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Uvod

Nanotechnologie se staly neodmyslitelnou soucasti naseho Zivota. V soucasné dobé je téméf nemozné
se snimi nepotkat. Pfes pocateéni zkoumani V laboratofich, si nanotechnologie vydobyly své
zaslouzené misto a mizeme Se S nimi setkat jak v prumyslu, tak i v kazdodennim Zivoté. S trochou
nadsazky lze fict, Zze v dneSni dobé neexistuje odvétvi nebo obor, kde by nenaSly uplatnéni
nanotechnologie. Nanotechnologie zkratka ovliviiuji a do budoucna budou nadale ménit nebo

posouvat téméf vSechny védni obory.

Nanomaterialy vykazuji odlisné vlastnosti od svych odvozenych objemnych struktur. Tyto jedine¢né
vlastnosti jsou duasledkem zejména zvySeni povrchu Ccastice kjejimu objemu a také vysokou
reaktivitou nanocastic. Jedinecné vlastnosti nanomateriali, jako mohou byt naptiklad opticke,
biologické, katalytické nebo magnetické vlastnosti, maji veliky aplikacni potencial a jejich potencialni

vyuziti je V mnoha oblastech lidské ¢innosti.

Mezi nejzndméjsi studované a vyuzivané nanomaterialy patii nanocastice stiibra, které jsou znamy
predevsim diky svym antibakterialnim a optickym vlastnostem. Jejich aplikace je velmi riiznoroda. Od
aplikaci v medicin€, kde se mohou nanaset na medicinské vybaveni nebo hraji dulezitou roli pii 1écbé
popalenin, pfes pouzivani v obalovych materialech potravin po rtizné aplikace v optice, v elektronice

nebo také v katalyze.

Vzhledem Kk neustale se navySujici aplikaci nanostiibra jak v primyslu, tak i v domacnostech, je
nezbytné prostudovat stiibrné nanocastice z pohledu jejich nezadoucich ucinku, jejich interakci
s bunkami ¢i piipadného pusobeni v bunice. Tématem této diplomové prace je syntéza fluorescenéné
znacenych castic stiibra S cilem sledovat jejich interakce s vybranymi buitkami pomoci fluorescencni
mikroskopie. V ramci experimentalni prace jsem se zaméfil na studium imobilizace Rhodaminu B
isothiokyanatu na povrch nanodastic stfibra pfipravenych redukci borohydridem a stabilizovanych
polyakrylovou kyselinou. Nasledné doslo k pozorovani interakce tispé$né modifikovanych nanoé¢astic
stifbra s kvasinkami Saccharomyces cerevisiae, bakteriemi Escherichia coli a Staphylococcus aureus a

mysimi fibroblasty.



TEORETICKA CAST

1. Nanomateridly, nanocastice

Pojem nanomaterial oznac¢uje objekt, jehoz minimalné jeden rozmér se pohybuje v ramei 1 az 100 nm.
Pfedpona nano potom uddva rozmér 10° m a nanomaterial diky témto rozmérim se mize lisit
vlastnostmi od materialu z n¢hoz je odvozen, jelikoz zakladni fyzikalné-chemicka pravidla nejsou plné

aplikovatelnd na nanosvét.

Vzhledem k velkému vyskytu nanomaterialti je miizeme tfidit podle dimense na 0D-, 1D-, 2D- a 3D-
struktury. Jako ptiklad struktur lze uvést kvantové tecky, nanodraty ¢i nanovlakna, dale pak rtzné

nanofilmy ¢i nanoéastice. [1, 2, 3]
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Obrazek €. 1: Priklad riznych forem nanomaterialti podle jejich dimense. [4]

Fyzikalni a chemické vlastnosti nanomaterial®, pfipadné nanocastic, zavisi nejenom na slozeni, ale
také na velikosti a tvaru Castic. V soucasné dobé je piiprava nanomaterial vhodné velikosti a

morfologie je dobie znama a existuje mnoho zplisobt piipravy.

Nanocastice lze pak rozdélit do né€kolika riznych kategorii podle morfologie, velikosti ¢astic nebo
chemickych vlastnosti. Na zakladné fyzikaln¢ chemickych vlastnosti je mozné rozdélit nanocastice do
nékolika kategorii. Mozné je uvést naptiklad uhlikové, kovové, keramické, polovodi¢ové, polymerické

piipadné lipidové nanocastice, které se vyuzivaji pro cileny transport 1é¢iv. [1, 2]

Koloidy jsou disperzni soustavy, které se skladaji z disperzniho prostfedi, v némz je rozptylena

disperzni faze ve formé ¢astic, jejichZ rozmér neni vé&tsi nez 10 m a zarove neni mensi nez 10° m.



Jedna se o mikroheterogenni soustavy, jez mohou byt z pohledu termodynamiky stalé i nestalé. Mohou
se filtrovat ptes ultrafiltry a probihd u nich slaba difuze i osmoéza. Jejich vyznam spocivéa v unikatnich
fyzikaln¢ chemicky vlastnostech, jako je naptiklad zavislost absorpce svétla na velikost Castic, a je
mimo jiné zptsoben velkou plochou fazového rozhrani mezi disperzni fazi a disperzni prostfedim

V porovnani s vlastnim objemem.

Jestlize soustava obsahuje Castice stejné velikosti nazyvame ji monodisperzni a pokud je tvofena
¢asticemi riznymi velikosti, tak je nazyvana polydisperzni soustavou. Stupen disperzity pak vyjadiuje
velikost ¢astic disperzni soustavy a vyjadiuje se jako pievracena hodnota linearniho rozméru ¢éstice.
Piipadné je mozné rozdéleni podle tvaru Castic, je-li soustava homodisperzni pak obsahuje Castice

stejného tvaru a pokud ne, pak je oznacovana jako heterodisperzni soustava.

Koloidni soustavy lIze rozdélit do nékolika skupin dle riznych kritérii. Pokud je déleni zalozeno na
skupenském stavu disperzni faze i disperzniho prostedi je mozné rozlisit osm skupin — vice v Tabulce
¢. 1. Obecné oznaCeni koloidi jsou soly, jestlize jsou s plynnym disperznim prostfedi pak jsou

oznacovany za aerosoly a pokud jsou s kapalnym disperznim prostfedim, pak nesou oznaceni lyosoly.

[3]

Tabulka ¢. 1: Klasifikace koloidnich soustav podle fazového sloZeni. [3]

disperzni . ;o .
prostredi disperzni faze oznaceni
pevné tuhé soly
pevné kapalné tuhé emulze
plynné tuhé pény
pevné lyosoly
kapalné kapalné emulze
plynné pény
pevné aerosoly
plynné kapalné aerosoly
plynné netvoii koloid

Dalsi mozna klasifikace je na zakladé vlastnosti fazového rozhrani — lyofobni, lyofilni a asociativni
koloidni soustavy. Lyofobni soustavy jsou soustavy s ostfe vymezenym fazovym rozhranim.

Vyznacuji se termodynamickou nestabilitou a neobejdou se bez stabilizace. VéEtSinou jsou tvoteny
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anorganickymi latkami. Pokud je disperzni prostiedi tvofenou vodou, pak jsou nazyvany hydrofobni a

je-li tvoteno organickou kapalinou, tak organosoly.

Soustavy lyofilni se definuji jako soustavy s Siroce rozprostfenym fazovym rozhranim. Charakterizuji
se jako termodynamicky stalé a vznikaji z vysokomolekularnich latek. Casto byvaji nazyvany jako
koloidni roztoky. Je-li disperzni prostiedi tvofenou vodou pak nese oznaceni jako hydrofilni koloidni
soustava. Asociativni koloidy jsou pak posledni skupina. Vznikaji spojovanim molekul povrchové
aktivnich latek a vyznacuji se jasné neurlenym fazovym rozhranim, jelikoZ v nich probiha neustala
vyména molekul povrchoveé aktivnich latek mezi koloidni Castici a disperznim prostiedim. Gely jsou

zvlastni ptipad koloidnich soustav diky schopnosti pfechazet z kapalné do pevné formy. [3]

1.1. Ptiprava nanomaterialt

Zakladni piipravu nanomateridlt lze rozdélit obecné do dvou moZnych kategorii — a to na metody
dispergacni, anglicky oznacované TOP-DOWN methods a na metody kondenzacni, anglicky
oznacované jako BOTTOM-UP methods.

Dispergacni metody spocivaji v destruktivnim pfistupu, jenz se vyuzivaji v pevné fazi, a postupuje se
smérem k men$im a men$im rozmériim, az vznikne ¢astice spadajici do kategorie nano¢astice. Radi se
sem napfiklad mechanické procesy jako mleti nebo vyuziti ultrazvuku, elektrického vyboje nebo také
laserova ablace. Mleti 1ze rozdélit na suché a mokré. Pti suchém mleti je pevna latka mleta v disledku
Soku, stlaceni nebo tfeni, a je vyuzit tryskovy, valcovy nebo bubnovy mlyn. Problém této ptipravy je
pak velikost ¢astic a kondenzace malych castic, jelikoz dochazi ke zvySovani povrchové energie Castic
pfi mleti. Pro mleti pevné latky za mokra se vyuziva napiiklad vibracni kulovy mlyn nebo mokry
tryskovy mlyn. V porovnani se suchym zpusobem je ,,mokry proces® vhodny pro zabranéni
shlukovani/kondenzace takto vytvofenych nanocCastic, a tak je mozné ziskat vysoce rozptylené

nanocastice. [2, 5, 6]

Kondenza¢ni metody jsou charakterizovany tvorbou nové faze zformované do koloidni castice.
K zformovani nové faze je vyzadovano znacné piesyceni roztoku, jelikoz nové vzniklé zarodky
vykazuji nizSi stabilitu nez vétsi Castice stejné latky. K presyceni lze vyuzit zménu fyzikalné
chemickych podminek, jako je napfiklad teplota, tlak, nebo sniZeni rozpustnosti analyticky
disperzniho podilu nebo také pfemena rozpusténé latky na nerozpustnou latku v daném disperznim

prostedi. [6, 7]
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Kondenza¢ni metody lze rozdélit na dveé vétsi skupiny podle faze, z nichz vychéazi ptiprava. Jednd se o
tzv. metody plynné a kapalné faze. Metody plynné faze pracuji zejména s chemickou depozici
z plynné faze (CVD) a fyzikalni depozici z plynné faze (PVD). Metoda CVD spociva v chemické
reakci pii vysokych teplotach, kde je potfeba urcitého zdroje tepla. Na rozdil od metody PVD, ktera
zpusobuje odpafeni pevného nebo tekutého materialu, se pak vysledna para rychle ochladi a ziskaji se
pozadované nanocastice. Pro dosaZeni odpafovani materialu 1ze pouZzit metodu obloukového vyboje. 1
pres to, Ze tento zplisob pfipravy zabranuje piitomnosti organickych necistot, pievlada nevyhoda

vysokych potizovacich nakladt i nizka produktivita.

Metody kapalné faze byly jiz mnoho let hlavnimi metodami pfipravy nanocastic; mohou byt rozdéleny
na kapalné metody a sedimentac¢ni metody. Chemicka redukce kovovych ionti je typickym piikladem
kapalné metody, jejiz hlavni vyhodou je snadna vyroba ¢astic riznych tvart, jako jsou trubicky,
dratky, koule, trojuhelniky nebo také duté nanocastice. Metodou chemické redukce je mozné ovlivnit
tvar i velikost nanoc¢astic zmeénou redukéniho Cinidla, dispergac¢niho ¢inidla, reakénim ¢asem nebo i
teplotou. Metoda chemické redukce provadi chemickou redukeci kovovych iontli do jejich nultého
oxidacniho stavu; proces vyuziva nekomplikované zafizeni nebo nastroje a miize v kratké dobé piinést
velké mnozstvi nanocastic za nizkou cenu. Zvlastni zdjem v tomto ohledu je pouziti mikrovlnného

zéteni jako zdroje tepla, které mohou v kratké dobé produkovat vysoce kvalitni nanocastice. [2, 5]

Krom¢ metody chemické redukce, ve které je ptidavano redukéni ¢inidlo (metoda piimého
redukovéani), jsou zndmy i dal$i metody redukce, jako je fotoredukce za pouziti gama paprski,
ultrazvukové viny a kapalné plazmy, které lze pouzit k pfipravé nanocastic. Tyto metody, které
nepouzivaji chemicky redukujici latky, maji atraktivni rys, Ze se do nanocastic nepfidavaji zadné cizi
necistoty. Dalsi metody, jako je napiiklad suSeni rozpraSovanim, rozprasovaci pyrolyza, solvotermalni
syntéza, jsou znamy také jako superkritické metody. Obecna technika v sedimenta¢ni metodé je sol-
gel proces, ktery byla pouzita zna¢né€ pro vyrobu nanocastic oxidii kovli. Tento postup transformuje

roztok alkoxidu kovu do solu hydrolyzou a nasledovanou polykondenzaci na gel.

Mokry proces (metoda kapalné faze) zarucuje vysokou dispergaci nanocastic ve srovnani se suchou
metodou. Avsak pokud jsou vysledné nanoc¢astice vysuseny, brzy nasleduje agregace Castic. V tomto

piipadé muze byt redispergace provedena podle postupu pouzitého v pevné fazi. [2, 5]
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1.2.  Opticke vlastnosti koloidi

Jedny z dulezitych vlastnosti koloidnich systému jsou optické vlastnosti. Mezi nejvyznacénéjsi jevy

fadime absorpci a rozptyl svétla. Tyto efekty jsou predevsim zavislé na velikosti Castic.

Princip absorpce spociva ve zméné energetickych stavll valen¢nich a vazebnych elektront v disledku
pohlceni energetického kvanta elektromagnetického zareni. Dochazi tedy ke zvySeni vnitini energie

molekul, jenZ se pfeméni v tepelnou energii.

Absorpci Ize popsat Lambert-Beerovym zakonem:
1
A=—-log—=¢-c-d,;
Io

kde A vyjadiuje absorpci svétla latkou, lo je intenzita dopadajiciho svétla na latku, ¢ je absorpéni

koeficient, ¢ je koncentrace latky a d je tloust’ka vrstvy, kterou prochazi paprsek.

Nicméné platnost Lambert-Beerova zakona je komplikovana faktem, Ze absorpce je zavisla na

velikosti ¢astic disperze.[3]

Rozptyl zateni se odliSuje od absorpce v tom, Ze nedochazi k pohlceni energie ale k emitovani zatfeni
ndhodnymi sméry, aniz by doslo ke zméné vinové délky. Tento jev lze oznacit za elasticky odraz
fotonu od ¢&astice. Rozptyl lze oznaéit, za slozity jev, jenZ v sobé zahrnuje vzhledem k okolnostem
interferenci, lom, odraz a ohyb svétla. Mechanismus tohoto jevu lze pak popsat, jako indukci
elektrického dipolu v Castici zpiisobenou elektromagnetickym polem dopadajiciho zafeni. Emitované
zateni dipolem ma stejnou vinovou délku jako dopadajici zafeni. Pro kvantitativni popis podil rozptylu
svétla na zeslabeni intenzity dopadajiciho zafeni ve sméru pozorovani slouzi rovnice podobna

Lambert-Beerové rovnici:
I
—log—=r1-d,
Io

pri¢emz T je oznacovano jako turbidita soustavy. Turbidita vyjadiuje miru uhrnné energie, ktera se pii
prichodu paprsku svétla vrstvou suspenze o urcité tlouStce rozptyli na vSechny strany od tohoto

paprsku. Je velmi zavisla na stupni disperzity.

Jedna z charakteriza¢nich technik pro stanoveni distribuce velikosti koloidnich ¢astic, ktera vyuziva
dynamicky rozptyl svétla, nese anglické oznac¢eni Dynamic Light Scattering — DLS. Principem tohoto

jevu je interference rozptyleného zafeni, jestlize doslo k pouziti laseru, a s ni spojené kolisani intenzity
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rozptyleného zéafeni v ¢ase okolo primémé hodnoty. Casovy prib¢h kolisdni intenzity slouzi

k vypoctu rychlosti pohybu ¢astice V prostiedi a nasledné z ni 1ze vypocitat rozmér ¢astice. [3, 6]

1.3. Elektrické vlastnosti koloidu

Elektricky nédboj, ktery se vyskytuje na povrchu koloidni Castice je diilezitou veliCinou/vlastnosti pro
stabilitu koloidu, ale i pro chovani nabitych castic v elektrickém poli. Za elektrokinetické jevy jsou
oznacovany ty jevy, kdy se elektricky nabita Castice disperzni faze pohybuje vici disperznimu
prostfedi. Radi se sem elektroforéza, elektroosmoza, sedimentatni potencial a potencial proudéni.
V piipadé prvnich dvou je podstata jevu Vv pohybu castice vlivem vnéjsiho pole. U sedimentac¢niho
potencidlu a potencialu proudéni je to pak pohyb castic, ktery vyvolava elektrické pole. VSechny tyto
jevy jsou podminény existenci elektrického naboje na fazovém rozhranim mezi disperznim prostiedi a
fazi, kde dochazi k usporadani naboju v blizkosti rozhrani. Takto nabitd vrstva pak nese oznaceni

elektricka dvojvrstva.

Prvni popisy struktury elektrické dvojvrstvy byly publikovany H. Hemhlotzem, ktery pracoval
s modelem k sob¢ pfiléhajicich rovnob&znych desek nabitého kondenzatoru. Nedostatkem této teorie
je predpoklad nehybnosti, coz je v rozporu vi€i tepelnému pohybu molekul disperzniho prostredi.
Teorie difuzni vrstvy byla vypracovana Goliyem a Chapmanem. Popisuje vazani iontl a protiionti do
vnitini a vn&jsi vrstvy, jelikoz ionty nejsou schopné navazat stejné mnozstvi protiiontt, tudiz vazou

urcité mnozstvi a zbytek je rozptylen na zaklad¢ difuize.

Stemova vrstva

Q—lclmholtzova vrstva

*~ pohybov¢ _ = pohybové rozhrani =-pohvbové rozhrani
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Obrazek €. 2: Modely elektrickych dvojvrstvy
(a) Helmholtztv m.; (b) Gotliy-Chapmaniv m.; (¢) Sterntiv m. [8]
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Nicméné 1 tato teorie selhavala, jelikoz autofi nepocitali se skuteCnymi rozméry iontd a pouze
pracovali s aproximaci bodovych naboji. Také ji nebylo mozné aplikovat na vysoce koncentrované

systémy.

Nejpiesnéjsi model, ktery popisuje elektrickou dvojvrstvu, navrhnul Stern. Jeho teorie struktury
elektrické dvojvrstvy zahrnovala kone¢né rozmeéry iontd i specifické interakce iontd. K vnitini vrstveé
iontll jsou pfitahovany ionty opa¢ného znaménka v disledku elektrostatickych a adsorpénich sil dle
Sterna. Tzv. Sternova vrstva se definuje jako t&€sné pfiléhajici vrstva protiiontd k povrchu a ¢astice
jsou vazany predev§$im adsorpénimi silami. Spolu s ionty navazanymi na povrch castice tvofi
kompaktni vnitini vrstvu. Vzdalen€jsi ionty jsou pfitahovany elektrostatickymi silami a patfi do vnéjsi
tzv. diftizni vrstvy. Pojem pohybové rozhrani nam pak rozdéluje elektrickou dvojvrstvu na pohyblivou
a nepohyblivou ¢ast, kdy dochazi k pohybu vnitini vrstvy ionti s pohybem ¢astic a zaroven nedochazi
k pohybu vné&jsi difazni vrstvy. A pravé v téhle vzdalenosti od povrchu Castice existuje potencial, tzv.
elektrokineticky potencial, znamy téz jako (-potenical. Tento potencidl je zodpoveédny za interakci
s vnéjsim polem. Jeho velikost je ur€ena adsorbovanymi ionty i iontovou silou roztoku. Po pfidani
elektrolytu dochazi k zvyseni jeho koncentrace a tim ke zmenseni vnéjsi diftizni vrstvy v dusledku
prechodu opacéné nabitych iontl z vnéjsi do vnitini vrstvy. Naopak pii fedéni systému dochazi k ristu

{-potencialu, protoze se diftizni vrstva zvétsuje. [3, 6]
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2. Nanocastice stiibra

Muze se zdat, Ze nanotechnologie je zalezitost poslednich let, ale neni tplné tomu tak. Jedna z prvnich
znamych aplikaci nanocastic jsou Lykurgovy pohary, které se datuji do 4. stoleti naseho letopoctu.
Jedna se o pohar, ktery je z dichroického skla, tedy méni barvu v zavislosti na pozorovani vuéi svétlu.
Tohoto efektu bylo docileno pouzitim stiibrnych a zlatych nanocastic. Dalsim velmi znamym pouzitim
stiibra je naptiklad barveni stfedoveékych vitrazi. Nicméné doba seridzniho zkoumani nastava az

v 19. stoleti diky praci Michaela Faradaye.

Nanocastice stiibra maji Siroky aplikacni potencial diky svym unikatnim vlastnostem. At uz se jedna o
chemicko-fyzikalni vlasnosti — optické, elektromagnetické nebo katalytické vlastnosti, nebo

biologické vlastnosti, jako je antibakteridlni, antiviralni nebo antifungalni efekt. [3, 9, 10]

2.1. Vlastnosti nanocastic stiibra

Nanostiibro se vyznaGuje svymi jedineénymi vlastnostmi, at’ uz se jedna o fyzikalné-chemické
vlastnosti nebo biologickou aktivitu nanocéstic. Vyjimecné vlastnosti jsou pak utvafeny na zakladeé
velikosti, tvaru a povrchu cCastic, dale také optickymi nebo antibakterialnimi vlastnostmi ptipadné

dalSimi vlastnostmi nebo modifikacemi ¢astic.

vvvvvv

velikost Castice, tim je dosazeno vys$iho poméru povrchu k objemu, které tyto ¢astice mohou mit.
Velikost nanocastic stiibra je velmi dulezity parametr pro interakci s butikou, naptiklad s bakteriemi.
Nekteré studie se zabyvali porovnanim zavislosti velikosti Castic nanostiibra na antimikrobialni
aktivitu. Z provedenych studii vyplynulo, Ze ze zkoumaného velikostniho rozpéti, naptiklad od 5 do
100 nanometrt, nejvyssiho antibakterialniho u€inku bylo dosazeno pro velikost 5 nanometru a také za
nejkratsi ¢as. [9, 10] Coz se potvrdilo dalsim zkoumanim, jak uvadi naptiklad Panacek a kol., kdy byly
zkouSeny rizné varianty piiprav nanocastic stiibra. Vzdy dosly k zavéru, Ze ze zkoumanych velikosti

je nejvétsiho antibakterialniho efektu je dosazeno nejmensi ¢astici. [11]

Sadeghi a kol. zkoumali vliv riznych tvard na antibakteridlni pisobeni vuéi Escheirichia coli a
Staphylococcus aures. Porovnavali pisobeni kulovitych, ty¢inkovitych a destickovitych nanoc¢astic na
studované bakterie a z testovani vyplynulo, Ze destickovité nanocastice stiibra vykazovali nejvyssi

ucinnosti vii€i bakteriim. Dospél k zavéru, ze to bylo zplsobeno nejvétsi plochu povrchu, jelikoz
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poskytla nejvétsi kontaktni plochu pro interakci s bunéénou sténou bakterii, ndsledné ji poskodila,
a nakonec usmrtila samotnou bunku. [12] Jeho zavéry potvrzuje prace Van Dong a kol., kdy
porovnavali plisobeni nanostfibra, které¢ bylo pfipraveno vice metodami. Srovnavali antibakterialni
efekt na E. coli, pficemz vychazeli z rizn¢ pfipravenych nanocastic, jez se odlisovaly i morfologii.
Nejlepsich vysledki dosahovali nanocastice trojuhelnikového tvaru, které mély ostré hrany.
Z kulovitych pak nejlépe vysly nanocastice stiibra piipravené redukci tetrahydridoboritanu sodného.
[13]

U nanocastic stiibra byly prokazany také antifungdlni a antivirdlni u¢inky vaci studovanym
organismiim. Porovnanim pisobeni nanocastic stiibra s antifungalnimi pfipravky vuci Candida spp.
bylo ovéfeno, Ze nanocastice stiibra dosahuji srovnatelné a v nekterych piipadech lepsi hodnoty MIC
(minimalni inhibi¢ni koncentrace) nez konvencni antifungalni pfipravky. [14] Nanocastice stiibra,
jejichz povrch je modifikovany PVP, byly pouzity k inhibici viru HIV-1. Podle autord spociva
interakce nanoc¢astic s virem v navazani nanocastic na vn&jsi glykoproteinovou ¢ast, ktera je nezbytna
pro navazani na hostitelskou buiiku, kdy se zaméfuje hlavné na disulfidovou vazbu a celkové vede
k inhibici vazby na hostitelskou buiiku. Inhibovat mohou také herpetické viry, respektive jeden jeho
druh Herpes simplex virus 1 (zkr. HSV-1), kdy interakce spociva v blokovani navazani na hostitelskou
buriku. Virus hepatitidy B (zkr. HBV) muiZze byt také inhibovan nano¢asticemi stiibra, které interaguji

s dvouretézcovou DNA a dochazi k inhibici replikace viru. [15]

Dulezité je také zminit, Ze rizné tvarované nanocastice se od sebe odlisuji absorpénimi piky v jejich
spektru. Pokud naptfiklad porovndme UV/VIS absorpéni spektrum kulovité a trojuhelnikové
nanocastice, bude se odliSovat jinymi absorp¢nimi pasy. U kulovitych dochazi k absorpci zateni okolo
400 nm a u trojuhelnikovych nanocastic okolo 780 nm. To je zptuisobeno povrchovym plasmonem.
Pozoruhodné optické vlastnosti stiibrnych nanoc¢astic vyplyvaji z jejich charakteristické interakce se
svétlem, coz zpusobuje kolektivni koherentni oscilaci jejich elektronii s volnym vodivym pasmem.
Tato lokalizovana oscilace naboje se nazyva lokalizovana povrchova plazmonova rezonance (LSPR) a
tato kolektivni oscilace ma za nasledek rozptyl a absorpci svétla na dilci frekvenci. LSPR stfibrnych
nanocastic zavisi na mnoha faktorech jakou jsou naptiklad velikost, tvar, dielektrické prostiedi a
vzajemné elektromagnetické interakce mezi Casticemi v t€sné blizkosti. Oscilace volnych elektronti
ma za nasledek bud’ radia¢ni rozpad se silnym viditelnym rozptylem svétla, nebo neradiaéni rozpad,
ktery zpiisobuje preménu fotonové energie na tepelnou energii. Tyto dva rozpadové mechanismy byly
snadno vyuzity pfi biodiagnostickych a zobrazovacich metodach (jak pifi vyuziti radiacniho SPR

rozpadu), tak pfi terapeutickych aplikacich (vyuzivajicich neradia¢nich SPR rozpadu). [16, 17, 18]

17



Dalsi z dulezitych vlastnosti je katalyticky tcinek nanocéastic stfibra. Toho je dosazeno pravé diky
jejich malé velikosti a specifické plose povrchu. Nejcastéji se vyuzivaji ke katalytickym redukcim
riznych organickych latek a barviv, které se vyuzivaji v ¢isténi kontaminovanych vod. Predstavuje
vyzvu, jak efektivné vyuzit nanocastice k ¢isténi zneciSténych vod, tak aby to nepfedstavovalo dalsi
znedisténi pro zivotni prostiedi. Obvykle byvaji nanoc¢astice stfibra pfipraveny spolu s dalsi latkou,
ktera podporuje stabilitu matrice materialu — napiiklad kiemik, grafén oxid, rizné polymery a dalsi.
Tento postup zabranuje agregaci samotnych nanocCastic stfibra, ktera je zplisobena vysokymi

hodnotami specifické plochy povrchu. [19, 20, 21]

2.1.1. Toxicita nanocastic

Toxicita nanomaterialti zavisi na jejich velikosti, tvaru, povrchu a typu organismu/patogenu na kterych
materialem. Mohou byt toxické na buné¢né, tak i na subceluarni Grovni. Nanocastice syntetizované
biologickou metodou jsou obecné vice toxické neZ ty, které byly ziskany jak fyzikalni nebo

chemickou metodou. [22]

Mechanismus plsobeni nanocastic neni prozatim zcela znamy. Existuje nckolik teorii. Nicmén¢ se

vétsinou pracuje se dvéma zakladni principy proniknuti nanoéastic do buriky, difaze a adsorpce. [23]

Prvnim je diftize, kterda umoznuje pronikani nanocastic do bunky prostiednictvim port, pricemz
dalezitym parametrem je velikost. Velmi malé nanocastice mohou do bunky vstupovat pies jeji
bunétnou membranu difuzi. Také je mozny transport do buiiky prostfednictvim membranovych vacku,
tzv. vezikul. Jakmile dojde Kk transportu vezikuly do bunky, zvyseny osmoticky tlak zptisobi proniknuti
vody do vezikuly, coz vede k jejimu prasknuti. Poté dojde k reakci uvolnénych nanocastic stiibra
S thiolovymi skupinami proteind, ¢imz dojde k jejich inaktivaci a ukonceni dtlezitych metabolickych
drah v buiice. Druhym principem je pak adsorpce, kdy se nanoc¢astice mohu naadsorbovat na povrch
buriky a poté difunduji ionty do buiiky. Tento mechanismus je charakteristicky také pro malé ¢astice o

velikosti jednotek nanometrt, u nichz dochazi k produkci vyznamného mnozstvi stiibrnych iontt.

Toxicita nanocastic je zalozena na tvorbé volnych radikald, jako je ROS — reaktivni forma kysliku.
Dochazi ke snizeni hladiny glutathionu (antioxidant) a zvyseni hladiny ROS. Pokud je ROS je
produkovan, mize zplsobit poskozeni membrany. Dochazi k interakci s membranovymi lipidy a

nasledné jejich disociaci, poSkozeni, a nakonec dojde k pozastaveni vyvoje a nasledné replikace.
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Nicméné, tento proces muze byt zpozdén v pritomnosti antioxidantu, jako napiiklad enzym nebo

neenzymatické slozky, ktera zachycuje volné radikaly. [22, 23]

V soucasnosti se diskutuje a srovnava toxicita nanocastic a iontéi. Nicmén¢ neni jednoduché urcit, co
vykazuje véEtsi toxicitu. Nekteré studie poukazuji na toxicitu stiibrnych nanocéstic, zatimco jiné
pfisuzovaly toxicitu iontm stfibra uvolnénym z nanocastic stfibra. Také je dilezité vzit do uvahy, ze
dochazi k uvolilovani stfibrného kationtu ze stfibrnych nanocastic. Dalsi studie pak dosla k zavéru, ze
stejna mnozstvi stiibrnych nanocastic a stéibrnych iontit vykazuji identickou hodnotu inhibice ristu E.
coli a S. aureus. Nelze tedy obecné¢ uréit, ktery mechanismus je pro stiibro charakteristicky.
Predpoklada se, ze dochazi k synergickému piisobeni nanocastic a iontd. Dulezitymi parametry pro
toxicitu nanocastic jsou velikost a také tvar. S klesajici velikosti Castice vykazuji vétsi toxicitu a
nékteré tvary, napiiklad tvary trojuhelniku vykazuji vEtsi toxicitu na studované organismy. Stiibrné
ionty mohou proniknout do bakterie pies bunéénou sténu, nasledkem toho muZe dojit k prasknuti
bunécné stény a dojde k denaturaci proteinu a k apoptoze buiiky. Protoze ionty stéibra jsou kladné
nabité a mnohem mensi, nez neutralni nano¢astice mohou snadno reagovat s biomolekulami bohatymi

na elektrony v bakterialni bunééné stén¢ obsahujici zejména siru, fosfor nebo dusik. [9, 15, 22-24]
2.2. Syntéza nanocastic stiibra

V dnesni dob¢ je priprava nanocastic stiibra velmi prozkoumana a neni problém pfipravit nanoc¢astice

stiibra riizné velikosti, odlisné morfologie nebo napftiklad s riznou modifikaci povrchu.

Obecné lze rozdelit syntézu nanocastic stiibra na metody dispergacni (TOP-DOWN) a kondenzacni
(BOTTOM-UP). Dispergacni metody pracuji s materidlem vétsi velikosti a pomoci riiznych metod se
dostavaji do pozadované mensi velikosti. Lze k tomu vyuzit mechanické procesy jako mleti, leptani,
fezani, michani nebo vyuziti laserové ablace ¢i ultrazvuku. Kondenza¢ni metody vyuzivaji tvorbu
nové faze ve formé nanocastic, kdy dochazi ke vzniku na zakladé chemické reakce nebo zménou
fyzikalné-chemickych podminek, napiiklad teploty.

Syntézu nanocastic lze rozdélit také na tfi mozné piistupy — fyzikalni, chemicka a biologicka (téz
zelena) syntéza. Jednotlivé pfistupy maji svoje klady i zapory, které zahrnuji naroc¢nost metody,

vytéznost metody, velikost Castic, energetickou narocnost piipadné moznou toxicitu pouzivanych

chemikalii a Setrnost k zivotnimu prostiedi. [3, 7, 25, 26]
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2.2.1. Fyzikalni syntéza

Ptipravy fyzikalni syntézou spocivaji v rozméliiovani hmoty do koloidnich ¢astic a jsou podminény
piekonanim koheznich sil. K jejich ptekonani je potieba dodat praci, konkrétné dochazi k preméné
mechanické, elektrické energie nebo z energii zafeni na povrchovou energii. Castice lze piipravit
mletim v kulovych mlynech, rozmélnénim malo pevnych latek pomoci ultrazvuku ptipadné vyuzitim
elektrického proudu, kdy dochazi k elektrickému rozpraSovani castic materialu elektrod v disledku
elektrického oblouku mezi elektrodami. Dal$i moznou variantu pak pfedstavuje plsobeni laserového
paprsku na povrch materialu, tzv. laserova ablace, kdy dojde k lokalnimu ptehiati, které zpsobi vznik
vysokého tlaku odtrhavajici Castice z povrchu materialu. Ptiprava nanocastic stfibra pozadované
velikosti neptedstavuje problém, zalezi pouze na volbé vinové délky laseru a délce ozafovani.

S klesajici vinovou délkou laseru lze pfipravit mensi ¢astice. [3, 7, 25]

2.2.2. Chemicka syntéza

Chemické metody pro syntézu nanocastic stibra lze rozd¢lit na chemickou redukci, elektrochemické
techniky, chemické metody podporované ozarenim a pyrolytické metody. Hlavni vyhody chemickych
metod jsou snadnost vyroby, nizka cena a vysoky vytézek, na rozdil od fyzikalnich metod, které maji

spojeno s pouzivanim reduk¢nich €inidel, které jsou Skodlivé pro zivé organismy. [15, 26]

Syntéza nanocastic stiibra chemickou redukci obvykle obsahuje téi hlavni slozky: prekurzor kovu,
redukéni ¢inidlo a stabilizacni ¢inidla, aby se pfedeslo mozné agregaci. Redukce stiibrnych soli je v
podstaté dvoustupiiovy proces. Tento proces zahrnuje v prvni fazi nukleaci a v druhé fazi dochazi k
naslednému rastu. Casto pouzivana redukéni ¢inidla jsou tetrahydridoboritan sodny, citrat sodny,
kyselina askorbova a hydrazinové slouéeniny. Obvykle, prostiednictvim optimalizace rtiznych
parametrii, jako jsou teplota, pH, prekurzory, redukce a dalsi experimentalni podminky, 1ze pripravit

nanodastice stiibra charakteristickych vlastnosti. [24, 26]

Jedna z velmi pouzivanych syntéz je Tollensova metoda, ptipadné modifikace této metody. Podstatou
této reakce je redukce amonného komplexu stiibra [Ag(NHs)2]" Tollensovym ¢inidlem, aldehydem.
V piipadé modifikace této metody dochazi k redukei stiibrnych ionti Ag* cukrem, napiiklad maltézou

nebo glukézou, v pritomnosti amoniaku. Jedna se o jednoduchou, efektivni pfipravu, kterd probiha
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V jednom reakénim kroku. Touto metodou lze pfipravit ¢astice okolo 25 nm az 400 nm. V zavislosti ha
reakénich podminkach lze pfipravit rizné nanocastice. Napfiklad byla provedena studie, kdy se
pouzily rizné cukry jako redukcni ¢inidla (glukdza, galaktoza, maltdza a laktoza), odlisné koncentrace
amoniaku a také pH. Velikost ¢astic se pohybovala v rozmezi 25 nm az 400 nm vzhledem k reakénim
podminkam. S vzrustajici koncentraci amoniaku, doslo k nardstu velikosti Castic. Dale, castice
vzniklé pfi pH 11,5 byly mensi nez ty piti pH 12,5 a zaroven s klesajicim pH doslo k poklesu
polydisperzity. Maltéza poskytla stiibrné nanocastice s nejuzsi velikostni distribuci a nejmensi

pramérnou velikosti 25 nm. [11, 27]

Dal$i moznou metodou piipravy, i kdyz mén€ vyznamnou, je fotosenzitivni syntéza (fotoredukce)
stiibra. UmozZiuje pfipravu stabilnich nanocastic, vzniklych ozafenim reakéni smési svételnym
zdrojem (laserem nebo lampou) v pfitomnosti fotoredukujicich cCinidel bez nutnosti zavadéni
stabilizatori nebo povrchové aktivnich latek. Velikost a potiebna doba pro jejich ptipravu jsou piimo
umérné vykonu ozafeni svételného zdroje. Tuto metodu lze vyuzit k depozici na ur¢ity druh materialu
(zeolit nebo kifemik). Suspenze zeolitu a stiibrnych iontd je ozatena lampou Xe-Hg (200 W) v
ptitomnosti fotoaktivniho redukéniho ¢inidla (2-hydroxy-2-methylpropiofenonu). Nanocastice stiibra
jsou pripraveny po velmi kratké dobé ozafeni (5 - 60 s) a rychlejsi redukce je dosazena po optimalizaci
podminek procesu pfi intenzitich vys$iho zéafeni. Stfibrné nanocastice se nachézi pievazné uvniti

mikropori a maji téméf sféricky tvar s primérem 0,74-1,124 nm. [27, 28]

2.2.3. Biologicka syntéza

Nedavno bylo prokazéno, ze biologicky zprostfedkovana syntéza nanocastic je jednoducha,
nakladove efektivni, spolehliva a Setrna k zivotnimu prostfedi. Hodné pozornosti bylo vénovano také
produkci vysokych vytézkd stfibrnych nanocastic S urCitou velikosti a také s pouzitim riznych
biologickych systémi, vcetné bakterii, hub, rostlinnych vytazkii a malych biomolekul, jako jsou
vitaminy a aminokyseliny, jako alternativa k chemické a fyzikalni syntéze. Biologickou syntézu je

mozné vyuzit nejen pro stfibro, ale také pro zlato nebo grafen. [26]
Biologicka syntéza nanocastic zavisi na tiech faktorech: a) rozpoustédlo; (b) redukéni Cinidlo; a (c)
netoxicky stabilizacni cinidlo. Hlavni vyhodou biologickych metod je dostupnost aminokyselin,

proteind nebo sekundarnich metabolith pfitomnych v procesu syntézy, eliminace dodatecného kroku

potiebného pro prevenci agregace ¢astic a pouziti biologickych molekul pro syntézu nanocastic. [26]
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Lze rozliSit dv€ mozné varianty biologické syntézy nanocastic. Extracelularni syntéza spociva
zachyceni kovovych iontli na povrchu bunék a jejich néasledné redukci v pfitomnosti enzymil nebo
biomolekul, zatimco intracelularni syntéza probihd uvniti mikrobidlniho systému bunék.
Extracelularni syntéza je povazovana za vhodnéjsi variantu ptipravy, diky své jednoduchosti, nizkym

nakladiim a jednodus$simu naslednému zpracovani. [24]

Extracelularni syntéza nano¢astic stfibra byla zkoumana na bakterii Bacillus sp., kdy doslo k syntéze
Vv baiice. Nejdiive byly inkubovany bakterie po dobu 48 hodin, pak tato kultura byla centrifugovana a
supernatant byl odebran. Sedlina byla resuspenzovana ve vodném roztoku dusi¢nanu stéibrného
Vv Erlenmayerové baiice. Také supernatant byl smichan s roztokem dusi¢nanu stfibrného. Nasledné
doslo kinkubaci na rotaénim zafizeni pii pokojové teplot¢ po dobu 72 hodin na svétle. Byla
pozorovana extracelularni tvorba nanocastic stiibra béhem 24 hodin. To bylo potvrzeno vizudlnim
pozorovanim a absorpci pfi 450 nm Vv UV-VIS absorpéni spektrospii. Naslednd charakterizace
nanocastic transmisni elektronovou mikroskopii potvrdila velikost nanocastic stiibra v rozsahu 42-92

nm. [29]

Intracelularni ptiprava nanocastic stiibra byla provedena na bakterialnim kmenu rezistentnim na kovy
Bacillus cereus. Nejdtive doslo k inkubaci, nasledné centrifugaci a smichani bakterialni biomasy ve
vodé¢ a roztoku dusi¢nanu stiibrného. Nésledné byla provedena inkubace po dobu 120 hodin pfi teploté
37°C. Snimky z HRTEM odhalily existenci stfibrnych nanocastic s dobie definovanymi kulovitymi
tvary a prumérna velikosti ¢astic byla 5 nm. V UV-VIS absorpénim spektru byla zaznamenana nizsi
absorbance a také posuv k vy$$im vinovym délkam (Cerveny posuv), coZ poukazovalo na pfitomnost
nejen nanocastic stiibra. Méfeni pomoci FTIR poskytlo dikaz, Ze nanocastice jsou pokryté bilkovinou,
ktera Castice stabilizuje a pfedchazi agregaci Casti. V porovnani je intracelularni syntéza méné
vyhodna, jelikoz vyzaduje dalsi kroky, napftiklad oSetfeni ultrazvukem nebo reakce s vhodnymi

detergenty pro uvolnéni syntetizovanych nanocastic stiibra. [24, 30]
2.3. Aplikace

Nanocastice stfibra maji velmi Siroké uplatnéni v soucasnosti. Aplikace nachazeji své misto jak ve
védeckém vyzkumu, tak i v praktickych aplikacich pro komeréni vyuziti. Jsou vyuzivany diky svym
jedine¢nym antibakteridlnim a optickym vlastnostem. S nanostiibrem se tedy mizeme setkat
v riznych odvétvich jako napiiklad Vv medicing, farmacii, kosmetice, potravinafstvi, textilnim

prumyslu nebo také optice a elektronice. [31]
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2.3.1. Biomedicinské aplikace

Stiibrné nanocastice patfi mezi nejatraktivnéj$i nanomaterialy a jsou hojné pouZzivany v tadé
biomedicinskych aplikaci, jako je naptiklad diagnostika, 1é¢ba, cileny transport 1é¢iv nebo impregnace

vybaveni. Dochazi k vyuziti zejména antibakterialnich vlastnosti nanostiibra.

K 1é¢bé riiznych ran na pokozce Ize vyuzit pfipravky s obsahem nanocastic stiibra. Mazu se jednat o
lécbu popalenin, chronickych viedd nebo riiznych druhti ekzémut. Naptiklad se podatilo se pfipravit
obvaz obsahujici nanocastice stiibra a chitosanu. Ob¢ slozky vykazuji podobné vlastnosti, a to
zejména pusobeni proti mikroorganismiim. Tento obvaz vyznamné zvysil hojivost ran a zaroven
vykazoval men$i pfitomnost iontd stfibra v krvi ve srovnani s vzorkem antibiotika stfibrné soli

sulfadiazinu. [27, 32]

Vv v

Kombinaci bézn¢ dostupnych biopolymert, jako naptiklad chitosan nebo kolagen, a nanocastic stiibra
lze ziskat material, ktery ma obrovsky potencial k zdokonaleni a vétsi Gi¢innosti hojeni ran. Acticoat ™
a Bactigras ™ (Smith & Nephew), Aquacel ™ (ConvaTec), PolyMem Silver ™ (Aspen), a Tegaderm ™
(3M) jsou reprezentativni biokompozity modifikované iontovym stiibrem a schvalené Ufadem pro

potraviny a lé¢iva (FDA) Spojenych statii americkych pro aplikace pro obvazy. [33]

Dalsi mozné aplikace nanocastic stiibra jsou v impregnaci medicinského vybaveni a implantati.
Stéibrné nanocastice v medicinskych aplikacich jsou bezpe¢né a netoxické ve srovnani s kovovym
stiibrem. Jedna z moznych aplikaci je napfiklad syntetizovany kompozitni material nanostiibra a
uhliku, jehoz struktura je podobna diamantu. Tento material vykazuje dobrou hemokompatibilitu a
muze byt vyuzit pro srde¢ni chlopné nebo stentu. Navic kompozit vykazoval antibakterialni vlastnosti
a antitrombogenni Uc¢inek, coz predstavuje velky potencial v kardiovaskularnich implantatech. [31, 34]
Mozna aplikace je také impregnovani povrchu, kde jsou vyuzivany antibakterialni vlastnosti
nanocastic stiibra. Mohou se potahovat katetry, napfiklad centralni zilni katetr. Obvykle jsou tyto
katetry nachylné k bakterialni infekci, které se muize rychle rozsifit a vést k vaznym zdravotnim
komplikacim. VySe zminované vlastnosti a zaroven neprokazana toxicita vici ¢lovéku muze vést
k vyuziti pro sniZeni rizika bakterialni infekce a moznym komplikacim. V pilotni klinické studii bylo
srovnano pouziti klasického katetru a nanostiibrem potazeného katetru a doslo se k zavéru, Ze katetry
impregnované nanocasticemi stfibra jsou bezpecné a ucinné pii snizovani rizika infekénich komplikaci

spojenych s umisténim katétrd. To také potvrdili dalsi studie. [31, 35, 36]

Jedna z nejzajimavéjSich oblasti pak pfedstavuje spojeni nanocastic a antibiotik. Jak je jiz znamo, roste

odolnost antibakterialnich kment vici tradicnim antibiotikiim, coz zpisobuje, ze nékteré znamé
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1écebné postupy se staly neefektivni a musi byt nahrazeny siln€j$i formou antibiotik. To nicméné
predstavuje zaCarovany kruh, ktery by mohl vyustit v celkovou rezistenci vici bakteriim. Zde pak
pfichazi v ivaze antibakterialni povaha stiibra, zvySena ve formé nanodastic, které maji schopnost
proniknout do bunécné stény bakterii a posSkodit bunécnou membranu, ktera vede ke smrti buiky. Lze
napiiklad vyuzit synergického Uc¢inku antibiotik a nanoc¢astic. Nanocastice stiibra byly pfipraveny
biologickou syntézou bakterie Klebsiella pneumoniae. Jednalo se o kulaté nanocastice, jejichz velikost
byla okolo 20 nm. Doslo k testovani spolu s antibiotiky gentamicinem a chloramfenikolem na bakterii
Enterococcus faecali, ktera je rezistentni vi¢i né€kolika antibiotikim. U obou zkoumanych vzorkl

antibiotik bylo dosazeno lepsiho u¢inku, pokud byly aplikovany spolu s nano¢asticemi stiibra. [31, 37]

Je znamo, ze dlouhodobym naduzivanim antibiotik stoupa odolnost bakterii. Krom¢& znamé rezistence
vici antibiotikiim byla zkoumana moznost tvorby rezistence bakterii vii¢i nano¢asticim stibra. Studie
byla provadéna s bakteriemi (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), které byly vystaveny
opakovanym nizkym davkdm nanocéstic a mohly vyvinout rezistenci vici nim. To je zplsobeno
produkcei proteinu flagelinu bakterialnim bic¢ikem, ktery zptisobuje agregaci nanocastic. Rezistence je
vyvijena bez jakykoliv genetickych zmén a nelze mechanismus rezistence pfekonat dodatecnou
stabilizaci nanocastic stiibra pouzitim povrchové aktivnich latek nebo polymerd. Nicméné se jim
podafilo silné potlacit produkci flagelinu pomoci extraktu z granatového jablka, ktery ptsobil jako
inhibitor. Tato studie objasnila mechanismus, kterym se muze fidit bakterialni rezistence vuci
antibakterialnim latkam a bude uzitena pfi prevenci rezistence vi¢i bakterialnim 1éktm i v boji proti

infekénim bakteriim. [38]

Dalsi mozné aplikace jsou v diagnostice a 1é¢bé rakoviny, dentalnich aplikacich nebo by mohly byt
pouzity k 1é¢bé zlomené kosti, kdy posiluji hojeni zlomené kosti. Kombinaci nanostiibra a oxidu
vanadi¢ného Ize vylepsit vykon baterii v nové generaci medicinskych pfistrojich vyuzivanych

v implantacich. [31, 39]

2.3.2. Nanosenzory

V soucasnosti panuje velky zajem o vyuziti nanoCastic ke zlepSeni nebo nahrazeni soucasnych
aplikaci. Nanocastice stiibra mohou sehrat dalezitou roli pti konstrukei analytickych a bioanalytickych
senzort.. Nanotechnologie se staly dulezitymi ve vyvoji novych a u¢innych diagnostickych metod i
1é¢bé v medicing. Pouziti nanostfibra v bunééném zobrazovani in vivo muze byt velmi uzite¢né pro

studium zanétu, nadort nebo imunitni reakce a G¢inkd terapie kmenovymi buiikami, kdy jsou
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kontrastni latky konjugovany nebo enkapsulovany s nanocasticemi pfes povrchovou modifikaci. Tato
role vyplyva zjejich unikatnich optickych, chemickych a elektrickych vlastnosti. Vykazuji vysoké
hodnoty specifické plochy povrchu, malé velikosti, schopnost tvofit disperze nebo zesilit Ramantiv

rozptyl nebo také vysokou antibakterialni aktivitu. [26, 40]

Jedna mozna aplikace je nanosenzor, ktery byl navrzen pro enzymatické stanoveni glukozy na zaklade
zesileni fluorescence nanocastic stiibra. Toto zesileni je vysledkem oxidace glukozy katalyzovanou
enzymem gluk6zooxidazou. Nanocastice stiibra byly piipraveny chemickou redukci pomoci citratu
trisodného. Experimentalni vysledky ukazaly, ze vzrist fluorescence nanocastic byl linearné imérny
koncentraci glukézy. Diky relativné nizkému detekénimu limitu, Sirokému rozsahu detekce a procesu
rychlého zjistovani je tento detek¢ni systém slibny pro piimé stanoveni glukézy v biologickych

vzorcich. [40]

Dalsi vyuziti mtze byt jako kolorimetricky senzor pro stanoveni rtut'natych iontd (Hg 2*) a peroxidu
vodiku. Funguje na zakladg katalytické redukce Hg?* na elementarni rtut’ zptisobené nano¢asticemi a
Vv pfitomnosti peroxidu vodiku. Tato redukce zptisobuje agregaci a kolorimetrickou odezvu nanocastic
stfibra. Toto stanoveni je velmi citlivé pro rtutnaté ionty a peroxid vodiku, coz umozinuje stanoveni
malych koncentraci. Jednd se o jednoduchou a rychlou metodu vyuZivajici katalytické reaktivity
nanostfibra, kterd muze byt aplikovdna pro monitorovani, napiiklad v Zivotnim prostfedi nebo také

Vv klinickych analyzéch. [41]

Mozné je také ptipravit citlivy a selektivni fluorimetricky senzor pro stanoveni kyseliny askorbové
S pouzitim nanocastic stfibra jako emisniho ¢inidla. V této studii byly nanocéastice stfibra ptipraveny
reakci roztoku dusi¢nanu sttibrného a plynného amoniaku. Velikost nanoc¢astic byla pfiblizné 10 nm,
vykazovaly tuzky emisni pas. Poslouzily jako fluorescenéni sonda pro stanoveni kyseliny askorbové,
ktera zpiisobila zhaseni fluorescence nanocastic stiibra. Hlavnim dtivodem, pro¢ dochézelo ke zhéaseni
fluorescence je pravdépodobné komplex mezi kyselinou askorbovou a nanoclasticemi stiibra. Za
optimalnich podminek byla intenzita zhaSené fluorescence linearni s koncentraci kyseliny askorbové.
Navrhovana metoda byla aplikovana pro stanoveni kyseliny askorbové v zeleniné a tabletach

vitaminu C. [42]
2.3.3. Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie
Stiibrné nanocastice maji své uplatnéni jako substraty v povrchoveé zesilené Ramanovée

spektroskopii, zkr. SERS. Zpisobuji vyrazné zesileni Ramanova rozptylu (typicky 10 4 — 10) pro
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molekuly naadsorbované na substratu. Nejveétsi pfinos této metody je, Ze diky extrémnimu
povrchovému zesileni lze pracovat s nizkymi koncentracemi, které¢ oteviraji fadu analytickych aplikaci
diive pro Ramanovu spektroskopii nedostupnych. V nedavné dob¢ se podafilo detekovat pouhou
jednu molekulu vyuzitim SERS. Dtlezitou roli hraje také velikost a tvar Castice. Vyuziti SERS
nachazi v biologii, tak i v materialovych védach. [43] Dosazeni vysokého zesileni v Ramanoveé
signalu stiibrnymi nanoc¢asticemi byva podminéno aktivaci naptiklad halogenidy, zejména

chloridy, které po ptidani zpisobuji agregaci. [44]

Ptipravy nanocastic stiibra vyuzivanych jako substrat pro SERS je mnoho. Velmi ucinna, jednoducha
a zaroven Setrnd k zivotni prostfedi je syntéza zaloZend na redukci dusicnanu stiibrného s
polyethylenglykolem 200 (PEG200). Neni potfeba Zadného daliho redukéniho nebo stabilizaéniho
¢inidla. Pti laboratorni teploté se podafilo pfipravit ¢astice mensi nez 5 nm. ZvySeni signalu bylo
testovano na tris(2,2'-bipyridylruthenium(ll) chloridu (Ru(bpy)) a Rhodaminu 6G (R6G) v pevné i
kapalné formé. Ukazalo se, Ze nanocastice stiibra poskytuji vysokou SERS aktivitu a doslo ke zvySeni

signald, coz dokazuje vyhodnost této piipravy substrati SERS na bazi nanocastic stiibra. [45]

2.3.4. Dekontaminacni technologie

Dekontaminac¢ni technologie zaznamenaly V posledni dobé znacny zajem, ktery vedl k vylepSeni
stavajicich metod, piipadné vedl k novym postuptim. Tyto technologie jsou zaloZzeny na chemickém
rozkladu organickych polutantli nebo vyuzivaji imobilizaci pomoci aplikace vhodnych latek. Nejvetsi
uplatnéni zde nasly nanocastice zeleza, respektive nulamocného Zeleza. Nicméné své zastoupeni tu

mohou mit i nanocastice stiibra, které se nanasi na povrch a zvysuji reaktivitu zeleza. [46]

Prikladem muze byt Castice, jejiz jadro je tvofeno nanocasticemi zeleza (FesO4) @ na povrchu byly
navazany nanocastice stiibra s biokompatibilné imobilizovanym myoglobinem. NavrZeny byly pro
detekci a zachyceni zvolenych latek (NO2-, CN- a H,0;). Imobiliza¢ni strategie vyuZivajici vazbu
myoglobinu a chitosanu, na povrchu ¢&astice, pies glutaraldehyd byla funk¢ni a vykazovala vysokou
vazebnou afinitu pro malé molekuly, coz bylo potvrzeno povrchovée zesilenou rezonan¢ni Ramanovou
spektroskopii (SERRS). Na zakladé meéfeni pomoci SERRS bylo mozné sledovat a kvantifikovat
vazbu zvolenych latek s vysokou citlivosti. Bylo dosazeno u¢inné dekontaminace roztokd, jak bylo
prokazano SERRS. Vzhledem k magnetickym vlastnostem mohou byt dispergované nanocastice s
navazanymi polutanty snadno shromazdény externim magnetem, coz predstavuje vhodny zplisob

dekontaminace s potencialnimi aplikacemi v Zivotnim prostiedi nebo v potravinarstvi. [47]
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3. Fluorescence

Luminiscence je emise zafeni, ke které dochazi pti prechodu z excitovaného elektronového stavu do
zakladniho stavu molekuly. Je mozné ji také definovat jako ptebytek zafeni nad tepelnym

vyzatovanim télesa. Luminiscenci Ize rozdé¢lit na fluorescenci, fosforescenci a zpozdénou fluorescenci.

Fluorescence je definovana jako zarivy prechod mezi stavy o stejné multiplicité. Lze ji pozorovat

b&hem buzeni a po preruSeni ihned zmizi. Doba dohasinani se pohybuje obvykle kolem 108 s.

Fosforescence je definovana jako zativy pirechod mezi stavy o rizné multiplicité pfetrvavajici i po
preruseni pusobeni excitacniho zafeni. Doba dohasinani je del$i nez u fluorescence. Zpozdéna
fluorescence je zafivy piechod stejny jako fluorescence, ale s dels$i dobou dohasinani vymezenou

¢asem, kdy je molekula v metastabilnim tripletovém stavu. [48, 49]

Ke znazornéni jednotlivych ptechodi, které nastavaji, se pouziva Jablonského diagram. Popisuje
absorpci a emisi zafeni latkou. Typicky Jablonského diagram je znazornén na obrazku €. 3. Jsou zde
znazornény jednotlivé energetické stavy, které mohou existovat v fad€ vibracnich stavi. Také jsou tu
zaznamenany piechody, které trvaji zhruba 1071° s, coz je velmi kratka doba pro vyznamné posunuti
jadra. Tento jev je popisovan jako Frank-Condontiv princip. Pfi absorpci svétla dochazi k nékolika
moznym jevim. Po absorpci svétla dochazi k vybuzeni na vyssi vibracni hladinu excitovanych stavi.
hladinu excitovaného stavu S; a tento d& netrva déle nez 10712 s. Poté dochazi k fluorescenci.
Molekuly ve excita¢nim stavu Si; mohou také projit spinovou konverzi do prvniho tripletového stavu
T1. Emise z T1 je nazyvana fosforescence. Obecné je posunuta k del§im vinovym délkam (tj. nizsi

energii) vzhledem k fluorescenci. Konverze Sy na Ti se nazyva mezisystémové kiizeni. [50]
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Obrazek €. 3: Jablonského diagram. [51]
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U fluorescence nastava emise zafeni, které je posunuto k vySSim vinovym délkam nez absorpéni
zafeni. Tento jev je dusledkem Stokesova zakonu, ktery definuje vinovou délku emise pfi

fotoluminiscenci vétsi nebo rovnou vlnové délce excita¢niho svétla.

Stokesuv posun
G

Excitace

Intenzita

400 i " 500 " 600 700

Vinova délka (nm)

Obrazek ¢&. 4: Zrcadlova symetrie excitaéniho (absorpéniho) a emisniho spektra latky. [52]

Pro velké mnozstvi organickych molekul plati zrcadlova symetrie absorpéniho a emisniho pasu, jak je
tomu u obrazku ¢. 4. Tato symetrie je zplisobena stejnou rovnovaznou vibracni strukturou zakladniho i
excitovaného stavu. Stokestiv posun je rozdil energii maxim absorpcniho a emisniho pasu. Tento

rozdil je zpisoben vibra¢ni relaxaci do rovnovazné vibra¢ni hladiny excitovaného stavu. [48, 50]

Kvantovy vytézek Ize definovat jako pomér poctu svételnych kvant emitovanych a absorbovanych
fluoroforem za sekundu. Nepiimo ho pak lze definovat jako pomér pozorované stfedni doby

dohasinani fluorescence a vnitini doby zivota excitovaného stavu bez zhasecich mechanismii. [48]

Zhaseni fluorescence je bimolekularni proces, ktery snizuje kvantovy vytézek fluorescence beze
zmeény fluorescencniho emisniho spektra. Srazkové, téz dynamické zhaSeni probiha, kdyz dojde
k deaktivaci fluoforu, tj. navraci se nezafivé do zakladniho stavu, pfi srazce s molekulou zhasedla.
Siroka $kala molekul miize pisobit jako kolizni zhasedlo. Naptiklad kyslik, halogeny nebo aminy.
Nedochazi k chemickym zménam molekul. Statické zhaSeni se pak pravé odliSuje tim, Ze po kontaktu
fluoforu a zhasedla dojde k vytvoreni nefluorescenéniho komplexu. Mize také dojit k samozhaseni,
coz znamena zhaSeni fluoforu jim samotnym. To muze nastat pii jeho vysokych koncentracich

piipadné pii vysoké hustoté znaceni. [48, 50]
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3.1. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescence je nesmirn¢ dulezita technika pro studium biomolekul, ale také i pro materiadlové védy.
Pfi fluorescenéni mikroskopii biologickych vzorki dochazi k navazani velkého poctu fluorescenénich
molekul na proteiny, nukleové kyseliny a membrany zivych bunék a poté dochazi k zobrazeni
distribuce fluorescenéni intenzity na ozafené ploSe. Nékteré molekuly, jako je napiiklad chlorofyl
nebo flavin, vykazuji silnou fluorescenci ve srovnani s vétSinou soucasti stavebnich proteint nebo
nukleovych kyselin. Fluorescenéni mikroskopie umoznuje pozorovat fluorescenci dvou-

tiirozmérnych mikroskopickych objektu. [48, 49]

Fluorescenéni mikroskopie muze pracovat ve dvou rezimech — epifluorescence a diafluorecence.
Epifluorescence je pozorovani v odrazeném svétle. Diafluorescence je pozorovani v prochdzejicim
svétle a v soucasnosti se tato metoda téméf nepouziva. Fluorescen¢ni mikroskop je opticky mikroskop,
ktery vyuziva schopnosti fluorescence latek. Mikroskop je vybaven rtutovou nebo xenonovou
vybojkou, ktera slouzi jako druhy zdroj svétla. Dalsi dllezita soucast je fluorescenéni filtr, ktery je
konstruovan ve tvaru kostky a je tvofen excitacnim filtrem, bariérovym filtrem a dichroickym
zrcadlem. Excita¢ni filtr propousti pouze to svétlo, které je potiebné pro fluorescenci vzorku.

Bariérovy filtr pohlcuje excita¢ni zateni, které nebylo vyuzito k fluorescenci vzorku.
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Obrazek €. 5: Schéma epifluorescenéniho mikroskopu. [54]

Dichroické zrcadlo umoziuje odrazet svétlo uréitého rozsahu vlnovych délek a také propoustét jiny
rozsah vlinovych délek. Tedy excitacni zafeni se odrazi do objektivu a emisni zafeni do okularu.
Vznikly obraz pak Ize pozorovat pomoci okularu a je mozné ho zaznamenavat pomoci specialnich

CCD kamer. CCD kamery je mozné nahradit vyuzitim digitalniho fotoaparatu. [53, 54]
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3.2. Fluorescen¢ni barviva

VétSina organickych molekul nevykazuje fluorescenci. Nekteré vSak ano, jednd se napfiklad o
polyaromatické uhlovodiky nebo heterocykly. Slouceniny, které vykazuji intenzivni fluorescenci se
nazyvaji fluorescenéni barviva, téz fluorofory. Mezi typické fluorofory se tfadi chinin, fluorescein,

rhodamin B nebo antracen.

Fluorofory se rozdéluji do dvou skupin. Prvni skupina je nazyvana vnitini (vlastni) fluorofory a jejich
vyskyt je pfirozeny. Vnéjs$i (nevlastni) fluorofory jsou pak druhd skupina a jsou pifidavany k tém

vzorklim, které nemaji vhodné fluorescencni vlastnosti. [48]

Vlastni fluorescenci bunék vykazuji zejména proteiny (fluorescence v UV oblasti), dale redukované
formy nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), nikotinamidadenindinukleotid fosfitu (NADPH),
oxidované formy flavoproteinil a vitaminu A, které¢ vykazuji fluorescenci ve viditelné oblasti (modra
az zIutd). Nebo také cytochromy, peroxiddza, hemoglobin, myoglobin, chlorofyl vykazujici
fluorescenci ve viditelné oblasti (Cervend). Hlavnimi fluorofory v proteinech jsou aromatické
aminokyseliny fenylalanin, tryptofan a tyrozin. Jejich absorpcni pas se nachazi v oblasti 240 az 300
nm. Nicméné dominantni roli ma tryptofan, respektive indolova skupina, ktery se mize pozit pro
pozorovani konformac¢nich zmeén proteinti diky jeho velké citlivosti na vlastnosti okoli. Své zastoupeni
zde maji i nanocastice. Vlastni fluorescenci vykazuji kvantové tecky, nanocastice platiny nebo selenu,

které se mohou vyuZit pro pozorovani biologickych vzorku. [48, 55]

Nevlastni fluorofory se vyuzivaji mnohem vice. Jsou aplikovany ke studovanému vzorku a pokud se
na n¢j kovalentné vazou, jsou ozna¢ovany jako fluorescenéni znacky, pokud se vazi nekovalentné, pak

jsou oznacovany jako fluorescencni sondy. [48]

Fluorescenc¢ni znacky se pouzivaji zejména k fluorescencnimu znaceni proteinti. Kovalentné se vazou
na jejich aminové, sulfhydrolové nebo také na histidinové boc¢ni fetézce. K nejznaméjsim
fluorescencnim znackam patfi fluoresceinizothiokynat (FITC) a tetrametylrhodaminizothiokyanat
(TRITC), které se vyuzivaji Vimunofluorescenénich metodach. Dalsi zajimavou skupinu
fluorescen¢nich znacek predstavuji BODIPY, kdy fluorofory obsahuje bér. Jejich vyhody jsou vysoké
kvantové vytézky fluorescence, moznost pouzit riizné derivaty s emisi v Sirokém rozsahu 510 az 675
nm nebo nezavislost na polarité okoli a na pH. Nevyhodu piedstavuje maly Stokestiv posuv. Vyuzivaji

se pro znaceni proteintl, nukleotidi nebo fosfolipidi.
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Fluorescencni sondy se nekovalentné vazou ke sledované struktuie a mohou pfitom ménit své
fluorescen¢ni vlastnosti. lontové fluorofory se vyuzivaji napiiklad pro studium zmén konformace
bilkovin, membranového potencidlu nebo tloustky membran, pficemz dochizi ke zméné
kvantového vytézku nebo spektralnich vlastnosti po navazéani na sledovanou strukturu. Typickymi
fluorescenénimi sondami pro polaritu prostiedi jsou l-anilinonaftalén-8-sulfonat (ANS) a 2-
ptoluidinonaftalén-6-sulfonat (TNS), kdy v zavislosti na polarité rozpoustédla jsou ovliviiovany
fluorescencni  vlastnosti  (kvantovy vytézek, doba dohasinani nebo emisni maxima).
Fluorescencnich sond je opravdu mnoho a lze je vyuzit k specifickym aplikacim. Kromé vyse
zminénych se fluorescencni sondy vyuzivaji ke znaCeni membran, membranového potencialu

nebo pro znaceni nukleovych kyselin. [48]

3.2.1. Rhodamin B isothiokyanat

Rhodaminy se fadi do skupiny xanthenovych barviv a jsou hojné vyuzivany jako fluorescencni
barviva. Rhodamin B isothiokyanat (RBITC) je vyuzivan jako fluorescen¢ni znacka v mnoha
aplikacich diky svym vlastnostem jako vysoky absorpéni koeficient, vysoky kvantovy vytézek nebo
fluorescenci ve viditelné oblasti elektromagnetického spektra. Vyuziti nachdzi jak v biologickych, tak

i v materialovych aplikacich. [56, 57]

Isothiokyanaty reaguji s nukleofily, jako jsou aminy, thioly nebo hydroxylové skupiny, kvili
ptitomnosti elektrofilniho uhlovodiku isothiokyanatové slouceniny. Reakci s nimi vytvaii slouCeniny
thiomocoviny, thiokarbamatti nebo karbamatt. [58] Kromé tvorby sloucenin se mtize také Rhodamin

B vazat pomoci vodikové vazby nebo elektrostaticky v zavislosti na reakénich podminkach. [56]

3.3. Vazba fluoroforu na nanoc¢astice

Vzhledem k rozsdhlému vyuziti metod detekce zalozenych na fluorescenci se veénuje vice

pozornosti také fluorescencné znacenym nanocasticim.

Byl vyvinut fluorescen¢ni imunosenzor pro detekci viru chiipky HIN1, ktery obsahoval nanocastice
stiibra znacené protilatkami chiipky. Okyselenim roztoku pak doslo ke vzniku stiibrnych iontd, které
mohou katalyzovat oxidaci o-fenylendiaminu (OPD) za vzniku fluorescence pro vysoce citlivou

detekci. Za optimalné nastavenych podminek je patrny linedrni vztah mezi intenzitou fluorescence a
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logaritmem koncentrace HIN1. Vysledky ukazaly, ze navrhovana metoda detekce poskytuje dobrou
citlivost a jednoduchou operaci pro detekci viru chfipky. Toto uspoifaddni mize byt univerzalné
aplikovano pro selektivni detekci rtiznych struktur, od DNA az po proteiny a malé molekuly. Tento
typ fluorescen¢niho imunosenzoru by mohl najit uplatnéni v oblasti molekularni diagnostiky a dalSich
védnich obori. [59]

Dalsi mozné provedeni je fluorescencni senzor na bazi stiibrnych nanocastic a organického fluoroforu,
kyseliny 2-{[4-(2H-Nafto [1,2-d] [1,2,3] triazol-2-yl) fenyl] karboxylové (NTPC). Tento senzor slouzi
k detekci ionta tézkych kovu, vCetné iontl paramagnetickych kovii. Navazani organického fluoroforu
NTPC na povrch nanocastic stiibra probéhlo na zaklad¢ interakce vodikovych vazeb mezi NTP a
nanosttibrem, jehoz povrch byl funkcionalizovany aminokyselinami. Silna a selektivni koordinace
fenolickych chelata¢nich ligandii, navazanych na aminokyseliny, s biologicky dulezitymi ionty kovi,
konkrétné Zn 2*, Cu ?* a Fe 3*, odd&lovala fluorofor od povrchu nanoc¢astic a umoznila fluorescenci
NTPC. Studie koncentracni zavislosti ukéazaly selektivni detekci iontd kovit Zn 2*, Cu ?* a Fe 3 ve
vodném roztoku az do tirovné ppb. Tento pfistup demonstruje multifunkéni vyuzitelnost kovovych
nanocastic pii vyvoji fluorescencniho senzoru pro paramagnetické ionty tézkych kovl ve vodném

roztoku. [60]

Déle je mozné pfipravit nanokompozitni materidly, vykazujici zvySenou fluorescenci. Jednd o
kompozitni materidl zlata, pfipraveny polymeraci kyseliny polyakrylové na nanocasticich zlata
modifikovanych vinylem. Zlaté nanocastice byly pfipraveny redukci methakrylovou kyselinou, ktera
zaroven v jednom kroku funkcionalizovala povrch nanocastic vinylovymi skupinami, nasledné doslo k
vytvoreni obalu nanocastice pomoci polymerace polyakrylové kyseliny volnymi radikaly. Poté doslo k
navazani fluorescencné konjugovaného polymeru PFV pomoci elektrostatickych interakci. Intenzita
fluorescence PFV vykazovala zavislost na pH. Optimalni zvySeni fluorescence bylo pozorovano, kdyz
byly nanokompozity v kyselém prostiedi. Vzhledem k dobré biokompatibilité maji fluorescencni

nanokompozity potencialni uplatnéni v biologii, zejména pro bunééné zobrazovani. [61]

Nanocastice oxidu gadolinitétho maji potencialni uplatnéni v mediciné.  Povrch pfipravenych
nanocastic byl modifikovan polyakrylovou kyselinou, na niz byl ptfes dusik navazan Rhodamin. Takto
modifikované nanocastice nasly uplatnéni jako kontrastni ¢inidlo v MRI nebo mohou detekovat
nadorové bunky. Nanocastice vykazovaly siln€j§i fluorescenci v nadorovych buikach nez
v normalnich diky Rhodaminu, ktery vzhledem k pH prostiedi buriky muize poskytovat rdznou

intenzitu fluorescence. [62]
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Fluorescenéné zna¢ené nanocastice maghemitu byly testovany jako nova kontrastni latka. Nanoc¢astice
obsahovaly superparamagnetické jadro, jehoz povrch byl funkcionalizovan tetramethylamonium
perchloratem v pfitomnosti Rhodaminu. Rhodamin byl navazédn na povrch castic diky vazbé
isothiokyanatu a aminoskupin. Takto pfipravené castice umoziuji citlivou a bezpecnou
vizualizaci bunék. Jejich hlavni vyhoda je, Ze nedochazi ke kumulaci nanocéstic v bufice ve

srovnani s nejpouzivangj§imi kontrastnimi latkami v MRI — nanocastice ferumoxidu. [63]
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EXPERIMENTALNI CAST

4. Materialy a pfistrojové vybaveni

4.1. Chemikalie

Pro piipravu stiibrnych nanocastic byly pouzity nasledujici chemikalie: dusi¢nan stfibrmy (p. a.,
Fagron), amoniak (vodny roztok hydroxidu amonného 28-30 %, Sigma-Aldrich), sodna stl
polyakrylové kyseliny (Mw - 15 000, 35 w.t. %, Sigma-Aldrich), tetrahydridoboritan sodny (> 98 %,
Sigma-Aldrich), destilovana voda. K fluorescencnimu znaceni byl pouzit Rhodamin B

isothiokyanat (Sigma-Aldrich, p.a).
4.2. Piistrojové vybaveni a pomiicky

Pti praci v laboratofi bylo pouzito b&zné laboratorni sklo. Vzorky byly odebirany pomoci
automatickych pipet znacky Eppendorf. K michani vzorkd byly pouzity magnetické michacky znacky
Heidolph typu Hei-Mix S. Méfeni absorpénich spekter bylo provadéno na spektrofotometru znacky
Specord S600 vyrobce AnalytiklJena, ktery pracuje v rozsahu vinovych délek 190-1050 nm.
K separaci vzorkli byla pouzita odstfedivka znacky Hettich Zentrifugen typu EBA 20. Pro dialyzu
byly pouzity celulozové dialyzaéni membrany znacky Fisherbrand o tloustce stény 23 um (MWCO
15000). Nanocastice stiibra byly charakterizovany pomoci transmisniho elektronového mikroskopu
JEM 2011 (Jeol, Japan) a jejich koncentrace byla stanovena metodou atomové absorpéni
spektroskopie na pristroji ContrAA 300 (Analytik Jena, Germany) vyuzivajici plamenovou
ionizaci.

Pro pozorovani interakce zna¢enych bunék s nanocasticemi stiibra bylo pouZito fluorescenéniho
mikroskopu AF50131 T od vyrobce Arsenal s.r.o.. Fotky kvasinek byly pofizeny digitalnim
fotoaparatem Canon G9.
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Obrz ¢. : luorescenéni mikroskop AF5013i T.

4.3. Ptiprava fluorescenéné znacenych nanocastic stiibra

K pfipravé nanocastic byl zvolen modifikovany Tollensiv proces, ktery predstavuje jednoduchou
pfipravu. Syntéza nanocastic probihala za laboratorni teploty v 50ml kadince a pii michani na

elektromagnetické michacce podle nésledujiciho postupu.

K 5 ml dusi¢nanu stfibrného (¢ = 5-10° mol-dm) byl ptidano 0,6 ml amoniaku (c = 1-10-* mol-dm),
12,75 ml vody a 1 ml 0,1% roztoku polyakrylové kyseliny. Na konec bylo pfidano 2,5 ml redukéniho
¢inidla—tetrahydridoboritan sodny (¢ = 5-10° mol-dm). Celkovy objem reakéni smési ¢inil 25 ml a
doba redukce byla 5 minut. Takto pfipravené nanocastice stiibra byly pouzity k fluorescenénimu

znaceni.

K fluorescenénimu znacCeni nanocastic stfibra bylo pouzito barvivo Rhodamin B isothiokyanat
(RBITC). Navazovani barviva RBITC probihalo dvéma riznymi zptsoby. Prvni varianta ptipravy
spocivala v navéazani barviva na nanocastice po redukci tetrahydridoboritanem sodnym. Takto
pripravené nanocastice jsou v ramci této prace oznacovany jako Ag-RBITC-I. Druha varianta ptipravy
spocivala v ptidavku barviva pred redukci tetrahydridoboritanem sodnym do reakéni smési. Tyto
nanocastice oznacovat jako Ag-RBITC-Il. Koncentrace Rhodaminu v obou zpuisobech pfipravy byly

stejné.

Ptiprava Ag-RBITC-I probihala podle nasledujiciho postupu. Nejdiive byly pfipraveny nanocastice
stiibra modifikaci Tollensovy metody. Do 50ml kadinky bylo odpipetovano 5 ml dusi¢nanu stiibrného
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(c = 5-10°° mol-dm), nasledn& bylo p¥idano 0,6 ml amoniaku (¢ = 0,1 mol-dm), 11,9 ml vody a
2,5ml 0,5% sodné soli polyakrylové kyseliny. Vzapéti bylo ptidano 5 ml tetrahydridoboritanu
sodného (¢ = 0,01 mol-dm?) jako redukéni ¢inidlo. Syntéza probihala za pouZiti elektromagnetické
michacky pii laboratorni teploté. Objem reakéni smési byl 25 ml. Nasledn¢ bylo odebrano 9,9 ml
koloidu do zkumavky a bylo pfidano 0,1 ml roztoku RBITC (c = 9,88-10° mol-dm?3). Takto

pripravena smés se ponechala 1 hodinu inkubovat, aby doslo k navazani barviva.

Ptiprava druhé varianty, tedy Ag-RBITC-II probihala nasledujicim zptisobem. Nejdiive byl nachystan
1 ml roztoku barviva, ktery vznikl smichanim 0,75 ml vody a 0,25 ml roztoku RBITC (c = 9,88-10°
mol-dm=). Roztok barviva byl pfidan do reakeni smési pied nastiikem tetrahydridoboritanu. Reakéni
smés tedy obsahovala 5 ml dusi¢nanu stéibrného (¢ = 5-10° mol-dm3), 0,6 ml amoniaku (c = 0,1
mol-dm3), 10,9 ml vody, 2,5ml 0,5% sodné soli polyakrylové kyseliny, 1 ml barviva a 5 ml

tetrahydridoboritanu sodného (¢ = 0,01 mol-dm)

Oba pripravené vzorky — Ag-RBITC-I a Ag-RBITC-II byly piecistény pomoci dialyzy, kterd umoznila
zbavit se pfebytecného nenavazaného barviva. Dialyza¢ni membrany byly naplnény 10 ml vzorku,
nasledné¢ umistény do litrové kadinky naplnénou 800 ml destilované vody, kterd se zalkalizovala
hydroxidem sodnym na pH = 9 (totozné s pH pfipravenych disperzi nanocastic stfibra). Dialyza byla
provedena Ctyfikrat v prubehu 24 hodin, pfi¢emz prvni tfi cykly vzdy probéhly po hodiné a nésledné

doslo k vyméné alkalizované vody a posledni cyklus byl ukon¢en nasledujici den.

Poté vzorky byly pielity do zkumavky a uschovany. Pfipravené nanocastice znacené Rhodaminem B
byly charakterizovany pomoci absorpcni spektroskopie, transmisni elektronové mikroskopie (TEM) a
rovnéz byla stanovena koncentrace stiibra pomoci atomové absorpcni spektroskopie (AAS).
Distribuce velikosti Castic stiibra byla provedena ze snimki z elektronového mikroskopu obrazovou

analyzou pomoci programu ImagelJ.
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Obrazek ¢. 7: Snimek zachycuji dialyzu koloidi nanostiibra.

4.4. Fluorescencni mikroskopie kvasinek vystavenych nanocasticim
stiibra

Kvasinky byly zvoleny pro fluorescencni mikroskopii diky své dostupnosti a zaroven jednoduchosti
bun&né stény. Vzorek sledovanych potravinaiskych kvasinek Saccharomyces cerevisce byl
pfipraven podle nasledujiciho postupu: 1 g potravindiskych kvasnic byl rozmichdn ve 100 ml
destilované vody. Do zkumavky bylo odpipetovano takové mnozstvi vzorku vzorku Ag-RBITC-1 nebo
Ag-RBITC-II, které odpovidalo 50 mg-I* stifbra. Nasledn& byla piidana suspenze kvasinek vzdy o
objemu 0,1 ml a zbytek tvoril ptidavek destilované vody, tak aby vysledny objem vzorku ve zkumavce
¢inil 1 ml. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany po dobu 1, 2 a 3 hodin pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti zvoleného inkuba¢niho Casu byly kvasinky separovany pomoci centrifugy.
Centrifugace probihala po dobu 2 minut pfi 2000 otdek za minutu. Supernatant byl vzdy
odpipetovan a usazené kvasinky byly pievedeny do suspenze. Kvasinky byly nejdiive promyty
fosfatovym pufrem (PBS, 0,1 mol-dm?, pH = 7,4), pak fixovany fixaénim ¢inidlem Roti-Histofix
ECO Plus. Po fixaci nasledovalo opét promyti pufrem, a nakonec destilovanou vodou. Poté byly
kvasinky resuspendovany v 1 ml destilované vody a naneseny v objemu 50 ul na podlozni

mikroskopické sklicko a po zaschnuti sledovany pomoci fluorescenc¢niho mikroskopu.
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4.5. Fluorescencni mikroskopie bakterii vystavenych nanocasticim
sttibra

K pozorovani interakce bakterii se znaenymi nanocasticemi stfibra byly zvoleny Gram-negativni
bakterie Escherichia coli a Gram-pozitivni bakterie Staphylococcus aureus. Suspenze bakterii byly
piipraveny na Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého. P¥iprava vzorku probéhla
podle nasledujiciho postupu — K testovani byly pouzity namnoZzené kultury bakterii o koncentraci 10°
CFU/ml. Do zkumavky bylo odpipetovano mnozstvi vzorku Ag-RBITC-I nebo Ag-RBITC-II, které
odpovidalo koncentraci 50 mg-I* sttibra a 0,4 ml suspenze bakterii. Zbytek tvofil p¥idavek vody tak,

aby vysledny objem vzorku ve zkumavce €inil 1 ml.

V nasledujicim kroku experimentu byla pozorovana interakce fluorescencné znaCenych nanocastic
stiibra s bakteriemi. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany ve vybraném casovém rozpéti pfi
laboratorni teploté. Byly zvoleny €asy: 30 min, 1 hod., 2 hod. a 3 hodiny. Po uplynuti zvolen¢ho
inkubac¢niho ¢asu byly vzorky bakterii separovany pomoci centrifugy. Centrifugace probihala po dobu
3 minut pfi 3500 otaek za minutu. Supernatant byl vzdy odpipetovan a usazené bakterie byly
pievedeny do suspenze piidavkem destilované vody. Vzorek byl nejdiive promyt dvakrat fosfatovym
pufrem (PBS, 0,1 mol-dm, pH = 7,4), pak dvakrat vodou. Nasledné& byly vzorky bakterii naneseny
vobjemu 50 pl na podlozni mikroskopické sklicko a po zaschnuti sledovany pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu.

4.6. Fluorescencni mikroskopie fibroblastl vystavenych
nanocasticim sttibra

Kultivaci mysich fibroblastii a jejich naslednou fluorescencni mikroskopii po vystaveni nanostfibrem
provedla Mgr. Sarka Hradilova, Ph.D. na pracoviiti Regionalni centra pokro¢ilych technologii a
materiald v Olomouci. Pro pozorovani byly pouzity buiiky mySich fibroblasti NIH/3T3 (ATCC,
USA), které byly inkubovany v 96 jamkové titra¢ni desti¢ce po dobu 24 hodin. Interakce nanoc¢astic
stiibra o koncentraci 20 mg-I? s fibroblasty byly pozorovany v nasledujicich ¢asech: 30 minut, 1 hod.,
3 hod., 6 hod. a 24 hodin od aplikace zna¢eného nano¢astic stiibra pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Pfed samotnym pozorovanim byly bufiky promyty fosfatovym pufrem (PBS, 0,1 mol-dm, pH = 7,4).
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5. Vysledky a diskuze
5.1. Fluorescen¢né znacené nanodcastice stiibra

Fluorescenéné znacené nanocastice stiibra byly pfipraveny dvéma odlisnymi zpusoby, kdy v jednom
pfipadé byl Rhodamin pfidan pfed pfidavkem redukcni latky, a az poté byly vyredukovany
nanocastice stfibra. V druhém piipadé byl Rhodamin pifidan do disperze az po vyredukovani
nanocastic stiibra. V prubéhu reakce nebyly pozorovany vyrazné rozdily souvisejici se zvolenym

postupem pfipravy nanocastic. (Obrazek ¢. 8)

Obrazek ¢&. 8: Pripravené vzorky Ag-RBITC-I (vlevo) a Ag-RBITC-I11 (vpravo).

Velikost nanocastic stfibra byla charakterizovana pomoci transmisni elektronové mikroskopie. Na
snimcich je patrné, Ze pomoci pouzité metody byly piipraveny ¢astice s podobnou primérnou velikosti
cca 8 nm v piipadé obou vzorkt (Obr. 9 a 10). Z obrazkt ¢. 9 a 10 je ziejmé, Ze se jedna v obou
postupech pfipravy o polydisperzni koloidy, coz potvrdila i provedena distribuéni analyza velikosti
Castic stiibra. Distribuce velikosti ¢astic stiibra ve vzorku Ag-RBITC-1 se pohybovala od 1 do 14 nm a
u vzorku Ag-RBITC-11 od 2 do 16 nm.
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Obrazek ¢. 9 a 10: TEM snimky vzorku nanocastic Ag-RBITC-I (vlevo) a Ag-RBITC-I11 (vpravo).

Z absorp¢nich spekter nanocastic stiibra a obou vzorkili znacenych nanocastic stiibra je ziejmé, ze se
absorpéni maximum nachazi v oblasti okolo 400 nm (Obrazek 11). Pro koloid stiibra bez zna¢eni
Rhodaminem je absorp¢ni maximum patrné pii vinové délce 398 nm, pro Ag-RBITC-I pak 405 nm a
pro Ag-RBITC-II 409 nm. Polohy absorp¢nich maxim koloidu a znaenych nanocastic se od sebe lisi.
V ptipadé znacenych Castic stiibra pomoci Rhodaminu B dochazi k posunu maxima kK vys$sim vlnovym
délkam, coz Ze je pravdépodobné zplisobeno navazdnim Rhodaminu B na povrch nanocastic. Krome
posunu maxima je na Spektrech rovnéz patrny pokles absorbance u vzorkd modifikovanych
Rhodaminem B. V piipad¢ vzorku Ag-RBITC-I je pokles zpusoben ¢asteénym natfedénim disperze
nanocastic stfibra ptidavkem roztoku Rhodaminu B. V pfipad¢ vzorku Ag-RBITC-II zifejmé nedoslo

ke kompletni redukci diaminsttibrného komplexu.
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Srovnani spekter nanocastic Ag
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Obrazek €. 11: Absorpcni spektra nanocastic Ag, znacenych nanocastic Ag-RBITC-I a Ag-RBITC-II.

Dalsi absorpéni maximum u vzorki Ag-RBITC-Il a Ag-RBITC-II lezi v oblasti 550 nm. To je
zpusobeno pfitomnosti fluorescen¢niho barviva Rhodaminu B isothiokyandtu, jehoz absorpéni

spektrum bylo zméfeno samostatné (Obrazek ¢. 12).

Absorpcni spektrum RBITC
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Obrazek &. 12: Absorpéni spektrum barviva Rhodaminu B isothiokyanatu (¢ = 1-10 mol-dm3).

Po ptipravé koloidu a navazani barviva byly vzorky Ag-RBITC-I a Ag-RBITC-II pieéistény pomoci
dialyzy, jejimz ucelem bylo odstranéni nenavazaného barviva. Po dialyze vzdy doslo k ubytku jak
barviva, tak i nanocastic stiibra. Patrné je to z obrazku ¢. 13 a 14, kde jsou porovnany absorpéni
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spektra pted a po dialyze. V obou piipadech mizeme pozorovat pokles absorbance jak u absorp¢niho
piku nanocastic stiibra, tak i Rhodaminu. Piecisténé vzorky byly zbaveny nenavazaného barviva a
barvivo bylo uvolnéno do dialyza¢ni vody, coz je zfejmé z obrazku ¢. 15, kde je patrné absorpéni
maximum V oblasti 550 nm. Nanocastice stfibra nebyly pfitomny Vv dialyzaéni vodé.  Pokles

absorpéniho maxima nanocastic byl zptisoben adsorpci na vnitini sténu dialyzacni membrany.

Absorpcni spektrum Ag-RBITC-
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-0,2
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—— Ag-RBITC-I pfed dialyzou —— Ag-RBITC-I po dialyze

Obrazek ¢. 13: Absorpcni spektrum Ag-RBITC-I pfed a po dialyze.

Absorpcni spektrum Ag-RBITC-II
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Obrazek ¢. 14: Absorp¢ni spektrum Ag-RBITC-II pied a po dialyze.
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Absorpcni spektrum vody po 1.dialyze
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Obriazek €. 15: Absorpcni spektra dialyzacni vody obou vzorkti zna¢eného nanostiibra po 1.dialyze.

Koneéna koncentrace stiibra po pie¢isténi dialyzou byla stanovena metodou AAS pro Ag-RBITC-I na
83,66 = 4,5 mg-I*a pro Ag-RBITC-II na 86,56 + 4,4 mg-I.
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Obrazek &. 16: Rhodamin B isothiokyanat (RBITC, C29H3CIN3O3S). [64]

Rhodamin B isothiokyanat se s nejvétsi pravdépodobnosti vaze na piipravené nanocastice stiibra
stabilizované polyakrylovou kyselinou pomoci elektrostatickych interakei. Dochazi k interakci
mezi protonizovanym dusikem a karboxylovou skupinou, jenz v dusledku ionizace odstépila
vodik.
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5.2. Fluorescen¢ni mikroskopie kvasinek

Ptiprava vzorkti probéhla podle postupu popsaného vySe. Po pieCisténi a promyti kvasinek
vystavenych znacenym nanocasticim byla patra rizove zabarvena peletka (sediment buné€k) na dné
zkumavky, ¢imz bylo potvrzeno navazani fluorescencné znacenych nanocastic stfibra na kvasinky.
Nasledn¢ doslo k pozorovani pomoci fluorescencniho mikroskopu a pofizeni snimki kvasinek.
V pripadé¢ kvasinek, které byly vystaveny ptisobeni ¢istého Rhodaminu, nebyl po centrifugaci patrny
rizovy sediment, coZ potvrzuje, Ze volny Rhodamin se na bunécnou sténu kvasinek nevaze. Buiky
vystavené Rhodaminu bez nanocéstic stfibra nevykazovaly fluorescenci a snimky tak nebyly

pofizovany.

Z pozorovani kvasinek v mikroskopu je patrné, Ze nanocastice jsou navazany na bunéénou sténu, ktera
diku tomu vykazuje fluorescenci. Fluorescenci bylo mozné pozorovat v obou piipadech po vystaveni
kvasinek znaCenym nanocasticim stfibra. Kvasinky vystavené nanocasticim Ag-RBITC-1 a Ag-
RBITC-II od sebe pfi pozorovani po 1 hodin¢ nevykazovaly zadné vétsi odliSnosti. Po jedné hodiné
pusobeni nanocastic vici kvasinkam nejsou pozorovany zadné zmény na tvaru bun€k ¢i poskozeni
bunécné stény, ale nanocastice s kvasinkou interaguji na urovni bunécné stény a vykazuji fluorescenci

(obrazky 17 az 20).

Obrazek ¢. 17 a 18: Snimek kvasinek z fluorescenéniho mikroskopu po 1 hodiné inkubace s Ag-

RBITC-I. Vlevo pozorovani v bilém prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescencnim modu.
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Obrazek ¢. 19 a 20: Snimek kvasinek z fluorescen¢niho mikroskopu po 1 hodiné inkubace s Ag-
RBITC-II. Vlevo pozorovani v bilém prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim maodu.

Odlisnosti mezi pozorovanymi vzorky nebyly patrmé ani po dvouhodinové inkubaci se znacenym
stfibrem. Ze snimku z fluorescencniho mikroskopu (Obrazky 21 az 24) je rovnéz patrné, ze buiky
kvasinek po dvouhodinovém vystaveni nanocasticim stiibra lyzuji, tedy dochazi k jejich prasknuti.
Tomu také odpovida pokles poctu bunék, ktery byl rovnéz pti mikroskopii pozorovan. Podobny
vysledek byl pozorovan i v pfipadé kvasinek vystavenych nanocasticim stiibra po dobu 3 hodin
(Obrazky 25 az 28). Ze snimku z fluorescencniho mikroskopu je patrné, ze znacené nanocastice stiibra
jsou schopné interagovat s buné¢nou sténou kvasinek. S rostoucim ¢asem inkubace dochazi k vétSimu
poruseni bunééné stény, coz vede k lyze bun€k a jejich rozpadu, které bylo pozorovatelné jiz po

2hodinové inkubaci se znacenymi nanoc¢asticemi.
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Obrazek ¢. 21 a 22: Snimek kvasinek z fluorescencniho mikroskopu po 2 hodinach inkubace s Ag-

RBITC-I. Vlevo pozorovani v bilém prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.

=

Obrazek €. 23 a 24: Snimek kvasinek z fluorescen¢niho mikroskopu po 2 hodinach inkubace s Ag-

RBITC-II. Vlevo pozorovani v bilém prochéazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.
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Obrazek ¢. 25 a 26: Snimek kvasinek z fluorescen¢niho mikroskopu po 3 hodinach inkubace s Ag-

RBITC-I. Vlevo pozorovani v bilém prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.

% N

i d

Obrazek ¢. 27 a 28: Snimek kvasinek z fluorescenéniho mikroskopu po 3 hodinach inkubace s Ag-

RBITC-II. Vlevo pozorovani v bilém prochéazejicim svétle a vpravo ve fluorescencnim modu.
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5.3. Fluorescen¢ni mikroskopie bakterii

K pozorovani byly vyuzity Gram-negativni bakterie Escherichia coli a Gram-pozitivni bakterie
Staphylococcus aureus. Priprava vzorki probéhla podle postupu pospaného vySe. Po piecisténi a
promyti bakterii vystavenych zna¢enym nanocasticim byl patrny barevny sediment na dné zkumavky,
¢imz bylo potvrzeno navazani fluorescencn¢ znaenych nanocastic stiibra na bakterie. Nasledné doslo
k pozorovani pomoci fluorescenéniho mikroskopu a pofizeni snimka fluorescenéné znadenych
bakterii. Bakterie vystavené pouze Rhodaminu bez nanocéstic stiibra netvofily barevny sediment po
centrifugaci a stejné jako kvasinky nevykazovaly fluorescenci. Samotné barvivo se tedy na bunky

nevaze, a i vV tomto piipadé tedy nebyly snimky pofizovany.

Testované bakterie vystavené vzorkiim Ag-RBITC-1 a Ag-RBITC-II po 30 minutach inkubace se od
sebe pii pozorovani nelisily. Fluorescenci bylo mozné pozorovat ve vSech piipadech po vystaveni
bakterii znacenym nanocasticim stfibra. Ze snimkl je patmé, Ze znaCené nanocastice vykazuji

interakci s bunécnou sténou a fluorescenci vykazovaly téméf vSechny bakterie.

Obrazky €. 29 a 30: Snimek bakterii Escherichia coli z fluorescen¢niho mikroskopu po 30 minutach

inkubace s Ag-RBITC-I. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.
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Obrazky ¢. 31 a 32: Snimek bakterii Escherichia coli z fluorescenéniho mikroskopu po 30 minutach

inkubace s Ag-RBITC-II. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.

Obrazky ¢. 33 a 34: Snimek bakterii Staphylococcus aureus z fluorescen¢niho mikroskopu po 30

minutach s Ag-RBITC-I. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.

ObrazKky ¢. 35 a 36: Snimek bakterii Staphylococcus aureus z fluorescen¢niho mikroskopu po 30

minutach s Ag-RBITC-II. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu
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Vliv nanocastic stiibra na testované bakterie byl nasledné pozorovan v zavislosti na ¢ase po dobu 1, 2
a 3 hodin. Podle snimkt1 potizenych z fluorescen¢niho mikroskopu nebyl pozorovan zadny vyznamny
rozdil mezi bakteriemi vystavenymi nanocasticim stiibra Ag-RBITC-1 a Ag-RBITC-II v riznych
casovych intervalech. Ze snimki je patrné, Ze nanocastice pusobi na sténu bakterii, kde se koncentruji,
coz potvrzuje vysoka fluorescence bunék. S narlstajicim Casem puisobeni nanocastic stiibra dochazi
k vys§i intenzité fluorescence bunék, coz prokazuje postupné zvySovani koncentrace nanocastic stiibra
na bunécné sténé bakterii. S nartistajicim Casem plisobeni nanocastic Ag na bakterie také postupné

dochéazi k naruSeni bunécné stény, coz nasledné vede az k lyze bakterii, tedy prasknuti bunky a

uvolnéni nitrobunécného obsahu do vnéjsiho okoli.

v o

Obrazky ¢. 37 a 38: Snimek bakterii Escherichia coli z fluorescen¢niho mikroskopu po 1 hodiné

inkubace s Ag-RBITC-II. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.

Obrazky ¢. 39 a 40: Snimek bakterii Escherichia coli z fluorescen¢niho mikroskopu po 1 hodiné

inkubace s Ag-RBITC-II. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle, vpravo ve fluorescenénim modu.
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ObrazKky ¢&. 41 a 42: Snimek bakterii Staphylococcus aureus z fluorescenéniho mikroskopu po

1 hodiné s Ag-RBITC-I. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle, vpravo ve fluorescencnim modu.

Obrazky ¢. 43 a 44: Snimek bakterii Staphylococcus aureus z fluorescenéniho mikroskopu po

1 hodiné s Ag-RBITC-IL. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescencnim modu.

N>

ObrazKky ¢. 45 a 46: Snimek bakterii Escherichia coli z fluorescenéniho mikroskopu po 2 hodinach

inkubace s Ag-RBITC-I. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.
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Obrazky ¢. 47 a 48: Snimek bakterii Escherichia coli z fluorescen¢niho mikroskopu po 2 hodinach

inkubace s Ag-RBITC-II. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu

Obrazky ¢. 49 a 50: Snimek bakterii Staphylococcus aureus z fluorescenéniho mikroskopu po

2 hodinach s Ag-RBITC-I. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle, vpravo ve fluorescen¢nim maodu.

Obrazky ¢. 51 a 52: Snimek bakterii Staphylococcus aureus z fluorescen¢niho mikroskopu po

2 hodinach s Ag-RBITC-II. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle, vpravo v fluorescené¢nim modu.
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Obrazky ¢. 53 a 54: Snimek bakterii Escherichia coli z fluorescenéniho mikroskopu po 3 hodinach

inkubace s Ag-RBITC-I. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim moédu.

v /
ObrazKky ¢. 55 a 56: Snimek bakterii Escherichia coli z fluorescenéniho mikroskopu po 3 hodinach

inkubace s Ag-RBITC-II. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.

Obrazky ¢. 57 a 58: Snimek bakterii Staphylococcus aureus z fluorescenéniho mikroskopu po

3 hodinach s Ag-RBITC-I. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle vpravo ve fluorescencnim modu.
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Obrazky ¢. 59 a 60: Snimek bakterii Staphylococcus aureus z fluorescen¢niho mikroskopu po

3 hodinach s Ag-RBITC-I1I. Vlevo pozorovani v prochazejicim svétle, vpravo ve fluorescencnim

modu.

Bunky bakterii, které nebyly vystaveny znacenym nanocasticim stiibra ani samotnému barvivu,

zobrazuji obrazky ¢. 58 a 59, aby byla vylou¢ena moznost fluorescence samotnych bunék.

A > 2

Obrazky ¢. 61 a 62: Vlevo snimek Escherichia coli a vpravo Staphylococcus aureus nevystavenych

znac¢enym nanocasticim stiibra.
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5.4. Fluorescen¢ni mikropsie fibroblastl

Pozorovani interakce mysich fibroblastli se znadenymi nanoéasticemi provedla Mgr. Sarka Hradilova,
Ph.D. v Regionalnim centru pokrocilych technologii a materiald v Olomouci. K pozorovani byly

pouzity NIH/3T3 mysi fibroblasty, které byly vystaveny obéma vzorkiim zna¢enych nanocastic.

Pro srovnani byl pofizen snimek fibroblastl nevystavenych nanocasticim v prochazejicim svétle a
fluorescencnim modu (obrazek ¢. 63), aby byla vylou¢ena moznost fluorescence samotnych bunék.
Snimek ve fluorescencnim mddu neni zobrazen, jelikoz buiky, které nebyly vystaveny nanocasticim

stiibra, fluorescenci nevykazovaly.
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Obrazek €. 63: Snimek mysich fibroblastil v prochazejicim bilém svétle.

Interakce znaCenych nanocastic s fibroblasty byla pozorovana fluorescenénim mikroskopem v casech
30 minut, 1 hod., 3 hod., 6 hod. a 24 hodin od aplikace vzorkid nanocastic stiibra. U obou vzorki byla

pozorovatelna fluorescence jiz po 30 minutach inkubace s bunkami.
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Obrazky ¢. 64 a 65: Snimky fibroblasti po 30 minutach inkubace se vzorkem Ag-RBITC-1. Vlevo v

prochazejicim bilém svétle a vpravo ve fluorescencnim modu.
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Obrazky €. 66 a 67: Snimky fibroblasti po 30 minutach inkubace se vzorkem Ag-RBITC-I11. Vlevo v

prochézejicim bilém svétle a vpravo ve fluorescenénim maédu.

Po 1 hodiné od aplikace nanocastic se mysi fibroblasty vystavené Ag-RBITC-II zacaly mirné
deformovat, zatimco v ptipadé vzorku Ag-RBITC-II nebyly pozorovany zadné zmény. Také doslo
k pozorovani intenzivnéjsi fluorescence, coz je zpisobeno pronikanim nanocastic do cytosolu buniky.
Z obrazku ¢. 65, 67, 69 a 71 je zietelné, Ze se znacené nanocastice stiibra drzi mimo jadro bunky, které

je viditelné uprostied buiiky jako tmavsi oblast nevykazuji fluorescenci.
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Obrazky €. 70 a 71: Snimky fibroblasti po 1 hoding inkubace se vzorkem Ag-RBITC-II. Vlevo

e

V prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescencnim modu.

Morfologie mySich fibroblasti nebyla vyrazn¢ zménéna ani po 3 hodinach inkubace se znacenymi
nanocastice stiibra. Intezivni fluorescence byla zaznamenana. Z pozorovani vyplynulo, ze znacené

nanocastice ani po 3 hodinach inkubace nepronikli do jadra.
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Obrazky ¢. 72 a 73: Snimky fibroblastd po 3 hodinach inkubace se vzorkem Ag-RBITC-I. Vlevo

Vv prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescencnim modu.

: o : e
Obrazky €. 74 a 75: Snimky fibroblasti po 3 hodinach inkubace se vzorkem Ag-RBITC-II. Vlevo

V prochézejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.

Pozorovani vzorkli po 6hodinové inkubaci fibroblastl s nano¢ésticemi bylo shodné s predchazejicimi
pozorovanimi. Morfologie fibroblasti nebyla vyrazné¢ zmeénéna. Byla zaznamenana intenzivni
fluorescence, nicméné znacené nanocasticemi nepronikli do jadra, které je opét tmavsi ve srovnani

S cytosolem buriky.
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Obrazky ¢. 76 a 77: Snimky fibroblastd po 6 hodinach inkubace se vzorkem Ag-RBITC-I. Vlevo

Vv prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescencnim modu

Obrazky €. 78 a 79: Snimky fibroblasti po 6 hodinach inkubace se vzorkem Ag-RBITC-II. Vlevo

V prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescencnim modu.

Po 24hodinové inkubaci fibroblasty vykazovaly fluorescenci, kterd byla pozorovatelna v jejich
cytosolu nikoliv v8ak v jadie buiiky. Z toho Ize usoudit, Ze pfipravené nanocastice stiibra znatené
barvivem RBITC neposkozuji jadro a nejsou tedy toxické pro buiiky fibroblasti. Z porovnani obrazka
¢. 80 a 82 je ziejmé, ze builky vystavené vzorku Ag-RBITC-II maji odliSnou morfologii bunék — jsou

vice zdeformované a taky shluklé nez vystaveni vzorku Ag-RBITC-I. Pisobeni Ag-RBITC-II na

vvvvvv
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Obrazky €. 80 a 81: Snimky fibroblastii po 24 hodinach inkubace se vzorkem Ag-RBITC-I. Vlevo

V prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.

Obrazky ¢. 82 a 83: Snimky fibroblastii po 24 hodinach inkubace se vzorkem Ag-RBITC-II. Vlevo

Vv prochazejicim svétle a vpravo ve fluorescenénim modu.

Z provedenych pozorovani a pofizenych snimku (obrazky €. 84 a 85) lze usoudit, Ze znacené
nanocastice stiibra pronikaji do bunky endocytdézou, coz je proces, ktery umoziuje absorbovat
material vyskytujici se mimo buiku. Dochazi k vytvofeni vacka a proniknuti do cytosolu bunky.
Po 24.hodinové inkubaci jsou viditelné jednotlivé tecky/kulicky uvniti bunky. Jedna se patrné o

lysozomy obsahujici fluorescenéné znacené nanocastice stiibra.
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Obrazky ¢. 84 a 85: Detailngjsi snimky fibroblastii po 24 hod. inkubace se vzorkem Ag-RBITC-II.
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6. Zaver

Cilem této diplomové prace byla piiprava fluorescencné znacenych nanocastic stiibra a sledovani

jejich interakce s bakteriemi, kvasinkami a mysimi fibroblasty pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.

Nanocastice stiibra byly pfipraveny pomoci modifikované Tollensovy metody, jejimz principem je
jednokrokova syntéza nanocastic zalozend na redukci diaminstiibrného komplexu [Ag(NHs)2]*
redukéni latkou, v tomto pfipade tetrahydridoboritanem sodnym. Jako stabilizator nanocastic stiibra
byla pouzita polyakrylova kyselina. Pro navazani fluorescen¢ni barvy Rhodamin B isothiokyanatu
(RBITC) na nanogastice stiibra bylo vyuZito reakce mezi karboxylovymi skupinami polyakrylové
kyseliny a isothiokyanatu pouzit¢ho Rhodaminu B. Fluorescencni znaceni nanocastic stfibra probihalo
dvéma riznymi postupy, které se od sebe liSily zplisobem navazani fluoroforu na nanocastice. Po
syntéze doslo k precisténi vzorkt pomoci dialyzy, za ucelem odstranéni nenavazaného barviva
RBITC. Nasledn¢ byly znafené nanocCastice charakterizovany pomoci UV/VIS absorpéni

spektroskopie, transmisni elektronové mikroskopie a atomové absorpéni spektrometrie.

Fluorescen¢ni mikroskopii byly pozorovany interakce znacenych nanocastic stiibra s vybranymi
biologickymi vzorky. Pro pozorovani byly vybrany kvasinky Saccharomyces cerevisiae, bakterie
Escherichia coli a Staphylococcus aureus a buiiky mySich fibroblastia. Béhem pozorovani byla
potvrzena interakce nanocéstic s bunécnou sténou bakterii a kvasinek, rovnéz jeji naruSeni a lyza
bunek s nartstajicim Casem vystaveni bunek stfibru. S rostoucim inkuba¢nim Casem byla intenzita
fluorescence vétsi. V pripadé kvasinek a bakterii nebyly pozorovatelné rozdily mezi plsobenim
ptipravenych vzorki Ag-RBITC-1 a Ag-RBITC-II na testované buiiky. U kvasinek s rostoucim ¢asem
dochézelo k prasknuti bunééné stény. V ramci pozorovani mysich fibroblastd byla pozorovana vyssi
toxicita vzorku Ag-RBITC-II, ktery zptisoboval vétsi deformaci buiky nez vzorek Ag-RBITC-1. U
mysich bun¢k byl pozorovan prinik castic stiibra do bunék pravdépodobné endocytézou, nicméné do
bunécného jadra ¢astice nepronikaji.

Na zakladé¢ provedenych experimentli lze usoudit, Ze znacené nanocastice Rhodaminem B

isothiokyanatem jsou vhodné pro vizualizaci interakce s biologickymi vzorky.
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/. Summary

The aim of this thesis was to prepare fluorescently labeled silver nanoparticles and to monitor their
interaction with bacteria, yeast and mouse fibroblasts using a fluorescence microscope. Silver
nanoparticles were prepared using a modified Tollens method, whose principle is a one-step synthesis
of nanoparticles based on the reduction of the diamine silver complex [Ag(NHs).]* with sodium
borohydride. Polyacrylic acid was used as a stabilizer. To bind the fluorescent color Rhodamine B
isothiocyanate (RBITC) to silver nanoparticles, the reaction between the carboxyl groups of the
polyacrylic acid and the Rhodamine B isothiocyanate was used. After the synthesis, the samples were
purified by dialysis to remove unbound dye RBITC. Subsequently, the labeled nanoparticles were
characterized by UV / VIS absorption spectroscopy, dynamic light scattering, transmission electron

microscopy and atomic absorption spectroscopy.

The interaction of labeled silver nanoparticles with selected biological samples was observed by
means of fluorescence microscopy. Yeast Saccharomyces cerevisiae, bacteria Escherichia coli and
Staphylococcus aureus and mouse fibroblast cells were used for observation. During the observation,
the interaction of the nanoparticles with the cell wall of bacteria and yeast was confirmed, as well as
its disruption and lysis of cells with increasing time of exposure of silver to cells. With increasing
incubation time, fluorescence intensity was greater. In the case of yeasts and bacteria, no differences
were observed between the tested Ag-RBITC-I and Ag-RBITC-II tested samples. A cell wall rupture
was registered in the yeast over time. While observing mouse fibroblast a higher toxicity of the Ag-
RBITC-11 sample was detected, which caused more deformation of cell than the Ag-RBITC-I sample.
A penetration of silver particles into mouse cells was noticed. It was possibly caused by endocytosis;

nevertheless, particles did not penetrate into the cell nucleus.

Based on the performed experiments, it can be concluded that the labeled nanoparticles with

Rhodamine B isothiocyanate are suitable for visualizing the interaction with biological samples.
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