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Abstrakt: Cílem bakaláøské práce bylo sestavit re¹er¹ní pøehled o syntéze a stabilizace

superparamagnetických nanoèástic oxidù ¾eleza (SPIONs) a jejich vyu¾ití jako no-

sièù medicinálních radionuklidù. Na základì této re¹er¹e byly pøipraveny nanoèástice

magnetitu pomocí spolusrá¾ecí metody, které byly stabilizované kyselinou citronovou

a dále pak mikrovlnì syntetizované, stabilizované PEG-1500 a F-HPMA. Charakteri-

zace nanoèástic byla provedena metodou XRPD a FT-IR. Hydrodynamický prùmìr

nanoèástic byl stanoven pomocí metody DLS a koloidní stabilita byla urèena z hodnot

ζ-potenciálù.

Na základì analýz byl pak vzorek nanoèástic stabilizovaných kyselinou citronovou

znaèen pomocí 68Ga, 161Tb a 177Lu. Prùmìrné výtì¾ky znaèení byly v pøípadì 68Ga

88 %, v pøípadì 161Tb 91 % a nejlep¹ího výsledku 96 % bylo dosa¾eno v pøípadì
177Lu. Uvolòovaná aktivita ze [161Tb]- resp. [177Lu]-SPIONs byla studována v pro-

støedí fyziologického roztoku, hovìzí krevní plasmy, hovìzího krevního séra, 1% a 5%

roztoku hovìzího albuminu v rámci jednoho poloèasu pøemìny daného radionuklidu.

Výsledky ukázaly, ¾e pouze v prostøedí fyziologického roztoku se uvolòuje z povrchu

nanoèástic ménì ne¾ 8 % celkové aktivity. V ostatních biologických matricích dochá-

zelo k rozpou¹tìní nosièe v dùsledku pøítomných proteinù.
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Abstract: The aim of this work was the literature review of syntehsis and stabili-

zation of superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) and their application

as medicinal radionuclides carriers. Based on this review magnetite nanoparticles

stabilized with citric acid were prepared using co-precipitation method followed by

microwave-synthesized nanoparticles stabilized with PEG-1500 and F-HPMA. Cha-

racterization of nanoparticles was performed by XRPD and FT-IR. Hydrodynamic

diameter of nanoparticles was determined by DLS method and colloidal stability was

determined from the values of ζ-potentials.

Based on analysis, sample of nanoparticles stabilized with citric acid was radiolabelled

with 68Ga, 161Tb and 177Lu. Average radiolabelling yields were 88 % for 68Ga, 91 %

for 161Tb and the best result of 96 % was achieved for 177Lu. Released activity from

[161Tb]- resp. [177Lu]-SPIONs was studied in saline solution, bovine plasma, bovine

serum, 1% and 5% solution of bovine albumine within one half-life of given radio-

nuclide. Results showed that only in saline solution the total released activity from

nanoparticles surface did not exceed 8 %. In other biological matricies the carrier was

dissolved due to the proteins present.

Key words: SPIONs, magnetite, nanoparticles, terbium



Seznam pou¾itých zkratek

acac acetylacetonát

AOT 1,4-bis((2-ethylhexyl)oxy)-1,4-dioxobutan-2-sulfonová kyselina

APTES (3-aminopropyl)triethoxysilan

DEG diethylenglykol

DLS dynamický rozptyl svìtla (dynamic light scattering)

DTPA diethylentriaminpentaoctová kyselina

F-HPMA poly(N -(2-hydroxypropyl)methakrylamid) znaèený uoresceinem

FWHM ¹íøka v polovinì vý¹ky (full width at half maximum)

mABs monoklonální protilátky

MDEA methyldiethanolamin

MES kyselina 2-(N -morfolino)-ethansulfonová

MPTS (3-sulfanylpropyl)trimethoxysilan

MRI magnetická rezonance

NOTA kyselina 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctová

PEG polyethylenglykol

PET pozitronová emisní tomogra�e

PRRT terapie radioaktivními peptidy (peptide receptor radionuclide

therapy)

SDS dodecylsíran sodný

SPIONs superparamagnetické nanoèástice oxidu ¾eleza (superparamagne-

tic iron oxide nanoparticles)

TEM transmisní elektronová mikroskopie

TEOS tetraethylorthosilikát

TG termogravimetrie

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan

XRPD rentgenová prá¹ková difrakce (X-ray Powder Di�raction)
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1 Úvod

Obor nanotechnologií pøedstavuje perspektivní oblast zejména pro aplikaci ve zdravot-

nictví. Nanoèásticové systémy se svojí velikostí v øádech jednotek a¾ desítek nanometrù

a vysokému mìrnému povrchu umo¾òují efektivnì vázat ¹irokou paletu látek, jako jsou

uorescenèní znaèky, mABs, peptidy a organické molekuly vyu¾itelné pro cílený transport,

léèiva, nebo radionuklidy. Takto modi�kované nanosondy pak pøedstavují muldimodální

nástroj vyu¾itelný jak k diagnostice, tak i k terapii.

Slibné vyu¾ití nabízejí nanoèástice tvoøené oxidem titanièitým a hydroxyapatitem.

V obou pøípadech se jedná o biokompatibilní materiály, které umo¾òují vytvoøit nano-

sondy pro aplikaci ve zdravotnictví. Tyto nanoèástice lze uplatnit jako nosièe pro novou

oblast radioterapie { cílenou alfa terapii. Uva¾ovanými nuklidy pro tento druh radioterapie

jsou 223Ra a 225Ac, které se pøemìòují nìkolika α a β− pøemìnami, co¾ umo¾òuje depo-

novat podstatnì vìt¹í èást energie v daném místì urèení. Nanoèástice s nasorbovaným

radionuklidem by pak slou¾ily jako in vivo generátory [1].

Do popøedí se také dostávají superparamagnetické nanoèástice oxidù ¾eleza (SPIONs).

Oproti ostatním druhùm nanoèástic vykazují navíc magnetické vlastnosti, co¾ otevírá nové

mo¾nosti jejich vyu¾ití, napø. jako kontrastní èinidla v zobrazování magnetickou rezonancí,

nebo léèbì pomocí hypertermie [2, 3]. Nespornou výhodou tìchto èástic je snadnost je-

jich pøípravy a jejich biologická kompatibilita, která se zvy¹uje, jsou-li nanoèástice dále

modi�kovány [4]. Tyto nanoèástice tak pøedstavují slibný nosiè pro cílený transport léèiv

a radionuklidù do po¾adovaných míst.

Lutecium-177 a terbium-161 jsou β− záøièe, jejich¾ vlastnosti umo¾òují jejich vyu¾ití

pøi radioterapii. V souèasné dobì je 177Lu ji¾ v terapii vyu¾íváno ve formì znaèeného

somatostatinového analogu k léèbì gastroenteropankreatických neuroendokrinních nádorù

pozitivních na somatostatinový receptor. Vyu¾ití 161Tb se prozatím pøedpokládá v terapii

kvùli jeho znaèným podobnostem s 177Lu. Oproti tomuto radionuklidu v¹ak 161Tb emituje

více Augerových elektronù na jednu pøemìnu, je¾ mají obecnì krat¹í dosah a radiaènì tolik

nezatì¾ují okolní zdravou tkáò.

Cílem této práce bylo vypracování re¹er¹ního pøehledu zabývajícího se pøípravou mag-

netických nanoèástic oxidù ¾eleza s vhodnými toxikologickými, morfologickými a fyzikálnì

chemickými vlastnostmi pro jejich vyu¾ití v medicínì, dále pak syntetizovat nanoèástice

na bázi magnetitu a vhodnou funkcionalizací jejich povrchu je stabilizovat. Dal¹ím cílem

bylo pøipravené nanosondy oznaèit pomocí 161Tb a 177Lu a ovìøit stabilitu takto ozna-

èených nanosond v biologických mediích. Posledním cílem bylo vyhodnocení namìøených

dat.
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2 Teoretická èást

V posledních dobì vzrùstá zájem o výzkum a uplatnìní nanotechnologií v bì¾ném ¾ivotì.

Velký pokrok v tomto multidisciplinárním odvìtví byl uèinìn v oblasti nanoèástic vykazu-

jící magnetické vlastnosti. Díky magnetickým vlastnostem je lze ovlivòovat vnìj¹ím mag-

netickým polem, co¾ je unikátní vlastnost, kterou ostatní druhy nanoèástic vyrobených

z jiných materiálù postrádají. Kromì jejich velkého povrchu se magnetické nanoèástice

vyznaèují tzv. superparamagnetismem. Takovéto nanoèástice vykazují magnetickou jed-

nodoménovost, kdy v¹echny magnetické momenty ve vnìj¹ím magnetické poli míøí jedním

smìrem. Superparamagnetické materiály zároveò nevykazují ¾ádnou hysterezi [5].

Mezi magnetickými nanoèásticemi mají významnou roli ty, je¾ jsou tvoøeny oxidy ¾e-

leza. Dùvodem je jejich snadná dostupnost, co se týèe jejich výroby, jeliko¾ byla vyvinuta

¹iroká paleta metod poskytující nanoèástice po¾adovaných vlastností. Dal¹í výhodou je

nízká cena vstupních surovin. Mezi oxidy ¾eleza se zejména jedná o hematit (α-Fe2O3),

maghemit (γ-Fe2O3) a magnetit (Fe3O4), z nich¾ magnetit má velmi malou cytotoxi-

citu [4], co¾ je velmi dùle¾itá vlastnost pro jeho biomedicínské uplatnìní. Magnetit vy-

tváøí inverzní spinelovou strukturu, v ní¾ atomy kyslíku tvoøí plo¹nì centrovanou kubickou

møí¾ku a atomy ¾eleza obsazují intersticiální oktaedrické a tetraedrické polohy [2].

Díky svým magnetickým vlastnostem (viz Obr. 1) a velkému povrchu nalezly nanoèás-

tice oxidù ¾eleza své uplatnìní hlavnì v medicínì. Napøíklad pøi zobrazování pomocí MRI,

kdy nanoèástice ovlivòují T1 a T2 relaxaèní èasy, èím¾ vytváøejí vy¹¹í kontrast sledované

oblasti. V této oblasti by mohly slou¾it jako alternativy k pou¾ívaným kontrastním látkám

na bázi chelátù gadolinia [6]. Perspektivní uplatnìní nalézají magnetické nanoèástice také

v oboru cíleného transportu léèiv, kde slou¾í jako nosièe s ¹irokými mo¾nostmi modi�kace

jejich povrchu rùznými skupinami, na které se mohou vázat dal¹í molekuly. Kohler et al.

napøíklad modi�kovali povrch nanoèástic Fe3O4 pomocí (3-aminopropyl)trimethoxysilanu

na jeho¾ aminové funkèní skupiny následnì navázali cytostatikum methotrexát. Takto

modi�kované nanoèástice prokázaly sní¾enou ¾ivotaschopnost jak lidské bunìèné linie ra-

koviny prsu, tak i rakoviny dìlo¾ního èípku [7]. Magnetické nanoèástice mohou být také

vyu¾ity k léèbì nádorových onemocnìní pomocí hypertermie, pøi které jsou èástice do-

praveny do místa zasa¾eného rakovinou a pomocí externího magnetického pole generují

teplo. Tím znièí nádorové buòky, které jsou obecnì citlivìj¹í na vy¹¹í teploty ne¾ buòky

zdravé [8]. O dal¹ím vyu¾ití magnetických nanoèástic v rùzných biomedicínských odvìtví

se lze doèíst napøíklad v [8, 9].
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Obr. 1: Interakce nanoèástic magnetitu s vnìj¹ím magnetickýcm polem.

3 Pøíprava nanoèástic Fe3O4

Do souèasné doby bylo zkoumáno mnoho zpùsobù pøípravy nanoèástic Fe3O4, které po-

skytují èástice s rùznými parametry a kvalitou. Rovnì¾ experimentální nároènost daných

metod je rùzná, od jednoduché spolusrá¾ecí reakce vy¾adující bì¾né vybavení a vstupní

suroviny a¾ napøíklad po syntézu metodou ow injection vy¾adující speciální aparaturu.

3.1 Spolusrá¾ecí metoda

Spolusrá¾ecí metoda je jednou z nejjednodu¹¹ích a nejroz¹íøenìji pou¾ívaných metod k pøí-

pravì nanoèástic Fe3O4. Princip této metody spoèívá v pøidávání báze do roztoku Fe2+

a Fe3+, èím¾ dochází k vysrá¾ení pevné fáze. V závislosti na molárním pomìru Fe2+ a Fe3+

iontù se vytváøejí rùzné formy oxidù ¾eleza. Pro získání magnetitu je tøeba udr¾ovat mo-

lární pomìr Fe3+:Fe2+ 2:1 viz (1) [2]:

Fe2+ + 2 Fe3+ + 8 OH− → Fe3O4 + 4 H2O (1)

Reakci je nutné provádìt pod inertní atmosférou, jinak dochází k oxidaci magnetitu na

maghemit. Podmínky, pøi kterých reakce probíhá, mají také zásadní vliv na koneèné vlast-

nosti nanoèástic jako je jejich velikost, slo¾ení a magnetické vlastnosti. Napøíklad se jedná

o typ pou¾ité soli ¾eleza, pomìru Fe3+:Fe2+, hodnotì pH, iontové síle roztoku, nebo druhu

pou¾ité zásady. Dokonce i zpùsob su¹ení mù¾e ovlivnit výsledné vlastnosti, kdy napøíklad

nejvy¹¹í saturaèní magnetizace bylo dosa¾eno pøi su¹ení vakuem pøi 70 °C [9].

Nevýhodou této metody je, ¾e poskytuje nanoèástice s ¹irokou distribucí velikosti.

Tomu se dá zamezit pøídavkem rùzných organických látek, jako je napøíklad kyselina
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citronová, nebo olejová, anebo polymerù jako jsou polyethylenglykol nebo dextran. Tyto

aditivní látky zároveò stabilizují nanoèástice v suspenzi a nedochází tak k jejich agregaci.

Napøíklad Mikhaylová et al. syntetizovali nanoèástice magnetitu pomocí spolusrá¾ení

chloridu ¾elezitého a chloridu ¾eleznatého. Roztok tìchto solí v molárním pomìru Fe3+:Fe2+

2:1 byl pøidán do roztoku hydroxidu sodného, který byl pøedem zahøíván na 80 °C. Re-

akce byla zároveò provedena v atmosféøe dusíku. Vzniklé èástice mìli prùmìr se støední

hodnotou okolo 8 nm. Tyto èástice dále modi�kovali (3-aminopropyl)trimethoxysilanem,

kyselinou l-aspartovou a hovìzím sérovým albuminem [10].

3.2 Tepelný rozklad

Spolusrá¾ecí metoda je sice velmi snadná na provedení, ale neumo¾òuje precizní kontrolu

nad tvorbou nanoèástic o rùzné velikosti. Syntéza pomocí tepelného rozkladu prekurzorù

¾eleza naopak umo¾òuje vytvoøit nanoèástice s úzkou distribucí velikosti èástic. Princip

této metody spoèívá v tom, ¾e dochází k rozkladu komplexù ¾eleza, nebo jeho organic-

kých slouèenin ve vysokovroucím organickém rozpou¹tìdle obsahující surfaktanty jako

jsou mastné kyseliny, které stabilizují vznikající èástice. Nejèastìji pou¾ívanými prekur-

zory jsou Fe(CO)5, Fe(acac)3, oleát ¾elezitý, Fe(cup)3 (cup = N -nitrosofenylhydroxylamin)

a dal¹í. Takto získáné nanoèástice mají velikost okolo 30 nm a men¹í [9]. Nevýhodou této

metody je, ¾e získané èástice jsou hydrofobní a k tomu aby získaly hydro�lní vlastnosti

je nutné je dále upravit napøíklad výmìnou ligandu, nebo pøídavkem bipolárního surfak-

tantu [8].

Kohler et al. napøíklad syntetizovali magnetické nanoèástice zahøíváním Fe(acac)3 ve

smìsi difenyletheru, hexadekan-1,2-diolu, kyseliny olejové a (9Z )-octadec-9-en-1-aminu

(oleylaminu) pøi teplotì 265 °C v atmosféøe dusíku. Vznikly tak hydrofobní nanoèástice

jejich¾ povrch byl obalen kyselinou olejovou a oleylaminem [11]. Rovnì¾ byla popsána

syntéza nanoèástic rozkladem solí mastných kyselin s ¾elezem, kdy jako nekoordinující

rozpou¹tìdlo byl pou¾it oktadekan a jako surfaktant pøíslu¹ná mastná kyselina tvoøící sùl

pøi teplotì 300 °C. V prùbìhu experimentu byly zkoumány kyseliny obsahující 10-18 uhlíkù

v øetìzci, jmenovitì: dekanová, laurová, myristová, palmitová, olejová a stearová kyselina.

Výsledná velikost nanoèástic byla v rozmezí 6 a¾ 50 nm v závislosti na koncentraci a druhu

pou¾ité kyseliny [12].

3.3 Mikroemulsní technika

Princip metody se zakládá na vytvoøení malých kapièek kapaliny v druhé kapalinì, je¾

jsou spolu nemísitelné a emulze je dále stabilizována pomocí molekul surfaktantu. Roze-

znáváme dva druhy mikroemulsí a to olej ve vodì a reversní mikroemulsi voda v oleji.
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V reversní mikroemulsi mají kapièky vody prùmìr 1{50 nm, co¾ umo¾òuje kontrolova-

nou tvorbu nanoèástic o po¾adované velikosti. Velikost tìchto kapièek mù¾e být upra-

vena na základì molárního pomìru surfaktantu ku vodì [5]. K tvorbì nanoèástic dochází

spolusrá¾ecí metodou, kdy jedna mikroemulse obsahuje rozpu¹tìné soli ¾eleza a druhá

identická mikroemulse obsahuje rozpu¹tìnou bázi, jejich¾ smícháním dojde v kapièkách

k vysrá¾ení nanoèástic. Tyto nanoèástice mohou být extrahovány pøidáním acetonu nebo

ethanolu a následným provedením �ltrace. Nevýhodou této metody jsou nízké výtì¾ky

v porovnání s ostatními metodami a také nutnost pou¾ití velkého mno¾ství rozpou¹tìdla.

Gupta et al. syntetizovali nanoèástice magnetitu za pomoci reversní mikroemulse,

která byla vytvoøena smícháním 0,05 M surfaktantu AOT a hexanu. Uvnitø hydro�lního

jádra micel byla rozpu¹tìna smìs Fe3+ a Fe2+ iontù v molárním pomìru 2:1. Pøidáním

1 M hydroxidu sodného pod inertní atmosférou dusíku za stálého míchání byl vysrá¾en

magnetit. Takto byly získali nanoèástice magnetitu o velikosti v rozmezí 10{15 nm. Pomocí

mikroemulse byly zároveò èástice pokryty vrstvou polyethylenglykolu [13].

3.4 Hydrotermální a solvotermální metoda

Hydrotermální metoda je zalo¾ena na krystalizaci látky za teplot kolem 130{250 °C a tlaku

0,3{4 MPa v autoklávu [9]. Takto získané nanoèástice vykazují mnohem vìt¹í krystalinitu

ne¾ nanoèástice pøipravené jinými metodami, co¾ má za následek vy¹¹í magnetizaci. Bylo

také zji¹tìno, ¾e velikost vytváøených nanoèástic roste s reakèní dobou a také se zvy¹ují-

cím se obsahem vody v reakèní smìsi [8]. Je-li pou¾ito nevodné prostøedí, tak je metoda

nazývá solvotermální. Hydrotermální metod lze vyu¾ít k syntéze magnetických nanoèástic

rùzných tvarù, napøíklad trubièky, nebo prstýnky. Pøi takovém procesu ovlivòují výsledný

tvar nanoèástic reakèní doba, koncentrace Fe3+ iontù a pøítomnost aditivních fosforeèna-

nových a síranových aniontù [9].

Xiao et al. navrhli metodu pøípravy ultramalých (< 5 nm) nanoèástic Fe3O4 pomocí

redukce hydroxidu ¾elezitého kyselinou askorbovou. Vyu¾itím molárního pomìru kyseliny

askorbové ku hydroxidu ¾elezitém 1:6 bylo docíleno ideální redukce Fe3+ na Fe2+ a jako

dominantní fáze vznikal Fe3O4. V experimentu byla reakèní smìs zahøívána v autoklávu

pøi teplotì 150 °C, pøièem¾ vznikly nanoèástice o velikosti zhruba 5 nm. V prùbìhu reakce

docházelo k redukci kyseliny askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou, která stabilizovala

vzniklé nanoèástice [14].

3.5 Sol-gel a polyolová metoda

Sol-gel metoda se vyu¾ívá k pøípravì keramických materiálù a oxidù kovù. Principem je

kondenzace koloidního roztoku prekurzoru (sol), který v prùbìhu reakce zesí»ovává a vy-

tváøí tak tøídimenzionální strukturu oznaèovanou jako gel. Jeliko¾ tyto reakce probíhají
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pøi laboratorní teplotì je nutné k dokonèení krystalizace zahøívání. Typickými materi-

ály pro tuto metodu jsou alkoxidy a soli ¾eleza [9]. Napøíklad Qi et al. navrhli syntézu

nanoèástic magnetitu metodou sol-gel. V jejich experimentu rozpustili chlorid ¾elezitý

a chlorid ¾eleznatý v ethanolu v atmosféøe dusíku, s následným pøídavkem propylenoxidu,

èím¾ do¹lo k vytvoøení gelu. Takto vytvoøený gel byl ¾íhán ve vakuu a velikost získaných

nanoèástic byla v rozmezí 9{12 nm [15].

Zvlá¹tní postavení má polyolové metoda. Oproti sol-gel metodì kdy dochází k oxida-

èní reakci, pøi polyolové syntéze dochází naopak k redukèní reakci. Pøi této metodì je

prekurzor suspendován a zahøíván v polyolu, který slou¾í jako rozpou¹tìdlo a redukèní

èinidlo. Oproti solvotermální metodì reakce probíhá za normálního tlaku. Výhodou pou-

¾ití polyolù je následná stabilizace výsledných nanoèástic, èím¾ tedy ovlivòují i velikost

a zamezují agregaci [8]. Caruntu et al. ukázali, ¾e velikost vzniklých nanoèástic závisí na

druhu pou¾itého alkoholu. Pøi jejich experimentu pou¾ili jako rozpou¹tìdlo diethylengly-

kol (DEG), methyldiethanolamin (MDEA) a smìs diethylenglykol{methyldiethanolamin

v pomìru 1:1 (w/w). Ve v¹ech pøípadech byly v pøíslu¹ném alkoholu rozpu¹tìn FeCl3
a FeCl2 v pomìru 2:1 a k této smìsi byl pøidán roztok hydroxidu sodného v pøíslu¹ném

alkoholu. Smìs byla poté zahøívána pøi 210{220 °C. Èástice vzniklé syntézou z DEG mìli

velikost pøibli¾nì 6 nm, ty vzniklé z MDEA vykazovali velikost pøibli¾nì 17 nm, zatímco

ty ze smìsi DEG{MDEA 11 nm [16].

Výhodou tìchto dvou metod je, ¾e takto vyrobené nanoèástice jsou velice hydro�lní,

díky hydro�lním ligandùm na jejich povrchu. Vyu¾ití vy¹¹ích teplot pøi syntéze má za

dùsledek vy¹¹í saturaèní magnetizaci nanoèástic. Nevýhodou je pou¾ití drahých alkoxidù

jako prekurzorù a uvolnìní znaèného mno¾ství alkoholu pøi ¾íhání, co¾ mù¾e být znaènì

nebezpeèné.

3.6 Sonochemická metoda

Sonochemická metoda (sonolýza) je zpùsob pøípravy nanoèástic, kdy se vyu¾ívá vystavení

roztoku, obsahující prekurzor, pùsobení ultrazvuku. Ultrazvuk vytváøí v roztoku malé

bublinky, které hromadí energii a kdy¾ pøesáhnou urèitou velikost dojde k jejich kolapsu

a uvolnìní nahromadìné energie. Takto se lokálnì vytváøí teplota okolo 5000 K a tlak

100 MPa [9].

Sonolýzou vodného Fe(CO)5 v pøítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS) byly napøí-

klad pøipraveny nanoèástice Fe3O4. V experimentu byl vodný roztok Fe(CO)5 a SDS vy-

staven pùsobení ultrazvuku po dobu 3 hodin pøi laboratorní teplotì. Takto byly získány

amorfní nanoèástice magnetitu stabilizované pomocí SDS o støedním prùmìru 8 nm [17].
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3.7 Flow injection syntéza

Tato metoda vyu¾ívá stejné chemické reakce jako spolusrá¾ecí metoda, av¹ak umo¾òuje

vy¹¹í kontrolu nad probíhající reakcí a zaruèuje vysokou opakovatelnost výsledkù. Princi-

pem je, ¾e reakce probíhá v kapilárním reaktoru, kdy do laminárního toku jedné reakèní

slo¾ky je vstøikována druhá reakcí slo¾ka. Salazar-Alvarez et al. navrhli vlastní apara-

turu, na které zkoumali rùzné mo¾nosti mísení reakèních slo¾ek na výsledné vlastnosti

vznikajících nanoèástic. Zkoumali celkem ètyøi metody: A) do kapilárního reaktoru byly

najednou vstøikovány roztok NaOH a roztok obsahující ionty Fe3+ a Fe2+ ve stechiomet-

rickém pomìru 2:1. Metoda B) zahrnovala støídavé dávkování pøede¹lých dvou roztokù do

kapilárního reaktoru. Pøi metodì C) vyu¾ívali vytváøení zón v reaktoru pomocí inertního

média a pøi metodì D) pøidávali pøeru¹ovanì roztok iontù ¾eleza do rovnomìrného toku

roztoku NaOH. Ukázali, ¾e jako nejlep¹í se jeví metoda A) a zároveò, ¾e velikost èástic

a distribuce jejich velikostí lze ovlivnit koncentrací reaktantù a rychlostí toku [18].

3.8 Elektrochemická metoda

Jednou z dal¹ích mo¾ností pøípravy nanoèástic je vyu¾ití elektrolýzy. Fajaroh et al. zkou-

mali pøípravu nanoèástic magnetitu bez vyu¾ití surfaktantù ve vodném roztoku. Zároveò

se také zamìøili na ovlivnìní reakce pøídavkem hydroxidu sodného, dále na vliv vzdálenosti

mezi elektrodami a na pou¾ité proudové hustotì. V jejich experimentu pou¾ili ¾eleznou

katodu a anodu z oceli pokryté vrstvou vysoce èistého ¾eleza získaného elektrodepo-

zicí v roztoku FeSO4. Zjistili, ¾e reakce probíhá i bez pøídavku OH{ , ale tento pøídavek

urychluje reakci. Dále zjistili, ¾e velikost èástic se zvìt¹uje s rostoucí proudovou hustotou

a sni¾uje se se zvy¹ující se vzdáleností mezi elektrodami. Pøipravili tak nanoèástice se

støedním prùmìrem mezi 10 a¾ 30 nm v závislosti na experimentálních podmínkách [19].

3.9 Mikrovlnná metoda

Mikrovlnné záøení, konkrétnì jeho elektrická slo¾ka, interaguje s dipóly molekul, èím¾ je

uvádí do pohybu. Tento pohyb molekul poté pøispívá k lokálnímu zahøívání. Díky tomu

je tento zpùsob ohøevu oproti konvenènímu rychlej¹í a energeticky úspornìj¹í.

Mikrovlnné záøení vyu¾ili Osborne et al. v návrhu dvou syntéz magnetických nanoèás-

tic stabilizovaných pomocí dextranu. První zpùsob sestával ze dvou krokù, kdy v prvním

kroku pøipravili holé nanoèástice pomocí redukce FeCl3 hydrazinem ve vodném prostøedí.

Tuto reakèní smìs poté za stálého míchání ozaøovali mikrovlnami po dobu 10 minut

pøi teplotì okolo 100 °C. Ve druhém kroku nejprve zredukovali dextran pomocí NaBH4.

Tento redukovaný dextran poté rozpustili ve vodné suspenzi nanoèástic, pøidali dal¹í FeCl3
a NaOH. Roztok dále vystavili mikrovlnnému záøení po dobu 2 minut pøi teplotì 100 °C.

Druhý zpùsob sestával pouze z jediného kroku. Oproti pøedchozímu pøípadu rozpustili
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FeCl3 ve vodì a tentokrát pøidali i redukovaný dextran. Dále do roztoku pøidali hydrazin

a smìs ozaøovali mikrovlnami po dobu 10 minut pøi teplotì okolo 100 °C. Pomocí metody

XRPD zjistili, ¾e difraktogramy obou èástic odpovídají buï magnetitu nebo maghemitu.

Na základì této metody nedokázali odli¹it jaká fáze tvoøí tyto èástice. Nanoèástice pøipra-

vené v jednom kroku poté vykazovali men¹í velikost, u¾¹í distribuci velikostí èástic a lep¹í

magnetické vlastnosti [20].

3.10 Ostatní metody

Kromì vý¹e zmínìných metod existuje celá øada jiných minoritnì vyu¾ívaných zpùsobù

syntézy nanoèástic li¹ící se postupem i pou¾itým vybavením. Napøíklad se jedná o aero-

solové metody, laserem indukovanou pyrolýzu, anebo biosyntetické postupy [8, 9].

4 Stabilizace a funkcionalizace nanoèástic

V dùsledku velkého povrchu oproti objemu a hydrofobní povaze èástic dochází k jejich

shlukování, èím¾ ztrácí svoje vlastnosti a ji¾ nevytváøejí stabilní koloidní suspenzi. Da-

l¹ím faktorem ovlivòujícím agregaci jsou silné magnetické dipól-dipólové interakce mezi

nanoèásticemi [13]. Z tohoto dùvodu je nutné nanoèástice stabilizovat. Jedním ze zpù-

sobù je vytvoøení tzv. core-shell struktury (viz Obr. 2), kde core oznaèuje nanoèástici

magnetitu a shell oznaèuje obal nanoèástice tvoøený napøíklad anorganickými materiály

nebo polymery. Takto vytvoøený obal nejenom zabraòuje agregaci èástic, ale také je chrání

pøed ne¾ádoucí oxidací. Vhodnou volbou látek lze povrch dekorovat {NH2, {SH a da-

l¹ími skupinami, pøes které se mohou vázat látky obsahující skupiny {COOH, {X a jiné,

vyu¾itelné napøíklad pro cílenou dopravu léèiv, chelataci iontù, nebo lze volbou obalových

látek nanoèástice v organismu
”
maskovat", aby se dostaly na správné místo urèení. Pro

biologické aplikace je dùle¾ité, aby byly èástice hydro�lní. I tuto vlastnost lze zajistit

vhodnou volbou obalového materiálu.

Obr. 2: Core-shell struktura nanoèástic.

Dal¹í mo¾nost jak nanoèástice stabilizovat vychází z my¹lenky uzavøít nanoèástice

v matrici nejèastìji tvoøené nìjakým druhem polymeru (polymerosomy). Nevýhodou to-
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hoto procesu je, ¾e nanoèástice jsou v materiálu pevnì �xovány. Jeliko¾ core-shell struk-

tury jsou nejèastìji pou¾ívané, bude v následujících odstavcích pojednáno o rùzných ma-

teriálech pou¾ívaných na stabilizaci nanoèástic tímto zpùsobem.

4.1 Anorganické látky

4.1.1 Køemík

Pou¾ití køemíku jako povrchového materiálu je velmi roz¹íøené díky jeho vlastnostem

a také jednoduchosti obalení nanoèástic. Mezi jeho pøednosti patøí chemická inertnost, co¾

pøedurèuje takto modi�kované nanoèástice k vyu¾ití v biomedicínì, dále na svém povrchu

obsahuje hydro�lní skupiny, co¾ usnadòuje suspendování èástic ve vodném prostøedí. Dal¹í

jeho vlastností je schopnost omezovat dipólové interakce a tak zabraòovat agregaci na-

noèástic. Povrch vytvoøené køemíkové vrstvy obsahuje velké mno¾ství silanolových skupin,

které lze rùznými reakcemi modi�kovat. Tak napøíklad reakcí tohoto køemíkového obalu

s (3-aminopropyl)triethoxysilanem lze na povrch nanoèástic zavést aminoskupiny, které

mohou být vyu¾ity k navázání dal¹ích molekul a slou¾it tak speci�ckým úèelùm.

Bylo popsáno nìkolik metod obalování nanoèástic Si-vrstvou. Mezi nejpou¾ívanìj¹í

patøí Stöberova metoda a mikroemulsní metoda. Stöberova metoda je zalo¾ena na hyd-

rolýze sol-gel prekurzoru, nejèastìji se jedná o tetraethylorthosilikát (TEOS), nebo vi-

nyltriethoxysilan [9]. Reakce probíhá v prostøedí alkoholu, ve kterém jsou dispergovány

nanoèástice a do této smìsi se pøidává køemíkový prekurzor spolu s vodou nebo vodným

roztokem amoniaku.

Deng et al. pøipravili nanoèástice magnetitu spolusrá¾ecí metodou, na kterých poté

studovali reakèní podmínky pro vytvoøení køemíkového obalu pomocí Stöberovy metody.

V jejich experimentu studovali vliv pou¾itého alkoholu, pomìru alkoholu k vodì, mno¾ství

pou¾itého vodného amoniaku a mno¾ství TEOS. Pøi pou¾ití methanolu do¹lo mimo jiné

k vytvoøení nanoèástic èistého køemíku. Výsledkem bylo, ¾e pøi pou¾ití isopropylalkoholu

a propan-1-olu zase docházelo ke shlukování výsledných èástic. Jako nejlep¹í se proto

jevil ethanol. Pøi pou¾ití objemu rozpou¹tìdel, kdy pomìr EtOH:voda byl 4:1, vykazovaly

èástice nejni¾¹í polydisperzitu. Pøi pou¾ití men¹ího mno¾ství vody docházelo k vytváøení

agregátù, zatímco pøi vìt¹ím mno¾ství vody docházelo k pøíli¹ rychlé hydrolýze TEOS

a vznikaly tak nanoèástice køemíku. Experiment také ukázal, ¾e mno¾ství pøidávaného

vodného roztoku amoniaku ovlivòuje tvorbu obalu nanoèástic. Velký pøídavek roztoku

opìt zpùsoboval rychlou hydrolýzu TEOS a vznikali tak ne¾ádoucí køemíkové èástice.

Autoøi èlánku také zjistili, ¾e tlou¹»ka køemíkového obalu roste s pøídavkem TEOS, co¾

má za následek sní¾enou saturaèní magnetizaci [21].

Princip mikroemulsní metody je naprosto stejný jako pøi pøípravì nanoèástic touto

metodou. Nanoèástice dispergované v kapièkách mikroemulse jsou obalovány hydrolýzou
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TEOS v bazickém prostøedí. Výhodou této metody je vìt¹í kontrola nad tlou¹»kou vý-

sledné vrstvy køemíku, ale nevýhodou je pou¾ití velkého mno¾ství rozpou¹tìdla a následná

separace core-shell nanoèástic.

4.1.2 Zlato

Zlato lze díky své inertnosti pokládat jako ideální materiál pro obalení nanoèástic mag-

netitu. Nicménì díky rozdílné povaze tìchto dvou materiálù je tento proces obtí¾ný.

Xu et al. pøipravili nanoèástice magnetitu obalené zlatem pomocí redukce HAuCl4. V je-

jich experimentu nejdøíve pøipravili èástice Fe3O4 stabilizované oleylaminem a kyselinou

olejovou tepelným rozkladem oleátu ¾elezitého. Tyto èástice byly poté pokryty zlatem

díky redukci HAuCl4 v prostøedí chloroformového roztoku oleylaminu. Oleylamin slou¾il

jako mírné redukèní èinidlo a zároveò jako surfaktant. Nanoèástice získané tímto zpùso-

bem mìli prùmìr okolo 12 nm [22]. Takto pokrytý povrch pomocí zlata mù¾e být dále

funcionalizován pomocí thiolù, které mohou slou¾it jako mùstek pro dal¹í látky.

4.2 Organické látky

4.2.1 Monomerní látky

Bì¾nými látkami pou¾ívanými ke stabilizaci nanoèástic magnetitu jsou kyselina olejová

a oleylamin. Takto stabilizované nanoèástice nejèastìji vznikají pøi syntéze pomocí te-

pelného rozkladu organického prekurzoru jako je Fe(acac)3, nebo oleát ¾elezitý. Pøi bì¾-

ném postupu je Fe(acac)3 zahøíván pøi teplotì okolo 300 °C v prostøedí kyseliny olejové,

oleylaminu a pøípadnì jiných vysokovroucích organických rozpou¹tìdlech pod dusíkovou

atmosférou. V prùbìhu reakce smìs mìní barvu z pùvodnì èervenooran¾ové a¾ na èernou,

co¾ znaèí tvorbu nanoèástic magnetitu [11]. Nevýhodou pou¾ití tìchto látek je jejich hyd-

rofobní povaha a tudí¾ nemo¾nost pou¾ití takto stabilizovaných nanoèástic ve vodném

prostøedí.

4.2.1.1 Kyselina citronová

K získání stabilizovaných hydro�lních nanoèástic lze vyu¾ít napøíklad kyselinu citronovou.

Tato trikarboxylová kyselina je schopna se kovalentnì vázat na povrch nanoèástice buï

jednou, nebo dvìma karboxylovými skupinami v závislosti na stérickém bránìní a zakøi-

vení povrchu nanoèástice. To znamená, ¾e minimálnì jedna karboxylová skupina je volná

a umo¾òuje tak disperzi nanoèástic ve vodném prostøedí [8]. Tento zpùsob stabilizace

vyu¾ili Sahoo a kol. pøi svých pokusech. Nejprve byly pøipraveny nanoèástice magnetitu

spolusrá¾ením FeCl2 a FeCl3 v molárním pomìru 1:2, kde jako zásada byl pou¾it vodný

roztok amoniaku. Smìs byla zahøívána pøi 80 °C v argonové atmosféøe a k ní byl pøi-

dán monohydrát kyseliny citronové. Reakèní smìs byla dále zahøívána pøi 95 °C. Pomocí
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TEM byla urèena velikost nanoèástic v intervalu 4{20 nm. Volné karboxylové skupiny na

povrchu nanoèástic byly poté vyu¾ity k navázání barviva rhodamin 110 [23].

4.2.1.2 Fosfonové kyseliny

Fosfonové kyseliny byly rovnì¾ studovány v souvislosti se stabilizací a funkcionalizací na-

noèástic magnetitu. Fosfonové kyseliny jsou bidentátní ligandy vytváøející silné Fe{O{P

vazby na povrchu nanoèástic. Tyto vazby jsou mnohem silnìj¹í ne¾ ty vytváøené pomocí

karboxylových kyselin a takové èástice vykazují dobrou stabilitu v èase pøi neutrálním

pH [24]. Sahoo et al. porovnávali vlastnosti nanoèástic magnetitu stabilizovaných pomocí

mastných kyselin, fosfonových kyselin a alkylfosfátù. Jako mastné kysliny byly pou¾ity

kyselina olejová a kyselina laurová. Pro stabilizaci fosfonovými kyselinami byly zvoleny

dodecylfosfonová a hexadecylfosfonová kyselina. Jako zástupce alkylfosfátù byl zvolen

dihexadecylfosfát. Bylo zji¹tìno, ¾e tyto ligandy vytváøejí kvazi dvojvrstvu na povrchu

èástic, kdy první vrstva je silnì vázána na povrchu. Oproti èásticím pokrytým kyselinou

olejovou v¹ak vykazovali tyto èástice ni¾¹í disperzi v roztoku [25]. Das et al. vytvoøili

stabilizované nanoèástice pou¾itím bifunkèního ligandu (2-aminoethyl)fosfonové kyseliny

(Obr. 3). Nanoèástice byly vytvoøeny typickou spolusrá¾ecí metodou. K suspenzi tìchto

nanoèástic o pH pøibli¾nì 6 byla pøidána èerstvì pøipravená (2-aminoethyl)fosfonová ky-

selina a tato suspenze byla zahøívána pøi 60 °C 12 hodin. Tímto postupem byly pøipraveny

nanoèástice o støedním prùmìru 9 nm, jejich¾ povrch byl pokryt aminoskupinami. Na-

noèástice následnì byly podrobeny reakcím s dal¹ími látkami, díky ¹iroké paletì reakcí

aminoskupin [26].

Obr. 3: (2-aminoethyl)fosfonová kyselina.

4.2.1.3 Trialkoxysilany

Hojnì vyu¾ívanými látkami ke stabilizaci a hlavnì k získání nových funkèních skupin

na povrchu nanoèástic jsou deriváty trialkoxysilanu. Hydrolýzou tìchto látek vznikají

na povrchu nanoèástic pevné vazby Fe{O{Si, které jednak stabilizují povrch nanoèás-

tic a zároveò volný konec silanu nesoucí po¾adovanou funkèní skupinu obohacuje po-

vrch o tyto skupiny. Výhodou pou¾ití trialkoxysilanù je, ¾e nesni¾ují saturaèní magneti-

zaci [9]. Mezi nejèastìji pou¾ívané trialkoxysilany patøí: (3-aminopropyl)trimethoxysilan

21



a (3-aminopropyl)trietoxysilan (APTES) urèené k zavedení aminoskupiny na povrch na-

noèástic a (3-sulfanylpropyl)trimethoxysilan (MPTS) k zavedení thiolové skupiny (Obr. 4).

Pallavicini et al. pøipravili nanoèástice magnetitu, jejich¾ povrch byl modi�kován thiolo-

vými skupinami. Jejich postup spoèíval v pøípravì nanoèástic spolusrá¾ecí metodou, kdy

vzniklé nanoèástice byly dispergovány ve smìsi ethanolu a vody, pøièem¾ pH tohoto roz-

toku bylo upraveno na mírnì bazické a za stálého míchání byl pøidán MPTS. Následnì

byl roztok míchán 3,5 hodiny pøi laboratorní teplotì. Experimentálnì bylo zji¹tìno, ¾e

mno¾ství volných {SH skupin na povrchu nanoèástic lze ovlivnit pøidávaným pomìrem

MPTS/Fe3O4. Takto modi�kované nanoèástice byly následnì pou¾ity k reakci s metho-

xypolyethylenglykolmaleinimidem, nebo se zlatými nanoèásticemi [27].

Obr. 4: (3-aminopropyl)trietoxysilan (vlevo) a (3-sulfanylpropyl)trimethoxysilan (vpravo).

Reakce trialkoxysilanù s hydroxylovými skupinami na povrchu nanoèástic (dole) [28].

4.2.1.4 Pyrokatechol

Ke stabilizaci a funkcionalizaci povrchu byl studován pyrokatechol a jeho deriváty, které

vytváøejí s ¾elezitými ionty komplexy. Nejèastìji pou¾ívaným derivátem pyrokatecholu

je dopamin. Nevýhodou pou¾ití dopaminu je jeho mo¾nost disociace z povrchu nanoèás-

tic pøi fyziologickém pH, jeho oxidace a reaktivita aminoskupin vedoucí k polymeraci.

Uvedené problémy mohou být eliminovány zavedením nitroskupiny na aromatický kruh

dopaminu [24].

4.2.2 Polymerní látky

Byly popsány dva zpùsoby stabilizace magnetické nanoèástic pomocí polymerních látek.

Prvním zpùsobe probíhá in situ, kdy jsou nanoèástice pokryty polymerem ji¾ pøi jejich
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syntéze. Druhým ze zpùsobù je jejich obalení a¾ poté, co byly syntetizovány. Mezi nejpou-

¾ívanìj¹í polymerní stabilizátory patøí dextran, ¹krob, chitosan, polyethylenglykol (PEG),

polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidin, kyselina polyakrylová, pøípadnì deriváty vý¹e uve-

dených látek.

4.2.2.1 Dextran

Dextran je vìtvený polysacharid sestávající z glukózových jednotek spojených buï

α-1,6- nebo α-1,3-glykosidickou vazbou. Na povrch magnetických nanoèástic se vá¾e po-

mocí hydroxylových skupin, které chelatují atomy ¾eleza, nebo pomocí vodíkových vazeb,

èím¾ vytváøí biokompatibilní obal. Jeho adsorpce se vìt¹inou provádí in situ pøi spo-

lusrá¾ení solí ¾eleza. Khalkhali et al. syntetizovali magnetické nanoèástice obalené dex-

tranem spolusrá¾ením FeCl2 a FeCl3 v molárním pomìru 1:2 v pøítomnosti 0,5% roztoku

dextranu (13{20 kDa) pomocí vodného roztoku amoniaku. Takto pøipravené nanoèástice

byly pou¾ity jako nosiè pro potenciální protinádorovou látku kurkumin. Metodou DLS

bylo zji¹tìno, ¾e velikost stabilizovaných nanoèástic je men¹í ne¾ tìch nestabilizovaných

s hodnotami 58 nm, resp. 126 nm [29]. Nevýhodou pou¾ití dextranu je jeho slabá a�-

nita k povrchu nanoèástic, která mù¾e vést a¾ k jeho oddìlení po urèitém èase. Silnìj¹í

vazba k povrchu mù¾e být docílena pou¾itím karboxymethyldextranu, anebo je¹tì lépe

pou¾itím epichlorhydrinu jako sí»ovacího èinidla, které propojí jednotlivé øetìzce dextranu

(Obr. 5) [24].

Obr. 5: Reakce dextranu s epichlorhydrinem. Pøevzato z [24].

4.2.2.2 Polyethylenglykol

Polyethylenglykol (Obr. 6) je hydro�lní lineární polymer, je¾ vzniká polymerací oxiranu.

Jeho výhodou je, ¾e mù¾e být pøipraven s rùznou molární hmotností a tedy i s rùznou dél-

kou øetìzce a také na jeho konce mohou být zavedeny rùzné skupiny, které buï umo¾òují

pevnìj¹í vazbu na povrch nanoèástic, anebo mohou slou¾it k navázání dal¹ích látek. Dal¹í

jeho nezanedbatelnou výhodou je jeho biokompatibilita. Nanoèástice obalené PEG jsou zá-

roveò minimálnì zachytávány retikuloendotelovým systémem a tudí¾ je prodlou¾ena doba
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jejich cirkulace v krvi. Takto modi�kované nanoèástice jsou vhodné pro znaèení bunìk

po navázání speci�ckého ligandu s výjimkou bunìk retikuloendotelového systému [30].

Kohler et al. pøipravili magnetické nanoèástice modi�kované bifunkèním nízkomolekulár-

ním PEG. Pøi jejich experimentu byl nejprve pøipraven PEG-bis(triuorethylester) reakcí

PEG dikarboxylátu s 2,2,2-triuorethanolem. Tento ester byl následnì ponechán zreago-

vat s APTES, èím¾ vznikl silanový derivát PEG. Takto modi�kovaný PEG byl navázán

na magnetické nanoèástice (vyrobené termálním rozkladem Fe(acac)3) v prostøedí toluenu

soni�kací láznì po dobu 4 hodin pøi teplotì 50 °C. Triuorethylesterová skupina slou¾ila

jako stabilní odstupující skupina pro vytvoøení amidové vazby v organickém rozpou¹tìdle,

zatímco hydrolýzou této skupiny vznikla odpovídající kyselina, která mohla tvoøit ami-

dovou vazbu ve vodném prostøedí. Obì tyto mo¾nosti byly demonstrovány navázáním

kyseliny folové [11].

Obr. 6: Polyethylenglykol.

4.2.2.3 Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (Obr. 7) je hydro�lní, biokompatibilní polymer sestávající z monomer-

ních jednotek vinylalkoholu. Jia et al. pøipravili magnetické nanoèástice spolusrá¾ecí meto-

dou, které následnì stabilizovali pomocí polyvinylalkoholu. Takto stabilizované nanoèás-

tice poté vyu¾ili jako nosiè pro ω-transaminasu. Aby bylo mo¾né pøipojit ω-transaminasu

na nanoèástice vyu¾ili glutaraldehyd jako spojovací èlánek. Stabilizované nanoèástice mìly

velikost 30{40 nm a zároveò pozitivnì ovlivnily vlastnosti ω-transaminasy [31].

Obr. 7: Polyvinylalkohol.

4.2.2.4 Chitosan

Dal¹ím pøírodním polymerem pou¾ívaným ke stabilizaci a funkcionalizaci povrchu na-

noèástic je chitosan (Obr. 8). Jedná se o hydro�lní, biokompatibilní polymer vyrábìný
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deacetylací chitinu s rùzným stupnìm deacetylace. Jeliko¾ chitosan obsahuje jak amino,

tak i hydroxylové skupiny jedná se o u¾iteènou slouèeninu umo¾òující navázání dal¹ích

látek. Zhang et al. napøíklad vyu¾ili chitosanem stabilizované magnetické nanoèástice

k imobilizaci lakasy (oxidasa). V jejich experimentu byly syntetizovány nanoèástice spo-

lusrá¾ecí metodou, následnì byly dispergovány v roztoku chitosanu v 1% kyselinì octové

a poté byl do tohoto roztoku pøidán roztok tripolyfosfátu. Celý roztok byl soni�kován pøi

laboratorní teplotì. Takto modi�kované nanoèástice byly aktivovány pomocí glutaralde-

hydu, který slou¾il jako spojovací èlánek pro pøipojení lakasy. Pøi zkoumání vlastností

imobilizované lakasy bylo zji¹tìno, ¾e oproti volné lakase vykazovala imobilizovaná lakasa

zlep¹ení v ohledu pH stability a termostability, byla stabilní i po del¹í dobu skladování

a také vykazovala del¹í interval znovupou¾ití [32].

Obr. 8: Chitosan.

5 Znaèení magnetických nanoèástic radionuklidy

Schopnosti reagovat na zmìnu magnetického pole a biokompatibilita urèují magnetické

nanoèástice jako perspektivní látky pro uplatnìní v medicínì. Samotné nanoèástice mohou

slou¾it jako kontrastní látky pøi vy¹etøení magnetickou rezonancí (MRI). Jako kontrasty

mohou nanoèástice takté¾ slou¾it pøi pozitronové emisní tomogra�i (PET) v pøípadì, ¾e

na jejich povrchu je imobilizován pozitronový záøiè. V pøípadì hybridního zobrazování

MRI/PET tak lze vyu¾ít pouze jednu kontrastní látku na bázi SPIONs. Nanoèástice

oznaèené rùznými radionuklidy mohou také slou¾it pøi cílené radioterapii jako nosièe,

pøièem¾ mù¾e být vyu¾ita jejich schopnost funkcionalizace povrchu speci�ckými cílícími

látkami.

5.1 Technecium-99m

Hojnì vyu¾ívaným diagnostickým radionuklidem je 99mTc (T1/2 = 6 h) deexcitující se

z naprosté vìt¹iny izomerním pøechodem za souèasné emise fotonu o energii pøibli¾nì

140 keV. Získává se elucí generátoru 99Mo/99mTc ve formì technecistanu 99mTcO4
{ .
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Madru et al. znaèili nanoèástice Fe3O4 modi�kované polyethylenglykolem pomocí
99mTc. V jejich experimentu byly vyu¾ity ji¾ vyrobené nanoèástice suspendované ve vodì.

K eluovanému roztoku technecistanu byl pøidán chlorid cínatý jako redukèní èinidlo

a suspenze nanoèástic. Smìs byla poté inkubována 1 hodinu pøi laboratorní teplotì,

pøièem¾ výtì¾ek znaèení byl 99 %. Znaèené nanoèástice vykazovaly také dobrou stabi-

litu po 24 hodinách jak ve vodì tak v lidském séru. Takto pøipravené nanoèástice byly

poté vyu¾ity pro biodistribuèní studii na krysím modelu a snímkování pomocí magnetické

rezonance a jednofotonové emisní tomogra�e [33].

5.2 Germanium-69

Germanium-69 (T1/2 = 39,05 h) je EZ, β+ záøiè, jeho¾ vyu¾ití se potencionálnì pøedpo-

kládá pro PET snímkování. Jeho výhodou je krátký poloèas pøemìny a snadnost jeho

pøípravy pomocí reakce 69Ga(p,n)69Ge na cyklotronu.

Chakravarty et al. vyu¾ili a�nity germania k oxidùm kovù k pøípravì magnetických

nanoèástic bez vyu¾ití chelataèních èinidel. Pøi jejich experimentu byly vyu¾ity magnetické

nanoèástice stabilizované pomocí kyseliny polyakrylové, které poté byly inkubovány spolu

s 69Ge pøi pH ∼ 7 a teplotì 37 °C. Výtì¾ek znaèení dosahoval po 3 hodinách více nì¾

70 % a po 24 hodinách pøibli¾nì 90 %. Pro zvý¹ení stability èástic in vivo byl dále jejich

povrch pokryt pomocí PEG. Studie takto oznaèených nanoèástic na my¹ím modelu poté

ukázala potenciál jejich vyu¾ití pøi snímkování pomocí PET a MRI [34].

5.3 Gallium-68

Dal¹ím radionuklidem vyu¾ívaným k zobrazování pomocí PET je 68Ga (T1/2 = 67,7 min).

Jedná se o EZ a β+ záøiè, který se získává z 68Ge/68Ga generátoru. Mateøský radionuklid

je v generátoru zachycen na stacionární fázi tvoøené Al2O3, TiO2, nebo SnO2 a dceøiný

produkt 68Ga je z nìj vymýván pomocí kyseliny chlorovodíkové.

Hajiramezanali et al. vyu¾ili magnetické nanoèástice vytvoøené spolusrá¾ecí meto-

dou, stabilizované pomocí N,N,N -trimethylchitosanu a dále modi�kované pomocí DOTA

a bombesinu k oznaèení pomocí 68Ga. DOTA slou¾ila jako ligand pro pou¾ité gallium, za-

tímco peptid bombesin slou¾il jako cílící látka pro detekci rakoviny prsu. Radiochemická

èistota jimi syntetizovaných nanoèástic byla vy¹¹í ne¾ 98 % a v prùbìhu 2 hodin bylo

uvolnìno ménì ne¾ 7 % 68Ga z nanoèástic v prostøedí lidského séra. Èástice poté vyu¾ili

ke studiu biodistribuce a jako kontrastní látku pro PET/MRI zobrazování na my¹ích, jím¾

byla implantována lidská bunìèná linie rakoviny prsu T-47D [35].
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5.4 Rhenium-188

Jedním z mnoha radionuklidù, který lze vyu¾ít v nukleární medicínì je i β− záøiè

rhenium-188 (T1/2 = 17 hod). Tento radionuklid je získáván z 188W/188Re generátoru.

Wolfram-188 (T1/2 = 69,8 d) je pøipravován ozaøováním 186W v jaderném reaktoru ne-

utrony a v generátoru je zachycen na stacionární fázi tvoøené oxidem hlinitým. K eluci
188Re ve formì rhenistanu je vyu¾íván fyziologický roztok.

Cao et al. zkoumali mo¾nosti znaèení nanoèástic magnetitu modi�kovaných rùznými

ligandy pomocí 188Re. Celkem pou¾ili dva ligandy: l-histidin a (Z )-2-methoxyimino-2-(2-

aminothiazol-4-yl)octovou kyselinu. Oba tyto ligandy byly navázány na nanoèástice mag-

netitu, jejich¾ povrch byl nejdøíve obalen pomocí N -[3-(trimethoxysilyl)propyl]ethylendi-

aminem. V pøípadì l-histidinu byl je¹tì vyu¾it k propojení glutaraldehyd. Oba druhy

tìchto nanoèástic byly poté znaèeny pomocí komplexu
[
188Re(CO)3(H2O)3

]+
v prostøedí

0,5 M MES. Nejlep¹ích výsledkù znaèení bylo dosa¾eno pøi inkubaci po dobu 40 minut pøi

teplotì 70 °C. Zároveò vy¹¹í úèinnost znaèení bylo dosa¾eno u nanoèástic modi�kovaných

l-histidinem a takté¾ tyto nanoèástice uvolòovali ménì radionuklidu v hovìzím séru [36].

5.5 Yttrium-90

Yttrium-90 s poloèasem pøemìny T1/2 = 64,1 hod je β− záøiè vyu¾ívaný v nukleární

medicínì jako terapeutický radionuklid pro léèbu nádorových onemocnìní. Získává se

z 90Sr/90Y generátoru, kde mateøský radionuklid 90Sr je ¹tìpným produktem uranu v ja-

derných reaktorech.

Radovi�c et al. navrhli zpùsob znaèení nanoèástic magnetitu pomocí 90Y. V jejich expe-

rimentech byly vyu¾ity jako ligandy pro 90Y imidodifosfát a inositol hexafosfát (Obr. 9).

Oba ligandy zároveò slou¾ily ke stabilizaci nanoèástic v roztoku. Výtì¾ky znaèení pro oba

druhy nanoèástic dosahovaly více nì¾ 98 % ji¾ po jedné hodinì, kdy nanoèástice byly in-

kubovány pøi laboratorní teplotì za stálého míchání. Nanoèástice také vykazovaly dobrou

stabilitu ve fyziologickém roztoku a lidském séru i po 72 hodinách. Biodistribuèní studie

na krysím modelu ukázaly, ¾e vìt¹ina znaèených nanoèástic se akumuluje v játrech, slezinì

a plicích. Výsledky této studie také ukázaly na potenciální vyu¾ití obou druhù znaèených

nanoèástic v kombinované léèbì rakoviny pomocí hypertermie a radioterapie [37].

Obr. 9: Imidodifosfát (vlevo) a inositol hexafosfát (vpravo).
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5.6 Mìï-64

Mìï-64 je díky svým pøíznivým vlastnostem vhodným radionuklidem k PET, nebo k cí-

lené léèbì rakoviny. Díky svému poloèasu pøemìny T1/2 = 12,7 hod, který je mnohem

del¹í oproti jiným radionuklidùm vyu¾ívaným v PET (68Ga, 11C, 18F) je mo¾né mìï-64

vyu¾ít ke sledování pomalej¹ích fyziologických dìjù. Jedná se o EZ, β+, β− záøiè, který je

nejèastìji vyrábìn na cyklotronu reakcí 64Ni(p,n)64Cu.

Pro posouzení výhod a nevýhod povrchového znaèení a znaèení jádra magnetických

nanoèástic, byly pou¾ity skupinou Zhang et al. radionuklidy 64Cu a 59Fe. Nanoèástice

znaèené pomocí 59Fe pøímo v jádøe byly syntetizovány pomocí solvotermální metody èás-

teènou náhradou neradioaktivního FeCl3 za radioaktivní 59FeCl3. Povrchovì znaèené na-

noèástice byly vytvoøeny takté¾ solvotermální metodou a jejich povrch byl oznaèen chela-

tací 64Cu pomocí NOTA. Oba druhy znaèení vykazovaly vysoký výtì¾ek a takté¾ dobrou

stabilitu. Na základì jimi provedených experimentù se jako výhodnìj¹í jeví znaèení na

povrchu, nicménì i to je nutné dále modi�kovat, jeliko¾ pøi in vivo studiích se ukázalo,

¾e dochází k disociaci [64Cu]-NOTA z povrchu nanoèástic. K øe¹ení tohoto problému byly

navr¾eny dvì mo¾nosti: buï obalit povrch nanoèástic vrstvou køemíku, na který by se

kovalentnì vázala NOTA, anebo vyu¾ít polymerní obal nanoèástic, na který by se opìt

kovalentnì vázala NOTA pomocí linkeru [38].

5.7 Lutecium-177

Velmi zajímavým terapeutickým radionuklidem v PRRT je lutecium-177 (T1/2 = 6,65 d).

Jedná se o β− záøiè pøemìòující se na stabilní hafnium-177. Kromì pøemìny na základní

stav 177Hf, vede i pøemìna 177Lu na nìkterou z excitovaných hladin 177Hf, které se de-

excitují gamma fotony o energiích napøíklad 113 keV a 208 keV [40]. Aktuálnì je 177Lu

vyu¾íváno v terapii ve formì pøípravku [177Lu]-edotreotid, jen¾ je urèen k léèbì nere-

sekovatelných nebo metastázujících, progresivních a dobøe diferencovatelných gastroen-

teropankreatických neuroendokrinních nádorù pozitivních na somatostatinový receptor,

u dospìlých [41].

Znaèení nanoèástic magnetitu modi�kovaných pomocí kyseliny citronové, kyseliny po-

lyakrylové a polyethylenglykolu pomocí 177Lu zkoumala skupina Ognjanovi�c et al. Ve

studii byly vyu¾ity nanoèástice syntetizované polyolovou metodou a stabilizované tøemi

zmínìnými látkami. Ke znaèení byla vyu¾ita sorpce lutecia ve formì roztoku 177LuCl3
v 0,04 M HCl pøi laboratorní teplotì. Výtì¾ky znaèení se ve v¹ech pøípadech pohybovaly

okolo 99 %. Takto znaèené nanoèástice navíc vykazovaly velice dobrou stabilitu jak ve

fyziologickém roztoku, tak i lidském séru, kdy se uvolnilo ménì ne¾ 5 % pùvodní aktivity

i po 96 hodinách. Ze studií provedených na jiných radionuklidech se ukázalo, ¾e nanoèás-

tice modi�kované polyakrylovou kyselinou mají potenciál stát se úèinným teranostickým

nástrojem [42].
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6 Znaèení magnetických nanoèástic terbiem-161

Terbium-161 s poloèasem pøemìny T1/2 = 6,9 d je β− záøiè o jeho¾ vyu¾ití v nukleární

medicínì se zatím jenom uva¾uje. Tyto úvahy vycházejí z jeho podobnosti k luteciu-177,

které je ji¾ vyu¾íváno k léèbì nìkterých druhù nádorových onemocnìní. Díky chemické

podobnosti vytváøejí oba radionuklidy komplexní slouèeniny se stejnými koordinaèními

skupinami. Oproti 177Lu má v¹ak 161Tb nìkolik výhod. Terbium emituje nìkolik fotonù

o energii 75 keV, které mohou být zachycovány pøi snímkování pomocí gama kamery. Dále

pøi pøemìnì β− terbium emituje v prùmìru více konverzních a Augerových elektronù, které

doká¾í pøedat více energie na krátké vzdálenosti. Nakonec, terbium emituje více elektronù

v pomìru k fotonùm ne¾ lutecium [39].

Radionuklid je produkován ozaøováním terèe obsahující 160Gd v jaderném reaktoru.

V pøípadì syntézy v malém mìøítku lze pou¾ít jako terèový materiál 160Gd(NO3)3. Pro

vìt¹í mìøítko je vhodnìj¹í jako terèový materiál pou¾ít 160Gd2O3, kvùli hygroskopické

povaze 160Gd(NO3)3. V jaderném reaktoru dochází k reakci 160Gd(n,γ)161Gd. Vznikající
161Gd (T1/2 = 3,66 min) se poté pøemìòuje na po¾adované 161Tb (Obr. 10). Terbium je

poté z terèového materiálu separováno iontovou výmìnou na chromatogra�cké kolonì [43].

Obr. 10: Schéma vzniku a pøemìny 161Tb.

V souèasné dobì nejsou ¾ádné publikace, které by se zabývaly znaèením magnetických

nanoèástic pomocí 161Tb. Oproti tomu existují publikace, které se zabývají navázáním

jediného pøírodního stabilního izotopu 159Tb na magnetické nanoèástice, nejèastìji kvùli

vyu¾ití luminiscenèních vlastností terbia. Nicménì tyto studie mohou slou¾it jako vodítka

pro navázání nestabilního 161Tb na nanoèástice. Nejèastìji je vyu¾íváno dvou zpùsobù

modi�kace nanoèástic pomocí terbia: inkorporace iontù terbia do krystalové møí¾ky na-

noèástic a chelatace terbia na povrchu nanoèástic.

Pro doping krystalové møí¾ky magnetitu lze vyu¾ít prosté spolusrá¾ecí syntézy, kdy

èást ¾elezitých iontù je nahrazena ekvivalentním mno¾stvím terbitých iontù. Ve studii

R�ekorajska et al. byl zkoumán vliv pøídavku Tb3+ a Gd3+ v koncentraci 0 at.%− 15 at.%

na výsledné vlastnosti syntetizovaných nanoèástic magnetitu pomocí spolusrá¾ecí me-

tody. Výsledkem výzkumu bylo, ¾e obsah Tb3+ a Gd3+ a¾ do koncentrace 2,5 at.% nijak

zásadnì neovlivnil krystalogra�ckou strukturu magnetitu. Zároveò saturaèní magnetizace

tìchto nanoèástic se sní¾ila pøibli¾nì jenom o 20 % oproti nanoèásticím bez pøidaného

lanthanoidu [44]. S vyu¾itím tohoto postupu se naskýtají dvì mo¾nosti jak oznaèit na-

noèástice pomocí 161Tb. Za prvé buï stabilní terbium vymìnit za izotop 161Tb ji¾ na
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zaèátku syntézy, nebo nanoèástice syntetizovat s pøídavkem 160Gd a poté nanoèástice

ozaøovat v jaderném reaktoru. Tento zpùsob by ale mìl øadu negativ, nebo» by do¹lo

jenom k èásteèné pøemìnì 160Gd na 161Tb a takovéto nanoèástice by bylo prakticky ne-

mo¾né od sebe separovat. Dále k získání 161Tb se pou¾ívá gadolinium obohacené o izotop
160Gd, tak¾e by docházelo i k boèním reakcím, které v tomto pøípadì nejsou ¾ádoucí ve

smyslu radiochemické èistoty.

Druhým zpùsobem jak modi�kovat nanoèástice pomocí terbia je jeho chelatace na

povrchu nanoèástic. Tímto zpùsobem se získávají multifunkèní nanoèástice, které vyka-

zují superparamagnetismus, díky svému magnetickému jádru a také luminiscenèní vlast-

nosti, díky atomu terbia. Jedním z mo¾ných ligandù pro terbium jsou deriváty imida-

zolu. Napøíklad 1-vinylimidazol byl vyu¾it ve studii Ĉircu et al. ke komplexaci terbia

na povrchu nanoèástic magnetitu a studiu vlivu takto modi�kovaných nanoèástic na

hovìzí sérový albumin. Nanoèástice byly pøipraveny spolusrá¾ecí metodou a následnì

byly obaleny køemíkem pomocí hydrolýzy TEOS. Na tyto nanoèástice byl poté navá-

zán (3-sulfanylpropyl)triethoxysilan, na jeho¾ {SH skupiny v dal¹ím kroku byl pøipojen

1-vinylimidazol. Koneèným pøídavkem nìkteré soly kovu vzácných zemin (vèetnì terbia)

bylo docíleno výsledné komplexace kovu na tyto nanoèástice. Pøi studiu interakce nanoèás-

tic s hovìzím sérovým albuminem bylo zji¹tìno, ¾e tyto nanoèástice vykazují schopnost

indukovat èásteènou konverzi β struktur bílkovin na α struktury [45].

Jiný pøístup syntézy luminiscenèních magnetických nanoèástic vyu¾ili Ma et al. Stejnì

jako pøedchozí autoøi vyu¾ili spolusrá¾ecí metodu k syntéze nemodi�kovaných nanoèástic

magnetitu. Tyto nanoèástice byly stabilizovány pomocí kyseliny citronové a následnì byly

je¹tì obaleny køemíkem hydrolýzou TEOS. Na tento køemíkový obal byla následnì pøi-

pojena molekula, která sestávala z APTES, DTPA a p-aminobenzoové kyseliny. APTES

plnil funkci linkeru, DTPA zase slou¾ila jako ligand pro Tb3+ a p-aminobenzoová kyselina

fungovala jako absorpèní centrum pro dopadající svìtelné záøení, jeho¾ energie byla na

p-aminobenzoové kyselinì zachytávána a pøedávána terbiu, které se tak excitovalo. Mag-

netické nanoèástice s takto navázaným terbiem pak vykazovali jak superparamagnetické,

tak i luminiscenèní vlastnosti [46].
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7 Experimentální èást

7.1 Pou¾ité chemikálie

K syntéze nanoèástic magnetitu byly pou¾ity následující chemikálie: hexahydrát chloridu

¾elezitého - FeCl3 · 6 H2O, p.a. (VWR Chemicals), heptahydrát síranu ¾eleznatého -

FeSO4 · 7 H2O, p.a., monohydrát kyseliny citronové, p.a., 25% vodný roztok amoniaku,

p.a. (Lach-Ner), polyethylenglykol 1500 (Lachema N.P. Brno), hydrazin monohydrát

78{82% (Sigma-Aldrich), F-HPMA byl pøipraven na ústavu makromolekulární chemie

AV ÈR RNDr. Ondøejem Sedláèkem, Ph.D. a Mgr. Martinem Hrubým, Ph.D., DSc.
68Ga bylo eluováno z 68Ge/68Ga generátoru pomocí 0,1 M HCl (Eckert & Ziegler,

aktivita 1,53 GBq ke dni 20.2.2019). Zásobní roztok 161TbCl3 byl pøipraven na katedøe

jaderné chemie fakulty jaderné a fyzikálnì in¾enýrské Èeského vysokého uèení technického

v Praze doc. RNDr. Jánem Kozempelem, Ph.D., Ing. Marií Skálovou a Ing. Martinem

Palu¹ákem. Roztok 177LuCl3 pocházel od ITM Medical Isotopes GmbH. Stabilitní studie

znaèení byly provádìny ve fyziologickém roztoku (Fresenius Kabi), hovìzí krevní plasmì,

hovìzím krevním séru a hovìzím krevním albuminu (Biowest).

7.2 Pou¾ité pøístroje

XRPD analýza probíhala na pøístroji Rigaku MiniFlex 600 s mìdìnou rentgenkou (40 kV,

15 mA) v geometrii θ{2θ v kontinuálním re¾imu a rozsahu 10{80° 2θ na sklenìné destièce.

Ke zpracování difraktogramù byl pou¾it program PDXL 2 a k identi�kaci obsa¾ených fází

ve vzorku byla vyu¾ita databáze ICCD PDF{2. ζ-potenciál a hydrodynamický prùmìr

èástic byl stanovován na pøístroji Nano-ZS model ZEN 3600. Infraèervená spektra byla

získána pomocí FT-IR spektrometru Nicolet iS50 ve støední infraèervené oblasti. Roz-

sah vlnoètù byl 400− 4000 cm−1 s rozli¹ením 2 cm−1. K mìøení byla vyu¾ita transmisní

technika v matrici NaCl. Spektra byla zpracována v programu OMNIC 9. Termogravime-

trická analýza byla provedena na pøístroji Labsys Evo (Setaram) s TG/DTA adaptérem

urèeným do 1200 °C s vysokou citlivostí. Mìøení probíhalo vùèi prázdnému korundo-

vému kelímku jako referenènímu standardu. Ultraèistá voda (18,2 MΩ·cm pøi 25 °C) byla

získávána z pøístroje Direct-Q (Merck Milipore). Syntéza pomocí mikrovlnného záøení

probíhala v mikrovlnném reaktoru Anton Paar Monowave 200. Aktivita byla mìøena na

ionizaèní komoøe Curiementor 3 od �rmy PTW. Pro analýzu znaèení nanoèástic 68Ga

byly vyu¾ity jako stacionární fáze ITLC-SG desky (Agilent Technologies) a jako mobilní

fáze byl pou¾it 0,1 M roztok citronanu sodného. Vyhodnocení TLC desek bylo provedeno

pomocí elektronické autoradiogra�e pomocí pøístroje Bioscan AR-2000 Imaging Scanner

(Canbera Packard).
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7.3 Syntéza nanoèástic Fe3O4@H3Cit

Syntéza stabilizovaných nanoèástic byla provedena spolusrá¾ecí metodou v zásaditém pro-

støedí podle [47]. Postup syntézy byl následující: 4,34 g (16 mmol) chloridu ¾elezitého -

FeCl3 · 6 H2O a 2,26 g (8 mmol) heptahydrátu síranu ¾eleznatého - FeSO4 · 7 H2O bylo

rozpu¹tìno v 80 ml ultraèisté vody v 250ml kulaté baòce. Reakèní smìs byla zahøívána

na olejové lázni na teplotu 70 °C za intenzivního míchání magnetickým míchadlem a sou-

èasného probublávání dusíkem po dobu 30 minut. Následnì bylo pøidáno najednou 20 ml

25% vodného roztoku amoniaku, èím¾ do¹lo k barevné zmìnì reakèní smìsi z oran¾ové

na èernou. Reakèní smìs byla dále zahøívána 30 minut a poté k ní byly pøidány 4 ml

roztoku monohydrátu kyseliny citronové o koncentraci 0,5 g/ml (10 mmol). Smìs byla

zahøívána na 90 °C po dobu 60 minut. Po této dobì byla reakèní smìs vyjmuta z láznì

a byla ponechána zchladnout na laboratorní teplotu. Nanoèástice byly separovány cent-

rifugací a promyty tøikrát 20 ml ultraèisté vody. Po posledním promytí byly nanoèástice

suspendovány v ultraèisté vodì na pøibli¾nou koncentraci 6 mg/ml. Vzorek byl oznaèen

SP C.

7.4 Syntéza nanoèástic Fe3O4@PEG{1500 a Fe3O4@F{HPMA

Nanoèástice magnetitu stabilizované PEG-1500 a F-HPMA byly pøipraveny ve dvou kro-

cích. Nejprve byly syntetizovány neobalené èástice podle postupu uvedeného ve studii

Wang et al. [48]. Následnì byly nanoèástice stabilizovány pøíslu¹ným polymerem o rùzných

koncentracích. Postup syntézy byl následující: do 30ml reakèní vialky bylo navá¾eno 81 mg

(0,5 mmol) FeCl3 · 6 H2O a tato navá¾ka byla rozpu¹tìna v 5 ml ultraèisté vody. Poté

byl pøidán 1 ml hydrazin monohydrátu. Ihned do¹lo k vytvoøení hnìdo-èervené sra¾eniny

(viz Obr. 11). Vialka byla zavíèkována a umístìna do mikrovlnného reaktoru. Program

zahøívání byl nastaven tak, aby byla reakèní smìs co nejrychleji zahøána na 100 °C, na této

teplotì udr¾ována 10 minut a následnì ochlazena na teplotu 30 °C. Vzniklá èerná usaze-

nina byla odpipetována a promyta 4 krát ultraèistou vodou do neutrálního pH. Následnì

byly nanoèástice dispergovány ve 2 ml ultraèisté vody. Pro stabilizaci byly v¾dy pou¾ity

2 ml pøipravené suspenze nanoèástic, do které byl pøidán 1 ml roztoku stabilizátoru o

urèité koncentraci. Jednotlivé navá¾ky stabilizátoru pro pøípravu roztoku jsou uvedeny

v Tab. 1. Následnì byla reakèní smìs promíchána a ponechána 60 minut v ultrazvukové

lázni. Nanoèástice byly poté separovány neodymovým magnetem a promyty 3 krát 3 ml

ultraèisté vody. Stabilizované nanoèástice byly nakonec dispergovány ve 3 ml ultraèisté

vody na pøibli¾nou koncentraci 7 mg/ml.
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Tab. 1: Navá¾ky m stabilizátoru pro pøípravu 1 ml roztoku pou¾itého ke stabilizaci èástic.

PEG-1500 F-HPMA

Vzorek m [mg] Vzorek m [mg]

SP P90 90 SP H15 15

SP P45 45 SP H7 7,5

SP P22 22,5 SP H3 3,7

Obr. 11: Pøíprava nanoèástic magnetitu pomocí mikrovlnného záøení. Vlevo roztok FeCl3,

uprostøed vznik sra¾eniny po pøidání roztoku hydrazinu, vpravo suspenze po zahøátí v

mikrovlnném reaktoru s èernou sra¾eninou magnetitu.

7.5 Znaèení Fe3O4@H3Cit povrchovou sorpcí 68Ga

Pro ovìøení schopnosti sorpce radionuklidù byla provedena orientaèní zkou¹ka znaèení

vzorku SP C pomocí 68Ga. Zásobní roztok 68GaCl3 byl získán elucí 68Ge/68Ga generátoru

pomocí 3 ml 0,1 M kyseliny chlorovodíkové. K 500 µl zásobního roztoku SP C v 15ml

centrifugaèní zkumavce byly pøidány 2 ml 0,1 M TRIS pufru. Orientaènì zmìøené pH

roztoku bylo 9. Poté byl do roztoku pøidán 1 ml zásobního roztoku 68GeCl3 o aktivitì

4,62 MBq. Vzniklý roztok mìl pH orientaènì 8. Roztok nanoèástic byl následnì ponechán

míchat na orbitální tøepaèce 30 minut pøi laboratorní teplotì. Ovìøení adsorpce 68Ga na

povrch nanoèástic bylo provedeno pomocí ITLC-SG desek vyvíjených vzestupnì v 0,1 M

roztoku citronanu sodného. Desky byly vyhodnoceny pomocí autoradiogra�e.

7.6 Znaèení Fe3O4@H3Cit povrchovou sorpcí 161Tb

Nanoèástice byly znaèeny v pìti sériích z dùvodu pozdìj¹ího studia stability znaèení v bi-

ologických matricích. Do ka¾dé 5ml scintilaèní vialky bylo odpipetováno 500 µl zásobního
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roztoku SP C (∼ 3 mg), 2 ml 0,1 M TRIS pufru a 1 ml roztoku 161TbCl3 v 0,1 M roztoku

HCl (50,0{54,4 MBq). Roztok byl míchán a následnì ponechán inkubovat pøi laboratorní

teplotì na orbitální tøepaèce v ¹ikmé poloze 30 minut. Po inkubaci byla zmìøena aktivita

nanoèástic a poté byly separovány od supernatantu neodymovým magnetem, supernatant

byl odpipetován a byla zmìøena jeho aktivita. Nanoèástice byly následnì 2 krát promyty

3,5 ml fyziologického roztoku. K nanoèásticím bylo pøidáno 3,5 ml fyziologického roztoku

a byly suspendovány. Následnì byly separovány magnetem, supernatant byl odpipetován

a byla zmìøena jeho aktivita. Po promytí byly nanoèástice v ka¾dé vialce rozdispergo-

vány v 600 µl fyziologického roztoku a obsah ka¾dé vialky byl po 200 µl rozdìlen do tøí

1,5ml Eppendorfových zkumavek. Obsah ka¾dé zkumavky byl doplnìn na 1 ml pøíslu¹nou

biologickou matricí.

7.7 Znaèení Fe3O4@H3Cit povrchovou sorpcí 177Lu

Pro znaèení nanoèástic byl pou¾it komerèní roztok 177LuCl3. Z vialky bylo odebráno

200 µl zásobního roztoku a ten byl naøedìn na 5 ml v 0,1 M HCl. Nanoèástice byly

znaèeny v pìti sériích pro následné stabilitní studie. Do 5ml scintilaèních vialek bylo

odpipetováno 500 µl zásobního roztoku SP C (∼ 3 mg), 2 ml 0,1 M TRIS pufru a 1 ml

roztoku 177LuCl3 v 0,1 M roztoku HCl (56,0 MBq - 64,7 MBq). Roztoky byly míchány

a následnì ponechány inkubovat pøi laboratorní teplotì 30 minut na orbitální tøepaèce

v ¹ikmé poloze. Po inkubaci byla zmìøena aktivita roztokù a nanoèástice byly separovány

neodymovým magnetem. Supernatanty byly odpipetovány a nanoèástice byly promyty

2 krát 3,5 ml fyziologického roztoku. Aktivity jednotlivých supernatantù byly zmìøeny.

Po promytí byly nanoèástice suspendovány v 600 µl fyziologického roztoku a obsah ka¾dé

scintilaèní vialky byl po 200 µl rozpipetován do tøí 1,5ml Eppendorfových zkumavek.

Obsah ka¾dé zkumavky byl doplnìn na 1 ml pøíslu¹nou biologickou matricí pro studium

stability znaèení.

7.8 Stabilitní studie oznaèených nanoèástic Fe3O4@H3Cit

Oznaèené nanoèástice byly nadále vyu¾ity pro sledování uvolòování aktivity v rùzných

biologických matricích. Byly pou¾ity následující matrice: fyziologický roztok, hovìzí sé-

rum, hovìzí plasma, hovìzí albumin v koncentraci 1 % a 5 % (w/w). Pøi experimentu byly

nanoèástice ponechány tøepat na orbitální tøepaèce pøi laboratorní teplotì a v daných èa-

sových intervalech byla zmìøena aktivita suspenze a následnì byly nanoèástice separovány

neodymovým magnetem, matrice byla odpipetována a nanoèástice byly opìt dispergovány

v pøíslu¹né matrici. Následnì byla stanovena aktivita uvolnìná do matrice. Stanovení ak-

tivity probíhalo 1; 2; 4; 8; 24 a 48 hodin po oznaèení a poté 0,5; 0,75 a 1 násobek poloèasu

daného radionuklidu.
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8 Výsledky a diskuse

8.1 XRPD analýza

Kvalitativní analýza pøipravených nanoèástic byla provedena pomocí stanovení pozice

píkù na získaných difraktogramech. Jednotlivé difraktogramy byly analyzovány v pro-

gramu PDXL 2. Zji¹tìné pozice píkù byly poté porovnávány s databází ICDD PDF{2.

K odhadu velikosti krystalitù byl vyu¾it Halder-Wagnerùv model pro roz¹íøení difrakè-

ních linií β. Roz¹íøení linií je zpùsobeno jednak vlivem instrumentace, tak vlivem veli-

kosti krystalitù a mikrostrukturálním napìtím. Roz¹íøení pocházející od instrumentace

bylo odeèteno parabolickou aproximací ze zmìøených polo¹íøek (FWHM) difrakèních píkù

vzorku èásteènì stavené keramiky s minimálním roz¹íøením difrakèních linií. Následnì

bylo roz¹íøení zbavené vlivu instrumentace rozlo¾eno pomocí parabolické aproximace na

Lorentzovskou slo¾ku βsize pocházející od velikosti krystalitù a Gaussovskou slo¾ku βstrain
pocházející od mikrostrukturálního napìtí následovnì:

β2 = βsize · β + β2
strain. (2)

Pro roz¹íøení zpùsobené vlivem velikosti krystalitù platí Scherrerova rovnice:

βsize =
K · λ
l · cos θ

[rad], (3)

kde K je Scherrerova konstanta, λ je vlnová délka pou¾itého rentgenové záøení

(λ = 0,154059 nm), θ je difrakèní úhel a l [nm] je velikost krystalitù. Roz¹íøení βstrain
zpùsobené mikrostrukturálním napìtím je zavedeno jako:

βstrain = ε · tan θ, (4)

kde ε je mikrostrukturální napìtí. Dosazením vztahù (3) a (4) do rovnice (2) a následnou

úpravou byl získán vztah charakterizující roz¹íøení difrakèních linií v dùsledku velikosti

krystalitù a mikrostrukturálního napìtí:

β2

tan2 θ
=

K · λ
l
· β

tan θ · sin θ
+ ε2. (5)

Vynesením závislosti β2 / tan2 θ na β / (tan θ · sin θ) byla získána lineární závislost, je-

jím¾ prolo¾ením vá¾enou lineární regresí byla získána velikost krystalitù l [49]. Pro vzorky

magnetitu byla pro jednotlivé difraktogramy v programu PDXL 2 odeètena hodnota ¹íøky

difrakèních píkù v polovinì jejich vý¹ky FWHM. Hodnota Scherrerovy konstanty byla zvo-

lena K = 0,8290. Na hladinì významnosti α = 0,05 tak byly obdr¾eny velikosti krystalitù

uvedené v Tab. 2. Koe�cienty roz¹íøení pro stanovení intervalu spolehlivosti na dané hla-

dinì významnosti byly urèeny pomocí Studentova rozdìlení. Difraktogramy pøipravených

vzorkù SP C, SP P a SP H jsou uvedeny na Obr. 12-14. Porovnáním poloh difrakèních
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Tab. 2: Velikost krystalitù dk vypoètené pomocí Halder-Wagnerova modelu z roz¹íøení

difrakèních linií.

Vzorek dk [nm]

SP C 10,4 ± 4,3

SP P90 11,2 ± 6,1

SP P45 12,2 ± 7,3

SP P22 9,4 ± 6,0

SP H15 11,7 ± 2,8

SP H7 11,0 ± 3,8

SP H3 9,1 ± 5,7

píkù s databází ICCD PDF{2 bylo potvrzeno vytvoøení magnetitové fáze ve v¹ech vzor-

cích. U v¹ech vzorkù bylo takté¾ mo¾no pozorovat vysoké pozadí, které bylo zpùsobeno

uorescencí v dùsledku absorpce fotonového záøení místo jeho rozptylu na atomech krys-

talové møí¾ky. Dùvodem takto vysoké uorescence bylo pou¾ití mìdìné rentgenky, její¾

charakteristické záøení Kα bylo vyu¾ito k analýze. Energie tohoto záøení je v pøípadì

atomù ¾eleza vhodná k jejich excitaci. Sní¾ení pozadí by bylo mo¾né dosáhnout za vyu-

¾ití chromové, nebo kobaltové rentgenky. Z Tab. 2 je patrné, ¾e nejmen¹í støední velikost

krystalitù v závislosti na pou¾itém stabilizátoru vykazují vzorky SP C, SP P22 a SP H3.

Z hlediska vyu¾ití nanoèástic v medicínì nicménì vìt¹í roli hraje hydrodynamický prùmìr

èástic, který uva¾uje velikost nanoèástic spoleènì s jejich solvátovým obalem.

Obr. 12: Difraktogram vzorku SP C.
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Obr. 13: Difraktogramy vzorkù SP P.

Obr. 14: Difraktogramy vzorkù SP H.

8.2 DLS analýza

Pøipravené vzorky nanoèástic magnetitu byly analyzovány pomocí DLS. Získané støední

hodnoty hydrodynamických prùmìrù stabilizovaných nanoèástic jsou uvedeny v Tab. 3,

ze které vyplývá, ¾e nejmen¹í støední hydrodynamický prùmìr mìly nanoèástice stabili-

zované kyselinou citronovou. V pøípadì nanoèástic stabilizovaných PEG-1500 nejmen¹ího

prùmìru dosahoval vzorek SP P45 a v pøípadì nanoèástic stabilizovaných F-HPMA vzorek

SP H15. Podstatný rozdíl ve velikosti mezi vzorkem stabilizovaným kyselinou citronovou

a vzorky stabilizovanými PEG-1500 a F-HPMA byl pravdìpodobnì zpùsoben provedení

syntézy. Zatímco vzorek SP C byl stabilizován pøímo v reakèní smìsi, tak vzorky PEG-

1500 a F-HPMA byly stabilizované a¾ po syntéze nanoèástic magnetitu. Tento zpùsob syn-

tézy zpùsobil, ¾e nanoèástice mìly mnohem více èasu k agregaci, co¾ vyústilo ve zvý¹enou

hodnotu namìøeného hydrodynamického prùmìru. Vliv také mìlo promývání syntetizo-

vaných neobalených nanoèástic, pøi kterém nedo¹lo poka¾dé k úplné separaci nanoèástic
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od promývacího roztoku, èím¾ byla ztracena èást nanoèástic s men¹ími prùmìry.

Tab. 3: Støední hydrodynamické prùmìry d stabilizovaných nanoèástic stanovené metodou

DLS a ζ-potenciály pøipravených roztokù nanoèástic.

Vzorek d [nm] ζ [mV]

SP C 269,1 −40,7

SP P90 665,4 −32,2

SP P45 398,9 −25,5

SP P22 884,0 −34,2

SP H15 652,3 −29,5

SP H7 786,7 −31,7

SP H3 785,0 −42,5

Kromì prùmìrných hodnot hydrodynamických prùmìrù byla pro ka¾dý vzorek takté¾

stanovena distribuce velikostí z namìøených intensit signálù, je¾ jsou uvedené na Obr. 15.

Z tìchto distribucí je patrné, ¾e vzorek SP C sice vykazoval nejmen¹í støední hydrodyna-

mický prùmìr z pøipravených vzorkù, nicménì jeho distribuce je znaènì ¹iroká. Toto je

bì¾ná vlastnost nanoèástic pøipravených pomocí spolusrá¾ecí metody. Vzorky stabilizo-

vané PEG-1500 ji¾ vykazovaly u¾¹í distribuci, nicménì jejich støední velikost byla pod-

statnì vy¹¹í ne¾ v pøípadì vzorku SP C. Ze v¹ech tøí vzorkù mìl neju¾¹í distribuci a záro-

veò nejmen¹í støední velikost vzorek SP P45. Nejhùøe dopadl vzorek SP P22. Vzorky sta-

bilizované pomocí F-HPMA takté¾ vykazovaly mnohem ¹ir¹í distribuci velikostí ne¾ vzorky

stabilizované PEG-1500. Neju¾¹í distribuci ze sady vykazoval vzorek SP H3, nicménì jeho

støední velikost byla srovnatelná se vzorkem SP H7. Vzorky SP H7 a SP H15 vykazovaly

podobný rozsah intervalu velikostí, av¹ak vzorek SP H15 byl posunut k ni¾¹ím velikostem

oproti vzorku SP H7. Ve v¹ech tìchto pøípadech, kdy byla získána ¹iroká distribuce veli-

kostí by bylo mo¾né vyu¾ít ultra�ltaci k zú¾ení této distribuce a odstranìní pøíli¹ velkých

agregátù.

Informaci o koloidní stabilitì nanoèástic udávají hodnoty ζ-potenciálu uvedené v Tab. 3.

Jako stabilní koloidní systémy jsou pova¾ovány takové, je¾ mají ζ-potenciál vìt¹í ne¾

30 mV, nebo men¹í ne¾ −30 mV. Tuto podmínku nesplòovaly vzorky SP P45 a SP H15.

Nízký ζ-potenciál vzorku SP C byl zpùsoben pøítomností kyseliny citronové na povrchu

èástic, která má minimálnì jednu karboxylovou skupinu orientovanou do okolního pro-

støedí [8].

Vzorek SP C obecnì vykazoval velice dobrou stabilitu v prùbìhu èasu. V prùbìhu

3 mìsícù nebyla pozorována ¾ádná sedimentace. V pøípadì ostatních vzorkù docházelo

k rychlé sedimentaci, pøesto¾e jejich ζ-potenciál byl men¹í ne¾ −30 mV. To bylo pravdìpo-

dobnì v dùsledku mnohem vìt¹í velikosti èástic, ne¾ jakou vykazovaly èástice vzorku SP C.

Èásteènou sedimentaci syntetizovaných vzorkù SP P a SP H je mo¾né pozorovat na Obr. 16.
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(a) SP C

(b) SP P22 (c) SP P45

(d) SP P90 (e) SP H3

(f) SP H7 (g) SP H15

Obr. 15: Distribuce velikostí d stabilizovaných nanoèástic magnetitu získané pomocí me-

tody DLS.
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Obr. 16: Sedimentace vzorkù SP H a SP P po 2 dnech od syntézy.

8.3 FT-IR analýza

Vytvoøení obalu nanoèástic bylo rovnì¾ potvrzeno pomocí infraèervené spektrometrie

transmisní metodou v matrici NaCl. Pro vzorek SP C bylo získáno spektrum uvedené na

Obr. 17. V tomto spektru byly identi�kovány valenèní vibraèní pásy v oblasti 3396 cm−1

nále¾ící skupinì {OH, dále pak pás deformaèních vibrací v oblasti 1622 cm−1 takté¾

nále¾ící skupinì {OH. Slabì intenzivní pás v oblasti 2924 cm−1 byly pøiøazeny asymet-

rickým valenèním vibracím skupiny CH2, které rovnì¾ nále¾í pás 2853 cm−1 odpovídající

valenèním symetrickým vibracím. Pás v oblasti 1402 cm−1 odpovídal deformaèním vib-

racím skupiny CH2 sousedící s karbonylovou skupinou C{{O. Pás 1256 cm−1 odpovídal

valenèním vibracím vazby C{O. Valenèním vibracím vazby C{O pocházející od skupiny

terciárního alkoholu R3C{OH byl pøiøazen pás 1142 cm−1. ©iroké intenzivní pásy v oblasti

581 cm−1 odpovídaly vibracím vazeb Fe{O.

Pro nanoèástice stabilizované F-HPMA byl vybrán k analýze vzorek SP H15, jeho¾

IR spektrum je uvedeno na Obr. 18. Pás v oblasti 3507 cm−1 byl pøiøazen valenèním vib-

racím skupiny NH, k nìmu¾ byl urèen komplementární pás deformaèních vibrací v oblasti

1539 cm−1. Valenèním vibracím {OH skupiny byl pøiøazen ¹iroký pás 3425 cm−1. Této

skupinì byl pøiøazen dal¹í charakteristický pás v oblasti 1629 cm−1 odpovídající deformaè-

ním vibracím. Takté¾ byl pozorován pás 2971 cm−1 odpovídající valenèním asymetrickým

vibracím skupiny CH2 a pás valenèních vibrací té¾e skupiny v oblasti 2928 cm−1. Této

skupinì také nále¾el pás 1453 cm−1 odpovídající deformaèním vibracím. Skupinì CH3 byly

pøiøazeny pásy 2849 cm−1 odpovídající valenèním symetrickým vibracím a 1379 cm−1 od-

povídající deformaèním de¹tníèkovým vibracím. Pás 1200 cm−1 byl pøiøazen valenèním

vibracím C{O. ©iroké intenzivní pásy v oblasti 582 cm−1 byly opìt pøiøazeny vibracím

vazeb Fe{O.
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(a) Celkové spektrum.

(b) Detail oblasti 3000{2800 cm−1. (c) Detail oblasti 1450{1100 cm−1.

Obr. 17: IR spektrum nanoèástic magnetitu stabilizovaných kyselinou citronovou.

(a) Celkové spektrum (b) Detail oblasti 3550{3450 cm−1.

(c) Detail oblasti 3000{2800 cm−1. (d) Detail oblasti 1700{1300 cm−1.

Obr. 18: IR spektrum nanoèástic magnetitu stabilizovaných F-HPMA.

41



Jako vzorek nanoèástic stabilizovaných PEG-1500 byl pro infraèervenou analýzu vy-

brán vzorek SP P45, jeho¾ spektrum je uvedeno na Obr. 19. Pás 3424 cm−1 byl identi�ko-

ván jako valenèní vibrace skupiny {OH, které byl rovnì¾ pøiøazen pás 1629 cm−1 nále¾ící

deformaèním vibracím. Pásy 2927 cm−1 a 2852 cm−1 odpovídaly valenèním asymetric-

kým a symetrickým vibracím skupiny CH2. Této skupinì rovnì¾ patøil pás deformaèních

vibrací v oblasti 1466 cm−1. V oblasti otisku prstu byl identi�kován pás 1119 cm−1 ná-

le¾ící valenèním symetrickým vibracím COC a rovnì¾ pás 1050 cm−1 patøící valenèním

vibracím skupiny CO, je¾ je typická pro primární alkoholy. Intenzivní pás 589 cm−1 byl

pøiøazen vibracím vazeb Fe{O. Pás 3503 cm−1 pocházející od valenèních vibrací skupiny

NH, je¾ se ve struktuøe polyethylenglykolu vùbec nenachází, byl zpùsoben pravdìpodobnì

zbytkovou pøítomností hydrazinu pou¾itého pro syntézu tìchto èástic.

(a) Celkové spektrum (b) Detail oblasti 3500{3400 cm−1.

(c) Detail oblasti 3000{2800 cm−1. (d) Detail oblasti 1500{1000 cm−1.

Obr. 19: IR spektrum nanoèástic magnetitu stabilizovaných PEG-1500.

8.4 Termogravimetrická analýza

Vzorek SP C byl navíc podroben termogravimetrické analýze pro prokázání pøítomnosti

obalu kyseliny citronové. Analýza byla provedena v inertní atmosféøe argonu s prùtokem

20 ml/min. Vzorek byl nejprve zahøíván z 30 °C na 110 °C rychlostí 10 °C/min a tato

teplota byla udr¾ována po 10 minut. Následnì byla teplota zvy¹ována na 900 °C rychlostí

10 °C/min. TG køivka je uvedena na Obr. 20. Konstantní teplota 110 °C byla v prùbìhu

experimentu udr¾ována z dùvodu odstranìní navázané vody. Tomu odpovídá první strmý
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pokles TG køivky, kdy na prvním platu se nacházely pouze nanoèástice obalené kyseli-

nou citronovou. S rostoucí teplotou dále docházelo k teplotní degradaci kyseliny citronové

co¾ znaèí následující poklesy na TG køivce. Z poklesu køivky je patrné, ¾e kyselina se

rozkládala ve dvou krocích. Pøi prvním kroku docházelo k její dehydrataci na kyselinu

trans-akonitovou ve shodì s literaturou [50], viz Obr. 21. Dal¹í krok pravdìpodobnì zahr-

noval kombinaci dehydratace a dekarboxylace, nicménì toto nebylo mo¾né na pou¾itém

pøístroji ovìøit.

Obr. 20: TG køivka vzorku SP C ukazující závislost relativního úbytku hmotnosti w na

èase t a závislost teploty T na èase v prùbìhu analýzy.

Obr. 21: Dehydratace kyseliny citronové na kyselinu trans-akonitovou.

8.5 Znaèení nanoèástic Fe3O4@H3Cit

Na základì provedených analýz byl pro znaèení vybrán vzorek SP C. Tento vzorek vyka-

zoval nejlep¹í koloidní stabilitu v prùbìhu èasu, pøesto¾e jeho ζ-potenciál nebyl nejmen¹í.

Zároveò pomocí spolusrá¾ecí metody bylo mo¾né vyrobit mnohem vìt¹í mno¾ství èástic,

ne¾ v pøípadì mikrovlnné syntézy, které pak byly uchovávány jako zásobní roztok. Nejprve

bylo provedeno znaèení pomocí 68Ga pro potvrzení sorpèní schopnosti nanoèástic. Výbìr
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68Ga byl proveden na základì jeho krátkého poloèasu pøemìny a zároveò jeho mo¾né

eluce z 68Ge/68Ga generátoru. Analýza byla provedena pomocí tenkovrstvé chromato-

gra�e a vyhodnocení ITLC (mobilní fáze 0,1 M citronan sodný) bylo provedeno pomocí

autoradiogra�e. Získaný chromatogram je uveden na Obr. 22a.

(a) (b)

Obr. 22: (a) Radiochromatogram 68Ga znaèeného vzorku SP C. (b) Radiochromato-

gram 68GaCl3.

Intenzivní pík na poèátku startovní linie s retenèním faktorem 0,032 nále¾el oznaèe-

ným nanoèásticím, zatímco pík s retenèním faktorem 0,896 patøil nenavázanému galliu.

Z plochy píkù byl urèen výtì¾ek znaèení na 88 %. Na Obr. 22b je uveden chromatogram

roztoku 68GaCl3. Intenzivní pík s retenèním faktorem 0,873 opìt nále¾el volnému galliu,

zatímco málo intenzivní pík na startovní linii pocházel od koloidního gallia.

Po ovìøení schopnosti sorpce byly nanoèástice oznaèeny pomocí 161Tb a 177Lu. Celkem

byly nanoèástice ka¾dým radionuklidem oznaèeny v pìti sériích pro pozdìj¹í studium

stability znaèení. Aktivity nanoèástic a promývacích roztokù spoleènì s výtì¾ky znaèení

jsou uvedeny v Tab. 4. Výtì¾ky byly spoèítány pomocí vztahu:

Y =
A0 − A1 − A2 − A3

A0

· 100 %. (6)

Na hladinì významnosti α = 0,05 tak byly urèeny výtì¾ky znaèení:

Y (161Tb) = (91± 5) % Y (177Lu) = (96± 1) %,

kde byly vyu¾ity koe�cienty roz¹íøení vycházející ze Studentova rozdìlení.
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Tab. 4: Výtì¾ky znaèení Y pro jednotlivé série, kde A0 je pùvodní aktivita roztoku na-

noèástic a A1, A2, A3 jsou aktivity odseparovaných roztokù.

161Tb

Èíslo série A0 [MBq] A1 [MBq] A2 [MBq] A3 [MBq] Y [%]

1 54,4 2,5 0,7 0,2 94

2 53,9 1,8 0,7 0,2 95

3 51,4 3,0 0,7 0,8 91

4 50,0 4,9 0,2 0,2 89

5 50,1 7,1 0,2 0,1 85

177Lu

Èíslo série A0 [MBq] A1 [MBq] A2 [MBq] A3 [MBq] Y [%]

1 64,7 2,2 0,4 0,03 96

2 56,0 2,3 0,03 0,03 96

3 56,1 2,3 0,03 0,03 96

4 56,8 1,8 0,03 0,03 97

5 56,6 1,8 0,4 0,03 96

8.6 Stabilita znaèení nanoèástic

Procento uvolnìné aktivity A do pou¾ité matrice bylo stanoveno na základì vztahu:

A =
As · 2

t
T1/2

A0

· 100 %, (7)

kde As je aktivita supernatantu odpipetovaného od èástic po jejich separaci magnetem,

t je èas od zahájení experimentu, T1/2 je poloèas pøemìny daného radionuklidu a A0 je

aktivita suspenze nanoèástic na poèátku experimentu.

Pro 177Lu byly získány závislosti uvolòované kumulativní aktivity na èase pro jed-

notlivé matrice uvedené na Obr. 23. V pøípadì stability ve fyziologickém roztok do¹lo

k uvolnìní prùmìrnì 5,3 % celkové aktivity bìhem 1 poloèasu pøemìny 177Lu. V prostøedí

hovìzího séra do¹lo k uvolnìní 76,0 % celkové aktivity. Nejhor¹ího výsledku bylo dosa¾eno

v hovìzí plasmì, kde do¹lo k uvolnìní 92,7 % celkové aktivity. V prostøedí 1% roztoku

hovìzí albuminu byla prùmìrná uvolnìná aktivita 64,0 % v rámci 1 poloèasu pøemìny.

Vysoká míra odchylek oproti ostatním vzorkù byla pravdìpodobnì zpùsobena chybou

pøi pipetování roztoku, kdy do¹lo k napipetování èásti nanoèástic. Oznaèené nanoèástice

v prostøedí 5% roztoku albuminu uvolnily v prùbìhu 1 poloèasu pøemìny 74,9 % cel-

kové aktivity. Zároveò ve v¹ech prostøedích kromì fyziologického roztoku bylo pozorováno

postupné rozpou¹tìní nanoèástic.
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(a) Fyziologický roztok (b) Hovìzí sérum

(c) Hovìzí plasma (d) Hovìzí albumin 1% (w/w)

(e) Hovìzí albumin 5% (w/w)

Obr. 23: Procento celkové uvolòované aktivity A 177Lu v závislosti na èase t pro jednotlivé

biologické matrice.

Závislost celkové uvolòované aktivity na èase pro nanoèástice oznaèené 161Tb v rùzných

biologických matricích je uvedena na Obr. 24. Nanoèástice dispergované ve fyziologickém

roztoku uvolnily v prùbìhu 1 poloèasu prùmìrnì 7,5 % celkové aktivity. Nejvíce aktivity

bylo uvolnìno z povrchu nanoèástic v prostøedí hovìzího plasmy, v prùmìru 94,6 % cel-

kové aktivity. O nìco ni¾¹í prùmìrná celková uvolnìná aktivita 75,7 % byla namìøena

v prostøedí hovìzího séra. V prostøedí 1% roztoku albuminu do¹lo v prùbìhu experimentu

k uvolnìní 27,0 % celkové aktivity, zatímco v prostøedí 5% roztoku albuminu èinila hod-

nota celkové uvolnìné aktivity 62,8 %. Opìt i v tomto pøípadì bylo pozorováno postupné

rozpou¹tìní nanoèástic ve v¹ech zkoumaných prostøedích, kromì fyziologického roztoku.
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(a) Fyziologický roztok (b) Hovìzí sérum

(c) Hovìzí plasma (d) Hovìzí albumin 1% (w/w)

(e) Hovìzí albumin 5% (w/w)

Obr. 24: Procento celkové uvolòované aktivity A 161Tb v závislosti na èase t pro jednotlivé

biologické matrice.
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9 Závìr

V úvodu této práce byl zpracován re¹er¹ní pøehled o metodách pøípravy magnetických

nanoèástic, pøevá¾nì pak nanoèástic magnetitu. Na toto téma pak následovala kapitola

o metodách stabilizace nanoèástic a vytvoøení core-shell struktury pomocí anorganických

a organických látek. V závìru re¹er¹ní èásti byl pøedstaven pøehled o souèasných postupech

znaèení magnetických nanoèástic medicinálními radionuklidy.

V experimentální èásti byly pøipraveny magnetické nanoèástice spolusrá¾ecí a mikro-

vlnnou metodou. Nanoèástice pøipravené srá¾ením iontù Fe3+ a Fe2+ byly v prùbìhu

syntézy stabilizovány kyselinou citronovou. Pomocí rentgenové prá¹kové difrakce bylo

potvrzeno vytvoøení nanoèástic magnetitu. Následující FTIR analýzou bylo potvrzeno

vytvoøení obalu kyseliny citronové na povrchu nanoèástic. Pomocí termogravimetrie byla

rovnì¾ prokázána pøítomnost obalu nanoèástic. Metodou DLS byl stanoven støední hydro-

dynamický prùmìr èástic 269,1 nm. Mìøení nicménì prokázalo vytvoøení polydisperzních

nanoèástic s ¹irokou distribucí velikostí. Hodnota ζ-potenciálu −40,7 mV ukazovala na

vytvoøení stabilního koloidního roztoku nanoèástic.

Magnetické nanoèástice pøipravené redukcí Fe3+ pomocí hydrazinu v mikrovlnném

reaktoru byly po jejich syntéze stabilizována PEG-1500 a F-HPMA o rùzných koncent-

racích. Vytvoøení magnetitových nanoèástic bylo potvrzeno pomocí rentgenové prá¹kové

difrakce. Na zmìøených IR spektrech bylo potvrzeno vytvoøení stabilizaèního obalu. Ana-

lýza pomocí DLS prokázala, ¾e syntetizované nanoèástice mìly støední hydrodynamický

prùmìr pøibli¾nì dvakrát a¾ tøikrát vìt¹í, ne¾ nanoèástice stabilizované kyselinou citro-

novou. Tento rozdíl byl pravdìpodobnì zpùsoben metodou stabilizace nanoèástic. Oproti

nanoèásticím stabilizovaným kyselinou citronovou v¹ak v¹echny vzorky vykazovaly u¾¹í

distribuci velikostí. U vìt¹iny vzorkù získané ζ-potenciály ukazovaly na vytvoøení stabil-

ního koloidního roztoku, nicménì z dùvodu velkého prùmìru nanoèástic docházelo k jejich

sedimentaci.

Na základì provedených analýz byly ke znaèení vybrány nanoèástice stabilizované ky-

selinou citronovou. Nejprve byla ovìøena sorpèní schopnost nanoèástic pomocí 68Ga. TLC

analýzou byl stanoven výtì¾ek znaèení 88 %. Následnì byly nanoèástice oznaèeny pomocí
161Tb a 177Lu. V pøípadì znaèení 161Tb byl prùmìrný výtì¾ek (91±5) % a v pøípadì 177Lu

byl prùmìrný výtì¾ek (96±1) %. Oznaèené nanoèástice byly podrobeny studiu uvolòování

aktivity v prostøedí fyziologického roztoku, hovìzí krevní plasmy, hovìzího krevního séra,

1% a 5% roztoku hovìzího albuminu. Nanoèástice oznaèené 177Lu v prostøedí fyziologic-

kého roztoku uvolnily 5,3 % celkové aktivity v prùbìhu 1 poloèasu pøemìny, v prostøedí

1% roztoku albuminu uvolnily 64,0 % celkové aktivity, v prostøedí 5% roztoku albuminu

uvolnily 74,9 % celkové aktivity, v prostøedí hovìzího séra uvolnily 76,0 % celkové aktivity

a v prostøedí hovìzí plasmy 92,7 % celkové aktivity. Nanoèástice oznaèené 161Tb uvolnily

v prostøedí fyziologického roztoku 7,5 % celkové aktivity v rámci 1 poloèasu pøemìny,

48



v prostøedí 1% roztoku albuminu 27,0 % celkové aktivity, v prostøedí 5% roztoku albu-

minu 62,8 % celkové aktivity, v hovìzím séru 75,7 % celkové aktivity. Nejhor¹ího výsledku

bylo dosa¾eno v hovìzí plasmì, kdy bylo uvolnìno 94,6 % celkové aktivity v rámci 1 po-

loèasu pøemìny.

Stabilitní studie ukázaly, ¾e pouhá sorpce radionuklidu na povrch nanoèástic mag-

netitu nepostaèuje k zabránìní jeho uvolòování z povrchu. Zároveò bylo pozorováno roz-

pou¹tìní nanoèástic ve studovaných matricích. Z tìchto dùvodù by do budoucna bylo

vhodné vytvoøit nanoèásticovou konstrukci na bázi magnetitu uzavøeného do odolnìj¹ího

obalu tvoøeného napøíklad køemíkem, jeho¾ povrch by byl funkcionalizován chelátorem,

který by zaruèil mnohem pevnìj¹í vazbu radionuklidu.
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