
Nasledné byla ste%'né navazka &astic rozptylena v 1 cm® fosfatového pufru, v 1 cm® roztoku
chitosanu, v 1 cm® roztoku polyvinylalkoholu a v 1 cm® kyseliny hyaluronové. Pfipravené
vzorky byly ponofeny do ultrazvukové lazné¢ po dobu 10 minut. Roztoky nanocastic
Vv jednotlivych prosttedich (v Milli-Q vod¢, v pufru, vPVA, vkyseliné hyaluronové
a v chitosanu) byly ptefiltrovany pies stiikackové filtry (velikost pora 0,2 pum).

Timto zptisobem bylo pfipraveno 10 roztokti magnetickych nanocéstic (jedna sada
nefiltrovanych roztokli ajedna sada filtrovanych roztokll), které byly nasledné
charakterizovany pomoci UV-VIS spektrometrie na pfistroji Hitachi U-3900 H. Déle byly
vzorky pribézné prométfovany pomoci metod dynamického a elektroforetického rozptylu
svétla na piistroji Zetasizer Nano ZS, aby byla zjisténa jejich stabilita v zavislosti na Case.
Béhem 14 dni bylo méfeni provedeno pétkrat.

3.6.2 Studium vlivu koncentrace chitosanu a molekulové hmotnosti k. hyaluronové
Pro studium vlivu koncentrace chitosanu a molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové na
vlastnosti magnetickych nanocastic byly pfipraveny roztoky chitosanu o koncentracich
0,05 hm.%, 0,1 hm.%, 0,5hm.% a roztoky kyseliny hyaluronové o koncentraci 0,1 hm.%
a molekulovych hmotnostech 8-15kDa, 130-150 kDa a 1500-1 750 kDa (v poslednim
ptipadé¢ byly piipraveny roztoky o koncentracich 0,001 hm.%, 0,05 hm.% a 0,1 hm.%).
Stabilizovany byly vzorky Fe(1:2);m. Castice byly rozetfeny v achatové misce. Navazka
&astic 0,005 g byla stabilizovana vzdy s 10 cm® daného roztoku biopolymeru. Vzniklé roztoky
byly 10 minut ponechany v ultrazvuku a nasledné piefiltrovany pres stiikackové filtry
(velikost porti 5 um filtry).
Timto zptisobem bylo ptipraveno 8 roztoku (Tabulka 4, Tabulka 5), které byly nasledné
proméfeny na Zetasizeru Nano ZS a UV-VIS spektrofotometru Hitachi U-3900 H.

Tabulka 4 Oznadeni vzorku pro studium vlivu koncentrace chitosanu na vlastnosti FeNP

koncentrace (%0) oznaceni vzorku
0,05 Fe (1:2)yv + 0,05 % CH
0,1 Fe (1:2);v + 0,1 % CH
0,5 Fe (1:2);v + 0,5% CH
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Tabulka 5 Oznaéeni vzorki pro studium vlivu molekulové hmotnosti a koncentrace kyseliny
hyaluronové na vlastnosti FeNP

molekulova hmotnost (kDa) koncentrace (%o) oznaceni vzorku
8-15 0,1 Fe(1:2);m + HYA(8-15 kDa)
130-150 0,1 Fe(1:2);m + HYA(130-150 kDa)
1500-1 750 0,001 Fe(1:2)1m + 0,001 %HYA(L 500-1 750 kDa)
0,05 Fe(1:2)1m + 0,05 %HYA(1 500-1 750 kDa)
0,1 Fe(1:2)1m + 0,1 %HYA(1 500-1 750 kDa)

3.7 Charakterizace vybranych vzorki FeNP

3.7.1 Priprava vzorku pro FT-IR analyzu

Pro charakterizaci magnetickych nanocastic pomoci FT-IR analyzy byly pouzity ¢astice
Fe(1:2)1m, Fe(1:2)sm a FeNPtyan. Ziskana FT-IR spektra nestabilizovanych FeNP byla
porovnana se spektry vzorki piipravenych dle postupu uvedenému v kapitole 3.6.2.

Pied FT-IR analyzou byly vzorky suseny 24 hodin na Petriho miskach pii 50 °C.

FT-IR spektra byla ziskdna metodou KBr tablet. Pro jejich piipravu bylo vzdy navazeno
5 mg studovaného vzorku a rozetfeno v achatové ve 100 mg KBr. Smés byla ddna na pistek
a pomoci lisu byla vytvotena tableta.

3.7.2 Priprava vzorku pro XRD analyzu

Nanocastice Fe(1:2)im, Fe(l:2)sm a FeNPtvan byly rozetieny v achatové misce.
Od kazdého vzorku bylo navazeno 5mg. Castice byly stabilizovany vzdy
10 cm® 0,1 hm.% chitosanu a 0,1 hm.% kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 90-
130 kDa. Bylo pfipraveno tedy 6 roztoku (Tabulka 6).

Tabulka 6 Oznaceni vzorki pro XRD analyzu

Castice polymer oznadeni vzorku
Fe(1:2);v 0,1 hm.% chitosan Fe (1:2);v + 0,1 % CH

0,1 hm.% kyselina hyalurona (90-130 kDa) Fe(1:2)1m + HYA(90-130 kDa)
Fe(1:2)sm 0,1 hm.% chitosan Fe (1:2)sm + 0,1 % CH

0,1 hm.% kyselina hyalurona (90-130 kDa) Fe(1:2)sm + HYA(90-130 kDa)
FeNPtyvan 0,1 hm.% chitosan Fe (1:2)tman + 0,1 % CH

0,1 hm.% kyselina hyalurona (90-130 kDa) Fe(1:2)rman + HYA(90-130 kDa)

Ptipravené roztoky byly ponofeny na 10 minut do ultrazvukové lazné, poté zfiltrovany
(velikost pora 5 um filtry). Po dobu 20 minut byly roztoky centrifugovany pi#i 12 000 ot./min.
Supernatant byl vzdy slit a usazeniny byly pfevedeny na Petriho misky a suSeny do druhého
dne pii 50 °C. Po ususSeni byly pfipravené Castice rozetteny v achatové misce na prasek.

Rentgenovou difrakéni analyzou byly déle charakterizovany pouze magnetické nanocastice
Fe(1:2)1M, Fe(1:2)5|\/| a FeNPtman a stabilizované Castice Fe(1:2)5|\/| + 0,1 % CH,
FeNPtyan +0,1 % CH a FeNPryan +0,1 % HYA (90-130 kDa), protoze jen v téchto
ptipadech bylo ziskano dostatecné mnozZstvi potfebné pro XRD analyzu.

Rentgenova difrakéni analyza byla provedena na pfistroji Empyrean od firmy Panalytical.
Nastaveni podminek méfeni je uvedeno v Tabulce 7.
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Tabulka 7 Nastaveni podminek méieni pro XRD analyzu
Scan Axis Gonio
Start Position [°2Th.] 4,99999
End Position [°2Th.] 90,00545

Step Size [°2Th.] 0,0131303
Scan Step Time [s] 95,88

Anode Material Cu

K-Alphal [A] 1,540598
K-Alpha2 [A] 1,544426
Generator Settings 30 mA, 40 kV

3.7.3 Priprava vzorku pro SEM analyzu

Skenovaci elektronovou mikroskopii byly charakterizovany pouze nestabilizované Castice
Fe(1:2)1|\/|, Fe(1:2)5|\/| a FeNPtman.

Rozetiené Castice byly naneseny na uhlikovou péasku. Nasledné byly oddéleny ty Castice,
které se na pasku pfilepily od téch ¢astic, které se neptilepily. Takto pfipraveny vzorek byl
vlozen do autosampleru SEM. Snimky byly potizené pod zvétsenim 250 000 x.
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4 Diskuze a vysledky

4.1 Optimalizace pripravy magnetickych nanocastic

Prvni ¢ast bakalarské prace si kladla za cil optimalizovat pfipravu magnetickych ¢astic na
bazi FezO4. Hlavnimi metodami, které byly vyuzity pro posouzeni jednotlivych ptipravenych
vzorkil FeNP byly dynamicky a elektroforeticky rozptyl svétla a UV-VIS. Tyto vysledky jsou
shrnuty v jednotlivych ¢astech kapitoly 4.1.

4.1.1 Vliv poméru Fe?* : Fe** a koncentrace NaOH

Na Obrazku 15 jsou zndzornény intenzitni a objemové distribuce pro vybrany filtrovany
a nefiltrovany vzorek FeNP. V ptipad¢ nefiltrovanych ¢astic mizeme pozorovat pik v oblasti
5500 nm, ktery odpovida agregatim FeNP respektive nerozpuSténym shlukim FeNP. Aby
nebyly nasledné analyzy touto agregaci ovliviiovany, byly vSechny nasledné vzorky vzdy
filtrovany.

5 Y B
;{ 12 | _ 16 A
); 10 § 14 -
5. S
= °©
2 6 2 87
S 2 6
= 4 £,
.g 2 = 2
E, | | WA . | | ,
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
distribuce velikosti ¢astic distribuce velikosti ¢astic (nm)
==FeNP filtrované FeNP nefiltrované = FeNP filtrované FeNP nefiltrované

Obrazek 15 Intenzitni (a) a objemové (b) distribuce srovnavajici velikosti filtrovanych
a nefiltrovanych castic

V ptipadé€ intenzitnich distribuci jsou vyrazné zvyhodnény velké Castice. Staci, aby jich ve
vzorku bylo jen stopové mnozstvi, aby se v distribuci projevily. Magnetické nanocastice jsou
obecné malé (10-20 nm [3]). Z téchto duvodu je vhodngjsi vyuzit objemovou distribuci
castic, kterd studovany systém mnohem lépe charakterizuje. V této praci jsou tedy dale
uvadény pouze distribuce objemove.

Nasledné byl v praci studovén vliv poméru Fe?* a Fe** iontd. Pro tyto Ucely byly zvoleny tfi
razné poméry a to 1:1, 1:2 a 1:4. Nasledujici graf (Obrazek 16) znazoriuje objemovou
distribuci srovnavajici tyto poméry. Mezi jednotlivymi distribucemi velikosti ¢astic pro dané
poméry nejsou vyrazné rozdily. Na zakladé reSerSe literatury [46] byl pro nasledujici
experimenty v ramci bakalaiské prace zvolen pomér Fe?* a Fe** ionti 1:2.
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Obriazek 16 Objemové distribuce &astic: srovnani poméri Fe” :Fe* s koncentraci
NaOH 1 mol - dm™

Druhym studovanym parametrem v rdmci optimalizace ptipravy FeNP byla koncentrace
roztoku NaOH, pouzitého ke srazeni FeNP ze smési Fe?* a Fe®" jontd. Objemové distribuce
velikosti ¢astic FeNP ziskané metodou dynamického rozptylu svétla pro Castice vysrazené
hydroxidem sodnym o riiznych koncentracich (0,5 mol-dm™, 1 mol-dm™, 5 mol - dm™)
jsou znazornény nize (Obrazek 17, Obrazek 18).
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Obrazek 17 Objemova distribuce €¢astic: srovnani vlivu koncentrace NaOH na ¢astice
« 2+ a3+ q.
v poméru Fe™ :Fe* 1:2
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Obrazek 18 Objemova distribuce ¢astic: srovnani vlivu koncentrace NaOH na ¢astice
v poméru Fe?" :Fe** 1:1 (a) a 1:4 (b)

Z vysledkti vyplyva, ze pro vSechny poméry Fe’* a Fe®* ijontdl srostouci bazicitou
pouzitého NaOH roste velikost ¢astic.

Metodou elektroforetického rozptylu svétla byly zjiStény zeta potencidly vSech
pripravenych ¢astic, které vypovidaji o elektrostatické stabilit¢ vzorkti. V piipadé, ze je zeta
potenciadl v rozmezi —30 az +30 mV, vzorek je nestabilni, v opacném ptipad€ maji Céstice
dostate¢né velky naboj, ktery brani v jejich vzajemné agregaci. Z grafu (Obrazek 19) mizeme
pozorovat, ze téméf vSechny Castice jsou stabilni. Pouze ¢astice Fe(1:1)spm jsou pod hranici
stability (Gerna Gara) a Castice s pomérem Fe?* a Fe** iontii Fe(1:4)sm jsou t&sné nad hranici
stability. Zatimco nejvétsi zeta potencial vykazuji ¢astice Fe(1:1)1m

40
Fe(1:1)0'5M
35 4
B Fe(l:1)im
30
—_ B Fe(l:1
E e(1:1)sm
:T: 25 1 Fe(1:2)g5m
'g 20 A u FE(1:2)1M
=5 | = Fe(L1:2)sm
E | Fe(1:4)0’5M
10 A m Fe(l:4)1m
5 T | Fe(1:4)5M
0 .

Obrazek 19 Zavislost hodnot zeta potencialu na poméru Fe®* : Fe** a na koncentraci NaOH

Pomoci dat z UV-VIS spektrometrie byla sestrojena absorpéni spektra (Obrazek 20) vSech
piipravenych vzorka magnetickych nanocastic. Srovname-li naméfené spektrum se spektrem
publikovanym v literatufe (Obrazek 9), mizeme pozorovat jistou podobnost. Mizeme tedy
usoudit, ze magnetické Castice se podafilo ptipravit.
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Obrizek 20 Absorpéni spektrum: srovnani poméri Fe?* : Fe** a koncentraci NaOH

4.1.2 Priprava magnetickych nanocastic modifikovanych pomoci TMAH

Na zéklad¢ literatury [46] byly pfipraveny magnetické nanocastice stabilizované pomoci
tetramethylamonium hydroxidu (FENPtman). Tyto Castice byly rovnéz proméfeny pomoci
dynamického a elektroforetického rozptylu svétla a UV-VIS spektrometrie. V nasledujicich
grafech (Obrazek 21, Obrazek 22) je uvedeno jejich srovnani s ¢asticemi Fe(1:2)yv
a FE(1:2)5|\/|.
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Obrazek 21 Objemova distribuce (a) a graf zeta potenciali (b) FENPryan a jejich srovnani
S vybranymi vzorky FeNP

Ptipravené FeNPrtwan vykazuji obdobnou distribuci jako castice ptipravené v predchozi
kapitole. V porovnani se vzorkem Fe(1:2)sy je distribuce posunutda smérem k niz$im
hodnotam velikosti Eastic, ackoliv byl u t&chto vzorkd pouZit stejny pomér Fe?* a Fe** i stejna
koncentrace NaOH.

FeNPtman na rozdil od zbylych dvou typii Castic vykazuji zapornou hodnotu zeta
potencialu, kterd je zpiisobena tetramethylamonnymi ionty, jeZ zvySuji alkalitu prostiedi
(viz kapitola 2.2.2) [10].

UV-VIS spektra (Obrazek 22) znazoriuji podobnost mezi jednotlivymi typy magnetickych
nanocastic. V ptipadé¢ FeNPruan je jejich absorbance velmi nizka.
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Obrazek 22 UV-VIS spektrum FeNPryan Ve srovnani s vybranymi vzorky FeNP

4.1.3 Srovnani magnetického icinku

Pfilozenim NbFeB magnetu k jednotlivym vzorkiim piipravenych magnetickych castic byl
vizualné zjistén jejich magneticky Géinek (Tabulka 8). Jako nejvice magnetické se jevily
Castice FENPtyan a Castice Fe(1:2)spm.

Tabulka 8 Srovnani magnetického i¢inku nanodastic Zeleza

0,5 mol - dm”* NaOH 1 mol - dm* NaOH 5 mol - dm* NaOH

1:1 maly stfedni vysoky
1:2 stiedni maly vysoky
1:4 vysoky sttedni sttedni
FeNPTMAH VYSOky

S ohledem na vysledky vSech vySe uvedenych charakteristik byly pro stabilizaci a dalsi
praci vybrany magnetické nanocastice Fe(1:2)1m, resp. Fe(1:2)sm a FeNPrvan-

4.2 Stabilizace magnetickych nanocastic

4.2.1 Stabilizace pomoci PVA, chitosanu, k. hyaluronové, fosfatového pufru a TMAH

Nejprve byla provedena stabilizace riznymi materidly, a to polyvinylalkoholem,
chitosanem, kyselinou hyaluronovou, fosfatovym pufrem a tetramethylamonium hydroxidem.

Obalené castice byly proméfeny jak ve filtrované, tak i v nefiltrované formé. V piipadé
nefiltrovanych roztokti dochazelo ke shlukovani Castic (viz. diskuze na zacatku kapitoly
4.1.1). Castice obalené PVA se shlukovaly natolik, Ze nebyly do dal$ich méfeni zahrnuty.

U filtrovanych roztoku jiz agregaci nepozorujeme (Obrazek 23). Z grafu srovnavajiciho
zeta potencial filtrovanych roztokl (Obrazek 24) mizeme opét pozorovat vynikajici stabilitu
chitosanu (41,433 + 0,404 mV). FeENPtman jsou na tom o néco htife, avSak jsou také stabilni
(—32,633 £ 2,479 mV).
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Obrazek 24 Zavislost hodnot zeta potencialu na stabilizacnim materialu; filtrované roztoky
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Ptipravené magnetické nanocastice byly dale charakterizovany pomoci UV-VIS
spektrometrie. Prezentovana spektra odpovidaji UV-VIS spektru publikovanému v literatute
pro magnetické nanocastice (Obrazek 9). Vysledky tohoto méfeni tedy potvrdily, Ze se
podafilo pfipravit magnetické ¢astice (Ptiloha 1).

4.2.2 Studium ¢asové stalosti pripravenych nanocastic

Pomoci metody elektroforetického rozptylu svétla byly naméfeny hodnoty zeta potencialu
vSech pripravenych roztokli magnetickych nanocastic a nasledn€¢ byly pomoci programu
Microsoft Excel sestrojeny grafy zavislosti zeta potencialu na ¢ase (Obrazek 25).
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Obrazek 25 Zavislost hodnot zeta potencialu na ¢ase pro filtrované roztoky magnetickych
nanocastic

Z uveden¢ho grafu je ziejmé, Ze ve vSech piipadech maji zavislosti obdobnou tendenci.
Vyjimku tvofi vzorek stabilizovany pomoci chitosanu, kde je po celou dobu méfeni hodnota
zeta potencialu vétsi nez 30 mV, coz svédci o jeho elektrostatické stabilité v Case.

Pomoci metody dynamického rozptylu svétla byly sestrojeny objemové distribuce Castic
pro Castice stabilizované v jednotlivych prostiedich (Obrazek 26).
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Obriazek 26 Objemové distribuce znazormujici stabilitu ¢astic neobalenych (a) i obalenych
v pufru (b), k.hyaluronové (c) a chitosanu (d) v ¢ase
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Nameétené distribuce potvrdily to, co bylo naméfeno na zékladé zeta potencialii. Ve vodé
ave fosfatovém pufru lze pozorovat vyraznou agregaci castic, coz bylo ocekavano.
Pripravené castice nejsou v téchto prostfedich nijak stabilizované a podléhaji samovolné
agregaci v case. S kyselinou hyaluronovou se také nepodafilo piipravit stabilni ¢astice, coz by
mohlo byt zplisobeno malou koncentraci nebo nizkou molekulovou hmotnosti pouzité
kyseliny hyaluronové, ktera nedokazala stabilizovat Castice a ochranit je pfed agregaci.
Stabilni ¢astice se podaftilo pfipravit pouze pomoci chitosanu, coz je zifejmé z vysoké hodnoty
zeta potencidlu vzorku, kterd se v ¢ase méni jen minimaln€. Tento trend dobie koreluje
s namétenymi distribucemi velikosti Castic tohoto vzorku, kterd je prakticky neménna.

Vzhledem k vySe uvedenym vysledkiim byla dalsi ¢ast prace zaméfena na optimalizaci
vyuziti chitosanu a kyseliny hyaluronové pro stabilizaci ptipravenych FeNP.

4.2.3 Studium vlivu koncentrace chitosanu

Tato kapitola se zabyva optimalizaci vyuziti chitosanu jako obalové vrstvy FeNP. Zvolené
koncentrace chitosanu byly 0,05 hm.%, 0,1 hm.% a 0,5 hm.%.

Naméfena UV-VIS spektra (Pfiloha 2) ptipravenych vzorkii magnetickych nanocastic
stabilizovanych chitosanem o rliznych koncentracich se témét neliSila. Ve vSech ptipadech
Z porovnani se spektry uvedenymi v literatufe bylo potvrzeno, ze studované vzorky obsahuji
magnetické Castice.

Z objemové (Obrazek 27) distribuce je patrné, ze nejlépe se podatilo pfipravit Castice
obalen¢ 0,1% chitosanem. M¢étfenim zeta potencidlu (Obrazek 27) bylo zjiSténo, Ze Castice
obalené chitosanem vsech koncentraci jsou stabilni.
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Obrazek 27 Objemova distribuce (a) a graf znazoriujici hodnoty zeta potencialu (b)
magnetickych nanocastic stabilizovanych chitosanem o riznych koncentracich

4.2.4  Studium vlivu molekulové hmotnosti a koncentrace k. hyaluronové

Pro studium stabilizace magnetickych nanocastic pomoci kyseliny hyaluronové byly
zvoleny jeji nasledujici molekulové hmotnosti: 8-15 kDa, 130-150kDa a 1 500-1 750 kDa
(v tomto piipadé byly pak dale studovany rizné koncentrace, a to 0,001 hm.%, 0,05 hm.%
a 0,1 hm.%).

Jako v predchozich pfipadech bylo pomoci UV-VIS spektrofotometrie (Pfiloha 3)
dokéazéano, Ze se podaftilo pfipravit magnetické nanocastice.

Z objemové¢ distribuce (Obrazek 28) lze pozorovat, Ze Castice se podafilo obalit pouze
Vv ptipadé magnetickych c¢astic Fe(1:2);u+HYA(8-15kDA), Fe(1:2)im+HYA(130-150kDA)
a Fe(1:2)1m+0,1%HYA(1 500-1 750kDA), kdy se projevila délka fetézce kyseliny
hyaluronové a velikost ¢astic zna¢né¢ zvétsila.
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Obrazek 28 Objemova distribuce (a) a graf znazoriujici hodnoty zeta potencialu (b)

magnetickych nanocastic stabilizovanych kyselinou hyaluronovou o riznych molekularnich
hmotnostech a rizné koncentraci

Z grafu znézoriiujiciho zavislost zeta potencidlu na molekulové hmotnosti a koncentraci
kyseliny hyaluronové (Obrazek 28), lze pozorovat, ze castice kyselinou hyaluronovu
0 molekulové hmotnosti 1 500-1 750 kDa a o koncentraci 0,001 hm.% a 0,05 hm.% nejsou
vibec obalené, nebot’ kyselina hyaluronova by meéla ¢asticim Zeleza dodat zaporny naboj.
Zatimco castice Fe(1:2)1M+HYA(8-15kDa) a Fe(1:2)1M+HYA(130-150kDa) se jiz zdaji byt
obalené, avSak nestabilni (—11,1 £0,3 mV a —12,2 + 0,2 mV). Pro dalsi analyzy pak byla tedy
vybréana kyselina hyaluronova o stfedni molekulové hmotnosti.

4.3 Charakterizace vybranych vzorki FeNP

43.1 FT-IR analyza

FT-IR analyzou byly proméfeny nestabilizované &astice — Fe(1:2)im, FeNPrman;

polymery — chitosan, kyselina  hyaluronova (90-130kDa); stabilizované  Castice —
Fe(1:2)1m*0,1% CH, Fe(1:2);m+HYA(90-130 kDa).

Naméfena spektra byla porovnana s FT-IR spektry z literatury (Obrazek 11) ve vSech
ptipadech byla pozorovéana jistd podobnost.

Piipravené castice Fe(1:2)im i FENPtvan (Obrazek 29) vykazuji charakteristické piky
v nizkofrekvenénich oblastech pod 800 cm ™. V oblastech okolo 3 600 cm ™ se vyskytuji piky
znazoriyjici vyskyt volnych OH-skupin, které jsou pfitomny diky NaOH, jimZ byly FeNP
v obou piipadech vysrazené. V piipadé FeNPman Se v oblasti okolo 1400 cm™ vyskytuji
piky charakteristické pro aminoskupiny [27].

36



transmitance (%)
<
!
r

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
vinocet (cm—1)

— Fe(l:2)y = FeNPryan

Obrazek 29 Srovnani nestabilizovanych nanodastic (Fe(1:2);y) se stabilizovanymi ¢asticemi
pomoci TMAH

Z FT-IR spektra chitosanu a jim obalenych FeNP (Obrazek 30) je patrné, Ze stabilizace
probéhla usp&$ng. V oblasti okolo 1100 cm™* vykazuji &stice Fe(1:2)1m+0,1%CH, stejné
jako samotny chitosan, pik, ktery je charakteristicky pro vazby C-O, jimiz jsou jednotlivé
stavebni jednotky chitosanu spojené. V oblasti okolo 1 600 cm ™™ se projevuji valen&ni vibrace
aminoskupin a aminovych soli [27].

N\
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4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
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Obrazek 30 Srovnani infracervenych spekter nestabilizovanych nanocastic, nanocastic
stabilizovanych chitosanem a samotného chitosanu

— Fe(1:2)m

FT-IR spektrum (Obrazek 31) kyseliny hyaluronové a ¢astic Fe(1:2);m+HYA(90-130 kDa)
opét dokazuji, Ze jsou nano&astice opravdu obalené. V oblasti kolem 1 600 cm™ se vyskytuje

charakteristické piky pro karbonylové skupiny, amidové vazby a symetrické valen¢ni vibrace
derivati karboxylovych skupin [27].
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Obrazek 31 Srovnani infracervenych spekter nestabilizovanych nanocastic, nanocastic
stabilizovanych kyselinou hyaluronovou a samotné Kyseliny hyaluronové

4.3.2 Rentgenova praskova difraktometrie (XRD)

Pomoci rentgenové difraktometrie bylo uréeno piiblizné slozeni fazi krystalografické
struktury ptipravenych vzorki magnetickych nanocastic.

Ve vsech prométovanych vzorcich byla pozorovana ptitomnost NaCl (halit), ktery vznikl
nejpravdépodobnéji reakci chloridovych a sodnych iontd pifitomnych diky vychozim
surovinam syntézy nanocastic.

Ve vzorcich Fe(1:2)1m byla vypozorovana pfitomnost ptivodniho FeCl, - 4H,0, z kterych
byly ¢astice pfipravovany a struktura B-FeO(OH) (akageneit), pritomnost Fe3O4 (magnetitu)
nebyla pozorovana. Castice Fe(1:2)sm ve své struktuie obsahovaly uz i magnetit. V piipadé
castic FeNPruan jiz nebyl pfitomen akageneit, ale pouze magnetit.

Stabilizovanych ¢astic bylo pro analyzu velmi malé mnozstvi, tudiZ nebyla spektra
dostate¢né jasna. Ve vSech ptipadech byla vSak prokazana pritomnost magnetitu.

Vyse uvedené vysledky jsou znazornény v tabulce 9, kde znaménko + oznacuje ptitomnost
dané krystalové struktury a znaménko — jeji neptitomnost.

Tabulka 9 SloZeni fazi krystalografické struktury magnetickych nanodastic

vzorek typ krystalu
FeCl, - 4H,0 Halit Akageneit  Magnetit

Fe(1:2)1M + + +

Fe(1:2)sm - + + +
FeNPrvan - + - +
Fe(1:2)sm +0,1% Chitosan - + + +
FeNPTMAH +O,1% Chltosan - + + +
FeNPTMAH +HYA (90'130 kDa) B + + +

XRD analyza potvrdila, ze v ptipadé castic Fe(1:2)sm a FeNPrvan a jejich obalenych
variant se podafilo pfipravit strukturu FezO4 (magnetitu).

4.3.3 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronovou mikroskopii byly pofizeny snimky nestabilizovanych
magnetickych castic Fe(1:2)1m. Fe(1:2)sm a FeNPrvan.

Na snimku zobrazujicim ¢astice Fe(1:2)1m (Pfiloha 4) jsou vidét spise celistvé plochy, coz
pravdépodobné souvisi s tim, Ze magnetitu (Fe3O4) vzniklo ve vzorku velmi maélo (viz
XRD analyza, kapitola 4.3.2).
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Zatimco na snimcich, které zobrazuji ¢astice FeNPtyan (Obrazek 32) a Fe(1:2)sm (Obrazek
33), mizeme pozorovat malé Castice, jejichz velikost odpovida asi 20-30 nm, coz potvrzuje
piitomnost magnetitu. Castice Fe(1:2)sm viak tvoii i vét§i agregaty, protoZe nejsou viibec
stabilizované. Castice FeNPryan jsou stabilizované tetramethylamonium hydroxidem.

100nm 5/13/2015
X 250,000 10.0kV SEI SEM WD 4mm

Obrazek 32 Snimek ¢astic FeNPryan

] 100nm 5/13/20
X 250,000 10.0kV SEI SEM WD 4mm

Obrazek 33 Snimek c¢astic Fe(1:2)sy
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5 Zavér

V teoretické cCasti této prace byly shrnuty obecné informace o magnetickych
nanocasticich — jejich stavbé, vlastnostech, vyuziti, piipravé a stabilizaci.

V experimentalni Casti je popsana piiprava a stabilizace magnetickych nanocastic, ktera
byla zvolena v ramci mé bakalarské prace. K jejich ptipravé byla pouzita koprecipitacni
metoda a K jejich stabilizaci byly vyuzity tetramethylamonium, Milli-Q voda, pufr,
polyvinylalkohol, kyselina hyaluronova a chitosan.

Dale jsou v experimentalni ¢asti uvedeny vysledky zakladni charakterizace magnetickych
nanocastic pomoci UV-VIS spektrometrie a metod dynamického a elektroforetického rozptylu
svétla. V ramci diskuze vysledkl jsou rovnéz uvedeny vysledky ¢asové stalosti ptipravenych
magnetickych nanocastic studovanych pomoci metod rozptylu svétla. Z vysledki vyplyva, ze
stabilni Castice se nam podafilo pfipravit pouze V pfipadé stabilizace pomoci chitosanu.
Nasledné pak byl studovan vliv koncentrace chitosanu a molekulové hmotnosti kyseliny
hyaluronové na stabilitu nanocastic.

Pomoci FT-IR analyzy, rentgenové difrak¢ni analyzy a skenovaci elektronové mikroskopie
byly provedeny dalsi charakteristiky vybranych ¢astic.

Vyuzitim FT-IR analyzy bylo ovéfeno, Ze magnetické nanocastice se podafilo obalit
chitosanem a kyselinou hyaluronovou.

XRD analyza potvrdila, ze v piipadé Castic Fe(1:2)sm a FeENPrvan se podatilo pfipravit
strukturu Fe3O4 (magnetitu).

Skenovaci elektronova mikroskopie ukéazala, Ze nejlépe se podafilo pfipravit magnetické
castice FeNPryvan, jeZz mély velikost asi 20-30 nm a byly stabilni.
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7 Seznam pouZitych zkratek a symbolii

VIO
DMF
SPI1O
HYA
PEG
PVA
UV-VIS

lo
|
A
€
C
I

Fe
FT-IR
SEM
TEM
XRD

O S >

DLS

=

ELS
HRP
SDS

LBL
CN
DOX
ICG
MB
USPIO

FeNP
TMAH

emulze voda v oleji
N,N-dimethylformamid
superparamagnetické nanocastic oxidl zeleza
kyselina hyaluronova

polyethylenglykol

polyvinylalkohol

ultrafialovo-viditelna spektroskopie
intenzita dopadajiciho zafeni

intenzita proslého zateni

absorbance (absorbované zaieni)

molarni absorpéni koeficient

molarni koncentrace

opticka draha kyvety

zelezo

infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
skenovaci elektronova mikroskopie
transmisni elektronova mikroskopie
rentgenova difrakéni analyza

vinova délka

hlavni kvantové ¢islo

vzdalenost mezi krystalovymi rovinami
Braggtiv tihel

dynamicky rozptyl svétla

difuzni koeficient

Boltzmannova konstanta

viskozita kapaliny

hydrodynamicky polomér kulovité ¢astice
termodynamicka teplota

elektroforeticky rozptyl svétla

peroxidaza kienu selského

sodiumdisulfat

oxidy Zeleza

vrstva po vrstveé

kasein

doxorubicin

indocyaninova zelen

mikrobubliny

ultramalé superparamagnetické nanocéstice oxidil Zeleza
magnetické nanocastice

tetramethylamonium hydroxid
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8 Prilohy
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Priloha 3 Absorpéni spektra magnetickych nanocastic obalenych kyselinou hyaluronovou
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