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STRESZCZENIE

Pomiary pokrytych PEG (poli(glikol etylenowy) nanoczastek magnetytu o $rednicy rdzenia 10 nm wykonano
metoda spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego w zakresie temperatur 135-235 K. Badano
nanoczastki znajdujace si¢ w roztworze wodnym oraz w pelnej krwi ludzkiej. Przed dodaniem nanoczastek do
krwi, zidentyfikowano naturalnie wystepujace w niej centra paramagnetyczne. Widmo EPR nanoczastek
magnetytu mialo posta¢ szerokiej linii, ktorej parametry silnie zalezaly od temperatury. W przypadku obu
osrodkoéw zaobserwowano wzrost wartoSci wspolczynnika g wraz z obnizaniem temperatury $rodowiska.
W przypadku nanoczastek w wodzie, schtadzanie probki do coraz nizszych temperatur powodowato poszerzenie
linii EPR, natomiast dla nanoczastek we krwi efekt ten byl obserwowalny jedynie w przedziale temperatur
od 190 do 235 K. Wartoéci parametrow linii EPR réznity sie dla nanoczastek znajdujacych si¢ w dwoch
osrodkach (krwi i wodzie), co moze wskazywac¢ na wplyw srodowiska na wzajemne interakcje nanoczastek.

Stowa kluczowe: nanoczastki magnetytu, EPR, ludzka krew petna

ABSTRACT

The measurements of PEG-coated magnetite nanoparticles (PEG — polyethyleneglicol) with a core diameter
of 10 nm, were done by means of Electron Paramagnetic Resonance spectroscopy at the temperature range
135-235 K. Nanoparticles were examined in aqueous solution and in whole human blood. Paramagnetic centers
naturally occurring in the blood were identified prior to the addition of nanoparticles. The EPR spectrum of
magnetite nanoparticles has a form of a broad line, which parameters strongly depend on temperature. The
increase in g-factor value was observed in case of both media, when the measurement temperature was being
decreased. Gradual cooling of the sample of nanoparticles in water resulted in the broadening of the EPR line,
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whereas for nanoparticles in the blood this effect was only observed in the temperature range 190 to 235 K.
The values of EPR line parameters were different for nanoparticles in two mentioned media (water and blood),
which may indicate the influence of the environment on the interactions between nanoparticles.

Keywords: magnetite nanoparticles, EPR, whole human blood

1. Wstep

Nanoczastki magnetytu ze wzglgdu na niska toksycznosc¢, biodegradowalnos¢ i superparamagnetyczny
charakter moga znalez¢ wiele potencjalnych zastosowan w medycynie. Moga stuzy¢ jako srodki
kontrastujace w obrazowaniu magnetycznym rezonansem jadrowym [1] oraz umozliwia¢ magnetyczna
separacje¢ komorek nowotworowych [2]. Najbardziej obiecujace wydajg si¢ perspektywy zastosowania
nanoczastek w leczeniu raka metoda hipertermii magnetycznej [3] czy wykorzystanie ich jako
nosnikOw lekoéw w terapii celowanej [4]. Nanoczastki z rdzeniem magnetytowym moga by¢ bowiem
koncentrowane w miejscu docelowym, np. w sasiedztwie nowotworu, za pomocg Zewngtrznego pola
magnetycznego. Nanoczastki pokrywane sa otoczkg polimerows, ktora zwicksza ich biokompa-
tybilnoé¢, poprawia stabilno$¢ w roztworach, zapobiega aglomeracji oraz umozliwia dotgczanie
roznych ligandow [5]. Otoczenie nanoczastek powtoka z poli(glikolu etylenowego) PEG nie tylko
przeciwdziata ich agregacji, ale przede wszystkim wydtluza czas krazenia we krwi. Nieostoniete
nanoczastki po wstrzyknieciu do krwiobiegu sa bowiem pokrywane przez biatka z osocza (opsoniny),
a w ten sposéb prezentowane sg jako ciata obce i szybko eliminowane przez fagocyty (z uktadu
fagocytow jednojadrzastych), wystepujace w watrobie, sledzionie i szpiku kostnym [6].

W pelnej krwi ludzkiej istnieje naturalnie wiele centrow paramagnetycznych, do ktorych naleza
przede wszystkim kompleksy molekularne, zawierajace jony zelaza Fe** albo miedzi Cu®*, a takze
wolne rodniki. Transferyna jest biatkiem, ktore wystepuje w osoczu, przenoszac dwa atomy zelaza
i dostarczajac je do tkanek. Jej niewysycona forma, czyli apotransferyna, przyjmuje tylko jony Fe®,
dlatego jony Fe* musza przed zwiazaniem zostaé utlenione przy udziale obecnej w osoczu
ceruloplazminy [7]. Ceruloplazmina, petnigca rol¢ ferroksydazy, zawiera paramagnetyczne jony
miedzi, dlatego tez moze by¢ badana metodg EPR [8]. We krwi w niewielkich iloSciach pojawia si¢
takze zawierajaca jony Fe*" methemoglobina oraz rodniki pochodzace z reszt tryptofanu czy tyrozyny
[9].

Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego to technika, ktéra umozliwia badanie
substancji zawierajacych jeden lub wigcej niesparowanych elektronéw. Sygnal EPR obserwujemy,
gdy energia Av kwantu promieniowania elektromagnetycznego padajacego na probke odpowiada
roéznicy energii pomiedzy rozszczepionymi poziomami energetycznymi, co wyraza warunek
rezonansu:

hv = gugB )

We wzorze (1) B oznacza indukcje zewngtrznego pola magnetycznego, ug t0 magneton Bohra,
natomiast g jest wspotczynnikiem rozszczepienia spektroskopowego, ktory pozwala na identyfikacje
centrum paramagnetycznego.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie metoda spektroskopii elektronowego rezonansu
paramagnetycznego pokrytych biokompatybilnym polimerem nanoczastek magnetytu w roztworze
wodnym oraz w petnej krwi ludzkie;j.

2. Materialy i metody

Materiat do eksperymentu stanowily superparamagnetyczne nanoczastki z magnetytowym rdzeniem
0 $rednicy 10 nm. Zostaty one pokryte otoczka z poli(glikolu etylenowego) w celu uzyskania biokom-
patybilnosci. Badano nanoczgstki w roztworze wodnym oraz dodane do pelnej krwi ludzkiej.
Przygotowano dwie identyczne objetosci (po 30 pl) roztworu nanoczastek (7,2 mg/mL), z ktorych
jedng rozcienczono 30 pl dejonizowanej wody, a drugg zmieszano z 30 pl krwi. Pomiary wykonano
przy uzyciu spektrometru Bruker EPR/ENDOR EMX-10, ktéry pracuje w pasmie X (9,4 GHz).
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Wykorzystano standardowy rezonator prostokatny ER 4102ST. Pomiary w zakresie 135-235K
umozliwit cyfrowy system kontroli temperatury ER 4131VT. Zastosowano druga modulacje pola
magnetycznego o amplitudzie 1 mT i czgstotliwosci 100 kHz. Akwizycj¢ widm pelnej krwi ludzkiej
przeprowadzono w nastgpujacych zakresach przemiatania: 650 mT oraz 50 mT. W celu poprawy
stosunku sygnalu do szumu wykonywano 9 badz 25 akumulacji, a podczas obrobki widm
zarejestrowanych dla zakresu przemiatania 50 mT, zastosowano filtr dolnoprzepustowy, ktorego
czestotliwo$¢ graniczng dobrano tak, aby nie znieksztalci¢ sygnatow. Z kolei pomiary nanoczastek
znajdujacych si¢ w roztworze wodnym oraz dodanych do krwi wykonano w zakresie przemiatania
650 mT.

3. Wyniki i ich dyskusja

Widmo EPR petnej krwi ludzkiej zarejestrowane w temperaturze 170 K w szerokim zakresie
przemiatania 650 mT ujawnito wystepowanie sygnaléw pochodzacych od wysokospinowego Fe**
w methemoglobinie (g = 5,89), wysokospinowego Fe** w transferynie (g = 4,14), niskospinowego
kompleksu zelaza (g = 2,19) oraz jonéw Cu®* w ceruloplazminie (g = 2,05) (p. rys. 1). Identyfikacja
sygnalow zostata przeprowadzona w oparciu o dane literaturowe dotyczace wartosci g dla
wymienionych centréw paramagnetycznych [10, 11].
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Rys. 1. Widmo EPR petnej krwi ludzkiej zarejestrowane w temperaturze 170 K. Widoczne sygnaty od:
wysokospinowego Fe** w methemoglobinie (g = 5,89), wysokospinowego Fe** w transferynie (g = 4,14),
niskospinowego kompleksu zelaza (g = 2,19) oraz jonéw Cu?" w ceruloplazminie (g = 2,05)

Sygnat pochodzacy od jonéw Fe** w transferynie sktada si¢ z trzech komponentow (p. rys. 2a).
W transferynie dwa niehemowe jony Fe** wystepuja w stanie wysokospinowym S = 5/2 i wykazuja
o$mio$cienng koordynacje. Kazdy z nich wigze cztery reszty aminokwasowe (dwie tyrozyny, jedna
histydyne, kwas asparaginowy) oraz dwa atomy tlenu z synergistycznie zwigzanych jonow
weglanowych [12]. Rysunek 2b przedstawia natomiast liniec EPR od jonéw Cu?* w ceruloplazminie.
Charakterystyczny ksztalt sygnatu i wyznaczona warto$¢ wspolczynnika g = 2,05 wskazuja, iz jest to
komponent widma, ktéry pochodzi od Cu typu Il [13].Warto przypomnieé, ze jon Cu typu II wchodzi
w sklad trojatomowego klastera, wigze si¢ z dwoma histydynami a takze z atomem tlenu lub
czasteczka wody [14]. Badania prowadzone wczesniej w Zakladzie Fizyki Medycznej UAM
pozwolily zidentyfikowa¢ w widmach EPR pelej krwi ludzkiej sygnaty od jonéw Cu®*
w ceruloplazminie, Fe** w transferynie oraz linie od innych centréw paramagnetycznych [15, 16].
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Rys. 2. Zarejestrowane w temperaturze 170 K. Sygnaty EPR pochodzace od: a) jonoéw Fe** w transferynie (g = 4,14);
b) jonéw Cu®* w ceruloplazminie (g = 2,05) oraz rodnika (g = 2,004) w petnej krwi ludzkiej

Na rysunku 2b wida¢ rowniez sygnat, dla ktorego g =2,004. Ma on prawdopodobnie pochodzenie
rodnikowe. We krwi ludzkiej zaobserwowano juz bowiem rodniki tyrozylowe, powstajace W wyniku
reakcji methemoglobiny z nadtlenkiem wodoru [9].

Widma EPR pokrytych poliglikolem nanoczastek magnetytu o $rednicy rdzenia 10 nm stanowia
szerokg lini¢. Porownanie sygnaldow EPR zarejestrowanych w temperaturach 135 K i 235K dla
nanoczastek w wodzie oraz nanoczastek dodanych do peinej krwi ludzkiej przedstawiono
odpowiednio na rysunkach 3a i 3b.
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Rys. 3. Porownanie sygnatow EPR zarejestrowanych w temperaturach 135 K i 235 K dla nanoczastek w:
(a) roztworze wodnym oraz (b) petnej krwi ludzkiej
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Szeroka linia EPR jest charakterystyczna dla drobnoziarnistych osadéw ztozonych z matych
krystalitow stanowiacych pojedyncze domeny ferro- lub ferrimagnetyczne [17]. Nanoczastki Fe3O,
posiadaja kubiczng strukture spinelu odwrdconego z jonami zelaza w dwoch stanach walencyjnych
Fe?* i Fe** w pozycjach tetraedrycznych oraz oktaedrycznych [18]. Na rysunku 3 wida¢ wyraznie, iz
parametry widm EPR silnie zalezg od temperatury. Ponadto wartoSci wspolczynnika g sg rozne
w zaleznosci od os$rodka. Zaobserwowane roznice moga zatem wskazywa¢ na wpltyw srodowiska na
wzajemne interakcje nanoczastek. Z literatury wiadomo, iz wartos¢ pola rezonansowego i szerokos¢
linii EPR jest wicksza dla nanoczastek magnetytu pokrytych surfaktantem w poréwnaniu do ich
nieoptaszczonych odpowiednikow, gdyz te silniej oddziatuja ze soba magnetycznie [19].

Badania przeprowadzone w zakresie temperatur 135-235K pokazaly wzrost wartosci
wspolczynnika g wraz z obnizaniem temperatury pomiaru zarowno dla wodnych roztworow
nanoczastek jak i wodnych roztworéw nanoczastek zmieszanych z pelng krwia ludzka (p. rys. 4a).
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Rys.4. Zalezno$ci temperaturowe warto§ci wspotczynnika g (a) oraz szerokosci pik-pik
(b) linii EPR od nanoczastek magnetytu w roztworze wodnym i petnej krwi ludzkiej
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Zaobserwowano ponadto, iz w zakresie temperatur 135-190 K warto$ci wspotczynnika ¢
dla nanoczastek znajdujacych sie w petnej krwi ludzkiej byly wigeksze niz warto$ci wyznaczone dla
nanoczastek w roztworze wodnym. Natomiast w temperaturach powyzej 190 K wspotczynniki g dla
nanoczastek w H,O osiggaly wicksze wartosci niz wspolczynniki g dla nanoczastek we krwi.
Stwierdzono réwniez, iz linia EPR od magnetytowego rdzenia nanoczastek w roztworze wodnym
poszerzata si¢ wraz z obnizaniem temperatury. Inaczej sytuacja przedstawiata si¢ w przypadku
nanoczastek dodanych do pelnej krwi ludzkiej, gdzie szeroko$¢ linii wzrastata przy obnizaniu
temperatury od 235 do 190 K, natomiast przy dalszym zmniejszaniu temperatury zaobserwowano
plateau, a nawet niewielki spadek szerokosci pik-pik (w granicy niepewnosci pomiaru) (p. rys. 4b).

Zmiany parametrow sygnatéw EPR od temperatury dla nanoczastek w wodzie koresponduja
z wynikami wczesniejszych badan nad pokrytymi chitozanem nanoczastkami Fe;O, znajdujacymi si¢
w toluenie [20]. Rowniez pomiary w zakresie temperatur 120-240 K pokazaty, iz sygnal EPR
pochodzacy od magnetytowego rdzenia o wymiarach 5nm poszerza si¢ wraz z obnizaniem
temperatury i towarzyszy temu wzrost wartosci wspotczynnika g [21]. Spadek wartosci zewnetrznego,
magnetycznego pola rezonansowego W miar¢ obnizania temperatury moze by¢ wyjasniony poprzez
wzrost wewnetrznych pol mikroskopowych, takich jak pole anizotropii wymiany [19]. Anizotropia
wymiany wystepuje na styku warstw ferromagnetycznych i szkta spinowego, a spiny na powierzchni
nanoczastek przyjmuja wlasnie rozmieszczenie charakterystyczne dla szkla spinowego, co
udowodniono na przyktadzie magnetycznych nanoczgstek y-Fe,Os; [22]. Silna anizotropia, ktorej
doswiadczaja spiny na powierzchni nanoczastki, takze moze mie¢ udzial w przesunigciu pola
rezonansowego oraz poszerzeniu widma EPR poprzez oddzialywania wymienne mig¢dzy spinami
powierzchni i objetosci rdzenia [23].

4. Podsumowanie

W eksperymencie prowadzonym metoda spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego
zbadano pokryte poli(glikolem etylenowym) nanoczastki magnetytu w roztworze wodnym i W peinej
krwi ludzkiej. Dla szerokich sygnatéw EPR pochodzacych od rdzeni nanoczgstek wyznaczono
szerokos¢ linii oraz warto$¢ wspotczynnika g. Pomiary w zakresie temperatur 135-235 K uwidocznity
silng zalezno$¢ tych wielkosci od temperatury, co zilustrowano na odpowiednich wykresach.
Zaobserwowano, iz wartosci parametrow linii EPR sa rézne dla nanoczastek znajdujacych sie
w dwoch osrodkach (krwi iwodzie). Technika EPR pozwolita takze zidentyfikowaé centra
paramagnetyczne naturalnie wystepujace we krwi uzytej w doswiadczeniu.
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