% UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

PRACA DOKTORSKA

Tomasz Kubiak

Badanie metod EPR
funkcjonalizowanych nanoczstek magnetytt

w surowicy i petnej krwi ludzkiej

Promotor: pof. dr hab. Ryszard Krzyminiews

Promotor pomocniczy:rdBernadeta Dobo

Wydziat Fizyki UAM
Pozna, 2016



PODZIEKOWANIA

Pragr wyrazi gomce podztkowania mojemu promotorowi pracy doktorskiej, Panu
prof. dr hab. Ryszardowi Krzyminiewskiemu z WydaiaFizyki Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu za inspiracjdo podgcia pracy badawczej, wielolethinaukovg
opieke, cenne rady oraz okazami zyczliwosé¢ i wsparcie.

Dzickuje réwniez mojemu promotorowi pomocniczemu, dr Bernadecie d3abza
zyczliwosé | wparcie podczas przygotowywania rozprawy dokiais

Wyrazam podz¢kowanie prof. dr hab. Grzegorzowi Schroederowi othzloannie
Kurczewskiej z Wydzialu Chemii UAM za przygotowargzez nich funkcjonalizowane
nanocastki, ktore zostaly przeze mnie wykorzystane w poath metogl spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego.

Dzickujc ponadto dr Magdalenie Hatupce-Bryl z Centrum Naonbidycznego
w Poznaniu za synteznanocastek z doksorubicyn oraz dr n. med. Ewie Leporowskiej
z Wielkopolskiego Centrum Onkologii w Poznaniu zdoskpnienie probek petnej krwi
I surowicy ludzkiej.

Na koniec wyraam wdzecznag¢ moim Rodzicom, ktérzy zawsze we mnie wierzyli,

a przede wszystkim zaszczepili tak potrzebnyyeiu etos pracy.
Tomasz Kubiak

Zaktad Fizyki Medycznej UAM

w Poznaniu

str. 2



Spis tresci

SHIESZCZEINIE ...ttt ettt ettt et e e e e e e e e e oo e et e e et ettt e e e e e e e e e e e e a e 5
SUMIMBIY . ..ttt ettt e mmmm e e et ettt s e e et ee et e e e e e eeaaa e e e e eenmmmssna e eeeeessaneeaeennnnnnaeeeas 6
Wykaz symboli oraz wartgi statych fizyCznycCh..............uvviiiiiiiiiii e 7
WYKAZ SKIOTOW: ..oeiiie e ee e e ettt e e e e e e e e e e e e e s sene e e e e e e e e aaaaaaaeaaeeeeeannnnns 8
LA ] o PP 9
1 (0% O (T 0 (=11 074 1 1= PP 10
1.1 Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagmetgozZ(EPR):.............ccccevvvvvnnne 10
1.2 Nanocastki tlenkuzelaza..........cooooovveiiiii e 16
1.3 Biokompatybilne pokrycia NanogRtek ..............ouuuuiiiiiiiiieiieeeeee s e e e e e e eeeeeeaaananns 22
1.4 Znacznik spinowy TEMPO i jego rola w badaniu nangtzk ..............cccceeeeveeeeeeennnnne. 26
1.5 Podstawowe informacje o petnej krwi ludzkiej i aach paramagnetycznych w niej
WYSTPUJACYCR ..t eee e e e e e 36
1.6 Interakcje nanoctek tlenkuzelaza z biatkami wygpujacymi we Krwi ...................... 42
2 AV = LT = Y 44
2.1 NaNOCASEKI MAGNETIYIU: ..eetiiiiiii et ettt a e e e e e e e e e e e e e aeeaaaeaeeees 44
2.2 Probki surowicy i petnej Krwi IUdZKI€]: ........uuueiviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 45
2.3 Probki nanocgstek w surowicy i petnej krwi ludzKi€j.......oeeeevvvveeiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiies 46
3 MetodyKa POMUAIOW: ......ccoiiiiiiiiiiiiee e ceeeee et e e e e e e e eeeeeeeeeeesasssannssrrbeaneeeeeeaeessesanns 47
3.1 Pomiary krwi i surowicy przed dodaniem nangBiBK:..............oooeviiiriiiiiiinniee e 47
3.2 Pomiary NanoGBtEK MagNetytU:.........uuuuueeiiiiiiiee e eeeree e 8.4
3.3 Metoda szacowania NniepeVdtd POMIArOWYCH: ...........ccvvuiiiiiiiiii e e e e e e eeee 50
3.4 Sposob przeprowadzania symulacji Widm EPR: e eeeeeeeeiiiciiiiiiiiiiiieeeeeeennn. D1
3.5 Zastosowanie metody CREM: .............uuuiimmmmmmn e eeeeeeeeeeetisss s e e e e e e e aeaeeeeeeeeeees 51
VY 11 S 53
4.1 Pomiary surowicy i petnej krwi ludzkiej przed dodam nanoczstek ..............cceeee. 53
4.2 Pomiary nanocgtek n53 pokrytych polimerem na bazie PEG adanym lekiem
przeciwnowotworowym - dOKSOIUDICHN........ccoviiei e 55
4.3 Pomiary nanocgstek n65b pokrytych silanem .............eevccccee e 65
4.4 Pomiary nanocgtek n66b pokrytych silanem i znakowanych 4-amidAPO.......... 71
4.5 Pomiary nanocgtek n58 pokrytych silanem i znakowanych 4-amindAF©............ 77

str. 3



5
6
7

4.6 Pomiary nanocgstek n64 pokrytych silanem i dekstranem oraz znakgwh 4-amino-

TEMPO et eeenne 85
DYSKUSJA WYNIKOW: ...ttt ettt et e e aaaaaaeeaaaeesessssansnnssnnnnneeaeeaeeaeesssnnnns 89
WNIOSKI KOMCOWE: ...ttt e e es 100
BIDlIOGIAfia .. e ——————————————— 102

str. 4



Streszczenie

Celem pracy bylo zbadanie metodspektroskopii elektronowego rezonansu
paramagnetycznego witawosci funkcjonalizowanych powierzchniowo nanagstek magnetytu
w roztworach wodnych, surowicy i petnej krwi ludeki W eksperymentach wykorzystano 5
typdw nanoczstek magnetytu, ktore zdity si¢ sposobem modyfikacji powierzchni, zaréwno
pod wzgédem pokrycia (PEG albo silan) jak i dotonych ligandow (doksorubicyna albo
znacznik spinowy 4-amino-TEMPO).

Pomiary przeprowadzone metoBPR udowodnity wptywsrodowiska na wisciwosci
nanocastek FgO,. Pokazanoze parametry szerokiej linii EPR od magnetytowyclzerd
nanocastek nie tylko silnie zale od temperatury, ale #dia sic w zaleznosci od
funkcjonalizacji powierzchni nanogztek i grodka w jakim si one znajduy. Zastosowanie
metody komputerowego zwkiszania rozdzielczoi sygnatowej (CREM) pozwolito ponadto
wyodrebni¢ z szerokiego sygnatu EPR od rdzeni naastek waska lini¢ z g = 1,99, ktérej
wystepowanie ma zvazek z powierzchnirdzenia nanocstek.

W pracy pokazano rownieze anizotropia ruchu dg¢zonego do nanoggtek znacznika
spinowego 4-amino-TEMPO odzwierciedla wdavosci osrodka, w jakim znajduj Sie
nanocastki oraz sposob przygzenia rodnika do ich powierzchni. Wyznaczono czasmglacii
rotacyjnej znacznikbw detzonych do nanoggtek w wodzie, surowicy i krwi. Dla widm
znacznikéw wolno rotugych w niskich temperaturach przeprowadzano syrjailagrogramie
EasySpin.

Dodatkowo w pracy zidentyfikowano centra paramagpmte wys¢pujace w probkach
surowicy i petnej krwi przed dodaniem nangstek.
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Summary

The aim of the study was to investigate the progerof the surface-functionalized
magnetite nanoparticles in aqueous solutions, semnth human whole blood by means of
electron paramagnetic resonance spectroscopy. tifpes of magnetite nanoparticles, which
differ both in terms of coating (PEG or silane) athched ligands (doxorubicin or a spin label
4-amino-TEMPO) were used in experiments.

EPR measurements proved the impact of the envirohime the properties of @,

nanoparticles. Research showed that the parameteasbroad EPR line from the core of
magnetite nanoparticles not only strongly dependtemperature but also vary due to the
functionalization of the surface of particles ahd medium in which they are dispersed.
The use of the Computer Resolution Enhancement ddef@REM) allowed to extract a narrow
line with g = 1.99 from a broad EPR signal from the core afaparticles. The presence of this
narrow component is related to the phenomena dogumn the surface of the core of
nanoparticles.

The study showed also that the anisotropy of tldian of the spin label 4-amino-
TEMPO reflects the properties of the medium andntla@ner of the attachment of the radical to
the surface of nanopatrticles. Values of rotatiamaielation time of spin label were determined
for nanoparticles in water, plasma and blood. EpsySimulations were made for the slow-
motional EPR spectra of spin label in low tempa®tu

Moreover, the paramagnetic centers present innseand whole blood prior to the
addition of nanoparticles were identified.
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Wykaz symboli oraz wartdsci statych fizycznych:
B. - pole wewntrzne zwazane z anizotropi
Br - warta¢ pola rezonansowego
ABpp - szerokeéc (pik-pik) linii EPR
d - odlegta¢ miedzy castkami
E - energia
fm- czestotliwas¢ drugiej modulacjpola magnetycznego
g - wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego
Je- WSpOtczynnikg dla swobodnego elektrongs = 2,0023
O\ - czynnikg dla jadra
h - stata Planckah(= 6,626069103*[J s])
| - spin pdra
ks - stata Boltzmannakg = 1,380649-16° [J/K])
Ker - efektywna stata anizotropii magnetycznej
Ks - sktadowa anizotropii zwzana z powierzchai
ms - magnetyczna spinowa liczba kwantowa
Ms - magnetyzacja nasycenia
@ - Srednica rdzenia nanogstki
r - promieh czastki
R - wspotczynnik asymetrii linii EPR
S- spin elektronu
V - objtos¢ czastki
Vj - obtos¢ hydrodynamiczna
T - temperatura
Tg - temperatura blokowania
Tn - temperatura Néela
Ty - temperatura przgjia Verwey'a
Yo - Stosunekyromagnetyczny
n - lepkas¢ osrodka
s - magneton Bohraug = 9,274009 10%* [J/T])
un - magnetongdrowy (uy = 5,050783 1027 [J/T])
s - moment magnetyczny zyziany ze spinem elektronu
v - czestotliwosé
7L - Czas precesji Larmora
Tr - Czas korelacji rotacyjnej znacznika spinowego
Tr- Czas relaksacji Néela
Terown - CZas relaksacji dla rotacji Browna

! Wartdgici statych fizycznych na podstawie Tablic fizycznastronomicznych pod. red. W. Mizerskiego,
Wydawnictwo Adamantan, Warszawa 2005.
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Wykaz skrétow:

CREM - Computer Resolution Enhancement Method,i cagtoda komputerowego zgkiszania
rozdzielczdci sygnatow.

DOX - doksorubicyna

EPR - elektronowy rezonans paramagnetyczny

FC - field cooling (zamraanie prébki w obecrigi zewretrznego pola magnetycznego)

HbO, - oksyhemoglobina

metHB - methemoglobina

PCMS - poli(chlorometylostyren)

PEG - poli(glikol etylenowy)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive oxygescees)

TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy

TEMPO - (2,2,6,6-Tetramethyl-piperidin-1-yl)oxyl

TEMPOL - 4-hydroxy TEMPO, czyli: 2,2,6,6-tetramelldyhydroxy-piperidin-1-oxyl

TEMPONE - 4-oxo-TEMPO, czyli 4-ox0-2,2,6, 6-tetraimgpiperidine-N-oxyl

ZFC - zero field cooled (zamtane probki bez pola magnetycznego)
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Wstep:

Zastosowanie superparamagnetycznych nastelz tlenkuzelaza w medycynie otwiera
nowe perspektywy w diagnostyce iterapii. Hiperterrmagnetyczna, detoksykacja ptynéw
biologicznych, biosensory, magnetyczna separacjaokek nowotworowych, wzmacnianie
kontrastu w obrazowaniu rezonansem magnetycznynyliko przyktadowe pola eksploatacji
nanocastek magnetytu [1,2,3]. Najbardziej obiemg wydaje s jednak uycie ich jako
nosnikow lekdéw w terapii celowanej nowotworow. [okanie do powierzchni nancstek
ligandow kierujcych a nawet bezgrednie sterowane czy ogniskowane nagstek za pomag
zewretrznego pola magnetycznego stwarza nadziepa precyzyjne dostarczanie
chemioterapeutykOw w rejon guza i tym samym wge ograniczenie ich skutkéw ubocznych
[4,5].

Woprawdzie nanocitki magnetytu posiadgj szereg korzystnych wdeiwosci, ale
dopiero pokrycie ich odpowiedpiostory polimerows jest w stanie zapewhistabilngé
oraz biokompatybilng, rozumiam nie tylko jako brak toksyczgoi i niewywotywanie reakcji
alergicznych, ale przede wszystkim zdgkhaolo petnienia swojej funkcji po wprowadzeniu do
organizmu [6]. Kluczowym wyzwaniem jest zatem zbadai doprecyzowanie, jakie
wiasciwosci posiadag nanocastki w srodowisku biologicznym. Na etapie poprzedegm
kliniczne wykorzystanie superparamagnetycznych ozgstek tlenkuzelaza jako ngnikow
lekéw niezledne jest okréenie ich interakcji z pelnkrwia ludzka, tym bardziejze to widnie
poprzez krwiobieg nanoggtki map docierg do miejsca przeznaczenia [7,8].

Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagmedgoz jest bardzo dobrym
narzdziem do badania nanastek FegO,; gdyz pozwala uzyska dane zaréwno
o wiaciwosciach wretrza magnetytowego rdzenia nangsiek, jak i jego powierzchni [9,10].
Dodatkowo w przypadku nanagstek znakowanych spinowo z wykorzystaniem pocholknyc
TEMPO spektroskopia EPR m® dostarczg informacji osrodowisku rodnika nitroksylowego,
np. lepkdci jego otoczenia a tak procesach zachagz/ch na styku powierzchni ismdka
[11,12].

Celem pracy bylo zbadanie metad spektroskopii elektronowego rezonansu
paramagnetycznego witawosci funkcjonalizowanych powierzchniowo nanasiek magnetytu
w roztworach wodnych, surowicy i petnej krwi ludeki
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1 CzeSc teoretyczna:

1.1 Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetyeego (EPR):

Podstawowy podziat materiatdw ze wagih na ich wiéciwosci magnetyczne, ktory bazuje na
wartasci ich wzgkdnej przenikalnéci magnetyczneju;, wyréznia diamagnetyki 4 < 1),
paramagnetykiy > 1) i ferromagnetykig >> 1) [13]. Diamagnetyki nie posiadajrwatego
momentu magnetycznego, a ich podatnmagnetyczna jest ujempa< 0. Natomiast podat§é
magnetyczna paramagnetykow jest dodatgia> 0. Po przyleeniu zewrtrznego pola
magnetycznego pogtkowo chaotycznie zorientowane momenty magnetyqameadkuja Si¢
zgodnie z kierunkiem pola magnetycznego, co wznaensposob naturalny jego waitd13].
Do paramagnetykow nalg atomy, casteczki i kompleksy molekularne o nieskompensowanym
spinie, czyli, np. wolne rodniki, jony metali przejowych czy defekty w dielektrykach ieglu
[14]. Spektroskopia EPR pozwala na badanie prolediagajcych niesparowane elektrony.
Umieszczenie ich w zewirznym polu magnetycznym sprawi&, mnastpuje rozszczepienie
poziomOw energetycznych zwane zjawiskiem Zeemameerdta poszczegolnych poziomow
zaleey od orientacji spinlS i zwiazanego z nim momentu magnetycznego Spin elektronu
ulega kwantowaniu wzgtlem kierunku wektora indukcji zewtnznego pola magnetyczne@
zatem jego rzut na kierunek tego pola przyjmujkaytyskretne wartei okreslone przez
magnetycza spinows liczbe kwantows ms. Spinowy moment magnetyczny elektronu jest
antyréwnolegty do wektora spinu [14]:

ts = —gupS 1)
Sktadowa momentu magnetycznegwzdiuz kierunku polaB (przyjmijmy, ze jest to kierunek
0Si z) przyjmuje wartéc:

M, = —glgmy (2)
W powyzszych wyraeniachug - oznacza magneton Bohrag(= 9,274009 102 [J/T]); g -
wspotczynnik zeemanowskiego rozszczepienia; nateinmig to magnetyczna spinowa liczba
kwantowa o warttciach z przedziatons= (-S,-S+1,...,S-1)S
Znajoma¢ wzoru na energiE dipola magnetycznego w statym pd&u

E=—u-B=-uBcosa(u,B) =—u,B 3)
pozwala wyznaczywzor na energistanu spinowego:
E, = gt;mB 4)

Energia ukladu spindbw w zewinznym polu magnetycznym jest zatem skwantowana.
W najprostszym przypadku pojedynczego elektronupmies S = Y2 mamy dwie warkei
magnetycznej liczby kwantowej = £% i dwa zeemanowskie poziomy energetyczne:

1
E.n= > gusB
1 (5)
E..= _E gusB
Rd&znica energii midzy tymi poziomami wynosi:
4E = gy, B (6)
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a zatem rénie wraz z polem magnetycznyBy co przedstawiono na rys.1:
E 1

- E(J,;) =5 gHzB

2

AE = hv = gugh,

B

1
(-3) = — EQHBB

Rys. 1Proporcjonalne do indukcji zewtnznego pola magnetycznego rozszczepienie pozioem®sgetycznych
niesparowanego elektronu.
Gdy dostarczymy do uktadu kwanty promieniowaniakietenmagnetycznego o egtotliwosci
mikrofalowej i energii kwantuhv, rownej co do warkei réznicy energii AE miedzy
rozszczepionymi poziomami, spetnionydzie warunek rezonansu:

AE = hy (7)

hv = gugB, (8)
gdzie:
v - czestotliwos¢ mikrofal,
h - stata Plancka; h = 6,62606910°%*[J s],
B - warta¢ pola rezonansowego.
Zaobserwujemy wtedy absorpcgnergii towarzysxa zmianie orientacji spindbw elektronow
w zewrgtrznym polu magnetycznym, co aie Sk z przeniesieniem ich na napszy poziom
wzbudzony. Warto nadmiahiiz pomiar w spektroskopii EPR jest przeprowadzanyuwam
zespole spinbw w probce, a weghe obsadzenie standw energetycznigeh i E., w polu
magnetycznym w réwnowadze termodynamicznej opisagktad Boltzmanna [15]:
2k = exp (— ) ©)

n_y, kgT

gdzie: n,y, - obsadzenie stanu o w8zej energii I = +%2), Ny, - obsadzenie stanu ozekej
energii (ns = -%2), T - temperaturdgs - stata Boltzmanna.

W celu identyfikacji konkretnych linii wygpujacych w widmie EPR mima wyznaczy dla nich
wartas¢ wspotczynnikay:

hv
= 10
9 upBy ( )
Jezeli czgstasé podstawimy w [GHz], &, w [mT], to g wyliczymy ze wzoru:
G
g = 71,447731 [mT] -1[ HZ] (11)
GHzl B,lmr
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Warto dodéd, ze ze wzgtdu na udziat orbitalnego momentu magnetycznego wxekpowanie
pol wewretrznych, wyznaczana w eksperymencie W&rtg odbiega od wartmi ge dla
swobodnego elektronu [14,16].sleniesparowany elektron znajduje sia orbitalu o okrdonej
symetrii i wspotczynnikg zalery od kata, jaki tworzy wektoB z osi symetrii pola lokalnego,
wtedy naley rozpatrywé tensor g. Elektronowy czion zeemanowski wyea st wowczas
hamiltonianem spinowym, ktory uwzglnia rownig operator spinelektronowegda:

Hgz = HBBﬁg (12)
W uktadzie wspotrzdnych zwiazanym z centrum paramagnetycznym tengoma trzy, leace
na diagonali skladowe, ktére odpowiagajwartaésciom gtdwnym  wspoétczynnika
zeemanowskiego rozszczepienia w kierunkach osimyétx, y, z [14]:

gx 0 0
g=|0 g, 0 (13)
0 0 g,

Jali ze wzgkdu na symetg osiows wartaci gy oraz gy sa takie same, wtedy memy
postugiwa sie wartdicia prostopadt g = gx = gy oraz wartécia rownolegh gj= g, do osi
symetrii [17].
Dla casteczek znajdagych se w ciektych roztworach wartsi gtdbwne tensoradnedniaj sig
na skutek szybkiej reorientacji molekularnej, a @spynnik g przyjmuje warté¢ izotropows
rowna % sladu macierzy.

Yizo = gx+93y+92 (14)

W przypadku, gdy atomy wygiujace w badanym zweku s aktywne magnetycznie,

posiadajc spin pdrowy | # 0, na niesparowany elektron dziata nie tylko zgwme pole
magnetyczne, ale ta& pole magnetyczne pochade od adra. Spin gdrowy w polu
magnetycznym mae przyjmowaé 2I+1 orientacji danych przez magnetygzjadrowa liczbe
kwantowg my, przy czymm = (-1, -I+1,...,I-1, I). Jadrowy moment magnetyczny wyiask:

Un = gnUnT (15)

gdzie:gn - czynnikg dla dra,uy - magnetongdrowy.

Momenty magnetyczne elektromd i jadray oddziatug ze soh, tworzac wypadkowy moment
magnetycznyur, a oddziatywanie to nazywamy nadsubtelnym. W jeggniku nastpuje
rozczepienie pojedynczej linii rezonansowej na iplgt struktury nadsubtelnej [16]. Z sytuacj
taka mamy do czynienia dla znacznika spinowego TEMP@yieg elektron o spini&s = %
oddziatuje zgdrem azotd“N o spiniel = 1. Mamy wéwczas s&éstandw spinowych [g1mp:

901 = |1/2, 1)J (Pz = |1/2, O), ‘P3 = |1/2' _1);

Py = |_1/2;_1>, Ps = |_1/2' 0): Pe = |_1/2; 1) (16)
Odpowiada im sz€ wartdsci energii. J&i nie przytazymy zewrgtrznego pola magnetycznego
te sz&c¢ stanOw jest zdegenerowane i zakladazg ich energiesgsrowne zero. Przylenie pola
magnetycznego rozszczepia poziomy energetyczne (@} B, >> A energia poszczegolnych
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rozczepionych poziomow me by wyznaczona ze wzoru ogolnego zawigcapo cziony
zeemanowskie i g&¢ opisupca oddziatywanie nadsubtelne:

E\mm,) = MsgugB — mygyunB + Amgm, (17)

Wartdsci energii dla poszczegdélnych poziomow:

Eyy,1y = Y2gusB — gyunB +§ (18)
Ejy,0) = 72g9upB (19)
Eyy -1y = 2gupB + gniinB —g (20)
E\—y -1y = —"gupB + gninB +§ (21)
E\_y, 0y = —%2gupB (22)
E\_y,1) = =%29upB — gntinB —g (23)

Z obowhzujacych w EPR regut wyboru [16]:
Amg =11 iAm; =0 (24)
Wynika, iz migdzy poziomami meiwe sa trzy dozwolone przégia:
Eps 10 Ejs1s Es,0o B0l Eps 1,0 Bt (25)

W widmie EPR obserwujemy zatem trzy rownoodlegheli Sytuagj na przyktadzie znacznika
spinowego TEMPO przedstawiono na rys.2.

Generalnie w przypadku oddziatywania niesparowaredgktronu zn jadrami réwnocennymi
magnetycznie w widmie EPR pojawia i rownoodlegtych linii:

N = 2nl+1 (26)

Gdy poszczegoélneaglra znajduj sie coraz dalej od niesparowanego elektronu, ich wphav
rozszczepienie spinowych poziomow energetycznyeh zsnniejsza. Przyczynek od pola
struktury nadsubtelnej do catkowitego pola dzigdago na elektron zalg bowiem nie tylko od
wartasci uy, ale take od odlegtéci dziehcej elektron igdro [16].

J&li energia oddziatywania nadsubtelnego wsteczce lub krysztale zaleod orientacji
danego centrum w polu magnetycznym® wykorzystuje s Hamiltonian opisujcy
oddziatywanie nadsubtelne:

ﬁHF = iAS‘ (27)
gdzie:A — tensor odziatywania nadsubtelnefje, operator spinu dla spgonego jdra.
Wartcsci gtdwne tensorah,, Ay i A, leza na glownej przeknej, natomiast wartg izotropowa
wyraza st jako:

_ AxtAytA,

Aizo - 3 (28)

str. 13



5:11/2 | r-

+1 0 -1
Rys. 2Schemat poziomoéw energetycznych (rozszczepienim@ea i nadsubtelne) z zaznaczonymi giciami
dozwolonymi dla znacznika spinowego TEMPO oraz &poadugce widmo EPR.

W przypadku centréw paramagnetycznych zawaesah wicej niz jeden niesparowany
elektron, czyli dla uktadow dla ktérych> 1, pojawia si dodatkowo wzajemne oddziatywanie
miedzy sisiednimi spinami elektronowymi. Przyktadowo takeenakcja mae by obserwowana
dla jonéw w konfiguracji elektronowaj® (np. F&€"), d® (np. Fé") a take dla komplekséw
wielocentrowych i wielorodnikéw [14]. W przypadkpisu S = 3/2 rozszczepienie w polu
krystalicznym (w polu ligandow), czyli tzw. rozsagienie w polu zerowym daje dwa dublety
Kramersa £3/2 i £ Y2, natomiast di&a= 5/2mamy trzy dublety: +5/2, £3/2, +1/2 [19]. Z tym
ostatnim przypadkiem mamy do czynienia, np. dlaujoRe* (konfiguracja 8°), co
przedstawiono na rys.3. W polu magnetycznyrrdiadublet kramersowski rozszczepia sa
dwa podpoziomy [19]. Czton hamiltonianu spinowedpp struktury subtelnej przyjmuje poéta
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gdzie: D - oznacza tensor oddzialywania subtelnego, ogiguyvielkas¢ rozczepienia w polu
zerowym i jego zalmos¢ katowa. Zawiera on te informacje o symetrii i naturze waania
chemicznego [20].

E
+5/2
+3/2
+5/2- - - +1/2
2D
£3/2- 7
+1/2---
-1/2
-3/2
-5/2
0 B

Rys. 3Rozszczepienie pozioméw energetycznych w polu &ligginym i w obecn&i zewrgtrznego
pola magnetycznego dla jonu*FeRysunek na podstawie [19].
Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagmetgoz oprocz klasycznych zastosawa
w badaniu centréw paramagnetycznych, jest rowvnienanym nargziem badawczym dla
réznych materiatbw magnetycznych fak tych ferro- i antyferromagnetycznych czy szkiet
spinowych [21].
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1.2 Nanocastki tlenku zelaza

Idea zastosowania nanastek magnetycznych w medycynie obejmuje ich wykstayie do
transportu lekéw, hipertermii magnetycznej, detdiesyi ptyndw biologicznych, magnetycznej
separacji komorek nowotworowych, obrazowania remsemn magnetycznym czy jako
biosensorow [10,22]. Zawiesiny koloidalne nargstek magnetycznych w cieczy dnej
nazywane $ czgsto cieczami magnetycznymi lub ferrocieczami [28gnocastki sa z reguty
syntetyzowane metadvspotstacania (koprecypitacji) lub mikroemulsji [24]. Podsztworzenia
nanocastek w mikroemulsji wodna faza roztworu metalu jesicziona w mikro-kropli, ktora
jest stabilizowana surfaktantem i zawieszona agtej fazie olejowej. Taki micelarny zespot
stabilizupcy ogranicza aglomeracjczastek i determinuje ich rozmiar [24]. Nanaski
magnetytu przeznaczone do zastosowmedycznych ogsto syntetyzuje 8i metod
koprecypitacji, ktora polega na wspostniu stechiometrycznej mieszaniny saodlazowych
(Fe") i zelazawych (F& w srodowisku wodnym w warunkach zasadowych bez obetiienu
[25]. Do celow badawczych najgzxiej syntetyzuje si czastki o srednicach od kilku do
kilkunastu nanometréw. Tak niewielkie rozmiary pdaelap sie istotnie na wiéciwosci czastek,
gdyz procesy relaksacji magnetyzacjisgisle zalene od temperatury i wielkoi obiektow [23].
Wraz ze zmniejszeniestednicy castek zweksza s¢ udziat frakcji atomow powierzchniowych
w stosunku do frakcji atomow rdzenia. Najlepiej aduje to poréwnanie nanastek g~ 100
nm, dla ktérych frakcja powierzchniowa stanowi 6&tkowitej liczby atoméw, z nanoggtkami

@ ~ 5 nm, gdzie ogga ona ju ok. 78% wszystkich atoméw [24]. Spiny powierzchmeo
odgrywah wazna role w strukturze i dynamicznym zachowaniu nargtek a anizotropia
powierzchniowa mize nawet zdominowa anizotrop¢ objetosciowa [23]. Na powierzchni
nanoczastek obserwowano junieuporadkowane struktury magnetyczne przypomicaj faz
szkta spinowego [23,26]. Wiasim magnetyczne nanogztek tlenkuzelaza wciz stanowi
zatem przedmiot zainteresowania naukowcéw. Wartaypgmmni€, ze w badaniach
magnetycznych faza ferrimagnetyczna ma dobrze mdefane namagnesowanie sgkpwe

i pole koercji, faza superparamagnetyczna nie pasiani remanencji ani koercji, faza
paramagnetyczna wykazuje natomiast lini@aleznos¢ namagnesowania od przymego pola
magnetycznego [27]. W ukfadach posiadggch magnetyza¢jszcatkowa silne oddziatywania
dipol-dipol lub sprzzenie magnetyczne maegskutkowa& wystepowaniem w temperaturze
pokojowej silnych iszerokich sygnaléw przypisywahyrezonansowi ferromagnetycznemu
[22]. Zachowanie ferromagnetyczne nargstek obserwowane jest zazwycza] pefi
temperatury blokowanids, natomiast powsej tej temperatury fluktuacje termiczne przeaja
nad anizotropowymi oddziatywaniami magnetycznymnomenty magnetyczne nanasiek
wykazup zachowanie superparamagnetyczne [28]. Z literatwigdomo, & wartags¢ Tg
wyznaczana dla nanogstek magnetytu tdi sic w zalenosci od techniki ich syntezy
i rozmiaréw, przyktadowe warfoi to Tg =134K dla castek (g = 11 nm) i 150K (g = 6 nm) [29].
Badania metag ESR nanocgstek magnetycznych 4aNiosFe0O4 0 srednim rozmiarze 8 nm
wykazaty wysgpowanie w zakresie temperatur 100-500K trzech famgmatycznych [27].
W niskich temperaturach (T < 140K) obserwowanc; flezrimagnetycza charakteryzujca si¢
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niskim polem rezonansowym i szegoksymetrycza linia, w temperaturach umiarkowanych
faze superparamagnetycgmatomiast w wysokich (T > 360K) stan paramagretycz waska,
symetrycza linia i wysokim polem rezonansowym [27]. Wykonane w ezl od 3,5 do 500 K
pomiary osadzonych w matrycy z polietylenu naastak tlenkuzelaza pozwolity zarejestrowa
linic od rezonansu superparamagnetycznego, ktdra wchistéamperaturach przechodzita
w szeroki sygnat FMR [21]. Z punktu widzenia fizyknteresuycy wydaje s fakt, iz
w przedziale temperatur 90-120K w magnetycie obsemmo przejcie fazowe Verwey'a
[22,30]. Postuluje gi iz w przegciu fazowym Verwey'a struktura krystalograficznagnatytu
zmienia s¢ z kubicznej na jednoskog [22,31,32]. W temperaturach > Ty, gdzie Ty oznacza
temperatug przegcia Verwey'a, magnetyt posiada strukitkubiczry spinelu Fe(A)Fe(BD,
[30]. Jest to spinel typu odwréconego co oznageaetraedryczne pozycje (A} gajmowane
przez F&", podczas gdy dwukrotnie liczniejsze pozycje oktgezhe (B) g losowo zajte przez
Fe" i Fe*" [33,34]. Poniej temperatury NéelgTy = 851K) magnetyt lity wykazuje
ferrimagnetyzm, poniewamomenty magnetyczne jonGelaza w pozycjach A i Basustawione
antyréwnolegle, dag wypadkowy moment magnetyczny odpowiadgjFe* [33,31]. Z kolei
dlaT < Ty pojawia s¢ uporadkowanie z réwa liczba jonéw Fé" i Fe** w pozycjach B, czyli
tzw. uporadkowanie fadunkowe [30]. W badaniach EPRastek magnetytu w zakresie
temperatur odpowiadggemu przejciu Verwey'a obserwowano gwattowrzmiarg szerokdci
linii [22]. Z kolei wykonanie dekonwolucji i symutg widm mikroczastek magnetytu pozwolito
w zakresie temperatur 85 K-125K wydzéetiwa szerokiedss = 2,4 i 4,1) i dwa wskie sygnaty
EPR @« = 2,8 i 3,4) [30]. Nietypowe zachowanie widm nangtek tlenku zelaza
zaobserwowano réwniew temperaturze okoto 25 K i uznano za dowod natgpgsvanie
w nanocastkach stanu szkfa spinowego [21]. Generalnie jedsggnat EPR od rdzenia
superparamagnetycznych nargstek ma posta szerokiej linii, np. dla zmodyfikowanych
kwasami karboksylowymi i 4-amino TEMPO nangsiek FgO, (g = 8.9-14.5 nm)) w wodzie
4B =100 mT w 298K [35]. Warto zastanawsi¢, z czego wynikaj wtasciwosci i zachowanie
nanoczastek.

Do opisu zachowania superparamagnetycznych nasiesz tlenkuzelaza zazwyczaj
stosuje sj teork Langevina, przypisag kazdej castce moment magnetyczpy{36]. Przydatne
jest te zdefiniowanie magnetyzaciji:

1
M = Ezliv=1 Ui (30)

jako sumy momentow magnetycznylhczastek zgromadzonych w jednostce gb§ci V. Przy
braku zewntrznego pola magnetycznego ze wggl na ruchy Browna kierunek momentow
magnetycznych @atek jest przypadkowy i w skali makroskopowej magra&cja jest zerowa
[36]. Natomiast po umieszczeniu w zewmnym polu magnetycznym gztki zaczm sic
orientow&, co lzdzie skutkowé pojawieniem si wypadkowej magnetyzacji wzdtikierunku
pola [11]. Pocatkowo zwkkszanie naizenia pola magnetycznegoedzie prowadz do
gwaittownego wzrostu magnetyzaciji, ale w momenaiy, \gicksza¢ czastek ustawi s wzdtuz
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jego kierunku wart& magnetyzacji zbhy sic do nasycenia [36]. Natg doda&, iz kazda
superparamagnetyczna nangstka traktowana jest jako pojedyncza domena [10,11]

Jeli czastki znajduj sie w stanie rownowagi termicznej w statycznym polugnmetycznym
wektory B i M map ten sam kierunek, natomiast dla pola zmiennego zasie wektor
magnetyzacji pogka za polem z ok&onym opé&nieniem [36]. Pod wplywem pola
magnetycznego nie nasipi¢ obrot catej nanogstki (rotacja Browna) albo jedynie zmiana
kierunku momentu magnetycznego (rotacja Néela). [36]

Nieoddziatlujce  jednodomenowe  gztki magnetyczne  wykazige  wiaciwosci
superparamagnetyczne charakteryzufe zsizwyczaj poprzez czas relaksacji Négla ktory

zalezy od temperatury:

KerV

Tret = To€Xp (m) (31)

gdzie:K¢s - efektywna stata anizotropii magnetycznéf, obgtos¢ rdzenia czstki, 7o - jest rzdu
10" - 10%° s [21,28,37]. Natomiast czas relaksacji dla rotBepwna, ktory jest zaley od
lepkdéci osrodkay i objetosci hydrodynamiczney, czastki, mazna okrgli¢ ze wzoru:

_ 3nVH
TBrown = ,%7 (32)

Wartas¢ temperatury blokowanidg odpowiada temperaturze, w ktérej czas relaksagji
momentéw magnetycznych jest rbwny czasowi pomigru

= = RerV 33
Tm = Tret = To€XP kpTs ( )

Czastm = 1iv dla pomiarébw EPR w ganie X wynosi~ 10 s [28]. Warto dodg iz

w przypadku superparamagnetycznych nagstek o zranicowanej objtosci spadek
temperatury &dzie w pierwszej kolejriwi blokowat najwgksze castki a dopiero piniej
mniejsze [28]. W opisie uwzgliniapcym odzialywania midzyczasteczkowe, ktore mpg
odgrywa istotra role w ukladzie czstek magnetycznych, zamiast prawa Neela-Arrheniusa
wykorzystuje s¢ prawo Vogel-Fulchera:

KofV
Trel = To€XD (kB(T—f—TO)) (34)

gdzie: To - to charakterystyka temperatura pmlizowania, ktéra wynika z oddziatywa
w ukfadzie i wzrasta wraz z siitych odziatywa [37,38]. Przyktadowo dla magnetycznych
nanoczastek My sZn sFe04. stosujic powyzszy model otrzyman®, = 67 K ito=10° s.

W zalenosci od rozmiarow castek magnetycznych cztery podstawowe rodzaje
anizotropii 8 odpowiedzialne za wygbowanie pol wewegtrznych, ktore dodaf sk do
zewrgtrznego pola spektrometru, twarz pole efektywne Ber [22].  Anizotropia
magnetokrystaliczna wynika ze struktury krystaldigzanej, anizotropia struktur domenowych
bierze pod uwag wzglkdna orientacg pola mikrofalowego w stosunku décian domen,
anizotropia ksztaltu jest spowodowana przez ingeakvektora magnetyzacji z polem
demagnetyzacym ziarna, natomiast anizotropia wymiany to skutakdziatywa miedzy
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czastkami magnetycznymi [22]. Anizotropia wymiany meomie tez swojezrodto w sprzzeniu
wymiennym na granicy dwoch faz adiacych s¢ uporadkowaniem magnetycznym,
aw przypadku nanoggtek fazy takie § zazwyczaj zwizane z watrzem rdzenia i jego
powierzchna [39]. Dla niesferycznych astek magnetytu o rozmiarach mniejszych odug®
dominuje anizotropia ksztaltu, natomiast dlagstek wkkszych przewza anizotropia
magnetokrystaliczna [22]. Warto przypombiez dla ukladéw o symetrii kubicznej energia
anizotropii magnetokrystalicznej na jednastibjetosci (Eam) rozwinigta do drugiego kdu dana
jest wyraeniem:

Esm = Ko + Kl(a%a% + a%a% + a%a%) + Kz(a1a2a3)2 (35)

gdzie: K; i K, to state anizotropiips, ap, as - kosinusy kierunkowe wektora magnetyzacji
w stosunku do kalej osi krystalograficznej [40]. Energia anizotiopnagnetokrystalicznej
w magnetycie pochodzi giéwnie od'"F22]. Wartdci statychK; i K, dla magnetytu zakg od
temperatury a stata anizotrop{, dla magnetytu jest ujemna. Paxey punktu izotropowego
magnetytu |111| jest kierunkiem tatwego namagnesiaw@zn.K; < 0 i 0 <K; < 1,2K;) [40].
Dla litego maghemity-FeO; objetosciowa stata anizotropii magnetokrystaliczkef - 4,710
erg/cn? a kierunek tatwego namagnesowania odpowiada a$i| [23]. Natomiast dla litego
magnetytu w temperaturze pokojowéj ~ -1,1:10° erg/cnt [41]. W przypadku nanogstek
Fe;0O, stala anizotropii wyznaczana na podstawie widnomansowych mie by wigksza
Z uwagi na fakt,4 jony magnetyczne znajdige s¢ blizej powierzchni wykazuj zupetnie inne
odziatywania magnetyczne od jonéw zatvma czstki [41]. Inne anizotropie, np. ksztalttu czy
powierzchni, mog przewaa¢ nad anizotropi magnetokrystaliczn [23]. Ustalono, 1 dla
magnetytu bardzo istotna jest anizotropia ksz{4iR].

Efektywne pole magnetyczne widziane przez nasgikz bedaca pojedynca domen
magnetycza maze by wyrazone jako pierwsza pochodnasgpsci energii swobodnéf czastki
po kierunku wektora magnetyzacji, jaki odpowiadastvi rwnowagi:

0E

P eq (36)

Bef = -
W tym przypadku na catkowtenerge sktadag sie przyczynki od energii Zeemanowskiej,
energii  wymiany, energii anizotropii magnetokrystahej i energii magnetostatycznej
(demagnetyzaciji):

E = _M'BZEW-I_EAM +Ewym+1/2‘u0M'N'M (37)

gdzie:M - wektor magnetyzacjN - tensor demagnetyzaciji [28].
Pole efektywne mima zatem przedstadyiuwzgkdniajc pole zewntrzne spektrometrB,e.,
oraz pola wewetrzneByew

Ber = Bzew + Bwew (38)

Przy czym do pol wewgrznych wptywajcych na magnetyzagjoprocz pél zwizanych
z anizotropa Ba i demagnetyzagjBqm zalicza st rowniez pole zwazane z wymiaf Byym [27].
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Byew = Ba+ Bgm + Bwym (39)
Pole demagnetyzaciji zaleod ksztattu prébki i mege by opisane réwnaniem:

Bgm = —AN - M (40)
gdzie:
AN = N" - NJ_ (41)

gdzie:Nj i N - to wartdgci gtowne tensora demagnetyzacji, spelmiajwarunekV, + 2N, =1
[42]. Wartgs¢ AN ma zwhzek z ksztaltem estek: jest dodatnia dla sptaszczonej elipsoidy
obrotowej, ujemna dla elipsoidy wydionej oraz rowna zero dla sfery [21].

Dla bardzo matych estek przyczynki od anizotropii magnetycznej i demetgzacji g
usredniane na skutek termicznych fluktuacji momentbagnetycznych, co powoduje gienie
linii rezonansowej (sygnat rezonansu superparantggrmieego) [43]. Jd energia anizotropii
jest bardzo mata w porownaniukgT, czas reakcji momentow magnetycznygh zwiazany
Z losowymi sitami termicznymi mima w przyblzeniu wyznacz§ ze wzoru:

MgV MgVt B,
tsp & YoksT - 2mkgT

(42)

gdzie:yo - stosunelkzyromagnetycznyMs - magnetyzacja nasyceniq,- czas precesji Larmora.
Dla czstek superparamagnetycznye << 7., zatem wptyw anizotropii magnetokrystalicznej
jest ruchowo gredniony, co mgna w przyblzeniu wyrazé poprzez tzw. wspoétczynnik zwenia
linii «[26,41]:

Tsp _ MsVBr
Ty, 2wkgT

K = (43)

Mozna zatem wnioskowa iz szeroké¢ linii EPR powinna b§ proporcjonalna do ogjosci
czastek [41]. W kontefcie powyszych wzorow warto dodaiz magnetyzacja nasycenia dla
magnetytu litego wynosils = 480 emu/crh[29]. Natomiast dla maghemitu litego odnotowano
Ms = 420 emu/crh[44]. Transformacja magnetytu w maghemit w namstiach mae zatem
by¢ odpowiedzialna za spadeéfedniej magnetyzacji nasycenia [29]. dnprzyczym nizszejMs
dla nanocgstek w poréwnaniu do materiatu litego meoby niekolinearné¢ spindw €pin
canting w warstwach powierzchniowych [29].

W nanostrukturach niegitos¢ oddziatywania magnetycznego quzy poszczegolnymi
spinami znajdujcymi sk na powierzchni citek skutkuje wyspowaniem anizotropii
powierzchniowej [23]. Rozwajac zatem energianizotropii dla cgstek osrednicy kilku nm
oprécz skladowej zwranej z cgécia lita nalezy uwzgkdniac skladows zwiazam

Z powierzchni Kg:
6

K = (5) ks (44)
Zalezy ona odsrednicy castki g i wspotczynnika anizotropii powierzchniow&j [26]. Dla
nanocastek maghemitu arednicy 10 nm na podstawie pomiarow FMR efektywsiah
anizotropii powierzchniowej w temp 3,5K oszacowana Ks = 2,7 -10° erg/cnt [23].
Przewiduje sj, ze w przypadku nanoggtek osrednicy 2 nm wkiad sktadowej powierzchniowej
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bedzie bardziej znaazy [26]. Podejcie Néela zaktadaz ianizotropia ma charakter jednoosiowy
z osh lokalnie prostopadt do powierzchni, a jej wplyw zaznacze,spdy ksztatt castek
odbiega od idealnej sfery [23]. Dodatkowy przycywe anizotropii mog wnost tez defekty
powierzchni czy wspominane wazeej nieuporadkowanie spindbw powierzchniowych [23].

W kontelécie rozwaan istotny jest fakt, 4 efekty powierzchniowe, w tym zmiany wywotane
utlenianiem, znajdyj odzwierciedlenie w widmie ESR nie tylko w przypadkajmniejszych
czastek. Ciekawy wydaje sieksperyment wykonany na prébkach tlerdalaza pochodzenia
litogenicznego [22]. W temperaturze pokojowej sygriiePR od tych probek zdominowane byty
przez szerok (4Byp = 122 mT) ling z ger = 2,119. Natomiast potraktowanie materigdgoadkiem
chemicznym, ktéry rozpuszcza tlemidlazowe (F&), skutkowato przesuatiem ger do wyzszej
wartaci ger = 2,29 i poszerzeniem liniiaBy,p = 161 mT). Zmiany te ttumaczono wzrostem
anizotropii magnetokrystalicznej w wyniku usegia z probek maghemitu. Maghemit pojawit
sic bowiem w magnetytowych prébkach w wyniku utlen@fié na ich powierzchni [22]. Dla
duzych ziaren magnetytu (wielodomenowych) zaobserwawamadto efekt naskorkowy, ktory
sprawiat, ze wpltyw regiondw powierzchniowych i przypowierzcbwych na rejestrowane
widmo FMR byt wikszy [22]. W kontekcie pomiarow spektroskopowych warto nadmieim
widmo rezonansowe jestz@vrazliwe na zawarté zelaza w probce, co udowodniono, badaj
nanocastki magnetyczne o zawasth Fe od 1-50% procentow wagowych [21].
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1.3 Biokompatybilne pokrycia nanoczstek

Nanocastki, ktére maj duzy stosunek powierzchni do @bpsci, wykazup tendengi do
aglomerowania na skutek silnych oddziatywdipolowych méedzy casteczkami [10]. Gdy
nanocastki znajduj sic w zgrupowaniuscisle upakowanym, pole magnetyczne zx@ne
z odziatywaniami dipolowymBgi, moze by¢ obliczone:

Buiy = 242 = 0 5400 M, —>— 45
dip — MgV = 0,04l S(¢+d)3 ( )

gdzie:Egjp - €nergia magnetostatycznych oddziatywigpolowych,d - odlegtéd¢ migdzy dwoma
sasiednimi nanocgstkami [45]. Poprzez oddziatywania dipolowe odaiedy moga rowniez
nanocastki znajdugce s¢ w matrycy dielektrycznej [21].

Sposobem na zmniejszenie sit pragajgcych medzy czstkami i przeciwdziatanie ich
aglomeracji jest powleczenie ich surfaktantem [Inocastki przeznaczone do zastos@wa
w biologii i medycynie musgnie tylko zachowywa stabilnég¢ w wodzie i w krwiobiegu, ale
rowniez przejawig szeroko pajta biokompatybilné¢ [6]. Oznacza to,ze oprécz braku
toksyczndci i niewywotywania reakcji alergicznych lub odrajgcych po wprowadzeniu do
organizmu powinny zachowadolnag¢ do spetnienia swej funkcji wrodowisku biologicznym
[46, 47]. Wane jest, aby nanoggtki, mapce by nasnikami chemioterapeutykbédw w terapii
celowanej nowotworéw docieraly i efektywnie gromi&gdzsie w miejscu docelowym
a transportowany przez nie lek byt uwalniany mieygs. Aby to osigna¢ do powierzchni
czastek doicza s¢ czsto polipeptydy, aptamery iinne ligandy kieicg. Swog role spetniag
one jedynie woéwczas, gdy specyficzne interakcjeauinego ligandu z receptorem w miejscu
docelowym przewsiszap niespecyficzne oddziatywanie nanasiek z komorkami i organellami
[48].

Zmodyfikowanie nanoczastek oktyym polimerem pomaga, poprzez zngiawtasciwosci
powierzchniowych rdzenia, zoptymalizofvaodziatywanie nano@stek z srodowiskiem
biologicznym. Materiat z jakiego tworzy ¢sipokrycia musi by ponadto biodegradowalny
a produkty jego rozktadu tatwo eliminowane z orgami. Do optaszczania nanostruktugsip
wykorzystuje s3 poli(glikol etylenowy) (PEG) i chitozan ze wzgu na ich dogpnacs¢ oraz
pozadane wtaciwosci [6].

Chitozan to liniowy amino-polisacharyd i naturalpglimer posiadagy struktue opart
na powtarzajcych s¢ jednostkach N-acetyloglukozoaminy i D-glukozoamipgfaczonych
wiagzaniemp-(1-4) glikozydowym [47, 49]. Wytwarzaego poprzez niecatkowitdeacetylag
chityny z udziatem zasady [6]. Struk¢uchitozanu przestawiono na rysunku nr 4a). Politeer
ma charakter kationowy i wykazuje étawosci mukoadhezyjne [50].

str. 22



HO
a) . _ b)
HO OQH
OH
HO o /|:/O\/ﬁ\ /H
N NH, H n O
00
oH L N,
HO
NH, chitozan poli(glikol etylenowy) (PEG)
praca wiasna ISISiDraw

Rys. 40gélna struktura chitozara) i poli(glikolu etylenowego))

Za zdolnd¢ przylegania polimeru pokrywgiego nanocgsteczkowy nénik do warstwysluzu
na powierzchniach nabtonkowych odpowiadajddziatywania jonowe ponrtzy dodatnio
natadowanymi grupami aminowymi w chitozanie a uj@mnatadowanymi resztami kwasu
sialowego wluzie [47,51]. Naley zwrock uwag;, iz wiasciwosci chitozanu takie, jak
rozpuszczaln@, biokompatybilné¢ czy biodegradowalrié zaleza od jego masy molowej oraz
stopnia deacetylacji [49,52]. Dla przyktadu mniegadetylowane chitozany przejavdiaj
tendengg do szybszej degradacji, majtez lepszy profil cytotoksyczrioi [49].
Biokompatybilnd¢ optaszczonych chitozanem nanoczastek tlerdtaza wykazno w stosunku
do osteoblastow a istotne zmniejszenie ich cytgwksxci w poréwnaniu do citek
niepokrytych polimerem potwierdzono rowaidla innych linii komorkowych [53,54]. Pokrycie
nanocastek chitozanem zwksza zatem szag@saby w organizmie spetnity one przewidziane
dla nich zadania bez wywotywania miejscowyalZogdlnoustrojowych skutkow ubocznych.
Innym polimerem ogto wykorzystywanym do pokrywania rdzeni nanocZagest
poli(glikol etylenowy) otrzymywany poprzez polimeack tlenku etylenu z udzialem wody,
monoetylenoglikolu albo glikolu dietylenowego w kep katalizowanej zasadowo [55].
Struktue PEG przedstawia rysunek 4b). Do powierzchni naagiek poliglikol mae by
dofaczony na skutek fizycznej adsorpcji albo kowalen®yj przy czym gstas¢ szczepienia ma
wptyw na konformagj jaka tancuchy polimeru przyjmaj na powierzchni nanoggtek [6].
Efekty steryczne zwkzane 2z mobilngcia molekut PEG na powierzchni naastek
przeciwdziatag agregacji nanoestek, zwekszapc ich stabilné¢ koloidalm [46,56]. Dzeki
zmodyfikowaniu poliglikolem powierzchni superparamatycznych nanoggtek tlenkuzelaza
maozna utrzyma ich stabilné¢ w roztworach wodnych przynajmniej przez maesj57]. PEG
nie tylko ttumi agregagj ale przede wszystkim wydta czas kizenia nanocgstek
w krwiobiegu, co jest niezwykle wae w kontekcie zastosowa medycznych [46,58]. Po
podaniu daylnym nieostongte nanocastki zostatyby bowiem pokryte przez obecne w osoczu
opsoniny (immunoglobuliny dulz biatka dopetniacza) a w ten sposéb prezentowake Gata
obce i szybko eliminowane przez fagocyty (z ukiéagocytow jednajdrzastych) wysipujace
W watrobie, sledzionie i szpiku kostnym [56,59]. Hydrofilowa ettka z poliglikolu ostania
nanocastki przed dziataniem uktadu siateczkowoddbtonkowego, ograniczgj adsorpgj
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biatek do powierzchni nanogztek. Zblizajace s¢ biatka zmniejszaj bowiem obgtos¢ dostpna

dla kadego segmentu polimeru, powogljtym samym utrat swobody konformacyjnej
tancuchow PEG, co skutkuje pojawienieng sity odpychajcej [60]. Z drugiej strony nahy

pamktaé, ze pokrycie poprawiage wiaciwosci antyopsonizacyjne ggtek nie powinno
ograniczé ich zdolngci do efektywnego wizania st z celem, dlatego jegoegtas¢é musi by

odpowiednio dobrana [6]. Generalnie jednakgoane witaciwosci poli(glikolu etylenowego)
sprawiaj, ze jest on cgsto wykorzystywany do opfaszczania superparamagneygh

nanocastek tlenkuzelaza, take tych niezwykle matych (g = 1,7 nm), ktére raagigrowa&

przez sciany naczy wlosowatych [57]. Bardziej szczegétowe informacjega temat
wykorzystania pokr§y z poli(glikolu etylenowego) i chitozanu do zapeema

biokompatybilndci nanoczastkom w aplikacjach biomedycznych autor niniejse@zprawy
przedstawia w pracy [6].

Wsréd  polimeréw  organicznych  wykorzystywanych do zapienia stabilnéci
koloidalnej nanoczstek magnetytu na uwagastuguje dekstran. Jest to zbudowany z jednostek
glukozy naturalny polisacharyd, ktory pozyskuje sibakterii kwasu mlekowegd:euconostoc
mesenteroides Streptococcus mutanfsl]. Dekstran posiada widewosci polikationowe
i hydrofilowe a pokryte nim nanoggtki tlenkuzelaza wykazuj biokompatybilné¢. Pokazano
to m.in. dla nanocestek magnetytu testowanych jako przemki kurkuminy lub srodki
kontrastujce w obrazowaniu magnetycznym rezonansedrojvym (MRI) [61,62]. Warto
wspomnig, iz kilka typow nanocastek z rdzeniem z tlenkielaza i powtok z dekstranu zostato
zaaprobowanych przez ameryk& Agencg Zywnoici i Lekéw (FDA) do zastosowana
ludziach i w postaci komercyjnie dephych preparatow aswykorzystywane jakosrodki
kontrastujce w badaniach MRI [1]. Nie mniej jednak najlepamktac, iz dekstran mize
wpltywaé na proces krzepggia krwi a zrobione z niego otoczki nanaesiek zosta szybko
roztozone przez enzymy (dekstranazy) [63].

Do funkcjonalizowania nanoggtek czsto wykorzystuje si rowniez krzemionki i silany.
Stwierdzono, 2 pokrycie nanocwstek otoczkami krzemionkowymi (SpPnie zmienia struktury
krystalicznej i stopnia utlenieniaelaza w rdzeniach nancastek [64]. Poprawia natomiast
stabilng¢ czastek i zmniejsz ich skionnd¢ do agregacji [65,66]. Postuluje¢siéwniez, ze
otoczka z krzemionki przyczyniagsdo spowolnienia procesu eliminacjiastek z krwiobiegu
I ogranicza ewentualne niekorzystne oddziatywamkaza na organizm [64]. Z drugiej strony
zaobserwowano,zigrube powtoki z ditlenku krzemu wptywsapa wi&ciwosci magnetyczne
nanocastek, pogarszag ich efektywné¢ jako srodka kontrastowego w MRI [67]. Niemnigj
jednak powierzchnie pokryte krzemianlksa uwazane za bardzo biokompatybilne i tatwo
funkcjonalizowalne [67]. Grupy silanolowe Si-OH pogluja wzrost hydrofilowdci powierzchni
wskutek jej zwikania oraz nadajjej charakter kwasowy ze wzglu na maliwos¢ odczepienia
protonu [68]. Reaktywni@ wspomnianych grup przydajegsw kolejnych funkcjonalizacjach
czastek, gdy tworza kowalencyjne wjzania Si—O-Si z silanami [65]. Silany ¢ kolei
powszechnie wykorzystywane jako grupy kotwimz ligandy na powierzchni nanoczastek
magnetycznych [66]. Unibwiaja efektywne przydczanie casteczek biologicznych takich, jak
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przeciwciata czy inne biatka [65]. Dla przykiadunoazstki maghemitu pokryte podwgn
powtoka z krzemionki i organo-silanu styy juz jako przenéniki enzyméw, w tym oksydazy
cholesterolowe] [67]. Komercyjnie degny amino-silan pozwolit unieruchotmialbumirg
surowicy wotowe] (BSA) na superparamagnetycznycmosgerach magnetytowych [65].
Nanocastki FeO, optaszczone mezoporowatym 910 i funkcjonalizowane
oktadecylotrimetoksysilanem §460:Si) byly rownie: wykorzystane jako sorbenty doustnych
lekéw przeciwcukrzycowych z osocza ludzkiego metothgnetycznej ekstrakcji do fazy statej
[69]. Nalezy pamkta¢, ze do powierzchni nanoczastek oprocz lekow i ligandderujacych
maozna dohczat réwniez znaczniki spinowe, ktéreadardzo przydatne zarowno w spektroskopii,
jak i w obrazowaniu metadelektronowego rezonansu paramagnetycznego [11].
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1.4 Znacznik spinowy TEMPO i jego rola w badaniu nanocgstek

Oddziatywanie magnetyczne pagdzy niesparowanym elektronem a spineiara azotu
N (1 =1) w rodnikach nitroksylowych skutkuje rozszczeyéen nadsubtelnym i rejestrowanym
widmem EPR w postaci trzech linii [70]. W roztwonzartc¢ izotropowej statej oddziatywania
nadsubtelnego zalg od struktury rodnika, wkgiwosci osrodka i jest okréona przez odlegkd
sasiednich sktadowych widma EPR [71]. Warto dgd& niesparowany elektron me by
zlokalizowany na orbitalyp, atomu azotu, na atomie tlenu albo zdelokalizowanstrukturze
pierscienia rodnikdw nitroksylowych. Dlatego rodniki $8 bardzo wraliwe na mate zmiany
gestasci tadunku wywotane przez otacaeg casteczki [70].

Spasrod nitroksydow wykorzystywanych jako znaczniki ansly spinowe najbardziej
popularne s pochodne TEMPO (2,2,6,6-Tetramethyl-piperidin-Joyll. Rodnik 4-oxo-
TEMPO, ktory jest mywany jako materiat startowy do otrzymania takiclesgpnych
komercyjnie nitroksydéw, jak TEMPO czy 4-N-acetylam TEMPO, zostat wprowadzonyzu
w 1959 r. przez Lebedeva i Kazarnovsky'ego [72]. Ne&. 5 przedstawiono struktur
najpopularniejszych pochodnych TEMPO stosowanygomiarach metadEPR.

|O NHAc NH,
N N N
I I |
O O O
4-oxo- TEMPO | 4-N-acetylamino-TEMPO | 4-Amino-TEMPO
OH O. OH
7(N\’l< N N
| I [
O O O
TEMPO 4-hydroxy-TEMPO 4-Carboxy-TEMPO

Rys. 5Przyktadowe nitroksydy stosowane w badaniach EPRpddstawie [72,73].

Jednym z kluczowych zastosoivgpektroskopii EPR jest badanie dynamiki molekwdarn
znacznikéw spinowych w cieczach izotropowych czafdh uporadkowanych, takich jak btony
biologiczne, a take dohczonych do rénych casteczek [74]. Pomiary EPR nie tylko dostargzaj
informacji o mikr@grodowisku nitroksydu, polarsoi i lepkaici jego otoczenia, ale w przypadku
znacznikéw unieruchomionych na powierzchni mataristatego mog zapewnt uzyteczne
informacje o procesach zachadych na granicy faz [75]. Technika ukierunkowanego
znakowania spinowego jest z powodzeniem stosowamababtlania struktury i dynamiki
konformacyjnej biatek znajdagych s¢ w rdoznych drodkach, take tych zanurzonych
w dwuwarstwie lipidowej [76]. Okkdenie odlegtéci migdzy dwoma tacuchami bocznymi
znacznika spinowego w biatku i odby sie poprzez iléciowe zbadanie interakcji spin-spin,
na ktore skladajsi¢: statyczne oddziatywanie dipolowe, modulacja odiyzvania dipolowego
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przez resztkowy ruch #@uchow bocznych znacznika oraz oddziatywania wymiabla
przyktadu statyczne oddziatywanie dipolowe prowadziznacznego poszerzenia widma EPR
fali ciagte], gdy odlegté¢ migdzy spinami jest mniejszazn? nm [76].

W ostatnich latach znaczniki spinowe sOwniez z powodzeniem wykorzystywane
w badaniach nanoggtek metod EPR. Stabilny rodnik 4-hydroxy TEMPQzyty zostat jako
paramagnetyczny sensor w badaniu nasgsiek magnetytu (¢ = 12nm) w roztworach wodnych
oraz wysuszonych filmackelatynowych [71]. Wykazana,e w zakresie temperatur 278-368 K
wartasci g 1 szerokdci lini EPR TEMPOLu g wrazliwe na lokalne pole magnetyczne
nanocasteczek. Wzrost atenia nanocgstek magnetytu w roztworze wodnym prowadzit do
poszerzenia linii rodnikowego trypletu oraz spadkartasci wspoétczynnikag (g = 2,004-
2,0057), natomiast wzrost ¢genia samego sensora skutkowat tylko poszerzeniem i
TEMPOLuU bez istotnego wptywu na wadéo g. Zwigkszona koncentracja nanaskek
w zestalonych matrycactelatynowych réwnig zmniejszata warkd g i poszerzata linie sygnatu
rodnikowego. Za gtéwa przyczyre poszerzenia w obu przypadkach uznano oddziatywania
dipolowe, nie zaobserwowano natomiast oddziatyweymiennych pomidzy nanoczstkami
magnetytu a niesparowanym elektronem rodnika [Ridwniez badanie domieszkowanych
TEMPOLem cieczy magnetycznych zawiemjch nanocastki magnetytu (g = 9,4 nm)
o r&znych pokryciach powierzchni wykazato poszerzemé traz liniowy wzrost warteci pola
rezonansowego nitroksydu wraz ze g®izaniem stzenia nanocgtek w probce [77].
Udowodniono ponadtoze to rdzenie nanoggtek a nie ich otoczka wptywajna wartdci g
TEMPOLu. Pokrycie mze jednak wywier& wptyw na szerok& linii, gdyz w zaleznosci od
gestaéci rodnika na powierzchni magnetycznych namstzk obserwujemy albo poszerzenie
linii na skutek oddziatywa dipolowych medzy sondami paramagnetycznymi, alboc¢zenie
wymienne $wiadczice o efektywniejszej adsorpcji [77]. Badanie zna&oych spinowo
nanocastek zitota (e~ 2,2 1 1,5 nm) pokazatoz w przypadku matej gstasci pokrycia 4-amino-
TEMPO widmo EPR skiladatoesiz trzech vaskich linii o ksztattach prawie Lorentzowskich,
natomiast wraz ze wzrostem liczby znacznikéw p@énych do powierzchni ujawniatesi
wplyw naktadajcej sk szerokiej linii, ktdora mogta zostaopisana krzyw Voigta [12]. Ten
komponent pochodzit od stednienia wielu sygnatbw EPR, a jego szekdkozwiazana
z odlegt@dciami pomgdzy rodnikami zaadsorbowanymi do powierzchnastek, malata na
skutek oddziatyw& wymiennych przy coraz wkszym pokryciu [12]. Kolejna praca dotyca
znakowanych spinowo nanastek ztota pokazatae w przypadku nanoggtek osrednicy 2,4
nm obserwowano jedynie tryplet od TEMPO, natomilastczstek o wekszejsrednicy (3,2 nm;
5,6 nm oraz 6,7 nm) widmo nitroksydu zdominowatargka linia 04B rownym odpowiednio
1,35 mT; 1,65 mT i 1,15 mT [78]. Zekszanie srednicy nanocgstek prowadzito do
zmniejszenia promienia ich krzywizny, co skutkowakyskaniem wikszej gstasci rodnikow
na powierzchni. Stopfepokrycia znalazt odzwierciedlenie w szeréiolinii EPR, przy czym
dla najgstszego zaobserwowano @enie wymienne. Ciekawy jest fakke wspomniane
badania byty pierwszymi pomiarami EPR znakowanygin@vo nanocastek, ktére pozwolity
zaobserwowaprzefcie wzbronioneims = 2 w polux 170 mT w temp. 140K [78].
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Poréwnanie widm EPR znacznika spinowego 4-amino-PEMiokczonego kowalencyjnie do
duzych polimerowych nanoastek (60-280 nm) z widmami sondy spinowej niekowade
wprowadzonej w matrycpolimeru wykazato rinice w ksztalcie, symetrii oraz szerék@mch
linii [79]. Widma sondy posiadaty cechy sugerg wystpowanie dwoéch rénych populacii
czastek paramagnetycznych zlokalizowanych w obsza@atiznej dynamice molekularnej,
natomiast struktura widm TEMPO dokonego do nanoggtek wskazywata na silnie utrudniony
ruch znacznika [79]. Warto wspomagjeiz sondy spinowe €&to wykorzystywane as do
okreslania budowy, wiéciwosci oraz dynamiki molekularnej, upadkowanych polimerowych
uktadow micelarnych [80].

W przypadku znakowanych spinowo nargstek niezwykle wana kwestg jest badanie
dynamiki dohczonych rodnikéw w zalmosci od zastosowanego pokrycia nangatek czy
osrodka w jakim si one znajdy. We wspomniane] pracy dotygzj] nanocastek ziota
pokazanoze zanurzenie znacznikagbtej w warstw organicznego pokrycia istotnie zwalnia
jego ruch [12]. Dynamik znacznikdw spinowych dgtzonych do pokrytych chitozanem
nanocastek magnetytu badano takw Zaktadzie Fizyki Medycznej UAM a szczegoty ina
znalez¢ w pracach [11,81].

Do najwaniejszych parametrow okdl@jacych dynamik czastek paramagnetycznych
takich jak nitroksydy naley czas korelacji rotacyjnejr. Czas korelacji jest definiowany
zazwyczaj jako stata zaniku wyktadniczego funkejtakorelaciji, ktéra charakteryzuje czasowe
fluktuacje obserwabli spektroskopowych [82]. Odnegi do reorientacji osi nitroksydu, ale
niektdrzy wiza go z tempem rotacji wokot wielkoggteczkowej osi dyfuzji, co zgadza $ylko
w przypadku ruchu izotropowego [82]. Bardziej icignie okreéla sk czas korelacji jakéredni
czas, w ktorym centrum paramagnetyczne pozostagewnej orientacji [83]. Zakres czasow
korelacji rotacyjnej, ktore majwidoczny wptyw na ksztatt linii EPR rozga s¢ pomkdzy r
~10"% s (szybki ruch) a I0s (wolny ruch), przy czym w gérnych i dolnych gacth tego
przedziatu zmiana czasu korelacji nie modyfikuje \wi¢cej widma [83]. Ruchliwé& rotacyjna
znacznika znajduje odzwierciedlenie w szekgka ksztalcie sygnatu [84]. Z szybhkrotach
mamy do czynienia, gdy znacznik znajdujewsiosrodku o matej gstasci i niskiej lepkdci (np.
wodzie) a probka jest w stanie cieklym. Wéwczasact catkowicie éredniajp parametry
magnetyczne nitroksyduA{=Ay=A,=1/3 Trd i gw=0y,,=0,=1/3'Trg§) oraz anizotropowe
wktady do szerok&i linii, stad linie trypletu maj prawie réwne intensywnoi i szerokdci
[71,84,85]. Widmo EPR m® by wbéwczas taktowane jako superpozycja linii loremtgkich,

a czas korelacji rotacyjnejx < 10'%s) szacuje sina podstawie pomiaru szergkoi amplitudy
linii [84]. W przypadku znacznikéw nitroksylowychjofaczonych do znacznie wkszych
czasteczek, mamy do czynienia zarowno z ratagstki jak i znacznika, przy czym ogolny czas
rotacji casteczki jest wzgldnie wolny, a obserwowany ksztatt linii EPR wynilydko z ruchu
znacznika w swoindrodowisku lokalnym [86].

Czas korelacji rotacyjnej dla nitroksydéw wzirie szybkiej rotacji (18° s < g < 10
wyznacza s wzorem:

str. 28



TR = 6,51 ° 10_10 * ABo( ’11__01 - ) (46)

gdzie: 4By szerokéé centralnej linii (wyraona w Gausach, 1 Gs =4@), I, - intensywné¢
linii centralnej,l.; - intensywné¢ linii przy wysokim polu [86,87]. W przypadku znamkow
dofaczonych do nanogstek czsto wykorzystuje siwzér w postaci:

Tp = 6,51 10‘1°AB0< ooy | 2) 47)
Iiq 14

gdzie: 4By- szerokeé centralnej linii (wyraona w Gausach)y - szeroké¢ centralnej linii,l .1

i I, - amplitudy linii odpowiednio przy niskim i wysaki polu [11,12,81]. Widmo EPR
znacznika spinowego TEMPO dokonego do nanoggtek (reim szybkiej rotacji) wraz ze
sposobem wyznaczania intensyweigposzczegolnych linii przedstawia rys. 6.
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w04 |l | [T
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-5000
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indukcja pola magnetycznego [mT]

Rys. 6Widmo EPRznacznika spinowegbEMPO dohczonego do nanoggtek FgO,. Zaznaczono sposéb
wyznaczania amplitud poszczegoinych linii dla sygrmarejestrowanego dla szybkiej rotacji.
Na podstawie czasu korelacji rotacyjnej oszadowaozna mikrolepké¢ nmi Srodowiska
nitroksydu, korzystag z rownania Stokesa- Einsteina-Debye’a:
__ Vimi 47'”7mi7'3

TR = 9,T = kT (48)

gdzie: r - promier czasteczki sondy, ktory dla TEMPONE na podstawie podavia
wiskozymetrycznych oszacowano na 0,26 nm [87]. Rowanto wykorzystywano rowniedo
wyznaczania czasOw korelacji izotropowe] dyfuzjitaeyjnej dla znakowanej spinowo
hemoglobiny w wodnym roztworze glicerolu, udowaglgaprzy okazji,ze biatko z ktorym
znacznik jest sztywno zwzany zachowuje siz punku widzenia hydrodynamiki jak sztywna
sfera [82].

str. 29



Ruchliwai¢ rotacyjna znacznika nie zaleod jego sizenia, natomiast widma roztworu TEMPO
o dwym skzeniu & znacznie poszerzone w poroéwnaniu z widmami zareanymi
w przypadku mniejszychten [84]. Widma EPR nitroksydow dggzonych do nanoastek czy
biatek czsto posiadaj znieksztatcoa lini¢ przy wysokim polu ze wzgtlu na utrudnios rotacg
I towarzysacy wzrost g [12,86]. Taki ograniczony ruch znacznika skutkujepetnym
usrednianiem anizotropowych sktadowych tensodwg [78]. Widma EPR zale, od orientacii
znacznika w stosunku do osi dyfuzjizék gtdbwna @ nitroksydu jest w przyhteniu rownolegta
do osi dyfuzji, wptyw na widmo dwizie znacznie mniejszy niwtedy, gdy jest prawie
prostopadta [82]. Widma EPR w przypadku rotacjin@olsiowej rénia sie znacznie ksztattem
od widm dla rotacji izotropowej, przy czym rotaggainoosiowa zazwyczaj wptywa bardziej na
srodek widma ni na jego skrzydta, zwtaszcza gdy rotacja odbywanskot osiz nitroksydu
[82]. W rezimie szybkiej rotacji informagj o anizotropii ruchu znacznika rma uzyska
poprzez analigwzglednych intensywngxi linii EPR i wyznaczenie bezwymiarowego parametru
¢ wprowadzonego przez Kuzniecowa [88]:

E=— (49)

Ig
I_q 1

W wigckszasici widm EPR nitroksydow datzonych do nanoagstek amplitudy linii trypletu
malep w kierunku od niskiego do wysokiego pola, zatenx 0; zdarza si jednak, % to
srodkowa linia ma najweksz amplitudt (¢ > 0) albo dwie pierwsze linie mgjéwne wysokeci
(¢ = 0) [88]. Z tym ostatnim przypadkiem mamy do deyma, gdy rotacja jest izotropowa,
natomiast gdy zwksza st anizotropia rotacjd, to paramete staje s¢ coraz bardziej ujemny
[12].

d = 2L (50)

Dr.

gdzie:Dg| i Dre to wspoétczynniki anizotropowej dyfuzji rotacyjnejwnolegtej i prostopadtej
do osi rodnika. Gdyby dyfuzja rotacyjna byta izgioava, wowczadr| = Drt = Dr [89]. Dla
znacznikéw spinowych dgtzonych do nanoastek ujemna warté ¢ wskazuje,ze rotacja
wzdtuz osi rownolegtej do wizania N-O rodnika jest najmniej utrudniona, czydijszybciej
rotuje on wzdta osi prostopadtej do powierzchni nangsiki [12].

Dla czas6éw korelacji rotacyjnej(= 10* - 10° s), gdy linie EPR znacznika svaskie,
w analizie widm stosuje siteork Redfielda, a modulowanie anizotropii magnetycznygiaza
za pomog funkcji autokorelacji [89]. Szeroké linii lorentzowskich zalgy wéwczas od
spinowej liczby kwantowejpra™N:

AB,,(m;) = A+ Bm; + Cmj (51)

gdzie:m = -1, 0, 1 odpowiednio dla linii przy wysokim, ¢esdnym i niskim polu [89].
Popularne programy symulacyjne typu Easyspin czyk&r Simfonia wykorzystyj teori
Redfielda przy symulacjach widm nitroksydow w roatach w przypadku nie w peni
usrednionej anizitropii (gdy jest ona mata w porowitian czstotliwoscia mikrofalowa) [90,91].
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Dla znacznikdw przyiczonych do diych molekut ruch nitroksydu mie by silnie
anizotropowy i w analizie widm stosujegsiv petni stochastyczne réwnanie Liouville’a a czas
korelacji rotacyjnej szacuje metpéreeda [84,89,91].

W rezimie sztywnym (igid limit), gdy w niskich temperaturach mobiktamolekularna
jest zamraona, czsto wykonywane $ pomiary parametrow magnetycznych [84]. Opis
wiasciwosci magnetycznych znacznika age sk z podaniem trzech sktadowych tensaa
trzech sktadowych tensora oddziatywaadsubtelnycl\ oraz charakterystyki linii rezonansowej
(szerokdci i ksztattu opisanego przez funkdiorentza, Gaussaaliz splot obu tych funkciji
tworzacych tzw. profil Voigt'a). Zatem w teémie sztywnym ksztait sygnatu EPR opisany jest
réwnaniem:

F(B) ==, do [ f(B,g,A,6,¢)singdo 52)

gdzie: katy 6 i ¢ oznaczaj kierunki pola magnetycznego w ukfadzie wspédreym zwizanym

z centrum paramagnetycznym, natomi@Big,Af,p) to ksztalt pojedynczej linii rezonansowej
[84]. Dla izotropowego rozktadu znacznikow spinowyzewretrzne ekstrema nadsubtelne
cechuj sie ksztattem od prawie doskonale Lorentzowskiego dsreaniego ponwdzy
Lorentzowskim a Gaussowskim i wywadsic od rodnikéw, dla ktdrych orbital 2p atomu
azotu jest prawie rownolegty do kierunku przagaego pola magnetycznego [92]. Ustalorio, i
srednie wartéci szerokdci potowkowych 2A%% dla dwéch zewegtrznych ekstreméw widma
w rezimie sztywnym mana przybliy¢ jako:

dla linii przy niskim polu: 2A3?= 1,59 - § (53)
dla linii przy wysokim polu: 2A37 = 1,81 - 6 (54)

0 - szeroké¢ pik-pik lorentzowskiej linii uytej w symulacjach komputerowych widma
w rezimie sztywnym [86,92]. Przy symulacjach widm w tyezimie konieczne jest okékenie
wspotrzdnych tensorow magnetycznych, nie potrzeba natanuaggkdniat dynamiki [74].
Rozdzielenie nadsubtelne i szerékdinii pierwszej pochodnej absorpcj $owiem niezalene
od ruchu molekularnego,§éczas korelacji jest wkszy od 10 s.

W lepkich grodkach kdz w obnizonych temperaturach mamy do czynienia z woln
rotach (slow motiol, co odpowiada przedziatowi czaséw korelacji rgjaej 10° - 10° s
[84,93]. Analiza widm EPR jest wOwczas trudna zegladu na fakt, z czesciowe urednianie
widma przez ruch molekularny oraz dynamépindw mae przejawié sic w skomplikowanych
i nieregularnych ksztattach linii wymagaych symulacji [74]. Podczas ich przeprowadzania
uwzgkdnia s¢ zaréwno parametry zeadane z tensorami magnetycznych, jak te ocquesse
do dynamiki. Typowe widmo nitroksydu przy wolnejtaoji ma dwa dobrze odseparowane
zewretrzne ekstrema nadsubtelne oraz naktmagk region centralny, a §& przyjmiemy, ze
o$ z wskazuje kierunek wzdtuorbitalu 2ps azotu, 6 x wzdtlwz wigzania N-O, natomiastsoy
jest do nich prostopadta, B >> A, =~ Ay [93]. Wartdci czasu korelacji rotacyjnej dla wolnego
ruchu znacznika rodnika nitroksylowegoegsto szacuje siwilasnie metodami bazagymi na
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pomiarze przesuat ekstremow linii nadsubtelnych w stosunku do waritalla rezimu ciata
sztywnego [86,92]. W praktyce wyznacza garametf:

_ Az

7= (55)

gdzie: A; - koresponduje z potoavrozdzielenia midzy zewrtrznymi ekstremamiA,™ - jest
wyznaczane analogicznie, ale dla widma wimee ciata sztywnego (patrz rys. 7) [92,93].

2AY
2A;

I

\"‘\“ _fr IA
B I v
= rezim "sztywny"
= rezim wolnej rotacji

Rys. 7Widma EPR nitroksydu w #émie wolnej rotacji (kolor czerwony) oraz wzenie ,sztywnym” (kolor
granatowy) z zaznaczeniem sposobu wyznaczania pr@nA, 4, i 4,, przydatnych do szacowania czasu korelacji
rotacyjnej metog Freeda. Rysunek na podstawie [92].

Pokazano,7 Z jest monotonicznie rogna funkcja zr [93]. Dlatego na podstawig szacuje i

czas korelacji rotacyjnej:
r =a(l—2Z)P (56)

Parametry a, b s przypisywane na podstawie szerétio pik-pik pochodnych linii
lorentzowskich przy zaleniu okrélonego modelu dyfuzji, ich warfoi dla wyznaczonej
szerokdci mozna znale¢ w tabeli w pracy [89]. Wprawdzie wybdr modelu mjiaspasréd
dyfuzji Brownowskiej, dyfuzji swobodnefree-diffusion albo dyfuzji daych skokéw $trong
jump diffusiof ma istotny wptyw na ksztatt symulowanego widmie, astalonoze w rezimie
wolnego ruchu widma nitroksydow dekonych do wikszych casteczek w roztworze
przejawiaj ksztatty bardziej charakterystyczne dla dyfuzjpBnowskiej [93].

Nalezy jednak wspomnig iz powyzsza metoda stajeesbardzo mato czuta dla ruchow o czasie
korelacji rotacyjnej > 10 s [92]. Aby rozszeray zakres mierzalnychrz do < 510°
zaproponowano irn technilke bazupca na pomiarze zmian szercko linii zewnetrznych
ekstreméw widma. Wprowadzono bezwymiarowy paramétr

2\ literaturze parametr ten oznaczaaivyczajowo przes, ale w niniejszej pracg - oznacza spin, dlatego
przypisano mu inny symbol
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= - (57)

gdziei - maze wskazywda na lini przy niskim ldz wysokim polu. ParametV jest jednak
wrazliwy na znieksztatcenie linii na skutek zbytz@y amplitudy modulacji czy nasycenia moc
mikrofalowa [92]. W-1 zalezy rOwniez od wartdci 0, czyli parametru, ktory ni@ by dobrany
na podstawie widma zarejestrowanego w limicie satyw (rownania 53 i 54).

Czas korelacji rotacyjnej moa oszacowana podstawie wytania:

p=a(W—1)"" (58)

Wartasci wspotczynnikbwa, b wyznaczone z ayciem modeli dyfuzji Brownowskiej albo
swobodnej dyfuzji znal€ maozna w pracach [89,92].
W pewnych przypadkach widmo EPR ioby¢ ztozeniem dwoch sygnatdw od znacznikéw
szybko rotugcych i unieruchomionych, co moa wykazé na drodze symulacji. Sposobem
oceny wzgtdnego udziatu tych sktadowych jest podzielenie gy srodkowej linii (ktéra
jest wspolna dla wolnego i szybkiego skladnika)egravysokéé komponentu zwizanego
z powolnym ruchem. Pokazana,wyznaczony w ten sposob stosunek sktadowyckksza s¢
wraz z polarnécia i lepkascia rozpuszczalnika [75].
Warto doda, iz translacyjna mobilnig molekularna czsteczek paramagnetycznych réwnie
wptywa na widmo EPR a oszacowanie wspotczynnikotuzjytranslacyjnej mee odbywa sie
na podstawie analizy poszerzenia sygnatu EPR M4hiskich temperaturach, gdy ruchligéo
translacyjna jest utrudniona, gtowprzyczyra poszerzania widma ddziatywania dipol-dipol
paramagnetycznych gzteczek. Natomiast w wysokich temperaturach intensy ruchy
translacyjne fredniap oddziatywania dipolowe rodnikéw, zgkiszapc jednoczeénie
oddziatywania wymienne Heisenberga [84]. Generataierokdc linii nitroksydu w roztworze
mozna wyraz¢ jako:

AB = ABy + ABy;p + AByyym (59)

gdzie: 4By - suma przyczynkéw niezaleych od s¢zenia (niejednorodne poszerzenie linii,
anizotropia oddziatywfa wewratrzczsteczkowych, itp.)4Bgp - wkiad od oddziatywia dipol-
dipol pomidzy cazstkami, 4Byym - wptyw migdzyrodnikowej wymiany spinéw [71].
Oddziatywanie wymienneasbardzo krotko zasgowe, dlatego magzostd wykorzystane do
liczenia zderze molekularnych i dziki temu badania ruchu translacyjnego. Wspotczynnik
dyfuzji translacyjnej jest bowiem wprost proporcamy do czstotliwosci wymiany [89].
Rozszczepienie widmowe rodnika nitroksylowego jestazliwe nie tylko na ruch
molekularny, a tym samym mikrolepi¢o otoczenia, ale take na polarn@& bezpdredniego
otoczenia. Badanie polarfm mikrosrodowiska znacznika spinowego utatwia fakt,znajduje
ona odzwierciedlenie w skladowdy,, tensora oddziatywania nadsubtelnego i skladogygj
tensorag. Zwigkszona wart& A, i zmniejszona warkd gyx wskazujeze znacznik znajduje i
w srodowisku bardziej polarnym [76]. Ciecze polarne, woda, sprzyjaj bowiem istnieniu
form mezomerycznych z niesparowanym elektronemtomia azotu, generag wyzsze state
rozszczepienia nadsubtelnego w poroéwnaniu do plympwlarnych, np. oleju [70]. de
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czasteczka (np. biatko) posiada regiony hydrofilowydrofobowe naley mie¢ na uwadzeze
srodowisko dadczonego znacznika spinowego imozmienig swa polarngé na skutek
wywotanych temperatarzmian konformacyjnych tej molekuty [85]. Warto ppomni€, iz
w przypadku widm EPR zarejestrowanych wérmpge X dla prébek zamemnych warté¢ A,
moze by wyznaczona bezpoednio (rys.7), natomiast wakto g ustala si wykonupc
symulacg widma, ewentualnie positkag sk pomiarami wykonywanymi przy wgzych
czestotliwosciach  mikrofalowych, np. w gaie W [76]. Rekomendowane jest jednak
wyznaczenie na drodze symulacji petnych tensoAdwg dla znacznika, co pozwoli oddzieli
efekty zwhzane z polarneia od tych spowodowanych ruchem libracyjnym znaczrika].
Libracje to nisko amplitudowe ograniczone ruchywecyjne, ktére moduldj oddziatywania
magnetyczne w e%ciowo unieruchomionych uktadach anizotropowych [88] przypadku
réznic w polarndgci srodowiska nitroksydu obserwowana zmiana rozdziele@idsubtelnega,,
jest powizana ze zmiansladu tensorad (TrA), inaczej nt w przypadku ruchu libracyjnego,
ktory nie wptywa nalad tensora [85]. Dla libracji o matej amplitudzi@kot osix obowhzuje
relacja medzy wyznaczas na podstawie widma skladawd’,; a srednio kwadratow amplitudy
kata libracji (a?) = (sin?a) [83]:

Az = A% — (A% — A% )(a?) (60)

Warto zwroct réwniez uwag; na wigciwosci elektrochemiczne nitroksydow. Wiele z nich
moze w sposOb odwracalny utlediasic do odpowiednich soli oksoamoniowych (rys.8).
Potencjat oksydacyjny nitroksydu zajeod jego struktury, dla TEMPO wynosi okoto 0,64 V,
dla 4-oxo-TEMPO 0,67 V, natomiast dla 4-hydroxy-TE®™ 0,48 V [72]. Znanym procesem jest
rowniez redukcja rodnika nitroksylowego do odpowiag@&go anionu aminoalkotlenku, ktéra
jest nieodwracalna [72].

= 3 =. _ N
Ol +e 0 - e Q
- +
1.# N ~ 2 1 - N -~ 2 + e_ 1 - N ~ 2
R R R R R R
aminoalkoxide nitroxide oxoammonium
anion salt

Rys. 80dwracalne utlenianie i nieodwracalna redukcjeokydow [72].

W ukladach biologicznych w wyniku komorkowych preéer metabolicznych i reakcji
nieenzymatycznych nitroksydy mpgosta zredukowane do hydroksyloamin albo utlenione do
kationéw oksoamoniowych [94]. Pod wplywem zmkow endogennych takich, jak kwas
askorbinowy czy glutation pochodne TEMPO fatwo ajegedukcji, co objawia gizanikiem
sygnatu EPR [95]. Postulujegsize trwate rodniki nitroksyloweassilnymi przeciwutleniaczami
anawet nale do skutecznych radioprotektoréw, pomima ireagua 2z rodnikami
hydroksylowymi wolniej ni zwiazki fenolowe czy tiolowe [94]. Sgodd reakcji pokazuagych
antyoksydacyja aktywnagé¢ TEMPO warto przytoczy katalityczrmy eliminacg ponadtlenku
(rys. 9 a i b); zapobieggje reakcji Fentona utlenianie metali pgzewych (rys.9c) czy te

str. 34



utlenianie nitroksydu przez rodnik hydroksylowy kiationu oksoamoniowego z wypujacym
adduktem pérednim (rys.9d).

Q}—o' + H02° +HY —= +N=0+ Hy0,
b)
c)
QI-O' + Fe(ll) —= N—OH + Fe(lll)

d)

Rys. 9Przyktadowe reakcje pokazgge antyoksydacymaktywna¢ nitroksyddw na podstawie [94].

a)

Kiedy TEMPOL w roztworze soli fizjologicznej zostdbdany do petnej krwi szczura sygnat
EPR od rodnika zmniejszytesd 60% w cagu 1 godziny i catkowicie znik#h w ciagu 6 godzin
od momentu podania [95]. Pokazanb 4rhydroksyTEMPO ulega internalizacji do zdrowych
komorek krwi: erytrocytéw i ptytek krwi, a reakcjeedoks inicjowane przez nitroksyd
w mitochondriach magprowadzé do produkcji ROS i dysfunkcji tych organelli korkéwych
[95]. W eksperymentach zaobserwowano zmniejgzgywotnas¢ komorek jelita grubego
poddanych dziataniu TEMPO o niskiej masieasteczkowej i amino-TEMPO, przy czym
wystepowanie grup aminowych skutkowatogksza toksyczniia [96]. Oprécz niespecyficznej
akumulacji w zdrowych tkankach problemem jest tpreferencyjny klirens nerkowy
pochodnych TEMPO. W prébkach petnej krwi pobranypch myszy po 2 min od dglnego
podania im roztworu TEMPOLuU nie zaobserwowano peaxdadnego sygnatu EPR od tego
rodnika, a okres péittrwania wolnego TEMPO w krwegdni oszacowanoesina okoto 15 s [96].
Sposobem na wyeliminowanie poigyych problemow okazuje ¢siby¢ kompartmentacja
nitroksydow wewatrz nanoczstek pokrytych otoczk polimerowa. Za przyktad mog stuzy¢
nanocastki typu rdzé - powloka zbudowane z amfiflowego kopolimeru hdalego
zawierajcego hydrofilowe segmenty PEG oraz hydrofobowe PGMIEMPO jako tacuchem
bocznym [95,96]. W temperaturze pokojowej sygnaRERI takich nanogstek w probkach
krwi jest widoczny przez diszy czas (po 6h zmniejsza; gylko w niewielkim stopniu), co
swiadczy, ze rodnik nitroksylowy jest dobrze chroniony [95]. Wwiobiegu myszy okres
poftrwania rodnika zamkgiego w nanocgstkach jest ponad 60 razy dézy w porownaniu
zwolnym TEMPOLem [96]. Najciekawszy wydajegc siakt, iz mimo zamkngcia TEMPO
wewmntrz nanoczstek, jego aktywn@& w kierunku zmiatania wolnych rodnikow, zostata
zarejestrowana na zewtrz komorek krwi. Nanocgstki zawieragce trwale rodniki nie tylko nie
wnikaly do zdrowych komoérek krwi, ale dodatkowontlity hemoliz wywotam przez anion
ponadtlenkowy [95].
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1.5 Podstawowe informacje o petnej krwi ludzkiej i entrach paramagnetyc:nych w niej
wystepujacych

Petna krew ludzkatozona jest z a&ci ptynnej, czyli osoczioraz zawieszonych w nim
elementéw komorkowych, clustruje schemat na rys. IRrwinki biate (granulocyty, limfocyty
I monocyty) uczestnicgzw reakcjach obronnych canizmu. Phytki krwibiora udziat w procesie
krzepngcia krwi. Natomiast rytrocyty to najliczniejsze elementéw morfotycznych kr [97].
Ich funkcja polega na dostarczaniu tkankom tleradbieraniu C( oraz roli w utrzymaniu
rownowagi kwasowozasadowe organizmu.

krew
|
| l
Osocze Elementy
morfotyczne
0,
(ok. 56%) (ok. 34%)
| |
erytrocyty trombocyty leukocyty

Rys. 10Skfad petnej krwi ludzkiej

Krwinki czerwone maj srednic; 6,6- 7,5um i ksztalt obustronnie wkstego dysk. Ich dojrzata
posta& nie posiadagdra a take rybosomow i mitochondriow98]. Okoto 94% substancji stat
erytrocytu stanowi hemdapina, ztozona z grupy prostycznej (hemu) i e&ci biatkowej
(globiny). To wiasnie hemoglobina jesodpowiedzialna za caeony kolor krw. W krwinkach
czerwonych zaw#e s tez biatka niehemoglobirwe, w wikszaci enzymy katalizujce r&ne
reakcje biochemiczne [98l os6b dorosich 97% wszystkich rodzajow hemoglo stanowi
ludzka hemoglobina AW HbA; mozna wyodebni¢ 4 podjednostki (dwa 141 aminokwaso
tancuchy polipeptydowen i dwa 146 aminokwasow@, pctaczone wizaniami jonowymi)
Kazdy z taacuchowobejmuje osiema-helis i zawiera niekowalencyjnie dgizory prostetycza
grups hemowa, zatemhemoglobin moze wiazat jednoczénie cztery casteczki tleni [99]. Hem
zbudowany jest protoporfiryny i centralnie potmnegojonu zelazaweg: F€*, co przedstawia
rys. 11. Na protoporfiryn sktada si pierscien tetrapirolow, tworzony prze cztery piegcienie
pirolowe pohczone mostkammetinowymi oraz przyiczone do nieg@ztery grupy metylowe
dwie winylowe i dwa tacuchy boczne propionia [100]. Jon F& wiaze sk z czterema
atomami aatu piescieni pirolowych, mae tez tworzyt dwa dodatkowe wzania, kade po
innej stronie ptaszczyzny hem100]. Pate miejsce koordynacyjneagte jest przez pigcien
imidazolowy reszty histydyny, natomiast do szoOstego detzany jest tle.
W deoksyhemglobinie pozostajeono puste, a jonzelaza jest wysunty poza ptaszczyzn
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porfiryny o 40 pm. W ptucach hemoglobina ulega vogsyu tlenem. Zwazanie czsteczki tlenu
zmienia uktad elektronow w ollrie zelaza, ktére przesuwagsw ptaszczyza porfiryny, co
inicjuje przeksztalcenia strukturalneasteczki [100]. Jon F&w hemoglobinie posiada bowiem
konfigurac elektronovyq Ar(3d°) i dwa maliwe stany spinowe. W krwizylnej,

w deoksyhemoglobinie Eéjest w stanie wysokospinowyn$ € 2), natomiast w krwictniczej

w oksyhemoglobinie w stanie niskospinowy® £ 0) [101]. Przejcie z paramagnetycznego
stanu wysoko spinowego do diamagnetycznego niskog@go skutkuje zmniejszeniem
promienia jonwelaza takze maze on wsun¢ si¢ w piescien porfirynowy [102].

lancuch boczny propionianu

O -. .0
Vs ’}i\\ . pierscien pirolowy
-\_\_"‘-\—\._\_{{f ‘J ,II ..
\w“\ N
/ ™ N
v \
p x
™y .-"'f . 'f
7N N-—"\

M/f I'nl Y grupa metylowa

/ ’}“"“-—-q
/ I N~

N
grupa winylowa

Rys. 11Schemat prostetycznej grupy hemowej na podstavdie][1

Interesugcy wydaje st fakt, iz hemoglobina jest biatkiem allosterycznym, co ozmaace
wiagzanie Q przez jeda z podjednostek wywotuje zmiany strukturalne przskeane do
sasiednich, zw¢kszapc ich powinowactwo wzgbem tlenu [99].

Warto doda, iz inng forma prawidtowej hemoglobiny jest HRA ktéra stanowi okoto 2,5%
catkowitej hemoglobiny we krwi 0oséb dorostych. Wlevkptodu przewaa natomiast HbF, czyli
hemoglobina ptodowa mgja wikksze powinowactwo do tlenu [98].

Zaréwno oksyhemoglobina jak i hemoglobina odtleansv pod wpltywem tdych
czynnikbw mog przeksztatdi sie w methemoglobig w ktérejzelazo znajduje sina +3 stopniu
utlenienia. Powstawaniu tej formy biatka zapobieghecna w erytrocytach reduktaza
methemoglobiny, nie mniej jednak u zdrowego czikaieawsze znajdujeeshiewielka jego
ilos¢ (miedzy 0,7- 1,7%) [98]. Wapze stzenie (1,5 g/dL) powoduje methemoglobinemi
chorolg, ktorej towarzyszy sinica [103]. Obeddomethemoglobiny jest €&to ujawniana
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w badaniach krwi metad EPR poprzez zarejestrowanie sygnahg.z= 6 orazg| = 2 od
wysokospinowej formy F& [104-106]. Przeprowadzone me#odpektroskopii EPR badania
krwi wykazatly podwyszony poziom methemoglobiny u ludzi nayaych na réne rodzaje
promieniowania [101]. Nadmierna obeéfadego biatka jest niekorzystna, tym bardzizg

w wyniku jego reakcji z nadtlenkiem wodoru powstaje krwi wolne rodniki [104,105]. Gdy
trojwartasciowe zelazo w hemie reaguje z,8, albo innym nadtlenkiem, hem utlenia slo
formy oksyferylowej (F& = 0), a HO, redukuje do KO, akceptuic dwa elektrony. Jeden
z nich pochodzi z przeksztatcenia®Fa F&*, drugi natomiast z globiny, w ktérej generowany
jest kationorodnik P na bazie porfiryny [104].

P - F63+ + H202 - P+'F€4+ == 02_ + H20 (61)

Spektroskopia EPR wykazata powstawanie w metherbou® rodnikdw z reszt tryptofanu
(g = 2,033) oraz rodnikdéw tyrozylowychy € 2,005) [104,105]. Rodniki teabardzo toksyczne,
gdyz mogy wywotaé utlenianie lipidow, kwaséw nukleinowych i aminokséav przez oderwanie
atomow wodoru, powodajtez destrukcje hemu. Udowodniono jednak,askorbinian obecny
W 0soczu mge zmiaté wolne rodniki powstate na skutek dziatanigQnid W wyniku oddania
elektronu askorbinian przeksztatca sv rodnik askorbylowy A, ktéry jest jednak znacznie
mniej reaktywny [104]. Ponadto askorbinian jako gmiwutleniacz skutecznie zapobiega
powstawaniu uszkodaeoksydacyjnych czynnikow krzepgmia krwi, w tym fibrynogenu [107].

Wynaczyniona krew zaczyna krzeypnpo okoto 4 minutach, po czym tworzy
galaretowaty skrzep. Za proces ten odpowiedzia@serpzpuszczone we krwi biatko fibrynogen,
ktore przeksztatca gw nierozpuszczalp wytracajaca Sie fibryne (wtoknik) [97]. Dlatego krew
do bada pobiera si najczsciej z naczy zylnych bezpérednio do probdéwek
z antykoagulantem. W zateosci od przeznaczenia stosuje svodny roztwor cytrynianu sodu
(hemostaza), heparyn(gazometria) albo wersenian potasu (morfologiajab&a genetyczne)
[108]. W temperaturze pokojowej krew pgtmozna przechowywawiele dni, ale przydatr§é
diagnostyczna krwi trzymanej w warunkach chtodnatejest znacznie dhsza, przy czym krew
zamraona (-70°C) mee by badana nawet po dwdch latach od pobrania [108].

Osocze stanowte ok. 56% krwi uzyskuje @ipoprzez odwirowanie krwi petnej. Warto
dod&, iz ono rownie ulega krzepriciu. W jego skiad oprocz wody (90- 92%) wchedz
substancje state, w @kiszaici biatka (6- 8%) a tate sole mineralne (np. NaCl), lipidy (ich
nierozpuszczalne ggteczki § zwiazane z biatkiem, twoex lipoproteiny) oraz glukoza [97].
Surowica rani si¢ od osocza brakiem fibrynogenu [97]. Wprawdzie wazsl wys¢puje bardzo
wiele r@nych typow bialek, ale w badaniach EPR szczegdisietne g: transferyna
I ceruloplazmina.

Transferyna ludzka (Tf) to biatko, ktéregoestnie w osoczu wynosi 2- 3 g/l [109].
Chocia jej gtdwm rola jest transportelaza oraz dostarczanie go do komoérek, mautiziat
w proliferacji, r@&nicowaniu, wzrécie i apoptozie komorek [109]. Transferyna jestscia
systemu zapobiegajego wystpowaniu wolnegozelaza w organizmie, co autor niniejszej
rozprawy omawia bardziej szczegétowo w pracach [I1T]. Transferyna lggaca we Kkrwi
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przenosi dwa atomyelaza na cgsteczlk, a szybkéc jej syntetyzowania w girobie mae by
modulowana poziomem tego metalu w organizmie.

Transferyna przyjmuje tylko jony Ee z ktérych kady wiaze sk w specjalnej wece z
czterema resztami aminokwasowymi: dwoma tyrozynagedry histydyrm i kwasem
asparaginowym a tak z dwoma atomami tlenu pochadymi z synergistycznych anionéw
weglanowych [112]. Owa synergia oznacza, przyhczenie zelaza wymaga réwnoczesnego
dofaczenia anionu wglanowego lub dwuwglanowego.Zelazo jest zwizane w zaburzonej
osmiosciennej koordynacji [112,113]. Jony ¥emaj konfiguraci elektronows Ar(3d°) i
wystepuja w transferynie w stanie wysokospinowyd= 5/2. Dlatego podczas badania petnej
krwi ludzkie] obserwuje si charakterystyczny sygnat EPRgz= 4,2 [114-116]. Ten zimny
sygnat jest zwizany z przejciami zésrodkowego dubletu Kramersa [117]. Oprdcz niego @oyni
w pamie X ujawnity jeszcze dwa piki przy niskim polu € 8 - 9), ktére odpowiadaj
przegciom pomegdzy poziomami najiszego dubletu Kramersa [118]. Natomiast
apotransferyna, czyli transferyna niewysycaakazem nie daje sygnatow EPR [104]a#r ona
w krwiobiegu do momentu napotkania wolnegdaza w okolicy jelit alb@elaza z uszkodzonej
hemoglobiny w makrofagach (komorkach siateczkoweérédbtonkowych) [110]. Wowczas
wiaze zelazo itransportuje je do komorek, gdziezly sk z receptorem transferyny (TfR).
Nalezy jednak podkréi¢, iz transferyna mee przypé tylko jony FE”, utlenienie F& jest zatem
niezlezdne przed zwizaniem przez nizelaza. Reakejte przeprowadza ceruloplazmina ¢li
swej aktywndci jako ferroksydaza.

Ceruloplazmina ludzka (hCP) to wyptijaca w osoczu krwi glikoproteina, ktorej poziom
u zdrowych o0s6b wynosi okoto 30Qug/ml [119]. W casteczkach ceruloplazminy
syntetyzowanych gtownie w atrobie zawarte jest 95% catkowitej miedzi w orgamie, ktdr
jednak nie jest tatwo uwoléiz wretrza biatka [116]. Casteczka hCP zawiera $Zedomen
biatkowych ut@zonych w trojlatnej orientacji i waze sz&¢ atomow miedzi. Trzy z nich twogz
klaster zlokalizowany na styku domen 1 i 6, a ptaesrozmieszczoneaspojedynczo
w domenach 2, 4 i 6 [120]. Wzajemne rozmieszczgméw miedzi w ceruloplazminie ludzkiej
przedstawiono na rys.12.
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Cud
Typ |

ceruloplazmina ludzka

Rys. 12Wzajemne rozmieszczenie domen biatkowych oraz atomiedzi r&nych typéw w czsteczce
ceruloplazminy ludzkiej. Na podstawie [120].

Kazdy z trzech pojedynczych atoméw miedzi (Cu typwijze sk z cysteim i dwoma
resztami histydyny, a Cu w domenach 4 i 6 roéwrgzeresztami metioniny. W domenie 2
metionina jest zagbiona przez niepolaanreszt leucyny [121]. Z kolei dwa atomy miedzi
z klastera (Cu typu Ill) wiza si¢ z trzema histydynami, natomiast trzeci (Cu typy pbtazony
najdalej od domeny 6, tylko z dwoma. Atomy miedgiu | 4 paramagnetyczne i dapardziej
ztozone widmo EPR uiatom Cu typu Il. Natomiast para antyferromagnetie€zpohczonych
jondw miedzi typu Il jest niewidoczna w EPR [119PDoktadne scharakteryzowanie
komplekséw miedziowych w ceruloplazminie diwe jest poprzez anakzsygnatu EPR od
biatka wyizolowanego z osocza. Widmo EPR puryfikoejeceruloplazminy zrejestrowane w 77
K zostato wyjdnione jako natgenie trzech sygnatow. Wykdiono jedno centrum Cu typu g
= 2,25 iA] = 18 mT) i dwa rodzaje centrow Cu typu | posiadggh zblizone wartéci
wspotczynnikag (9= 2,20 i 2,21), ale odmieanwartc¢ statej oddziatywania nadsubtelnego
(Al = 7,2 mT iA) =9 mT) [122]. Due rozczepienie nadsubtelne dla centrum typu Il jest
charakterystyczne dla tetragonalnie skoordynowankemplekséw miedziowych, natomiast
parametry widma dla centrow typu 4 ggodne ze znieksztatcorkoordynacy tetraedrycza
ligandow wokoto metalu [122,123]. W widmie EPR peghirwi ludzkiej wyranie wida linig
przy g = 2,049, ktérej pochodzenie przypisano®Ctypu Il w ceruloplazminie [115,122].
Konfiguracg jonu C#* mazna przedstawi jako Ar (). J&li w stanie podstawowym
wypadkowy spin klastr&= Y% , to paramagnetyzm jest zlokalizowany na centiypu 11 [123].

Pomimo, & ceruloplazmina to wielofunkcyjny enzym jej podstavg rola w komaorkach
ssakéw jest aktywrio ferrooksydazy, czyli utlenianie Fedo Fé", ktére jest niezimne, aby
zelazo zostato wychwycone i zatadowane do apotraeyrsfe

4Fe?t + 4H* + 0, = 4Fe3* + 2H,0 (62)
Utlenianiu zelaza towarzyszy czteroelektronowa redukcjasteczki tlenu do wody bez

uwalniania 3" i H,O,. Ceruloplazmina poedniczy w tym wieloetapowym procesie, a jej
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jednostka katalityczna do redukcj, @o HO potrzebuje przynajmniej 4 atomow miedzi [119].
Podczas utlenianiaelaza C@" jest redukowana do niewidocznej w EPR* ¢116]. Postuluje
si¢, ze reoksydacja jonOw miedzi nggtije przy udziale NO [124].

W kontekécie ceruloplazminy warto wspomiieze prowadzono badania meg oceni
przydatné¢ tej glikoproteiny jako potencjalnego markera choyro nowotworowej.
Nefelometryczny pomiar poziomu ceruloplazminy w @so0 pacjentow ze zébwymi, litymi,
guzami przeprowadzony przed rozpegmem leczenia wykazat istotnie podiggone sizenie
tego biatka u chorych z zaawansowanymi nowotworamporownaniu do oséb zdrowych
[125]. Ustalono nawet graniczne waitbstkezenia ceruloplazminy w osoczu, poiey ktérych
mamy wskazanie na nowotwor: 358 mg/l dlazozyzn i 383 mg/l dla kobiet [125]. Réwiie
pomiary EPR krwi chorych na nowotwory #iwe, prowadzone w temperaturze -280
wykazaly istotny statystycznie wzro§edniej wartéci sygnatu dlag = 2,049 w stosunku do
grupy kontrolnej, przy czym najeksz roznice zanotowano dla nowotwordw piersi [126].
Fakt, ze pacjentki z aktywnym nowotworem piersi mapyraznie podwyszony poziom
ceruloplazminy w poréwnaniu do ludzi zdrowych czyblet z tagodnymi zmianami
potwierdzono take w innych eksperymentach [127]. Odmienne rezul@ayniosta analiza
centrow paramagnetycznych w surowicy krwi u pséergiacych na chioniaka zktiwego
przeprowadzona metadEPR. Psy z chtoniakiem wykazywatyzery poziom paramagnetycznej
miedzi w ceruloplazminie (-22%) ielaza w transferynie (-33%) w stosunku do zdrowych
zwierzt [128]. Podanie im doksorubicyny, silnego lekuosyatycznego aywanego w leczeniu
wielu typéw nowotworéw, spowodowato dalszy spadekenia F&" (-13%) oraz CH (-18%).
Postuluje si, iz doksorubicyna mee wchodzt w bezpdrednie interakcje z centrami
paramagnetycznymi metali, oajac aktywna¢ ceruloplazminy jako ferroksydazy, uwalniaj
zelazo z transferyny a nawet twacz kompleksy doksorubicyna zelazo [128]. Ponadto
doksorubicyna wplywa znagzo na wewatrzkomorkowa dystrybucg zelaza, hamug jego
uwalnianie z ferrytyny [129].

Zarbwno u o0s6b zdrowych jak i u chorych na nowatwpomiary EPR ujawnity
wystepowanie w petnej krwi jeszcze innych centrow pargnedycznych, w tym
niskospinowych kompleksowelaza 11l z porfirym (g = 2.21 - 2.91) oraz cytochromoéw
(g=3,03 - 3,27) [115]. W surowicy pacjentbw z howygatyczra beta-talasemi
zidentyfikowano dodatkowo sygnat od wysokospinowegtaza z methemalbuminy ¢g 6),
ktéra powstaje, gdy hem pochady z methemoglobiny uwolnionej z erytrocytow zue st z
albumirg [130]. Precyzyjna identyfikacja wszystkich sygmat@ystpujacych w widmach EPR
petnej krwi ludzkiej u pacjentéw z ¥roymi chorobami weiz jednak sprawia pewne trudioo,
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1.6 Interakcje nanoczystek tlenku zelaza z biatkami wysgpujacymi we krwi

Oddziatywanie nanoaestek z srodowiskiem biologicznym zaky od wielu ich
wiasciwosci, np. rozmiaru, ksztattu, stopnia krystaliczcip tadunku powierzchniowego,
hydrofobowdci, zwilzalnagsci, itp. [131]. Nanocastki tlenkuzelaza, ze wzghbu na potencjalne
zastosowania medyczne, bada god lkatem zachowania we krwi i wchodzenia w interakcje
Z biatkami w niej wys{pujacymi. Eksperymenty in vivo pokazabye przytoenie zewrtrznego
pola magnetycznego w pohkli miejsca docelowego wydta czas kizenia nanocastek
w krwiobiegu i zwgksza ich gromadzenie we wskazanym adrre. Zaobserwowano to m.in.
u myszy, ktorym podano nanastki magnetytu (g = 24 +19 nm) w obeéciopola 210 mT
o gradiencie 200 mT/cm [8]. Efekt ten wysit takze u szczurow z glejakiem, ktoérym
wstrzyknkito nanoczstki magnetytu (@ = 30-40 nm) i przyfmno zewgrtrzne pole magnetyczne
(75 mT, gradient 18 mT/cm) w rejonie mézgu przeznii@ [7]. Ciekawy wydaje sifakt, iz
w tym ostatnim przypadku odnotowano rownigzrost s¢zeniazelaza w transferynie we krwi
[7]. Fakt ten kontrastuje z rezultatami eksperymeptzeprowadzonego in-vitro, w ktérym
nanoczastki magnetytu inkubowane z wysycptelazem transferyn przez 2h wywotywaty
nieodwracalne zmiany w jej konformacji i powodowalwalnianie zwizanego z ni zelaza
[131]. Nalery jednak pamitac, iz wyniki doswiadczeé in-vitro przeprowadzanych zzyciem
roztwordéw biatek czy rozcieezonego wogl osocza mogznacznie odbiegaod tych bazujcych
na naturalnym osoczu czy krwi petnej [132]. Kolekwesta nurtupca badaczy jest ustalenie
w jakim stopniu nanogatki mog by¢ internalizowane przez elementy morfotyczne krwi.
Zaobserwowanozisuperparamagnetyczne narngstki magnetytu w postaci aglomeratow byty
wylapywane przez monocyty, natomiast w przypadkuwefagocytujcych limfocytow
i erytrocytow nanocgstki pozostawaty na powierzchni komérek [133]. Progvadzone metad
133¢s NMR badanie stabilizowanych krétkéfsuchowymi  kopolimerami  blokowymi
superparamagnetycznych nangatek tlenkwzelaza (g = 10 - 151 20 - 25 nm) inkubowanych ze
swiezymi erytrocytami cztowieka nie potwierdzito, aby nuzzstki wnikaly do wrtrza
erytrocytow w temperaturze 37 [134]. Pokazano natomiage nanoczstki mog przenikmgé
do jader limfocytow znajdujcych s¢ w naczyniach wiosowatych [8].

Metodh EPR badano interakcje pagdzy nanocgstkami magnetytu érednicy 17 nm
a biatkami: fibrynogenem i albumin ktére wys¢puja w osoczu [135]. W tym celu
wykorzystano daiczone do biatek znaczniki spinowe a #aksondy spinowe dodane do
badanego roztworu. W obliczeniach postugiwang réwnaniem Andersona, ktére pomogto
okresli¢ poszerzenie linii EPR)B na skutek oddziatywa dipolowych medzy rodnikami
a nanocgstkami:

_ 41T(pLz)
5B = T (63)

gdzie:d - to odlegté¢ migdzy znacznikiem a nanagtka, natomiast<u,> to sredni moment
magnetyczny nanogstek magnetytu (4 - I8 Gs-cni) [135]. (Naley zwrécké uwag, ze
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W powyzszym wzorze wykorzystano alternatywnie zdefiniowampment magnetyczny)
Obliczenia pokazatyze gdy rodniki i nanocstki magnetytu znajdaijsic od siebie w odlegkei
mniejsze] nt 40 nm, szerokd linii drastycznie wzrasta a amplituda maleje. Wara

o r&znice w intensywngci sygnatu EPR od znacznika spinowego ocenionorpdgobiatek do
powierzchni nanocesteczek magnetycznych i stwierdzonze fibrynogen mee do niej
przywiera&, tworzac warstwy [135]. Fakt ten wydaje ¢sistotny w kontekcie bada nad
wptywem nanocgstek na aktywagjbiatek uktadu krzepgcia krwi i ewentualne indukowanie
zakrzepow. Odnotowano bowiem przypadek, gdzie rastdd magnetytu (@ = 4-6 nm) po
podaniu myszom w &teniach 0,4; 2 i 1Qug/kg miaty efekt prozakrzepowy wethiczkach

I zytach [136]. Poza fecuchami fibrynogenu do powierzchni superparamagazetych
nanocastek tlenkuzelaza w osoczu magadsorbowé takze inne biatka np. immunoglobuliny,
al antytrypsyna, transtyretyna czy wspominaratjansferryna [137,138]. Adsorpcja zajenie
tylko od charakterystyki nanogztek, ale rowniez witasciwosci bialek oraz érodka. Jest
wspomagana przez ade oddziatywania: wgzania wodorowe, sity solwatacji czy Van der
Waalsa [137]. Badania kinetyki adsorpcji biatek socza na powierzchni nanasrek tlenku
zelaza (g = 7.8£1.9 nm) nie potwierdzity wysbwania typowego efektu Vromana dla tych
nanocastek [138]. Warto przypomnie iz Efekt Vromana polega na kompetycyjnej adsorpciji
biatek, co oznaczaze do powierzchni poatkowo przyhczap sie biatka o daej mobilngci,
ktGre nasfpnie mog zost& zasipione przez inne o wkszym powinowactwie. Namatoby
zatem oczekiwg ze albuminy jako biatka najliczniej wygiujace w osoczu dma najszybciej
wchodzt w interakcje, co mogtoby BBy korzystne ze wzgbu na ich whaciwosci
antyopsonizacyjne [138]. Eksperymenty z namstkami tlenkuzelaza pokazaty jednakze
albuminy przydczaty st do ich powierzchni tylko w niewielkich isgiach, na wszystkich
etapach adsorpcji dominowaty natomiast immunoglolyu ilos¢ fibrynogenu zwgkszata st
wraz z wydhieniem czasu inkubacji [138]. Z drugiej strony denacastek maghemitu (g = 7
nm) zaobserwowanoz istopieé ich oddziatywania z albuminzalezat od zastosowanej otoczki,
np. dla cytrynianu adsorpcja tego biatka powodowataost promienia hydrodynamicznego
czastek [132]. Inne badania pozwolity na szczegétovkeedenie biatek, ktdére w surowicy
adsorbup do superparamagnetycznych nangtek tlenkuzelaza pokrytych poli(alkoholem
winylowym) i dekstranem [139].

Mozna zatem déf do konkluzji, # nieostongte nanocgstki we krwi g pokrywane
w wickszasci biatkami promujcymi ich szyblg eliminacg z krwiobiegu, natomiast nanagtki,
ktorych powierzchnia zostala zmodyfikowana (np. kbimpatybilnym polimerem) mag
wykazyw& inne zachowanie.

% Standardowo okiony moment magnetyczny wyra sk w jednostkach J/T, natomiast w niektérych publjaah
mozna spotkd moment magnetyczny zdefiniowany w sposéb altemnayy jako iloczyn ,réwnikowego” pola
magnetycznego i sgeanu odlegtéci, przy czym ,réwnikiem” magnesu oldla sk ptaszczyza normalm do
momentu magnetycznego magnesu przecimdprzez jegosrodek, o czym pisze J. B. Tatum w rozdziale
.Magnetic dipole moment” dogbnym http://astrowww.phys.uvic.ca/~tatum/elmag/emdi? (dostp 9 V 2016).
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2 Materiaty:

2.1 Nanoczstki magnetytu:

W pomiarach metad EPR wykorzystano nanoggtki magnetytu przygotowane
w Zaktadzie Chemii Supramolekularnej na Wydziale@h UAM przez dr JoarnKurczewslg
z zespotu prof. Grzegorza Schroedera oraz nastcz syntetyzowane w Centrum
NanoBiomedycznym UAM przez dr MagdateRlatupke-Bryl. Wykaz prébek bazowych wraz
Z przypisanymi im numerami i charakterystykzedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1Charakterystyka nanogztek wykorzystanych w pomiarach

Ny Srednica Stezenie probki
orébki miejsce syntezy rdde | rdzenia pokrycie podstawowej
[nm] [mg/ml]
n53 | Centrum NanoBiomedyczne 3Bg 8-12 PEG + DOX 1
n58 |  Wydziat ChemiUAM | FgO, | 5 silan 0.1
+ TEMPO-NH.
silan
n64 Wydziat Chemii UAM Fe¢O, 5 + TEMPO-NH 0,1
+dekstran
n65b Wydziat Chemii UAM FO, 5 silan 0,1
neéb |  Wydziat Chemii UAM | Fe#©, | 5 silan 0.1
+ TEMPO-NH.

Prébki n58, n64, n65b i n66b zostaty przygotowaaemydziale Chemii UAM na bazie
nanocastek FgO, zakupionych od Sigma-Aldrichéredni rozmiar rdzenia 5 nm z pomiaréw
TEM). Nanocastki pokryto silanem, stosag meto@ przedstawiogn w pracy [20]. Ral silanu
byto stworzenie powtoki ochronnej rdzenia oraz wpaidzenie reaktywnych grup funkcyjnych.
W przypadku probek n58, n64 i n66b grupy te ulmoty kowalencyjne dodczenie do
powierzchni nanoestek znacznika spinowego TEMPO z grugminows. Sposob dakzenia
H,N-TEMPO do silanu przedstawia rys. 1®odczas funkcjonalizacji nanastek n58 i n64
najpierw dohczano do nich silan z grapfunkcyjma —Cl. W kolejnym etapie reagowat on
z TEMPO-NH. Nanocastki n64 byly przenoszone do roztworow wodnych zatkiem
dekstranu. Polimer ten tworzyt dodatkppowtoke mapca chront nitroksydy znajdujce sé na
powierzchni nanocitek. W przypadku prébki n66b zastosowano natonsigest z inm grup
funkcyjna [(3-izocyjanopropylo)-trietoksysilan]. Silan terajpierw hczono z amino-TEMPO
a dopiero péniej z rdzeniem nanoggtek.

* Schemat przykzenia znacznika spinowego amino-TEMPO do silarzyotany dziki uprzejmdaci dr Joanny
Kurczewskiej z Wydziatu Chemii UAM.
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Probki n58 i n64
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Rys. 13Sposéb dajczenia znacznika #-TEMPO do silanu na powierzchni nanastek magnetytu.
W przypadku nanogatek n66b zastosowano (3-izocyjanopropylo)-triegskan.

Nanoczstki n53 syntetyzowane byly w CentrumNanoBiomedyoznUAM metod
koprecypitacji solizelazowych wsrodowisku zasadowym. Zostaty one pokryte kopolimere
blokowym na bazie poli(glikolu etylenowego) w celuzyskania biokompatybilr$oi.
Dodatkowo daiczono do nich lek przeciwnowotworowy - doksorubigy(DOX), czyli
antybiotyk z rzdu antracyklin o dziataniu cytostatycznym. Inforg@ao procedurze syntezy
nanoczastek pokrywanych polimerem na bazie PEGznaznale¢ w pracach [140,141]. Na
podstawie analizy obrazoéw z TEM oszacowano rozmidzgni nanocgtek n53 na 8-12 nm.

2.2 Probki surowicy i petnej krwi ludzkiej:

Probki petnej krwi (zawieragej zarowno elementy upostaciowane jak i osoczay or
surowicy ludzkie] pozyskano z Wielkopolskiego Centr Onkologii w Poznaniu dki
uprzejmdaci dr n. med. Ewy Leporowskiej. Krew petna zostaédbrana od 13 osob, z ktorych
u 8 stwierdzono wysgpowanie nowotworu. Zastosowano antykoagulant wéasepotasu, aby
zapobiec jej krzepnciu i umaliwia¢ przechowywanie. Probkom krwi i surowicy przypisano
numery, ktére oznaczaprzynalenos¢ do konkretnego pacjenta.

Charakterystyk prébek krwi petnej wraz z wynikami badania ogélmgyzedstawia tabela 2.
Kolorem czerwonym oznaczono w niej wab odbiegajce od uznanych za prawidtowe.
Wartasci norm dla badania hematologicznego zamieszczatonmast w tabeli 3. U szau
pacjentdw z nowotworami zanotowano zbyt niskiezesie zelaza, ktGremu towarzyszyto
obnizenie hematokrytu oraz poziomu hemoglobiny we krwi.
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Tabela 2 Podstawowe dane dotyge probek petnej krwi ludzkiej wraz z wynikami baga morfologicznego.
Symbole K i M oznaczajodpowiednio kobieti mezczyzrg, kolorem czerwonym oznaczono waibodbiegajce
od norm przedstawionych w tabeli 3.

Nr | pres | wiek Eryt. Hb Ht |MCV|MCH | MCHC Fe S

[T/L] | [mmol/L] | [L/L] | [fL] [[fmol] [ [mmol/L] [[ug/dl]
12 M| 52| 4,93 8,7 0,41383,8| 1,77 21,1 83 bez nowotworu
59 K| 63| 4,6 8,8 0,41j790,7( 1,91 21,1 91 bez nowotworu
61 K 35| 4,55 8 0,38p84,6| 1,76 20,8 89 bez nowotworu
280 M 18 | 4,75 8,8 0,41 8B 1,85 21,9 23 bez nowotworu
333 K 75 | 4,66 7,9 0,38 8156 1,70 20,8 42 bez nowotworu
20 K| 29 | 4,28 7,6 0,36986,2| 1,78 20,6 79 rak tarczycy
142 | M| 72| 4321 7,6 0,381 88,2 1,76 19,9 39 rak trzustki
155 [ M| 76 | 5,23 9,2 0,49787,4| 1,76 20,1 134 rak prostaty
296 | M| 81241 4,5 0,220 91,3 1,87 20,5 33 rak prostaty
215 K| 69| 3,54 6,3 0,31288,1| 1,78 20,2 46 rak woreczkaoté.
266 K| 64| 4,17 7,4 10,366| 87,8 1,78 20,2 48 rak piersi
273 | M| 46 | 3,58 6,1 0,302 84,4 1,70 20,2 21 rak jelita grubego
311 | M| 61| 2,74 5,5 0,25593,1( 2,01 21,6 27 rak nerki

Tabela 3Normy badania hematologicznego na podstawie [13§6ty: Hb - hemoglobina, Ht- hematokryt, MCV -
srednia obgtos¢ krwinek czerwonych, MCH - zawa&b hemoglobiny w krwince czerwonej, MCHCérednie
stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej.

Normy: | kobiety | mgzczyzni | jednostka
erytrocyty| 3,6-5 4,2-54 [T/]
Hb 74-99| 8,0-11,4 [mmol/L]
Ht 0,37-0,47| 0,4-0,54 [L/L]
MCV 80-94 [fL]
MCH 1,7-2,2 [fmol]
MCHC 20-21 [mmol/L]
Fe 70-180 [mg/dL]

2.3 Probki nanoczastek w surowicy i petnej krwi ludzkiej

Probki do pomiarow metad EPR przygotowywano, mieszaj przez 20 minut 3Qul
roztworu nanocgstek z 30ul odpowiednio: wody dejonizowanej, surowicy albotrag Krwi
ludzkiej. Nasgpnie pobierano 55ul tak przygotowanego roztworu gstek do fiolki lub
w przypadku pomiaréw w temperaturze pokojowej naipelo jednorazowkapilak pomiarovs.
W pracy laboratoryjnej wykorzystywano jednokanatgwyeety automatyczne, ktére cecipsje
niepewndcia pomiarova na poziomie 0,8-1,6%.
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3 Metodyka pomiarow:

Pomiary EPR przeprowadzono zyagiem spektrometru fali ggtej Bruker EMX-10,
ktory pracuje w panie mikrofalowym X (czstas¢ ok. 9,4 GHz). W urgdzeniu tym dioda
Gunna stanowkrodio mikrofal, natomiast dioda Schottky'ego debekitosci promieniowania
odbitego od weki rezonansowej [143]. Badane probki umieszczano standardowym
rezonatorze prostatnym ER 4102ST (mod Tiky) zlokalizowanym pongdzy nabiegunnikami
elektromagnesu. Podczas pomiaréw stosowano adragdulacg pola magnetycznego, co
oznaczaze byto ono nie tylko liniowo zmieniane w czasieg dlodatkowo modulowane przez
specjalne cewki z eatascia f,, = 100 kHz. Dlatego po wzmocnieniu i przeprowadaedetekcji
synchronicznej sygnatu otrzymywano widma ERabe pierwsz pochodn krzywej absorpciji.

Pomiary w niskich temperaturach wykonanogllzizastosowaniu cyfrowego systemu
kontroli temperatury ER 4131VT. Medium chiade stanowit gazowy N uzyskiwany
w wyniku podgrzania cieklego azotu, zgromadzonegdOn dewarze i doprowadzonego do
wrzenia za pomac umieszczonej wewitrz grzatki. Pary o okionej temperaturze byty
dostarczane ruskdo umieszczonego we wee rezonansowej dewaru kwarcowego, w ktérym
umieszczano fiolk badZz kapilak z badan probka. Temperatuy w jej sasiedztwie kontrolowano
Z wyciem termopary i automatycznie stabilizowano ztddkaccia do 0,1 K.

Przed zarejestrowaniem widm dobierano odpowiedai@rpetry pracy spektrometru
(pole centralne, zakres przemiatania, ttumienierofé, wzmocnienie, amplitud modulacii,
stah czasow i czas skanowania, licgzbakumulacji), aby uzyskaoptymalne sygnaty od
badanych prébek. Kontrgivszystkich ustawieumazliwiat program WIN- EPR Acquisition.

Podczas rejestracji widm nanasiek zastosowano wzorzec w postaci krysztatu rubinu
umieszczonego w specjalnym uchwycie, aby zackmtah pozyck krysztatu ¢ = 4,3). Analiza
sygnatu od wzorca pozwolita sprawélzczy zachowaneasstate warunki pomiaru. Na widmach
zamieszczonych w pracy sygnat od wzorca zostattydjaby nie zaburza czytelngci
rysunkow.

3.1 Pomiary krwi i surowicy przed dodaniem nanocastek:

W pierwszym etapie zbadanacknie 26 probek krwi i surowicy, aby zidentyfikoéva
wystepujace w nich centra paramagnetyczne. Odmierzano zawszany objetos¢ 100 ul
substancji. Pomiary wykonywano w 200K. Zastosowaastpujace nastawy spektrometru:
czestotliwos¢ drugiej modulacji 100 kHz, amplituda modulacji Gy&l, ttumienie 14 dB (moc
mikrofalowa~ 7,9 mW), wzmocnienie-20°, stata czasowa 20,48 ms, czas przemiatania 20,972
s. Pomiary wykonywano w zakresach przemiataniar@30(centrum 333,5 mT) oraz 100 mT
(centrum 140 mT). Sygnalty EPR od surowicy i pefeyi ludzkiej byty stosunkowo stabe,
dlatego podczas badania probek przeprowadzano d&ojmwidm w celu poprawienia stosunku
sygnatlu do szumu. W przypadku spektrometru Bruk®&tXBEO proces ten polegat na
wielokrotnej akwizycji i dodawaniu otrzymanych widto siebie, bez phiejszego srednienia
[143]. Sygnat EPR rést proporcjonalnie do liczby keganych skanéw, oznaczonej pragz
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wzrost szumu byt natomiast proporcjonalny dm Sosunek sygnatu do szun8NRwzrastat
zatem jak:

SNR =29" _ " _ /n (64)

szum Jn =
W pomiarach probek krwi i surowicy wykonywano po 2kumulacji, a widma
zarejestrowane w agkim zakresie przemiatania poddano dodatkowo djitrafiltrem
dolnoprzepustowyml@w pass FFT filtew programie Origin), dobiergg czstotliwos¢ odckcia
w taki sposéb, aby widma nie zostaly znieksztatcone

3.2 Pomiary nanoczstek magnetytu:

Prébki przygotowywano poprzez zmieszaniquB@odnego roztworu nanoggtek z 3@l
odpowiednio wody dejonizowanej, surowicyadh petnej krwi ludzkiej. W danej sesji
pomiarowej aywano probek krwi i surowicy pochogtzych od tego samego dawcy, czyli
oznaczonych tym samym numerem. Z reguly dla d&mnego typu nano@stek pomiary
powtarzano, wykorzystag probki krwi i surowicy od innych pacjentéw. Dlarzgktadu
nanocastki n53 przebadano we krwi nr 12 i 20 oraz odpoaggej surowicy nr 12 i 20.

Wszystkie rodzaje nanoggtek przebadano w ol#oinych temperaturach. Do fiolek
pobierano jednakowe aftpsci 55 ul roztworow nanoczstek we wspomnianychsmdkach.
Prébki zamraano, ustalajc docelow temperatuy za pomog cyfrowego systemu kontroli.
Nastawy spektrometru podczas pomiarow w niskictperaturach przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4Nastawy spektrometru przy pomiarach zaiorg/ch prébek nanogstek:

zakres amplituda stata
nr probki przemiatania| wzmocnienie | modulacji | czasowa | ttumienie [dB]
[mT] [mT] [ms]
n53 650 1,120° 0,5 20,48 14
n58 650 6,32-10 0,5 20,48 14
n58 (TEMPO) 20 6,32-f0 0,1 20,48 14
n64 650 6,32-10 0,5 20,48 10
n64 (TEMPO) 20 6,32-70 0,1 20,48 10
n65b 650 6,320° 0,5 40,96 14
n66b 650 6,320° 0,5 40,96 14
n66b (TEMPO) 20 6,320° 0,1 40,96 14

Dla nanoczstek n53, n65b i n66b w badanycfrarlkach zastosowano proce¢ldield
cooling. Ciekh probke trzymano w polu magnetycznym 500 mT przez 5 minaatpnie
zamraano w tym polu. Pomiar odbywakst uzyciem goniometru dla orientacji probki D90°
wzgledem kierunku zewgtrznego pola magnetycznego (dla nanstek n65b rownie 180).
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Standardow temperatur pomiarow bylo 230K. Nanoastki n66b przebadano
dodatkowo w 255 i 260K, natomiast nangstki n53, n58 i n64 w szerokich zakresach
temperatur, odpowiednio: 121-265K, 123-265K, 15515

Nanocastki z dohczonym znacznikiem spinowym (n58 i n66b) w wodzaarowicy
i petnej krwi ludzkiej badano réwnie w postaci cieklej w jednorazowych kapilarach.
Zastosowane nastawy spektrometru przedstawia tab&edbki nanocstek n58 po zmierzeniu
w 293K przechowano w temperaturze pokojowej i pdnBach ponownie zarejestrowano ich
widma EPR w tej samej temperaturze i przy tych s@mmastawach spektrometru. Dodatkowo
dla probki n58 w surowicy zarejestrowano sygnabx iwickszonym wzmocnieniem.

Tabela 5Nastawy spektrometru przy pomiarach ciektych prohekocastek w kapilarach:

Zakres ) Stata L
. . . - Amplituda ttumienie
Nr probki przemiatania| Wzmocnienie . czasowa
modulacji [mT] [dB]
[mT] [ms]
n58 650 16 0,5 20,48 14
n58 (TEMPO) 10 10 0,05 20,48 14
n58 (TEMPO) 10 1d 0,05 20,48 14
(po 8 dniach) ’ ’
n66b 650 6,32-10 0,5 40,96 14
n66b (TEMPO) 20 6,32-10 0,05 40,96 14

Analize¢ widm ddwiadczalnych przeprowadzono w programach Originigi@ktab
Corporation) i Excel (Microsoft Corporation). Spbséyznaczania podstawowych parametrow
sygnatu EPR (pola rezonansowegjpszerokéci pik-pik 4By, oraz amplitudy) obrazuje rys. 14.

Pole rezonansowe B,

\ Amplituda N

Rys. 14Spos6b wyznaczania podstawowych parametréw linR EP

Wartasci wspotczynnikdwg obliczano ze wzoru (11). Dla widm dokonego do nanoggtek
znacznika spinowego wizienie szybkiej rotacji wyznaczano ponadto: state ialgmvania
nadsubtelnego (patrz rys. 2), czas korelacji rqtesjy korzystaic z formuly (47) oraz
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wspotczynnik anizotropii ze wzoru (49). Opis ruckwacznika wolnorotacego wymagat
natomiast przeprowadzenia symulacji (patrz podriait@z4).

Przy analizie wynikbw pomiarow nanastek przeprowadzono réwiieanaliz CREM
(szczeg6towe informacje w podrozdziale 3.5).

3.3 Metoda szacowania niepewnii pomiarowych:

Przy ocenie niepewsoi wynikow pomiaréw bezpgwmednich (np. temperatury)
uwzgkdniano niepewni dziatki przyradu oraz ewentuainniepewneé¢ obserwatora.

Do oszacowania niepewfm pomiarow pérednich zastosowano metptbsowej oceny
niepewnadci systematycznej wielkoi mierzonej pérednio. Metoda ta nie prowadzi do
przesadnie pesymistycznej oceny niepesgnftak jak ma to miejsce w przypadku niepewgio
maksymalne)j) i jest gsto stosowana w praktyce [144].

Przy obliczaniu zlpone] niepewnéci wykorzystano prawo przenoszenia hiepeseno
pomiarowych [145]. W przypadku funkcji wielu zmigramy = f(x,..., %), niepewné¢ ztozona

S(y) wyznaczano poprzez obliczenie zmiczek castkowych dla kolejnych zmiennych
I utworzenie z nich sumy geometrycznej [146]. Dimtestosowany wzor ogélny na niepewfio

przybierat posta

dy 2
5. = (B [2 500 9
gdzie:
S(X%) - oznacza niepewréd pomiaru wielkgci X;.
Dla przyktadu, oznacza niepewnéé pomiaru czstotliwoici jako S, i niepewndé
wyznaczenia pola rezonansowego jeﬂ?cr), wzOr na niepewnid pomiaru dla wspotczynnikg

przedstawiat gi nastpujaco:

5= G5 + (%)

Po obliczeniu odpowiednich pochodnych, wykonanzegsztalcé i uwzgkdnieniu,ze wartd¢
wspotczynnikag wyraza sk wzorem (10) formwt na niepewn& pomiaru péredniego

wspotczynnikag mazna przedstawirowniez jako:

Sy =gl (2_)2 +(2) (67)

W pomiarach spektrometrem Bruker EMX-10 niepes¢nmomiaru czstotliwosci przyjeto jako

S, = 0,001 [GHz], natomiast niepewrs6 wyznaczenia pola rezonansowedl, zalezata od
stosowanego zakresu przemiatania przy 1024 kropaidikowania pola.
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3.4 Sposob przeprowadzania symulacji widm EPR:

Symulacje widm EPR znacznika spinowego 4-amino-TEMRIohczonego do
nanocastek wykonano w programie EasySpin. Jest to da@ayv srodowisku Matlab zestaw
narzdzi symulacyjnych EPR stworzony przez Stefana &t@raz ze wspotpracownikami.
Program EasySpin sprawdza przy symulacjach widma znacznikow spinowych. ezadsci
od skali czasowej dynamiki rotacji znacznika w syawjach stosuje sirdzne funkcje: peppef
dla rezimu sztywnego rigid limit), ,chili” dla znacznika wolno rotagego €low motion,
natomiast garlic” dla szybkiego ruchu znacznikéagt motiofn [91].

W niniejszej pracy symulowano sygnalty EPR adabnego do nanoggtek znacznika
spinowego 4-amino-TEMPO dla temperatur 125 i 23Q@stuguac sk funkcja , chili”.
Dodatkowo dziki zastosowaniu funkcjiesfit’ i sympleksowej metody spadku Neldera-Meada
program mogt w sposéb dynamiczny zmiémneartasci parametrow symulacjizado momentu
uzyskania optymalnej zgodém widm symulowanego i eksperymentalnego. Kaldoda, ze
symulacje wykonywano na podstawie widm zarejestrowh w zakresie przemiatania 20 mT.
W przypadku, gdy w widmie dwiadczalnym sygnat od znacznika 4-amino-TEMPO
wystepowat na tle fragmentu (na zboczu) szerokiej liimagnetytowego rdzenia nangstek,
podkiad ten odejmowano, dopasowajdo niego krzyw okreslona wielomianem trzeciego
stopnia. Dzgki temu widma odniesienia posiadaty dobrze skorygovini¢ bazowa.

Przeprowadzenie symulacji udivito wyznaczenie dla widm wolno rotagych
znacznikéw takich parametrow, jak: czas korelagiacyjnej wr, szeroké¢ linii, wartosci
sktadowych tensorovg (g, g,, &) oraz4 (A, A, A).

3.5 Zastosowanie metody CREM:

Widma EPR daiczonego do nanoggtek znacznika spinowego TEMPO (prébki n58 i n64
w badanych e&rodkach) oraz sygnaty od magnetytowych rdzeni nzgstek (probka n53, n65b)
poddano procedurze numerycznegogkarzania rozdzielczei z uzyciem specjalnego programu
komputerowego RKU. Metoda zgkiszania rozdzielczeoi sygnatowej ztaonych widm EPR fali
ciagtej, nazywana réwnie CREM (akronim odcomputer resolution enhancement mejhod
pomaga w interpretacji sygnatow sktagajch sé z wielu naktadajcych st linii rezonansowych
o réznych szerokéciach [147]. Opis metody oraz jej przykiadowe aplije w spektroskopii
EPR znale¢ mazna w pracach [9,147-149], natomiast szczegotowy tgoretyczny w artykule
[150].

Podczas analizy CREM widmo EPR traktujgejako splot dwoch funkciji:

F(x) = [T K(x — x") W(x)dx' (68)

gdzie: W(x") okresla pozycg i intensywndci poszczegbinych linii w widmie, &(x — x') to
tzw. rdze, czyli funkcja opisujca ksztalt i szeroko pojedynczej linii.
W pierwszym etapie procedury funkdi(x) poddaje si transformacji Fouriera:

Fi) = =" F()exp(—ixy)dx (69)
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Nastpnie wyznacza siréwniez transformag rdzeniak (y).
Przy zwkkszaniu rozdzielczzi rzeca kluczow jest wyznaczanie funkc (x'):

/ —14 o F .y
W) = @m 7 [ 2D exp(—ix'y)dy (70)

W praktyce mamy do czynienia ze skaonym cigiem prébek sygnatu, wé korzystamy ze
wzoréw w postaci dyskretnej. Dodatkowo konieczrs jestalenie ksztattu funkcji opisggj
linie rezonansow (Gaussa albo Lorentza) oraz dobor ékneej szerokéci rdzenia. Zazwyczaj
dla danego widma obliczenia powtarza dla raznych szerokéci rdzenia, aby znaké wartas¢
optymalra, czyli taka, dla ktérej widmo jest najlepiej rozdzielone a ditopy sygnatu absorpciji
przyjmuja nieujemne wartai [147].

W eksperymencie analizy CREM widm zarejestrowanyabkreslonej temperaturze dla
nanocastek n53 i n65b w wych arodkach przeprowadzano przy tej samej, optymalnie
dobranej szerokai rdzenia (20 pkt), aby nmioa bylo poréwnarezultaty. Ksztatt linii ustalono
jako Lorentzowski. Dla zarejestrowanych waskim zakresie przemiatania sygnatéw od
znacznikbw spinowych dgt¢zonych do nanoaestek n58 i n64 szeroké funkcji rdzenia
ustalono natomiast na 25 pkt.
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4 Wyniki:
4.1 Pomiary surowicy i petnej krwi ludzkiej przed dodaniem nanoczstek

Metoda spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnego przebadano 13 probek krwi
petnej i 13 probek surowicyPrébki krwi pelnej pochodze zaréwno od oséb zdrowych jak
i pacjentéw z nowotworami wykazywatly charakterygtye ciemne zabarwienie (rys. 15).

e
krew nr 12 % krew nr 296

(bez nowotworu) (rak prostaty)

Rys. 15Prébki krwi pelnej przebadane w eksperymencie piadyacharakterystyczne ciemne zabarwienie.

We wszystkich widmach petnej krwi ludzkiej uzyskahyw szerokim zakresie przemiatania, tj.
650 [mT], wystpowalty trzy wyrane sygnaty EPR. Przyktad stanowi wynik pomiaru graty
155 (krew pacjenta z rakiem prostaty) przedstayiwe rys. 16. W widmie tym dominuje linia
g = 6,0. Znacznie mniejgzntensywnéc¢ przejawia liniag = 4,2 oraz zteony sygnalg = 2,27
orazge = 2,06, ktory charakteryzujegsstruktug nadsubtels Aj = 15 +0,9 mT.
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Rys. 16Widmo EPR petnej krwi ludzkiej (probka nr 155 elwr pacjenta z rakiem prostaty) z zaznaczeniem
wartasci wspotczynnikowg dla poszczegolnych linii.

® Ponad 40 prébek krwi pelnej pobranych od pacjemtekkiem piersi autor przebadat dodatkows podczas
przygotowywania pracy magisterskiej pt. ,Badanietodg elektronowego rezonansu paramagnetycznego peinej
krwi pacjentek z rakiem piersi leczonych radiotegapCzes¢ otrzymanych wynikéw mma znalé¢ w pracy [114].
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Rys. 17Widmo EPR surowicy ludzkiej, prébka nr 155 (pacjemakiem prostaty). Zaznaczono wadio
wspotczynnikowg dla dwoch wyranie widocznych linii.

Dla porownania w widmie EPR surowicy nr 155 pochwéy od tego samego pacjenta na tle
szumu wyranie uwidacznig tylko dwa sygnahg = 4,2 orazyL = 2,06 (rys.17). Wysgpuja one

dla wszystkich przebadanych probek. W widmach ERPoveicy ludzkiej nie pojawia si
natomiast linia zg = 6. Zapisy przeprowadzone weigzym zakresie przemiatania 100 mT
doktadniej odday charakter sygnatu EPRg= 4,2. Posiada on charakterystyczny ksztatt i jest
ztozony z trzech komponentéw, co zobrazowano na rys. 18
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Rys. 18Widmo EPR surowicy ludzkiej (probka nr 155 pacjentakiem prostaty) zarejestrowane w zakresie
przemiatania 100 mT uwidacznia szczeg6ty sygnajs2,2. Kolorem czerwonym pokazano sygnat po
zastosowaniu filtru dolnoprzepustowego.
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4.2 Pomiary nanoczstek n53 pokrytych polimerem na bazie PEG z dgkzonym lekiem
przeciwnowotworowym - doksorubicyr.

Nanocastki n53 pokryte polimerem na bazie PEG z adpbnym cytostatykiem
doksorubicyn badano w wodzie dejonizowanej, surowicy i krwinegl Zastosowano proceaur
field cooling (5 min w polu 500 mT). Pomiar przemadzano z zyciem goniometru dla dwdéch
orientacji probek, tj. ©i 90° w stosunku do kierunku przytonego pola magnetycznego.
Poréwnanie widm zarejestrowanych w temp. 230K digow O i 9C° dla nanocastek n53
w wodzie, surowicy nr 20 i krwi nr 20 przedstawidjolejno rysunki 19-21. Widma te maaj
post& pojedynczej szerokiej linii. Naly zauwayé, ze wart@é zewrgtrznego pola
rezonansowego silnie zaleod orientacji probki i jest wksza dla kta 90.

4000 7
] —n53 w H,0 kat 0°

3000 7

—n53 w H,0 kat 90°

2000 7

1000 1

0 ]

-1000 1

amplituda [j.u.]

-2000 1

-3000 ]

-4000 1

-so000 +»r—+-+-—-—+—"—-+-rr-r—eoH-m-r-r-—r—r—mr-r—r—r—"+-rr-r—r—"—mrr—r-—r-mrrrrrrrr—or—rrrr—r—r——r———r—rrr—

indukcja pola magnetycznego [mT]

Rys. 19Poréwnanie widm EPR nanagtek n53 w wodzie w temp. 230K dla orientadji 00° w stosunku do
kierunku zewntrznego pola magnetycznego.
W tabelach nr 6 i 7 zestawiono obliczone wsstovspétczynnikowg i szerokdci linii dla
nanocastek n53 w wodzie, surowicy (probki nr 12 i 20) oy@etnej krwi ludzkiej (probki 12
I 20) dla temperatur odpowiednio 230 i 200K.

Tabela 6 Obliczone wartéci szerokdci linii 4By, oraz wspotczynnikowg wraz z niepewniciami Jg dla
nanocastek n53 w badanychimdkach w temperaturze 230K dla orientacji protiki @0°.

, kat O° kat 90°
Prébka
g | 89 | 4Bp[mT] g 89 | 4Bpp[mT]
n53 w HO 2,114 0,004, 87,0+0,9 2,032| 0,004 83,9 +0,9

n53 surowica 20 | 2,130| 0,004| 88,3+0,9 | 2,040| 0,004 85,1+0,9
n53 surowica 12 | 2,131| 0,004| 88,3+0,9 | 2,036| 0,004 83,2+0,9
n53 krew 20 2,135/ 0,004 88,3+0,9 | 2,036| 0,004 83,2 +0,9
n53 krew 12 2,131 0,004 87,7+0,9 | 2,040| 0,004 85,1+0,9
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Rys. 20Poréwnanie widm EPR nanagtek n53 w surowicy nr 20 w temp. 230K dla oriejitati 90° w stosunku
do kierunku zewetrznego pola magnetycznego.
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Rys. 21Poréwnanie widm EPR nanagtek n53 we krwi nr 20 w temp. 230K dla orient&€ji 90° w stosunku do
kierunku zewntrznego pola magnetycznego.

Analiza danych pozwala stwierdzize wartgci wspotczynnikow g dla nanocgstek n53

w surowicy i petnej krwi ludzkiej & wicksze ni w przypadku nanoaestek w roztworze

wodnym, przy czym riénica jest wyraniejsza dla kta . Dla danej orientacji nie

zaobserwowano natomiast istotnyctenmi@ w szerokéciach linii dla nanocgstek w r@nych
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osrodkach. Wane jest natomiastzidla nanoczstek we wszystkich spodkach szeroks linii
EPR dla orientacji Ojest wiksza n dla 90.

Tabela 7 Obliczone wartéci szerokdci linii 4ABpp oraz wspétczynnikdwg wraz z niepewniciami og dla
nanocastek n53 w badanychiimdkach w temperaturze 200K dla orientacji protiki @

) kat O° kat 9C°
Prébka
g o] ABpp[MT] g 09 ABpp[MT]
n53 w HO 2,140| 0,004| 93,4 +0,9 2,048 0,004 89,6 +0,9

n53 surowica 20 2,157/ 0,004| 94,0 +0,9 2,059| 0,004 88,3 0,9
n53 surowica 12 | 2,153| 0,004| 93,4 +0,9 2,056, 0,004 88,3 +0,9
n53 krew 20 2,161| 0,004| 92,8 £0,9 2,056, 0,004 88,9 +0,9
n53 krew 12 2,153| 0,004| 92,1+0,9 2,060 0,004 88,9 +0,9

Tabela 8 przedstawia wafth zewrgtrznych pol rezonansowych wraz z ich zmia
w temperaturze 230K dla nanasiek n53 w badanychimdkach dla ktow & i 90°.

Tabela 8 Wartasci zewretrznego pola rezonansowego dla namstak n53 w wodzie, surowicy i petnej krwi
ludzkiej dla orientacji probek®°d 90° oraz obliczone przesugie polaB,(90°) - B,(0°) dla wybranych &rodkéw

w 230K. Wartdci pola anizotropii i efektywnej statej anizotropiiagnetycznej obliczono na podstawie pomiaréw
field cooling.

) kat 0° kat 9P Kef
Prébka B, (Tl B (Tl B/(90°) - B,(0°) [mT] | Ba[mT] rerglen]
n53 w HO 316,6 £ 0,6/ 329,4+0,6 12,8 £ 0,9 8,5+0,6 | 2,040
n53 surowica 20| 313,5+0,6| 328,1+0,6 14,6 £0,9 9,7+0,6 | 2,330
n53 surowica 12| 314,1 £+0,6| 328,7+0,6 14,6 £ 0,9 9,7+0,6 | 2,330
n53 krew 20 313,5+0,6| 328,7+0,6 15,2+0,9 10,1 +0,6| 2,4210"
n53 krew 12 314,1+£0,6| 328,1+0,6 14,0+ 0,9 9,3+0,6 | 2,230

Nanocastki n53 w wodzie cechuje wkisze pole rezonansowe znnanocastki we krwi
i surowicy. Natomiast réica pomédzy wartgciami pél rezonansowych dla orientacfi i090°
dla nanocastek w wodzie jest mniejszaznilla nanoczstek w pozostatychsoodkach.

W oparciu o znane z literatury [23,151-153] zal&ci:

B-(90°) — B.(0°) = 1,5- B, (71)
2K,
By =77 (72)
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przyjmujac wartéé magnetyzacji nasycenia dla magnetytu litego rdwils = 480 emu/crh
(480 erg/(Genr) [154,155], oszacowano wat pola anizotropiiB, iefektywnej state]
anizotropiiKet, ktGre zamieszczono w tabeli 8. Zaréwno pole anipii, jak i efektywna stata
anizotropii 9 wieksze dla nanogstek we krwi i surowicy w poréwnaniu do nangsiek
w wodzie.

W eksperymencie ustalono rowajgak parametry linii EPR (warfoi wspotczynnikdw
g, szerokeci 4Bp, i amplitud) zalea od temperatury w zakresie 121-265K. Na rys. 22
poréwnano obliczone wara g dla nanocgstek w wodzie i petnej krwi ludzkiej (nr 20) dla
orientacji @ i 90° wzgledem kierunku zewgirznego pola magnetycznego. Widae wartgci
wspotczynnikbw g malep wraz ze zwgkszaniem temperatury, czyli linie przesuwvagic
w strore wyzszych poél rezonansowych. Ponadto waritovspotczynnikéwg dla nanocastek
n53 pokrytych polimerem na bazie PEG we kravingeksze ni wartagsci g dla tych nanocstek
w wodzie, przy czym rinica midzy tymi grodkami jest istotna dla orientacji probek Ola
obu prébek w catym zakresie temperatur wanitavspotczynnikowg dla kita @ s3 wyraznie
wieksze ni dla 90.

2,26 ]; .
® n53H50Kkato
2,24 £ 205 o
T e n53 H-,0 kat 90
20 BBl 20ka
1 B e ¢ n53 krew 20 kat 0°
2,20 - e Fe |
1 T E 2 ¢ n53 krew 20 kat 90°
2,18 - g B
Ty " g S
x 2,16 g .
g - " R
£ 2,14 - B : )
£ 2,10 - B S *;g;
2,08 - Sg‘,
- S
2,06 - gi
2,04 A R “'“:'_":13'1‘:::;@“‘_\ Y
2,02 - g
_ Yo
2,00 +— . . . . . : : . : : . —r—r—t—r
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
temperatura [K]

Rys. 22Zaleznos¢ wartdsci wspotczynnikag od temperatury dla nanagstek n53 w wodzie i krwi nr 20 dla
orientacji 0 i 90° w stosunku do kierunku zewinznego pola magnetycznego.

Na rys. 23 poréwnano linie EPR nanggstek n53 we krwi nr 20 zarejestrowane w temperatura
121 i 230K dla orientacji probki’0Widmo w 121K ma wyrznie wyzszy wartosé g.

® W literaturze nadal gsto stosuije sijednostki z uktadu CGS: lerg =40; emu = 1lerg/Gs = T/T; Gs = 10 T.
Sposaéb przeliczania wedtug tabel: http://useramuk/~sjb/magnetism/units.pdf (dgst 19 VI 2016).
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Rys. 23Widma EPR nanoegatek n53 we krwi w temperaturach 121 i 230K pragmtacji probki 0.

Szerokie linie EPR w niskich temperaturach gawie symetryczne (co wi@lana rys. 23),
natomiast wraz ze wzrostem temperaturgni® ich asymetria. W tabeli 9 przedstawiono
wspotczynniki asymetriiR obliczone jako iloraz wysokoi dodatniego i ujemnego piku
(wysokaici ustalane odpowiednio od maksimum albo minimuntimiobazowej). Warté¢ R =1
oznaczataby ideadnsymetre.

Tabela 9Wartasci wspotczynnikdw asymetrR obliczonych jako iloraz wysokoi dodatniego i ujemnego piku
widma EPR od rdzeni nanagstek n53 w wodzie i krwi petnej nr 20.

121K 170K 200K 230K 265K

R(0%) [R(O) | R0 [ ROP) | RO%) | REP) | RO [ RO) | RO | RO
0,998| 0,930 0,957| 0,883 | 0,925] 0,859 | 0,887| 0,836 | 0,851| 0,822
+0,005| +0,004 | +0,003| +0,003 | +0,003| +0,003 | +0,003| #0,002 | +0,002| +0,002

n53 krew | 0,999 | 0,916 | 0,958| 0,880 | 0,931| 0,859 | 0,901| 0,841 | 0,839| 0,810
20 +0,005 | +0,005 | +0,004 | +0,004 | +0,004| +0,004 | +0,004| +0,003 | +0,005| +0,004

n53 HO

Dla badanych probelR < 1, co oznaczaze ujemna cz€ widma przewaa, j&li chodzi
o wysoka¢ (ale rownoczénie naley zauwayc, ze jest wzsza ni pik dodatni). Dla badanych
osrodkow dla lgta 9C linia EPR jest bardziej asymetryczna dla kata O

Dla nanoczstek n53 wyznaczono ta#& zalenos¢ szerokdci linii od temperatury
w zakresie 121 - 265K. Analiza rys. 24 pozwala etdzi, ze linia EPR od nanogsgtek
poszerza giwraz z obnianiem temperatury. Dodatkowo szerékbnii przy orientacji préobki 0
jest wieksza ni przy orientacji 98 Dla tej samej orientacji probki w okitenej temperaturze
roznice szerokexi linii dla nanoczastek n53 we krwi, surowicy i wodzie mieszcie natomiast
w granicach niepewr$oi pomiarowych.
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Rys. 24Zaleznos¢ szerokdci pik-pik linii EPR od temperatury dla nanastek n53 w wodzie i petnej krwi nr 20

Zbadano rownig jak zmienia si amplituda linii EPR nanoestek n53 od temperatury, co
zobrazowano na rys. 25-27.
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Rys. 25Zaleznos¢ amplitudy linii EPR od temperatury dla nangstek n53 w wodzie

Dla nanocastek n53 w HO (rys. 25) amplituda linii EPR rosta wraz ze gkgizaniem
temperatury, przy czym amplituda linii przy oriegjt®0° byta wicksza ni dla ©.
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Rys. 26Zaleznos¢ amplitudy linii EPR od temperatury dla nangsizk n53 w petnej krwi nr 20

Dla nanocastek we krwi i surowicy nr 20 amplituda linii révaii rosta wraz ze zwkszaniem
temperatury, ale tylko de 240-245K, a nagpnie zaczynata mateco wida& na rys. 26-27.
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Rys. 27Zaleznos¢ amplitudy linii EPR od temperatury dla nangstek n53 w surowicy nr 20

Ksztalt zarejestrowanych dla nangstek n53 sygnatow EPR wskazywaké maj one ziaong
struktug, dlatego przeprowadzono anali£REM. Jej wyniki dla widm zarejestrowanych
w 230K przedstawiono na rys. 28-30.
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Rys. 28Poréwnanie wynikéw analizy CREM dla widm EPR nangtek n53 w HO dla orientacji probki 0i 90°
w stosunku do kierunku zewtnznego pola magnetycznego (temp. 230K). W obu wicimwidoczna wska linia
g=1,99. Czerwone przerywane linie stanpabpasowanie przebiegu szerokich sktadowych widma.
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Rys. 29Porownanie wynikéw analizy CREM dla widm EPR nargbtzk n53 w surowicy nr 20 dla orientaciji
prébki @ i 90° w stosunku do kierunku zewtnznego pola magnetycznego (temp. 230K). W obu \aicim
widoczna wiska liniag = 1,99. Czarne przerywane linie stangdbpasowanie przebiegu szerokiego komponentu.

str. 62



2500 1
2000 J ——n53 krew?20 kat 0°

1500 ——n53 krew 20 kat 90°

1000 7

500 ]

-500 3

amplituda [j.u.]

-1000 7

-1500 7

-2000

-2500 7

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
indukcja pola magnetycznego [mT]

Rys. 30Poréwnanie wynikdw analizy CREM dla widm EPR nanstzk n53 we krwi nr 20 dla orientacji probKi 0
i 90° w stosunku do kierunku zewnznego pola magnetycznego (temp. 230K). W obu wichmvidoczna aska
linia g = 1,99. Czarne przerywane linie stanpdopasowanie przebiegu szerokiego komponentu.
Numeryczne zwikszenie rozdzielczoi widm EPR przy zalmnej szerokéci rdzenia 20 pkt
pozwolito wyodebni¢c we wszystkich widmach nanagstek n53 wska linie g = 1,99
wystepujaca na tle szerokiego sygnatu. Poémie tej linii jest stale i niezatee od orientacji
prébki wzgkdem pola magnetycznego, co widaa rys. 28-30. Ponadto linia ta ma stahrtasé
g dla wszystkich prébek bez wzgu na érodek w jakim znajdowaty sinanoczstki.
W tabeli 10 przedstawiono obliczone stosunki araglinaskiej linii (g = 1,99) do szerokiej linii
dla nanocastek w badanychsoodkach w temperaturze 230K.

Tabela 10Wyznaczone stosunki amplitucigkiejl,, do szerokies, linii EPR dla nanocgstek n53 w zatenosci od
osrodka i orientacji prébki wzgblem pola magnetycznego w temperaturze 230K.

Prébka W/1s (orientacja €) | 1,/ls; (orientacja 9€)
n53 HO 0,73 +£0,02 0,72 £0,02
n53 surowica nr 20 0,70 £ 0,03 0,73 0,03
n53 krew nr 20 0,83 +£0,04 0,83 +0,03

Z danych w tabeli wynikaze dla nanocgstek n53 we krwi udziat wgkiej linii jest wikszy niz

w przypadku nanogstek w wodzie i surowicy. Na rys 31 i 32 pokazamomiast rezultaty
analizy CREM odpowiednio dla nanastek w wodzie i petnej krwi ludzkiej dla czterech
wybranych temperatur 181, 200, 230 i 251K (origjat@geobki () Wida¢, ze amplituda wskiej
linii (g = 1,99) wyranie rasnie wraz ze wzrostem temperatury. Dodatkowo dlabozistek we
krwi stosunek amplitud uskiej i szerokiej linii jest wikszy ni dla castek w wodzie.
Porownanie szerokoi waskiej linii w temp. 181K 4By, = 8,3 +0,9 dla n53 we krwidBy, = 9,5
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+0,9 dla n53 w KHO) oraz 251K 4By, = 7,0 0,9 dla n53 we krwi 4By, = 7,6 +0,9 dla n53
w H,0) wskazujeze waska linia w niewielkim stopniu poszerza 8 niskich temperaturach.
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Rys. 31Poréwnanie wynikéw analizy CREM dla widm EPR nangtek n53 w wodzie dla orientaciji prébKi dla
temperatur 181, 200, 230 i 251K.
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Rys. 32Poréwnanie wynikow analizy CREM dla widm EPR nangbtek n53 we krwi nr 20 dla orientacji prébKi 0
dla temperatur 181, 200, 230 i 251K.
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4.3 Pomiary nanoczstek n65b pokrytych silanem

Nanocastki magnetytu pokryte silanem (n65b) badano w wediejonizowanej, surowicy
i petnej krwi ludzkiej. W tym przypadku rowniezastosowano procedufield cooling (5 min
w polu 500 mT). Widma rejestrowano dla orientagplgek 0, 9F i 180° wzgldem kierunku
zewretrznego pola magnetycznego. Rys. 33 przedstawigddwo@anie widm nanogstek
w wodzie, surowicy nr 155 i petnej krwi nr 155 Zastrowanych w temperaturze 230K dlgek
0° natomiast rys. 34 dlagta 9C. Tabela 11 zawiera zestawienie wéctowspotczynnikowg

i szerokdci linii 4By, dla szerokich sygnatow pochegdych od rdzeni nanoggtek w wodzie,
surowicy (probki nr 155 i 296) oraz petnej krwi @pki nr 155 i 296) dla orientacji 0, 90 i 180
Analiza danych wskazujeze dla orientacji probki Oi 180 nanocastki n65b we krwi
charakteryzuyj sie wyraznie mniejsz wartdcia g niz nanoczastki w surowicy i wodzie. Dladta
9(° sytuacja jest odmienna, tzn. nangstki we krwi posiadaj zdecydowanie wksz wartos¢ g
niz nanocastki w wodzie i surowicy. Nanoastki w wodzie i surowicy dla danegatlk pomiaru
cechuj bardziej zblkone wartéci g. Zanotowano tate niewielkie régnice w wartdciach g
pomiedzy prébkami nanogstek dla danego typérodka (np. ponddzy nanocgstkami n65b
w surowicy 155 i 296).

Tabela 11 Obliczone wartéci szerokdci linii 4By, oraz wspoiczynnikéwg wraz z niepewngiami og dla
nanocastek n65b w badanychimdkach w temperaturze 230K dla orientacji protiki 9¢ i 18¢.

kat 0° kat 90° kat 180
Prébka AB, AB, AB,

s pp S PP S PP
n6s5b w HO | 2,365| 0,005 113 2,034| 0,004 98 2,360 | 0,005 112
’ ’ +0,9 ’ ’ +0,9 ’ ’ +0,9
n65b 2,365 | 0,005 114 2,027| 0,004 96 2,359 | 0,005 114
surowica 155 ' +0,9 ' ' +0,9 ' ' +0,9
n65h 115 96 115

) 2,344 | 0,005 2,038| 0,004 2,344 | 0,005
surowica 296 +0,9 +0,9 +0,9
n65b 111 102 111

2,220 | 0,005 2,079| 0,004 2,219 | 0,005
krew 155 +0,9 +0,9 +0,9
n65b 2,200| 0,005 111 2,079| 0,004 103 2,201 | 0,005 112
krew 296 ’ ' +0,9 ’ ’ +0,9 ' ' +0,9
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Rys. 33Poréwnanie widm EPR nanagstek n65b w trzechsoodkach: wodzie, surowicy (prébka nr 155) okawi
(prébka nr 155) dla orientacjP O stosunku do kierunku zewtnznego pola magnetycznego.
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Rys. 34Poréwnanie widm EPR nanagtek n65b w trzechsoodkach: wodzie, surowicy (prébka nr 155) oraz krwi
(prébka nr 155) dla orientacji 8@ stosunku do kierunku zewtnznego pola magnetycznego.

Poréwnanie widm zarejestrowanych dlatdw 0 i 90 uwidacznia,ze dla danej prébki
zewrgtrzne pole rezonansowe jest zawszeckaze dla kta 9C. Obliczone wartéci
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wspotczynnikag s3 zatem weksze dla kta @ s3 niz dla kata 90 Wartdici wspotczynnikag nie
réznicuja sie natomiast dladtow 0 i 180.

Tabela 12 przedstawia waftd zewrgtrznych pdl rezonansowych odpowiednio digdev O°

i 90° wraz z ich rénica. Mozna zauway¢, iz przesunicie pola rezonansowego przy obrocie
probki jest zdecydowanie wksze w przypadku nanoggtek w wodzie i surowicy i
w przypadku nanogatek we krwi. Podobnie jak w przypadku nangtek n53 dla nanoggtek
n65b oszacowano wakg pola anizotropiiB, i efektywnej statej anizotropiKer, korzystagc
z réwna (71) i (72). Za magnetyzacpasycenia przyfo wartdé Ms = 480 emu/cr[154,155].
Wartcsci pola anizotropii i efektywnej statej anizotropiia nanoczstek n65b w petnej krwias
nizsze w poréwnaniu z nanagstkami w surowicy i wodzie.

Tabela 12 Wartcsci zewretrznego pola rezonansowego dla namstek n65b w wodzie, krwi i surowicy dla

orientacji probek Di 90° oraz obliczone przesumie polaB,(90°) - B,(0°) dla wybranych érodkéw. Wartdci pola
anizotropii i efektywnej statej anizotropii magnetyej obliczono na podstawie pomiaréw field coaling

O
Probka B‘:aﬁnon ;ﬁig} B/(90°) - B(0°) [MT] | Ba[mT] [er;/zf m?]
N65b w HO 281,60,6 | 327,306 457+0,9 308 7130
N65D surowica 155 281,6 0,6 | 328.,6 + 0,6 47.0%0,9 313 7
N65D surowica 29§ 284,1+0,6 | 326,7 + 0,6 426+0,9 284 618D
N65b krew 155 | 300,0%0,6 | 320,3 = 0,6 20309 135 3h
N65b krew 296 | 302,6£0,6 | 320,3 0,6 17,709 11,8 218

W tabeli 13 przedstawiono wspotczynniki asymetRi obliczone jako iloraz wysokoi
dodatniego i ujemnego piku (wysacko ustalane odpowiednio od maksimum albo minimum do
linii bazowej). Dla badanych probdék< 1. Dla nanocgstek w wodzie i surowicy dla orientacji
prébki 90 linia EPR jest bardziej asymetryczna dia orientacji . Natomiast dla nanogstek

we krwi linia jest bardziej asymetryczna digt& @. Ponadto asymetria widma EPR jest bardzie;
wyrazna dla nanocstek n65b we krwi i dla nanocastek w wodzie i surowicy.

Tabela 13Wartasci wspoétczynnikéw asymetrir obliczonych jako iloraz wysokei dodatniego i ujemnego piku
widma EPR od rdzeni nanagstek n65b w 230K.

n65b n65b n65b n65b
n65b w HO ) .
surowica 155 | surowica 296 krew 155 krew 296
RO?) 0,908 0,909 0,906 0,831 0,826
+0,003 +0,003 +0,004 +0,003 +0,004
RO0) 0,880 0,872 0,862 0,848 0,838
+0,003 +0,003 +0,003 +0,003 +0,003

Rys. 35 przedstawia widma EPR nanmtek n65b we krwi nr 155 dla orientacj? 0 90°
w stosunku do kierunku zewtnznego pola magnetycznego. Oprécz szerokiej finthodacej
od rdzenia nanoastek widoczny jest réwniecharakterystyczny sygna = 6 majcy swoje
zrodto w krwi petnej (nie pojawia sion w przypadku probek w surowicy i wodzie).
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Rys. 35Poréwnanie widm EPR nanagtek n65b we krwi nr 155 zarejestrowanych dla daiejinprobki @ i 90°
w stosunku do kierunku zewtnznego pola magnetycznego.

Na rys. 33 - 35 widg iz na tle szerokiego sygnatu od nangstek pojawia s inna, stabo
zarysowana linia. Dlatego dla widm nangstek n65b w wodzie, krwi petnej i surowicy
przeprowadzono analizCREM. Numeryczne zwkszenie rozdzielczsi widm EPR przy
zatazonej szerokexi rdzenia 20 pkt. pozwolito, podobnie jak miatortoejsce dla nanogztek
n53, wyodebni¢ waska linig¢ g = 1,99, wystpujaca na tle szerokiego sygnatu od rdzenia
nanocastek. Dla nanocgstek n65b linia ta ma stawartas¢ g dla wszystkich probek niezalee
od asrodka i orientacji prébki, co widana rys. 36 - 38.
W tabeli 14 przedstawiono obliczone stosunki amaglibaskiej linii (g = 1,99) do szerokiej linii
dla nanocastek w wodzie, surowicy i petnej krwi w 230K. Dlaamocastek w surowicy
odnotowano wiksz réznice w wielkosciach amplitud w poréwnaniu z pozostatynradkami.

Tabela 14Wyznaczone stosunki amplituchgkiej I, do szerokiejs, linii EPR w zalenosci od grodka i orientacji
probki wzgkdem pola magnetycznego dla nangstek n65b temperaturze 230K.

Probka lw/ls; (orientacja 6) | I,/1s, (orientacja 96)
n65b HO 1,13+£0,04 1,00 £ 0,04
n65b surowica nr 155 1,77 £ 0,09 1,54 + 0,07
n65b surowica nr 296 1,78 £ 0,09 1,53 £ 0,07
N65b krew nr 155 1,15+£0,06 1,02 £ 0,04
n65b krew nr 296 1,23 £0,06 1,16 £ 0,06
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Rys. 36Poréwnanie wynikow analizy CREM dla widm EPR nangbtek n65b w KO dla orientacji prébki 0i 90°
w stosunku do kierunku zewimznego pola magnetycznego (temp. 230K). W obu aicimwidoczna wska linia
g = 1,99. Czerwone przerywane linie stanpdbpasowanie przebiegu szerokich sktadowych widma.
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Rys. 37Poréwnanie wynikéw analizy CREM dla widm EPR nangtzk n65b w surowicy nr 155 dla orientacji
probki @ i 9¢° w stosunku do kierunku zewinznego pola magnetycznego (temp. 230K). W obu wichmwidoczna
waska liniag = 1,99. Czarne przerywane linie stangaopasowanie przebiegu szerokich sktadowych widma.
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Rys. 38Porownanie wynikéw analizy CREM digidm EPR nanocstek n65b we krwi nr 155 dla orientacji pré
0°i 90°w stosunku do kierunku zewtnznego pola magnetycznego (tempORB W obu widmach widocznaaska
linia g = 1,99. Czarne przerywane linie stanpdopasowanie przebiegu szerokich sktadowych widma.
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4.4 Pomiary nanoczstek n66b pokrytych silanem i znakowanych 4-amino-EMPO.

Nanocastki magnetytu n66b pokryte (3-izocyjanopropylogtivksysilanem i znakowane 4-

amino-TEMPO badano w wodzie dejonizowanej, surowioyl142) i krwi (nr 142). Wykonano
pomiar probek ciektych w kapilarach w temp. 283lzoprobek zameanych po field coolingu

(5 min w polu 500

mT).

Na widmo EPR znakowanych spinowo nargstzk n66b sktada giszeroka linia od ich

magnetytowych rdzeni oraz sygnat od nitroksydu. téperaturze 283K sygnat EPR od 4-

amino-TEMPO dajczonego do nanoggtek stanowi wski tryplet. Rys. 39 - 41 przedstawiaj
widma EPR znacznika amino-TEMPO glttonego do nanoggtek n66b znajdagych s
odpowiednio: w wodzie, w surowicy oraz w petnej kewtemp. 283K.
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Rys. 39Zarejestrowane w temp. 283K widmo znacznika 4-arTiBMPO dokczonego do nanoagtek n66b
w roztworze wodnym

Tabela 15 zawiera obliczone parametry widm znaeapjinowego datzonego do nanoagtek
w badanych &rodkach (probki ciekte, temperatura 283K) wraz epewndgciami pomiarowymi.

Tabela 150bliczone wartéci wspoétczynnikéwyg, statej oddziatywania nadsubtelnedg, (z niepewnécia 6A;,),
czasu korelacji rotacyjnejr (z niepewnécia drg) oraz wspotczynnika anizotropii (z niepewnécia J,) dla
znacznika spinowego dmizonego do nanoagtek n66b w wodzie, surowicy i krwi petnej w temgteirze 283K.

Prébka g [Qf;’] ? r:“T] r[S] S tr[S] e Se
n66b w HO 2,0058 1,701| 0,028| 8,020 | 1,2810™ | 0,083| 0,008
(+0,0002)
n66b surowica 142 2,0059 1,681| 0,028| 1,130%° | 1,8210™ | 0,057 | 0,007
(+0,0002)
né6b krew 142 2,0058 1,701| 0,028| 1,350% | 1,9510™ | 0,068| 0,008
(+0,0002)
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Wartasci czasow korelacji rotacyjnej oraz wspotczynniké@wizotropii obliczono, korzystag
odpowiednio ze wzorow (47) i (49) dedykowanych zhiacznikdéw szybko rotagych.
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Rys. 40Zarejestrowane w temp. 283K widmo znacznika 4-aAliBMPO dokczonego do nanoggtek n66b
w surowicy (prébka nr 142).
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Rys. 41Zarejestrowane w temp. 283K widmo znacznika 4-aAliBMPO dokczonego do nanoggtek n66b we
krwi petnej (prébka nr 142).
Widma EPR nanogatek n66b w trzechsoodkach rejestrowano taé& w temperaturach 230
i 260K w zakresach przemiatania 650 i 20 mT dlarmacji prébki 6 i 90° w stosunku do
kierunku zewntrznego pola magnetycznego. Szerokiej linii od nilzeanoczstek towarzyszyt
silny sygnat od dalczonego nitroksydu, co dla nanasiek w wodzie zobrazowano na rys. 42.
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Rys. 42Zestawienie widm EPR zarejestrowanych w zakresierpiatania 650 mT w temperaturze 230K po field
coolingu dla nanoestek n66b w wodzie dla orientacfi 090° w stosunku do zewtrznego pola magnetycznego.
W okienku w prawym gérnym rogu przedstawiono zdatie szerokiej linii od rdzeni nanasstek.
Orientacja probki w stosunku do zestmrznego pola magnetycznego miata istotny wptyw dylk
na potaenie szerokiej linii. Dla &a 90 linia ta przesuwata siw strore wyzszych pdl.
Orientacja probki nie wptywata natomiast na zetnane pole rezonansowe dla znacznika
4-amino-TEMPO (rys. 43).
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Rys. 43Poréwnanie widm EPR znacznika spinowego 4-amino-PEMiohczonego do nanoggtek n66b
w wodzie dla temperatur 230K i 260K.
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W 230K dla nanocstek n66b w wodzie sygnat od nitroksydu miat nietyp forme
pojedynczej linii:.g = 2,0065 + 0,00034B,, = 2,52 + 0,03 mT (rys. 43). Natomiast sygnat
zarejestrowany w temperaturze 26@K=2,0063 +0,0003) ujawniat bardziej zég struktue.

W analogicznych zakresach nangsiki n66b przebadano w surowicy, co ukaaypg. 44 i 45.
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Rys. 44Zestawienie widm EPR zarejestrowanych w zakresierpiatania 650 mT w temperaturze 230K po field
coolingu dla prébki n66b w surowicy nr 142 dla otiji @ i 90° w stosunku do zewtrznego pola
magnetycznego. W okienku w prawym gérnym rogu pstsiono zblienie szerokiej linii od rdzeni nanagstek.
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Rys. 45Poréwnanie widm EPR znacznika spinowego 4-amino-PEMiohczonego do nanoggtek n66b
znajdupcych sé w surowicy nr 142. Widma zarejestrowano w tempeeath230K i 260Kk
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Procedut field cooling zastosowano rowrigpodczas badania nanasiek n66b w petnej krwi
ludzkiej. Widma otrzymane w 230 i 260K obragzuys. 46 i 47.
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Rys. 46Poréwnanie widm EPR zarejestrowanych w zakresierpiatania 650 mT w temperaturze 230K po field
coolingu dla prébki n66b we krwi nr 142 dla oriegjt®° i 90° w stosunku do zewgtrznego pola magnetycznego.
W okienku w prawym gérnym rogu przedstawiono zdtiie szerokiej linii od rdzemanoczastek.
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Rys. 47Zarejestrowane w temperaturach 230K i 260K widm& ERacznika spinowego 4-amino-TEMPO
dofaczonego do nanoagtek n66b znajdagych sé we krwi nr 142.
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Szerokdgci pik-pik linii EPR od magnetytowych rdzeni nanestek dla trzech badanych
osrodkow dla orientacji ©i 90° w stosunku do kierunku zewinznego pola magnetycznego
I temperatur 230 i 260K zestawiono w tabeli 16.

Tabela 16Szerokdci pik-pik sygnatu EPR od rdzenia nanestek n66b w temperaturach 230 i 260K dla orientaciji
prébki @ i 90° w stosunku do zewirznego pola magnetycznego.

probka Temp [K]| 4By, (0°) [MT] ABpp (9CP) [MT]
n66b HO 230 125,8 £ 3,6 120,7 £ 3,6
n66b HO 260 104,8 £ 3,6 102,3 £ 3,6
n66b surowica 142 230 127,1 + 3,6 122,6 £ 3,6
n66b surowica 142 260 106,7 + 3,6 103,5+3,6
n66b krew 142 230 125,8 £ 3,6 122,6 + 3,6
n66b krew 142 260 1055+ 3,6 104,2 £ 3,6

Szerokd¢ pik-pik w temperaturze 230K jest giisza nk w temp 260K, co potwierdza,
(zaobserwowany roéwniedla pozostatych prébek) fakt poszerzanialiii wraz z obnianiem
temperatury. Szerokeé linii dla orientacji 96 jest ponadto nieco mniejszaznila orientacji 6.
Nie zaobserwowano natomiast, aby w danej tempemtprzy okréonej orientacji probki
szerokdci linii od magnetytowego rdzeniazdity si¢ w sposéb istotny poralzy gsrodkami.
Ksztalt sygnatu od 4-amino-TEMPO w 230K i 260K dianoczstek n66b we krwi
petnej i surowicy wskazywate ruch znacznika jest silnie utrudniony. Przyaiu programu
EasySpin przeprowadzono symulacje, ktore pozwolMyznaczy wartaci czasu korelaci
rotacyjnejzr, sktadowychgy, gy i g, tensoras; A, A, i A; tensora oddziatywania nadsubtelnefjo
oraz szerokgi linii. Rys. 48 przedstawia wyniki symulacji dlawidm EPR znacznika
dolaczonego do nanoggtek n66b znajdagych s¢ w petnej krwi ludzkiej i surowicy w 230K.

a) 72 = 2,95'10°° [s] b) 72 =2,19:10° [s]
AB=10,94 [mT] AB= 1,04 [mT]
2.=2,0084 g.=2,0093
2 =2,0071 g =2,0057
g:-=2,0023 2:=2.0019
Ax=0,57 [mT] 4,=0,38 [mT]
4,=0,75 [mT) 4,=0,87 [mT)]

4.=3,72 [mT] 4.=3.82 [mT]

Rys. 48Wysymulowane widma EPR znacznika spinowego 4-amiBdPO dohczonego do nanoggtek n66b
w petnej krwi ludzkiej nr 142 (a) oraz surowicy 12 (b) w temperaturze 230K. Na rysunkach przedstaw
wartaici parametréw otrzymanych w rezultacie symulaciji.
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4.5 Pomiary nanoczstek n58 pokrytych silanem i znakowanych 4-amino-TEIPO

Nanocastki magnetytu n58 pokryte silanem i znakowane #ariEMPO w pierwszej
kolejnasci zbadano w wodzie dejonizowanej, surowicy nri p8inej krwi nr 59 w temperaturze
pokojowej & 293K) w kapilarach pomiarowych. Na widmo EPR takmanoczstek skladata si
szeroka linia od magnetytowych rdzeni i charaktggzay tryplet od nitroksydu. Widma
otrzymane w szerokim zakresie przemiatania przedsted w czsci a) rys. 49-51. W ¢Zci b)
wspomnianych rycin pokazano natomiast widma tycysh probek zarejestrowane po 8
dniach przy analogicznych nastawach spektrometru.

1200 1200 1

b Pomiar po 8 dniach
1000 1000 A

800 800 §
600 600 ]

3 400 3 400

200 ] M/

-200 4

amplituda[j.u.]
amplituda(j.u.]

-200

-400 -400 4

-600 600 4

-800 J -800 4

-1000 -1000
150 200 250 300 350 400 450 150 200 250 300 350 400 450 500

indukcja polamagnetycznego [mT] indukcja pola magnetycznego [mT]

Rys. 49Widmo EPRnanoczstek n58 w wodzie w temperaturze pokojowej (a) eveimo tej samej probki
zarejestrowane po 8 dniach w tych samych warunkpcty analogicznych nastawach spektrometru (b).

500 4 500 1
a) b) Pomiar po 8 dniach
400 4 400 A
300 4 300 A
200 ] 200 1
3 100 ] S 100 4
.§ 0 WM WWM«A 8 04
3
£ 100 § = 100 ]
o o
E -200 A E -200
© [
-300 { -300
-400 ] -400
-500 1 -500
-600 -600 T T T T T T d
150 200 250 300 350 400 450 150 200 250 300 350 400 450 500
indukcja pola magnetycznego [mT] indukcja pola magnetycznego [mT]

Rys. 50Widmo EPR nanoestek n58 w surowicy nr 59 w temperaturze pokojofagjoraz widmo tej samej probki
zarejestrowane po 8 dniach w tych samych warunkpcty analogicznych nastawach spektrometru (b).
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Pomiar po 8 dniach
600 + 600 4

400 3 400 ]
3 200 1 / 200 § /

-200 A

-400 1 -400
600 ] hv 600 1
-800 -800

150 200 250 300 350 400 450 150 200 250 300 350 400 450 500
indukcja polamagnetycznego [mT] indukcja pola magnetycznego [mT]

|
|
a
|
a
e
|

Rys. 51Widmo EPR nanoestek n58 we krwi nr 59 w temperaturze pokojowejai@z widmo tej samej probki
zarejestrowane po 8 dniach w tych samych warunkpcty analogicznych nastawach spektrometru (b).
Analiz¢ sygnatu EPR znacznika spinowegoadabnego do nanoggtek w badanychsoodkach
przeprowadzono na podstawie widm zarejestrowanyaakvesie przemiatania 10 mT. Rys. 52
stanowi poréwnanie widm znacznika spinowegacnbnego do nanoggtek n58 znajdagych
sie¢ we krwi petnej dlawiezo przygotowanej prébki z widmami zarejestrowanyiai &) probki
po 8 dniach.

2000 1
—n58 krew 59
15001 —n58 krew 59
po 8 dniach
1000 1
T 500
o ] /'\ /\
- 0 - e ~0 e
E ] V{? \/ / 7
n -
£ 500 ] \
-1000 1 K U
-1500 1
22000 Frmrr e e e
330 331 332 333 334 335 336 337 338
indukcja pola magnetycznego [mT]

Rys. 52Poréwnanievidma EPR znacznika spinowego amino-TEMPQidobnego do nanoggtek n58 we krwi
nr 59 z widmem tej samej probki zarejestrowanyn8mimiach (pomiar w temperaturze pokojowej).
Pomiar po 8 dniach pokazak w przypadku nanoggtek we krwi 59 i w wodzie intensywsio
sygnatlu EPR od znacznika spinowego znacznie zmdld& nanocastek w wodzie spadek
intensywndci sygnatu byt okoto 2,4 krotny, natomiast dla namgstek w petnej krwi ponad 8,4
krotny. Dla nanocgstek w surowicy sygnat po 8 dniach zanikt natomcadkowicie i nie udato
si¢ go wyodebni¢ nawet po zwjkszeniu wzmocnienia spektrometru (rys. 53).
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1000 ] n58 surowica 59
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Rys. 53Poréwnanie widma EPR znacznika spinowego amino-TE@MBhkczonego do nanoggtek n58
w surowicy nr 59 z widmem tej samej prébki zare@sanym po 8 dniach (pomiar w temperaturze pokojpwe
Dla nanoczstek n58 w temp. 293K wyznaczono wspétczynrgkbraz state oddziatywania
nadsubtelnegd\,,. Bezwymiarowy parametr anizotropiioszacowano, korzystg z formuty
(49), natomiast wartgi czaséw korelacji rotacyjnejr, stosugc wzor (47) dedykowany dla
znacznikow spinowych w #@mie szybkiej rotacji. Wyniki zebrano w tabelachill.
Tabela 17 Obliczone wartéci wspoétczynnikdéwg, statej odzialywania nadsubtelnedg, (wraz z niepewniia

0A0), czasu korelacji rotacyjnej (z niepewnécia dzg) oraz wspoétczynnika anizotropii(z niepewnécia Je) dla
4-amino-TEMPO z nanogstek n58 w temperaturze pokojowej w wodzie, surgwiawi petnej gwieza probka).

, AiZO 5 AiZO
Probka S o tr[S o)
g mT] | [mT] R[S] R[S] € €
n58 w HO 20058 1 601| 0014| 380" | 0410 | 059 | 005
+0,0002 | ; ; ’ ’ '
2,0058 ] ]
n58 surowica 59 1,691| 0,014| 540 | 0,510 | 0,32 | 0,03
+0,0002
2,0059
58 krew 59 ' 1,681| 0,014| 630 | 0,610 | 0,28 | 0,02
o6 Krew +0,0002

Tabela 18Wartdsci g, Ao, TR | € (Wraz z niepewngciami) dla 4-amino-TEMPO datzonego do nanoagtek n58
(pomiar po 8 dniach przechowywania probki w tempeara pokojowej).

. Aizo 0 Azo
Prébka S o R[S o
g [mT] (mT] r[S] r[S] € €
2,0057
58 o) ' 1,692| 0,014| 420 | 0,810" | 259 | 0,30
o8 w kb +0,0002
2,0058
58 krew 59 ' 1,682 014 40 | 1810 | 1.2 2
n58 krew £0,0002 68 0,0 6,40 810 8 | 0,28
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Dla nanocastek n58 przeprowadzono réwaiggomiary probek zamgmnych w szerokim
zakresie temperatur w wodzie, surowicy nr 59 i egtkrwi nr 59. Przykladowe widmo
nanocastek n58 we krwi petnej zarejestrowane w tempezatd@B0K przedstawia rys. 54.

1600 -
1200 1

800

400 /
J P

-400 /

-300 1

amplituda [j.u.]

-1200 ]

1600 1

-2000 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
indukcja pola magnetycznego [mT]

Rys. 54Widmo EPR nanocstek n58 we krwi nr 59. Pomiar w 230sygnat od znacznika 4-amino-TEMPO
widoczny jest na tle szerokiej linii od rdzenia matytowych czstek.

Dla szerokiej linii pochodicej od rdzenia nanoggtek wyznaczono zateosci szerokdci pik -
pik 4By, oraz amplitudy od temperatury, co ilustrigplejno rys. 55 i 56.

90 5
% ® n58 H0
80 - “é + nb58 surowica 59
70 _ S é hg e n58krew 59
60 1 . -
3 ' Frily
:%50 ] RS % té‘“"f
S 3 mm”’i"‘@*iﬁ
40 = B S
: §\ % i—!::g
30 T
; L N
20 ] L N |-
10 :

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

temperatura [K]

Rys. 55Zaleznos¢ 4B, od temperatury dla szerokiej linii od rdzenia nemstek n58 w trzech badanyckrodkach.
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Rys. 56Zaleznos¢ amplitudy szerokiej linii od temperatury dla namgatek n58 w trzech badanyckrodkach

Linia EPR od magnetytowego rdzenia poszerzawsiaz z obnianiem temperatury. Naig
jednak zauway¢, ze 4By, dla nanocastek n58 w wodzie jest wyzaie mniejsza ri dla czstek
w surowicy i petnej krwi ludzkiej. Amplituda szeriek linii EPR rasnie wraz ze zwikszaniem
temperatury do okoto 235K (dla nanastek w wodzie i surowicy) albo 230 (dlaastek we
krwi petnej) a nagpnie zaczyna made

Ksztalt sygnatu EPR od znacznika 4-amino-TEMPO rilaoczstek n58 w badanych
osrodkach w niskich temperaturach wskazue,ruch znacznika jest znacznie utrudniony. Na
rys. 57 przedstawiono poréwnanie widm EPR znaczwikarrowicy i krwi nr 59 w 125K.

3000 4 3000 -
a)

n58 surowica 59 n58 krew 59

2000 ] 2000
1000 ]
1000 { J

o]

-1000 A
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-2000 A 3000 ]
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Rys. 57Widma EPR znacznika spinowego 4-amino-TEM@&®nanoczstek n58 w surowicy (a) i krwi petnej (b).

Pomiary przeprowadzone z zakresie 125-265K pozwalitbrazowd, jak zmienia s sygnat
EPR od znacznika spinowego wraz ze ¢kszaniem temperatury pomiaru. Na rys. 58
zestawiono widma otrzymane w eksperymencie w teatpeach 230, 245, 255, 260 i 265K dla
nanocastek n58 w surowicy i petnej krwi ludzkiej nr 59. 88, ze wraz ze wzrostem
temperatury zmieniagidynamika ruchu znacznika spinowego.
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Rys. 58Zestawienie widm EPR znacznika spinowego 4-aminiPP dla nanocgstek n58 we krwi nr 59 (strona

lewa) i surowicy nr 59 (strona prawa) dla tempear@®0-265K.
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Dynamika ruchu znacznika m0i sie ponadto w zalenosci od crodka, co widéa
szczegolnie dla waszych temperatur, np. 260K. Dla widm wolno rat@go znacznika z dobrze
odseparowanymi zewtrznymi ekstremami mma w sposob bezpedni wyznacz§ A,
(analogicznie jak na rys.7 w&zi teoretycznej). Dla nanoggtek n58 we krwhA; = 3,76 £0,04
mT (125K); A; = 3,69 £0,04 mT (230K)A; = 3,55 £0,04 mT (245K). Dla nanagstek n58
w surowicy: A; = 3,59 +0,04 (125K); A, = 3,57 0,04 mT (230K)A; = 3,53 0,04 mT
(245K). Wyznaczond\, jest zatem wiksze dla nanoestek n58 we krwi. W obusoodkach
rozdzielenie zewgtrznych ekstreméw maleje wraz ze wzrostem tempgratu
Dla widm znacznika spinowego dokzonego do nanoggtek n58 badanych w surowicy i krwi
petnej przeprowadzono analizCREM. Jej wyniki dla temperatury 230K przy pragj
szerokdci funkcji rdzenia 25 pkt pokazano na rys. 59 i 60.
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Rys. 59Wynik analizy CREM widma EPR nitroksydu dozonego do nanoggtek n58 w surowicy nr 59 (pomiar
w 230K). Zastosowano szera¥dunkcji rdzenia 25 pkt.

3500 14
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Rys. 60Wynik analizy CREM widma EPR nitroksydu dozonego do nanoggtek n58 we krwi nr 59 (pomiar
w 230K). Zastosowano szera¥dunkcji rdzenia 25 pkt.
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Poréwnanie rezultatow analizy CREM (rys. 59 i 60wmami otrzymanymi bezgcednio
w eksperymencie (rys. 58) wskazujge procedura cyfrowego zgkiszenia rozdzielcZoi
sygnatu pozwala uwidoczhidodatkowe szczegdly w widmie wolno raitggo znacznika.
Utatwiaja one przeprowadzenie symulacji widm.

Symulacg widm rodnika nitroksylowego dg¢zonego do nanoggtek n58 przeprowadzono
w programie EasySpin. Wyznaczono wécioczasu korelacji rotacyjneg, sktadowychg, gy

i g; tensorag; A, Ay i A, tensora oddziatywania nadsubtelnefjoraz szerokei linii. Rys. 61
przedstawia wysymulowane widma znacznikaadobnego do nanoggtek w wodzie i surowicy
w temp. 125 i 230K.

n58 krew 59 72 = 3.03:10° [s] n58 surowica 59 = =2,61-10% [s]
125K AB=1.17[mT] 125K 4B=13 [mT]
2= 2,0090 g.=2.0076
& =2,0062 & =2.0069

g-=2,0025

2-=2,0021

A4,=0,39 [mT]
4,=0,78 [mT]
A4.=3,60 [mT]

4,=0,52 [mT)]
A,=0,69 [mT)]
4.=3.79 [mT)]

T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T
3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3330 3260 3280 3300 3320 3340 3360 3350

n58 krew 59 = 25110% [s] n58 surowica 59 72 = 2,23-10% [s]
230K 4B=0.94 [mT] 230K AB=1,02 [mT]
2. =2,0083 2= 2,0079
2, = 2.0068 2,=2,0064

2:=2,0021

2.=2.0019

4,=0,54 [mT]
4,=0,75 [mT]
A4.=3,75 [mT]

4.=0,53 [mT]
A,=0,82[mT]
4.=3,57 [mT]

T T T T T T T 1 r T T T T T 1
3260 3260 3300 3320 330 3360 3360 3400 3260 3260 3300 3320 330 J360 3380

Rys. 61Wysymulowane widma EPR znacznika spinowego 4-armiBdPO dohczonego do nanoggtek n58
w petnej krwi ludzkiej nr 59 oraz surowicy nr 5&demperatur 125 i 230K. Na rysunkach przedstawieadacci
parametréw otrzymanych w rezultacie symulaciji.
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4.6 Pomiary nanoczstek n64 pokrytych silanem i dekstranem oraz znakoanych
4-amino-TEMPO

Pokryte silanem nanogztki magnetytu n64 oprécz dokzonego znacznika 4-amino-TEMPO
posiadaty dodatkow powloke z dekstranu. Zbadano je w zakresie temperatur -1250K

w wodzie i petnej krwi ludzkiej nr 59. Podobnie jalka wczéniej badanych probek w tym
przypadku szeroka linia od magnetytowego rdzenroastek n64 rownie zwezata s¢ wraz
ze zwkkszaniem temperatury pomiaru. Przykladowe widmo ERRjestrowane w zakresie 650
mT dla nanoczstek n64 w petnej krwi w temperaturze 230K przedsino na rys. 62.

12000 4 ‘ ‘ ‘ ‘
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Rys. 62Widmo EPR nanocstek n64 w petnej krwi ludzkiej (probka 64) w temgterze 230K.

Na rys. 62 oprocz szerokiej linii od rdzenia namstek ¢ = 2,171 +0,008AB,, = 125+1,8 mT)
oraz silnego sygnatu od rodnika nitroksylowego widadatkowy lini¢ g = 6,0. Jej amplituda
rosnie, gdy obniamy temperatgt Sygnat ten ma swojadédto we krwi petnej i nie wyspuje
w przypadku nanoestek w wodzie.

Ksztatt sygnatu od 4-amino-TEMPO dla nanggtek n64 w badanychsmdkach w niskich
temperaturach wskazujee ruch znacznika jest znacznie utrudniony. Na 6a.zestawiono
widma rodnika nitroksylowego otrzymane w eksperyonenv temperaturach 155, 200, 230, 245
i 250K dla nanoczstek n64 w wodzie i petnej krwi ludzkiej nr 59 (26Qo0 maksymalna
temperatura w jakiej udato esizarejestrowa widmo dla prébek zamgonych). Wraz ze
wzrostem temperatury zmienia slynamika ruchu znacznika spinowego przy czym wnwedh
dodwiadczalnych zmiany teaswyrazniej widoczne dla nanoggtek we krwi petnej. Aby
uwidocznt dodatkowe szczegdty w widmach wolno ratyjch znacznikbw w obusoodkach
przeprowadzono analizCREM. Jej wyniki dla temperatury 230K przy pragj szerokéci
funkcji rdzenia 25 pkt pokazano na rys. 64 i 65.

Symulacg widm dohczonego do nanoggtek n64 rodnika nitroksylowego przeprowadzono
w programie EasySpin. Wyznaczono skladowge g, i g, tensorag; A, Ay i A, tensora
oddziatywania nadsubtelnegé, wartdgci czasu korelacji rotacyjnejr oraz szeroksi linii.
Wyniki symulacji widm znacznika spinowego datonego do nanoggtek n64 w roztworze
wodnym i krwi petnej w temp. 230K przedstawia r§8.
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Rys. 63Zestawienie widm EPR znacznika spinowego 4-amintPP dla nanocwstek n64 w wodzie (strona
lewa) i petnej krwi nr 59 (strona prawa) dla wybyah temperatur z przedziatu 155-250K.
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Rys. 64Wynik analizy CREM widma EPR znacznika spinowegardino-TEMPO dalczonego do nanoggtek
n58 we wodzie (pomiar w 230K). Zastosowano szeddkankcji rdzenia 25 pkt.
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Rys. 65Wynik analizy CREM widma EPR znacznika spinowegamino-TEMPO dajczonego do nanoggtek
n58 w krwi petnej nr 59 (pomiar w 230K). Zastosowazerokét funkcji rdzenia 25 pkt.
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AB=132 [mT]
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g =2.0039
g:=2.0027

a)

A4,= 0,62 [mT]
4,=0,81 [mT]
4.=3,86 [mT]

T T T T T T T T T
3260 3280 3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420

b)
7z = 3,16°10% [s]

AB=0.92 [mT]
2.=2,0082
g = 2,0066
g-=2,0019

A4,= 0,60 [mT]
4,=0,75 [mT]
4.=3.,68 [mT]

T T T T T T T T T T T T T T T T T
3260 3270 3280 3290 3300 3310 33200 3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390 3400 3410 3420

Rys. 66Wysymulowane widma EPR znacznika spinowego 4-amiabdPO dohczonego do nanoggtek n64
w wodzie (a) oraz petnej krwi ludzkiej nr 59 (b)aMysunkach przedstawiono wattbparametréw otrzymanych

w rezultacie symulaciji.
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5 Dyskusja wynikow:

Zarejestrowane w toku batlavidma EPR peinej krwi ludzkiej przed dodaniem dejn
nanocastek zdominowane byty przez linig = 6 o duej intensywnéci, co przyktadowo
obrazuje rys. 16. Sygnat ten wysbwat dla wszystkich 13 przebadanych prébek krwi,
a w przypadku, gdy posiadat duintensywné¢ zauwaalny byt réownie po dodaniu do nich
nanoczastek (rys. 35 i 62). Jak juwspominano w g&ci teoretycznej sygnagi. = 6 jest
charakterystyczny dla wysokospinowejS (= 5/2) formy trojwartéciowego zelaza
w methemoglobinie (metHb]J104-106]. Pochodzenie zaobserwowanego w ekspergimen
sygnatu od jonéw F& w metHb we krwi potwierdza réwniefakt, iz nie wystpowat on dla
probek surowicy, ktéra jest pozbawiona elementow rfotpcznych. O obecriwi
methemoglobiny w badanych probkach krwi peingyiadczy dodatkowo ich ciemne
zabarwienie, co ilustruje rys. 15. Z literatury doeno bowiem, 42 krew zylna pobrana od
pacjentow z podwiyszonym sfzeniem methemoglobiny jest wyide ciemniejsza ni krew
0s0b bez methemoglobinemii [103]. Normalnie w zdypworganizmie tylko niewielka ¢%¢
(*1%) HbQ ulega samoutlenianiu do methemoglobiny. Z drusfiejny we krwi, ktéra opicita
organizm dochodzi do utleniania oksyhemoglobiny @pbdo methemoglobiny i hemichromu
[156]. Ten ostatni to niskospinowa forma metHb piatesna skutek denaturacji hemoglobiny.
Spektroskopia EPR me by wykorzystana do oceny wiekéladow krwi na podstawie
sygnatow od zdenaturowanych hemoprotein [157]. Z¢snym symptomem utleniania HbO
jest natomiast zmiana koloru plam krwi wraz z umyw czasu od jaskrawej czerwieni do
ciemnego kyzu [156]. Powysze informacje skianiajdo zastanowienia @i czy obecn&
silnych sygnatéw od methemoglobiny we wszystkichepadanych prébkach krwi petnej nie
wiaze sk z procesami utlenienia hemoglobiny, ktére zasziypjo pobraniu krwi.

Przeprowadzone pomiary wykazaty wymsiwanie charakterystycznego sygngte: 4,2
(rys. 18) we wszystkich widmach EPR, zarowno kredngj jak i surowicy. W oparciu o dane
literaturowe nalgy upatryw& jego pochodzenie od wysokospinowego, niehemowsisra
w transferynie [114-116]. Taka waftog jest typowa dla F& w centrum o symetrii rombowej
[158]. Dla S = 5/2 na skutek rozszczepienia w polu zerowym .(aego-field splitting ZFp
wystepuja 3 dublety Kramersa [159]. Dla Few transferynie ZFS jest wisze od energii
kwantu promieniowania mikrofalowego w pasmie X [[L5Blatego aby uzyskaszczegotowe
informacje o miejscu wizaniazelaza w biatku, nal@atoby stosowaspektrometr EPR pracigy
przy wyzszych cestotliwosciach mikrofal, np. 275 GHz.

W przedstawionych w pracy widmach krwi petnej i amicy pojawiat s¢ rowniez
ztozony sygnat, ktérego domimgym elementem byta linige = 2,06. Bazujc na literaturze,
mozna wnioskowd, ze pochodzi ona od jonéw €uw ceruloplazminie [115,116,126].
Doprecyzowujc komponent struktury nadsubtelnej gr = 2,05 wywodzi si od Cu typu Il
[122]. Pomimo & w eksperymentach kdorazowo wykonywano 25 akumulacji pozostate linie
od tego sygnatu, ze wzglu na mat intensywné¢ oraz day szum byly trudno dostrzegalne.
Niemniej jednak rownolegtsktadow tensoreg udato s¢ wyznaczy, np. dla widma EPR petnej
krwi ludzkiej nr 155 (rys. 16 w e#ci 4.1), gdzie wynositg = 2,27. Oszacowana dodatkowo
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wartas¢ A| = 15+0,9 mT pozwala przypuszezae mamy do czynienia z sygnatem odfCypu

llb. Z literatury wiadomo bowiem;e w ceruloplazminig = 2,26 iA| = 18 mT charakteryzuje
CU" typu lla, natomiastgy = 2,27 i Aj = 14,5 mT C&' typu lIb [17]. W przypadku
puryfikowanej ceruloplazminy dla Cu typu Il pojayassic wartasci g = 2,25 i Aj = 18 mT
[122]. Warto przypomnie ze duwe rozczepienie nadsubtelne dla centrum typu Il jest
charakterystyczne dla tetragonalnie skoordynowargehpleksow miedziowych [122]. Nadg
pamkgtat, ze na widmo EPR od ceruloplazminy sktadaie jeszcze zipone sygnaty od
paramagnetycznej miedzi typu |. Ich zarejestrowgest jednak bardzo trudne ze walih na
niska amplitudt i mozliwe wystpienie w widmie EPR petnej krwi ludzkiej dodatkowvayc
sygnatéw od niskospinowych komplekséaelaza.

Dla wszystkich przebadanych w eksperymentach frébeoczstek sygnat EPR od ich
magnetytowego rdzenia miat postszerokiej linii. Jest ona charakterystyczna dlaotastek,
stanowacych pojedyncze domeny magnetyczne [160].a88d wyte w eksperymentach
posiadatysrednie wymiary rdzenia 5 nm (prébki n58, n64, n65i66b) albo 8-12 nm (prébka
n53). Wedtug literatury graniczna wadtosrednicy, dla ktorej sferyczne g=tki magnetytu, &
jednodomenowe te 48 nm [161].

Parametry linii zarejestrowanych w toku badaznity sie¢ w zaleznosci od prébki.
Przyktadowo w temperaturze 230K dla orientacji paddf dla castek n53 w HO: g = 2,114
orazABp, = 87,0 +0,9 (tabela 6), natomiast dlastek n65b w HO: g = 2,365,4B,, = 113 0,9
(tabela 11). Probki n53 i n65b aia si¢ zarowno pokryciem jak i wymiarami rdzenia.
Bezdyskusyjny wydaje sifakt, iz srednica rdzenia estek magnetycznych wptywa na ich
widmo EPR. Z literatury wiemy bowienig nie tylko pole rezonansowe, ale rowinszerokéé
linii zmieniaja sie wraz z rozmiarami ziaren. Przykiadowo badania namstek FgO,
osrednicach 1,1 - 11 nm udowodnitge pole rezonansowe maleje (342,6 do 299,9 mT)
a szeroke linii rosnie (38,5 mT-81,7 mT) wraz ze zakiszaniem rozmiarow @stek [162]. Dla
wickszych nanocwtek mniej zauwealny jest bowiem wplyw efektow powierzchniowych
(nieuporadkowanych spindw, ktoreaswv stanie przypominagym szkio spinowe), co sprawia,
ze catkowita magnetyzacja jesteksza, a czstki wchoda w rezonans przy saszym polu [162].

W eksperymencie nanagtki n53 o wgkszych rozmiarach rdzenia charakteryzowaty si
jednak wezsz linia i nizszymg w porownaniu z mniejszymi ggtkami n65b(patrz tabele 6 i
11). Zatem przyczyn rinic nie naley upatrywa& w srednicy pojedynczych astek, raczej w ich
funkcjonalizacji. Literatura dostarcza dowodow niénys wptyw pokrycia nanocgstek na
parametry ich widma EPR. Dla przykiadu w tempemdumpokojowe] sygnat EPR od
nanoczastek FgO, pokrytych oleinianem sodu charakteryzowa skersz linia (66,4 mT)

i mniejsz wartascia wspotczynnikag (g = 2,0839) w poréwnaniu z sygnatem od namstek
nieoptaszczonychg(= 2,1884 4By, = 57,3 mT) [10]. Wzrost pola rezonansowego i skefci
linii uzyskano rownie po pokryciu superparamagnetycznych naasiek magnetytu metoksy
PEGiem [163]. W pimiennictwie odnotowano jednak zteprzypadki, ze zabezpieczone
surfaktantem nanoggtki posiadaly wzsz linie EPR w poréwnaniu do nieoptaszczonych
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odpowiednikéw, co ttumaczono zmniejszaniem oddmafy dipolowych méedzy czstkami
[164].
Dla parametrow rejestrowanego widma nie bez znaazgest take dohczony lek -
doksorubicyna. Znany jest przypadek, gdzie dla oambek magnetyt + PEG + DOX
zaobserwowano wygze wartéci g i szersz lini¢ EPR nk dla castek magnetyt + PEG [141].
Biorac pod uwag zaprezentowane powsgj informacje, wydaje gj ze nzsza warté¢ g i wezsza
linia obserwowana podczas baddla czstek n53 ma zwieek z lepsgz ochrora powierzchni
przez polimer na bazie PEG, ktory skuteczniej zaggabaglomeracji estek. Mimo, # pokryte
silanem nanocgstki Nn65b posiadaty mniejgszrednic; rdzenia, wykazywaly wksz tendenc
do aglomeracji, co zaobserwowano Aakpodczas eksperymentéw. Oddziatywania dipolowe
migdzy czstkami mogty wéwczas skutkow@oszerzeniem linii.

Dla zbadanych probek waftm wspoéiczynnika g widm EPR rénia sie takze
w zalenosci od arodka, w jakim znajdaj sk nanocastki. Zaobserwowano bowienye
wartasci g w przypadku nanoastek n53 (funkcjonalizacja PEG + DOX) we krwi pgine
i surowicy & wigksze nik dla nanocgstek n53 w wodzie (tabele 6 i 7). Dla prébki n65b
(pokrycie silan) w 230K wisza wartaé¢ g zanotowano tylko dla nanogstek we krwi dla
orientacji 96. Wartcci g dla nanoczstek w wodzie i surowicy byty poréwnywalne (rys.)34
Natomiast dla a @ wartdi¢ g dla castek n65b w wodzie i surowicy byta wyrie wieksza
niz dla tyclze castek we krwi (rys. 33, tabela 11).
W tym miejscu wato wspomnig ze juz wczeniej autor badat m. in. pokryte poliglikolem
nanocastki magnetytu crednicy rdzenia 10 nm (probka n47) w roztworze wwdr petnej
krwi ludzkiej [165]. Zaobserwowano wowczage w zakresie temperatur 135-190 K waécio
wspotczynnika g dla nanocgstek we krwi byly weksze ni w przypadku nanoastek
w roztworze wodnym, natomiast w temperaturach p@yvyl90 K to wspoétczynnikig dla
nanocastek w HO oshgaly wysze wartéci (w omawianym przypadku nie stosowano
procedury field cooling [165]. W ramach bada funkcjonalizowanych nanoggtek autor
niniejszej rozprawy przeprowadzitzA@omiar stabilizowanych chitozanemastek tlenkwelaza
z dohczonym lekiem amoksycylinw 77K [166]. Zanotowano wowczas eksze wartéci g dla
czastek we krwi petnej.
Rdznice w wartéciach g mogy wynikaé z interakcji nanocwtek z &rodkiem. We krwi
I surowicy nanocgstki otaczanesbowiem ,koror” biatkowa a stopi@ adsorpcji protein zaky
od zastosowanego surfaktantu. Z literatury wietey,we krwi castki oddziatup dodatkowo
z elementami morfotycznymi, w tym erytrocytami [138 pole rezonansowe w widmach EPR
moze ulec przesunciu na skutek przyczania molekut biologicznych. Przyktadowo dla
nanoczastek maghemitug = 8 nm) pole rezonansowe wynosito 302,9 mT, nadsindla tych
nanocastek w obecni krwinek czerwonych ulegto zmniejszeniu do 2992 [167].
Zmniejszanie pola rezonansowego we krwimwiazat sig¢ rowniez z faktem, & w tym csrodku
nanocastki bardziej aglomeraj tancuchy PEG stanowistosunkowo dolar ochrorg czastek
przed opsonizagji agregowaniem, co mogtoby ttumaczynniejsze zmiany wkiwosci
pokrytych nim rdzeni nanoggtek.
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Kolejna istotra kwesth w przeprowadzonych badaniach jest silnazai& parametrow
lini EPR magnetytowych rdzeni nanastek od temperatury. Dla badanych nametek
zaobserwowano przede wszystkim spadek wairt@ola rezonansowego (wzrosf) oraz
poszerzanie gilinii wraz ze schtadzaniem probki (rys. 22, 23, 55, tabela 16). Takie
zachowanie silinii EPR jest charakterystyczne dla nargstek tlenkuzelaza. Poszerzaniegsi
lini EPR 1 przesuwanieB;, do niszych wartéci wraz z obntaniem temperatury autor
obserwowat ju wczeniej dla nanocgstek magnetytu stabilizowanych chitozanem
i poliglikolem [11,165]. PrzegHt literatury pozwala stwierdgize efekty te obserwowano dla
nanocastek FgO, znajduacych s¢ w réznych agrodkach (wodzie, metanolu, toluenie) oraz
posiadajcych r&ne pokrycia (chitozan, PEG, oleinian sodu [10,3R,8Analogiczne
zachowywaly si rowniez widma nanocgstek maghemitu yEFeOs) rozproszonych
w diamagnetycznej matrycy [23,28].

Obserwowany w eksperymencie spadek wéait@ewrgtrznego pola rezonansowego
w niskich temperaturach dla nanastek magnetytu w wodzie, surowicy i krwi petnej zna
ttumaczy wzrostem pol wewgtrznych. Z literatury wiadomaze istniep dwa przyczynki do pél
wewrgtrznych: anizotropowy i izotropowy. Pierwszy z nizliazany jest m.in. z objosciowa
anizotropia magnetokrystaliczy natomiast drugi z efektami powierzchniowymi [23)arto
przypomnié, ze pole rezonansow® dla sferycznych cistek zazwyczaj okéta sk formufa:

B, = Bef — Bgm — Ba (73)
gdzie:Bes to efektywne pole magnetyczne, natomBgii Ba to odpowiednio pola wewittrzne
Zwiazane z demagnetyzaajanizotropa.
2(K+Kg)

By = Bey = Bm — ==

(74)

Temperaturowa zateos¢ pola rezonansowego zale gtownie od pola anizotropiiBa
a doktadniej efektywnej anizotropKes [168]. Na gstas¢ Ker skladag sie gestasci energii
anizotropii zwazane z cgscia lita K oraz z powierzchaiKs [44,168]. Wplyw powierzchni jest
wigkszy dla matych cstek. Dodatkowo fluktuacje spindbw powierzchniowyggowalniag, gdy
prébka jest ochtadzana, co prowadzi do zaem@ ich nieupormdkowania w niskich
temperaturach [23].

Analiza wynikéw pomiaréw wskazujez zmniejszaniu i wartasci zewrgtrznego pola
rezonansowego wraz z obaniem temperatury towarzyszy wzrost szekokdinii EPR, co
wida¢ np. na rys. 55. Warto zastandvgic nad fizycznymi podstawami powszej obserwacji.
Przede wszystkim Wwietle literatury warunki rezonansu dlaastek jednodomenowych zate
od orientacji ich osi anizotropii w odniesieniu dpola magnetycznego [23]. slie
w makroskopowo izotropowej prébce nangstki s zorientowane losowo gkowa zalenos¢ ich
pél rezonansowych skutkuje poszerzeniem widma [43ki losowy rozktad osi anizotropii
uwydatnia s§ wiasnie w niskich temperaturach, kiedy to efekt poseeia sygnatu jest
szczegOlnie widoczny [24]. Moa zatem przyg, ze szeroki sygnat jest zteniem wielu linii
rézniacych s¢ polem rezonansowym na skutek obe&cnanizotropii magnetokrystalicznej [27].

Poréwnanie zalaosci temperaturowych dla przebadanych prébek n53 8-£2 nm)
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in58 (g =5 nm) uwidacznia ponadt® r&nice pome¢dzy skrajnymi wartéciami szerokeéci
(tzn. tymi zarejestrowanymi dla temperatur 121 bRp w badanych godkach g istotnie
wieksze dla prébki n58 o mniejszyétednich wymiarach rdzenia (rys. 24 i 55). Ta obs&ja
znajduje potwierdzenie w literaturze, gdzie zm@ znale¢ informacg, iz dla nanoczstek
magnetytu zmiany szerom linii (jej zwezanie s¢ wraz z podgrzewaniem prébek) s
wyrazniejsze dla cgstek o mniejszejrednicy [26].

Badania wskazuaj iz temperaturowym zmianom szerdkd sygnalu EPR od
magnetytowych rdzeni nanastek towarzysz rowniez zmiany jego amplitudy. Zazwyczaj
tendencja jest taka: gdy linia EPR¢ siweza, to jej amplituda rmie. Dla przyktadu dla
nanoczastek n53 w HO amplituda linii rosta wraz ze zgkiszaniem temperatury (rys. 25),
podczas gdy jej szerokdmalata (rys. 24). Dla nanogstek n53 we krwi i surowicy amplituda
linii wzrastata tylko dox 240-245K, a nagpnie zaczynata matg(rys. 26 i 27). Dla cistek n58
amplituda szerokiej linii EPR rosta wraz ze gkgzaniem temperatury do okoto 235K (dla
nanocastek w wodzie i surowicy) albo 230 (dlaastek we krwi petnej) a potem zaczynata
male (rys. 56). Jakkolwiek wzrost amplitudy wraz z tomgszicym zwezaniem linii jest
charakterystyczny dla probek superparamagnetyczngobczstek przy podgrzewaniu, spadek
amplitudy w wyszych temperaturach rmwma whzae =z  topnieniem  probki
i wspotwystpowaniem faz stalej oraz cieklej. Probki nargstek w zalénosci od stosowanego
osrodka posiadaty roa temperatug zamarzania. Z literatury wiemy bowiertge temperatura
zamarzania krwi jest méza nk wody, gdy wynosi -0,52C [169]. Czsto rozpatruje sitzw.
spadek temperatury zamarzania (dingezing point depressipnktory dla petnej krwi wynosi
0,557-0,577C, natomiast dla osocza i surowicy 0,512-0%58170]. Dodatkowo stwierdzono
tez, ze temperatura krzepgmia (zamarzania) krwi pelnej po hemolizie jestzsma ni
w przypadku osocza i tej samej krwi przed hempo|ik71]. Powysze informacje wydaj si¢
ttumaczy, dlaczego amplituda widm nanastek we krwi pelnej i surowicy po uzyskaniu
wartasci maksymalnej zaczynata spadaczeniej niz w przypadku czstek w wodzie.

Ze wzgkdu na fakt,ze informacje o efektywnej anizotropii nangstek mana uzyska
z pomiarow field cooling, dla probek n53 i n65b wvadanych érodkach przeprowadzano
procedu¢ FC w polu 0,5 T. Wartd taka uznano za optymalnna podstawie informacji
literaturowej,ze dla p6l wyszych nk 400 mT weksza¢ osi anizotropii w nano@stkach nie
odstaje od kierunku przytonego pola o wicej niz 20° a dalsze zwkszanie pola zmienia
warunki rezonansu tylko w bardzo niewielkim stopfiii8]. Umieszczenie cieklych probek
nanocastek w polu magnetycznym spowodowato zorientowatienomentéw magnetycznych.
Ze wzgkdu na rotacyjne stopnie swobody osie tatwesstek mogly obraca sig wraz
z momentami magnetycznymiw odpowiedzi na przytmne poleB,. PO jego wydczeniu ruch
termiczny zniszczytby orientacyjny padek w cagu kilku milisekund, dlatego w celu
zachowania makroskopowej anizotropii uktadu pkdbkamraano. Pomiary z zyciem
goniometru wskazatyze zarowno dla nanoggtek n53 jak i n65b we wszystkich badanych
osrodkach (wodzie, surowicy i krwi peinej) waftd zewrgtrznego pola rezonansowego silnie
zaleza od orientacji probki i wieksze dla kta 90 (tabele 8 i 12). Wartai wspotczynnikowg
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wyznaczone ze wzoru (10) dlatk @ s3 zatem weksze ni dla 90 (tabele 6, 7, 11; rys. 19, 20,
21, 23, 35) i jest to regulwv catym zakresie temperatur (rys. 22). Parametdma dla lgtow O°

i 180° (tabela 11) s natomiast takie same (ewentualneznide wynikaj z niepewnéci
pomiarowych).

W superparamagnetycznych namgstkach zamrzanych bez obecdoi zewrgtrznego pola
magnetycznego (co oldlane jest cgsto jako ZFC od angzero field cooleyl osie anizotropii
magnetycznej bylyby zorientowane przypadkowo, n@sindla castek FC wykazywaty
orientacg wzdlwz pola przylegonego podczas schtadzania. Warto wspomnize juwz
wczesniejsze badania nanagstek magnetytu pokrytych chitozanem prowadzone .npiaez
autora pokazatyze najweksze pole rezonansowe obserwuje dlia kata 90, najmniejsze dla
kata @, natomiast dla prébek ZFC wasdtgposrednia [11].

Dla widm FC nanocwtek n53, n65b in66 we wszystkichradkach wida réwniez, ze
szeroka¢ linii EPR dla orientacji Djest wiksza nk dla 90 (tabele 6,7,11,16). Amplituda linii
jest z reguly przewajaca dla 90, Wigksza 4By, dla widm zarejestrowanych dlaate @
wskazujeze sygnaty te mmna traktowa jako superpozyejlinii od nanoczastek zorientowanych
wzdtuz kierunku pola i tych, dla ktérych orientacja momemagnetycznego odbiega od
kierunku przyt@gonego pola.

W pomiarach FC wana informacg dostarcza nam #dica poél rezonansowych
obserwowanych dla orientacji probki 090° po FC. Naley zauway¢, ze r&nice B,(90°) -
B/(0°) sa bardziej wyrane dla nanocstek n65b w poréwnaniu z ggtkami n53 (tabele 8 i 12).
Warto przypomnié, ze castki n53 posiadajwickszy rdzé niz n65b. W literaturze odnotowano
natomiast, 4 réznicapél rezonansowych dla nanastek tlenkuzelaza w glicerolu malata wraz
ze zmniejszanienmérednicy castek, co wyjaniano faktem,ze dla castek o niewielkich
rozmiarach zwiksza s¢ rozktad kierunkowy osi anizotropii i coraz ¢gej osi tatwych tworzy
kat ponad 20w stosunku do kierunku pola w jakimastki s zamraane [23]. Prawdopodobnie
czastki n65b mimo mniejszejrednicy w badanychsoodkach aglomerowaly, twogz klastery
0 wigkszych rozmiarach, co mogtoby wyyac ich nietypowe zachowanie. Dodatkowo sytgac]
mozna rozpatrywa w kontelécie poszczegoélnychsmdkdédw. W przypadku probki n53 mdica
pomiedzy wartgciami pol rezonansowych dla orientacfiild0° dla nanocgstek w wodzie jest
mniejsza ni dla nanoczstek we krwi i surowicy (tabela 8). Z kolei dla pkb n65b jest ona
zdecydowanie najmniejsza dlaastek we krwi (tabela 12). Wydajegsize interpretacja tego
typu rozbignosci w zachowaniu cgistek w badanychsoodkach oprocz uwzegtiniania maliwej
aglomeracji powinna rowniebrat pod uwag odmienne wigciwosci powierzchni rdzenia (inne
pokrycie polimerowe, ktére paga za solp odmienne oddziatywania z otoczeniem).

Warto réwnie doda, ze na podstawig,(90°) - B,(0°) w eksperymencie oszacowano dla
nanoczastek n53 i n65b wartgi pola anizotropii i efektywnej statej anizotrgpkorzystagc
zrowna (71) i (72). Wyniki zamieszczone w tabelach 8 ivigkazuy na wiksz anizotrop
dla castek n65b, ktére posiadaty mniggszednic; rdzenia. Tutaj pomiaryagednak opatrzone
niepewndcia ze wzgédu na fakt, ¢ w obliczeniach stosowano (podobnie jak czyri &
w wielu pracach) wart@ magnetyzacji charakterystycgdla magnetytu litego.
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Nalezy rowniez wspomnié, ze eksperymentalne widma ESR nangtek n53 i n65b
wykazup asymetr¢. Symetria linii zmienia giwraz z temperatar a w wikszaci przypadkow
linia EPR dla kta 90 jest bardziej asymetrycznaznilla kata @ (tabele 9 i 13). Z literatury
wiadomo, ze ksztatt widma FC jest bardzo wtisvy na wspdtistnienie rinych wktadéw od
anizotropii, staje gibardziej asymetryczny, gdy zssza s¢ srednia wielkd¢ czastek z powodu
wzglednego zwkszenia udziatlu anizotropii krystalicznej a zamikago przyczynku od
anizotropii powierzchni [152]. Dodatkowo wytrga asymetria ksztattu linii pojawiagstwykle
w przypadku makroskopowo izotropowych uktadow namsiek charakteryzagych se
rozrzutem wielkéci [43]. Obserwowana asymetria zarejestrowanychkaperymentach linii
moze tez czesciowo wynika z faktu,ze sygnat od rdzeni nanagstek ma ztaong struktue.

Zastosowanie metody komputerowego ¢szania rozdzielczoi sygnatdw, czyli
CREM pozwolito wyodebni¢ z sygnatu od magnetytowych rdzeni nargstzk n53 (pokrycie
PEG) i n65b (pokrycie silan) aska linie z g = 1,99. Analiza przeprowadzona dla wynikéw
pomiarow FC pokazatae wspomniana war§é wspotczynnikag jest niezalena od orientacii
probki wzgkdem pola magnetycznego oraz adooka, w ktérym znajdujsie czastki (rys. 28-
30 oraz 36-38). W zateosci od arodka dla danego typu gztek zmieniat s natomiast
stosunek amplitudy ggkiego komponentu do szerokiej linii (tabele 104).1Generalnie udziat
waskiej linii byt nieco wikszy w przypadku nanoggtek we krwi w pordwnaniu do nanastek
w wodzie. Ponadto dla probki n65b w surowicy armaltZREM pozwolita wydzieti waska linie
0 wyraznie wigkszej intensywngi niz dla pozostatych@odkdow.

W pracy zaobserwowano tak  amplituda viskiej linii wyraznie rasnie, natomiast
szerokdé¢ minimalnie maleje wraz ze wzrostem temperaturg.(81 i 32). Nalgy jednak bra
pod uwag, ze ze wzgtdu na ztaonas¢ procesu cyfrowej analizy sygnatdw w metodzie CREM
oraz wspotwysipowanie dwoéch nakladgjych sé sygnatdw znacznie #diacych se
szerokdcia doktadne ustalenie, jak zmienia szeroké¢ waskiej linii od temperatury mie by
problematyczne. WcZnriej wykorzystywano ja bowiem t metod do analizy widm
nanocastek tlenkuzelaza pokrytych dekstranem i kwasem oleinowym wzi@¢B].

Z literatury wiadomoze waska linia, ktora wspotwyspowata z szerokim sygnatem byta
w kilku przypadkach obserwowana réwhiew standardowych eksperymentach ESR
Z nanoczstkami magnetytu i maghemitu [24,41,43,172]. Dlaotastek FgOs; waska linia
uwidaczniata s dla silnie rozciéczonych probek, jej intensywfb spadata w niskich
temperaturach, ale ksztatt i szerékpraktycznie s nie zmieniaty [172].

Wystkpowanie wskiego sygnatu tlumaczy ¢sina wiele sposobow. Pagkowo
przypisywano go bardzo matym nanastkom superparamagnetycznym [41]. Wedtug innych
teorii sygnat zy = 2 miat pochodzi od komplekséw wolnego Eew ferrocieczy [151]. Bardziej
prawdopodobne jest jednakie sygnat ten ma zazek ze zjawiskami zachoglzymi
w zewretrznej warstwie rdzenia. Postulujes,ske zachowanie siwaskiej linii jest zwpzane
z izotropowym wktadem od pola wewtrznego zwizanego z powierzchginanocastek [24].
Przyczynek ten maleje w niskich temperaturach.esb zgodne z faktem zanikaniaskiej linii
wraz z ochfadzaniem prébki. Fluktuacje spindbw nawipzchni zwalniai bowiem, gdy
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temperatura jest obt@na, co prowadzi do zanmenia nieuporazdkowania spindw
powierzchniowych. W pgmiennictwie odnotowano wygtowanie na powierzchni matych
czastek nieuporzdkowanych struktur magnetycznych, twgrych faz przypominajca szkio
spinowe [23]. Defekty strukturalne zygane z obecrigia jonéw F€* na skutek utleniania
warstwy powierzchniowej eatek magnetytu réwniesa upatrywane jako przyczyna obeéoo
waskiej linit w widmie EPR nanoestek magnetytu [9]. Warto wspomgjez sygnaty zg = 1,99
w literaturze obserwowanozella izolowanych jonéw Fé w szktach zawieragych FeOs; oraz
domieszkowanyclielazem nanoestek TiQ (TiO./Fe™) [173,174]. Z drugiej strony w pracy,
gdzie stosowano model nieuwggdhiajacy efektow zwazanych z powierzchaj wygenerowane
komputerowo widma superparamagnetycznych naystekz maghemitu rowniemiaty forne
superpozycji szerokiego sygnatu nskiej, symetrycznej linii, ktéra pojawiatagstylko przy
stosunkowo diym rozrzucie wielkéci czastek a wraz ze wzrostem ich najbardziej
prawdopodobnejrednicy byta stopniowo zagiowana przez szeroki komponent [43].

W eksperymencie stosunek amplitudswiej i szerokiej linii byt wyranie wigkszy dla
nanocastek n65b i dla n53 (tabele 10 i 14). Przypomnijmye nanocastki n65b miaty
mniejsz srednic; rdzenia (g = 5nm) niN53 (g = 8-12 nm). MniejszZaednica oznacza wkszy
udziat powierzchni w stosunku do etmsci. Wiekszy udziat powierzchni korespondaoy
z wyrazniejszym udziatem wskiej linii w widmie EPR zdaje sipotwierdz& zwiazek tego
sygnatu ze zjawiskami zachagymi na powierzchni cstek.

Stosunkowo trudno jest natomiast jednoznacznieadnij wigkszy udziat vaskiej linii
w widmach nanocwstek we krwi petnej (oraz surowicy w przypadku iobn65b)
w porownaniu do nanoagtek w wodzie. Z literatury wiadomo jedyniee amplituda wskiej
linii w widmie nanocastek magnetytu spada wraz ze wzrostem ich konagintclodatkowo
komponent ten poszerza; girzy wyzszych s¢zeniach na skutek oddziatywalipolowych oraz
ewentualnej agregaciji ggtek [24,172]. Badane w eksperymencie probki zelgdzgna sposob
przygotowania posiadaly jednak takie samezestie nanocgtek w kadym z drodkow
(w granicach niepewrdai pomiarowych). Mimo to dla nanogztek w wodzie wska linia byta
minimalne szersza, co m® wskazywé na wkksz aglomerag czastek. Z drugiej strony
prawdopodobny jest wkszy wpltyw d&rodka jakim jest krew czy surowica na interakcje
z powierzchni czastek. Efekt ten naiatoby tez rozpatrywa w kategorii stosowanego pokrycia
silan versus PEG. Poli(glikol etylenowy) znany jestiobrej ochrony powierzchni gstek, co
rowniez mogtoby ttumaczg mniejszy udziat wskiej linii w przypadku czstek n53.

Dla czstek magnetytu znakowanych 4-amino-TEMPO widma BB&arczaj nie tylko
informaciji o wi&ciwosciach rdzenia (szeroka linia), ale tako dynamice nitroksydu w badanym
osrodku. Samo datzenie znacznika rowniewptywa na wihaciwosci czastek. Dla przykladu
znakowane 4-amino-TEMPO nanasiki n66b w temperaturze 230K posiadaty szetsue od
magnetytowych rdzeni w poréwnaniu z nargstkami n65b, ktore nie miaty dmizonego
znacznika (tabele 11 i 16). Warto dodae obie probki wyjciowe rdzeni nanogstek
pochodzity z tej samej partii, zaity si¢ tylko funkcjonalizaci powierzchni (n65b silan; n66b
silan + 4-amino-TEMPO). Z kolei znakowane 4-amireMPO czstki n58 posiadatly znacznie
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wezsza lini¢ od rdzenia w poréwnaniu z gtkami n66b (tabela 16 i rys. 55). Natlegpamktac,
ze sposob funkcjonalizacji powierzchni i praytenia znacznika #hit sic dla obu prébek
I zapewne we wikgkiwosciach powierzchniowych natg upatrywa przyczyn zaobserwowanych
réznic. Temat ten wymaga jednak dalszych lhada

Widma EPR znacznika spinowego gitdonego do nanoggtek zarejestrowane dla
probek ciekltych maj post& trzech charakterystycznych linii (rys. 39-41, 5),9la rodnikéw
nitroksylowych obserwujemy bowiem rozszczepienidsudtelne, wynikage z oddziatywania
magnetycznego poruzy niesparowanym elektronem a spinaairgq azotu 14NI(=1). Naley
jednak zauway¢, ze intensywnéci poszczegolnych linii trypletu dla ciektych prdbe
nanocastek rénia Sie, Co oznaczaze anizotropowe skladowe tensoréivi § nie w pemi s
usredniaty. Wprawdzie stosunki intensywsgolinii r6znia w zaleznosci od prébki i grodka, ale
generalna tendencja jest takze sktadowa przy wysokim polu ma najsea amplituc,
natomiast liniasrodkowa najwtkszy. Z literatury wiadomo,ze widma EPR nitroksydow
dofaczonych do nanoastek czsto posiadaj znieksztalcoa lini¢ przy wysokim polu ze
wzgledu na utrudniom rotacg i towarzysacy wzrostzg [12].

Aby uzyska doktadniejsza informagjo ruchu znacznika w eksperymencie wyznaczono
bezwymiarowy parametr metody Kuzniecowa (tabele 15,17,18). Dla znacznikéwadobnych
do castek n58 i n66lgrodkowa linia trypletu ma najwkszy amplituc;, stade > 0. Dodatkowo
wartaici ¢ dla nanoczstek n66b $ mniejsze ni dla castek n58. Maemy zatem wnioskowa
ze dynamika ruchu znacznika dla tych probek jestaima skutek odmiennego sposobu
dofaczenia nitroksydu do silanu na powierzchni napstek. Przypomnijmyze w przypadku
probki n66b do przglczania znacznika zastosowano silan zairgrum funkcyjma [(3-
izocyjanopropylo)-trietoksysilan] (rys. 13). Waito ¢ dla znacznikbw datzonych do
nanoczastek n58 i n66b ria sig rowniez w porownaniu do rezultatow otrzymanych przez
autora w przeszkoi dla znakowanych spinowo nanasiek pokrytych chitozanem. Wéwczas
amplitudy kolejnych linii trypletu malaly, a wspaynnik Kuzniecowa przyjmowat ujemne
wartasci, co wskazywalto,ze znacznik najszybciej rotowat wzdtuosi prostopadtej do
powierzchni nanocgtek [11]. Prawdopodobnie dlaastek n66 i n58 ten kierunek rotacji nie
jest juz tak wyranie wyr&niony. Ponadto poréwnanie wastd ¢ dla nanocgstek w badanych
osrodkach wskazujeze parametr ten przyjmuje mniejsze wéciodla nanoczstek we krwi
i surowicy w porownaniu z @stkami w wodzie (tabele 15 i 17). Obserwowanenice
odzwierciedlag zmiany w ruchliwéci rotacyjnej znacznika. Dynamika ruchu znacznika
dofaczonego do nanoggtek ré&ni sic bowiem w zalénosci od grodka.

Widma nitroksydow zarejestrowane dla prébek cielkin66b i n58 w rgmie szybkiej
rotacji pozwolity na bezpwednie oszacowanie waétm czaséw korelacji rotacyjnej (tabele
15,17,18) na podstawie pomiaréw intensywaigooszczegolnych pikow. Generalnie ina
podsumowd, ze r (W HyO) < g (W surowicy) < g (we krwi). Czynnikiem istotnie
wplywajacym na obserwowane wasth czasow korelacji jest lepké osrodka, gdy osrodku
lepkim znacznik wolniej rotuje. Z danych literaturgch wiadomo,ze lepka¢ krwi jest 3-4,7
razy wkksza ni lepkas¢ wody destylowanej, przy czym jej wasto zaleey nie tylko od
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temperatury, ale teod liczby krwinek [98]. Zmniejszenie leps@ krwi obserwowane jest
w niedokrwistdci, natomiast zwakszenie w erytrocytozie. Lepk®é osocza jest 1,9-2,3 razy
wigksza od lepkéri wody destylowanej. Lepké surowicy przewysza lepké¢ wody 1,7-2,1
krotnie, przy czym wartd ta zaley od liczby biatek [98]. Wykonane pomiary EPR
potwierdzag, ze mikrolepkd¢ otoczenia nanoastek we krwi jest najwksza a w wodzie
najmniejsza.

Poréwnanie widm znacznika spinowego agdazbnego do nanoggtek n58 wswiezo
przygotowanych prébkach z widmami zarejestrowanyih tych probek po 8 dniach
przechowywania w temperaturze pokojowej (rys. 49-68kazuje,ze dla castek we krwi
I w wodzie intensywn& sygnatu EPR od nitroksydu po 8 dniach znacznielamanatomiast
w surowicy sygnat ten przestatowidoczny (rys. 53). Przyczyny naleupatryw& w fakcie,ze
pod wptywem zwizkOw endogennych wygtujacych we krwi i surowicy (np. kwasu
askorbinowego czy glutationu) pochodne TEMPO tatwlegap redukcji, co objawia si
zanikiem sygnatu EPR [95]. Rodnik nitroksylowy r&dje st do odpowiadajcego anionu
aminoalkotlenku [72]. Z literatury wiadomo rownjee zamkngcie nitroksydu w nanogstkach
znacznie wydtaa okres jego pottrwania we krwi w porownaniu z myoh TEMPOLem [95,96].
W eksperymencie dla probek n58 tryplet od 4-amigdAPO we krwi widoczny byt jeszcze po
8 dniach (rys. 52), zatem naleuzn&, ze pokryte silanem nanogstki stanowity pewnego
rodzaju ochroa dla znacznika. Z drugiej strony warto patat, ze eksperyment odbywailesi
w warunkach in-vitro. W zywym organizmie trzeba by dodatkowo w&Zi pod uwag
preferencyjny klirens nerkowy TEMPO.

W przypadku zamrmnych prébek n58, n64 i n66b nieregularny ksztgnatow od 4-
amino-TEMPO dajczonego do nanoggtek wskazujeze ruch znacznika jest silnie utrudniony
(rys. 45,47,57,63). Takie widma sharakterystyczne dla tzw.zismu wolnego ruchu (anglow
motionn. W pracy przeprowadzono symulacje widm znacznikéxarejestrowanych
w temperaturze 230K (dla gtek n58 réwnig 125K), postugujc sk programem EasySpin.
Uwzgledniono zaréwno parametry zygane z tensorami magnetycznymi, jak te odposzse
do dynamiki. Wyznaczone na podstawie symulacji @artczasu korelacji rotacyjnej dla
temperatury 230K (dane na rys. 48, 61, 68Yzdu 10% s. Dla poréwnania dla znacznikéw
w ciektych prébkach w témie szybkiej rotacjicr posiadaty rad wielkosci 10 s, byty zatem
znacznie krotsze. Obtanie temperatury od 230K do 125K spowodowato dalgzrosttr, ale
w obrebie tego samego ¢du wielkasci (rys. 61).

Symulacje widm zarejestrowanych w niskich tempegath potwierdzity prawidtowsg,
ze 1r (we krwi) >7r (W surowicy) >zr (W H2O), co obrazu dane przedstawione na rys. 48, 61,
66. Wiaciwosci osrodka wplywaj zatem na dynamék znacznika take w niskich
temperaturach, gdy ruch molekularny jestsciowo zamraony. Czas korelacji rotacyjnej
w 230K r&nicuje st ponadto w zalenosci od prébki. Przykladowo dla ggtek n64, dla ktérych
rodnik byt dodatkowo chroniony powlakz dekstranu jego ruch we krwi peinej byt bardziej
ograniczony, o czyndwiadczy diiszy tr W poréwnaniu z probkami n58 i n66b w tym samym
osrodku.
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W zalenosci od srodowiska zmienia s8i tez wartas¢ szerokeéci linii otrzymana
w rezultacie symulacji. W 230KAB najmniejsz wartaé¢ przyjmuje dla 4-amino-TEMPO
dolaczonego do nanoggtek we krwi, wgkszy, gdy arodkiem jest surowica, najeksz
w przypadku roztworow wodnych. Nalejednak doprecyzowaze widmo znacznika 4-amino-
TEMPO dla nanocstek w wodzie symulowano jedynie dla probki n64yxgeav przypadku
probek n58 i n66b sygnat od rodnika nitroksylowag830K przyjmowat dé¢ nietypows forme
pojedynczej linii, co mzna zobacz§ na rys. 43. Z literatury wiemyze gtowry przyczym
poszerzania widma rodnika nitroksylowego w niskiemperaturach, gdy jego ruchligojest
utrudniona, s oddziatywania dipol-dipol miedzy paramagnetycznymisteczkami znacznika
[84]. W publikacjach opisano zerzypadki, gdy sygnat od dgdzonego do nanoagtek rodnika
nitroksylowego przyjmowat postgpojedynczej szerokiej linii opisanej krzgwoigt'a [12,78].
Takie widmo ttumaczy si usrednianiem wielu linii EPR, zachogtzym w przypadku, gdy
rodniki znajdug si¢ blisko siebie przy powierzchni nanasrek.

Pomiary temperaturowe pozwolity zobraza@wpk zmienia si sygnat EPR od znacznika
spinowego daiczonego do nanoggtek podczas podgrzewania probki. Wyniki dla probegb,
n58 i n64, przedstawione kolejno na rysunkach 47 53 pokazuyj, ze wraz ze wzrostem
temperatury stopniowo zweksza st dynamika rotacji rodnika nitroksylowego. Analiza
rysunkow pozwala ponadto potwieréizie na ruch znacznika spinowego w danej temperaturze
istotny wptyw mag takze wiasciwosci srodowiska.
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6 Wnioski koncowe:

Praca przedstawia wyniki batdasuperparamagnetycznych nargstek FgO, w trzech
osrodkach: wodzie, surowicy i petnej krwi ludzkiej. etbch spektroskopii elektronowego
rezonansu paramagnetycznego zbadano 5 typéw ngmtelcz magnetytowym rdzeniem g
funkcjonalizacg powierzchni: nanoestki n53 pokryte polimerem na bazie poli(glikolu
etylenowego) z datzonym cytostatykiem doskorubicynnanoczstki n65b pokryte silanem,;
nanocastki n58 pokryte silanem i znakowane spinowo 4-amiiEMPO; nanocgstki n64
pokryte silanem, znakowane amino-TEMPO i stabiliaoes dodatkow powtoka z dekstranu
oraz nanocgstki n66b ze znacznikiem 4-amino-TEMPO galonym z wykorzystaniem silanu
z inm grum funkcyjma tj. (3-izocyjanopropylo)-trietoksysilanu. Przebao take 13 prébek
petnej krwi ludzkiej i 13 odpowiadgych probek surowicy w celu identyfikacji wgptijacych
w nich centréw paramagnetycznych.

Najwazniejsze wnioski ptyace z analizy otrzymanych rezultatow przedstays®j nastpujaco:

1) We wszystkich probkach petnej krwi ludzkiej zbademyprzed dodaniem nanastek
zidentyfikowano nagpujace centra paramagnetyczne: wysokospinowe tréjdcicwe
zelazo w methemoglobinie, wysokospinowe niehemaekzo w transferynie oraz jony
CU* w ceruloplazminie. Dla prébek surowicy wysbwaty tylko sygnaly EPR od Fe
w transferynie i paramagnetycznej miedzi w cerwdaplinie.

2) Sygnat EPR od rdzeni superparamagnetycznych nasteéz FeO, w wodzie, surowicy
i krwi petnej ma postaszerokiej linii, ktérej parametry silnie zateod temperatury (linia
poszerza gii przesuwa w stranmniejszych poél rezonansowych a jej amplituda negalgfly
prébka jest ochtadzana). W niskich temperaturactasta udziat p6l wewstrznych, ktére
maja zwiazek nie tylko z olgtosciowa anizotropsi magnetokrystaliczp ale rownie
z nieuporadkowaniem spindbw na powierzchni rdzenia nanetek.

3) Parametry szerokiej linii EPR od magnetytowych nizeanoczstek r@nia sic w zaleznosci
od rozmiardéw tych rdzeni, ale istatrole odgrywa te funkcjonalizacja ich powierzchni.

4) Wartdsci wspétczynnikag wyznaczane dla szerokiej linii od magnetytowyclzer
nanocastek zalea rowniez od drodka, w jakim znajdaj sie nanocastki, co mae
wskazyw& na rany stopié interakcji powierzchni nanoggtek zesrodowiskiem: wod,
surowia albo peta krwia ludzka.

5) Rdéznica w wartdciach pdl rezonansowych obserwowanych dla orienpaépki @ i 90° po
zastosowaniu procedufield coolingpozwolita wyznacz§ pole anizotropii oraz efektywne
state anizotropii dla nanogztek w badanychsoodkach.

6) Zastosowanie metody komputerowego ¢szania rozdzielczsi sygnatowej (CREM)
pozwolito wyodebni¢ z sygnatu EPR od magnetytowych rdzeni naasiek n53 i n65b
waska linig zg = 1,99. Udziat tej linii w widmie EPR zalg od wielkaci i funkcjonalizacji
nanocastek a take carodka wjakim st znajdup. Pochodzenie wgkiej linii
najprawdopodobniej ma zwdek z zewntrzna warstwa rdzenia i defektami strukturalnymi
zwiagzanymi z obecnizia jonéw FE" na skutek utleniania powierzchni.
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7) Dynamika ruchu znacznika spinowego 4-amino-TEMP®&®armnego do nanoggtek r@ni
sic w zalenosci od srodowiska w jakim s one znajduy. Czas korelacji rotacyjnej
przyjmuje najweksze wartéci dla znacznika przyezonego do nanoggtek znajdujcych se
we krwi, mniejsze dla estek w surowicy a najmniejsze, gdyradkiem jest woda
destylowana. Czynnikami istotnie wptywaymi na obserwowane waktm czasow korelacji
rotacyjnej 8. temperatura oraz lepkoosrodka.

8) Sposob dajczenia rodnika nitroksylowego do powierzchni namstzk réwnie znajduje
odzwierciedlenie w anizotropii jego ruchu. Prmgenie znacznika 4-amino-TEMPO do
powierzchni nanoestek za pomag silanéw z ragnymi grupami funkcyjnymi zmienia
dynamike jego ruchu, co wptywa na odziatywania nargstek zsrodowiskiem.

9) Dla prébek przechowywanych w temperaturze pokojowggnat EPR od znacznika
spinowego 4-amino-TEMPO dmizonego do nanoggtek znajdujcych s¢ w surowicy
i petnej krwi ludzkiej zanika szybciej niw przypadku znacznika w wodzie. Przyczyast
redukcja rodnika nitroksylowego zachada pod wplywem zwizkébw endogennych
wystepujacych we krwi i surowicy.
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