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1. Uvod

Magnetické nanocastice a mikrocastice jsou stfedem
velkého zajmu pro své potencialni pouZiti v riiznych biolo-
gickych disciplinach, biotechnologiich, environmental-
nich technologiich, medicin€ i v analytickych aplikacich.
Tyto ¢astice maji vétSinou charakter kompozitnich materi-
alu, které jsou slozeny z vlastni fero- nebo ferimagnetické
slozky (zodpovédné za interakci s vné&jSim magnetickym
polem) a slozky vétSinou diamagnetické (nemagnetické),
kterélzajiét’uje pozadovanou interakci s biologickymi sys-
témy .
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Obecnou vyhodou magnetickych kompozitnich mate-
rial je moznost cilené manipulace pusobenim vngjsiho
magnetického pole. Spojenim magnetickych nosict (jak
v podobé magnetickych nanocastic s rozmérem pod
100 nm, tak i magnetickych mikrocastic) s biologicky
aktivni latkou 1ze dosdhnout unikatnich vlastnosti vznik-
lych materiald  vyuzitelnych v biochemii, molekularni
a bunééné biologii, (nano)biotechnologii, (nano)mediciné
a jinde. Tyto materidly je mozné separovat i ze slozitych
biologickych systémi (napt. bunéénych suspenzi, homoge-
natl, fermentacnich médii apod.). NejcastéjSimi materidly
pro piipravu magnetickych nosi¢i biologicky aktivnich
latek jsou biokompatibilni magnetické oxidy Zeleza mag-
netit a maghemit (pfipadné jejich smési) a rovnéz rizné
typy feritd, a to ve formé praskt nebo magnetickych kapa-
lin. V soucasné dobé se vénuje velka pozornost jednodo-
ménovym a superparamagnetickym nanocésticim. Jedno-
doménové Castice obsahuji pouze jednu magnetickou do-
ménu, ve které jsou magnetické momenty usporadany
paralelné a vysledny vektor magnetizace je mnohem vyssi
nez u multidoménovych mikrocastic. Unikatni magnetické
vlastnosti nanocastic spolu s jejich ohromnym povrchem
(fadové 100 m’g™") umoziiujici navézat velké mnoZstvi
ligandil jsou podstatou jejich vyuziti jako efektivnich nosi-
¢l pro tcinnou a rychlou imobilizaci a separaci biologicky
aktivnich latek.

Vzhledem k tomu, Ze imobilizace nejriznéjsich biolo-
gicky aktivnich latek je jednou z kliCovych technik
v biochemii a biotechnologiich, budou v tomto stru¢ném
pfehledném c¢lanku podany zékladni informace o pfipraveé
magnetickych nosic¢ll biologicky aktivnich latek a jejich
mozném vyuZiti.

2. Syntéza, modifikace a charakterizace
magnetickych mikrocastic a nanocastic

V souvislosti s rostoucim uplatnénim magnetickych
¢astic v biologickych védach ¢i biotechnologiich byla vy-
vinuta a publikovana fada metod jejich syntézy. Obecné se
metody syntézy zaméfuji na ptipravu praSkovych materia-
14, obsahujicich predevsim mikrocastice ¢i nanocastice
maghemitu, magnetitu, smésnych oxidi Zeleza nebo feritt,
na pripravu magnetickych kapalin a na syntézu magnetic-
kych castic pfimo v prostiedi obalového, Casto (bio)
polymerniho materialu, jehoZ tikolem je jejich stabilizace,
dispergace a funkcionalizace jejich povrchu.

Mezi nejcastéjsi metody syntézy magnetickych nano-
Castic a mikrocastic pro bioaplikace patii chemické reakce
zahrnujici napt. srazeci reakce soli zeleza, termické rozkla-
dy prekurzort obsahujicich Zelezo, sol-gel reakce, mikro-
emulzni techniky, sonochemické syntézy aj. V obsahlém
prehledu Laurentové a spol. je uveden podrobny popis
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nejruznéjsich technik a metod vedoucich k ptipravé mag-
netickych nanocastic oxidl zeleza i s jejich fyzikalnimi
a chemickymi vlastnostmi a biologickymi aplikacemi’.
Zajimavou metodou pfipravy magnetickych ¢éstic jednot-
né velikosti je produkce tzv. magnetosomut (Castice mag-
netitu obalené fosfolipidovou membranou) magnetotaktic-
kymi bakteriemi’.

Nejcastéji vyuzivanou metodou k pripravé Ccastic
magnetitu ¢i maghemitu ve velkém mnozstvi je tzv. spo-
lusrazeni®. P¥i této metod& reaguji Zeleznaté a Zelezité ion-
ty v zasaditych roztocich. Velikost a tvar vzniklych oxidi
zeleza zavisi na typu pouzité soli, reakeni teploté, pH,
iontové sile aj. Touto metodou vznikaji vétSinou Castice
s ruznou velikosti. Pfidavek chelatujicich organickych
aniontt (napf. kyseliny citronové nebo olejové), nebo po-
lymert jako je dextran, Skrob ¢i poly(vinylalkohol) umoz-
nuje dosahnout monodisperzity nanocastic. Pfi Massartove
procesu piipravy vodnych magnetickych kapalin® se nano-
Castice stabilizuji pritomnosti kyseliny chloristé nebo tetra-
methylamoniumhydroxidu. Pro ziskdni magnetickych na-
nocastic s uzkou distribuci velikosti mohou byt vyuzity
ruzné typy syntetickych nebo biologickych nanoreaktord,
tvofené napf. povrchoveé aktivnimi latkami, apoferitinem,
cyklodextriny, liposomy nebo dendrimery. Uginnou meto-
dou pfipravy magnetickych nanocastic je mikroemulzni
technika, pii které termodynamicky stald disperze dvou
nemisitelnych fazi (napt. voda v oleji) vytvoii micely ob-
klopujici magnetické nanocastice; velikost vzniklych na-
nocéstic mlize byt fizena Gpravou velikosti nitra micely
obsahujici vodnou fazi. Nanocastice oxidu Zeleza je rov-
néz mozno piipravit rozkladem prekurzori obsahujicich
elezo pii zvysené teploté” nebo pisobenim ultrazvuku.

Je tieba rovnéz zminit komerc¢né dostupné vhodné
povrchové modifikované magnetické mikrocastice a nano-
Castice. Mezi nejvetsi firmy vyrabé&jici magnetické nosice
patii Invitrogen (mikrocastice Dynabeads), Advanced
Magnetics (USA) ¢&i Miltenyi Biotec (Némecko); v Ceské
republice je vyrobcem celulosovych magnetickych nosict
firma Iontosorb (Usti nad Labem). Piehled réiznych typt
komer¢nich materiald je mozno nalézt ve vybranych pie-
hlednych ¢lancich®’; pro b&zné laboratorni ticely je oviem
cena vétsiny téchto produkti vysoka®.

Aby se mohly biologicky vyznamné latky navazat
na povrch magnetickych nanocastic a mikrocastic, je tfeba
jejich povrch modifikovat vhodnymi pfirodnimi nebo syn-
tetickymi latkami. K tomu se pouzivaji zejména ptirodni a
syntetické polymery, ale je mozné vyuzit i n¢které orga-
nické slouceniny nebo anorganické materialy. Funkciona-
lizovana magneticka Castice musi spliovat fadu specific-
kych kritérii; mimo jiné musi byt biokompatibilni, zaroven
musi byt potlateny mezicasticové interakce a musi byt
umoznéna chemickd modifikace nezbytna pro naslednou
imobilizaci biomolekul.

Pro funkcionalizaci povrchu magnetickych ¢astic
stabilizatory se pouziva napi. kyselina citronova nebo al-
kansulfonaty”. Povrch magnetickych nosi¢t mtize byt rov-
néz upraven silanizaci; jako silanizacni Cinidla se casto
pouzivaji (3-aminopropyl)triethoxysilan (APTES) nebo
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glycidyloxypropyltriethoxysilan (GOPS). Silanizace se
provadi na povrchu &astic, ktery je zbaven organickych
latek. Je mozno pouzit tfi zakladni metody silanizace, a to
z organické faze, z vodné faze (kdy vznika vrstva stabil-
néjsi ve vodném prostiedi) nebo odpafovanim daného
silanu’. Funkéni skupiny silanizovanych magnetickych
castic (napt. NH, pro aktivaci glutaraldehydem) je nasled-
né mozné vyuzit pro imobilizaci riznych biomolekul.

Magnetické Castice je mozno modifikovat vhodnymi
biopolymery, napf. chitosanem, ktery se vyznacuje vybor-
nymi biologickymi, chemickymi a fyzikalnimi vlastnost-
mi'’. Pfitomné NH, a OH skupiny mohou byt vyuzity pro
imobilizaci molekul po jejich vhodné aktivaci. Navic vy-
kazuje chitosan afinitu k fadé¢ biomakromolekul a iontd.
Na magnetickych ¢asticich obalenych chitosanem byla
napf. imobilizovana lakasa z Pycnoporus sanguineus'".

Pro funkcionalizaci magnetickych castic se ¢asto vyu-
ziva dextran, ptipadné karboxydextran a (karboxymethyl)
dextran. Aktivace dextranu na povrchu magnetické Castice
se vétSinou provadi jodistanem sodnym. Pfitom vznikaji
piislusné polyaldehydy dextranu, které mohou dale reago-
vat se skupinou NH, proteinii'”. Vhodnym materidlem pro
funkcionalizaci magnetickych &astic jsou i alginaty'® nebo
Skrob ¢i zelatina. Ze syntetickych polymer( jsou pro modi-
fikace pouzivany zejména poly(ethylenglykol) (PEG)
a poly(vinylalkohol) (PVA), které jsou netoxické, biokom-
patibilni a neimunogenni. Velmi zajimavé vyuziti pro mo-
difikaci magnetickych ¢astic maji dendrimery, které umoz-
nuji zavést do vytvoreného kompozitniho materialu velké
mnozstvi funkénich skupin, umoznujici posléze imobilizo-
vat velké mnozstvi biologicky aktivnich latek'*.

Vytvorené magnetické nanocastice a mikrocastice je
nutno obvykle diikladn¢ charakterizovat. Pro studium mor-
fologie a velikosti povrchové modifikovanych magnetic-
kych nanocéstic a mikro¢astic 1ze vyuZzit transmisni a ske-
novaci elektronovou mikroskopii (TEM, SEM), které po-
skytuji nejen okamzitou obrazovou kvalitativni informaci
o povrchu a velikosti ¢astic, ale s vhodnou vybavou (napf.
EDS — energiové disperzni spektroskopie) je mozno provést
i lokalni analyzu chemického slozeni. Timto zptisobem je
mozné studovat i kvalitu a charakter obalové vrstvy.

Pro dalsi charakterizaci zkoumanych materiald slouzi
magnetizacni méfeni, realizovand s pouzitim magnetome-
trl. V soucasné dob¢ se vyuzivaji zejména méfeni na mag-
netometru zalozeném na supravodivém kvantovém interfe-
ren¢nim jevu (SQUID). Pro tcely zkoumani modifikace
povrchu magnetickych nanocéstic obalenych nemagnetic-
kou vrstvou se zjistuje parametr magnetizaéniho méfeni
citlivy na zménu mezic¢asticové interakce dipol-dipolové
povahy a vyménného typu. Vymizeni meziCasticovych
interakci ma vliv na dosaZeni saturacni magnetizace nano-
¢asticového systému pii vyrazn€ nizsich indukcich vnéjsi-
ho magnetického pole a také na jeji maximalni hodnotu
v porovnani s povrchové nemodifikovanyni nanocésti-
cemi. Saturadni magnetizace je fyzikalni veli¢ina a je
definovédna jako maximélni hodnota magnetizace dosaZzi-
telna pro dany material. Hodnotna jsou také méfeni teplot-
nich z4vislosti magnetizace materialu, tzv. ZFC a FC kiiv-
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ky. ZFC kiivka vyjadiuje teplotni zavislost magnetizace
po ochlazeni v nulovém magnetickém poli a FC kiivka po
ochlazeni pfi jisté hodnot¢ indukce vnéjsiho magnetického
pole. Jejich vzijemnym porovnanim pak lze ucinit zavér
o magnetickém chovani systému neinteragujicich ¢i intera-
gujicich povrchové obalenych nanocastic, jelikoz ZFC
a FC kiivky jsou velmi citlivé na dynamiku magnetickych
relaxacnich jevil vyskytujicich se zejména u magnetickych
nanocasticovych systémt.. Omezeni mezicasticovych inter-
akci v disledku obalovani nanocastic je pak patrné
z odli$ného prab&hu zejména FC kiivky'®.

Dalsi metodou k charakterizaci povrchové vrstvy
a vazby mezi nanocCasticemi magnetickych materiald
a obalového materidlu slouzi infracervena spektroskopie
(IC), coz je analytickd technika urena predevdim pro
identifikaci a strukturni charakterizaci organickych slouce-
nin a také pro stanoveni anorganickych latek.

Metody termické analyzy (TG/DTA) jsou schopny
poskytnout informaci o procentovém zastoupeni obalové
vrstvy navazané na nanocastice a vysledné tepelné stabilité
studovaného kompozitniho materialu.

3. Imobilizace biologicky aktivnich latek
na magnetickych nosicich

Na magnetickych nosi¢ich byla imobilizovana fada
biologicky aktivnich latek, jak vysokomolekularnich, tak
nizkomolekularnich. Jejich imobilizaci je mozné provést
celou fadou zpisobi, stejné jako u nemagnetickych nosi-
&a'® jako jsou napf. polymerni nebo anorganické &astice
a filmy. V nékterych ptipadech lze pro imobilizaci vy-
znamnych proteinti vyuzit pfimou fyzikalni sorpci na no-
si¢, ktera je jednou z nejstarSich metod a stala se jednodu-
chym, ekonomicky vyhodnym a snadnym postupem. Fyzi-
kélni sorpce je vSak méné spolehlivd a malo stabilni ve
srovnani s imobilizaci kovalentnimi vazbami, né¢kdy vsak
miZze byt pouzita pro reverzibilni imobilizaci proteind'®.
Dalsi pouzivanou fyzikalni technikou imobilizace je zabu-
dovani biologicky aktivnich latek, pfip. celych bunék, do
magnetické gelové matrice. Matrice jsou tvofeny syntetic-
kymi polymery, jako jsou polyakrylamid, polyurethany
nebo rizné typy pryskyfic, a dale proteiny (zelatina, kola-
gen, vajecny bilek) a polysacharidy (agar, agarosa, ka-
ragenany nebo alginaty). Gelové matrice maji schopnost
zadrzovat vodu, coz je nutné pro uchovani biologické akti-
vity imobilizovanych latek. M&kké, hydratované a zbobt-
nalé gely umoziuji zakotveni biologicky aktivnich latek
a bunék. Prostiedi geli je blizké fyziologickym podmin-
kém a je tak minimalizovana denaturace téchto latek a jsou
zachovany veskeré¢ biologické funkce zakotveného biolo-
gického materialu. Nevyhodou tohoto postupu muze byt
postupné uvoliovani imobilizované latky.

Kovalentni imobilizace je nejcast&j$i imobiliza¢ni
technikou. VyZzaduje, aby nosi¢ obsahoval funk¢ni skupi-
ny, napt. NH,, COOH, OH, SH, nebo CONHj,. Pisobenim
ruznych ¢inidel se funk¢ni skupiny na povrchu nosice akti-
vuji pro navazani biomolekul. Pro vytvofeni kovalentni
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vazby se vyuZzivaji i vhodné funkéni skupiny biologicky
aktivnich latek (NH,, COOH, SH, OH nebo tyrosin
a histidin). Je-li povrch nosi¢e modifikovan karboxylovy-
mi skupinami, pouZivaji se jako aktivacni ¢inidla karbodi-
imidy (CDI), které umoznuji klasickou reakci COOH
s aminoskupinou imobilizované latky. Nejcastéji se pouZzi-
va  hydrochlorid 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]
karbodiimidu (EDC nebo EDAC), ktery je rozpustny ve
vode. Dale se pro aktivaci karboxylovych skupin pouzivaji
N,N’-dicyklohexylkarbodiimid (DCC) a N,N’-diiso-
propylkarbodiimid (DIC). Kovalentni imobilizace citlivéj-
Sich proteini se provadi pomoci CDI a N-hydroxy-
sukcinimidu (NHS) nebo sulfonovaného NHS (sulfo-
NHS). Oproti reakci jen s CDI je prubéh reakce daleko
mirnéjsi, nevznikaji nezaddouci meziprodukty a vznikly
produkt je pomérné stabilni.

Nosi¢ modifikovany NH, skupinou se aktivuje bi-
funk¢nimi €inidly, nej€astéji vodnym roztokem glutaralde-
hydu, ktery je bézné¢ dostupny, dostate¢né reaktivni, roz-
pustny ve vodé a Setrny k proteiniim. Glutaraldehyd vytva-
i kovalentni vazby mezi nosi¢em a napiiklad enzymem,
stabilizuje vyslednou strukturu a slouzi rovnéz k zesiténi
biomolekul.

Velmi uzite¢na technika pro imobilizaci celé tady
latek je zaloZzena na vyuziti magnetickych ¢astic
s imobilizovanym avidinem nebo streptavidinem, které
vykazuji vysokou afinitu pro biotin (vitamin B;, vitamin
H). Avidin je glykoprotein vajecného bilku slozeny ze Ctyt
stejnych podjednotek (homotetramer); kazdd podjednotka
ma vazebné misto s vysokou afinitou pro biotin. Cast&ji se
pouziva streptavidin, coZ je protein izolovany z bakterie
Streptomyces avidinii; jedna se také o tetramer, neni gly-
kosylovany a vykazuje niz8i nespecifické interakce. Bio-
molekuly uréené k imobilizaci (napt. nukleové kyseliny
a nukleotidy, proteiny, sacharidy) jsou nejdfive biotinylo-
vany (vneseni biotinové skupiny na povrch molekuly)
a potom vazany na vySe zminéné nosice s vyuZzitim inter-
akce mezi streptavidinem nebo avidinem a biotinem.
Komplex biotinu a streptavidinu (resp. avidinu) je velmi
pevny (Kq ~ 1074 = 107" mol I'") a odolava i velmi tvrdym
reakénim podminkam®.

Dalsi moznosti pro imobilizaci biologicky aktivnich
latek je pouziti magnetoliposomtl, které mohou byt vyuzity
zejména pro imobilizaci membranové vazanych enzymd,
napf. hovézi cytochrom c oxidasy, kdy jak aktivita, tak
stabilita tohoto enzymu se po imobilizaci na magnetolipo-
somy vyrazné zvysila ve srovnani s volnym enzymem?'.

4. Aplikace biologicky aktivnich latek
imobilizovanych na magnetickych nosicich

Magnetické nosice diky svym magnetickym vlastnos-
tem nabizeji rozmanité spektrum aplikaci, mimo jiné
v riznych oblastech biologickych véd a biotechnolo-
gii*®***. Vhodng& funkcionalizované magnetické mikro&asti-
ce Ci nanocastice slouzi jako nosi¢e enzymd, protilatek,
lektind, ostatnich biologicky vyznamnych proteini a pepti-
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dd, oligonukleotidl a nukleovych kyselin, hormont, 1éCiv,
bunék, diagnostickych latek, afinitnich liganda apod.>.
V biochemii se nabizi vyuziti magnetickych castic
(zejména s navazanymi afinitnimi ligandy) pfi izolaci
a ¢isténi proteinti®. Zna&né zpresnéni proteinové analyzy
metodou MALDI-TOF MS bylo dosaZeno navdzanim try-
psinu na magneticky nosié”.

4.1. Imobilizované proteiny

Proteiny patii mezi nejvyznamnéjs$i biopolymery,
vykonavajici fadu funkci v Zivych organismech. Pro dosa-
zeni optimalnich vlastnosti proteinti, zejména pii in vitro
aplikacich, se Casto zakotvuji na pevné nosice. Imobilizace
na magnetické nosi¢e umoznuje magnetickou manipulaci
a naslednou separaci pouzit¢tho komplexu ve vhodném
magnetickém separatoru.

Imobilizace enzyml na magnetickych nosicich je
velmi vyznamna jak z hlediska laboratornich, tak potenci-
alnich biotechnologickych aplikaci. Navazanim enzymd na
magnetické nosi¢e mohou ziskat takto modifikované enzy-
my vyhodngjsi vlastnosti, napt. vyssi stabilitu, rozsifeny
rozsah optimalni teploty, pH apod. Imobilizaci se mize
zvysit aktivita enzymi a Casto dochazi ke snizeni Michae-
lisovy konstanty Ki,; niz§i hodnoty K, ukazuji na vys$si
afinitu enzymu k substratu. Imobilizované enzymy je moz-
né pouZzivat opakované, jsou stalejsi pii skladovani a na
rozdil od volnych enzymu je mozno s nimi lehce manipu-
lovat'’. Reakce s enzymy imobilizovanymi na magnetic-
kych casticich probihaji vétSinou v michanych reaktorech

Tabulka I
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s naslednou magnetickou separaci, nebo v magneticky
stabilizovanych fluidnich reaktorech. V obou typech reak-
torl je mozné provadét enzymatické reakce i ve smésich
obsahujicich ¢asticové necistoty. Magnetické biokatalyza-
tory mohou byt vyhodné zejména v pripadé, kdy je vyuzi-
van drahy enzym, nebo v situaci, kdy je nezaddouci pfitom-
nost enzymu v hotovém produktu®.

Vyznamnou skupinou enzymil, kterd nachdzi Siroké
uplatnéni v biotechnologickych procesech i v medicing,
jsou proteasy, které §tépi peptidovou vazbu v proteinech.

Proteasy byly imobilizovany na mnoho druhti magne-
tickych nosicd, (typické piiklady jsou uvedeny
v tabulce I). Zajimavou moznosti je vyuziti trypsinu (EC
3.4.21.4) imobilizovaného na magnetické Castice
v proteomice ke Sté€peni proteind na smés St€pnych pepti-
da, které jsou dale analyzovany hmotnostni spektrometrii.
Pouziti volného trypsinu v proteomice je rutinni, avSak
nardzi na jistd omezeni. Po imobilizaci na magnetické
Castice lze trypsin i jiné proteasy pouzit ve vyssi koncen-
traci, coz vede ke zkraceni doby nutné ke Stépeni. Nasle-
dujici magnetickd separace umoznuje odstranéni imobili-
zovaného trypsinu ze smési proteint pied dalsi analyzou
$tépnych peptidi’.

Dalsi vyznamnou skupinou enzymu v biotechnolo-
giich jsou lipasy (EC 3.1.1.3.) produkované rliznymi druhy
mikroorganismil. Jejich imobilizace na magnetickych nosi-
¢ich byla vyuzita napf. pfi transesterifikaci sojového oleje
methanolem za vzniku methylestert mastnych kyselin
(které jsou vyuZzivany v pohonnych smésich zndmych pod
oznacenim ,,biodiesel*). Imobilizovana lipasa byla pouzita

Priklady proteolytickych enzymi imobilizovanych na magnetickych nosic¢ich

Proteasa Magneticky nosic¢ Aplikace Lit.

Chymotrypsin Magnetic Glyoxal 4% Agarose hydrolyza veptového pepsinu A 52
Beads 20-75 um

Chymotrypsin magnetické teplotné citlivé latexové vsadkova hydrolyza kaseinu 53
mikro¢astice

Keratinasa magnetické nanocastice modifikova-  zvysSeni enzymové aktivity 54

(Bacillus subtilis) né poly(ethylenglykolem) a termostability

Papain magnetickd perlova celulosa hydrolyza polyklonalnich lidskych IgG 55

Plasmin magneticky derivat poly- studium fibrinolyzy 56
(ethylenglykolu)

Proteasa (Actinomyces magnetické alginatové Castice studium podminek pro imobilizaci 57

fradiae)

Trypsin nanocastice magnetickych oxidu zZe- detekce organickych 58
leza a anorganickych xenobiotik

Trypsin magnetické kfemicitanové hydrolyza proteinti pro proteomiku 59
mikrocastice

Trypsin (modifikovany maghemitové nanocéstice pokryté hydrolyza proteinti pro proteomiku 23

rafinosou) chitosanem

Urokinasa magnetit modifikovany cilena hydrolyza fibrinového 60

polyethylenglykolem

koaguala
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opakované bez vyznamné ztraty aktivity*.

Na magnetickych nosi¢ich byla rovnéz imobilizovdna
fada amylolytickych enzymi, které byly vyuzity napt. pfi
kontinualni hydrolyze maltodextrini v reaktoru s fluidnim
lozem® nebo pii hydrolyze skrobu®®. Na magnetické nosi-
¢e se imobilizuji také oxidoreduktasy jako je napf. lakasa.
Lakasa (EC 1.10.3.2) patii do skupiny polyfenoloxidas
obsahujicich méd’, kterd oxiduje fadu sloucenin (napf.
fenoly, polyfenoly, aromatické aminy a dalsi), véetné vy-
branych organickych barviv. V praci Rotkové a spol.”’
byla provedena imobilizace lakasy z Trametes versicolor
a Pycnoporus cinnabarinus na magnetické celulosové
mikrocastice (125-250 um) s hydroxylovymi nebo hydra-
zidovymi funk¢énimi skupinami; nejveétsi aktivity navéaza-
ného enzymu bylo dosazeno pii orientované imobilizaci
s vyuzitim sacharidovych fetézcl enzymu.

Kromé enzymt imobilizovanych na magnetickych
nosi¢ich je rovnéz mozno pro katalytické ucely vyuzit
magneticky modifikované buriky (celobunécné katalyzato-
ry). Buiky Saccharomyces cerevisiae, zabudované do
magnetickych alginatovych mikroc¢astic, nebo modifikova-
né vodnou magnetickou kapalinou, byly pouzity pfi roz-
kladu peroxidu vodiku a konverzi sacharosy na invertni
cukr®*°,

Protilatky (imunoglobuliny) jsou proteiny, které jsou
dilezitou soucasti lidského imunitniho systému. Imobiliza-
ce protilatek na magnetickych mikrocasticich nebo nano-
Casticich opét ptinasi vyhodu v tom, ze po skonceni reakce
muze byt komplex antigen-protilatka z roztoku odstranén
vhodnou magnetickou separaci. Pii imobilizaci protilatek
je dalezité, aby rozpoznavaci misto (tzv. Fab oblast) bylo
vhodné orientovano a byla tak zachovana plné biologicka
funkce. Z tohoto divodu neni vétsinou vyhodna piima
imobilizace protilatek na aktivovanych nosic¢ich. Lepsi
vysledky je moZno dosdhnout, pokud jsou nejdfive na
Casticich imobilizovany sekundarni protilatky a potom
protilatky primarni. Sekundarni protilatky funguji jako
spojkové prvky a navic umoznuji optimalni orientaci pri-
marnich protilatek. Misto sekundarnich protilatek je rov-
néZ mozno pouzit protein A.

Protilatky imobilizované na magnetickych nosicich je
mozno s uspéchem vyuzit ptfi vyvoji magnetickych metod
pro imunostanoveni biologicky aktivnich latek a xenobiotik.

Existuji dva zakladni typy, imunomagneticka stano-
veni a magnetoimunostanoveni. Pfi prvnim z nich je proti-
latka imobilizovana na magnetickém nosic¢i (misto na kla-
sickém nosi€i, napf. na sténach jamek v mikrotitracnich
destickach). Imobilizovanou protilatku je mozno pipetovat
do zkumavek a potom magneticky separovat. Pfi magneto-
imunostanoveni slouzi magnetické Castice jako detekova-
telna znacka (misto napf. enzymi, radionuklidi nebo lumi-
niscenénich latek)*".

Imobilizované protilatky byly vyuzity pro izolaci
a stanoveni celé fady antigend. Jako ptiklad je mozno
uvést pouziti protilatky proti a-fetoproteinu (AFP) imobi-
lizované na magnetickych nanocasticich. AFP je dulezity
tumorovy marker v krevnim séru; stanoveni jeho koncen-
trace hraje klicovou roli v klinické praxi, nebot’ koncentra-
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ce AFP je zvySena u pacienti s karcinomem jater’>.
V oblasti environmentalni analyzy je zajimavé vyuziti
komercnich seti RaPID Assays (Strategic Diagnostics,
Inc., USA) a Abraxis kits (Abraxis, USA) pro terénni sta-
noveni asi 15 vyznamnych herbicidd, insekticidl, antimi-
krobidlnich latek a uhlovodik.

Velmi vyznamné je vyuZziti imunomagnetickych ¢as-
tic pfi separaci bun€k, napf. bunék patogennich bakterii
z potravin a klinickych vzorkl (zejména Salmonella, vero-
toxigennich kmeni Escherichia coli, Listeria monocytoge-
nes), nadorovych bunék, kmenovych buné€k, parazitnich
prvokil (Cryptosporidium a Giardia) a pod.”.

Lektiny jsou velkou skupinou proteinti, které se vy-
znacuji schopnosti rozpoznévat a véazat sacharidové struk-
tury s vysokou specificitou a afinitou. Jde o bilkoviny ne-
imunitniho pivodu. Lektiny imobilizované na magnetic-
kych nosi¢ich byly vyuzity pii frakcionaci erytrocyti™.
Konkanavalin A imobilizovany na magnetickych casticich
byl pouzit pti adsorpci kvasniéné invertasy™*.

Zajimavé vyuziti ma cela fada dalsich proteind a pep-
tidd imobilizovanych na magnetickych nosiéich; napf.
imobilizované inhibitory enzymi lze vyuZzit zejména pro
izolaci enzymii, napt. pepsinu® nebo trypsinu®®. Imobili-
zovany lidsky sérovy albumin byl vyuzit pfi odstranéni
bilirubinu z krevniho séra’’ a imobilizovany protein A lze
pouzit pro navazani nebo izolaci protilatek®®.

4.2. Imobilizované nukleové kyseliny a oligonukleotidy

Separace nukleovych kyselin ma nebyvaly vyznam
v molekularni biologii. Nukleové kyseliny mohou byt se-
parovany s pouzitim magnetickych castic s imobi-
lizovanymi oligonukleotidy. Nejcastéji se magneticky
separuje eukaryotni mRNA na magnetickém nosici
s navazanym oligodeoxythymidinem. Tento proces je zalo-
zen na skutecnosti, Ze vétSina eukaryotni mRNA obsahuje
na svém 3’-konci polyadenylovy fetézec (A"), a je tedy
mozné parovani’2. Velky vyznam ma i imobilizace ap-
tamert (kratké fetézce molekul DNA nebo RNA) na mag-
netickych nosiéich, protoze v fadé ptipadi mohou nahradit
protildtky pfi standardnich imunomagnetickych separa-
cich, napt. pii izolaci a detekci nadorovych bunék®.

4.3. Imobilizované sacharidy

Kovalentni imobilizace sacharidd a jejich derivati na
magnetickych nosi¢ich neni zcela bézna. Jako ptiklad ma-
zeme zminit imobilizaci 4-aminofenyl-p-D-thiogluko-
pyranosidu na silanizovanych magnetickych casticich,
které byly nasledné pouzity pro afinitni separaci f-
galaktosidasy®. Magnetické nano¢astice s imobilizovanou
manosou byly vyuZity pro znaéeni kmenovych bungk®'.
Podstatné vyznamnéjsi jsou magnetické ¢astice modifiko-
vané riznymi polysacharidy, nebo magnetické polysacha-
ridové Castice. Tyto Castice je mozné po vhodné aktivaci
pouzit pfi imobilizaci vybranych biologicky aktivnich
latek a rovnéz jako specifické adsorbenty pro afinitni chro-
matografickou separaci riznych latek. Magneticky derivat
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chitinu nebo chitosanu byl napfiklad pouzit pfi izolaci
lysozymu z vajecného bilku* nebo ze zaZivaciho traktu
klistaka Ornithodoros moubata®, a rovn&z pii izolaci
lektinu z brambor*. Magnetické alginatové mikrodastice
byly vyuzity pfi &iténi bakterialni a veprové o-amylasy'.

4.4. Ostatni imobilizované biologicky aktivni latky

Na magnetické nosi¢e byla imobilizovana fada dal-
Sich biologicky aktivnich latek. Jako pfiklad je moZzno
uvést imobilizaci derivatd porfyrinu, které byly pouzity pti
katalyze hydroxylace cyklohexanu®. Imobilizovany nor-
vankomycin umoznil selektivni separaci bakterii Staphylo-
coccus aureus ze smési s gramnegativnimi bakteriemi®®.
Magnetické nanocCastice s imobilizovanym poly-L-
lysinem*” byly vyuZity pro znaGeni kmenovych bunék.
Imobilizovany biotin je moZzno vyuZit pfi selektivnim na-
vézani avidinu a jeho derivata®. Zajimavé vyuziti ma imo-
bilizovan4 kyselina 3-aminofenylborita, specificky reaguji-
ci se slouceninami obsahujicimi vicinalni hydroxyskupiny,
ktera umoziuje separovat rizné typy sacharidi a glyko-
proteini®, veetn& klinicky vyznamného glykosylovaného
hemoglobinu™. Z hlediska potencidlnich lékaiskych apli-
kaci je velice vyznamna imobilizace riznych druhd 1éCiv
na magnetické nanoastice®'.

5. Zavér

Biologicky aktivni latky imobilizované na magnetic-
kych mikrocasticich a nanocasticich, tvofenych zejména
oxidy zeleza, nachazeji uplatnéni v mnoha oborech ptirod-
nich véd, pfi analytickych aplikacich, v mediciné i v bio-
technologiich. Zv1asté¢ vyznamnou vlastnosti je jejich mag-
netické chovani, které dovoluje jejich manipulaci vnéjsim
magnetickym polem. Kombinace magnetickych nosicu
s biologicky aktivni latkou (naptiklad enzymem, protilat-
kou nebo oligonukleotidem) umoziuje ziskat G¢inny na-
stroj pro biochemicky vyzkum i v chemickych a biotech-
nologickych procesech.

Autori timto dékuji MSMT za podporu v ramci vy-
zkumného zaméru ¢. MSM 6198959216, projektu Minister-
stva prumyslu a obchodu ¢. 24-1TP1/094, Operacnimu
programu Véda a vyzkum pro inovace - Evropsky socialni
fond (projekt CZ.1.05/2.1.00/03.0058 Ministerstva Skol-
stvi, mlddeze a télovychovy Ceské republiky) a Vyzkumné-
mu zaméru USBE AVCR, v.v.i. (AV0Z60870520).
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Magnetic microparticles and nanoparticles, composed
mainly of iron oxides (magnetite, Fe;O, and maghemite,
v-Fe,03), can be utilized in various biochemical and bio-
technological applications. The particles can be easily
manipulated by an external magnetic field. They are fre-
quently used as magnetically responsive insoluble supports
for immobilization of biologically active compounds, such
as enzymes, antibodies, streptavidin and oligonucleotides.
Examples of their applications are presented.



