CZ 308154 B6

PATENTOVY SPIS

(11) Cislo dokumentu:

308 154

(13) Druh dokumentu: B6

(21) Cislo prihlasky: 2015-606 (51) Int. CL:
19 tihliSeno-
) 4 (i(z)) prbliteno: (1’182;83 CO1G 49/02 (2006.01)
REPUBLIKA (40) Zyeigjneno: 00. C0IG 51/04 (2006.01)
(Véstnik €. 24/2017)
C01G 9/02 (2006.01)
(47) udéleno: 18.12.2019
B82Y 5/00 (2011.01)
(24) Oznameni o udéleni ve véstniku: 29.01.2020
Véstnik &. 5/2020 B82B 1/00 (2006.01)
(Véstnik . ) B82B 3/00 (2006.01)
URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI
(56)  Relevantni dokumenty:

CZ2012-813 B; CN 101256863; CZ 2011-763.

(73)

(72)

74

Majitel patentu:

Ustay experimentalni mediciny AV CR,v.v.1i,
Praha 4 Kr¢, CZ

Fyzikalni istav AV CR, v. v. i, Praha 8, Libeii, CZ
Institut Klinické a Experimentalni Mediciny, Praha
4,CZ

Puvodce:

Vit Herynek, Zapy, CZ

Karolina Turnovcovd, Praha 2, CZ

Eva Sykov4, Praha 6, CZ

Pavla Jendelova, Stiedokluky, CZ

Jakub Koktan, Olbramice, CZ

Miroslav Veverka, Mnisek pod Brdy, CZ

Pavel Veverka, Praha 5, CZ

Pavel Zvatora, Plumlov, CZ

Zastupce:

VYNALEZ s.r.0., Vinohradska 17, 120 00 Praha 2
Vinohrady

4

)

Nazev vyndlezu:

Nanodastice pro magnetické a fluorescen¢ni
znaceni bunék, zpisob pripravy a pouziti
Anotace:

Predkladané feSeni poskytuje zpusob znaceni bunck a
zobrazovéani pomoci multifunkéni vodné suspenze
kobaltnatozine¢natych feritovych nanocastic. Hybridni
nanocdstice spinelové, feritové faze obecného vzorce
Co1-xZnxFe204+y, kde x je 0,2 a7 0,8, opatfenych
souvislou vrstvou hydratovaného oxidu kfemicitého s
navazanou fluorescencni znackou, s vyhodou
fluoresceinisothiokyanatu (FITC), ktery jednak zajistuje
stabilitu jejich vodnych suspenzi a ne§kodnost v
organismu svym biokompatibilnim povrchem a jednak
umoziuje zobrazovani zna¢enych bunck fluorescenénim
mikroskopem. Ve srovnani se stavajicimi materialy
vykazuji vyrazn€ zvysenou transversalni relaxivitu a tim i
vy$8i kontrast pfi zobrazeni magnetickou rezonanci. Jsou
proto vyuzitelné v biologii a v mediciné pro znacent
transplantovanych bun¢k, zejména mezenchymovych
kmenovych bun€k, nebot’ znaCeni neovliviiuje ani jejich

viabilitu ani diferenciaéni potencidl. Dalsi vyhodou je, Ze
pritomnost nanocéstic nezpusobuje v buiice poskozeni
DNA, lipida a proteinil. Jsou proto vhodné k in vivo
sledovani transplantovanych bun¢k pomoci zobrazovani
magnetickou rezonanci a optickymi metodami.
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Nanocastice pro magnetické a fluorescen¢ni znaceni bunék, zpisob pripravy a pouZiti

Oblast techniky

Vynalez se tyka vyuZiti biokompatibilnich ferimagnetickych kobaltnatozine¢natych feritovych
nanocastic krystalujicich ve strukturnim typu spinelu pro vybrané medicinalni aplikace (znaceni
bun¢k pred transplantaci do zivého organismu, neinvazivni sledovani implantatu v téle piijemce
pomoci magnetické rezonance a optick¢ho zobrazovani in vivo, sledovani bunék in vitro a ex
vivo pomoci fluorescenéni mikroskopie), predev§im tam, kde je vyZadovano dlouhodobé
monitorovani distribuce znacenych transplantovanych bunck v téle prijemce, jako je
transplantace bunék do ischemickych a traumatickych 1¢zi, pouziti kmenovych bunck v
degenerativnich a metabolickych onemocnénich a to jak v experimentalnich modelech, tak ve
veterinarni 1 humanni medicing.

Nanocastice pro magnetické a fluorescencni znaceni bunck jsou pfipravovany kovalentnim
navazanim fluorescenéni znaCky do obalu hydratované¢ho oxidu kiemicitého castic sloZenych z
jader feritt a souvislé vrstvy z hydratovaného oxidu kiemicit¢ho. Feritova jadra jsou
pfipravovana koprecipitaci s naslednym mechanickym a tepelnym zpracovanim. Jadra jsou
enkapsulovana do hydratovaného oxidu kfemiéitétho modifikovanym postupem bazicke
polykondenzace alkylsiloxant. Postup pfipravy jader a jejich enkapsulace do hydratovaného
oxidu kfemicitého byl popsan v patentu CZ 307623, Na feritova jadra obalena hydratovanym
oxidem kfemicitym je pomoci adiéni reakce navazano fluorescenéni cinidlo. Nasledna
enkapsulace do hydratovaného oxidu kfemicitého pomoci polykondenzaéni reakce alkylsiloxanu
zajistuje stabilitu navazani fluorescencniho ¢inidla.

Takto pfipravené nanocastice jsou piidany do media s bunécnymi kulturami bud’ samotné nebo v
kombinaci s transfekénimi €inidly, které zkracuji dobu inkubace potfebnou pro znaceni bunék.
Nanocastice lze kombinovat 1 s mikroporacnimi technikami. Oznacené buiiky jsou podany
pfijemci a diky ziskanému magnetickému a fluorescenénimu znaCeni mohou byt in vitro
sortovany pratokovou cytometrii, po podani do Zivého organismu sledovany v téle piijemce
magnetickou rezonanci nebo optickym zobrazovanim a ex vivo detekovany fluorescenéni
mikroskopii.

Dosavadni stav techniky

Neinvazivni sledovani transplantovanych bunck

Pokroky v bunééné terapii, vedouci k rozvoji klinickych studii, vyZaduji zasadni pouziti
organismu, s cilem odhalit nebezpecné vedlejsi ucinky, jako napiiklad hyperproliferaci nebo
migraci do neZzadoucich struktur. V pfipad¢ experimentalnich zvifecich modela je vzdy po
skon¢eni experimentu provedena histologicka analyza transplantované tkan¢, coz neni v klinické
praxi myslitelné¢. V poslednich letech se proto rozvinuly rtizné zobrazovaci metody, jako
napiiklad pozitronova emisni tomografie (PET), optické zobrazovani nebo magneticka rezonance
(Modo, M.: Current opinion in organ transplantation, 13 (2008) 654). Pro klinickou praxi se
nejlépe hodi posledné jmenovana, nebot’” PET ma horsi prostorové rozliSeni (Luker, GD. a
Piwnica—Worms D.: Academie radiology, 8 (2001) 4) a pracuje s izotopickymi sondami, které
maji relativné kratky polocas rozpadu, zatimco optické zobrazovani je velmi citlivou metodou ve
studiich vyuZzivajicich mala laboratorni zvifata, ale diky omezené penetraci vlnovych délek
emitovanych fluorochromy do tkan€ je pouZitelné pouze v povrchovych vrstvach (Mahmood, U.
a Weissleder, R: Molecular cancer therapeutics, 2 (2003) 489). Magneticka rezonance (MR) ma
nékolik vyhod: vyborné rozliSeni (az 100 um), neni limitovana velikosti pacienta a nevyzaduje
pouziti izotopicky znacenych sond. Kontrastni latky v mikromolarnich koncentracich méni
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relaxacni Casy sousednich protonu vody a zvySuji tak kontrast. Mohou ménit kontrast Ti 1 T
vazenych obrazi. Paramagnetické latky zkracuji zejména T, relaxaci vody, zatimco superpara—,
ferro— a ferri— magnetické latky maji dominantni vlivna T, relaxaci.

Znadeni bunék nanod¢asticemi

Nejcastéji pouzivané superparamagnetické kontrastni latky pro magnetickou rezonanci jsou na
bazi oxidu Zeleza (SPIO). Seznam komerénich kontrastnich latek zahmuje ferumoxidy obalené
dextranem (Endorem®, Feridex®), ferucarbotran (Resovist®), ferumoxan (Sinerem®, Combidex®),
ferumoxsil (Lumirem®, Gastromark®). VSechny tyto kontrastni latky byly vyvinuty k
zobrazovani organi pro rutinni klinicka vysetieni, ale zacaly se pouzivat i ke znaceni bunck
(Corot, C. et al.: Advanced drug delivery reviews, 58 (2006) 1471). Lisi se hlavné svoji velikosti
a povrchem, coz ovliviiuje zejména jejich endocytézu. Vétsina komercnich latek nema idealni
vlastnosti z hlediska znaceni bun¢k, vétSinou se jednd o malou Gcinnost znaceni, piipadné ma
jejich pritomnost v burice negativni efekt na bunéénou diferenciaci nebo rust.

Obecné plati, Zze pro maximalni kontrast intracelularné znacenych bunck je dileZitym
parametrem pocet Castic absorbovanych burikami. Endocytézu komer¢nich kontrastnich latek 1ze
zlepsit transfekénimi Cinidly (Arbab, AS. et al.: Radiology, 229 (2003) 838), ktera zvysuji
ucinnost znaéeni zkracuji dobu nezbytnou pro pfijem nanocastic do bunék. Endocytoza
nanocastic pres bunéénou membranu muze byt rovnéz usnadnéna pouzitim elektroporace (Gilad,
AA. et al.: Magn Reson Med, 60 (2008) 1), specifickym cilenim a endocytdézou nanocastic pres
receptory transferinu  (Bulte, JW. et al. Proc. Nat. Acad. Sci. 96, (1999) 15256),
magnetodendrimery (Bulte, JW. et al.: Academie radiology, 9 Suppl 2 (2002) S332) nebo
transdukénimi €inidly, jako je napf. TAT protein odvozeny od HIV (Kircher, MF. et al.: Cancer
research, 63 (2003) 6838). Pro klinické aplikace jsou s vyhodou pouzivany takové kontrastni
latky, které¢ neobsahuji jiné piisady k usnadnéni endocytozy, ¢imz odpada nutnost schvalovani
dalsiho ptipravku pro I¢kaiské pouziti.

Dalsim aspektem znaceni bunck kontrastnimi latkami je jejich vliv na regeneracni potencial
kmenovych bun¢k po transplantaci. Bylo pozorovano, ze znac¢eni lidskych neuralnich kmenovych
bunc¢k magnetickymi nanocasticemi neovlivnilo jejich preziti, migraci nebo déleni a nedoslo ke
zméné elektrofyziologické vlastnosti neuronu (Guzman, R. et al.: Proc. Nat. Acad. Sci. 104,
(2007) 10211). Nedavna studie na neurdlnich kmenovych burikach naproti tomu ukazala, Ze
buriky znacené¢ komplexem gadolinium-rhodamin-dextran transplantované po iktu do
kontralateralni hemisféry nemigrovaly do oblasti penumbry a ani nijak vyznamné nezlepsily
deficit chovani ve srovnani s buitkami zna¢enymi pouze fluorescenénim barvivem. Naopak, 1 rok
po transplantaci doSlo k mimému nartstu velikosti 1éze. Tato prace zdliraznila nezbytnost
dlouhodobych studii, protoze vétsina pouzivanych kontrastnich latek nebyla pivodné urena pro
zobrazovani bunc¢k (Modo, M. et al.: Neurolmage, 47 Suppl 2, (2009) T133).

Tento vynalez fesi problematiku znaceni bunék nanocasticemi pro neinvazivni sledovani bunck
pomoci magnetické rezonance a optického zobrazovani a soucasné detekei bunck in vitro
fluorescencnim mikroskopem. Nanocastice nevykazuji vedlej§i cytotoxické a genotoxické
ucinky, a pritom je citlivost detekce diky jejich vysoké relaxivité vyssi. Bimodalni latky pro
znaceni bun¢k s navazanou fluorescenéni znackou mohou slouzit k detekci transplantovanych
bun¢k v téle pfijemce magnetickou rezonanci in vivo a soucasné k detekei bun€k ve tkani pomoci
histologie fluorescenénim mikroskopem.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu jsou bimodalni nanocastice CZF-F, pfipravené modifikaci feritovych jader
enkapsulovanych do hydratované¢ho oxidu kiemicitého pomoci fluorescencniho ¢inidla, a zptisob
jejich pouziti pro znaéeni a sledovani bunék in vivo pomoci magnetické rezonance a optického
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zobrazovani, a in vitro pomoci fluorescenéni mikroskopie. Vynalez vyuziva feritova jadra
obecného vzorce Coi—ZnFe:044y (CZF) |, kde x je 0,2 az 0,8, s vyhodou 0,4 az 0,6 opatienych
souvislou vrstvou hydratovan¢ho oxidu kiemicit¢ho v tloustce v rozmezi 1 az 100 nanometra
(viz dokument CZ 307623).

Nanocastice pro magnetické a fluorescencni znaceni bun€k se skladaji z jader opatfenych
hydrofilnim obalem zaji§tujicim biokompatibilitu materialu s moznosti navazani fluorescencniho
¢inidla. Obal jader zajistuje fluorescencni signal a stabilitu vodnych suspenzi nanocastic v
rozsahu hodnot pH 5 az pH 9, v souladu s biologickym prostiedim.

Pfipravené nanolastice CZF-F v koncentraci 0,02 aZ 03 mmol.dm ¢z nesniZuji
zivotaschopnost bunék, neovliviiuji fyziologické funkce (napfiklad diferencia¢ni potencial u
multipotentnich kmenovych bunék) a nejsou genotoxické (nezpusobuji poskozeni DNA, lipida
ani proteinu). Pfipravené nanocastice jsou urceny pro znaceni zivych bunck, vhodnych pro
bunéénou terapii ve zvifecich experimentalnich modelech i ve veterinami a klinické medicing,
jako je transplantace bunc¢k do ischemickych a traumatickych 1€zi (napiiklad iktus, srdecni
ischemie, misni poranéni), degenerativnich onemocnéni (napiiklad, artroza kloubu),
neurodegenerativnich onemocnéni (ALS), metabolickych chorob (diabetes, ateroskleréza). Zivy
piijemce je experimentalni model (laboratorni zvife) nebo pacient veterinarni nebo humanni
mediciny. Post mortem nebo ex vivo (biopsie) lze bunky oznacené CZF-F detekovat ve tkani
piijemce pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Po podani bun¢k s obsahem nanocastic v cytoplazmé je mozné neinvazivni metodou, pomoci
magnetické rezonance a optického zobrazovani, sledovat pohyb znacenych bunék v téle piijemce
a nasledng¢ je detekovat pomoci fluorescenéniho mikroskopu ex vivo v biopsiich a histologickych
vzorcich.

Pripraven¢ nanocastice CZF-F pfedstavuji vhodny material ke sledovani distribuce a prab&hu
cesty bunck transplantovanych do organizmu, véetné jejich in vivo migrace s moznosti ovéreni
ucinnosti zna¢eni pred transplantaci pomoci prutokového cytometru nebo fluorescenéniho
mikroskopu a nasledn¢ post mortem nebo z biopsie histologicky pomoci fluorescenéniho
mikroskopu. Pripravené nanocastice CZF-F jsou vhodné pro neinvazivni sledovani zna¢enych
bunck v téle pfijemce a slouzi a) ke znaceni adherentnich bun¢k ex vivo (mezenchymovych
kmenovych bun€k z kostni diené, placenty, pupecnikové tkang, tukoveé tkang, bunék olfaktoricke
glie z ¢ichového epitelu, neuralnich progenitorovych buné€k, indukovanych pluripotentnich bunck
a jejich derivatu, embryonalnich kmenovych bunék a jejich derivath, endothelidlnich bungk,
Langerhansovych ostrivkl, fibroblasti a nadorovych linii); b) k ovéfeni ucinnosti znaceni
pomoci pratokové cytometrie a piipadného vybéru pouze znaCenych bunck (mezenchymovych
kmenovych bunck z kostni diené, placenty, pupecnikové tkang, tukové tkang, bunék olfaktoricke
glie z ¢ichového epitelu, neuralnich progenitorovych buné€k, indukovanych pluripotentnich bunck
a jejich derivati, embryonalnich kmenovych buné¢k a jejich derivath, endotelidlnich bunck,
Langerhansovych ostriuvka, fibroblasti a nadorovych linii); ¢) k podani znacenych bunck
(mezenchymovych kmenovych bunék z kostni diené, placenty, pupeénikové tkané, tukoveé tkang,
bunck olfaktorické glie z €ichového epitelu, neuralnich progenitorovych bun€k, indukovanych
pluripotentnich bunck a jejich derivatli, embryonalnich kmenovych bunck a jejich derivatu,
endotelialnich bunék, Langerhansovych ostravkl, fibroblasti a nadorovych linii) Zivému
prijemci (zvifeti nebo cClovéku s ischemickou nebo traumatickou 1€zi, s degenerativnim,
neurodegenerativnim, nadorovym nebo metabolickym onemocnénim), kdy nanoc¢astice umoziuji
sledovat pohyb, umisténi a preziti exogennich bun¢k prostiednictvim MRI nebo optického
zobrazeni. Z nasledné post mortem histologic nebo biopsie lze ovéfit preziti, migraci a cestu
transplantovanych bunék ve tkani (napfiklad v nervové tkani, cévach, jatrech, chrupavce,
epidermis, nadorové tkani).

Nanocastice pro magnetické a fluorescencni znaceni bunck se pfipravi kovalentnim navazanim
fluorescenéni znacky, s vyhodou fluoresceinu, na vrstvu hydratovaného oxidu kfemicité¢ho ¢astic
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tvofenych jadry feritt, s vyhodou nanokrystala feriti obecného vzorce Coi—ZniFe,04.y (CZF),
kde x je 0,2 az 0,8, s vyhodou 0,4 az 0,6, enkapsulovanych do hydratovan¢ho oxidu kfemicitého.
Fluorescenéni znacka je navazana pomoci adi¢ni reakce mezi aminoalkylalkoxysilanem, s
vyhodou aminopropyltricthoxysilanem, a ¢inidlem obsahujicim skupinu s nasobnou vazbu, s
vyhodou fluorescein—isothiokyanatem obsahujici skupinu C=N. Pro omezeni hydrolyzy
navazanych molekul fluorescencniho ¢Cinidla je nasledné uskuteénéna reakce bazické
polykondenzace alkylsiloxanu, s vyhodou tetracthoxysilanu nebo jeho derivatl, s nastavenim
vhodnych podminek pfipravy. Jsou tak ziskany suspenze vysoce stabilni ve vodném prostredi pii
pH > 4. Hydrofilni obal z vrstvy hydratovan¢ho oxidu kfemicit¢ho zaroven zamezuje expozici
magnetickych jader bunéénému prostiedi, coZz zajiStuje dostateCnou biokompatibilitu a
pouzitelnost pro medicinské aplikace.

Vynalez je blize objasnén v nasledujicich prikladech provedeni. Tyto priklady, které predstavuji
pripravu nanokrystalu feritové faze pro magnetické znaceni bun¢k podle vynalezu, maji vyhradné
ilustrativni charakter a rozsah vynalezu v Zadném ohledu neomezuyji.

Nové znaky pfedmétu vynalezu

Novym znakem je navazani fluorescenéni latky. Priprava CZF-F nanocastic pro magnetické a
fluorescencni znaCeni bunék je provedena tak, Ze na jadra feriti obecného vzorce
Co1xZnyFe;O044y, kde x je 0,2 az 0,8, o velikosti nanokrystalu v rozmezi 1 az 90 nanometra, ktera
jsou enkapsulovana do hydratovaného oxidu kiemicitého v tloustce v rozmezi 1 az 100
nanometrl, jsou postupnymi reakcemi kovalentn¢ navazany aminoalkylalkoxysilan, s vyhodou
aminopropyltriethoxysilan, v bazickém prostredi pii teploté v rozmezi 20 °C az 50 °C po dobu v
rozmezi 1 az 24 hod., ¢inidlo tvofici fluorescenéni znacku, s vyhodou fluorescein—isothiokyanat,
v bezvodém prostiedi pii teploté v rozmezi 20 az 90 °C po dobu 1 az 24 hod. a alkoxysilan, s
vyhodou tetracthoxysilan, v bazickém prostredi pii teploté v rozmezi 20 az 80 °C po dobu 1 az 24
hod. Novymi znaky pouziti nanocastic jsou nizkd bunééna toxicita. Buitkky oznacené CZF-F
nanocasticemi v koncentraci 0,03 az 0,2 mM proliferuji stejné jako kontrolni neznacené buiiky,
coz znamena, z¢ znaceni bunék CZF-F nanocasticemi neovliviiuje proliferaci a expanzi bunck
(viz priklad 2). Buiiky lze pozorovat fluorescenénim mikroskopem (viz priklad 3).

Novym znakem je fluorescencné oznaCena buiika, kterou lze analyzovat a oddélit z bunééné
suspenze pomoci pratokoveé cytometrie a nasledného sortovani na zaklad¢ jejiho fluorescenéniho
znaceni. Lze tak snadno zméfit procentualni pomér oznacenych bunék (viz priklad 6) a nasledné
odd¢lit oznacené a neoznacené buiky.

Novym znakem je to, Ze builky znacené nanocasticemi vykazuji vysoky relaxacni pomér R, pfi
niz§im obsahu potencialné toxick¢ho magnetického kovu v burnikach, neZ je dosazeno u bézné
uzivanych magnetickych znacek (viz priklad 7).

Vysoky relaxaéni pomér bunck znacenych nanocasticemi zajistuje jejich snadnou detekei pomoci
magnetické rezonance in vitro 1 in vivo v nizkych koncentracich. Detekovat 1ze pomoci MR
zobrazovani 1 jednotlivé builky (viz piiklad 9). Po podani oznacenych bunck piijemci (zvifeti
nebo cClovéku) lze z odebrané tkané obsahujici transplantované buiky (autopsie, biopsie)
detekovat transplantovan¢ buiky (viz pifiklad 12) ve tkani a pomoci dalsiho
imunohistochemického barveni na ruzné markery analyzovat stav bunck (napfiklad stupen jejich
diferenciace) nebo jejich interakcei s tkani pfijemce (kontakt bunck, zanétliva reakce v pfimém
okoli transplantovanych bungk).

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 znazoriuje snimky A, B a C, kde snimek A zachycuje buiiky znacené nanocasticemi pii
koncentraci 0,11 mmol.dm=czrr v optickém mikroskopu, snimek B zachycuje totéZ jako
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snimek A, av§ak ve fluorescencnim mikroskopu, a C zachycuje prekryti snimku A a B a ukazuje
na pritomnost fluorescenénich ¢astic v burikach;

Obr. 2 znazomiuje graf obsahujici ristové kiivky bunck rMSC znacenych nanocasticemi o
koncentracich 0,055; 0,11 a 0,55 mmol.dm = ¢z,

Obr. 3 znazoruje snimek detailu rtMSC bunck s pfitomnosti nanocastic jako mensich tmavych
mist;

Obr. 4 znazomiuje grafy z FACS analyzy vykazujici hodnoty fluorescence a procento
nanod&asticemi znacenych (0,11 mmol. dm=(czx) riznych typt bunék;

Obr. 5 znazoriuje MR obrazy vzorki bunéénych suspenzi zméfenych pomoci MR spektrometru
Bruker pracujicim s polem 4,7 T ziskané pomoci standardni T2-vazené turbospinové sekvence;

Obr. 6a znazormiuje MR obraz implantitu v mozku potkana in vivo zméfeny 24 hod. po
implantaci pomoci standardni T,—vazené turbospinové sekvence;

Obr. 6b znazomuje MR obraz ziskany T,*-vazenou sekvenci gradientového echa;
Obr. 7 znazoriuje snimek detekce zelené sviticich transplantovanych bunék v mozkové tkani

prijemce, kde modre jsou dobarvena jadra bunck (DAPI).

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1
Priprava suspenze nanocastic sestava z nasledujicich krok:

1. smichani 250 pl aminopropylethoxysilanu a 1 ml chloroformu, ¢imz vznikne roztok
aminopropylethoxysilanu;

2. smichani 10 ml suspenze v ethanolu obsahujici pfiblizné 40 mg jader feritu enkapsulovanych
do hydratované¢ho oxidu kiemicit¢ho, 100 ul koncentrovaného roztoku amoniaku a roztoku
aminopropylethoxysilanu, ¢imz vznikne smés I;

3. dispergace smési I v ultrazvukové 1azni po dobu 5 min.;

4. michani smési I ve sklenéné baiice pii nastavené teploté v rozsahu 10 az 75 °C , s vyhodou pfi
20 °C, po dobu 12 hod;

5. odd€leni meziproduktu I, kde meziprodukt I predstavuje jadra feritu enkapsulovanych do
hydratovan¢ho oxidu kfemicitého s navazanym aminopropylethoxysilanem, od zreagované smési
I odstfedénim pfi 10 000 ot./min. po dobu 10 min.

6. dispergace meziproduktu I v bezvodém ethanolu v ultrazvukové 1azni po dobu 5 min.;

7. opakovani odd¢leni meziproduktu I a nasledné dispergace v trojnasobném provedeni;

8. oddé¢leni rozpoustédla pomoci vakuové odparky;

9. dispergace such¢ho meziproduktu I v ultrazvukové lazni v 6 ml dimethylformamidu;
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10. smichani 1,5 mg fluorescein—isothiokyanatu a 1 ml dimethylformamidu, ¢imz vznikne roztok
fluorescein—isothiokyanatu;

11. smichani suspenze meziproduktu [ v dimethylformamidu a roztoku fluorescein—
isothiokyanatu, ¢imz vznikne smés 11,

12. dispergace smési Il v ultrazvukové lazni po dobu 5 min.

13. michani smési Il ve sklenéné barice se zpétnym chladiCem uloZené v olejové lazni, pfi
nastavené teploté v rozsahu 10 az 90 °C, s vyhodou pfi 80 °C, po dobu 12 hod ;

14. oddé€leni meziproduktu II, kde meziprodukt I predstavuje jadra feritu enkapsulovanych do
hydratovan¢ho oxidu kiemicitého s navazanym fluoresceinem, odstiedénim pii 10 000 ot./min.

po dobu 10 min.

15. smichani 15 ml ethanolu, 3 ml demineralizované¢ vody a 1 ml koncentrovaného roztoku
amoniaku, ¢imz vznikne silaniza¢ni roztok;

16. smichani meziproduktu II a silaniza¢niho roztoku, ¢imz vznikne smés I11;
17. dispergace smési Il v ultrazvukové lazni, po dobu 5 min.;
18. smichani smési Il a 5 pl tetracthoxysilanu, ¢imz vznikne smés IV;

19. michani smési IV pfi nastavené teploté v rozsahu 10 az 90 °C, s vyhodou pii 57 °C, po dobu
v rozmezi 0,5 az 24 hod., s vyhodou 4 hod ;

20. odd€leni produktu nanocastic odstiedénim pii 10 000 ot./min. po dobu 10 min ;
21. dispergace produktu nanocastic v ethanolu v ultrazvukové lazni po dobu 5 min.;

22. opakovani odd¢€leni produktu nanocdastic a nasledné dispergace v ethanolu v dvojnasobném
provedenti;

23. opakovani oddéleni produktu nanocastic a nasledné dispergace v demineralizované vod¢ v
trojnasobném provedeni.

Meziprodukty:

I = jadra feritu enkapsulovanych do hydratovaného oxidu kiemi¢ittho s navazanym
aminopropylethoxysilanem

I = jadra feritu enkapsulovanych do hydratovaného oxidu kfemicditého s navazanym
fluoresceinem

Vstupni latky:

aminopropyltriethoxysilan (silaniza¢ni ¢inidlo s aminovou skupinou, p.a.)
demineralizované voda (rozpous$tédlo, vodivost < 0,01 mS.m™)
chloroform (rozpoustédlo, p.a.)

ethanol (bezvodé rozpoustédlo, p.a.)

ethanol (rozpoustédlo, 96 %, p.a.)

fluorescein—isothiokyanat (fluorescenéni Cinidlo, p.a.)

koncentrovany vodny roztok amoniaku (25 %, p.a.)
N,N-dimethylformamid (bezvodé¢ rozpoustédlo, p.a.)
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suspenze v ethanolu rozptylenych jader feritu (CZF) enkapsulovanych do hydratovaného oxidu
kfemicit€¢ho (viz dokument CZ/307623)
tetracthoxysilan (silaniza¢ni ¢inidlo, p.a.)

Vysledny produkt: nanocastice obsahujici jadra feritu enkapsulovanych do hydratovaného oxidu
kfemicit¢ho a modifikovanych fluoresceinem.

Piiklad 2
Znadeni bunék nanod¢asticemi

Vstupni latky: bunécna suspenze, suspenze nanocastic CZF-F, kultiva¢ni medium DMEM +10 %
FBS + primocin

Postup znac¢eni bunék nanocasticemi zahrmuje nasledujici kroky:

1. Vyseti mesenchymalnich kmenovych bun¢k do kultiva¢nich lahvi;

2. Pridani vodné suspenze nanocastic pfipravenych podle prikladu 1 po 2 hodinach do media
(DMEM +10% FBS + primocin) tak, aby vysledna koncentrace CZF-F v mediu byla 0,055, 0,11
a 0,55 mmol.dm‘3(czp_p);

3. Kultivace mesenchymalnich kmenovych bunék v kultivacnim médiu DMEM +10% FBS +
primocin s koncentracemi 0,055, 0,11 a 0,55 mmol. dm~>cz—) po dobu 6 aZ 72 hod, s vyhodou
48 hod.;

4. Po 48 h vymé&na média za Cisté, bez nanocastic.

Priklad 3

Mikroskopie znac¢enych bunck

Postup mikroskopie znaenych bunck zahmuje:

1. Pozorovani mezenchymovych stromalnich bunék potkana (rMSC) znacenych nanocasticemi
CZF-F podle prikladu 2 v optickém mikroskopu a fluorescenénim mikroskopu (obr. 1).

Buitky v kontaktu s nanoCasticemi pfipravenymi podle pfikladu 1 adheruji a proliferuji a
endocytuji nanocastice CZF-F (viz obr. 1). Ucinnost znaceni lze ovéfit pomoci priitokové
cytometrie.

Priklad 4

Me¢ieni viability a proliferace

Zpusob méfeni viability a proliferace zahrnuje nasledujici kroky:

1. Proliferace v realném case se méii metodou RTCA xCELLigence (ACEA);

2. Vyseti bunck tMSC do E-Plate desti¢ek v poctu 20 000 bunék na jamku;

3. Po 2 hod pridani vodné suspenze nanocastic CZF-F pripravenych podle prikladu 1 s
vyslednymi koncentracemi v jamkach 0,055; 0,011 a 0,55 mmol. dm=(czes);

4. Méfeni proliferace pro dobu 48 hodin.
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Prubéh rustovych kfivek bunék s pfitomnosti nano&astic o koncentraci 0,055 a 0,11 mmol.dm= je
témér shodny s tvarem ristové kfivky neznaCenych bunék (viz obr. 2). Nejvyssi koncentrace
nanocastic zpomaluje rust bunc¢k oproti neznaCenym burikam 1 buitkam znacenych niz$imi
koncentracemi nanocastic.

Priklad 5

Transmisni elektronova mikroskopie bunék znacenych nanocasticemi

Zpusob transmisni elektronové mikroskopie bunck zna¢enych nanoc¢asticemi zahruje nasledujici
kroky:

1. Oznaceni tMSC bunék podle prikladu 2;

2. Fixace a zpracovani bunck pro potieby elektronové mikroskopie;

3. Pozorovani bun¢k v elektronovém mikroskopu

Na obr. 3. jsou patrmé ¢etné shluky nanocastic uvnitf zna¢enych bun¢k. Shluky nanocastic jsou
rovnoméme rozmistény v bunééné cytoplazmé a neni viditelné, Ze se hromadi na bunééné
membrang.

Priklad 6

Stanoveni u€innosti znaceni pomoci priitokove cytometrie

Zpusob semikvantitativniho stanoveni G€innosti znaceni riznych typu bunck fluorescenénimi
nanocasticemi zahrnuje nasledujici kroky:

1. Oznaceni bun¢k (lidskych a potkanich mezenchymovych kmenovych bunék, potkani a lidské
nadorov¢ linie) podle piikladu 2

2. Po 48 h vymyti pfebytecnych nanocastic kultiva¢nim médiem a oplach PBS;

3. Sklizeni oznacenych bunc¢k pomoci trypsinW/EDTA a pfiprava bunééné suspenze v PBS pro
potieby prutokové cytometrie.

4. Analyza pratokovym cytometrem.

Z m¢éfeni jsou vyhodnoceny nasledujici parametry: procenta znacenych bunck a stfedni intenzita
fluorescence (MFI), viz obr. 4.

Priklad 7

Relaxivita bun¢k znacenych nanocasticemi

Pritomnost nanocastic v rtMSC bunkach pfipravenych a oznacenych podle piikladu 2 je ovérena
pomoci relaxometrie. Stanoveny relaxa¢ni pomér bunééné suspenze R, odpovida kontrastu v

MR obrazu.

Zpusob stanoveni a ovéfeni relaxivity bunc¢k znadenych nanocasticemi zahrnuje nasledujici
kroky:

1. Bunécna suspenze se rozptyli ve 4% Zelating, ktera zabrani usazovani bun¢k béhem méieni;



10

15

20

25

30

35

40

CZ 308154 B6

2. Pomoci relaxometru se méfici sekvenci CPMG stanovi relaxaéni ¢as T2 vzorku;

3. Relaxacni €as se prepocita na relaxacni pomér vztazenim prevracené hodnotu relaxaéniho ¢asu
na koncentraci bun¢k v daném objemu po odecteni prispévku Cisté Zelatiny.

Relaxaéni pomér R vzorki rMSC bunck zjisténé pomoci relaxometru Bruker Minispec pii
magnetickém poli 0,5 T jsou uvedeny v tabulce:

Koncentracse (CZF-F Relaxainil pomd&r By (0,5 T
v om&cdin [mmol . dm3) {2108 burdvw/mili
O, 085 g, 85
.11 1,558
Piiklad 8

Stanoveni obsahu prvku metodou ICP-MS

Metodou ICP-MS je stanoven obsah prvka (Co, Zn a Fe) ve znaCenych buiikach podle
prikladu 2. Mé&feni metodou ICP-MS jsou provadéna na spektrometru Elan DRC-e (Perkin
Elmer, Concord, Kanada) vybaveném koncentrickym zmlzovacem s cyklonickou mlznou
komorou a reakéni/kolizni celou (DRC) pro eliminaci interferenci, a peristaltickym cerpadlem
Gilson 212. Pro stanoveni kobaltu, Zeleza a zinku jsou monitorovany isotopy *’Co, >"Fe a *Zn.

Zpusob stanoveni obsahu prvki metodou ICP-MS zahrnuje nasledujici kroky:

1. Priprava kalibracnich roztoku stanovovanych prvki i1 roztoku wnitiniho standardu (Rh)
fedénim roztoku o koncentraci 1,000 + 0,002 g/1 (Merck, Darmstadt, SRN);

2. Uprava pH méienych roztoki pomoci koncentrovaného roztoku kyseliny dusiéné (Suprapur,
Merck), (5ml1/100ml);

3. Doplnéni vzorku pfipravenych podle piikladu 2 demineralizovanou vodou (Milii—Q, Millipore,
USA) na 50 ml;

4. Kvantitativni pfevedeni vzorku pomoci koncentrované kyseliny dusicné do teflonovych
nadobek pro mikrovinny rozklad;

5. Rozklad v mikrovinném zafizeni (Uniclever BMI-Z, Plazmatronika, Polsko) ve smési 3 ml
koncentrované kyseliny dusi¢né a 1 ml koncentrované kyseliny fosfore¢né;

6. Pfevod vzorki po rozkladu do 50 ml odmémych banck;
7. Redéni vzorka 10x pro vlastni analyzu.

Hodnoty obsahu analyzovanych prvku jsou uvedeny v nasledujici tabulce:
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¥onco. CZ¥F Obsah prvku {pg ¥ bufce]

fmol . dm 7] Co Zn Pe

0,05 2,767 4,28 10,198

0,11 6,346 &,01 27,97
Priklad 9

In vitro MR zobrazeni bun¢k znac¢enych nanocasticemi

Zobrazovani vzorku znacenych bunék in vitro je vyhodné k prokazani citlivosti MRI a soudasné
k napodobeni pribchu signalu v mozkové tkani.

Zpusob in vitro MR zobrazeni bun¢k znacenych nanoc¢asticemi zahruje nasledujici kroky:

1) Suspenze bunck znacenych podle prikladu 2 se rozptyli ve 4% roztoku Zelatiny podle
prikladu 9. Pro posouzeni citlivosti je nezbytné pfipravit suspenze s riznym poctem znacenych a
neznacenych bunék slouzicich jako kontrolni vzorek;

2) Vzorky se vlozi do tomografu a MR obrazy se zmé&fi standardnimi T»— nebo T, * —vazenymi
zobrazovacimi sekvencemi.

MR obrazy vzorkli bunéénych suspenzi zméfenych pomoci MR spektrometru Bruker pracujicim
s polem 4,7 T ziskané pomoci standardni Tr—vaZzen¢ turbospinové sekvence (parametry sekvence:
repeticni Cas TR = 2 000 ms, efektivni echoCas TE = 72 ms, turbofaktor = 8, pocet akvizic AC =
8, zobrazené pole FOV = 45 x 45 mm, matrice MTX = 512 x 512, tloustka vrstvy 0,5 mm,
nastavena geometrie poskytuje srovnatelnou velikost voxelu jako u béznych in vivo méfeni) jsou
v obr. 5.

Pfi pouziti obou sekvenci poskytuji buiky znaCené nanocasticemi vynikajici kontrast
(hypointenzni signal, vzorky C-E resp. G-I) ve srovnani s neznacenymi butikami (vzorky B, F).
Viditelny kontrast v MR obrazu je pozorovan i u vzorku, jehoz kazdy obrazovy voxel obsahuje
praméme pouhé 0,6 buriky.

Obrazek 5:

A — vzorek obsahujici Cisty gel bez bunck

B — vzorek obsahujici 19500 neznacenych buncék v 0,5 ml, tj . prim&mé 0,6 buniky na obrazovy
voxel

C - vzorek obsahujici 19500 znacenych bunék v 0,5 ml tj. primémé 0,6 buiiky na obrazovy
voxel; buiiky byly znadeny nano&asticemi o koncentraci 0,055 mmol.dm?*czr) v médiu.

D - vzorek obsahujici 19500 znacenych bun¢k v 0,5 ml tj. praimémé 0,6 buiiky na obrazovy
voxel; buiiky byly znadeny nano¢asticemi o koncentraci 0,11 mmol.dm? s v médiu.

E - vzorek obsahujici 19500 znacenych bunck v 0,5 ml tj. primémé 0,6 buiiky na obrazovy
voxel; buiiky byly znageny nano¢asticemi o koncentraci 0,55 mmol.dm? . v médiu.

F — vzorek obsahujici 625000 neznacenych bunck v 0,5 ml, tj . primémé 19 bun¢k na obrazovy
voxel

G - vzorek obsahujici 625000 znacenych bunck v 0,5 ml tj . primémé 19 bunck na obrazovy
voxel; buiiky byly znageny nano¢asticemi o koncentraci 0, 055 mmol.dm? s v médiu.

H - vzorek obsahujici 625000 znacenych bunck v 0,5 ml tj . pram&mé 19 bunck na obrazovy
voxel; buiiky byly znadeny nano¢asticemi o koncentraci 0,11 mmol.dm? s v médiu.

-10 -
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I — vzorek obsahujici 625000 znacenych bun¢k v 0,5 ml tj . primémé 19 bunck na obrazovy
voxel; buiiky byly znageny nano¢asticemi o koncentraci 0,55 mmol.dm? . v médiu.

Priklad 10
In vivo MR zobrazeni bun¢k znacenych nanocasticemi

Znacen¢ bunky podle piikladu 2 se transplantuji do mozku potkanti kmene Wistar a provede se
standardni vySetfeni na MR tomografu.

Zpusob in vivo MR zobrazeni bun¢k znacenych nanocdasticemi zahrnuje nasledujici kroky:
Implantace bunék:

1) Buriky se oznadi nano&asticemi ve vysledné koncentraci 0,11 mol.dm’ . po dobu 48 hod.,
poté se oplachnou ¢istym médiem a sklidi pomoci trypsint/EDTA;

2) Suspenze se upravi na vysledny obsah 25 000 bunék rMSC v 10 ul;
3) Experimentalni potkan se¢ anestezuje pasivni inhalaci 2 % isofluranu ve vzduchu;

4) Po navrtu lebky se implantuji 2 ul bunééné suspenze do parietalni mozkové kiry (koordinaty 3
mm front., 3 mm dx. od bregmatu, 2 mm do hloubky od povrchu tvrd¢ pleny);

5) Po implantaci se navrt uzavie kostnim voskem a mékkeé tkané se sesiji;
In vivo MR vySetfeni
6) Potkan se anestezuje pasivni inhalaci 1,5 az 2 % isofloranu ve vzduchu;

7) Potkan se umisti do specialniho vyhiivaného drzaku, se kterym se zvife vlozi do MR
tomografu;

8) Pro zakladni lokalizaci s¢ zmé&fi jednoduché sagitalni, koronalni a pficné snimky napt. rychlou
gradientovou echo sekvenci;

9) Znacen¢ bunky se detekuji pomoci standardni T,—vazené zobrazovaci sekvence (napf.
turbospinové echo) nebo T, *—vazené sekvence (gradientove echo);

10) V prub¢hu experimentu se monitoruje dychani experimentalniho zvifete.

MR obraz implantatu v mozku potkana in vivo zméfeny 24 hod. po implantaci pomoci standardni
Ty—vazené turbospinové sekvence (TR =2 000 ms, TE = 42,5 ms, turbofaktor =4, AC = 16, FOV
=30 x 30 mm, matrice MTX 256 x 256, tloustka vrstvy 0,75 mm) na MR spektrometru Bruker
4,7 T je na obr. 6a. MR obraz ziskany T,*—vazenou sekvenci gradientového echa (TR = 180 ms,
TE = 12 ms, stejna geometrie zobrazeni) je na obr. 6b.

Obr. 6a a obr. 6b prokazuji, Ze buiikky znacené nanocasticemi podle pfikladu 2 jsou velmi dobfe
rozeznatelné ve tkani in vivo. Bunééné implantaty znacené nanocasticemi jsou zietelné jako
hypointenzni signal v pravé hemisféfe pfi poctu 5000 transplantovanych bunck v 2 pl média.
Neznacené bunééné implantaty v levé hemisféfe jsou viditelné na MR T,—vaZenych snimcich
jako tkaniova nechomogenita bez hypointenzniho signalu (obr. 6a).

Priklad 11

Genotoxicita

-11 -
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Poskozeni DNA je studovano pomoci jednobunécné gelové elektroforézy (kometovy test). Pro
pokus se pouziva alkalicka verze testu, ktera umoziuje detekei jedno— a dvouretézcovych zlomu
DNA.

Zpusob stanoveni a ovéfeni genotoxicity nanoc¢astic zahrnuje nasledujici kroky:

1. Sklizeni bunék znacenych nanocasticemi podle prikladu 2;

2. Umisténi bunck na testovaci skla (Ctyfi skla pro kazdy vzorek)/

3. Lyzace bun¢k v lyzacnim roztoku pii pH 10;

4. Oplach PBS a inkubace dvou skel s FPG a endonukleazou III po dobu 1 hod. pii 37 °C;

5. Inkubace dal$ich 2 skel v pufru pouzitém pro fedéni enzymu (0,1 mol KCI, 4 mmol EDTA, 2.5
mmol HEPES, 2 % BSA);

6. VloZeni vzorku lyZovanych bunék do alkalického pufru na dobu 40 min., aby doslo k uvolnéni
DNA;

7. Provedeni elektroforézy v Cerstvém alkalickém pufru po dobu 20 min ;

8. Neutralizace vzorka v roztoku 0,4 mol Tris obsahujicim 0,005 % ethidiumbromidu;
9. Oplach destilovanou vodou;

10. Fixace methanolem a suseni pii pokojové teplote;

11. Analyza vzorki pomoci VANOX BHS fluorescencniho mikroskopu a hodnoceni mnozstvi
uvolnéné DNA softwarem Lucia G 4.81.

Vysledky se uvadi jako procento DNA vyexportované do ocasu komety (Tail DNA %).

Celkové poskozeni DNA (total DNA damage, enzymatické) a zlomy (DNA-SB, bez enzymil) se
pocitaji na 2 x 50 nespecificky (nahodn¢) vybranych burikach. Stupen oxidativniho poskozeni se
vyjadiuje jako rozdil mezi medianem celkového poskozeni DNA a medianem zlomi. Pro oba
typy poskozeni DNA se ziskaji ¢tyfi hodnoty pro jeden vzorek. K obéma typum poskozeni
dochazi pouze pii nejvyssi koncentraci 0,55 mmol.dm®czr_r ve vzorku, zatimco u vzorku s
niz§imi koncentracemi CZF poskozeni DNA nenastane podobn¢ jako u neznacenych kontrol.
Priklad 12

Histologicka detekce oznacenych bunck

Zpusob histologické detekcee oznacenych bunck zahrnuje nasledujici kroky:

1. Uvedeni potkanu do celkové anestézie a perfundace pres levou srdeéni komoru
solnofosfatovym pufrem a 4% paraformaldehydem (pH 7.4);

2. Vynéti mozku a fixace pres noc v 4% paraformaldehydu;
3. ZamraZeni v 30 % roztoku sukrozy;

4. Narezani mozkové tkané na fezy o tloust'ce 40 pm;

-12 -
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5. Zamontovani na skli¢ko.

Transplantované buiiky jsou detekovany pod fluorescencnim mikroskopem v mozkové tkani
(Obr.7).

Prumyslova vyuzitelnost

Hybridni nanocastice spinelové feritové faze obecného vzorce Coi—ZnyFe;0s4, opatienych
souvislou vrstvou hydratovaného oxidu kiemicitého se zabudovanou fluorescenéni znackou
podle tohoto vynalezu mohou byt pouzity jako bimodalni ¢inidlo pro znaceni bunck a jejich
naslednou vizualizaci pomoci magnetické rezonance a fluorescen¢niho mikroskopu. Znaceni a
zobrazovani bunc¢k je velice dobfe vyuzitelné v riznych vyzkumnych oblastech, véetné
biologického a 1ékaiského vyzkumu, kde je provadén vyzkum a vyvoj v oboru bunécné terapic a
jeji pfevod do klinické praxe.

Bylo zisténo, Zze znaceni bunék pripravenymi nano¢asticemi je vyhodnéj$i neZ znaceni ¢asticemi
oxidu zeleza diky vys§§im hodnotam T, relaxivity (napf. v poli 0,5 T dosahuje T, hodnot kolem
500 s . mmol~!.dm*re) pro nanocastice s krystalickymi jadry o velikosti 15 nm az 50 nm oproti
hodnot& 200 s™ mmol™.dm’ . pro nanog&astice y-Fe20s s dextranovym potahem).

Dalsi vyhodou predkladaného feseni s pouzitim takto modifikovanych nanocastic je podstatné
mens$i zat¢z sledovan¢ho zivého organizmu neZz v pfipadé pouziti SPIO ¢astic, nebot” SPIO
nanocastice mohou poskozovat DNA, lipidy a proteiny (Novotna, B. et al: Toxicology Letters,
210 (2012) 53).

Pripravené¢ nanocastice predstavuji vhodny material ke sledovani distribuce a prabéhu cesty
bunck transplantovanych do organizmu, v¢etné jejich in vivo migrace s moznosti ovéfeni
ucinnosti znaceni pred transplantaci pomoci priutokového cytometru nebo fluorescenéniho
mikroskopu a nasledn¢ post mortem nebo z biopsie histologicky pomoci fluorescenéniho
mikroskopu. Pfipravené nanocastice jsou vhodné pro neinvazivni sledovani znacenych bunék v
té¢le prijemce a slouzi a) ke znaceni kmenovych bunck ex vivo; b) k ovéfeni ucinnosti znaceni
pomoci prutokové cytometric a pripadného vybéru pouze znacenych bunck; ¢) k podani
znacenych kmenovych bunék vyse Zivému piijemci, kdy nanocastice umoziyji sledovat pohyb,
umisténi a preziti exogennich bunck prostfednictvim MRI zobrazeni. Z nasledné post mortem
histologie nebo biopsie 1ze ovEfit preziti, migraci a cestu transplantovanych bunék ve tkani.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob pfipravy nanocastic pro magnetické a fluorescencni znaceni bunck, vyznacujici se
tim, Ze v obalu hydratovaného oxidu kiemicitého ¢astic sloZenych z jader feritti obecného vzorce
Co1ZnFe;044y, kde x je 0,2 az 0,8, o velikosti nanokrystalti v rozmezi 1 az 90 nanometra a
souvislé vrstvy z hydratovan¢ho oxidu kfemicité¢ho v tloust'ce v rozmezi 1 az 100 nanometru, je
kovalentné navazana fluorescenéni znacka,

pfi¢emz na jadra feriti obecného vzorce Coi—ZnyFe;044y, kde x je 0,2 az 0,8, s vyhodou 0,4 az
0,6, o velikosti nanokrystali v rozmezi 1 az 90 nanometrii, enkapsulovanych do hydratovaného
oxidu kiemicitého v tlousStce v rozmezi 1 az 100 nanometri, jsou postupnymi reakcemi
kovalentn¢ navazany aminoalkylalkoxysilan, s vyhodou aminopropyltriethoxysilan, v bazickém
prostiedi pii teploté v rozmezi 20 az 50 °C po dobu v rozmezi 1 az 24 hod., ¢inidlo tvofici
fluorescencni znacku, s vyvhodou fluorescein—isothiokyanat, v bezvodém prostiedi pfi teploté v
rozmezi 20 az 90 °C po dobu 1 az 12. hod. a alkoxysilan, s vyhodou tetracthoxysilan, v bazickém
prostiedi pii teploté v rozmezi 20 az 80 °C po dobu 1 az 24 hod.
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2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze pfiprava suspenze nanocastic sestava z
nasledujicich krokii:

— smichani 250 pl aminopropylethoxysilanu a 1 ml chloroformu, ¢imz vznikne roztok
aminopropylethoxysilanu;

— smichani 10 ml suspenze v ethanolu obsahujici priblizn€ 40 mg jader feritu enkapsulovanych
do hydratovaného oxidu kiemicit¢ho, 100 ul koncentrovaného roztoku amoniaku a roztoku
aminopropylethoxysilanu, ¢imz vznikne smés I;

— dispergace smési | v ultrazvukové lazni po dobu 5 min.;

— michani smési I ve sklenéné barice pri nastavené teploté v rozsahu 10 az 75 °C, s vyhodou pfi
20 °C, po dobu 12 hod.;

— odd¢€leni meziproduktu I, kde meziprodukt I predstavuje jadra feritu enkapsulovanych do
hydratovan¢ho oxidu kfemicitého s navazanym aminopropylethoxysilanem, od zreagované smési
I odstfedénim pfi 10 000 ot./min. po dobu 10 min.

— dispergace meziproduktu [ v bezvodém ethanolu v ultrazvukové 1azni po dobu 5 min.;

— opakovani oddéleni meziproduktu I a nasledné dispergace v trojnasobném provedeni;

— oddg¢leni rozpoustédla pomoci vakuové odparky;

— dispergace such¢ho meziproduktu I v ultrazvukové lazni v 6 ml dimethylformamidu;

— smichani 1,5 mg fluorescein—isothiokyanatu a 1 ml dimethylformamidu, ¢imz vznikne roztok
fluorescein—isothiokyanatu;

— smichani suspenze meziproduktu I v dimethylformamidu a roztoku fluorescein—isothiokyanatu,
¢imz vznikne smés 11

— dispergace smési II v ultrazvukové lazni po dobu 5 min.;

— michani smési Il ve sklenéné bance se¢ zpétnym chladicem uloZené v olejové lazni, pii
nastavené teploté v rozsahu 10 az 90 °C, s vyhodou pfi 80 °C, po dobu 12 hod ;

— oddé€leni meziproduktu II, kde meziprodukt II predstavuje jadra feritu enkapsulovanych do
hydratovan¢ho oxidu kiemicit¢ho s navazanym fluoresceinem, odstiedénim pii 10 000 ot./min.
po dobu 10 min_;

— smichani 15 ml ethanolu, 3 ml deminecralizované vody a 1 ml koncentrovaného roztoku
amoniaku, ¢imz vznikne silaniza¢ni roztok;

— smichani meziproduktu II a silaniza¢niho roztoku, ¢imZz vznikne smés 111,

— dispergace smési Il v ultrazvukové 1azni, po dobu 5 min.;

— smichani smési Il a 5 pl tetracthoxysilanu, ¢imz vznikne smés IV,

— michani smési IV pfi nastavené teploté v rozsahu 10 az 90 °C, s vyhodou pii 57 °C, po dobu v
rozmezi 0,5 aZ 24 hod., s vvhodou 4 hod.;

— odd¢leni produktu nanocastic odstfedénim pii 10 000 ot./min. po dobu 10 min ;

— dispergace produktu nanocastic v ethanolu v ultrazvukové 1azni po dobu 5 min.;

— opakovani oddéleni produktu nanocastic a nasledné dispergace v ethanolu v dvojnasobném
provedenti;

— opakovani odd¢€leni produktu nanocastic a nasledné dispergace v demineralizované vod¢ v
trojnasobném provedeni.

3. Nanocastice pro magnetické a fluorescencni znaceni bunck, vyznacujici se tim, Ze v obalu
hydratovan¢ho oxidu kifemicitého castic sloZzenych =z jader feriti obecného vzorce
Coi1xZnyFe;044y, kde x je 0,2 aZz 0,8, o velikosti nanokrystalt v rozmezi 1 az 90 nanometru a
souvislé vrstvy z hydratovan¢ho oxidu kifemicitého v tloust’ce v rozmezi 1 az 100 nanometru, je
kovalentn¢ navazana fluorescenéni znacka.

4. PouZiti nanoCastice pro magnetické a fluorescenéni znaceni bunc¢k podle naroku 3 a/nebo
nanocastice pripravené zpusobem podle kteréhokoliv z naroka 1 az 2 k medicinskym aplikacim,
vyuzivajicich bunénou terapii ve zvifecich experimentalnich modelech, veterinarni medicing a
humanni medicingé: degenerativni a neurodegenerativni  onemocnéni, ischemické 1éze,
traumatické 1éze, metabolické poruchy a nadorova onemocnéni.
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5. Pouziti nanocastice pro magnetické a fluorescenéni znaceni bunc¢k podle naroku 3 a/mebo
nanocastice pfipravené zpusobem podle kteréhokoliv z naroka 1 az 2 jako latky pro zobrazovani
znacenych bunck magnetickou rezonanci.

6. Pouziti nanocastice pro magnetické a fluorescenéni znaCeni bunck podle naroku 3 a/nebo
nanocastice piipravené zpusobem podle kteréhokoliv z naroka 1 az 2 jako latky pro zobrazovani
znacenych bunck fluorescenénim mikroskopem.

7. Pouziti nanocastice pro magnetické a fluorescenéni znaceni bunck podle naroku 3 a/nebo
nanocastice piipravené zpusobem podle které¢hokoliv z narokli 1 az 2 jako latky pro analyzu a
sortovani znacenych bun¢k prutokovym cytometrem.

8. Pouziti nanocastic pro magnetické a fluorescencni znaceni bunc¢k podle naroku 3 a/nebo
nanocastice pfipravené zpusobem podle kteréhokoliv z naroku 1 az 2 v koncentracich
0,001 mmol.dm™ aZ 0,5 mmol.dm™= po dobu 2 az 72 hodin pii inkubaci adherentnich bungk.

9. Pouziti podle naroku 8, vyznacené tim, Ze adherentni buiky zahrnuji fagocytujici buriky,
buriky nadorové, buriky nadorovych linii, epithelialni buiiky a jejich prekurzory, mezenchymové
stromalni builky izolované z kostni diené, tukové tkang, pupecnikové tkané a krve, dale bunky
olfaktorické glie, neuralni kmenové buiiky a neuralni progenitorové buiiky a dendritické buiky.

10. Pouziti nanocastic pro magnetické a fluorescencni znaCeni bunck podle naroku 3 a/nebo
nanocastice piipravené zpusobem podle kteréhokoliv z naroku 1 az 2 v médiu s bunécnymi
kulturami samostatn¢ a/nebo samostatn¢ nebo v kombinaci s chemickou indukei nebo transdukci
nebo v kombinaci s mechanickou indukci nebo transfekei.
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Obr. 1
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Obr. 6a

Obr. 6b
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Obr. 7
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