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1. Uvod

Zelezo je esencialnym prvkom Zivych systémov, pre-
toze jeho nedostatok spdsobuje bunkovi smrt. Prebytok
zeleza, najmi v podobe Fe*" i6nov, je pre organizmus to-
xicky, preto je uskladneny v jadre zdsobného proteinu,
feritinu, kde sa Zelezo ukladd vo forme hydratovaného
zelezitého komplexného fosfatu [FeO(OH)]s[FeO(H,POy4)]
s krystalografickou Struktirou podobnou mineralu
ferihydrit' .

Narus$enie rovnovahy metabolizmu a uskladiiovania
zeleza vo feritine uzko stvisi s r6znymi ochoreniami, aky-
mi st rakovinové alebo neurodegenerativne ochorenia®”.
Patologické zmeny su sprevadzané pritomnostou magneti-
tu vo feritine® '*. Vzniknuta polykrystalicka $truktara feri-
tinu mdze hrat’ vyznamnua ulohu v biochemickych proce-
soch, spojenych s r6znymi chorobami. Doteraz nie je dos-
tato¢ne preskiimané, ¢i je vytvorenie biogénneho magneti-
tu v mozgovom feritine u l'udi s neurodegenerativnymi
ochoreniami pri¢inou alebo désledkom ich vzniku' ™.
Z tychto dovodov je nevyhnutné rozliSovat a detekovat’
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rozne Strukturalne formy Zeleza vo feritine a charakterizo-
vat’ ich fyzikalno-chemické vlastnosti, najmé pre porozu-
menie ich ulohy pri vyvoji réznych ochoreni. Ukazalo sa,
ze synteticky pripravena biomakromolekula, magnetoferi-
tin, je vhodnym modelovym systémom na in vitro Stadia
tychto vlastnosti ako aj na preskimanie potencidlnych
bioaplikacii.

2. Magnetoferitin

Magnetoferitin je proteinova biomakromolekula glo-
buldrneho tvaru s priemerom ~ 12 nm, obsahujuca vo svo-
jom jadre magnetické nanocastice oxidov zeleza
(magnetit: Fe;O4/ maghemit: y-Fe,Os3), ktoré vznikaji
vhodnym chemickym procesom v proteinovom obale,
apoferitine (obr. 1), izolovaného z baktérii alebo zo zivo-
&isnych organov (napr. zo sleziny, mozgu)'®.

Apoferitin (obr. 2) predstavuje reakéné prostredie na
in vitro chemickl syntézu oxidov Zeleza. Jedna sa o globu-
larny vo vode rozpustny protein, v pripade cicavcieho
proteinu je zlozeny z 24 podjednotiek dvojakého typu
(L-light, l'ahk4 a H-heavy, tazkd podjednotka, podla ich
molekulovej hmotnosti; ich pomer sa lisi v zavislosti od
druhu organizmu a organu), ktoré vytvéraju dutt Struktiru
s vonkaj§im 10-12 nm a vnutornym priemerom 8—10 nm
(cit.2).

Na povrchu apoferitinu su rozmiestnené proteinové
kanaliky o priemere ~ 0,4 nm na prijem a vydaj i6nov
zeleza (8x3-nasobné hydrofilné, polarne) a na prenos elek-
tronov (6x4-nasobné hydrofobne, nepolarne)”’. Fyziolo-
gicky apoferitin dokaze vo svojom vnutri uskladnit’ az
4500 atomov Zeleza usporiadanych v krystalovej mriezke
podla $pecifickych potrieb organizmu®. Této stabilna,
flexibilna a dynamicka proteinova $truktira® je schopna
svojou prirodzenou autokatalytickou aktivitou®* regulovat’
nielen tok iénov Zeleza, ale aj inych kovov (napr. Co*’,
Mn*"), molekul, chelatov a malych ligandov, pri¢om vzni-

kajii nové derivaty feritinu, akym je aj magnetoferitin® 2’

magnetické
v jadro

apoferitin <~

Obr. 1. Magnetoferitin
a apoferitinu'’

zloZeny z

magnetického jadra
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Obr. 2. Apoferitin®'

3. Fyzikalno-chemické vlastnosti
magnetoferitinu

V roku 1992 Meldrum, Heyword a Mann prvykrat
popisali kontrolovanti chemickt syntézu magnetoferitinu,
ktora vychadzala zo vSeobecnych znalosti pripravy nano-
Zastic magnetitu precipitaciou Fe?* a Fe* soli pri zvysenej
teplote 60-80 °C v zasaditom prostredi’®. Vd'aka vysokej
teplotnej stabilite proteinového obalu, apoferitinu®®, mohli
byt fyzikalno-chemické podmienky na in vitro syntézu
magnetoferitinu prispdsobené na vytvorenie magnetitu
v jeho jadre®. Transmisna elektronova mikroskopia a elek-
trénova difrakcia potvrdila pritomnost’ nanocastic oxidov
eleza o velkosti 6 nm (cit.”®).

O dva roky neskor Bulte a spol. Studovali magnetické
vlastnosti magnetoferitinu SQUID  magnetometrom
(superconducting quantum interference device, supravodi-
vé kvantové interferencné zariadenie). Vzniknuté nanocas-
tice oxidov Zeleza ukézali superparamagnetické spravanie
bez presnejsicho uréenia ich chemického zloZenia®'.
Vzhl'adom na to, Ze magnetit (Fe;O4) a jeho oxidacny pro-
dukt maghemit (y-Fe,O;) st ferimagnetické oxidy zeleza®
s podobnou hodnotou magnetizacie nasytenia pri izbovej
teplote (Ms (Fe;04) = 90 A m*’kg ' a Ms (y-Fe,03) = 83,5
A m’kg™"), nie je mozné rozlisit’ ich Ziadnou priamou me-
todou magnetometrie’®. Hlavnym rozdielom na odlidenie
magnetitu od maghemitu je charakteristicky fazovy pre-
chod prvého druhu, zndmy ako Verweyov prechod pri
teplote 7v ~ 120 K. Pod touto teplotou dochadza k zmene
krystalovej symetrie magnetitu a k rapidnemu poklesu jeho
elektrickej vodivosti. Verweyov prechod je mozné deteko-
vat’ réznymi metdédami, ako napriklad difrakciou elektro-
nov, neutronov a fotébnov na urcenie periodického usporia-
dania krystalu magnetitu alebo na stanovenie réznych izo-
topov zeleza aj pouzitim nuklearnej magnetickej rezonan-
cie a Mossbauerovej spektroskopie®. Pomocou Mssbaue-
rovej spektroskopie bola v d’alsich pracach zistena pritom-
nost’ magnetitu a maghemitu v magnetoferitine. Pri apliko-
vanom magnetickom poli o intenzite 9 T a nizkej teplote
4,2 K bol zisteny vyssi podiel maghemitu®>~.

Vysledky vyskumu Wonga a spol. z roku 1998 potvr-
dili pritomnost’ nanocastic Fe;O4 a y-Fe,O; v magnetoferi-
tine, ktory bol pripraveny novym modifikovanym postu-
pom za pomoci kontrolovaného mnozstva roztoku oxido-
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vadla trimetylaminu N-oxidu v anaerébnych podmienkach
pri teplote 65 °C a pH 8,6. Navrhnutd, preciznej$ia metoda
chemickej syntézy umoznila ziskat magnetoferitin s roz-
nym poctom atémov Zeleza na jednu biomakromolekulu
apoferitinu (loading factor: LF, stupefi naloZenia)’’. Me-
chanizmus syntézy magnetoferitinu bol podobny vytvara-
niu anorganického jadra vo fyziologickom feritine a po-
zostaval zo §tyroch zakladnych krokov: vstup Fe®* ionov
v smere elektrostatického gradientu pozdiz hydrofilne;
drahy cez zaporne nabité 3-ndsobné proteinové kanaliky
do molekuly apoferitinu, oxidacie Fe?' na Fe’*, nukleacie
a rastu anorganického jadra, limitovaného maximalnym
vnitornym priemerom proteinového obalu (apoferitinu),
tj. ~ 8-10 nm (cit.”**). Magnetoferitin s LF > 1000 mal
tendenciu zhlukovat’ sa, ¢o potvrdili zobrazenia z transmis-
nej elektronovej mikroskopie. Ukazalo sa, Ze so zvacSuju-
cim sa LF sa 2zvda¢Suje aj priemer nanocastic
magnetoferitinu’”*’. Z magnetickych merani pomocou
SQUID magnetometrie bola tiez stanovena linearna zavis-
lost’ superparamagnetickej blokovacej teploty so zvacsuju-
cim sa LF. Pri $tadiach zavislosti magnetizacie na intenzite
aplikovaného magnetického pol’a pri teplote 300 K nebola
pozorovana hysterézia. Naopak magnetické merania pri
teplote pod 100 K ukazali charakteristické superparamag-
netické vlastnosti systému®’. Tieto vysledky boli v dobrej
zhode s d’alsimi magnetickymi analyzami pomocou SQUID
magnetometra®’. Krivky zavislosti magnetizacie od teploty
po ochladeni vzorky magnetoferitinu v nulovom magnetic-
kom poli (ZFC — zero field cooling) a v aplikovanom mag-
netickom poli (FC — field cooling) s indukciou magnetic-
kého pola 10 mT ukézali superparamagnetické spravanie
s blokovacou teplotou 75 = 26 K (obr. 3). Magnetizacné
krivky vykazovali hysteréziu pod blokovacou teplotou pri
2 K v magnetickom poli 23,48 kA m ™' (obr. 4). Magnetiza-
cia pri 4000 kA m ' a 2 K bola 0,037 A m*kg ' (cit.”*).

V roku 2007 bol preskimany efekt dipolarnych inter-
akcii na tepelnt relaxdciu magnetoferitinu. Vysledky boli
v dobrej zhode s teoretickymi modelmi*'. Kasyutich
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Obr. 3. Graficka zavislost’ magnetizacie od teploty magnetofe-
ritinu s LF 1250 (plna ciara) v porovnani s apoferitinom
(prerusovana Ciara)
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Obr. 4. Graficka zavislost’ magnetizacie od intenzity magnetic-
kého pol'a pre magnetoferitin s LF 1250

a spol. v roku 2008 pouzitim proteinovej krystalizacnej
techniky pripravili trojrozmerne usporiadané krystaly mag-
netoferitinu o velkosti niekol’ko desiatok az stoviek mikro-
metrov, ktoré charakterizovali Ramanovou spektroskopiou
a SQUID magnetometriou*’. Neskér bol magnetoferitin
v tomto kryStalickom 3D usporiadani porovnany s amorf-
nym materialom pomocou technik malouhlového rozptylu
fotonov/neutrénov a SQUID magnetometrom. Magnetické
spravanie ukédzalo rozdiely v koercivite magnetického pol'a
a magnetickej remanencii, ktoré¢ rapidne poklesli v pripade
krystalického usporiadania v plosne centrovanej kubickej
mriezke. Tieto zmeny boli pripisané efektu rozdielnej
Struktlire nanocastic v oboch usporiadaniach a kolektivne-
mu spravaniu v pripade krystalického usporiadania®.

Detailné experimentalne Stidium v zavislosti od vel-
kosti nanocastic v magnetoferitine pomocou transmisnej
elektronovej mikroskopie, rontgenovej difrakcie a atdomo-
vej silovej mikroskopie v roztoku bolo popisané Martinez-
Pérezom*. Vonkajsi priemer proteinu sa zvi¢Soval s LF.
Pri¢ina tohto javu bola pripisana konforma¢nym zmenam
proteinu (apoferitinu) v dosledku vézby oxidov Zeleza.
Magnetické merania pomocou SQUID magnetometra
v kombinacii s Mdssbauerovou spektroskopiou potvrdili
pritomnost’ superparamagnetickych nanocastic maghemitu
(y-Fe,05) v magnetoferitine*.

Nedavne $tadia magneticky indukovaného optického
linearneho dvojlomu (An) pre koloidnu disperziu magneto-
feritinu v porovnani s An komeréného feritinu (obr. 5)
ukazali viditelné rozdiely v ich magneto-optickom
spravani*>*®.

Neskor bola Studovana magneto-opticka Faradayova
rotacia pri izbovej teplote v aplikovanom magnetickom
poli s intenzitou H = 2970 Oe (t.j. 236,4 kA m") v spek-
tralnom rozsahu pouzitého svetla s vlnovou diZkou od 300
do 680 nm (obr. 6). Rozdielne spektralne zavislosti Fara-
dayovej rotacie od vlnovej dizky svetla umoznili rozlisit
feritin a magnetoferitin vd’aka réznym typom ich jadier*’.
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Obr. 5. Graf zavislosti redukovaného magnetického dvojlomu
(tj. An, predeleny znamou koncentraciou zeleza, An/cFe) od
druhej mocniny intenzity aplikovaného magnetického pola, H?
pre: < magnetit, ¥ magnetoferitin, A zmes 23:1a O feritin*’

Zavislost’ Faradayovej rotacie magnetoferitinu od intenzity
aplikovaného magnetického pola, charakteristickd pre
superparamagneticky systém (obr. 7), bola popisana Lan-
gevinovou funkciou s log-normalovou distribtciou velko-
sti Castic, ktora umoznila ziskat' okrem inych parametrov
aj priemer jadra magnetoferitinu®’.

Vo vSeobecnosti tvoria vo vodnom prostredi pri neu-
tralnom a zasaditom pH zaporne nabité biomakromolekuly
magnetoferitinu stabilni homogénnu koloidnt disperziu
s hydrodynamickym priemerom zvéc¢Sujucom sa s LF.
Objavena peroxidazova aktivita magnetoferitinu bola tiez
vyraznejSia v pripade vysSich LF. Vysledky ukézali, Ze
magnetoferitin bol schopny rozkladat’ peroxid vodika
v pritomnosti substratu, N,N-dietyl-p-fenyléndiamin sulfa-
tu, ktory po reakcii zmenil farbu®.
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Obr. 6. Graf zavislosti Faradayovej rotacie od pouzitej vinovej
dizky svetla*’
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Obr. 7. Porovnanie Specifickej Faradayovej rotacie ako funk-
cie aplikovaného magnetického pola pre: @ feritin LF =
1500, [ Fe,0;, * magnetoferitin LF = 1250, A magnetoferi-
tin LF = 3280 a [ magnetit*’

4. Potencialne bioaplikacie

Rozsiahle dlhoro¢né $tiidia magnetoferitinu od prvej
syntézy v roku 1992 ukazali, Ze jeho biokompatibilny cha-
rakter, dobre definovany priemer nanocastic, koloidna
stabilita a superparamagnetické spravanie poskytuju mag-
netoferitinu vyznamny aplikany potencial v nanotechno-
logii, priemysle, ale hlavne v biomedicinskych vedach
a bunkovej biologii*. Réznymi chemickymi modifikéacia-
mi vonkajSicho alebo vnatorného proteinového povrchu
moZze byt magnetoferitin pouZity napriklad aj na zobrazo-
vanie tkaniv pomocou magnetickej rezonancie, v nanoka-
talytickej chémii alebo pri cielenom transporte lieciv. Po
naviazani lie¢iva do Struktiry magnetoferitinu je mozné
vizualizovat’ alebo cielene transportovat’ tento potencialny
magnetofarmaceuticky nanomaterial priamo len na posko-
dené miesto organizmu bez vedlajsich ucinkov lieCiva na
zdravé tkaniva a organy™.

Magnetoferitin bol experimenélne vyuzity ako kon-
trastné Cinidlo pre zobrazovanie magnetickou rezonanciou.
Pri in vivo aplikacii bol rychlo zachyteny pecenou
a slezinou’*>. Rekombinantny TFudsky magnetoferitin
(HMF), zlozeny z H podjednotiek, bol pouzity ako kon-
trastné Cinidlo pre oznacenie makrofagov. Tento material
vykazoval obdobné vlastnosti ako zndme kontrastné ¢inid-
14 na baze nanocastic oxidov Zeleza™.

Rekombinantny  magnetoferitin,  zlozeny  len
z podjednotick H bol tieZ vyuZity na vézbu peptidu
RGD-4C, ktory sa Specificky viaze na a,f3; integriny na-
dorovych buniek. /n vitro bola zistena vdzba na melano-
mové bunky C32 (cit.**). HMF bol pouzity na detekciu
a vizualizaciu nddorovych buniek exprimujicich transferi-
novy receptor 1 (TfR1). Nanocastice oxidov zeleza
v magnetoferitine v pritomnosti peroxidu vodika katalyzu-
ju oxidaciu substratu enzymu peroxidazy za vzniku fareb-
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ného produktu, ktory vizualizuje detekovany nador. Bolo
zistené, Ze uvedenym sposobom je mozné rozlisit’ nadorové a
normalne bunky s vysokou citlivostou a $pecificitou™. Kata-
lytickt (peroxidazovt) aktivitu magnetoferitinu je tieZ mozné
vyuzit na stanovenie mnozstva peroxidu vodika
v koncentratnom rozsahu 5,8 az 88,2 mM (cit.48).

Magnetoferitin bol pouzity aj na konstrukciu fiznych
magnetickych protilatok, kde cast’ protilatky viazica anti-
gén bola spojena s H podjednotkou feritinu. Po expresii
v E. coli sa vytvoril fuzny protein tvoreny globuldrnym
feritinom a povrchovo viazanymi fragmentmi protilatky.
Konverziou feritinu na magnetoferitin bol vytvoreny mag-
neticky derivét $tudovanej protilatky®.

Derivat magnetoferitinu bol pouZzity na znacenie I'ud-
skych lymfocytov. Magnetoferitin aj prislusna Specificka
protilatka boli biotinylované a nasledne spojené prostred-
nictvom avidinového mostika. Pohyb magneticky znace-
nych buniek bol §tudovany na ferografe. Bolo zistené, ze
magneticky moment magnetoferitinu umoziiuje imuno-
magneticki  separaciu  lymfocytov od sprievodnych
buniek®. Magnetoferitin je tiez mozné modifikovat’ celym
radom zaujimavych molekul, napr. derivatmi calixaren-
-crown-6, ktoré umoziujt efektivny zachyt idnov radioak-
tivneho cézia z vodnych roztokov®’.

Vyznamné je i mozné vyuzitie vybranych fyzikalnych
merani v medicinskych aplikaciach. Priame pozorovanie
nasytenia pri merani magneticky indukovaného linearneho
dvojlomu umoznilo identifikaciu magnetického jadra ne-
zndmej vzorky feritinu a jeho biogénnych alebo syntetic-
kych derivatov. Tato citlivd magneto-opticka metoda moze
byt v buducnosti pouzitd v biomedicine na identifikdciu
a objasnenie heterogénnej Struktary jadra feritinu v mozgu
u pacientov s roznymi ochoreniami*>*,

Spektralne zavislosti Faradayovej rotacie od vlnovej
dizky svetla umoznili rozlisit feritin a magnetoferitin, &o
mobze byt po d’alsej Standardizacii vel'mi uzito¢na neinva-
zivna metoda na detekciu magnetitu, najmé v biomedicine
na diagnostiku roznych ochoreni, ktorych sprievodnym
javom je vznik magnetitu in vivo v patologickych tkani-
véch organizmu®’.

5. Zaver

V tejto praci boli zhrnuté fyzikalno-chemické vlast-
nosti a potencidlne bioaplik4cie magnetoferitinu, priprave-
ného in vitro chemickym postupom. Uspesnost’ tejto synté-
zy bola potvrdend roznymi fyzikalnymi metédami. Analy-
za magnetickych vlastnosti ukazala superparamagneticky
charakter nanocastic. Stredny priemer jadra magnetoferiti-
nu, ziskany z transmisnej elektronovej mikroskopie a mag-
neto-optickych merani, bol mensi, ako je vnutorny priemer
proteinového obalu apoferitinu. Biomakromolekuly mag-
netoferitinu tvorili vo vodnom roztoku stabilnii homogén-
nu koloidnu disperziu vykazujucu peroxidazova aktivitu.
Magneto-optické vlastnosti umoznili rozliSovat’ pritom-
nost’ roznych oxidov Zeleza v pripravenom magnetoferiti-
ne. Presna Struktira a kompozicia jadra magnetoferitinu je
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stale otvorenou témou a vyZaduje si d’alSie systematické
studie magnetoferitinu s réznym LF, ¢o moze byt’ v buduc-
nosti predmetom d’alSieho skiimania nielen pomocou mag-
neto-optickych experimentov, ale aj s vyuzitim malouhlo-
vych rozptylovych metdd z dovodu SirSieho preskimania
aplika¢nych moznosti magnetoferitinu.

Tato prdca bola podporovana Slovenskou vedeckou

grantovou agenturou VEGA 0045 a M-ERA.NET
MACOSYS.
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Magnetoferritin is a metalloprotein composed of
a protein coat (apoferritin) surrounding the magnetic iron
oxide nanoparticles. Physicochemical characterization of
magnetic, structural and morphological properties, size
distribution and stability of magnetoferritin have been
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magnetic nanoparticles in magnetoferritin can be applied
in in vivo diagnosis of various diseases associated with the
formation of magnetite in pathological processes in tis-
sues. In addition, the confirmed peroxidase activity ena-
bles magnetoferritin to be used in important bioapplica-
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