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Uvod

Nanomaterialy v sou¢asné dobé nachazi vyuziti témér ve vSech odvétvich lidské ¢innosti jako
je napriklad potravinarstvi, zemédélstvi, kosmetika, pramysl ¢i dekontaminace Zivotniho
prostiedi. Velmi vyznamnou roli sehravaji také v I|ékarstvi, predevSim diky svym
antibakteridlnim vlastnostem, kdy oteviraji nové moznosti jak bojovat a predchazet mnoha
nemocem. Mezi nanomateridly s nejvétSim potencidlem vyuzZiti se fadi kovové nanocastice,
které vykazuji zvySenou chemickou aktivitu v dlsledku jejich velké plochy povrchu.
Nanocastice lze syntetizovat mnoha rlznymi postupy, jenZ vedou k variabilnim tvardm,
velikostem a stabilité. Obecné lze tyto postupy rozclenit do tfech zdkladnich kategorii —

chemicka, fyzikalni a biologicka (zelend) syntéza.

Stéle vétsi pozornost je vénovana nanocdasticim stfibra, na které je v souc¢asné dobé ve
vyzkumu kladen velky daraz a jejichz potencidlni i praktické vyuZiti neustdle roste. Pro
komercni Ucely se uZivaji nejen diky svym jedine¢nym fyzikalnim a chemickym vlastnostem,
ale také pro relativné snadnou pfipravu a velmi dobrou snasenlivost s Zivo¢iSnymi burikami.
Nanocastice stfibra také disponuji antibakteridlnimi, antivirovymi a antifungalnimi
vlastnostmi. | kdyz koncentrace stfibra, které jsou pro mikroorganismy toxické, nepredstavuji
pro ¢lovéka zdravotni riziko, je nutné pfi jejich uzivani dbat jisté obezretnosti. Nejpouzivanéjsi
metodou pripravy v dnesni dobé je chemicka redukce stfibrné soli, ktera predstavuje snadny

zpUsob syntézy stfibrnych nanocdstic v disperzi.

Vzhledem k stdle ¢astéjSim aplikacim nanocastic stfibra v biologickych systémech je
velmi dllezité nasledné studium nanocastic po zavedeni do organismu a jejich interakce
s bunkami. Jednu z vyznamnych metod detekce umoziujicich pozorovani biomolekul, bunék
a jednotlivych organel, predstavuje fluorescenéni mikroskopie. Je vyuzivana také pro méreni
interakci proteint, zmén konformaci a enzymatické aktivity. Diky znaceni nanocastic stribra
fluorescenénim barvivem Rhodaminem B isothiokyanatem, kterému je vénovana tato
bakaldrska prace, je mozné pozorovat jejich interakce s biologickymi vzorky a organismy

prostrednictvim fluorescen¢niho mikroskopu.
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1. Koloidni disperze

Koloidni soustavy predstavuji jednu ze tti zakladnich typu tzv. disperznich soustav, jenz tvori
dvé zdakladni Casti — disperzni faze (dispersum, disperzni podil) a disperzni prostredi
(dispergens). Predstavuji tak heterogenni smési, kdy jedna faze je jemné rozptylena v druhé
kontinudlni fazi. Jsou vyznamné hlavné diky svym jedine¢nym fyzikdlné chemickym
vlastnostem (napf. zavislost absorpce elektromagnetického zareni na velikosti ¢astic). Velikost
Castic v koloidnich disperzich se pohybuje fadové v rozsahu jednotek nm az po jednotky um.

(1,2)

1.1. Historie uzivani koloidu

Zakladni povédomi o mezifazovych jevech a koloidnich systémech méli lidé jiz od praddvnych
dob. Nasvédcuji tomu dodnes dochované zaznamy, spisy a malby, které poukazuji na vyuzivani
koloidnich pigmentl ve starovékych civilizacich po celém svété. Uplatnéni nachazely
i v potravinarstvi, predevsim pfi vyrobé syrt a pivovarnictvi. Koloidni roztoky byly vyuzivany
také pti vyrobé keramiky, papiru a mnoha dalSich femeslech.

Pro usnadnéni prepravy obrovskych balvan( pfi stavbach monumentalnich budov byl
zase vyuzivan lubrikacni efekt mastnych latek, jenz zamezoval tfeni a minimalizoval tak

potfebnou vynaloZzenou silu. (1)

1.2. Vlastnosti koloidnich soustav

Specifické chovani koloidnich ¢astic vyplyva z jejich malych rozmérq, resp. z jejich velice
rozmérné plochy fazového rozhrani, na niz probihaji povrchové jevy (napf. adsorpce, smaceni,
adheze, atd.). Vysledné mezifdzové vlastnosti fidi interakce mezi koloidnimi ¢asticemi a tim
makroskopické vlastnosti a chovani celého koloidniho systému. Tyto jevy jsou zodpovédné

mimo jiné napfiklad za optické vlastnosti systému a jeho stabilitu vici agregaci. (1)

Se zmensujici se velikosti ¢astic se tedy zvétSuje plocha fazového rozhrani mezi
disperznim prostfedim a disperznim podilem. S klesajici velikosti ¢astic tak roste podil

povrchovych molekul, které se stykaji s disperznim prostfedim oproti mnozstvi molekul uvnitf
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dispergovanych castic. Tak napfiklad Castice s velikosti 1 nm je tvorena pfiblizné z 30 %

povrchovymi molekulami. (2)

1.2.1. Optické vlastnosti

Za typické charakteristické chovani koloid(l v praxi se povazuje jejich interakce se svétlem. Pfi
dopadu elektromagnetického zareni na koloidni soustavu dochdzi jednak k pravé absorpci
a soucasné také k rozptylu dopadajiciho zareni. O tom, ktery z déji bude prevaZovat,
rozhoduje velikost ¢astic v koloidnim systému, jejich hustota a chemické sloZeni disperzniho

podilu. (2, 3)

re

1.2.1.1. Absorpce zareni

Absorbuje-li soustava zateni, dochazi k pohlceni kvanta elektromagnetického zateni, coz
zpUsobuje zménu energie stavl vazebnych a valencnich elektrond. Vnitfni energie molekul
v daném systému se zvysi a preméni se v energii tepelnou. Absorpce zareni (absorbance) lze

matematicky popsat pomoci Lambert-Beerova zakona.
I
A =—-log— = ecd
Iy

Tato rovnice umoZnuje kvantifikovat mnozZstvi absorbovaného zareni na zdkladé podilu
intenzity proslého zafeni | a intenzity zareni dopadajiciho /o nebo pomoci soucinu koncentrace
latky c, tloustky vrstvy, kterou prochazi paprsek d a absorpéniho koeficientu €. Miru absorpce
zareni vsak nelze pomoci Lambert-Beerova zakona urcit zcela presné, nebot je navic ovlivnéna

vySe zminénou zavislosti na velikosti ¢astic v systému.

r

1.2.1.2. Rozptyl zareni
Rozptyl zateni je slozity ukaz, ktery podle okolnosti zahrnuje odraz, ohyb, lom a interferenci
svétla. Na rozdil od absorpce nedochazi pti rozptylu svétla ke zménam energetickych stavi
vazebnych elektrond. Pfijaté energetické kvantum je ndhodné vyzareno do vSech sméru beze
zmén vinové délky. Tento jev Ize pfirovnat k elastickému odrazu fotonu od ¢astice. Poprvé byl

rozptyl svétla kvalitativné popsan jiz v 17. stoleti anglickym fyzikem Johnem Tyndallem. Na

jeho pocest byl po ném pojmenovan jev rozsifujiciho se paprsku ve tvaru kuzele prochdazejiciho

11



disperznim prostredim.

Pokud je klasicky zdroj svétla, jako je Zarovka nebo vybojka, nahrazen zdrojem
koherentniho zafeni — laserem, potom v urcitych smérech dochazi k interferenci rozptyleného
zareni, ktera intenzitu rozptyleného zareni zesili. Zesileni rozptylu je také vyznamné ovlivnéno
difuznim pohybem ¢éstic, coz zpUsobuje vykyvy intenzity rozptyleného zareni v cCase od
pridmérné hodnoty. Toto kolisani byva oznacovdno jako dynamicky rozptyl svétla, pomoci
néhoZ lze charakterizovat koloidy a urcit tak velikost ¢astic a jejich distribuci v kapalném
prostiedi. (2, 4). Dalsi moznosti, jak urcit velikost nanodastic, je transmisni elektronova
mikroskopie (TEM), kdy na studovany vzorek dopadaji urychlené elektrony z elektronového
déla a dochazi k tzv. pruznému rozptylu svétla. Dopadajici elektrony prochazeji elektronovym
obalem atom{ vzorku a v blizkosti jadra se vychyluji. Velikost vychyleni je zavisla na vzdalenosti
prochdzejiciho elektronu od jadra a na elektrickém ndboji jddra. Rozptylené elektrony jsou
nasledné zachyceny clonou objektivu a nepodili se tak na tvorbé obrazu na stinitku

mikroskopu. (5)

1.2.2. Elektrické vlastnosti

Elektricky naboj na povrchu koloidnich ¢astic predstavuje velmi dalezitou proménnou, ktera
rozhoduje o jejich chovani v elektrickém poli a je také velmi dalezitym faktorem ovliviiujicim
stabilitu koloidnich soustav. Pohyby elektricky nabitych castic v disperznim prostredi
oznacujeme jako elektrokinetické jevy a patfi mezi né napfriklad elektroforéza, elektroosmoéza,
sedimentacni potencidl a potencial proudéni. Jsou zpUsobeny elektrickym nabojem na
fazovém rozhrani mezi disperznim prostfedim a disperznim podilem, kde se naboje orientu;ji
opacné. Takto orientované opacné nabité ndboje tvofi vrstvu nazyvanou jako elektricka
dvojvrstva. Pfi vytvoreni elektrické dvojvrstvy dochazi k vyrovnani téchto naboju a je tak

dosazeno elektroneutrality. (2, 4)

1.2.2.1. Model elektrické dvojvrstvy

Opacné usporadani iontl v elektrické dvojvrstvé je zplisobeno elektrickym nabojem mezi
povrchem koloidnich ¢astic a okolni kapalinou. Ten vznikd na povrchu koloidnich ¢astic

z raznych davod(, napfiklad vlivem adsorpce iontd pritomnych v kapaliné nebo ionizaci

funkénich skupin na povrchu molekul. Pfitomnost elektrického naboje uvnitf koloidu dava
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vzniku elektrického pole, diky némuz se v tésné blizkosti ¢astice nabité ionty usporadavaji
opacné a vznika tak Utvar nazyvany elektricka dvojvrstva. Mezi povrchem ¢astic a disperznim
prostredim vznika rozdil elektrickych potenciald, ktery je zavisly na koncentraci a povaze ionta.
Znaménko celkového povrchového naboje pak uddva znaménko potencidlu povrchového
naboje ¢astice.

Jako prvni vypracoval model elektrické dvojvrstvy Helmholtz, jehoZ teorie je zaloZena
na usporadani elektrické dvojvrstvy obdobné jako v deskovém kondenzatoru, kde jsou opaéné
naboje v obou vrstvach zcela vykompenzovany. Dnes je rozlozeni opacné nabitych iontl v
blizkosti fazového rozhrani nejcastéji popisovano pomoci Stern-Gouy-Chapmanovy teorie,
podle niZ neni mozné, aby ionty na povrchu castice byly schopny vazat stejné mnozstvi opacné
nabitych iontd v protivrstvé. lonty v disperznim prostredi se totiz vlivem diflze neustdle
pohybuji a rozptyluji se proto v celém objemu kapaliny. (2, 4) Dle Sterna mQze byt k iontim
na povrchu poutan pouze definovany pocet protiiontl. Tésné pfiléhajici opacné nabita vrstva
iontd na povrchu se nazyva tzv. Sternova vrstva, ktera je vazana na povrch ¢astice zejména
adsorpcénimi silami a tvofi vnitini (kompaktni) ¢ast elektrické dvojvrstvy. Vnit¥ni ¢ast elektrické
dvojvrstvy se podoba deskovému kondenzatoru a zbyvajici ¢ast opacné nabitych iontd je
rozptylena ve vnéjsi (difuzni) vrstvé a je k povrchu castice pritahovdna prevainé silami

elektrostatickymi. (1)

1.3. Klasifikace koloidnich soustav

Podle rGznych kritérii a charakteristik Ize koloidni soustavy rozdélit do nékolika podskupin.
V zavislosti na skupenstvi disperzniho prostfedi a disperzniho podilu mohou byt koloidni

systémy rozdéleny do osmi skupin (tabulka 1).
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Tabulka 1 Klasifikace koloidnich soustav dle fazového slozeni

Disperzni Disperzni Oznaceni koloidni
prostredi faze disperze
plynna netvofi koloid
plynné kapalna aerosol
pevna aerosol
plynna péna
kapalné kapalna emulze
pevna lyosol
plynna tuhd péna
pevné kapalna tuhd emulze
pevna tuhy sol

Koloidni systémy, které jsou tvoreny kapalnym disperznim prostfedim a pevnou disperzni fazi
(lyosoly), mohou byt dale klasifikovany podle vlastnosti fazového rozhrani do tfech skupin.
Jako soustavy lyofobni nazyvame systémy s jasné vymezenym fazovym rozhranim. Tyto
systémy nevznikaji samovolné, jsou nejcastéji tvoreny anorganickymi latkami a k dosahnuti
termodynamické stability je nutno pouzit stabilizacni aditivum. Lyofobni systémy Ize dale délit
dle disperzniho prostredi. V pripadé, kdy disperzni prostiedi tvofi voda, je lyofobni soustava
oznacovana jako hydrofobni. Pokud je disperzni prostfedi tvofeno organickou kapalinou, byva

soustava klasifikovana jako organosol.

Naopak systémy, ve kterych je fazové rozhrani rozloZzeno do vétsi Sitky, se oznacuji jako
soustavy lyofilni. Jsou tvofeny predevsim vysokomolekularnimi latkami a na rozdil od
lyofobnich systém0 vznikaji samovolné rozpusténim. Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto soustavy
termodynamicky stabilni, byvaji ¢asto oznacovany jako koloidni roztoky. Pokud je disperzni

prostredi tvofeno vodou, jedna se tedy o hydrofilni koloidni soustavu.

Treti velkou skupinou koloidnich soustav jsou tzv. asociativni koloidni soustavy, které
rovnéz patfi mezi lyosoly a vznikaji integraci molekul povrchové aktivnich latek. Tvofi tak
utvary koloidni velikosti a nemaji striktné definované fazové rozhrani, jelikoz neustdle dochazi
k vyméné molekul povrchové aktivni latky mezi disperznim prostfedim a koloidni ¢astici.
Specialnim pripadem koloidnich systému jsou gely, které maji jedine¢nou schopnost volné

prechazet z kapalného skupenstvi do pevného. Tuto schopnost maji nékteré lyofobni a vétsina
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lyofilnich koloidnich soustav, jejichz Castice se za urcitych podminek spojuji a vytvareji tak

pevné prostorové sitované struktury. (1, 2)

Rozdéleni koloidl na hydrofobni a hydrofilni je Uzce spojené s rozdélenim na koloidy
vratné (reverzibilni) a nevratné (ireverzibilni). Reverzibilni koloidy mohou pfi konstantni
termodynamicky stabilni. Disperze tak vznikaji samovolné po smichani jednotlivych slozek
dohromady. Ptikladem vratnych koloidl jsou hydrofilni a asociativni koloidni soustavy.
Hydrofobni koloidy se naopak radi do skupiny nevratnych koloidl. Jsou termodynamicky
nestabilni, nevznikaji samovolné pfi procesu michdni a jejich ptiprava vyzaduje specialni
postupy. Pro vytvoreni nevratného koloidu je nutna aktivacni energie, kterd muize byt tak

vysoka, Ze tyto disperze mohou disponovat stabilitou az v fadu nékolika let. (1)
2. Nanocastice stribra

UzZivani stfibra je zndmo déle nez 2000 let. Jiz v davnych dobach bylo pouzivano k |ékarskym
ucellim, k vyrobé minci, nadobi apod. Slouceniny na bazi stfibra zaznamenaly sv{j vyznamny
rozvoj zacatkem 19. stoleti a od té doby jsou uzivany v mnoha antimikrobialnich aplikacich.
Stfibro je v dnesni dobé diky svym fyzikalné-chemickym vlastnostem a snadné pfipravé jeho

koloidnich ¢astic jednim z nejrozsifené;jsich kovli v modernich nanotechnologiich. (6, 7, 8)

2.1. Syntéza nanocastic stribra

Nanocastice sttibra lze syntetizovat rlznymi postupy, které vedou k variabilnim velikostem,
morfologii a dokonce i rlizné stabilité. Obecné plati, Ze tyto syntetické metody mohou byt
rozdéleny do tfi zakladnich kategorii: chemicka, fyzikalni a biologicka (zelend) syntéza. Kazda
z téchto metod ma své vyhody i nevyhody spojené s naklady, morfologii syntetizovanych
nanocastic a distribuci jejich velikosti. (9) Metody syntézy nanocastic lze dale rozdélit do
dalsich dvou velkych skupin. Jednd se o metody kondenzacni (bottom-up) a metody
dispergacni (top-down). V pripadé top-down metod se jednda o proces, kdy jsou z latek
makroskopickych pripravovany castice v fadu nanometrl pomoci fyzikdlné-chemickych

a mechanickych postupl. U bottom-up technik nanocastice vznikaji na zakladé chemické
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reakce, Ci zméné rozpoustédla z analyticky disperznich soustav, tedy disperzi, v nichz je

velikost ¢astic mensi nez 10° m. (2)

2.1.1. Chemicka syntéza

Nejpouzivanéjsi metodou v dnesni dobé je chemicka redukce stfibrné soli, kterd
predstavuje snadny zplsob syntézy stfibrnych nanocastic v disperzi. Jako redukéni Cinidla jsou
pouzivany napfiklad NaBHas, askorbdat a citrat. Velikost ¢dastic zavisi na typu redukujiciho
sacharidu a hodnoté pH. (6) Agregacni stabilita, velikost ¢i morfologie vznikajicich nanocastic
mUzZe byt ovlivnéna pridavkem dalSich latek do reakéni smési. Prikladem takovych latek jsou

zejména povrchové aktivni latky, polymery apod. (10)
2.1.1.1. Tollenstliv proces

Mezi relativné jednoduchou a zaroven velmi efektivni metodu syntézy nanocastic stfibra patfi
tzv. Tollens(iv proces. Tato metoda spociva v redukci amoniakdlniho komplexniho kationtu
[Ag(NH3)2]* redukujicimi cukry, napft. glukosou, fruktézou ¢i maltosou. (11) TollensGv proces
nabizi moZnost fizené pripravy nanocastic stfibra v jediném reakénim kroku. Vyhodou je také
to, Ze neni tfeba nijak zvlast upravovat teplotu reakce, nebot syntéza probiha za laboratorni

teploty — cca 23°C. (12)

Zménou koncentrace ligandu Ize pak ovliviiovat velikost vznikajicich nanoéastic stfibra
v rozmezi 25 az 400 nm. O stabilité pripravenych koloidl stfibra bylo také zjisténo, Ze silné
zavisi na velikosti nanocastic. Koloidy s velikosti castic mensi nez 100 nm, pfipravené pfi nizsich
koncentraci amoniaku, jsou stabilni po dobu nékolika mésicu, zatimco vétsi ¢astice vykazuji
vysokou uUroven nestability v dlisledku relativné rychlého sedimentacniho procesu (fadové
hodiny). (10) Pfi Tollensové procesu syntézy nanocastic stfibra nejsou uzivany zadné toxické

chemikadlie a je tak Setrny k Zivotnimu prostredi. (6)
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Obrazek 1 TEM snimek nanocastic stfibra redukovanych pomoci maltézy

2.1.1.2. Redukce pomoci citratu

Nanocastice stfibra Ize také syntetizovat z dusi¢nanu stfibrného v jednom reakénim kroku za
pouziti citratu trisodného jako redukéniho €inidla. Jako pomocné redukéni Cinidlo se pouziva
kyselina tfislova, kterd zaroven slouZi jako stabilizdtor a ovliviiuje velikost nanocastic.
V zavislosti na koncentraci kyseliny tfislové vznikaji nanocdstice o velikosti v rozmezi 18 — 30
nm, které se vyznacuji nizkou polydisperzitou. Cim mensi koncentraci kyseliny t¥islové
pouzijeme, tim mensich velikosti Ize dosdhnout. Syntéza probiha za zvysené teploty (60°C).

(13)

2.1.1.3. Redukce pomoci NaBHa

Syntéza nanodastic stfibra pomoci NaBHs predstavuje pomérné jednoduchou metodu
pripravy. Zatimco redukce pomoci citratu probiha za zvysené teploty, proces ptipravy pomoci
NaBH4 vyZaduje ¢asto chlazeni. Do vodného roztoku NaBH4 chlazeného v ledové lazni je
pridavan rovnéz zchlazeny roztok dusi¢nanu stfibrného a vznikaji tak nanocastice stribra,

jejichz velikost a tvar zavisi na poméru téchto dvou reakcnich ¢inidel. (14)
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2.1.2. Fyzikalni syntéza

U fyzikdlnich metod ptipravy nanocastic je nutno vynaloZit energii v podobé prace
mechanické, tepelné, elektrické apod. Tyto postupy byvaji nejcastéji vyuzivany pro pfipravu
praskovych nanomaterial(. (15) Pfikladem vyuziti mechanické prace maze byt mleti za vyuziti
tzv. kulovych mlyn(, kdy v nejucinnéjsich kulovych mlynech mohou koule zaujimat az 40 %
jejich objemu. Nevyhodou této metody je vSak kontaminace vznikajicich ¢astic materidlem

kouli pfi otéru.

U malo pevnych latek Ize k pfipravé nanocdstic pouZzit ultrazvuk. Frekvence nad
2000 Hz vyvolavaji v latkach pravidelné stlacovani a expanzi. Tlak pldsobici na materidl v ném

tak mlze vytvorit trhliny a po jistém case az rozpad na koloidni ¢astice.

V soucasnosti stdle vyuZivanéjsi metodou je laserova ablace, kterd je zaloZena na
ozareni vhodného materidlu vysoce fokusovanym paprskem elektromagnetického zareni -
laserem. Ozafovanim povrchu pevné faze paprskem o velmi vysoké energii dochazi
k lokdlnimu prehfati materidlu a vysoky tlak zplsobuje odtrhdvani nanocastic. Soucasné

dochazi k odparovani materidlu a nasledné kondenzaci. (2)

2.1.3. Biologicka (zelend) syntéza

Jak uz nazev napovida, biologickd syntéza umoznuje pfipravovat nanocastice stfibra pomoci
zivych organism( — bakterii, hub nebo rostlin. Tyto metody jsou ekonomické a Setrné
k Zivotnimu prostredi. Nabizi se tak jako vhodnd alternativa pro pripravu nanocastic stfibra
pro biologické a medicinské aplikace, vzhledem k nizké nanotoxicité. Biologicka syntéza
nanocastic sttibra se fadi mezi bottom-up metody, které vétSinou zahrnuji oxidacni ¢i redukéni
reakce. Tuto funkci vykonavaji predevsim mikrobialni enzymy nebo rostlinné fytochemikalie
s antioxida¢nimi nebo redukénimi vlastnostmi, které plsobi na prislusné slouceniny a
produkuji nanocastice. Pro biologickou syntézu jsou nezbytné tfi hlavni slozky — rozpoustéci
médium pro syntézu, ekologicky Setrné redukéni Cinidlo a netoxické stabiliza¢ni Cinidlo.
Nanodastice stfibra tak mohou byt redukovany napfriklad bézné dostupnymi rostlinnymi

produkty jako je extrakt z aloe vera, listy koriandru setého ¢i plody papaje obecné. (7)
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Napriklad v pfipadé aloe vera se jedna o jednoduchou metodu pfipravy nanocastic
stfibra. Tento postup spociva v redukci dusi¢nanu stfibrného v amoniakalnim prostredi po
pridavku extraktu z aloe vera, ktery Ize ziskat jednoduse povarenim jeho listd v destilované
vodé. Zluté zbarveni roztoku, které znaéi na pf¥itomnost nanoé&astic je mozné pozorovat po
24 hodindch reakce. Redukce tudiz probihd pomérné dlouho, coz predstavuje jisté nevyhody

oproti chemické syntéze. (16)

2.2. Vlastnosti nanocastic stribra

Nanocastice sttibra jsou obecné mensi nez 100 nm a jsou tvofeny 15 - 20 000 atomy stfibra.
V fadu nanometr( stfibro vykazuje pozoruhodné neobvyklé fyzikalni, chemické a biologické
vlastnosti, véetné vysoké elektrické a tepelné vodivosti. DalSimi neméné vyznamnymi
charakteristikami nanocastic stfibra jsou naptiklad chemicka stabilita, katalytickd aktivita

a nelinearni optické vlastnosti. (15, 17)

2.2.1. Optické vlastnosti

Nanocastice sttibra disponuji unikatnimi optickymi vlastnostmi, napftiklad specifickou absorpci
svétla ve viditelné oblasti, kterou nazyvdme povrchovou plazmonovou rezonanci. Jev
povrchové plazmonové rezonance nastavd, pokud se frekvence dopadajicich fotonl rovna
vlastni frekvenci vodivostnich elektrond na povrchu ¢astice, dochazi k rezonanci a silné
absorpci zareni. Rezonance pro nanocastice stfibra nastava ve viditelné oblasti spektra,

a proto jsou vodné disperze stfibra barevné. (18, 19)
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Obrazek 2 Absorpcni spektrum povrchového plazmonu nanocastic stfibra o velikosti 26 nm
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2.2.2. Antibakteridlni vlastnosti

Mezi nejvyznamnéjsi vlastnosti nanocastic stfibra patfi jejich antibakterialni vlastnosti, které
jsou zdavislé na velikosti a koncentraci pUsobicich nanocastic. Antimikrobidlni Gc¢innost
nanocastic je také zavisla na jejich tvaru. (9) Ve studii Kvitka bylo publikovédno, ze nejvétsi
antibakteridlni ucinek vykazovaly nanoddstice o velikosti 25 nm, které byly pfipraveny
modifikovanym Tollensovym procesem za pomoci D-maltosy jako redukéniho Cinidla. Vétsi
nanocdstice totiz hlife prochazeji pres bunécnou sténu a antibakterialni uc¢inek tudiz neni tak
znacny. (12) Mezi dalsi faktory ovliviujici antibakteridlni vlastnosti patfi pH roztoku, redoxni
stav, iontova sila a iontové slozeni. Vétsina udajli o toxicité nanocastic stfibra je totiz ziskdvana
v relativné jednoduchych disperznich prostredich jako je napfiklad destilovand voda nebo
bunécna kutivacni média, kterd neodpovidaji prostfedim uvnitf Zivych organisml nebo
v Zivotnim prostredi. Proto povrchové vlastnosti a reaktivita disperzi pfipravenych v laboratofi
nemusi byt relevantni pro posouzeni chovani v redlnych systémech, jelikoz mozna agregace
nanocdstic zplsobend napfiklad rozdilnym pH ¢&i iontovou silou vede k rlizné antibakteridlni

aktivité a toxicité. (20)

Nanocdastice stfibra maji schopnost ukotvit se na bakterialni bunécné sténé a nasledné
ji rozrusit, coz nasledné zpusobuje strukturni zmény v cytoplazmatické membrané a nakonec
i zanik celé burky. Dal$i moZny mechanismus antibakterialniho ucinku je zaloZen na teorii, Ze
se z nanocastic stfibra mohou uvolfovat stfibrné ionty, které interaguji s thiolovymi skupinami

mnoha enzym( a proteinu a jsou schopny je inaktivovat. (7)

V nedavnych studiich vSak bylo popsadno, Ze antibakterialni Gcinky stfibra ztraci po
opakované expozici svou efektivitu diky vznikajici rezistenci bakterii vii¢i nanocasticim stfibra.
Déje se tak diky produkci proteinu flagellinu, jenZ je produkovan bakteridalnim bi¢ikem. Tento
protein totiz zplsobuje agregaci nanocastic a tim tak potlacuje jejich antibakterialni ucinek
vaci gram-negativnim bakteriim. Vyvinutou bakteridlni rezistenci lze potlac¢it pomoci
inhibitor( produkce flagelinu jako je napriklad extrakt z kiiry granatového jablka. Studie byla

provadéna na bakteridlnich kmenech E. coli a P. aeruginosa. (21)
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2.2.3. Antivirové vlastnosti

Nanocastice stfibra vykazuji nejen efektivni Gcinnost v boji proti mikroorganism(m, véetné
bakterii a hub, ale disponuji také antivirovymi vlastnostmi. (15) JelikoZ virova onemocnéni,
stejné jako ta bakteridlni, zplUsobuji ¢asto vainé (aZ fatalni) zdravotni komplikace, jsou

v soucasné dobé pfedmétem intenzivniho studia.

Chemicky syntetizovana antivirotika mivaji ¢asto nezadouci vedlejsi ucinky, které jsou
spojeny s dalSimi zdravotnimi komplikacemi. Vznik novych infekénich chorob a zvyseni
rezistence virl vici doposud uzivanym lékim tak proto vyzaduje pfi l1é¢bé vice efektivni

terapeutické prostredky. (22)

Autofi dosud publikovanych praci se domnivaji, Ze se nanocastice stfibra mohou vazat
na vnéjsi proteiny virovych ¢astic, coz vede k inhibici vazby a replikace virovych ¢astic
v kultivovanych bunkach. (23) Nedavné studie také dokdzaly, Ze roztok obsahujici kationty
stfibra ucinné nici vir HIV a do budoucna se tak nabizi jeho uplatnéni na kondomech
a lubrikantech. (22) PfestoZe antivirovy mechanismus neni plné zndm, predstavuji nanocastice

stfibra potencialni antivirotika budoucnosti.

2.2.4. Nanotoxicita

Slouceniny stfibra i stfibro samotné vykazuji velky toxicky efekt nejen vici bakteriim,
ale v mnoha ptipadech také vici houbam, virim a rasam. | kdyzZ pro ¢lovéka nepredstavuje
z hlediska toxicity stfibro takovou hrozbu, je tfeba jisté obezfetnosti pfi jeho uzivani. Nékteré
rozpustné soli se totiz mohou pfi vstfebavani z traviciho traktu absorbovat do obéhového
systému a akumulovat se v lidskych bunkach, coz predstavuje zdravotni riziko. Nadmérné
uzivani koloidniho stfibra mlzZe vést k argyrii, coz je onemocnéni, pri kterém dochazi ke
zmodrani klze, sliznic a oci. Poziti byt jen malych mnozstvi stfibrnych soli mizZe zpUsobit smrt
¢i karcinogenni bujeni. Letalni davka stribra pro ¢lovéka ¢ini 1,3 — 6,2 g v zavislosti na télesné
hmotnosti. Naopak nejvyssi povoleny denni pfijem stfibra ve stravé se pohybuje v intervalu

27— 70 pg. (8)
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2.3. Aplikace nanocastic stribra

Praktické vyuziti nanocastic stfibra je Uzce spojeno s jejich jedine¢nymi antibakterialnimi
vlastnostmi a nachazi své uplatnéni v mnoha oblastech. Mimo sféru védeckou se ¢im dal
Castéji uplatiuji i v produktech pro komercni vyuziti. Nanocastice stfibra tak nachazime
v odvétvich jako je napriklad |ékarstvi, farmacie, kosmetika, textilni pramysl, farmaceuticky

pramysl, optika, elektronika a mnoho dalsich. (9)

2.3.1. Biosenzory

Nanocastice stfibra jsou diky svym vlastnostem vhodné pro vyuZiti jako biosenzory. Jsou
schopny zaznamenat velké mnoiZstvi bilkovin, které jsou normalni biosenzory jen tézko
schopny rozlisit. Tato jedine¢nd vyhoda nanodastic stfibra mizZe byt pouzita k detekci
nejriznéjSich abnormalit v lidském téle. Bionanosenzory tak lze aplikovat k diagnostikovani

rGznych onemocnéni véetné rakoviny. (24)

Protilatky, znaCené nanocasticemi stfibra, které vykazuji nepfimou fluorescenci, Ize
napriklad vyuZit pro detekci viru H1N1, tedy pfi¢inu lidské chripky. Vyhody znaceni

vvvvvv

spocivaji v jednoduchém procesu pripravy, znaceni a stabilité. (25)

2.3.2 Maedicinské aplikace

Vyuziti nanocastic stfibra v |ékarstvi se v sou€asné dobé stdle vice rozsiruje. Vzhledem k jejich
antibakteridlnim vlastnostem se pouzivaji napfiklad k impregnaci obvazi pfti l1é¢bé tézkych
popalenin, kdy zabranuji proniknuti infektu do popdlenych tkani. (8) Obvazy s nanocasticemi
stfibra, které jsou impregnovany na aktivnim uhli, se dale také vyuzivaji pfi Ié¢bé infikovanych
ran, bércovych viedl apod. Obvaz totiz nejen likviduje bakterie v ranach, ale adsorbuje také

toxiny a minimalizuje ptipadny zdpach. (26)

Velmi vyznamnym faktem také je, Ze nanocastice stfibra zvysuji uc¢innost antibiotik.
VGac¢i na trhu dostupnym antibiotikim se totiz za léta uZivani stala spousta bakterii

rezistentnimi, a proto léCebné metody Casto selhdvaji. Nanocastice stfibra vykazuji vysoky
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baktericidni ucinek pfi koncentracich, které pro lidské buriky nejsou cytotoxické. Diky
synergickym ucinkdm nanocastic stfibra s antibiotiky tak mdzZe byt dosahnuto toho, Ze
antibiotika, ktera diky rezistenci bakterii ztratila svou funkénost, jsou pfi lé¢bé opét efektivni.
Antibiotika se také mohou uZivat v mensich davkach, coz je pfiznivé napfiklad pro travici trakt.

(6,21)

Vysledky studie sledujici synergické ucinky antibiotik s nanocasticemi stfibra proti
gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
a Staphylococcus aureus uvadi, Ze pro ucinné antibakteridlni ptisobeni antibiotik je zapotrebi
jen malé mnozstvi sttibra, jehoz koncentrace nevykazuji cytotoxicky efekt na savci buriky. Tyto
zavéry byly stanoveny na zakladé stanoveni pomoci diluéni metody urcujici MIC (minimalni
inhibi¢ni koncentraci) antibiotika, kterd jiz inhibuje viditelny rast bakterii. V zdvislosti na
pouZitém bakterialnim kmeni byly koncentrace stfibra pfi testovani 5, 2.5, 1.25 a 0.6 mg/I. Pro
zjisténi, zda je ucinek antibiotik specificky ¢i nikoliv, byla v této studii pouzita celd fada
antibiotik s rlznymi chemickymi strukturami a rlznymi mechanismy pusobeni, diky ¢emuz

bylo dospéno k zavéru, Ze tyto synergické ucinky jsou nespecifické. (27)

2.3.3. Dekontaminacni technologie

Nanocastice stfibra nachazeji své uplatnéni také pfi ochrané a dekontaminaci Zivotniho
prostredi. Tyto metody funguji na principu chemického rozkladu organickych i anorganickych
kontaminant(. Nejcastéji se pro tyto ucely vyuziva nulamocné Zelezo. Pro zvyseni reaktivity se

Castice Zeleza mohou pokryt tenkou vrstvou uslechtilého kovu, napfiklad praveé stfibrem. (28)

2.3.4. Kosmeticky pramysl

Nanomaterialy nachazeji uplatnéni v celé fadé kosmetickych produktl jako pripravky pro péci
o vlasy, hydrataéni krémy ¢i opalovaci krémy. Nejcastéji tedy plni ochrannou funkci.
Nanodastice stfibra a zlata maji pokoZzce dodavat Cerstvy vzhled. Baktericidni a fungicidni
mydlo obsahujici nanocastice stfibra jsou zase ucinné v lécbé akné a sluncem popalené

pokozky. (29, 30)
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3. Fluorescencni znaceni

V poslednich letech zaznamenaly detekce zaloZzené na fluorescenci vyznamny pokrok nejen
v pristrojovém vybaveni, ale i syntéze novych fluoroforl — fluorescenénich barviv, coz
umoznilo znaény vyvoj v biologickych aplikacich. Pfi procesu fluorescenéniho znaceni byvaji
vyuzivany organické molekuly, fluoreskujici proteiny nebo polovodi¢ové nanokrystaly.
Organické molekuly mohou vytvaret s analyzovanym vzorkem kovalentni nebo nekovalentni
vazby a tvofit tak pfislusné komplexy nebo konjugaty, které vykazuji fluorescenci. Pokud je
organicky fluorofor v takovém komplexu s analytem, dochdzi ke zvySeni absorpcnich
a emisnich vinovych délek. Vzniklé fluorescencni zareni mize nabyvat od kratkych vinovych
délek az po velmi dlouhé v zdavislosti na pouzitém fluoroforu. (31)

Fluorescencni znacky lze vyuzit ke studiu biologickych procesdi v mnoha védnich
oborech a jejich potencidlni aplikace jsou pfedmétem intenzivniho studia. Oshinbolu et al., se
ve své prdci vénovali popisu agregace monoklonalnich protilatek na savcich bunécénych
kulturach za pouZiti fluorescencnich barviv. Ukazalo se vsak, Ze fluorescencni barviva nejsou
specifickym indikatorem agregace monoklonalnich protilatek, ale spiSe ukazatelem celkové
agregace protein(. (32) Metody zaloZzené na fluorescenénim znaceni byly déale pouzity
naptiklad pro vizualizaci oblicejovych nerv(i, ¢imZ je moiné eliminovat jejich pripadné
poskozeni béhem ndarocnych operaci, jako je napfiklad parotidektomie — chirurgické
odstranéni pfiusni Zlazy. Pfi tomto zakroku ¢asto dochazi k ochrnuti ¢asti obliceje, cehoz by
mohlo byt zabranéno, diky jeho efektivni vizualizaci béhem operace pomoci fluorescencnich

barviv. (33)

3.1. Fluorescence

Fluorescence je typem luminiscence, konkrétné fotoluminiscence. Jedna se o jev, kdy latka po
absorpci elektromagnetického zareni vyzari kvantum zafeni, které je posunuto k delSim
vinovym délkam neZ zareni absorbované. Tento jev se nazyva Stokeslv posun a je zpUsoben
kratkou vibracni relaxaci bezprostfedné po absorpci zareni, kdy je ¢ast vibracni energie
prevedena na okolni molekuly. Intenzita (energie) fluorescence je tak mensi nez intenzita
absorbovaného kvanta zareni. (34) Pri vétSich Stokesovych posunech je snadnéjsi oddélit

excitatni a fluorescenéni zafeni a je tak usnadnéno pozorovani na fluorescenénim
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mikroskopu. (5) Ke spontanni emisi zareni dochazi, jakmile prestane plsobit excitacni zdroj,

pficemz se jedna o velmi kratky ¢asovy Usek v fadu nanosekund. (35) Fluorescencni spektrum

tvori zrcadlovy obraz k spektru absorpénimu a je pro kazdou latku charakteristické.
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Obrazek 3 Absorpcni a fluorescenéni spektrum indokyaninové zelené (ICG)

Muzeme rozlisit dva typy fluorescence — primarni (autofluorescence) a sekundarni.
Autofluorescenci je mozné pozorovat u nékterych pfirozené se vyskytujicich Iatek, jako je
napriklad zeleny pigment chlorofyl. Je to schopnost fluoreskovat bezprostfedné po dopadu
UV zareni. (34, 35) Autofluorescence riznych latek se mize lisit barvou, nebot zareni mlze
byt emitovano v rdznych oblastech spektra. Pokud tedy chceme na néjakou bunku navazat
fluorescencni znacku, je nutno brat v potaz chemické sloZzeni znacky, aby se jeji barva
luminiscence vyrazné odliSovala od barvy autofluorescence bunky. (36) Sekundarni
fluorescence je pozorovatelna po kovalentnim navazani fluorescencniho barviva ke sledované
latce, kterda sama nemd schopnost fluoreskovat. (34, 35) Fluorescence se vyuZiva pfi

kvalitativnich i kvantitativnich analyzach v nejriznéjsich odvétvich a je v soucasné dobé hlavni

detekéni metodou v biologickych aplikacich. (37)
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3.1.1. Fluorescencni mikroskopie

Fluorescenéni mikroskopie je jednou z velmi vyznamnych metod detekce, uZivanych
predevsim k vizualizaci biomolekul, bunék a jednotlivych organel. (35) Je vyuzivana také pro
méreni interakci proteinli, zmén konformaci a enzymatické aktivity. (38) Tato metoda ale
muzZe byt aplikovdna i pro zobrazovani anorganickych slou¢enin a méné casto také léka
a vitaminu. (5) Aby mohl byt biologicky vzorek na fluorescenénim mikroskopu detekovatelny,
je na proteiny, pfipadné nukleové kyseliny ¢i membrany Zivych bunék, navdzano velké
mnoistvi fluorescenénich molekul a poté je zobrazeno rozdéleni fluorescencni intenzity na
ozarené plose. Nékteré proteiny, jako naptiklad flaviny a chlorofyl vykazuji silnou fluorescenci
i bez navazanych fluorofor(. (35)

Pomoci fluorescenéni mikroskopie mohou byt zobrazeny snimky ve vysoké kvalité,
¢ehoz je docileno sadou tfi filtrd uvniti fluorescenéniho mikroskopu — excitacniho filtru,
emisniho filtru a dichroického zrcadla nazyvaného téz dichroickym délicem lomu. Diky témto
filtrGm mohou byt slabé emitované signaly oddéleny od silného budiciho osvétleni. U vétsiny
fluorescenénich mikroskopl odrdzi dichroické zrcadlo svétlo o kratkych vinovych délkach
vychazejici z lampy na vzorek. Fluorescencni svétlo o vétsich vinové délce je shromazdované
cockou objektivu a prenaseno pres dichroické zrcadlo na okuldry nebo kameru, pficemz
odrazové a prenosové vlastnosti dichroického zrcadla musi byt ptizplsobeny excitaénimu
a emisnimu spektru pouzitého fluoroforu. Vzorek musi byt osvétlen zarenim odpovidajicimu
vinovym délkam uvnitf excitaéniho spektra fluorescenéniho barviva a vyzarované

fluorescencni svétlo musi byt shromazd'ovano v emisnim spektru pri vétsich vinovych délkach.

(5)

3.2. Fluorescencni barviva

Existuje mnoho typu fluorescencnich barviv a jejich derivatl absorbujicich elektromagnetické
zareni pfi rdznych vinovych délkach. Mezi nejznaméjsi patfi napriklad fluoresceiny,
rhodaminy, cyaniny apod. Dalsi skupinu fluorofor(i tvori derivaty naftalenu, dusikatych
heterocykll ¢i heterocykl( obsahujicich kyslik nebo siru. (31) Razné typy fluorescencnich
barviv mohou byt pouzity také soucasné, pficemz kazdy z nich je schopen lokalizovat a zaméfrit

urcitou slozku ve vzorku. (5) S fluorescencnimi barvivy se nesetkdvame pouze ve védecké
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sféfe, ale nachazi se i v bézné pouzivanych, komercné dostupnych produktech. Napfiklad
fotoluminiscence barviva fluoresceinu se vyuziva k diagnostickym ucelim pfi onemocnénich
rohovky. Vyuziti nachazi také ve stavebnictvi, kde se pridava do kapaliny ve vodovaze pro
zlepseni viditelnosti indikacni vzduchové bubliny. Zajimavosti je, Ze uz v roce 1877 se
fluorescein vyuzival k vyzkumu podzemnich proud( k diikazu podzemniho propojeni Dunaje

a Ryna. (36)

3.2.1. Rhodaminy

Rhodaminy spadaji do skupiny xanthenovych barviv a patfi mezi nejstarsi syntetickd barviva
pouzivana k barveni tkanin. Absorbuji prevainé ve viditelné oblasti elektromagnetického
spektra a mnoho derivatu silné fluoreskuje. Absorpcéni a emisni spektrum je silné ovlivnéno
substituenty na xanthenovém jadre. Rhodaminova barviva se velmi ¢asto vyuZivaji jako
fluorescen¢ni znacky pfi mikroskopickém studovani povrchu. VyuZiti nachazeji také jako

fotosenzibilatory — latky citlivé na svétlo pfi diagnostice a [é¢bé nadorovych bunék. (31)

3.2.1.1. Rhodamin B isothiokyanat

Rhodamin B isothiokyanat (RBITC) je prototyp molekuly barviva, které se pouzZiva jako
fluorescenéni znacka v mnoha biologickych aplikacich. Stejné jako u ostatnich fluoroford,
témér 80 % fluorescence byva zhdaseno, pokud je Rhodamin adsorbovan na stfibrné
nanoagregaty. Nicméné prekvapivé zbylych 20 % fluorescence je dostatecné silnych na to, aby
mohlo byt detekovano fluorescenénim mikroskopem. (37) Isothiokyanaty reaguji obecné
s nukleofily, jako jsou aminy, hydroxyskupiny a thioly. Stabilni produkty reakci ale vznikaji

pouze s primarnimi aminovymi skupinami, jak je zndzornéno v reakénim schématu nize. (39)

S
R—N I
+ \\ /C\
R—NH, C —> HN NH
A\Y
S R R’
primarni isothiokyanat slouceniny
amin thiomocoviny

Obrazek 4 Konjugace primarniho aminu s isothiokyanatem
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3.3. Vazby fluorofori na povrch nanocastic

V poslednich letech je v oblasti vyzkumu stdle vice pozornosti vénovano interakcim fluorofor(
s povrchy kovl a kovovych nanocastic, vzhledem k rozsahlému vyuZiti metod detekce
zalozenych na fluorescenci. Studiem vazby fluorofori na povrch nanocastic stfibra pomoci
fluorescencni korelacni spektroskopie se ve své praci zabyval Ray et al. Na nanocastice stfibra
o priméru 50 nm byl navazan jednovlaknovy oligonukleotid a komplementarni jednovlaknovy
oligonukleotid byl oznacen fluorescenénim barvivem Cy5, ktery byl nasledné hybridizovan
s oligonukleotidem vazanym na nanocastice stfibra. Mezi nanocastici a fluoroforem byla
udrZovana vzdalenost o velikosti 8 nm pevnym hybridizovanym DNA duplexem. Fluorescenc¢né
znacené nanocastice (Cy5-DNA-Ag) oproti barvivu navdzaném pouze na DNA (Cy5-DNA)
vykazovaly vice neZ 10x vyssi intenzitu fluorescence. (40) Fluorescenéné znacit Ize také core-
shell struktury, jak potvrzuje ve své praci Jang et al. Jaddro tvorené oxidy Zeleza bylo obaleno
vrstvou oxidu kfemicitého o rdzné tloustce. Nanocastice byly nasledné konjugovany
s fluorescencnim barvivem Cy. Poté byla sledovdna vzddlenost mezi nanocasticemi
a fluoroforem a bylo zjisténo, Ze intenzita fluorescence pfitom zavisi na tloustce vrstvy oxidu
kfemicitého. Takto pfipravené nanocastice byly pouzity jako kontrastni latka ke znaceni
nadoru pfi magnetické rezonanci a dalSich multimodalnich zobrazovacich technikach. (41)
Fluorescencné znacené nanocdastice sttibra byly také vyuzity pri detekci viru HIN1 — lidské
chfipky, kde slouzily ke znaceni protilatek viru. Tento typ fluoresnenéniho imunosenzoru by
mohl byt v budoucnu vyuZit v oblasti molekularni diagnostiky a dalSich biologickych aplikacich.
(25) Zesileni fluorescencniho signalu pomoci nanocastic stfibra se ve své praci vénoval Zhang
et al. Nanocastice stfibra o rtznych velikostech byly obalené monovrstvou tioproninu, kdy
velikost ¢astic i obalu byla dana rznymi poméry dusi¢nanu stfibrného a tiopropinu. Poté byly
ligandy na nanodasticich stfibra c¢asteéné nahrazeny thioldtovymi jednovlaknovymi
oligonukleotidy znacenymi fluoresceinem nebo jejich neznaéenymi komplementarnimi
oligonukleotidy vyménou ligandu. Fluorofory navdzané na nanocasticich stfibra vykazovaly

povrchové zesilenou fluorescenci v zavislosti na velikosti kovovych jader. (42)
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4. Material a pristrojové vybaveni

4.1. Chemikalie

Pro syntézu fluorescencné znacenych nanocastic stfibra byly pouzity nasledujici chemikalie.
Na pfipravu nanocastic stfibra byl pouzit dusi¢nan stfibrny (Fagron, p.a.), hydroxid sodny
(Lach-Ner, p.a.), hydroxid amonny (Sigma-Aldrich, 28-30% vodny roztok, p.a.) a D (+)-maltdza
monohydrat (Sigma-Aldrich, p.a.), jako redukéni Cinidlo. K modifikaci nanocastic byl pouzit L-
arginin (Sigma-Aldrich, p.a.) a k fluorescenénimu znaceni Rhodamin B isothiokyanat (Sigma-

Aldrich, p.a)

4.2. Pomucky a pristrojové vybaveni

Po celou dobu laboratorni prace byly pouZivany automatické pipety znacky Eppendorf.
Rozpousténi vzorkd bylo urychleno pomoci ultrazvukové lazné znacky Ficher Brand FB11201.
K michani vzorkd pti pfipravé nanocastic byly pouzity magnetické michacky MR Hei-Mix S od
firmy Heidolph. Inkubace vzorkl s fluorescenénim barvivem Rhodaminem B isothiokyanatem
probihala na rolovaci tfepacce vyrobce Stuart. Na preciSténi znacenych nanodastic byly
pouzity dialyzaéni membrany znacky Spectra s indexem MWCO 50 kDa. Velikost nanocastic
byla méfena na pfistroji Zeta Potencial Analyzer 90 Plus vyrobce Brookhaven vyuzivajicim
principu dynamického rozptylu svétla a pomoci transmisniho elektronového mikroskopu JEM
2010 (Jeol, Japan). Absorpéni spektra byla mérena na spektrofotometru znacky Specord S600
od firmy Analytiklena, Germany, ktery pracuje v oblasti vinovych délek 190-1050 nm. Pro
promyti a odstfedéni kvasinek bylo vyuzito odstfedivky znacky Hettich Zentrifugen typu
EBA 20. Koncentrace stfibra v disperzich byla stanovena metodou atomové absorpéni
spektroskopie na pfistroji ContrAA 300 (Analytik Jena, Germany) vyuzivajici plamenovou
ionizaci. Interakce bunék s fluorescenéné znaéenymi nanocasticemi stfibra byly pozorovany
na fluorescenénim mikroskopu AF5013i T od vyrobce Arsenal s.r.o, snimky kvasinek byly

pofizeny digitalnim fotoaparatem Canon G9.
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4.3. Priprava fluorescencné znacenych nanocastic stribra

Nanocastice stfibra byly pfipraveny modifikovanym Tollensovym procesem, ktery je velmi
dobre reprodukovatelny a predstavuje pomérné jednoduchou metodu pfipravy. Syntéza
probihala v 50ml kadince za laboratorni teploty a intenzivniho michani na elektromagnetické
michacce dle nasledujiciho postupu.

K 5 ml dusiénanu stfibrného (c = 5-:10 mol-dm=3) bylo postupné pfidano 1,25 ml
hydroxidu amonného (c = 0,1 mol-dm3), 12,75 ml H,0, 1 ml NaOH (c = 0,24 mol-dm™3) a 5 ml
maltdzy (c = 5-102 mol-dm3) jako redukéniho ¢inidla. Celkovy objem reakéni smési tedy &inil
25 ml. Po pridavku maltézy byl pozorovdn barevny prechod od svétle Zlutého po medové
hnédé zbarveni v pribéhu cca 5 minut, coZ signalizovalo konec redukce. Takto pfipravené

Castice stribra jsou dale v textu oznacovany jako nanocastice Ag.

Aby mohly byt nanodastic stfibra fluorescencéné znaceny barvivem Rhodaminem B
isothiokyanatem (RBITC), byl jejich povrch modifikovan navdzanim aminokyseliny arginin
(ARG), ktera byla pro syntézu vhodnd vzhledem k vétSimu poctu aminoskupin. Prostfednictvim
aminoskupin v molekule argininu je totiz moZné navazat isothiokyanatovou skupinu
v molekule RBITC. Navazani barviva RBITC na nanocastice bylo uskute¢néno dvéma zpulsoby.
V prvnim pfipadé byl nejdrive pfipraven komplex nanocastic stfibra s argininem (Ag-ARG) a na
takto modifikované nanodastice byl nasledné navazan RBITC. Nanocdstice znacené timto
postupem budou v této praci oznaceny jako (Ag-ARG)-RBITC. V pfipadé druhém byl nejdfive
pfipraven komplex (ARG-RBITC), ktery byl poté nastfiknut do reakéni smési pfi redukci
nanocdstic stfibra. Takto znacené nanocastice budou v praci oznaéeny jako (ARG-RBITC)-Ag.
Koncentrace argininu i RBITC byly po syntéze v obou vzorcich (Ag-ARG)-RBITC
a (ARG-RBITC)-Ag totozné.

Priprava (Ag-ARG)-RBITC probihala ndsledovné: Nejprve byly prostfednictvim
Tollensovy metody pfipraveny nanocastice stfibra modifikované argininem (Ag-ARG). K 5 ml
dusi¢nanu stfibrného (c = 5-10% mol-dm3) bylo pfidano 1,25 ml hydroxidu amonného
(c = 0,1 mol-dm?3), 12,65 ml H,0, 1 ml NaOH (c = 0,24 mol-dm3), 5 ml maltdzy
(c =5-102mol-dm3) a po 25 sekundach od pfidavku maltdzy bylo do reakéni smési vpraveno
0,1 ml 0,01% roztoku argininu. Syntéza probihala opét v 50ml kadince za laboratorni teploty a

intenzivniho michani na elektromagnetické michaéce, kdy objem reakéni smési Cinil 25 ml.
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Nasledné bylo do zkumavky odebrdno 9,9 ml takto ptipravené disperze (Ag-ARG) a 0,1 ml
RBITC (c=9,88:10 mol-dm™). Pfipravena smés byla ponechana 1 hodinu inkubovat, aby doslo

k navdzani barviva na aminokyselinu.

Pti pripravé (ARG-RBITC)-Ag, tedy druhém postupu znaceni, byl nejdfive pripraven
komplex (ARG-RBITC), ktery byl nasledné vpraven do reakéni smési pfi redukci nanocastic
stfibra. Komplex (ARG-RBITC) byl pfipraven do zkumavky smichanim 0,65 ml H0,
0,1 ml 0,01% roztoku argininu a 0,25 ml RBITC (c = 9,88:103 mol-dm™3). Zkumavka byla
nasledné umisténa na rolovaci tfepacku a byla ponechdna rovnéz jednu hodinu inkubovat, aby
doslo k vytvoreni vazby mezi aminokyselinou a barvivem. Po hodinové inkubaci byl cely 1 ml
pripraveného komplexu (ARG-RBITC) nastfiknut do reakéni smési pti redukci nanocastic,

po 25 sekunddch od pridavku maltézy. Celkovy objem disperze tedy Cinil 26 ml.

4.4. Predisténi a charakterizace vzorku

Oba dva vzorky (Ag-ARG)-RBITC a (ARG-RBITC)-Ag byly po pfipravé precistény pomoci dialyzy,
¢imZ byly zbaveny nenavdzaného barviva a argininu. Dialyza¢ni membrana byla naplnéna
10 ml vzorku, umisténa do litrové kadinky naplnéné vodou zalkalizovanou hydroxidem
sodnym na pH = 11. Dialyza byla provadéna celkem tfikrat v pribéhu 24 hodin vidy v 0,8 |
zalkalizované vody. Prvni a druha dialyza probihaly po dobu 2 hodin a tfeti dialyza probihala
do nasledujiciho dne. Po dialyze byly vzorky prelity do zkumavek a byla zméfena jejich
absorpéni spektra a stanovena koncentrace stfibra pomoci AAS. Pfed mérenim na AAS bylo
z disperze vzork( (Ag-ARG)-RBITC a (ARG-RBITC)-Ag odebrdno 0,25 ml a doplnéno do 25 ml

2% kyselinou dusi¢nou.

4.5. Fluorescencni mikroskopie

Fluorescencné znacené nanocastice stfibra byly poté pozorovany v bunkach, konkrétné
v potravinarskych kvasinkach a mysich fibroblastech. Koncentrace stfibra ve vzorcich cinila

42 mg/L v pripadé vzorku (Ag-ARG)-RBITC a 41 mg/L v pfipadé vzorku (ARG-RBITC)-Ag.
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4.5.1. Kvasinky vystavené znacenym nanocasticim stribra

Potravinarské kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) pro svou jednoduchou bunéénou stavbu
a snadnou dostupnost predstavovaly vhodny organismus pro fluorescenéni mikroskopii
pfipravenych nanocastic. Pfiprava vzorku k pozorovani probihala nasledovné: Zasobni roztok
kvasinek byl pfipraven rozmichanim 1 g potravinarskych kvasnic ve 100 ml destilované vody.
Poté bylo do zkumavky odpipetovano 0,1 ml takto pfipravené suspense kvasinek, 0,4 ml H,0
a 0,5 ml disperze znacenych nanocastic ((Ag-ARG)-RBITC nebo (ARG-RBITC)-Ag). Kvasinky
s nanocasticemi stfibra byly inkubovany ve zkumavce 15 minut a poté byly 2x promyty
a separovany pomoci centrifugace po dobu 2 minut pfi 2000 otacek/min. Po ukonceni kazdé
centrifugace byl supernatant odpipetovdn a usazené kvasinky byly opét prevedeny do
suspenze pfidavkem 1 ml vody s obsahem 2% glukosy. Takto precisténé suspenze kvasinek
byly pouzity pfi charakterizaci pomoci UV/Vis spektroskopie pro detekci pritomnosti

nanocdstic stfibra a RBITC a pro fluorescencni mikroskopii.

4.5.2. Kvasinky vystavené RBITC za absence nanocastic stribra

Pro srovnani byl stejnym postupem pfipraven i vzorek kvasinek pouze s barvivem RBITC za
absence nanocastic stfibra. Do zkumavky bylo odpipetovano 0,1 ml suspenze kvasinek, 0,4 ml
destilované vody a 0,5 ml roztoku RBITC o stejné koncentraci jako ve vzorcich (Ag-ARG)-RBITC
a (ARG-RBITC)-Ag. Vzorek byl ponechan opét 15 minut inkubovat, a poté bylo dvakrat
provedeno promyti pomoci centrifugace a resuspendace 2% roztokem glukozy. Takto
precisténé suspenze kvasinek byly pouzity pfi charakterizaci pomoci UV/Vis spektroskopie pro

detekci pfitomnosti nanocastic stfibra a RBITC a pro fluorescenéni mikroskopii.

4.5.3. Mysi fibroblasty vystavené znaCenym nanocasticim stribra

Kultivaci a naslednou fluorescencni mikroskopii fibroblastli vystavenych znacenym
nanocasticim stfibra provadéla Mgr. Katefina Poldkova, Ph.D. na pracovisti Regionalniho
centra pokrocilych technologii a materiall v Olomouci. Buriky mysich fibroblastd NIH/3T3

(ATCC, USA) byly kultivovany 24 hod. v 96 jamkové titracni desticce a jejich interakce se
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znaCenymi nanocasticemi stfibra byly pozorovany v ¢asech 30 min, 1 hod., 3,5 hod. a 24 hod.
od aplikace znacenych nanocastic pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Prfed pozorovdnim

byly buriky promyty fosfatovym pufrem (PBS, 0,1 mol-I%, pH 7,4).

5. Vysledky a diskuze
5.1. Fluorescencné znacené nanocastice stribra

Velikost nanocastic stfibra pfipravenych modifikovanym Tollensovym procesem bez
modifikace argininem ¢i barvivem byla charakterizovdna pomoci dynamického rozptylu svétla
a Cinila v priméru 28 nm. U nanocastic modifikovanych argininem (Ag-ARG) se velikost ¢astic
dle DLS pohybovala okolo 32 nm. Vysledna velikost nanoc¢dastic modifikovanych argininem je
vétsi a byla zfejmé ovlivnéna v prlibéhu redukce nanocastic pravé pritomnosti argininu.
Arginin pfidany do disperze 25 sekund od nastfiku redukéniho Cinidla totiz redukci zpomaluje,
coz ma za nasledek nardst pramérné velikosti ¢astic. Velikost ¢astic uréenou pomoci DLS
potvrdily snimky potizené pomoci transmisniho elektronového mikroskopu, z nichz je patrna

pfitomnost kulovitych ¢astic stfibra s velikosti v rozmezi 20 — 35 nm (Obrdazek 5).

Obrazek 5 TEM snimek nanocdstic Ag (vlevo) a Ag-ARG (vpravo)

Z absorpcnich spekter nanocastic Ag a Ag-ARG je ziejmé, Ze absorpcéni maximum povrchového
plazmonu stfibra se pohybuje v oblasti 406 nm. Absorpce povrchového plazmonu nanoddstic
stfibra modifikovanych argininem (Ag-ARG) nabyva nizSich hodnot, nez v pripadé Cistého
koloidu stfibra a rovnéz Sirka piku (Ag-ARG) je nepatrné vétsi. Navic je ve spektru vzorku
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(Ag-ARG) patrna vyssi absorpce zafeni v oblasti vinovych délek od 400 nm po 700 nm. Tato
diference je pravdépodobné zplsobena vétsi velikosti nanocdstic Ag-ARG, kterd byla
ovlivnéna v prabéhu redukce, jak bylo jiz zminéno vysSe, anebo velmi mirnou agregaci

nanocdstic Ag zpGsobenou argininem.

nanocastice Ag a Ag-ARG
1,6
1,4

1,2

’

0,6
Ag-ARG

04

0,2

300 400 500 600 700
A (nm)

Graf 1 Absorpcni spektrum nanocastic stfibra (Ag) a nanocastic sttibra modifikovanych

argininem

Fluorescencni znaceni nanocastic probihalo dvéma postupy, pficemz odliShost mezi
témito dvéma metodami spocivala v rlzném navazani argininu na nanocastice, coz mlize
ovlivnit vyslednou UspéSnost navdzani barviva na nanodastice Ag, pfipadné finalni
charakteristiky samotnych nanocastic Ag. Vysledky obou metod znaceni nanocastic stfibra se
od sebe proto lisi, jak je patrné ze snimk( z elektronového mikroskopu a z absorpcnich spekter.
U obou vzorkd nanocastic stfibra s navazanym RBITC, v porovndni s nanocasticemi Ag
a Ag-ARG bez barviva, hodnota absorbance povrchového plazmonu nanodastic stfibra klesla,
jak je mozné vidét pro porovnani v grafu 1 a 2. V pripadé vzorku (Ag-ARG)-RBITC je ddvodem
poklesu absorbance ulpéni ¢astic na sténach zkumavky pfi inkubaci a tim sniZeni koncentrace
Castic stribra ve vzorku. V pfipadé vzorku (ARG-RBITC)-Ag je patrné vyrazné rozsireni a mirny
posun piku k vy$sim vinovym délkam. Tato zména ve spektru je ddna naridstem polydisperzity
Castic Ag, coz potvrdily snimky z TEM (Obrdazek 6). Druhy viditelny pik v rozmezi 500 — 600 nm

nalezi barvivu RBITC, jehoZ absorpéni maximum se nachazi pfi vinové délce 555 nm.
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Absorbance RBITC pfi 555 nm je u vzorku (ARG-RBITC)-Ag nizsi, nebot doslo k ¢astecné ztraté

vzorku adsorpci barviva na sténu zkumavky pf¥i inkubaci.

pred dialyzou

0,9
0,8
0,7
0,6
0. —— (Ag-ARG)-RBITC
0,3
0,2
0,1

—— (ARG-RBITC)-Ag

300 400 500 600 700
A (nm)

Graf 2 Absorpcni spektra znacenych nanocastic stfibra pred dialyzou

Obrazek 6 TEM snimek nanocastic stribra vzorku (Ag-ARG)-RBITC (vlevo) a vzorku
(ARG-RBITC)-Ag (vpravo).

Po pfipravé a hodinové inkubaci byly vzorky (Ag-ARG)-RBITC a (ARG-RBITC)-Ag
precistény pomoci dialyzy za ucelem odstranéni nenavazaného barviva a argininu. Po dialyze
doslo u obou vzorkud k poklesu absorbance RBITC i stfibra, jak je znazornéno v grafech 3 a 4.
Precisténé vzorky byly zbaveny nenavazaného barviva, coz zplsobilo pokles absorpéniho

maxima a tedy i koncentrace RBITC. Pokles povrchového plazmdnu stribra u obou vzork( byl
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zpUsoben snizenim koncentrace nanocastic stfibra, které se v priibéhu dialyzy adsorbovaly na
vnitfni sténu dialyzaéni membrany (stény membrany byly zabarveny). Castice stfibra
membranou neprochazely, nebot z absorpéniho spektra dialyzacniho roztoku, ve kterém
dialyza probihala a ktery byl nékolikrat ménén, pik stfibra neni pfitomen (graf 5). Po dialyze se
absorpéni maximum RBITC u obou vzork(i mirné posunulo k delsim vinovym délkam, coz je
pravdépodobné zplisobeno vazbou na stfibro prostfednictvim argininu. Volna barva byla
precisténa a odstranéna. Zatimco pred dialyzou se absorpcni spektra obou vzork( vyznamné
lisila, po precisténi spektra nevykazuji vétsi odliSnosti (graf 6). Konecna koncentrace stfibra
stanovend metodou AAS byla u precisténych vzorkd 84 mg/L pro (Ag-ARG)-RBITC a 82 mg/L
v pripadé (ARG-RBITC)-Ag.

(Ag-ARG)-RBITC

(Ag-ARG)-RBITC pred
dialyzou

..... (Ag-ARG)-RBITC po
dialyze

300 400 500 600 700
A (nm)

Graf 3 Absorpcni spektrum (Ag-ARG)-RBITC pred a po dialyze
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Graf 4 Absorpcni spektrum (ARG-RBITC)-Ag pred a po dialyze
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Graf 5 Absorpcni spektrum dialyza¢niho roztoku po prvni dialyze

38



Po dialyze

0,7
0,6
7,
0,5 ' kY
] ?
" )
0,4 I'l' ‘\
f; \\ ----- (Ag-ARG)-RBITC po
0,3 /:'t ‘\\-“s-\\\\ dialyze
’ \
s tt\,"’l \\“‘ ----- (ARG-RBITC)-Ag po
/ Y} ialv
N, \\:\ dialyze
01 esss
0
300 400 500 600 700

A (nm)

Graf 6 Absorpéni spektra znacenych nanocastic sttibra po dialyze
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5.2. Fluorescencni mikroskopie kvasinek

Pti pripravé vzorku na mikroskopovani byly kvasinky smichany se zna¢enymi nanocdasticemi
stiibra dle postupu popsaného vyse a bylo provedeno dvojndsobné promyti pomoci
centrifugace. Pro porovnani byly kvasinky také smichany pouze s roztokem RBITC o pfiblizné
stejné koncentraci jako v disperzich Ag po dialyze. Vzorek barvy byl natfedén tak, aby hodnota
absorbance roztoku RBITC pfi 550 nm byla pfiblizné stejna jako ve vzorcich (Ag-ARG)-RBITC
a (ARG-RBITC)-Ag (A = 0,32). Po precisténi byly pofizeny snimky sedimentu kvasinek, které
vykazovaly barevnou odliSnost a dokazuji, Ze samotné barvivo bez pfFitomnosti

modifikovanych nanoc¢dstic nema schopnost se na kvasinkach uchytit (Obrazek 7).

Obrazek 7 Sediment kvasinek vystavenych (ARG-RBITC)-Ag (vlevo) a kvasinky

vystavené RBITC (vpravo) po separaci

Po separaci byly vzorky kvasinek pozorovany na fluorescenénim mikroskopu a byly potizeny
snimky kvasinek. Precistény vzorek kvasinek obsahujici pouze RBITC pfi ozareni rtutovou
vybojkou nevykazoval fluorescenci. V pfipadé vzorkd (Ag-ARG)-RBITC a (ARG-RBITC)-Ag byla
fluorescence pozorovana i po separaci. Obrazek 8 zobrazuje kvasinky vystavené samotnému
RBITC za absence stfibra. Ze snimkl je patrné, ze RBITC neprosel skrze bunécnou sténu
kvasinek a béhem separace bylo veskeré barvivo precisténo. Na snimku pofizeném ve

fluorescenénim maédu sviti pouze jedna kvasinka, jejiz bunécna sténa byla zfejmé poskozena.
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Obrazek 8 Mikroskopicky snimek kvasinek vystavenych barvivu RBITC bez fluorescencniho
modu (vlevo) a ve fluorescenénim modu (vpravo)

Vzorky (Ag-ARG)-RBITC a (ARG-RBITC)-Ag od sebe pfi pozorovani nevykazovaly zadné
vétsi odliSnosti. Fluorescenci bylo mozné v obou pfipadech pozorovat zhruba po 25 minutach
od vystaveni kvasinek znacenym nanocasticim sttibra. Ze snimkU je patrné, Ze barvivo a tedy
i nanocastice prostupuji nejprve skrze bunécnou sténu (obrazek 11 a 13). S ¢asem dochazi
k vétsimu poruseni bunécné stény, kterd umozni propustit nanocastic do vnitrobunécéného
prostfedi kvasinek. Intenzita fluorescence byla v obou pripadech dostatecné silna
k pozorovani. U vzorku (ARG-RBITC)-Ag se intenzita fluorescence po 30 minutach inkubace
jevila mirné silnéjsi, nez v pripadé (Ag-ARG)-RBITC, coz mohlo byt zplUsobeno silnéjsim
toxickym ucinkem diky pritomnosti mensich ¢astic stfibra ve vzorku (ARG-RBITC)-Ag, které vice
narusuji bunéénou sténu. Bunky kvasinek, které nebyly vystaveny zna¢enym nanocasticim Ag

ani samotnému barvivu zobrazuje obrazek 9.
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Obrazek 9 Snimek samotnych kvasinek v prochazejicim bilém svétle
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Obrazek 10 Kvasinky v bilém prochdazejicim svétle po 25 minutdch inkubace s (Ag-ARG)-RBITC

Obrazek 11 Kvasinky ve fluorescenénim mddu po 30 minutach inkubace s (Ag-ARG)-RRBITC
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Obrazek 12 Kvasinky v bilém svétlé vystavené po 35 minutdch inkubace s (ARG-RBITC)-Ag

Obrazek 13 Kvasinky ve fluorescenénim médu po 34 minutach inkubace s (ARG-RBITC)-Ag

5.3. Fluorescencni mikroskopie mysich fibroblasti

Pozorovani mysich fibroblastll vystavenych znacenym nanocdsticim stfibra provadéla
Mgr. Katefina Poldkova, Ph.D. v Regionalnim centru pokrocilych technologii a materiald
v Olomouci. Pro pozorovani byly pouzity buriky NIH/3T3 (obrazek 14), které byly vystaveny
obéma vzorkiim znacenych nanocastic (Ag-ARG)-RBITC a (ARG-RBITC)-Ag. Interakce mysich
fibroblastl se znacenymi nanocasticemi stfibra byly pozorovany pomoci fluorescencéniho
mikroskopu v ¢asech 30 min, 1 hod., 3,5 hod. a 24 hod. od aplikace znacenych nanocastic.
U obou vzorkll bylo moziné uz po 30 minutich od inkubace pozorovat fluorescenci.

(obrazek 15)
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Obrazek 14 snimek mysich fibroblastd 30 minut od inkubace s (ARG-RBITC)-Ag

v prochdzejicim bilém svétle

Obrazek 15 Snimky fibroblastl ve fluorescenénim maédu po 30 minutach inkubace

s (Ag-ARG)-RBITC (vlevo) a (ARG-RBITC)-Ag (vpravo)

Po 1 hod. od aplikace nanocastic se mysi fibroblasty vystavené (ARG-RBITC)-Ag zacaly mirné
deformovat, zatimco v pripade vzorku (Ag-ARG)-RBITC nebyly pozorovany zadné zmény.

(Obrazek 16).
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Obrazek 16 Snimky fibroblast( ve fluorescen¢nim médu po 1 hod. inkubace

s (Ag-ARG)-RBITC (vlevo) a (ARG-RBITC)-Ag (vpravo)

V inkubaénim case 3,5 hod. je u mysich fibroblast vystavenych (ARG-RBITC)-Ag patrné, ze
doslo k vyraznéjsSimu naruseni a deformaci bunék. Fluorescence RBITC u fibroblast(
vystavenych (Ag-ARG)-RBITC je intenzivnéjsi nez u predesSlého pozorovani, buriky jsou

nedeformované. (Obrazek 17)

Obrazek 17 Snimky fibroblastl ve fluorescenénim maédu po 3,5 hod. inkubace

s (Ag-ARG)-RBITC (vlevo) a (ARG-RBITC)-Ag (vpravo)

| po 24hodinové inkubaci vzorek (Ag-ARG)-RBITC vykazoval stale dobrou stabilitu a je patrné,
Ze nanocastice prostupuji do organel v cytosolu, ale samotné jadro fluorescenci neposkytuje.
Buriky vystavené vzorku (ARG-RBITC)-Ag jsou vétSinou zdeformované, shluklé a az lyzované

a jadro v bunice jiz neni mozné rozlisit. (Obrazek 18 ).
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Obrazek 18 Snimky fibroblast( ve fluorescen¢nim médu po 24 hod. inkubace

s (Ag-ARG)-RBITC (vlevo) a (ARG-RBITC)-Ag (vpravo)

Z provedeného pozorovani lze usoudit, Ze znacené nanocastice (ARG-RBITC)-Ag jsou tedy pro
buriky toxictéjsi, coZ je zirejmeé zplisobeno pritomnosti mensich ¢astic vykazujicich obecné vyssi
toxicitu. Obrazek 19 zobrazuje mysi fibroblasty vystavené (Ag-ARG)-RBITC ve vétSim zvétseni.
Jadro fibroblastu zUstava bez fluorescence, coZ lze povaZovat za pozitivni vysledek, nebot
nanocdstice stfibra neposkozuji jddro a tim tedy nevykazuji genotoxicitu ¢i mutagenitu. Témér
veskeré znacené nanocastice se vyskytuji v bunééném cytosolu a pravdépodobné

v endosomech, jenz jsou na snimku patrné jako kuli¢cky okolo jadra v prostiedi cytosolu.

Obrazek 19 Snimek fibroblastd ve fluorescenénim maédu po 24 hod. inkubace

s (Ag-ARG)-RBITC
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Zaver

Cilem této bakalarské prace byla syntéza a nasledné znaceni nanocastic stfibra fluorescenénim
barvivem Rhodaminem B isothiokyandtem (RBITC). DalSim stanovenym cilem bylo takto
pfipravené znacené nanocastice aplikovat v biologickych vzorcich a umoznit tak vizualizaci

jejich interakci s buikami pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Syntéza nanocastic stfibra probihala podle modifikovaného Tollensova procesu, jenz
spociva v redukci komplexniho kationtu [Ag(NHs)2]* redukujicimi cukry. V rdmci této prace byla
jako redukéni €inidlo pouzita maltdza. Fluorescencni znaceni nanocastic sttibra probihalo
dvéma postupy, které se od sebe liSily zpisobem navazani fluoroforu na nanocastice. Vazba
fluoroforu na nanocastice byla umoznéna prostfednictvim reakce aminoskupiny argininu
s isothiokyanatovou skupinou Rhodaminu B. Po syntéze byly vzorky precistény pomoci dialyzy,
aby doslo k odstranéni nenavdzaného barviva a argininu. K charakterizaci nanocastic byly
pouzity techniky dynamického rozptylu svétla, UV/Vis spektrofotometrie, a transmisni
elektronové mikroskopie. Pozorovani interakci zna¢enych nanocastic s biologickymi vzorky

probihalo prostfednictvim fluorescenéni mikroskopie.

Jako modelové biologické vzorky byly pouzity pekarské kvasinky a bunky mysich
fibroblastl. Pozorovanim bylo zjiSténo, Zze oba vzorky fluorescencné znacenych nanocastic
stfibra béhem par desitek minut s burikami interaguji a je mozné pozorovat fluorescenci.
V pripadé mysich fibroblastl doslo po aplikaci znacenych nanocastic (ARG-RBITC)-Ag k jejich
vyrazné deformaci, z ¢ehoz Ize usoudit na vyssi toxicitu vzorku v porovnani s (Ag-ARG)-RBITC,
ktery buriky nijak neporusil. Na zakladé provedeného pozorovani Ize usuzovat, Ze Rhodamin B
isothiokyanat by mohl byt vhodny fluorofor pro znaceni nanocastic sttibra, diky némuz by byla

umoznéna vizualizace interakci nanocastic stfibra s biologickymi vzorky.

48



Summary

The aim of this work was the synthesis and subsequent labeling of silver nanoparticles with
fluorescent dye Rhodamine B isothiocyanate (RBITC). Another goal was to apply such
synthesized silver nanoparticles labeled by RBITC in biological samples to allow visualization

of their interactions with cells using fluorescence microscopy.

Silver nanoparticles were prepared by a modified Tollens method, based on reduction
of the complex cation [Ag(NHs)2]* using reducing sugar. In this work, maltose was used as a
reducing agent. Fluorescence labeling was carried out using two ways that differ from each
other by the method of binding fluorophore to nanoparticles. Labeling of silver nanoparticles
was enabled by reaction of amino groups of the arginine and isothiocyanate group of
Rhodamine B. After the synthesis, the samples were dialyzed in order to remove unbound
dyes and arginine. Dynamic light scattering, UV / Vis spectrophotometry, and transmission
electron microscopy were used to characterize labeled silver nanoparticles. Biological
interactions of labeled silver nanoparticles with cells were observed using fluorescence

microscopy.

Baker's yeast and mouse fibroblast cells were used as model biological samples.
Observations have shown that both type of RBITC labeled Ag nanoparticles interact with cells
within a few tens of minutes and fluorescence can be observed. In the case of mouse
fibroblasts, the application of labeled nanoparticles (ARG-RBITC)-Ag resulted in cell
deformation, which suggests higher sample toxicity compared to (Ag-ARG)-RBITC that did not
damage the cells. Based on the observation, it can be concluded that Rhodamine B
isothiocyanate can be considered as suitable fluorophore for labeling of silver nanoparticles,

allowing visualization of the interactions of silver nanoparticles with biological samples.
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