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Abstract

Magnetic resonance imaging (MRI) is a commonly used non-invasive method to
examine internal organs and soft tissues. In order to increase signal intensity and improve
specificity contrast agents (CAs) have been developed, which affect 7' or 75 relaxation times.
T'-contrast agents are mostly based on Gd(III) complexes.

The aim of this thesis was to prepare analogues to commercial Gd(II1)-CAs by changing
the central atom for europium and use europium fluorescence properties for observing CAs’
cell-distribution. However, due to strong cell auto-fluoresce the fluorescence of complexes
did not provide convincing images reporting their biochemical fate. The toxicity of prepared
complexes was tested on adherent cell cultures and evaluated by Fluorescence-Activated Cell
Sorter (FACS). Internalization of the CAs’ analogues was confirmed also by elemental
analysis (ICP-MS).

(In Czech)
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Abstrakt

Magnetickd rezonance je neinvazivni metoda bézné vyuzivana pro vySetieni vnitinich
organi a mékkych tkani. Za ufelem zvySeni intenzity a zlepSeni specificity byly vyvinuty
kontrastni latky, které ovliviluji 77- a Tr-relaxacni Casy. VétSina T)-kontrastnich latek jsou
komplexni slouceniny trojmocného gadolinia.

Cilem této prace bylo pfipravit analogické komplexni sloueniny k dnes pouzivanym
Gd(III) kontrastnim latkdm zadménou centralniho atomu gadolinia za atom europia a vyuzit
jeho fluorescencnich vlastnosti ke sledovani bunécné-distribuce kontrastnich latek. Kvili
silné¢ auto-fluorescenci pouzitych bunécnych kultur vSak nebylo mozné piesné¢ definovat
biologicky osud europitych komplexti. Déle byly ziskdny udaje ohledné toxicity pomoci
prutokového cytometru a udaje o vyskytu europia v buitkach pomoci elementarni analyzy

(ICP-MS).

Kli¢ova slova: magnetickd rezonan¢ni tomografie, T7)-kontrastni latky, europité

komplexy, toxicita, fluorescence, emise, excitace
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kultivacni médium (Roswell Park Memorial Institute)
1,4,7-tri-terc-butyl-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-
triacetat



1 Uvod

Jednou znejpouzivanéjSich zobrazovacich technik na poli klinické mediciny a
biomedicinského vyzkumu je v soucasné dobé magneticka rezonance neboli MRI (Magnetic
Resonance Imaging). Jedna se o metodu, kterd neinvazivné a bez pouziti ionizujiciho zafeni
poskytuje vysoce kvalitni obrazy wvnittnich tkdni a organti. Pouze vysoké pofizovaci

1 provozni naklady negativné ovliviiuji mozny potencial této metody.

1.1 Vyvoj MRI

Zaklady magnetické rezonance polozili O. Stern (NC 1943) a W. Pauli (NC 1945)
pocatkem 20. stoleti, kdyz nejprve O. Stern poukazal na to, ze n¢které atomy maji magneticky
moment a chovaji se jako slabé magnety''*!. Ve stejné dob&é W. Pauli navrhl, Ze energetické
hladiny atomovych jader s magnetickym momentem jsou S$tépeny vlivem silného
magnetického pole na energetické hladiny®. Na piedeslé uspéchy navazal O. Stern
ve spolupraci s W. Gerlachem, kdyz postulovali Sterntiv-Gerlachiv efekt dokazujici,
e jaderné spiny téchto atomt jsou ovliviiovany pFitomnosti vn&jsiho magnetického pole!.
Drzitelem Nobelovy ceny za rozvoj rezonancnich metod je také I. I. Rabi (NC 1944), ktery
vyvinul techniku pro méfeni jaderného magnetického spinu™. Dalsi rozvoj téchto metod
provedli nezavisle prvnim pfesnym meéfenim jaderného magnetismu a detekci NMR signélu
F. Bloch a E. M. Purcell (oba NC 1952)!®7. Vroce 1973 P. C. Lauterbur prokézal,
7e pusobenim linearniho gradientu na odliSnd mista v tkanich lze ziskat rozdilné signaly,
ze kterych je mozné slozit obraz®!. Pocatkem 80. let tak byla mezi klinické radiologické
metody zafazena 1 nuklearni magnetické rezonance, kterd se pozdéji, kvili nedivére laické

vetejnosti ke slovu nuklearni/jaderna, ujala pod pojmem magneticka rezonance!®’.

1.2 Magneticka rezonan¢ni tomografie (MRI)

1.2.1 Princip MRI

Technikou magnetické rezonance lze pozorovat predevSim jadra, kterad maji nenulovy
spin. Takové jadro, jakozto pohybujici se kladn€ nabité ¢astice, vykazuje magneticky moment
a chova se jako maly magnet budici magnetické pole uréité intenzity!'”".

V lidském organismu se pifirozené vyskytuje né€kolik izotopi spliujici tuto podminku.
Jedna se piedeviim o izotopy 'H, °C, "F, #*Na a *'P!"!l vhodnost vybranych izotopii pro

Gi¢ely magnetické rezonance shrnuje tabulka 1 na stran& 92,



Tabulka 1: Porovnani vlastnosti vybranych izotopa pro ucely MRI. Vlastnosti izotopti: spin, prirozeny
vyskyt, gyromagneticky pomer a citlivost charakterizuji potencial vyuziti pro NMR ¢i MRI. Rezonanéni NMR

frekvence odpovida magnetickému poli o intenzité By = 11,47 T.

Jadro Spin Pfirozeny vyskyt y NMR frekvence  Citlivost
[%] [10'rad T's™'] ptill,74 T[MHz]  [%]
H 172 99,99 26,75 500,0 100
’H 1 0,01 4,11 76,8 0,0001
*H 12 - 28,54 5333 0
12c 0 98,93 - - -
Bc 12 1,07 6,73 125,7 0,02
N 1 99,63 1,93 36,1 0,1
N 12 0,37 -2,71 50,7 0,0004
%0 0 99,96 - - -
PR 12 100 25,18 470,4 83
3p 12 100 10,84 202,4 6,6

y — gyromagneticky pomér

Vzhledem k tomu, Ze ca. 70 % t&lesné hmotnosti tvoti voda!'*!, je obraz MRI nejéastgji
generovan pomoci izotopu 'H. Jadro atomu vodiku je tvofeno jedinym protonem se spinovym
kvantovym cislem / = 2. Magneticky moment (m;) mize nabyvat 2/ + 1 hodnot. Orientace
jaderného spinu je za béznych podminek nahodna (Obr. 1, str. 10). Pokud vSak vlozime atom
vodiku do magnetického pole o intenzité¢ By, projevi se magnetické vlastnosti atomového

Ly ¥ V7 . ’ . ’ - 14
jadra, predeviim magneticky moment charakterizovany rovnicit'¥

H= y'h'mla
kde h je redukovana Planckova konstanta (h = h/2m).

1.2.2 Magnetizace

Vodikova jadra vloZena do silného magnetického pole zaujimaji jednu z orientaci (Obr.
2, str. 10), kterou jim dovoluje magnetické kvantové Cislo (/). Stav pro m; = 2 se oznacuje
jako a a nabyva energie:

Eo=—mryhBy=—"2y-h B

a stav pro m; = —" se oznacuje jako stav § a nabyva energie:

EB: _ml')"h'BO - l/zy'h'Bo[ls].



Obr. 1: Nahodna orientace jadernych spini Obr. 2: Orientace jadernych spinii v magnetickém
poli. Orientace a ve sméru magnetické indukce, v
protisméru orientace f.

Upraveno dle: http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch13/1303.gif

Oba stavy se 1iSi energetickou ndrocCnosti, potazmo cCetnosti vyskytu. Soucet
magnetickych momentii pocetnéji zastoupeného stavu o udava hodnotu podélné magnetizace
M., respektive M, (Obr. 3), kterd vyjadfuje soucet viech vektort magnetizace v ose z'%. M,

nelze pozorovat ptimo kvilli silné intenzité magnetického pole!' .

B Af o

el T A

Nl 7

s

u,
“&
-
e

1 .."-‘.
/! &)
p— Y

Obr. 3: Zastoupeni stavii o a f a vysledna magnetizace.

Upraveno dle http://www.ixsea-dev.info/en/technology/4/nuclear-magnetic.html

Cim siln&j$i magnetickou indukci piisobi vnéjsi magnet, tim je vétsi energeticky rozdil
stavii a a B (AE = Ep — E,, Obr. 4, str. 11), vyssi pocet vyskytu stavu a, vysledna hodnota A, a

citlivost metody!"*.
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BD=G 0

Obr. 4: Zeemaniiv jev atomového jadra vodiku. Rozdil
velikosti §tépeni energetickych hladin zavisi na velikosti vnéjsi
magnetické indukce.
Upraveno dle: www.helmholtz-berlin.de/media/media/forschung/energie/si_photovoltaik/ analytische methoden

/zeemanaufspaltung.gif

1.2.3 Larmorova frekvence

Vysledné plisobeni magnetického momentu jadra a vnéjSitho magnetick¢ho pole
zpusobuje, Zze se magneticky moment jadra pohybuje po plasti pomysiného kuzelu a kona
tzv. precesni pohyb!'?, ktery je charakterizovan Larmorovou frekvenci:

v, =7-B,.

Velikost Larmorovy frekvence zavisi na gyromagnetickém poméru y (pro 'H
y=42,6 MHz/T) a indukci vnéjSiho magnetického pole. V piipad€¢ plisobeni magnetické
indukce By = 1,5 T by se Larmorova frekvence rovnala:

v, =42,6-1,5=63,9 MHz ~ 64 MHz,

coZ by znamenalo, 7¢ magneticky moment jadra 'H, respektive protonu, provede

64 miliont otadek za sekundu!'®!.

1.2.4 Radiofrekvenc¢ni pulz a Fourierova transformace

Pro ziskani signalu je zapottebi splnit rezonancni podminku a vyvolat tak méfitelnou
zménu. Pisobenim rezonan¢ni frekvence o velikosti odpovidajici Larmorové frekvenci
zpusobi intenzita pulzu B; excitaci atomového jadra, kterd se projevi vychylenim/sklopenim

vektoru magnetizace M- o ur€ity Uhel v zavislosti na délce pulzu, napt. o 90° (7/2) do roviny

11



xy (Obr. 5). Radiofrekven¢ni pulz je generovan prichodem stiidavého elektrického proudu

§ . 19
prenosovou civkoul™,

Obr. 5: Vychyleni vektoru magnetizace 90° pulzem.

Upraveno dle: http://teaching.shu.ac.uk/hwb/chemistry/tutorials/molspec/nmrvect3.gif

Transversalni magnetizace M,, vroviné xy se po doznéni pulzu zacne opét vracet
do rovnovazné polohy. Zména vektoru jaderné magnetizace je zaznamenavana prijimaci
civkou. Zavislost intenzity signalu na case je poté s vyuzitim Fourierovy transformace

prepoditana na zavislost intenzity signalu na frekvenci (Obr. 6)".

Is 15

Obr. 6: Fourierova transformace.

Upraveno dle: http://www.spl.harvard.edu/archive/HypX/theory2.html

1.2.5 Chemicky posun
Pokud by vSechna jadra atomu jednoho izotopu tvofila jen jeden typ signalu, nebylo by

mozné s pomoci NMR urcit pozorovanou strukturu. Elektrony svym pohybem vSak vytvareji
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magnetické pole Bk, které zpisobuje stinéni atomovych jader od vnéj$iho magnetického pole
By. Na jadra tak pusobi efektivni magnetické pole B.s dané rozdilem vné¢j$iho a lokdlniho
magnetického pole:

Bet= By — Biok = Bo(1 — 0).

Efektivni magnetické pole zdvisi na chemickém okoli jadra, které je vyjadiené
konstantou magnetického stinéni o. Tu ovliviiuje predev§im vyskyt s a p elektronti. Vzhledem
k fadovému rozdilu mezi Bk a By je chemicky posunu meéfen relativné k referen¢nimu
signalu, napf. tetramethylsilanu (TMS):

_b-u,

) £.10°ppm.

ref

Velikost chemického posunu je nezavisla na velikosti vnéjSitho magnetického pole a

jednotka odpovida jedné milionting tohoto pole!'**").

1.2.6 Tomografie vnitinich organi

Atom vodiku tvoii dv& tietiny z celkového podtu atomt v lidském t&le®®?)) z &ehoz
vétSina vodikovych atomi je vazana v molekule vody a v mastnych kyselinach. Vzhledem
k objemu vzorku pii MRI je zapottebi pfesné lokalizovat misto, které ma byt zobrazeno.
K tomuto ucelu slouzi gradient magnetického pole. Na rozdil od NMR se u tomografie
magnetické rezonance predpoklada, Ze signaly atomt vodiku v molekule H,O maji v riiznych
tkénich v porovnani s vlozenym gradientem magnetického pole zanedbatelné malou zménu
chemického posunu. Pro vybér zobrazované roviny snimané¢ho objektu je vytvofen gradient
magnetického pole ve sméru longitudindlni magnetizace M.. Pisobenim urcité rezonancni
frekvence o velikosti odpovidajici urc¢ité velikosti magnetického pole piiymou dostatecnou
energii pro excitaci pouze atomy, které se nachazeji ve zvolené roving (Obr. 7, str. 14)%],

Naslednym pisobenim gradientu magnetického pole v roviné transversalni M., ziskame
piesnou polohu signdlii jednotlivych atomt a za pomoci Fourierovy transformace je signal
preveden na obraz (Obr. 8, str. 14)'’! na kterém jsou kontrastnd oddélena mista s riiznou
cetnosti vyskytu molekul H,O. Kvalita kontrastu obrazi zavisi pfedevSim na vlastnostech
zobrazované tkang€, na protonové hustoté, na velikosti vnéjSitho magnetického pole By a

na relaxacnich dobach 71, 73, které mohou byt ovlivnény kontrastnimi latkami.
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42,17

Rezonan¢ni frekvence/MHz

42,60

43,30

0,99 1,00 1,01
Gradient magnetického pole/T

Obr. ¢. 7: Gradient magnetického pole v ose z.

Upraveno dle: http://www.wesgirdler.com/cartoon_head.html

Rezonancni frelvence MHz
4217 42.60 43,03

Gradient magnetického pole/T

Obr. 8: Gradient magnetického pole v roviné xy.

Upraveno dle: http://images.quickblogcast.com/112346-104902/mribrain2.jpg
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1.2.7 Relaxace

Pisobenim elektromagnetickych pulzii na vzorek dochazi k vychyleni vektoru
magnetizace zrovnovazné¢ polohy M.. Po doznéni pulzu se spinovy systém vraci zpét
do rovnovazného stavu, tzn. relaxuje. Doba relaxace se miize pohybovat fddové od ms
do né¢kolika hodin. Jsou rozliSovany dva typy relaxace (Obr. 9-11, str. 15-16), které jsou
zavislé napf. na pH, teploté a pfitomnosti kontrastnich latek. Pfi¢na relaxace je vZdy rychlejsi
nez relaxace podélnd, z divodu ndhodné interakce silovych poli plisobici na jednotlivé spiny,
které¢ maji za nasledek lokdlni zmény Larmorovych frekvenci vedouci ke ztraté koherence.

Dilezitym faktem je, Ze se obvykle li$i relaxacni doba zdravé a patologické tkané stejného

typul®?),

1.2.7.1 Podélna (longitudinalni) relaxace T}

Béhem podélné relaxace je meéteno, jak rychle dochazi k obnové magnetizace M,
t

ve sméru osy z (Obr. 9): M_ =M, -(l—eT‘)

M )

M ---M{1-¢"}

T, ;

Obr. 9: Relaxace 7.

Upraveno dle: http://mypersona.tistory.com/m/post/view/id/

Pulzni sekvence pro métfeni relaxaniho Casu 7 se skladd z pulzu 180°, prodlevy z,
pulzu 90° a detekce signalu. Pti vytvareni kontrastu hraje dilezitou roli ¢as opakovani pulzni
sekvence Tr. Pro zobrazeni dvou oblasti s rozdilnym 7; je zapotiebi zvolit ¢as opakovani
pulzu T tak, aby byl dostatecné kratky vzhledem k relaxaci jedné oblasti (B). Ta poté nema
dostatek Casu k navratu do rovnovazného stavu a poskytuje slaby signal (tmava mista obrazu).

Cas opakovani musi byt zaroven dostateéné dlouhy vzhledem k druhé oblasti (A), u které
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dochazi k obnoveni rovnovazného stavu a nasledné reexcitaci, ta poskytuje silny signal (svétla

’ 26,2
mista obrazu)**"],

1.2.7.2 Pricna (transversalni) relaxace T,

Béhem pficné relaxace je méfeno, jak rychle slabne magnetizace M,, ve sméru roviny

t

xy (Obr. 10): M, =M° - ©

M

XY

M

Y

Obr. 10: Relaxace 7.
Upraveno dle: http://mypersona.tistory.com/m/post/view/id/57

Relaxace T, Relaxace Ty

Obr. 11: Srovnani relaxace 7, a T,.

http://www.mrforschung.med.uni-goettingen.de/engl ver/mri.htm
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Pulzni sekvence pro méfeni relaxacniho Casu 7, se sklada z pulzu 90°, prodlevy z, pulzu
180°, opét prodlevy 7 a detekce signalu. Pii vytvafeni signdlu hraje dualezitou roli Cas
opakovani Tk a nové Cas vytvofeni ,spinového echa® Tg. Pro zobrazeni dvou oblasti
s rozdilnym 73 je zvolen Tr dostatecné dlouhy, aby byla umoZznéna obéma oblastem podélna
relaxace 7). Cas T je zvolen tak, aby byl del$i neZ podélna relaxace jedné oblasti (A), ktera
poté dosdhne termodynamické rovnovahy diive, nez zapusobi pulz 180°. Tato oblast
poskytuje slaby signal (tmavéa mista obrazu). Pulz 180° ovlivni pouze druhou oblast (B), jejiz
signal je timto pulzem pfevracen vroviné xy, diky druhé prodlevé t zaostfen a nasledné

detekovan. Tato oblast poskytuje silny signal (svétla mista obrazu)?®2%27),

1.3 Kontrastni latky

Kontrastni latky (CA) ovliviiuji relaxacni Cas. Na tomto zéklad€ se d€li na T'-kontrastni
latky ovliviiujici pfedevsim podélnou relaxaci, a na 7>-kontrastni latky ovliviiujici prevazné
pficnou relaxaci. VéEtSina dnes pouzivanych kontrastnich latek jsou typu 77 a poskytuji
pozitivni kontrast. Jedna se nejcastéji o komplexni slouceniny Gd(III) s vicevaznym
organickym ligandem, které zesvétluji mista svého vyskytu®®!. Kontrastni latky typu T»
poskytuji negativni kontrast a zpiisobuji potemnéni mista jejich pozice. Mezi T>-kontrastni
latky patii krystalické nano¢astice oxidii zelezal*”. Pii konstrukci kontrastnich latek je kladen
diiraz na jejich termodynamickou a kinetickou stabilitu. Vzhledem k tomu, Ze volny ion Gd**

30,31

je znatné toxicky (LDsy 0,1-0,5 mmolkg)***!, je dilezité, aby ligandy mély vyssi

komplexacni selektivitu ke Gd(III), nez k chemicky konkurenc¢nimu Zn(II) a Ca(Il), a
nedochazelo ke transmetalaci®>).

Centralni atom gadolinia preferuje ve svych komplexech koordinacni Cislo 9. Je
vétSinou vazan oktadentatnim ligandem a posledni devaté koordinacni misto je obsazeno
molekulou vody. Uéinnost kontrastnich latek je charakterizovana relaxivitou 7°*!. Hodnota
relaxivity zavisi na struktufe ligandu a rovna se ptevracené hodnoté casu pticné nebo podélné
relaxace vztazené na koncentraci kontrastni latky 1 milimol na litr (relaxivita » [mM 's'],
ref.***!3)) Kontrastni latky jsou vyuZivany u ca. 30% MRI vy3etieni, pfevazné k diagnostice
tumord a k angiografii®*. Mezi klinicky vyuzivané CA patii napt. Dotarem®, Bracco® nebo

Magnevist® (Obr. 12, str. 18)1%*].
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Obr. 12: Klinicky pouZivané kontrastni latky.
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2. Motivace a cil prace

Ziskavani novych poznatki a vyvoj stale dokonalejSich, specifickych kontrastnich latek
ma velky vyznam pro ucely klinické mediciny. Jiz dnes jsou u ca. 30 % vySetfeni pomoci
MRI pouzivany kontrastni latky, a diky stdle se rozvijejicim technologiim se hovofi o tom,
ze by v budoucnu mohly napt. pifi odstranovani tumori provadét operace pristroje navadéné

k tomu ur¢enymi kontrastnimi latkami.

Tato bakalaiska prace si klade predevsim nasledujici cile:
= Pfipravu analogickych komplexnich sloucenin k dnes pouZivanym 7)-kontrastnim
latkdm zadménou centralniho atomu gadolinia za europium.
=  Vypracovani metodiky pro zjiSténi toxicity piipravenych latek i jejich prekurzort
na bunécnych kulturach.
= Spektrofotometrické stanoveni fluorescen¢nich vlastnosti ptipravenych sloucenin.
=  Vypracovani metodiky pro vyuziti fluorescen¢nich vlastnosti Eu(Ill) pro monitorovani

osudu komplexnich slouc¢enin v bunikach.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie
3.1.1 Chemikalie
Neni-li uvedeno jinak, pouzité chemikélie pochazeji z béZznych komerénich zdroji a nebyly
pted pouzitim nijak ¢istény.
Acetanhydrid
Amoniak
DOTA
Ethanolamin
Hido3ap™P" — p¥ipraveno diive star§imi kolegy v laboratofi
Hydroxid sodny
Chelaton III (disodna stl kyseliny ethylenamintetraoctové)
Chlorid europity hexahydrat
Chloroform
Imerzni ole;j
Kyselina dusi¢na,“suprapure
NH4Cl
Paraformaldehyd
Per-6-amino-B-cyklodextrin — pfipraveno diive star$imi kolegy v laboratofi
Propylen oxid
Pyridin (bezvody)
SAVO
Bu;DO3A
Tetrachlormethan
Thiofosgen

Trifluoroctova kyselina

3.1.2 Roztoky pouzité p¥i praci s buiikkami

Kultiva¢ni média

Kultivaéni medium DMEM nebo RPMI 1640 bylo doplnéno 10 % FBS; 40 pg/mL
gentamycinem; 0,25 mg/mL glutaminem. Medium RPMI 1640 na rozdil od DMEM bylo jesté

suplementovano 0,05 mM B-merkaptoethanolem. Sterilni piiprava, skladovano pii 4 °C.
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10x PBS
79 g NaCl; 1,1 g KCI; 29 g Na,HPO4 12H,0; 3,1 g KH;PO4; doplnéno do 1 L

destilovanou vodou, skladovano pfti 4 °C.

HBSS

8,0 g NaCl a 0.4 g KCl bylo rozpusténo v 90 mL destilované vody a nasledn¢ dopInéno
do 100 mL (roztok 1), 0,358 g bezvodého Na,HPO4 a 0,60 g KH,PO, bylo rozpusténo
v 90 mL destilované vody a nasledné doplnéno do 100 mL (roztok 2). 0,72 g CaCl, bylo
rozpusténo v 50 mL destilované¢ vody (roztok 3). 1,23 g MgSO47H,0 bylo rozpusténo
v 50 mL destilované vody (roztok 4). 0,35 g NaHCO; bylo rozpusténo v 10 mL destilované
vody (roztok 5). Poté byl pfipraven premix smichanim 10 mL roztoku 1, 1 mL roztoku 2 a
1 mL roztoku 3, doplnénych do 86 mL destilovanou vodou. Poté byl pfidan 1 mL roztoku 4.
Bylo odebrano 9,9 mL premixu a ptiddno 0,1 mL roztoku 5. Pufr byl skladovan pti 4 °C.

10x Trypsin EDTA
5,0 g praseciho trypsinu; 2,0 g EDTA; 0,9% NaCl do 100 mL destilované vody,
skladovano pii1—-20 °C.

3.2 Pristroje a techniky

3.2.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro pozorovani na fluorescenénim mikroskopu IX-81 Cell-R Olympus byla bunécna
kultura narostla na krycim mikroskopickém sklicku oplachnuta PBS a pieklopena na podloZni
sklicko. Na objektiv mikroskopu byla umisténa kapka imerzniho oleje a poté bylo sklicko
s zivymi bunkami ptfeklopeno smérem k objektivu a vlozeno do mikroskopu. Pti pozorovani
internalizace ptipravenych komplexii do bunék bylo vyuzito schopnosti fluorescenéniho
mikroskopu Cell-R vizualizovat bunééné kultury v né€kolika rezimech a schopnost vytvaret
snimky 1 kratkd videa pozorovanych kultur. Pomoci excitacniho filtru DAPI350 byly
komplexy europia excitovany v oblasti UV a nasledna emise byla sledovana pies emisni filtr
U-MWIGA shranou 590 nm. Pozorovani komplikovala silna vnitfni reflexe v ramci
vyuzitych optickych komponent. Ta byla odstranéna po piestavéni mikroskopu pouzitim
dichroického zrcatka 400 nm a excitacniho filtru 350+50 nm.

Konfokalni mikroskop Leica TCS SP2 (Leica) byl vyuzit z diivodu odstinéni reflexe.

Laser byl nastaven na nejkrat$i moznou vlnovou délku 405 nm. Tato vlnova délka je pro
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pozorovani komplexil europia neoptimalni, vzhledem k relativné vysoké auto-fluorescenci

vyuzitych bun€k se nepodatilo detekovat specificky intracelularni signal.

3.2.2 Centrifugace

Pti ptipravé Na,[Eu(H,O)(dtpa)] a (NHy):[Eu(H,O)(dtpa)] byla pouzita pro oddéleni
europitych komplexti od roztoku Eu(OH); stolni centrifuga EBA 20 (Hettich Zentrifugen, » =
10 cm). Pii uskladnovani buné¢k pro elementarni analyzu byla pouzita stolni centrifuga
Minispin Plus (Eppendorf, 4500 rpm = 1000 g, pifi » = 5 cm) pro oddéleni bunék

od supernatantu.

3.2.3 Zjistovani po¢tu bunék

Mnohobarevny analyzacni pratokovy cytometr LSR II (Becton Dickinson) byl vyuzit ke
zjisténi toxicity pridavanych komplext. Na zédkladé snimani rozptylu laserového paprsku byla
kvantifikovana bunéfnd suspenze v daném objemu smeési, u adherentnich bunck byl
vztahovan pocet uvolnénych bunék k celkovému poctu bun€k narostlych v jednotlivych
jamkach.

Pro analyzu byly adherentni bunky promyty 300 ul PBS a nasledné¢ uvolnény
do suspenze roztokem PBS:trypsin (5:1) o objemu 300 pL. Pomoci mikroskopu byla urcena
vhodna doba pro inaktivaci trypsinu pfidanim 300 uL. DMEM. Pro méfeni bylo pouZito
300 pL vzniklého vzorku.

3.2.4 Stanoveni obsahu europia v buiikach pomoci ICP-MS

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je analyticka
technika, kterd umoznuje stanoveni velmi malych koncentraci kovii ve vzorcich v rozsahu
ng/L az pg/L. ICP-MS vyuZiva indukén€ vazaného plazmatu k vytvofeni iontii s ndbojem
pravé 1+ v kombinaci s kvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem.

Vzorek pro ICP-MS byl pfipraven centrifugaci bunééné kultury 3 min pfi 1000 g a
naslednym resuspendovanim pelety v 0,5 mL roztoku NaCl o koncentraci 0,14 M. Proces
centrifugace byl jesté jednou zopakovan. Promyté buiiky byly opét resuspendovany, tentokrat
v 0,1 mL koncentrované kyselin¢ dusi¢né. Poté byly vzorky v uzavienych 1,5 mL plastovych
zkumavkach mineralizovany 48 hodin pti 60 °C. Vzorky pro analyzu byly kvantitativné
pievedeny z 1,5 mL plastové zkumavky promytim 4,9 mL destilované vody do plastovych

zkumavek®. Mgfeni obsahu europia bylo provedeno prof. Martinem Mihaljevidem

22



na pracovisti Ustavu geochemie, mineralogie a nerostnych zdroji P¥F UK na piistroji

PlasmaQuad 3.

3.2.5 Spektralni metody

Spektrofluorometr AMINCO-Bowmann Series 2 byl vyuZit pro naméteni excitacnich a
emisnich spekter europitych komplexi (pfiloha 7.1 a 7.2, str. 45, 46), na jejichz zékladé bylo
piipraveno schéma pro idealni nastaveni mikroskopu (IX-81 Cell-R Olympus). Pomoci
spektrofluorometru byla také provedena méfeni znacenych bunéénych suspenzi B-lymfocytt,

ktera potvrdila internalizaci komplext do bunék (ptiloha 7.3, str. 47).

3.2.6 NMR

Nukledrni magneticka rezonance je metoda, kterd umoziuje urceni struktury méiené
latky a jeji kvantifikaci. Na méfeny vzorek v homogennim magnetickém poli puisobi
Sirokofrekvencni pulz, pomoci kterého je, v zavislosti na chemickém posunu, vytvoieno NMR
spektrum, jehoz interpretace vedla ke kontrole Cistoty ligandi a komplext. Vzorek urceny
pro charakterizacni méfeni NMR spektra (10-30 mg) byl rozpustén v 0,45 mL D,O a
pieveden do NMR kyvety.

Analyza¢ni metoda NMR-BMS slouzi ke zjisténi koncentrace lanthanoidi ve vodnych
roztocich. Paramagneticky komplex ovlivni chemicky posun inertni latky (zerc-butanolu),
ktery je méfen oproti standardu (roztok terc-butanolu v insertované kyveté) pomoci NMR

spektrometru. Pro vypodet koncentrace se pouzivda Evansova metoda®”.

Pro méfeni
koncentrace zasobnich roztokidl europitych komplext bylo ke 450 pL roztoku komplexu
v NMR kyvet¢ ptiddno 10 pL terc-butanolu. Do NMR kyvety byl vsunut insert (H,O/tBuOH)
a vzorek byl zméfen na NMR spektrometru.

Spektra byla naméfena na spektrometru Varian VNMRS300, méfeni provedli Dr.

Bohuslav Draho$ a Dr. Jan Plutnar.
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3.3 Prace s bunéénymi kulturami

3.3.1 Bunééné linie

(Vsechny ATCC, dar prof. Véaclava Hofejsiho, UMG AV CR)

HeLa
Lidska linie pivodem z adenokarcinomu délozniho krcku, adherentni, epiteloidni

morfologie.

Fibroblasty
Primarni lidskd bunéfna linie, plvodem zkozniho epitelu, adherentni, typicka

fibroblastoidni morfologie.

K71
Mysi linie B-lymfocyt MyS$i imortalizovand linie B-lymfocytt, suspenzni, schopna

signalizovat prostfednictvim povrchového imunoglobulinu 1 MHC II. ttidy.

3.3.2 Kultivace

Bunky HelLa 1 fibroblasty byly kultivovany v plastiku ur€eném pro tkanové kultury
(NUnc), vzivném mediu DMEM, v inkubatoru, pti teploté¢ 37 °C a 5 % obsahu CO,,
pasazovany dle potteby 2—-3x tydné. Buiikky K71 byly kultivovany v RPMI.

3.3.3 Pasazovani bunék

Pomoci Pasteurovy pipety bylo odebrano zivné medium a buiiky byly oplachnuty 2x5
min PBS (cca 250 pl). Adherentni bunky byly pfekryty roztokem PBS:trypsin v poméru 5:1.
Pomoci mikroskopu byla uréena dostatecnd doba plsobeni enzymu a k buitkdim bylo
pi1 pozorovaném dostate¢ném uvolnéni bunécné suspense pridino DMEM obsahujici hovézi
sérum odpovidajici mnozstvi PBS:trypsin v poméru 1:1. Pro dals$i kultivaci byla v lahvicce
ponechdna 1/10 populace. Pasdzované bunkky byly pouzity k analyze nebo byly usmrceny

v 10 % roztoku SAVA.
3.3.4 Fixace

Sklicka s buitkami byla oplachnuta roztokem PBS vyhtatym na 37 °C. Poté byla
fixovana 20 minut pfi teploté 37 °C ve 4 % (w/v) roztoku formaldehydu v PBS. Nasledn¢
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byla skli¢ka promyta 2x5 minut v PBS. Dale byl pfidan 15 mMm NH4Cl pro detoxikaci zbylého
formaldehydu (5 minut). Nasledn¢ byla sklicka 3x propldchnuta roztokem PBS a ihned

pouzita k fluorescen¢ni mikroskopii.

3.3.5 Internalizace komplexii
Roztoky europitych komplexti (o objemu 10, 20, 30, 40, 50 puL) byly pfidavany pifimo

do media k buitkam kultivovanym v 6- €1 24- jamkovych desti¢kach v mediu o objemu 1 mL.
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3.4 Synteticka Cast

3.4.1 Syntéza Na,[Eu(H,O)(dtpa)]

Hexahydrat chloridu europitého (0,980 g, 2,67 mmol, 1,05 ekv. k Hsdtpa) byl rozpustén
ve 20 mL destilované vody. K tomuto roztoku byl za michani pfikapan roztok NaOH (0,36 g,
3,5 ekv. k Hsdtpa) v 5 mL vody. Vylouceny Eu(OH); byl oddélen centrifugaci, supernatant
odstranén pomoci Pasteurovy pipety, a produkt byl resuspendovan v 10 mL destilované vody
a znovu oddélen centrifugaci. Celd procedura byla jesté jednou zopakovéana. K promytému
Eu(OH); byla ptidana Hsdtpa (1,00 g, 2,54 mmol) a cca 10 mL vody. Takto pfipravena smés
byla michdna za laboratorni teploty po dobu 48 h. Poté bylo pH smé&si upraveno ptidavkem
roztoku NaOH (~3—4 mL 5% roztoku) na hodnotu 7-8 (kontrola pH papirkem) a smés byla
filtrovana ptes skladany filtracni papir. Filtrat byl odpafen na rotani vakuové odparce, a
komplex byl (pomoci injekéni stiikaCky za souc€asné filtrace pies mikrobidlni filtr) pfeveden
do zasobni kalibrované zkumavky a natfedén na 10 mL.

Koncentrace tohoto zdsobniho roztoku byla stanovena pomoci metody BMS.

A(standard) = 1,25 ppm, &vzorek) = 4,24 ppm, odpovida koncentraci ¢ = 144 mm.

3.4.2 Syntéza (NHy):| Eu(H,O)(dtpa)]

Hexahydrat chloridu europit¢ho (0,980 g, 2,67 mmol) byl rozpustén ve 20 mL
destilované vody. Pfidavanim 5% roztoku NH4OH bylo upraveno pH na hodnotu 9.
Vylouc¢eny Eu(OH); byl oddélen centrifugaci, supernatant odstranén pomoci Pasteurovy
pipety, a produkt byl resuspendovan v 10 mL destilované vody a znovu oddélen centrifugaci.
Cela procedura byla zopakovana jesté jednou. K promytému Eu(OH); byla ptfiddna Hsdtpa
(1,00 g, 2,54 mmol) a cca 10 mL destilované vody. Takto pfipravend smes byla michdna
za laboratorni teploty po dobu 48 h. Poté bylo pH smési upraveno piidavkem 5% roztoku
NH4OH (~3-4 mL 5% roztoku) na hodnotu 7-8 (kontrola pH papirkem) a smés byla
filtrovana pres skladany filtracni papir. Filtrat byl odpafen na rotacni vakuové odparce,
a komplex byl (pomoci injek¢ni stiikaCky za soucasné filtrace pres mikrobidlni filtr) preveden
do zasobni kalibrované zkumavky a nafedén na 10 mL.

Koncentrace tohoto zdsobniho roztoku byla stanovena pomoci metody BMS.
A(standard) = 1,25 ppm, &vzorek) = 4,84 ppm, odpovida koncentraci ¢ = 173 mMm.

"H NMR: 300 pL zasobniho roztoku bylo odpafeno dosucha na vakuové odparce, a
odparek byl rozpustén v D,0. 6=- 15,80 (1H); — 14,59 (1H); —11,89 (4H); -9,10 (1H); —6,33
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(1H); —4,90 (1H); -2,62 (1H); —1,62 (1H); 5,23 (2H); 7,39 (2H); 12,28 (1H); 23,76 (1H);
29,44 (1H); ve spektru nebyly detekovany signaly ptislusejici volnému ligandu.

3.4.3 Syntéza NH4[Eu(H,O)(dota)]

Navazka Hgdota (1,14 g, 2,59 mmol) byla rozpusSténa v 35 mL destilované vody.
K roztoku byl po ¢astech piidan hexahydrat chloridu europitého (1,00 g, 2,73 mmol) a poté
jesté po Castech 0,44 ¢ NaOH rozpusténého ve 4 mL destilované vody. Takto pfipravena smes
byla ponechdna michat pfi teploté 80 °C po dobu 24 hodin. Sloupcovou chromatografii byly
promytim silikagelu fazi lih:amoniak (10:1) o objemu 250 mL jimany tii frakce a poté
promytim roztokem lih:amoniak (1:1) o objemu 250 mL dalsi tf1 frakce. Pomoci
luminiscen¢niho spektrometru byla urCena frakce s nejvySSim obsahem komplexu. Tato
frakce byla filtrovana ptes sklddany filtr a nasledné ultrafiltrovana (pfes membranu s velikosti
pora 500 Da). Obsah ultrafiltra¢ni cely byl odpafen do sucha na vakuové odparce a komplex
byl kvantitativné (pomoci injekéni stiikacky za soucasné filtrace pies mikrobidlni filtr)
pteveden do zasobni kalibrované zkumavky a nafedén na 10 mL.

Koncentrace tohoto zdsobniho roztoku byla stanovena pomoci metody BMS.
A(standard) = 1,25 ppm, &vzorek) = 2,38 ppm, odpovida koncentraci ¢ = 55 mm.

"H NMR: 300 pL zasobniho roztoku bylo odpafeno dosucha na vakuové odparce, a
odparek byl rozpustén v D,0. Zktizeny-antiprizmaticky diastereoizomer (TSA): 6 = —15,72
(4H); —14,33 (4H); -7,75 (4H); —6,52 (4H); —0,90 (4H); 33,81 (4H). Ctvercové-
antiprizmaticky diastereoizomer (SA): 6 =-9,26 (4H); —7,01 (4H); —4,03 (4H); —1,89 (4H); —
0,88 (4H); 13,48 (4H). Pomér TSA:SA 80:20. Ve spektru nebyly detekovany signaly

ptislusejici volnému ligandu.

3.4.4 Syntéza bis(2-hydroxoethylamidu) diethylentriaminpentaoctové Kkyseliny
(DTPA-BA)

K navéazce Hsdtpa (1,00 g 2,54 mmol) byl pfidan anhydrid kyseliny octové (1,2 mL,
12,6 mmol) a poté bezvody pyridin (1,3 mL, 16 mmol). Smé&s byla ponechdna michat 48
hodin pfi teploté 65 °C a poté filtrovana ptes fritu. Produkt Bis(anhydrid) DTPA byl nasledné
uskladnén v exsikatoru. 'H NMR (DMSO-d6): 6 = 3,71 (s, 8H, CH,CO); 3,66 (s, 2H,
CH,CO); 3,07 (t, 4H, NCH,CH,N); 2,91 (t, 4H, NCH,CH,N). *C NMR (DMSO-d6): & =
51,65 (2C, NCHCH;N); 52,49 (2C, NCH,CH:N); 54,59 (1C, NCH,CO); 54,91 (1C,
NCH,CO); 165,80 (1C, CO); 172,57 (4C, CO).
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Bis(anhydrid) DTPA (0,75 g, 2,1 mmol) byl po €astech ptidan do roztoku ethanolaminu
(1,45 mL, 24,2 mmol) v 6 mL destilované vody. Po 24 hodindch byl vznikly DTPA-EA
odpaten na vakuové odparce a charakterizovan NMR spektroskopii. 'H (D,0): § = 2,79 (4H,
NCH,CH;N); 2,84 (4H, NCH,CH,N); 2,87 (4H, NHCH>); 3,21 (4H, CH,CONH); 3,29 (2H,
CH,COO0); 3,30 (4H, CH,COO); 3,38 (4H, CH,OH). °C (D,0): § = 178,71 (2C, COOH);
176,52 (1C, COOH); 174,20 (2C, CONH); 59,45 (2C, CH,OH); 58,55 (2C, CH,COOH);
58,11 (2C, NCH,CONH); 56,64 (1C, CH,COOH); 51,61 (2C, NCH,CH:N); 51,46 (2C,
NCH,CH;N); 40,66 (2C, CONHCH,).

3.4.5 Syntéza [Eu(H,O)(dtpa-ba)]

Surovy DTPA-EA byl komplexovan s hexahydratem chloridu europitého (2,54 mmol,
0,89 g) ve 35 mL destilované vody. Prostfedi komplexace bylo upraveno pfidavkem 5 mL
hydroxidu sodné¢ho o koncentraci 1,5 M. Vznikly roztok byl michan za laboratorni teploty
po dobu 24 hodin, poté filtrovan pies mikrobidlni filtr a nasledné ultrafiltrovan (pies
membranu s velikosti port 500 Da). Obsah ultrafiltra¢ni cely byl odpafen na vakuové odparce
a vzorek charakterizovin NMR-BMS.Komplex byl pfeveden do zasobni kalibrované
zkumavky a natfedén na 10 mL.

Koncentrace tohoto zdsobniho roztoku byla stanovena pomoci metody BMS.

A(standard) = 1,25 ppm, &vzorek) = 4,17 ppm, odpovida koncentraci ¢ = 141 mm.

3.4.6 Syntéza 10-hydroxypropyl-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctové
kyseliny (DO3A-HP)

K BusDO3A (1,00 g, 1,68 mmol) rozpuSténému v 10 mL chloroformu byl ptidan
propylenoxid (0,35 mL, 5,04 mmol). Smés byla michdna za laboratorni teploty po dobu
24 hodin. Poté bylo pfidano 7 mL trifluoroctové kyseliny a 7 mL chloroformu a smés byla
opét ponechdna michat za laboratorni teploty po dobu 24 hodin. DO3A-HP byl izolovan
odpafenim vedlejSich produkti ve vakuové odparce. Poté byl ligand rozpusStén ve 12 mL
kyseliny chlorovodikové a odpaien na vakuové odparce. Nasledné byl tento proces proveden

jesté dvakrat s 15 mL destilované vody.
3.4.7 Syntéza [Eu(H,O)(do3a-hp)]

K DO3A-HP rozpusténé v 8,4 mL destilované vody byl pfidan hexahydrat chloridu
europitého (0,55 g, 1,5 mmol) a pevny NaOH (0,34 g, 8,5 mmol). Smés byla michana
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za laboratorni teploty po dobu 24 hodin. Vznikly komplex byl filtrovan ptes skladany filtr a
nasledné ultrafiltrovan (pfes membranu s velikosti portt 500 Da). Obsah ultrafiltracni cely byl
odparen do sucha na vakuové odparce a komplex byl kvantitativné (pomoci injekéni stiikacky
za soucasné filtrace pfes mikrobidlni filtr) pfeveden do zasobni kalibrované zkumavky a
nafedén na 10 mL.

Koncentrace tohoto zéasobniho roztoku byla stanovena pomoci metody BMS.
A(standard) = 1,25 ppm, &vzorek) = 3,91 ppm, odpovida koncentraci ¢ = 128 mMm.

"H NMR: 300 pL zasobniho roztoku bylo odpafeno dosucha na vakuové odparce, a
odparek byl rozpustén v D,0. 6=-16,72; -15,45; -10,95; —-10,24; -8,62; —6,85; —5,16; —4,39;
-2,96; -2,43; 5,23; 6,22; ve spektru nebyly detekovany signaly ptislusejici volnému ligandu.

3.4.8 Syntéza 10-{[(4-izothiokyanatobenzyl)(hydroxy)fosforyljmethyl}-1,4,7,10-
tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctové Kkyseliny

K DO3AP*®" (2,99 g, 3,8 mmol) rozpuiténé v5 mL vody bylo pfidano 5 mL
tetrachlormetanu a 0,9 mL thiofosgenu. Smés byla ponechana zprudka michat za laboratorni
teploty, pti pH 1, po dobu 24 hodin. Po sedimentaci roztoku byla odebrana dolni (organicka)

faze a horni vodna Cast smési byla odpatena na vakuové odparce.

3.4.9 Konjugace DO3AP"® s per-6-amino-p-cyklodextrinem, piiprava L;,-p-CD
Per-6-amino-B-cyklodextrin (0,56 g, 0,36 mmol) byl rozpustén v 10 mL destilované
vody a pH tohoto roztoku bylo upraveno pomoci 5 % roztoku NaOH na hodnotu 8. Poté byla

do roztoku po &astech ptidavana DO3APN®

rozpusténa v 10 mL destilované vody za stalého
udrzovani pH na hodnoté 8. Po ptidani veskeré DO3APN® byl roztok ponechin michat
pti teploté 45 °C po dobu 24 hodin. Vznikly roztok L;-B-CD filtrovan pies filtracni papir a
nasledn¢ ultrafiltrovan (pfes membranu s velikosti pord 3000 Da). Filtrat byl odpafen

na vakuové¢ odparce.

3.4.10 Syntéza [Eu(L)],-p-CD

L7-B-CD byl rozpustén v 10 mL destilované vody. Po ptidavku chloridu europitého
(0,70 g, 1,91 mmol) bylo pH upraveno na hodnotu 8 pomoci 10% roztoku NaOH. Roztok byl
nafedén 20 mL destilované vody a ponechan michat za laboratorni teploty po dobu 12 hodin.
Chelaton III (0,71 g, 1,91 mmol) rozpustény v 5 mL destilované vody byl postupné ptidavan
ke kalnému roztoku [Eu(L)];-B-CD, dokud se roztok nestal ¢iry. Poté byla provedena filtrace

pies filtracni papir a nasledné ultrafiltrace (pfes membranu s velikosti pora 3000 Da). Obsah
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ultrafiltrani cely byl odpafen do sucha na vakuové odparce a komplex byl kvantitativné
(pomoci injek¢ni stitkacky za soucasné filtrace pies mikrobialni filtr) pieveden do zasobni
kalibrované zkumavky a nafedén na 9,4 mL.

Koncentrace tohoto zasobniho roztoku byla stanovena pomoci metody BMS.
A(standard) = 1,25 ppm, &vzorek) = 3,91 ppm, odpovida koncentraci ¢ = 179 mm.

"H NMR: 300 pL zasobniho roztoku bylo odpafeno dosucha na vakuové odparce, a
odparek byl rozpustén v D,0O. 6 = 18,15 az 5,96 (fada multiplettr); —10,73, 12,87, 17,73 a
22,05 (Hax diastereoizomeru SA); 27,47, 33,46, 36,32 a 38,06 (H.x diastereoizomeru TSA).

Ve spektru nebyly detekovany signaly ptislusejici volnému ligandu.
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4. Vysledky a diskuze

Ptfesné koncentrace zasobnich roztoku europitych komplext byly stanoveny pomoci
analytické metody NMR-BMS. Alikvotni objemy zasobnich roztokii (o objemech 10, 20, 30,
40 a 50 pL) byly pfiddvany k bunécnym kulturam kultivovanych v 1 mL media.
V jednotlivych ptipadech byla zjiSténa viabilita (spocitani bun€k pomoci FACS) a nasledné
byl zjiS§tén obsah europia v buiikdch (pomoci ICP-MS). Pro interpretaci vysledka byly
sestrojeny grafy zobrazujici procentualni viabilitu bun€k ovlivnénou piitomnosti europitych
komplext. Pro interpretaci internalizace byly do grafu vyneseny udaje o zastoupeni europia

ptipadajici na jednu bunku.

4.1 Koncentrace zasobnich roztoku

Koncentrace zéasobnich roztokli europitych komplexid byly vypocitany Evansovou

metodou®®! pomoci NMR-BMS (Tabulka 2).

Tabulka 2: Koncentrace europitych komplexiu stanovena pomoci NMR-BMS.

Latka Koncentrace ¢/[mM]
Na,[Eu(H,O)(dtpa)] 144
(NHa),[Eu(H,O)(dtpa)] 173
[Eu(H,0O)(dtpa-ba)] 141
NH,[Eu(H,0)(dota)] 54
[Eu(H,0)(do3a-hp)] 128
[Eu(L)];-B-CD 179

Ptiprava vSech roztokti komplexnich sloucenin byla teoreticky vypocitdna na 200 mm.
V ptipadé NH4[Eu(H,0O)(dota)] doslo ke znaénym ztratdam produktu béhem chromatografické
separace a nasledné ultrafiltrace, pii ptipravé [Eu(H,O)(dtpa-ba)] a [Eu(H,O)(do3a-hp)] byla
kritickym krokem syntézy ultrafiltraéni separace ptfes membranu s velikosti poru 500 Da, kdy
dochazelo k nejvétSimu poklesu koncentrace produktu. Pfi ultrafiltraci [Eu(L)];-B-CD ptes
membranu s velikosti poru 3000 Da, byly ztraty na produktu velmi malé. Piiprava
Nay[Eu(H,0)(dtpa)] a (NH4)2[Eu(H,O)(dtpa)] byla zavisla na vhodné hodnoté pH urcujici
kvalitu komplexacniho kroku reakce. Urcita ztrata mohla vzniknout 1 pii oddé€lovani

hydroxidu europitého centrifugaci.
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4.2 Internalizace europitych komplext

4.2.1 K71 (mys$i linie B-lymfocytii)

B-lymfocyty diky své endocytické a pinocytické aktivit¢ pohlcovaly piridavané
komplexy ve vyrazné vyss§i mife nez zbylé dva pouzité typy bunék. V ptipade [Eu(H,O)(dtpa-
ba)] pfijimaly B-lymfocyty okolo 50 pg europia na jednu buitku bez projevu zvySené
mortality. Nizké toxicita DTPA-BA 1 [Eu(L)]7-B-CD dokazuje termodynamickou a kinetickou
stabilitu téchto komplexti (graf 1 a graf 2).

K71, [(EuL);-B-CD]
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Graf 1: Internalizace [Eu(L)],-p-CD do B-lymfocytii.
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Graf 2: Internalizace [Eu(H,O)(dtpa-ba)] do B-lymfocyti.
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Pti odebirani vzorkli pro méfeni poctu bunék pomoci FACS 1 pii ptipravé vzorka
pro ICP-MS vznikalo riziko nerovnomérné distribuce bunék, které mize mit za nasledek
chybnou interpretaci u¢inku toxicity europitych komplext na viabilitu. Pfi shromaZzd'ovani dat
byl nejprve odebirdn vzorek pro stanoveni toxicity. Pokud byla pfi jeho odbéru odebrana
vétSina ze vSech bunck kultivovanych v dané jamce (vzhledem k sedimentaci bunék béhem
odbértl), mize viabilita nabyvat hodnot prevySujici poc¢et bun€k 1 v negativni kontrole, tedy
100%. V piipad¢, ze by doSlo k takovéto nepresnosti, projevil by se tento fakt nizkym
obsahem europia v bunkdch, stanovenym elementarni analyzou (ICP-MS), ktery by
neodpovidal trendu zavislosti koncentrace na poctu bunék, coz se téZ stalo, viz nejvyssi

koncentrace v grafu 2 (str. 32).

4.2.2 HeLa buiiky

HeLa buiky tvoii pfisedlé kolonie, a proto pfijimaji mensi mnozstvi okolniho média a
tedy 1 europitych komplexti, nez suspenzni B-lymfocyty.

U HeLa bunék byla testovana toxicita reaktanti DTPA a EuCl;-:6H,O pouZivanych
pii syntéze komplext. Bylo zjiSténo, ze toxicita volné¢ho ligandu DTPA je obrovskd. Jiz
piinizkych koncentracich zplsobuje smrt téméi celé populace. Pokud je vSak DTPA
koordinovana, tak jeji toxicita vyznamné klesa (graf 3, str. 34). Roztok volné DTPA nejspise
koordinuje vapenaté ionty a tim vyznamné ovlivituje Zivotaschopnost organizmii.

Toxicita trojmocného kationtu europia je mensi nez DTPA, ale rovnéz znacnd, jak
ukazuje graf 4 na str. 34. Vysoké hodnoty pro pfitomnost Eu v buitkach mohou byt zptisobeny
zvySenou permeabilitou nekrotickych/apoptotickych bunék, ktera ma za nésledek

nespecificky pasivni uptake komplexu.
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HeLa, Na,H,DTPA vs. NH,[Eu(H,0)(dtpa)]
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Graf 3: Toxicita volného a vazaného ligandu DTPA.
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Graf 4: Internalizace EuCl; do HeLa bunék.

Zda se, ze komplex s makrocyklickym ligandem DOTA je v porovnani s volnymi
substraty 1 ostatnimi komplexy toxicky velmi malo (graf 5, str 35; toto tvrzeni neni bohuzel
zcela prukazné kvili nizsi koncentraci tohoto komplexu v zasobnim roztoku). Je ale obecné
znamo, Ze stabilita tohoto komplexu je vysoka diky makrocyklickému efektu. Udaje o obsahu

europia jsou bohuzel zkreslené bliZze neidentifikovatelnou chybou.
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HelLa, Eu-dota
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Graf 5: Internalizace NH,4[Eu(H,0)(dota)] do HeLa bunék.

Komplex [Eu(H,O)(dtpa-ba)], jehoZ ligandem je bis(amid) DTPA, vykazoval mnohem
neutrdlni komplexy DTPA-bis(amid{) s lanthanoidy jsou za podminek in vivo obvykle méng
stalé a tedy i vice toxické nez komplexy DTPAP™. V najem experimentu viak ziejmé
nedokonalou pfipravou europitého komplexu s DTPA zistaly v zasobnim roztoku stopy
volného ligandu, a proto vykazuje (NH4),[Eu(H,O)(dtpa)] vétsi toxicitu nez [Eu(H,O)(dtpa-

ba)]. Zarovei neutralni komplex [ Eu(H,O)(dtpa-ba)] velmi dobie internalizuje do bunck.
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Graf 6: Internalizace [Eu(H,O)(dtpa-ba)] do HeLa bunék.
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Substituci acetatového pendantniho ramene v molekule DOTA za 2-hydroxypropyl byl
ziskan dalsi ligand a jeho komplex [Eu(H,O)(do3a-hp)], jehoZ toxicita poruSenim symetrie
pluvodniho ligandu mirné vzrostla, 1 pfes to nebyla nijak zna€na (graf 7). Piekvapivé, prestoze
se jednd o nenabity komplex, podobné jako je [Eu(H,O)(dtpa-ba)], tak jeho internalizace
do bun€k je velmi mala.

NejobjemnéjSim testovanym komplexem byl [Eu(L)]7-B-CD], ktery nemél témét zadné
toxické ucinky, ale zieymé kvilili své velikosti nebyl do HeLa bunék internalizovan ve velké

koncentraci (graf 8).
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Graf 7: Internalizace [Eu(H,O)(do3a-hp)] do HeLa bunék.
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Graf 8: Internalizace [Eu(L)],-p-CD.
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4.2.3 Fibroblasty
Fibroblasty kozniho epitelu mély velmi podobné reakce na vSechny testované
slouceniny jako HeLa buiiky. Toxicita volného ligandu DTPA byla pro buiiky fibroblasth

extrémné vysokd (graf 9), naopak roztok europitych kationti byl ptijat fibroblasty lépe
nez Hela bunikami (graf 10).
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Graf 9: Toxicita DTPA vici fibroblastim.
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Graf 10: Internalizace EuCl; do bunék fibroblasti.

Fibroblasty téméf u vSech makrocyklickych komplexnich slou¢enin vykazovaly malou

miru internalizace, coz se projevilo zdanlivé nizkymi toxickymi G¢inky téchto komplext a
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rovnéz velmi malymi obsahy europia (grafy 11-13, str. 38,39). NejvysSi miru internalizace

z makrocyklickych slou¢enin vykéazal neutrdlni derivat [Eu(H,O)(do3a-hp)]
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Graf 11: Internalizace NH,[Eu(H,0)(dota)] do bunék fibroblasti.
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Graf 12: Internalizace [Eu(H,0)(do3a-hp)] do bunék fibroblasti.
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Fibroblasty, [Eu(L)],-B-CD
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Graf 13: Internalizace [Eu(L)];-p-CD do bunék fibroblasti.
Komplex, ktery dokazal nejalinnéji piestupovat pies cytoplasmatickou membranu

fibroblasti, byl [Eu(H,O)(dtpa-ba)]. Tento komplex mél minimalni toxické G¢inky s ohledem

na mnozstvi vstiebané latky buitkami (graf 14).
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Graf 14: Internalizace [Eu(H,0)(dtpa-ba)] do bunék fibroblasti.
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4.3 Mikroskopie

Pro pozorovani bunck byl pouZzit fluorescencni mikroskop IX-81 Cell-R Olympus.
Pomoci excitacniho filtru DAPI350 (350+£50 nm) byly komplexy europia excitovany v oblasti
UV a néaslednd emise byla sledovana pies emisni filtr U-MWIGA s hranou 590 nm. Byly
pozorovany adherentni buné¢né kultury HeLa bunék (Obr. 13) a fibroblastt (Obr. 14).

Obr. 13: HeLa buiiky Obr. 14: Fibroblasty
Modte — bun&én4 jadra, vizualizace s DAPI; Cervené — aktin, vizualizace s Faloidin Alexa 594; Zelené — lysosomy,
vizualizace s LAMP 3. Rozmér fotografie 40x30 pm, zvétSeni objektivu 60x, konfokalni mikroskop Leica TCS
SP2. Zdroj: doc. RNDr. J. Cerny.

K bunéénym kulturdam byly piidavany europité komplexy o rtiznych koncentracich
(objemy ptidavanych roztokl byly 10, 20, 30, 40, 50 pL). Nasledné byl s riznou Casovou
prodlevou (0, 24, 48, 72 hodin) zkouman fluorescen¢ni signal komplext internalizovanych
do bun¢k. HeLa buiiky vykazovaly pfi zvoleném nastaveni celkem zna¢nou autofluorescenci
(Obr. 15, str. 40).

Na HeLa buiikach byla pozorovana fluorescence prokazujici UspéSnou internalizaci
komplexi do bun€k prokazatelnéji nez u fibroblastl. Nejlepsi snimky byly pofizeny
po 24 hodinové inkubaci bunék s 50 puL zasobniho roztoku [Eu(H,O)(do3a-hp)] odpovidajici
koncentraci 6,4 mM na 1 mL media (Obr. 16, str. 41), a s 50 uL [Eu(L)]7-B-CD] odpovidajici
koncentraci 8,95 mM na 1 mL media (Obr. 17, str. 41).

40



Obr. 15: Autofluorescence buiiky Obr. 16: [Eu(H,0)(do3a-hp)] Obr. 17: [Eu(L)]-p-CD v buiice
HeLa. v buiice HeLa. HeLa.
Fotografie pofizena fluorescenénim mikroskopem IX-81 Cell-R Olympus, zvétSeni objektivu 60x, rozmér

fotografie 30x30 um.
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5. Zavér

Byla ptfipravena a charakterizovana zvolend analoga 7'-kontrastnich latek pro MRI.

Pro stanoveni koncentrace paramagnetickych komplexii ve vodném roztoku byla
aplikovana metoda NMR-BMS a Evansova rovnice.

Bylo potvrzeno, ze volny ligand DTPA 1 trojmocny kation europia jsou velmi toxické, a
proto je pii vyvoji kontrastnich latek zapotiebi klast velky diiraz na stabilitu komplexnich
sloucenin v riiznych podminkach, které mohou nastat in vivo.

NejSetrn€ji plisobila na bunky pfitomnost makrocyklickych sloucenin, jejichz vazba
velikosti, ktera zhorSuje prostupnost pies plazmatickou membranu. Velmi nizké hodnoty
toxicity vykazovaly nenabité komplexy [Eu(H,O)(dtpa-ba)] a [Eu(H,O)(do3a-hp)].

Ze Sestice testovanych komplext vykazoval nejvhodngj$i vlastnosti pro zobrazeni
pomoci fluorescen¢ni mikroskopie [Eu(H,O)(dtpa-ba)] (obecné¢ nejlepsi internalizace
do bungk).

Pro ucel studia bunécné distribuce europitych komplexti v bunéénych kulturach maji
nejlepsi pfedpoklady suspenzi buiiky B-lymfocytl, z diivodu endocytické a pinocytické
aktivity a rychlosti bunécného cyklu (obecné velmi dobré internalizace ukdzand na piikladu

velké molekuly [Eu(L)];-B-CD).
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7 P¥ilohy

7.1 Excitacni spektrum komplext

excitaéni spektra

EuCI3 Na(Eu-DTPA)
NH4(Eu-DTPA) Eu-DTA-BA
Eu-DOTA Eu-DO3A-HP
Eu-CD

A~ Y L

350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
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7.2 Emisni spektrum komplexi

emisni spektra

EuCI3 Na(Eu-DTPA)
NH4(Eu-DTPA) Eu-DTA-BA
Eu-DOTA Eu-DO3A-HP
Eu-CD
——— N A /\’
/\\\_A__,/
,,,,,, A
|
|
550 570 590 610 630 650 670 690 710 730 750

A [nm]
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7.3 Emisni spektrum znacenych bunéénych suspenzi

excitaéni spektra

blank HBSS Eu DTPA-BA

Eu-B-CD Eu DOTA

580 590 600 610 620 630
A [nm]
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evidence vypujcovatel.*
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