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1. Uvod

Mossbauerova spektrometria je experimentalnou me-
todou, ktora sa pouziva pri skiimani vlastnosti a zlozenia
roznych tuhych latok a materialov'. Této technika je zalo-
zend na Mossbauerovom efekte, ktory je fenoménom
v rezonanénej fluorescencii’. Ide o jav zalozeny na princi-
pe bezodrazovej absorpcie alebo emisie jadrového 1v-
Ziarenia, ktory bol prvy raz pozorovany na jadrach ''Ir
(cit."**). V priebehu niekolkych rokov sa analytické
moznosti Mossbauerovej spektrometrie uplatnili v Siroke;j
Skale aplikdcii, pretoze tato experimentalna metéda posky-

tuje  informacie o Strukture,  valencnom  stave
amagnetickych  vlastnostiach ~ tudovanych  latok'.
V sucasnosti pozname vySe 43 prvkov sviac ako

100 prechodmi, na ktorych je mozné pozorovat’ Mdssbaue-
rov jav, avSak z praktickych dovodov sa pouziva len pri-
blizne 20 pI‘VkOVl"z. Jednym z tychto prvkov je aj izotop
3"Fe, ktory ma $iroké pouzitie, najmi vd’aka svojim vlast-
nostiam a vyskytu v rdznych materialoch.
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Mossbauerovej spektrometrii na jadrach >’Fe sa venu-
je velké mnozstvo vedeckych prac. V studiu biologickych
tkaniv sa tato metdda zameriava najmi na zistenie Struk-
turneho usporiadania Zeleza v biozluceninach, ako aj na
zistenie oxidaénych stavov tychto zlienin®’.

2. Zelezo v biozluc¢eninach

Zelezo je neuslachtily kov s elektronovou konfigura-
ciou [Ar]3d%s®, ktory patri do skupiny prechodnych
d-prvkov. Ma malu elektronovu afinitu a pomerne vysokt
ionizacnu energiu, preto sa jeho atomy v zliceninach naj-
Zastejsie nachadzajii vo forme kationov. Zelezo méZe na-
dobudat’ rozne oxida¢né stavy (od —II do VI), pri¢om naj-
typickejsie st oxidagné stavy Fe' (d°) a Fe™ (&) (cit.*?).

Vo vodnych roztokoch sa ién Fe** samovolne oxiduje
molekularnym kyslikom na Fe" za vzniku Fe(OH),
(cit.>9). V désledku toho je maximalna rozpustnost’ Fe
ionov v oxida¢nom prostredi, ako su napriklad extracelu-
larne tekutiny, obmedzena konstantou rozpustnosti pro-
duktu Fe(OH)s. Zelezo je dobre rozpustné vo svojej redu-
kovanej forme (Fe’"), aviak ovela menej rozpustné vo
svojej oxidovanej forme (Fe*"). Vzhladom na nizku roz-
pustnost’ Fe idénov v pritomnosti kyslika boli organizmy
nitené vyvinat' proteiny, ktoré st schopné viazat Fe'"
a udrzat’ ho termodynamicky stabilné, ale zaroven ho kine-
ticky spristupnit’ pre biologické procesy™'’.

Pre zivé organizmy predstavuje zelezo esencialny
prvok, ktory hrd hlavni Glohu v niektorych délezitych
procesoch, ako je transport kyslika, jeho ukladanie
a vyuzivanie v oxidacno-redukénych reakcidch, ale aj
transport elektronov vnutri buniek a syntéza DNA”''. Na-
priek tomu, Ze Zelezo je v tele nenahraditelné, jeho kon-
centracia v biologickych tkanivach musi byt prisne regulo-
vand, pretoze nadmerné mnoZzstvo Zeleza moZe viest
k poskodeniu tkaniva a naslednej tvorbe volnych radika-
lov, ktoré st pre organizmus toxické. Zelezo sa
v biologickych tkanivach nachadza v oxidacnych stavoch
Fe" a Fe''. Takéto Zelezo je viazané v cytochromoch, pre-
nasacoch kyslika (hemoglobin a myoglobin), FeS protei-
noch a niektorych enzymoch. V Zivom organizme sa Zele-
zo okrem tychto bunkovych foriem nachadza aj vo forme,
v ktorej nie je viazané na proteiny. Je to takzvané ,,non-
protein-bound free iron* alebo ,,vol'né Zelezo®. Akékol'vek
uvolnené Fe" je hned po uvolneni chelatované zli&enina-
mi, ako je citrat alebo adenozin difosfat a takto vzniknuté
,volné zelezo“ sa podiel'a na tvorbe vysoko reaktivnych
foriem kyslika (ROS — reactive oxygen species) roznymi
reakciami'?. Medzi najbeznejsie patri Fentonova reakcia,
v ktorej hydroxylové radikaly vznikaji reakciou kationu
Fe** s peroxidom vodika'*:
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Fe’" + H,0, — Fe’' + OH + HO'

ROS st extrémne silné oxidac¢né Cinidla schopné spo-
sobit’ nezvratné poSkodenie buniek, zlyhanie orgénov
a pripadne smrt’"?.

2.1. Hemoproteiny

Hemoproteiny tvoria prvi triedu proteinov, ktoré
obsahuju Zelezo. Zelezo vo vnitri tychto molekul je viaza-
né Styrmi atomami dusika porfyrinovej molekuly. Porfyrin
alebo hém je organicka cyklicka zlucenina tvorena Styrmi
pyrolovymi kruhmi spojenymi metylénovymi mostikmi’.
Vyznamnymi hemoproteinmi si hemoglobin a myoglobin,
ktoré sluzia ako prenasace kyslika. Myoglobin obsahuje
jeden porfyrinovy kruh, kde zelezo je v oxidacnom stave
Fe'. Hemoglobin obsahuje &tyri porfyrinové kruhy
s atomami Fe", v ktorom je centralny atom bez pritomnosti
dikyslika patnasobne koordinovany”™*.

2.2. Fe-S proteiny

Druhu triedu bioorganickych zlucenin zeleza vytvara-
ju Fe-S proteiny’. Su to vysokomolekulové zliiGeniny ob-
sahujuce atomy zeleza, sulfidicki siru asiru viazanu
v organickej asti molekuly (cystein). Atom Fe' alebo Fe™
je vtychto zluceninach tetraédricky koordinovany atoma-
mi siry. Tieto biokomplexy Zeleza vystupuji vo vsetkych
formach Zivota ako katalyzatory redoxnych reakcii®®'*.

2.3. Metaloproteiny

Metaloproteiny su osobitnou skupinou proteinov,
ktoré maji vo svojej Struktire ako kofaktor naviazany
nejaky kov alebo inu funként skupinu’. Najznamejsim
metaloproteinom je feritin, ktory bol objaveny v prvej
polovici 20. storo¢ia'®. Od jeho objavenia bolo publikova-
nych mnozstvo prac, ktoré boli zamerané na charakteriza-
ciu jeho Struktiry. Molekula feritinu sa skladd zjadra
a bielkovinového obalu. Pozostdva z 24 podjednotiek™",
pricom v jadre sa nachadza priblizne 4500 atomov Zeleza
viazanych ako Fe(O)OH a Fe(O)H,PO, (cit.”''*). Vonkaj-
§i priemer feritinu je 12-13nm avnutorny priemer
(priemer jadra) je priblizne 8 nm (cit.”'*"). Kation Fe’* sa
z obalu uvol'fiuje po redukcii na Fe** kyselinou askorbo-
vou alebo inymi organickymi redukovadlami. Pri nadbytku
zeleza v Zivom organizme sa feritin agreguje do vicsich
celkov. Tento celok sa nazyva hemosiderin a v organizme
plni funkciu zasobnej formy zeleza.

3. Stidium biologickych tkaniv pomocou

Moéssbauerovej spektrometrie

Vhodnou oblastou pre aplikovanie Mossbauerovej
spektrometrie je Stadium biologickych tkaniv. Od objave-
nia tejto metddy bolo publikovanych mnozstvo prac zame-
ranych prave na biologické tkaniva. Prva Stidia, v ktorej
bola pouzitd Mossbauerova spektrometria, bola zazname-
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nana v roku 1965. U. Gonser'® §tudoval vzorky molekul
hemoglobinu, O,-hemoglobinu, CO,-hemoglobinu, CO-
hemoglobinu  (pochadzajiici z cervenych krviniek)
a molekuly heminu a hematinu v krystalickom stave. Para-
metre ziskané z Mossbauerovych spektier meranych pri
nizkych teplotach (5 K) ukazuju, Ze hodnoty kvadrupdlo-
vého Stiepenia pre hemoglobin sa pohybuju okolo 2,25 +
0,05 mms™ apre hemin ahematin okolo 0,78 = 0,03
mms .

G. R. Hoy a spol."” skiimali pomocou Méssbauerovej
spektrometrie vzorky hemoglobinu obohateného o *’Fe.
Vysledky ziskané z Mdssbauerovych spektier sa zhoduji
s predchadzajicimi pracami, ¢im demonstrovali tvrdenie,
ze chemické obohatenie nema vplyv na vysledné paramet-
re merania.

V dalsich rokoch sa pouzitie Mossbauerovej spektro-
metrie rozsirilo. Studovali sa baktérie, ochorenia krvi ako
talasémia a maléria'®, vzorky pecene, sleziny, pankreasu
a d’al$ich tkaniv. NajcastejSie bola pouzitd Mdssbauerova
spektrometria na jadrach *’Fe, no v niektorych pripadoch
boli aplikované izotopy inych prvkov ako '*'I, '*I, “Zn,
$3Cs  (substituovany na Na' alebo K" a "'Eu
(substituovany na Ca")’.

Timothy G. St. Pierre a spol.'” ' zamerali svoje prace
na Studium Struktiry Zeleza v biologickych tkanivach.
Pomocou Mgssbauerovej spektrometrie analyzovali feritin
a hemosiderin vo vzorkach pankreasu od pacientov postih-
nutych B-talasémiou/hemoglobinu E. Mdssbauerova spek-
trometria potvrdila pritomnost’ Zeleza v oxidacnom stave
Fe'. Parametre ziskané zo spektier izolovaného feritinu
ukazali, ze zelezo sa v iom nachadza vo forme mineralu,
konkrétne ferihydritu (5Fe,05-9H,0). Nizkoteplotné mera-
nia feritinu odhalili pritomnost’ superparamagnetickych
Fe'™ komponentov. Podl'a vyslednych hodnét parametrov
spektier hemosiderinu identifikovali v jeho jadre tri r6zne
Struktary zeleza — Zelezo v nekrystalickej forme, Zelezo vo
forme ferihydritu a Zelezo nachadzajuce sa v porusSenej
$truktire goethitu'®. V d’alsej $tadii sa zamerali na depozi-
ty oxidov Zeleza vo vzorkach sleziny pacientov taktiez
s B-talasémiou hemoglobinu E. V tejto praci porovnavali
vzorky thajskych a australskych pacientov, ktori podstupili
alebo nepodstipili vymenu krvi a chelatova terapiu. Hy-
perjemné parametre Mossbauerovych spektier poukézali
na vysoko spinovy stav Fe' paramagnetickych alebo su-
perparamagnetickych komponentov?™?'.

Maossbauerove]j spektrometrii aplikovanej pri Stadiu
zeleza v peceni aslezine sa venovali M. I. Oshtrakh
a spol.”**. Vo svojich dvoch predbeznych §tadiach porov-
navali T'udsky feritin izolovany z pecene, peceni a slezinu
zdravych kurciat, peCen a slezinu kuréiat s lymfatickou
leukémiou apecen kurciat s Marekovou chorobou.
Z Mossbauerovych spektier prvej Stadie zistili, Ze pecen
a slezina u kurciat s lymfatickou leukémiou ma nizs§i obsah
zeleza ako u zdravych kurciat, ¢o sa odrazilo na malych
rozdieloch kvadrupélového Stiepenia pri porovnavani para-
metrov tychto vzoriek. V druhej Stadii zistili rozdiely
v hodnotéach kvadrupdlového §tiepenia a izomérneho posu-
nu ludského feritinu izolovaného zludské pecene
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a peCene zdravych kurciat. MOssbauerove parametre pece-
ne zdravych kurciat a kurciat s Marekovou chorobou boli
rovnaké. V oboch §tudidch sa potvrdila pritomnost’ Zeleza
v oxidaénom stave Fe | pritom Zelezo bolo vo forme
feritinu.

W. Chua-Anusorn a spo analyzovali pomocou
Mossbauerovej spektrometrie peceft a slezinu dugonga
(morsky cicavec) a potkanov. Na zaklade nameranych
Mossbauerovych parametrov pecene dugonga demonstro-
vali pritomnost’ Fe™ vo forme goethitu v $truktire hemosi-
derinu. V pripade potkanov sa zamerali na jedince, ktoré
mali v pe€eni a slezine nadbytok zeleza. Aj v tejto Stadii
zistili pritomnost’ goethitu v Struktire hemosiderinu, ktorti
identifikovali na zéklade sextetu v nameranom Mdssbaue-
rovom spektre.

Struktdrnemu usporiadaniu Zeleza v Fudskej a konskej
slezine sa venoval M. Miglierini a spol.***. Pomocou
Moéssbauerovej spektrometrie na jadrach >’Fe vykonali
sériu merani pri roznych teplotach. Mdssbauerove spektra
namerané pri izbovej teplote potvrdili pritomnost” hematitu
a ferihydritu v Struktire hemosiderinu a feritinu, v ktorych
sa Zelezo nachadza v oxidaénom stave Fe'™. Nizkoteplotné
merania poukazali na pritomnost’ paramagnetickych castic,
ktoré pravdepodobne predstavuji magnetit alebo maghemit.

Mossbauerova spektrometria bola aplikovana aj na
Studium Zeleza, ktoré sa nachadza v niektorych oblastiach
mozgu. J. Galazka-Friedman a spol."**** pomocou Més-
sbauerovej spektrometrie skumali Strukturu zeleza v troch
Castiach mozgu — Hippocampal Cortex, Substantia Nigra
a Globus Pallidus. Mossbauerove spektra ziskané pri tep-
lote 90 K zobrazuji dublety, ktorych parametre si charak-
teristické pre Zelezo v oxidatnom stave Fe''. Rozdiely
v intenzitach tychto spektier su dosledkom réznej koncen-
tracie zeleza v meranych vzorkach. Merania pri teplote
4,1 K zobrazuju sextety, ktoré sa vyvinuli z pévodne su-
perparamagnetickych komponentov. Hyperjemné paramet-
re nameranych Mossbauerovych spektier zodpovedajt
hodnotam typickym pre feritin a neuromelanin izolovany
z oblasti Substantia Nigra.

Zelezo v mozgu stanovovali aj M. Miglierini a spol.*'.
Lyofilizované vzorky ludského mozgu z oblasti Globus
Pallidus boli analyzované pomocou °’Fe Mdssbauerovej
spektrometrie v transmisnej geometrii. Ziskané hodnoty
kvadrupdlového Stiepenia a izomérneho posunu potvrdili
pritomnost’ vysoko spinového Fe'™ vo forme feritinu.

E. Bauminger a spol.”” pouzili Méssbauerovu spektro-
metriu na jadrach *’Fe ako jednu z metéd na stanovenie
zeleza vo vzorkéach zubov, zubnej skloviny a kosti. Vzorky
boli Studované dvomi spdsobmi, ato in vitro ain vivo.
Vysledky oboch prac sa zhodovali. Hyperjemné parametre
Mossbauerovych  spektier  meranych  pri teplote
85 K potvrdili pritomnost Fe s relativnou intenzitou
90 %, priom hodnoty kvadrupélového Stiepenia
a izomérneho posunu boli podobné ako pre FeOOH. Niz-
koteplotné merania potvrdili pritomnost’ superparamagne-
tickych nanocastic.

Pomocou Mdssbauerovej spektrometrie bola identifi-
kovana a charakterizovana struktira zeleza aj vo vzorkach

24,25
1.7
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kostnej drene odobratej zo zdravych pacientov. Mdssbaue-
rove spektrd merané pri teplote 77 K potvrdili pritomnost’
Siestich  komponentov — obsahujucich  zelezo, ato:
0O,-hemoglobin, hemoglobin ajeho a- a -podjednotky,
mono- a poly-protoporfyrin IX, feritin a mitochondridlne
zelezo. 'V pripade hodnét kvadrupodlového Stiepenia
a izomérneho posunu feritinu sa potvrdil aj vysoko spino-
vy stav Fe'! a pritomnost’ paramagnetickych Gastic™.

V rokoch 1976 az 1978 L. Guest™**® demonstroval
vhodnost’” Mdssbauerovej spektrometrie na analyzu vzo-
rieck Tudskych plic. Pomocou tejto metédy stanovoval
jednotlivé formy zeleza vo vzorkach, ktoré pochadzali od
pacientov pracujucich v uhol'nej a hematitovej bani, zlie-
varenskych podnikoch a od pacientov postihnutych bron-
chitidou a pneumokoniézou. Vzorky boli merané pri teplo-
te 298 K a pri teplotach nizsich ako 20 K. Vysledky mera-
nia porovnal s vysledkami vzoriek zdravych pltc, pricom
zistil, Ze obsah Zeleza v pl'icach od pacientov postihnutych
bronchitidou a pneumokoniozou je tri az patkrat vyssi ako
vo vzorkach zdravych pluc.

Dolezité vysledky boli ziskané z analyz krvného séra
pomocou Mdssbauerovej spektrometrie. A. Yayon
a spol.”® skumali &ervené krvinky potkanov infikovanych
malarickym parazitom Plasmodium berghei. Hlavnym
cielom ich Studie bolo stanovit’ fyzikdlne parametre, ktoré
charakterizuju Zelezo v malarickom pigmente citlivom
alebo rezistentnom na chlorochin. Vzorky erytrocytov boli
obohatené o >’Fe a merané pri 90 K. Z parametrov Mos-
sbauerovej spektrometrie zistili, Ze Zelezo sa v malarickom
pigmente nachddza vo vysoko spinovom stave Fe™
a jednotlivé zelezité komponenty vytvaraji mikroagregaty
s priemerom 25 A.

Kvantitativnej analyze Zeleza v forme feritinu
v ¢ervenych krvinkdch sa venovali E.R. Bauminger
aspol.”’. Pouzitim bezodrazovej rezonanénej absorpcie
Mossbauerovského jadra *'Fe skumali zmrazené vzorky
erytrocytov (RBC — red blood cells) zdravych pacientov
a pacientov postihnutych p-talasémiou major a intermedia,
poruchou hemoglobinu H (o-talasémia), kosacikovitou
anémiou, nestabilnym hemoglobinom Hammersmith, auto-
imtnnou hemolytickou anémiou a zhubnou anémiou. Mos-
sbauerove spektra RBC z periférnej krvi zdravych pacien-
tov boli merané pri teplote kvapalného dusika a hélia.
Spektra sa skladali z dvoch subspektier, ktorych parametre
zodpovedali hodnotdm pre deoxyhemoglobin a oxy-
hemoglobin. Spektra vzorieck RBC pacientov postihnutych
B-talasémiou a poruchou hemoglobinu H ukazali, ze Zele-
zo sa v krvnom sére nachddza v troch formach, ato ako
deoxyhemoglobin, oxyhemoglobin a ako feritin alebo he-
mosiderin. Nizkoteplotné merania potvrdili pritomnost’
superparamagnetickych komponentov ana kvantitativnu
analyzu boli pouZzité parametre namerané pri teplote kva-
palného dusika. V pripade vzoriek pacientov postihnutych
koséacikovitou anémiou a nestabilnym hemoglobinom
Hammersmith zistili, ze zelezo je v podobe feritinu a tvori
8 % celkového mnoZstva Zeleza v Cervenych krvinkach.
Vo vzorkach pacientov s autoimunnou hemolytickou ané-
miou a zhubnou anémiou nebola potvrdena pritomnost
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zeleza v podobe feritinu.

Pomocou Méssbauerovej spektrometrie bola sledova-
nad aj oxidacia hemoglobinu v ¢ervenych krvinkach po
spracovani acetylfenylhydrazinu (APH)*™. Vzorky RBC
pochéadzali od zdravych pacientov a pacientov s rakovinou
prsnika. Vysledky tejto prace potvrdili hypotézu, ze oxida-
cia erytrocytov in vitro prebicha rozdielne u zdravych pa-
cientov au pacientov postihnutych rakovinou prsnika.
Parametre Mdssbauerovych spektier dalej potvrdili, Ze
proces oxidacie hemoglobinu je vyraznejsi u pacientov
s rakovinou prsnika, kde k tvorbe heminu dochadza uz po
50 min po aplikacii APH. Vrovnakej dobe bola
u zdravych pacientov potvrdena len pritomnost methe-
moglobinu a hemichrémov.

4. Zaver

Maossbauerova spektrometria je vhodnou metdédou na
identifik4ciu Zeleza v biologickych tkanivach. Oproti inym
fyzikadlnym metddam je tato metoda nedestruktivna, preto-
ze si nevyzaduje chemickll Gpravu vzoriek, ¢im sa pred-
chadza zmene v strukture Zeleza v biologickych tkanivach.
Na zéklade parametrov, konkrétne kvadrupdlového Stiepe-
nia aizomérneho posunu ziskanych z Mdssbauerovych
spektier, dostdvame informécie o oxidacnom a spinovom
stave, o elektronegativite a o vlastnostiach chemickej viz-
by zeleza. Magneticka dipdlova interakcia zase poskytuje
informaciu o pritomnosti magnetickych komponentov
v biologickych tkanivach. Pomocou Mossbauerovej spek-
trometrie bolo doteraz analyzovanych viacero typov biolo-
gickych tkaniv ako mozog, pankreas, peceil, slezina, ale aj
vzorky krvi, kostnej drene, ¢i zubov. NajcastejSie bola
pouzitd Mossbauerova spektrometria v transmisnej geo-
metrii. Vysledky doteraz publikovanych vedeckych prac
demonstrovali, Ze Zelezo sa v organizme nachadza predo-
vietkym v dvoch oxidagnych stavoch — Fe a Fe'™. Tieto
kationy vytvaraji v biologickych tkanivach Struktary feri-
tinu, ferihydritu, hematitu a hemosiderinu. Nizkoteplotné
merania  preukdzali  pritomnost  paramagnetickych
a superparamagnetickych komponentov.
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I. Bonkova’, M. Bujdo$’, and M. Miglierini’
(“ Institute of Laboratory Research on Geomaterials, Fac-
ulty of Natural Sciences, Comenius University, Bratislava;
? Institute of Nuclear and Physical Engineering, Faculty of
Electrical Engineering and Information Technology, Slo-
vak Technical University, Bratislava): Applications of
Mossbauer Spectrometry in the Study of Biological
Tissues

Mossbauer spectrometry is a progressive method of
analysis of materials which is widely used for the study of
various molecular and biomolecular systems, as well as
various other objects and materials containing Mdssbauer
nuclides. This work is focused on applications of Mdss-
bauer spectroscopy in the area of studying iron in biologi-
cal tissues. The results of the published works show that
iron in this case is present in the oxidation states Fe" and
Fem, and constitutes a part of molecules, such as ferritin,
ferrihydrite, hematite, and haemosiderin. Low-temperature
measurements of some types of biological tissues con-
firmed the presence of paramagnetic and superparamag-
netic components.

Keywords: Mossbauer spectroscopy, iron, liver, spleen,
brain, ferritin, ferrihydrite



