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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva piipravou, metodami charakterizace a in vitro
zobrazovanim nanocastic s velky potencidl pro lékarskou diagnostiku. Kli¢ovou roli
V této praci zaujimaji nanocastice tvorené jadrem z wolframanu vapenatého, CaWQ,,
pokryté piirodnim polysacharidem dohromady slouzici jako vhodny model kontrastni
latky pro bunécné zobrazovaci techniky. Pfirozené vlastnosti CaWO,, jako je
pohlcovani rentgenové zaieni, prirozené fluorescenéni schopnosti a moznosti dopovani
fluorescen¢né aktivnimi lanthanoidy, vytvaii z nanocastic vhodné kandidaty na pozici
kontrastnich ¢inidel pro zobrazovaci metody v diagnostice onkologickych onemocnéni.
Navic pokrytim anorganického jadra ptirodnim polysacharidem dosahuji nanocastice
pozadované velikosti a moznosti aktivniho cileni se specifickymi nebo nespecifickymi
interakcemi s bunéénou membranou, které jsou rozhodujicimi faktory pti in vitro
bunécnych studiich.

Byla nalezena nejvhodné;jsi syntéza jak dopovaného tak i nedopovaného jadra tohoto
modelu dosahujici tvorby sférickych castic koloidnich rozméri. Dopovani bylo
realizovéno Cervend fluoreskujicim trojmocnym europiem, Eu**, a zeleng fluoreskujicim
trojmocnym terbiem, Th®*, a ani jeden z t&chto dopantii neovlivnil piivodni krystalickou
strukturu CaWOQ,. V dalsi etapé byly tyto fluorescencni jadra tGspé$né dispergovany
V roztoku Ctyt vybranych ptirodnich polysacharidii (alginatu sodného, guaru, mananu a
dextranu) pii tfech raznych pH (5; 6,5 a 7,4) pomoci HEPES pufru a byla prokdzéana
urcitd Casova stabilita. V zavérecné fazi byly s Tb* dopovanymi ¢asticemi provedeny in
vitro experimenty na bunéfné linii hepatocelularniho karcinomu, HepG2, a
osteosarkomu, MG-63. Bylo potvrzeno, ze guar je cileny pouze na HepG2, protoze na
rozdil od MG-63 maji na povrchu asialoglykoproteinovy receptor. Vlastnosti nano¢astic
byly studovany metodami rastrovaci a transmisni elektronové mikroskopie (SEM a
TEM), Sirokouhlé difrakce rentgenového zafenii (WAXD), dynamického rozptylu
svétla (DLS), malouhlového rozptylu rentgenového zéateni (SAXS) a dvoufotonové

konfokalni mikroskopie (2PCM).



Abstract

This thesis deals with the preparation, characterization methods and in vitro imaging of
nanoparticles with great potential for medical diagnostics. A key role in this work
occupy nanoparticles comprising a core of calcium tungstate, CaWO,, covered by a
natural polysaccharide together serve as a suitable model contrast agent for cell imaging
techniques. CawWO, natural properties such as the absorption of X-rays, natural
fluorescence capabilities and capacities for doping fluorescently active lanthanides,
makes from nanoparticles suitable candidates for the position of contrast agents for
imaging in the diagnosis of oncological diseases. Moreover, by coverage of the
inorganic core by natural polysaccharide nanoparticles reach the desired size and the
possibility of active targeting to specific or nonspecific interactions with the cell
membrane, which are key factors in in vitro cell studies.

It was found the most suitable synthesis both doped and undoped core of this model
reaching the formation of spherical particles of colloidal dimensions. Doping was
realized by red fluorescent trivalent europium, Eu®*, and green fluorescent trivalent
terbium, Tb*, and neither of these dopants affected the original crystalline structure
CaWO0,. In the next stage, these fluorescent nuclei successfully dispersed in the solution
of the four selected natural polysaccharides (sodium alginate, guar, dextran and
mannan) at three different pH values (5; 6.5 and 7.4) with HEPES buffer and was
demonstrated certain stability over time. In the final stage were performed in vitro
experiments with the Tb®" doped particles conducted on cell line hepatocellular
carcinoma HepG2 and osteosarcoma MG-63. It was confirmed that guar is targeted only
to HepG2, because unlike to MG-63 have at surface a asialoglycoprotein receptor.
Properties of nanoparticles were studied by scanning and transmission electron
microscopy (SEM and TEM), X-ray wide angle diffraction radiation (WAXD), dynamic
light scattering (DLS), small-angle x-ray scattering (SAXS), confocal microscopy and
two-photon (DPCM).
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1 Uvod

Nanocastice jsou nanostrukturni objekty, které svou velikosti ve vSech tfech
rozmérech spadaji do oblasti 1 az 100 nm. V nanotechnologii jsou vi¢i svym
transportnim a vnitinim vlastnostem definovany jako ucelené jednotky, které jsou
vzhledem ke své velikosti tvofeny souborem pfiblizné 10 az 10° atomi [1]. Jejich
intenzivni vyzkum zafal koncem 20. stoleti uplatiujici se v oblasti funkénich
nanomateridlti (napf. nanokompozity, nanoporézni materialy, nanovrstvy, nanosensory
aj.) [2]. Diky naslednému podstatnému vyvoji obou hlavnich pfistupti vyroby
nanostruktur (angl. ,top down” a ,bottom up”) nanocastice piisp€li ke vzniku a
rozvoji nanofotoniky a nanoelektroniky [3] a v poslednich letech také navic ke zcela
novému oboru nanorobotiky [4]. Pfesto se ale v soucasnosti hlavni vyzkum nanocastic
tyka biomedikalnich aplikaci [4] a to zejména v diagnostice a terapeutice nadorovych
onemocnéni, ponévadz na zdkladé nejnovéjSich statistik ve vyskytu rakoviny a
celosvétové umrtnosti se béhem jednoho roku vyskytne zhruba 14 miliéoni novych
ptipadt a 8,2 miliond amrti [5].

V oboru terapeutiky nanocastice funguji jako nanonosice schopné transportovat
1é¢iva do primarnich a metastazovanych lozisek nadorovych buii¢k a to s pomoci
pasivniho a/nebo aktivniho cileni. [6]

V oblasti diagnostiky onkologickych onemocnéni hlavni roli zaujimaji metody
neinvazivniho zobrazovani. Slouzi k vizualizaci anatomické struktury a monitorova
funkénich vlastnosti a dynamiky na bunééné a molekularni rovni [4,7-9]. Veskeré
informace jsou uloZeny v kontrastu vyslednych zobrazeni, pficemZz je moZné je
dodateéné zvysit zavedenim vhodného vnéjsiho ¢initele ve formé kontrastni latky [4].

Tato diplomova prace se zabyva piipravou, charakterizaci a in vitro aplikaci
nanocastic, jejichz jadro je tvofeno z wolframanu vapenatého, CaWOy, krystalické latky
znamé svymi piirozenymi luminiscenénimi vlastnostmi [10-15] vhodné pro zobrazovaci
techniky vyuZzivajici fluorescence. Jadra jsou pokrytd ptirodnimi polysacharidy
kovalentné vazané pomoci kyslikovych atomt [16]. Toto pokryti funkcionalizuje
povrch nanocastic, ¢imZ vytvari aktivni cileni dilezité pro specifické rozpoznani a

navazani na povrchu nadorovych bunék [17-19].
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2 Cil prace

Cilem této diplomové prace lze rozdé€lit na tii hlavni etapy:

Nalézt co nejvhodnéjsi syntézu dopovanych a nedopovanych nanoc¢astic wolframanu
vapenatého dosahujici tvorby sférickych ¢astic koloidnich rozméra.

Nalézt co nejlepsi stabiliza¢ni systém (ve formé pfirodnich polysacharidi) pro
pievedeni nanoc¢astic wolframanu vapenatého do roztoku.

Uspé&iné stabilizovany systém nanoéastic aplikovat jako kontrastni &inidlo pro in

Vitro bunééné studie v oblasti fluorescenéniho zobrazovani.
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3 Literarni prehled

V této kapitole je podan uceleny piehled do neinvazivnich zobrazovacich metod
vyuzivané v Iékarstvi pro diagnostické a terapeutické ucely. Poté nasleduje teoreticky
uvod do problematiky nanoc¢éastic CaWQ4 pokryté prirodnim polysacharidem, které jsou
Vv této diplomové praci studovany jako kontrastni ¢inidla pro in vitro fluorescenéni

zobrazovani nadorovych bun¢k.
3.1 Metody neinvazivniho zobrazovani

Vyuziti fyzikalnich vlastnosti jako je radioaktivni rozpad; absorbance nebo
odrazivost viditelného svétla, zvuku, rentgenového zafeni; a chovani v magnetickém
poli vede k realizaci rlznych zobrazovacich technik umozZiujici vizualizovat
anatomické struktury, biologické funkce a molekuldrni procesy v zZivém organismu bez
nutnosti poruseni jeho integrity, tedy neinvazivné. Uplatiuji se v diagnostickych a
terapeutickych studiich, kde nedilnou ulohu hraji nanocastice jako zdroje kontrastu,
zasobarny veskerych informace. [4, 8, 20-24]

V nasledujici tab. 3.1 je stru¢ny piehled téch nejbéznéji vyuzivanych metod [8, 20-
25] rozdélené do skupin podle vyse zminénych vyuzivanych fyzikalnich déju [20].

Tab. 3.1

Piehled nejdulezitéjsich zobrazovacich metod v 1ékatstvi (rozdélené dle literatury [20]).

1 . o ro nuklearni s magnetickou
optické rentgenove akustické pro nuie g

medicina rezonanci
BMT CT us SPECT MRI
FMT PET fMRI
LSCM
MP/ DPCM

Uvedené techniky Ize rozdélit do dvou hlavnich skupin na anatomicky (strukturné) a
funkéné zobrazovaci metody. Anatomicky zobrazovaci metody poskytuji informaci o

struktufe a uloZeni tkdni a orgdnii. Funkéné zobrazovaci metody pak informuji naptiklad
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o metabolismu v jednotlivych organech. Kazdd znich ma své vyhody i1 nevyhody,
pficemz zadna technika nedokaze poskytnout vSechny informace. Navzajem se lisi

napiiklad citlivosti, ¢asovym a prostorovym rozliSenim ¢i hloubkou priniku [8, 21-24].

Tyto fakta jsou shrnuta v nasledujici tab. 3.2.

Tab. 3.2

Souhrn rozdili mezi zobrazovacimi metodami (pievzato z literatury [8, 21-24]).

prostorove

hloubka

metoda rozliSeni praniku 5359Vé citlivost
um o rozliSeni ol dm®
BMT 3000 - 5000 1-2 s - min 10™"- 10"
FMT 1000 - 2000 <100 s - min 107
LSCM 02-1 0,2-03 ms - s <10°
MP/ DPCM 0,015-1 0,3-0,4 s <10°
PET 1000 - 2000 neomezeno s 10 10
SPECT 500 - 1000 neomezeno min 10%°- 10™
us 50 - 500 10° - 10" s 10 10™
CT 12 - 50 neomezeno min 10 10"
MRI 4 -100 neomezeno min — hod 103-10°

Do strukturné zobrazovacich technik spadaji metody s vysokym prostorovym
rozliSenim (tab 3.2, pfiblizné¢ pod 1 mm) mezi né€Z patii magnetickd rezonance (MRI),
pocitatova tomografie (CT), ultrasonografie (US) a skupina metod konfokélni
mikroskopie (CM) v podob¢ laserové skenovaci (LSCM) a multifotonové/
dvoufotonové (MP/ DPCM). Metody s nizkym prostorovym rozliSenim (tab 3.1) naopak
patii do skupiny technik funkéné zobrazovacich, kam se fadi pozitronovd emisni
tomografie (PET) a jednofotonova emisni pocitatova tomografie (SPECT), metody
vhodné tfeba k zobrazovani metabolismu ale oproti typicky strukturnim metodam, jako
je tteba RMI a CT, se studiu struktury nehodi. [4, 8, 21, 22]

Metody MRI, CT, PET, SPECT a s trochou tolerance i US se vyznacuji neomezenou
prostupnosti skrz zivou tkan jako je tieba lidské té€lo [26]. To z nich dé€la nejrozsitené;si
zobrazovaci metody v oblasti zdravotnictvi a in vivo aplikacich v mediciné [8]. Naopak

mikroskopické metody LSCM a DPCM maji nevyhodu omezené penetrace, ale oproti
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MRI maji ve smés prostorové rozliSeni o 1 az 2 tady vyssi (tab 3.2) [27]. Proto jde o
metody vhodné ke studiu strukturnich vlastnosti napf. buné¢nych linii v in vitro
experimentech [8].

Ve spojitosti jesté s MRI je diky svému velkému prostorovému rozliSeni a
neomezenou hloubkou priniku velmi atraktivni metodou ale jeji hlavni nevyhoda lezi
V nizké citlivosti, coz je pro studium dynamickych procest neadekvatni. Pozd¢jsi
strategie zalozené na pouziti vysoce paramagnetickych nanocastic slozené bud’ z oxidl
zelezitého, nebo gadolinia(lll) (Gd*") pouzité na zacatku 21. stoleti vedly ke zlepSeni
odezvovych vlastnosti [28, 29].

Souhrnny piehled vyuziti zobrazovacich metod spolu s pfisluSnymi kontrastnimi

¢inidly [4, 8, 30, 31] je shrnut v tab. 3.3.

Tab. 3.3
Souhrnny ptehled vyuziti zobrazovacich metod s kontrastnimi ¢inidly [4, 8, 30, 31] a oblasti vinovych

délek zdroje signalu [32].

zdroj signéalu

metoda kontrastni ¢inidlo vyuziti
Am]
radiové viny 3+ + anatomické
MRI > 107 Gd™, Dy”", SPIO zobrazeni celého téla
RTG zobrazeni karcinomu
cT Kr Xe | Ba kosti, plic a mozku,
108 — 10 e popis koronarnich
tepen
zafeni
PET ! N e, *°F, ®cu, FDG
<10 metabolické
zafeni zobrazeni
<10
. . Cr e, cévni zobrazeni,
UsS HFUS mikrobubliny, nanocastice jodu prenatélni prohlidky
VIS aNIR fluoreskuyjici proteiny, bariva, vizualizace
CM 5 4 nanocastice citlivé na svétlo, bunécnych struktur,
107-3,5-10 amid rhodaminu, kvantové tecky zangth

Zavislost zobrazovacich metod na dvou vySe zminénych faktorech, prostorovém

rozliSeni a hloubkou priniku, je znazornén na obr. 3.1 (pfevzato z [33]), ktery navic
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podotyka skutecnosti multimodalniho zobrazeni (na obr 3.1 oznaceno: <), ktery vede
k vyuziti vyhod vice zobrazovacich metod a omezeni nedostatkl jako je tieba nizké
rozliSeni a citlivost. Kombinace vice modalit v systému umoziuje citlivéjsi a
variabilné¢jsi detekci naddort, zejména pokud jsou kombinovany modality anatomické s
modalitami funkénimi. Typickym piikladem a je kombinace MRI sPET [34, 35].
Napftiklad zkombinovanim znac¢eného radionuklidu a fluorescencni sondou umoziuje
efektivni predoperacni diagnostiku pomoci detekce radionuklidu. Fluorescencni sonda
pak muze byt posléze vyuzita pti operaci k presné lokalizaci. Takto Ize obejit i hlavni
problém fluorescen¢nich mikroskopickych technik, notoricky zndmé neprichodnost

svétla vetsi vrstvou tkané [36].

1cm
1 mm<
)
k)
'
:g 100 pm+
N
°
Obr. 3.1 Skalové zobrazeni 2 ‘
g 10 pm+ |
zobrazovacich metod s moZznostmi 'g ’/ makroskop.
multimodalniho zobrazovani . i ot 181a)
pm &
(oznaceno: (oznaceno: <); mezoskop. (tkar)
. . s i .
(ptevzato z literatury [30]). 0% mikroskop. (bufika)
100 nm + t +
100 um 1 mm 1cm 10 cm 1m

Hloubka praniku [log]

Nanocastice popsané v této diplomové praci slouzi jako kontrastni latky pro

fluorescen¢ni zobrazovani a tedy bude popséna pouze tato metoda.

3.1.1 Fluorescenc¢ni zobrazovani

Fluorescencni techniky se vyuzivaji pro celotélové zobrazovani malych zvitat a ke
studiu struktur bunéénych linii. Pti pouziti in vivo experimentech je nutné, na rozdil od
in vitro, prekonat problém absorpce excitujiciho a poptipadé emitujiciho svétla v tkani,
tudiz neschopnost proniknuti a zobrazeni hloubé&ji uloZenych struktur. Fluorescenéni
zobrazovani tedy nelze pouzit ke studiu napt. celého lidského téla. Tento problém lze

¢astené omezit pouzitim NIR, kde vétsina tkani ma absorpci omezenou na minimum,
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tzv. optické okno [37]. Tomu odpovida rozmezi vinovych délek cca 700 - 1000 nm [38].
Na obr. 3.2 je zobrazeno absorp¢ni spektrum téch nejsilnéji absorbujicich endogennich

chromofort v zivé tkani [37].

g 10 -«— QOptical window =—> i
-
: .
.g 102 F Melanin
& Hb
o
- 0
e 107 | Hb02
"] Water
-g 102| Fat |
m L L L L L
200 400 600 800 1000 1200 1401

Vinova délka (nm)

Obr. 3.2 Absorp¢ni spektrum nejsilnéji absorbujicich endogennich chromofort v zivé tkani. Témito
chromofory jsou: hemoglobin (Hb), deoxyhemoglobin (HbO2), melanin, voda a tukova tkan. Optické
okno (oblasti NIR) je oblast vinovych délek, kde absorpce tkané je minimalni. (pfevzato z [37])

Takové metody jako je MRI, CT a nukledrni medicina témito nedostatky netrpi,
protoze jejich excitani oblast se nachédzi v oblastech (tab. 3.3) jiz pro zivou tkan
neabsorbovatelnou. Tuto skute¢nost potvrzuje pribéh absorpcniho spektra vody (obr.
3.3), slouCeniny, které se v Zivém organismu vyskytuje nejvice a ma pii tom ze vSech
byva delsi nez 10" m, nejsou vodou absorbovany a maji tedy neomezenou penetraci.
Naopak RTG a y zéfeni, zdroje signdlu v CT a nuklearni mediciné resp., pfi interakci
s hmotou projevuji vice svilj korpuskularni charakter a jejich absorpce je Cisté fizena
tfemi procesy. V oblasti ,,m&kkého rentgenu (A = 10 - 10° m) je (bez ohledu na
prahové energii) dominantni fotoelektricky jev, na pomezi ,,tvrdého* rentgenu a y zafeni
(A=10"-10" m) dominuje Comptontv rozptyl a pii velmi silném vy zareni (A < 102
m) jiz fotoelektricky a Comptonii jev pozbyvaji na vyznamu a vytvaii se silna
pravdépodobnost vzniku elektron-pozitronovych para [40, 41]. Nazorny grficky piiklad
zavislosti absorpce RTG a y zafeni na jejich fotonové energii je zndzornéno na obr. 3.4.

(absorpcni koeficient je pro hlinik, Z=13, ptevzato z [42]).
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Obr. 3.3 Absorp¢ni spektrum
vody (pfevzato z literatury

[39]).

Obr. 3.4 Zavislost absorpce
hliniku (Z = 13) na energii
fotonu (ptevzato z [42]).
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3.2 Modelova kontrastni latka - nanocastice

CaWO0, pokryté prirodnim polysacharidem

3.2.1 CaWO4 - jadro nanocastice

Wolframan vapenaty, CaWQy, je krystalickym anorganickym materidlem s vysokym
potencialem pro Siroké spektrum aplikaci. Jeho pfirozené luminiscen¢ni [10-15, 43] a
optické [44-46] vlastnosti byly jiz pouzity v nejriznéjSich oborech fyziky pevnych
latek. Piikladem je tfeba vyuziti v oblasti rentgenovych metod jako luminiscencni
material [47, 48], scintilatory [49, 50, 51], souc¢ésti pulsnich [52], pevnolatkovych [53,
54] nebo mikrovinnych maserovych laserti [55], optickych vldken [56] a dalsi
optoelektronicka vyuziti. Dalsi vyuziti jsou také biomedikalni a biochemické aplikace
[57-59], vyuziti v biochemické [60] a chemické katalyze [61] a fotokatalyze [62].

Mineral Scheelit je pfirodné se vyskytujici forma CaWOQ; s tetragondlni strukturou
WO4* nalezici bodové grupé Ts. Spolu s Ca®" v piislusném krystalu tvoii bodovou
grupou C£, [63] uspoiadané do prostorové grupy symetrie I4,/a [63 -65]. Zakladni
buiika krystalu se sklada ze dvou molekularnich jednotek s miizkovymi parametry a = b
=524 Aac=1137 A (ptevzato z [63], zméFeno rentgenovou praskovou difrakci
(XPD) pti 298 K). Molekularnimi jednotkami zékladni bunky je tetrahedralni klastr
[WO,] a 12-sténny deltahedralni klastr [CaOg] jejichZ struktura je znazornéna na obr.
3.5. Nahrazenim Ca’* za jiny typ kationtu (napf. Pb?*, Sr**, Ba®*) se struktura klastru
nezméni [66-70]. Mezi [WO,] a [CaOg] se v krystalu vyskytuji velmi silné vazby,
jejichz vibraéni spektra poskytuji informace o struktufe a stupnich neuspotadanosti
v miiZzce krystalu [71, 72]. Tyto strukturni defekty mohou ovliviiovat elektronickou
strukturu wolframanu a tedy jeho luminiscen¢ni vlastnosti [72, 73]. To samé plati 1
Vv ptipad¢ velikosti krystalu kdy bylo experimentalné dokazano [74], ze krystaly CaWO4
nanostrukturnich velikosti vykazuji intenzivnéj§i luminiscenci nez odpovidajici
mikrokrystaly, coz bylo spojeno s menSim zakédzanym péasem pro pfipad nanokrystalu.
Na obr. 3.6 je prezentovana krystalickd struktura CaWO, a ovlivnéni jeji struktury

vyslednou velikosti krystalu pfipravené dle [74].
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Obr. 3.5 Struktura klastru [WQ,4] a [CaOg]. Tvar
tetraedralniho [WO,] ma 4 vrcholy, 4 stény a 6
hran; tvar [CaOg] ma 8 vrchold, 12 stén a 18 hran
(ptevzato z [74]).

’ atom vapniku

. atom wolframu
® atom kysliku

p=114.08° B =120.27°, o = 104.35°

Obr. 3.6 Schéma usporadani zakladni bunky ve vysledném (a) mikrokrystalu a (b) nanokrystalu CawO4
syntetizovan postupy popsané v [74] (pievzato z [74]).

Excitace wolframanu 1ze popsat mechanismem pienosu naboje z atomu kysliku na
centralniho atomu kovu [75, 76, 77], ve zkratce LMCT (pfenos naboje z ligandu na
kov), ¢imz se vysvétluje existence Sirokého absorpéniho pasu v blizké UV oblasti (dle
[12, 75, 77, 78] kolem 250 nm) a k jeho objasnéni slouzi nasledujici obr. 3.7 [79], kde je
prabeh p-stavi kysliku a d-stavii wolframu a vapniku. Valenéni pas CaWOQq se prevazné

sklada z 2p stavi kysliku.
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Obr. 3.7 Excitaéni spektrum CaWO4 pripraveno za podminek popsané v [79] v kombinaci s parcidlnimi

hustotami stavi pfislusnych prvki; (prevzato z [79]).

Vodivostni pas lze rozdélit na dvé casti vjehoz nizkoenergetické casti (< 8 eV)
prevladaji 5d stavy wolframu a ve vysokoenergetické Casti 3d stavy véapniku. Je vidét
urcita korelace mezi hustotou stavli ve vodivostnim pasu a absorpénim spektrem, ktera
objasnuje mechanismus LMCT kdy skupiny WO4% mohou absorbovat excitadni energii
prosttednictvim LMCT v ramci 0% — W%. Pas A je spojen s ptrechodem z 2p stavil
kysliku na 5d stavy wolframu. V pasu B se mohou s urcitou pravdépodobnosti
odehravat tzv. hybridni pfechody, tedy spojeni LMCT v ramci 0 —» W% a
vysokoenergetickych LMCT spojené s pfechody az na 3d stavy vapniku. V pasu C je
podil téchto posledné zminénych déju jesté vyssi. Emise wolframanu je spojena s velmi
Sirokym pasem v rozmezi vlnovych délek 350 az 550 nm s maxim kolem 420 nm
odpovidajici modrému svétlu. Prechod je tedy spojen s obdobnym mechanismem jako
excitace ale tentokrat v opa¢ném, tedy ve zkratce MLCT (pfenos naboje z kovu na
ligand). Z pohledu molekulové symetrie a teorie molekulovych orbitald 1ze excitacni a
emisni pasy CaWOy pfifadit ptechodim z 14, zakladniho stavu do vyssiho vibra¢niho
stavu elektronového excitovaného stavu 15 (1T;) a z 1B(1T;) na 14, zakladni stav. [77,

79- 81]
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Ptidavkem dopujicich lanthanoidi jsou ovlivnény fosfoluminiscencni vlastnosti
CaWO4 ale pouze ze strany emise. Siroky absorpéni pas v blizké UV oblasti
odpovidajici mechanismu CT [O — W] je mnohem efektivnéj$i, nez excitani f-f
pfechod trojmocnych lanthanoid (Ln**) projevujici se tizkym pasem v oblasti 350 az
400 nm, protoze maji zakazanou paritu [78, 82-84]. Pivodni absorp¢ni pas je tedy
V pfitomnosti Ln*" zachovan. Vyznamné aspekty dopovani pomoci Ln* se projevuji az
v nasledné emisi [85-87]. Nejenomze Siroky emisni pik skupiny WO,* zanika a emisni
maximum se posouva do vyssich vinovych délek, ale navic jejich pfidavkem lze ladit i
intenzitu emise a presto neni ovlivnéna krystalova struktura ptivodniho CaWO,, coz
bylo vmnoha pracich dokadzano prostiednictvim experimentd XPD a provadénim
koncentra¢nich zmén dopanti v krystalu, kdy dochéazelo pouze ke zménam intenzit
emisnich resp. difrak¢nich pika ale jejich pozice a Sifka zlstavala beze zmény a navic
emisni piky jsou ostré, protoze mechanismy pienosu naboje zde uz nefunguji [83-87].

Na nasledujicim obr. 3.8 (pievzato z [80]) je zobrazen mechanismus excitace a
pfenos excitacni energie z WO, na ptitomné dopujici lanthanoidy, europium(III), Eu®,
a terbium(l11), Tb*, pouzité v této diplomové praci. Po piislusné excitaci pomoci UV
zateni (250 nm) se v ptipad¢ ptitomnosti terbia(Ill) s mnohem vétsi pravdépodobnosti
tato excitaéni energie z 1B(1T,) stavu WO4* prenese na 5Dy stav Th®" nebo na vyssi
stavy pomoci rezonan¢nich procest. Naslednymi nezativymi piechody systém prechazi
na 5D, stav Th®" a cely energeticky proces je zakon&en zafivymi prechody s obecnym
zapisem: D, - 7F, (] = 0 — 6 ) z nichz ty nejintenzivn&jsi jsou v zelené oblasti spektra
[81, 83]. Podobné zavéry lze zobr. 3.8 usoudit i v ptipadé, ze by bylo piitomno
europium(IIl), ktery vykazuje nejintenzivnéjsi emisi v ¢ervené oblasti [81, 84]. Prehled
emisnich ptechodl pro CaWO,:Ln* spolu s pfisluSnymi termovymi popisy pro oba
typy Ln** je shrnut v nasledujici tabulce 3.4 (vysledné hodnoty ziskany z [77]). Dle [77,
81, 83, 84] je pro CaWO4Eu®*" a CaWOQ,:Th** nejintezivn&jsim piechodem °Dy - 'F,

(Gerveny prechod) resp. °D, - 'F; (zeleny prechod).
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Obr. 3.8 Energetické schéma skupiny WO,*, mechanismus pienosu excitaéni energie na Eu3+ a Tb3+ a

emisni procesy v ramci téchto lanthanoidt (pfevzato z [80]).

Tab. 3.4

Emisni prechody v CaWO4:Ln*" (prevzato z [77]).

A energie prechodu Eu®* Tb**

[nm] [eV] prechody Prechody
486,4 2,55 °D, - 'F,
542,9 2,29 °D,-'F,
579,4 2,14 Dy - 'F, D, - F,
593,7 2,09 °Dy-'Fy
612,0 2,03 Dy - 'F,
615,0 2,02 °D, - 'F,
643,2 1,93 °D, - 'F,
651,4 1,90 °D, - 'Fy D, - 'F,
702,4 1,77 Dy - 'F,
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3.2.2 Prirodni polysacharid - obal nanocastice

Byly popsany nejriznéj$i postupy spojené s pripravou nanocastic CaWOg, kdy
stabiliza¢nimi Cinidly pfi jejich fizeném riistu obsahovali nutné¢ hydroxylové skupiny.
Piikladem je tfeba ethylen glykol [12, 83, 84, 88, 89], citronova kyselina [10, 11, 90]
nebo i dokonce v H3PO,; [91]. Ruzné stupné chelatace CaWOQ, S urlitymi typy
monosacharidii [92-96] a cukernych kyselin [97-99] byly zjiitény pomoci *C a W
NMR analyzy odpovidajicich komplext a v piipadé komplexti s cukernymi kyselinami
byly tyto vysledky porovnany s kvantové chemickymi vypocty DFT [99]. Tedy existuje
moznost navazani CaWO, 1 na odpovidajici piirodni polysacharidy, které narozdil od
syntetickych protéjski vykazuji biokompatibilitu s zivym organismem. Navic takovyto
druh biopolymeru miize na sobé nést urcité monosacharidové zbytky, ktera vytvareji
aktivni cileni se spicifickym ¢i nespecifickym ucinkem. Toto cileni funguje na bazi
ligandii vyuZivajici skutecnosti, ze vétSina nadord hyperexprimuje nékteré druhy
receptoru, které jsou ve zdravé tkani bud’ neptitomné nebo ve snizeném mnozstvi [100].
Pro diagnostické ucely in vitro je tedy specifické aktivni cileni dosti podstatné zvlaste
pro urcité bunééné linie, kdy je zadouci Gspésné k nim dopravit kontrastni latku (napf.
fluoreskujici jadro z CaWO4), které lze zobrazit napf. technikami konfokalni
mikroskopie.

Jednim z piikladl specifického aktivniho cileni, ktery v této diplomové praci hraje
dulezitou roli je interakce D-galaktozovych ¢asti polymeru s asialoglykoproteinovymi
receptory (ASGPR), znamé téZ jako jaterni galaktozové/ N-acetylglukozaminové
receptory [101], prvné identifikovanymi zivocisnymi lektiny [101], proteiny se
schopnosti na sebe vazat cukry. Konkrétné¢ se jedna o jaterni lektin C-typu jehoz
pfirozend lokalizace je plazmatickd membrana nebo extraceluldrni prostor a jeho
pfirozena funkce zéavisi na pfitomnosti Ca?*, zprostfedkovatele ligandového véazani a
disulfidickych mustkt v doménach pii rozpoznavani sacharida [102,103]. Za
normalnich podminek je ASGPR primarné exprimovan na povrchu hepatocytii [104].
Jedna se o asialoglykoprotein, endogenni glykoprotein jehoz ptedposledni galaktézové
zbytky jsou pokryty koncovovymi skupinami sialové (N-acetylneuraminové) Kkyseliny.
Tato kyselina je odstranéna enzymatickou aktivitou tzv. sialiddzy, coz ¢ini nyni
z koncovych galaktéozovych zbytkli determinanty pro rozpoznavani téchto ASGPR
[104].
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4  Princip pouzitych metod

4.1  Elektronova mikroskopie (EM)

Elektron, z pohledu Standardniho modelu ¢lenem jedné ze tfi generaci nabitych part
leptonti, ¢astic bez vnitini struktury schopny interagovat pouze slabymi interakcemi, se
vyznaCuje takovymi vlastnostmi, které umoziuji V elektronové mikroskopii (EM)
pohlédnout do mikrosvéta. Je nositelem zaporného naboje, diky némuz ho lze vnéjSim
elektrickym napétim urychlit na urcité kinetické energie ¢ili rychlosti a aplikovanym
magnetickym polem zakfivit jeho drahu. [40, 105]

Za pouziti de Broglieho hypotézy o vlnové-korpuskuldrnim charakteru ¢astic a vin

ma elektron pii dané rychlosti v, vinovou délku 4:

(1)

kde hy je Planckova konstanta (6,626 - 10* J - s), p, je hybnost elektronu a m_ klidova
hmota elektronu (9,109 - 10! kg). Za pouziti dané¢ho vn&jsiho napé&ti U pro kinetickou

energii elektronu E . a 4 plati:

L 2 = 2.3)
EK_.E =el = E ma(vaj Ny 2m_el !

kde e je hodnota elementarniho naboje (1,602 - 10™° C). V transmisnim elektronovém
mikroskopu pii U rovno 120 kV je 4 = 3,54 pm. Jenomze elektron v takovémto
mikroskopu nabyvé priblizné ze 2/3 rychlosti svétla ¢ (3 - 10° m - s, tudiZ se zcela
jisté chova relativisticky, coZ se projevi v kontrakci 4. Celkova relativistickd energie

elektronu E,; , ma tvar:

Eppps =eU+mc® = J(p )+ (m,)%c* (4)

Vztah (1) pro 4, poté nabyva piesnéjsiho vyrazu:
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Pti takovémto vyrazu ma elektron vlnovou délku 3,35 pm, coZz v porovnani
s elektromagnetickym zafenim odpovida oblasti na pomezi ,,tvrdého* rentgenu a
paprskl y. Vinova délka fotonu v optické mikroskopii (oblast VIS) odpovidd hodnoté
v fadech 107 m a ponévadz rozliSovaci schopnost mikroskopu je pfimo tméma vinové
délce primarniho zdroje, takze z teoretického hlediska elektronovy mikroskop disponuje
zhruba 10° v&t3f rozliSovaci schopnosti v porovnani s optickym. [40, 105]

Z praktického hlediska je rozliSovaci schopnost elektronové a optické mikroskopie
v fadech desetin nm resp. stovek nm, tedy rozdil je cca 10°-nasobny, nekdy az 10°-
nasobny. EM diky tomu umoziuje vizualizovat objekty na trovni submikronovych
struktur, jako jsou tieba vnitini struktury bunék, bakterii a virti. [105-108]

EM lze rozdélit na dva zdkladni typy. rastrovaci (fadkovaci) elektronova
mikroskopie (SEM) a transmisni elektronova mikroskopie (TEM). Kazda z nich
pouziva jiny zplusob zobrazeni, ale zakladni prvky instrumentace jsou shodné pro obé

metody.

4.1.1 Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Metoda SEM je primarn¢ urcena k zobrazovani povrchd, kterd vynika relativné
velkou hloubkou ostrosti, v disledku ¢ehoz je mozné i na dvojrozmérnych snimkach
nalézt ur€ity trojrozmérny aspekt.

SEM vyuziva k zobrazeni nékolik nanometrti uzky zfokusovany svazek elektronii
(tzv. elektronova sonda), ktery dopada piiblizné kolmo na povrch vzorku. Jeho pomalou
manipulaci je tento povrch po fadcich, tzv. rastrech postupné skenovan. Z materialu
vzorku vystupuji sekundarni castice rtizného plivodu, které nesou lokalni informace o
misté, na ktery primarni svazek dopadd. Simultanné s rastrovanim povrchu se snima
pocet (pfipadné i energie) vystupujicich sekundarnich Castic a tim vznika obraz, tzv.
mikrofotografie. [106, 107]

Primarni elektrony (PE), majici energie v fadech jednotek az desitek keV, svym
pohybem v materialu zapficinuji vzniku riznych druhti sekundarnich ¢astic. Kazdy druh

poskytuje jiny obrazovy kontrast (dany mechanizmem vzniku sekundarni Céstice) a
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rozliSeni. Z povrchové vrstvy nékolika malo nanometrti vystupuji Augerovy elektrony,
které maji vSak vyznam pouze pro ultravysokovakuové aparatury. Z hloubky mensi nez
pfiblizné deset nanometri vystupuji tzv. pravé sekunddrni elektrony (SE). Tyto
elektrony uvolnéné z atomi vzorku maji energie jednotek az desitek elektronvolti.
Pohyb vysokoenergetickych PE indukuje 1 vznik RTG zafeni, brzdného 1
charakteristického. V neposledni fad¢ i samotné elektrony mohou vystupovat zpét ze
vzorku, pokud pfi svém pohybu prodé€laji pruzné srazky s jadry, které jejich smér
vychyli na opacnou stranu. Tyto zpétné rozptylené elektrony (BSE) si zachovavaji
vysokou energii nékolika keV. [107]

Pro vodivé vzorky poskytuje nejvyssi rozliSeni detekce SE, rozliSeni je pak omezeno
hlavné pfi¢nym rozmérem sondy, ktery mize byt i pod 1 nm. U $patné vodivych vzorkt
muze byt detekce znemoznéna pfitomnosti povrchového naboje. Alternativou je poté
detekce BSE, kterd je na povrchovy naboj mén¢ citliva ale poskytuje horsi rozliseni.
Rozliseni RTG je z vySe uvedenych nejhorsi a dosahuje zlomkt mikrometru. [105]

SE poskytuji kombinaci materialového a morfologického kontrastu. BSE poskytuje
hlavn¢ materidlova kontrast, ponévadz jsou diky svému ptvodu citlivéjsi na nukleonové
¢islo. Analyza RTG pomoci tzv. energiové-disperzni rentgenové spektroskopie (EDX)
poskytuje chemicky kontrast, rozliSujici jednotlivé prvky. Interpretace mikrofotografii
je témét piimocara. Mod SEM/SE poskytuje dobry morfologicky obraz pouze slabé
modifikovany materialovym kontrastem, SEM/BSE detekce naopak zvyraznuje

materialové rozdily. [106]

4.1.2 Transmisni elektronova mikroskopie

Metoda TEM vynikd znaénym prostorovym rozliSenim a omezenou hloubkou
penetrace ve zkoumaném materidlu, kterd se v literatufe uvadi kolem 100 az 200 nm
[105, 108]. Vzhledem k piibuznosti paprskovych diagrami jej 1ze povaZzovat za analogii
sveételného mikroskopu v prochazejicim svétle. Naroc¢nost instrumentace TEM je ale
VvV porovnani s klasickou optikou znacnd. Divodem jsou silné interakce elektronti
s hmotou a k zabezpeceni rozumné stfedni volné drdhy elektronu je nutné mit
dostate¢né vykonny vakuovy systém.

Pouzivané urychlovaci napéti je v rozmezi 60 az 300 kV, do 200 kV piedevsim pro

biologické vzorky, protoze TEM vykazuje lepsi kontrast a nedochazi k degradaci tkané
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vlivem ozéfeni. Urychlovaci napéti nad 200 kV umoziuje dosahnout lepsiho rozliSeni,
pouzivd se tedy v materidlovém vyzkumu. RozliSeni je ovliviiovano piedevsim
sférickou vadou cocek. V posledni dobé ale byly vyvinuty korektory proti sférickym a
chromatickym vadam, které umoznuji dosahnout rozliseni az 0,05 nm [109].

V TEM experimentu je vzdy primarnim svazkem elektronti osvicena celd plocha
vzorku. Dochazi k nasledné interakci svazku se vzorkem zapftiCinujici vzniku riznych
jevi. Nejcastéji dochdzi k prichodu primarniho svazku elektronti (nedifraktovany
svazek), k difrakci elektronti na krystalovych rovinach vzorku, k neelastickému rozptylu
elektronli za vzniku rentgenového zéteni aj. Na zaklad¢ toho mize TEM mikroskop
pracovat v riznych modech a detekovat rizné typy takto vzniklych castic. Celkové byly
Vv této diplomové praci pouzity tii rizné moédy TEM mikroskopu, zobrazovani ve
svétlém poli (TEM/BF), elektronova difrakce se selekéni clonou (TEM/SAED) a
analyticka metoda energiové-disperzni rentgenové spektroskopie (TEM/EDX). Kazda
z nich detekuje jiné druhy ¢astic, jsou vzajemné komplementarni a dohromady podavaji

pomérné ucelené informace o vzorku. [106]

4.1.2.1 Zobrazovani ve svétlém poli (TEM/BF)

Zobrazovani v tzv. svétlém poli (BF) je zalozené na detekci nedifraktovanych
elektrontl, které jsou vyselektovany cockou a membranou objektivu, bézn¢ umisténé za
vzorkem. Vysledkem je TEM mikrofotografie. Vysledny kontrast v obraze u vzorkii do
zvétseni cca 10° vznikd pomoci tzv. hmotnostniho kontrastu, &ili tlustsi mista &i t&2§i
atomy pohlti vice elektrond. Pii zvétSeni vEétSim nez 2:10° Jiz ptevazuje tzv. fazovy
kontrast, kdy hlavni roli hraje interference proslych elektroni na strukturach daného
vzorku. To umozinuje dosdhnout atomarniho rozliSeni, avSak nejedna se o praveé
atomarni rozliSeni, protoZze obraz vznika interferenci a neni mozné v ném odhalit
zfetelné¢ atomarni nedokonalosti. Fazového kontrastu se vyuziva v tzv. transmisni
elektronové mikroskopii s vysokym rozliSeni (HRTEM). Pfi zvétSeni mezi 10° a 2:10°

je obraz tvofen kombinaci obou kontrastd. [106]
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4.1.2.2 Elektronova difrakce se selekc¢ni clonou

(TEM/SAED)

Metoda elektronové difrakce se selekéni clonou (ED) je zalozena na selekci
difraktovanych elektronli ve vybraném sméru na urcitych atomovych rovindch
polykrystalického materialt. Uhlové rozdéleni difraktovanych elektronti na tomto
materidlu zavisi na orientaci krystalové miize vzhledem k dopadajicimu paprsku. Smér
primarniho svazku elektroni o znamé A, je orientovan vici atomovym rovinam,

pticemz k difrakci dochazi pouze za splnéni Braggovy podminky:

sA = 2d,,,, sinf (6)

kde dy;,,, je vzdalenost mezi rovinami charakterizované Millerovymi indexy (klm), s je
fadem difrak¢éniho maxima a & rozptylovy uhel jehoZ dvojnasobek odpovida (hlu mezi
primdrnim a difraktovanym paprskem. K viditelné difrakci, konstruktivni interferenci,
dochazi na tzv. difrakénich centrech, které jsou vybirany selekcni clonou, postavenou za
membranou objektivu, ktery na rozdil od TEM/BF zde propousti proslé i difraktované
elektrony.

Vystupem TEM/SAED analyzy je difrakéni obraz zavislosti intenzity difrakce na

difrakénim vektoru (gp), ktery je vztaZen k rozptylovému uhlu vztahem:

4
qp = Tﬂsin g (7)

Pozice jednotlivych difrakénich maxim odpovidaji Millerovym indexiim ptisluSnych

krystalovych rovin zkoumaného materialu. [106]

4.1.2.3 Energiové-disperzni rentgenova spektroskopie

(TEM/EDX)

Vhodnou instrumentaci metodou TEM je mozné ziskat informace nejenom o
struktufe vzorku, ale také o jeho prvkovém slozeni. K pfesnému urceni prvkového

slozeni materialu se s vyhodou vyuziva detekce RTG, vzniklé jako jeden z dusledku
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interakce primarniho paprsku se vzorkem. Takovato metoda je zndma jako energiové-
disperzni rentgenova spektroskopie (EDX). [106]

RTG zéfeni ma pavod v neelastickych srazkéach elektronové svazku s materidlem. Po
této srdzce spojené s predani energie elektronovému obalu atomu v materidlu dochazi
K uvolnéni elektronu =z vnitini slupky tohoto obalu atomu. Atom je v této fazi
V excitovaném stavu a prechdzi do stavu zékladniho prostiednictvim zaplnéni vakance
elektronem z vyssi energetické hladiny. Tento posledné zminény deexcitani proces
vytvaii RTG zafeni. [40]

Energie charakteristického RTG zavisi na atomovém ¢isle atomu (£), ktery se
zlcastnéného deexcitace a na hlavnich kvantovych cislech (n) energetické hladiny
prechodu. Hladiny, na kterych byla vytvofena vakance jsou ozna¢ovany pismeny: K pro
(n4), L pro (n,), M pro (n), atd. [40]

Vystupem TEM/EDX je diskrétni ¢arové spektrum s charakteristickymi piky pro
jednotlivé prechody mezi hladinami. Pozice pikii ma v sob¢ kvalitativni charakter, jejich

intenzita zase charakter kvantitativni. [106]
4.2  Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je technikou, ktera sleduje ¢asovy vyvoj fluktuaci
okamzité ¢asové hodnoty intenzity rozptyleného svétla I5(g. t) kolem jeji ¢asové stiedni
hodnoty {I5(g)}. K témto fluktuacim dochazi diky Brownovu pohybu &astic v roztoku,
ktery je pivodcem tzv. Dopplerova efektu zplsobujici rozsifeni spektralni cary
dopadajiciho laserového paprsku [110]. Velikost tohoto rozsiteni 1ze vyjadiit hodnotou

Aw,;; nasledovné:

. 1 dmn g
&wlm = Dq‘ = T— =T g = 7 o gini (8,9)
C

kde D, ¢, I' a g je translacni difuzni koeficient, korela¢ni Cas, relaxacni rychlost resp.
rozptylovy vektor. Ve vztahu pro g je 1y index lomu rozpoustédla, & rozptylovy thel
neboli uhel mezi smérem paprsku primarniho a rozptyleného a A vlnova délka
primarniho paprsku. V dusledku Spatné detekovatelnosti Aw,, je S pouzitim

Fourierovy transformace umoznéno pievést spektrum rozptylen¢ho svétla na tzv.
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asovou autokorelaéni funkei intenzity elektrického pole rozptyleného svétla 6™ (g,7)

je definovana:

T
. 1
6D () = lm 7 [ Bu(a.0B(q.t + ) de= (B(a 0B (q0) (O
o
kde E5(q,0) a Eg(q,7) jsou intensity elektrického pole rozptyleného svétla v case 0 a v
ase 1. Nasledné normalizaci funkce G'* (q.7) khodnoté (I;(q)) se ziska veli¢ina
g'¥(q,©) déna vztahem:

, (Es(q,0)Es(g.7)) 69 (q,7)
(D(g ) = o8 5 _ (12)
g7 (@) @) 7))

Ve ziedénych roztocich monodisperznich &astic je gV (q1) klesajici exponencialni
funkei 7: g (q,7) = e™2912" = ¢~P9°7g yystupuje v ni jak Aw, ,, tak i D [110-112].

Funkce, kterd je spojena se samotnym experimentem DLS je Casova autokorela¢ni

funkce intenzity rozptyleného svétla 62 (g, )

T
62(q,1) = }ﬂ%f I5(q, t)(q. t + 7) dt = {15(q,0)15(q. 7)) (12)
o

kde I;(q,0) a I;(qg,7) jsou okamzité intensity rozptyleného svétla v ¢ase 0 a v Case .

Pti nulovém relaxanim Case dochdzi k perfektni korelaci a rovnice (10) ptfechazi na

tvar:

(s (4, 01 (0,9) = (Us2(9)) (13)
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kde (I5*(q)) je Casové kvadraticka stiedni hodnota intenzity rozptyleného svétla. Pro
relaxacni Cas typicky mnohem vétsi nez cas 7. jsou fluktuace intenzity zcela

nekorelovany a stfedni hodnoty intenzit v ¢ase 0 a v ¢ase t lze odseparovat:

lim (I5(q, 0)15 (g, 7)) = (Is(q,0)){Is(q. D)) = {I5(q))? (14)

Tedy funkce 6'?’ (g, ) relaxuje z asové kvadratické sttedni hodnoty intensity (I s> (q))
na kvadrat aritmetické stfedni hodnoty intensity {I(g))* vystupujici jako zakladni linie
autokorelacni funkce. Vztazenim G2’ (q,7) Kk zékladni linii se ziska experimentalné

pfimo meéfitelnd normalizovand Casova autokorelacni funkce intenzity rozptyleného

svétla g'% (q,T) definovana rovnici:

. (I5(q,0)5(q.7)) 6P (q,7)
(2) =5 5 _ (15)
TT@D =T R )y

jejiz funk¢éni hodnota v Case T popisuje primérnou miru korelace mezi fluktuacemi
intenzity oddélené od sebe ¢asovym intervalem z. V idealnim ptipadé monodisperzniho
vzorku brownovsky se pohybujicich sférickych ¢astic s difuznim koeficientem D je
g (g,) propojena s funkci g** (g, ) pies Siegertovu rovnici:

, , . (16
gk:}(q’ﬂ _ 1+ﬁ[gl._l}(q’,r]]‘ — 1+Ee—zﬂm._l.'51’ =1 +EE—ZFT — 1+£E)_2Dq T

Veli¢ina ff je faktor stupné prostorové koherence rozptyleného svétla na detektoru
(teoreticky ff =1). Z experimentalniho méfeni autokorelaénich kiivek lze tedy ziskat

informace o difuznich koeficientech ¢astic. [111]
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Nakonec s pomoci Einsteinova-Stokesova zdkona a ziskanych hodnot D lze
dopocitat tzv. hydrodynamicky polomér Ry téchto Castic, znamy téz jako Stokestv
polomér (teoreticky: Ry; = (R, *)™1), ktery je definovan jako polomér hypotetické tuhé
koule difundujici v roztoku se stejnym difuznim koeficientem jako tyto sledované

castice. Einsteiniv-Stokestv zdkon pro tuhé koule ma tvar:

Ry = :
D

(17)

kde kg je Boltzmannova konstanta, T absolutni teplota a 1, dynamicka viskozita
rozpoustédla [112].

V béznych situacich je celkovy pohyb souboru ¢&astic podminén riznymi mody
pohybu a jeden relaxacni Cas je nahrazen distribuci relaxacnich ¢ast (distribuce riznych

moéda) A(t). A(T) je vztazen k g'V (£) pomoci Laplaceovy transformace:

g = fﬂ(r)exp(—r;zj dt (18)

Tedy inverzni Laplaceovou transformaci lze dostat A(t) piimo z méfené g'®(t).
Vysledkem je distribuce zavislosti TA(T) na T, kterou lze pomoci vztahu (8) a (17)

pievést na distribuci zavislosti TA(T) na Ry. [110]

4.3  Sirokouhla difrakce & $irokothly rozptyl
rentgenového zareni (WAXD & WAXS)

Metody sirokouhlé difrakce a Sirokouhlého rozptylu rentgenového zareni (WAXD
resp. WAXS) jsou technikami bézné pouzivané pro charakterizaci krystalovych struktur
vyuzivajici monochromatického rentgenového zatfeni, jimiz lze vytvorit odpovidajici
difrak¢ni obraz. Jsou uzpusobeny k tomu, aby z pfislusnych fluktuaci v elektronové
hustoté poskytly informace o struktufe materidlu na Grovni desetin az jednotek

nanometrd a to jak pro krystalické, tak amorfni struktury [107]. Experimenty WAXD a
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WAXS probihaji piiblizné v oblasti uhld 28 = 5° resp. rozptylovych vektort
h>1A"1,

Metody WAXD a WAXS jsou zalozeny na obdobném principu liSici se pouze
v instrumentaci. Obé¢ techniky vyuZivaji vysoce monochromatického rentgenového
zareni, které se po dopadu na vzorek difraktuje (ohyba) pod thlem 28 viaci sméru
nedifraktovaného paprsku. Tento thel je urCen pomoci geometrickych parametri

pristroje:

g = %tan_l[R,’D] (19)

kde D je vzdalenost mezi vzorkem a plochou detektoru, ktery je kolmy viéi sméru
nedifraktovaného paprsku a R je vzdalenost na plose detektoru mezi timto paprskem a
parskem difraktovanym. Vzdalenost d mezi krystalografickymi rovinami, diky nimz
vznika difrakce, 1ze vypocitat z Braggova zakona, ktery je definovan obdobn¢ jako
Vv kapitole pojednavajici o TEM/SAED, pouze s tim rozdilem, Ze zde jsou difraktovany
rentgenové paprsky a ne elektrony, tedy:

A A

4= 5ne  2snlfan i (R/D)1/2} (20)

kde A je vlnova délka primarniho paprsku. Z tohoto teoretického pohledu neni mezi
WAXS a WAXD zadny rozdil. [107]

Co se tyce instrumentace, pii metodé¢ WAXD je rozptyl méfen na odraz, tedy velka
¢ast intenzity dopadd na detektor. Vystupem WAXD experimentu je difrakéni profil
zavislosti intensity difraktovaného svétla na difrakénim uhlu 26. Pfi metodé WAXS je
rozptyl méfen na prichod, tedy je tu potencidlni pravdépodobnost, ze velké mnozstvi
intenzity je pohlceno vzorkem, coZ se projevi v nizZ8i intenzité rozptyleného svétla
oproti WAXD. Vyhoda WAXS spocivd v instrumentdlni moZnosti jej spojit
s malotthlovym rozptylem rentgenového zafeni (SAXS), o kterém je pojednano
V nasledujici podkapitole 4.4. Vystupem WAXS experimentu je rozptylova kiivka
zavislosti intenzity rozptyleného svétla na rozptylovém vektoru (h).

Pozice jednotlivych pikt (difrakénich maxim) je prostfednictvim Braggova zdkona
dana velikosti a tvarem zékladni buniky krystalu, které ur¢uji mezirovinnou vzdalenost
d, ;. mezi rovinami charakterizované Millerovymi indexy (klm) [113], tedy obdobné
jako pii experimentu TEM/SAED.
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V piipadé intensit jednotlivych pikl je potfeba uvazovat kolik svétla bude kazdy
elektron rozptylovat. Ktomu je nutné zahrnout interferencni efekty v dusledku
elektront distribuované v prostoru kolem atomt a kvili anizotropnim vibracim téchto
atomi v miiZzce krystalu [113]. RozSifeni difrakénich pikd je pfisuzovano
instrumentalnim efektiim, malé velikosti krystalu a efektim kviili mfizkovym vadadm
[114].

V4

4.4  Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni

(SAXS)

SAXS analyza je jednou z nejpouZzivanéjSich technik pro studium strukturnich
vlastnosti ¢astic koloidnich rozméra a ziskani informaci o jejich velikosti a tvaru. To je
(velikosti rozptylového vektoru). Velikost koloidd (10 az 1000 A) je neporovnatelng
vétsi nez vlnova délka rentgenového zafeni (CuKo: 1,54 A), tedy thlovy rozsah
sledovatelného rozptylu je maly. Ten nejintenzivnéj§i rozptyl lze pozorovat pii
rozptylovych uhlech blizici se knule, kdy je maximalné potlacena destruktivni
interference. Rentgenové zateni je rozptylovano elektrony, rozptyl je tedy zavisly na
nehomogenitach v elektronové hustoté o velikostech srovnatelnych s rozméry koloida.
[110, 112, 115]

Informace o velikosti a tvaru castic je mozné ziskat vhodnou interpretaci tzv.
rozptylové kiivky, zavislosti intenzity rozptylenych rentgenovych paprski I(h) na
velikosti rozptylového vektoru h resp. rozptylového uhlu (2€), kterou lze vygenerovat

Fourierovou transformaci radialni distribu¢ni funkce elektront p(7):

e u]

I(h) = 4 f p(rji::‘iaté—ﬂsina (21,22)

V]

kde ¢len: sin hr /hr je rotaéné zpriimérovanou fazi rentgenovych paprski (exp(—ihr)).
Instrumentalné se tato kiivka ziskd az po azimutidlni integraci puvodniho

dvojdimenzionalniho signalu. [115]
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Béznou univerzalni aproximaci na rovnici (21) platné pro vSechny typy castic, tzv.
Guinerovou aproximaci, je mozné ziskat prvotni informace o velikosti Castic ve formé

gyra¢niho poloméru R z nasledujici Guinerovy rovnice:

==

I(h) = 1(0)exp(—h*R [8) = 4TIJ p(r)dr (23,24)

o

kde I(0), intenzita rozptyleného svétla pfi nulové hodnoté 26, zavisi pouze na poctu
elektronii. Vztah (23) nabyva platnosti kdyz hR; = 1,3, tedy v oblasti malych ahli a
ziedénych roztoku. [110, 115, 116]

4.6  Fluorescencni konfokalni mikroskopie
(FCM)
4.6.1 Konfokalnilaserova skenovaci mikroskopie

(LSCM)

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (LSCM) je nejbéznéji pouzivanou
technikou pro dermatologicky vyzkum v in vitro studiich. Jedna se o specialni druh
optické mikroskopie, kterd vynika vyssi rozliSovaci schopnosti danou omezenim Sumu
nad a pod rovinou zobrazovani, snimd totizZ pouze z ohniskové roviny mikroskopu. Tato
skutecnost je zajisténa diky dvéma kli¢ovym prvkim, kondenzaéni ¢ocka a zaostfovaci
clona (angl. pinhole). Pomoci kondenzacni ¢ocky je vzorek bodové ozafen laserovym
zdroje svétla, zaostfovaci clona, ktera je umisténa ptfed detektorem, poté propousti
veSkeré svétlo, které pochazi pouze z ohniskové roviny vzorku. Postupnymi zménami
pozice konfokalni roviny ve vzorku lze nasledné ziskat i trojrozmérné zobrazeni.
Ponévadz otvor zaostfovaci clony muze blokovat velké mnozstvi odrazeného svétla,
vysoka intensita laseru je nezbytna k zajiSténi dostatecného signalu pfijimany

detektorem. [107, 117]
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4.6.2 Dvoufotonova konfokalni mikroskopie (DPCM)

Dvoufotonova konfokalni mikroskopie (DPCM) je zalozena na tzv. dvoufotonové
excitaci. Pti ozafeni svétlem o dvojnasobné vinové délce nez latka absorbuje, nedojde
ke vzniku excitovaného stavu a latka nefluoreskuje. Pfi zvySeni intensity miize
v ohnisku dojit k souc¢asné absorpci dvou fotonti a tedy ke vzniku excitovaného stavu.
Latka tedy fluoreskuje pouze ve velmi malém objemu. K excitaci molekuly dojde pouze
Vv piipad¢ soucasné absorpce dvou fotontl. Jejich spole¢na energie je pak dostate¢na na
vytvoreni excitovaného stavu a nasledné fluorescenci. Malého excitovaného objemu se
vyuziva ve fluorescenéni mikroskopii, kdy je obraz pozorovan pouze z ohniska. To
muze byt pod povrchem a Ize tak vytvaret 3D obrazky. K excitaci se vyhodné vyuziva
infracerveného pulsniho laseru, jehoz fotony se vyznacuji vyrazné del$i penetracni
délkou v biologickych tkanich a jsou navic z viditelného spektra nejméné rozptylovany.
[118]

Na nasledujicim obr. 4.1 je jednoduché porovnani jedno- a dvoufotonového
mikroskopu. Jednofotonovy mikroskop je vybaven zaostiovaci clonou, umisténou pred
detektorem, slouzici k zabranéni prichodu emitovaného svétla mimo konfokalni rovinu,
které je vyhrazeno teckovanymi carami. Ve dvoufotonovém mikroskopu, vysoka
hustota excitacnich fotonll z pulsniho laserového zdroje zptisobuje absorpci dvou fotonti
a emisi fotonu skratsi vinovou délkou (anti-Stokestiv jev). ProtoZe excitace je
vyhrazena ve femtolitrovém objemu, je emise fotoni mimo ohnisko zanedbatelné a nei

potieba zaostfovaci clony.
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5 Experimentalni cast

5.1 Pouzité chemikalie

K pfipravé nanocastic byly pouzity praSkové chemikalie: dusicnan vapenaty
tetrahydrat, wolframan sodny dihydrat, Tb(NO3)s - 5H,0 (99,9%), Eu(NOgs); - 5H,0
(99,9%); vse zakoupen u firmy Sigma — Aldrich, Némecko. Jako stabiliza¢ni ¢inidla pii
pfipravé nanocastic byly pouzity: ethylen glykol, kyselina citronova bezvoda, glycerol
bezvody, vie zakoupené u firmy Lach-Ner, CR; polyethylen glykol 350, sachar6za,
zakoupeno u Sigma — Aldrich, Némecko.

Pti homogenizaci nanocastic do roztoku slouzili ke stabilizaci nasledujici mono- a
polysacharidy: D-(+)-glukoza, D-manitol, D-(+)-trehal6za dihydrat, sachar6za, D-(+)-
manoéza, D-(+)-galaktdza, dextran (Mn ~ 250 000), alginat sodny, guar, mannan, v$e
zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich, Némecko. K pfipravé raznych pufra pouzity
nasledujici chemikalie: kyselina o-fosfore¢n4, kyselina octova, kyselina boritd, hydroxid
sodny, vie zakoupeny u firmy Lach-Ner, CR; hydrogenfosforeénan sodny dihydrat,
dihydrogenfosforecnan draselny, octan sodny, fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
(tablety), HEPES, v8e zakoupeno u firmy Sigma-Aldrich, Némecko. Struktura HEPESu
jenaobr. 5.1.

Kin vitro bunétnym studiim byly pouzity bunééné linie: hepatocelularniho
karcinomu, HepG2, a osteosarkomu, MG-63, ob& zakoupené u dodavatel ATCC® (USA,
sidlo pro stfedni Evropu — Polsko). K tomu bylo potfeba kultivaéniho média: MEM
(Minimal Essential Medium) - bez glutaminu, bez fenolové Ccervené; dale
trypsiniza¢niho ¢inidla: Trypsin/EDTA s fenolovou Cerveni, obé zakoupeny u firmy
LifeTechnologies, USA; a k tomu promyvaci roztok: HBSS (Hank's Balanced Salt
Solution) — bez fenolové Cerveng, hydrogenuhli¢itanu sodného, vapniku a hoi¢iku,

dodany firmou Biowest, Francie.

Britton-Robinsontiv (BR) pufr byl pfipraven smisenim dvou zasobnich roztoki ve
vhodném poméru. Roztok €& 1 byl tvofen 0,2 mol.dm™ vodnym roztokem hydroxidu
sodného. Roztok €. 2 byl smésny roztok kyseliny fosfore¢né, kyseliny borité a kyseliny
octové, kazdé o koneéné koncentraci 0,04 mol.dm™,

Mcllvainiv (Mcl) pufr byl pfipraven smisenim pottebnych objeml vodného roztoku
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hydrogenfosforecnanu sodného o koncentraci 0,2 mol dm™ a kyseliny citrénové o
koncentraci 0,1 mol dm,

Acetatovy pufr byl pfipraven smisenim vodného roztoku kyseliny octové o
koncentraci 0,2 mol dm™ s roztokem octanu sodného o téze koncentraci.

Fosfatovy pufr byl pfipraven smisenim vodného roztoku hydrogenfosfore¢nanu
sodného o koncentraci 0,2 mol dm™ s roztokem dihydrogenfosfore¢nanu draselného o
téze koncentraci.

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) byl pfipraven rozpusténim jedné
tablety ve 200 mL deionizované vody..

HEPES pufr byl pfipraven smisenim vodného roztoku HEPES o koncentraci 0,05

mol dm™ s hydroxidem sodnym o téZe koncentraci.

5.2  Priprava vzorki CaWO0,

5.2.1 Syntetické postupy

Z dusi¢nanu vapenatého tetrahydratu a wolframanu sodného dihydratu byly
pfipraveny jejich zasobni vodné roztoky o koncetracich 1,2 mol dm>. S t&mito roztoky
bylo dale nakladano v nasledujich postupech.

Veskeré pH udaje byly méfeny na pH senzoru z kombinované sklenéné elektrody
ptipojené k pfenosnému méficimu zafizeni EcoScan Hand-held Series (Eutech
Instruments, USA). Michaci postupy byly provedeny na magnetické micha¢ce RCT
classic/ basic (IKA, SRN). Veskeré centrifugacni kroky byly realizovany na centrifuze
Eppendorf - Centrifuge 5702 (Eppendorf, Némecko).

5.2.1.1 Syntéza CaWO4 v raznych stabilizatorech
Postupy piipravy castic CaWO, popsané v této diplomové praci byly inspirovany
postupy popsané v literatuie [10-12, 83, 84, 88-90]. Celkov¢ bylo provedeno 8 velmi

podobnych syntéz liici se pouze v pouzitych stabilizatorech, v jednom piipadé malou

zménou experimentalnich podminek. Piehled téchto stabilizatora je uveden v tab. 5.1.
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Za stalého michani (400 ot. min'l) bylo vzdy ke 100 mL stabilizatoru ptidano 10 mL
zasobniho roztoku dusi¢nanu vapenatého. Po 10 minutovém seckani bylo pfidano 10
mL zé&sobniho roztoku wolframanu sodného. Celkovy objem smési byl tedy 120 mL a
pocatecni koncentrace Ca®" a WO42' 0,1 mol dm?. Tato smé&s se jesté nasledujicich 10
minut nechala dikladné promichat. Bylo zméteno pH této smési. Pokud pH nebylo
Vv pozadovaném intervalu (viz tab. 5.1), bylo nasledné¢ upraveno roztokem hydroxidu
sodného o koncetraci 5 mol dm™. Smés byla povaiena pod zp&tnym chladi¢em po dobu
3 hodin za stalého michani (190 ot. min™) pii teplotd 125°C. Smés byla zfeddna
demineralizovanou vodu v poméru 2:3 (v/v) a odcentrifugovéana pii 4400 ot. min™ po
dobu 10 minut. Sediment byl ze zbylych stop stabilizatniho ¢inidla centrifugacné
promyt 5krat demi. vodou, vzdy pii 4400 ot. min™ a dob& 10 min. Promyty sediment byl
vysusen na hodinovém skle pii pokojové teploté pies noc.

V tab. 5.1 je ptehled pouzitych stabilizatorii a jejich stav pfed a po smiseni se
zasobnimi roztoky dusi¢nanu véapenatého a wolframanu sodného. Dale jsou uvedeny
hodnoty pH po smiseni a pozadované intervaly, které byly inspirovany literaturou [10-
12, 83, 84, 88-90].

S kyselinou citronovou byly provedeny 2 syntézy, v jedné byla smés povatena pod
zpétnym chladi¢em, ve druhé toto uskutecnéno nebylo, pouze po stejnou dobu (3 hod.)
byla sm&s michana (400 ot. min™) za pokojové teploty. Proto 8 riiznych piiprav a 7

ruznych stabilizatort.
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Tab. 5.1
Prehled pouzitych stabilizatort k pfiprave castic CaWO4. Je uveden jejich stav pfed a po smiseni se
zasobnimi roztoky dusi¢nanu vapenatého a wolframanu sodného. Dale jsou uvedeny naméfené hodnoty

pH a pozadované intervaly.

pH po smiseni

pied smisenim po smiseni 24 2
stabilizator sCa™ a WO,
s Ca’* a WO, s Ca’* a WO,
interval  hodnota
ethylen glykol Cisty 5:1 (viv) 9-95 9,4
glycerol Cisty 5:1 (viv) 9-95 9,4
sacharéza (stolni 1 L
24 mg ml 20 mg ml 9-95 6,6
cukr)
demi. voda / / 9-95 6,6
kyselina citronova 0,24 mol dm™ 0,2 mol dm™ 8-8,5 3,1
ethylen glykol 2:3 (VIv) 1:2 (vIv) 9-95 8,0
olyethylen glykol
Pow )3/50 i Cisty 5:1 (vIv) 9-95 8,9

5.2.1.2 Syntéza CaWO04 ve smési ethylen glykol - voda v poméru
5:1 (v/v)

Byly pfipraveny dvé série nanocastic, kazdd se liSici pouze v pocatecnich
koncetracich iontt Ca** a WO, (viz tab. 5.2).

Za stalého michani (400 ot. min'l) bylo ke 100 mL ethylen glykolu pfiddno dané
nozstvi zasobniho roztoku dusi¢nanu vapenatého (viz tab. 5.2). Po 10 minutovém
seckani bylo pfidano dané mnozstvi zasobniho roztoku wolframanu sodného (viz tab.
5.2) . Smés byla doplnéna demi. vodou do celkovych 120 mL (viz tab. 5.2). Tato smés
byla pii pokojové teplots a za stalého michani (400 ot. min™) ponechéna po dobu 18
hodin. Vysledna suspenze byla zfedéna vodou v poméru 2:3 (v/v) a odcentrifugovana
pti 4400 ot. min™® adob& 10 min. Sediment byl ze zbylych stop ethylen glykolu
1

centrifugacné promyt 3krat demi. vodou a poté 3krat acetonem, vzdy pii 4400 ot. min”

a dob¢ 5 min. Takto promyty sediment byl nasledn€ vysusen v susarné pti teploté 80°C
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po dobu 3 h.

Tab. 5.2
Pouzité mnozstvi zasobnich roztokt dusi¢nanu vapenatého a wolframanu sodného pfi 2 riznych sériich,

dale pouzity objem demi. vody k dopInéni reakéni smési do cilenych 120 mL.

’r objem zasobni objem zasobni ) )
koncetrace Ca”" a - ) objem demi. vody
WO roztoku Ca roztoku WO,~
* [mL] [mL] [mL]
0,10 mol dm™ 10 10 0
0,05 mol dm” 5 5 10

5.2.1.3 Syntéza Ln3+:CaWO04 ve smési ethylen glykol - voda

v poméru 5:1 (v/v)

Byly pfipraveny celkem Ctyfi série nanocastic, kazda se liSici v pouzitém dopantu
(Ln*") a v pozadované hmotnostni koncetraci na ukor iontd Ca®* (viz tab. 5.3).
Pocateéni koncetrace WO42' ve vSech sériich byla 0,05 mol dm?.

V daném mnoZzstvi zasobniho roztoku dusi¢nanu vapenatého (viz tab. 5.3) bylo
rozpusténo odpovidajici mnozstvi pentahydratu dusi¢nanu lanthanoidu(Ill) (viz tab.
5.3). Za stadlého michani (400 ot. min'l) byla tato smés pfidana ke 100 mL ethylen
glykolu. Po 10 minutovém seckani bylo pfidano 5 mL zasobniho roztoku wolframanu
vapenatého. Smés byla doplnéna demi. vodou do celkovych 120 mL (viz tab. 5.3).
Nasledny postup uz byl zcela analogicky jako v ptipadé nedopovanych nanocéstic (viz

kap. 5.2.2).
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Tab. 5.3
Pouzité mnozstvi dopanti Ln3+ a zasobnich roztoki dusi¢nanu vapenatého pii 4 riznych sériich, dale

pouzity objem demi. vody k doplnéni reakéni smési do cilenych 120 mL.

navazka navazka ) .

objem zasobni  objem demi.
ToNG5)s Eu(NOs)s roztoku Ca** vody

v ’ 3+
mnoZstvi Ln pentahydratu pentahydratu

[mg] [mg] [mL] [mL]
5 hm% Th*>* 32,91 / 4,75 10,25
5 hm% Eu®* / 33,87 4,75 10,25
10 hm% Th** 65,82 / 4,50 10,50
10 hm% Eu®* / 67,74 4,50 10,50

5.2.1 Homogenizacni postupy

Veskeré homogeniza¢ni kroky byly provedeny za pouziti digitalniho ultrasonického
homogenizéru Sonopuls (Bandelin Electronic, Némecko) pracujici v kontinualnim
modu s 10%ni amplitudou.

Nanostrukturovany praSek CaWO,/Ln**:CaW0y, byl vzdy rozdispergovan do

vodném roztoku prislusného stabilizatoru.
5.3  invitro bunécné studie

Veskeré nasledujici kroky v této kapitole byly provedeny Mgr. Markétou Jiratovou
(IKEM, CR). Tyto postupy se tykaji pfipravy dvou buné&énych linii: hepatocelularniho
karcinomu, HepG2, a osteosarkomu, MG-63 pro in vitro studie.

Tfi dny pfed pokusem bylo bunkam odsito kultivaéni médium, nasledné byly
promyty pomoci HBSS a ztrypsinizovany systémem Trypsin/EDTA. Po oddéleni bun€k
ode dna kultivaéni lahve bylo pfiddno médium na plivodni objem, dale bunky
zcentrifugugovany (5 minut, 1500 ot. min™), médium odsato a p¥idano 5 ml &erstvého
média. Nasledné byly bunky spocitdny na elektroporatoru. Dle vysledkii byly bunky
nafedény tak, aby v 1 ml média bylo 15 000 bunék. Systém byl posléze napipetovan
do @ 35 mm Petriho misky s 20 mm sklenénym #1.5 krycim sklickem na dné (2 ml

bunécné suspenze na 1 Petriho miskiu).
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Po tfech dnech inkubace za standardnich podminek (37°C, 5% CO;) bylo staré
kultivacni médium odsato a k bunkdm bylo ptidano 1,5 ml cerstvého média a 0,5 ml
pfedem zhomogenizovanych nanoéastic Tb**:CaWO, (5 hm% Tb*") ve vhodném
stabilizatoru (0,25 mg ml™ Tb*:CaWO,, 1 mg ml™ stabilizatoru). Po &tyfech hodinach
inkubace za standardnich podminek (37°C, 5% CO;) bylo médium s CaWQO, odsato a
bunky byly jedenkrat promyty pomoci HBSS. HBSS bylo nasledn¢ odsato a nahrazeno

2 ml Cerstvého kultivaéniho média.
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5.4 Instrumentace

5.4.1 Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

SEM analyza byla provedena pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu
Quanta 200 FEG (FEI, CR) vybaveny vysokoenergetickou zdrojem elektroni FEG
(Field Emission Gun) v podob¢ autoemisni trysky (hot FEG). K ziskani nejlepSiho
rozliSeni mikroskopu bylo nastaveno maximalni urychlovaci napéti 30 kV dosahujici
rozliSeni 2 nm. Mikroskop pracoval v rezimu vysokého vakua (HVSEM, 10 Pa) kdy
elektronovy signal byl detekovan SE detektorem v podobé Everhartova-Thornleyova
detektoru (ETD).

Vysledné SEM/SE mikrofotografie byly zpracovany a upraveny doc. Sloufem.

5.4.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

TEM analyza byla provedena pomoci transmisniho elektronového mikroskopu
Tecnai G2 Spirit Twin 12 (FEI, CR) vybaveny vysokoenergetickou zdrojem elektronti
FEG (Field Emission Gun) v podobé LaBg katody. Mikroskop pracoval pfi maximalnim
urychlovacim napéti 120 kV davajici rozliSeni 0,3 nm.

Pro ptimé zobrazeni Castic byl pouzit zakladni reZim mikroskopu — technika svétlého
pole, TEM/BF, za pouziti BF detektoru.

Pro celkovou TEM analyzu byly uskute¢nény jesté nasledujici dva rezimy:

Pro vybrané praskové vzorky byla provedena mikroprvkova analaza analytickou
technikou energiové-disperzni rentgenovou spektroskopii, TEM/EDX, kde rentgenové
paprsky byly zachycovany pomoci EDX detektoru s rozliSenim 20 nm. Vystupem bylo
TEM/EDX spektrum s charakteristickymi piky pfislusnych prechodu

K tomu byla navic provedena elektronova difrakce se selekéni clonou, TEM/SAED,
kde intenzita difrakce byla m&fena v rozsahu difrakénich vektori 0 az 8 A™. Vystupem
byl dvojrozmémy TEM/SAED difraktogram, ktery byl nésledné¢ pieveden na

jednorozmérny pomoci programu ProcessDiffraction
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Vysledné TEM/EDX  spektrum, TEM/SAED difraktogram a TEM/BF

mikrofotografie byly zpracovany, upraveny a vyhodnoceny doc. Sloufem.

5.4.3 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

DLS experiment byl proveden na fotometru ALV (Langen, Némecko) vybaveny
helium-neonovym laserem o vykonu 22 mW a vlnové délce 632,8 nm slouzici jako
zdroj monochromatického zareni, atenuatorem k regulaci intenzity primarniho paprsku,
fotodiodou jako referencnim detektorem ke snimani primarniho paprsku prosly
atenuatorem, cylindrickym termostatovanym kyvetovym prostorem kolem nc¢hoz se
diky otac¢ivému goniometru (ALV, CGS/8F) miize pohybovat detektor rozptyleného
svétla, kterym byla velmi citliva lavinova fotodioda (ALV High QE APD; APD —
avalanche photodiode). Ptistroj byl vybaven specializovanym korelatorem ALV
5000/EPP provad¢jici vypocet Casové autokorelacni funkce intenzity tj. vystup pfi
meéfeni DLS. ASestava byla fizena pocitacem s ovladacim programem ALV-5000
dodanym dodavatelem.

Fitovacim programem GenR (napsany v programovacim jazyce Visual Basic) bylo
Z naméfené zavislosti autokorelacni funkce g'¥(r)—1 na T =za pouziti
inverzni Laplaceovy transformace a Einsteinova-Stokesova zakona (rovnice (17), kap.

4.2) vygenerovana distribuéni zavislost TA(T) na Ry.

5.4.4 Sirokouhla difrakce rentgenového zaireni (WAXD)

WAXD experiment byl proveden na praskovém difraktometru HZG4 (Seifert GmbH,
Némecko) vybaveny rentgenovym zdrojem Seifert CRT s médénou antikatodou
vytvaiejici CuK,, zafeni (40 kV, 45 mA, 4 = 1.54 A) a s naslednou monochromatizaci
pomoci Ni folie. Difraktovany paprsek byl sniman jednorozmérnym XRR/XRD
detektorem s citlivou plochou 60 x 6 mm?. Difrakéni spektrum bylo ziskano v Bragg-
Brentano geometrii v odrazném modu pii difrakénim Ghlu 26 v rozsahu 1,4 az 50° s

krokem 0,1° vzdy trvajici 15 s.
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5.4.5 Sirokouhly & Malotihlovy rozptyl rentgenového
zareni (WAXD & SAXS)

WAXS a SAXS experiment byl proveden za pouziti kamery s bodovou kolimaci
Molecular Metrology System (Rigaku, Japonsko) pfipojené k mikrofokusaénimu
generatoru (Osmic MicroMax 002) pracujici pii 45 kV a 0,66 mA (30 W), ktery diky
médéné antikatodé generuje CuK, zafeni o vinové délce 1,54 A. V blizké pozici
(WAXS) byla kamera vybavena snimatelnym detektorem Imaging Plate (Fujifilm),
deskou o plose 23x25 cm. V daleké pozici (SAXS) byla kamera vybavena plynem
naplnénym multidratovym 2D detektorem s citlivou plochou o priméru 20 cm (Gabriel
design). Tento detektor byl v pozdéjsich SAXS experimentech nahrazen dfive
jmenovanym snimatelnym detektorem Imaging Plate (IP).

Intenzita rozptyleného svétla byla pii WAXS experimentu méfena v rozsahu
rozptylovych vektorii: 0,25 — 3,5 A, Kalibrace stiedu a vzdalenosti mezi vzorkem a
detektorem byla provedena za pouziti praskového kiemiku.

SAXS experiment probihal v rozsahu rozptylovych vektort: 0,004 — 1,1 Al
Intenzity rozptylu byly vyjadfeny na absolutni Skale s vyuzitim Skelného Uhliku jako
standardu.

5.4.5 Dvoufotonova konfokalni mikroskopie (DPCM)

In vitro fluoresecenci zobrazovani bunéénych linii byla provedena na konfokalnim
mikroskopu Leica SP8 (Leica Microsystems, Némecko) disponujici infracervenym
pulsnim laserem pro potfeby dvoufotonovou excitace (mikroskop je navic vybaven i
superkontinualnim zdrojem excitace v podobé bilého laseru), citlivym hybridnim
detektorem (HyD) a rychlym resonan¢nim skenerem. Systém bunéénych linii byl
excitovan mechanismem dvoufotonové absorpce pomoci pulsniho infracerveného laseru
s vinovou délkou 700 nm (ve vysledku 350 nm ). Emise byla sniméana pifi 545 nm za
pouziti objektivu 63X s olejovou imerzi. Vysledné fotografie byly zpracovany ve volné

Sitfitelném programu ImageJ [119].
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6 Charakterizace nanocastic

6.1 Charakterizace jadra nanocastic - CAaWO0,

V tomto oddile je pojednano o nalezeni a optimalizaci nejlepSiho postupu piipravy
castic CaWQO,. Pozadavkem jsou nanostrukturni rozméry, kulovity tvar, piipadné

odd¢lené situovany v prostoru.
6.1.1 Nejvhodnéjsi syntéza

SEM/SE analyzou bylo urCeno, ktery stabilizator (tab. 5.1, kap. 5.2.1.1) je
nejvhodnéjsi pro ptipravu castic CaWOs pozadovanych vlastnosti zminéné vyse.
Nasledujici obr. 6.1 piedstavuje SEM/SE mikrofotografie, které zcela jednoznacné
naznacuji, ze vhodnym kandidatem je smés ethylen glykolu a demi. vody v poméru 5:1
(v/v) (obr 6.1(A)). Prvnich pét stabiliza¢nich ¢inidel: samotna demi. voda (obr. 6.1(A));
smés glycerolu s demi. vodou v poméru 5:1 (v/v) (obr. 6.1(B)); 0,2M kyseling citronové
bez resp. za varu pod zp&tnym chladicem (obr. 6.1(C) resp. (D)); smés polyethylen
glykolu 350 sdemi. vodou v poméru 5:1 (v/v) (obr. 6.1(E)) si nezaslouzi zadny
podrobnéjsi komentaf, jsou jednoznané¢ nevhodnymi systémy pro dal§i studie.
V systému 20 % (m/v) roztoku sachardzy (obr. 6.1(F)) se jiz vyskytuji Castice urcitého
kulovitého tvaru ale stale nejde o nanostrukturované systémy. Ve smési ethylen glykolu
s demi. vodou v poméru 1:2 (v/v) (obr. 6.1(G)) jde o podobnou situaci, ¢astice jsou
akorat o néjaky ten fad vétsi. ZvySeni podilu ethylen glykolu na vysledny pomér 5:1
(v/v) (obr. 6.1(H)) ale podalo v téchto pocatecnich fazich pomérné uspokojivé vysledky.
Castice sice stale nabyvaji mikronovych rozméri, ale takovato syntéza je hodna dalsi
mozné optimalizace a studii. Pon€kud lepsi pohled na tento posledné zminény systém je

na obr. 6.2, kde jsou vysledné SEM/SE mikrofotografie s vétsim ptibliZenim.
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Obr. 6.1 SEM/SE mikrofotografie syntetizovaného CaWO, pfipraveného (A) v samotné demi. vodé¢; (B)
ve smési glycerolu s demi. vodou v poméru 5:1 (v/v); (C) v 0,2M kyseliné citrobnové bez varu pod
zpétnym chladi¢em; (D) v 0,2M kyseling citronové; (E) ve smési polyethylen glykolu 350 s demi. vodou
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v poméru 5:1 (v/v); (F) v20% (m/v) roztoku sachardzy; (G) ve smési ethylen glykolu s demi. vodou
v poméru 1:2 (v/v); (H) ve smési ethylen glykolu s demi. vodou v poméru 5:1 (v/v).

Obr. 6.2 SEM/SE mikrofotografie syntetizovaného CaWO, pfipraveného ve smési ethylen glykolu

s demi. vodou v poméru 5:1 (v/v).
6.1.2 Optimalizace nejvhodnéjsi syntézy

Jedind zménou v syntetickém postupu ptipravy CaWO, Vv systému ethylen glykolu
s demi. vodou v poméru 5:1 (v/v) bylo, Ze jiz ptiprava neprobihala za varu pod zpétnym
chladi¢em, ale smés se ponechala 18 hodin pfi okolni teploté za stdlého michéani (400 ot.
min™). Navic nebyla provedena piiprava pii klasické podateéni koncentraci Ca® a
WO4* 0,1 mol dm™, ale vyzkousela se i koncentrace polovi¢ni a vysledky byly
samoziejm¢ porovnany.

Vysledky byly velmi slibné, protoze touto cestou se jiz povedlo obdrzet Castice

nanostrukturnich rozmért, tedy nanocéstice. K jejich zobrazeni jiz uz ale bylo potieba
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pon¢kud pokrocilejsi techniky, TEM/BF. Na obr. 6.3 jsou porovnany nanocastice

CaWO, pripravené pii dvou riznych pocatecnich koncentracich Ca®" aWO,%.

50 nm 50 nm
P

- e md

Obr. 6.3 TEM/BF mikrofotografie syntetizovaného CaWO, pfipraveného ve smési ethylen glykolu
s demi. vodou v poméru 5:1 (v/v) pii po&atenich koncentracich Ca®* a WO, rovno (A,B) 0,1 mol dm
& (C,D) 0,05 mol dm,

Pti prvnim pohledu na mikrofotogratie TEM/BF na obr. 6.3 je zjevné, Ze syntéza byla
uspésna. Povedlo se pfipravit ¢astice CaWO4 nanostrukturnich rozméra. Dale pfi jejich
porovnani je vidét, Ze mezi nanocasticemi pripravené pii pocatenich koncentracich
Ca®* a WO,* rovno 0,1 mol dm™ (obr. 6.3 (A,B)) a 0,05 mol dm™ (obr. 6.3 (A,D)) neni
velikostné témét zadny rozdil, akorat pfi vySsi koncentraci se Castice jevi o nepatrny

zlomek vétsi. Ve smes maji ¢astice v priméru 25 az 40 nm.
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Tyto dvé syntézy byly navic studovany i z pohledu kinetiky riistu samotnych castic
Vv piislusném stabilizatoru metodou SAXS (za pouziti multidratového 2D detektoru),

znazornéné na nasledujicim obr. 6.4.
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Obr. 6.4 SAXS experiment méfeni kinetického pribéhu rtistu nanocastic CaWO4 v systému ethylen
glykolu a demi. vody v poméru 5:1 (v/v). Ktivky zndzoriuje ¢asovy vyvoj gyraéniho poloméru ¢astic pti
pocatecnich koncentracich Ca*" a WO,* rovno (a) 0,10 mol dm™ & (b) 0,05 mol dm™.

Kineticky prubéh je vyjadfen formou cCasového vyvoje gyraéniho poloméru, R,
nanoéastic pii Ca®* a WO,* rovno 0,1 mol dm™ (obr. 6.4 (a)) a 0,05 mol dm™ (obr. 6.4
(b)). I ptes to, ze kiivky nejsou vyjadieny pies stejny ¢asovy interval (druhy piipad se
nem¢fil dostatecné dlouho), 1ze zcela urcité usoudit, ze pii koncentraci 0,05 mol dm?
¢astice dosahuji mensich velikosti, coZ z TEMu nelze tak jednozna¢né usoudit. TEM ale
poskytuje ptimé obrazky castic a jeste k tomu po jejich izolaci, SAXS je tedy z tohoto
pohledu pouze doplitujici. Kromé& toho, dle SAXSu, pfi koncentraci 0,10 mol dm™ a
0,05 mol dm™ nabyvaji ¢astice V priméru zhruba 45 nm resp. 30 nm, coZ je znamena

prefektni schodu s mikrofotografiema TEM/BF (obr. 6.3).

6.1.3 Celkova TEM analyza CaWO04

Pro jednu sérii nedopovanych nanocastic CaWQ4 pfipravené pii 0,05 mol dm™ bylo
provedena celkova TEM analyza: TEM/BF (obr. 6.3 (C,D)), TEM/EDX a TEM/SAED,
kde posledné¢ dvé zminéné metody pouze potvrdily to, zZe nanocastice jsou skutecné

wolframanem vépenatym. Pfislusné TEM/EDX spektrum, dvojrozmérny a

60



jednorozmérmny TEM/SAED experimentalnim difraktogramem spolu s teoreticky

vypoctenym je znazornén na nasledujicim obr. 6.5.
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Obr. 6.5 Kompletni TEM analyza vzorku nano&astic CaWO, pravené pii po&atecni koncentraci Ca®* a
WO,* rovno 0,00 mol dm™. (a) TEM/BF mikrofotografie, (b) TEM/EDX spektrum s oznacenim hlavnich
ptechodd, (¢) TEM/SAED dvojrozmérny difraktogram a (d) porovnani experimentalnich difrakénich dat
(TEM/SAED) s vypoc¢tenym difraktogramem (XRD(calc)), ktery odpovida struktufe CaWO,.

Ve spojitosti s TEM/EDX spektrem (obr. 6.5 (b)), vSechny hlavni piky
Charakteristického rentgenového zateni odpovidaji slozeni CaWO,; (piky C a Cu
odpovidaji podlozce — standardni mé&déna sitka pro TEM mikroskopii pokrytd tenkym
uhlikovym filmem). Pokud jde o TEM/SAED difraktogramy (obr. 6.5 (d)), byla
nalezena velmi dobrd shoda mezi vypoctenym difraktogramem (vypocet pomoci
programu PowderCell; struktura prevzata z databaze: Crystallography Open Database
[121]) a experimentem. Trojice Cisel u difrakénich maxim odpovidaji Millerovym

indextim ptislusnych krystalografickych rovin.
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6.1.4 Dopovani CaWO0y, charakterizace Ln3+:CaWO04

Po optimalizace piipravy nedopovanych nanocastic byly provedeny pfipravy
dopovanych protéjska. Bylo uzito t¢hoz pracovniho postupu, akorat uz od zacatku byl
ve smési pritomen dopujici lanthanoid, ktery by se m¢l dle literatury [77, 80, 120]
zakomponovat do krystalické m¥ize CaWO, na pozici Ca**. Kvili tomu podle mnoZstvi
74daného dopantu jiz od samého po&atku syntézy byla pouzita niz$i koncentrace Ca
(viz tab. 5.3, kap. 5.2.1.3). Dopovani bylo provedeno pouze pro niz§i pocatecni

koncentrace Ca®* a WO,
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Obr. 6.5 TEM/BF mikrofotografie (A,B) CaWwO, a Ln*":CawO, s: (C) 5 hm% Eu®*" ,(D) 5 hm% Tb*",
(E) 10 hm% Eu®", (F) 10 hm% Tb**. Ve piipravené pfi po¢. koncentraci WO,* rovno 0,05 mol dm™ a
odpovidajici koncentraci Ca?".
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Viechny 4 uskuteénéné série nano¢astic Ln**:CaWO,4: 5 hm% Eu®* (obr. 6.5 (C)), 5
hm% Tb** (obr. 6.5 (D)), 10 hm% Eu®*" (obr. 6.5 (E)) a 10 hm% Tb** (obr. 6.5 (F)),
spolu s nedopovanou sérii CaWO, piipravenou pii 0,05 ml dm™ (obr. 6.5 (A,B)) jsou
vzajemné porovnany na obr. 6.5. TEM/BF mikrofotografie zcela jednoznac¢né ukazuji,
ze pritomnost dopantu pii syntéze zpusobuje vznik menSich nanocastic, coz je
Z hlediska aplikaci v in vitro buné¢nych studiich Zzadouci (viz kap. 7).

V literatufe [10-12, 83-88] se uvadi, ze piitomnost dopantu neovliviiuje krystalickou
strukturu CaWQ,. Pro kontrolu této skutecnosti byla pomoci metody WAXD provedena
praskova analyza tfi vzorki: nedopovaného CaWO,; a dvou typu Ln*":Caw04
s obsahem 10 hm% Eu** resp 10 hm% Tb*". Prisluiné WAXD difraktogramy zavislosti
intenzity difraktovanych paprski na difrakénim thlu jsou uvedeny na nésledujicim obr.
6.6. Bez ohledu na intenzit¢ difrakce je pozice a Sifka vSech difrakénich maxim
zachovana. To potvrzuje skute¢nost, ze dopant byl uspésn¢ zakomponovan do
krystalické miize wolframanu a jeho pfitomnost neovliviiuje celkovou strukturu
krystalu. Pro doplnéni jsou k difraktogramlim ptidéleny digitalni fotografie ptislusnych
praskovych vzorkli s jejich charakteristickym zabarvenim. Tohoto zabarveni bylo

dosazeno s pomoci UV lampy (Camag, Svycarsko) pfi excitaéni vinové délce 254 nm.
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s obsahem 10 hm%; (c) Th*:CaWO4 s obsahem téZ 10 hm%.
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6.2 Charakterizace a stabilizace polysacharidem

pokrytého CaW0, a Ln3+:CaWO0,

Po uspésné piipravé a optimalizaci postupu pripravy CaWO, a Ln**:CawO, bylo
potieba pfejit k dalsi etapé ve vyzkumu téchto nanocastic, dispergovat je ve vodném
roztoku vhodného biokompatibilniho stabilizatoru pii ur¢itém pH a pfitom v rozumném

casovém intervalu vytvofit stabilni suspenzi.
6.2.1 Stabilizace ve vodném roztoku monosacharidu

V této fazi bylo provedeno nepteberné mnozstvi pokust spojené s rozdispergovanim
nanocastic CaWQO, s cilem vytvofit stabilni suspenzi nesedimentujicich nanocastic.
Mezi vyzkousenymi monosacharidy resp. disacharidy byly: D-(+)-glukéza, sacharéza,
D-(+)-Trehaloza dihydrat, D-mannitol (cukerny alkohol), D-(+)-mandza a D-(+)-
galaktoza. Ze vsech téchto studovanych latek se jako nejlepsim stabilizatorem oziejmila
D-(+)-galaktoza. Casova stabilita suspenze byla sledovana metodou DLS podavajici. Na
nasledujicim obr. 6.7 je piislusni DLS distribuce 1 mg ml™ koncentrované suspenze

CaWOy, ve vodném roztoku galaktozy o koncentraci 50 mg ml™.
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Obr. 6.7 DLS distribuce a jeji dasova zména pro 1 mg ml™ koncentrované suspenze CaWO, ve vodném

roztoku galaktdzy o koncentraci 50 mg ml™

Z prislusného prubéhu DLS distribuce je vidét, ze jeji profil se béhem prvnich 24 hodin
prakticky nezménil. Distribuce ale po tydnu nabyla na intenzit¢ a posunula se do
vyssich hydrodynamickych poloméri. Castice tedy z pohledu jednoho dne nevykazuji
zadné velikostni zmény a maji Ry kolem 80 az 90 nm. Po 7 dnech ale Ry nabyva zhruba
o 15 az 20 nm vysSich hodnot, tedy z pohledu jednoho tydne se za¢ina projevovat urcity

podil nestability suspenze a tendence k sedimentaci.

6.2.1 Stabilizace ve vodném roztoku polysacharidu o

daném pH

Po uspésné stabilizaci castic CaWO, V roztoku galaktézy bylo dalsim krokem tyto
Castice stabilizovat pfi pozadovaném pH. Slo o hodnoty 5; 6,5 a 7,4. Divod byl
nasledujici. pH 7,4 je fyziologické pH Zivého organismu, ve které jsou ostatné také
kultivovany bunééné linie pro in vitro studie (viz kap. 7) ; pH 6,5 odpovida hodnoté
pH v mistech, kde je organismus ¢i tkan postizena nadorem a pH 5 odpovida prostiedi v
travicich organeldch zivych bunék.

V této fazi se ale naskytl problém, protoze Zadny z bézné dostupnych pufrii nebyl
vyhovujici pro systém CaWO, dispergované v galaktoze. V nasledujici tab. 6.1 jsou
uvedeny pouzité pufry:

Tab. 6.1

Pouzité pouzitych pufri.

BR Mcl
acetatovy fostatovy
PBS HEPES

Ani jeden ztéchto pufrd neprokazal vyhovujici vysledky pro danou suspenzi.
Vysvétleni je nésledujici. Univerzalni BR pufr obsahuje kyselinu boritou, kterd ma
tendenci se komplexovat s cukry a tedy zvySuje sedimentaci wolframanovych ¢astic.
Naopak dal$i univerzalni pufr v podobé Mcl obsahuje kyselinu citronovu, kterd se
v disledku pfitomnych hydroxylovych skupin vaze na Sestimocny wolfram a tyto
Castice zcela rozpusti. Ve vysledku tedy vznikd pravy roztok s rozpusténymi ionty
WO,* a Ca?*, Fosfatovy pufr a PBS maji z chemického hlediska stejna efekt jako BR.

Hledal se tedy takovy pufr, ktery nema tendenci interagovat ani s cukrem
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(stabilizatorem) a ani s ¢asticemi CaWOQ,. Potencidlni moznosti byl tzv. HEPES pufr
[122], ktery by se diky své chemické struktuie [122] nemél s ni¢im komplexovat.
Bohuzel i v tomto poslednim piipad¢ se ¢astice CaWO4 nakonec z roztoku galaktozy
vysrazely.

Po téchto neuspésich bylo dalsi fazi vyuziti polysacharidovych stabilizatort, kde jiz
HEPES pufr projevil kladné vysledky. Pouzitymi polysacharidy byl guar a alginat

sodny, zobrazené na nasledujicim obr. 6.8.

CHZOH a(lﬁ>6) D-galaktoza

COONa
0 0 B(1—4)-D-mandza
0 0
OH OH
0 O
COONa n
cnon

(a)

Obr. 6.8 Struktura polysacharidovych stabilizatorti pro ¢astice CaWO, v podobé (a) alginatu sodného
(struktura nakreslena v programu ChemDraw Ultra) a (b) guaru (pfevzato z[123]).

Protoze alginat sodny a guar po rozpusténi ve vod¢é zvysuji viskozitu roztoku, nebylo
mozné v nich studovat stabilitu ¢astic technikou DLS, jejiz teorie tento udaj vyzaduje
(viz kap. 4.2, rovnice (9)). S pomoci techniky SAXS ale bylo umoznéno tyto systémy
studovat. Na nasledujicim obr. 6.9 jsou SAXS rozptylové kiivky pro systém 1 mg ml™
koncentrovanych nanocastic CaWQO4 V5 mg ml? koncentrovaného roztoku alginatu
sodného (obr. 6.9 (a)) a stejné¢ koncentrovaném roztoku guaru (obr. 6.9 (b))
pufrované roztokem HEPES pufru o koncentraci 0,05 mol dm™ pii tiech riiznych pH

(5; 6,5, 7,4). Vzorky byly mé&feny 3 dny po dispergaci. Piehled vzorku v tab. 6.1.
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Tab. 6.1

Prehled vzorkii pro SAXS experiment. Koncetrance CaWOy, ¢inila Img ml™,

stabilizator pufr pozn. K piipravé SAXS kiivka
alginat sodny HEPES o
10 min dispergace Obr. 6.9 (a)
(5 mg mi-1) 0,05 mol dm-3
guar HEPES o
10 min dispergace Obr. 6.9 (b)
(5 mg mi-1) 0,05 mol dm-3

Za pouziti Guinerovy aproximace (kap. 4.4, rovnice (23)) byly vygenerovany

hodnoty gyracnich polomérii castic, které ve vSech 6 pripadech ¢inili 22 nm. To

znamena, ze Castice méli v praiméru 44 nm a tedy je zde perfektni schoda s TEM/BF

(kap. 6.1.2). Opravdova analyza Casové stability v roztoku je ale az v nasledujici kap.

6.2.2.
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Obr. 6.9 SAXS rozptylové kiivky systému 1 mg ml™ koncentrovanych nano&astic CaWO, v 5 mg ml™

koncentrovaného roztoku (a) alginatu sodného, (b) guaru, pufrované 0,05M roztokem HEPES pfi tfech

ruznych pH (5; 6,5, 7,4). Vzorek byl 3 dny stary.
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6.2.2 SAXS analyza Casové stability nanocastic

Z dtivodu, které budou ozfejmény v kap.7, byla ¢asova stabilita nanocastic pomoci
SAXS provedena pouze pro &astice Tb®*:CaWO4 s obhsahem 5 hm%. Jesté pred
detailn€jsSim popisem nasledujicich rozptylovych kiivek je nutno podotknout, ze méteni
probihalo na IP detektoru, jehoz spodni hranice dostupnych rozptylovych uhli, ve
kterém lze jesté provadét detekei je 0,014 A™. Guinerova oblast pro ziskani informaci o
gyraénim poloméru je ale v oblasti pod 102 A™, tudiz Guinerova aproximace (kap. 4.4,
rovnice (23)) nemiize platit. Proto nasledujici analyza se tyka pouze sledovani
vzajemnych zmén, vlivii casu a pH prostiedi, popfipadé vlivu typu wuzitého
polysacharidu.

Uceleny piehled métenych vzorki je na nasledujici tab. 6.2. Byly pouzity 3 rizné
polysacharidy: alginat sodny, guar a manan. Manan jako jediny po rozpusténi
zachovava viskozita roztoku. pH bylo udrZzované pomoci HEPES pufru o koncentraci
0,05 mol dm-3. Analyza Casové stability probihala pfi tiech ruznych pH, kazda métena
ve tfech Casovych bodech. Pro ptehlednost a nazornost je tato problematika shrnuta

Vv nésledujici tab. 6.2, kde je navic i odkaz na nadchézejici rozptylové kiivky.

Tab. 6.2

Piehled vzorki pro SAXS analyzu &asové stability 1 mg ml™ koncetrovanych nano&astic CaWOs.

stabilizator pufr pH Cas méfeni SAXS kiivky
5,0 Cerstvé
alginat sodny HEPES
L 3 6,5 24 h poté Obr. 6.10 (a-f)
5mg ml 0,05 mol dm’
7,4 tyden poté
5,0 Cerstvé
guar HEPES
L 3 6,5 24 h poté Obr. 6.11 (a-f)
5mg ml 0,05 mol dm’
7,4 tyden poté
5,0 Cerstvé
manan HEPES
L 3 6,5 24 h poté Obr. 6.12 (a-f)
5mgml 0,05 mol dm’
7,4 tyden poté
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Obr. 6.10 SAXS analyza &asové stability systému CaWO, (1 mg ml™) v roztoku alginatu sodného (5 mg
ml™). Vliv ¢asu na pribéh rozptylovych kiivek pii pH (a) 5; (b) 6,5; (¢) 7,4. Vliv pH ve tfech rtiznych

¢asovych bodech: (d) Cerstvé po dispergaci, (e) 24 hodin po dispergaci, (f) tyden po dispergaci.
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V piipadé alginatu (obr. 6.10) je vidét jakasi tendence systému se v ¢ase zmenSovat
(a-c), protoze spad kiivek klesa s ¢asem (projev mensi destruktivni interference), akorat
u pH = 7,4 dochazi v ramci prvniho dne k opacné situaci. Pravdépodobné Céstice maji
tendenci sedimentovat, tudiz distribuce velkych ¢astic neptispiva k rozptylu. Co se tyce
pH v riznych ¢asovych intervalech (d-f), jsou ¢astice pii pH = 7,4 na pocatku nejmensi,
ale po tydnu dochazi ke zcela opacné situaci. Z toho by §lo vyvodit, Ze ¢astice pfi tomto
pH sedimentuji nejpomaleji a tedy tvoii nejstabilnéjsi suspenzi.

| v ptipad¢ guaru (obr. 6.11) a mananu (obr. 6.12) lze vyvodit velmi podobné zavéry
ve spojitosti se sedimentaci projevujici se tim, ze po delSich intervalech pfispiva
k rozptylu pouze mensi distribuce ¢astic. U guaru navic opét plati ptipad, kdy pii pH =
7,4 se v ¢ase meéni spad rozptylové kiivky nejpomaleji, u mananu je tomu ale praveé
naopak.

Na zavér lze zcela jist€ usoudit, ze ¢astice maji tendenci se po dispergaci usazovat,
coz se projevuje poklesem spadu rozptylovych kiivek s rostouci hodnotou rozptylového
vektoru.
| ptes poruSeni Guinerova kritéria, kdy hodnota R - ¢ by méla byt mensi nez 1,3 [115],
byla hodnota R nanocastic vypoétena a vzdy se pohybovala kolem 11 az 12 nm pfi
hodnotach R - g v rozmezi 1,9 az 2,0. Jde tedy pouze o orienta¢ni hodnoty, ponévadz
pfi srovnani s TEM/BF mikrofotografiemi (kap. 6.1.2) a vysledkti ze SAXSu (za pouziti

multidratového 2D detektoru, kap. 6.2.1) jsou ¢astice polovicni.

6.2.2 DLS analyza ¢asové stability nanocastic v mananu

ProtoZe manan neméni viskozitu roztoku, bylo mozné studovat stabilitu v jeho
pfitomnosti 1 technikou DLS. Na obr. 6.13 jsou pfislusné casové zavislé zmény v
pribéhu DLS distribuce pti pH = 5 (a), pH = 6,5 (b) a pH = 7,4. Pufrujici latkou byl
op&t HEPES o koncentraci 0,05 mol dm™. Priibsh t&chto distribuci, se b&hem prvnich
24 hodin prakticky nezménil, po tydnu uz bylo mozné pozorovat urcité zmény spojené
s posunem maxima K niz§im hodnotam. I zde vysledek napovida o projevu ztraty
stability suspenze, kdy jiz po jednom tydnu pouze podil menSich Castic pfispiva
k rozptylu. Tento posun se ale v ptipad¢é nejvyssiho pH neprojevil a pozice maxima

zustala nezménéna.
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7 In vitro bunécné studie

Smysl celé diplomové prace je obsazen v této kapitole. Vyuziti dopovaného
wolframanu vapenatého pokryté polysacharidem jako kontrastni latky pro in vitro
zobrazovani bunécnych linii. Studovanymi bunkami byly linie hepatocelulaniho
karcinomu (HepG2) a osteosarkomu (MG-63). Divodem vybrani téchto dvou typi
spo¢iva v tzv. guarovém cileni, které by mélo fungovat u linie HepG2. Tyto bunky
vlastni na svém povrchu tzv. asialoglykoproteinové receptory (ASGPR), ktery vyuzivaji
ke svému chodu galaktézové zbytky, které jsou 1 strukturni soucasti polysacharidu
guaru (obr. 6.8). Tedy linie MG-63 je v této praci vyuzita jako negativni kontrola pro
guarové cileni.

Pro bunééné studie byly obéma liniim aplikovany 4 typy suspenzi uvedené v tab. 7.1.

Tab. 7.1
Pfehled vzorkd pro in vitro bunééné studie.
Tb*":CawO4 HEPES fedéni s MEM
stabilizator ] pH
5 hm% pufr (kultiv. Med.)
alginat sodny
X . Y 025mgmIt 0,05 mol dm® 1:4 74
1mgml
dextran L 3
L 0,25 mg mI’ 0,05 mol dm’ 1:4 7,4
1mgml
guar 1 3
1 0,25 mg ml 0,05 mol dm 1:4 7,4
1 mgml
manan 1 3
1 0,25 mg ml 0,05 mol dm 1:4 7,4
1 mgml
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Obr. 7.1 Obrazky z dvoufotonového konfokalniho mikroskopu Leica SP8. (a) klasicka svéteilni
mikroskopie HepG2 buiiky, (b) samotna autofluorescence HepG2 buiiky, a jeji zobrazovani (¢) alginatem,
(d) dextranem, (e) guarem a (g) mananem..
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Obr. 7.2 Obrazky z dvoufotonového konfokalniho mikroskopu Leica SP8. (a) klasicka svéteilni
mikroskopie MG-63 buiiky, (b) samotnd autofluorescence MG-63 bufiky, a jeji zobrazovani (c)
alginatem, (d) dextranem, (e) guarem a (g) mananem..
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Z vyslednych fotografii na obr. 7.1 Ize zcela jednoznacné€ usoudit, Ze guarové cileni u
linie HepG2 skutecné funguje, protoze bunky v pfitomnosti guaru fluoreskuji nejvice
(obr. 7.1 (e)). Na druhém misté je manan, protoZe je obecné cilen téméf na jakykoli typ
bunécné membrany (mé receptory po celém téle, v lidském téle je cilen zejména na
oblasti miznich uzlin). Z dextranu a alginatu vice sviti dextran, protoze je neutralni a je
méné odpuzovan od zaporné nabité bunétné membrany nez zaporné nabity alginat.
Alginat tém¢f sviti na Grovni samotné autofluorescence.

V porovnani s fotografiemi na obr. 7.2 nic nenaznacuje tomu, ze by u linie MG-63
skutecné bylo néjaké guarové Ci jiné cileni. Co je ale skutecné dost viditelné, ze MG-63
vykazuji mnohem intenzivnéjsi autofluorescenci.

Timto lze tedy fict, Ze systém dopovanych rozdispergovanych nanocastic CaWO,
pokryté pfirodnim polysacharidem zcela urcité splnil svoji ulohu jako kontrastnich latek
pro in vitro fluorescencni zobrazovani a navic za pouziti specifického aktivniho cileni
za pomoci guaru. Jenom pro informaci, je dobré se zminit o skutecnosti, ze pfi excitacni
vlnové délce 350 nm (s pomoci dvoufotonové excitace) byly vybuzeny absorpéni
pfechody pfitomného dopantu (f-f piechody), které jsou obecné¢ zakdzané.
IntenzivnéjSich prechodil by bylo dosazeno pfi vinovych délkach v oblasti 220 az 250
nm, kde siln€ absorbuji skupiny WO,Z. To je ale s pomoci infracerveného pulsniho
laseru nemozné jako zdroj excitace nemozné dosahnou a navic by to bylo pro studované

bunécné linie smrtelné.
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6 Zaver

V prvni casti této diplomové prace byly UspéSné syntetizovany nanocastice
wolframanu vépenatého. Postup byl optimalizovany, coz bylo dokdzdno s pomoci
transmisni elektronové mikroskopie. Castice nabyvali velikosti kolem 40 nm v priméru.
Pro jeden vybrany praskovy vzorek byla provedena celkova analyza na transmisnim
elektronovém mikroskopu. Dle energiové-disperzniho rentgenového spektra a
elektronového difraktogramu bylo potvrzeno, Ze Slo skutecné o wolframan vapenaty.

V dalsim kroku byly pfipraveny nanocastice dopované europiem(Ill) nebo
terbiem(I11) s podilem 5 a 10 hm% resp. z ptivodniho mnozstvi vapniku. Castice dle
transmisni elektronové mikroskopie nabyvali menSich rozméri. Na zaklad¢ vysledkl
z Sirokouhlé difrakce rentgenového zafeni piitomnost dopujicich lanthanoidl
neovliviiovalo strukturu ptivodniho wolframanu vapenatého.

Byly tspésné dispergovany a stabilizovany nanocastice wolframanu ve vodnych
roztocich polysacharidii. Malouhlovym rozptylem rentgenového zéafeni byla urcena
velikost nanocastic v podob& gyraéniho poloméru rovno kolem 22 nm, coz je
Vv porovnani s elektronovou mikroskopii vyborna shoda.

S pomoci malouhlového rozptylu rentgenového zafeni byla sledovana casova
stabilita suspenze nanocastic wolframanu v alginitu sodném, guaru a mananu pii pH
rovno 5; 6,5 a 7,4; které bylo v pribéhu experimentu udrzovano pomoci pufru HEPES.
Z ptislusnych sledovanych zmén v thlové zavislosti intenzity rozptylu bylo prokazano,
Ze Castice maji tendenci sedimentovat, coz se projevilo ztratou podilu distribuce vétSich
¢astic. Za pouziti mananu a dynamického rozptylu svétla byla tato skute¢nost potvrzena.

Bunééné linii  hepatocelularniho karcinomu a osteosarkomu byly aplikovany
nanoCastice wolframanu vapenaté¢ho s 5%nim hmotnostnim podilem terbia(Ill) ve
¢tyfech riznych polysacharidech, alginatu sodném, guaru, dextranu a mananu. U linie
hepatocelularniho karcinomu bylo sledovano guarové aktivni cileni potvrzujici
skutecnost, Ze na povrchu téchto buné€k existuji tzv. asialoglykoproteinové receptory,
centra vyuzivajici galaktézovych zbytkl ke své funkci. U bunééné linie osteosarkomu,
ktera byla pouzita jako negativni kontrola skutecné¢ zadn€ guarové aktivni cileni
neprojevila. Timto zavérecnym krokem bylo potvrzeno, Ze dopovany wolframan
vapenaty pokryty polysacharidem je vhodnou kontrastni latkou pro in vitro bunééné

studie a fluorescencni zobrazovani.
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