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IR spektroskopie, slozeni fazi bylo vyhodnoceno pomoci
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kinetika znaceni nTiO> %®Ga v prostiedi acetatového pufru
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Uvod

Mezi nejrozsitenéj$i onemocnéni dnesni doby patii nadorova onemocnéni, kterd se fadi
mezi jednu z nejcastejSich pfi¢in umrti na svété. V soucasné dobé je znamo pies vice
nez 100 druhti nadorovych onemocnéni a dle odhadu Svétové zdravotnické organizace
(WHO) v roce 2018 celosvétove zemtelo pres 9,6 milionu lidi. Ddle WHO také uvadi,
ze az 30-50 % umrti lze zabranit zménou zivotniho stylu nebo odstranénim nékterych
rizikovych faktori, jako je napt. koufeni u rakoviny plic. Velké Casti umrti 1ze také

zamezit v€asnou diagnozou (World Health Organization, 2022).

Vzhledem k tomu, ze kazdy typ nddorovych onemocnéni je velmi specificky, neexistuje
zadny univerzalni zpiisob jejich diagnostiky nebo terapie. Touto ¢asti mediciny se mimo

jiné zabyva také nuklearni medicina, pficemz vétSina procedur je pfipisovana diagnostice.

Mezi metody 1écby rakoviny lze =zafadit chirurgické zékroky, chemoterapii
nebo radioterapii. Ve vétsin€ piipadi dochazi ke kombinaci jednotlivych moznosti tak,
aby lécba byla ptizplisobena danému typu nadoru a jeho stadiu. Radioterapie pro 1écbu
vyuzivd zdroji ionizujictho zéafeni, kdy se vyuzivd vliv jeho plsobeni,
ktery zptisobuje poskozeni DNA v nadorovych bunikach, coz vede k zastaventi jejich ristu
a dalsimu d¢€leni. Existuji dvé moznosti pro radioterapii, a to pouziti bud’ uzaviené¢ho
vnéjSiho zafiCe, kdy dochazi k ozafeni nddorti vnéjSim zdrojem (napf. protonovy
nebo elektronovy svazek, gama ndz), nebo pouziti oteviené¢ho zatfi¢e v podobé

radiofarmaka.

vvvvvv

ptipravky, které obsahuji jeden nebo vice radionuklidid. Na molekulach radiofarmak lze
popsat tfi hlavni ¢asti — nosi¢, biovektor a radionuklid. Jiz néjakou dobu se uvazuje
o moznostech pouziti nanocastic jako nosi¢i pro tento systém. Pokud se jedna
o anorganické Castice, jejich hlavnimi vyhodami jsou vysoky mérny povrch, radiacni
stabilita a schopnost zadrzet ve své struktufe odrazené¢ atomy v pfipad¢ pouziti
radionuklidii s kaskadou rozpadii jako napf. *’Ra, ?*Ac. V piipadé nanocastic oxidu

titani¢itého se jedna také o jejich biokompatibilitu a velmi nizkou toxicitu.

Tato préace je zamé&fena na porovnani vlastnosti pfipravenych nanocastic TiO2 hydrolyzou

smési tetrabutyl orthotitanatu (TBOT) a alkoholu ve vodé, kdy jako proménna byl zvolen



pomér TBOT a zvoleného alkoholu. Pro studium byly zvoleny methanol (MeOH),
ethanol (EtOH) a propan-2-ol (IPA).

Dalsi ¢asti této prace je zkoumani kinetiky znaceni nano&astic TiO» ®Ga pro stanoveni

optiméalnich podminek a ovéfeni zvolené¢ho postupu na pfipravenych nTiO;.

Jako posledni jsou v této praci popsany stabilitni studie v riznych biologickych médiich.

Tyto experimenty jsou zacatkem dlouhé cesty k moznému vyuziti nanocastic TiO»

znacenych %Ga v ramci diagnostiky pomoci PET v nukle4rni medicing.
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Teoreticka c¢ast



1 Nanocastice a medicina

Materidly, jejichz rozméry by se pohybovaly v fadech nanometri, se jako prvni zacal
zabyvat americky teoreticky fyzik Richard P. Feynman. Ve své ptfednasSce ,,There’s
Plenty of Room at the Bottom* na sjezdu Americké fyzikalni spole¢nosti v roce 1959,
kde predstavil myslenku manipulace s objekty na jejich atomarni urovni (Fyenman,
1959). Pojem nanotechnologie pak poprvé pouzil Norio Taniguchi v roce 1974 ve své
praci ,,On the Basic Concept of ,Nanotechnology‘“. V této praci nanotechnologie
definoval jako proces manipulace s materidlem po jednotlivych atomech

nebo molekuléch (Taniguchi, 1974).

V dnesni dobé se pod pojmem nanocastice rozumi material, jehoZz alespoil jeden rozmér
se pohybuje v fadu nanometri. Nanocastice pak lze rozdélit do tiech hlavnich skupin
podle toho, v kolika smérech je rozmér daného materidlu v iadu nanometrt.
Nanomaterialy se tedy d€li na nanovrsty (v jednom sméru), nanotrubice, nanovldkna
nebo nanodraty (ve dvou smérech) a na samotné nanocastice (ve vSech smérech). Toto
rozdéleni bylo ustanoveno na 7. mezinarodni konferenci o nanomateridlech
ve Wiesbadenu, kde mimo jiné definovali i nanoporézni struktury, nanodisperze,
nanokrystaly a nanoklustry (NANO 2004). Nanomaterialy nasly vyuziti v mnoha raznych
odvétvich — od primyslu, kde jsou vyuzivané k uprave reaktivity riiznych materiald, ptes

textilni primysl az po medicinu.

Vyuziti nanocastic v medicing je relativn€ novou oblasti vyzkumu, ktera ale velmi rychle
ziskala zdjem Siroké védecké vetfejnosti. Vyjimku na ptiklad tvoii dlouhodobé&jsi vyuziti
nanocastic stfibra jako nanokompozitni vrstvy obvazll, jednd se o tzv. chytré obvazy
a jejich cilem je zlepSeni antimikrobialni u¢innosti daného obvazu (Juknius ef al., 2016).
Vramci vyzkumu vyuziti nanocastic v mediciné dochdzi ke spojeni obora
nanotechnologie, mediciny, biologie, farmacie a chemie. Dochdzi také k vyvoji 1é¢ivych
piipravki, jejichz soucasti jsou nanocastice, které mohou zlepsit biodistribuci, zvysit
ucinek 1é¢iva nebo snizit jeho toxicitu (Bobo et al., 2016). I pfes tyto mozné kladné
ucinky je ale nutné se zaméfit na biologicky efekt nanocastic na organismus pacienta.
Pouzité nanoc¢éstice musi byt biokompatibilni, nesmi interagovat s krevnimi slozkami

a zaroven nesmi byt detekovatelny imunitnim systémem (Maeda et al., 2013).



1.1 Nuklearni medicina

Na vyuziti ionizujiciho zéafeni v mediciné se zamétuji dva hlavni obory — radiologie
a nuklearni medicina. Hlavnim rozdilem mezi témito dvéma obory je zplsob vyuziti
ionizujiciho zafeni. V radiologii se vyuziva vnéjSiho uzavieného zdroje zéafeni
umisténého mimo télo pacienta, kdezto v rdmci nukledrni mediciny se vyuzivaji oteviené

zatiCe vpravené do téla pacienta.

Nukledrni medicina je obor zaméteny na vyuziti vhodnych vlastnosti radioaktivnich latek
pro diagnostiku a terapii. Pro tento ucel jsou vyuzivany specialni 1é¢ivé ptipravky —
radiofarmaka (Laznicek et al., 1998). Jedna se o 1éCivé ptipravky, které obsahuji alespoil

jeden atom radionuklidu.

Na kazdé molekule radiofarmaka lze popsat tii hlavni ¢asti — nosi¢, biovektor a dany RN.
V mnoha ptipadech se ale mohou tyto funkce v molekule radiofarmaka piekryvat. Jedna
se hlavné o pfipravky, kdy se prekryva funkce biovektoru s nosi¢em. Jako ptiklad Ize
uvést radiofarmakum TechneScan HDP, kdy se technecium vaze pfimo na molekulu
oxidronatu, ktery mizeme v tomto piipadé kategorizovat jako biovektor a nosi¢ zarovein
(SPC TechneScan HDP, 2021). Dalsim ptikladem je Xofigo®, jehoz chemické slozeni je
223RaCly, kdy lze celou molekulu oznagit jako biovektor a nosi¢ zaroven (SPC Xofigo,

2018).

Biovektor je ¢ast molekuly, kterd ma za tikol zacilit radiofarmakum na pfesné misto v téle
pacienta, kde je RN wvyuzit bud pro diagnostické nebo terapeutické ucely.
Mezi biovektory lze zatadit na piiklad glukozu, rizné antigeny nebo peptidy (Seitz et al.,

1999; Papathanasiou et al.; 2012; Wu et al., 1997).

Dalsi soucasti molekul radiofarmak je nosi¢. Jeho ukolem je donést 1éCivou latku, coz je
v tomto ptipad¢ zdroj ionizujiciho zéieni, na misto, kam je radiofarmakum cileno pomoci
biovektoru. (Datta et al., 2020). Jako nosi¢e se v mnohych piipadech bézné mediciny jiz
nyni vyuzivaji rizné druhy nanocastic, at’ uz v klinické praxi nebo v rameci preklinickych
testll. Velkou vyhodou nanocastic vhodnych pro vyuziti jako soucast radiofarmak je jejich
udrzet ve struktufe odrazené atomy. (Kozempel et al., 2015). Jako piiklad lze uvést
nanoéastice zlata konjugované s '8F-FDG, které se pouZivaji pro zobrazovani rtiznych

typt rakovinného bujeni, véetné rakoviny prsu (Unak et al., 2012). Vzhledem ke svym



biokompatibilnim vlastnostem lze uvazovat pro toto pouZziti inanocastice TiO:

(Suchankova et al., 2020).

Pro navédzani RN na molekulu nebo ¢éstici biovektoru se v dnesni dobé zkouma moznost
vyuziti organickych cheldtorii. Jednad se o slouceniny se silnou chelatacni schopnosti
pronavazani RN, asreaktivni funkéni skupinou, kterd zajisti tvorbu vazby
s biovektorem (Renn et al, 1992). Jako chelatory se bézné pouzivaji kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA) nebo dietylentriamin-pentaoctova (DTPA). Jejich
pfednosti je silnd a stabilni komplexace iontl kovl. Strukturni vzorce EDTA a DTPA

jsou uvedeny na Obr. 1.
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Obr. 1: Strukturni vzorce EDTA (A) a DTPA (B).
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V soucasné dobé je vyzkum spiSe zaméfen na pouzivani cheldtorG zalozenych
na tetraazamakrocyklickych slouceninach. Komplexy téchto chelatori s ionty kovl jsou
mnohem stabilngjsi nez v piipadé EDTA nebo DTPA (Clarke et al., 1991). Mezi tyto
chelatory na ptiklad patii 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina
(DOTA) nebo 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11-tetraoctovd kyselina (TETA)

a jejich razné derivaty. Strukturni vzorce DOTA a TETA jsou znazornény na Obr. 2.

Hooc[zf<r\NfEJCOOH Hooc[E%L/A\LfEICOOH
Hooc—J/N¥—J}K‘—COOH HOOC—J/T\/J\\—COOH
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Obr. 2: Strukturni vzorce DOTA (A) a TETA (B).
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1.1.1 Terapie v nuklearni mediciné

Pro terapeutické ucely se v nuklearni mediciné vyuziva zejména radionuklidl, které
emituji Casticové zéareni. Jednd o zafice beta minus, alfa a také zarice Augerovych
elektront. Mezi rozhodujici parametry pro pouziti daného RN patii jeho linedrni prenos
energie (LET — linear energy transfer). Tento parametr vyjadiuje, kolik energie Castice
pieda v daném objemu okolni tkani, s ¢imz taktéz souvisi 1 dosah doletu dané Castice
ve tkani. Mezi dalsi rozhodujici parametry pro pouziti daného RN patii také polocas

rozpadu, energie a charakter zafeni.

Pro velkoobjemové typy nadort se voli radionuklidy s emisi beta zatfeni kvtli jejich
vét§imu doletu v tkani. Mezi tyto RN lze na piiklad zafadit beta zati¢ *°Y, kdy energie
emitovanych 3~ ¢astic je 2,3 MeV (Khameneh et al., 2018). Dosah tohoto zatreni v tkani
je piiblizné 5 mm. Jako dalsi piiklad B zafice 1ze uvést !"’Lu, jehoZz zafeni je podstatné

mekci, a proto je vyuzivano pro terapii nadort s mensim objemem.

Alternativou pro terapii mensich nddort jsou také o zafice. Ty maji oproti - zaficim
mnohem vys$s§i LET 1 radiobiologickou G¢innost — a zafice jsou schopny tvofit dvojité
zlomy DNA. Alfa ¢astice (jadro helia) jsou vice nez 8000x vétsi nez B~ €astice. Dalsi
vyhodou je vysoké energie obsazend v jedné a Castici, pficemz dosah jedné o Céstice je
pouze nekolik bunéénych priméra. Pro terapii a zafici je zazity pojem cilend alfa terapie
(TAT — Targeted Alpha Therapy). Jako prvni terapeuticky radionuklid s alfa pfeménou
bylo zkoumano ?Ra pro 1é¢bu revmatickych onemocnéni, hypertenze a metabolickych
poruch (Macklis et al., 1990). Mezi dalsi radionuklidy se nejdiive zafadily ty, které
podléhaly pouze jedné a preméng, napt. 2! At (Zalutsky et al., 2000). Dalsi moznosti TAT
jsou tzv. in vivo generatory, které vyuzivaji kaskddu pfemén a. Do této kategorie lze
zatadit napt. **Ra a **Ac. K uvoliiovani vétsiny energie dochazi az na misté zacileni
radiofarmaka, ¢imz se vyrazn¢ snizi radiacni zaté€z na okolni tkané. Dalsi vyhodou in vivo
generatorl je moznost zachovani davky obdrzené okolni tkani pti pouziti nizsich aktivit
oproti pouziti radionuklida s preménou - nebo pouze s jednou pfemenou o (Allen et al.,

2014).

1.1.2 Diagnostika v nuklearni medicing
Diagnostiku v nuklearni mediciné lze rozd¢lit na dvé hlavni skupiny podle pouzitych

radionuklidii, a to na pozitronovou emisni tomografii (PET), kdy se pouzivaji zafice
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emitujici pozitrony, a na jednofotonovou emisni vypocetni tomografii (SPECT), kdy se

vyuzivaji gama zafice.
Pozitronova emisni tomografie

Principem PET je koinciden¢ni detekce dvou fotonti o energii 511 keV, které se nachazeji
na jedné primce. Tyto dva fotony vzniknou anihilaci pozitronu s elektronem
(Muehllehner et al, 2006). Schématicky princip PET je zobrazen na Obr. 3. Délka trasy,
kterou urazi pozitron od mista svého vzniku, je velmi kratk4, a proto lze v pfipadé pouziti
v ramci diagnostiky pomoci PET vznik paru elektron-pozitron aproximovat do mista
emise pozitronu z radiofarmaka (Accorsi et al., 2006). V poslednich letech se zacalo
rychle rozSifovat tzv. hybridni zobrazovéni, kdy je PET zobrazovani kombinovano se

zobrazenim pomoci vypocetni tomografie (CT) nebo magnetické rezonance (MRI).

Emitted

¢ positron (B+)

¥

Y (511 keV)

Obr. 3: Schématické zobrazeni principu PET (Lameka et al., 2016).

Nejrozsifengj$im radiofarmakem pro PET je 18-fluorodeoxyglukoza ('*F-FDG), ktera se
pouziva pro diagnostiku hlavné nadorového bujeni. Molekula '8F-FDG se od glukézy lisi
tim, Ze misto hydroxylové skupiny na 2. pozici je navazan atom '8F (Fletcher et al., 2008).
I ptes tuto odliSnost je metabolismus této molekuly podobny metabolismu glukézy,
to znamend, Ze podléha glykolyze. Diky vySSimu poctu glukézovych prenasecu
u nadorovych bun¢k, nez maji buniky zdrave, se v nich radiofarmakum kumuluje (Basu

etal.,2014).
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V dnesni dobé se zacind rozsifovat i pouziti izotopu **Ga, jehoz vyhodou je jednodussi
dostupnost oproti '*F, ktery je nutné p¥ipravovat na cyklotronu (Guillaume et al., 1991).
Oproti tomu %Ga je ziskavano z *®Ge/®®Ga generatoru, coZz zvysuje jeho dostupnost
pii ptipravé radiofarmak piimo na specializovanych pracovistich nuklearni mediciny

(Green et al., 1981).
Jednofotonovada emisni vypocetni tomografie

V ptipadé zobrazovani pomoci SPECT je detekovan vzdy jeden foton o energii
100-200 keV. Vzdy se voli kombinace detektor-radionuklid tak, aby vytézek detekce byl
co nejvyssi. Jak je vidét na Obr. 4, pomoci SPECT nelze detekovat veskeré gama Céstice
emitované z radiofarmaka. Detektory zaznamenaji pouze takové elektrony, které projdou
skrz kolimator a dopadnou na fotonasobi¢ detektoru. I v ptipadé SPECT se v poslednich

letech rozsifuje moznost hybridniho zobrazovani spole¢né s CT nebo MRI.

Detector

Collimator

Obr. 4: Schématické zobrazeni principu SPECT (Khan et al., 2021).

Nejrozsitenéjsim radionuklidem pro diagnostiku pomoci SPECT je *™Tc v kombinaci se
scintila¢nim detektorem na bézi krystalu jodidu sodného dopovaného thaliem. V tomto
piipadé se detekuji fotony o energii 140 keV. Dalsi vyhodou **™Tc je jeho dobra
dostupnost, kdy se ziskava z *’Mo/*™Tc generatoru (Boyd et al., 1982). Dal§imi

pouzivanymi radionuklidy jsou napt. I, 8"™Kr.

1.1.3 Teranostika

Mezi nejnovéjsi trendy v nukledrni medicing se tadi tzv. teranostika. Jedna se o spojeni
diagnostiky a terapie do jednoho radiofarmaka. Nejjednodussim piipadem je zvoleni
takového radionuklidu, ze kromé¢ terapeuticky vyuzitelného zaieni emituje i gama zareni

o energii, kterou lze vhodné detekovat, tzn. o energii 100-200 keV pro detekci pomoci
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SPECT. V tomto rozmezi dochazi k nejvyssi ti€innosti detekce, a tim lze snizit radia¢ni
zatéZ pacienta (Dash et al., 2013). Jako ptiklad tohoto pfistupu lze uvést radionuklid "'

pro terapii a diagnostiku diferencovanych karcinomu $titné zlazy (Garg et al., 2015).

Dalsi moznosti je vyuziti dvou radioizotopt stejného prvku. Jako piiklad Ize uvést dvojici
radionuklidii '3'T a %I opét pro terapii a diagnostiku diferencovanych karcinomu $titné

71azy, kdy je vhodnéjsi pro diagnostické ucely pouzit izotop >’ (Feine et al., 1987).

Posledni moZznosti je vyuziti jednoho ciliciho systému s riznymi diagnostickymi
a terapeutickymi radionuklidy (Ballinger, 2018). Tento pfistup je nejintenzivnéji
zkoumana oblast teranostiky. Jako piiklad Ize uvést radiofarmaka zalozenych
na prostatickych specifickych membranovych protilatkich (PSMA — angl. prostate-
specific membrane anibody). Tyto radiofarmaka se pouzivaji k diagnostice a terapii
rakoviny prostaty a piipadnych metastaz. Pro diagnostiku se v sou€asnosti vyuziva
PSMA znacené *®Ga a pro terapii kastraéné rezistentni rakoviny prostaty se pouzivé

PSMA zna¢ené '"'Lu (Zhang et al., 2021).

2 Oxid titanicity

Oxid titaniCity je pfirozené se vyskytujici mineral. Jedna se o nejstabilné;jsi slou¢eninu
titanu, kterou Ize v ptirod¢ nalézt ve 3 rtiznych modifikacich — rutil, anatas (oba ctverecna
krystalova mtizka) a brookit (kosoctverecna krystalova miizka). Krystalické struktury
jednotlivych modifikaci jsou zobrazeny na Obr. 5, kde atomy titanu jsou zobrazeny modie

a atomy kysliku ¢ervené. Nejvice zastoupenou modifikaci v ptirod€ je rutil. Dalsi dvé

prirodni modifikace na n¢j pii zahtati na vyssi teplotu volné prechazeji.

Obr. 5: Krystalicka struktura rutilu (A), anatasu (B) a brookitu (C) (Stride ef al., 2010).
Cisty oxid titani¢ity ma formu bilého prasku. Diky svému vzhledu je pak nejvice
vyuzivan jako bily pigment v barvach, plastech, papiru a mnoha dalsich slozkach. Ro¢né
jsou pro toto vyuziti vyprodukovany 4 miliony tun TiO,. Vzhledem ke své nizké toxicité
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je vyuzivan i jako barvivo v potravinaistvi, kde je ozna¢ovan jako E171 (Statni zdravotni
ustav). Diky schopnosti absorbovat UV zafeni je TiO:2 rovnéz slozkou opalovacich

krémi, kde plni funkci mechanického filtru (Schneider ef al., 2019).

Mnoho studii je zaméfeno na studium katalytickych vlastnosti povrchu TiO;. Jedna se
hlavné o studium rastu kovi, kde TiO» slouzi jako heterogenni katalyzator (Persaud et al.,
1997; Macino et al., 2020). Perspektivnim se jevi 1 vyuziti nanocastic TiO» jako
fotokatalyzatoru v solarnich panelech pro vyrobu vodiku nebo solarni elektrické energie
(Hussain et al., 2010). Byly studovany moznosti vyuziti TiO, jako sorbentu
pro dekontaminaci vod od riznych iontéi kovli, napt. Zn**, Fe?* (Yin et al., 2020; Nano

et al.,2000).

V medicing je TiO, jiz pouzivan jako sorbent matefského radionuklidu v %*Ge/**Ga
generatoru (SPC — GalliaPharm). Vzhledem k vysoké hodnoté stiedni letdlni davky
(LDso), ktera pti oralnim podéani krysdm byla vyssi nez 10 g/kg, jsou nékteré studie

zaméteny 1 na moznost vyuziti TiO; jako nosice radionuklidi (Wand et al., 2013).

Byly provedeny prvotni studie se znacenim nTiO ***Ra v zavislosti na pH a nasledné
kinetické studie znaceni (Suchankova et al., 2020). Dale také byly provedeny studie
se znadenim ?*’Ra a **™Tc pro mozné teranostické vyuziti nTiO> v nuklearni medicing

(Suchankova et al., 2020).

2.1 Ptiprava nTiO;

Mezi nejrozsifenéj$i metody piipravy nanocastic TiO» patii syntéza metodou sol-gel.
Pro vyuziti v primyslovém méfitku se ale vyuZziva hlavné pfirodnich zdroji. Pokud jsou
nTiOy syntetizovany piimo, je dulezitym faktorem konecnd forma vyuziti nTiO.,
kdy pro kazdy druh pouziti je potieba vybrat vhodny druh syntézy, kterd povede

na pozadovanou formu nanocastic.

V ptipadé, Ze jsou pozadovany 2D nanocastice nebo tenké filmy, vyuZzivaji se hlavné
depozi¢ni metody. Princip této ptipravy spoc¢iva v pievedeni prekurzorii do plynné faze
a jejich nasledné kondenzaci na pevném materialu. Do této kategorie Ize zaradit depozici
z plynné faze (hydrolyza pomoci elektrostatického sprejovani; pyrolyza v difuznim
plamenu; pyrolyza v terméalnim plazmatu; pyrolyza pomoci ultrasonického sprejovani;
laserem indukovana pyrolyza; hydrolyza pomoci ultrazvuku). Opakem depozice z plynné

faze je fyzikalni depozice z pevné faze (Nyamukamba et al., 2018).
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Dalsi moznosti ptipravy nTiO2 jsou oxida¢ni metody. V tomto piipad¢ dochazi k oxidaci
titanu pomoci oxidantl nebo anodizace. Anodizaci titanového platku pod napétim
10-20 V v roztoku 0,5% HF vznikd seskupeni nanotrubic, jejichZz primér zavisi

na aplikovaném napéti (Chen et al., 2009).

Jako dalsi ptiklad syntézy TiO; lze uvést jesté sonochemické metody (Kim et al., 2011),
ptipravu pomoci mikrovin (Zhu et al.,, 2014), hydrotermalni (Reis et al., 1990)

a solvotermalni metody (Liu et al., 2014).

2.1.1  Vliv reak¢nich podminek na krystalinitu #TiO,

Ne vSechny vysledky piipravy nanocastic TiO», které lze v literatufe dohledat,
jsou uniformni. Pfi stejném zptsobu piipravy pii velmi podobnych podminkach dosahuji
rizné tymy velmi odlisnych vysledkt (Kignelman et al., 2021). Jako vychozi latka je
nejcastéji volen jeden ze tii nasledujicich alkoxidu titanicitych: isopropoxid titanicity
(TTIP), tetrabutyl orthotitanat (TBOT) nebo oxysulfat titanicity (TIOS) (Wu et al., 2019).

Jejich strukturni vzorce jsou uvedeny na Obr. 6 az Obr. 8.

CHs | Q
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Obr. 6: Strukturni vzorec TTIP. Obr. 7: Strukturni vzorec TIOS.
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Obr. 8: Strukturni vzorec TBOT.
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Reakéni podminky siln¢ ovliviiuji charakteristiky pfipravenych nanocastic. Mezi tyto
podminky se fadi slozeni a mnozstvi rozpoustédla, pfitomnost katalyzatoru a metoda

syntézy.
Slozeni rozpoustédla

Pro ptipravu nTiO> pomoci hydrotermdlni metody nebo sol-gel metody, kdy je jako
prekurzor pouzit alkoxid titani€ity, je nutna pfitomnost vody nebo alkoholu. Guang ef al.
(2019) publikoval studii, ktera byla zamétena na vliv obsahu vody pfi piipravé z TBOT
na fazi pfipravenych nanocastic. V ptipad¢, ze nebyla pfitomna Zadné voda, nebylo
pozorovano formovani nanocastic TiO», a to ani amorfni faze. Se zvySujicim se pomérem
vody k TBOT bylo pozorovdano formovani nejprve amorfni faze TiO, a nasledné
1 anatasové faze. Formovani nejprve amorfni faze bylo ptisouzeno nizkému obsahu vody
v reak¢éni smési, kdy nedochéazelo ke kompletni hydrolyze TBOT a polykondenzaci mezi
produkty hydrolyzy. Se zvySujicim obsahem vody v reakéni smési byly ve vysledném
vzorku pomoci XRPD identifikovany jasné piky patfici anatasu. Tento experiment
dokazuje nutnost pfitomnosti polarniho protického rozpoustédla v reakéni smési, jako je

napf. voda.

Mnozstvi vody v reakcéni smési dale také ovlivituje velikost krystaliniti. Ta se zmenSuje
s rostoucim mnozstvim vody v reakéni smési. Tento efekt je pfisuzovan rychlejsi
hydrolyze prekurzoru, ¢imz se zrychluje nukleace na tkor rastu ¢astic (Isley et al., 2006).
Tato studie také ukdzala vliv poméru vody a alkoxidu titani¢itého na fazové slozeni
vysledného vzorku. Se zvySujicim se obsahem vody ve vychozi smési se zvysoval pomér
anatasu na ukor brookitu. Déle se také zmenSovaly Castice anatasu se zvySujicim se
obsahem vody, zatimco velikost ¢astic brookitu ztstala stejnd. Tento vysledek ukazuje
na rychlej$i nukleaci anatasu indukovanou vétSim mnozstvim vody, zatimco nukleace

brookitu je nezavisla na mnozstvi vody.

Dalsi slozkou rozpoustédla ve vychozi smési miize byt alkohol. Bylo ukdzéno, ze ¢im
kratSi fetézec uhliki dané¢ho alkoholu je, tim mensi je velikost krystaliniti #TiO»
pfipravenych hydrotermalni nebo sol-gel metodou. To je pfipisovano vyssi polarité
alkoholu s krat§im uhlikovym fetézcem v porovnani s alkoholy s del§im fetézcem uhlikd.
Vyssi polarita alkoholu vede k rychlejsi hydrolyze prekurzoru a polykondenzaci produkta
hydrolyzy, coz vedle ve vysledku na formaci menS$ich krystaliniti. Bylo ukdzéno,

ze v piitomnosti methanolu byly syntetizovdny mensi nanocastice nez v pfitomnosti
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EtOH nebo IPA (Behnajady ef al., 2011). Stejnych vysledkti dosahli v piipadé€ piipravy
v ptitomnosti EtOH oproti IPA (Loryuenyong et al.,2012), nebo v ptitomnosti IPA oproti
n-butanolu (Kumaresan et al., 2011). Problémem pii pouziti alkoholu s kratSim
uhlikovym fetézcem je nasledna agregace ptipravenych nanocastic. Kumaresan et al.
(2011) ve své préci také ukdzal, Ze pouziti ethanolu jako rozpoustédla vedlo na formaci
velkych klastrli nanocastic, pii pouziti IPA byla agregaty vice izolované a pfi pouziti

n-butanolu byly ziskany individualni sférické Castice.

Guang et al. (2019) zkoumal také rozdil ve tvaru vyslednych nanocéstic pfi pouziti
primarnich a sekundarnich alkoholti. Krom¢ ethanolu zatadili mezi zkoumané primarni
alkoholy také n-butanol, n-hexanol a n-oktanol. Ve vSech ptipadech byly pfipraveny
monodisperzni sférické Castice, jejichz velikost se zmenSovala s délkou uhlikatého
fetézce alkoholu (12, 8, 6 a5 nm pro EtOH, n-butanol, n-hexanol
a n-oktanol). Mezi zkoumané sekundarni alkoholy zaradili IPA, isobutanol a isopentanol.
V tomto pfipad¢ ziskali nanotrubi¢ky, kdy v pifipadé isopentanolu byly ziskany
nanotrubicky pfipominajici globularni Castice, v pfipadé¢ IPA byly nanotrubicky delsi
a tenké. Vsechny tyto vysledku ukazuji na to, Ze nejenom velikost krystalinitu, ale i tvar

ptipravenych nanocastic zavisi na typu zvoleného alkoholu.

Typ zvoleného alkoholu také ovlivituje fazové slozeni vysledného vzorku. Loryuenyong
et al. (2012) porovnali efekt pouziti EtOH a IPA na fdzové sloZeni piipravenych nTiOx.
Pro piipravu pouzili sol-gel metodu katalyzovanou kyselinou chlorovodikovou,
pripravené nanocastice byly nasledn¢ kalcinovany. V obou ptipadech vzorek obsahoval
2 faze — anatas a rutil. Procentualni slozeni vzorku se ale liSilo — pro IPA vzorek
obsahoval 55 % anatasu, kdezto pro EtOH pouze 20 % anatasu. Dalsi studie potvrdila,
ze pii pouziti ethanolu misto methanolu pii syntéze metodou sol-gel doslo ke zvySeni

obsahu rutilu na tkor anatasu (Behnajady et al., 2011).
Katalyzator

Alkoxid titani¢ity spontdnné reaguje s vodou, tuto reakci lze popsat mechanismem
nukleofilni adice vody na Ti daného alkoxidu ((1) na Obr. 9). To vede na nestabilni
pentakoordinovany meziprodukt ((2) na Obr. 9), ktery prechdzi intramolekuldrnim
protonovym piesmykem na meziprodukt (3) na Obr. 9. Tento meziprodukt nasledn¢

obnovi svou ptivodni Ctyfvalentni koordinaci eliminaci alkoholu. (Kignelman et al.,
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2021). Pfesmyk protonu a eliminace alkoholu jsou limitujicimi dé&ji celé hydrolyzy. Tyto

procesy lze ovlivnit pfitomnosti katalyzatort hydrolyzy (Livage et al., 1988).

OR OR OR

-~
H—OH + RO—TZOR —» [ RQ—TZ-OR === RITIZOR
OR ) { or | f Tor
H-—OH H OH
(1) (2) (3)
_OR
ROH + HO—TiZ-OR
SOoR

{4)

Obr. 9: Schématické zobrazeni mechanismu hydrolyzy alkoxidu titani¢itych (Kignelman et al., 2021)
Mezi katalyzatory hydrolyzy patii riizné kyseliny a zasady (anorganické i1 organickeé),
ale i soli, napt. NaCl. Han et al. (2005) ve své studii porovnal 3 rizné katalyzatory — HCI,
NaCl a kyselinu octovou. Jako metodu syntézy zvolili sol-gel pfi pokojové teploté,
kdy ptikapali TTIP do 1M vodného roztoku dané¢ho katalyzatoru. Vysledny vzorek
obsahoval 2 faze (anatas a brookit) pii pouziti NaCl, 2 faze (anatas a rutil) pii pouziti HCI1
a pii pouziti kyseliny octové vysledny vzorek obsahoval pouze jednu fazi, a to anatas.
Autor v této studii ukazuje na to, Ze pro pifipravu krystalického vzorku nTiO: je nutna
pritomnost  katalyzatoru hydrolyzy, protoze v piipadé nTiO, pfipraveného

v nepiitomnosti katalyzatoru byly ziskany pouze amorfni faze.

Mezi bazické katalyzatory hydrolyzy lze zatadit NaOH nebo NHs. Pfi pouziti téchto
katalyzatort bylo ukazano, ze v ptipad¢ pouziti TBOT jako prekurzoru doslo k zastaveni
reakce (Bradley et al., 1957). Nukleofilni adice dané baze na alkoxid vede ke snizeni
kyselého charakteru Ti. Tato parazitickd reakce k hydrolyze zahrnuje i prvni krok
kondenzace, coz vede na formaci vysoce nukleofilnich specii oxidu titanu (Livage et al.,

1988).

Pouziti kyselych katalyzatord zvySuje rychlost hydrolyzy nezavisle na rychlosti
kondenzace. Jak je vidét z Obr. 9, limitujicimi faktory celé reakce jsou intramolekularni
piresmyk protonu a naslednd eliminace alkoholu. V ptipad¢, ze je reakce provadéna
v kyselém prostiedi, jsou tato omezeni eliminovana (Livage et al., 1988; Sugimoto et al.,
2003). Zvolenim urcitého kyselého katalyzatoru lze do urcité miry piedpovédét fazové

slozeni pfipravenych nTiOa. Li et al. (2011) ve své studii ukézali, Ze v piipad¢ pouziti
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HNO:s jako kyselého katalyzatoru vysledny vzorek obsahoval pouze jednu fazi (anatas),
kdeZzto pti pouziti HCI vysledny vzorek obsahoval 2 faze (anatas a brookit). Dalsi studie
ukazuje na to, Ze ionty Cl" maji tendenci inhibovat nukleaci a rtist krystalického TiO»

(Isley et al., 2006).

Mezi nejrozsifencjSi kysely organicky katalyzator hydrolyzy patii kyselina octova.
Na rozdil od anorganickych kyselin jako HCI nebo HNO3, které zvysuji miru hydrolyzy,
organické kyseliny zpomaluji rychlost kondenzacni reakce. To je zpisobeno tim, Ze se
organické kyseliny vtomto ptipadé chovaji jako chelataéni a pfemostujici ligandy
(Birnie III ef al., 1999). Kyselina octova reaguje s alkoxidem titani¢itym komplexacni
reakci, kde dojde k Castecné substituci acetatu na alkoxid. Produktem této reakce je
alkoxo-acetat titanicity, ktery je méné reaktivni nez ptivodni alkoxid. Mimo jiné bylo
ukdzano, Ze pouziti kyseliny octové jako katalyzatoru ovliviiuje kromé slozeni

krystalickych fazi také velikost zformovanych krystalinitti (Hidalgo et al., 2007).

Dalsim dulezitym faktorem, ktery lze zatadit do této kategorie, je pH hydrolyza¢niho
média, kdy pH ovliviiuje fAzové sloZeni ptipravenych nanocastic TiO,. Je slozité urcit
piimy vliv pH, protoze dilezitym faktorem je i volba kyselého/bazického katalyzatoru,
jak vyplyva z ptedchozich odstavci. Proto 1ze dohledat mnoho rozporuplnych vysledkd,
napt. Morales et al. (1995) zkoumali vliv pH v rozmezi 3 az 9 v pfitomnosti riznych
katalyzatord. Pfi pH 3 za pouziti HCI ziskali sm¢s anatasu, rutilu a brookitu. Pfi uprave
pH na 5 pomoci kyseliny octové byl vysledny vzorek slozeny hlavné z anatasu a ¢astecné
amorfni faze, pfi pouziti kyseliny stavelové pii pH 5 byla ziskdna pouze amorfni faze.
V piipadé, kdy reakcni smés méla pH 7 bez pritomnosti katalyzatoru, byl vysledny vzorek
sloZen ptevazné z anatasu (93 %) a brookitu. Pti upravé pH reakéni smési na hodnotu 9
pomoci NH4OH ziskali hlavné amorfni material s pfimési anatasu. Naopak Hidalgo et al.
(2007) dosel k zavéru, ze v ptipade pouziti HNOs jako katalyzatoru nedochézi v rozmezi

pH 1,5 az 11 ke zméné fazové kompozice piipraveného materialu.
Metoda syntézy

Nejrozsifenéjsi metodou pro syntézu nTiO, je sol-gel. Je to hlavné kvili jeji
jednoduchosti a moznosti pfizplisobeni reakénich podminek. Hlavnimi parametry, které
lze v tomto ptipad¢é upravovat a ovlivituji krystalické vlastnosti nTiO2, jsou reakéni Cas
ateplota. Vice autorii ukdzalo, ze prodlouzeni doby reakce a nasledné starnuti

pripravené¢ho materialu vede na krystalické formy TiO,. Deshpande et al. (2005) ziskal
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amorfni materidl pfi starnuti materialu 10 dni pfi pokojové teploté, po prodlouzeni doby
starnuti na 120 dni byl ziskan vysoce krystalicky anatas. Sol-gel syntéze pii riznych
teplotach se vénovali ve své praci Daoud a Xin (2005). Pro sviij experiment zvolili 23, 38

ziskan Cisty anatas, stejn¢ jako pii teploté 58 °C.

Dalsi rozsifenou metodou piipravy nTiO2 je hydrotermélni metoda. Na rozdil od metody
sol-gel bylo ukazano, ze reak¢ni Cas a teplota nemaji velky vliv na vysledné fazové
slozeni vzorku. Beusen et al. (2007) ziskal ¢istou fazi anatasu po hydrotermalnim oSetieni
precipitatu hydroxidu titanicitého ziskaného smichanim TTIP s vodou. Dosli k zavéru,
ze klicem k ziskani krystalického vzorku je nutné hydrotermalni oSetfeni precipitatu
pii relativné nizké teploté (100 °C) a kratké dobé (2 hod). Stejnych vysledkti dosahli
1 pfi zvysSeni teploty na 200 °C.

Nekteti autoti ziskali krystalické nanocastice nTiO2 po zkombinovani syntézy metodou
sol-gel z alkoxidu titani¢itého a naslednym hydrotermalnim osSetfenim. Seck ef al. (2013)
ziskal €isty anatas po hydrotermélnim oSetfeni amorfniho vzorku pfipraveného metodou
sol-gel. Tento vysledek ukazuje na to, ze hydrotermalni oSetfeni mtize nahradit jakékoliv
zahtivani pfi syntéze metodou sol-gel. Timto pfedpokladem se ve své praci zabyval
Pulido et al. (2012), kdy porovnaval vzorky pfipravené metodou sol-gel, které¢ byly
nasledné bud’ suSeny v peci pii 120 °C ptes noc nebo hydrotermalné oSetfeny v autoklavu
pii 120 °C po 24 hod. V obou piipadech byl ziskdn vzorek obsahujici hlavné anatas
s malou pfimési brookitu. V ptipad¢ hydrotermalniho oSetfeni vzorku autoti ziskali vétsi

velikost krystalinitli (7 nm) nez v ptipad¢ suseni v peci (5 nm).

3 Metody charakterizace nanocastic

3.1 InfraCervena spektrometrie

Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) je analyticka metoda,
kterou lze pouzit jak pro kvalitativni, tak kvantitativni analyzu. Infraervené zareni
interaguje s méfenou latkou, coz vede ke zméndm vibraéniho a rota¢niho chovani
molekul. Absorbovana energie zateni odpovidd rozdilu mezi vibraénimi hladinami
molekuly (Ferrari et al., 2004). Vysledkem kazdého méteni je infracervené spektrum,
coz je zavislost absorbance nebo transmitance na vinoctu dopadajiciho zaieni. Kazda

molekula mé své specifické spektrum, diky kterému lze zkoumané latky identifikovat
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porovnanim zméfeného spektra s databdzi. Zarovenn se ve spektru nachézeji

charakteristické pasy pro riizné funkéni skupiny.

3.2 Transmisni a rastrovaci elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie je velice u€inny ndstroj pro studium mnoha rtiznych druhii
objektli, mezi které se fadi také nanoc¢astice. Diky mnohonasobnému zvétSeni a dobrému
rozliSeni poskytuje tato analytickd metoda topografické informace a lze s jeji pomoci
zobrazovat nanocastice. Zdrojem elektronti je zhavena katoda. Elektrony jsou nasledné
urychlovany pomoci vysokého napéti a fokusovany pomoci elektrického
nebo magnetického pole (Rose, 2008). Celé zatfizeni musi byt umisténo ve vakuu,

aby nedochazelo k rozptylu a zeslabeni elektronového svazku.

V piipad¢ transmisni elektronové mikroskopie (TEM) jsou elektrony fokusovany
na velice tenkou vrstvu vzorku. Tenk4 vrstva zkoumaného vzorku je nutnou podminkou
pro spravnou instrumentaci, protoze jinak mize dojit k absorpci dopadajicich elektrond.
Po priichodu svazku elektront vzorkem dojde v objektivu ke tvorbé prvniho obrazu,

ktery je nasledné zvétSen projektivem a digitalizovan (Levin ef al., 2016).

Naopak v ptipad¢ skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) urychlené a fokusované
elektrony skenuji povrch vzorku, odkud jsou odrazeny nebo rozptyleny a nésledné
detekovany. Svazek elektrontl je pfed dopadem na vzorek modifikovan systémem cocek
a clon. Informace o vzorku jsou uloZeny nejen v odrazenych elektronech, ale také
v sekundarnich a Augerovych elektronech, piipadné¢ také v rentgenovém zafeni

(McMullan, 1995).

3.3 Metoda dynamického rozptylu svétla

Metodu dynamického rozptylu svétla (DLS) lze pouzit pro métfeni velikosti Castic.
Je zalozena na Brownovu pohybu ¢astic v roztoku, kdy plati, Ze ¢im mensi Castice je, tim
rychleji se pohybuje. Tento vztah mezi rychlosti pohybu ¢astice a jeji velikosti je dan
Stokes-Einsteinovou rovnici (1), kde & je Boltzmannova konstanta, 7 teplota, # viskozita,
r hydrodynamicky polomér a D difuzni koeficient, ktery lze interpretovat jako rychlost
pohybu ¢astice (Kumar et al., 2017).

k-T

D=———
6w n-r

(1)

22



Vzorek rozdispergovany ve vod¢ a umistény v kyvete je ozaren laserovym pulsem. Svétlo
je nésledné rozptyleno na casticich a detekovano po danou dobu. Intenzita detekovaného
svétla kolisa v Case v zavislosti na rychlosti pohybu castic. V pfipad¢€, Ze se svétlo
rozptylilo na malé Castici, je detekovana rychlejsi fluktuace signalu, v opa¢ném piipadé
vétsich Castic jsou detekovany vétsi amplitudy. Ze zmétfené zavislosti intenzity
detekovaného svétla se pak vypocte korelacni funkce, kterd udava, jak dlouho ziistane
jedna Castice na daném misté. Z prubéhu korelacni funkce 1ze urcit difuzni koeficient D

a podle rovnice (1) spocist hydrodynamicky polomér castice.

e @
@® =
< Surface charge (negative)
z @ @ Stern Layer @
! : @ Slipping plane
/ (=}
@
D @
e °
R e e - Surface potential
= e : i
4 @ @ o Stern potential
Q @ * T potential

Distance from particle surface

Obr. 10: Schématické zobrazeni zeta potencialu.

Pomoci metody DLS Ize zméfit i zeta potencidl, ktery odpovida povrchovému naboji
Castice, jeho schématické zobrazeni je vidét na Obr. 10. V ptipadé€, Ze jsou nanocastice
umistény v roztoku, jsou k jejich povrchu pfitahovany opacné nabité Céstice. Tento
proces vede ke vzniku elektrické dvojvrstvy (EDV), coz je oblast, kde ptevazuji hlavné
opacn¢ nabité Castice, nez je naboj jadra, presto se v EDV mohou vyskytovat i ¢astice
stejného naboje. Tato ¢ast roztoku se pohybuje soucasné s danou Castici. Zeta potencial
je pak elektricky potencidl na rozhrani roztoku a EDV, obvykle nabyva hodnot
od -100 do 100 mV. Na zakladé hodnoty zeta potencialu Ize usuzovat na stabilitu danych
nanocastic v roztoku. Literatura udava, ze v ptipad¢, kdy absolutni hodnota zeta
potencidlu je vétsi nez 25 mV, lze povazovat nanocastice v daném prostiedi za stabilni

(Kumar et al., 2017).
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3.4 Rentgenova praskova difrakce

Pro studium slozeni krystalickych vzorku se ¢asto vyuziva rentgenova praskova difrakce
(XRPD). Vzorek ve formé prasku je béhem meéfeni ozafovan rentgenovym zéienim,
coz vede k difrakci zafeni. Zdrojem zafeni je nejcastéji rentgenka, kdy pro zajiSténi
monochromatického zafeni se vyuziva nejraznéjSich filtri (naptf. niklovy filtr
pro m&dénou anodu). Dopadajici zafeni se difraktuje na krystalickych rovinach
a na zaklad¢ rovnice (2), kde d je vzdalenost mezi krystalickymi rovinami, 6 tthel odrazu,
n celé ¢islo a A vinové délka dopadajiciho zafeni, 1ze spocitat uhel, pod kterym k difrakci
dochazi. Dusledkem je nariist intenzity detekovaného rentgenového zéatfeni v daném

smeéru.
2:d-sinf=n-2 (2)

Vysledkem kazdého méfeni je difraktogram, coz je zavislost intenzity detekovaného
zéteni na uhlu 6/26. Kazda krystalicka latka ma sviij specificky soubor vzdalenosti d, tedy
1 jednoznacny difraktrogram, diky kterému lze zkoumané latky identifikovat porovnanim

s databazi (Rendle, 2004).

4  Galium a jeho vyuziti v nuklearni mediciné

Galium je mékky a dobte tazny kov stfibrné barvy s modrosedym nadechem s nizkou
teplotou tani (piiblizné 30 °C), jeho protonové ¢islo je 31. Hlavni uplatnéni galia je jako
slozka nékterych polovodi¢ovych soucastek. V piirodé se vyskytuje jako Ga*" a Ga®*

a je ptimé&si v rudach hliniku, zinku a olova, napft. v bauxitu nebo sfaleritu (Cotton, 1973).

Galium ma 31 zndmych izotopil s nukleonovym ¢islem od 56 do 81, ale pouze dva
izotopy jsou stabilni — °Ga a "'Ga, galium-69 pak tvoii pfiblizné 60 % v piirodé
vyskytujiciho se galia. VSechny ostatni izotopy galia jsou radioaktivni. Izotopy
s nukleonovym c¢islem vys$s§im nez 71 vétSinou podléhaji B~ rozpadu na izotopy germania.
Izotopy s nukleonovym ¢&islem niz$im nez 69 vétSinou podléhaji B rozpadu nebo

elektronovému zachytu a pfemeénuji se na izotopy zinku (Audi et al., 2003).

Nejpouzivangjsim radioizotopem galia je izotop °®*Ga, coz je pozitronovy zafi¢
s polo¢asem rozpadu 67,7 min. Jeho rozpadem vznika ®*Zn, ktery je stabilni. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna pozitronovy zafi¢, vyuziva se v rdmci nuklearni mediciny pfi pfiprave

radiofarmak pro PET. Koordinaéni chemie ®®Ga je velice dobfe prozkoumana, coZ je
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vyhodou pii znadeni radiofarmak. Pro navazani %®Ga na cilici molekulu radiofarmaka
bylo vyvinuto mnoho riznych chelata¢nich ¢inidel, napt. EDTA, DOTA (Le et al., 2013)
Jako piiklad klinicky pouzivaného radiofarmaka znageného %Ga 1ze uvést SomaKit TOC,
ktery se pouziva k zobrazeni nadmérné exprese somatostatinovych receptort u dospélych
pacientll s potvrzenymi nebo suspektnimi dobfe diferencovanym gastro-entero-
pankreatickymi neuroendokrinnimi tumory k lokalizaci primdrnich nadori a pfipadnych
metastaz pomoci PET (SPC SomaKit TOC, 2021). V tomto piipadé je *®Ga navazano do
chelata¢niho ¢inidla DOTA (Cervena c¢ast molekuly na Obr. 11), kterd je navazana na

molekulu edotreotidu (modré ¢ast molekuly na Obr. 11).

K/&\) H (o) j)Lu HN

Obr. 11: Strukturni zobrazeni ozna¢ené molekuly radiofarmaka SomaKit TOC (Weber
etal., 2015).

Dal8im radioizotopem, ktery se vyuziva v nuklearni medicing, je galium-67. Je soucasti
radiofarmaka [*’Ga]-citrdtu. Galium-67 se pfeméiuje elektronovym zachytem na stabilni
67Zn za emise fotont o energiich 93 keV (38 %), 185 keV (21 %) a 300 keV (16,8 %).
Toto radiofarmakum je vyuzivano pro nespecifické zobrazovani tumori a/nebo jejich
lokalizaci nebo pro lokalizaci zanétlivych procesit pomoci SPECT (SPC Gallium(Ga 67)

citrate injection, 2020).

4.1 Generator °8Ge/*8Ga

Gallium-68 je piipravovano z generatoru *Ge(EZ)®Ga. Polo¢as rozpadu **Ge je 287 dni,
a proto ma tento generator velky potencial pro Siroké vyuziti v rdmcei nukledrni mediciny
pro béznou aplikaci v ramci PET vySetieni. Dals$i vhodnou vlastnosti ukazujici na mozné
vyuziti je deefiny produkt po rozpadu *®Ga. Tim je %Zn, ktery se jiz dale nerozpada.
V generétoru je ustanovena trvala radioaktivni rovnovaha mezi %Ge a ®*Ga. Rozpadové

schéma %®Ge je zobrazeno na Obr. 12.
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Obr. 12: Rozpadové schéma %3Ge (Dash et al., 2013).

Zékladni uspoiadani generatoru se sklada z chromatografické kolony, ktera vétSinou
obsahuje jako sorbent oxid titanicity. Schématické uspotadani generatoru je zobrazeno
na Obr. 13. Na sorbent je navazan matefsky radionuklid ®3Ge. Jak se **Ge rozpada, vznika
dcefiny radionuklid ®3Ga ve formé& ®3Ga’*’, ktery je slabé vazan na sorbent. Kolona je
nasledné promyta HCI, kterd vymyje ®Ga z kolony. V tomto kroku je dflleZita slaba
koncentrace kyseliny, siln¢ koncentrovand HCI z kolony vymyje i ionty Ge. Vzhledem
k tomu, Ze sorbent ma mnohem vyssi afinitu ke %*Ge, slabé kysely eluat obsahuje hlavné
ionty ®Ga. V dnesni dobé existuje mnoho model{i generétorti. Lisit se mohou na ptiklad

formou eluce (ru¢ni nebo automaticka) nebo typem sorbentu (Le ef al., 2013).

Needles
Shielded container Eluent
=12 Bushing
0.1 M HCI = - Handle
1K Volume controller
0 —
Filter
Lead shielding
Glass frit
Column

e LY.

Nanoceria-polyacrylonitrile composite

Glass frit

Obr. 13: Schématické zobrazeni ®Ge/*®Ga generatoru (Rubel ef al., 2019).
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Pii pouzivéani eluatu z ®3Ge/*®Ga generétoru pro jakékoliv znadeni je nutné vzit v potaz
pH reakéni smési. Jak je vidét na Obr. 14, Cisté galium v destilované vodé tvofi
nerozpustny Ga(OH);. Naopak pii pouziti slabé kyseliny se rozpousti, stejné¢ tak jako
v roztocich o pH vysS§im nez 9,7 (Bradley et al., 1990). Proto je nutné pii znaceni
jakychkoliv sloucenin ®®Ga kontrolovat pH reakéni smési a p¥ipadné provést korekci nebo

pouzit vhodny pufr, a tim zajistit prostiedi s konstantnim pH.

14

12+

10

GaO(OH)
(solid)

3+ (?)
[Ga(H,0/)]
22 0 2 4 6 8
Molar ratio OH-/Ga3*

Obr. 14: Hydrolyza 0,2M GacCls ve vodé (Bradley et al., 1990).
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Experimentalni ¢ast
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5 Obecn¢ poznamky

Pouzité chemikalie

Vsechny chemikalie byly pouzity bez dalSiho precisténi. V radmci experimentalni ¢asti
byly pouzity nasledujici chemikalie: kyselina chlorovodikova (Merck, tracer free),
TBOT, methanol, ethanol, propan-2-ol (Merck, &istota 99 %), fyziologicky roztok

(Lachner, Cistota 99 %), hovézi krevni sérum, hovézi krevni plasma a albumin (Biowest),

Chromafix SA (Macherey-Nagel).

Pouzité pristroje

Pii experimentech byly pouzity nasledujici pfistroje: ultrazvukova lazen Elmasonic
S 100 H, pfistroj na deionizovanou vodu Direct-Q Milipore, centrifuga Microstarl2
(VWR), centrifuga MPW-360 (Mechanika Precyzyjna), pH metr WPH102 (Watrex)
s elektrodou VWR SM 223, termoblok s funkci michani Grant-bio (PCMT), studnicovy

detektor Curiementor 2 (PTW FREIBURG), galiovy generator Gallipharm Ge-68/Ga-68
(Eckert & Ziegler).

Me¢fteni infracervenych spekter byla provedena na FTIR spektrometru Nicolet iS50

(Thermo Scientific) na diamantovém krystalu metodou ATR.

Snimky TEM byly ziskdny pomoci piistroje Tecnai G2 Spirit na Ustavu

makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky.

M¢tfeni metodou DLS byla provedena na pfistroji Nano-ZS Zetasizer ZEN3600

na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky.

Veskera méfeni XRPD byla provedena na ptistroji RIGAKU MiniFlex 600 pii nastaveni
napéti 40 kV, 15 pA, krok 0,02° 26.
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6 Syntéza nanocastic oxidu titani¢itého

Reak¢ni nadoba s 100 ml deionizované vody byla umisténa do ultrazvukové lazné. Do ni
bylo nasledné ptikapano 5 ml smési TBOT a daného alkoholu dle poméru objemti 1:1,
1:2, 1:3, 1:4, 1:6 a 1:8. Pro experimenty byly zvoleny alkoholy: propan-2-ol, ethanol
a methanol. Celd sm¢s byla ponechana inkubovat po dobu 30 minut. Vznikl¢ nanoc¢astice
byly poté jednou promyty 20 ml daného alkoholu a 2x promyty 20 ml deionizované vody.
Nasledné byly ponechéany susit 48 hod pfti 40 °C. Tyto vzorky budou déle oznacovany
jako nTiO2_x y, kde x oznacuje pouzity alkohol pro syntézu (x = 1 pro IPA, x = 2
pro EtOH a x = 3 pro MeOH) a y oznacuje pocet dilii dan¢ho alkoholu pouzitého

pii syntéze ve vychozi smési TBOT a alkoholu.

7 Znaceni nanocastic nT10, galiem-68

7.1 Eluce generatoru a koncentrovani eluatu

Pro zakoncentrovani eluatu byl pouZzit nasledujici postup. Extrakéni patrona
Chromafix SA byla nejdiive promyta 5 ml vody a nésledné¢ 5 ml MeOH. Poté byla
provedena eluce generatoru 5 ml 0,1M ultracist¢ HCI. Eluat byl promyt ptes extrakcni
patronu, na které se zachytil ®*GaCls. Zachycen4 aktivita byla nasledné z patrony vymyta

pomoci 0,6 ml 1M HCI.

7.2 Znaceni nanocastic v zavislosti na ¢ase a teploté inkubace

Do 1,5ml mikrozkumavky bylo navdzeno 5 mg (£ 10 %) nanocastic nTiO2. Ty byly
nasledné rozdispergovany v 1 ml acetatového pufru o pH 5 — tyto optimélni podminky
byly zvoleny dle vysledka v bakalaiské praci (Janska, 2020). Ke vzorku bylo nasledné
piidano takové mnozstvi koncentrovaného eluatu z generatoru ®Ge/*®*Ga, aby celkova
aktivita vzorku odpovidala 10 — 20 MBq. Poté byla zmétena aktivita vzorku. Ten byl
nasledn¢ inkubovan pfi zvolené teploté a stalém tfepani po urc¢enou dobu. Teploty byly
zvoleny v rozmezi 20 — 90 °C s inkrementem po 10 °C, doba tfepani 5, 15, 30, 40, 50
a 60 min. Vzorek byl nasledné¢ promyt 1 ml fyziologického roztoku. Pro zachovani
geometrie méefeni byl konecny vzorek rozdispergovan v 1 ml deionizované vody
anasledné¢ byla zméfena jeho aktivita. Pro kontrolu byla zméfena aktivita i vSech

supernatantll. VSechny vzorky byly pfipraveny 3x.
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7.3 Znaceni nTiO; pt1 optimalnich podminkéch

Do 1,5ml mikrozkumavky bylo navazeno 5 mg (= 10 %) daného vzorku nanocastic
nTiO2_x y. Ty byly nésledné rozdispergovany v 1 ml acetatového pufru o pH 5.
Ke vzorku bylo nasledn¢ ptidano takové mnozstvi koncentrovaného eluatu z generatoru
8Ge/*®Ga, aby celkova aktivita vzorku odpovidala 15 — 20 MBq. Poté byla zméfena
aktivita vzorku. Ten byl nasledné inkubovén pti 20 °C a stalém tfepani po dobu 15 min.
Vzorek byl nasledné promyt 1 ml fyziologického roztoku. Pro zachovani geometrie
méieni byl kone¢ny vzorek rozdispergovan v 1 ml deionizované vody a nasledné byla
zméfena jeho aktivita. Pro kontrolu byla zmétfena aktivita ivSech supernatantt.

Vsechny vzorky byly pfipraveny 3x.

7.4 Stabilitni studie

Do 1,5ml mikrozkumavky bylo navazeno 5 mg nTiO; (£ 10 %). Navazka byla néasledné
rozdispergovana v 1 ml acetatového pufru o pH 5. Ke vzorku bylo nésledné ptidano
piiblizné 130 MBq %®Ga, vzorek byl nésledné inkubovan pti 20 °C a neustalého michani
po dobu 15 min. Oznaceny vzorek byl promyt 1 ml fyziologického roztoku a byl stanoven
vytézek znaceni. Ke vzorku byl nésledné pfidan 1 ml biologické matrice (fyziologicky
roztok, 5% albumin, hovézi krevni sérum a hovézi plasma). Néasledné byl vzdy po 10, 20,
40, 60, 120 a 180 minutach vzorek zcentrifugovan a bylo z néj odebrano 500 pl biologické
matrice, u které¢ byla zmétena jeji aktivita. Odebrand matrice byla poté vracena zpét
ke studovanému vzorku. Nakonec bylo stanoveno procento uvolnéné aktivity

za studovany Casovy usek. VSechny vzorky byly pfipraveny 3x.
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8 Vysledky a diskuze

8.1
8.1.1

Charakterizace ptipravenych nanocastic

InfraCervena spektrometrie

Zmétena infracervena spektra vsech vzorkli nTiO; jsou uvedena na Obr. 15 az Obr. 17.

Na vSech spektrech je v okoli 3250 cm! patrny $iroky pas odpovidajici valenéni vibraci

OH skupiny, doplnény pasem deformaénich vibraci OH vazeb v okoli 1632 cm’!

indikujicich hydrataci na povrchu nTiO;. Pro TiO> je charakteristicky pas v rozmezi

1000 — 400 cm’!, ktery odpovida valenénim vibracim Ti— O a Ti — O — Ti (patrna raménka

na intenzivnim pasu).
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Obr. 15: Infracervena spektra vzorkt nTiO,_1 pfipravené v IPA.
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Obr. 16: Infracervena spektra vzorkd nTiO,_2 pfipravené v EtOH.
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8.1.2
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Obr. 17: Infradervena spektra vzorkd nTiO,_3 ptipravené v MeOH.

Rentgenova praskova difrakce

Na ziskanych difraktogramech vzorkd nTiO2_1 y na Obr. 18 a Obr. 19 byly porovnanim

se zaznamy z databaze uréeny piky odpovidajici modifikacim anatasu a brookitu. Vzorky

nTiO:1

1 aznTiO2_1 4 maji dobfe definované piky, coz ukazuje na jejich vysokou

krystalinitu. U vzorki nTiO2_1 5anTiOz 1 6 jsou piky mén¢ definované, coz mize byt

zpusob

eno bud amorfnim charakterem pfipravené¢ho nTiO2 nebo malou velikosti

pripravenych nanocastic. Tyto vysledky jsou v souladu s difraktogramy ziskanymi

pomoci TEM.
1,0 = —nTiO2 1 1
——nTiO2 1 2
s 08 = —nTiO2 1 3
Z ’ A Anatase, PDF #21-1272
= ¢ Brookite, PDF #15-0875
8 0’6 [
k= A
§ 0,4 & {
5
5'2 0,2 .
0.0 il MM'MMM
10° 20° 30° 40° 50° 60° 70° 80°

Difrak¢ni thel 20

Obr. 18: Difraktogramy vzorkti nTiO,_1 1, nTiO, 1 2anTiO,_ 1 3.
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Obr. 19: Difraktogramy vzorka nTiO, 1 4, nTiO, 1 6 anTiO, 1 8.
V ptipadé difraktogrami vzorkli nTiO2_2 y a nTiO2_3 y nelze identifikovat zadné piky
odpovidajici néjaké krystalické modifikaci TiO>. To ukazuje na amorfni charakter
pripravenych nanocastic. Pro ilustraci ziskanych vysledkll jsou na Obr. 20 uvedeny

ziskané difraktogramy vzorkd nTiO2 2 6.anTiOz_ 3 6.

1O ¥
S 0,8 F _nT102_3_6 _nT102_2_6
i
2 0,6
R=
g 04 ¢
5
5 02
R L L o L o |
10° 20° 30° 40° 50° 60° 70° 80°

Difrakéni uhel 20

Obr. 20: Difraktogramy vzorkt nTiO,_2 6 a nTiO,_3 6.

8.1.3 Transmisni elektronova mikroskopie

Na vSech TEM snimcich na Obr. 21, Obr. 23 a Obr. 25 lze pozorovat shlukovani mens$ich
castic, které nasledné¢ vytvofily ve vodném prostiedi vétsi agregaty. To bylo
pravdépodobné zplisobeno delsi prodlevou mezi piipravou vzorkl a jejich métenim.
Proto nelze usuzovat z téchto vysledkll na velikost danych Castic. Pro lepsi stanoveni

velikosti pfipravenych nanocéastic bude nutné najit vhodnou metodu stabilizace

nanocastic TiO2 ve vodném prostiedi.
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Na Obr. 22, Obr. 24 a Obr. 26 jsou zobrazeny difraktogramy ziskané pomoci transmisni
elektronové mikroskopie vSech piipravenych vzorkli nTiO». Na difraktogramech vzorkl
nTiO2_1 y na Obr. 22 jsou dobie viditelné difrakéni vzorce, coz ukazuje na vysokou
krystalinitu vSech vzorkti nTiO2_1 y. Nejvyssi krystalinitu vykazuje vzorek nTiOz 1 2,
u dalsich vzorka v sérii krystalinita kles4, pfesto nelze ani jeden vzorek povazovat
za amorfni. Difraktogramy vzorki nTiOz 2 y, resp. nTiO2 3 y, jsou zobrazeny
na Obr. 24, resp. na Obr. 26. Ani v jednom piipadé nelze na difraktogramu identifikovat
zadny difrakéni vzorec, proto lze usoudit, ze se jedna o amorfni vzorky. VSechny tyto

vysledky jsou ve shod¢ s vysledky ziskanymi pomoci XRPD.

Obr. 21: TEM snimky TiO, vzorkii nTiO, 1 1 (A), nTiO>_1 2 (B), nTiO,_ 1 3 (C), nTiO»_1 4 (D),
nTiO, 1 6 (E)anTiO, 1 8 (F).
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Obr. 22: Difraktogramy vzorkti nTiO> 1 1 (A), nTiO2 1 2 (B), nTiO, 1 3 (C), nTiO,_ 1 4 (D),
nTiO,_1 6 (E) anTiO,_1 8 (F) ziskané pomoci metody TEM.

Obr. 23: TEM snimky TiO, vzorkii nTiO, 2 1 (A), nTiO,_2 2 (B), nTiO, 2 3 (C), nTiO,_2_4 (D),
nTiO, 2 6 (E)anTiO, 2 8 (F).
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Obr. 24: Difraktogramy vzorkt nTiO2 2 1 (A), nTiO2 2 2 (B), nTiO, 2 3 (C), nTiO, 2 4 (D),
nTiO, 2 6 (E)anTiO, 2 8 (F) ziskané pomoci metody TEM.

Obr. 25: TEM snimky TiO, vzorkii nTiO, 3_1 (A), nTiO_3_2 (B), nTiO, 3 3 (C), nTiO_3_4 (D),
nTiO, 3 6 (E)anTiO, 3 8 (F).
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Obr. 26: Difraktogramy vzorkti nTiO2_3 1 (A), nTiO2 3 2 (B), nTiO, 3 3 (C), nTiO,_3 4 (D),
nTiO,_3 6 (E) anTiO,_3 8 (F) ziskané pomoci metody TEM.

8.1.4 Dynamicky rozptyl svétla
Pomoci metody DLS byly ur¢eny hydrodynamické poloméry piipravenych nanocastic
ve vodném prostiedi, jejich primérné hodnoty a zeta potencial jsou uvedeny v Tab. 1.

Velikostni rozdéleni hydrodynamicky polomérti pro jednotlivé vzorky jsou zobrazena

na Obr. 27 az Obr. 29.

Tab. 1: Primérné hydrodynamické poloméry a zefa potencialy vsech vzorkl nTiO; ziskané metodou

DLS.
vzorek N zeta vzorek N zeta vzorek N zeta
[nm] | potencial [nm] | potencial [nm] | potencial
[mV] [mV] [mV]

nTiO, 1 1] 776,1 | 26,6 | nTiO, 2 1 |407,1 | 246 | nTiO, 3 16495 | -473
nTiO, 1 2 | 839,5 | 242 | nTi0, 2 2| 1692 | -22,1 | nTi0, 3 22399 | -47.1
nTiO, 1 3 | 6753 | 438 | nTi0, 2 3 | 3187 | -30,0 | nTiO, 3 32075 | -413
nTiOy 1 4 | 694,5 | 43,0 | nTiOy 2 4 | 140,4 | 454 | nTiOy 3 4 | 1662 | -57,7
nTiO, 1 6 | 151,0 | -48,1 | nTi0, 2 6  201,3 | -38,7 | nTi02 3 62599 | -302
nTiO, 1 8 | 187,9 | -50,5 | nTiO, 2 8 | 1523 | -438 | nTiO, 3 8 | 1384 | -45.1
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Pfi porovnani primérnych hydrodynamickych polomért u vzorkii nTiO2_1 y je vidét,
ze se snizujicim se obsahem TBOT ve vychozi smési dochdzi ke zmensovani primérného
hydrodynamického poloméru ptipravenych nanocastic. Nejmensi hodnoty bylo dosazeno
u vzorku nTiO2 1 6. U vzorkl nTiO2 2 y a nTiO2_3 y lze pozorovat podobny trend,
i1kdyz rozdily mezi jednotlivymi velikostmi nejsou tak markantni. NejmensSich
pramérnych hydrodynamickych polomérd bylo ve vSech ptipadech dosazeno
pii pomérech 1:4 (s vyjimkou pouziti IPA), 1:6 a 1:8. Ve vSech piipadech se velikost

pohybovala v rozmezi 140 az 250 nm.

Pti porovnani postupt s rozdilnym alkoholem ale stejnym pomérem vychozi smési lze
vypozorovat, ze nejmensich hydrodynamicky poloméri bylo dosazeno pii pouziti EtOH.
Pti pouziti MeOH nebylo dosazeno vétsiho rozdilu ve velikosti nanocastic nez pii pouZziti
EtOH. Naopak pfi pouziti IPA byly vétSinou naméteny velikosti nano¢astic mnohem vétsi
nez pii pouziti EtOH, Vyjimku tvoii poméry 1:6 a 1:8, kdy se velikosti pohybuji
na ptiblizné stejné urovni. I kdyz se jako nejvhodnéjsi alkohol pro syntézu nanocastic
nTiO; jevi ethanol, nebyl zvolen jako optimalni, protoze pfi jeho pouziti se formovaly
amorfni vzorky. Proto byl zvolen jako vhodny alkohol propan-2-ol, pfi jehoZ pouziti

vykazovaly vzorky krystalicky charakter.

Celkové nejmensiho primémého hydrodynamického poloméru bylo dosazeno u vzorku
nTiO> 3 8, ato 138,4 nm. Pifi pouziti EtOH bylo dosazeno nejmensiho
hydrodynamického poloméru u vzorku nTiO2_2 4 (140,4 nm) a pfi pouziti IPA u vzorku
nTiOz 1 _6 (151,0 nm).

Na stabilitu pfipravenych nanocastic v daném prostiedi ukazuje hodnota zeta potencialu.
V piipadé, ze je absolutni hodnota vyssi nez 25 mV, lze vzorek v daném prostiedi
povazovat za stabilni. Pro t¢émét vSechny vzorky byla absolutni hodnota zeta potencialu
vy$si nez 25 mV. Vyjimkou jsou vzorky »nTiO> 1 2, nTiO 2 1 a nTiOy 2 2,
kdy ale ve vSech ptipadech se absolutni hodnota blizi 25 mV.
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Obr. 27: Velikostni rozdéleni hydrodynamického poloméru vzorkt nTiO,_1 1 (A), nTiO,_ 1 2 (B),
nTiOy 1 3 (C), nTiO_1 4 (D), nTiO>_1 6 (E) anTiO,_1 8 (F).

V ptipadé€ vzorkl nTiO2_1 y ptfipravenych hydrolyzou smési TBOT a IPA lze pozorovat
na Obr. 27, ze zastoupeni nejvice Castic se posunuje k mensim hodnotam velikosti se
zvySujicim se obsahem IPA ve vychozi reakéni smési. V piipad¢ vzorki nTiO2 1 6 (E)

anTiOz_1 8 (F) bylo nejvice ¢astic zaznamenano s velikosti okolo 100 nm.
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Obr. 28: Velikostni rozdéleni hydrodynamického poloméru vzorkt nTiO, 2 1 (A), nTiO, 2 2 (B),

nTiO, 2 3 (C), nTiO, 2 4 (D), nTiO, 2 6 (E) a nTiO, 2_8 (F).

Naopak u vzorkli #nTiO> 2 y pfipravenych hydrolyzou smési TBOT a EtOH lze

na Obr. 28 pozorovat ¢ast ¢astic s rozméry 1000 nm a vice, v ptipad¢ vzorkt nTiOz 2 1

(A) anTiOz 2 2 (B) az 5 um, coz ukazuje na jejich agregaci ve vodném prostiedi.

I pfesto nemala ¢ast vzorku méa rozmér okolo 100 nm. Vyjimkou je vzorek nTiO> 2 8

(F), u kterého zadné vétsi agregované ¢astice pozorované nejsou.
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Obr. 29: Velikostni rozdéleni hydrodynamického poloméru vzorkt nTiO> 3 1 (A), nTiO, 3 2 (B),
nTiOy 3 3 (C), nTiO_3 4 (D), nTiO2 3 6 (E) anTiO,_3 8 (F).

V ptipadé, ze pro syntézu byla zvolena smés TBOT a MeOH, dochézelo u vSech vzorkt
k velmi $iroké distribuci velikosti pfipravenych ¢astic od 100 nm do 1 pm, jak je vidét
na Obr. 29. Vyjimku tvoii vzorek nTiO2 3 1 (A), jehoz distribuce hydrodynamického
polomeéru je sice uzsi, ale vétSina ¢astic ma rozméry piiblizné 1 pm. Nejmensich velikosti
castic bylo dosazeno u vzorku nTiO>_3 8 (F), kdy vétSina ¢astic ma rozmér priblizné

100 nm.
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8.1.5 Porovnani vlivu zmény reak&nich podminek na ptipravené nTiO,
Bylo zjisténo, ze zvySovanim obsahu alkoholu ve vychozi reakéni smési pii piipraveé
nTiO2 dochazi k formaci menSich c¢astic, které jsou zéaroven stabilnéjsi ve vodném

prostiedi nez pii niz§im poméru vychozich latek.

V piipadé pouziti IPA ve vychozi smési byl vzorek sloZzen ze dvou fazi (anatas a brookit),
coz bylo potvrzeno z méfeni difraktogramti pomoci XRPD i TEM. V piipadé pouziti
EtOH a MeOH byly vysledné vzorky amorfni. Vzhledem k nutnosti konzistence
pripravenych sérii vzorki neni proto pouziti EtOH nebo MeOH vhodné. Tento vysledek
neni v souladu s publikovanymi studiemi, ale je tfeba vzit v ivahu mnoho dalSich faktora,

které mohly mit vliv na fazové sloZeni ptipravenych vzorkda.

Jednim z téchto dulezitych faktort, které mohou mit vliv na krystalinitu vzorku, se zda
byt doba starnuti. V ptipad¢ vzorkl ptipravenych ze smési TBOT a IPA doslo k jejich
meétfeni po dobé faddové o nékolik tydni delsi, doba mezi méfenim XRPD a TEM
a pfipravou byla ptiblizné 3 mésice, nez v piipadé vzorkl piipravenych ze smési TBOT
a EtOH nebo MeOH, jejichz méteni bylo realizovano do 4 tydni od syntézy. V dalSich
experimentech bude nutné se zaméfit na moznost, ze krystalizace vzorku probiha
az po urcité dobé od syntézy. Tyto vysledky jsou v souladu s mnoha publikovanymi

¢lanky, kde je ukazéano, ze amorfni vzorky po starnuti prechézeji na vzorky krystalické.

Ve vSech ptipadech byla na snimcich TEM pozorovana agregace castic do vétsich klastra,
proto bude nutné v ramci budoucich experimentli najit zplsob stabilizace nanocastic

ve vybraném prostiedi, které¢ bude vhodné pro jejich dlouhodobé uskladnéni.

Kvuli vySe popsanym vysledkim byl jako nejvhodnéjsi alkohol pro ptipravu nTiO>
hydrolyzou smési alkoholu a TBOT zvolen propan-2-ol. Jako nejvhodné&jsi pomér byl
zvolen 1:6. Takto zvolené reakéni podminky vedly na nanocastice s primérnym

hydrodynamickym polomérem 151,0 nm.

8.2 Stanoveni optimalnich podminek znaceni

Pro stanoveni optimalnich podminek znaceni nTiO, ®3Ga byl zvolen vzorek nTiO, 1 6.
Jako priklad vypoctu vytézku znaceni je uvedeno znaceni vzorku nTiO>_1 6 pii teplote
90 °C a dob¢ inkubace 5 min, tyto hodnoty jsou uveden v Tab. 2. Hodnota 4; oznacuje

aktivitu ®Ga ptidané ke vzorku, hodnota 4> je aktivita vzorku po oznadeni a promyti.
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Tab. 2: Hodnoty aktivit pouzitych pii vypoctu procentudlniho oznaceni nTiO,_1 6 pti 90 °C a dobé
inkubace 5 min a vypocteny procentudlni vytézek znaceni Y.
A;[MBq] | 4;[MBq] | Y [%l]
nTiO2_1 6 16,31 12,04 95,82

Vypocet probihal nasledovné: podle vzorce ( 3 ), kde - je ub&hly ¢as mezi jednotlivymi
méfenimi a T polocas rozpadu %®Ga, byla spoctena aktivita 43, coZ je na ¢as piidana
korigovand aktivita. Doba - mezi jednotlivymi méfenimi aktivit 4; a 4> byla 25 min.

Nakonec byl podle vzorce ( 4 ) spocten vytézek oznaceni Y pro dany vzorek.

_troz _ﬁ 3
A;=A,-2 T2 =16,31-27677 = 12,64 MBq (3)
_ Az _ 12,04 _
N 100 % = Tea 100 % = 95,82 % (4)

Vytézky znaceni pro vSechny experimenty jsou uvedeny v Tab. 3. Na Obr. 30 az Obr. 37
jsou vyobrazeny grafy zavislosti vytézku spole¢né s chybami znaceni nTiO; galiem-68
pro rtizn¢ dlouhou dobu inkubace pti konstantni teploté. Jak lze vidét v souhrnu vytézka
znaceni zobrazeného v Tab. 3, jsou vSechny hodnoty vyS$si nez 90 %. I piesto lze
pozorovat vzestupny trend vytézku pti zvySovani teploty a doby inkubace. Ale vzhledem
k relativné kratkému polocasu rozpadu Ga (7> = 67,7 min) neni vhodné dobu inkubace

zbyte¢né prodluzovat na vice nez 30 minut, coZ odpovidd poloviné polo¢asu rozpadu
68Ga

Vzhledem k vySe uvedenym diivodiim byla jako optimalni teplota pro inkubaci vzorkt
nTiO, pfi znadeni *Ga zvolena teplota 20 °C, ktera se blizi bézné laboratorni teploté.
Jako nejoptimalnéj$i doba inkubace pak bylo zvoleno 15 minut. Tato varianta byla
zvolena hlavné proto, Ze béhem této doby nedojde k velkému snizeni aktivity vlivem
radioaktivniho rozpadu %®Ga. Pfi tomto nastaveni reakénich podminek znaceni nTiO>

8Ga se vytézek znaceni pohybuje okolo 95 %.
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Tab. 3: Vytézky znaceni nTiO, v procentech pro rizné doby a teploty inkubace.

t[min]/T[°C] | 20 | 30 40 50 60 70 | 80 | 90
5 94,89 9451 9483 96,07 96,36 9499 9510 96,65
£124 +£1,09 +054 +044  +£1,19 +£142 +278 +235
15 95,23 | 94,58 96,31 96,39 @ 97,18 | 96,24 | 96,87 @ 97,76
+0,95  +£254  +142 | £0,19 +£0,73  +1,00 +£2,10 =+0,86
30 95,49 9550 96,97 97,03 96,81 @ 99,04 @ 98,90 98,34
£122 +136 +130 +1,60 +1,04 +146 +£1,79 +1,40
40 94,34 | 95,83 96,63 96,87 | 97,52 | 95,99 | 98,70 | 98,81
+1,07  £144 | 125 | £141  £1,72  +1,38  +£2,07 | +£0,82
50 96,11 95,15 96,85 97,15 | 97,18 | 99,07 | 98,90 99,59
+143 +£2,01 +088 +£149 +3,09 +£006 =£1,02 £033
60 95,74 | 95,60 96,56 97,13 @ 97,79 97,22 98,98 @ 100,34
+1,68 *+166 | +1,13 | £1,88 | £143 | +£+2,70  +1,33 | +£3,22
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> )
95,00 ®
®
94,00
93,00
0 10 20 30 40 50 60 70
t [min]
Obr. 30: Zavislost vytézku znaceni nTiO; *Ga na dobg inkubace pii 20 °C.
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Obr. 31: Zavislost vytézku znaceni nTiO; *Ga na dobg inkubace pii 30 °C.
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Obr. 32: Zavislost vytézku znaceni nTiO; *Ga na dobé inkubace pii 40 °C.
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Obr. 33: Zavislost vytézku znaceni nTiO; *Ga na dobé inkubace pii 50 °C.
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Obr. 34: Zavislost vytézku znaceni nTiO; *Ga na dobé inkubace pii 60 °C.

46



Y [%]

Y [%]

Y [%]

101,00
100,00
99,00 ® (]
98,00
97,00
96,00
95,00 ®
94,00
93,00

0 10 20 30 40 50 60
t [min]

Obr. 35: Zavislost vytézku znaceni nTiO; ®Ga na dobé inkubace pii 70 °C.
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Obr. 36: Zavislost vytézku znaceni nTiO, *Ga na dobé inkubace pfi 80 °C.
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Obr. 37: Zavislost vytézku znaceni nTiO, *Ga na dobé inkubace pti 90 °C.
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8.3 Znaceni nTi0O; za optimélnich podminek

Vytézek znaceni pro vSechny vzorky nTiO: za optimalnich podminek byl vypocitan podle
vzorcl ( 3) a (4 ). VSechny hodnoty spole¢né s odchylkami jednotlivych méteni jsou
uvedeny v Tab. 4. Ve vSech piipadech bylo dosazeno vytéZku znaceni vice nez 90 %.
Obecné lze fict, ze bylo dosazeno vyssiho vytézku znaceni pro nTiO2_1 nez u dalSich
dvou vzorktll s odliSnym postupem piipravy Bylo dokazano, ze zplsob ptipravy nTiO:

nema vyznamny vliv na schopnost nano¢astic sorbovat **Ga.

Tab. 4: Vytézky znaceni vzorkl nTiO; galiem-68 pfi optimalnich podminkach.

vzorek

Y [%]

vzorek

Y [%]

vzorek

Y [%]

nTiOy 1 1

96,34 £ 1,54

nTiO; 2 1

93,26 £2,85

nTiOy 3 1

92,55 +£2,35

nTiOy 1 2

98,26 £ 0,39

nTiOy 2 2

91,88 £0,47

nTiOy 3 2

96,01 £0,55

nTiO, 1 3

98,12 £0,27

nTiO, 2 3

92,50 £ 0,84

nTiO, 3 3

95,29 £2,42

nTiO 1 4

97,95 +£0,31

nTiO, 2 4

94,59 + 1,88

nTiO, 3 4

92,51+ 1,29

nTiOy 1 6

98,13 £1,38

nTiO) 2 6

95,76 £ 0,41

nTiO2 3 6

94,50 £ 0,98

nTiOy 1 8

95,45 £ 3,46

nTiO, 2 8

97,14 £ 0,66

nTiO 3 8

95,54 £2,28

8.4 Stabilitni studie s %Ga

Stabilitni studie byly provedeny se vzorkem nTiO> 1 6. Jako biologické matrice byly
zvoleny hovézi krevni sérum, hovézi krevni plasma, 5% roztok albuminu a fyziologicky
roztok. Vypocet uvolnéné aktivity probihal tak, Ze nejdiive byla zméfend aktivita
odebrané biologické matrice vyndsobena dvéma. Uvolnéna aktivita pak byla spoctena
jako procentudlni podil aktivity oznacené¢ho vzorku korigované na cas. Grafické

znazornéni uvolnéné aktivity do vSech 4 biologickych matric je zobrazeno na Obr. 38.

V piipad¢ fyziologického roztoku a albuminu nedochéazelo v Case k téméf zadnému
uvoliiovani aktivity ze vzorku. Ve vSech piipadech se procento uvolnéné aktivity
pohybovalo okolo 1 % 1 s odchylkou. V pifipadé méteni po vice neZ 120 min aktivita

klesla az k mezi detekce pfistroje.

Uvolnéna aktivita do hovézi krevni plasmy v prvnich 20 min rychle stoupala, dalsi
uvolnovani se poté zpomalilo az dosdhlo maxima 33,42 + 1,66 % po 60 min. Od té doby
se hodnota uvolnéné aktivity ustéalila na pfiblizné 33 %. Na této hodnoté se priblizné

drzela az do konce experimentu.

Do hovéziho krevniho séra nedochéazelo ktak rychlému uvolnovani aktivity jako

v pfipadé do hovézi krevni plasmy. Maximalniho procenta uvolnéné aktivity bylo
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dosazeno po 120 min, a to 36,25 + 1,57 %. Nasledné procento uvolnéné aktivity zacalo
postupné klesat, kdy po 240 min kleslo na 32,36 + 4,54 %. V tomto piipad¢ byla zjiSténa
relativné vysokd odchylka méfeni. Proto by bylo vhodné experiment zopakovat i v delSim
casovém useku, aby se zjistilo, jestli pokles uvolnéné aktivity pokracuje nebo jestli pouze

doslo k odchylce méfeni.
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Obr. 38: Procento uvolnéné aktivity ze vzorku [®*Ga]-nTiO, v ¢ase v prostiedi krevniho séra, krevni
plasmy, 5% albuminu a fyziologického roztoku.
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14 A4
Zaver
Volbou vhodnych reakénich podminek pfi syntéze nanocastic je mozné kontrolovat nejen
velikost nanocastic, ale také 1 dalSi vlastnosti, jako je na ptiklad fazové slozeni
piipravenych nanocastic. Bylo prokdzano, ze zménou poméru TBOT a alkoholu
ve vychozi smési lze ziskat nanocastice o riiznych velikostech. Vzhledem k tomu, Ze je
zédouci, aby opakovana syntéza vedla na stejné vysledky, byl jako nejvhodné;jsi alkohol
zvolen propan-2-ol, ktery jako jediny vedl k ziskani krystalické faze nTiO,. V ptipade
pouziti ethanolu nebo methanolu byly ziskany amorfni materidly. Jako nejvhodnéjsi

pomér TBOT:IPA byl zvolen pomér 1:6, ktery vedl na nejmensi velikost pfipravenych

nanocastic.

Dilezitym aspektem piipravenych nanocastic je také jejich stabilita ve vodném prostiedi.
Prestoze ukazatel zeta potencidlu naznacuje stabilitu témét vSech vzorkd, je u TEM
snimkli nanocastic TiO, dobfe pozorovatelnd agregace menSich casteCek do riizné
velkych shluki. Pravdépodobné k tomu dochazi po delsi dobé od ptipravy. Proto bude
nutné v budoucich experimentech prozkoumat c¢asovou stabilitu piipravovanych

nanocastic a jejich moznou modifikaci tak, aby k jejich agregaci dochéazelo co nejméné.

Dal§i experimenty byly zaméfeny na zkoumdni kinetiky znaceni nTiO2 ®Ga
v acetatovém pufru o pH 5. Po vyhodnoceni vysledkii série experimenti byly jako
optimalni podminky pro znaceni zvolena doba inkubace 15 min pii 20 °C, a to proto, Ze
teplota 20 °C je blizka laboratorni teploté, vzorek tedy neni nutno zahtivat, rovnéz kratka
doba inkubace zajisti malé snizeni aktivity z divodu radioaktivniho rozpadu. Pii

takovémto nastaveni reakénich podminek bylo dosaZeno vytéZzku znaceni ptes 95 %.

Po zjisténi optimalnich podminek pro znadeni nTiO> *®Ga bylo ovéfeno, Ze zména
reakénich podminek pfi syntéze nTiO, nema vyrazny vliv na jejich znadeni **Ga.

Ve vsech ptipadech bylo dosaZeno vytézku znaceni vice nez 90 %.

Na zavér byly provedeny stabilitni in vitro studie, kdy byla zkoumadana stabilita
[%¥Ga]-nTiO; ve fyziologickém roztoku, 5% roztoku albuminu, krevni plasmé a krevnim
séru po dobu 4 polocast rozpadu **Ga. V pripadé fyziologického roztoku a 5% roztoku
albuminu téméf nedochdzelo k uvolnovani aktivity, kdezto v krevnim séru a plasmé
uvolnéna aktivita jiz po 40 min, coz odpovida ptiblizn€ 2/3 polo¢asu rozpadu, presahla

30 %. Proto bude v budoucich experimentech nutné se zaméfit na lepsi navazani ®3Ga
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na molekuly #TiO», napiiklad pomoci objemového znageni, kdy bude **Ga ptidavano jiz
b&hem syntézy nanocastic do reakéniho roztoku, coZ zabezpe¢i inkorporaci ®3Ga

do struktury nanocastic. Tento postup miize vést ke sniZzeni uvoliiované aktivity.

Dalsim dtlezitym faktorem pro vyuziti nTiO2 v mediciné je jeho distribuce v organismu
a testovani snésenlivosti nanocéstic organismem. PfestoZe se jedna o netoxicky material,
je vsSeobecné¢ zndmo, Ze nanocastice se obecné¢ hromadi v jatrech, coz neni velmi
perspektivni pro vyuziti v nukledrni mediciné. Proto bude nutné v budoucich
experimentech se zaméfit na modifikaci povrchu nanocastic tak, aby nedochézelo

k interakci s organismem a zaroven aby byly zacileny na pozadované misto v organismu.
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