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Konferencia NANOVIR

Hlavnym ciel om vedeckej konferencie NANOVIR bola prezentécia vedeckych vy-
sledkov, ziskanych pocas rieSenia projektu NANOVIR — Nanocastice pre rieSenie dia-
gnosticko-terapeutickych problémov s COVID-19, spolufinancovaného z Eur6pskeho
Fondu Regionédlneho Rozvoja v Operacnom Programe Integrovand Infrastruktira
2014 - 2020, ITMS: 313011AUW?. Projekt bol rieSeny v obdobi 1.1.2021 - 30.6.2023
a bol podporeny sumou 1 916 004,79 EUR. Spolupodiel'ali sa na iom tri spoluriesi-
tel'ské organizdcie: Univerzita Pavla Jozefa Safdrika v KoSiciach ako hlavny riesitel,
Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmdcie v Kogiciach ako partner &. 1 a Ustav
experimentdlnej fyziky Slovenskej akadémie vied ako partner €. 2.

Ciele

Na konferencii boli prezentované poznatky z oblasti vyskumu a vyvoja nanomate-
ridlov. Hlavnou témou bola priprava magnetickych nanocastic pre rieSenie diagno-
sticko-terapeutickych problémov virusovych ochoreni, charakterizacia réznych fy-
zikdlno-chemickych vlastnosti, Struktirnych vlastnosti, magnetickych vlastnosti,
biologickych vlastnosti.

Tématické okruhy

* Magnetické nanocastice

« Struktira nanomateridlov

¢ Fyzikdlno-chemickd charakterizdcia nanomateridlov

* Magnetickd separécia

» Cytotoxicita nanomaterialov

¢ Interakcia nanomateridlov s RNA

* VyuZitie magnetickych nanocastic pre diagnostiku virusovych choréb
* VyuZzitie magnetickych nanocastic k terapeutickym ticelom

Miesto konania konferencie

Budova PROMATECH - semindrna miestnost’ na poschodi, Watsonova 47, 040 01
Kosice.



Organizatori

Konferencia NANOVIR spolo¢ne organizovand institticiami participujicimi na rie-
Seni projektu:

* Prirodovedeckd fakulta Univerzity Pavla Jozefa Safarika v Ko$iciach, Srob4-
rova 2, 041 54 KoSice

« Ustav experimentalnej fyziky v.v.i. Slovenskej akadémie vied, Watsonova 47,
040 01 Kosice

¢ Univerzita veterindarneho lekarstva a farmécie, Komenského 73, 041 81 KoSice
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Prihovor

VéZeni kolegovia, spoluriesitelia projektu,

hlavnym ciel om vedeckej konferencie NANOVIR je prezentécia vedeckych vysled-
kov, ziskanych pocas rieSenia projektu NANOVIR — Nanocastice pre rieSenie diagno-
sticko-terapeutickych problémov s COVID-19, financovaného z Eurépskeho Fondu
Regionalneho Rozvoja v Operacnom Programe Integrovana Infrastruktira 2014 —
2020, ITMS: 313011AUW?. Projekt bol rieSeny v obdob{ 1.1.2021 — 30.6.2023 a bol
podporeny sumou 1 916 004,79 EUR. Spolupodiel'ali sa na fiom tri spoluriesitel -
ské organizacie: Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach ako hlavny riesitel,
Univerzita veterinarskeho lekdrstva a farmécie v KoSiciach ako partner ¢. 1 a Ustav
experimentdlnej fyziky Slovenskej akadémie vied ako partner €. 2.

Ciel om projektu NANOVIR bolo: a) skvalitnit' laboratérnu diagnostiku vyuZzitim
novych varidcii silikou obalenych magnetickych nanocastic na izoldciu virusovej
RNA s néslednou detekciou metédou RT-qPCR spolu s efektivnou kontrolou kvality
sterov a b) preskiimat’ potencidl antivirusovej terapie a perspektivy podévania an-
tivirotik s vyuzitim biokompatibilnych systémov na podavanie lie¢iv s pred{zenym
Ucinkom na bdze SiO; nanocastic pre Gc€innejsiu diagnostiku a terapiu ochorenia
COVID-19. Projekt rozsiril vyskumnu a inovacnu infrastruktiru a kapacity na roz-
voj excelentnej vedy a prispel k hospodarskemu rastu v RIS3 $pecializacii Zdravie
obyvatel'stva a zdravotnicke technologie.

Pocas rieSenia projektu vznikol unikétny interdisciplindrny vedecko-vyskumny
tim, ktory je svojou Specializdciou jedine¢ny v rdmci Slovenska. RieSenie projektu
otvorilo priestor aj pre nové vedecké vyzvy, rieSenim ktorych by sme radi pokraco-
vali d’alej, aj po skonceni projektu. Za mria ako zodpovedného riesitel' a musim kon-
Statovat’, Ze bolo pre mna nesmiernou ct'ou koordinovat’ vedecké tilohy a ciele po-
¢as doby rieSenia projektu. Konferencia NANOVIR, na zdklade ktorej vznikol tento
recenzovany zbornik pozvanych a prezentovanych prispevkov, bola jedine¢nym néa-
strojom pre sumarizaciu dosiahnutych vedeckych vysledkov pocas samotného rie-
Senia projektu NANOVIR.

Zéverom mi dovol'te vyslovit’ vel'ké pod'akovanie v§etkym, ktori prispeli k do-
siahnutiu vyty¢enych cielov a tak sa pricinili o tispeSné zaviSenie ndSho spoloc-
ného projektu!

Kosice, 20. jina 2023 Adriana Zeleridkovd
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Ziadatel projektu NANOVIR.

parku ,Medicinsky univerzitny vedecky park v KoSiciach (MediPark, Ko-

Sice) ITMS: 26220220185 a partnerom v projekte Vyskumného centra PRO-
MATECH ITMS: 26220220186, podporeného z OP Vyskum a vyvoj. Univerzita Pavla
Jozefa Saférika v Kogiciach patri k vjznamnym a uzndvanym vzdeldvacim a vedec-
kym ustanovizniam nielen na Slovensku, ale aj vo vyspelej Eurépe. Vznikla v roku
1959 a je tak druhou najstar§ou klasickou univerzitou ma tzemi Slovenskej repub-
liky. Tvori ju pat fakalt: lekérska, prirodovedeckd, pravnickd, fakulta verejnej spravy
a filozoficka fakulta.

Hlavnym poslanim UPJS je poskytovat’ trojstuptiové vysokoskolské vzdeldvanie
na zdklade najnovsich vedeckych poznatkov podl'a eur6pskych trendov v tejto ob-
lasti, Boloniskej deklardcie a d’alsich dokumentov. UPJS poskytuje sluZby verejnosti
§irenim poznania prostrednictvom vyskumu a vyvoja, podporou regiondlnych a
narodnych aktivit a umoZznenim d'alSieho vzdeldvania ob¢anov. V oblasti vedy, vy-
skumu a inovécii je dlhodobym zdmerom univerzity diferencovat’ origindlne pri-
stupy vo vedeckovyskumnej ¢innosti od rutinnych postupov a systémovo podporo-
vat uz etablované $pickové vedecko-vyskumné timy. UPJS podporuje vznik a rozvoj
medzifakultnych (t.z. celouniverzitnych) vedeckych a vyvojovych timov, ktoré sa
zacali formovat’ na béze centier excelentnosti, ale aj mimo nich. Tieto vedecké timy,
organizované vyraznymi vedeckymi osobnost'ami, prekracujui hranice tstavov, fa-
kalt ako aj samotnej univerzity a prioritou priich kreovani je potreba komplexného
rieSenia Studovanej problematiky a kompetentnost’ rieSitel'ov. S ciel om internaci-
onalizdcie vyskumu bude univerzita aj nad’alej stimulovat' najmé mladych zamest-
nancov, aby absolvovali zahrani¢né pobyty a staZe na §pickovych zahrani¢nych uni-
verzitadch a vedeckych pracoviskach s tym, aby po navrate odovzddvali svoje skuse-
nosti a prispeli k zvySeniu trovne vyskumu na Alma mater. V neposlednom rade
je ciel om univerzity rozvijat' a nad’alej obnovovat technické zabezpecenie vedec-
kého vyskumu.

Popredné postavenie Univerzity v Slovenskej republike potvrdili aj dve neza-
vislé medzindrodné hodnotenia. V najnovSom rebricku URAP (University Ranking
by Academic Performance) 2017-2018, zaloZenom na zdklade vykonov vo vede evi-
dovanych v databaze Web of Science (WoS) sa Univerzita dostala do skupiny naj-

UNIVERZITA PAVLA JOZEFA SAFARIKA V KOSICIACH je nositelom vedeckého
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lepsich 500 eurépskych univerzit (434. miesto) a patri jej 2. miesto v SR po UK. Zia-
datel reprezentovany vyskumnymi timami z Prirodovedeckej fakulty UPJS patri vo
vyskumnej problematike v oblasti inteligentnej Specializdcie RIS3 ,materidlovy vy-
skum a nanotechnolégie“ medzi renomované timy vo svetovej vedeckej komunite.
Kvalitu vyskumnej prace ziadatel'a ocenila aj Akreditacnd komisia SR udelenim ti-
tulu $pitkovy vedeckym tim TRIANGEL a QMAGNA. Clenovia timu predstavuji vy-
razné vedecké osobnosti a pravidelne publikujuci svoje vysledky v renomovanych
zahrani¢nych ¢asopisoch s vysokym impaktovym faktorom, na ich préce je v st-
Casnosti zaznamenanych niekol'ko tisic SCI citécii. O vysledkoch svojej prace pred-
nésali formou pozvanych prednédsok na svetovych sympézidch v Eurépe a zdmori.
Tim mad rozsiahle skiisenosti s interdisciplindrnym vyskumom, zapdja sa do vedec-
kych aktivit vo svete formou medzinarodnych projektov. Vedeckou $kolou vytvo-
renou timom preslo mnozstvo doktorandov, ktori nasli uplatnenie doma a v za-
hrani¢i. Riesitel'skd organizdcia Prirodovedeckd fakulta UPJS je v projekte NANO-
VIR zasttipend komplementarnymi Gistavmi a to Ustavom chemickych vied, Usta-
vom fyzikdlnych vied a Ustavom biologickych a ekologickych vied, ktoré spolu s
partnerskymi institiiciami Univerzitou veterindrskeho lekérstva a farmécie v Kosi-
ciach, Ustavom experimentélnej fyziky SAV v Kosiciach vytvérajt unikédtne prepo-
jenie v ramci interdisciplindrnej spolupréce. Jednotlivé Gistavy maju jasne a presne
definované kompetencie. Katedra anorganickej chémie na Ustave chemickych vied
(UCHV), ktor4 je ziadatel om, je pracovisko s dlhodobou tradiciou v oblasti prip-
ravy a Struktdrnej charakterizacie komplexnych a inkluzivnych zli€enin, pricom
od roku 2004 sa sticasne rozvija aj problematika pripravy a stidia unikdtnych p6-
rovitych materidlov na baze SiO, ako aj na baze MOF (metal organic framework).
Aktudlna vedeckd infradtruktira, dostupnd na Katedre anorganickej chémie, ako aj
vedecké vystupy dokazuju, Ze katedra je Spickové moderné pracovisko s medzina-
rodnou akceptaciou v oblasti pripravy a charakterizacie pokrokovych nanomate-
ridlov pre vyznamné technologické aplikacie. Na rieSeni projektu sa budu spolupo-
diel'at’ aj pracovnici Katedry fyziky kondenzovanych latok a Katedry bunkovej bio-
logie PF UPJS. Spoluriesitel'ské pracovisko na Ustave fyzikdlnych vied (UFV) mé v
rieSeni projektu nezastupitel nti tilohu charakterizacie a analyzy fyzikdlnej podstaty
a vlastnosti novych typov nosicov liec¢iv. Metodolégia pocita s experimentalnymi
zariadeniami ako napr. zariadenie na vyskum magnetickych vlastnosti MPMS na
béaze SQUID-u. Merané experimentalne z4vislosti v DC magnetickych poliach (tep-
lotnd a pol'ové zavislost’ magnetizécie v intervale teplot 1.8 - 400 Kapolido5T) av
AC poliach budt nésledne analyzované v kontexte teoretickych modelov pre super-
paramagnetické neinteragujice a magneticky interagujtice Castice. Nezastupitel ni
tilohu pri rie$eni projektu maju spoluriesitelia z Katedry Bunkovej biolégie Ustavu
biologickych a ekologickych vied (UBEV) PF UPJS, ktori budd testovat' G¢innost’
vdzby navrhnutych nanomateridlov pri extrakcii nukleovych kyselin a kde sa bude
realizovat testovanie pripravenych nosicov v in vitro podmienkach na modeli bun-
kovej kulttry a in vivo testovanie pripravenych nosicov lie¢iv na experimentélnych
zvieratach.



KEPOSZ UVLF

Univerzita veterindrneho lekarstva a farmécie
Katedra epizootolégie, parazitolégie a ochrany
spolo¢ného zdravia

Komenského 73

041 81 KoSice

www.uvlf.sk/
Partner ¢.1 projektu NANOVIR.

svojho druhu na Slovensku. Pririeseni vedeckych problémov sa okrem iného

koncentruje aj na infekéné choroby zvierat, vratane zoonéz, teda choréb
spolo¢nych pre I'udi a zvieratd. Na Katedre epizootolégie, parazitodgie a ochrany
verejného zdravia UVLF je vyskum orientovany na virusové choroby zvierat, napr.
pestivirusové choroby, virusové infekcie respiracného traktu a enterdlne infekcie
osipanych ako aj besnota a hepatitida E. Projekty st zamerané na vyvoj molekulovo-
genetickych testov na detekciu virusov, analyzu virusovych genémov, molekulovii
epizootolégiu. Clenovia katedry st ¢lenmi centra excelentnosti INFEKTZOON a
$pickového timu LACTOVIR, oba zamerané na $tidium virusovych chorob zvie-
rat. V oblasti Stidia Zivoc¢isSnych virusov dosiahli medzindrodné priority. Z viacerych
spomenme vyvoj univerzdlneho RT-PCR testu na detekciu klasickych pestivirusov,
ktory je Siroko vyuzivany v laboratéridch na celom svete. Metéda genetickej typi-
zécie virusu BVDV sa vyuZiva ako medzindrodny Standard pri genetickej typizacii
tohto virusu. Objav pestivirusu E prispel k hlb§iemu poznanie evolucie pestiviru-
sov. Genetickd typizécia a charakterizdcia enterdlnych virusov o$ipanych na Slo-
vensku vypliiuje biele miesta na epizootologickej mape Slovenska. Viaceré vysledky
vyskumu nasli uplatnenie v spoloc¢enskej praxi, napr. analyzy molekulovej epizo-
otolégie pestivirusovych ndkaz, vyvoj vakciny proti besnote a iné. Uvedend katedra
ma4 vetku dostupnu pristrojovii technika na vyvoj molekulovo-genetickych testov
na detekciu a analyzu virusov na genetickej trovni.

UNIVERZITA VETERINARSKEHO LEKARSTVA A FARMACIE je jedind univerzita
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pracovisko s dlhoroc¢nou tradiciou zdkladného vyskumu vo viacerych ob-

lastiach modernej fyziky. UEF v Kosiciach je vedeckou organizéciou Slo-
venskej akadémie vied a dlhodobo patri medzi jej najlepSie tstavy. Zameriava sa na
zdkladny vyskum v oblasti fyziky kondenzovanych latok, vSeobecnej fyziky a ma-
tematickej fyziky, materidlového vyskumu, subjadrovej fyziky, kozmickej fyziky a
biofyziky, ako aj na vyvoj novych materidlov a nanomateridlov pre biomedicinske
a technické aplikdcie. Ustav napomdha realiz4cii dosiahnutych vysledkov v spolo-
Censkej praxi a zicastiiuje sa na vedecko-popularizac¢nej ¢innosti. Na rieSeni pro-
jektu sa budu spolupodielat’ dve vyskumné skupiny. Prva skupina z Oddelenia fy-
ziky magnetickych javov UEF SAV sa zameriava na pripravu, modifikdciu a kom-
plexnt fyzikdlno-chemickt charakterizdciu magnetickych nanocastic za tcelom
ich potencidlneho vyuzitia v medicine. V poslednom obdobi sa riesitel'sky tim ve-
nuje vyvoju a priprave magneticky znaceného biokomplexu na detekciu nadoro-
vych buniek konjugéaciou Specifickej protilatky na vopred modifikovanom povrchu
magnetickej nanocastice. Skupina navySe disponuje zru¢nost'ami a infrastruktu-
rou na fyzikdlno-chemicki charakterizdciu pripravenych magnetickych bionano-
materiglov. Druhd vyskumna skupina z Oddelenia biofyziky UEF SAV m4 dlhoro&né
skiisenosti so stidiom proteinovych komplexov a konformacénych zmien poly/pep-
tidov v stivislosti s amyloidnou agregéciou proteinov, ktora je spojend so vznikom
viacerych v sticasnosti neliecitelnych ochoreni (napr. Alzheimerova choroba, Par-
kinsonova choroba, diabetes mellitus). Okrem toho sa zameriavajui na §tadium in-
terakcii proteinov s r6znymi malymi molekulami a r6zne modifikovanymi nano-
Casticami a ich vplyvu na Struktiru a vlastnosti proteinov ako aj komplexovnanoca-
stica-biomakromolekula. Oddelenie biofyziky disponuje $pickovou infrastruktirou
v oblasti spektrdlnych met6d (fluorescen¢nd, CD a infracerveny spektroskopia),
metédami na Stidium interakcii biomakromolekul s nanocasticami, povrchmi alebo
inymi biomakromolekulami (povrchové plazménova rezonancia, titra¢ny terméalny
kalorimeter) ako aj $tiidium stability komplexnych systémov (diferen¢nd skenova-
cia kalorimetria).

» 3 ; L .
USTAV EXPERIMENTALNE] FYZIKY SLOVENSKE] AKADEMIE VIED je vyskumne
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Zodpovednd riesitelka projektu NANOVIR.
Je zodpovednd za milniky 1 a 5 v aktivite H1.

a struktdarnych vlastnosti magnetickych nanocastic na baze Fe a Co so §truk-

tdrou jadro/obal, ako aj nanokompozitov pozostdvajicich z magnetickych
nanocastic zapuzdrenych v periodickej poréznej matrici. Je odbornickou na 3$tui-
dium statickych a dynamickych magnetickych vlastnosti a mé bohaté skisenosti
s experimentdlnymi technikami, SQUID, Zetasizer, XANES, SAXS. Vysledky prace
publikovala v 73 CC pévodnych vedeckych pracach registrovanych vo WoS a Sco-
pus, ako su: Scientific Report, Applied Surface Sciences, Physical Review B, Applied
Physics Letters a iné. M4 viac ako 700 SCI citécii, okrem autocitdcii, H-index = 16.
Je ¢lenkou Spickového vedeckého timu TRIANGEL (podl'a identifikdcie Akreditac-
nej komisie), ktory vykonéva Spickovy vyskum anorganickych materidlov. Vyznam-
nym vedeckym prinosom doc. Zeletidkove;j je vyuzitie magnetickych nanocastic pri
magnetickej separdcii, magnetickom podavani lieciv a magnetickej hypertermii.
M4 skdsenosti s vedenim timov a pripravou domdcich a zahrani¢nych projektov v
ramci H2020 a realizuje aktivhu medzindrodnu vedecku spolupracu v oblasti nano-
Casticového magnetizmu s pracoviskami CNR Rim, Taliansko, Univerzita v Seville,
Spanielsko, University of Florida, USA. Je tieZ ¢lenkou komisie pre obhajoby ba-
kalarskych, magisterskych a dizerta¢nych prac v odbore Fyzika kondenzovanych
latok. Je spolugarantkou na doktorandskom stupni v §tudijnom programe Prog-
resivne materidly. Je organizdtorom medzindrodnych vedeckych konferencii CS-
MAG 2019, CSMAG 2016, CSMAG-2013, CSMAG-2010, CSMAG-2007, CSMAG 2001
(csmag.saske.sk) ako aj SFEL2017, SFEL2018, SFEL2019, SFEL2022 (www.sfel.sk).

D 0C. RNDR. ADRIANA ZELENAKOVA, PHD. sa zaoberd §tidiom magnetickych
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Vrdmci projektu NANOVIR
Jje zodpovedny za milnik 1 v aktivite H2.

pracovnikom v oblasti anorganickej chémie a dlhodobo sa zaoberé proble-

matikou $tiidia vyskumu usporiadanych pérovitych materidlov na baze SiO,
ako aj na baze MOF (Metal Organic Framework) a ttito dynamickd a globélne uzna-
vant problematiku zaviedol v rdmci UPJS v Kosiciach. Je vediicim $pickového ve-
deckého timu TRIANGEL (podl'a identifikacie Akreditacnej komisie). V spoluautor-
stve publikoval 136 publikdcii, na ktoré eviduje viac ako 3 200 citécii (bez autocité-
cii), H-index 27. Vyznamnym vedeckym prinosom prof. Zelendka je vyuZitie uspo-
riadaného mezopoérovitého oxidu kremicitého ako inteligentného nosi¢a hydroféb-
nych protizdpalovych alebo protirakovinovych lieciv. Za tento vyskum mu bola v
roku 2019 udelend cena VEDEC ROKA SR zarok 2018. Jeho vyskumny tim disponuje
know-how na pripravu biokompatibilnych nosicov lieciv, ktoré uvol'nuju liecivo
kontrolovane, pocas dlhsieho ¢asu. Za vysledky jeho vedeckej prace bol oceneny
Cenou dekana PF UPJS, Cenou rektora UPJS v oblasti vedy a vyskumu, absolvo-
val 17 vedeckych pobytov v zahrani¢i a 29 pozvanych a prihldsenych prednasok na
renomovanych konferencidch v zahranici. Zavedenim a rozvojom vyskumu MOF
a mezoporovitej siliky prof. Zelendk vytvoril na Slovensku solidny zaklad pre jeho
d’alsi rozvoj v budtiicnosti. Pravidelne oponuje vedecké prace z ¢asopisov Micro-
porous and Mesoporous Materials, Chemical Engineering Journal, Catalysis Today,
Nano Letters, Journal of Physical Chemistry C a iné. Je clenom vedeckej rady Priro-
dovedeckej Fakulty UPJS v Kosiciach a Ustavu Geotechniky SAV v Kosiciach. Dalej je
¢lenom komisie pre obhajobu dizertacnych prac v odbore Anorganickd chémia. Je
garantom na bakaldrskom stupni Stidia za odbor Chémia a spolugarantom na do-
ktorandskom stupni v odbore Anorganickd chémia. Vysledky prace zodpovedného
rieSitel'a je moZzné dokumentovat’ aj bohatou predndskovou ¢innost'ou na konfe-
rencidch. V roku 2020 sa stal clenom Scientific Advisory Board European Research
Institute for Gas & Energy Innovation (ERIG).

PROF. RNDR. VLADIMIR ZELENAK, DRSC. je §pi¢kovym vedecko-vyskumnym
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Spoluriesitel projektu NANOVIR
na pozicii repatrianta.

2005 ziskal prestizne Stipendium Marie Curie fellowship, v rdmci ktorého
posobil (2005-2006) na Univerzite v Rostocku. V obdobi 2007-2018 pracoval
ako vedecky pracovnik na experimentalnych staniciach BW5 a P02.1 na zdrojoch
synchrotrénového Ziarenia vo vyskumnom centre DESY Hamburg, Nemecko. Dr.
Bednarcik je excelentny vedec, ktory sa po dlhoro¢nom vedeckom pobyte (2005-
2018) v zahranici vrétil na Slovensko v rdmci Podpornej schémy na névrat odbor-
nikov zo zahranicia v zmysle uznesenia vlddy SR €. 368/2015 z 8.7.2015. Od roku
2019 pracuje na Ustave fyzikdlnych vied PF UPJS ako samostatny vedecky pracov-
nik. Svojimi skisenost'ami, ktoré nadobudol v zahranici, prispel k rozsireniu ve-
deckej problematiky $tudovanej na UFV a takisto sa pricinil o zalozenie nového la-
boratéria RTG difrakcie. Dalej zaviedol do $ttidia novy predmet (Struktirna charak-
terizacia pomocou RTG), pre ktory vypracoval vysokoskolsky uc¢ebny text. Je exper-
tom s bohatymi sktisenostami v oblasti $tidia atomdarnej Struktiry materidlov s
vysokym stuptiom vnutornej neusporiadanosti pomocou rozptylu synchrotréno-
vého Ziarenia a metddy parovej distribu¢nej funkcie, ¢o potvrdzuje aj jeho bohata
publika¢nd ¢innost'. Je spoluautorom viac ako 210 CC publikdcii s citacnym ohla-
som prevysujicim 3200, H-index 30 (podl'a WOS). Medzi jeho najvyznamnejsie vy-
sledky z posledného obdobia mozno zaradit pracu publikovant v ¢asopise Nature
Communication 13 (2022) 127, ktord bola zaradend medzi top publikécie PF UPJS
za rok 2022. V tejto praci bolo ukdzané, Ze vel mi jemné zmeny v atomérnej Struk-
tire amorfnych kovov, vyvolané procesmi starnutia a omladzovania, mozno kvan-
tifikovat’' pomocou metédy parovej distribuc¢nej funkcie. Tento jedine¢ny pristup
umoziiuje porozumiet’ relaxacnym procesom prebiehajicim v kovovych sklach a
zaroven ich uviest’ do stivisu s mechanickymi vlastnost'ami amorfnych materiélov.
Je spolugarantom a Skolitelom na doktorandskom stupni v $tudijnom prog-
rame Progresivne materidly. Podiel'al sa na organizovani medzindrodnych vedec-
kych konferencii CSMAG 2019 (csmag.saske.sk) ako aj niekol'kych ro¢nikov SFEL
(www.sfel.sk).

RNDR, JoZEF BEDNARCIK, PHD. hned’ po tspesnej obhajobe PhD prace vroku
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Y
A

RNDR, JAN KOSUTH, PHD. je kI'i¢ovym vedecko-vyskumnym pracovnikom a

Vrdmci projektu NANOVIR
Jje zodpovedny za milniky 3 a 4 v aktivite H1I.

expertom v oblasti genetiky a Stidia génovej expresie. V spoluatorstve pub-

likoval 26 vedeckych prac (WOS), na ktoré eviduje 384 citécii (s vylicenim
autocitdcii), H-index = 13. M4 skusenosti s molekuldrno-biologickymi met6édami
analyzy nukleovych kyselin, v stvislosti s rieSenym projektom predovsetkym s izo-
laciou DNA/RNA a kvantifikdciou mRNA v experimentédlnych vzorkach. S detek-
ciou SARS-CoV-2 v klinickych vzorkdch ma aj praktické skisenosti ako zamestna-
nec diagnostického laboratéria. Md bohaté skiisenosti s medzindrodnou spolupré-
cou. Absolvoval viaceré zahrani¢né vyskumné pobyty na eurépskych Univerzitach
- Univerzita Oulu, Technickéd Univerzita v Dortmunde a Svajciarsky Federdlny In-
stitat Technolégie (ETH Ziirich). V rdmci projektu je zodpovedny za nédvrh metéd
a postupov na kvantifikdciu ti¢innosti extrakcie virusovej RNA/DNA a podiel'a sa
experimentalne na rieSeni ciel'a vylepSenia diagnostiky virusovej RNA.
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Vrdmci projektu NANOVIR
je zodpovedny za milniky 4 a 5 v aktivite H2.

nikom a odbornikom so skiisenost'ami so stanovovanim farmakokinetiky

lie¢ivv in vivo podmienkach a s detekciou exogénne podanych latok v bun-
kdch pomocou kvalitativnych a kvantitativnych metéd konfokalnej mikroskopie. V
spoluatorstve publikoval 22 vedeckych prac (WOS), na ktoré eviduje 197 citcii (s
vylicenim autocitdcii), H-index = 10. Mé& skudsenosti s medzindrodnou spolupra-
cou v radmci zahrani¢nych vyskumnych pobytov na Department of Anesthesiology,
School of Medicine, University of California, San Diego (UCSD), USA. V rdmci rie-
Senia projektu je zodpovedny za podavanie nosicov lieciv experimentdlnym zvie-
ratdm, ich usmrcovanie vo vybranych ¢asovych intervaloch, izolaciu tkanivovych
vzoriek a ich analyzu pomocou konfokdlneho mikroskopu.

DOC. RNDR. JuRrAJ SEVC, PHD. je kI'icovym vedecko-vyskumnym pracov-
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Vrdmci projektu NANOVIR
Jje zodpovednd za milnik 3 v aktivite H2.

protein-ligand interakcii. Zameriava sa hlavne na urc¢enie molekulédrneho

mechanizmu amyloidnej fibrilizacie proteinov a na identifikdciu inhibi-
torov (malé molekuly, peptidy a nanocastice) amyloidnej agregécie. V pripade l4-
tok s efektivnou anti-amyloidnou aktivitou sa venuje $tidiu interferencie tychto
latok s viacerymi ciel'mi, ktoré st spojené s patogenézou Alzheimerovej choroby
(BACE]1, acetylcholinové receptory, tvorba ROS a d’alSie). Zameriava sa tiezZ na ur-
Cenie tcinku amyloidnych agregétov s rozdielnou struktirou na bunkové linie. M&
skiisenosti s viacerymi experimentdlnymi met6édami, hlavne spektroskopickymi a
mikroskopickymi technikami. Ziskané vysledky publikovala vo viac ako 95 vedec-
kych pracach registrovanych v databdzach WoS a Scopus s viac ako 1 700 citdciami
(bez samocitécii), H-index = 23. Po absolvovani pobytu v Ustave Maxa Plancka pre
Struktirnu a molekuldrnu biolégiu vytvorila aktivnu vyskumnt skupinu zamerand
na amyloidnd agregdciu proteinov uzndvant v medzindrodnej vedeckej komunite.
Bola, resp. je zodpovednou rieSitel'kou alebo vedicou vyskumnej tlohy viacerych
medzindrodnych (COST, bilaterdlne projekty APVV a JRP) ako aj ndrodnych (APVV,
VEGA, Strukturélne fondy) projektov. M4 bohatii medzindrodnd spolupracu s vy-
znamnymi pracoviskami ako napr. CNR v Taliansku, Pol'skou akadémiou vied, Uni-
verzitou Modena, Univerzitou Taipei, Vychodo&inskou univerzitou v Sanghaji a via-
cerymi pracoviskami v Ceskej republike. Je spoluorganizatorkou 16 ro¢nikov tra-
di¢nej konferencie Struktura a stabilita biomakromolekil, COST sympézia a Bio-
fyzikdlneho kongresu. Viedla bakaldrske a magisterské prace a je skolitel'kou PhD
Studentov. Vedecky tim pod jej vedenim ziskal viacero oceneni, medzi najvyznam-
nejsie patri Cena za vedu a technolégie udeleniit MSVVa$ SR v kategérii Vedecko-
technologicky tim roka a Cena SAV za vyznamné vedecké vysledky ziskané pri $tui-
diu amyloidnej agregécie proteinov. Grantovd agentira VEGA udelila projektom
pod jej vedenim certifikdt o dosiahnuti vynikajicich vysledkov.

D oC. RNDR. ZUZANA GAZOVA, DRSC. sa zaoberd §tiidiom protein-protein a
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Vrdmci projektu NANOVIR
je zodpovednd za milnik 2 v aktivite H2.

nocastic a magnetickych kvapalin na baze oxidov Zeleza pre biomedicinske

aplikécie, ako aj stidiom ich fyzikdlnochemickych vlastnosti. Je $pickovou
vedeckou pracovnickou v oblasti imobilizacie biologicky aktivnych ldtok (enzymy,
protilatky, liecivd) na funkcionalizované magnetické nanocastice s perspektivou
pouZitia napr. pre cieleny transport liec¢iv, MRI, alebo v inych oblastiach biomedi-
ciny. M4 bohaté sktisenosti s experimenélnymi technikami na fyzikdlno-chemicka
charakterizaciu pripravenych magnetickych bionanomateridlov (napr. SQUID, Ze-
tasizer, UV/VIS). Vysledky préce publikovala v 163 pracach registrovanych vo WOS,
na ktoré je evidovanych viac ako 1500 citdcii (bez samocitécii), H-index: 24 (WOS).
Za subor préc z oblasti §tadia cieleného transportu lieciv pomocou magnetickych
nanocastic, ktoré vznikli v Sirokej medzindrodnej spolupréci s vedeckymi institui-
ciami v siedmich krajindch, bola kolektivu, ktorého ¢lenkou je aj Ing. M. Koneracka,
CSc., vroku 2007 udelend Cena SAV za vysledky medzinarodnej vedecko-technickej
spoluprace avroku 2013 za vyznamné vysledky dosiahnuté v oblasti $ttidia magne-
tickych nanocastic a nizkomolekulovych latok ako potencidlnych terapeutik ocho-
reni spojenych s amyloidnou agregaciou proteinov.

Ma skiisenosti s vedenim timov pri rieSeni narodnych i medzinarodnych pro-
jektov. Bola ¢lenkou organizacného vyboru konferencie o magnetickych kvapali-
nach (ICMF 11, Kosice 2007) a medzindrodnych vedeckych konferencii CSMAG
2019, CSMAG 2016, CSMAG 2013, CSMAG 2010, CSMAG 2007, CSMAG 2001,
https://csmag.saske.sk/.

RNDR. MARTINA KONERACKA, CSc. sa zaoberd syntézou magnetickych na-
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Vlasta ZAVISOVA
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ORCID: 0000-0001-5210-6446
WoS: EAB-7792-2022

Vrdmci projektu NANOVIR
Jje zodpovednd za milnik 2 v aktivite H2.

dijnom odbore Fyzika kondenzovanych latok a akustika. Je spoluautorkou 119

vedeckych prac registrovanych v databdze WOS, na ktoré je evidovanych okolo
1 400 citécii (bez samocitécii), H-index = 21 (WOS). Pracuje v oblasti pripravy mag-
netickych nanocastic r6znych tvarov, ich stabilizacie a modifikacie s ciel om ich vy-
uzitia v oblasti mediciny napr. pri separdcii nukleovych kyselin, diagnostike, terapii
a teranostike. Pripravené magnetické nanocastice charakterizuje viacerymi meto-
dami za Gcelom optimalizacie ich vlastnosti ako napr. morfolégia, Struktuira, roz-
mery, ndboj, zloZenie, stabilita a magnetické vlastnosti. Na charakterizciu vzoriek
vyuZiva svoje bohaté skisenosti s experimentdlnymi zariadeniami ako sd spek-
tralne pristroje, diferencidlna sedimentacné centrifugécia, zetasizer, héliovy pyk-
nometer, vibratny magnetometer, skenovaci elektronovy mikroskop a iné. Zaobera
sa navédzovanim réznych lie¢iv napr. biologicky aktivnych 1dtok s protirakovinovymi
vlastnost'ami na magnetické nanocastice pre cieleny transport lieciv. Venuje sa aj
dynamickym procesom ako je kinetika uvol'niovania lie¢iv z kompozitov. M4 skuse-
nosti s koordinéciou timu pri rieSeni ndrodnych i medzinarodnych projektov. Orga-
nizovala medzindrodné stretnutie NANOFLUID v rdmci COST projektu v kongreso-
vom centre ACADEMIA vo Vysokych Tatrdch (12. - 15.2.2017) a bola €lenkou orga-
nizac¢ného vyboru konferencie (ICMF 11, KoSice 2007). Timu, v ktorom V. ZaviSova
pracuje, bola v roku 2007 udelena cena Slovenskej akadémie vied za viznamné vy-
sledky dosiahnuté v rdmci medzindrodnej vedecko-technickej spolupréce a v roku
2013 za vysledky dosiahnuté v oblasti §tidia magnetickych nanocastic a nizkomo-
lekulovych latok ako potencidlnych terapeutik ochoreni spojenych s amyloidnou
agregdciou proteinov.

ING. VLASTA ZAVISOVA, PHD. ziskala vedeckd hodnost’ PhD. v roku 2009 v $tu-
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Vrdmci projektu NANOVIR
je zodpovedny za milnik 2 v aktivite H1.

lekulovogenetickych testov na detekciu virusov, charakterizcii virusovych
gen6mov, molekulovej epizootoldgii virusovych ndkaz zvierat. Vyrazna cast
jeho vedeckej préce je orientovand na Stidium pestivirusov. V tejto oblasti dosia-
hol viaceré medzindrodné priority: vyvoj RT-PCR testu na detekciu vSetkych pes-
tivirusov, ktory sa vyuziva v mnohych diagnostickych laboratériach vo svete, prvy
popis 12 subtypov BVDV-1, ktory je dnes vyuZzivany ako medzindrodny Standard
na typizaciu BVDV-1 izolatov, prva identifikdcia a charakterizdcia pestivirusu u vid-
loroha prériového, charakterizacia kompletného genému pestivirusu u kamzikov,
prva identifikdcia BVDV-2 na Slovensku, Francuzsku, Rakuisku, Indii. RT-PCR test
na detekciu pestivirusov, ktory vyvinul na baze selekcie primerov z 5 UTR oblasti
pestivirusového genému, bol vyuzity v ispeSnom eradikacnom programe pre BVD
v Dolnom Rakusku. V sticasnosti sa venuje $tidiu enterdlnych virusov prasiat a vi-
rusu hepatitidy E. Okrem viacerych kratkodobych pobytov v zahrani¢i absolvoval
ak dlhodobé studijné pobyty v UK, Svédsku a v USA.
Profesor Vilcek je odborny garant Centra excelentnosti INFEKTZOON na UVLF
v Kosiciach, bol jeden z koordinédtorov vedeckého parku MediPark. Bol hlavnym
rieSitel om viacerych slovenskych grantov (APVV, VEGA, KEGA, §trukturalne fondy
EU), ako aj medzinarodnych projektov (Welcome Trust grant, SCOPES, slovensko-
nemecky grant). Bol ¢lenom ¢lenom $tyroch COST projektov v ktorych zastupoval
Slovensko. Spolu publikoval 129 vedeckych prac, ktoré sti vedené v databaze Web
of Science s 3 200 ohlasmi s H-indexom 34. Za svoju celoZivotnii vedeckt pracu bol
oceneny Cenou za vedu a techniku vr. 2006 a excelentny tim LACTOVIR, ktorého je
vedtcim, ziskal Cenu za vedu a techniku vr. 2017. Primator mesta KoSice mu udelil
plaketu za rozvoj vedy, PF UPJS v Kosiciach ho ocenila striebornou a zlatou medai-
lou. Ziskal 4 ceny Literarneho fondu SR. V hodnoteni vyskumnych pracovnikov z
celého sveta bol identifikovany medzi 2% vedeckou $pickou.

PROF. ING STEFAN VILCEK, DRSC. sa vo svojej vedeckej préci venuje vyvoju mo-
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nitorovanim projektov ESIE a to konkrétne COVID projektov ,Nanocas-

tice pre rieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov s COVID-19 (NA-
NOVIR), 313011AUW7,“ tiez aj ,Navrh a implementdcia pokrocilych metéd venti-
la¢nej liecby a diagnostiky virusovych pneumonii vratane Covid-19 s moZnost'ou
ich rychleho osvojenia, 313011ASX1.“

M sktisenosti s pripravou aimplementaciou vzdelavacieho ESIF projektu , Ino-
vécia pedagogickych praxi na UPJS zamerand na cieleny rozvoj profesijnych kom-
petencii budtcich ucitel ov, 31201 1AFP1.“ Ako asistent projektového manaZzéra bola
ndpomocni aj pri priprave podkladov v ramci realizdcie ESIF projektov ,Nové ne-
konven¢né magnetické materidly pre aplikacie, 313011T544,“ a ,Bioaktivne latky
pre podporu zdravia a prevenciu chronickych ochoreni, 313011T651.“

V neposlednom rade m4 skiisenosti s pripravou a administrativnou podporou
projektov realizovanych v rdmci narodnych grantovych schém - grantové agenttry:
Agentira na podporu vyskumu a vyvoja, Vedeckd grantovéd agentira MSVVaS SR a
SAV, Kulttirna a eduka&né grantova agenttira MSVVa$ SR.

MGR. MARIETA CVENGROSOVA sa aktudlne zaobera implementdciou a mo-
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POZVANA PLENARNA PREDNASKA
Aky je povod SARS-CoV-2: Prirodny alebo umely?

S. Vileek!

I Katedra epizootolégie, parazitoldgie a ochrany spolocného zdravia, Univerzita veterindr-
skeho lekdrstva a farmdcie v KosSiciach, Komenského 73, 041 81 Kosice
* email koregpondujticeho autora: stefan.vilcek@uvlf.sk

ABSTRAKT Vznik pandémie COVID-19 je tizko spojeny so zodpovedanim otazky odkial po-
chédza etiologicky agens SARS-CoV-2. Pri hl'adani odpovede na nastoleny problém sa sfor-
movali dva pristupy. Kym jeden z nich je zaloZeny na zoonotickom pévode pandemického vi-
rusu, podobne ako to bolo pozorované aj v pripade inych koronavirusovych epidémii, druhy
pristup preferuje teériu iniku umelo pozmeneného virusu z laboratéria. Doterajsie vysledky
vedeckych Stadif prevazne naznacuji, Ze SARS-CoV-2 je prirodzeného povodu, t.j vznikol
evolu¢nou cestou v prirode bez zdsahu ¢loveka. Av§ak definitivny zéver o p6vode SARS-CoV-
2 zatial nepoznéme.

KL UCOVE SLOVA SARS-CoV-2; povod; zoonoticky virus; rekombinécia; medzihostitel’; tini-
kova tedria

Uvod

Epidémia COVID-19, ktora vypukla v 11-milionovom ¢inskom meste Wu-chan v
decembri 2019, za tri mesiace prerdstla do celosvetovej pandémie. Prvé Setrenia in-
dikovali, Ze vel'a prvych pacientov malo vzt'ah k preludnenému mestskému mok-
rému trhu Huanan, kde sa preddvali domdce a vol'ne Zijtice zvieratd a ich potravi-
nové produkty. Cinski vedci uz v priebehu 2-3 tyzdnov zistili, Ze epidémiu sposobil
novy koronavirus [1], ktory neskoér dostal pomenovanie SARS-CoV-2 (Severe acute
respiratory syndrome coronavirus type 2). Zac¢iatkom janudra 2020 vedci osekveno-
vali cely geném nového koronavirusu [2], ¢im otvorili cestu k jeho dokladnejSiemu
$tadiu. Geném SARS-CoV-2 tvori jednovlaknova pozitivne orientovana RNA o dizke
29 903 nukleotidov. Z viacerych virusovych génov najvacsiu pozornost upttava S
gén, ktory kéduje S protein (spike protein). Ten tvori na povrchu virusového pro-
teinového obalu hroty viditelné elektronovym mikroskopom. S protein je tvoreny
retazcom 1273 aminokyselin a obsahuje doménu RBD (receptor binding domain),
zloZenu z asi 200 aminokyselin. Virus sa pomocou tejto domény viaZze na ACE2 re-
ceptor I'udskych buniek, s ndslednym prienikom patogénu do bunky, kde sa mnozi.
V RBD bolo zistenych Sest’ kIicovych aminokyselin vel' mi délezitych pre vdzbu vi-
rusu na bunku [3]. DalSou délezitou oblast'ou S proteinu je tiepacie miesto pre
furinovi protedzu. Tvoria ho Styri aminokyseliny PRRA ako vysledok inzercie 12
nukleotidov do genému SARS-CoV-2 [1]. Tento bunkovy enzym Stiepi S protein na
dve casti, ¢im zabezpecuje podmienky pre infekénost' a patogenitu virusu, a teda
jeho rychle Sirenie v I'udskej popul4cii.
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P6vod SARS-CoV-2

Uz kratko po objave virusu sa vynorila zvedava otazka: Odkial pochddza SARS-
CoV-2? Této otédzka nie je iplne samoticelnd, pretoZe jej kvalifikované zodpoveda-
nie moze viest' k zamedzeniu vzniku novych pandémii. Pri hI'adani po6vodu SARS-
CoV-2 prvé podozrenie padlo na koronavirusy netopierov, pretoZze tieto sposobili
koronavirusovi epidémiu SARS v Cine v roku 2003, rovnako ako aj epidémiu MERS
v 2012-2013 na Blizkom Vychode. Vedci z virologického tistavu vo Wu-chane ziskali
pri analyze netopierich koronavirusov sekvenciu celého genému jedného zaujima-
vého izoldtu s oznacenim RaTG13 [1]. Mal az 96,1% identickych sekvencii s gen6-
nom SARS-CoV-2. Napriek vysokej identite, tento netopieri virus neobsahoval RBD
podobnt pandemickému koronavirusu a nemal ani Stiepacie miesto pre furinova
protedzu. Geném RaTG13 sa lisil od SARS-CoV-2 aZ v 1200 nukleotidoch, takZe by
mu trvalo okolo 40 rokov, aby sa vyvinul na I'udsky koronavirus.

Analyza vzoriek z Thajska, KambodZe a Japonska odhalila, Ze koronavirusy ne-
topierov, ktoré st identické so SARS-CoV-2 viac ako 90%, nie st na 4zijskom konti-
nente vzacne. Pri analyze netopierich vzoriek z Laosu vedci nasli koronavirus ozna-
Ceny Banal-52 [4], ktory bol na trovni celého gendmu aZ na 96,8% identicky so
SARS-CoV-2, pricom v S géne to bolo 94,6%, asi o dve percenté viac ako pozorovali u
RaTG13. Zvlast zaujimavé je, zZe vietkych Sest’ kI'icovych aminokyselin v RBD bolo
identickych so SARS-CoV-2. Tento netopieri koronavirus sa viazal na I'udské bunky
v laboratérnych podmienkach a vdzba bola blokovana I'udskymi $pecifickymi pro-
tildtkami. Ale ani v tomto pripade nie je moZné konStatovat, Ze SARS-CoV-2 po-
chddza priamo z Banal-52, lebo evolu¢na vzdialenost’ je stdle pomerne velkd. A
chybalo mu aj Stiepacie miesto pre furinovi protedzu.

Dalsou moZnost'ou je, Ze SARS-CoV-2 bol najprv modifikovany v medzihostite-
I'ovi a potom adaptovany virus infikoval I'udi. Ved' aj netopieri koronavirus, ktory
vyvolal epidémiu SARS najprv infikoval cibetky, v nich sa evolu¢ne adaptoval a vy-
sledny koronavirus SARS-CoV-2 nésledne infikoval I'udi. Aj epidémia MERS bola
vyvoland koronavirusom MERS-CoV s pévodom u netopierov. Ten sa u tiav adapto-
val do formy schopnej smrtel'ne infikovat’ I'udi. Niektoré koronavirusy vyuzivaji na
svoje §irenie d'alSiu schopnost’ — vimenu c¢asti genetickej informécie medzi dvoma
koronavirusmi, ktoré sticasne infikuji bunku, teda rekombindciu. Vo svetle uve-
denych poznatkov sa zistilo, Ze niektoré koronavirusy infikujtice Supinavce maja S
protein s RBD doménou v ktorej vSetkych Sest’ kI'icovych aminokyselin zodpoved-
nych za vdzbu virusu na bunku je identickych so SARS-CoV-2 [5]. To ihned’ viedlo
k tvahe, Ze SARS-Co-2 je vysledkom rekombindcie v S géne medzi koronavirusom
netopierov a koronavirusom Supinavcov a adaptovany rekombinantny virus infi-
koval ¢loveka. Tato tedria sa doteraz nepotvrdila, lebo Supinavce méZu po korona-
virusovej infekcii ochoriet, ¢o sa u medzihostitel'a nestdva, a ich geném je len na
90% identicky so SARS-CoV-2. Jeho S protein a RBD maju tieto hodnoty eSte niz-
Sie. Chyba mu aj Stiepacie miesto pre furinovi protedzu. Dnes najhortcej$imi kan-
didatmi na medzihostitel' ov st, okrem inych zvierat, psik medvedikovity a norky.
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Cast laickej, ale aj minoritna ¢ast’ vedeckej komunity veri, Ze laboratérne upraveny
alebo prirodny virus unikol z virologického tstavu vo Wu-chane. Unik virusu z la-
boratéria je teoreticky moZny v pripade, ked’ je ho dostato¢né mnozstvo, teda ked’
ho vedci v laboratériu pomnozia na bunkovych kultirach. Hoci vo Wu-chanskom
institate kultivovali niektoré koronavirusy, tie neboli geneticky blizke SARS-CoV-2,
a nebolo to ani v pripade RaTG13. Spekuldcia, Ze prirodny virus vo vzorke odobra-
tej vedcami vo vzdialenej €asti Ciny bol nechtiac vyneseny z laboratéria do mesta
infikovanym vedeckym pracovnikom, kde sa nekontrolovane $iril, nardza na od-
borné problémy. Infekcia sa nerozsirila medzi obyvatel'mi v oblasti, kde boli zbie-
rané povodné vzorky v prirode a podl'a spravy WHO komisie z marca 2020, Zia-
den z pracovnikov virologického laboratéria vo Wu-chane nemal v krvi protilatky
proti SARS-CoV-2, teda nebol nim infikovany. Dalsie tvahy o laboratérnom po-
vode SARS-CoV-2 boli zaloZené na predpoklade cielenych analyz a umelych mo-
difikacidch virusového genému (gain-of-function vyskum), hlavne RBD domény,
aby sa zistilo ako sa koronavirus viaze na I'udské bunky. Neexistuji vSak dokazy o
tom, Ze takéto experimenty sa robili v laboratériu vo Wu-chane s koronavirusmi
geneticky velmi pribuznymi so SARS-CoV-2. Uvahy o umelom pévode $tiepacieho
miesta pre furinovi protedzu na rozhrani S1 a S2 podjednotiek S proteinu tiezZ nar4-
Zaju na protiargumenty. Také miesto ndjdeme nie len u SARS-CoV-2 ale aj u inych
koronavirusov, napr. MERS a tieZ u virulentnych chripkovych kmernov. V pripade
umelej inzercie Stiepacieho miesta pre furinovi protedzu do genému SARS-CoV-2
by inzert bol evolu¢ne vytlaceny. VSetky doterajsie izolaty pandemického korona-
virusu si inkriminované miesto zachovali, €o je tieZ dokaz proti umelému zdsahu
do virusového genému. Podrobnejsie analyzy genetickych sekvencii SARS-CoV-2 z
prvého ohniska nakazy vo Wu-chane v decembri 2019 odhalili, Ze tvorili dve fyloge-
netické vetvy A a B, liSiace sa len v dvoch nukleotidoch. Virusové varianty vetvy B sa
vyskytovali na mokrom trhu Huanan, varianty z vetvy A boli identifikované na inom
mokrom trhu. V tejto stivislosti je na mieste aj tivaha, Ze doslo k dvom nezévislym
prirodnym prienikom virusu do I'udskej populécie, ¢o by zna¢ne oslabovalo §peku-
lacie o tniku virusu z laboratéria. Komisia WHO vo svojej sprédve tieZ uzavrela, Ze
umely povod alebo tinik SARS-CoV-2 z laboratéria je vysoko nepravdepodobny.

Zaverom zdodraznime, Ze Givaha o tiniku virusu z laboratéria je vo vedeckej obci
v minoritnom zasttiipeni a nové doékazy nepribtdaju, skér ubtdaja v prospech zo-
onotického povodu SARS-CoV-2 [6]. Napriek tomu silnie tlak na dokladnejsie pre-
Setrenie povodu pandémie, vratane tinikovej tedrie. Veduci politicki predstavitelia
Ciny sa takému tsiliu medzindrodnej komunity zdrahaji argumentujtc, Ze pre zo-
onoticky pévod SARS-CoV-2 uz existuje dostatok dékazov.

=

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
s COVID-19 (NANOVIR)”, ITMS 2014 +:313011AUW?7.
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ABSTRAKT Pomocou teoretického modelu sme fitovali experimentdlne déta zavislosti mag-
netizdcie od teploty nanocasticového systému Fe304@SiO, (jadro@obal). Na zdklade zhody
modelu s experimentdlnymi ddtami ZFC magnetizdcie bolo moZné urcit vel'kost magne-
tického jadra $tudovanych nanocastic. Naopak, vyrazny nestilad experimentalnych dat FC
magnetizicie s teoretickym modelom jasne preukdzal pritomnost’ silnych vzdjomnych inte-
rakcii medzi ¢asticami.

KL UCOVE SLOVA magnetické nanocastice; magnetické interakcie, ZFC-FC magnetizacia

Uvod

Magnetitové (Fe3O4) Castice patria medzi najcastejsie vyuzivané nanocastice so §i-
rokym uplatnenim v mnohych oblastiach. Ich vSestrannost’ je tizko spitd s uni-
katnou kombindciou viacerych $pecifickych vlastnosti, ako st superparamagne-
tizmus, stabilita, jednoduchd syntéza a naslednd modifikacia ich povrchu, ako aj
lacné néklady spojené s ich pripravou. Magnetitové nanocastice st v§ak zaroven
aj biokompatibilné, ¢o ich predurcuje na rézne aplikdcie v biomedicine (hyper-
termia, cieleny transport lieciv, zobrazovanie pomocou magnetickej rezonancie a
pod.). Napriek tomu, Ze magnetickym nanocasticovym systémom na béze Fe3 Oy je
z hl'adiska aplikovaného vyskumu venované mnoZstvo pozornosti, teoretické pred-
povede ich magnetického spravania sa ¢asto nezhoduju s experimentalnymi pozo-
rovaniami. Je to preto, Ze magnetické vlastnosti konkrétneho nanocasticového sys-
tému su vel'mi delikdtne a zavisia od velkého mnoZstva faktorov. V praxi sa stava,
Ze Castice rovnakého zloZenia, velkosti aj tvaru méZu mat’ vyrazne odlisné mag-
netické vlastnosti. Tie sii, okrem iného, vyrazne ovplyvnené aj vonkaj$im obalom
Castic (Struktdra jadro@obal). V3eobecne plati, Ze nemagneticky obal redukuje vy-
sledni magnetizédciu Castice, ovplyviiuje jej blokovaciu teplotu, ako aj oslabuje vza-
jomné interakcie medzi Casticami. V nasej praci sme skimali magnetické sprava-
nie nanocasticového systému Fe304@SiO; (jadro@obal) porovnanim experimen-
talnych dét s teoretickym modelom. Na zdklade porovnania moZno vyvodit' zévery
ohl'adom distribtcie vel'kosti magnetickych jadier ako aj o miere interakcii pritom-
nych v danom systéme. Prezentované vysledky st zaroven v stilade s charakteristi-
kami skiimaného systému ziskanymi inymi experimentdlnymi metédami.
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Experimentilne metddy a diskusia vysledkov

Magnetitové nanocastice obalené oxidom kremicitym (Fe3O04@SiO;) boli pripra-
vené pomocou metédy BOMB [1]. Praskové vzorky nanocastic boli preskiimané
viacerymi experimentdlnymi metédami s ciel om ziskat' ¢o najviac komplementar-
nych informdcif o ich Struktire a morfol6gii. Pomocou elektrénovej mikroskopie
bola urcend priemernd velkost castice (aj s obalom) Dggps ~ 20nm [2]. Vel'kost
krystalického Fe3O4 jadra Dxrp ~ 11 nm bola vypocitana z experimentédlnych dat
X-ray difrakcie pomocou met6dy Williamson-Hall. Magnetické vlastnosti nanocas-
ticového systému boli skimané pomocou komer¢nej aparatiry na baze SQUID-u:
MPMS 5XL (Quantum Design, Inc.) v rozsahu teplot 2-300 K. Zavislost’ magnetiza-
cie od teploty v aplikovanom statickom poli H = 100 Oe po ochladeni vzorky bez
pol'a (ZFC), respektive v danom poli (FC) je prezentovana na Obr.1. Experimen-
talne data boli fitované modelom, ktory bol navrhnuty pre superparamagnetické
nanocasticové systémy bez pritomnosti medzi€asticovych interakcii, pricom sme
uvazovali log-normdlnu distribudciu vel'kosti ¢astic p(V) [3]:
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Obr. 1: Zdvislost magnetizdcie vzorky Fe3 O, @SiO, od teploty. Experimentdlne ddta
(prdzdne symboly) fitované teoretickymi modelmi pre ZFC magnetizdciu (Cervend
krivka) a FC magnetizdciu (fialovd krivka). Cervend preruSovand krivka zndzorriuje
modelované ddta pre FC magnetizdciu systému bez pritomnosti medzicasticovych
interakcii.
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Na zdklade vybornej zhody Mzrc modelu s experimentdlnymi datami boli ur¢ené
kI'i¢ové hodnoty parametrov charakterizujticich systém. Hodnota efektivnej mag-
netokryStalickej anizotropie Ky = 1.8 x 10* J/m3 odpoved4 $tandardnym hodno-
tam tejto veliciny (1 —2 x 10* J/m3) pre neinteragujice nanocastice Fe3O,. Prie-
mernd vel'kost' magnetickych jadier nanocastic D;;4¢ ~ 13 nm je len o mélo vic-
ia ako Dxpgp. Nésledne sme tieto parametre pouzili na modelovanie Mrc krivky
(Obr.1, prerusovand €ervend linia). Ako je zrejmé, model navrhnuty pre neinteragu-
juci systém neodpoveda experimentdlnym ddtam. Fitovanim FC d4t (fialova linia)
teoretickym modelom bola pri zachovanej Dy,4g ~ 13 nm stanovend vySe dvojna-
sobnd Ko = 4.5x10* J/m>. To je v stilade s hypotézou o pritomnosti silnych interak-
cii v systéme, ktoré zvySuju hodnotu energetickej bariéry Eq = K V. Ttto E, musi
magneticky moment Castice prekonat pri svojej relaxécii a ked'Ze vel'kost’ Castice
sme ponechali nemennu (13 nm), zvySenie E, sa prejavilo viraznym narastom K.

Zaver

Aplikdciou modelu urc¢eného na simulovanie zavislosti magnetizacie od teploty su-
perparamagnetického nanocasticového systému sme Studovali experimentdlne dé-
ta nami pripraveného systému Fe3 O, @SiO,. Na zédklade porovnania modelu s expe-
rimentdlnymi d4dtami sme stanovili priemernt velkost magnetického jadra castic
(13 nm) ako aj preukdzali pritomnost’ silnych magnetickych interakcii medzi €asti-
cami v systéme.
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ABSTRAKT Vtejto praciboli pripravené a charakterizované magnetické nanocastice (MNPs),
ktorych povrch bol modifikovany vybranymi aminokyselinami - prolinom, tryptofinom a
poly-L-lyzinom. Castice boli komplexne charakterizované z hl'adiska ich fyzikdlno chemic-
kych vlastnosti. Tieto boli d’alej znaené vybranymi teranostickymi radionuklidmi 13! and
1771 u. Na zaklade vysledkov merani stability in vitro bola vybrana vzorka s najlepsimi vlast-
nostami - PLLMNPs znatend 177 Lu pri teplote 80 °C, na $tidium biologickej distribticie a
stability nanocastic in vivo v potkanoch kmeria Wistar.

KrUCOVE SLOVA magnetické nanocastice; amino-modifikdcia; hypertermia; rddionuklid; te-
ranostika

Ovod

Magnetické nanocastice (MNPs) st materidlom, ktory napriek mnohoro¢nym vy-
skumom mé stéle potencidl zaujat' a poskytovat priestor na d’alSie zaujimavé expe-
rimenty v rozlicnych oblastiach techniky, vedy alebo mediciny. Vlastnosti nano-
¢astic potencidlne pouziteInych v medicinskych aplikdcidch musia spliat’ rézne
kritérid ohl'adom vel'kosti, povrchového ndboja, stability v biologickych médidch
podobnych vnitornému prostrediu organizmu, cytotoxicity, ¢i biologickej kompa-
tibility. Preto je doleZité pripravené vzorky stabilizovat' s oh'adom na predpokla-
dané pouZitie, a tieZ ich dokladne charakterizovat' r6znymi metédami z r6znych
hl'adisk (vlastnosti). Magnetické nanocastice st ¢asto Studované ako mozné nosice
lie¢iv pre rozlicné terapie, ako aj diagnostické metédy, napr. magnetickd rezonan-
cia . Kombinéciou tychto moZznosti je teranostika (z angl. theranostics = therapy +
diagnostics). Teranosticky pristup teda umoziiuje zobrazenie a lieCbu zéroven.
Hypertermia je povazovana za perspektivnu metédu vhodni na podporu liecby
nadorovych ochoreni, pri ktorej je nddorové tkanivo selektivne zahriate na vyssiu
teplotu (~41-46 °C), priCom sa vyuZiva fakt, Ze nddorové tkanivo je menej odolné
voci vysSej teplote neZ zdravé, a teda moZe byt takto redukované, aZ tiplne zniCené.
Pri magnetickej hypertermii sa na ohrev pouziji magnetické nanocastice, ktoré po
umiestneni do vonkajsieho striedavého magnetického pol'a st schopné generovat
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teplo. J6d-131 (*3!1) sa pouziva v klinickej praxi na diagnostiku (zobrazovanie) a
tieZ pri lieCbe rakoviny $titnej ZI'azy. Jeho fyzikdlno-chemické charakteristiky (#;/2
= 8,02 d, Eﬁ ~ 0,607 MeV) a emisia y-Ziarenia umoZnuje monitorovanie prebie-
hajicej terapie. Lutécium-177 s podobne vyhodnymi vlastnostami (""Lu, t1» =
6,7 d) je idedlny teranosticky rddionuklid s energiou 497 keV, ktord prenikd 2 mm
do vnitra tkaniva, pricom emituje fotény y-Ziarenia. Tento rddionuklid je pouZi-
vany pre diagnostiku a liecbu niektorych karcinémov. Ciel om tejto prace bolo po-
mocou rddio-znacenia amino modifikovanych magnetickych nanocastic pripravit
biokompatibilné nanocastice umoZziiujice teranosticky pristup k zobrazovaniu a
liecbe niektorych tumorov.

Experimentalne met6dy a vysledky

Magnetické nanocastice boli pripravené koprecipitdciou Zelezitych a Zeleznatych
i6nov v zdsaditom prostredi postupom opisanym v nasich predchadzajucich pra-
cach [1,2]. Castice boli d’alej modifikované vybranymi aminokyselinami - proli-
nom, tryptofdnom a poly-L-lyzinom, pricom vznikli stabilné koloidné magnetické
kvapaliny oznacené ako Pro-ME Trp-MF a PLL-MNPs. Takto pripravené nanocas-
tice boli charakterizované z hl'adiska rozmerovej distribticie pomocou metédy dy-
namického rozptylu svetla Dgypg, diferencidlnej centrifuga¢nej sedimentacie DCS,
Dpcs, a tieZ elektronovej mikroskopie Drgpy (Obr.la-d). Namerané hodnoty zeta
potencidlu ¢ blizko 30 mV indikuji dostato¢nt stabilitu vzoriek. Z meranych za-
vislosti zeta potencidlu od pH bol nédjdeny izoelektricky bod vzoriek (IEP). Mera-
nim vzoriek v statickom magnetickom poli boli zaznamenané magnetizacné krivky,
z ktorych boli zistené hodnoty magnetizdcie Mg a ich fitovanim bol ziskany roz-
mer magnetického jadra nanocastic Dyjac (Obr.le-g). Pomocou UV/VIS spektro-

Tabulka 1: Fyzikdlne vlastnosti magnetickych nanocastic modifikovanych prolinom
(Pro), tryptofdnom (Trp) a PLL.

Vzorky

Pro-MF  Trp-MF  PLL-MNPs
Dpyypr [nm] 41.5+0.3 49.7£0.5 112.6£0.3
¢ [mV] 28.6+1.5 25.0+1.8 34.4+0.9
IEP 6.05 6.03 10.8
Dpcs [nm] 53.8£0.4 585+0.5 107.8+0.6
D1y [nm] 85+0.3  8.6+0.1 11.1+1.0
Ms (300 K) [emu/g] 53.4+£0.1 47.1£0.1 57.2+0.2
Dppag [nm] 9.6£0.1 10.0£0.1 9.9+0.1
modif./ MNPs [mg/mg] 0.9 0.25 0.13
SAR [W/g] 47.9 55.7 99.7
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skopie bolo stanovené mnoZstvo prisluSnej aminokyseliny vo vzorkach vyjadrené
ako hmotnost’ modifikantu (aminokyseliny) pripadajica na jednotku hmotnosti
magnetitu. Ako komplementdrna metdda na potvrdenie tychto vysledkov bola po-
uzitd termogravimetrickd analyza. Pripravené vzorky boli skiimané aj z hl'adiska
hypertermie, teda bola merand ich schopnost’ ohrevu - produkcie tepla pdsobe-
nim striedavého magnetického pol'a. Vypocitané hodnoty SAR koeficientu pre cas-
tice modifikované prolinom a tryptofanom indikujt niZ$iu ohrievaciu schopnost’,
av8ak vzorka PLL-MNPs vykazovala vel mi dobra schopnost’ ohrevu (Obr.1h). Vlast-
nosti ziskané z jednotlivych technik si zhrnuté v tabul'ke 1.

Amino modifikované magnetické nanocastice boli d’alej znacené radionuklidmi
1317 3 177Lu. Po procese znacenia bola merana vytaznost tejto reakcie a radioche-
micka Cistota vzoriek. Vzorky znacené jédom mali niZ8iu vyt'aZnost’ a ich stabilita
vo fyziologickom roztoku resp. v sére nebola dostacujtca. LepSie vysledky boli zis-
kané pre vzorky znacené lutéciom, pricom vzorky PLL-MNPs pripravené pri zvy-
Senej teplote (80 °C) mali vynimoc¢ne dobri stabilitu v obidvoch skisobnych mé-
didch po dobu viac ako 96 hodin, a tiez vysoku rddiochemicku Cistotu. Prave tieto
vzorky 7/Lu-PLL-MNPs (80 °C) boli vybrané na $tidium biologickej distribuicie v
organizme. Biodistribucia rddio-znacenych nanocastic bola studovand na labora-
térnych potkanoch kmena Wistar. Po intravendznej aplikacii nanocastic (0,1 ml,
zodpovedd 6 ug Fe;O4/g hmotnosti pokusného zvierat'a) bola monitorovana distri-
bucia ¢astic meranim radioaktivity vo vybranych ciel ovych orgédnoch vo zvolenych
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Obr. 1: (a-d) Snimky z TEM a distribticie velkosti ¢astic ziskané z DLS, DCS a TEM;
(e-g) magnetizacné krivky a distribiicie vel'kosti Castic z magnetizacnych merani; (h)
casovd zdvislost teploty (ohrevu) a SAR z hypertermickych merani a (i) biodistribticia
nanocastic'"’ Lu-PLL-MNPs (80 °C).
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casovych intervaloch (t=0,5, 3, 24 a 96 hodin). Vysledky st zobrazené na Obr.1i [3].

Zaver

Na zéklade ziskanych vysledkov méZeme konStatovat,, Ze vzorka poly-L-lyzinom
modifikovanych nanocastic dosiahla z hl'adiska hypertermie najlepsie vysledky, pri-
¢om po znaceni lutéciom pri vyssej teplote (1’"Lu-PLL-MNPs (80 °C)) dosahovala
vel'mi dobru in vitro a in vivo stabilitu a rddiochemickd ¢istotu. Zaroveil umoznila
monitorovanie biodistribticie po dobu az 96 hodin. Tieto vysledky st predpokla-
dom pre d’alSie Stidium terapie tumorov zaloZenej na hypertermii v kombinécii s
radioaktivitou, teda teranostickému pristupu k liecbe rakoviny.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
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ABSTRAKT Vyvojnovych, G¢innejsich systémov podavania lieciv je vel mi doleZitou otdzkou,
ktorti musi dnesnd modernd spolo¢nost riesit. Lieky si nevyhnutnou sti¢ast'ou I'udského
Zivota a v pripade potreby sliZia na vyvolanie terapeutického tc¢inku pri roznych chorob-
nych stavoch. Vzhl'adom na starnutie populécie, spotreba liekov v poslednych rokoch neus-
tale stipa s ¢im suavisi aj mnozstvo zdokumentovanych neziaducich tc¢inkov spésobenych
liekmi. Této otédzka je zvlast' aktudlna na Slovensku, kde je spotreba liekov podl'a najaktudl-
nejsich sprav OECD jedna z najvyssich v ramci Eurépskej tinie. Osobitne lieky s nizkou $pe-
cifickost'ou a rozpustnost'ou vedi k tomu, Ze pre dosiahnutie poZadovaného terapeutického
efektu st pacienti niteni uzivat ich vysoké davky, ¢o vedie k vedl'ajsim tGcinkom. Zvlast sa
to tyka liekov s tizkym terapeutickym oknom, ako napriklad cytotoxické chemoterapeutika,
antivirotikd.

KL UCOVE SLOVA nanopérovitd silika; podédvanie lieciv; hydrofébne lie€iva; antivirotika

Uvod

Vysoké a/alebo casté davky liekov, ich nédsledna absorpcia na neZiaducich mies-
tach majui za nésledok suboptimélnu koncentrdciu bioaktivnych latok v ciel ovych
miestach t¢inku, ¢o vedie k zoslabeniu terapeutického efektu. Nedostatok $pecifi-
city liekov a ich vysoké davky vedu k interakcidm lie€iv so zdravymi tkanivami alebo
bunkami. Napriklad vankomycin, antibiotikum s baktericidnym ti¢inkom proti gram-
pozitivnym baktéridm, vyZaduje pre optimdlnu Gc¢innost’ vysokd ndrazovi dévku.
AvSak tato davka nesmie presiahnut’ hmotnost’ viac ako 4 g, pretoZe potom liek po-
sobi nefrotoxicky. Na druhej strane, pri znizeni davky je koncentrécia lieciva prili§
nizka a lie¢ivo ma malu terapeutickd G€innost'.

RieSenim nacrtnutych problémov je vyvoj biokompatibilnych nosicov lie¢iv, kto-
ré su schopné prijat vysoké davky molekul lieciva a lie¢ivo dopravit' cielene bez
jeho pred¢asného uvol'nenia. Pouzitim takychto systémov je mozné dopravit’ lieky
priamo na miesto terapeutického Gcinku, ¢o méze viest’ k zniZzeniu davky liekov a
s tym suvisiacich neziaducich vplyvov spojenych s uZivanim nadmerného mnoz-
stva liec¢iva. VyuZitie nosicov je obzvlast' prospesné v pripade lieciv, ktorych apli-
kécia je staZend napr. ich hydrofébnost'ou. Prikladom moZe byt protirakovinové
lie¢ivo paclitaxel, u ktorého dosiahnutie ticinnej koncentracie v mieste Gc¢inku je
v dosledku jeho nizkej rozpustnosti pomerne obtiazne. Vyvoj novych systémov na
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podévanie lie¢iv m4 okrem spolocenskych aspektov aj zna¢né ekonomické bene-
fity. Vytvorenim tcinnejsich systémov na podavanie hydrofébnych liekov by bolo
moZzné rocne udetrit’ viac ako 8 miliard USD.

V priebehu poslednych troch desatroci boli na dopravu lieciv alebo bioaktiv-
nych latok vyvinuté rézne typy nosicov, napr. polyméry, mikrogulicky, nanocastice,
dendriméry a lipozémy. Efektivne a moderné systémy na dodavku liekov musia v ¢o
najvicsej miere spliiat’ niekol'ko poziadaviek: (i) nosny material musi byt biokom-
patibilny; (i) systém ma mat’ schopnost adsorbovat’ a uskladnit’ vel'ké mnoZstvo
lie¢iva; (iii) nemd dochddzat’ kpred¢asnému uvol'neniu, resp. vylihovaniu lie¢iva z
materidlu; (iv) materidl mé vykazovat Specificitu k tkanivim alebo bunkdm, resp.
umoznit cieleny, vektorovy transport lieciva; (v) rychlost’ uvolfiovania liec¢iva ma
byt’ kontrolovatel'nd, aby bolo moZné dosiahnut jeho Gc¢innu lokdlnu terapeuticka
koncentraciu. Néjst' materidl, ktory by mal vysoku afinitu k lie¢ivu potrebnu pre
jeho uzavretie, a sucasne bol schopny ochotne uvol'nit lie¢ivo po dosiahnuti urce-
ného terapeutického miesta v organizme (bunky, tkanivd) je netrividlne. U vysSie
uvedenych materidlov (polyméry, mikrogulicky, dendriméry, lipozémy) dochadza
Casto za fyziologickych podmienok k ich rychlej Struktiirnej degradéacii vplyvom
roznych chemickych faktorov (napr. pH). ZvyCajne je u tychto biologicky degra-
dovatel'nych materidlov t'azké zabrdnit’ pred¢asnému uvolneniu lieciva z ich po6-
rovitého systému a v mnohych pripadoch uvol'nenie liec¢iva zac¢ina ihned’ po zave-
deni materidlu do organizmu. Preto je doleZité vyvinuit' nosice, ktoré by nepodlie-
hali rychlej degradécii a ktoré by nevykazovali vylihovanie lieciva skor, kym trans-
portny systém nedosiahne ur¢ené miesto ti¢inku. Tym sa zabezpeci vysoka terape-
utickd koncentrdcia lieCiva prave v poZadovanom mieste. Preto sa sticasny vyskum
v oblasti nosicov lieCiv ststred’uje na vyvoj systémov, ktoré st rigidné a Struktiarne
stabilné, a ktoré si sticasne schopné dopravit’ vel'ké mnozstva lieCiva bez predcas-
ného uvol'nenia k ciel ovému tkanivu, alebo dokonca aj k vntitrobunkovym orga-
neldm.

Medzi Struktirne stabilné materidly, ktoré st z tohto hl'adiska vel'mi perspek-
tivne patria nanopoérovité materidly na baze oxidu kremicitého. Oxid kremicity ma
vhodné chemické vlastnosti, stabilitu a biokompatibilitu. Okrem tychto faktorov,
pouzitie usporiadaného nanop6rovitého oxidu kremicitého ako nosica liec¢iva ma
aj d’alsie vyhody vyplyvajtce z jednoduchosti pripravy, I'ahkej povrchovej modifi-
kécie, velkosti povrchu a vel'kosti a objemu p6rov. Unikdtna usporiadand nanop6-
rovita Struktira SiO, umoZnuje efektivne uzatvorenie lieciv a ich nésledné riadené
uvoltiovanie. Vel'kost' porov je moZzné pri syntéze cielene menit’, takZe do takychto
materidlov je mozné uzavriet' lieCiva roznej velkosti. Osobitni pozornost’ si vy-
zaduje 'ahkéd povrchovd modifikécia, prostrednictvom ktorej je mozné ovplyvnit
vlastnosti povrchu tak, aby bol hydrofébnesi alebo hydrofilnejsi. Na povrch mate-
ridlu je mozné naviazat rdézne funkcéné skupiny, ktoré ovplyviiuja rychlost uvoltio-
vania lieciva, alebo je moZné povrch modifikovat’ Specifickymi zachytnymi ligan-
dami, ktoré umoziuju cieleny transport lieciva k pozadovanému miestu acinku.
Pérovity oxid kremicity je schopny uchovavat' a postupne uvol'nit' terapeuticky vy-
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znamné lieCivd, avak, pouZziva sa aj na zvySenie biokompatibility inych systémov.
Vyhodou nanocastic oxidu kremicitého je, Ze st netoxické a biokompatibilné. Po-
vrchovo modifikované ¢astice nanopoérovitého oxidu kremicitého st absorbované
Zivo¢iSnymi a rastlinnymi bunkami in vitro bez pozorovanej cytotoxicity. Preto st
takéto Castice perspektivne aj v rdmci vyvoja novej generécie nosicov lie€iv a bio-
senzorov pre intraceluldrne riadené uvolfiovanie lieCiv a pre zobrazovacie aplikdcie
(bioimaging).

V poslednych rokoch sa ¢oraz vacsi doraz kladie na vyvoj nosi¢ov umoziuji-
cich cielené uvoltiovanie lie¢iva vplyvom fyzikdlnych a chemickych stimulov. Na
zdklade tychto poznatkov a velkého potencidlu usporiadanej nanopoérovitej siliky
na dodavanie lie¢iv sme v nasich predchddzajucich pracach popisali r6zne mezo-
porézne Castice oxidu kremicitého na uvoltfiovanie lieciva riadené pH [1,2] uvol'to-
vanie riadené redoxnym potencidlom [3], uvol'fiovanie lie¢iva riadené teplotou [4]
alebo uvoltiovanie lieCiva riadené svetlom [5,6]. Okrem fyzikdlno-chemickej cha-
rakterizacie sme Studoval biokompatibilitu a cytotoxicitu pripravenych systémov
in vitrona bunkach U87 MG a SKBR3 [1,2,7,8] ako aj in vivo testy na laboratérnych
zvieratach [9].

Zaver

V ramci tejto prace sme sa sustredili na uzatvéranie antivirotik, ako napr. Lopinavir,
do mezoporovitej siliky. Lopinavir je slabo rozpustné lie€ivo. Priblizne 40% uznéva-
nych liekov dostupnych na trhu je slabo rozpustnych vo vode a takmer 70% novych
kandidéatskych liekov vykazuje nizku rozpustnost’ vo vode, ¢o vedie k zniZeniu bio-
logickej dostupnosti. Vyhodou nanopérovite;j siliky je, Ze moZze byt pouzitd ako pre
hydrofilné aktivne latky, tak aj pre lieky zle rozpustné vo vode zvySenim ich rozpust-
nosti a ndslednym zvy3enim ich biologickej dostupnosti. Ked’ si molekuly lieciva
nerozpustného vo vode obsiahnuté v mezoporéznom oxide kremicitom, uzatvore-
nie v mezopdéroch moéze znizit' krystalizdciu amorfného lieciva. V porovnani s krys-
talickym liecivom amorfné lie¢ivo nevykazuje energiu krystélovej mriezky, ¢o né-
sledne vedie k zlepSenej rychlosti rozpti§tania a zvySenej biologickej dostupnosti.
V ramci konferencie budu prezentované vysledky, ziskané pri uzatvarani lieciva lo-
pinavir v mezopdrovitom systéme.

PODAKOVANIE Tato praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
s COVID-19 (NANOVIR)”, ITMS 2014 +:313011AUW?7.
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Identifikacia Si0,@MNPs nanocastic pre efektivnu magnetickd
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ABSTRAKT Studovali sme biologicku aktivitu SiO»@MNPs - superparamagnetickych na-
nocastic oxidu Zeleznato-Zelezitého (MNPs) obalenych vrstvou oxidu kremicitého (SiO2) s
rozdielnou hribkou dosiahnutou pouzitim r6zneho pomeru tetraetylortosilikatu (TEOS) ku
magnetitu. Nasim cielom bolo selektovat vzorky s najvy$sim potencidlom viazat a sepa-
rovat’ RNA. Zistili sme, Ze vézbov4 afinita nanocastic vo¢i RNA a Gcinnost jej magnetic-
kej separacie st zavislé od vel'kosti nanocastic v stvislosti s pomerom TEOS/MNPs (v/w).
Biologicky najicinnejsie boli rozmerovo mensie SiO» @MNPs s pomermi TEOS/MNPs rov-
nymi 2,0 a 1,0. SiO2@MNPs s pomerom 2,0 bola nésledne modifikovand roznymi organic-
kymi ligandmi s ciel om zvysit’ ich separa¢ni ti¢innost’. NajlepSie vysledky boli ziskané pre
nanocastice modifikované chitozdnom (Chit)-SiO, @MNPs a 3-aminopropyltrietoxysildnom
(APTES)-SiO2 @MNPs. Cytotoxickd stiidia ukdzala ich zanedbatel ny toxicky ti¢inok na sledo-
vané bunkové linie. Nase vysledky dokazuju, Ze (Chit)- a (APTES)-SiO2 @MNPs st sI'ubnymi
kandidatmi na klinicku aplikédciu v stivislosti s extrakciou virusovej RNA.

KrucCovE SLoVA magnetické nanocastice; oxid kremicity; ligandy; separdcia RNA

Uvod

Nanocastice si materidly s jedinecnymi vlastnost'ami, ktoré st dané ich zloZenim a
vyrazne vysokym pomerom povrchu k objemu [1]. Magnetické nanocastice (MNPs)
maji okrem toho d’al$ie vyznamné vlastnosti, ako napr. nenulovy magneticky mo-
ment, dobrd disperzibilitu, homogénnu rozpustnost’ a rychle a Gi¢inné viazanie
biomolekl. Po aplikécii vonkajSieho magnetického pol'a vytvédraji nanocastice klas-
tre, o umoznuje ich separéciu z roztoku spolu s naviazanymi biomolekulami, ako
st enzymy, nukleové kyseliny (NK) a proteiny [2]. Tento pristup pontika vysoku Spe-
cifickost’, rychlu separdciu, dobrt reprodukovatelnost’ a dnes je Siroko pouZzivany
v mnohych biotechnologickych a medicinskych oblastiach [2-4]. Z tohto hl'adiska
MNPs vd’'aka svojim unikdtnym vlastnostiam predstavuju uzito¢ny a jednoduchy
systém na efektivne koncentrovanie, purifikdciu a separdciu NK [5], ktory je v pri-
pade klinickych vzoriek nevyhnutny na detekciu RNA virusov a baktérii pomocou
polymerézovej ret'azovej reakcie (PCR). V sticasnosti boli nasyntetizované rézne
mikrometrové magnetické Castice obalené SiO2, ktoré skratili purifikacné postupy
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PCR a zvysili ticinnost’ a citlivost’ detekcie RNA [6,7]. V pripade nanocastic, vysoky
pomer povrchu k objemu pontika moznost’ efektivnejSej separacie NK v porovnani
s mikrocasticami. SiOo@MNPs poskytuji navySe vdzby medzi NK a oxidom kremi-
¢itym, ktoré zavisia od jeho dehydratécie, medzimolekulovych elektrostatickych in-
terakcif a vodikovych vizieb [8,9]. Modifikacia SiO, @MNPs organickymi ligandami
umoznuje zvySenie ich Specifickosti a separacnej efektivity [10].

Experimentalne met6dy a vysledky

SiO,@MNPs s roznym pomerom TEOS/MNPs boli pripravené dvojstuptiovou syn-
tézou na zdklade postupu opisaného v praci Khmara a kol. [11] a podl'a protokolu
BOMB [12]. SiO2@MNPs s pomerom TEOS/MNPs (v/w) rovnymi 2,0 (SiO2@MNPs
2,0) boli modifikované organickymi ligandami: polylyzin (PLL), chitozén, 3-amino-
propyltrietoxysilan (APTES), 3-merkaptopropyltrimetyloxysilan (MPTMS) a 3-tri-
metoxysilylpropylmetakrylat (MMSP). Schopnost’ Studovanych SiO,@MNPs viazat
RNA bola detegovana pomocou fluorescencnej metédy vytesniovania etidium bro-
midu (EtBr) [13]. Koncentracia zdsobného roztoku v pufri (10 mM TRIS-0,1 mM
EDTA, pH 8,0, bez DNA, RNA) bola 1 mM. 1 mg RNA bol rozpusteny v 1 mL 10 mM
fosfatového tlmivého roztoku (pH 7,4), sonifikovany po dobu 10 mintt a nasledne
zriedeny tlmivym roztokom 10 mM TRIS-EDTA na findlnu koncentréaciu 50 pg/mL.
Nasledne boli pripravené roztoky RNA s EtBr v koncentratnom pomere 5:1. Nano-
Castice SiO2@MNPs boli pridané ku komplexom RNA-EtBr v Sirokom koncentrac-
nom rozsahu (pomer SiO,@MNPs k RNA-EtBr bol od 500:1 do 1:200). Schopnost’
nanocastic viazat' sa do RNA bola sledovand pomocou fluorescencie EtBr (1.,=545
nm; Agy, = 595-700 nm), ktord bola zaznamenand po 30 minttach inkubécie v tme
pri 25 °C v ¢iernej 96-jamkovej platnicke pomocou spektrofotometra Synergy Mx
(BioTek Company, USA). Vzorky boli vyhodnocované voci samotnym SiO,@MNPs
(kontrola = 0%) a samotnej RNA bez pritomnosti SiO,@MNPs (kontrola = 100 %).
Kazdy experiment bol uskutocneny 3 az 6-krat a uvddzané hodnoty predstavuju
priemer nameranych udajov.

Hodnoty ECs( predstavuji koncentraciu SiO@MNPs s 50 % ticinnost'ou vytes-
nenia EtBr z RNA, o zodpovedd ich vdizobnému potencidlu (Tabul'ka 1). Nemodifi-

e e

pomerom TEOS/MNPs = 3,0. Pre vyssie pomery TEOS/MNPs = 4,0 a 5,0 bolo po-
zorované zvySenie u€innosti vytesnenia EtBr. V pripade modifikovanych nanocas-
tic SiO2@MNPs 2,0 najvysSiu afinitu voci RNA mali SiO, @MNPs modifikované li-
gandmi APTES, Chit a PLL.

Na sledovanie ti¢innosti separdcie RNA pomocou SiO, @MNPs bol pouZity jed-
noduchy protokol “viazanie-premytie-elticia”. RNA (1 mg/mL) bola inkubovana v
pritomnosti SiO2; MNPs (40 mg/mL) a vizbového tlmivého roztoku (1,25 M NaCl)
s 10 % obsahom PEG 20 000. RNA naviazand na SiO, @MNPs bola extrahovand po-
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Tabulka 1: RNA-viizbovy potencidl a ticinnost magnetickej separdcie SiO, @VMINPs s
roznymi pomermi TEOS/MNPs (0,4; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0) a SiO, @MNPs (2,0) modi-
fikovanych organickymi ligandmi.

Biologicka aktivita

Vzorky Viazbovy potencidl EC5p  Separacna efektivita
[mg/mlL] [%]
Nemodifikované SiO, @MNPs
pomer TEOS/MNPs
0,4 0,8 N/A
1,0 0,8 36,5
2,0 2,1 37,6
3,0 N/A 7,1
4,0 53 6,6
5,0 4,8 3,6
Modifikované SiO, @MNPs 2,0
2,0 (kontrola) 1,6% 3,9
PLL 3.4 34,0
Chit 1,3 58,6
2,0 (kontrola) 13,57 7,4
MMSP 52 2,3
MPTMS 4,0 0,4
APTES 1,8 66,8

* Hodnoty ECsq vzt'ahované na hmotnost’ magnetitu
t Hodnoty ECsq vzt'ahované na kompletni hmotnost’ SiO2@MNPs (vratane SiO» a ligandov)
N/A - nedalo sa urcit

uzitim vonkajSieho magnetického pol'a, nasledne bola v eluovanom roztoku sta-
novend koncentracia RNA. SiO,@MNPs 1,0 a 2,0 extrahovali 36,5 %, resp. 37,6 %
RNA, pricom SiO, @MNPs s vy$§imi pomermi TEOS/MNPs vykazovali vel' mi slabt
separacnt ic¢innost’ od ~4 % do 7 %. Na zdklade najlep3ej separacnej ti¢innosti boli
Si02@MNPs s pomerom 2,0 modifikované organickymi ligandmi. Ziskané vysledky
poukazuji na to, Ze pritomnost’ ligandov viedla v niektorych pripadoch k zvySeniu
RNA-separacnej efektivity, konkrétne v pripade Chit na hodnotu 58,6 % a APTES na
hodnotu 66,8 %.

Pre nemodifikované SiO,@MNPs a SiO,@MNPs 2,0 modifikované PPL a Chit
bola stanovena ich cytotoxicita pomocou LDH met6dy. Oblickové bunky linie HEK
293 boli inkubované 24 h a 48 h v pritomnosti zvySujticej sa koncentrdcie nanocas-
tic (0,01 - 50 ug/mlL). V pripade nemodifikovanych SiO, @MNPs pri ich najvyssej
koncentrécii (50 ug/mL) doslo po 24 h k zniZeniu preZivania buniek az na ~72 %.
Po 48 h inkub4cii bola Zivotaschopnost’ buniek porovnatel'na so Zivotaschopnos-
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tou kontrolnych buniek. Nanocastice modifikované Chit sposobili pokles Zivota-
schopnosti buniek o ~15 %. Tento efekt nebol pozorovany po 48 h inkub4cii kedy
bolo preZivanie buniek porovnatelné s kontrolnymi bunkami. Na zédklade ziska-
nych vysledkov je moZzné konstatovat, Ze zvySenie koncentréacie SiO, @MNPs, po-
meru TEOS/MNPs a druh povrchovej modifikacie ligandmi vyznamne neovplyvnili
morfol6giu a pocet Zivych buniek ani po 48 h inkubdcii.

Zaver

V tejto Stadii sme sa zamerali na identifikdciou SiO,@MNPs nanocastic vhodnych
na magnetickd separdciu RNA. Fluorescen¢nd technika vytesfiovania EtBr ukdzala,
Ze Si02 @MNPs s pomermi TEOS/MNPs 1,0 a 2,0 vykazovali najvyssiu afinitu k RNA.
Najlepsia RNA-separac¢nd ti¢innost’ bola urcena pre SiO,@MNPs 2,0, a to ~37 %.
Modifikdciou povrchu SiO,@MNPs 2,0 organickymi ligandmi APTES, Chit a PLL
sme dosiahli d’alSie zvySenie ich vdzbového potencidlu. Takmer 2-ndsobné navy-
Senie separacnej efektivity (~69 %) bolo pozorované pre nanocastice modifikované
s APTES. NasSe Studie ukézali, Ze Studované SiO,@MNPs nemajui vyrazny vplyv na
prezivanie buniek. Ziskané vysledky poukazuju na to, Ze SiO,@MNPs sui slubnymi
kandidatmi pre klinicku aplikdciu v stvislosti s extrakciou virusovej RNA.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovand
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT Magnetické nanocastice (MNP) s povrchovou vrstvou na béze siliky predstavuja
vhodny néstroj pre pouZitie v diagnostike patogénnych ochoreni. Specifické MNP schopné
viazat’' nukleové kyseliny sa mozu vyuzit' na izoldciu virusovej nukleovej kyseliny, ktord moze
byt nésledne pouzité pri detekcii génov virusovych ako dokaz pritomnosti patogénu v ana-
lyzovanej vzorke. V tejto $tidii sme overili a experimentélne potvrdili vhodnost experimen-
tadlnych MNP (eMNP) pripravenych v radmci projektu NANOVIR na izol4ciu virusovej RNA.
Uspesnti izolaciu RNA virusu sme preukdzali na dvoch experimentélnych modeloch, i.) izo-
lacia a dokaz pritomnosti virusovej RNA v Zivo¢iSnom tkanive (d6kaz RNA virusu hepatitidy
E v tkanive peCene prasata) a ii.) izoldcia a dékaz virusovej RNA v klinickych vzorkach v
tekutom transportnom médiu (dokaz RNA virusu SARS-CoV-2 v nosohltanovych steroch).
VSetky testovane eMNP sa ukézali ako vhodné pre izoldciu virusovej RNA, pricom viaceré z
nich ukdazali porovnatel'nt G¢innost’ priizolacii ako komeréné MNP,

KL UCOVE SLOVA magnetické nanocastice; izoldcia RNA; RT-qPCR; SARS-CoV-2; HEV

Uvod

Sacasny pokrok v oblasti molekuldrnej biolégie a sekvenovania umozinuje rapidnu
aplikdciu ziskanych poznatkov do aplikovaného vyskumu vratane molekulédrnej dia-
gnostiky. Tato nahradza tradi¢nejsie kultivacné a met6dy a antigénové testy. Dokaz
gen6mu patogénu v klinickej vzorke predstavuje rychle a jednozna¢né potvrde-
nie pritomnosti infekéného agensa. Extrakcia nukleovych kyselin (NK) je jednym
z prvotnych krokov takejto diagnostiky a nevyhnutnym predpokladom pre mnohé
experimenty. Konven¢né met6dy izoldcie NK s ¢asovo naroc¢né, s nizkym vyt'az-
kom a otdznou cistotou. V porovnani s konvenénymi metédami, extrakcia NK na
tuhej faze (SPE, Solid Phase Extraction), ktora je stucast'ou vacsiny komercnych
kolénkovych extrakénych kitov umoziiuje rychlu a efektivnu izol4dciu NK. Alterna-
tivu predstavuji magnetické nanocastice (MNP) obalené silikou, ktoré kombinuja
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rychlost’ a efektivitu SPE koléniek s praktickost ou vyuzitia magnetu na oddelenie
NK naviazanej na povrch MNP. Sticasne predstavujti jednoduchy, vel'mi a€inny a
I'ahko automatizovatelny spdsob izolacie nukleovych kyselin. Hlavnou podmien-
kou je vyvoj a dostupnost MNP schopnych tc¢inne viazat' NK. V rdmci projektu
NANOVIR bola pripravend séria experimentalnych MNP (eMNP) s rozli¢nymi po-
vrchovymi modifikdciami s ciel om efektivnej reverzibilnej vdzby NK na nanocas-
tice. Ucinnost’ tejto vizby sme testovali izoldciou virusovej RNA z klinickych vzo-
riek infikovanych dvoma r6znymi RNA virusmi, virus hepatitidy E v tkanive pecene
prasat’a a virus SARS-CoV-2 v nosohltanovych steroch.

Experimentilne met6dy

Experimentilne magnetické nanocastice (eMNP). Séria eMNP projektu NANO-
VIR: a) eMNP bez ligandov/povrchovej modifikdcie (S1), b) eMNP s povrchovo na-
viazanym ligandom (S2, 3, 4, 6, 10, 12, 13, 15, 16) a c) eMNP s povrchovo modifiko-
vanym poréznym povrchom (S21, S22 a S23). Vzorky/biologicky materidl. Experi-
mentdlna vzorka tkaniva pecene o$ipanej prirodzene infikovanej virusom hepati-
tidy E (HEV), anonymizované vzorky sterov z nosohltanu a hrdla pacientov infiko-
vanych virusom SARS-CoV-2 (Standardné klinické vzorky vo virusovom transport-
nom médiu).

Izolacia virusovej RNA. Celkova RNA bola izolovand pomocou komerc¢ne dostup-
nych kitov: MagMAXTM - 96 Total RNA Isolation Kit a MagMaxTM Viral RNA isola-
tion Kit. MNP v komerc¢ného kitu (comMNP) boli nahradené eMNP. Koncentracia
nahradenych eMNP bola upravend na 130 mg/ml.

Kvantifikdcia izolovanej virusovej RNA. MnozZstvo izolovanej RNA sme kvantifi-
kovali spektrofotometricky a detekciou/kvantifikdciou virusovej RNA kvantitativ-
nou real-time RT-PCR (RT-qPCR). RT-qPCR: RNA virusu HEV bola detegovan4 jed-
nokrokovou RT-qPCR pomocou kitu iTaq Universal Probes One-Step Kit (Bio-Rad)
pouZitim Specifickych PCR primérov a hybridiza¢nej sondy. RNA virusu SARS-CoV-
2vizolatoch zo sterov bola detegovand pomocou komeréného IVD-certifikovaného
kitu COVID-19 Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Labsystems Diagnostics).

Vysledky a diskusia

Ciel'om nasej prace bolo charakterizovat’ stibor experimentalnych nanocastic (eM-
NP) s hl'adiska ich vyuZitia pri izolécii virusovej RNA z biologickych vzoriek. Vdazba
virusovej RNA s eMNP bola testovand na dvoch principidlne odliSnych modeloch
klinickych vzoriek: i.) Zivo¢isne tkanivo (vzorka peCene oSipanej infikovana HEV) a
ii.) klinické vzorky vyterov v tekutom transportnom médiu (vzorky nosohltanovych
vyterov pacientov infikovanych SARS-CoV-2).
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Obr. 1: Porovnanie ticinnosti izoldcie RNA z tkaniva pecene prasata infikovaného vi-
rusom hepatitidy E (HEV) pomocou komercnych comMNP a experimentdlnych MNP
(§1-822). a) spektrofotometrické stanovenie koncentrdcie, b) Ct hodnoty kvantifikd-
cie virusovej RNA pomocou RT-qPCR. Hodnoty predstavuju priemer piatich opako-
vanych analyz.

Aplikacia eMNP na izol4ciu virusovej RNA z tkaniva. Testy so Zivo¢iSnym tkani-
vom boli uskuto¢nené na stibore 12 eMNP. NaSe experimenty ukazuju, Ze vsetky
testované eMNP boli vhodné na izoldciu virusovej RNA, ktord bola aplikovatel nd
pre néslednd RT-qPCR analyzu. Najvy$Sie mnoZstvo izolovanej RNA (obr. 1a) bolo
ziskané pri vyuziti komercnych nanocastic (comMNP, 470 ng/ul). Z testovanych
eMNP bolo najvyssie mnozstvo RNA ziskané so vzorkou eMNP s povrchovo navia-
povrchom - S21 (69 ng/ ul).

Pri hodnoteni mnoZstva virusovej RNA v izolovanych vzorkdch pomocou RT-
gqPCR (obr. 1b), boli dosiahnuté povzbudivé vysledky. Zatial' ¢o priemernd Ct hod-
nota kvantifikovanej virusovej RNA izolovanej comMNP predstavovala hodnotu Ct
= 20,0, vzorka eMNP bez ligandu naviazaného na magnetické jadro (S1) poskytla
priemernt Ct = 21,2, €o naznacuje len mierne niz§iu Gi€innost’ izol4cie/detekcie vi-
rusu. V silade z koncentraciou RNA, najlepsie hodnoty Ct dosiahli vzorky S12 a S16
(priemernd Ct = 20,6), ¢o je porovnatelné s orgMNP z komercného kitu. Na druhej
strane vzorky S21 a S22 ako zastupcovia eMNP s poréznym povrchom viedli k prie-
mernému Ct = 22,4 a 21,5.

Aplikdcia eMNP na izol4ciu virusovej RNA z vyteru v kvapalnom médiu. Sest
vybranych eMNP sa d’alej pouZilo na izoldciu virusovej RNA z kvapalnych vzo-
riek nosohltanovych vyterov pacientov infikovanych SARS-CoV-2. Hoci koncentré-
cia izolovanej RNA z klinickych vzoriek bola pod limitom pre spol'ahlivé spektrofo-
tometrické meranie, Gspesné izol4cia virusovej RNA bola potvrdend pomocou RT-
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Obr. 2: RT-qPCR detekcia SARS-CoV-2 RNA izolovanej r6znymi MNP Porovnanie
hodnét Ct SARS-CoV 2 Specifického génu ORFlab detegovaného v RNA izolovanej
z klinickych vyterov pomocou komerénych (comMNP) a experimentdlnych magne-
tickych nanocastic (eMNP) - S1, 83, S6, S21, S22 a S23.

gPCR. Ziskané hodnoty Ct detegovanych virusovych génov naznacuju, Ze pripra-
vené eMNP viazu virusovii RNA vel' mi vysokou efektivitou a maji vysoky potencial
pre vyuzitie na izol4dcie RNA. Virusovd RNA bola detekovatel'né vo vSetkych testo-
vanych izoldtoch pomocou vsetkych eMNP, to znamend, Ze aplikdcia akychkol'vek
pripravenych eMNP pri izolécii virusovej RNA a néslednej detekcii by dokazala po-
tvrdit’ infekciu SARS-CoV-2 v kazdej analyzovanej klinickej vzorke.

Virusova RNA izolovand pomocou comMNP (tu reprezentovand hodnotami Ct
génu ORF1lab) bola detegovand v analyzovanych vzorkdch medzi Ct = 21,9 az 28,2
(obr. 2). Na zdklade hodnét Ct sme porovnatel né mnozstvé virusovej RNA ziskali aj
pomocou eMNP bez vrstvy ligandu (S1) a eMNP s modifikovanou poréznou vrstvou
- S21 (obr. 2a, d). Dalsie dva povrchovo modifikované eMNP (S3 a S23, obr. 2b, f)

povrchovo modifikovanych eMNP — S22 a S6 (obr. 2e, c).

Zaver

Testovanie vSetkych 13 eMNP na vzorke pecene prasat’a preukdzalo, Ze RNA bola
uspesne izolovand nezdvisle od eMNP pouzitych na jej izoldciu. Tato RNA by sa
mohla pouzit' vdiagnostickej RT-qPCR, v ktorej boli hodnoty Ct porovnatel'né alebo
blizke hodnotdm ziskanym komer¢nym kitom. Podobne vysoké tc¢innost’ izolé-
cie virusovej RNA testovanymi eMNP bola dosiahnutd aj so vzorkami nosohlta-
novych vyterov pacientov infikovanych virusom SARS-CoV-2. So vSetkymi testova-
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nymi eMNP sme boli schopni izolovat’ vysoko kvalitnii virusovia RNA. Porovnanie
s komer¢nymi MNP ukazuje porovnatel'ny vyt'azok izolovanej virusovej RNA. Uké-
zalo sa, Ze dve vzorky - nemodifikované S1 a porézne povrchovo modifikované S21
eMNP vykazuju vysledky ti¢innosti podobné komerénym MNP,

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
s COVID-19 (NANOVIR)”, ITMS 2014 +:313011AUW?7.
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ABSTRAKT Jednym z perspektivnych rieSeni diagnosticko-terapeutickych problémov ocho-
renia COVID-19 a d’al$ich virusovych ochoreni je vyuZzitie magnetickych nanocastic oba-
lenych pérovitou silikou, ktoré by mohli byt pouzité ako nosice antivirotickych lie¢iv v in
vivo systéme. Magnetické nanocastice predstavuji transportny systém, z ktorého sa navia-
zané liecivo kontrolovane uvolniuje pocas dlhsej doby a ktory umoziiuje ich vektorové cie-
lenie magnetickym pol'om do ciel ového orgdnu za ti¢elom lokdlneho zvysenia koncentrécie
lie¢iva. Pred testovanim transportnych vlastnosti v in vivo podmienkach bola preskiimand
biokompatibilita magnetickych nanocastic s in vitro modelom plticneho karcinému A549,
ako aj schopnost nanocastic prenikat’ do buniek v smere magnetického pol'a. Nase vysledky
ukdzali, Ze magnetické Castice prenikaji do buniek aj bez vplyvu magnetického pol'a. S vy-
uzitim testu metabolickej aktivity, analyz celularity a viability buniek a imunofluorescen¢-
nych znaceni sme zistili, Ze pritomnost’ magnetickych nanocastic ma vplyv na prechodné
zniZenie viability a metabolickej aktivity kultivovanych buniek. Na zédklade dosiahnutych vy-
sledkov je mozné konstatovat, Ze magnetické nanocastice si bunkami tolerovatelné v in
vitro podmienkach, a preto je mozné uvazovat o ich vyuziti ako transportného systému v
zivych organizmoch.

KruCovE sLoVA feromagnetické nanocastice; bunkova linia A549; viabilita; metabolicka ak-
tivita; subceluldrna lokalizdcia; magnetické pole

Uvod

Feromagnetické nanocastice na bdaze siliky (SiO») a oxidu Zeleza (Fe304), oznaco-
vané aj ako magnetické core-shell nanocastice Fe304@SiO;, st vd'aka svojim jedi-
ne¢nym vlastnostiam perspektivnhym kandiddtom na biomedicinske aplikacie pri
zabezpeceni transportu lie¢iva uskladneného v péroch nanocastic do ciel' ovych or-
ganov v zZivom organizme. Magnetické nanocastice predstavuji transportny sys-
tém, z ktorého sa naviazané liec¢ivo kontrolovane uvoltiuje pocas dlhsej doby a
ktory umoZiuje ich vektorové cielenie magnetickym polom do ciel ového orgédnu
za Ucelom lokdlneho zvySenia koncentrécie liec¢iva. Takymto spdsobom by mohli
byt navrhnuté magnetické core-shell nanocastice pouZité ako nosice antivirotic-
kych lieciv pri rieSeni diagnosticko-terapeutickych problémov ochorenia COVID-
19 a d’al$ich virusovych ochoreni. Navrhnuty systém by zefektivnenim transportu
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do ciel'ového orgdnu umoznil zniZenie potrebnej davky lieiva, ¢im by doslo k re-
dukcii vedl'ajSich nepriaznivych acinkov lieCiva na organizmus pacienta. Vzhl'a-
dom k potencidlnym rizikdm spojenym s moZnou toxicitou [1,2], resp. zlou tolero-
vatelnost'ou nanocastic v zivom organizme [3,4], sme sa rozhodli pred ich testova-
nim v in vivo podmienkach overit ich biokompatibilitu s in vitro modelom pl'tc-
neho karcin6mu A549.

Experimentdlne met6dy a vysledky

V experimente bola pouzitd l'udskd bunkové linia karcinému pl'tic A549 (ATCC Rock-
ville). Bunky boli kultivované za Standardnych podmienok (37 °C, 5 % CO; a 95
% vlhkost’) v médiu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) s 10 % fetdlnym tel'acim sérom
(Biosera) a antibiotikami (1 % Antimykotikum a 50 ug/ml gentamycin, Biosera).
Bunky A549 boli pasdZované a nasadené na kultiva¢né plasty nasledovne: a) do 12-
jamkovych platni¢iek (TPP) pre $tidium viability a poctu buniek v pocte 32 400
buniek/jamku pre kazdy €asovy interval (24, 48 a 72 hod.); b) do 96-jamkovych
platniciek (TPP) pre analyzu metabolickej aktivity (MTT) buniek v pocte 3 400 bu-
niek/jamku pre kazdy ¢asovy interval (24, 48, 72 hod.) a c) na mikroskopické sklicka
s 12-jamkovou silikénovou mriezkou (ibidi) v pocte 14 000 buniek/jamku pre mik-
roskopické analyzy vplyvu nanocastic na bunky a ich lokalizdciu v bunkéch v inter-
vale bezprostredne po inkubécii (¢asovy interval 0 hod.), alebo v pocte 5 000 bu-
niek/jamku pre analyzy vykonané v ¢asovych intervaloch 24, 48 a 72 hod. po inku-
bécii. K bunkdm boli pridané roztoky s dvoma typmi Fe304@SiO» nanocastic pra-
covne nazyvanymi F a G, konjugovanymi s fluorescen¢nou znackou fluorescein-
5-izotiokyanat (FITC). Core-shell nanocastice su tvorené nepo6rovitou magnetic-
kou magnetitovou nanocasticou Fe3O4 predstavujicou jadro (angl. core) a dvomi
vrstvami materidlu z SiO, tvoricimi obal nanocastic (angl. skell). Pérovitost' po-
vrchovej vrstvy SiO» bola dosiahnutad pouZzitim surfaktantu Brij S10, ktory bol na-
sledne odstraneny bud’ procesom extrakcie (nanocastice F) alebo kalcinécie (nano-
Castice G). Pre analyzy vniitrobunkového obsahu ¢astic, viability, celkového poctu
buniek, metabolickej aktivity, bunkového cyklu, ako aj pre mikroskopické analyzy
boli bunky inkubované s nanocasticami (findlna koncentrécia 100 ug/ml) po dobu
30 min. pri laboratérnej teplote v externom magnetickom poli alebo mimo mag-
netického pol'a (kontroly). Nédsledne boli vzorky vo zvolenom ¢asovom intervale
(0, 24, 48 a 72 hodin) spracované pre analyzy viability, po¢tu buniek a metabolic-
kej aktivity (MTT test), analyzy bunkového cyklu a vnitrobunkového obsahu flu-
orescencnych castic, alebo fixované pre tcely mikroskopickych analyz. Celularita
a viabilita buniek bola po trypsiniz4ciii analyzovand pomocou pristroja Vi-CELL
XR Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter), metabolickd aktivita bola vyhodno-
tend pomocou MTT testu (roztok MTT, konc. 0.5 mg/ml, SERVA Electrophoresis
GmbH) na zdklade merania absorbancie rozpusteného formazanu pri 584 nm po-
mocou spektrofluoroluminometra BMG FLUOstar Optima (BMG Labtech GmbH).
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Analyza bunkového cyklu a obsah fluorescen¢nych ¢astic v bunkdch boli vyhod-
notené prietokovym cytometrom BD FACSAria II SORP (BD Biosciences) pomocou
softvéru ModFit 3.3 (Verity Software House), resp. Flow]Jo (Tree Star Inc.). Pre iden-
tifikdciu nanocastic v bunkéch a analyzy ich vplyvu na proliferaciu, boli bunky na
sklickach fixované 4 % paraformaldehydom, cytoskelet bol vizualizovany protilat-
kou chicken-anti Vimentin (1:500, Abcam) a donkey anti-chicken IgG AF594 (1:500,
Abcam), jadro farbickou DRAQS5 (Cell Signalling Technology). Proliferujtice bunky
boli oznacené protiladtkou rabbit-anti Ki67 (Cell Signalling Technology 1:400) a don-
key anti-rabbit IgG AF555 (1:500, Abcam). Vzorky boli zamontované médiom Pro-
Long ®Gold s nukledrnym markerom DAPI (Cell Signalling Technology). Imunof-
luorescencne znacené vzorky boli analyzované a nasnimané pomocou konfokal-
neho mikroskopu Leica SP5 TCS X (Leica Microsystems, Mannheim, Nemecko) vy-
baveného softvérom LAS AF alebo pomocou epifluorescenc¢ného mikroskopu Le-
ica Thunder Imager Dmi8 (Leica Microsystems) a softvéru LAS X. Vysledky v3et-
kych analyz reprezentuje priemerna hodnota z troch opakovani spolu so smerodaj-
nymi odchylkami (+SD). Déta boli analyzované pomocou softvéru GraphPad Prism
(GraphPad Software) s vyuzitim analyzy variancie s Tukeyho post-testom alebo po-
mocou nepdrového t-testu.

V prvom kroku sme sa zamerali na analyzu pritomnosti nanocastic F a G v bun-
kach A549 po kultivécii v externom magnetickom poli po dobu 30 mintt. Ako kon-
trola slizili bunky s nanocasticami, ktoré neboli vystavené magnetickému polu.
Cytometrickd analyza intenzity fluorescencie nanocastic indikovala pritomnost’ flu-
orescencne aktivnych nanocastic v bunkédch vo v3etkych ¢asovych intervaloch (0-
72 hodin) bez ohl'adu na to, ¢i boli bunky vystavené magnetickému pol'u, alebo
nie (obr.1a). Na zaklade mikroskopickej analyzy sme zistili, Ze zhluky fluorescen¢ne
oznacenych nanocastic F a G je mozné identifikovat' v jadrach buniek, ako aj v pe-
rinukledrnom priestore (obr.1b-d). Pritomnost zhlukov nanocastic bola analyzo-
vand v jednotlivych kompartmentoch buniek (obr.1e,f). Zistili sme, Ze nanocastice
st najCastejsie pritomné v perinukledrnom priestore. Fakt, Ze neboli zaznamenané
signifikantné rozdiely medzi skupinami s a bez expozicie v magnetickom poli, indi-
kuje, Ze externé magnetické pole nemd vplyv na prenikanie nanocastic do buniek.

V druhom kroku sme analyzovali vplyv magnetickych nanocastic na viabilitu,
metabolickd aktivitu, celkovy pocet a proliferdciu buniek (obr.2). Uvedené analyzy
boli vybrané tak, aby indikovali pripadny nepriaznivy vplyv magnetickych nano-
Castic na Zivotné funkcie buniek, ktory by kontraindikoval vyuZitie nanocastic ako
nosicov lieciv pre biomedicinske aplikécie. Na zédklade naSich analyz sme zistili, Ze
inkubdcia buniek s magnetickymi nanocasticami spdsobi prechodny pokles viabi-
lity, a to bez ohl'adu na to, ¢i boli bunky s nanocasticami vystavené magnetickému
pol'u alebo nie. Inkubécia s nanocasticami spdsobila tieZ zniZenie celkovej metabo-
lickej aktivity buniek. Uvedené vysledky naznacuju, Ze magnetické nanocastice ne-
posobia na bunky toxicky, ale skor predstavuju zat'az, ktord vedia bunky tolerovat'.
Nésledne sme sa zamerali na vySetrenie celkovej pocetnosti buniek v porovnani s
kontrolou, ktord by mala indikovat’ pripadné zmeny v raste bunkovych populécii,
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Obr. 1: Obsah nanocastic bol merany na zdklade intenzity fluorescencie pomocou
prietokového cytometra (a). Mikrofotografie buniek inkubovanych s nanocasticami
bez magnetického pola (b) a s magnetickym polom (oznacené symbolom +) (c, d), in-
terval 0 hodin. Nanocastice sui zobrazené zelenou farbou, cytoskelet cervenou a jadrd
buniek sivou farbou. Zlté Sipky ukazujii na nanocastice v blizkosti buniek, biele
Sipky na nanocastice v bunkdch. Pocetnost’ buniek obsahujiicich zhluky nanocas-
tic bola manudlne vyhodnotend na mikrofotografickych snimkach z konfokdlneho
mikroskopu (e, f). Skupiny ovplyvnené nanocasticami boli Statisticky porovnané s
neovplyvnenou kontrolou (Kontrola; *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001). Skupiny
ovplyvnené nanocasticami v externom magnetickom poli boli Statisticky porovnané
s kontrolnou skupinou vystavenou externému magnetickému polu (Kontrola+; op <
0.05, oop < 0.01, 000p < 0.001).

ako jedného z parametrov kondicie buniek kultivovanych s magnetickymi nano-
Casticami. NaSe vysledky odhalili signifikantné zniZenie celkovej celularity bunko-
vych populdcii kultivovanych s magnetickymi nanocasticami v porovnani s kon-
trolnymi bunkami. Vzhl'adom k tomu, Ze sa ndm nepodarilo preukdzat vplyv inku-
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Obr. 2: Analyza viability (a), metabolickej aktivity (b), celkovej pocetnosti (c) a distri-
biicie buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu (d). Skupiny ovplyvnené nano-
casticami boli Statisticky porovnané s neovplyvnenou kontrolou (Kontrola; *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001). Skupiny ovplyvnené nanocasticami v externom magnetic-
kom poli boli statisticky porovnané s kontrolnou skupinou vystavenou externému
magnetickému polu (Kontrola+; op < 0.05, oop < 0.01, ocoop < 0.001). Skupiny bez
expozicie magnetickému polu (Kontrola, F G) boli Statisticky porovnané s korespon-
dujucimi skupinami (Kontrola+, F+, G+;Op < 0.05, 000p < 0.001).

bécie s nanocasticami na parametre bunkového cyklu ani frakciu proliferujticich
buniek, predpokladdme, Ze rozdiel v celkovej celularite medzi jednotlivimi expe-
rimentalnymi skupinami sposobil inicidlny pokles pocetnosti populdcii buniek v
dosledku zniZenej viability na 24. hodinu vo vzorkéch kultivovanych s nanocasti-
cami F a G. NaSe vysledky potvrdili, Ze bunky pomerne dobre toleruju aj pouzita
koncentraciu magnetickych nanocastic bez zmien, ktoré by indikovali cytotoxicky
efekt Castic na bunky.

Zaver
V tejto praci sme skimali biokompatibilitu magnetickych nanocastic Fez04@SiO,
s in vitro modelom pl'icneho karcinému A549. Zistili sme, Ze magnetické nano-

Castice prenikaji do buniek aj bez vplyvu magnetického pol'a, pricom najcastejsie
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boli zhluky nanocastic detegované v perinukledirnom priestore. Napriek pritom-
nosti nanocastic v bunkdch bol zaznamenany len prechodny pokles viability, ktory
indikuje absenciu cytotoxického efektu. Vysledky analyz metabolickej aktivity ako
aj celkovej celularity poukazuji na fakt, Ze pritomnost’ magnetickych nanocastic v
pouzitej (vysoko nefyziologickej) koncentrécii predstavuje pre bunky zat'az, s kto-
rou sa vedia vysporiadat’. Nase vysledky naznacuju, Ze testované magnetické na-
nocastice mozu byt’ v klinicky relevantnych davkach dobre tolerovatel'né a poten-
cidlna zat'az, ktort budu pre organizmus predstavovat, by mohla byt kompenzo-
vand benefitmi spojenymi s niZ§imi koncentraciami podavanych lieciv, ak by sa po-
tvrdila hypotéza o efektivnom smerovani magnetickych nanocastic v krymom rie-
¢isku do ciel ového organu.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
s COVID-19 (NANOVIR)”, ITMS 2014 +:313011AUW?7.
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ABSTRAKT V préci sa testovala ti¢innost’ 12 magnetickych nanopartikil na baze oxidov Ze-
leza na izoldciu RNA z klinickej vzorky hepatitidou E infikovanej pecene diviaka. Po izol4cii
RNA bola v kazdom izolate merand koncentricia, ako aj prahovy cyklus (Ct hodnota) pou-
zitim metédy RT-qPCR. Najvys$sia koncentracia RNA (470 ng/ul) bola namerana pri pouziti
komerc¢nych magnetickych nanopartikil z kitu. Z testovanych nanopartikil bola najvyssia
Hodnota prahového cyklu (Ct) ziskana z RT-qPCR v pripade pouzitia komerénych nanopar-
tikdl bola 20; porovnatel né hodnoty Ct s komerénym kitom dosiahli iba magnetické nano-
partikuly S12 a S16 (Ct = 20,64 a 20,69).

KrUCovE sSLovA magnetické nanopartikuly; izoldcia RNA; RT-qPCR; koncentrécia; Ct hod-
nota

Ovod

Z pohl'adu diagnostiky virusovych ochoreni je dbleZité rychla a efektivna metéda
detekcie u pacientov este pred prepuknutim klinickych priznakov. Hoci st v sticas-
nosti snahy vedcov zamerané na rozvoj novych rychlych a spol'ahlivych diagnos-
tickych testov, RT-qPCR sa pri detekcii virusov stdle povazuje za zlaty Standard [1].
Rozne druhy extrakcie virusovej RNA m6Zzu mat’ vel'ky vplyv na ticinnost’ RT-qPCR.
Z viacerych metod izoldcie RNA/DNA z klinického materidlu, magneticka separd-
cia sa pre jej metodickd jednoduchost, ako aj moZnost' ¢iasto¢nej automatizécie s
vyuZzitim robotickych stanic, stala v poslednom obdobi najobl'ibenejSou izola¢nou
met6dou [2]. KI'i€ovou zloZzkou magnetickej separdcie s supermagnetické castice
na béze siliky a oxidu Zeleza, na ktoré sa viaZze RNA (alebo DNA). Modifikécia povr-
chu nanocastic s vyuzitim ligandov meni aktivne centrd na povrchu siliky, ktoré sla-
Zia na naviazanie molekil DNA a RNA. Ciel om tejto prace bolo overit’ kvalitu pri-
pravenych modifikovanych magnetickych nanopartikil na izoldciu virusovej RNA
s pouzitim met6dy RT-qPCR.

56


mailto:bozena.kocikova@uvlf.sk 

POZVANE PREDNASKY

Experimentdlne met6dy a vysledky

Celkovo bolo testovanych 12 magnetickych nanopartikil (koncentracia 130 mg/ml)
na béze oxidov Zeleza (FeOy@SiO,) pripravenych na spoluriesitel' skom pracovisku
3-krokovou syntézou: 1. syntéza magnetického jadra, 2. obalenie magnetického ja-
dra neporéznou vrstvou siliky, 3. modifikdcia povrchu réznymi ligandami alebo
obalenie poréznou vrstvou SiO,. RNA bola izolovand z 5 mg pozitivnej, virusom
hepatitidy E (HEV) infikovanej klinickej vzorky pecene diviaka komerénym kitom
MagMax™ - 96 Total RNA Isolation Kit (Applied Biosystems, Vilnius, Lithuania).
V komerénom kite boli komeréné magnetické nanopartikuly (comMNP) postupne
nahradené experimentdlne pripravenymi nanopartikulami (eMNP) (Obr. 1). V pri-
pade izolovanej RNA bola merand koncentrdcia (A260) a Cistota (A260/280). Pri-
tomnost’ HEV bola detegovand pomocou RT-qPCR [3] s iTaq Universal Probes One-
Step Kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) pouZitim CFX Opus 96 Real-time PCR
system (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). V RT-qPCR bola zist ovand hodnota Ct
(prahovy cyklus). RNA izolécia bola s pouzitim eMNP opakovand pat’krat, nasledne
bola pre kazdi nanopartikulu vypocitand priemernd hodnota koncentricie, ako aj
Ct hodnota z RT-qPCR.

Kym cistota vyizolovanej RNA bola vysokd (A260/280 = 1,97 — 2,08) u vsetkych
magnetickych partikl, koncentracia zna¢ne varirovala. Nase experimenty ukazali,
Ze najvyssia koncentracia RNA (470 ng/ul) bola namerand pri pouZziti comMNP z
kitu. V pripade testovanych eMNP bola najvyssia koncentrdcia namerand v pripade
vzorky S12 (217 ng/ ul), naopak najnizsia u vzorky S21 (69 ng/ul) (Obr. 2A).

Hlavny parameter v diagnostike virusovych ochoreni predstavuje hodnota pra-
hového cyklu (Ct) ziskana z RT-qPCR. Zatial ¢o hodnota Ct v pripade pouzitia com-
MNP bola 20, S1 nanopartikuly (vrstva siliky bez ligandov) vykazovali trocha nizsiu
schopnost’ detekcie virusu (Ct = 21,26). Porovnatelné hodnoty Ct s komer¢nym ki-
tom dosiahli iba magnetické nanopartikuly S12 a S16 (Ct = 20,64 a 20,69) zo skupiny
nanopartikdl s ligandami modifikovanym povrchom. Naopak, nanopartikuly S21 a

S1 S2 S3 S4 S6 K+ K-

Obr. 1: Magnetické nanopartikuly v magnetickom stojane pocas izoldcie RNA. K,
K™ - nanopartikuly z komercného kitu.
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Obr. 2: Testovanie eMNP na izoldciu RNA. A. — hodnoty koncentrdcie izolovanej RNA,
B. - Ct hodnoty RT-qPCR.

S22, obalené poréznou vrstvou siliky, dosahovali vyssie Ct (22,41 a 21,51) (Obr.2B).

Zaver

V tejto praci bol testovany vplyv povrchovych modifik4cii magnetickych nanopar-
tikdl na izoldciu virusovej RNA. Vysledky ukdzali, Ze vSetky eMNP sui schopné izo-
lovat’ RNA z klinickej vzorky pecene diviaka infikovanej HEV. Dva typy eMNP (S12 a
S16) dosiahli porovnatelné hodnoty Ct ako comMNP z komeréného kitu. Ziadna zo
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sledovanych vzoriek magnetickych nanopartikil nedosiahla nizsie hodnoty Ct ako
komer¢ny kit. Na zéklade vysledkov moZeme konStatovat, Ze systematickd syntéza
magnetickych nanopartikil s vyuZzitim réznych ligandov naviazanych na magne-
tické jadro, predstavuje jednu z perspektiv pre pripravu eMNP s lep$imi izola¢nymi
schopnost'ami pre aplikdciu v biologickom vyskume, diagnostike a terapii.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT RTG praskova difrakcia predstavuje hlavnu a nezastupitelnd metédu na ska-
manie atémovej §trukttry latok. PouZitie RTG Ziarenia s vinovymi dfzkami na tirovni medzi-
atomarnych vzdialenosti (~ 1071%m) umoziiuje pozorovat difrakéné javy v dosledku pra-
videlného usporiadania atémov. Tymto spdsobom je moZné z experimentdlne nameranej
uhlovej zavislosti difraktovanej intenzity urcit' typ krystalickej Struktiry a presne kvantifi-
kovat zdkladnu stavebnu bunku, ktorej opakovanim vznika cely krystdl. V tomto prispevku
je predstaveny novy praskovy RTG difraktometer s usporiadanim Bragg-Brentano, ktory bol
zakdpeny v rdmci projektu NANOVIR. Séria difrakénych merani na kalibra¢nej praskovej
vzorke LaBg bola vykonand s cielom posudit’ priebeh uhlového rozliSenia v zévislosti od
difrakéného uhla 20 pre r6zne hodnoty otvoru divergentnej Strbiny.

Krucove sLovA RTG praskové difrakcia; Bragg-Brentano goniometer; uhlové rozlisenie dif-
raktometra

Uvod

UZitocnost met6dy praskovej RTG difrakcie, ako jedného z najdéleZitejSich néstro-
jov pri Struktirnej charakterizacii materidlov, bola testovand pocas viac ako 100 ro-
kov tispesného pouzivania v akademickej i priemyselnej sfére [1,2]. Difrak¢ény z4-
znam predstavuje zdvislost’ difraktovanej intenzity od uhla 6, pod ktorym dopada
monochromatické RTG Ziarenie vzhladom na povrch skiimanej latky. Difrakény
uhol 0, pri ktorom je pozorované vyrazné difrakéné maximum, je popisany zna-
mou Braggovou rovnicou

A =2dpi;sinBpiy, 3)

kde A je vinova dizku dopadajiiceho monochromatického RTG Ziarenia a dj,;; pred-
stavuje medzirovinnu vzdialenost prislichajicu typu rovin s Millerovymi indexami
(hkl). V pripade krystalickych latok s kubickou symetriou plati nasledovny vzt'ah

a
dpgl = ——,
Vh?+ k% + 12

v ktorom a predstavuje mrieZzkovy parameter. Z vys$Sie uvedenych dvoch vzt'ahov
vyplyva, Ze v pripade praskovej vzorky, ktord je tvorena velkym poctom ndhodne
orientovanych krystalitoy, je vo vyslednom RTG zdzname pozorovanych niekol'ko
difrakénych maxim [1]. Poloha prislusného difrakéného maxima je dand medzi-
rovinnou vzdialenost'ou dp; systému paralelnych krystalografickych rovin. T4 je

4)
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a)

Obr. 1: a) Kompaktny (stolny) prdskovy difraktometer D2-Phaser Bruker. b) Detailny
pohlad na Bragg-Brentano goniometer s automatickym menicom vzoriek (6 pozicii).

ur¢end typom rovin a mriezkovymi parametrami. Analyzou RTG préaskového za-
znamu mozno urcit’ fdzové zlozenie skiimanej latky a kvantifikovat prislusné mriez-
kové parametre. Profil difrakénych linii v sebe obsahuje délezitti informdciu o stave
mikros$truktury, ktord je urcend preferencnou orientdciou krystalitov, ich vel'kos-
t'ou a distribtciou, ¢i pritomnost ou réznych typov $truktirnych portch [1,2].

Experimentilne met6dy a diskusia vysledkov

Na obréazku 1a je zndzorneny kompaktny praskovy difraktometer Bruker D2-Phaser,
ktory bol zakdpeny v rdmci projektu NANOVIR na Ustav fyzikalnych vied PF UPJS.
Na tomto mieste je potrebné poznamenat, Ze sa jednd o vobec prvy pristroj svojho
druhu, ktory predstavuje rozsirenie experimentdlneho vybavenia tistavu o meto-
diku RTG préskovej difrakcie. Tdto metodika poskytuje fundamentélne informécie
o Struktirnom stave latok a preto md vel'mi Siroké uplatnenie v r6znych vednych
disciplinach. Uvedeny difraktometer disponuje drziakom na 6 vzoriek (Obr.2b), ¢o
prispieva k jeho efektivnemu vyuzitiu. Monochromatické Ziarenie s vinovou dizkou
A =0.15418 nm je generované klasickou vdkuovou trubicou s medenym terc¢ikom
(Cu-Ka » Ziarenie). Nakol'ko vykon vdkuovej trubice je limitovany na 300 W (30 kV,
10 mA), postacuje chladenie integrovanym chladicom s relativne malou kapacitou
chladiaceho média. To umoznuje prevadzku pristroja s jednoduchym striedavym
napétim 220 V. Difraktované RTG lace su registrované mikropdsikovym detektorom
SSD160. Tento typ linedrneho detektora obsahuje 160 mikropdsikov, ktoré pokry-
vaj uhlovy rozsah ~ 5°. V dosledku toho je zber dat oproti bodovému scintilaénému
detektoru Nal podl'a didajov vyrobcu az 150 krat rychlejsi. Praskovy difraktometer
Bruker D2 Phaser pouziva usporiadanie v reflexnej Bragg-Brentano geometrii. Na
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Obr. 2: a) RTG zdznam kalibracnej prdskovej vzorky LaBs nameranej s divergentnou
Strbinou 0,6 mm. b) Zmena tvaru reflexie (110) v zdvislosti od velkosti otvoru diver-
gentnej Strbiny.

potlacenie efektu preferencnej orientdcie krystalitov mozno vzorku pocas experi-
mentu rotovat’ (aZ do 30 rpm) okolo osi definovanej norméalovym smerom k hori-
zontdlnej rovine podloZzného sklicka, na ktorom je umiestnend vzorka.

Typicky RTG zdznam je urCeny Start (201) a stop (202) poziciou uhla, ktoré defi-
nuju interval merania (26;,260,). Dalej sa definuje krok 620 (typicky 0,01°), s ktorym
sa budd data zaznamendvat'. V zdvislosti od zvolenych nastaveni sa v jednom dif-
rakénom zdzname nameria spolu N hodnét (N = (260, —20,)/626) pozicii 20 a pri-
sluSnej intenzity. Vysledn4 Statistika nameranych dat je podmienend nielen stavom
Struktury vzorky ale aj zvolenou dobou merania na jeden bod.

V tejto préci bola pozornost’ venovana $ttidiu uhlového rozliSenia pristroja Bru-
ker D2 Phaser v zdvislosti od vel'kosti otvoru divergentnej Strbiny, ktorej hlavnou
tlohou je nastavenie vysky RTG ltca. Sirka Iica je nemenna a dosahuje hodnotu
10 mm. Séria difrakénych merani na kalibra¢nej vzorke LaBg v zdvislosti od vel-
kosti otvoru divergentnej Strbiny bola vykonand na intervale 20 od 20 do 140°, pri-
¢om vel'kost’ kroku 620 bola 0,004°. Na obrazku 2a je zndzorneny RTG difrakény
zéznam kalibracnej praskovej vzorky LaBg. Priebeh pozorovanych difrakénych ma-
xim bol aproximovany pseudo-Voigtovou funkciou', ktord vel'mi dobre vystihuje
tvar experimentdlnych profilov (vid' diferen¢nu krivku na Obr.2a). Ako vyplyva z

1pseudo-Voigtova funkcia pV (x) je definovana ako linearna kombindcia Gaussovej G(x) a Lorent-
zovej funkcie L(x), t.j. pV(x) = aG(x) + (1 — @) L(x), kde a € (0, 1) predstavuje zmieSavaci koeficient.
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Obr. 3: a) Relativna zmena intenzity difraktovaného RTG Ziarenia v zdvislosti od
vel'kosti otvorenia divergentnej Strbiny. b) Porovnanie uhlovej zdvislosti FWHM pre
Jjednotlivé vel'kosti divergentnej Strbiny.

porovnania profilov reflexie (110) na Obr.2b, zmenSovanie otvoru divergentnej §tr-
biny spdsobuje pokles sirky piku?, ¢o indikuje zlep$enie uhlovej rezolticie pre men-
Sie vel'kosti otvorenia divergentnej $trbiny. Zmens$ovanie otvoru divergentnej $tr-
biny spdsobuje zmensenie vel'kosti (vySky) RTG ltica, ktora vedia k poklesu celkovej
intenzity dopadajiceho Ziarenia na vzorku, ¢o sa odzrkadli na poklese amplitady
jednotlivych pikov. Na obrdzku 3a je zndzorneny priebeh relativnej intenzity dif-
raktovaného RTG Ziarenia v zavislosti od vel'kosti otvorenia divergentnej $trbiny.
Experimentdlne body boli ziskané integraciou plochy prislusného difrakéného z4-
znamu a normované vzhladom na meranie s maximalnym otvorenim divergentne;j
Strbiny (2,0 mm). Ako vidiet' z Obr.3a relativna intenzita linedrne narasta so zvac-
Sujlicim sa otvorom divergentnej Strbiny.

Na ziskanie funkcie inStrumentalneho rozliSenia boli difrakéné profily v kaz-
dom difrakénom zédzname fitované pseudo-Voigtovou funkciou. Priebeh plnej Sirky
difrakéného profilu FWHM v zavislosti od difrakéného uhla 260 predstavuje funkciu
instrumentélneho rozli$enia®, ktora predstavuje zakladnt charakteristiku difrakto-
metra. Na obrdzku 3b je uvedené porovnanie funkcii in§trumentdlneho rozliSenia v
zévislosti od vel'kosti divergentnej Strbiny. Z uvedeného porovnania vyplyva, Ze so
zmenS$ujlcou sa vel'kost'ou Strbiny dochddza k vyraznému poklesu $irky difrake-
nych reflexii pre uhly 260 mensie ako 50°. To sved¢i o zlepSeni uhlového rozlisenia

2plna sirka v poloviénej vyske, v angl. odbornej lit. oznacovanej ako Full-Width at Half-Maximum —
FWHM
3vangl. odbornej lit. oznacovana ako Instrument Resolution Function — IRF
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v tomto intervale uhlov. Na druhej strane, pre difrakéné uhly 20 vicsie ako 90° ba-
dat’ monoténny nérast §irky pikov, pricom tento nezévisi od vel'kosti divergentnej
Strbiny.

Zaver

V tomto prispevku bol predstaveny novy praskovy RTG difraktometer Bruker D2
Phaser, ktory bol na Ustav fyzikdlnych vied PF UPJS zakiipeny v rdmci projektu NA-
NOVIR. Séria difrakénych merani na kalibracnej praskovej vzorke LaBg bola vyko-
nand s ciel om postidit’ priebeh uhlového rozliSenia v zavislosti od difrakéného uhla
20 pre rozne hodnoty otvoru divergentnej Strbiny. Merania ukdzali, Ze zmenS$ova-
nie otvoru divergentnej Strbiny spésobuje pokles §irky piku a tak prispieva k zlepSe-
niu uhlového rozliSenia. Tento trend je pozorovany pre difrakéné uhly mensie ako
50°. V pripade difrakénych reflexii pozorovanych pri uhloch vacsich ako 90° badat
monoténny ndrast §irky pikov s uhlom 26, ktory nezévisi od velkosti divergentnej
Strbiny. Ziskané vysledky popisuji uhlové rozliSenie nového difraktometra a buda
vel'mi ndpomocné pri vol'be optimélnych nastaveni pri Stadiu atomdrnej Struktiry
latok pomocou praskovej RTG difrakcie.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT Pre rieSenie diagnosticko-terapeutickych aplikacii boli pripravené 3-vrstvové
core-shell magnetické nanocastice tvorené magnetickym jadrom Fe3O4 (core) a réznymi
typmi obalov (shell), ktoré boli kombindciou nepdrovitej vrstvy oxidu kremicitého SiO», p6-
rovitej vrstvy oxidu kremicitého SiO», kyseliny olejovej a organickych ligandov. Nanocastice
boli charakterizované dostupnymi fyzikdlno-chemickymi metédami (infracervend spektro-
skopia, termickd analyza, adsorpcia/desorpcia didusika). Nanocastice modifikované orag-
nickymi ligandami boli nadsledne Studované pre potencionélne diagnostické aplikdcie v stu-
vislosti s ochorenim Covid-19. Nanocastice obsahujice pérovitd vrstvu SiO» boli testované z
hl'adiska moZznosti uskladnenia a uvol'tiovania antivirusového liec¢iva Lopinavir. Pripravené
materialy boli ndsledne postiipené na biologické testovanie.

KL UCOVE SLOVA magnetické nanocastice; syntéza; diagnostika; uvol'iovanie lie¢iv

Uvod

Materidly na baze magnetickych nanocastic su Siroko pouZivané v roéznych oblas-
tiach vyskumu ako napriklad v katalyze, magnetickej separicii ale aj biomedicine
ako kontrastné latky pre zobrazovacie met6dy, cielené poddvanie lieciv Ci prilieCbe
rakoviny lokalizovanou hypertermickou chemoterapiou [1,2]. Magnetické vlastnosti
umoziuju, aby bol pohyb nanocastic riadeny vonkajsim magnetickym polom. Z
dovodu I'ahkej oxid4cie nanocastic Fe3O4 na FezOy, sa na zachovanie magnetic-
kych vlastnosti pouZiva ochranna vrstva na bdze prirodnych a syntetickych poly-
mérov, ako napr. oxid kremicity (Fe3 04@SiO;). Kremicity obal zaroven zlepSuje bio-
kompatibilitu, fyzikdlno-chemicku stabilitu a umoZnuje modifikdciu nanocastic 8i-
rokou §kélou organickych ligandov a tym rozsiruje ich aplika¢né moznosti. Magne-
tické nanocastice obalené oxidom kremicitym maja vel'ky potencidl aj v diagnos-
tickych aplikacidch, ked'Ze dokdzu efektivne viazat, extrahovat ¢i precistit' biomo-
lekuly RNA, DNA, enzymy a iné organické molekuly. Oxid kremicity, ktory obal'uje
magnetické nanocastice, mé vel'kd schopnost’ viazat' nukleové kyseliny. Vd'aka vel -
kému povrchu nanocastic sa na nich efektivne zachyti velké mnoZstvo virusovej
RNA. Naviazané molekuly RNA je pomerne I'ahko izolovat’ pomocou externého
magnetu pre Gcely diagnostiky met6dou PCR [3]. Pre dosiahnutie lepSieho vyt'azku
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separdcie nukleovych kyselin boli syntetizované magnetické nanocastice s kremi-
¢itym obalom, ktorych povrch bol navy$e modifikovany 12 réznymi organickymi li-
gandami alebo pérovitou vrstvou SiO». Ked'Ze p6rovité nanocastice maju vel'ky po-
tencidl aj pri terapeutickych aplikdcidch, pripravené magnetické nanocastice s p6-
rovitou vrstvou SiO; boli testované aj ako potencidlne nosice lie¢iv. Do pérov mag-
netickych nanocastic boli adsorbované molekuly antivirusového liec¢iva Lopinavir.
Nevyhodou Lopinaviru je, Ze je takmer nerozpustny vo vode. Mezopdrovité nano-
Castice sa povazuju za sI'ubné nosice nerozpustnych lie€iv, pretoZze dokdZu zvysit
ich rozpustnost’ vo vode a tym zvysit’ ich biologickti dostupnost’. Schopnost’ me-
zopo6rovitych nanocastic zvysit' rozpustnost’ a rychlost’ rozptst'ania lieciv je spo-
sobend ich mezopdrmi, ktoré dokdzu zabranit' krystalizacii lie¢iva a ponechat hov
jeho amorfnej forme [4].

Experimentdlne met6dy a diskusia vysledkov
Syntéza magnetického jadra (1.vrstva) bola uskuto¢nend podla postupu uvede-

ného v BOMB protokole [5] ko-precipitdciou Zeleznatych a Zelezitych iénov. Pri-
pravené magnetické nanocastice boli obalené nepérovitou vrstvou oxidu kremici-

V(Si-OH) V(Si-0-5i) V(Si-OH) v(Si-0-Si)
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Obr. 1: Infracervené spektrd vybranych nanocastic s prisltichajiicimi absorpcnymi
pdsmi.
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Obr. 2: Uvolriovacie profily lieciva Lopinavir vykreslené vzhladom na mnozstvo
uzavretého lieciva (vlavo) a vzhladom na rozpustnost lie¢iva (vpravo).

tého (2. vrstva) kde bol ako prekurzor pouZity tetraetoxysilan (TEOS). V inom pri-
pade sa na vytvorenie obalu magnetickych nanocastic pouZili molekuly kyseliny
olejovej. Kyselina olejova vytvori okolo magnetickych nanocastic hydrof6bny obal,
ktory zabezpeci rovhomernu disperziu nanocastic a tym zvysi aj ich stabilitu. Or-
ganickd modifikdcia (3.vrstva) pripravenych nanocastic bola prevddzand met6dou
graftingu. Pomocou refluxu v bezvodom toluéne bola na povrch magnetickych na-
nocastic naviazanych 12 réznych ligandov. V pripade pérovitych nanocastic bol na
vytvorenie 3.vrstvy pouzity porovity oxid kremicity. Pri syntéze bol ako prekurzor
pouzity TEOS, a ako surfaktanty zodpovedné za porozitu materidlu boli pouzité
cetrim6nium bromid (CTAB) a polyetylén glycol oktadecyl éter (Brij S10). Pri syn-
téze boli pouZité rdozne surfaktanty za Gcelom pripravit' nanocastice s r6znou vel -
kost'ou povrchu a s roznou vel'kost ou pérov. Uspesnd syntéza pripravenych systé-
mov bola potvrdend transmisnou elektrénovou mikroskopiou, infracervenou spek-
troskopiou (Obr.1), termickou analyzou aj adsorpciou/desorpciou didusika.

Pérovité nanocastice boli testované aj z hl'adiska schopnosti adsorpcie/desorp-
cie lie€iv pre mozné terapeutické aplikdcie. Do pérovitych magnetickych nanocas-
tic boli adsorbované molekuly vo vode nerozpustného liec¢iva Lopinavir. Molekuly
lieciva boli do pérovitych nanocastic adsorbované metédou impregnécie (do 50
mg vzorky bolo impregnovanych 100 mg liec¢iva). Uvoltiovanie lieciv bolo preva-
dzané do fyziologického roztoku s pH 7.4 a do tlmivého roztoku s pH 2. Na obrazku
2 st zndzornené uvol'novacie profily Lopinaviru pri pH 7.4. Na obrézku vl'avo je
uvol'novaci profil lie¢iva vzhl'adom na mnoZzstvo uzavretého lieciva. Z uvoltiova-
cieho profilu vyplyva, Ze lie€ivo sa z p6rov nanocastic neuvol'fiuje. A teda uvol'nené
mnoZstva Lopinavir-u st zanedbatel'né. Na obrézku vpravo je uvol'iovaci profil Lo-
pinaviru vzhl'adom na jeho rozpustnost' vo vode (7,7 x 10~ mg/L). Z uvol'tiova-
cieho profilu vyplyva, Ze uzavretim molekul lopinaviru do mezop6rov nanocastic
sa podarilo zvysit' jeho rozpustnost’ az o 350 % v pripade vzorky S21 a o 150 % v
pripade vzorky S22.
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Zaver

Uspesne sme pripravili 3-vrstvové magnetické nanocastice tvorené magnetickym

jadrom, nep6rovitou vrstvou SiO a organickymiligandami alebo pérovitou vrstvou

SiO,. Pripravené nanocastice sa lisili povrchovymi skupinami (12 réznych organic-

kych ligandov), vel'kost'ou povrchu, vel'kost'ou pérov a tym aj fyzikdlno-chemickymi
vlastnost'ami. Uzavretim molekdil lie¢iva Lopinavir do mezopérov pripravenych na-

nocastic sa ndm podarilo zvysit' jeho rozpustnost’ aZ o 350 %.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktira pre projekt: “Nanocastice na rieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT Pripravili a charakterizovali sme vzorky magnetickych nanocastic typu jadro-
obal pozostavajtce z jadra Fe3 04 obaleného vrstvou SiO». Vzorky boli obalené organickymi
ligandmi APTES, CPTMS a MMSP. Boli skiimané ich magnetické vlastnosti, velkost' a mor-
fol6gia. Magnetické vlastnosti boli §studované v jednosmernom poli do 5 T v teplotnom roz-
sahu 2-300 K. Vel'kost' a morfolégia ¢astic boli ur¢ené zo snimkov zhotovenych pomocou
SEM. Modifikdcia povrchu nanocastic roznymi ligandmi spésobuje zmenu magnetickych a
Struktdrnych vlastnosti nanocastic a vedie k modifikacii aktivnych centier na povrchu vrstvy
SiO», na ktoré sa mozu viazat' molekuly DNA a RNA.

KrUCovVE SLOVA magnetické nanocastice; ligand; SEM; jadro-obal; biomedicinske aplikdcie

Uvod

Magnetické nanocastice maju Siroké uplatnenie v réznych technologickych oblas-
tiach a v poslednych rokoch sa uplatiiuje aj ich potencidl v medicine, kde sa vy-
uzivaju ich unikatne a skalovatel'né vlastnosti, akymi st vysoky pomer povrchu k
objemu a vysokd mobilita vo voInom stave. Zaujimava je aj ich schopnost’ vstu-
pit' do buniek, resp. m6Zu byt navrhnuté tak, aby sa viazali na S$pecifické bunky.
Je dobre zndme, Ze konven¢né magnetické nanocastice s vhodne upravenym povr-
chom mozno pouzit' na efektivnu magneticki separaciu a purifikdciu vzoriek DNA
a RNA a tiez v diagnostickych metédach na identifikdciu r6znych druhov baktérii
a virusov [1,2]. Obal'ovanie a funkcionalizdcia nanocastic réznymi zlic¢eninami sa
vyuZziva na modifikdciu ich vonkaj$ej povrchovej vrstvy podl'a ich pouZitia na Speci-
fické biomedicinske aplikdcie. Napriklad testy RT-PCR, ktoré sa pouZivaju na detek-
ciu genetického materidlu virusu, st zaloZené na magnetickych nanocasticiach, na
ktorych povrchu moze byt geneticky materiél zachyteny a tak naviazany. Pre tieto
Ucely je dolezité, aby mal povrch ¢o najviac vol'nych aktivnych centier, na ktorych
je moZné naviazat’ geneticky materidl. Organické ligandy su jedny zo zlicenin, ako
st napr. polyméry, ktoré dokdzu vytvarat' vol'né aktivne vizbové centra a ich ap-
likaciou sa da kontrolovat’, aky typ molekl sa bude viazat' na povrch nanocastic
(3,4].
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Experimentilne met6dy a diskusia vysledkov

Magnetitové nanocastice obalené oxidom kremicitym (Fe304@SiO>) boli synteti-
zované podl'a protokolu BOMB [5]. Pripravené magnetické nanocastice boli mo-
difikované organickymi ligandmi: 3-(merkaptopropyl)trimetoxysilan(MPTMS), 3-
(chlérpropyl)trimetoxysilan(CPTMS) a 3(trimetoxysilyl) propylmetakrylat(MMSP).
Snimky boli ziskané pomocou skenovacieho elektrénového mikroskopu (SEM) JEOL
JSM-7000F (JEOL, Ltd.). Vzorky pre SEM boli pripravené nasledovne: 2 mg prasko-
vej vzorky boli zriedené v 10 ml destilovanej vody, homogenizované v ultrazvuko-
vom kupeli a nakvapkané na sklenené mikroskopické sklicko, ktoré bolo vlozené
a odstredené v rotacnom pot'ahovaci. Takto pripravené sklicka boli ndsledne na-
prasené nanovrstvou uhlika. Merania magnetickych vlastnosti vybranych vzoriek
boli realizované na magnetometri na baze SQUID-u: MPMS 5XL (Quantum Design,
Inc.) v aplikovanom externom jednosmernom poli do 5 T arozsahu teplét od 5 Kdo
300 K. Mikrofotografie ziskané zo SEM prezentované na obr.1 zndzoriiuji morfold-
giu a vel'kost’ nanocastic, ktoré maji skor sféricky tvar a st agregované do viacsich
zhlukov. Kazda vzorka, okrem prvej potiahnutej iba obalom SiO, pozostédvala z na-

Fes04@5i0: ‘ e Fe30,@Si0;
§ @MPTMS
4 ) g ‘.

0 12 14 16 18 20 22 24 26 _

Fe;04@Si0; s Fe;04@Si02
@CPTMS ‘ @MMsP

20 25 0 35 40 45 50 55 6 f 7 £
Size (nm) i Size (nm)

Obr. 1: SEM snimky vzoriek: a) Fe304@SiO,, b) Fe304@SiO,@MPTMS, c)
Fe;0,@Si0O, @CPTMS, d) Fe3 0, @Si0O, @MMSP
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Tabulka 1: Porovnanie vel'kosti castic ziskanych réznymi metédami.

Spbsob urcenia vel'kosti ¢astice [nm]

Vzorka Magneticky SEM  Hydrodynamicky
Fe304@Si0, 3.25 18.6 104
Fe304@Si0,@MPTMS 4.22 66.19 162
Fe30,@Si0,@CPTMS 5.59 37.7 152
Fe304@Si0,@MMSP 4.63 76.4 168

nocastic Fe304@SiO; potiahnutych vrstvou ligandu, kde rézne ligandy prispeli k
roznym fyzikdlno-chemickym vlastnostiam a kone¢nym celkovym vel'kostiam na-
nocastic. Na obr.1 st uvedené aj histogramy pre vSetky Styri vzorky, ktoré demon-
Struju Statistickd distribticiu vel'’kosti nanocastic.

VSetky jadréd Fe3O4 boli pripravené podl'a rovnakého protokolu syntézy, ktory
urcil ich vel'kost’, a boli potiahnuté vrstvou oxidu kremicitého a potom nésledne
modifikované organickymi ligandmi. Nanocastice bez ligandovej vrstvy mali cel-
kovu velkost’ cca. 20 nm, nanocastice potiahnuté CPTMS tvorili najtenSiu vrstvu
ligandu, ktora mala hribku okolo 20 nm a naopak, druhy obal vzorky potiahnuty
MMSP mal hribku priblizne 58 nm. Hydrodynamicka vel'kost' nanocastic sa me-
rala aj met6dou DLS (Dynamic Light Scattering) a potvrdilo sa, Ze na prispevku
ku celkovej vel'kosti nanocastic sa najviac podiel'ala vrstva ligandu MMSP, najmen-
§iu vel'kost’ mali nanocastice potiahnuté ligandom CPTMS. Toto porovnanie me-
dzi vel'kost'ami nanocastic ziskanymi z magnetickych merani, merani SEM a DLS
je uvedené v tabul'ke 1.

Magnetické vlastnosti merané v DC reZime a z4vislost magnetizdcie M od von-
kajsieho magnetického pol'a H st zndzornené na obr.2. Nanocastice vykazovali su-
perparamagnetické spravanie pri vietkych teplotdch, co znamen4, Ze vSetky nano-
systémy mali nulovi koercitivitu. Hodnota magnetizécie bola najvyssia pri vzorke,
ktora nemala vrstvu ligandov, pri 5 K ~ 38 emu/g. Vyznamny pokles magnetiza-
cie bol pozorovany pri vzorkdch potiahnutych ligandom (pre MPTMS pri 5 K ~ 11
emu/g a pre CPTMS pri 5 K ~ 13 emu/g). Vo vzorke potiahnutej MMSP sa magne-
tiz4cia znizila na ~ 23 emu/g. Ked'Ze z magnetickych merani mozno pozorovat’ len
vlastnosti magneticky responzivnych zlicenin, vypocitali sme velkost' magnetic-
kého jadra pre kazdua vzorku pomocou Langevinovej distribu¢nej funkcie.

Zaver

V tejto praci sme skiimali obal'ovanie superparamagnetickych nanocastic Specific-
kymi ligandami. Obalenie nanocastic vrstvou SiO; zaist'uje ich biokompatibilitu a
modifikdcia povrchu nanocastic r6znymi ligandami vedie k modifikécii aktivnych
centier na povrchu SiOy, na ktoré sa modzu viazat molekuly DNA a RNA. Mera-
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Obr. 2: Namerané hodnoty magnetizdcie pre vSetky $tyri vzorky.

nim SEM a DLS sa potvrdilo, Ze ligandy prispeli k celkovej vel'kosti nanocastic. Pri-
tomnost’ ligandov mala vplyv aj na magnetické vlastnosti, kde je moZzné pozorovat’
vyrazny pokles magnetizicie. Ligandové skupiny sa liSia svojim chemickym zloZe-
nim, molekulovou hmotnost'ou a funkénymi skupinami, ¢o bolo tieZ zodpovedné
za rozdielnu hribku druhého obalu. Najhrubsi obal bol pozorovany pre vzorku s li-
gandom MMSP, zatial' ¢o povlak s CPTMS ligandom s chlérovou skupinou vytvoril
najtensi obal.

—_— e —————————
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1*
’

V. Girman

! Katedra fyziky kondenzovanych ldtok, Ustav fyzikdlnych vied, Prirodovedeckd fakulta, Uni-
verzita Pavla Jozefa Safdrika v Kosiciach, Park Angelinum 9, 041 54 KoSice

* email korespondujticeho autora: vladimir.girman@upjs . sk

ABSTRAKT Moderné elektrénové mikroskopy maji extrémnu citlivost’ na prostredie, v kto-
rom sa nachddzaju. Netyka sa to len samotného laboratéria, ale aj §irokého okolia. Teplotu,
vlhkost' a €istotu prostredia v laboratériu vieme kontrolovat' s velkou presnost ou. Vzdy sa
vSak musime nejakym spésobom vysporiadat so zdvaznej$imi vplyvmi, ako st elektromag-
netické polia a mechanické vibracie. Elektromagnetické polia vieme v sticasnosti pomerne
Gspesne tienit’ alebo kompenzovat'. Najvacsi problém vsak predstavuji mechanické vibra-
cie, ktoré rovnako ako elektromagnetické polia mo6zu byt externé alebo mozu pochddzat
priamo z prostredia laboratéria. Vybudovat' laboratérium elektrénovej mikroskopie s dob-
rym tienenim mechanickych vibrécii je s rasticim optickym vykonom elektrénovych mikro-
skopov ¢oraz vicsia vyzva.

KL UCOVE SLOVA Transmisnd elektronova mikroskopia; akustické vibracie

Uvod

Elektronové mikroskopy st Coraz vykonnejSie, a netyka sa to len samotnej optic-
kej ststavy, ale aj dokonalej$ich a novsich analytickych technik. Na zlepSenie roz-
liSovacej schopnosti elektréonovych mikroskopov je vyvijané nesmierne usilie za-
merané predovsetkym na vyvoj detektorovej techniky a elektrénovej optiky. Vd’aka
tomu je v sticasnosti najlepsia dosiahnutd hodnota rozliSovacej schopnosti 0.039
nm [1]. Aby sme sa mohli pribliZit' k takymto hodnotdm rozliSovacej schopnosti je
potrebné zabezpecit' stabilitu elektrénového lica. Jeho priemer sa pohybuje v roz-
medzi niekol'kych desiatok azZ jednotiek nanometrov. Akykol'vek posuv len o nie-
kol'ko nanometrov, napr. vdosledku vibracii, znamend pri zdzname obrazu vyrazné
zniZenie kvality. Obyc€ajne sa ruSivymi vplyvmi pocita uz pri vystavbe laboratéria a
stucast'ou dizajnu je aj timenie okolitych vplyvov. Dobrym prikladom je rekonstruk-
cia laboratéria na Univerzite v Cardiffe (UK), kde je laboratérium v tesnej blizkosti
rusnej cesty a vlakovej trati vo vzdialenosti do 75 m [2]. Pri rekonstrukcii bola v la-
boratériu inStalovand masivna vzduchova platiia s celkovou hmotnost ou 10 500 kg,
na ktorej bol instalovany mikroskop. Externé mechanické vibracie sa podarilo zni-
Zit' pod troven 10 Hz. Aplikovanie takychto technickych moZnosti st vsak vysoko
nad beznym Standardom. Obvykle je v uZ postavenych budovach mozné pouzit
len korkovi alebo pieskovi zdkladiiu pod mikroskop a tlmenie akustickou penou
na stendch miestnosti.
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Experimentilne met6dy a diskusia vysledkov

Spolo¢né laboratérium transmisnej elektrénovej mikroskopie (SLTEM) na Prirodo-
vedeckej fakulte Univerzity Pavla Jozefa Saférika v Kogiciach je vybavené vysoko
rozliSovacim transmisnym elektrénovym mikroskopom JEOL 2100F UHR, ktorého
rozliSovacia schopnost’ dosahuje 0.19 nm. Pocas rekonstrukcie bola v tvare pédo-
rysu mikroskopu vytvorend masivna beténové zakladna izolovana od budovy hru-
bou korkovou stenou. Casom sa vsak ukdzalo, Ze je potrebné zlepsit timenie me-
chanickych vibrécii, nie vSak externych, ale pochddzajtcich priamo z laboratéria.
Pre tento tcel bolo laboratérium SLTEM vybavené akustickou penou (obr. 1). Pa-
nely akustickej peny maju tvar dosky o hribke 2 cm, na ktorej st vybeZzky s ihla-
novym profilom o vyske 5 cm. Takéto akustickd pena dokaze s vel'kou tc¢innost ou
pohltit’ zvukové frekvencie hlavne v strednych a vysokych frekvencnych pasmach,
ako je vidno z merani na obr. 2, ktoré boli vykonané na Ustave fyzikalneho inZinier-
stva VUT v Brne [3].

Obr. 1: Laboratérium SLTEM pred instaldciou akustickej peny (vlavo) a po instaldcii

(vpravo).
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Obr. 2: Meranie zvukovej pohltivosti akustickej peny s ihlanovym profilom. Prevzaté
z [3].
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Priamy zvuk Priamy zvuk
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Obr. 3: Nanocastice zlata na amorfnom uhlikovom filme. Vlavo pred instaldciou
akustickej peny, vpravo po jej instaldcii.

Zdrojov zvukového Sumu v laboratériu SLTEM je niekol'ko. V3etky pochéddzaji z
podpornych sistav samotného mikroskopu, napr. rota¢né vyvevy, ventilatory chla-
denia, chladice vody, vzduchotechnika a pod.. Vo svojej podstate st teda priro-
dzenou stiéast'ou prevadzky mikroskopu ako priamy zdroj zvukovych vin. Ich ru-
§ivy vplyv je vSak zvycCajne eSte ndsobeny akustikou miestnosti. Tvrdé rovné steny
bez absorpénych vlastnosti v kombin4cii s vel kym objemom miestnosti sp6sobuji
viacnasobné reflexie priamych zvukovych vin a tvoria dozvuk predstavujici vy-
znamny frekvencny Sum. Materidl akustickej peny md vyrazny absorpény charak-
ter, zaloZeny na fyzikalnom principe premeny akustickej energie na tepelnid. Druhy
pozitivny prispevok k celkovému efektu vyplyva z geometrie povrchu. Ihlany spdso-
bujt ldmanie zvukovych vin, ktoré neboli absorbované, do roznych smerov, ¢im ob-
medzuje ich masivne §irenie v miestnosti laboratéria. Silny priamy zvuk a dozvuk
maju s rastiicim optickym vykonom mikroskopu silnejuci negativny vplyv na kva-
litu pozorovania. Prejavuje sa to tak, Ze pri snahe o zobrazenie atémov nie je mozZné
pozorované miesto spravne fokusovat, prepardt sa nepravidelne pohybuje, alebo
obrazové detektory zaznamendvaji ruSeny obraz preparatu. Na obr. 3 je moZzné po-
rovnat rozdiel v kvalite pozorovania pred instaldciou akustickej peny a po jej insta-

79



C-04 PRIHLASENE PREDNASKY

l4cii. Pozorovanym prepardtom boli nanocastice zlata naparené na amorfny uhli-
kovy film. Pre pozorovanie bola pouZzita technika tmavého pol'a v skenovaco/trans-
misnom reZime, pri ktorej sa vyuziva vysoko uhlovy prstencovy detektor (High An-
gle Annular Dark Field - HAADF) a elektrénovy lG¢ s t€innym priemerom 0.5 nm.
HAADF technika je z tychto dovodov vel'mi citlivd na externé vplyvy. V stvislosti
s obidvoma obrazkami je treba poznamenat’, Ze pozorované miesto nie je to isté,
ale zvdacSenie ano. Pri porovnani pomocou $kdlovacej mierky je evidentné, Ze time-
nie zvukovych vin v laboratériu SLTEM prinieslo viac viditel nych detailov. V dolnej
Casti obr. 3 je moZzné vidiet' zodpovedajicu troven akustického tlaku reprezento-
vaného krivkami. Aj z tychto kriviek je zrejmé, Ze akustickd pena priniesla nielen
tlmenie dozvuku, ale &iastoéne obmedzila aj vplyv priamych zvukovych vin.

Zaver

ZlepSenie akustiky miestnosti laboratéria SLTEM po instalacii akustickej peny bolo
vyrazné. OkamZite sa to prejavilo aj na kvalite zobrazovania pozorovanych prepa-
ratov. Mikroskop je mozné vyuzivat' pri vacsich zvacseniach, €o je najvyraznejsie
citit’ pri §pecidlnych technikdch, napr. HAADE Okrem pribliZenia sa k technickym
moznostiam mikroskopu definovanych vyrobcom je pozitivnou strdnkou aj skrate-
nie prace na mikroskope a zlepSenie pracovnych podmienok pre operatorov mik-

roskopu.

PODAKOVANIE Tdto praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT Magnetické core-shell nanocastice Fe304@SiO» boli pripravené s cielom ich
potencidlneho vyuZitia ako nosicov lie€iv pre cieleny transport v Zivom systéme. Pre testova-
nie ich biokompatibility in vitro je mozna aplikdcia viacerych pristupov, vratane vizualizécie
morfolégie buniek pomocou mikroskopickych technik. Ked'Ze nanocastice predstavuji ob-
jekty rozlisitel né pomocou elektrénovej mikroskopie, ich rutinné zobrazovanie v bunkéch a
tkanivdch sa moZe javit' ako pomerne komplikovana tdloha. Pre analyzy pritomnosti nano-
Castic v bunkéch in vitro je alternativou pouzitie fluorescen¢nej a konfokalnej mikroskopie,
ktoré v sticasnosti predstavuji univerzédlne néstroje v biozobrazovani, no vyZzaduja konju-
gdciu nanocastic s fluorescen¢nymi molekulami na detekciu signélu. V tomto experimente
sme sa zamerali na selekciu typu nanocastic, ktoré by boli pomocou zvolenych mikrosko-
pickych pristupov rutinne identifikovatel' né v bunkach in vitro, a zdroven by boli Zivym sys-
témom dobre tolerovatel'né pre ich d’alie potencidlne aplikdcie in vivo. Nanocastice ozna-
¢ené ako typ A-G boli syntetizované viacerymi pristupmi a konjugované s fluorescen¢nou
znackou fluorescein-5-izotiokyandt (FITC). Vzorky boli v koncentricii 100 pg. ml-1 pridané
k modelovému in vitro systému, ktory predstavovali bunky nddorovej linie pI'icneho karci-
nému A549. Bunky boli kultivované 24 hod. od pridania nanoc¢astic a analyzované pomocou
fluorescen¢ného a konfokdlneho mikroskopu. Na zaklade ziskanych dét boli pre d’al$ie expe-
rimentalne postupy zvolené nanocastice typu F a G, ktoré vykazovali najlepsi fluorescencny
profil pre kolokaliza¢né stidie, pricom bunky si zachovévali intaktny fenotyp.

KL UCOVE SLOVA magnetické nanocastice; core-shell; fluorescenéna znacka; biozobrazova-
nie; in vitro

Uvod

Nanomateridly st v sicasnej dobe aktivne vyuZivané nielen v priemysle, ale aj v na-
nomedicine ako nosice lie¢iv [1] urCené pre ich cieleny transport, ¢i ako kontrastné
latky vbiozobrazovani [2]. Nanocastice nasli svoje miesto aj v biologickom vyskume
ako konjugaty proteinov alebo ich fragmentov pri zobrazovani buniek a tkaniv [3].
Pre aplikdciu novo syntetizovanych nanomateridlov ako nosicov lie¢iv do Zivého
systému je vSak nevyhnutnd ich dokladna charakterizécia a analyza biokompatibi-
lity. Novo syntetizované materidly obsahujiice magnetit mézu byt v kombinécii s
organickymi fluorof6rmi v in vitro modeloch Studované pomocou fluorescen¢nej a
konfokdalnej mikroskopie, pricom vézba s fluorof6rom musi byt stabilné a systém
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nesmie vykazovat zndmbky toxicity [4]. V tejto praci sme sa zamerali na potencidlne
aplikdcie novo syntetizovanych materidlov na baze Fe3O4 a SiO3, ktoré boli pripra-
vené odliSnym sposobom, s ciel om selekcie vhodného typu nanocastic pre d’alSie
analyzy v in vitro prostredi a ich potencidlne aplikdcie ako nosicov lieciv in vivo.

Experimentalne met6dy

Magnetické nanocastice pouZité v experimente predstavovali systém tvoreny kovo-
vym jadrom (Fe3zO4), vrstvou tvorenou nepérovitym SiO; alebo kyselinou olejovou
a povrchovym pérovitym obalom (SiO;). V experimente bolo pouzitych 6 typov na-
nocastic s odliSnymi vlastnost’ami, ktoré boli pripravené ré6znymi spéosobmi (A, E
- syntéza povrchovej vrstvy SiO, pomocou surfaktantu CTAB; B, C - strednd vrstva
tvorend kyselinou olejovou; E G - povrchova vrstva z SiO, pripravend extrakciou
alebo kalcindciou surfaktantu BRIJ S10). Nanocastice boli konjugované s fluores-
cenc¢nou znackou FITC a pridané k bunkdm nédorovej linie pl'icneho karcinému
A549 (ATCC Rockville). Bunky boli kultivované za Standardnych podmienok v mé-
diu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) s 10 % fetdlnym telacim sérom (Biosera) a zme-
sou antibiotik (1 % pripravok Antibiotikum Antimykotikum 100x a 50 pug/ml gen-
tamycinu, Biosera) v inkubétore pri 37 °C, 5 % CO2 a 95 % vlhkosti, pasdZované
a nasadené na mikroskopické sklicka s 12-jamkovou silikénovou mriezkou (ibidi
GmbH) v pocte 5 000 buniek/jamku. VSetky nasledujice kroky boli vykondvané v
tme, ked'Ze k bunkdm boli pridané jednotlivé typy fluorescen¢ne znacenych na-
nocastic pripravenych v 0.1 M PBS (d’alej len PBS) vo finédlnej koncentracii 100
ul/ml. Bunky boli kultivované 24 hod., premyté v PBS a 20 min. fixované 4 % pa-
raformaldehydom v 0.1 M PB. Vzorky boli nédsledne premyté v PBS, pricom ¢ast
vzoriek bola vysuSend a montovand do montovacieho média Prolong ®Gold s nuk-
ledrnym markerom DAPI (Invitrogen) pre prvotnu analyzu fluorescencie nanocas-
tic pomocou fluorescen¢ného mikroskopu. Pre analyzu stability fluorescencie na-
nocastic po permeabilizcii buniek nevyhnutnej pri imunoznaceni vzoriek a pre
meranie excitdcie a emisie fluorescen¢nej znacky FITC, resp. moznej autofluores-
cencie nanocastic (tzv. xyA skenovanie) pomocou konfokdlneho mikroskopu, bola
druhd cast’ vzoriek premyvand 30 min. v PBS s 0.03% Tritonom X-100 (d’alej len
PBST), nasledne premyté v PBS, 20 min. znacend pomocou jadrovej znacky DRAQ5
(1:1000, Cell Signalling Technology), premyté v PBS, vysu§end a zamontovana rov-
nakym sposobom. Tretia Cast’ vzoriek bola spracovand pre imunofluorescen¢na
kolokalizaciu pripravenych typov nanocastic s markerom cytoskeletu buniek a na
analyzu integrity buniek po kultivdcii s nanocasticami. Ne$pecificka proteinov4 ak-
tivita bola blokovana 5 % roztokom normadlneho oslieho séra (NOS, Jackson Im-
munoResearch) v PBST. Nésledne bola pridané primdrna protilatka (anti-vimentin
made in chicken, 1:500, Abcam) v PBST a vzorky boli inkubované cez noc pri 4 °C.
Po inkubdcii s primérnou protildtkou boli vzorky premyté v PBS a znacené pomo-
cou sekundarnej protilatky (donkey anti-chicken AlexaFluor594, 1:500, Jackson Im-
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munoResearch) v PBST do dobu 2 hodin. Vzorky boli premyté v PBS, jadra buniek
boli znacené pomocou DRAQ5, premyté v PBS, vysuSené a zamontované. Analyzy
fluorescencie boli realizované pomocou fluorescen¢ného mikroskopu Leica DMI
6000 B, Leica Thunder Imager DMi8 a konfokélneho systému Leica TCS SP5 X (Le-
ica Microsystems).

Vysledky

V prvom kroku sme sa zamerali na analyzu fluorescen¢ného signélu FITC pomo-
cou fluorescen¢ného mikroskopu vo vzorkach buniek A549 kultivovanych 24 hod. s
nanocasticami. Z tvodnych analyz vyplynulo, Ze u vSetkych typov studovanych na-
nocastic mozno detegovat’ fluorescencny signdl v oblasti emisie FITC, av§ak signdl
fluorescencnej znacky sa pri jednotlivych typoch nanocastic odliSoval. Najjasnejsi
signdl FITC bol zaznamenany pri vzorkdch A, F a G, priom jadréd buniek, ktoré boli
s nanocasticami kultivované si zachovali normalny tvar. Pomerne slaby signdl bol
zaznamenany u nanocastic typu E, ktoré vo vzorkach tvorili vel'’ké zhluky. V pripade
vzoriek B a C, u ktorych kovové jadro pokryva kyselina olejova bolo pozorované vy-
razné zhlukovanie nanocastic v okoli buniek (Obr.1).

Nésledné analyzy vzoriek pomocou konfokdlnej mikroskopie (tzv. xyA skenova-
nie) dokazali, Ze jednotlivé typy nanocastic vykazuji okrem signdlu FITC, aj exci-
taciu a emisiu v cervenej a d’alekej Cervenej oblasti viditelného spektra (tzv. auto-
fluorescenciu), o moZe st'azovat’ kolokaliza¢né analyzy pri imunoznaceni buniek.
xyA skenovanie (excitdcia 470nm - 650nm - kazdych 10 nm; zber 10 nm za excitac-

Obr. 1: Mikrofotografie nddorovych buniek linie A549 kultivovanych 24 hod. s flu-
orescencne znacenymi nanocasticami typu A-G. Nanocastice boli identifikované ako
zhluky s réznou intenzitou fluorescencného signdlu (zelend, FITC), jadrd buniek
(sivd, DAPI), menSie zhluky nanocastic (Cervené sipky).
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Obr. 2: Mikrofotografie nddorovych buniek linie A549 kultivovanych 24 hod. s flu-
orescencne znacenymi nanocasticami typu A-G. Vzorky boli nasnimané pomocou
konfokdlneho mikroskopu (z-projekcie). Nanocastice typu F a G predstavujii vzorky
s fluorescencnym signdlom FITC (FITC, zelend) bez autofluorescencie v Cervenej ob-
lasti a bez negativneho vplyvu nanocastic na in vitro bunkovi kultiiru, zatial co
vzorka B a hlavne vzorka C vykazuje jasne viditelny signdl v cervenej oblasti spektra
(Cervend, zodpovedd emisii AlexaFluor594) a v oblasti d'alekej Cervenej (sivd, zodpo-
vedd emisii DRAQS5). Cytoskelet buniek (Cervend, intermedidrny filament vimentin),
jadrd buniek (sivd, DRAQ5), mensie zhluky nanocastic (Zlté Sipky).

nou vlnovou dizkou do 710 nm) odhalilo, Ze najvhodnej$im typom nano&astic pre
kolokaliza¢né §tidie st nanocastice typu F a G s fluorescenciou v oblasti emisného
spektra FITC, zatial o ostatné typy nanocastic, hlavne nanocastice B a C, vykazo-
vali vyrazni autofluorescenciu v ¢ervenej a d’alekej cervenej casti spektra viditel -
ného svetla. NavySe, kolokaliza¢na analyza cytoskeletu buniek s vybranymi typmi
nanocastic odhalila, Ze najmenej vhodnymi nanocasticami pre d'alSie in vitro a in
vivo analyzy s nanocastice typu B a C, nakol'ko pri tychto typoch nanocastic bola
vo vzorkdch pozorovand naru$end integrita buniek, ktorti sme v mensej miere za-
znamenali aj v pripade buniek kultivovanych s nanocasticami typu A a E (Obr.2).

Zaver

V tejto préci sme sa zamerali na selekciu vhodného typu novo syntetizovanych na-
nocastic Fe30,@SiO, pre ich potencidlne aplikdcie v Zivom systéme, ako nosicov
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lieciv. Pre testovanie nanocastic v in vitro modeloch je moZzné pouzit' vizualizacné
techniky za pomoci konjugdcie nanocastic s fluorescen¢nymi molekulami. Z na-
Sich experimentov vyplyva, Ze vhodnym typom nanocastic pre d’'alSie analyzy in
vitro, ktoré by potvrdili alebo vyvratili moznost’ ich néslednej aplikdcie in vivo st
nanocastice typu F a G, ktorych pérovitd povrchova vrstva z SiO; bola pripravend
extrakciou alebo kalcindciou surfaktantu BRIJ S10. Nanocastice typu F a G vykazo-
vali najlepsi fluorescencny profil pre kolokalizacné stidie, pricom bunky si zacho-
vavali intaktny fenotyp.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktira pre projekt: “Nanocastice na rieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
s COVID-19 (NANOVIR)”, ITMS 2014 +:313011AUW?7.
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ABSTRAKT Privyskume magnetickych nanocastic je dolezité potrebné poznat’ ich morfolé-
giu - tvar a vel'kostnu distribiciu pozorovaného stiboru nanocastic. Na urcenie tychto para-
metrov je potrebné realizovat’ pozorovania pomocou elektronovej mikroskopie. Z projektu
NANOVIR bol zakipeny skenovaci elektrénovy mikroskop JEOL JSM-IT700HR. V tomto pris-
pevku pribliZujeme parametre tohto pristroja ako aj postup pripravy a pozorovania vzorky
obsahujticej magnetické nanocastice.

KL UCOVE SLOVA magnetické nanocastice; skenovaci elektronovy mikroskop

Uvod

Aktudlne vyuZitie nanomateridlov je moZné pozorovat' v mnohych technickych a
vedeckych odboroch, ako je napriklad elektronika, biomedicina a environmentélne
inzinierstvo [1]. Vel'ky potencidl ich pouZitia sa ukazuje aj v biomedicinskej oblasti,
kde prebieha intenzivny vyskum so zameranim na vyvoj novych, $pecifickych na-
nosystémov ukazujice mnohé perspektiva, hlavne v oblasti zdokonal ovania tera-
pie nddorovych ochoreni a r6znych diagnostickych met6d. Aby bolo moZné jasne
urcit' oblast’ pouzitia magnetickych nanocastic je nutné preskiimat’ ich magne-
tické, Struktdrne a morfologické vlastnosti. Morfolégia nanocastic - ich tvar a vel -
kostné distribticia vyrazne ovplyviiuje Siroké spektrum vlastnosti skiimanych sys-
témoyv, ako napriklad hodnota magnetizicie nasytenia, vel’kost magnetického mo-
mentu ¢i silu vzdjomnych interakcii nanocastic. Na ziskanie informécii o tvare a
Struktire vzoriek sa vo vSeobecnosti vyuZzivaji rézne druhy mikroskopie, hlavne
transmisnd (TEM) a skenovacia (SEM). Pri SEM mikroskopii emitované elektrény
dopadajii na vzorku ale neprechddzaji fiou a po odraze od povrchu vzorky nest in-
formdcie z povrchu materidlu do detektora, kde st ndsledne vyhodnocované. Tento
typ mikroskopie sa pouZiva na zobrazovanie povrchu materidlov a umoZnuje zo-
brazit’ jeho unikétne Struktury, ako st napriklad povrch bunkovych tkaniv, krysta-
lické Struktdry, geometriu a vel'kostnu distribticiu pozorovanych objektov. Okrem
ziskavania informdcii o morfoldgii vzoriek umoZziiuje SEM elektrénova mikrosko-
pia aj analyzu prvkového zloZenia skimanych materidlov. Za tymto Gc¢elom ndm
sluzi tzv. EDS (energeticky disperzny) detektor, ktory vyhodnocuje pritomnost’ jed-
notlivych prvkov v materidli a ich vzdjomny pomer. Princip EDS detekcie spoc¢iva
vo vyvolani excitovaného stavu elektrénov na povrchu materidlu, ktory je bombar-
dovany elektrénovym zvézkom. Tento stav elektrénov v atémoch skimanej vzorky
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je nestabilny, preto sa atémy snaZzia vratit do svojho stabilného stavu. Pri tomto
procese sa uvol'fiuje energia vo forme charakteristickych rontgenovych lacov, ktoré
zodpovedaju pritomnym prvkom v materidli. Tymto vieme ziskat' pribliZnu poziciu
atémov na pozorovanom obrazci vzorky [2].

Experimentilne met6dy a diskusia vysledkov

Na Studium magnetickych nanoskopickych systémov bol v radmci projektu NANO-
VIR zaktipeny skenovaci elektrénovy mikroskop JEOL JSM-IT700HR, ktory ako zdroj
elektrénov vyuziva Schotkyho katédu. Jedna sa o $pecidlny typ wolfrdmového vla-
kna, ktoré je dodato¢né potiahnuté vrstvou ZnO,. Tato modifikdcia umozinuje emi-
tovat’ vyssi a stabilnejsi priad elektrénov, €o je vel'mi vihodné pre samotné pozo-
rovanie, EDS analyzu a taktieZ difrakciu spdtného rozptylu elektrénov (pri pouziti
EBSD detektor) [2]. Na prevadzku tejto katédy je potrebné ultra vysoké vakuum
(1078 az 107 Pa), aby sa udrzal povrch katédy isty a aby sa zabranilo elektrickym
vybojom. Tato poZziadavka je dosiahnutd pouzitim niekol'kych vysoko-vakuovymi
Cerpadlami, ¢o vSak znac¢ne zvySuje ndklady na prevadzku. Zaroven tento typ mik-

Obr. 1: Obrdzok nalavo - skenovaci elektrénovy mikroskop JEOL JSM-IT700HR. Ob-
rdzok napravo - pohlad do komory mikroskopu.
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Obr. 2: Obrdzok nalavo - naprasovanie vzorky vrstvou zlata. Obrdzok napravo - ob-
raz z pozorovania nanocastic Fez Oy obalenych SiO;.

roskopu umoziiuje realizdciu pozorovania v tzv. nizkom vékuu, ktoré sa vyuziva pri
menej vodivych (napriklad biologickych) preparatov a jeho sticast'ou je aj EDS de-
tektor.

Zakladnou podmienkou tspesného pozorovania pomocou SEM mikroskopie
je mat’ dobre vodivy povrch pozorovanej vzorky, ktory bude odvadzat’ elektricky
ndaboj. Tento néboj vznika pri interakcii atémov vzorky a pridom elektrénov a na
pozorovacom obraze spdsobuje vyrazne zosvetlenie. Tomuto neziadicemu efektu,
ktory vyrazne znizuje kvalitu pozorovania, vieme predchddzat dvoma sp6sobmi:
i) pouzitim tenkej vrstvy vzorky, ¢im sa zabrani kumulovaniu néboja vo vrstvach
vzorky a zaroven ii) napraSenim vodivej vrstvy na povrch vzorky (napriklad uhlikom
alebo zlatom), pomocou ktorej sa ndboj odvedie do drziaka vzorky. V pripade pozo-
rovania vzoriek obsahujtcich nanocastice vieme pripravit’ dostato¢ne tenkt vrstvu
vzorky pouzitim tzv. spin-coutera, kde sa kvapalna vzorka kvapne na pozorovacie
sklicko a nésledne sa odstredi, ¢im vznikne tenky film na jeho povrchu. Takto na-
nesend vzorku je nutné v d’alSom kroku naprasit’ tenkou vrstvou uhlika alebo zlata,
¢im dosiahneme stvisli vodivi vrstvu na celom povrchu. Nésledne sa toto sklicko
(ktoré samotné je nevodivé) pripevni na povrchu hlinikového drziaka vzorky pouzi-
tim vodivej pasty/lepidla tak, aby bol povrch vzorky vo vodivom kontakte so samot-
nym drziakom, ktory vznikajtci ndboj bude absorbovat’. Vzorky s obsahom nano-
Castic pozorujeme pri pride 30 mA a urychl' ovacom napéti 5-20 kV v ultra-nizkom
vakuu. Vystupom néasho pozorovania st obrazky nanocastic vo vysokom rozliseni,
taktiez vyhodnotenie vel'kostnej distribticie, percentudlne zasttiipenie jednotlivych
prvkov vo vzorke ako aj poloha jednotlivych atémov ziskanych z EDS analyzy.
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Zaver

V tomto prispevku sa venujeme charakterizacii a opisu SEM mikroskopu, ktory bol
zakiupeny v rdmci projektu NANOVIR. TaktieZ opisujeme postup pripravy vzoriek
obsahujticich magnetické nanocastice na pozorovanie a uddvame konfigura¢né hod-
noty réznych parametrov mikroskopu, pri ktorom je mozné pozorovat nanocastice
vo vysokom rozliSeni.

PODAKOVANIE Tdto praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
s COVID-19 (NANOVIR)”, ITMS 2014 +:313011AUW?7.
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ABSTRAKT Préca sa zaobera problematikou aplikdcie magnetickych nanocastic ako sepa-
racnych ¢inidiel nukleovych kyselin v RT-PCR testovani. Ciel om prace je navrhnuit také na-
nocasticové systémy, ktoré by svojimi Specifickymi vlastnost'ami ako je tvar, velkost’ mag-
netického momentu, ¢i pritomnost’ ligandu na povrchu nanocastic, urychlili separdciu nuk-
leovych kyselin a zvysili mnoZzstvo naviazaného genetického materidlu pocas RT-PCR tes-
tovania. Potencidl magnetickych nanocastic viazat DNA/RNA molekuly je preskiimany na
nanocasticiach typu Fe3O4 obalenych SiO2 so $pecifickym organickym ligandom na povr-
chu. Tento typ nanocastic je zdroven charakterizovany z hl'adiska $truktiry, morfolégie a
magnetickych vlastnosti.

KL UCOVE SLOVA magnetické nanocastice; ligand; jadro-obal; separdcia DNA/RNA

Uvod

Magnetické nanocastice st predmetom mnohych vyskumov a prinédsajui Siroka ska-
lu ich vyuZitia vd’aka svojim jedinetnym vlastnostiam, ako je ich vel'kost alebo
existencia vysokej hodnoty magnetického momentu. Zaujimavé je ich vyuZzitie v
biomedicine, kde sa ukazujui ako sI'ubné nosice lie¢iv, ako zdroje tepla pri magne-
tickej hypertermii na liecbu nddorovych ochoreni, v zobrazovacich technikach a
tiez v separa¢nych technikdch vyuzivajicich vonkajsie magnetické pole [1]. Sepa-
ra¢né techniky st zndme svojou ¢asovou a technickou naro¢nost'ou, €o ¢asto pri-
ndasa negativne dopady v procese diagnostiky a terapie roznych virusovych a bakte-
ridlnych ochoreni. TaktieZ pecifickost’ r6znych virusovych a bakteridlnych ocho-
reni obmedzuje mozZnosti pouzitia konven¢nych separa¢nych technik z dévodu
nizkej koncentracie zachytenych ciel'ovych latok. Jednym z pristupov v tejto ob-
lasti je magneticka separdcia pomocou magnetickych nanocastic [2]. Tie st vd’aka
svojmu Specifickému povrchu vhodné ako médium na separdciu ciel ovych latok.
Ich magnetické vlastnosti vyrazne zniZuju ¢asovd naro¢nost’ celého separacného
procesu vd'aka rychlemu naviazaniu a oddeleniu ciel ovych latok z biologickej vzorky
pomocou vonkajsieho magnetického pol'a [3]. Magnetické nanocastice vhodné na
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magneticki separdciu musia spiiiat’ 3 zdkladné podmienky: i) vhodna vel'kost’ za-
bezpecujica vel'ky interagujici povrch nanocastic, ii) dispozicia dostato¢ne vel'-
kého magnetického momentu nanocastic a iii) pritomnost’ aktivnych latok - ligan-
dov na ich povrchu viazicich ciel'ové latky [4]. Magnetickd separdcia je uzitocna
met6da v diagnostickej mikrobiolégii, kde zvySuje Specifickost’ a citlivost’ inych de-
tekénych met6d, ako je PCR a poskytuje vyrazni tisporu ¢asu v porovnani s tradic-
nymi diagnostickymi metédami.

Experimentilne met6dy a vysledky

Magnetické jadro Fez O4 bolo syntetizované metédou ko-precipitécie. Prislusné m-
nozstva Fe, (SO4)3 a FeSO4-7H, 0 boli rozpustené v destilovanej vode v stechiomet-
rickom pomere 2:1. Roztok sa zahrial na 60 °C a potom sa rychlo pridalo 15 ml
NH4OH. Cierna zrazenina sa zachytila sedimentaciou, premyla vodou a vysusila
pri izbovej teplote. Moldrne pomery sa upravili tak, aby velkost’ pripravenych na-
nocastic bola pribliZzne do 10 nm [5]. Postup syntézy je opisany nasledovne:

2Fe®* + Fe?* + 80H™ — Fe304 + 4H,0

K ziskanym nanocasticiam Fe3O4 sa pridal TEOS, aby sa ziskali nanocastice s jad-
rom a obalom z oxidu kremicitého, na ktory sa potom naviazali r6zne ligandy. Pri-
pravili sa $tyri rozne vzorky oznacené ako S2 S3, S7 a S12, kde vo vzorke S2 je 3-
(aminopropyl)triethoxysildn (APTES) CgH23NO3Si, S3 je (3-merkaptopropyl) trime-
toxysilan (MPTMS) HS(CH»)3Si(OCH3)3, vo vzorke S7 je fenyl-3-aminopropyltrime-
toxysilan (FAPTMS) C¢H5NH(CH>)3Si(OCH3)3 a vo vzorke S12 je 3-(trimetoxysilyl)-
propylmetakrylat (MMSP) H,C=C(CH3)CO2(CH>)3Si(OCH3)3. Ako vychodisko pre
syntézu boli pouzité dvojvrstvové vzorky, ktorych Strukttrna charakterizdcia po-
tvrdila, Ze jadro tvoria magnetické nanocastice Fe3O4 obalené vrstvou SiO,. Né-
sledne na tuito zédkladnu vzorku boli modifikované rozne organické ligandy. Zéklad
pre v3etky Styri ligandované vzorky je totoZny.

Pomocou réntgenovej difrakcie bolo potvrdené, Ze vzorky S2, S3, S7 a S12 maja
rovnaké magnetické jadrd zloZené z Fe3O4 a obalu SiO, a jednotlivé rozdiely v mag-
netickom sprévani boli sp6sobené pritomnost’ ou rdéznych ligandov na ich povrchu.
SEM pozorovania potvrdili sféricky tvar nanocastic. Zeta potencidl vSetkych Studo-
vanych vzoriek (okrem vzorky S2) potvrdzuje dostato¢ne vel'ké zdporné hodnoty,
ktoré hovoria o ich dobrej koloidnej stabilite.

Magnetické vlastnosti sa merali na magnetometri MPMS 5XL na baze SQUID,
Quantum Design, v teplotnom rozsahu od 2 K do 300 K a v jednosmernom poli do
50 000 Oe. Praskova vzorka bola zabezpecend proti pohybu a umiestnend v plas-
tovom drziaku. Z nameranych magnetickych vysledkov sme vytvorili graf kriviek
ZFC-FC (Obr.1) nasich Styroch nameranych vzoriek. Pri vSetkych Styroch namera-
nych ddtach mézeme vidiet' ndznak pritomnosti silnych medzicasticovych interak-
cii, ¢o naznacuje FC plat6 [6,7]. Krivky maji podobny tvar pre vzorky S2, S3 a S7, ¢o
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Obr. 1: Teplotnd zdvislost’ magnetizdcie merand v reZimoch ZFC/FC pri 100 Oe pre 4
rozne vzorky s organickymi ligandmi. Modry symbol predstavuje vzorku S12, oran-
zovy symbol vzorku S2, cerveny symbol vzorku S3 a zeleny symbol vzorku S7.

nam hovori o podobnom magnetickom sprévani, ktoré sa lisi od vzorky S12. Ked'Ze
magnetické jadra st rovnaké pre vsetky tri vzorky, dané rozdiely v tvaroch kriviek
pripisujeme ligandom, ktoré st viazané na magnetické jadra a st odlisné pre kazda
vzorku.

Vykonali sme protokol extrakcie RNA pomocou MNP (magnetickych nanopar-
tikdl) a fluorescencny test vytesnenia etidiumbromidu [8] na naSich vzorkéach S1,
S2, 83 a S12 aby sme zistili potencidl naSich vzoriek viazat RNA. Na skiimanie schop-
nosti Studovanych nanocastic SiO,@MNP extrahovat' RNA sa pouZil jednoduchy
vdzobno-preplachovaci-elu¢ny protokol. Prebehla inkubdcia 1 mg/ml RNA v zmesi
s 80 pl SiO,@MNP (40 mg/ml) a s vdzobnym pufrom obsahujicim PEG 20 000.
RNA naviazand na SiO, @MNP sa extrahovala pomocou vonkajsieho magnetického
pol'a, po extrakcii nasledovalo stanovenie koncentréacie RNA v eluovanom roztoku.
Vybrali sme si vzorky S1, S2, S3 a S12. Zo vSetkych vzoriek sme navazili 10 mg a pri-
dali sme 250 pl H20. Takto pripravené vzorky sme dali na 3 mintty sonifikovat'. Po
sonifikacii sme z kaZdej vzorky odobrali 2-krat 100 ul a vlozili ich do ependorfiek a
vytvorili tak nové vzorky S1A, S1B, S2A, S2B, S3A, S3B, S12A a S12B. Do kazdej epen-
dorfky sme pridali 250 ul polyetylénglykolu (PEG) a 80 ul RNA. Pri naSom merani
sme pouZivali PEG s priemernou moldrnou hmotnost'ou priblizne 20 000 g/mol.
Nésledne sme nechali vzorky stat' 5 mintt. Po 5 minttach sme poloZili vzorky na
magnet, kde sme ocakavali, Ze magnet pritiahne nanocastice s naviazanou RNA
k sebe a roztok sa vy¢iri. Ciry roztok sme odobrali od usadenych nanocastic pri-
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Obr. 2: Graf fluorescencného testu vytesnenia etidiumbromidu.

tiahnutych magnetom a pomocou UV-VIS spektrofotometrie sme stanovili, kol'ko
RNA ostalo vroztoku z kazdej vzorky S1A, S1B, S2A, S2B, S3A, S3B, S12A a S12B.
Schopnost’ Studovanych MNP viazat' RNA sa zist'ovala pomocou fluorescenc-
ného testu vytesnenia etidiumbromidu (EtBr). EtBr bol rozpusteny a bol pripraveny
1 mM zasobny roztok v 10 mM roztoku TRIS-0,1 mM EDTA (pH 8,0, DNA, bez RNA).
RNA bola rozpustend na koncentraciu 1 mg/ml v 10 mM fosfatovom pufri (pH 7,4)
a sonifikovand 10 min. Koncentracia RNA bola stanovend pomocou UV-VIS spek-
troskopie (€260 = 7800 1/M.cm). Zasobny roztok RNA bol potom zriedeny pomo-
cou 10 mM TRIS-EDTA pufra na 50 ug/ml. Najprv sa roztoky RNA a EtBr inkubovali
v pomere 5:1. Potom sa §tudované nanocastice SiO, @MNP pridali ku komplexom
RNA-EtBr v Sirokom rozsahu koncentrécii (pomer SiO;@MNP k RNA-EtBr sa po-
hyboval od 500:1 do 1:200). Intenzita fluorescencie EtBr sa merala v 96-jamkovej
platni po 30 minutach inkub4cie v tme pri 25 °C pomocou ¢itacky Synergy Mx (Bio-
Tech). Excita¢na vinova dizka bola 545 nm a emisné spektra sa detegovali v rozsahu
595 — 700 nm. Vzorky bez NP predstavovali kontrolu (100 %) [8]. Pridanie $tudo-
vanych SiO,@MNP (S1, S12, S3, S2) pri fluorescencnom teste vytesnenia etidium-
bromidu mohlo viest' k odstrdneniu EtBr pozorovanému ako pokles intenzity flu-
orescencie. Vizba Studovanych SiO, @MNP na RNA viedla k poklesu fluorescencie
EtBr v zévislosti od koncentrécie. Z koncentrac¢nej zavislosti sa vypocitala hodnota
EC50. Tato hodnota udéva koncentraciu MNP s 50 % ti¢innost'ou odstrdnenia EtBr
z povrchu RNA. Z nameranych vysledkov méZeme povedat’ Ze z testovanych vzo-
riek sa javi najlepSie vzorka S2 s ligandom APTES - 3-(aminopropyl)triethoxysildn
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Tabulka 1: Schopnost’ Studovanych nanocastic viazat' RNA.

Biologicka aktivita

SiO,@MNP  Vizbovy potencidl EC5g  Separacné efektivita

(mg/mL] (%]
S1 13,48 7,43
S12 5,23 2,27
S3 3,96 0,42
S2 1,76 66,79

s najnizsou hodnotou EC50 (Obr.2) a najvy$Sou RNA separacnou schopnostou z
pomedzi nasich vzoriek (Tab.1). Tento vysledok je v zhode s tym ¢o sme aj oCaka-
vali, pretoZe vzorka S2 md naviazané funk¢né aminové skupiny, ktoré maji vol'né
pozicie a virdlna RNA sa mdZe naviazat' na tieto vol'né centrd. Z prvej metodoldgie
vysla takisto najlepsia vzorka S2 (Tab.1).

Zaver

V tejto praci sme skimali nami syntetizované nanocastice pozostavajtce z FezO4
jadra obaleného vrstvou SiO; so $pecifickym organickym ligandom na povrchu.
Nanocastice sme charakterizovali z hl'adiska Struktiry, morfolégie a magnetickych
vlastnosti a nasledne sme Studovali ich potencidl viazat RNA. Tato Stidia pozos-
tavala z dvoch testov a to z fluorescencného testu vytesnenia etidiumbromidu a z
protokolu extrakcie RNA pomocou MNPs. Z nameranych vysledkov ndm vyslo, Ze z
nasich vzoriek vysla najlepSie vzorka S2 s ligandom APTES, ktord vykazovala ovel'a
vys§iu icinnost’ ako vzorka S1, ktora ligand neobsahovala ako aj ostatné ligando-
vané vzorky. Vysledky tejto prace maji vyznam pre d’alsi vyskum a ndvrh expe-
rimentov, ktoré umozZznia néjst magnetické nanocastice, ktoré budii mat’ rovnaké,
pripadne lepSie separacné vlastnosti ako nanocastice pouzivané vkomer¢nom KIT-
e na magnetickud separdciu pomocou RT-PCR.

e
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ABSTRAKT Materidl SBA-15 bol pripraveny metédou sol-gel a funkcionalizovany termosen-

zitivnymi polyetyléniminovymi polymérmi s r6znou molekulovou hmotnost'ou (g.mol-1):

800 (SBA-15(C)-800), 1300 (SBA-15(C) -1300) a 2000 (SBA-15(C)-2000). Ako modelové liec¢ivo

bolo vybrané nesteroidné protizdpalové lie¢ivo (NSAID), diklofenak sodny, ktoré bolo zapu-

zdrené do porov pripravenych nosi¢ov. Materidly boli charakterizované kombinéciou infra-

cervenej spektroskopie (IR), transmisnej elektrénovej mikroskopie (TEM), atémovej silovej

mikroskopie (AFM), foténovej kriZovej korela¢nej spektroskopie (PCCS), adsorpciou/desorp-
ciou dusika, termogravimetriou (TG) a malouhlovym rozptylom RTG Ziarenia (SAXS). Uvol -

novanie lie¢iva z pripravenych matric bolo realizované do dvoch modelovych médii s roz-

nym pH, simulovana telesnd tekutina (pH = 7,4) a simulovand Zalido¢na tekutina (pH = 2)

a taktiez pri roéznych teplotdch: normélna telesnd teplota (37°C) a zapalova teplota (42°C).

Experimentdlne vysledky preukézali ich vysoké uvoltiovanie lie¢iva do roztoku pri pH = 7,4

pre obe teploty, ¢o stvisi s vysokou rozpustnost ou diklofenaku sodného v mierne alkalickom
prostredi. Pri pH = 2 sa pozoroval rozdiel v rychlosti uvoliovanialie¢iva medzi oboma teplo-

tami. Pri vy$Sej teplote (42 °C) boli rychlosti a mnoZstvad uvol'neného lieciva dvakrat/trikrdt
vyssie v porovnani s hodnotami dosiahnutymi pri teplote 37 °C.

KLUCOVE SLOVA mezoporézny oxid kremicity; povrchovd modifikdcia; polyetyléniminy; dik-
lofenak sodny; teplota a pH

Uvod

Onkologické alebo infekéné ochorenia ¢asto spdsobuji zdpaly v 'udskom tele. Z4-
pal méze mat lokdlny charakter, alebo sa méze §irit' po celom I'udskom tele, pri-
¢om je sprevadzany priznakmi ako bolest’, hortcka a iné. Protizapalové lieky, ako
su nesteroidné protizdpalové lieky (NSAID) a analgetikd, su ti¢cinnymi supresivami
zapalu. Tieto lieky st vSak Casto invazivne a ndvykové a modZu vykazovat' nega-
tivne dlhodobé vedl'ajsie uicinky, ako je poSkodenie pecene, obliciek, srdca a kost-
nej drene. Metédou, ktord sa ukdzala ako pomerne vyznamn4, je vyuzitie systému
cieleného poddavania liekov (DDS) [1]. DDS sd biokompatibilné strukttry, ako na-
priklad mezopoérovité formy oxidu kremicitého v ktorych je lie¢ivo zapuzdrené a
potom sa uvoltiuje aZ na ciel ovom mieste. Polyetyléniminy (PEI) maja zaujimavé
vlastnosti a ukdzali sa ako polyméry citlivé na pH a teplotu [2]. PEI (linedrne alebo
rozvetvené formy) su Siroko studované a aplikované v DDS ako potiahnutd mono-
vrstva na anorganickych nanocasticiach, napr. Fe304/Gd, 03, kde sa ako modelové
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lie¢ivo pouzila cisplatina [3], alebo bioorganické substraty ako celulé6za na enkap-
suléciu salicylatu sodného [2]. PEI bol tieZ Studovany ako DDS pre doxorubicin bez
akéhokol'vek podporného substratu, ktory bol zostaveny do sférického nanogélu
pomocou zosiet' ovania [4]. Jedine¢nost’ nami prezentovanej stidie spociva v sku-
mani termosenzitivnych vlastnosti PEI polymérov, ktoré boli prvykrat Studované
na poréznom kremicitom materidli SBA-15, priCom ako protizapalové liecivo bol
pouzity diklofenak sodny.

Experimentilne metédy a vysledky

SBA-15 bola syntetizovana hydrolyzou a polykondenza¢nymi reakciami TEOS vo
vode s pouZitim Pluronic-123 ako povrchovo aktivnej latky, HCI ako katalyzatora
(SBA-15(AS)) a nésledne bola zosyntetizovand vzorka kalcinovand pri teplote 600
°C (SBA-15(C)). Povrch SBA-15(C), ktory obsahuje vol'né hydroxylové skupiny bol
nésledne modifikovany molekulami 3-(chlérpropyl)-trimetoxysilanu v suchom to-
luéne. Tento krok bol nevyhnutny na vytvorenie kovalentnej vdzby medzi povr-
chom SBA-15(C) a polyetyléniminmi prostrednictvom kondenzacnej reakcie. Na
povrchovi dpravu boli pouZité molekuly PEI s r6znymi molekulovymi hmotnos-
t'ami (800 g/mol (SBA-15(C)-800), 1300 g/mol (SBA-15(C)-1300) a 2000 g/mol (SBA-
15(C)-2000), vid’ Obr.1). Materidly pripravené opisanymi postupmi boli nésledne
pouzité ako nosice pre protizdpalové liecivo, diklofenak sodny a testované ako ter-
mosenzitivne nosice lieCiva.

Infracervend spektroskopia bola merand na pristroji Nicolet 6700 a infracCer-
vené spektra potvrdili ispes$nost’ kalcinacie materidlu SBA-15(AS), povrchovi mo-

HzN{VNHwPN/\/NHV}NHZ n, = 600

n n, = 1200 HZN/\/NH\/\N/\/NH\/\NH2
HzN/\/N\/\NHQ n;= 1600
H/NH/\/N\;NH
OH OH OH /Si /S\i
[ o ‘\o o o\o
si_ si o si | | I | | |
Lo o > s S S S
\ [*o”[~07]

Obr. 1: Schematické zndzornenie procesu graftingu a povrchovej modifikdcie mate-
ridlu SBA-15.
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Obr. 2: Uvolriovacie krivky lieciva diklofenak sodny z nemodifikovanej vzorky SBA-
15(C)/DIC a modifikovanych materidlov SBA-15(C)-800/DIC, SBA-15(C)-1300/DIC a
SBA-15(C)-2000/DIC pri roznych teplotdch a pH prostredia.

difikaciu chlérpropylovymi skupinami, naviazanie PEI molekdl a taktieZ zapuzdre-
nie lie¢iva. Merania adsorpcie/desorpcie dusika boli realizované na pristroji ASAP
2020 a prostrednictvom tejto techniky boli Studované textiirne vlastnosti (vel'kost
povrchu, objem pérov) pripravenych materidlov. P6vodny nemodifikovany mate-
ril vykazoval vel'kost $pecifického povrchu 814 m?/g, pricom hodnota sa zniZo-
vala modifikdciou PEI zli¢eninami (206 m?/ g pre SBA-15(C)-800, 184 m2/ g pre
SBA-15(C)-1300, 144 m2/g pre SBA-15(C)-2000). Po uskladneni diklofenaku sod-
ného dochédzalo k vyraznému zniZeniu vel'kosti povrchov nosicov, pricom mate-
ridly sa javili ako nepérovité. Prostrednictvom foténovej krizovej korelacnej spek-
troskopie (PCCS, Nanophox) boli analyzované vel'kosti ¢astic. Pé6vodny, nemodi-
fikovany materidl SBA-15(C) vykazoval vel'kost' €astic 600 nm a po PEI modifik4-
cii sa vel'kost’ €astic prekvapivo zniZila na hodnoty v intervale 400-200 nm. Uve-
deny jav mozno vysvetlit lepSou separdciou castic PEI polymérmi, oproti tendencii
zhlukovania ¢astic v ddsledku hydrof6bnych interakcii u nemodifikovaného mate-
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ridlu. Transmisnd elektrénova mikroskopia (TEM, JEOL 2000FX), malouhlovy rozp-
tyl RTG Ziarenia (SAXS, Rigaku Ultima IV) a atémova silova mikroskopia (AFM, Sol-
ver PRO) boli taktieZ pouZité na charakterizaciu pripravenych materidlov. TEM a
SAXS potvrdili hexagondlne usporiadanie pérov v materidloch a taktiez stabilitu
nosicov po PEI modifik4cii a uskladneni diklofenaku sodného. AFM bola pouzitd na
potvrdenie naviazania PEI, ktoré sa prejavilo vyraznym zvrdsnenim povrchu modi-
fikovanych materidlov. Na zédklade hmotnostnych zmien na termogravimetrickych
krivkdch (TGA Q500) materidlov bolo vypocitané mnoZzstvo PEI a uskladneného lie-
¢iva. Enkapsulované mnoZstvd DIC v mg na 1 g nosica boli vypoc¢itali ako hmot-
nost’ sodnej soli diklofenaku v mg na meter §tvorcovy nosica: SBA-15(C)-2000/DIC
(0,985 mg/m?) SBA-15(C)-1300/DIC (0,971 mg/m?) SBA-15(C)-800/DIC (0,998
mg/mz) >SBA-15(C)/DIC (0,235 mg/mz). Zo ziskanych hodnot je moZzné usudit,, Ze
afinita sodnej soli diklofenaku je podobna pre vSetky materidly modifikované PEI
v dosledku tvorby vodikovych vizieb medzi primarnymi/sekundarnymi skupinami
PEI molekdl a karboxylovymi skupinami DIC. Uvol'niovacie krivky liec¢iva z pripra-
venych matric pri pH = 7,4 a 2 a réznych teplotdch (37 a 42 °C) st zndzornené na
Obr. 2. Vo vSeobecnosti mozno skonstatovat’, Ze v kyslych podmienkach (pH = 2) sa
sodnd sol diklofenaku protonizuje a transformuje na kyselinu diklofenakov, ktora
m4d extrémne nizku rozpustnost’ vo vode, ¢o sa prejavilo na nizkych mnoZstviach
uvol'neného lieciva v porovnani s pH = 7,4. PEI modifikdcia mala vplyv na mnoz-
stvo uvol'neného DIC, nakol'ko z modifikovanych materidlov boli uvolnené mensie
mnozstva v porovnani s nemodifikovanymi v dosledku tvorby vodikovych vézieb.
Termosenzitivita PEI molekul sa prejavila pri oboch hodnotach pH, nakol'ko pri
teplote 42 °C sa uvol'nilo vdcSie mnoZstvo lie¢iva v porovnani s 37 °C (vid' ¢ierna a
zelend krivka pre pH = 7,4 a Cervena a tyrkysovd krivka pre pH = 2).

Zaver

V tejto préci sme pripravili, charakterizovali a opisali nové termosenzitivne mate-
ridly na baze mezoporézneho oxidu kremicitého SBA-15 funkcionalizovaného po-
lyetyléniminmi na riadené uvol'tiovanie lieciva diklofenaku sodného (DIC). Syn-
tetizovand matrica SBA-15 bola pripravend metédou sol-gél a povrchovo modifi-
kovana chlérpropylovymi skupinami pomocou graftingu. Posledny synteticky krok
pri priprave nosi¢ov pozostédval z kondenzacnej reakcie chlérpropylovych skupin a
molekul PEL Polyméry PEI na povrchu sliZia ako termosenzitivne molekuly, ktoré

s e

pri nizsich teplotdch medzi sebou vytvéraji vodikové vazby a vd'aka svojmu ob-
jemu blokuju vstup do pérov. Pri vyssich teplotdch dochddza k naru$eniu medzi-
molekulovych interakcii, ¢o sposobovalo uvolnenie lieciva. Uspesna syntéza pri-
pravenych nosicov bola potvrdend vysledkami ziskanymi pouZitim r6znych ana-
Iytickych technik, ako je infracervend spektroskopia (IR), malouhlovym rozptylom
RTG ziarenia (SXRD), adsorpcia dusika, transmisnd elektrénova a atémova silova

mikroskopia (TEM) a foténova kriZova korelacnd spektroskopia (PCCS). V pripra-
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venych materidloch bolo zapuzdrené nesteroidné protizdpalové liecivo diklofenak

sodny. MnoZstvo inkorporovaného lieCiva v pevnych matriciach, PEI modifikova-

nych/nemodifikovanych vzorkdach bolo stanovené TG analyzou. Nasledne boli usku-
to¢nené experimenty s uvolfiovanim lieciva z pripravenych materidlov do médii s

roznym pH (simulovand zalido¢nd tekutina, pH = 2 a simulovana telesné tekutina,

pH =7,4) a teplotami (37 °C a 42 °C). Zo ziskanych kriviek uvol'iovania mozno ust-

dit, Ze v pripade pH sa uvol'nilo vy$§ie mnoZstvo lieciva pri pH = 7,4 v porovnani

s pH = 2 v dosledku rozpustnosti lie€iva. V pripade teploty bolo pozorované vyssie

uvol'nené mnoZstvo DIC pri vy3Sej teplote a pozorované vysledky potvrdili termo-

senzitivitu PEI modifikovanych materialov.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT Koloidné roztoky magnetickych nanocastic (MNPs) stabilizované oledtom sod-
nym (OL) a nasledne modifikované biokompatibilnym, kladne nabitym poly-L-lyzinom (PLL)
boli pripravené a charakterizované z hl'adiska morfolégie, rozmerovej distribticie a magne-
tickych vlastnosti. Polyaminokyselina PLL bola vybraté kvoli tomu, Ze mé dobrt kompatibi-
litu, jej molekula mé kladny néboj v Sirokom rozsahu pH a teda moze byt elektrostaticky na-
viazand na zdporne nabité nanocastice stabilizované oledtom sodnym. Vplyv r6znych hmot-
nostnych pomerov PLL/MNPs na hydrodynamicky priemer, zeta potencidl a izoelektricky
bod (IEP) vzoriek bol studovany met6édou dynamického rozptylu svetla s ciel om néjst’ opti-
maélny teoreticky pomer PLL/MNPs. Vo vzorkach boli pozorované typické charakteristiky su-
perparamagnetického spravania. Okrem toho sme ukézali, Ze oba systémy OL@MNP a PLL-
OL@MNP vykazuju dobru stabilitu v podmienkach fyziologického pH a moZu byt pouZité
pre d’alSie biomedicinske tcely.

KL UCOVE SLOVA magnetické nanocastice; poly-L-lyzin; bioaplikdcie

Ovod

Magnetické nanocastice (MNPs) na bdze oxidov Zeleza (maghemitu y-Fe, O3 a mag-
netitu FezO4) nachddzaji v medicine mnohé sposoby uplatnenia, ale zdroveti mu-
sia spliat’ ur¢ité kritérid [1]. Jednou z délezitych vlastnosti pre bioaplikaciu je ich
biokompatibilita. Castice majii mat’ tieZ obmedzen toxicitu a dobru stabilitu, t. j.
nesmu za fyziologickych podmienok sedimentovat’. V priebehu poslednych dvoch
desat'roci bolo publikovanych mnoho préc tykajucich sa obalovania MNPs roz-
nymi druhmi zli€enin so zdmerom ich vyuZitia v oblasti mediciny. Medzi vhodné
zliceniny moéZeme zaradit’ aj makromolekulu poly-L-lyzin (PLL) [2, 3]. PLL je poly-
mér zloZeny z lyzinovych aminokyselin, ktory vykazuje vynikajicu biokompatibi-
litu a biologicku aktivitu. Cielom nédsho vyskumu bolo pripravit' koloidné roztoky
MNPs stabilizovanych oledtom sodnym (OL) a modifikovat’ ich povrch polykati-
6nom PLL. Modifikdcia povrchu nanocastic poly-L-lyzinom umoZzni naviazat' na
seba Siroku skalu d’'alsich biologicky aktivnych molekdl (liekov) s ciel om pripravit
potencidlny prenésac lieciv napr. pre cieleny transport lieCiv do postihnutej casti
organizmu.
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Experimentdlne met6dy a vysledky

Magnetické nanocastice magnetitu (Fe3O4) boli syntetizované metédou koprecipi-
tacie Zelezitych a Zeleznatych soli v bazickom prostredi [4, 5]. Vzniknuty ¢ierny pre-
cipitdt magnetitu bol po premyti destilovanou vodou stabilizovany oledtom sod-
nym, aby sa predislo zhlukovaniu (aglomerécii) nanocastic a nésledne bol disper-
govany vo vodnom prostredi [6]. Cast’ takto stabilizovanych nanocastic (OL@MNPs)
bola nésledne modifikovand adsorpciou poly-L-lyzinu (PLL-OL@MNPs). Oba sys-
témy, OL@MNPs i PLL-OL@MNPs, boli pripravené vo forme stabilného koloidného
roztoku. Vlastnosti takto pripravenych nanocastic (PLL-OL@MNPs) boli porovné-
vané s vlastnostami OL@MNPs bez dodato¢nej modifikdcie PLL. Na charakteri-
zéaciu nanocastic boli pouZité viaceré fyzikdlno-chemické metédy (FTIR, UV/VIS
spektroskopia, SQUID, TGA, DLS a iné).

Adsorpcia PLL na magnetické nanocastice bola skimané v Sirokom koncen-
tracnom rozsahu poly-L-lyzinu na sérii vzoriek, ktoré sa liSili hmotnostnym pome-
rom PLL/MNPs od 0 do 2.5. Bola merand vel'kost’ nanocastic a ich zeta potencil
pomocou pristroja ZetaSizer Nano ZS. Vel'kost magnetickych nanocastic vyrazne
narastala pocas postupného priddvania polyaminokyseliny k oledtom stabilizova-
nym nanocasticiam pri pomere PLL/MNPs od 0.05 do 0.5. S d’al$im rastticim po-
merom PLL/MNPs (od 0.5 do 2.5) dochddzalo k nasyteniu, t.j. velkost' obalenych
nanocastic sa vyrazne nemenila. Vysoké hodnoty zeta potencidlu (okolo 43 mV) v
tomto rozsahu naznacuju vysoky povrchovy néboj a dobru koloidnt stabilitu vzo-
riek. Z tychto merani bolo tiezZ zistené, Ze optimalny hmotnostny pomer pre adsor-
pciu poly-L-lyzinu PLL/MNPs je 0.5. Hydrodynamicky rozmer nanocastic pri tomto
pomere bol okolo 124 nm, zeta potencial 43 mV.

Taktiez sa uskuto¢nilo meranie zeta potencidlu ako funkcie pH, aby sa potvr-
dila pritomnost’ polyaminokyseliny na povrchu magnetickych nanocastic. Pre Cisté
magnetické nanocastice je zdvislost' zeta potencidlu od pH dobre zndma a uka-
zuje, Ze izolelektricky bod pre neobalené nanocastice je pribliZzne pri pH=7 [7, 8].
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Obr. 1: Zeta potencidl PLLy 5-OL@MNPs ako funkcia iénovej sily roztoku pri pH 4,5
(A) a 7,4 (B).
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Izoelektricky bod pre OL@MNPs je asi 4 [9]. Posun izolelektrického bodu k niz-
$§im hodnotdm indikuje obalenie nanocastic oleditom sodnym. Izoelektricky bod
pre PLL-OL@MNPs je posunuty do vysSieho pH oproti OL@MNPs, ¢o je dokazom
naviazania PLL na magnetické nanocastice, ked'Ze Cisté PLL ma IEP okolo 10.5.
Adsorpcia PLL na magnetické nanocastice bola studovana aj pomocou UV/VIS
spektroskopie. Kvantitativne stanovenie polyaminokyseliny v supernatante (volny
poly-L-lyzin neadsorbovany na magnetické nanocastice) sa uskutoc¢nilo pri 580 nm
s ¢inidlom Trypan Blue [10]. Adsorp¢né krivka prechddzala do saturac¢nej zoény pri
pomere PLL/MNPs = 0.5 a d’alSie zvySenie koncentracie PLL v roztoku uZ neviedlo k
zvySeniu PLL adsorpcie na nanocastice. Tento vysledok optimalneho pomeru (PLL/
MNPs = 0.5 w/w) je v dobrej zhode s vysledkami ziskanymi z merani hydrodyna-
mického rozmeru, zeta potencidlu, izoelektrického bodu a z TGA. Pre stanovenie
mnoZstva PLL neadsorbovaného na magnetické nanocastice bola pouZitd aj me-
téda termogravimetrickej analyzy. Zistilo sa, Ze adsorp¢nd ucinnost’ m4 tieZ sa-
turacnu tendenciu a vzorka s optimalnym hmotnostnym pomerom PLL/MNP =
0.5 obsahuje 0.332 mg PLL na 1 mg magnetickych nanocastic. Tato hodnota je v
zhode s hodnotou 0.325 mg PLL/1 mg magnetickych nanocastic ziskanou UV/VIS
metédou. Studoval sa vplyv pH a i6nove;j sily roztoku na hodnoty zeta potencidlu.
PLL-OL@MNPs st stabilné az do 0.4 a 0.3 M NaCl v roztokoch s pH 4.5 a 7.4 (obr.
1). TaktieZ bola pozorovand dobré koloidna stabilita PLL-OL@MNPs v prostredi s
neutrdlnym pH aj po 6 mesiacoch po priprave vzoriek. Oba systémy nanocastic,
OL@MNPs aj PLL-OL@MNPs, vykazuji vysokd hodnotu zeta potencidluy, ¢o je kI'a-
covou charakteristikou stability roztokov magnetickych nanocastic. Vd’aka kladne
nabitej aminoskupine v ret'azci poly-L-lyzinu, modifikované PLL-OL@MNPs na-
nocastice nadobtdaju vo fyziologickom prostredi polykationovy charakter, a teda
maji schopnost’ viazat' na seba §iroku skalu d’alsich biologicky aktivnych molekiil.

Zaver

Magnetické nanocastice na baze oxidov Zeleza pripravené koprecipitatnou meto-
dou boli stabilizované oleditom sodnym a ndsledne modifikované poly-L-lyzinom.
Pomocou fyzikdlnochemickej charakterizacie bol stanoveny optimélny teoreticky
PLL/MNPs hmotnostny pomer 0.5. Merania DLS ukézali, Ze pocas procesu adsor-
pcie PLL na povrch OL@MNPs nedochéddza k agregécii nanocastic. Magnetizacné
merania potvrdili superparamagnetické spravanie pripravenych vzoriek. PLL-OL@
MNPs st stabilné v podmienkach fyziologického pH a st z hl'adiska Studovanych
vlastnosti vhodné pre biomedicinske aplikécie.

PODAKOVANIE Tato praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT Atémové silovd mikroskopia (AFM) je idedlnym ndstrojom pre 3D vizualizdciu
nanocastic a charakterizaciu mnohych ich fyzikdlnych vlastnosti, vratane vel'kosti, morfo-
l6gie, povrchovej Struktiry a drsnosti. Analyzou AFM obrazkov je mozné urcit’ aj Statistické
informdcie tykajtce sa nanocastic, vratane distribticie velkosti, plochy povrchu a objemu.
Tato metodickd praca ma za ciel nacrtnit postupy na pripravu vzoriek pre AFM a stanove-
nie vlastnosti nanocastic pomocou tejto metédy.

Krucove sLovA AFM; mikroskopia; magnetické nanocastice; morfolégia

Uvod

Magnetické nanocastice su dnes uZ Siroko vyuzivané v biomedicinskych apliké-
cidch, kde sa uplatiiuju ich unikdtne a 8kdlovatelné vlastnosti, akymi st vysoky
pomer povrchu k objemu, vysokd mobilita vo volnom stave a modifikovatel'nost'.
Pouzitie magnetickych nanocastic v biomedicine méZeme rozdelit' na analytické a
terapeutické. Jednym z analytickych pristupov je aplikdcia vhodne povrchovo mo-
difikovanych magnetickych nanocastic na efektivnu separéciu a purifikdciu vzo-
riek DNA a RNA. Magnetické nanocastice v biomedicine musia spliiat’ prisne po-
Ziadavky, preto je produkcia nanomagnetov so spravnymi vlastnost'ami neustalou
vyzvou. Z tohto dovodu je dolezité poznat vel'kost a fyzikdlno-chemické povrchové
vlastnosti Studovanych nanocastic [1-3].

Atémova silovd mikroskopia predstavuje jednu z mikroskopickych technik vy-
uzivajucich skenovanie sondou a pouZiva sa na charakterizaciu povrchu r6znych
materidlov. Bola vyvinutd v roku 1986 Dr. Binnigom, Dr. Quateom a Dr. Gerberom
a odvtedy sa vyvinula na vel mi uzito¢ny ndstroj na ziskanie topografickych obraz-
kov s vysokym rozliSenim [4]. V sticasnej dobe AFM umoznuje poskytnit d’alSie
informécie o fyzikdlnych vlastnostiach nanocastic, vratane ich vel'kosti, morfolo-
gie, povrchovej Struktiry a drsnosti, ako aj o ich magnetickych vlastnostiach. Mik-
roskop NTegra Prima od firmy NT-MDT (Holandsko) je pristroj, ktory je vhodny
na morfologicku charakterizaciu nanocastic. NTegra Prima (obrazok 1 A) je multi-
funk¢né zariadenie umoZnujice analyzu morfologickych, chemickych, fyzikdlnych
a magnetickych vlastnosti nanocastic, a ich povrchu pomocou viac ako 40 mera-
cich metdd s vysokou presnost'ou a rozliSenim. Experimenty je mozné vykonavat
na vzduchu, ako aj v kvapalindch alebo kontrolovanom prostredi [5].
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Obr. 1: A) Negra Prima atémovy silovy mikroskop, B) princip skenovania AFM (ob-
rdzok prevzaty z Wikipedia).

Experimentilne met6dy a vysledky

AFM pouziva sondu s ostrym hrotom (zvy¢ajne vyrobenu z kremika alebo nitridu
kremika), ktord sa pohybuje po povrchu vzorky v rastrovom skene. Hrot sa nacha-
dza na konci konzoly, ktord sa ohyba v reakcii na zmenu sily medzi hrotom a vzor-
kou. Vacsina AFM pouZiva techniku optickej pdky na detekciu ohybu konzoly. Laser
je zaostreny na zadnu stranu konzoly a odréZa sa na Stvorkvadrantovy fotodetek-
tor. To umoziiuje merat’ topografiu pohybom konzoly nahor a nadol, zatial ¢o tre-
cie alebo bocné sily moZzno merat’ podl'a otd¢ania konzoly (obrdzok 1 B). Existuje
mnoho roéznych rezimov skenovania pomocou AFM. Na charakterizdciu morfol6-
gie nanocastic sa najcastejSie pouZivaju topografické reZimy vyuZivajtice silovu in-
terakciu medzi hrotom a vzorkou. Topografické reZimy moéZzu byt vo vSeobecnosti
rozdelené na kontaktné alebo bezkontaktné. V kontaktnom reZime hrot pracuje
v odpudivej oblasti vel'mi blizko povrchu, ked' je konzola odtla€and od povrchu.
V rdoznych bezkontaktnych rezimoch (tapping, semi-kontaktny alebo hybridny re-
7im) sa konzola rozkmité na svojej rezonanc¢nej frekvencii a pribliZi sa k povrchu.
Na meranie silovych interakcii moZno monitorovat’ amplitiidu alebo posun frek-
vencie [6].

Spréavna priprava vzoriek pre AFM je vel mi ddleZitd. Zvycajne st pripravované
vo vode alebo vhodnom tlmivom roztoku s vyslednou koncentrdciou magnetitu 5-
50 pg/ml. Potom st sonikované 5-10 minut a nésledne je 20 ul vzorky nanesenych
na ocisteny povrch substratu. Najcastejsie pouZzivané substraty su sl'uda, oxid kre-
micity, zlato, striebro, pyrolyticky grafit (HOPG), sklo, oxid zino¢naty, sulfid zinoc-
naty alebo oxid vapenaty. Pred nanesenim vzorky nanocastic je potrebné vziat' do
uvahy vlastnosti povrchu substrdtu. Sl'uda je negativne nabitd a hydrofiln4, preto
ma byt povrchovy ndboj nanocastic v danom rozpust'adle pozitivny, aby sa za-
chovala dobra adsorpcia €astic na povrch sl'udy. Vzorky sa inkubuji zvycajne 5-
20 minut v zavislosti od pozadovanej hustoty castic, a ich povrchovych vlastnosti.
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Obr. 2: AFM obrdzok analyzovany pomocou softéru Gwyddion (A) AFM obrdzok
SiO, MNPs, (B) AFM obrdzok s grainovou analyzou, (C) histogram vysok SiO, MNPs.

Zvys$ny roztok sa odmyje ultra ¢istou vodou a prefiikne priiddom dusika. Tento po-
stup mozno aplikovat pre pripravu vzoriek réznych typov nanocastic. AFM pontika
mnoho vyhod, no md aj svoje nevyhody. Ako uz bolo spomenuté, AFM pontika
vizualizdciu v troch rozmeroch, a to X-Y-Z. Avsak, pri skenovani povrchu vzorky
treba mat’ na pamdti, Ze rozliSenie pristroja je ovplyvnené vibratnym prostredim
pristroja, ktoré obmedzuje rozliSenie vo vertikdlnej Z osi. Okrem toho je rozlienie
v horizontalnych osiach X-Y obmedzené priemerom hrotu pouzitého na skenova-
nie. Typicky maju pristroje AFM vertikdlne rozliSenie mensie ako 0,1 nm a X-Y roz-
liSenie priblizne 0,5-1 nm. RozliSenie a vysokd presnost’ merania z4visia najméa od
selekcie vhodnej konzoly s hrotom (materidlu z ¢oho je pripraveny a vel'kosti) a ske-
novacieho prostredia. Ziskané obrazky z AFM méZu sliZit' na priamu vizualizéciu
vzoriek, ktoré dovol'uju urcit tvar a vel'kost, alebo ich méZeme spracovat’ pomo-
cou roznych softvérov, ktoré poskytuji informdcie o jednotlivych nanocasticiach
alebo ich komplexoch. Pomocou tychto programov je mozné ziskat informdcie o
vel'kosti (diZka, $irka a vyska) a d’alSie fyzikalne vlastnosti (morfolégia a textira po-
vrchu). Jednym z najvhodnejsich softvérov na analyzu AFM obrazkov je Gwyddion
[7]. Pomocou ndstroja na analyzu zfn moZeme ziskat' Statistické distribucie vlast-
nosti vzorky, vratane poctu Castic, distribticie vel'kosti ¢astic, distribticie plochy po-
vrchu a distribticie objemu. Spracovanie AFM obrédzku je zndzornené na obrazku 2.
V pripade, Ze sa tidaje z jednocasticovych technik spractivaja s ciel om poskytnat’
Statistické informécie, existuje obava tykajica sa Statistickej vyznamnosti. Na zis-
kanie informécii o vic¢Sej populdcii je preto potrebné kombinovat’ tidaje z viacerych
skenov, v mnohych pripadoch dokonca az vzoriek.

Zaver

Casto sa hovori, Ze: ,....obrazok vyda za tisic slov ... “, ¢o obzvlast plati pre obrazky
ziskané pomocou AFM. AFM je vhodné metdda na vizualizdciu nano- aj mikrocas-
tic. Jednotlivé Castice, zhluky a vrstvy spolu s ich povrchovou $truktirou mézu byt
zobrazené priamo a bez poskodenia vzorky. Analyzou obrdzkov je mozné ziskat in-
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formécie o velkosti, tvare a distribtcii ¢astic. Tieto informécie méZu poméct’ pri
d’alSej optimalizécii a moduldcii postupov pri ich produkcii.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktira pre projekt: “Nanocastice na rieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
s COVID-19 (NANOVIR)”, ITMS 2014 +:313011AUW?7.
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ABSTRAKT Pripravili a charakterizovali sme vzorky magnetickych nanocastic typu jadro-
obal pozostédvajice z jadra Fe3O4 obaleného nepérovitou vrstvou SiO2 a nésledne péro-
vitou vrstvou SiO» za vzniku polyvrstvovych nanocastic Fe304@nSiO2@mSiO,. Pridavkom
je priprava hydrofébnych nanocastic magnetitu obalenych kyselinou olejovou Fe304@O0A,
z ktorych boli pripravené core-shell materidly s vrstvou pérovitej formy oxidu kremicitého
Fe304,@0A@mSiO;. Ciel om predkladanej Stidie je textirna charakterizacia tychto vzoriek,
ktoré v budicnosti budi studované ako nocice antivirotik.

KL UCOVE SLOVA magnetické nanocastice; jadro-obal; adsorpéné merania; biomedicinske
aplikacie

Uvod

Globélny vplyv virusovych infekcii, vyvoj rezistencie na sicasné lieky a objavenie
sa novych virusov, to vSetko sa premieta do neustalej vedeckej vyzvy objavovania
liekov a vyvoja nosicov lieciv. Okrem toho, sa mnohi vyskumnici obracajti na nano-
technolégie ako metédu liecby nielen pandémie COVID-19, ale aj v rdmci pripravy
na pandémie budicnosti [1]. Nanocastice st vel mi dobre zndme pre svoje pouZitie
v systémoch na dodévanie lieciv, pretoZe moézu zlepsit' fyzikdlno-chemické vlast-
nosti molekdl liec¢iv tpravou ich farmakokinetického profilu, rozpustnosti a bio-
distribucie a tym maximalizovat’ terapeutickd ti¢innost’ a minimalizovat vedl'ajSie
Ucinky liec¢iv [2]. Nanocastice na baze uhlika, anorganickych kovov, lipidov a po-
lymérov sa uz tspe$ne pouzili na doddvanie antivirusovych liekov v minulosti[3].
Ich velkost’ a povrchové vlastnosti z nich robia vhodnych a preferovanych kan-
didatov na naplnenie ré6znymi antivirusovymi ldtkami [4]. Novy koronavirus 2 so
z4vaznym akiitnym respiranym syndrémom (SARS-CoV-2) je podobny velkosti
tychto nanocastic, ktoré maju vel'’kost’ 60-140 nm. Naplnenie tychto nanocastic an-
tivirusovymi liekmi moZe teda poskytnit Gc€inné terapeutické vysledky [5]. V tejto
préci sme syntetizovali magnetické mezoporézne nanocastice oxidu kremicitého
zloZené z magnetického jadra a nepérovitého/porézneho obalu oxidu kremicitého
pomocou réznych syntetickych ciest. Tieto nanocastice boli nadsorbované antivi-
rusovymi liecivami (Ivermektin, Lopinavir). Nanocastice boli charakterizované me-
raniami adsorpcie/desorpcie didusika, termickou analyzou, transmisnou elektré-
novou mikroskopiou a infracervenou spektroskopiou.
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Experimentdlne met6dy a vysledky

Magnetitové nanocastice obalené oxidom kremicitym (Fe304@SiO3) boli synteti-
zované podl'a protokolu BOMB [6]. 2,5 g magnetitovych nanocastic potiahnutych
oxidom kremicitym sa dispergovalo v zmieSanom roztoku 7,5 g BrijS10, 21 deioni-
zovanej vody, 25 g vodného roztoku amoniaku (28 hm.%) a 1,21 etanolu. Roztok sa
homogenizoval 30 mintt, aby sa vytvorila homogénna disperzia. K disperzii sa za
staleho mieSania po kvapkdach pridalo 10 g TEOS a reakcia pokracovala cez noc.
Produkt sa extrahoval silnym neodymovym magnetom, boli opakované premytia
etanolom 5x 50 ml a vodou, aby sa odstranili nemagnetické vedl'ajSie produkty.
Nakoniec sa prekurzor vytvarajici péry (BrijS10) odstranil etanolovym roztokom
dusi¢nanu aménneho (NH4NOs, 6 g/1, 60 ml: 3,6 g NH4NO3 v 600 ml etanolu) za
podmienok refluxu pri bode varu tejto zmesi, poc¢as 2 hodin. Po magnetickej sepa-
racii a premyti etanolom sa produkt susil v susiarni pri 110 °C pocas 24 hodin za
vzniku vzorky E Priprava vzorky G prebiehala rovnakym spdsobom s tym rozdie-
lom, Ze odstranenie surfaktantu BrijS10 prebiehalo extrakciou v muflovej peci pri
550 °C.

Priprava vzoriek typu C: 4,8 g FeCl3-6H30, 2,0 g FeCl»-4H,0 a 0,85 ml kyseliny
olejovej sa pridali do 30 ml deionizovanej vody pod atmosférou dusika za intenziv-
neho miesania. Roztok zmesi sa zahrial na 90 °C. Potom sa k roztoku rychlo pridalo
20 ml hydroxidu aménneho (14 hm.%, 11,2 ml NH,OH + 8,8 ml H,0) za pozorova-
nia prudkej zmeny sfarbenia na ¢iernu. Reakcia sa udrziavala pri teplote 90 °C po-
¢as 2,5 hodin, nechala vol'ne ochladit’' na laboratérnu teplotu. Cierna zrazenina sa
oddelila magnetickou dekantdciou a niekol'kokrat sa premyla metanolom (vyt'aZok
Fe304@0A: ~ 2,25 g). 2,25 g nanocastic Fe304@0A sa dispergovalo v 21 deionizova-
nej vody pod ultrazvukom v kiipeli pocas 30 mintt. Nasledne sa k disperzii pridali
4 g CTAB za intenzivneho mie$ania pocas 1 hodiny. Nésledne sa 2,34 ml TEOS roz-
pustilo v 600 ml etanolu a pridalo do reakéného média po kvapkach v 5-hodinovom
intervale - reakcia pokracovala cez noc. Vyslednd suspenzia bola magneticky odde-
lend a premyta trikrat 20 % etanolom, aby sa oddelili nezreagované zvysky tetrae-
tylortosilikatu. Surfaktant CTAB bol odstrdneny etanolovym roztokom dusi¢nanu
aménneho (NH4NOs, 6 g/1, 60 ml) za varu pod spdtnym chladicom pri teplote 60
°C pocas 2 hodin. Po magnetickej separacii a premyti sa produkt susil v susiarni pri
110 °C pocas 24 hodin

Adsorpcné/desorpcné merania didusika pripravenych vzoriek s cielom urcit
ich zdkladné texttrne vlastnosti boli realizované meranim adsorp¢nych a desorpc-
nych izoteriem didusika pri -196 °C. Pre vypocet vel'kosti Specifického povrchu z
nameranych izoteriem bola pouzitd BET metdda, objem a velkost pérov bol ur-
Ceny prostrednictvom DFT metédy vyuZitim NLDFT kernelu. Pred samotnymi ad-
sorpénymi meraniami boli vzorky aktivované pod vdkuom pri roznych teplotédch a
Casovych intervaloch s ciel om ndjst’ optimalne podmienky pre dosiahnutie ¢o naj-
lepsich textirnych vlastnosti. Adsorp¢né izotermy didusika boli merané na pristro-
joch Quantachrome QUADRASORB SI (N2). Analyza a vyvhodnocovanie sorpénych
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Obr. 1: Adsorpcné izotermy core-shell materidlov typu C, F a G.

izoteriem a vlastnosti bola vykondvand softvérmi QuadraWin a ASiQwin firmy Qu-
antachrome Instruments. Ako mézeme vidiet' z obrazku 1 u vSetkych troch typoch
vzoriek bola potvrdend pérovitost, pricom u vSetkych vzoriek sa tvar ich izotermy
charakterizuje ako deformovana ioterma typu IV IUPAC), s vel mi jemnou hysteré-
ziou v procese desorpcie u vzoriek F a G. Vzorka C dosahuje vel'kosti Specifického
povrchu SBET 170 m?/g a priemerom pérov 2,36 nm. U izotermy vzorky F a G po-
zoruje v strednej oblasti relativnych tlakov H4 hysterézie, ktora je typicka pre tizke
Strbinové pory. Vel'kost $pecifického povrchu pre vzorku F bola pozorovana SBET
553 m?/g a SBET 772 m?/g, priemer pérov bol pre vzorky F 6,63 nm a pre vzorku
G 1,76 nm. Z vysledkov adsorpcii méZeme usudit’, Ze v3etky tri typy vzoriek budua v
budtcnosti vhodnymi kandidatmi v oblasti nosic¢ov antivirotik v biomedicinskych
aplikaciach.

Zaver
V tejto praci sme skiimali syntézu troch typov nanomateridlov typu core-shell, a to:
Fe304,@0A@mSiO, (C), Fe304@nSiO,@mSiO, (extrahovana) (F) a Fe304,@nSiO, @

mSiO; (kalcinovand) (G). U vSetkych troch vzoriek boli studované ich texttirne a
adsorpcné vlastnosti pomocou merni adsorpcie didusika pri teplote -196 °C. Pri-
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¢om vzorky mo6zeme zoradit' do nasledujiceho radu na zéklade vel'kosti Specific-
kého povrchu C < F < G. Dalej z vysledkov adsorp&nych merani moZeme urcit’, Ze
vietky 3 typy vzoriek budd vhodné na §tadium v procesov adsorpcie a desorpcie
antivirotik v biomedicinskych aplikaciach.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
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ABSTRAKT Uvedend prica sa venuje syntetickej modifikdcii MOF komplexov pomocou hyd-
rofébnych ligandov, u ktorych hydrofébny Gc¢inok zabezpecuje aromaticky skelet ligandu
a atémy fluéru na nom viazané. Takéto usporiadanie moZe potencidlne viest’ k navySeniu
sorp¢nych kapacit hydrofébnych lieciv, obzvlast halogénovanych. Bol pripraveny rad MOF
komplexov s flu6rovanym ligandom kyseliny 3,3’-difluorobifenyl-4,4’-dikarboxylovej s kto-
rou boli pripravené MOF komplexy za pouzitia Dy3*, Tb3*, Ho3*, Er3* a Eu3* soli a vietky
pripravené zliceniny boli podrobené IR, TG, UV-VIS, PXRD a SC-XRD meraniam potvrdzu-
jucim ich zloZenie a $pecifické vlastnosti.

KL UCOVE SLOVA Metal-organic framework; MOFs; fluorované ligandy; biomedicinske apli-
kécie

Uvod

Posledné dve dekddy prindsaju obrovsky rozmach materidlov zndmych pod vse-
obecnym oznacenim MOF (metal-organic frameworks), ktoré mozno opisat’ aj ako
polymérne pérovité krystalické koordinac¢né zluceniny. Ich Struktdru tvoria uzly
mrieZzky reprezentované kationom kovu, raritne atémami kovu, ale v drvivej vac-
Sine klastrami kovov vystupujtcich v tilohe sekundarnych stavebnych jednotiek so
skratkou SBU (secondary building units). Tieto uzly st vzdjomne premostené do-
norovymi atémami ligandov, vytvdrajtic takto polymérnu koordina¢na zli€eninu.
Meté6da pripravy MOF materidlov pozostava z pripravy reakcnej zmesi obsahujtcej
rozpustadlo, ligand a sol' kovu s vhodnym oxida¢nym ¢islom, popripade je mozné
pouzit’ aj vopred pripraveny klaster. Pomocou réznych technik, ako st difiizia, vol'na
krystalizdcia alebo solvotermdlna met6da nastdva zlicenie jednotlivych zloZiek za
tvorby pozadovaného porovitého produktu. Postupny nérast krystalov vhodnych
pre monokrystdlovi Struktdrnu analyzu je moZné podporit’ pridavkom kyseliny
alebo zésady ale aj pomalym kontrolovanym chladenim reakéného systému. Tieto
materidly su charakteristické svojou vel'kost' ou $pecifického povrchu a vnitorného
objemu pérov, pricom v ich Struktiirach nachddzame rézne topolégie pérov a vel -
kosti priestupnych okien, désledkom ¢oho nachéddzaju Siroké moznosti uplatnenia
v roznych oblastiach, ako je sorpcia a separécia plynov alebo kvapalin [1], hetero-
génna katalyza [2], ale aj v biologickych a medicinskych aplikdciach ako systémy na
uskladnenie, distribticiu a uvol'novanie lie¢iv v organizme [3]. Predkladand praca sa
venuje priprave tiplne novych fluorovanych MOF materidlov za pouzitia fluorova-
ného ligandu kyseliny 3,3’-difluorobifenyl-4,4’-dikarboxylovej pouZitej k priprave
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Obr. 1: a) Struktiira molekuly antivirotika Lopinavir. b) Syntézna schéma pripravy
ligandu H, L.

komplexov 1-5. Pritomnost’ atémov fléru v Struktire MOF prepoziciava unikatne
vlastnosti, ktoré u inych MOF materidloch absentuj, ako st zvySenie hydrolytic-
kej odolnosti, zvySenie povrchovej a celkovej hydrof6ébnosti materidlu MOE ktoré
mozu lepsie uzatvarat’ hydrofébne/malo rozpustné liecivd, ako napr. antivirotikum
lopinavir (Obr.1a)) [4]. NavySe Specifickd interakcia atémov fluéru s molekulami
lie¢iv mo6Ze navySovat sorpcné kapacity adsorbovanych medikamentov, ako napri-
klad protirakovinového lie¢iva 5-FU (5-fluorouracilu) [5].

Experimentdlne met6dy a vysledky

Syntéza kyseliny 3,3’-difluorobifenyl-4,4’-dikarboxylovej (H,L) pouZitej k priprave
komplexov 1-5 bola uskutocnend prostrednictvom trojkrokovej organickej syntézy
znézornenej na obrazku 1 b). Prvy krok syntézy predstavuje chranenie karboxylovej
kyseliny pomocou esterifikdcie vychodiskovej latky kyseliny 4-bromo-2-fluoroben-
zoovej nasledované priamou kondenza¢nou reakciou aromatickych kruhov za tvor-
by bifenylu, ukoncené deesterifikdciou produktu.

MOF materidl (1) bol pripraveny rozpustenim hexahexahydratu chloridu dys-
proézitého (81,4 mg; 0,216 mmol) a HyoL (30 mg; 0,108 mmol) v zmesi rozpusta-
diel pozostdvajtcej z 2 ml DMF a 8 ml CH3CN. Vytvoreny ZIty roztok bol ndsledne
preliaty do nerezového, teflénom potiahnutého autokldvu Parr® a umiestneny do
pece s termoreguldtorom. Autoklav bol zahriaty na 170 °C s rychlost' ou ohrevu 0,5
°C/min a udrZiaval sa pri tejto teplote po dobu 108 hodin. Po tomto ¢ase bol au-
toklav ochladeny na laboratérnu teplotu rychlost'ou chladenia 0,1 °C/min. Ziskané
oranzové ihlicky boli odfiltrované a Cistené vloZenim do 5 ml Eppendorfovej sku-
mavky a patndsobnym premytim 3 ml rovnakej zmesi rozpust'adiel, aka bola pou-
Zit4 pri syntéze, premie$ané vortexom pocas 30 sekiind a dekantované. Po odfiltro-
vani a vysu8eni bol vyt'aZok produktu 51,3 mg (11,2 % na zdklade H,L). Chemicky
vzorec bez solvatov bol stanoveny ako Cp4H;6NO7F3Dy, Mr = 649,91 g/mol; FT-IR
(KBr peleta, cm™1): v(OH) 3423 (m, br); v(CH) 4. 3077 (W), 3044 (w); v(CH)aliph_
2929 (s), 2854 (m); v(C=0) 1651 (m); v(C=C)4;, 1544 (m); v4,,(COO7) 1621 (s), 1592
(8); v5.(COO™) 1404 (s); 6 (CCH) g1ipn. 1383 (s); v(C-N) 1252 (w); 6(CCH) g1, 1217 (m),
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Tabulka 1: Parametre zlticenin 1-5.

# Vzorec so solvatmi Vytaznost [%] f-f prechod [nm]

1 {[Dy2(1)3(DMF);3]-0,7 DMF-3,5 H,0}, 11,2 490 (*Fg/2 — SHy5/2)
2 {[Tby(L)3(DMF),]-0,2 DMF-1,25 H,0}, 11,1 376 ("Fg — °D3)

3 {[Ho2(L)3(DMF),]-0,9 DMF-2,8 H,O}, 9,5 380 (°Ig — °Gs)

4 {[Erz(L)3(DMF),]-0,3 DMF-1,7 H,0}, 9,8 378 (*I15/2 — *Gg;2)
5 {[Euz(L)3(DMF),]-0,3 DMF-0,9 H,O}, 9,6 382 ("Fy — °Lg)

1166 (w), 1115 (m); v(CF) 864 (m). Podobnym postupom, za pouZitia chloridovych
soli hexahydratu terbitého (2), holmitého (3) a erbitého (4), v rovnakom mélovom
pomere ako sol' chloridu dysprézitého, boli tispesne pripravené rdzne izoStruk-
tirne MOE potvrdené vysledkami PXRD merani (Obr.2 a)). PouZzitim hexahexahyd-
ratu chloridu europitého bola pripravené podobnd, nie viak izodtruktirna zlice-
nina 5, ako potvrdzuje PXRD zdznam. Prostrednictvom termickej gravimetrickej
analyzy bolo zistené mnozstvo solvatov v jednotlivych MOF zltceninach a z vy-
sledkov UV-VIS spektrofotometrie boli ur¢ené hodnoty f-f prechodov jednotlivych
MOF komplexov (Tab. 1).

Monokrystélova rontgenovd difrakénd analyza komplexu 1 poukézala na mo-
noklinicky krystalograficky systém v zlticenine 1 s priestorovou grupou P2, /n. Hod-
noty mriezkovych parametrov stia=9,1927(8) A, b=9,5137(8) A, c=26,717(2) Aa 8
=95,296(3)°, so Styrmi vzorcovymi jednotkami v zdkladnej bunke. Kazdy centrdlny
atém Dy(III) je heptakoordinovany Siestimi atémami kyslika zo $iestich r6znych
(L)2- ligandov a posledny atéom kyslika patri termindlne viazanej molekule DME
Tvar koordinacného polyédra mozno opisat’ ako deformovanti trigonédlnu prizmu
s jednou pyramidélnou stenou. Dva susedné Dy(III) iény st premostené tromi syn-

WY

UL\MM’VJWW
U,u‘ W UV A adian \J\huv\ A
ki LVWA,JMJ\MA/L poe

Intenzita

a) 1'0
Obr. 2: a) PXRD difrakcné zdznamy zlicenin 1-5. b) Struktiirny model 1D kandlu v
komplexe 1 (molekuly DMF boli vynechané kvoli prehladnosti).
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syn bidentatnymi karboxylato skupinami, z troch réznych (L)?~ ligandov tvoriacich
tak 1D cik-cak ret'azec pozdiz krystalografickej osi b. Molekuly DMF striedavo vy-
Cnievaju do dutiny nad a pod cik-cak retazcom. Dva Dy(IIl) iény z 1D ret'azca su
premostené (1)?>~ ligandom s dvomi d’al§imi Dy(III) iénmi z iného 1D ret'azca, ¢im
sa tento motiv §iri vytvorenim 2D vrstiev. Takéto 2D vrstvy st navzajom prepojené
(L)?~ ligandmi tvoriacimi findlnu 3D supramolekuldrnu §truktiru. V $truktire sa
pozdiz krystalografickej osi b $iria 1D kanaly s rozmermi 6,2 x 5,9 A%, obsadené
molekulami vody, DMF a vy¢nievajticimi atémami fluéru pochddzajicimi z ligan-
dov (L)>~ (obr.2 b).

Zaver

V tejto praci sme sa venovali priprave MOF materidlov pomocou syntetickej me-
tédy, ktord zahfnia dplne novii syntézu MOF komplexov za pouZitia novych, hyd-
rofébnych fluorovanych ligandov. Ich hydrofébny ticinok zabezpecuje aromaticky
skelet ligandu a atémy fluéru na nom viazané. Bola pripravena séria MOF kom-
plexov s fluorovanym derivatom kyseliny 3,3’-difluorobifenyl-4,4’-dikarboxylovej,
s ktorou bolo solvotermdlnou metédou pri teplote 170 °C pripravenych péat’ no-
vych MOF komplexov za pouzitia prvkov z f-bloku. Pripravené komplexy boli cha-
rakterizované pomocou infracervenej spektroskopie (FI-IR), termogravimetrickej
analyzy (TGA), UV-VIS spektrofotometrie, praskovej a monokrystalovej rontgeno-
vej difrak¢nej analyzy (PXRD, SC-XRD). Vysledné udaje potvrdzuju zloZenie kom-
plexov, mnoZstvo molekul rozpust'adiel v ich dutindch a termickd gravimetricka
analyza urcuje teplotnu stabilitu komplexov v intervale 300 aZ 350 °C. Pripravené
komplexy budi nésledne pouZité na stidium uzatvdrania hydrofébnych lieciv.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktira pre projekt: “Nanocastice na rieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT Mezopoérovitd silika SBA-15 bola pripravend pomocou sol-gel syntézy a mo-
difikovand ré6znymi typmi organosildnov obsahujicimi r6zne organické funkéné skupiny:
(3-aminopropyl)trietoxysildn (SBA-15-NH2), (3-merkaptopropyl)trietoxysildn (SBA-15-SH),
trietoxymetylsilan (SBA-15-CH3), trietoxyfenylsilan (SBA-15-Ph) a (3-izokyanopropyl)triet-
oxysildn (SBA-15-NCO). Pripravené materidly boli Studované ako nosice lieciv. Ako mode-
lové lie¢ivo sa pouZil naproxen, konkrétne jeho kyselina (HNAP) a sodnd sol' (NaNAP). Usklad-
nené lieciva HNAP/NaNAP a vlastnosti uvolfiovanialieciv a kinetické modely boli vykonané
pri T =37°C (teplota normdlneho I'udského tela) vréoznych médidch s pH = 2 ako simulovana
I'udské Zalido¢né tekutina a pH = 7,4, ktord simulovala fyziologické prostredie. Stanovenie
mnozstva uvol neného naproxénu bolo vykonané pomocou UV-VIS spektroskopie. Na ana-
lyzu ziskanych tidajov o uvol'tiovani liec¢iva boli pouZité rozne kinetické modely ako model
nultého rddu, model prvého rddu, Higuchiho model a Hixson-Crowellov model. Na zéklade
ziskanych experimentalnych vysledkov boli uréené rychlosti a mechanizmy uvolfiovania ky-
seliny naproxénovej a jej sodnej soli.

KL UCOVE SLOVA SBA-15; naproxén; cieleny transport lieciv; povrchova modifkécia; polarne
a nepoldrne funkéné skupiny; pH

Uvod

Infekéné choroby sprevddzajui I'udsky organizmus pocas celého fylogenetického a
ontogenetického vyvoja jedinca. V histérii I'udstva sa vyskytli ochorenia s vysokou
amrtnost’ou, ako napriklad mor, $panielska chripka a pravé kiahne a neddvna pan-
démia sp6sobena koronavirusom SARS-CoV-2 [1]. Vyskyt infekénych chordb pri-
ndasa obrovské zdravotné, socidlne a ekonomické problémy [2]. Infekéné choroby
sposobené virusmi a sekundarnou bakteridlnou infekciou, zvycajne vedu k zédpalu
v l'udskom tele, konkrétne v mékkych tkanivéch, kostnych tkaniv, krvi a podobne.
Zapal je prirodzenou imunitnou reakciou na infekciu, ale existuje vysoké riziko, kde
zapal moZe spustit' srdcovo-cievne ochorenia [3] a ischemickii mozgova prihodu
[4], ¢o bolo moZné pozorovat pri infekcii COVID-19. Existujii moZnosti lieCby z4-
palu pomocou nesteroidnych protizdpalovych lie€iv (NSAID), ktoré st uskladnené
do systémov pre transport lieciv (DDS), ako sti metalo-organické siete [5] a mezo-
porovitd silika [6]. V¥hoda tychto nosicov spociva v ich post-syntetickej modifikacii
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povrchu, chemickad stabilita v fyziologickom prostredi a biokompatibilita. Mezop6-
rovita silika patri medzi anorganické materidly, ktora je Studovana ako DDS pre jej
univerzdlnost' a jednoducht modifikaciu povrchu. Tieto vlastnosti robia siliku vy-
nikajicim kandidatom ako DDS pre protinddorovi terapiu, hojenie ran, transport
vitaminov a liecbu zdpalov.

Experimentilne met6dy a vysledky

Realizované in vitro experimenty uvolfiovania naproxénu (vo forme kyseliny a sod-
nej soli) prebiehali za r6znych podmienok pH. Vo vsetkych experimentoch boli po-
uzité fyziologické roztoky s roznymi hodnotami pH: pH = 2 bolo zvolené ako si-
mulované prostredie Zaltido¢nej tekutiny. pH = 7,4 bolo pouZité ako simulované
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AN /\"/°¢ ——— SBA-15-NCO+NaNAP/HNAP Iﬁﬁf\n/
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Obr. 1: Kinetické krivky uvolriovania lieciva pri teplote T = 37 °C pre a) NaNAE pH
=7,4b) NaNAR pH =2 c) HNAR pH = 7,4 ad) HNABR pH = 2.
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prostredie intravené6znej tekutiny respektive prostredie tenkého creva. Teplota bola
nastavend na 37 °C, ¢o je fyziologickd teplota I'udského tela. Celkové mnoZstvo
uvolneného naproxénu bolo stanovované v zvolenych ¢asovych intervaloch - 0,5;
1,5; 3,5; 5,5; 7,5; 9,5; 24; 28; 32 a 48 hodin. Kvantitativna analyza bola realizovana
pomocou UV spektroskopie. Percentudlny prepocet uvolneného mnozstva napro-
xénu bol realizovany z vypocitanych tdajov z termogravimetrickej analyzy. Disku-
tované vysledky su rozdelené do Styroch casti v zavislosti od formy liec¢iva a pH
prostredia, ako to je zndzornené na obréazku 1.

NaNAP, pH =7.4 Obrazok la zobrazuje krivku uvol'tiovania lie¢iva NaNAP pri pH
=74 a T =37 °C. Z obrazku 1a je zrejmé, Ze uvoltiovanie lieciva prebieha rychlo
a prudko pocas prvych hodin uvol'novania a celkové uvol'nenie lieCiva nastéva po
10 hodinach experimentu. Rychle uvol'iovanie sa pozorovalo pri materidloch SBA-
15-CH3 + NaNAP, SBA-15-SH + NaNAP a SBA-15 + NaNAP ¢o je zrejmé z priebehu
a tvaru krivky. Naopak, pri SBA-15-NH2 + NaNAP, SBA-15-NCO + NaNAP a SBA-
15-Ph + NaNAP bolo uvol'tiovanie mierne inhibované v désledku medzimolekulo-
vych interakcii medzi lieCivom a povrchovymi funkénymi skupinami na materiali
SBA-15. Ziskané hodnoty jednotlivych celkovych mnoZstiev uvolneného lie€iva po
48 hodinédch, mo6zu byt usporiadané nasledovne: SBA-15-CHs + NaNAP (95,8 %) >
SBA-15-SH + NaNAP (91,7 %) > SBA-15-Ph + NaNAP (87,8 %) > SBA-15 + NaNAP
(76,9 %) > SBA-15-NCO + NaNAP (58,2 %) > SBA-15-NH2 + NaNAP (44,7 %).

NaNAP,pH=2 Na Obrdazku 1b moZno pozorovat, Ze pripH=2a T'=37°Csauvol-
nila priblizne polovica NaNAP v porovnani s pH = 7,4. Okrem mens$ieho mnoZstva
uvol'neného lie€iva je moZné pozorovat' aj zmeny tvaru jednotlivych uvoltiovacich
kriviek. Materidl SBA-15-CH3 + NaNAP vykazuje vyrazné uvolnenie NaNAP v pr-
vych 8 hodindch experimentu, zatial ¢o tvar kinetickych kriviek pre ostatné ma-
terialy ukazuje postupné uvoltiovanie do 28 hodin. Dalsie uvoltiovanie lieciva ne-
bolo pozorované v nasledovnych ¢asovych intervaloch a nastala saturacia roztoku.
Na zdklade ziskanych vysledkov mo6Ze byt mnoZzstvo uvolneného NaNAP klasifiko-
vané nasledovne v zdavislosti od materidlov: SBA-15-CHs + NaNAP (57,1 %) > SBA-
15-Ph + NaNAP (50,4 %) > SBA-15-SH + NaNAP (48,1 %) > SBA-15 + NaNAP (44,2 %)
> SBA-15-NCO + NaNAP (35,9 %) > SBA-15-NH2 + NaNAP (29,7 %). Ako je vidiet' z
tejto postupnosti, podobny trend bol pozorovany pri pH = 2 v porovnani s pH = 7,4
(pozri Obréazok 1a, b). Funkéné skupiny interagovali s lieCivom, €o sa prejavilo po-
stupnym uvol'novanim lieciva (tvar krivky) a mnozstvom uvolneného NaNAP. pH
prostredia malo vyznamny vplyv na celkové mnozstvo uvolneného lieciva. Pri pH =
2 sa pozorovala protondcia naproxénovej sodnej soli a jej transformdcia na kyselinu
naproxénovi, ¢o sposobilo zniZent rozpustnost spojend s mensim uvoltiovanim
lieciva. Tento fakt je dokazom proténovej konstanty pKa = 4,19 pre molekuly na-
proxénu. Rozpustnost’ naproxénu sodného je 14 mg NaNAP/1 cm® pri T=37°Ca
pH = 1,3 vo vode.
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HNAP, pH = 7,4 Je vSeobecne zndme, zZe NSAID liecivd, respektive ich kyseliny,
maju zIda rozpustnost’ vo vode v porovnani so svojimi sol'ami, ¢o sme tieZ pozoro-
vali v naSom experimente. Okrem vplyvu typu funkénej skupiny boli dosiahnuté
vysledky tieZ ovplyvnené rozpustnost'ou lie€iva. Ako mozno vidiet’' na Obrézku 1c,
priebeh kriviek a celkové mnoZstvo uvolneného liec¢iva sti podobné ako u NaNAP
pri pH = 2 experimentoch do 28 hodin. Maximalne mnozstvd uvolneného HNAP
po 48 hodindch moZno zoradit’ nasledovne: SBA-15-CH3z + HNAP (47,3 %) > SBA-
15-SH + HNAP (39,3 %) > SBA-15 + HNAP (37,5 %) > SBA-15-Ph + HNAP (37,1 %) >
SBA-15-NCO + HNAP (24,2 %) > SBA-15-NH, + HNAP (19,2 %). Opat’ moZno pozo-
rovat’ rovnaky trend maximdalneho uvolfiovania lie¢iva v zévislosti od typu funke-
nych skupin. Rozpustnost HNAP je niZ$ia v porovnani s NaNAP, konkrétne 3,4 mg
HNAP/1 cm?® pripH = 7,4 a T = 35 °C vo vode; to sa prejavilo v mensich mnoZstvach
uvol'neného lieciva.

HNAP, pH =2 NajmenS$ie mnoZstvd uvol'neného lieciva boli experimentdlne zis-
tené pre HNAP pri pH = 2, T = 37 °C (pozri Obrazok 1d). Z kriviek uvoltiovania
liec¢iva pripravenych materidlov mozno pozorovat, Ze po 48 hodindch nedoslo k sa-
turdcii roztoku, a teda k iplnému uvol'neniu HNAP z pripravenych matric a vSetky
kinetické krivky uvol'tiovania lieciva mali stpajuci trend (pozri Obrazok 1d). Ma-
ximéalne mnozZstvo uvolneného lieciva bolo z materidalu SBA-15-CH3 + HNAP, ktoré
postupne klesalo ku SBA-15-NH, + HNAP a hodnoty mozno zoradit' nasledovne:
SBA-15-CH3 + HNAP (26,9 %) > SBA-15-SH + HNAP (23,8 %) > SBA-15 + HNAP (15,4
%) > SBA-15-Ph + HNAP (14,9 %) > SBA-15-NCO + HNAP (11,1 %) > SBA-15-NH>
+ HNAP (9,8 %). Bol pozorovany aj vplyv intermolekulovych interakcii za danych
experimentalnych podmienok (pH = 2, T = 37 °C): tvorba vodikovych vézieb (SBA-
15-NH, + HNAP a SBA-15-NCO + HNAP) a 7 — & interakcie (SBA-15-Ph + HNAP),
ale aj rozpustnost’ samotného lie¢iva mala vyznamny vplyv. Rozpustnost’ kyseliny
naproxénovej je 0,03 mg HNAP/1 cm? pripH =2a T = 35 °C vo vode [7].

PODAKOVANIE Tdto praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
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ABSTRAKT V rdmci naSej prace sme syntetizovali mikropérovity materidl na baze metalo-
organickych sieti, konkrétne UiO-66-NH>, ktory sme povrchovo modifikovali histidinom a
do pérovitej Struktiry sme uzavreli 5-fluorouracil ako proti nddorové liecivo. Pripravené
vzorky sme charakterizovali dostupnymi fyzikdlno chemickymi metédami (infracervend spek-
troskopia, praskova rontgenova difrakénd analyza, termogravimetrickd analyza a adsorpcia/
desorpcia argénu). TaktieZ boli studované aj ich vlastnosti so zameranim na uvoltiovanie
lie¢iva v prostrediach s r6znou hodnotou pH (simuldcia prostredia Zaltido¢nej §t'avy, nddo-
rovych buniek a intraven6zneho prostredia) a biologicku aktivitu.

KrUCOoVE SLOVA metalo-organické siete; 5-fluorouracil; post-syntetickd modifikacia; histi-
din; aktivny transport lieciv

Ovod

Pokrok v oblasti novych systémov transportu lie¢iv pritiahol v poslednych rokoch
vel'kd pozornost, pretoZe tieto systémy zvySuja terapeutickd tcinnost’ liekov po-
mocou cieleného, riadeného a neprerusovaného podavania, pricom uspokojuji
skuto¢ny a primerany dopyt po liecive [1]. Vyznamny pokrok v tejto oblasti je moZné
dosiahnut’ pouzitim nanocastic ako nosicov lieciv, pretoZe prindsaju prileZitost' na
riadené uvoltiovanie lieciva, ktoré umoziuje liecivim dostato¢ny ¢as, aby posobili
so zvySenym terapeutickym t¢inkom. Aplikdcia nanotechnol6gii moze zlepsit' roz-
pustnost’ liec¢iva, zmenit’ jeho distribticiu v ré6znych tkanivach a orgdnoch, upravit
kinetiku uvol'niovania, aby sa dosiahlo kontrolované a neprerusované uvol'niovanie
lie¢iva s podporou jeho agregécie v cielenej oblasti. Ako nosice lie¢iv boli navrhnuté
rozne materidly, avSak vel'kd pozornost’ v oblasti cieleného transportu lie¢iv bola
venovand mikropérovitym metalo-organickym siet'am, ktoré sa vyznacuja vel'kou
kapacitou pre uzatvorenie lieciva, kinetickou a termodynamickou stabilitou, dob-
rou biokompatibilitou, nizkou cytotoxicitou a moZnost'ami povrchovej funkciona-
liz&cie so ziskanim poZadovanych fyzikdlno-chemickych vlastnosti [2,3,4].

Experimentilne met6dy a vysledky

Syntéza materidlu UiO-66-NH, bola uskutocnend solvotermdlnou metédou opi-
sanou autorom Katz a kol. [5]. Nasledne bola uskuto¢nend povrchovd modifikacia

126


mailto:alexandra.migasova@student.upjs.sk 

PREZENTOVANE PRISPEVKY

vol'nych aminovych skupin materidlu molekulami histidinu prostrednictvom ami-
dovej vdzby. Nakoniec pomocou metddy impregnacie bolo do pérovitej Struktiry
pripravenych vzoriek uzavreté lieCivo 5-fluorouracil, pricom 10 ml vodného roz-
toku obsahovalo 100 mg lieciva. Z vysledkov termogravimetrickej analyzy sme zis-
tili, Ze v pripade materidlu UiO-66-NH, sa uzavrelo 137,1 mg 5 fluorouracilu na
1 gram materidlu a do modifikovaného materidlu sa uzavrelo 45,0 mg lieCiva na
1 gram materidlu. Experimenty na Stidium uvol'novania lieCiva boli realizované v
troch prostrediach s r6znymi hodnotami pH, ktoré simulovali prostredie Zaltidoc-
nej Stavy (pH = 2), fyziologické prostredie nddorovych buniek (pH = 5,5) a intra-
vendzne prostredie (pH = 7,4). Maximdalne uvolnené mnozstvé 5-fluorouracilu st
zhrnuté v tabul'ke 1 a uvol'novacie krivky st zobrazené na obrézku 1. Z vysledkov
je mozné pozorovat, Ze modifikdciou materidlu histidinom je moZné kontrolovat’
uvol'novanie lie¢iva vplyvom pH, pretoZe v kyslom prostredi sa lie¢ivo uvol'tiovalo
rychlejSie a vo vi¢Som mnoZstve z modifikovaného materialu. V prostredi s hodno-
tou pH = 7,4 sa vyskytuje opacny trend.

Biologicka aktivita pripravenych materidlov bola §studovana na gliomovych bun-
kovych linidch U87 MG so zameranim sa na pozorovanie prestupu castic do in-
trabunkového priestoru vplyvom modifikdcie. Na obrdzku 2 je moZné pozorovat
cervené nadorové bunky, ktoré st zafarbené hypericinom. Modré farba zndzornuje
nanocastice modifikovaného materidlu UiO-66-His vyskytujice sa v medzibunko-
vom priestore a ruzovou farbou st zvyraznené nanocastice, ktoré interaguju s hy-
pericinom v intrabunkovom priestore. Sticasne bolo pozorované, Ze modifikdcia
povrchu nanocastic zabezpecila lepsi prechod bunkovou membrénou a bol pozo-
rovany transport ¢astic medzi bunkami cez bunkové spojenia. Zaroven bola sle-
dovana proliferdcia buniek na zdklade podéavanych cytostatik 5-fluorouracilu. Bolo
zistené, Ze na zéklade riadeného uvol'tiovania lie¢iva boli bunky usmrcované efek-
tivnejsie modifikovanymi vzorkami s men3im mnoZstvom lie¢iva ako nemodifiko-
vanymi vzorkami s va¢$im obsahom lieCiva a dokdzali sa vyrovnat' ¢istému liecivu
podavaného k bunkovej linii.

Tabulka 1: Maximdlne uvolnené mnozstvd 5-fluorouracilu.

pH Vzorka Uvol'nené mnoZstvo lieciva po 10 h
(%] [mg/g] [mmol/g]

2,0 UiO-66-NH,+5FU 67,67 33,79 0,26
UiO-66-His+5FU 83,54 24,21 0,19

55 Ui0O-66-NH+5FU 71,40 35,66 0,28
UiO-66-His+5FU 87,79 25,44 0,20

7,4 UiO-66-NH,+5FU 81,42 40,66 0,31
UiO-66-His+5FU 7594 22,01 0,17
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Obr. 1: Uvoltiovacie krivky 5-fluorouracilu z materidlov UiO-66-NH, +5FU a UiO-
66-His+5FU v roztokoch s r6znym pH a) pH=2b), pH =5,5a ¢) pH = 7,4.

Obr. 2: Snimka gliémovych bunkovych linii a nanocastic UiO-66-His.
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Zaver

V préci sme sa venovali priprave a charakterizicii mikropérovitého materidlu na
béze metalo organickych sieti, konkrétne UiO-66-NHj, s ndslednou povrchovou
modifikdciou vol'nych aminovych skupin molekulami histidinu a uzavretim 5-fluo-
rouracilu ako proti nddorového lieciva do pérovitej Struktiry pripravenych vzoriek.
Z hl'adiska skimania vlastnosti sme sa zamerali na Stadium uvoltiovania lieciva,
pocas ktorého bol pozorovany vyznamny vplyv modifikécie, ked'Ze v kyslom pro-
stredi sa lie¢ivo uvoltiovalo rychlejSie a vo vi¢Som mnoZstve z modifikovaného
materiadlu. Vysledky testov na biologicku aktivitu poukézali na penetraciu buniek
nasimi ¢asticami s efektivnej§im usmrcovanim nddorovych buniek vplyvom modi-
fik4cie.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z opera¢ného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktira pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT Magnetické nanocastice (MNC) maju vel'ky potencial v biomedicinskych a kli-
nickych aplikécidch vd’ aka svojim jedineénym fyzikdlno-chemickym vlastnostiam. MNC boli
syntetizované metédou koprecipitacie s ndslednou stabilizaciou biodegradovatel' nym, bio-
kompatibilnym a bioaktivnym polysacharidom chitosanom. Komplexn4 fyzikdlno-chemicka
charakterizdcia MNC obalenych chitosanom (Chit-MNC) dispergovanych vo vode sa usku-
to¢nila pomocou réznych metéd na ur€enie ich Struktiry, morfolégie, magnetickych a bio-
aktivnych vlastnosti. Experimentdlne vyhodnotenie Specifickej rychlosti absorpcie (SAR) tak
neobalenych MNC, ako aj modifikovanych Chit-MNC sa uskuto¢nilo pomocou kalorimet-
rickych merani.

KrUCOVE SLOVA magnetické nanocastice; chitosan; magnetickd hypertermia; magneticka
rezonancia

Uvod

Nanomateridly a nanotechnoldgie si v modernej vede Coraz doleZitejsie. Vyvoj no-
vych nanomateridlov s novymi funkciondlnymi vlastnostami ma §iroké vyuzitie
nielen v technike, ale aj v medicine. V d6sledku toho nanomateridly, najma magne-
tické nanocastice (MNC), ponukaju vyznamné vyhody vd'aka svojim vynikajicim
fyzikalno-chemickym vlastnostiam a vel'kosti, vd’aka comu st nevyhnutné v mno-
hych medicinskych aplikdcidch, ako je klinicka diagnostika a terapeutické techniky
[1,2] Jednou z prekaZzok pouzitia MNC v biomedicine je agregdcia neobalenych na-
nocastic v dosledku dip6l-dipdlovej interakcie medzi nimi. Preto sa na zamedzenie
agregdcie a na pripravu koloidne stabilnych nanocastic pouziva povrchova modi-
fikdcia r6znymi biokompatibilnymi latkami, ako st polysacharidy [3], polypeptidy
[4], polyméry [5], aminokyseliny [6] alebo malé organické molekuly [7]. Modifiko-
vané MNC sa zvytajne skladaju z troch hlavnych funkénych €asti: magnetického
jadra, povrchového povlaku a/alebo funkcionalizovaného vonkajSieho povlaku [8].
Magnetické jadro je ¢asto superparamagnetické, o umoZziuje manipuldciu s taky-
mito ¢asticami v pritomnosti vonkajSieho magnetického pol'a. Takéto povrchovo
modifikované nanocastice mozu adsorbovat’ a viazat hydrofilné a hydrofébne far-
makologické lie¢iva a po néslednej injekcii do tela m6Zu slizit ako systém na doda-
vanie lie¢iv. Rovnaké MNC je mozné aplikovat’ aj v magnetickej hypertermii. Naj-
novsie Stidie v oblasti kalorimetrie ukdzali, Ze hypertermia moZe vyrazne zlepsit
klinicky vysledok réddioterapie a chemoterapie pri liecbe $pecifickych typov nado-
rov v onkolégii [9], pretoZe dokaZe selektivne ohrievat’ cielové tkanivd zvnttra.
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Hlavny mechanizmus klinickej hypertermie stvisi s vplyvom tepelného stresu na
bunku na molekuldrnej tirovni [10]. TotiZ, cytotoxické procesy zacinaju prebiehat
nad teplotami ~43 °C v dosledku denaturdcie bielkovin [11]. Okrem toho st neop-
lastické bunky citlivejSie na tento ticinok ako normdlne bunky. Této technika bola
neddvno pouZita na terapiu glioblastémy a rakoviny prostaty [12].

Experimentdlne met6dy a vysledky

Chitosanom obalene MNC boli pripravené v dvoch krokoch podl'a postupu opisa-
ného v [13]. V prvej fize boli MNC syntetizované met6dou koprecipitdcie Zelezitych
a zeleznatych soli v alkalickom vodnom prostredi [14]. Vytvorené MNC sa niekol -
kokrat premyli deionizovanou vodou, aby sa odstranili zvysky soli. Dalej bol povrch
nanocastic oxidu Zeleza obaleny chitosanom (Chit), aby sa ziskal chitosanom oba-
leny magnetické nanocastice (Chit-MNC). Vzorky MNC aj Chit-MNC boli charak-
terizované pomocou roznych metod na urcenie ich vlastnosti. Cast’ vzoriek bola
lyofilizovana na analyzu TGA a magnetickd analyzu. Morfolégia a mikrostruktira
Chit-MNC boli studované pomocou transmisnej elektrénovej mikroskopie (TEM).
Na analyzu TEM boli Chit-MN C (1000-krat zriedené vo vode) nakvapkané na me-
dent mriezku potiahnutt formvarom a vysuSenud na vzduchu pri teplote miest-
nosti pred naprasovanim uhlikom a ndslednym pozorovanim pod mikroskopom
JEOL-TEM 2100F prevadzkovanym pri 200 kV. Magnetické vlastnosti pripravenych
vzoriek boli skiimané pomocou vibra¢ného vzorkového magnetometra (VSM) in-
Stalovaného na supravodivom magnete od Cryogenic Limited. Merania sa usku-
tocnovali v reZimoch chladenia s nulovym pol'om (ZFC) a chladenia polom (FC)
v dostupnom teplotnom rozsahu od 2 do 300 K. Pre merania magnetizdcie zavis-
lej od pol'a sa pouziva magnetické pole v rozmedzi +5 T. Termogravimetrickd ana-
lyza (TGA) sa pouzila na preukdzanie tepelného rozkladu a na odhadnutie obsahu
chitosanu v pripravenych Chit-MNC. Merania TG boli uskutoénené pre premyté
a vysuSené vzorky pod atmosférou vzduchu rychlost'ou 10 °C/min od izbovej tep-
loty do 700 °C pomocou analyzédtora TGDTA Setaram SETSYS 16. Dalsim aplikova-
nym pristupom na stanovenie adsorpcie chitosanu na magnetitovych nanocasti-
ciach bola kolorimetrickd metéda vyuZzivajtiica UV/VIS spektroskopiu (Specord 40,
Analytic Jena).

Merania magnetickej hypertermie sa uskuto¢tiovali s pouZitim home-made pri-
stroja, ktoré bolo opisané vyssie [15]. Tento pristroj umoZiiuje meranie pri roz-
nych intenzitdch magnetického pol'a az do 8 kA/m pri r6znych frekvencidch az do
440 kHz. Na presktimanie zahrievacej schopnosti 1 mL vzoriek pripravenych MNC
a Chit-MNC boli roztoky umiestnené do stredu dutiny cievky, ¢im sa generovalo
striedavé magnetické pole (AMF). Na zdznam teploty sa pouZil modul FPI-HR vy-
baveny snimacom teploty z optickych vldkien (ponorenym v sklenenej fl'asticke),
model FOT-L-SD-C1-F2-M2-R5-SCAI (FISO Technologies; Québec, Kanada). v ¢ase
pri danej frekvencii a danom aplikovanom magnetickom poli. Presnost’ merania
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teploty bola +0,1 K. MNC vloZené do AMF absorbuju energiu z pol'a, ktora sa na-
sledne premeni na teplo. Specifickd rychlost’ absorpcie (SAR) bola vypo¢itana z ¢a-
sovej derivécie teploty pre ¢ = 0 podl'a nasledujiceho vzt'ahu

Coos (a1
m dt =0

SAR= 5)
kde Cj a ps st Specifické teplo a hustota vzorky, m je hmotnost' magnetitu pripada-
juca na jednotku objemu magnetickej tekutiny, dT/dt je smernica zmeny teploty
na zatiatku procesu ohrevu. Morfolégia a velkost Chit-MNC boli stanovené po-
mocou TEM. Ziskané TEM snimky Chit-MNC, ako aj histogram priemeru pre Chit-
MNC, sti uvedené na obr. 1a—c. Obr. 1a ukazuje typicky nizkozvicseny obraz MNC.
Chit-MNC m4 jasne viditel né okraje magnetického jadra (obr. 1a), ale presny okraj
vrstvy chitosanu nie je dobre viditelny, takZe nie je moZné presne urcit jej Sirku. Je
vSak mozné ziskat priemer Chit-MNC z TEM snimok, ktory sa rovnal 11 nm (obr.
1c). Obr. 1b zobrazuje elektrénovii mikroskopiu s vysokym rozliSenim (HR-TEM)
jednej nanocastice s jasne viditeInymi atémovymi stipcami.

V Tab. 1 je zosumarizovana fyzikdlno-chemické charakterizacia MNC a Chit-
MNC vzoriek. Pomocou magnetizaénych merani sme zistili magnetické vlastnosti
MNC a Chit-MNC. Porovnanie hodnét magnetizécie nasytenia (Ms) a blokovacich
teplot (TB) pre pripravene vzorky st zhrnuté v Tab. 1, je vidiet, Ze hodnota MS MNC
bola o nie¢o vyssia v porovnani s Chit-MNC, ¢o je spdsobené zniZenim hmotnost-
ného pomeru magnetitu vo vzorkdach po naneseni povlaku. Dalej boli namerané
magnetizacné krivky nasich vzoriek prispésobené Langevinovej funkcii [16] a vy-
pocitali sa priemery magnetického jadra (Tab. 1). Ziskané vysledky st v stlade s
hodnotou ziskanou z TEM. Nésledne sa vypocitalo mnozstvo Chit adsorbovaného
na povrchu MNC pomocou TGA a UV/VIS. Hodnota, ktort sme dostali pri UV/VIS
analyze je o nieCo niz$ia ako zodpovedajtce vysledky analyzy TGA (pozri Tab. 1).
Hodnoty SAR boli odhadnuté zo zévislosti dT/dt a vypocitané v jednotkdch W/g
podl'a rovnice (1). Hodnoty SAR vzoriek MNC a Chit-MNC pri Hyax (~7,9 kA/m) a
f=190kHz st1 5,1 W/ga 6,5 W/g. Hodnoty SAR pre tieto vel'kosti H a f st relativne
nizke, ale typické pre nanocastice so superparamagnetickym spravanim [17].

I Chit-MNPs

Dypy=110m

10 15
Diameter (nm)

Obr. 1: Vieobecny pohlad na chitosan modifikované MNC pomocou TEM, b) HR-
TEM obrdzok castice zobrazujticej mriezku. c) Histogram distribiicie velkosti Castic.
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Tabulka 1: Fyzikdlno-chemickd charakterizdcia pripravenych vzoriek.

Vzorka Mg Tg  Dmag Absorptnd analyza® SART
[emu/g] [K] [nm] TGA UV/VIS [W/g]

MNC 75 230 9,9 - - 5,1

Chit-MNC 70 209 10,3 0,038 0,025 6,5

* MgChit/MgFre304 , | Merané pri f = 190 kHz, H = 7.9kA/m

Zaver

V tejto préaci boli magnetické nanocastice pripravené metédou koprecipitécie a sta-
bilizované chitosanom. Pripravené vzorky boli fyzikdlno-chemické charakterizo-
vané roznymi technikami. Pri magnetickych meraniach pozoroval sa vplyv pot'aho-
vej vrstvy na saturaénd magnetizaciu Chit-MNC. Okrem toho posun TB smerom k
niZ§im teplotdm naznacuje zniZenie interakcie magnetického dipdlu a dip6lu me-
dzi magnetickymi nanocasticami v dosledku pritomnosti chitosanového povlaku.
Okrem toho ziskand hodnota TB pre Chit-MNC (TB = 209 K) splnila poZziadavku st-
visiacu s tvrdenim, Ze TB musi byt pod izbovou teplotou. Dalej sa testovala schop-
nost zahrievania MNC a Chit-MNC. Zistilo sa, Ze Chit-MNC majt lep$iu tc¢innost
ohrevu v porovnani s nepotiahnutymi MNC, ¢o opét’ dokazuje doleZitost’ stabili-
zacnej vrstvy.
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ABSTRAKT Experimentdlne magnetické nanopartikuly boli testované pri izoldcii RNA z ho-
mogenatu pecene diviaka, infikovanej virusom hepatitidy E, komerénym kitom MagMAX™
Viral RNA Isolation Kit. Testovanych bolo 12 nanopartikdl s r6znymi povrchovymi modifi-
kaciami, po izolécii bola v kazdej vzorke merand koncentracia, ako aj prahovy cyklus (Ct)
pouzitim met6édy RT-qPCR. Najvyssiu koncentraciu dosiahli komer¢né magnetické nano-
partikuly z kitu (137,3 ng/ul). Najvyssiu koncentraciu z experimentdlnych nanopartikil do-

=22,78) a S21 (Ct = 22,88). Najvyssiu hodnotu Ct dosiahli nanopartikuly S2 (Ct = 36,93).

KL UCOVE SLOVA magnetické nanopartikuly; izol4cia; nukleové kyseliny; virus hepatitidy E;
RT-qPCR

Uvod

Magnetické nanopartikuly sa vd'aka svojim pozitivnym vlastnostiam vyuZivaja uz
niekol'’ko rokov v biologickych, medicinskych a diagnostickych oblastiach [1]. Zna-
¢ny potencidl vykazuju najmai v efektivnej interakcii s biomolekulami, o je mozné
uplatnit’ pri izoldcii nukleovych kyselin. Izol4dcia nukleovych kyselin vhodne upra-
venymi magnetickymi nanopartikulami je relativne rychla a efektivna metéda, ktora
vykazuje vysokad citlivost’ [2]. VSestranné vyuzitie nanopartikil vyplyva z ich zloZe-
nia — kombindcie jadra z Fe3O4 obaleného vrstvou r6znych materidlov, najcastejsie
vrstvou SiOy, ktord ho ochranuje pred oxiddciou. Povrchova modifikdcia nanopar-
tikdl pomocou réznych funkénych skupin zvySuje stabilitu a meni ich vlastnosti
[3]. Takéto partikuly si schopné reverzibilne viazat' molekuly DNA alebo RNA pri-
tomné vo vzorkdch. V pritomnosti magnetického pol'a st nukleové kyseliny ocis-
tené od vacsiny necistot a z povrchu nanopartikil sa uvolfiuju elu¢nym pufrom s
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roznou iénovou silou [4]. Takymto sposobom je mozné ziskat’ kvalitnd, €istt nuk-
leovu kyselinu, ktord je vhodna na d’alSie analyzy. Ciel om tejto prace bolo zistit
schopnost’ experimentdalne pripravenych magnetickych nanopartikil izolovat nuk-
leovti kyselinu z tekutych druhov klinickych vzoriek.

Experimentilne met6dy a vysledky

Testovanie 12 druhov experimentdlnych magnetickych nanopartikil (eMNP) na
béze oxidu Zeleza, bolo zaloZené na izolacii nukleovych kyselin komerénym kitom
MagMAXTM Viral RNA Isolation Kit (Applied Biosystems, Vilnius, Lithuania). Ko-
mercné magnetické nanopartikuly (comMNP) z kitu boli nahradené eMNP. RNA
virusu hepatitidy E (HEV) bola izolovand z 5 % (w/v) homogenétu pozitivnej klinic-
kej vzorky pecene diviaka. Kvalita izolovanej nukleovej kyseliny bola zist ovand na
zéklade nameranej koncentracie (A260) a Cistoty (A260/280). Na detekciu RNA HEV
bola vyuzivan4 metéda RT-qPCR [5] s iTaq Universal Probes One-Step Kit (Bio-Rad
Laboratories, Inc., USA) pouZitim pristroja Bio-Rad CFX Opus 96 Real-time PCR
system (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) (Obr. 1). Vysledkom RT-qPCR bola hod-
nota prahového cyklu (Ct). Izoldcia RNA HEV eMNP bola zopakovana trikrét, ¢o
umoznilo vypocitat’ priemerné hodnoty koncentrécii a Ct pre kazdy druh testova-
nych nanopartikal.

Cistota a koncentracia vyizolovanej RNA zna¢ne varirovala u vietkych magne-
tickych nanopartikil. Cistota vyizolovanej RNA sa pohybovala v rozpiti od 1,25 do

Obr. 1: Termocyklér CFX Opus 96 Real-time PCR system.
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Obr. 2: A. — hodnoty Ct RT-qPCR, B. - hodnoty koncentrdcie vyizolovanej RNA.

2,5. Najvyssiu koncentraciu dosiahli comMNP z kitu (137,3 ng/ul). Najvyssiu kon-

sy v

vvvvvvvv

dosiahli testované nanopartikuly S1, s vrstvou siliky a bez ligandov (Ct = 22,78) a
nanopartikuly S21, obalené poréznou vrstvou siliky (Ct = 22,88). Najvyssie hodnoty
Ct dosiahli nanopartikuly S2 s ligandami modifikovanym povrchom (Ct = 36,93)
(Obr.2A).
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Zaver

V tejto praci sme skimali schopnost’ eMNP s roznymi povrchovymi modifikdciami
izolovat’ virusovi RNA zhomogendtu pecene. VSetky pripravené nanopartikuly boli
schopné izolovat’ RNA zo vzorky, Ziadna z eMNP ale nedosiahla hodnoty ako com-
vzorky S1 a S21. Po zlepSeni a tprave reakénych podmienok mézu byt nanopar-
tikuly s réznymi povrchovymi modifikdciami efektivne vyuzivané pri izol4cii RNA
virusov.

PODAKOVANIE Tdto praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktidra pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
s COVID-19 (NANOVIR)”, ITMS 2014 +:313011AUW?7.

Literatdra

[1]1 Lee A.H., Gessert S.E, Chen Y., Sergeev N.V. and Haghiri B., “Preparation of iron oxide
silica particles for zika viral RNA extraction”, Heliyon, 4(3), (2018), e00572,
doi: 10.1016/j.heliyon.2018.e00572.

[2] Kawadkar J., Chauhan M.K. and Maharana M., “Nanobiotechnology: Application of
nanotechnology in diagnosis, drug discovery and drug development”, Asian Journal
of Pharmaceutical and Clinical Research, 4(1), (2011), 23-28.

[3] Berensmeier S., “Magnetic particles for the separation and purification of nucleic
acids”, Applied Microbiology and Biotechnology, 73(3), (2006), 495-504,
doi: 10.1007/s00253-006-0675-0.

[4] Oberacker P, Stepper P, Bond D., Hipp K., Hore T. and Jurkowski T., “Simple synthe-
sis of functionalized paramagnetic beads for nucleic acid purification and manipula-
tion”, BIO-PROTOCOL, 9(20), doi: 10.21769/bioprotoc.3394.

[5] Jothikumar N., Cromeans T.L., Robertson B.H., Meng X. and Hill V.R., “A broadly reac-
tive one-step real-time RT-PCR assay for rapid and sensitive detection of hepatitis e
virus”, Journal of Virological Methods, 131(1), (2006), 65-71,
doi: 10.1016/j.jviromet.2005.07.004.

138


https://dx.doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00572
https://dx.doi.org/10.1007/s00253-006-0675-0
https://dx.doi.org/10.21769/bioprotoc.3394
https://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2005.07.004

P-12 PREZENTOVANE PRISPEVKY

Testovanie experimentalnych magnetickych nanocastic NANOVIR
na izolaciu RNA SARS-CoV-2 zo sterov z nosohltanu

J. Kosuth'!, J. Macdk?, E. Beriovd?, B. Kocikovd?, A. Jackovd?, V. Zeleridk?3, A. Zele-
fidkovad®, S. Vilcek*

! Katedra bunkovej biolégie, Ustav biologickych vied, Prirodovedeckd fakulta, Univerzita Pavla
Jozefa Safdrika v KoSiciach, Moyzesova 11, 040 01 KoSice

2 Synlab Slovakia s.r.0., Opatovskd cesta 10, 040 01 Kosice

3 Katedra anorganickej chémie, Ustav chemickyjch vied, Prirodovedeckd fakulta, Univerzita
Pavla Jozefa Safcirika v Kosiciach, Moyzesova 11, 041 01 Kosice

4 Katedra epizootoldgie, parazitolégie a ochrany spolocného zdravia, Univerzita veterindr-
skeho lekdrstva a farmdcie v KoSiciach, Komenského 73, 041 81 KoSice

5 Katedra fyziky kondenzovanych ldtok, Ustav fyzikdlnych vied, Prirodovedeckd fakulta, Uni-
verzita Pavla Jozefa Safdrika v Kosiciach, Park Angelinum 9, 041 54 Kosice

* email korespondujticeho autora: jan.kosuth@upjs . sk

ABSTRAKT Séria pripravenych experimentédlnych magnetickych nanocastic (eMNP) z pro-
jektu NANOVIR bola testovand pre vyuZitie na izoldciu virusovej RNA zo sterov z nosohl-
tanu v tekutom transportnom médiu COVID-19 pozitivnych pacientov. Na izoldciu virusovej
RNA sme vyuzili dva experimentélne postupy izoldcie ako aj Standardne pouZivany automa-
tizovany extrakény postup vyuZivany v klinickom laboratériu. Uspesnd izol4cia SARS-CoV-2
virusovej RNA bola potvrdend amplifikdciou 3 génov virusu pomocou IVD certifikovaného
kitu. Véacsina testovanych eMNP bola vhodna na izol4ciu virusovej RNA, hoci mnoZstvo izo-
lovanej virusovej RNA bolo niZ§ie ako pri izolacii komerénymi MNP,

KL UCOVE SLOVA magnetické nanocastice; automatickd izoldcia RNA; manudlnaizoldcia RNA;
RT-qPCR; SARS-CoV-2

Uvod

Stcasné vyuzitie magnetickych nanocastic (MNP) pri izol4cii a detekcii nukleovych
kyselin (NK) vyrazne prispelo k ul'ah¢eniu experimentalneho vyskumu a diagnos-
tiky, zhrnuté v [1]. MNP pokryté silikou predstavuju alternativu k tradi¢nej SPE (so-
lid phase extraction). Vyhodou oproti tradicnému pouZitiu izolacnych kol6niek st
niZ$ie néklady, postup nevyZaduje centrifugiciu vzoriek a moZnost automatizicie
izola¢ného postupu. KI'icové kroky pri izol4cii sti lyza buniek, adsorbcia NK na po-
vrch MNP, premytie a eldcia NK z MNP. NK sa na pevnu fazu/povrch MNP viazu
pocas extrakcie v zavislosti od pH a zloZenia soli v extrakénom roztoku. Dolezité st
pritom predovietkym interakcie vodikovych vdzieb NK s hydrofilnym matrixom za
chaotropnych podmienok lyzy, zhrnuté v [2]. U&innost izolacie nukleovych kyselin
z biologickych vzoriek pomocou magnetickych nanocastic (MNP) je preto vyrazne
ovplyvnend samotnymi povrchom MNP ako aj chemickym prostredim, v ktorom
dochédza k naviazaniu/adsorbcii cielovej NK na MNP. Interakciu individudlnych
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MNP a NK tak potom moZno optimalizovat' zloZenim extrakéného roztoku. Cie-
I'om naSej préice preto bolo otestovat’ viaceré izolacné postupy (extrakéné roztoky)
pri izol4cii virusovej RNA pomocou nami pripravenych experimentdlnych magne-
tickych nanocastic (eMNP). Ako model sme pouZili klinické vzorky sterov z nosohl-
tana Covid-19 pozitivnych pacientov v tekutom transportnom médiu.

Experimentilne met6dy a vysledky

Biologicky materidl. Vzorky sterov z nosohltanu a hrdla vo virusovom transport-
nom médiu. Klinické vzorky pacientov infikovanych virusom SARS-CoV-2 boli vo-
pred anonymizované. Vietky analyzy klinickych vzoriek boli vykonané v stlade s
laboratérnymi pravidlami a prisluSnymi usmerneniami a nariadeniami klinického
laboratéria. Magnetické nanocastice (MNP) pouZité na izolaciu virusovej RNA. Ori-
gindlne MNP pouzitych RNA izola¢nych kitov — zybMNP (MNP izola¢ného kitu Zy-
bio), mmMNP (MNP izola¢ného kitu MAgMax Viral RNA Isolation Kit; experimen-
tdlne MNP (eMNP) projektu NANOVIR - S1 (eMNP bez ligandov / povrchovej mo-
difikdcie), S3 a S6 (eMNP s povrchovo naviazanym ligandom MPTMS a CPTMS) a
S21, S22 a S23 (eMNP s modifikovanym poréznym povrchom). Izol4cia virusovej
RNA. Celkova RNA zo vzoriek bola izolovand pomocou experimentdlneho postupu
izol4cie pomocou LB extrakéného roztoku publikovanom v [3] a dvoch komer¢ne
dostupnych kitov: i.) MagMaxTM Viral RNA isolation Kit (Applied Biosystems) - kit
urceny na experimentélne tcely na izoldciu NK z kvapalnych vzoriek a ii.) Nuc-
leic Acid Extraction Kit - Magnetic Bead Method (Zybio) — IVD certifikovany kit
pre automatizovanu izoldcia NK pomocou izola¢ného automatu Zybio EXM 3000
(Zybio). Kvantifikdcia izolovanej virusovej RNA (RT-qPCR). RNA virusu SARS-CoV-
2 v izolatoch zo sterov bola detegovand pomocou komeréného IVD-certifikového
kitu COVID-19 Real Time Multiplex RT-PCR Kit (Labsystems Diagnostics), ktorym
sa amplifikujui a detegujti sucasne tri Specifické gény SARS-CoV-2 (ORFlab, E, N)
spolu s jednym I'udskym génom ako internou kontrolou (IC). Vzorky RNA izolo-
vané z rovnakého klinického materidlu s pouzitim r6znych eMNP a orgMNP boli
vzdy analyzované sticasne a hodnotené pri rovnhakom nastaveni prahu fluorescen-
cie (tresholdu) pre jednotlivé gény. Vyhodnotenie. Relativhe mnoZstvo izolovanej
RNA sme vyhodnocovali na zdklade priemernej Ct hodnoty (geometricky priemer)
troch analyzovanych génov virusu. Hodnoty Ct izolatov RNA ziskanymi pomocou
eMNP boli porovnavané s vysledkami ziskanymi pomocou origindlnych MNP po-
uzitého kitu, resp. pomocou komerénych mmMNP pri manudlnej izolacii extrake-
nym roztokom LB.

Na testovanie vdzby virusovej RNA na vybrané eMNP sme pouzili 3 izolacné
postupy: izolacia RNA klinicky certifikovanym automatizovanym systémom Zybio
(Zyb) a 2 manuélne izola¢né postupy —izoldcia komerénym kitom MagMax (MM) a
izoldcia RNA extrakénym roztokom LB postupom podl'a [3](LB). V pripade komer¢-
nych kitov (Zyb, MM) boli sti¢ast'ou izola¢ného kitu aj origindlne MNP. V pripade
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Vzorka / I1zolacia

Obr. 1: Porovnanie ticinnosti izoldcie RNA virusu SARS-CoV-2 zo vzorky vyteru z no-
sohltana covid-19 pozitivnych pacientov. Zobrazend je priemernd Ct hodnota troch
detegovanych génov virusu pritomnych v RNA izolovanej origindlnymi MNP pou-
Zitého RNA izolacného kitu: Zyb - automaticky izoldtor Zybio, MM - komercny kit
MagMax, LB - extrakcny roztok LB.

experimentdlneho extrakéného roztoku LB sme na porovnanie efektivity izolédcie
eMNP pouzivali MNP z kitu MagMax. VSetky tri izolacné postupy mali porovna-
telnt Gcinnost’ izoldcie RNA. VyuZzitim origindlnych MNP sme pri 4 testovanych
vzorkdch pomocou vsetkych troch postupov ziskali RNA s porovnatel nymi hodno-
tami Ct troch sledovanych génov virusu (priemerné Ct, Obr.1).

Kvantifikdciou RNA izolovanej pomocou pripravenych eMNP sa ndm, s vynim-
kou eMNP - S1 pri pouZiti roztoku LB, nepodarilo ziskat' vd¢Sie mnoZstvo izolo-
vanej virusovej RNA ako pri pouZiti origindlnych/komerénych MNP. Najhorsie vy-
sledky s eMNP, hodnoty Ct detegovanych virusovych génov, sme ziskali pomocou
automatického izoldtora Zybio. Pri pouZiti e MNP sa RNA virusu SARS-CoV 2 v tymto
spésobom izolovanej RNA podarilo detegovat’ az o 1,5-3,84 cyklu neskor (Tab. 1).
Najvhodnejsie prostredie pre vizbu RNA na eMNP predstavovalo zloZenie extrak¢-
ného roztoku v MagMax extrakénom kite pre eMNP —S1, S21 a S23. V tomto pripade
sme virusovi RNA detegovali s odstupom menej ako jedného cyklu (+0,89,+0,70 a
+0,90 cyklu, Tab. 1), €o je velmi pozitivny vysledok ak si uvedomime, Ze do zloZe-
nia extrakénych roztokov sme nijako nezasahovali. V pripade extrakéného roztoku
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Tabulka 1: Ndrast/pokles hodnoty Ct RT-qPCR-detegovanych génov virusu SARS-
CoV-2 v RNA izolovanej pouZitim experimentdinych MNP (eMNP) a komercnych
MNP (comMNP). Hodnoty predstavujii rozdiel detekcie (Ct hodnoty) priizoldcii RNA
pomocou eMNP vs. comMNR (+) ndrast Ct pri pouZiti eMNE (-) pokles Ct pri pouZiti
eMNP Hodnoty predstavujii priemer analyz 3-4 vzoriek.

Rozdiel Ct eMNP oproti origndlnym MNP

eMNP Zyb +SD MM +SD LB +SD
S1 +246 050 +089 028 -093 0,39
S3 +384 032 +359 068 +195 0,82
S6 +1,72 036 +246 031 +203 0,16

S21 +150 0,15 +0,70 0,34 +3,27 1,60
S22 +2,51 040 +2,06 055 +258 093
S23 +142 024 +090 025 +122 -

LB sme pomocou eMNP - S1 boli schopny detegovat’ virusovii RNA o takmer je-
den cyklus skoér ako pomocou komerénych MNP kitu MagMax. Na druhej strane,
zloZenie pouZitého LB roztoku nebolo optimalizované pre tieto MNP.

Predpokladom v tejto $tadii bolo, Ze povrchovd modifikdcia a povrchovo via-
zané ligandy MNP by mohli poskytnut’ vy$siu kapacitu pre vizbu RNA a tym vyssiu
ucinnost’ izoldcie RNA. V doterajSom priebehu sme vSak nezaznamenali vyznamné
zlepSenie v procese izolacie, coho ddvodom méze byt slabsia interakcia modifiko-
vaného povrchu s RNA v lyza¢no/védzbovom roztoku alebo naopak prili§ siln4 afi-
nita ligandovych skupin k RNA a problémy s Gc¢innost'ou elticie/desorbcie. Pozo-
rované rozdiely v Gi¢innosti izoldcie RNA pomocou jednotlivich MNB, resp. izolac-
nych postupov pravdepodobne odrédzaji odlisné prostredie/podmienky pre adsor-
pciu RNA na eMNP v extrakénom pufri. Jeho zloZenie viznamne ovplyviiuje inte-
rakciu RNA a MNP [4]. U¢innost’ izoldcie mdZe byt ovplyvneny napr. koncentra-
ciou guanidintiokyanétu, DTT, pH lyza¢ného pufra [3] alebo charakterom ligandov
viazanych na magnetické jadro a velkostou MNP. S vynimkou nami pripraveného
extrakéného pufra LB vsak zloZenie extrakénych roztokov komerénych kitov nepo-
zZname.

Zaver

Pouzitim troch r6znych izola¢nych postupov sa ndm pomocou pripravenych eMNP
podarilo vyizolovat’ RNA virusu SARS-CoV-2 z tekutych klinickych vzoriek sterov
Covid-19 pozitivnych pacientov v mnoZstve detekovatelnom RT-qPCR. Izolované
mnoZstvo virusovej RNA vSak vo vdcsine pripadov bolo vyrazne niZsie ako pri po-
uziti komerénych MNP Je zjavné, Ze pouzity extrakény roztok vyrazne vplyva na
vdzbu RNA na MNP a tym aj na vyt'azok. Najlepsie vysledky sme ziskali pri izolacii
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komer¢nym kitom MagMayx, kde pri izol4cii RNA pomocou eMNP S1, S21 a S23 bol
virus detekovatel'ny len o necely 1 cyklus neskor ako pri pouZziti komerénych MNP.

PODAKOVANIE Této praca bola podporend z operacného programu Rozvoj a Integrovana
infrastruktira pre projekt: “Nanocastice na rieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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ABSTRAKT Bola pripravend séria vzoriek magnetickych nanocastic (MNPs) oxidov Zeleza,
ktoré boli obalené vrstvou oxidu kremicitého (SiO2) s r6znou hribkou s ciel om ich vyuzi-
tia na efektivnu izoldciu nukleovych kyselin pre citlivii detekciu virusovych infekcii. R6zna
hrabka SiO» vrstvy bola dosiahnutd pouzitim réznych pomerov prekurzora tetraetylortosi-
likdtu (TEOS) k magnetitu (TEOS/MNPs = 0,06 - 20,0 ml/g). R6znymi metédami boli ski-
mané rozne fyzikdlno-chemické vlastnosti syntetizovanych oxidom kremicitym obalenych
nanocastic (SiOp @Fe304) ako napr. morfolégia, vel'kost, zloZenie, magnetické a povrchové
vlastnosti.

KrucCovE SLovA magnetické nanocastice; fyzikdlno-chemickd charakterizacia; TEM; sepa-
récia

Ovod

Magnetické nanocastice (MNPs) maju jedine¢né vlastnosti, ktoré vznikli spojenim
magnetickych vlastnosti materidlu a vysokého pomeru povrchu k objemu nanocas-
tic, Co otvdra Siroké moznosti ich vyuZitia v technike, biotechnolégidch ale aj v ob-
lasti mediciny. Magnetické nanocastice mézu rychlo a tc¢inne viazat' biomolekuly
ako enzymy, DNA a proteiny z roztoku [1], ktoré mézu byt separované vonkajsim
magnetickym pol'om. V diagnostike je potrebné virusy a baktérie detegovat’, Comu
predchddza Gcinnd separdcia a skoncentrovanie nukleovych kyselin z klinickych
vzoriek. V sticasnosti existuju rozne postupy izoldcie nukleovych kyselin, ktoré vy-
uzivaju mikrometrové magnetické castice obalené SiO,. Nasim ciel om bolo pripra-
vit' a charakterizovat' magnetické nanocastice obalené SiO, a skiimat vplyv zloZe-
nia na jednotlivé vlastnosti ako napr. rozmer, ndboj, hustota, magnetické vlastnosti
s ciel om vyselektovat’ vzorky pre Stidium vplyvu tychto parametrov na tc¢innost’,
citlivost’, detekciu a ¢as purifikacnych postupov nukleovych kyselin.

Experimentilne metédy a vysledky

Magnetické SiO,@Fe30,4 Castice boli pripravené v dvojkrokovej syntéze. V prvom
kroku boli MNPs pripravené vyzrazanim Zelezitych a Zeleznatych soli v zdsaditom
prostredi, premyté a lyofilizované [2]. V druhom kroku boli MNPs obalené r6znym
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Obr. 1: TEM snimky (1. riadok), HRTEM snimky (2. riadok) a zodpovedajtice dis-

tribiicie vel'kosti castic a log-normdine rozdelenie (3. riadok) vybranych vzoriek (A)

MNPs, (B) SiO, @Fe3 Oy, (C) SiO, @Fe304 2,0 a(D) SiO, @Fe3 Oy 4,0.

mnozstvom SiO» [2]. K praskovej vzorke magnetitu bol pridany etanol, suspenzia
bola sonifikovand, ndsledne mieSand a inkubovand pri teplote 80 °C. Po pridani
amoniaku bol pridany prekurzor tetraetylortosilikat (TEOS) v pomere TEOS/MNPs
od 0,06 do 20,0 ml/g. Ku vzorkdm bola pridana ultracistd voda. Po inkub4cii za sté-
leho mieSania sa zahrievanie odstavilo a mieSanie pokracovalo cez noc. Vzorky sa
premyli ultracistou vodou, potom etanolom a opét’ vodou, aby sa odstranili ne-
naviazané nemagnetické zvysky. Vzorky boli uchovavané vo forme lyofilizovanych
praskov a pre d’alsie experimenty boli resuspendované v ultracistej vode. Vzorky
boli nasledne charakterizované roznymi technikami s ciel om stanovit’ ich velkost’,
povrchovy naboj, hustotu, magnetické vlastnosti a zloZenie. Koncentracia Zeleza
vo vzorkdch bola stanovena kolorimetricky pomocou reakcie iénov Fe3* a SCN~
za vytvorenia [Fe(SCN)] komplexov s charakteristickou €ervenou farbou, ktorého
absorbancia bola merand pomocou UV-VIS spektroskopie [3]. Vysledky stanove-
nia st uvedené v tab. 1. Zeta potencidl vzoriek SiO,@Fe30,4 sa meral ako funkcia
vstupného pomeru TEOS/MNPs (v/w) a pH. Zeta potencidl pri obal ovani nanocas-
tic vyrazne klesal z hodnoty +18 mV (pre neobalené MNPs) az na hodnotu cca -31
mV pre vzorku s TEOS/MNPs pomerom 0,2, ¢o indikuje postupné obal ovanie povr-
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Tabulka 1: Fyzikdlno-chemické vlastnosti SiO, @Fes3 Oy ziskané roznymi metédami.

pomer  Fe304* ) Fe30," ¢ Mg FesO4F Tp

[ml/g] [mg/mg] [g/cm3] [%] [mV] [emu/g] [%] (K]

0 1.000 5.06 100.0 +18.0 75.60 100 198.0
0.4 0.931 4.20 90.1 -31.6 61.70 81.6 182.6
1.0 0.763 3.83 78.2 -29.6 58.96 78.0 183.2
2.0 0.760 3.39 60.8 -31.8 51.10 67.6 180.7
3.0 0.585 3.18 50.8 -32.9 40.85 54.0 184.1
4.0 0.510 3.19 51.0 -35.2 41.66 55.1 185.8
5.0 0.528 3.08 45.6 -34.9 41.27 54.6 187.6

TEOS/MNPs [v/w] - vstupny pomer TEOS a magnetitu [mg/ml]; Fe304* — obsah Fe304 (mg) v pras-
kovych SiO2@Fe3 04 vzorkdch stanoveny UV-Vis spektroskopiou; Hustota ¢astic — objemova hmotnost
urcend héliovym pyknometrom; Fes 04" - obsah Fe304 (%] vypocitany z hustot castic; Mg — saturacnd
magnetizacia pri 300 K; Fes 04F - obsah Fe304 [%] vo vzorkdch vypocitany z magnetickych merani; T
—blokovacia teplota ur¢end z merani FC-ZFC.

chu MNPs oxidom kremic¢itym. Hodnoty izoelektrického bodu (IEP) pripravenych
vzoriek boli ziskané z kriviek zeta potencidlu zavislych od pH. IEP hodnoty vzoriek
vo vzt'ahu k pomeru TEOS/MNPs su zosumarizované v tab. 1. Vplyvom zvySenia
pomeru TEOS/MNPs z 0,06 na hodnotu 0,4 hodnota IEP klesla z 6,8 (neobalené
MNPs) na ~1,3. Naobr.1. st zobrazené TEM snimky neobalenych (A) a SiO vrstvou
obalenych (B-D) MNPs, na ktorych vidiet nepravidelny tvar MNPs so strednou vel -
kost'ou cca. 11 nm. ZvySenie pomeru TEOS/MNPs viedlo k zvySeniu hribky SiO,
obalu na povrchu MNPs od 1,2 nm do 4,3 nm. Z obrazkov vidiet,, Ze SiO, obal po-
kryva zhluk MNPs a nie jednotlivé ¢astice, najméi v pripade vzoriek SiO,@Fe304 2,0
a Si0,@Fe304 4,0. Toto zistenie bolo potvrdené aj magnetickymi meraniami (vid'.
nizsie).

Magnetické vlastnosti neobalenych MNPs a SiO,@Fe30,4 boli charakterizované
meraniami magnetizécie ako funkcie magnetického pol'a a teploty. Ako je znézor-
nené na obr. 2A, vzorky maju typické charakteristiky superparamagnetického spra-
vania s nedetegovatelnou koercitivitou a remanenciou pri 300 K. Hodnoty satu-
racnej magnetizacie (Ms) vybranych vzoriek ziskané z magnetiza¢nych kriviek stu
zahrnuté do tab. 1. Ms neobalenych MNPs bola cca. 75,0 Am? /kg a v pripade SiO, @
Fe304 M klesala so zvySujticim sa pomerom TEOS/MNPs (obr. 2A). Tento pokles
hodnoty Mg je spdsobeny tym, Ze magnetizdcia je imernd hmotnosti magnetic-
kého materidlu v porovnani s celkovou hmotnost'ou SiO,@Fe30,4, €0 znamend, Ze
¢im je obal oxidu kremicitého hrubsi, tym menS$ie mnoZstvo magnetitu obsahuje
vzorka s tou istou hmotnost'ou. Zo zavislosti M(T) boli ziskané informacie o blo-
kovacej teplote (Tp) a interakcidch medzi ¢asticami. ZniZenie hodnoty Tp vzorky
Si0,@Fe304 0,4 na hodnotu 183 Kv porovnani s neobalenymi MNPs (TB = 198 K) je
sposobené potlacenim medzicasticovych magnetickych interakcii v désledku oba-
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Obr. 2: Magnetické vlastnosti pre vybrané vzorky MNPs a SiO, @Fe3 Oy s roznym po-
merom SiO, a Fe3O4. (B) Obsah SiO» vo vzorkdch SiO, @Fe3 O4 stanoveny magnetic-
kymi a pyknometrickymi meraniami.

lenia MNPs vrstvou SiOz. So zvy3ujicim sa pomerom TEOS/MNPs sa hodnoty Tg
takmer nemenili a kolisali okolo 184 K, ¢o naznacuje, Ze obal ovanie Castic vrstvou
SiO, prebieha na povrchu aglomerovanych c¢astic a nie na povrchu jednotlivych
nanocastic. Hustota lyofilizovanych vzoriek bola merand héliovym pyknometrom
pri izbovej teplote. Hustota vzoriek SiO;@Fe3 04 rychlo klesala (z hodnoty cca. 4,9
g/cm® na 3,2 g/cm?®) so zvysujticou sa hodnotou vstupného pomeru TEOS/MNPs
(0,06 - 3,0), ¢o potvrdzuje zvySujuci sa obsah SiO» vo vzorke. Hodnoty hustoty vzo-
riek s vy$§im vstupnym pomerom TEOS/MNPs (nad 3,0) klesali uZ omnoho pomal-
Sie. Tieto hodnoty hustoty boli pouzité na vypocet obsahu SiO, a Fe304 vo vzorkdch
podl'a rovnice uvedenej v préci [2] a vysledky pre vybrané vzorky st zndzornené na
obr. 2B a v tab. 1. Takmer rovnaky obsah SiO; a Fe304 (49,2 % a 50,8 %) bol pozoro-
vany pri vstupnom pomere TEOS/MNPs 3,0 (ako aj pri vy$8ich pomeroch), o moZze
byt spdsobené tvorbou ¢istych SiO, nanocastic pri nadbytku TEOS, ktoré boli od-
stranené magnetickou separaciou.

Zaver

V tejto préci bola pripravena séria vzoriek SiO2@Fe3 Oy, ktoré boli charakterizované
roznymi met6dami. Proces obalenia nanocastic vrstvou SiO; prebiehal hydrolyzou
a polykondenzéaciou TEOS a nukledciou oxidu kremicitého na povrchu ¢astic. Syn-
tetizované obalené nanocastice boli pozorované elektronovym mikroskopom, cha-
rakterizované meranim vel'kosti Castic a zeta potencidlu. Okrem toho SiO,@Fe304
vykazovali superparamagnetické sprdavanie so symetrickou hysteréznou sluckou.
Ziskané vysledky naznacuju, Ze vel'kost, zeta potencidl, a hriibka obalu oxidu kre-
micitého moze byt kontrolovand zmenou koncentracie prekurzora TEOS. Nano-
Castice obalené vrstvou SiO; vykazuji niz§iu hodnotu izoelektrického bodu ako
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neobalené MNPs, ¢o naznacuje tvorbu vrstvy oxidu kremicitého na povrchu MNPs.
Na zdklade vysledkov bola vytypovana uZsia skupina vzoriek s réznymi vlastnos-
t'ami pre §tidium vplyvu jednotlivych parametrov vzorky (vel'kost’, ndboj, zloZenie,
magneticky moment) na efektivitu separdcie RNA.
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infrastruktira pre projekt: “Nanocastice narieSenie diagnosticko-terapeutickych problémov
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