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Abstrakt
Naplni moji diplomové préce je vyvoj koncepéné nové tfidy kontrastnich latek pro 3'P
zobrazeni magnetickou rezonanci (MRI). Tyto kontrastni latky jsou zaloZzeny na nanocdsticich
fytatu vapenatého (CalPs), coz je sul kyseliny fytové (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfatu).
Fytat je béiné pfitomen v rostlinach (zejména v semenech a zrnech). Neni biologicky
rozlozitelny, ale je netoxicky pro zvifata i lidi a kolem 22 % jeho hmotnosti tvofi fosfor, coz je

vyuzitelné pro 3P NMR / MRI.

v s

signal 3P, &imZ jsou nanodastice ve zdravych tkanich neviditelné. V pfitomnosti bakterii
produkujicich siderofory (naptiklad v Helicobacter pylori v Zaludeénich viedech), je Fe3*
uvolfiovan rechelataci z nanodastic a 3'P a signal je opét detekovatelny. In vitro simulace
tohoto uvolnéni byla modelovana deferoxaminem, coz je bakteridlni siderofor ze

Streptomyces pilosus s vysokou afinitou k iontdm Fe3*,

Nanocastice CalPs byly syntetizovany dvéma zplsoby. Prvni cestou je pfimé srazeni
fytdtu vapenatou soli. Druhou mozZnosti je iontovd vyména fosfatu v nanocdsticovém

hydroxyapatitu, ktery vytvari elektrostaticky stabilizované nanocastice fytatu vapenatého.

Nejlepsi metodou na pfipravu dopovanych ¢astic se ukazala syntéza srazenim fytatu
vapenatou soli. Tyto vzorky, oznacené jako CalPg 2, méli dostateéné rozsifeni 3!P signalu pfi
obsahu Fe** 2,1 mol%. Dva vzorky s rliznou koncentraci Fe3* (2,1 mol% Fe3* a 8,1 mol% Fe3*)
se rekomplexovali s deferoxaminem, kde u obou vzork( po dvou hodinach byly véechny Fe3*
ionty uvolnény z ¢astice. Obnova signélu byla také pozorovana 3P NMR, kde byl veliky rozdil

mezi signalem pred a po pfidavku deferoxaminem.



Abstract
The topic of my Master degree thesis is the development of a conceptually new class
of contrast agents for the 3'P magnetic resonance imaging (3'P MRI). These agents are based
on nanoparticles of calcium(ll) phytate. Phytate (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate)
is largely present in plants, seeds and grains. It is non-biodegradable but nontoxic for animals

and human beings and most importantly around 22% of its mass is phosphorus, so it is easily

detectable by 3P NMR/MRI.

These nanoparticles of Ca(ll) phytate were doped with paramagnetic Fe3* ions which
broaden the 3P signal, making the nanoparticles invisible in healthy tissues. In the presence
of bacteria producing siderophores (for example in Helicobacter pylori in gastric ulcers), Fe3*
is released from the gel and 3'P MRI signal becomes detectable. In vitro simulation of this
release was performed with deferroxamine, a compound possessing high affinity to Fe3* ions

forming coloured complex with it exploitable for the UV-VIS evaluation.

The Ca(ll) phytate can be synthesized in two possible ways. The first way is by direct
precipitation of the Ca?* salt with sodium phytate. The second way is ion exchange of
phosphate in the nanoparticles of hydroxyapatite which creates electrostatically stabilized

calcium phytate nanoparticles. Both these ways were tested and compared.

Preparation of the nanoparticles from hydroxyapatite was successful, size of these
particles is around 100nm. However, synthesis of Ca(ll) phytate nanoparticles doped with Fe3*

was partly problematic and needs further optimization.

The best method for preparing doped particles has been the synthesis by agregation
of sodium fytate by calcium salt. These samples, referred to as CalPg 2, had a sufficient 3P
broadening of signal with concentration of Fe** 2,1 mol%. Two samples with different
concentration (2,1 mol% Fe3* a 8,1 mol% Fe3*) were complexated with deferoxamine, where
in both cases all of Fe* * ions were released from the phytate after two hours. Siganl
restoration was also observed on 3P NMR, where there was a significan difference in signal

intenzity before and after addition of deferoxamine.



1 Teoreticky uvod
1.1 Nanocastice a koloidy

Nanocastice jsou jakkoliv tvarované ¢astice, jejichZz rozméry jsou v rozmezi jednotek az
desitek nanometr(. Tato tématika je v soucasné dobé oblasti intenzivniho védeckého
vyzkumu, a to diky Siroké Skdle potenciadlnich aplikaci v biomedicinskych, optickych a

elektronickych oborech.

Nanocastice vykazuji fadu specialnich navzdjem propojenych vlastnosti vzhledem k
vétsim casticim chemicky totoZzného materidlu, zejména: (1) jsou vysoce mobilni ve volném

stavu; (2) maji velky specificky povrch a (3) mohou vykazovat tzv. kvantové efekty.!

Nanocastice lze rozdélit do rliznych typla podle velikosti, tvaru, vnitfni struktury a
vlastnosti materidlu. Nékteré klasifikace rozliSuji mezi organickymi a anorganickymi
nanocdsticemi; prvni skupina zahrnuje napf. dendrimery, liposomy a polymerni nanocastice,
zatimco druhd zahrnuje napf. kvantové tecky nebo nanodastice zlata. Jiné klasifikace déli
nanocastice na tvrdé (napf. Castice zlata, oxidu kifemicitého nebo titanicitého) respektive

mékké (,,soft matter”; napf. liposomy, vezikuly a nanokapky).?

Koloidy je termin uzivany pro systémy obsahujici jednu substanci jemné dispergovanou
v druhé. Tyto latky se oznacuji jako dispergované respektive disperzni medium. Koloidni
systémy mohou byt pevné, kapalné nebo plynné. Termin byl poprvé uzit v roce 1861
Thomasem Grahamem k popsani ,pseudoroztokd” ve vodném roztoku chloridu stfibrného,
siry a berlinské modfi, které pripravil Francesco Selmi v plilce devatenactého stoleti. Graham
vyvodil, Ze velikost koloidd bude v fadu jednotek az tisici nanometrd. Tento rozsah velikosti
se prekryva s rozsahem velikosti nanocastic (1-100 nm). Rozdil je v podstaté sémanticky pro
Castice o velikosti mensi nez 100 nm. Alternativé se tento rozsah nékdy také nazyva

,mesoscale”. 123

1.1.1 Kyselina fytova

Kyselina fytova, systematickym ndzvem myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat (IP¢) se

vyskytuje ve velkém mnoZstvi v rostlinach, zejména v jejich semenech a zrnech. Jeji soli se



nazyvaji fytaty, které se v pfirodé nachazeji jako smiSené vapenaté a horecnaté soli (fytin).

Okolo 60-90 % veskerého organického fosforu v rostlindch se vyskytuje ve formé fytinu.

IPs se také nachdzi v krvi zvifat, kde ma dulleZitou roli jako kofaktor hemoglobinu
v regulaci transportu kysliku v lidské krvi. Hojna pfitomnost fytatu v biologickych systémech

zarucuje jeho vysokou biokompatibilitu.

Fytazy jsou enzymy rozkladajici IPs. Jsou soucasti skupiny fosfataz, které jsou schopné

katalyzovat sekvenéni hydrolyzu IPs na inositol fosfat a v nékterych pfipadech i na inositol.

Podobné jako ostatni organické fosforecnany fytat zabranuje tvorbé zubniho kazu
silnou adsorpci na povrch zubni skloviny. Dalsi studie poukazuji na schopnost fytatu predejit
vzniku ledvinovych kamend, diabetes mellitus, aterosklérdze a ischemické srde¢ni chorobé.
Kyselina fytova a jeji derivaty hraji dllezitou roli pti exportu RNA, opravé DNA rekombinaci,
pfi endocytdze a transportu pFes vesikuly.® Nékteré studie naznaluji antikarcinogenni

a antimutageni vlastnosti IPg.%

IPs mda vysokou vazebnou kapacitu pro kationty diky zdporné nabitym fosfatovym
skupinam, chelatuje vicemocné kationty kovl a brani jejich ptijmu z traviciho traktu. To mlze
vést a7 k nezadoucimu sniZeni biologické dostupnosti kovd jako jsou Zn?*,FeZ*/3*, Ca?*, Mg%*,

Mn?2* a Cu?* z potravy.

Konformace IPs byla predmétem velkého zajmu. V pevném stavu hydratovana sodna
sal fytové kyseliny (Na121Ps) zaujima konformaci, kterd ma pét fosfata v axialni (ax) a jeden
fosfat v equatorialni (eq) pozici (5ax/1eq). Divodem pro tuto stericky branénou konformaci je
snizeni elektrostatické repulse mezi péti dianionovym fosfaty v ekvatoridlni poloze

a stabilizace axialniho fosfatu koordinaci se sodnymi ionty a vodikovymi vazbami s vodou.’
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Obrazek 1 — 5ax/1eq a 1ax/5eq konformace kyseliny fytové a jejich zména pfi zménach pH.
P = -OPOsH,, -OPOsH" nebo -OP0s?, zaleZi na protonaci fosfatové skupiny dle pH. Cislovani
fosfatovych skupin odpovida Cislu uhliku cyklohexanu nesouci fosfatovou skupinu.. Upraveno

podle ref .2,

V roztoku koexistuji dvé formy, axialni (5ax/1eq) a ekvatorialni (1ax/5eq). Emsley a
Niazi pomoci 3'P NMR studie navrhli, Ze ekvatoridlni poloha je stabilni p¥i pH nad 12, axialni
mezi pH 11 - 5 a znovu se prevrati na ekvatorialni pfi pH 5 a znovu na axidlni pfi pH 2 v zavislosti

na protonaci respektive naboji fosfatovych skupin.® 10

Proces disociace kyseliny doprovazi konformacni konverzi. Potenciometrické studie
prokazaly, Ze IPs obsahuje Sest silnych kyselych skupin s pKa ~ 1,8; dvé relativné slabé kyselé
skupiny s pKa ~ 6,3 a ¢tyfi velice slabé kyselé skupiny s pKa ~ 9,7.1* Hodnoty pKa 1,8; 6,3 jsou
typické pro jednoduché monoestery fosfokyselin, ale tfeti hodnota pKa 9,7 je neobvykle
vysoka, odrazejici vodikové vazby, které existuji mezi fosfatovymi skupinami.'? Protikation ma
také vliv na pKa, napriklad studie s tetrabutylammoniem vedla k pKa hodnotam 1,1 — 2,1

(6 protonu), 5,7 (1 proton), 6,8 — 7,6 (2 protony) a 10 - 12 (3 protony).*3



1.1.1.1 Priprava nanocadstic fytdtu vapenatého

Castice fytatu vapenatého (CalPg) jsou nestabilni v roztoku, maji tendenci aglomerovat
a srazet se témér ihned. Proto musi byt stabilizovany, tj. pfitazlivé sily musi byt kompenzovany
odpuzujicimi silami. Obecné se pouzivaji dva typy stabilizace: elektrostatickd a stericka

adsorpci molekuly jako sterické prekazky.

Specifickd adsorpce aditiv nebo iontl na povrch castice, i v malych koncentracich,
mUlzZe vyvolat dramatickou zménu v zeta potencidlu. Zeta potencidl predstavuje rozdil
v elektrickém potencidlu mezi vrstvou iontl obklopujici castici a okolni kapalinou.
Elektrostatickd stabilizace zahrnuje vytvoreni elektrické dvojvrstvy, tvorené ionty
adsorbovanych na povrchu c¢dstice a asociovanymi ionty, které obklopuji ¢astici. Pokud je
absolutni hodnota zeta potencidlu spojena s dvouvrstvou dostatec¢né vysokd (mensi nez
- 30 mV respektive vétsi nez +30 mV), Coulombické odpudivé sily mezi ¢asticemi zabrani jejich

aglomeraci.

Stérickd stabilizace mUzZe byt dosaZena adsorpci velkych molekul, jako jsou napf.

polymery, na povrch nanocastic.
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Obrazek 2 — Schematické znazornéni elektrostatické stabilizace pozitivné nabité nanocastice

nabitim povchu protiionty. Upraveno podle



In-situ srazeni CalPs se pouziva spolecné s radioaktivnim znacenim jako disperze pro
scintigrafii v jatrech a sleziné a je dostupny jako komeréni kit znaceny %°™Tc. Velikost téchto
nanodastici je okolo 100 - 300 nm, ale stabilita je pouze okolo 6 hodin.'® Proto se hledaji dal3i
zplUsoby pfipravy nanocastic s vétsi stabilitou. Také koncentrace fytatu staci pouze pro

radionuklidové méfeni, ale neni dostate¢nd pro MRI.

Metody pfipravy koloidu nanodéstic fytatu vdpenatého popsal Ganesan.® PFima
syntéza fytatu vapenatého smichanim vapenaté soli s fytovou kyselinou nevede ke stabilnimu

koloidu, pravdépodobné kvuli agregaci.

Pro pfipravu stabilnich fytatovych koloidd byl pouzZit fosfore¢nan vdpenaty jako jadro
Castice, pfi reakci doslo k vyméné fosforeCnanu za fytat. Pro pfipravu bylo pouZito uzké
rozmezi koncentraci fosfore¢nanu vdpenatého ku NalPs. Nejlepsi vysledky byly obdrzeny, kdyz
byl pomér moldrnich koncentraci mezi 2,5:1 a 1,25:1. Touto cestou se zabranilo vytvoreni
nerozpustné srazeniny adsorpci negativné nabitych fytatového aniontl na povrch nanocastic.
Vysledkem byly castice s vysokym negativnim ndbojem na povrchu, ktery zabranil dalsi

aglomeraci. Tyto koloidy byly stabilni az dva tydny.

Kdyz byl pomér vyssi, (tj. vétsi obsah fosfore¢nanu vdpenatého), Castice stdle
obsahovaly fosfat vapenaty a byly nalezeny jenom aglomerované castice, které se rychle
vysrazely, pravdépodobné kvili nedostatecné elektrostatické stabilizaci. Kdyz byl pomér

mensi (vétsi obsah fytatu), prevazoval rozpustny komplex vapnik - fytat.

1.1.1.2 Soli kyseliny fytové

Struktura fytové kyseliny obsahuje 6 fosfatovych skupin vazané esterovou vazbou na
inositol a obsahuje dva vyménitelné vodiky. Tyto dvé ne-esterové hydroxylové skupiny by mély
predavat nékteré anorganické vlastnosti, coz vede k interakcim fytatu s rlznymi kovovymi

ionty a v prostredi se tvofi rlizné rozpustné nebo nerozpustné slouceniny (fytatové soli).

V rGznych studiich byl zkoumdan uc&inek kationtl (Na*, Ca%*, AI** a Fe3*) a nékolika
organickych ligandd na hydrolyzu fosfatatovych skupin IPs. Vyzkum ukazal, e AlI** a Fe3*
inhibuji fosfatazovou hydrolyzu (defosforylaci) precipitaci fytatu. V zavislosti na poméru

kov/ligand byla tato inhibice sniZzena nebo zcela odstranéna pfidanim organickych ligand(.1®
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Obrazek 3 - Mozné struktury fytatu kovd A) lontova 5ax/1eq konformace pfipisovana strukture
NalPs. Pro lepsi prehlednost jsou vazby kovu zobrazeny jenom na P5. B) konformace
koordinaéni vazby M?* iontu. C) Konformace koordinaéni vazby M3* iontu. Upraveno podle

ref.18.

Dfive byla popsana syntéza amorfnich nestechiometrickych soli fytatu s Ca%* a Fe3*.'’
Origindlni Zidlickovd struktura 5ax/leq v Nai:lPs se rozrusi vlivem sily mezi fosfatovymi
skupinami a vice valenénimi kationty. Rozdil je také na FTIR spektrech, kde byl vidén u lehkych
divalentnich kov ostry a Siroky pik u vino¢tt 1130 cm™?, respektive pro trivalentni ionty kov(

Siroky pik.'®

Bertsch a col'® ukazal rozdil, Ze ortofosfore¢nany kovl maji rlizné FTIR spektralni
charakteristiky neZ fytatové analogy. Unikatni vlastnosti fytatu kovl od 1000 do 700 cm™ se

mUzZe pouZit na rozliSeni fytatové slouceniny od fosforecnanu kovu.

11



1.1.2 Hydroxyapatit

Hydroxyapatit (HAP) je biokompatibilni, biodegradovatelna a bioaktivni latka, ktera je
hlavni ¢ast kalcifikovanych tkani. HAP v kostech je prevazné tvoren jehlicovitymi nanokrystaly
o Sifce priblizné 5 - 20 nm a délce 60 nm, se Spatné krystalizovanou nestechiometrickou
apatitovou fazi obsahujici CO3 2, Na *, F~ a ostatnimi ionty v matrici kolagenu. Biomateridly
z fosfatu vapenatého jsou Siroce pouzivany v klinické praxi ve formé prask(, granuli hustych,
poréznich blok( a riznych kompozitli. Souc¢asny vyzkum se zabyva novymi formulacemi HAP
zamérenymi na lepsi a ucinnéjsi biomedicinské aplikace, pro které je potieba tento material
s vlastnostmi blize ke kosti Zivych organismd, zejména pokud jde o velikost a strukturu. *°
Sturktura a TEM obraz komercné dostupnych nanocastic hydroxyaptitu s velikosti 100 nm je

na obrazku 4.

Obrazek 4 - Struktura HAP a TEM obraz komeréné dostupnych nanocastic.

Existuji rGzné metody pro pfipravu HAP. Mezi né patfi mechanochemicka syntéza
(napf. ndhrada kfemicitanu nebo zirkonatu za fosfore¢nan) a rizné techniky chemie za mokra,
jako je primé srazeni z vodnych roztokl, elektrochemické ukladani, postup sol-gel,
hydrotermalni syntéza apod. Chemicka precipitace z vodnych roztokd poskytuje vSestrannou
a ekonomickou cestu. Nicméné mikrostruktura a vlastnost vyslednych suspenzi HAP znacné
liSi se syntetickymi proménnymi. Hodnota pH reakéniho systému je klicova pro tvorbu HAP.
Teplota, Cistota vychozich latek a postup michani reaktantll maji rovnéz velky vyznam pro

tvorbu HAP.20
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Hlavni nevyhodou tohoto materidlu jsou Spatné mechanické vlastnosti. Pro zlepseni
téchto nedostatk(l se zkoumalo nékolik ptistupd, jeden z nich je dopovani HAP kompozitd

s rlznymi ionty a pomoci slinovani bylo prokazano, Ze zlepsuji mechanické vlastnosti.

Nanocastice HAP obsahujici nékteré magnetické ionty vykazuji silné feromagnetické
vlastnosti. To se pouZivd pro medicinské aplikace napfiklad po nahrazeni Ca?* za Fe3* nebo
ionty kobaltu pro zobrazovani magnetickou rezonanci (jako T2 kontrastni ¢inidlo pro *H MRI),

separaci bunék, drug delivery a hypertermickou lé¢bu nddorovych onemocnéni.?°

Pfiprava nano&astic HAP dopovénim byla popséna v publikaci Kalkura et al.?! Jejich
vyzkum ukazal, Ze p¥i dopovéni Fe3* se zmensila velikost ¢astice a stuperi krystalinity spolu

se znacnym nardstem tvrdosti.

1.2 Neinvazivni zobrazovani v medicinskych aplikacich

Neinvazivni zobrazovaci metody jsou Siroce pouzivany v medicinskych, védeckych
a technologickych aplikacich, zejména kvali jejich vizudlni a intuitivni vypovidaci schopnosti.

Napftiklad je takto moZnad vizualizace celych organu nebo sloZitych biologickych proces.??

Ackoliv existuje mnoho zobrazovacich technik, nové a dokonalejsi techniky jsou stale
vyvijeny. Nicméné, nové zobrazovaci nastroje (nebo vylepseni stavajicich zafizeni) obvykle
vyzaduji velké Usili a zdroje pfi vyvoji nez mohou byt pouzity v laboratofi nebo v nemocnicich.
Z ekonomickych a praktickych dlvodl je proto vhodnéjsi vyvijet doplnky, které mohou

maximalizovat schopnosti soucasnych zafizeni nebo nastroju.

Jednim z nejucinnéjsich doplnkd jsou slouceniny, oznacujici se jako zobrazovaci sondy

nebo kontrastni ¢inidla, které zlepsuji kontrast obrazu.

Biomedicinské zobrazovani v posledni dobé, budi pozornost diky své analytické
a diagnostické schopnosti na molekuldrni nebo bunééné urovni. Vysledkem je novy obor,

“molekuldrni zobrazovani”, které kombinuje molekuldrni biologii s in-vivo zobrazovéni.??

Mezi zobrazovaci metody se radi rentgenova pocitacova tomografie (CT), optické
zobrazovani, magnetickd rezonance (MRI), pozitronova emisni tomografie (PET),
jednofotonova emisni pocitacovd tomografie (SPECT) a ultrazvuk. Tyto techniky umoznuji

v realném case vizualizaci bunécnich funkcich Zivych organismd a souvisejicich interakci
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v neinvazivnim nebo minimalné invazivnim rezimu. Kazda z téchto diagnostickych metod ma
své vyhody a nevyhody. Napfiklad MRI a CT maji vysoké prostorové rozliSeni a jsou schopné
poskytnout podrobné anatomické informace, ale postradaji citlivost. Naproti tomu PET

a SPECT jsou vysoce citlivé, ale maji omezené rozliSeni a neposkytuji anatomické informace.?

Prostiednictvim vyvoje vysoce specializovanych a ucinnych kontrastnich latek se MR
vyvinula ve zna¢né univerzalni techniku a stala se jednim z nejvykonnéjSich neinvazivnich
zobrazovacich nastrojl pro biomedicinu. Vysoké rozliSeni a vynikajici kontrast mékkych tkani
jsou jeho hlavnimi vyhodami oproti jinym in-vivo zobrazovacim technikam. MRI se spoléhd na
velka magnetickd pole a radiové frekvence (RF) a vyuziva relaxacnich ¢ast protond v mobilnich
molekuldch, jako jsou voda, lipidy a proteiny, které jsou pfitomny v organech pfi riznych

koncentracich, k produkci vysoce rozlienych snimk( anatomie mékkych tkani.

Obrovsky pokrok v nanotechnologiich vedl k vyvoji novych typd sond na bazi
nanocastic. Vyhodou je upravitelnosti povrchu nanoddstic, které mohou potencidlné
prodlouzit dobu cirkulace ¢inidla v krvi nebo cilit na specifické misto v téle. Nanocdstice déle
mohou pusobit jako multimodalni ¢inidla, mdZou mit dvé a vice vlastnosti, které mohou byt

pouZity soucasné ve vice zobrazovacich technikach.?®

1.2.1 Zakladni princip zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI)

Kontrast oznacuje rozdily signalu mezi sousednimi oblastmi v organismu. Kontrastni
¢inidla pro rentgenova a CT vySetfeni jsou zaloZena na rozdilu elektronové hustoty. Kontrastni
mechanismus pro MRI je vSak sloZitéjsi, protoze ke zvysSeni kontrastu dochdzi napfriklad
v dUsledku interakce mezi kontrastnimi Cinidly a sousednimi protony vody, kterd muze byt
ovlivnéna mnoha vnitfnimi a vnéjsimi faktory, jako je protonova hustota a pulzni sekvence

MRI. Zakladni princip MRI je zaloZen na nukledrni magnetické rezonanci (NMR).

Kdyz jsou jadra proton( vystavena silnému magnetickému poli, jejich spiny se orientuji
bud' paralelné nebo antiparalelné vici vnéjsimu magnetickému poli. V magnetickém poli jadra
s nenulovym spinem vykonavaji precesni pohyb pod specifickou frekvenci, znamy jako
Larmorova frekvence. Kdyz je rezonancni frekvence v RF stejna jako frekvence jader, protony
absorbuji energii a jsou excitovany do antiparalelniho stavu. Po vymizeni RF pulsu se

excitovana jadra relaxuji do svého pocéatecniho, nizkoenergetického stavu.
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Jadro v daném chemickém prostfedi ve skute¢nosti nepocituje aplikované magnetické
pole By, ale spiSe lokalni pole, které se lisi od Bo podle chemického okoli daného jadra. Méfi se
chemicky posun, delta, relativni k néjakému vnéjsSimu nebo vnitfnimu standardu a vyjadfuje

se v jednotkdch ppm jako

Us = Urer

5= (1)

Uref
Kde v,..f je frekvence reference v hertz a v je frekvenci vzorku v Hz.

Jadra po vystaveni RF pulzu se vraceji do svého plvodniho stavu relaxaci. Existuji dvé
razné relaxacni cesty. Pfi podélné, spin-mfizkové nebo Ti-relaxaci se obnovuje rovnovazina
magnetizace v ose z (M;). Béhem druhé pficné, spin-spinové nebo T.-relaxaci dochazi
k ubyvani magnetizace v roviné xy. Kontrastni Cinidla jsou na zakladé svych relaxacnich
procesl klasifikovana jako kontrastni ¢inidla T1 a T,. Komeréné dostupné kontrastni latky T

jsou obvykle paramagnetické komplexy, zatimco kontrastni latky T, jsou zalozeny na

nanocdsticich oxidu Zeleza, které patfi mezi nejpouzivanéjsi nanocasticova cinidla.

Mz dMg/di=-( Mz— M)/ T}
4 Mp=M;(1-e-1'T1)

A M, dr=-0M,/ Ty
' Mo =M, ¢ MR

0.63

I iTy

Obrazek 5 - PFi¢na a podélna relaxace jader po vybuzeni RF pulsem. Upraveno podle ref 27,

Podélna a pricna relaxace jsou nezavislé a simultanni procesy.T; relaxace je vétSinou

mnohem kratsi nez T1 a tento rozdil umoziuje rozliseni tkani.

Ve vétsiné pripadld kombinaci vnitfni molekulové interakce sousedicich molekul
a heterogenicity vnéjsiho magnetického pole pozorujeme kratsi pricné relaxacni ¢asy nez
pfirozené T, casy, pfimo vyvolané spin-spinovymi interakcemi. Aby se odstranily tyto
nedostatky, pouzivd se speciadlni sekvence spin-echo. Ta pouZivd 90°puls na excitaci
magnetizace a jeden nebo vice 180° pulsti na refokusaci spind, které generuji signalové echo.?®
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V soucasné dobé naprosta vétsina MRI vysetieni vyuZiva zobrazeni proton( vody kvl
velmi vysoké molarni koncentraci vody v tkanich a z toho plynouci vysoké citlivosti (navic jadro

'H ma velmi vyhodné parametry pro 'H zobrazeni).

1.2.2 31Pp NMR/MRI

Isotop 3P ma nenulovy magneticky moment, a proto lze ho také sledovat magnetickou
rezonanci. Z jader, kterd nemaji kvadrupdlovy moment a maji spin %, ma relativné velky
gyromagneticky polomér, ktery v kombinaci s jeho 100% ptirozenym vyskytem vede k dobré

detekovatelnosti i pfi nizSich intenzitadch magnetického pole.

| kdyZ je protonové NMR stale citlivejsi, vykazuje nékteré vyznamné nevyhody, zejména
prekryvajici se rezonance v komplexnich smésich nebo potfeba potlaceni signalu rozpoustédla
ve vodnych roztocich. Navic vSudypritomnost vody ve tkanich muize vést k nedostate¢nému

kontrastu mezi sousednimi tkanémi.

Pro ziskani kvalitnich 3P NMR spekter se pouZivd vodikovy dekaplink. Hlavnimi divody
jsou zjednoduseni spekter (piky jsou lépe rozliSitelné, kdyz je interakce s protony eliminovana)
a zvysSeni intenzity signalu ucinkem jaderného Overhauserova (NOE) efektu. Pokud ale jsou

spektra analyzovana kvantitativné, méla by byt pouZita tzv. inverzni technika.

Rozsah chemicky posun( latek obsahujici 3'P je pfes 700 ppm, od 500 to -200 ppm,

jako reference se pouziva 85% H3POas.

Substituce na atomech kysliku fosfatové skupiny ovliviiuje hustotu elektron(i kolem
jadra fosforu, a tim padem i chemicky posun 3'P. Prvni zména muzZe byt pfi navazani kationt(
na kyslik. Druhym divodem mze byt zména pH, vyvolana jinym poc¢tem protont navazanych
na fosfatové skupiné.?® Kromé toho chemicky posun 3!P ovliviiuje teplota, iontova sila

a pritomnost divalentnich kationta.

Paramagnetické ionty jako Mn?*, Fe3* nebo Gd3* v sousedstvi maji velmi vyznamny vliv
na rezonanci fosfatu. Interakce s neparovymi elektrony paramagnetik maze rozsifit rezonanéni
pik mnohondsobné, az tak, Ze pri vysokém rozliseni a vysoké koncentraci paramagnetického

iontu se signdl mize ztratit v Sumu.3°
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Obrézek 6 - Efekt vy3si koncentrace Fe? iontu na 3P NMR signal IPs. Upraveno podle ref .32,

31p NMR je jedineénym ndastrojem pro detekci intraceluldrni vysokoenergetickych
fosfatl (napf. ATP) a anorganickych fosfatl (Pi) a vyuziva se pro zkoumani metabolismu
mozku 32 nebo fyziologii svald. Vyhodou této techniky je moZnost neinvazivniho sledovani

kinetiky duleZitych metabolickych reakcich, které zahrnuji latky obsahujici fosfor.33

1.2.2.1 Funknci zobrazovani

Zobrazovani magnetickou rezonanci se povaZzuje za jednu z nejlepSich metod pro
zobrazovani anatomie vnitfnich organl. Od 90 let minulého stoleti se vyzkum presunul

k funkénimu zobrazovani, k funkéni magnetické rezonanci (fMRI).

Klasické funknci zobrazovaci techniky jako PET a SPECT poskytuji pohled na biologické
chovani, ale maji mnoho nevyhod. Funéni informace biodistribuce Iékd radioaktivné
oznacenych se zobrazuji nukledrnimi technikami, bohuZel vysledné obrazy maji Spatné
prostorové rozliSeni a ¢asto se musi porovndvat s anatomickymi obrazy pro interpretaci
vysledk(. Tento problém lze u MRI vyresit spojenim anatomického a funkéniho zobrazovani

na jednom pfistroji.3*

fMRI je zaloZeno na klasickém MRI, které vyuziva klasickou NMR spojené s gradienty
v magnetickém poli, aby vytvofili obrazy, které mohou zahrnout rGizné typy kontrastd, jako T1

a T, kontrasty, rozdily v susceptibilité a magnetickém toku.

Hlavnimi vyhodou fMRI je jeji relativné vysoké prostorové rozlisSeni a dostupnost.

Technika je dostupna pro klinické i akademické testovani, je neinvazivni a ve stejném case
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poskytuje i vysoce rozliSené anatomické sceny pouzivané pro lokalizaci. Nevyhodou této
metody je nevhodnost pro urcité zobrazovani, napfiklad pfi zobrazovani mozku dochazi
ke ztraté signdlu zplsobené rozdilem v magnetické susceptibilité na rozhrani mozkomisni

mok/mozek.3®

1.2.2.2 MRI kontrastni latky

Endogenni MRI protonové kontrasty v mékkych tkanich pochazeji z mistnich rozdila
v hustoté protont (koncentrace vody), coz ma za nasledek rizné hodnoty T1 a T2. Endogenni
kontrasty zavisi na chemické a fyzikalni povaze tkané. Navzdory pomérné vysoké kvalité téchto
obrazl mékkych tkani v nékterych pripadech neni kontrast dostatecny pro diagnostiku
sledované patologie. Nizkd endogenni citlivost miiZe byt zvySena zvySenim magnetického pole
(z3 Tna7Ta vice), delSim méfenim nebo navrZenim vice senzitivnich sekvenci a préb.

DuleZitou alternativou je pouZiti exogennich kontrastnich latek.?

Exogenni kontrastni latky mohou byt sloZzené z velkého mnozZstvi rozliénych chemickych
latek. Mohou to byt malé mononukledrni nebo polynuklearni paramagnetické chelaty,
metaloporfyriny, polymerni nebo makromolekuldrni nosi¢e kovalentné nebo nekovalentné
vdzanych paramagnetickych cheldtd, ¢asticova kontrastni Cinidla a paramagnetické nebo
superparamagnetické ¢astice (nap¥. oxidl Zeleza a zeolitl znadenych Gd3*), diamagnetické
hyperpolarizaéni sondy (plyny a aerosoly) nebo 3C - znadené slouéeniny nebo ionty (napf¥.
Li*).3¢ Hlavni ulohou kontrastnich ¢&inidel T1 a T2 v *H MRI je zkrdceni vybranych relaxaénich
¢asli vodnich protonl, a tim poskytnuti lepSiho kontrastu pro tuto oblast. Patologicky
zménéné tkané jako jsou pevné ndadory se metabolicky lisi od zdravych tkani a kontrastni latku
prijimaji rGznymi zplsoby, coz vede ke kontrastu v obrazech MRI. Obrazy tvorené Ti
kontrastnimi [atkami dobfe ilustruji anatomii a jsou preferovany, kdyz je potfeba jasny obraz
morfologické struktury. Obrazy T, kontrastnich latek poskytuji dobré patologické funkéni

informace, protoze obraz abnormalni tekutiny je jasnéjsi nez normalni tkariové pozadi.

Prvni generace exogennich kontrastnich cCinidel T1, oznaCovana také jako pozitivni
kontrastni Cinidla, byla tvofena z paramagnetickych kovovych iontl s vysokym spinem, jako
jsou ionty Zeleza (Fe3*), manganu (Mn?*) nebo gadolinia (Gd3*). Tato kontrastni ¢inidla
vytvarela velice intenzivni signal pro T1 kontrastni obrazy. Aby se dosahlo vyznamnych zmén

v relaxaci proton(, a tedy i dobrého kontrastu, musi byt paramagneticky ion v tésném
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kontaktu s protony okolnich molekul vody. Vzhledem k toxicité samotnych iontl se vétsinou

pouzivaji v komplexech s nizkomolekularnimi chelataénimi molekulami.

Jedno z omezeni vétSiny T1 kontrastnich latek, ale zejména téch, které ovliviuji
paramagnetické chelaty, je to, Ze jejich Ucinnost klesa pti vysSich magnetickych polich.
Napfriklad pfi klinickém poli 3 T je T1 relaxivita kontrastnich latek na bazi Gd sniZzena az o jednu

tfetinu ve srovnani s jeho maximem a pfi vysSich magnetickych polich klesa na nulu.

Vzhledem k jejich kratké cirkulaci krevnim obéhem a obavdm o toxicitu gadolinia
(akumulace v mozku), se vyzkum MRI posunul na kontrastni latky T, zejména na

superparamagnetické oxidy Zeleza.

T, kontrastni latky, také nazyvané jako negativni kontrastni ¢inidla, sniZuji intenzitu
NMR signdlu v oblastech, do kterych jsou podavany, a tak se postizené oblasti jevi tmavsi. Jev
je vysledkem heterogenicity magnetického pole okolo nanoddstice pres kterou difunduji
Castice vody. Difuze indukuje rozfazovani magnetického momentl protonu, coz zkrati ¢as T2
relaxace. T, zkraceni pUsobi na delsi vzdalenosti, zatimco T1 vyzaduje blizkou interakci mezi
molekulami vody a T Cinidly. Nanocastice oxid( Zeleza se nej¢astéji pouZivaji jako T, Cinidla.
Oxidy mohou byt feromagnetické nebo superparamagnetické, zalezi na velikosti jadra

nanocdstice a jeho krystalové strukture.

Kromé nanodastic, jejichz jadro je zcela zaloZeno na oxidech Zeleza, byly zavedeny dalsi
nanosystémy s riznymi magnetickymi jadry pro zlepseni citlivosti signdlu a zvySeni diagnostiky
MRI. Zalozené jsou na slitinach Zeleza s rGznymi magnetickymi atomy (Mn, Zn, Co, Ni atd.),

které maiji vysi relaxivitu nez Zelezité ¢astice.

Konvenéni kontrastni [atky MRI jsou vétSinou ucéinné pouze v jediném zobrazovacim
rezimu: bud T1 nebo T,. Casto vedou k neuspokovivym vysledkiim vysetfeni, zejména pokud
jsou biologické cile malé. Kombinace soucasné silnych kontrastnich ucinkd T1 a T2 u jednoho
kontrastniho cinidla by mohla byt novym pridlomem. Tato kontrastni Cinidla by mohla
potencialné poskytovat presnéjsi MRI lepsi diferenciaci mezi normalni a nemocnou oblasti.

BohuZel vytvoreni takovychto kontrastnich latek se ukdazalo jako velice komplikované 2536

Transfer nasycenou chemickou vyménou (Chemical exchange saturation transfer,

CEST) je novym typem kontrastu pro MRI. Je zaloZzen na chemické vyméné protonu
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rozpousténych latek, jako jsou kontrastni latky, s okolni vodou. Rada organickych a
organokovovych slou¢enin ma dostatecny pocet protond s vhodnymi rychlostmi chemickych
vymeén a specifickou MRI frekvenci, aby byly excitovany selektivné a detekovany senzitivné. RF
puls, nazyvany saturacni puls, se aplikuje na rezonancni frekvenci vyménitelnych protonda.
Tato saturace, nebo ztrata signalu, je potom prenesena pfes vyménitelné vodiky na vodu, ¢imz

dochazi k frakénimu snizeni signalu vody.3’

1.3 Prirodni chelatory Zeleza - siderofory

Siderofory (fecky wvyraz pro “nosie Zeleza”) jsou definovany jako relativné
nizkomolekularni latky, chelatacni cinidla pro Zelezité ionty produkované patogennimi
i nepatogennimi bakteriemi a plisnémi rostoucimi pfi stresu z nedostatku Zeleza. Ulohou
téchto sloucenin je zachycovat Zelezo z okolniho prostfedi a zpfistupnit tento nezbytny prvek
pro mikrobialni buniku. Vyzkum v této oblasti zacal asi pred péti desetiletimi. Dnes je zndmo
velké mnoiZstvi sideroforl, jelikoz vétSina aerobnich a fakultativné anaerobnich
mikroorganism( syntetizuje alespon jeden siderfor. Kromé jejich klinickych aplikaci maji
dileZitou roli v zemédélstvi, protoze Zelezo je klicovou a ¢asto deficitni Zivinou i pro rostliny

(pudni bakterie i nékteré jednodélozné rostliny produkuji vlastni fytosiderofoty).

Environmentalni omezeni a biologické pozadavky vyZaduji, aby mikroorganismy tvofily
specifické molekuly, které mohou ucinné soutézit s hydroxylovym iontem o Zelezité ionty,
ktery se sice hojné vyskytuje v pfirodé, ale s obtiznou biologickou dostupnosti. Schéma

ziskavani environmentdlniho Zeleza zprostfedkovaného sideroforem je na obrazku 7.
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uvolnéni Zeleza

microbialni -
rozpoznani

komplexu

sidero_for

0G0
o ~Pro

Fe o Komplexace
&7 (i) 30_ 1050
Rozpoznani iontu p~10""-10
Kqp~ 107

Fe;03'6H30 or Fe(OH);

pFirodni zdroje Fe

Obrazek 7 — Schéma sideroforem zprostfedkovaného ziskavani environmentdlniho
Zeleza mikrobiadlnimi burikami, zahrnujice: i) syntézu ligandu a uvolnéni z bunky; ii) rozeznani
Fe3* iontu a jeho komplexace; iii) difuze na povrch buriky; iv) rozeznani komplexu siderofor-

Fe3* receptorem na povrchu buriky; v) uvolnéni Zeleza do buriky. Upraveno podle ref. 38,

Kazda bakterie si v podstaté syntetizuje vlastni druh sideroforu, a proto se siderofory

podstatné lisi ve strukture.

Bylo identifikovdno na 500 sloucenin, které mlzou byt povazovany za siderofory, a ty
se déli do tfi hlavnich t¥id v zavislosti na chemické povaze ligandu pro koordinaci Fe3*. Bud' to
jsou pyrokatecholdty (resp. fenolaty), hydroxamaty, nebo (-hydroxy-) karboxylaty. Detailnéjsi

rozdélenii s pfiklady je na obrazku 8. 3°

21



Pyrokatecholove tvpv
j).L O l| Fenolové typy
HN
H ° H Q aH K o
N N i OH ¢ \
S EREA :

NH
5
@ Jersiniabaktin Pyochelin
Enterobaktin Vibrichaktin ({Yersinia pestis) (Pseudomonas aeroginosa)

(Streptomyees spp.) (Vibrio cholerae)
Karboxylatové typy

O Ho
Hydroxamatové typy H i H . ,;L\X‘ cooH
H:‘n L

L
OOH ‘ﬂ/\ cood HoOC
E <on o . Hooc
qr N v HY\ M, HoOG
0 COOH O " *d N
T iwo”~ poom

o 1
Alkaligin Defemxamm B Achromebaktion Stafyloferrin A

(Alcaligenes denitrificans) (Streptomyces pilosus) (Erwinia chrysanthemi) (Staphylococcus sp)

Smisené typy

Fenala't-hvdroxamét
Pyrokatecholat-hydroxamat

f:rﬁf’\)\/\”ﬁ; @g/‘*iﬁﬁ)

Heterobaktin B Mykobaktin T
(Rhodococcus erythropolis) (Mycobacterium tuberculosis)
Citrat-pyrokatecholdt Citrat-hydroxamat
( OoH
COOH HO‘N’kc ; 0 oH
o J
hl N/‘\/\/NWNH
H
HO COOH HO COOH
H H
N NWNMNH
- o A i =
COOH HO‘NYO ) A oH
OH )
Aerobaktin Petrobaktin
(Enterobacter spp., Escherichia coli) (Bacillus anthracis, Bacillus cereus)

Obrazek 8 - Rozdéleni siderofor( upraveno podle ref.3°,

1.3.1 Charakter koordinace

Siderofory tvofi kineticky labilni chelaty s Zelezitymi ionty, které se vyznacuji
vyjimeénou termodynamickou stabilitou. Afinity siderofort ke Gd3* jsou typicky rovnéz vysoké
(ovéem Gd3* je velmi vzacny prvek vrelevantnich prostfedich), ale napfiklad k AlI3*

vV

a divalentnim iontim podstatné nizsi. Proto lze fict, Ze je siderofory jsou prakticky specifické
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pro Zelezité ionty. Fakt, Ze siderofory maji vétsi afinitu k Fe3* neZ k Fe?*, poskytuje Gc&inny

prostfedek uvolfiovani Zeleza prostfednictvim redukce uvnitf bunky.

Obecné silnd Lewisova kyselina Fe3* je silné solvatovana ve vodném roztoku
oktaedrického komplexu [Fe(H20)e]3*. Zvy$enim entropie donorové atomy sideroforu vyhodné
nahradi vodu v komplexu a obklopi Fe?* ion v koordinaénim stavu 6, ktery ma obvykle
oktaedrickou geometrii. Obecné m4d siderofor 6 donorovych atomud a vytvari komplex 1:1.

Podle rovnice:

KSO
Fe(OH)s5 (s) + H,Sid <3 Fe — Sid + (y — 3)H* + 3H,0 )

Alternativné pokud obsahuje méné nez 6 donord, vakance mohou byt nahrazeny

kyslikovymi donory, jako jsou molekuly vody.

1.3.2 Deferoxamin

Deferoxamin je prirozené vyskytujici se trihydroxamova kyselina produkovand

Streptomyces pilosus.

)j\/\/\\/\N "

o—2=
T

Obrazek 5 - Struktura deferoxaminu a jeho koordinace na Fe3* ion.

PouZziva se pres 30 let v klinické praxi u pacient( trpci nadbytkem Zeleza, akutni otravou
Zelezem, pretizenim zplUsobenym transfuzi krve pfi anemii nebo pfi |écbé thalassemia major
(abnormadlni produkce hemoglobinu). Lék je obvykle relativné dobife sndsen a zdvainé

nezadouci Ucinky jsou pomérné méné casté.

Jednd se o hydrofilni chelétor, ktery cheluje Fe3* a hemosiderin v krvy za vzniku
stabilniho komplexu, ktery se poté vylouci s moci. Timto zabranuje vstupu Zeleza do Haber-

Weissovy reakce, kterd generuje hydroxylové radikaly a je zdrojem oxidativniho stresu.*%4!
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Materialy

Tetrahydrat dusi¢nanu vdpenatého, hydrogenfosfore€nan amonny, kyselina fytova
a dextran (Mr 50 000 Da) byly zakoupeny v Sigma-Aldrich, s. r. o. (Praha, Ceska republika).
Hydroxid sodny a vodny roztok amoniaku byly zakoupeny v Lachner s.r.o. (Neratovice, Ceska
republika). Membrana pro dialysu Spectra/Por (mezni molekulovd hmotnost, (molecular
weigth cut-off, MWCO), 6-8kDa) byla zakoupena z P-LAB, a. s. (Praha, Ceskd republika).

Vsechny chemikalie byly pouzity bez dalSiho ¢isténi.

2.1 Syntéza CalPs metodou pres nanocastice HAP

Nanocastice CalPe¢ byly syntetizovany pfi laboratroni teploté pres HAP, Cas(PO4)3OH.
HAP byl ptipraven reakci Ca(NOs3)2:4H,0 (18mM, pH 9) s (NH4)2HPO4 (10,8 mM, pH 9), pH bylo
upraveno amoniakem. Roztoky byly smichdny ve stejném objemu pfi laboratorni teploté.
Pomeér koncentraci vapniku ku fosfatu je stejny jako u HAP, ktery se tvofi pfi takovychto
podminkach. Primérna velikost takto pfipravenyh nanocdstic byla 100 nm a T potencial byl

mirné zaporny pfi pH 7 (-13 mV).

Po nékolika minutach byl koloid nanocastic HAP slit spole¢né s Na12IPs (6 mM, pH 9) do
dalsi michajici se bariky.Oba roztoky mély stejny objem. Vzhledem k fedéni béhem reakci,
koneénd celkovd koncentrace Ca?* iontd byla 4,5 mM, HPOs*> 2,7 mM a IPs!> 3 mM.
Nanocastice byly poté trikrat promyty vodou po centrifugaci a ususeny ve vakuové susicce.
Kdyz byly ¢astice mensi, koloid byl dialyzovan proti vodé a nakonec lyofilizovan. Pro studie DLS
a méreni {potencidlu byly nanocastice studovany jako disperze. Vysledné castice byly

oznaceny jako CalPg 1.

2.2 Syntéza CalPs metodou srazeni
CalPs byla pripravena reakci Ca(NOs3)2-4H,0 (1 M) s Nai2lPs (0,16 M) tak, aby pomér
koncentraci [Ca?*]:[IP¢] byl 1:6. Agregat byl poté oddélen od roztoku centrifugaci, tfikrat

promyt vodou a nakonec ususen ve vakuové susicce pfi 50 °C.

Dopovany CalP6 byl pripraven rekaci Ca(NOs),-4H,O (1M) a FeCls (1M) v rliznych

pomérech molarnich koncentraci a nakonec srazen Nai2IPs (0,16M). Srazenina byla oddélena
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centrifugaci, trikrat promyta vodou a nakonec ususena ve vakové susicce pfi 50 °C. Vysledné
&astice byly oznaéneny CalPg 2 + x% Fe?*, kde procento oznacuje molarni procenta Fe3* iontd,

které nahradily Ca%* ve fytatu.

2.3 Uprava velikosti CalPs piipravené metodou srazeni

Pro Upravu agregovaného CalPs byla reakce Ca(NOs)2:4H;0 (18 mM) s Na121Ps (3 mM)
provedena v0,1 hm% roztoku dextranu (hmotnostné stfedni molekulovda hmotnost
50 000 Da). Stejnym zpUsobem dopovany agregat CalPe byl pfipravena reakci Ca(NO3z),-4H,0
(18 mM) a FeCls (18 mM) ve stejném roztoku dextranu. Pomér Ca?* ku Fe* se postupné
snizoval. Roztok byl nakonec srazen Na12lPs (3 mM) a ponechan 2 hodiny michat. Srazenina
byla poté oddélena od roztoku centrifugaci, tfikrat promyta vodou a nakonec ususena ve
vakuové susicce pfi 50 °C. Vysledné ¢astice byly oznaéneny jako CIPe 3 + x% Fe3*, kde procento

oznacduje molarni procenta Fe3* iont(, které nahradily Ca?* ve fytatu.

2.4 Dopovani CalPs Fe3* ionty pripravené metodou pres HAP

Pro pfipravu dopovanych nanocastic byly pouzity stejné koncentrace vychozich latek
jako pfi syntéze Cisté nanocastice tj. Ca(NOs3);-4H,0 (18mM, pH 9) a (NH4)HPO4 (10,8 mn,
pH 9) a Na12IPs (6 mM). Pro dopovani byl jesté pouZit roztok FeClz (18mM, 9 mM nebo 6 mM).

Tri rGzné postupy byly aplikovany pro syntézu dopovanych nanocastic:

1. Nejfive byl syntetizovan HAP podle vyse popsané reakce Ca(NQOs3)2-4H,0 (18mM, pH 9)
a (NHa4)2HPO4 (10,8 mn, pH 9), poté byly do vzniklé disperze pridany rlizné objemy FeCls
(9 mM) a nakonec byla nazloutla disperze nalita do barnky s roztokem Nai2lPs (6 mM)
a byla michana po dobu 2 h. Objem Ca(NOs); byl postupné snizovan a nahrazovan
FeCls. Vysledné &astice byly oznaéneny jako CIPs 4 + x% Fe3*,kde procento oznaduje
moldarni procenta Fe3* iontd, které nahradily Ca?* ve fytatu.

2. Nejdrive se pripravil HAP syntézou Ca(NOs3)2:4H,0 (18 mM, pH 9) a (NH4);HPO4 (10,8
mn, pH 9), poté byla vznikla disperze nalita do roztoku s Na12IPs (6 mM, pH 9) a nakonec
byly pridany rGizné objemy FeCls, smés se byla ponechana michat po dobu 2 hodin.
Objem Ca(NOs), byl postupné sniZzovan a nahrazovan FeCls. Vysledné castice byly
oznaéneny jako CIPg 5 +x% Fe3*, kde procento oznaduje molarni procenta Fe3* iontd,

které nahradily Ca?* ve fytatu.
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3. Posledni postup byl zaloZen na dfive popsaném dopovani nanocastic HAP (18). Roztoky
FeCls s Ca(NOs3), (oba dva s koncentraci 18 mM) byly smichany v rlznych pomérech
Ca%*: Fe**. Tento roztok se pomalu pfidaval do roztoku (NH4)2HPO4 (10,8 mn, pH 9).
Béhem této reakce se udriovalo amoniakem pH na 10. Vznikld disperze byla ihned
vzata a nechala se zreagovat s Nai12lPs (6 mM). Tato disperze se poté nechala michat
po dobu 2 hodin. Vysledné ¢astice byly ozna¢neny jako CIPs 6 + x%Fe3*, kde procento

oznacuje molarni procenta Fe3* iont(, které nahradily Ca?* ve fytatu.

Vsechny disperze byly tfikrat promyty, nanocastice byly sebrany centrifugaci pfi 7830
otackach a vysuseny ve vakuové susicce pfi 60 °C. Pro studie DLS a méreni T potencidlu byly

nanocdstice studovany jako disperze.

2.4.1.1 Charakterizace

'H-NMR ,*'P-NMR spektra, byly zaznamenany na spektrometru Bruker Avance DPX-300
(Bruker Co., Rakousko). Sitka 90° pulsu byla 10 ps, relaxa¢ni zpozdéni 10 s, doba pofizeni 2,18 s

a 1600 sken(. Pfed mérenim byly vzorky ekvilibrovany na po dobu nejméné 10 minut.

Méreni infratervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) bylo provedeno
na spektrometru Perkin-Elmer Paragon 1000PC (Perkin-Elmer Co., USA) systémem Specac
MKIl Golden Gate s jednoduchym zeslabenym totdlnim odrazem (ATR) (Perkin-Elmer Co.,
USA). Praskovy vzorek byl umistén na diamantovém krystalu a spektra byla mérena v rozsahu

450 - 4000 cm™ s krokem 2 cm™ v reZimu odrazu v Ghlu dopadu 45°.

Elementarni analyza byla provedena na analyzatoru Perkin-Elmer Series Il CHNS / O
Analyzer 2400 (PE Systems Ltd., Ceska republika). Experimenty Sirokouhlého rentgenového
rozptylu (Wide-angle light scattering, WAXS) byly provadény s pouzitim , pinhole” kamery
(Molecular Metrology Systém, Rigaku, Japosnko) pfipojené k mikrofokusovanému generatoru
rentgenového zareni (Osmic MicroMax 002) pracujici pfi 45 kV a 0,66 mA (30 W). Kamera byla
vybavena odnimatelnou a vyménitelnou zobrazovaci deskou 23x25 cm (Fujifilm).
Experimentalni nastaveni pokryvalo rozsah momentu prfenosu (q) 0,25-3,5 A%,
s q=(4m/\)sin(8), kde A=1,54 A je vinova délka a 28 je rozptylovy UGhel. Vzorky byly méreny

v transmisnim reZimu.
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Velikost c¢astic byla stanovena vrozotku o koncentraci 2,5 mg/ml za pouZiti
dynamického rozptylu svétla, méfena na pfistroji Zetasizer Nano-ZS, model ZEN3600
(Malvern Instruments, UK) pti Uhlu rozptylu 8 = 173 pfi teploté 25 °C (pomoci softwaru DTS -
verze 6.20 pro vyhodnocovani dat). Méfeni { potenciadlu bylo provedeno na stejném pfistroji
a vyhodnoceno stejnym softwarem. Velikost byla také ovéfena Transmisnim elektronovym
mikroskopem na pfistroji Tecnai Spirit G2 transimssion electron miscroscope (TEM, FEI Brno,
Ceska republika). Kapka dipserze vzorku byla umisténa na thlikem potaenou médénou

mfizku a usuSena pfi laboratornich podminkach.

Komplexace fytatu s deferoxaminem byla zkoumdna na UV spektroskopu Thermo
Scietific, model Evolution 220 (Fisher Scientific, Ceska republika). MéFena byla absorbance pfi

fixni vinové délce, A=526 nm.
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3 Cile prace

Cilem diplomové préce je vyvoj nového funkéniho kontrastu pro 3!P MRI zaloZzeného
na nanocastici CalPs dopovanych paramagnetickymi Fe3* ionty. Toto paramagnetikum rozsifi
31p signdl fytdtu aZ je téméF nerozliSitelny od 3umu. V pfitomnosti bakterii produkujici
siderofory, které maiji vétsi afinitu k Zelezu nez fytat, rekomplexuji Zelezo z fytatu a 3'P signal
se obnovi. Timto zpUsobem se daji detekovat léze bakterii v travicim traktu nebo na

implantatech.

1. Syntéza nanocdastic CalPs, jejiz velikost je mezi 100 - 300 nm.

2. Dopovani téchto nanodlastic Fe3* ionty vrGznych koncentraci, tak aby se nasla
minimalni koncentrace Fe3* iontu, kterd rozsifi 3'P NMR signal natolik, Ze se ztrati
v Sumu.

3. Poté zméfit kinetiku uvolnéni Fe3* iontu z nanodastice rekomplaxaci s deferoxaminem
jako modelem bakteriosideroforu.

4. MRI studie a EPR byly délany ve spolupréci s Institutem klinické a experimentalni

mediciny (IKEM).
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Syntéza a charakterizace

Nanocastice byly pfipraveny pres jadro hydroxyapatitu vyménou aniotu fosfatu za
fytat, vytvoreni elektrostasticky stabilnich nanocastic CalPs. Agregované castice CalPs byly

pfipraveny srazeni fytatu vapenatou soli.

Obecny zptisob syntézy nanoéastic a agregatu je na obrazku 6. Uspéiné jsme ptipravali
Ctyri vzorky nedopovanych ¢astic a Sest druhl dopovanych castic pro studie rozsireni NMR

signalu na zavislosti koncentraci Fe3* iontd v nanoéastici.

395&_;.., c--n.;, e,
nanctastice [.© ."' : . :-'
fosforecnanu e
vapenatého Ca® roztok roztok fytatu
1 vyména
l fosfatu za rychlé srazeni
fytat
- * . = *, . " ® % -
L] I}"::r - *
% L ] " . ;‘ * o "'l-:;" - :
- %l " s . . -
& - il 'ﬂ " ¥ -qf’ i
- g.‘ - o) - - - i . - . -
& ":::::h‘ - - } - t::.:!"
] agregovane castice fytatu vapenatého
glektrostaticky stabilizované Eree fyt a
nanotastice fytatu vapenatého

< tovy ani
® cs* O PO} ‘Sﬁd fytatowy anion

Obrazek 6 - Schéma pripravy nanocastic (nalevo) a agregatu fytatu vapenatého (napravo).

Upraveno podle ref ..
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4.1.1 Nanocastice CalP¢ pripravené metodou pres HAP
Nedopované ¢astice byly pfipraveny v riiznych pomérech koncentraci Ca?* ku fytatu.

Vlastnosti ziskané z méreni DLS jsou v tabulce 1

Tabulka 1 - Vlastnosti ¢astic fytatu vapenatého ziskané DLS méfenim. Ve vSech pfipadech byly

uvedeny efektivni koncentrace v roztoku po fedéni.

Oznaéeni [Ca**]/ [POs*]/ [fytat] / [Ca?*]: Velikost [4
vzorku [mM] [mM] [nM] [fytat] castice / potencial,
[nm] pH7/
[mV]
CalPs 1.1 6,5 3,9 6,5 1:1 ~1000 +2
CalPs 1.2 6,5 3,9 8,13 1:1,25 ~1000 -7,66
CalPs 1.3 6,5 3,9 9,75 1:1,5 ~1000 -10,3
CalPs 1.4 6,5 3,9 11,4 1:1,75 ~1000 -29,7
CalPg¢ 1.5 4,5 2,7 3 1,5:1 115,4 -43,7

Castice s nejmensi velikosti byly pfipraveny pfi poméru 1,5:1 Ca?* ku fytatu. Tyto
Castice mély vysoky zdporny naboj, ktery stabilizuje nanocastice elektrostaticky. Kdyz byl
pomér obraceny (vys$si koncentrace fytatu neZ Ca?*), ¢astice byly veliké, okolo jednoho 1 um,

pravdépodobné diky nedostatecné stabilaci vznikaly veliké ¢astice.

Na obrdzku 7 jsou zndznornény distribuce velikosti viech vzorkd CalPs 1. Uzka
distribuce velikosti byla zmérena pro vzorky s vétsi koncentraci fytatu, ale primérna velikost
byla okolo 1000 nm. U vzorku s vy33i koncentraci [Ca®'] byla distribuce sice $irokd, ale

pramérna velikost byla okolo 100 nm.
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Obrazek 7 - Distribuce velikosti ziskané z méreni DLS. a) CalPs 1.1; b) CalPs 1.2; c) CalPs 1.3; d)
CalPs 1.4 ; e) CalPs 1.5

Na obrazku 8 je FTIR spektrum nanocastic pfipravenych syntézou pres hydroxyapatit.
Charakteristické pasy hydroxyapatitu (1105, 1022, 602 a 563 cm™) byly detekovany pfi vy3si
koncentraci fytatu k Ca?*, tj. u aglomerovanych ¢astic, viz tabulka 2. U téchto vzork( byly také
pozorovany pasy kyseliny fytové (979, 897, 849 a 793 cm™), tyto pasy byly zvlasté silné
u vzorku CIPs 1.3 (viz. obrazek 8c), indikujici pfitomnost adsorbované fytové kyseliny na ¢astici.
Z toho Ize vyvodit strukturu jaddro-obal, kde jaddrem je HAP a CaZ*-fytat/fytova kyselina je jako

obal ¢astice.

FTIR spektrum nanocastic CalPs 1.5 zobrazené na obrazku 8e obsahuji charakteristické
pasy fytatu vapenatého. Adsorbované molekuly vody poskytuji slaby absorpéni pds kolem
1645 cm™ (deformadni vibrace) a $iroky absorpéni pas okolo 3400 cm™ (valenéni vibrace). Dva
Siroké pasy okolo 1076 a 517 cm™ byly pfifazeny PO4? skupiné. Pasy 983, 908, 842 a 792 cm™!
jsou pfrifazeny vibraci C-O-P konformace 5ax/1eq fytatu. Siroky pds s vinoétem 1367 cm™ byl

pFifazen valenéni vibraci C-0.%4
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Obrazek 8 — FTIR spektra nanocastic pripraveny v riiznych pomérech koncentraci a) CalPs 1.1;

b) CalPs 1.2; c) CalPs 1.3; d) CalPg 1.4; €) CalPs 1.5

V porovnani nanocastic s nejvy$sim obsahem fytatu (obrazek 8c a 8e) Ize vidét posun

absorpcnich pasd, pravdépodobné zplsobeny riznou koncentraci vapniku ve vzorcich.

Aby byla ovérena struktura ¢astic jadro-obal, u dvou vzorkl (CalPs 1.1 a CalP¢ 1.4) byla
zmérena rentgenova difrakce. Ve spektru (obrazek 9) jsou pozorovany intenzivni HAP piky
zejména velice silny pas ~ 32° a slabsi pasy ~ 11°, 25°, 33°, coz ukazuje na krystalické jadro

HAP. Siroky pdas od 20° po 35° je typicky pro malo krystalicky fytat vapenaty.
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Obrazek 9 - WAXS spektrum vybranych vzorkud. Oc¢ekavany difraktogram HAP je pro referenci

uveden v dolni ¢asti grafu.

4.1.2 Dopované castice CalP¢ pripravené metodou sraZeni

Zakladni vlastnosti dopovanych ¢astic pripravené srazenim fytatu s vapenatou soli jsou

shrnuty v tabulce 2. Procento u ndzvu vzorku oznaduje molarni procenta Ca%* nahrazené Fe3*.

Tabulka 2 - Pomér koncentraci Ca%*/Fe3* a efektivni koncentrace Ca?*, Fe3*, fytatu pfi

pripravé dopovaného fytatu metodou pfimého srazeni fytatu vapenatou soli.

Oznaéenivzorku [Ca?*]/[M] [Fe**]/[mM] [fytat] / [mM] [Ca?*]:[Fe3']
CalPs 2 0,5 0 80 -
CalP¢2 +1% Fe* 0,495 5 80 99:1
CalPs 2 +2% Fe3* 0,488 12,5 80 39:1
CalPg 2 +5% Fe3* 0,475 25 80 19:1
CalPs 2 +10% Fe3* 0,45 50 80 9:1
CalPg 2 +20% Fe3* 0,4 100 80 4:1
CalPg 2 +50% Fe3* 0,25 250 80 1:1

33



Obrazek 10 ukazuje FTIR spektra CalPg 2 v porovnani svét$im pFivkem Fe3*
a s nedopovanou ¢astici CalPs 1.5 pfipravené metodou pfes HAP. S vétsim pridavkem Fe3*
iontd se méni tvar nékterych pdsu. U nékterych vzorkd (obrazky 10c, 10d, 10e, 10f) je vice
patrny pas svinoétem 1367 cm™, valen¢ni vibrace C-O. CoZ je dané zménou péast okolo
(1076 cm™t). Také dva pasy okolo 1000 cm™ (983 a 1076 cm™?) méni svij tvar s pfidavkem Fe3*.
Cim vice Zelezitych iont{, tim méné jsou pasy oddélené od sebe a vice splyvaji. CoZ ukazuje na
to, Ze Fe3* ionty ovlivriuji PO4% a C-O-P vibrace. Tento trend je v souladu s dfive publikovanymi

Zelezitymi &asticemi fytatu. 18

Druhé porovnani je mezi nedopovanou ¢astici pfipravenou metodou srdzeni a s ¢astici
CalPs 1.5, ktera byla pripravena metodou pres HAP. VInocty jednotlivych pasl jsou v podstaté
stejné a pfifazuji se stejné jako v minulém pfipadé. Dva Siroké pasy okolo 1076 a 517 cm™* byly
pfifazeny vibracim PO4% skupiné. Pasy 983, 908, 842 a 792 cm™ jsou pFifazeny vibraci C-O-P

konformace 5ax/1eq fytatu. Siroky pas s vino¢tem 1367 cm'® byl pfifazen valenéni vibraci C-O.
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Obrazek 10 - FTIR spektra ¢astic CalPs 2 pfipravené metodou srdzenim a) CalPs 2; b) CalPs 2
+1% Fe3*; ¢) CalPg 2 +1% Fe3*; d) CalPs 2 +5% Fe3*; e) CalPs 2 +10% Fe3*; f) CalPg 2 +20% Fe3*;
g) CalPs 2 +50% Fe3* v porovnani se spektrem nanodéstice pFipravené metodou pfes HAP

h) CalPg 1.5
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Tabulka 3 - Elementarni analyza vzork( CalPs 2.

Oznaceni c/ P/ Ca/ Fe / N/ Fe: Sturktura

vzorku [mol%] [mol%] [mol%] [mol%] [mol%] Ca

CalPg 2 21,76 22,31 12,43 0 6,84 0 CeHePs024Caz,4-1,9NO3>
-2H,0

CalPg 2 1561 23,22 13,41 0,17 3,44 0,01 CeHsP9024

+1% Fe3* Cas 1Feg1-1,3N032-5H,0

CalPg 2 18,45 22,61 12,63 0,58 6,57 0,05 CeHeP7,4024

+2% Fe3* Ca4,1Feg,2,1NO3*4H,0

CalPs 2 17,26 27,60 10,67 0,98 511 0,09 CsHeP9,6024

+5% Fe3* Cas7Feo3'1,8N0O3%-4H,0

CalPg 2 18,99 22,73 9,79 2,11 6,77 0,22 CgHeP7,2024

+10% Cas1Feq7-2,1NO3%-3H,0

Fe3+

CalPs 2 15,00 23,89 8,44 5,08 3,63 0,60 CeHeP9,c024

+20% CassFez0-1,5N032-6H,0

Fe3+

CalPg 2 17,97 20,66 2,73 8,91 3,95 3,26 C¢HePe9024

+50% CaosFes,33N032-4,5H,0

Fe3+

Z elementdrni analyzy (tabulka 3) je patrny nestechiometricky pomér mezi fytatem

a protionty Ca?* a Fe3. Také bylo detekovdno malé mnoZstvi dusiku, coZ ukazuje na

zabudovany dusi¢nan z vychozi latky ve strukture. Poméry Zelezitych a vapenatych iontl

neodpovidali poméru vstupnich latek, fytat mél vétsi afinitu k Fe3* neZ k Ca?*.

Tvary Castic byly ovéreny transmisnim elektronovym mikroskopem. Na obrdzcich 11 je

jejich struktura. Z nich je patrna nepravidelna struktura agregatu.
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Obrazek 11 - TEM obrézky agregovanych CalPs 2. a) CalP¢ 2; b) CalPs 2 + 1% Fe3*; c) CalPs 2 + 2%

Fe3*; d) CalPs 2 + 5% Fe3*; e) CalPs 2 + 10% Fe3*; f) CalPs 2 + 20% Fe3*; g) CalPs 2 + 50% Fe3*
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Obrazek 12 — NMR spektra vzork( série CalPs 2. a) kyselina fytova; b) Nai2IPs; c) nedopovany
CalPs 2; d) CalPs 2 + 1% Fe3*; e) CalPs 2 + 2% Fe3*; f) CalPs 2 + 5% Fe3*; g) CalPs 2 + 10% Fe3*.

NMR spektra jsou na obrazku 12. Vyraznd zména v chemickych posunech vzork(
Na12IPs oproti CalPe 2 je dana pH zménou, tj. zménou protonace fosfatovych skupin. Vyssi pH
je uvyssich chemickych posunt (Na121Ps md pH 9) a nizsi pH u nizsich chemickych posunu (série

CalPs 2 ma pH 7).

Hlavni zménou je ale rozsifeni signalu s vétsim pfidavkem Fe3* iont(l. Paramagnetické
ionty rozsifuji tak silné signal, Ze uZ u vzorku CalPs 2 + 10% Fe3* je signal tak rozsifeny, Ze uz
neni oproti Sumu, patrny. Z elementarni analyzy se potom da zjistit, jaka je presna koncentrace
Zelezitych iontd, tj. 2,2 mol% Fe3*. Zbytek vzork( uZ poté nemélo cenu méfit, jelikoZ signél by

uz byl natolik rozsifeny, ze by nesel rozlisit od Sumu.

Pro MRI méreni byla koncentrace vzork(i upravena tak, aby vSude byla stejna
koncentrace 3P (c = 1mM), podle ziskaného obsahu fosforu z elementdrni analyzy. Mé&fili se

relaxacni ¢asy T1 (tabulka 4) a MRI zobrazeni. Z méreni je patrné, Ze relaxacni ¢asy rostou

37




s vétsim pFidavkem Zeleza. Jediné u vzorku a CalPs + 20% Fe3* je maly nérlst signélu a sniZeni
relaxacniho ¢asu. Pravdépodobnym dlvodem bude nedokonalé vycisténi vzorku, kde kazda
necistota ma vliv. Podobny trend je i pro intenzity signall, tam ma jednu z nejmensi intenzit
vzorek bez Zeleza, dale (aZ na jednu vyjimku) klesa. Davod, proc€ intenzita signdlu je tak nizka

-----

spektram, kde je pik jeden.

Tabulka 4 - Koncentrace Zeleza, T1 relaxace a intenzita MRI signalu.

Oznaceni vzorku [Fe3*]/ [M] T1/ [ms] Intenzita signalu
CalPs 2 0 1027 86
CalPs2 +1% Fe3* 7,17-107 1085 277
CalPg 2 +2% Fe3* 2,54-10° 1394 341
CalPs 2 +5% Fe3* 3,56:10° 1437 256
CalPs 2 +10% Fe3* 9,28:10° 1808 62
CalPg 2 +20% Fe3* 2,13-10* 1694 191
CalPs 2 +50% Fe3* 4,32-10% 3947 44

Obrazek 12 - 3P MRI méfeni vzorkd a) CalPs 2; b) CalPs 2 +1% Fe3*; ¢) CalPs 2 +50% Fe3*. Dole

je obrazek méfici civky.
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Obrazek 13 — EPR signdl vzork( CalPs 2 v daném magnetickém poli nahore. Dole je graf

polositek téchto car.

EPR spektrum téchto vzork( (obrazek 13) zobrazuje jeden Siroky pas pro vsechny

vzorky. Amplitudy nelze porovndvat kvili sedimentaci ¢astic a rozdilnému objemu. Co Ize

vV

polosirku, Ize pozorovat klesajici trend.
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4.1.3 Uprava velikosti dopovaného CalPspripravené metodou srazeni

Vzhledem k nedostate¢nému tvaru a velikosti ¢astic syntetizované srazeci reakci byla
tato reakce provedena v 0,1 hm% roztoku dextranu jako polymerniho koloidni stabilzatoru.

Dulezité vlastnosti vzorkl jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5 - Efektivni koncentrace Ca?*, Fe3* a fytatu vzorkd CalPs 3 pFipravené metodou

srazeni fytatu sodnou soli. Velikost a { potencial ziskané z méreni DLS.

Oznaéeni [ca?*]/ [Fe3*]/ [fytat] / [Ca**]: Velikost T-potencial,
vzorku [mM] [mM] [mM] [Fe3*] / [nm] pH7 /[mV]

CalP¢ 3 9 0 1,5 = 103,6 -47,4
CalPs 3 8,5 0,45 1,5 5,67:1 125,5 -44,2
+5% Fe3*
CalPs 3 8,3 0,67 1,5 5,53:1 190,1 -42,8
+7,5% Fe3*
CalPs 3 8,1 0,90 1,5 5,4:1 194,8 -40,3
+10% Fe3*
CalP¢ 3 7,6 1,27 1,5 5,07:1 458,7 -38,1
+15% Fe3*

Velikost ¢astice rostla s vétsi koncentraci Zelezitych iont( v ¢astici. Naopak  potencial
klesal, vy33i koncentrace Fe3* iontd vyrovndavala protindboj fytatu v &stici. Distribuce velikosti
Castic, jak je patrné z obrazku 14, byla Uzsi nez u nestabilizovanych ¢astic (¢astice CalPs 2) s PDI

(polydispertni index) mezi 0,6-0,8 pro vétSinu vzorka.

Na obrazku 15 je FTIR spektrum téchto ¢astic. Z nich je patrné, Ze pfi pfidavku Zeleza
se méni tvar dvou pdasu u vino¢td 1000 cm?, co? jsou pasy fosfatové skupiny respektive skupiny
C-O-P vibrace. To ukazuje na to, Ze jsou Fe* ionty pfitomny ve struktufe a ovliviiuji tyto

vibrace. Pfifazeni ostatnich past je stejné jako v predeslych pripedech pro vzorky CalPs 1, 2.
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Obrazek 14 - Distribuce velikosti vzork( CalP¢ 3 upravenych koloidnim stabilizdtorem. a) CalPs

3; b) CalPs 3 + 5% Fe3*; c) CalPs 3 + 7,5% Fe3*; d) CalPs 3 + 10% Fe3*; e) CalPs 3 + 15% Fe3*
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Obrazek 15 - FTIR spektra vozrk( CalPe 3 a) CalPs 3; b) CalPs 3 + 5% Fe3*; c) CalPs 3
+7,5% Fe3*; d) CalPg 3 + 10% Fe3*; e) CalPg 3 + 15% Fe3*.
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Obrazek 16 - TEM grafy vzorkd CalPes 3 pripravené metodou srazeni v roztoku dextranu a) CalPs 3;

b) CalPs 3 + 5% Fe3*; c) CalP¢ 3 + 7,5% Fe3*; d) CalPe 3 + 10% Fe3*; e) CalPs 3 + 15% Fe3*.
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Na obrazku 16 jsou TEM grafy vzorkd CalPs 3. Na nich jsou vidét hlavné nepravidelné
agregaty. Kromé toho, jsou tam vidét kulovité castice s velikosti podobnou ziskané z DLS
méreni. Hodnota velikosti srazeniny nebyla z DLS méfeni ziskana, protoze jsou to velikosti nad
5000 nm, které se na pfistroji nezméri. Az na posledni vzorek, kde nebyla vidét Zadna kulovita

Castice, coz také vysvétluje vétsi velikost ziskanou z DLS méfeni.
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Obrazek 17 - WAXS méreni vzork( CalPg 3 pfipravené metodou srazeni fytatu vdpenatou soli.
a) CalPg; 3 b) CalPs 3 + 5% Fe3*; ¢) CalPg 3 + 7,5% Fe3*; d) CalPs 3 + 10% Fe3*; e) CalPs 3
+15% Fe3*.

WAXS méreni vzork( CalPg série 3 ukazalo (obrazek 17), Ze zadna krystalicka faze ve
vzorcich nebyla pfitomna. Jediny viditelny Siroky pas od 20-35° pfipada na malo krystalicky

fytat vapenaty. Stejny pas byl pozorovan i pro vzorky CalPs 1, viz obrazek 9.

NMR se v dobé odevzdani diplomové prace teprve méfilo, a proto nebude soucasti této
prace. Ocekavame stejny vyvoj ve tvaru spekter jako pro vzorek CalPs 2, jenom s malymi

vykyvy, které se budou odvijet od zastoupeni Zelezitych iontd v ¢astici.
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4.1.4 Dopované nanocastice CalPs pripravené metodou pres HAP

4.1.4.1 Syntéza CalPs 4

Castice CalPg 4, byly pfipraveny reakci Ca(NOs), s (NH4)2HPO4, tento koloid se poté

nechal zreagovat s FeClz a nakonec se nahradil fosfat fytdtem. Vlastnosti téchto ¢astic jsou

jsou shrnuty v tabulce 6.

Tabulka 6 - Efektivni koncentrace Ca?*, Fe* a fytatu po Fedéni vzorkd CalPs série 4. Velikost a

{ potencial ziskané z méreni DLS.

Oznaéenivzorku  [Ca?]/ [fytat]/ [Fe*]/ [Ca**]: Velikost -potencial, pH
[mM] [mM] [mM] [Fe*] [nm] 7/ [mV]

CalPs 4 + 5% Fe3* 4,28 3 0,225 38:1 712 -45,6

CalP¢ 4 + 4,05 3 0,450 18:1 924 -39,6

10% Fe®*

CalP¢ 4 + 3,60 3 0,900 8:1 880 -26,3

20% Fe3*

Velikosti ¢astic pfipravenych timto zplsobem byly od 700 - 900 nm a rostly s vétsi

koncentraci Zelezitych iontl. Naopak Z-potencidl vyrazné klesal. To pravdépodobné ukazuje

na to, Ze protionty Fe3* jsou na obalu &astice, a proto vyrazné klesd potencidl. Distribuce

velikosti, viz obrazek 18, byla Uzka, ¢astice mély relativné uniformni tvar.
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Obrazek 18 - Distribuce velikosti vzork( CalPs 4 a) CalPs 4 + 5% Fe3*; b) CalPs 4 + 10% Fe3*;
c) CalPg 4 + 20% Fe3*.
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Obrazek 19 - FTIR Spektra dopovanych vzorkl CalPs 4 b) CalPs 4 +5% Fe3*; c) CalPs 4

7

+10% Fe®*; d) CalPs 4 +10 % Fe3* v porovnani s nedopovanym vzorkem a) CalPs 1.5.

PFi porovnani FTIR spekter dopovanych a nedopovanych &astic, viz obrazek 19, lze

vidét, Ze pdsy jsou si v podstaté podobné. Jedind vetsi zména je u dvou pasa okolo 1000 cm™?,
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kde se vyrovnavaji intenzity obou past a zarover $itka pasu 1075 cm™ se sniZuje. Dva pasy

s podobnou transmitanci v této oblasti jsou typické pro Zeleznaté a Zelezité slouceniny fytatu.

Z elementdrni analyzy (tabulka 7) je patrné jako v pfedchozim pfipadé (tabulka 3)
nestechiometricky pomér mezi aniontem fytdtu a protionty Ca%* a Fe3* a pfitomnost
adsorbované vody, kterd byla uZ potvrzena z FTIR méreni. Rozdil je vSak v molarnich
procentech nadopovanych Fe3* iontd. U vzork( CalPg 2 se procentudlné komplexovalo vice
Zelezitych iont(. U ¢astic pfipravenych druhym zplsobem (syntézou pres HAP) se jenom malé
procento Fe3* iontd komplexovalo v &&stici, vétsi ¢ast Fe3* byla odstranéna ve formé hydroxidu

Zelezitého pfi Cisténi.

Tabulka 7 - Elementarni analyza vzorkd CalPgs série 4 a pravdépodobna struktura téchto

Castic.
Oznaceni c/ P/ Ca/ Fe / Fe:Ca Struktura
vzorku [mol%)] [mol%)] [mol%)] [mol%)]

CalPs 4 + 10,73 14,27 9,97 0,19 0,02 CsHePs024Cas 6Feq 1
5% Fe3* -2 H,O

CalPs 4 + 11,13 12,86 8,71 0,32 0,04 CsHeP7024Cas,7Fe0,2
10% Fe3* -2 H,O

CalPs 4 + 12,3 11,67 7,41 0,59 0,08 CsHeP6024Casz 6Feo,3
20% Fe3* -H,0
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Obrazek 20 - 31P NMR spektrum CalPs 4 a) nedopované CalPs 1.5; b) CalPs 4 + 5% Fe3*;
c) CalPs 4 + 10% Fe**; d) CalPs 4 + 20% Fe3*.

Na obrazku 20 je NMR spektrum téchto &astic. Zadné rozdifeni signalu nebylo
pozorovano. Z toho usuzujeme, 7e Fe3* se nenachdzi v blizkosti fosforu fytatu. CoZ lze také
vysvétlit postupem syntézy, Zelezité ionty jsou na jadie HAP a neovliviuji fytat. Koncentrace

Zeleza v Castici podle elementarni analyzy byla mal3, i proto viditelné neovlivnila spektrum.

4.1.4.2 Syntéza CalPs 5

Syntéza dopovanych nanocdstic CalPg, kde se Zelezité ionty pridavaly aZ po reakci HAP
(pfipravené reakci Ca(NOs)z2 s (NH4)2HPO4)) s fytatem, vytvofrila Castice jejiz vlastnosti jsou

zhrnuty v tabulce 8.

Z tabulky je patrné, Ze &astice byly veliké a jejich velikost rostla s véts$im pfidavkem Fe3*
iontu. { potencial ¢astic byl zaporny, ale oproti jinym syntetizovanym ¢asticim je tento naboj

nizky.
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Tabulka 8 - Efektivni koncentrace Ca?*, Fe3* a fytdtu vzork( CalPe 5. Velikost a  potencial

ziskané z méreni DLS.

Oznaceni [ca®*]/ [fytat] / [Fe3*]/ [Ca?*]: Velikost/ T-potencial,

vzorku [mM] [mM] [mM] [Fe3*] [nm] pH 7/ [mV]
CalPg 5 + 4,28 3 0,15 28,5:1 297 -19,4
5% Fe3*

CalPs 5 + 4,05 3 0,3 13,5:1 394 -27,1
10% Fe3*
CalPs 5 + 3,60 3 0,6 6:1 835 -10,7
20% Fe3*

Z distribuce velikosti mérené DLS (obrazek 21) je patrna relativné uzka distribuce pro
prvni dva vzorky (CalPe 5 + 5% Fe3*a CalPg 5 + 10% Fe3*) a $irsi distribuci pro ¢astice s vétsi

koncentraci Zelezitych iontu, které zvétSovaly Cdstice.
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Obrézek 21 - Distribuce velikosti pro vzorky CalPg 5 a) CalPs 5 + 5% Fe*; b) CalPs 5 + 10% Fe3*;
c) CalPg 5 + 15% Fe3*.

Na obrazku 22 je FTIR spektrum vzork( CalPs 5. Pfi porovnani dopovanych vzorkt 22b,

22¢, 22d s nedopovanym vzorkem 22a je vidét, Ze zakladni pasy maji podobnd maxima.
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Nejvétsi rozdil je v pasech okolo 1100-900 cm?, kde jsou vice patrné pasy HAP (1105 cm™)
apasy 1075 a 979 cm? jsou uzsi a intenzity jednotlivych pasi se méni pfi rlznych

koncentracich Fe3* iontd, co? je typické pro slouéniny fytatu se Zelezem.
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Obrazek 22 - FTIR spektra dopovanych vzork( CalPs 5 v porovnani se nedopovanym vzorkem

CalPs 1.5. a) CalPs 1.5; b) CalPs 5 + 5% Fe3*; ¢) CalPs 5 + 10% Fe3*; d) CalPg 5 + 15% Fe3*.

Tabulka 9 - Elementarni analyza vzork( CalPg série 5 a jejich pravdépodobna struktura.

Oznacdeni c/ P/ Ca/ Fe / Fe:Ca Struktura
vzorku [mol%] [mol%] [mol%] [mol%]
CalPs 5 +| 10,55 10,27 9,78 0,09 0,01 CsHsPe6024Cas sFeo,05
5% Fe3* -2 H0
CalPs 5 +| 9,88 12,00 8,32 0,34 0,04 CsHsP7024Cas 04Fe0,2
10% Fe3* -3 H20
CalPe 5 +| 9,33 7,17 5,93 0,35 0,09 CsHsP7024Ca3z sFeq,3s5
20% Fe3* -2,5 H,O

Z elementdrni analyzy (tabulka 9) je zfejmé jako v ostatnich pripadech (tabulky 3, 7)

nestechiometricky pomér mezi fytdtem a protionty Fe3* a Ca%* a adsorbovana voda na &astici.
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Stejné jako v prededlé syntéze Eastic pfes HAP (série CalPs 4) jenom mald ¢ast Fe3* iontd
z vychozi latky se zakomponovala do konecné ¢astice. Domnivame se, Ze vysvétleni je stejné,

vytvorila se srazenina Fe(OH)s, ktera se poté odstranila pfi CiSténi.

c)

b)

10 0 -10 [ppm]

Obrazek 23 - NMR spektrum &astic CalPg 5 a) CalPs + 5% Fe3*; b) CalPs + 10% Fe3*; c)
CalPs + 20% Fe3*.

Na obrazku 23 je NMR spektrum t&chto &astic CalPg 5. Zadné rozsiteni signalu nebylo,
jako v pfipadé CalPg 4, pozorovano. Z toho usuzujeme, Ze Fe3* se nenachazi v blizkosti fosforu
fytadtu. Nerozsifeni signdlu lze vysvétlit postupem syntézy. Domnivame se, Ze Zelezité ionty
zaprvé mély malou koncentraci (viz elementarni analyza, tabulka 8), aby ovlivnily spektrum
(zreagovaly za vzniku Fe(OH)s, které se odstranilo pFi ¢idténi). A za druhé Fe3* jonty byly na
povrchu uZ predem vytvorené c¢astice, nepronikly do c¢astice, a proto se efekt rozsifeni

neprojevil.
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4.2 Syntéza CalPs 6

Poslenim zplsobem dopovani CalPs je metoda, kdy se Fe3* ionty pfiddvaji do reakéni
smési pred vznikem HAP. Pridavaval se FeCls do roztoku Ca(NOs),, vznikly roztok se potom
pomalu pfidal do roztoku (NH4)2HPO4. Reakce se udriovala na pH 10 amoniakem. Nakonec se
nechala smés reagovat s fytatem za vzniku CalPe. Vlastnosti takto vyrobenych ¢astic jsou

zhrnuty v tabulce 10.

Stfedni velikost ¢astic pro vSechny vzorky je okolo 500 nm a nebyl pozorovan zadny
trend pro velikosti. { potencial klesal pfi pfidavku Fe* iontd, ale klesani nebylo tak dramatické,

Castice byly relativné stabilni, pravé diky takto vysokému zapornému T potencialu.

Tabulka 10 - Efektivni koncentrace Ca?*, Fe3* a fytatu vzork( CalPs 6. Velikost a T potencial

ziskané z méreni DLS.

Oznaéeni  [Ca2+]/ [Fe3+] / [fytat] / [Ca?']:[Fe3] Velikost T-potencial,

vzorku [mM] [mM] [mM] [nm] pH 7, [mV]
CalPe 6 + 4,275 0,075 3 57:1 462 -45,25
5% Fe3*

CalPs 6 + 4,05 0,15 3 27:1 526 -40,05
10% Fe®*
CalPs 6 + 3,6 0,3 3 12:1 262 -39,65
20% Fe3*

Distribuce velikosti ¢astic je Siroka (obrazek 24), ¢astice maji velikost od 100 aZ po
1200 nm, cozZ neni idealni velikost pro nase Ucely, ale je postacujici. Pro travici trakt neni nutna
nanometrova velikost, jediny problém mUze nastat pfi rekomplexaci se siderofory, kde reakce

muze byt pomale;jsi.
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Obrazek 24 - Distribuce velikosti vzorkd CalPs 6 a) CalPs 6 + 5% Fe3* b) CalPe 6 + 10% Fe3*
c) CalPg 6 + 20% Fe3*.
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Obrazek 25 - FTIR spektra vzork( serie CalPg 6 b) CalPs 6 + 5% Fe3*; c) CalPs 6 + 10% Fe3*;

d) CalPs 6 + 20% Fe3*v porovnani s nedopovanym a) CalPg 1.5.

U této série vzorkl je nejvice patrny rozdil mezi FTIR spektry nedopovaného CalPe

a dopovanych vzorkd. Spektra pro CalPs 6 + 5% Fe3* a + 10% Fe3* (viz obrazek 25b, 25c) jsou
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v podstaté totozna a nedochazi u nich zadné vyraznéjsi zméné oproti neopovanému vzorku
(20a). Jediny vyraznéjsi rozdil je, Ze je vyraznéjsi pas 900 cm™ pfifazeny vibraci C-O-P. Zato
u tfetiho vzorku CalPs + 20% Fe3* (25d) pozorujeme vyraznou zménu u pasdt 1074 a 974 cm™.
Tyto pasy se nejvice podobaji dfive popsanym spektrim Zelezitych sloucenin fytatu,'® kde
nejsou tak vyrazné oddélené jako u vapenaté soli. Domnivame se, Ze dlivodem proc¢ doslo
k takové vyrazné zméné spekter, je vétsi konec¢nd koncentrace Zeleza v ¢astici, oproti ostatnim

vzorkim.

V porovnani s vzorkem CalPs 3 (obrazek 10), cozZ je stejnd Castice pouze pripravena
metodou srazenim, lze vidét, Ze trend je podobny. Prvni dva vzorky s 5% a 10% pfidavkem Fe3*
maji podobny tvar a velikost a s véts$im pfidavkem Fe3* se tvar dvou hlavnich pikd méni stejnym

trendem jako u vzorkd CalPs 6.
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Obrazek 26 - WAXS méreni vzorkl CalPg 6 pripravené metodou pres HAP. a) CalPs 6
+5% Fe3*; b) CalPs 6 + 10% Fe3*; c) CalPs 6 + 15% Fe3*.

Z WAXS meéreni (obrazek 26) je vidét, Ze zadnda krystalickd faze se v ¢dsticich
nevyskytovala, vyména fosfatu za fytat byla kvantitativni. Siroky pas od 20-30° je pas malo

krystalického fytatu vapenatého.
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Obrazek 27 - TEM obrézky vzorkl CalPs 6 syntetizované pfes HAP, a) CalPg 6 + 5% Fe3*;

b) CalPs 6 + 10% Fe3*; c) CalPgs 6 + 20% Fe3*.

Na obrazku 27 jsou zobrazeny castice CalPs 6 pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu. Na prvnich dvou obrazcich (vzorky CalPe 6 + 5% Fe3*a CalPs 6 + 10% Fe*) je vidét
par kulovitych castic velikosti 100 nm. VétSina ¢astic ma vsak nepravidelny tvar, coz je
pravdépodobné vysledek dopovani ¢astic Zelezitymi ionty. Nepravidelnost ¢astic také ovlivnilo

méreni DLS, a proto podle toho méreni jsou Castice veliké.
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Obrazek 28 - NMR spektrum &astic CalPs pFipravené metodou pfes HAP a) CalPs 6 + 5% Fe3*;
b) CalPs 6 + 10% Fe3*; c) CalPg 6 + 20% Fe3*.

Na obrdazku 28 je NMR spektrum &astic CalPs 6 pfipravené metodou pres hydroxyapatit.
Z nich je patrné, Ze jsou pfitomné dveé frakce. Oba dva tyto piky s vétsi koncentraci Zelezitych
+ 10% Fe3*. UZsi pik pravdépodobné odpovida kulatym éasticim fytatu a $irsi pik nepravidelné
tvarovanym ¢asticim. Domnivame se, Ze koncentrace Fe3* iont( bude podobna jako pro vzorky

CalPs 2, kde 2,11 mol% Fe3* dostateéné rozsifilo signal.

4.3 Rekomplexace Fe3+iontu v castici s deferoxaminem
Fe3* ionty maji vétsi afinitu k DFO neZ k CalPs, a protoZe je DFO-Fe3* komplex barevny,

tato reakce se da sledovat UV/VIS spektroskopii.

Pro zkoumdani komplexace Fe3* s DFO byly vybrany vzorky CalPs 2 (respektive CalPs 2

+ 10% Fe3* a CalPg 2 + 50% Fe3*) pro jejich jinak optimalni vlastnosti, hlavné velikost a stabilitu.
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Na obréazku 29 vpravo je €asova zavislost absorbance pro vzorek CalPs 2 + 50% Fe3*,
kdyZ koncentrace DFO byla desetkrat vétsi nez koncentrace fytatu. Z ného je patrné, Ze zhruba

po 90 minutdch bylo pfes 80 % Fe3* v komplexu s DFO, rychlost reakce v linedrni oblasti byla

6,0 nM/min.
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Obrazek 29 - Vyvoj v ¢ase poméru koncentraci Fe3* iontd v DFO vici celkové koncentraci pro

vzorek CalPgs 2 + 50% Fe3* vlevo a pro vzorek CalPs 2 + 10% Fe3*, pomér [DFO]:[CalPs] byl 10:1.

Pro vzorek CalPs 2+10% Fe3* (obrdzek 30 vlevo) byla rychlost reakce pomalejsi pfi

stejnych pomérech koncentraci, jenom 2 nM-min a 80 % Fe3* iontl bylo uvolnéno v fytatu az
po 110 minutdach.

Domnivdme se, Ze uvolfiovani Fe3* iontd ze vzorku je silné ovlivnéno tim jak jsou Fe3*
ionty pfistupné. Proto i vzorkek s vét3im obsahem Fe3* mUZe mit rychlejsi reakci uvolfiovani,
protoze jsou ionty vice pristupné pro DFO. V kazdém pripadé je rychlost dekomplexace

dostatecna pro zobrazeni bakteridlni mikroflory produkujici bakteriosiderofory.

Na obrazku 30 je vidét obnova 3P NMR signalu po pfidavku DFO ke vzorku CalPg 2

+10% Fe3*, kde pomér koncentraci CalPs ku DFO byl 1:1. Ze spekter je patrné velky nardst

signalu po rekomplexaci Zelezitych iont( sideroforem.
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Po pfidavku DFO

Ptfed pridavkem
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Obrézek 30 - NMR spektrum CalPs 2 + 10% Fe3* pfed a po pfidavku DFO.
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5 Zavér

V diplomové préci byly syntetizovany &astice fytatu vdpenatého dopované Fe3* ionty.
Byly navrieny a vyzkouseny Ctyfi metody syntézy. VétSina metod vedla k pfilis velikym ¢asticim
pro praktické pouZiti a nékteré metody neposkytovaly pro nase potieby dllezité rozsireni

signalu.

Metody syntézy dopovanych &astic pres HAP se ukazaly jako nevhodné. Castice
oznacené jako CalPs 4, které se dopovaly Zelezitymi ionty aZ po reakci (NH4)2HPO4 s Ca(NOs)2
(vytvoreni HAP nanocdstic) a nakonce zreagované s fytatem, byly pfilis veliké, ale hlavné
neposkytovaly dulezité rozsifeni signalu. Stejné tak castice oznaCené CalPs 5, které se
dopovaly Fe3* ionty aZ po vytvofeni fytatu vapenatého, neposkytovaly rozsifeni signalu
a nemély spravnou velikost. Ani tfeti postup syntézy pres HAP neposkytoval spravné veliké
astice, ale rozsifeni signélu se objevilo. Tyto ¢astice, oznadené jako CalPs 6 se dopovaly Fe3*
ionty hned pred syntézou HAP, kdy se nechal zreagovat FeCls s Ca(NOs),, poté se vytvorily
Castice HAP reakci s (NH4)2HPO4 a nakonec se vytvofil fytat vapenaty dopovany Fe3* reakci

s fytatem sodnym.

Nejlepsi metodou se ukdzala metoda srazeni fytatu vdpenatou soli. Tyto vzorky,
oznacené jako CalPs 2, mély dostatecné rozsiteni signalu pfi obsahu Fe** 2,1mol%. Dva vzorky
z této série (s obsahem Zeleza 2,1 mol% a 8,91 mol%) byly rekomplexovany deferoxaminem,
kde u obou vzorkd po dvou hodinach byly viechny Fe3* ionty uvolnény z fytatu. Nakonec se
i ovéfila obnova 3!P NMR signalu s pfidavkem DFO, kde byl viditelny narGst signdlu oproti
vzorku pred pridavkem DFO. Tyto ¢dstice (CalPs 2) byly také méfeny na MRI. Kde bylo také

pozorovano snizeni signdlu s pfidavkem Fe3* v ¢astici a zarovén zvyseni relaxaénich &asu.
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