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Magnetické astice (MP)
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Magneticke
nosice

Nanodastice Mikrocastice

(do 500nm) (0,5-10um)




Maghetické castice (MP)

Superparamagnetické (nulovy zbytkovy magnetismus) -
X
feromagnetlcke velmi rychla separace i ve viskdznim prostredi) _

- Snadna resuspendovatelnost
- Pomala sedimentace
- Velka povrchova plocha (cca 100 m2/g castic, dle vel

- Uniformni distribuce velikosti
(pro zachovani fyzikalni chemickyc

‘ - - Biokompatibilita




Aplikace magnetickych ¢astic (MP)
" In VIVO
-terapeutické vyuziti (nosie ieciv)
= magnetOfekCe (magneticky Ffizena transfekce genu)

s
= hyperthern“e (uvolhovani tepla v cilové tkani prostfednictvim hystereznich « - 4 a
ztrat MP ve vnéjSim proménném magnetickém poli) }5._

”

- MRI - kontrastni agens

In vitro
- diagnostika / separace / znaceni

povrchove mo

magnetické mi astice u

F M separace buné teinu Gi
slozitych smesi pomoci externino

magnetickeho pole

ovane pol




Apl|kace magnetlckych mikrocastic
- izolace NK

(1) Lyze bunécného
materialu

(2) adsorpce NK
(3) promyvaci krok
(4) eluce NK -

Sample M-PVA Wash buffer
Lysis buffer Magnetic beads / Discard
i i binding buffer i supernatant
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~ Stavba m‘agn.étickych ¢astic

* magnetické jadro
— Magnetické vlastnosti .
(nanocastice oxidu zeleza: magnetit Fe;0,, maghemit vy- f
-

Fe,0,, hematit a-Fe,0,)

-

* biokompatibilni obal 2

- ochrana jadra + modifikace vhodnymi funkénimi skupinami «

synteticky polymer (polystyren, polyakrylamid, porézni

sklo, kremicitanova vrstva, silanova vrstva, ...)
biopolymer (agarosa, celuldza, chitosan,...)

lipidova membrana

na zpusobu pripravy, reakeni
pH, pouzité iontové sile apod.
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‘Stavba magnetickych nanogastic

Coating Polymers

LowYor

Poly(ethylene glycol) (PEG) Chitosan Dextran

Polymer Types
End-grafted Polymers Surface Adsorption Polymers Phospholipids
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Chitosan, Dextran, PEI

Iron Oxide
Nanoparticle Core

(prevzato z Veiseh et al, 2010, Design and fabrication of magnetic nanoparticles

for targeted drug delivery and imaging)
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E Probe Distance from Sample (z distance) :
L . &
-/l Bioscope Catalyst, Bruker :
V4 Ve :{
Zobrazovaci rezim: -
Scan asyst mode .
Computer F-d krivka v kazdém bodu rastru = precizni 3
- kontrola silové interakce mezi méericim hrotem«v-
a zobrazovanym vzorkem zabrani posunu

vzorku béehem skenovani

Skenujici sonda:

X2 Piezo 0,5% agardzovy gel nanesen r
X-Y-Z Control rv , A
sklicku,neodymovy magnet

(prevzato z Bruker corp. NY, USA; www.bruker.com) OM snimek MP a AFM hrot-u 600x



Typy z°qb'razc.>va nych MP

MPG — uncoated

MPG — STV-coated

Fcoll

* -y -
°

Snimky MP: Opticky mikroskop OLYMPUS Xl 81, BF, zvétSeni 600x. -



\ L0  Peak Force Error 17.0 um

MPG — uncoated, 2D struktura, 17pum?

MPG — uncoated, 3D topografie, vyskovy profil, 17um?
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MPG — uncoated, 3D topografie,ZOOM 2um? MPG — uncoated, 2D topografie, ZOOM 2um?2



" MPG = STV-coated
. , N\
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Peak Force Error 10.0 pm

MPG — STV-coated, 3D topografie, ZOOM 2um? MPG — STV-coated, 2D topografie, ZOOM 2pum?2
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Fcoll - 3D topografie, vyskovy profil, 8um?

/

Fcoll - 3D topografie, ZOOM 0,5um?

Peak Force Error 8.0 pm

Height 500.0 nm
Fcoll, 2D topografie, ZOOM 0,5um?

888.4 mV




P(HEMA), 3D topografie, scan 0,76pum?
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" Distribuce velikosti MP
Histogram - MPG uncoated | Histogram - MPG - STU

m Cetnost

Histogram - Fcoll

1]
o
[ =
frar]
LH]
L=

m Cetnost

115 2 25 3 35 4 455 5 6 um




MPG- S
scan 600

MPG- uncoated — vyskovy profil 33nm,
scan 300nm?2, RMS (18,4 + 6,2) nm

fil 27m,
1) nm

P(HEMA) — vy3kovy profil 28nm,

F coll — vyskovy profil 14nm, &
Scan 760nm?, RMS (13,2 £+ 6,1) nm ]

scan 600nm?2, RMS (7,2 = 4,1) nm
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Charakterizace zdbraZovanVch MP

distribuci velikosti castic ma komercni MP — MPG.

* Povrchové modifikace: * Povrchova topografie:
— MPG - porézni sklo (SiO, , —OH — MPG —RMS (18,4 £ 6,2) nm
funkéni skupiny na povrchu) _ MPG-STV— RMS (17,2 £ 8,1) nm“"’

— MPG-STV - streptavidin TR

— Fcoll = COOH funkéni skupiny — Feoll=RMS (7,2 4,1) nm

— P(HEMA) — NH, funkcni skupiny




Efektivita MP ofi izolaci bakterialni

'DNA z komplexnich vzorku

. Prihcip reversibilni adsopce DNA na magneticky
nosic:
- Za pritomnosti PEG a NaCl, dochazi k dehydrataci
DNA. Prinizké koncentraci NaCl, se DNA vyskytuje v
relaxované forme, pri vysoké koncentraci NaCl, dochazi

ke srazeni makromolekul DNA a vzniku jejich
kondenzatu, které snadno adsorbuji na povrch MP.

- Selektivni adsorpce DNA na magneticky nosic¢ muze
byt zvysena modifikaci povrchu — napr. kladne
nabitymi funkcnimi skupmaml - NH, (el

interakce) 4

- Vliv na efektivitu s

+ funkcni skupiny na povrchu MP




Efektivita MP ofi izolaci bakterialni
'DNA z komplexnich vzorku

VSechny AFM analyzované castice byly uspésné pouzity s.a
k magnetické separaci a izolaci bakterialni DNA z redlnych vzork R
(hruby lyzat) v kvalité vhodné pro PCR. ;:' .
Odlisna topografie i distribuce velikosti pouzitych magnetickych ? |

nosicl neprokdzala vliv na kvalitu a mnozstvi izolované bakterialni
DNA.

Vetsi vytezek izolované DNA byl ziskan |zoIaC| DNA prostdnlctw s
MP - Fcoll (povrch modifikovan funkéni

méné izolaci P(HEMA) etickym nc :_.
(povrch modifikovan funkéni skupino

Cistota izolované DNA byla u viech ¢tyf analyzova
v kvalité vhodné pro PCR.
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* Projektu:
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" Ustavu molekularni a translaéni mediciny

’ -
L e
>
Ly
'8
#F rm’
- =
< >
- o5
)
_\Y "‘
;’ o




