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UvVOD

Oblast aplikaci nanotechnologii se stava v uplynulych letech velmi rozsahlou a perspektivni
vzhledem k vyjime¢nym vlastnostem, které vyvijené nanocastice vykazuji. Nanomaterialy a
jejich uziti se jiz neodmyslitelné rozsitily ze sfér ¢isté védeckych do oblasti, kdy se s nimi

setkavame Vv kazdodennim zivoté.

Pravé vzhledem k netiprosnému tempu, kterym nanotechnologie pronikaji do Siro-
kého rozsahu obort, je nezbytné se déle a peclivé zabyvat dopady uzivani nanomateriald.
Ackoli jiz bylo provedeno nespocet studii, které se zabyvaji ucinky pouziti nanomaterialt
na zivé systémy, je nutné se touto problematikou zabyvat vice do hloubky a snazit se poro-
zumét efektlim, které tyto aplikace mohou spolu nést, jako potenciondlni hrozba pro zivé

organismy a zivotni prostiedi.

Nanocastice stiibra nachazeji své uplatnéni predevsim diky jejich vynikajicim anti-
bakterialnim, optickym a katalytickym vlastnostem. Jsou znamy aplikace jako impregnace
medicinského vybaveni, produkce vzduchovych a vodnich filtrd, ¢i aplikace v oblasti nano-

senzoriky.

Vzhledem k aktualnosti tohoto tématu jsem si zvolila ve spolupraci se svym vedou-
cim doc. RNDr. AleSem Panackem, Ph.D. za téma své diplomové prace ,,Studium imobili-
zace fluorescen¢nich barviv na povrch nanocastic stiibra“. Jelikoz je toto téma velice ob-
sahlé, zaméfili jsme na studium imobilizace Rhodaminu B isothiokyanatu na povrch nano-
Castic stiibra pro naslednou detekci pomoci fluorescenéni mikroskopie. Dal§im cilem této
prace je pozorovani interakce uspésné modifikovanych nanocastic stiibra s kvasinkami Sac-

charomyces cerevisiae a mysimi fibroblasty.
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1 DISPERZNI SOUSTAVY

Disperzni soustavy se skladaji ze dvou zakladnich slozek — disperzni faze, ktera je rozptylena
v disperznim prostfedi. Ve vétSin¢ piipadl se disperzni faze chemicky lisi od disperzniho

prostredi (Kvitek, Panacek, 2007).

1.1 Déleni disperznich systémii

Disperzni soustavy je mozné délit podle n¢kolika hledisek. NejcastejSimi kritérii klasifikace

disperznich soustav je velikost nebo tvar ¢astic, ¢i skupenstvi disperzni faze a prostiedi.

Podle velikosti dispergovanych castic délime soustavy na monodisperzni (stejné
velke Castice) a polydisperzni (rizna velikost ¢astic). V piipadé, Ze soustava obsahuje ¢as-
tice, které maji stejny tvar, oznacujeme takovou soustavu jako homodisperzni (Kvitek, Pa-
nacek, 2007).

Podle poctu jednotlivych fazi délime disperzni soustavy na heterogenni a homogenni.
Heterogenni soustavy jsou sloZzeny minimalné ze dvou fazi. Mezi disperzni fazi a disperznim
prostiedi existuje jista hranice, kterou oznacujeme jako fazové rozhrani. Homogenni sou-
stavy tvofi dvé slozky a pouze jedna faze. Disperzni faze je tak jemné rozptylena v disperz-

nim prostfedi, ze zde neexistuje fazové rozhrani (Kvitek, Panécek, 2007; Pouchly, 2008).
Nejcstéji se disperzni systémy Cleni dle velikosti dispergovanych ¢éstic na:

e Analytické disperze — velikost ¢astic d < 10° m. Radi se mezi homogenni soustavy.
Jedna se zpravidla o pravé roztoky nizkomolekularnich latek. Vykazuji termodyna-
mickou stalost, vysokou difuizi a osmozu. Jsou nefiltrovatelné.

e Koloidni disperze — velikost ¢astic 10° m < d < 10 m. Radi se mezi mikrohetero-
genni soustavy. Jsou to pravé roztoky vysokomolekularnich latek, nano 1 mikrodis-
perze dalSich latek. Termodynamicky jsou stalé 1 nestalé. Je mozné je filtrovat pies
ultrafiltry. Vyskytuje se u nich slaba osmoéza a diftize.

e Hrubé disperze — velikost ¢astic d > 10 m. Klasifikuji se jako makroheterogenni
soustavy. Jsou termodynamicky nestalé a je mozna jejich filtrace ptes filtracni papir.

Neni u nich pozorovana diftize i osméza (Panacek, 2007).

1.2 Klasifikace koloidnich systému

Koloidni soustavy lze d¢lit podle n¢kolika kritérii, jako je tomu v piipad¢ disperznich sys-

témt. Pokud zvolime jako klasifikacni hledisko skupensky stav disperzni faze a disperzniho
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prostiedi, je mozné koloidni soustavy delit do 8 skupin. Obecné je mozné koloidni soustavy
pojmenovat jako soly. Pfedpona aero popisuje soly s plynnym disperznim prostfedim. Pted-
pona lyo charakterizuje soly s kapalnym disperznim prostfedim (Kvitek, Panacek, 2007; Vo-
jucki, 1984).

Tabulka 1 Rozdé€lni koloidnich soustav podle fazového slozeni (Kvitek, Panacek, 2010)

Disperzni prostiedi Disperzni faze Pojmenovani koloidni disperze

plynny netvoii koloid

Plynné kapalny aerosoly
pevny aerosoly
plynny pény

Kapalné kapalny emulze

pevny lyosoly
plynny tuhé pény

Pevné pevny tuhé emulze
pevny tuhé soly

1.3 Kinetické vlastnosti koloidnich soustav

1.3.1 Browniiv pohyb

Browntliv pohyb Ize popsat jako disledek narazli molekul disperzniho prostiedi do koloid-
nich cCastic, které jsou zptusobeny tepelnym pohybem téchto ¢astic. Intenzita tohoto pohybu
roste se zvysujici se teplotou a klesajici velikosti ¢astice. Browniv pohyb lze pozorovat
zejména pii difuzi, sedimentaci a podstatné ovliviiuje stabilitu koloidni soustavy (Everett,

1988; Kvitek, Panacek, 2007; Pouchly, 2008).
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Obrazek 1 Srazky molekul disperzniho prostiedi s koloidni ¢astici (Kvitek, Panacek, 2007)

1.3.2 Difaze

Jedna se o nasledek Brownova pohybu. Hnaci silou difiize je rozdil chemickych potencialt
difundujici latky, tedy koncentracni gradient v riznych ¢éastech systému. Difize probiha
vzdy z prostiedi o vyssi koncentraci do prostiedi s nizsi koncentraci. Cilem je vyrovnat kon-

centraci v celé soustavé.
Diftzi popisuje L. Fickiiv zékon:

dn dc (1)
dt dx

kde S je plocha kolma ke sméru difize, D je difizni koeficient [m?s™Y], dn/dt latkové mnoz-

stvi v Case, dc/dt koncentra¢ni gradient.

Takzvana Eisteinova rovnice popisuje vztah mezi difuznim koeficientem, koeficien-

tem tfenim a absolutni teplotou:

kT @)

kde k je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota a B je konstanta tfeni.
Koeficient tfeni popisuje Stokesova rovnice:
B = 6mnr 3

kde # je viskozita prostiedi (Everett, 1988; Kvitek, Panacek, 2007; Pouchly, 2008).
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1.3.3 Osmoza

Osmoza popisuje d¢j, kdy jsou dva rizné koncentrované systémy separovany polopropust-
nou membranou, ktera dovoluje priuchod pouze molekulam disperzniho prostiedi. Tok roz-
chemickych potencidlii na obou stranach membrany. Priichod rozpoustédla se zastavi pii
pusobeni pietlaku na stran¢ vice koncentrovaného systému. V piipade, kdy membrana od-
déluje roztok od Cistého rozpoustédla, se tento pietlak oznacuje jako osmoticky tlak 7. Pokud
pusobi na roztok oddéleny polopropustnou membranou od Cistého rozpoustédla, tlak veétsi,
nez je rovnovazny osmoticky tlak, rozpoustédlo proudi opaénym smérem nez pii osmoze.

Tento d&j se oznacuje jako reverzni osmoéza (Everett, 1988; Kvitek, Panacek, 2007).

Osmoticky tlak v pravych roztocich vyjadiuje van't Hoffova rovnice:

T = cRT (4)

kde ¢ je molarni koncentrace [mol-m~] a R je univerzalni plynova konstanta.

1.3.4 Sedimentace

Kazda soustava podléha puisobeni zemskému gravitanimu poli. Jeji vliv je zanedbatelny
pouze Vv piipadé systémil, které vykazuji vyssi stupen disperzity. Odstiedivé silové pole vy-
volané rychlymi otd€kami ma vétsi G€inky nez gravitaéni pole. Oba typy pisobicich sil mo-
hou uvést disperzi do pohybu a nazyvame je sedimentace. Na kulovitou ¢astici v kapaliné
pusobi pod vlivem gravitacniho pole vztlakova sila Fvzt a viskozni odpor Fuis, ktery popisuje

Stokesuv vztah:

Eg = Fyzt1 + Fyis (5)

Nasledn¢ je mozné vyjadfit gravitacni silu vztaZzenou na vztlakovou silu:

4 6
Fy = 3mr*(p = podg ©
V piipadé, Ze se ¢astice pohybuji urcitou rychlostni, dojde k vyrovnani sil:
(7)

4
§nr3(p — po)g = 6mnrv
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Rovnovaznou rychlost sedimentace ¢astice v pod vlivem plsobeni gravita¢niho pole

vyjadfuje nasledujici vztah:

2r2(p — po)g (8)
vr=Ee————"7™——
Bl
kde p je hustota dispergovanych ¢astic, po je hustota disperzniho prostiedi a g je gravitaéni
zrychleni. Z tohoto vztahu Ize odvodit, Ze rychlost sedimentace roste s druhou mocninou
velikosti Castice, S rozdilem hustoty Céstice a prostiedi. Je nepfimo iimérna viskozité pro-

sttedi (Everett, 1988; Kvitek, Panacek, 2007).

Pti centrifugaci plsobi na ¢astice sila odstfediva Foas7, nikoli gravitaéni. Rychlost
pohybujici se ¢astice, kdy dojde k vyrovnani velikosti sil Fou & Fg 1ze vypocitat podle

vztahu:

2r%(p — po)wx )
v =
o

kde w je thlova rychlost a X je vzdalenost od osy otaceni (Kvitek, Panacek, 2007; Pouchly,
2008).

1.4 Optické vlastnosti koloidnich soustav

Pokud dopada elektromagnetické zateni na koloidni soustavu, dojde zaroven k pravé ab-
sorpci, ale i k rozptylu zafeni. Ve vztahu k charakteru studované soustavy jeden z téchto jevu
prevlada nad druhym. To, ktery jev pievladne, velmi zavisi na velikosti pfitomnych castic
(Kvitek, Panacek, 2007; Pouchly, 2008).

Absorpce zateni popisuje déj, pii kterém dochazi K pohlceni energetického kvanta

elektromagnetického zateni. To vede ke zméné energetickych stavii vazebnych a valen¢nich

elektronti.
Lambert-Beeruv zakon popisuje absorpci svétla latkou A.

I 10
A=—-log— = ¢ecd (10)

Io
kde | je intenzita proslého zateni, lo je intenzita dopadajiciho zafeni, ¢ je molarni absorpcni
koeficient, ¢ je molarni koncentrace a d je tloustka vrstvy, kterou zareni prochazi (Kvitek,

Panacek, 2007; Pouchly, 2008).
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Rozptyl zateni je d¢j, pti kterém nedochazi pfi interakei se svételnym paprskem ke
zméné energetickych stavii vazebnych elektrond. Kvantum pfijaté energie je vyzareno vSemi
sméry, aniz by doslo ke zméné€ vinové délky. Rozptyl zahrnuje odraz, lom, ohyb a interfe-
renci svétla. Dochazi k indukei elektrického dipolu v ¢astici vlivem elektromagnetického
pole dopadajiciho zateni. Indukovany dip6l nésledné emituje zafeni o stejné vinové délce
jako dopadajici zateni. Krom¢ toho nastava ¢aste¢na polarizaci odrazeného svételného pa-

prsku (Kvitek, Panacek, 2007; Pouchly, 2008).

Zminénych optickych vlastnosti je mozné vyuzit k charakterizaci koloidt. Naptiklad

k uréovani velikosti ¢astic.

1.5 Elektrickeé vlastnosti koloidu

Elektricky ndboj koloidnich ¢astic hraje diilezitou roli v souvislosti se stabilitou systému, ale
také s chovanim nabitych ¢éstic, na které ptisobi elektrické pole (Everett, 1988; Kvitek, Pa-

nacek, 2007).

1.5.1 Elektricka dvojvrstva

Elektrokinetickymi jevy oznacujeme déje, kdy se elektricky nabité ¢astice disperzni faze
pohybuji viigi disperznimu prostiedi. Radime mezi n&j dgje jako je elektroforéza, sedimen-
tacni potencial, elektroosmoza a potencidl proudeéni. Elektroforéza a elektroosmoéza souvisi
s pohybem c¢astic vlivem vngjsiho elektrického pole. Sedimenta¢ni potencial a potencial
proudéni popisuji d&j, kdy dochazi k mechanickému pohybu ¢astic vyvolanému elektrickym
polem (tzv. jevy inverzni). Tyto jevy jsou dusledkem existence elektrického naboje na fazo-
vém rozhrani mezi disperzni fazi a disperznim prostfedim. Dochézi k uspotadani opa¢nych
naboju v blizkosti tohoto rozhrani. Vznika tzv. elektricka dvojvrstva (Everett, 1988; Kvitek,

Panacek, 2007).

Elektricky naboj na povrchu koloidnich ¢astic vznika bud’ ionizaci funk¢énich skupin
povrchovych molekul, nebo adsorpci iontt v disperznim prostiedi. Vznikajici elektricky na-
boj vytvaii elektrické pole, diky kterému dochdzi v té€sné blizkosti ¢astice k usporadani
opacn¢ nabitych iontli. Vznikéd objekt slozeny ze dvou vrstev opacné nabitych iontd tzv.
elektricka dvojvrstva. Mezi nabitym povrchem a objemovou fazi disperzniho prostiedi se

vytvaii rozdil elektrickych potenciala ¢ (Everett, 1988; Kvitek, Panacek, 2007).

Jako prvni se teorii elektrické dvojvrstvy zabyval Helmoholtz, ktery pozoroval po-

dobnost v usporadani deskového kondenzatoru. Vytvoril model, ve kterém rozdélil druhou
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polovinu elektrické dvojvrstvy s kompenzujicimi ionty na dvé ¢asti. Kompaktni a difuzni.
Na hranici kompaktni a diftizni ¢asti setrvava nevykompenzovany naboj o hodnoté, ktera
urcuje elektrokineticky potencial (£ potencidl). Zeta potencidl je odpovédny za existenci
elektroforézy, elektroosmoézy, potencialu proudéni a sedimenta¢niho potencialu (Everett,

1988; Kvitek, Panacéek, 2007).

Jelikoz Helmoholtzova predstava o struktuie elektrické dvojvrstvy neodpovidala re-
alit¢ byla pozd¢&ji doplnéna Goiiyem, Chapmanem a Sternem. Dle Goiiyho-Chapmanovy te-
orie nelze, aby ionty na povrchu ¢astice vazally ekvivalentni mnoZstvi protiionti v pro-
tivrstve. To je dani tim, ze se pohybuji vlivem difiize a jsou tak roptyleny v celém objemu
kapalné faze. K prvni vrstvé iontil je vazan pouze urcity pocet protiionti. Zbylé opacné na-
bité ionty jsou soustiedény v tzv. vnéj$i (difuzni) vrstvé. Prvni vrstva iontl, ktera urcuje
povrchovy naboj koloidni ¢astice se nazyva vnitini neboli kompaktni vrstva. Av§ak Goiiyho-
Chapmanova teorie elektrické dvojvrstvy v praxi selhavala, protoze autofi pfedstavy ionty
aproximovali bodovymi ndboji a jiz nepocitali s jejich redlnymi rozmeéry. Tuto teorii také

nebylo mozné aplikovat na vysoce koncentrované soustavy (Kvitek, Panacek, 2007).

Stern nasledné nacrtl novou predstavu struktury elektrické dvojvrstvy. Zahrnul do ni
findlni rozméry iontl a specifické neelektrické interakce iontd. Podle této teorie jsou k
vnitini vrstve iontl pfitahovany elektrostatickymi a adsorpcnimi silami ionty opa¢ného zna-
ménka. K povrchu tésné ptiléha vrstva protiontt, ktera se oznacuje jako Sternova vrstva.
Sternova vrstva je utvafena ionty, které se vazi z velké ¢asti adsorpénimi silami a spole¢né
s ionty, které jsou vazany na povrchu ¢astice, vytvoii vySe zminénou kompaktni vnitini
vrstvu. Ostatni protiionty vzdalenéjsi od Castice, jsou piitahovany elektrostatickymi silami.
Jsou rovnéz slozkou difuzni vrstvy. Pohybuje-li se ¢astice s elektrickou dvojvrstvou proti
nepohyblivému disperznimu prostiedi, pak se také pohybuje kompaktni vrstva iontl s ¢as-
tici, zatimco difizni vrstva se s Castici nepohybuje. Rozhrani, které oddé€luje pohyblivou a
nepohyblivou ¢ast elektrické dvojvrstvy, je pojmenovano jako pohybové rozhrani. Potencial,
ktery existuje v dané vzdalenosti od povrchu ¢astice, je zodpovédny za jeji interakci s vnéj-
Sim elektrickym polem. Tento potencidl se nazyva elektrokineticky potencidl neboli {-po-

tencial (Kvitek, Panacek, 2007; Pouchly, 2008).
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2 NANOCASTICE STRiBRA

Nanotechnologie jsou rychle se rozvijejici sférou, jejichz aplikace Ize nalézt nejen Cisté na
védeckém poli, ale také ve vyrobcich kazdodenni potieby. Nano pochazi z fectiny a doslova
je mozné jej prelozit jako trpaslik ve smyslu extrémné malého télesa. Termin nanotechnolo-
gie byl poprvé pouzit profesorem Norio Taniguchim z univerzity v Tokiu v roce 1974 pro
popis pifesné vyroby materiali na nano Skale. Nanocastice jsou shluky atomii o velikostech

v rozsahu 1-100 nm. (Rai et al., 2009)

vvvvvv

alt z pohledu jejich praktického vyuziti. Jiz starovéké civilizace vyuzivaly 1é¢ebnych G¢inkl
stiibra, ackoliv se nejednalo o jejich nano formu. Z historie vime, Ze své uplatnéni nalezlo
stiibro v 19. st. napfiklad 1 ve fotografickém priimyslu. Stejné€ jako byly fotografie zalozené
na fotocitlivosti stfibra nahrazeny ve 20. stoleti digitalnimi fotografiemi, bylo uziti stfibra
v mediciné velmi rychle vytlaceno antibiotiky, ackoli vlastnosti koloidniho stiibra skryvaji
nezmérny potencidl. NevyieSenou otazkou zistavaji vedlejsi efekty vyuzivani nanomateri-
ala, jejich vliv na Zivotni prostfedi a na Zivé organismy. Ac¢koli se nanoc¢éstice riznych ma-
teriald v prirodé bézné vyskytuji, uméle vytvarené nanocastice vykazuji odlisné interakce

s zivymi organismy (Panacek et al., 2011).

2.1 Vlastnosti nanoc¢astic stiibra

Nanocastice stfibra se vyznacuji vyjimecnymi vlastnostmi, diky kterym se staly velmi Siroce
aplikovanym materialem. Vyjime¢né vlastnosti jsou vysledkem souhrnu vlastnosti, jako je
velikostni distribuce ¢astic, stabilita, modifikace povrchu, optické vlastnosti, biologické

vlastnosti apod.

2.1.1 Fyzikalni vlastnosti

Nanocastice stiibra maji unikatni vlastnosti, a to predevs$im diky jejich velmi malé velikosti.
Mnoho fyzikalnich vlastnosti nanocastic, jako je rozpustnost a stabilita, jsou dany povahou
jejich povrchu. Velky specificky povrch je dulezity pro aplikace, jako je napiiklad katalyza.
Dané vlastnosti nanocastic stiibra se li$i v fadech nanometri. Molekuly asociuji s povrchem
nanocastice a tyto povrchové vazby molekul vytvari dielektrickou vrstvu, kterd brani ag-

regaci Castic. Povrch nanocéstic stiibra je dynamicky a je ovliviiovan lokalnim prostiedim.
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Razné podminky se budou projevovat na nanocasticich riznymi zptisoby. Velmi solné pro-
stiedi rozrusi dvojvrstvu a dochazi k agregaci. Bilkoviny a jiné molekuly se s nanoc¢asticemi

Casto spojuji a tim dochazi ke stabilizaci.

Povrch nanocéstic stiibra je mozné funkcionalizovat Sirokym vybérem materiala. Pro
tyto ucely se pouziva naptiklad polyvinylpyrrolidone (PVP), pro biologické aplikace bilko-
vin, peptidi nebo oligonukleotidi. Nanocastice lze také funkcionalizovat s molekulami,
které dokazi zménit povrchovy naboj z negativniho na pozitivni. Nanocastice stiibra mohou
byt také funkcionalizovany, aby poskytly reaktivni skupiny pro naslednou konjugaci. Oxid
ktemicity (SiO2), oxid hlinity (Al203) a oxid titanicity (TiOz) S precizné fizenou tloustkou
mohou byt pouzity k zapouzdieni nanocastic stfibra, zméné optickych vlastnosti nebo pfi-

druZeni fluorescenéni vrstvy (NanoComposix Europe, 2017).

2.1.1.1 Tvar a krystalizace

Nanocastice stiibra lze ptipravit vV riznych velikostech a tvarech v zavislosti na zptisobu pii-
pravy. Stfibrné kulicky, ty€inky, dratky a desticky mohou byt vyrobeny pii zméné zpiisobu
pfipravy. Anizotropni tvary typicky vznikaji za pfitomnosti stabiliza¢niho polymeru, ktery
se pfednostné vaze k jedné krystalové plose, coz vede k tomu, Ze v jednom sméru roste krys-

tal rychleji nez v ostatnich (NanoComposix Europe, 2017).

2.1.1.2 Optické vlastnosti

Diky optickym vlastnostem stiibra vzrista zajem o vyuziti AgNPs v senzorech a jinych pro-

duktech. Nanocastice stiibra jsou nesmirné u¢inné pii absorpci a rozptylu svétla.

Na rozdil od riznych barviv a pigmentd maji barvu, které zavisi na velikosti a tvaru ¢astic.
Silna interakce nanocastic se svétlem je zplisobena tim, ze vodivost elektronti na povrchu
kovové ¢astice podstoupi kolektivni oscilaci pii excitaci zafeni o specifickych vinovych dél-
kach. Tento jev je znam jako plasménova rezonance (Li, Xie, 2010; Lubick, 2008; Zielinska

et al., 2009).

Povrchova plasmonova rezonance (SPR) je rezonan¢ni oscilace stimulovana dopa-
dajicim svétlem. Rezonance vznika tehdy, jestlize se frekvence dopadajicich fotoni rovna
vlastni frekvenci povrchovych elektronti (Homola et al., 1999; Patching, 2014; Zheng et. al.,
2014).
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Vyrazné citlivosti SPR na nepatrné zmény indexu lomu, které mohou dosahnout az
108, je mozné vyuzit v senzorovych aplikacich. Mezi Sirokou $kélu aplikaci SPR patii mé-
feni materidlovych a konstruk¢nich parametra tenkych vrstev adsorbovanych na podlozce

(Homola et al., 1999).

Metoda SPR je vyuzivana pii studiu tenkych vrstev a jevi na rozhrani kov-dielektri-
kum. Povrchové plasmony jsou terminem, ktery popisuje hromadné excitace elektroni, které
jsou vazany na rozhrani mezi vodi¢em a izolantem. Generovany jsou V planarni multivrstve
nebo na periodickém rozhrani. Plasmonové viny neboli oscilace byvaji vyvolany prichodem
elektronového svazku nebo vznikaji jako reakce na elektromagnetickou vinu. Pokud do-
padne na prostiedi obsahujici dostate¢ny pocet volnych naboju elektromagneticka vina, ¢és-
te¢né se odrazi. Casti prostupuje do prostfedi pod vodivou vrstvou. Plasmonévé oscilace Ize
vybudit pouZzitim polarizovaného svétla (tzv. p-polarizaci). Neni vSak mozné vybudit
plasmoény dopadem svétla piimo ze vzduchu, a to z divodu, Ze je vinovy vektor svétla ve
vzduchu mensi nezZ minimalni kritickd vinova délka, ktera je potfebna pro excitaci plasménu

v kovu (Lesnak et al., 2013; Patching, 2014; Zielinska et al., 2009).

2.1.2 Katalytické vlastnosti

Vzhledem k tomu, Ze maji kovové nanocastice dostupnou obrovskou plochu povrchu, Ize je
vyuzit v heterogenni katalyze. Kovové koloidni disperze jsou bézné pouzivany jako re-
dukéni katalyzatory, ale velmi ojedinéle jako oxidaéni katalyzatory. Vyjimkou je stiibro,
které se Casto pouziva jako oxidaéni katalyzator, a to napiiklad pfi ptipravé ethylenoxidu
z ethylenu. Redoxni vlastnosti malych metalickych ¢astic pochdzeji z vlastnosti kovu samot-
ného. Katalytické vlastnosti kovovych materiala zavisi predev§im na casticové velikosti.
V priibéhu tvorby ¢astic vznika povrch o extrémni velikosti s vynikajicimi katalytickymi
vlastnostmi a moznosti snadno ménit momentalni redoxni potencial (Liz-Marzan, Kamat,

2004; Prucek et al., 2004).

2.1.3 Biologické vlastnosti

Nanocastice stiibra vykazuji vysokou antimikrobialni a baktericidni aktivitu vi¢i gram-po-
zitivnim, gram-negativnim i multirezistivnim bakteriim jako je Staphylococus aureus. Anti-
mikrobialni aktivity AgNPS se vyuziva v mediciné k redukci infekei pfi 1é¢bé popalenin,
prevenci kolonizace bakterii na protézach, katétrech, cévnich St€pech a v materialy vyuziva-

nych v zubnim 1€kafstvi, aniz by mély akutni toxicky efekt na lidské buitky. Mohou byt
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taktéz vyuzity k eliminaci bakterii na textilnich materialech a k upravé vody. Vykazuji i po-
tenciondlni cytoprotektivni aktivitu vaci viru HIV. Nezpisobuji rezistenci vici bakteriim

jako je tomu v ptipad¢ antibiotik. (Panacek et al., 2006).

Antimikrobidlni a baktericidni testy se provadéji pomoci standardni fedici mikrome-
tody urcujici minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) vedouci k inhibici ristu bakterii. Mini-
malni baktericidni koncentrace (MBC) je minimalni koncentrace vzorku pozadovana k do-

sazeni ireverzibilni inhibice, tedy k amrti bakterii po definovanou periodu inkubace. Jedna

cvwr

2006).

2.1.3.1 Antibakterialni ucinky

Nanocastice stfibra ptipravené modifikovanou Tollensovou metodou za pouziti riznych re-
dukujicich sacharidii projevuji antibakteridlni i€¢inky vii€i rezistentnim druhim bakterii jako
Staphylococcus aureus. Aktivita byla testovana standardni mikrodilu¢ni metodou, podle niz
se urcuje minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Nano¢astice menSich velikosti vykazovaly
vyssi antibakterialni u¢inek. AgNPs pfipravené za pouziti maltozy o velikosti 25 nm vyka-
vené za pouziti galaktozy, jako redukéni latky, jelikoZ nano€astice maji nejvetsi velikost a
velmi snadno agreguji. Antibakteridlni Gi¢inek nanocastic stfibra byl pozorovan jiz pti kon-

centraci 2 pg-ml™t (Panagek et al., 2006).

Velikost nanoc¢astic stiibra hraje velkou roli v G¢innosti AgNPs vii¢i bakteriim. Dui-
kazem toho je, ze pti redukci velikosti nanocastic z 89 nm na 7 nm, klesa minimalni inhibi¢ni
koncentrace ze 12 pg'ml™ na 6 pg-ml? v piipadé E. coli. a ze 34 pg'ml™ na 7 pg'mltv
ptipadé S. aureus (Khurana et al., 2014). Podle hodnot MIC uvedenych v tabulce 2 bylo

taktéZ potvrzeno, ze s rostouci velikosti nanocastic klesa jejich antibakteridlni ucinek.
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Tabulka 2 Srovnani hodnot antibakterialni aktivty (MIC; mg/l) v zavislosti na velikosti nanoc¢astic

stiibra (Panacek, 2013)

Velikost nanocastic | Antibakteiralni aktivita
(nm) MIC (mg/l)
28 1-10
36 10-20
54 27-54
77 > 54

Dalsim aspektem, ktery ovlivituje u¢innost AgNPS, je jejich tvar. Byla porovnavana
antibakterialni aktivita iontového stiibra, trojihelnikovych a kulovitych nanocastic. Nejvyssi

aktivitu projevovaly nanocastice trojuhelnikového tvaru (Pal et al., 2007).

Volba stabilizatoru také ovliviiuje antibakterialni ¢inky AgNPs. Byl pozorovan
efekt pouziti stabilizacnich ¢inidel SDS, Tween 80 a PVP 360 na aktivitu AgNPs. Provedeny
experiment ukazal, zZe pouzitim stabilizatoru doslo ke zvySeni ti€innosti AgNPs vici studo-
vanym bakteriim. V piipadé Staphylococcus aureus nestabilizované AgNPs vykazovaly
MIC 3,38 mg 1. U modifikovanych nanogastic stiibra byla pozorovina MIC 1,69 mg-1™.
Dalsi zminéné stabilizatory vykazovaly taktéZ pozitivni vliv na aktivitu AgNPs viici studo-

vanym bakteriim (Kvitek et al., 2009).

2.1.3.2 Antifungalni ucinky

Klinické testy vykazaly u€innost AgNPs vii¢i 44 kmenti 6 houbovych druhii a ATCC kmeni
Trichophyton mentagrophytes a Candida albanicans. Aktivita AgNPs vuci C. albanicans
probiha tak, Ze dojde k naruSeni struktury bunééné membrany a inhibici normalniho puci-
ciho procesu v pribéhu destrukce membranové integrity. AgNPs inhibuji Candida spp. pfi
koncentraci kolem 1 mg-17. Antifungalni aktivita nano¢astic stiibra je srovnatelna s aktivi-
tou iontového stiibra (Panacek et al., 2009; Tran et al., 2013). V tabulce 3 jsou uvedeny
hodnoty MIC stabilizovanych a nestabilizovanych AgNPs. Dané hodnoty potvrzuji vysokou
antifungalni ucinnost AgNPs.
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Tabulka 3 Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) nestabilizovanych a stabilizovanych nanocastic

vici kvasinkam (Panacek, 2013)

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (mg/1)

Nestabilizované Stabilizované nanocastice stribra
Testovany kmen
AgNO; nanocastice Tween )
stiibra SDS 80 Brij  PVP 360
C. albicans | 0,42 0,42 0,052 0,1 0,1 0,1
C. albicans 11 0,42 0,21 0,1 0,21 0,21 0,21
C. parapsilosis 1,69 1,69 0,84 0,84 0,84 0,84
C. tropicalis 0,84 0,84 0,42 0,42 0,42 0,42

2.1.3.3 Antiviralni ucinky

Testy ukazaly, Ze pfi interakci mezi AgNPs (1-10 nm) s virem HIV-1, se nanoc¢astice dokazi
uchytit na virus. Predpoklada se, ze AgNPs interaguji s virem HIV-1, tak Ze se navazi na
aktivni loziska siry gp120 glykoproteinu. Gp 120 je povrchovy glykoprotein viru HIV, ktery
hraje dulezitou roli pfi adsorpci viru na hostitelskou butiku. Navazani AgNPs na vir HIV-1
vyusti v oslabeni upevnéni viru na hostitelské buiice. Této aktivity AgNPs, ktera se projevuje
Vv prvotni fazi replikace, by bylo mozné vyuzit pti ptipravé vhodného virucidniho ¢inidla
nebo inhibitoru viralniho vstupu. Nanocastice stiibra mohou inhibovat i produkci RNA viru
hepatitidy B a vykazuji inhibi¢ni efekt k viru HIN1 (chiipkovy vir A) (Tran et al., 2013).

2.1.3.4 Mechanismus ucinku nanoddstic stiibra

Mechanismus baktericidniho efektu AgNPs probiha tak, Ze se nanoc¢éstice pifipoji na
povrch bunééné membrany a porusi jeji funkce, jako jsou propustnost a dychani. Pomoci
metody energiové disperzni spektroskopie (EDX) se prokézalo, Ze nanocéstice stiibra pro-
nikaji do buniky. Mohou penetrovat skrz buné¢nou sténu. Naruseni membranové morfologie
zpusobuje zvySenou propustnost vedouci k nekontrolovatelnému transportu skrz plazmatic-
kou membranu. Nasleduje buné¢na smrt. Jakmile je naruSena bunééna sténa, dojde k uvol-
néni stiibrnych ionth do plasmatické membrany. Tento nekontrolovatelny transport stiibr-

nych iontl zvySuje interakce se sirou nebo fosforem, které jsou obsazeny v proteinech a tim
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neodvratiteln¢ narusi replikacni kapacitu DNA. Tento proces vede k deaktivaci enzymu ob-

sazenych v bakterialni bunice (Duran et al., 2015; Panacek et al., 2009; Rai et al., 2009).

Plazmaticka

AgNP membrana
Nukleoid Bunééna sténa
Ribozém Kapsula

Obrazek 2 Mechanismus antibakteridlniho t€inku nanocéstic stiibra: 1) elektrostaticka ptitazlivost,
2) produkce volnych radikald, zmény v permeabilité, 3) tvorba fosfotyrosinovych profilt z bilkovin,
zahrnujici bunéény cyklus a syntézu kapsularnich polysacharidu, 4) interakce s thiolovou skupinou,
inhibice proteinové syntézy a funkci, 5) interakce s molekulami obsahujicimi fosfor (DNA) (Duran
et al., 2015)

AgNPs mohou byt oxidovany ve vodném roztoku pfi piistupu vzduchu, coz vede
Kk uvolnéni stiibrnych iontl (Ag") za kyselych podminek. Tento proces popisuji rovnice (11)

a(12) (Lu et al., 2013; Nasiri et al., 2016).

449 © +0, - 249,0 (11)

2 Ag,0 + 4H* - 4 Ag* + H,0 (12)

Transport stiibra skrz narusenou bunécnou sténu zavisi na tloust’ce schranky stabili-
za¢niho Cinidla. Klesajici velikost nanoc¢astic zvySuje bakterialni interakce mezi buiikou a
nanocastici, coz déla bunku velmi propustnou. Nekontrolovatelné uvoliiovani stiibrnych
iontd do buné&tné cytoplazmy vede k apoptdze bakterialni buiiky. Jak interakce bunétné
stény bakterialni buiiky, tak uvolfiovani stfibrnych ionti do plazmatické membrany a anti-
bakterialni aktivita AgNPS je fizena hydrodynamickou velikosti. Nikoli fyzikalni ¢i krysta-
lickou velikosti nanoc¢astic (Khurana et al., 2014). Antibakterialni aktivita AgNPs zavisi také
na povrchovych modifikacich (surfaktant/polymer) (Duran et al., 2015; Panacek et al., 2009;
Rai et al., 2009).
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Aminokyseliny (AMK), jako je cystein a jiné slozky obsahujici thiolové skupiny (thi-
oglykolat sodny), neutralizuji aktivitu stfibra vici bakteriim. Naopak aminokyseliny obsa-
hujici disulfidovou vazbu, neobsahujici siru, obsahujici siru (cystathion, kyselina cysteova,
I-methionin, taurin, bisulfat sodny a tiosulfat sodny), nemohou neutralizovat aktivitu stiibr-
nych iontd. AgNPS se navazuji na klicové funkéni skupiny enzymi. Stiibrné ionty zpiisobuji
uvolnéni K* ionti z bakterie. Bakterialni plazma nebo cytoplazmatickd membrana, které
jsou spojeny s mnoho dulezitymi enzymy, jsou dilezitym cilovym mistem pro aktivitu stii-

brnych iontt (Jung et al., 2008; Li et al., 2010).

AgNPs Ize kombinovat s antibiotiky jako je penicilin G, amoxicillin, erytromycin,
clindamycin a vankomycin. Lze tak docilit zvySeni u¢innosti antibakteridlnich vlastnosti na-

priklad vuci E. coli a S. aureus (Rai, et al., 2009).

2.1.3.5 Toxicita nanoddastic stiibra

Vétsina studii povazuje nanocastice stfibra za netoxické. Ale diky jejich velmi malym veli-
kostem a variabilnim vlastnostem jsou povaZovany za potencionalné riskantni pro Zivotni
prostfedi (Rai et al., 2009). Z tohoto diivodu je stale snaha porozumét efektu vystaveni or-

ganismil a zivotniho prostfedi nanocasticim.

In vitro testy ukazaly, Ze obecné je cytotoxicita nanocastic stiibra zalozena na indukci
reaktivnich forem kysliku (ROS). Vystaveni pisobeni AgNPs vede ke snizeni glutathionu
(GSH), vzrastu hladin ROS, peroxidaci lipidl a zvySeni exprese gent reagujicich na ROS.
To vede k poskozeni DNA, apoptdze a nekroze. Cytotoxicita a genotoxicita AgNPs je za-

visla na velikosti, koncentraci a dob¢ expozice (Tran et al, 2013).

Bylo provedeno jen velmi malo test toxikologie in vivo. V fadé piipadi byla zazna-
menana reprodukéni selhdni, vyvojové vady a morfologické deformace vnitinich organt

(Rai et al., 2009; Tran et al., 2013).

Pti studiu cytotoxicity stfibrnych nanoc¢astic vici lidskym fibroblastiim bylo zjisténo,
7e vykazuji inhibiéni efekt jiz p¥i koncentraci 0,28 mg-17. Inhibiéni efekt byl zvysen stabili-
inhibovaly rist testovanych kvasinek pfi koncentraci niz$i, nez je jejich cytotoxicky limit
vii¢i testovanym lidskym fibroblastiim (30 mg-1"). Naopak iontové stiibro inhibuje rist tes-
tovanych kvasinek pfi koncentraci srovnatelné s cytotoxickou hladinou iontového stiibra

vuci testovanym lidskym fibroblastim. CytotoXicita nanoc¢astic stéibra vii¢i mitochondrialni
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aktivité klesa s klesajici koncentraci AgNPs (Li et al., 2011; Prabhu et al., 2012; Rai et al.,
2009).

2.2 Syntéza nanocastic stiibra

Nanocastice stiibra byvaji nejcastéji pfipravovany tzv. mokrymi metodami, které jsou zalo-
zeny na redukei sttibrného prekurzoru s pouzitim chemickych nebo fyzikéalnich prosttedk.
Redukce sttibrnych ionta 1ze dosahnout 1 pouzitim mikrovin, ultrazvuku nebo gama zareni
(Khaydarov et al., 2009). Dale metody, které pro syntézu nanocastic stiibra vyuzivaji ex-
traktli z rostlin, tas, bakterii nebo hub a jsou oznacovany jako tzv. zelené metody (Sivera et

al., 2014).

2.2.1 Disperga¢ni metody

Vzhledem Kk tomu, ze dispergace neprobiha samovolné, je potieba pro piipravu koloidnich
soustav vynalozit jistou praci. V ptipadé fyzikalniho postupu pfipravy se jednd mechanickou
praci. Pii ptipravé koloidnich ¢astic mletim se vyuziva tzv. kulovych mlynt. U malo pev-
nych latek 1ze k rozmé€lnéni vyuZit ultrazvuk. Mezi dispergac¢ni metody se fadi i postupy,

které vyuzivaji elektrického proudu (Kvitek, Panacek 2007, Vojuckij, 1984).

2.2.1.1 Laserova ablace

Jedna se o jednoduchou a vSestrannou metodu, ktera nezanechava v systému zbytkova che-
micka c¢inidla. Takto pfipravené ¢astice jsou velmi Cisté. Z dlivodu vysoké Cistoty je mozné
tyto Castice pouzit v oblasti SERS studii. Velikost pfipravenych ¢astic zavisi na intenzité a
vlnové délce laseru, ktery byl pii piipravé pouzit. Dal§imi aspekty, které mohou ovlivnit
velikost vzniklych €astic, jsou délka ozatovani, volba rozpoustédla ¢i pfitomnost iontl v

roztoku (Brause et al., 2002; Prucek et al., 2004).

2.2.2 Kondenzacni metody

Kondenza¢ni metody vyuzivaji pii tvorbé ¢astic shlukovani jednotlivych atomu. Lze takto
pfipravit vysoce dispergované a monodisperzni koloidni soustavy. Kondenzace je mozné
docilit bud’ fyzikalnimi metodami, nebo chemickymi reakcemi. Fyzikalni kondenzacni po-
stupy se opiraji o zménu rozpustnosti latek. Chemické postupy umoziuji ptipravu vétSiho
poctu koloidnich soustav rizného chemického slozeni (Kvitek, Panacek 2007; Vojuckij,

1984).
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Prikladem kondenza¢ni metody, ktera vyuziva k redukci anorganického €inidla, je
ptiprava AgNPs redukci AgNO3 za pouziti borohydridu sodného (NaBH4). Nanocastice pti-
pravené touto metodou vykazuji velikosti v rozmezi 5-20 nm. Jsou stabilni po dobu az né-
kolika mésicti. Tato metoda ptipravy nanocastic stiibra se ¢asto vyuziva pii experimentech

povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS) (Kvitek, Prucek, 2005).

Metodu pripravy, ktera vyuziva organického c¢inidla citratu sodného (NasCsHs0O7),
navrhli Lee a Meisel. Syntéza AgNPs probiha po piidavku roztoku citratu sodného k roztoku
dusi¢nanu stfibrného. Piiprava nanocasti probiha za varu zhruba po dobu 1 hodiny (Lee,
Meisel, 1982). Lze takto pfipravit Castice v rozsahu velikosti 30-120 nm, které vykazuji
vyssi polydisperzitu nez za pouziti NaBHa. Pokud je koloidni soustava déle zahtivana, 1ze

pripravit monodisperzni smeés o velikosti ¢astic zhruba 27 nm (Kvitek, Prucek, 2005).

Dalsim ptikladem kondenzacni metody piipravy AgNPs je modifikovany Tollenstv
proces. Jedna se o jednokrokovou syntézu AgNPs zaloZenou na redukci [Ag(NHz)2] orga-

nickymi ¢inidly, tuto reakci Ize popsat rovnici (13).

NaOH,redukeni latk
Ag™ +2 NHs = [AgWNHy), ]+ =" 4 g” 13

Jako redukéni ¢inidla se pouzivaji 4 sacharidy, napt. glukoza, galaktoza, maltoza a
laktéza. Timto postupem Ize ziskat nanoc¢astice o velikostech 25-450 nm. Ptipravou nano-
¢astic s vyuzitim maltozy, jako redukcniho €inidla, 1ze ziskat ¢astice o velikosti 25 nm vy-
kazujici vysokou antimikrobidlni a baktericidni aktivitu vii¢i gram-pozitivnim, gram-nega-
tivnim i multirezistivnim bakteriim jako je Staphylococus aureus (Panacek et al., 2006; Si-
vera et al., 2014).

2.2.2.1 Fotochemicka syntéza

Principem fotochemické syntézy nanocastic stiibra je ptiprava piimou fotoredukci kovovych
iontl za pouziti fotochemicky generovanych meziprodukt. Tento proces je obvykle ozna-
covan jako fotosenzibilace. Proces pifimé fotoredukce dusi¢nanu stiibrného (AgNO3) v pfi-
tomnosti citratu sodného (NazCeHs07) byl uskutecnén s riznymi zdroji zatfeni (UV, bilé,

modré, tyrkysové, zelené a oranzové) pii pokojové teploté (Tran etal., 2013; Xu et al., 2008).
Hlavnimi vyhodami fotochemické syntézy je, ze poskytuji vyhodné vlastnosti jako

levné experimentalni vybaveni a jednoduchost. Tato metoda vykazuje vysokou univerzal-

nost. Redukce ionti stiibra je vyvolana radikaly vytvafenymi pisobenim UV zéfeni. Roztok
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krom¢ stiibrné soli a piipadnych stabilizatori obsahuje organickou latku, kterd interaguje s
UV zétenim, coz vede ke vzniku pfitomnych radikali. Zdroj UV zafeni je obvykle rtutova
vybojka. Fotochemicka syntéza umoziiuje vyrobit nanoc¢astice v rtiznych médiich vcetné
emulzi, povrchové aktivnich micelach, polymernich filmech atd. Touto metodou je mozné

pfipravit nanocastice v rozsahu velikosti 6-100 nm v zavislosti na zvoleném stabilizatoru
(Henglein, 1998; Tran et al., 2013; Xu et al., 2008).

2.2.3 Biologicka syntéza

Chemicka syntéza vyzaduje tii hlavni komponenty, a to stfibrnou stl (obvykle dusi¢nan stfi-
brny, AgNQO3), redukéni €inidlo a stabilizator pro kontrolu ristu nanocéstic a prevenci ag-
regace. V pfipad biologické syntézy, reduk¢ni ¢inidlo a stabilizator jsou nahrazeny moleku-
lami, které jsou produkovany zivymi organismy. Tyto latky mohou byt ziskany z bakterii,
hub, kvasinek, fas nebo rostlin. Snadné biosyntézy vyuzivaji kov redukujici bakterii She-
wanella oneidensis nao¢kované v roztoku AgNOs. Metody vyuzivajici bakterii jsou ekono-
mické, jednoduché, reprodukovatelné a vyzaduji méné energie nez chemické metody (Tran

etal., 2013).

Dalsim ptikladem je extracelularni biosyntéza nanocastic stiibra z dusi¢nanu stiibrného
s vyuzitim houby Trichoderma viride. Tato metoda poskytuje nanoc¢astice kulovitého tvaru,
obcasné tyCovité nanocastice. Velikost ¢astic od 5 do 40 nm. Pouziva se Lactobillu spp. jako

reduk¢niho Cinidlo a stabilizator (Tran et al., 2013).

Biologické metody poskytuji Siroky rozsah zdroji pro syntézu nanocastic stiibra a tyto
metody jsou povazovany za ekologicky ptatelské a nizkondkladové. Redukce kovovych
iontl za pouziti biologickych ¢inidel se také ukazala jako mnohem rychlejsi. V biologické
syntéze hraje hlavni roli, pfi intracelularni tvorb& nanocastic sttibra, sténa buiiky pouZit¢ho
mikroorganismu. Zaporn¢ nabita sténa bunky interaguje elektrostaticky s pozitivné nabitymi

kovovymi ionty a bioredukuje ionty na nanocastice (Tran et al., 2013).

2.3 Aplikace nanocastic stfibra

Nanocastice stiibra nachazeji uplatnéni v Siroké oblasti aplikaci. Setkat se s nimi mizeme
jak v ¢isté védecke, tak 1 v komercni sféfe napt. v textilnich vyrobcich, medicinském vyba-

veni, kosmetice, détskych hrackach atd.
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2.3.1 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

Nanocastice stfibra nachdzi uplatnéni jako substrat v povrchové zesilené Ramanové spek-
troskopii (SERS). Jedna se o velice citlivou analytickou metodu, ktera pracuje pii velmi
nizkych koncentracich chemickych slozek, které se nachdzeji ve zkoumaném vzorku. Tato
metoda nachazi vyuziti jak v chemii, tak i v biologii, farmacii a medicin¢. Detekéni limit
SERS lezi od piko do femtomolarni koncentrace. V nedavné dobé se podafilo za pouziti
metody SERS detekovat pouhou jednu molekulu. Bylo zjisténo, ze drahé kovy (Ag, Au, Cu)
jsou vhodnymi materialy v piipad¢ vyuziti laserti, které pracuji v oblasti viditelného zafeni.
Nejcastéji pouzivanym kovem je prave stiibro. Nékteré studie predpokladaji, Ze nejvyssiho
zesileni dosahuji pouze nanocéstice o urcité velikosti, které jsou oznacovany jako ,,hot par-
ticles®. Optimalni velikost téchto ¢astic zavisi na vinové délce laseru, ktery je pouZit.
Nicméng, AgNPs 0 malych velikostech poskytuji vysoké zesileni v Ramanové signalu po
agregaci indukované pridanim néjakého anorganického iontu, zejména pak chloridd. Inten-
zita Ramanova signalu zavisi jak na velikosti, tak na tvaru nanocastic stiibra (Prucek et al.,
2004).

2.3.2 Nanosenzory

Opticka odezva nanocastic uslechtilych kovi je Casto charakterizovana pfitomnosti silné ab-
sorp¢ni vazby analytu, jenZ je pfi¢itana rezonanci kolektivniho pohybu (oscilaci) elektrond,
jako odezvy na dopadajici elektromagnetické pole. Tohoto jevu vyuZziva zejména vyse zmi-
néna metoda plasmoénové rezonance. Aby bylo pouziti reprodukovatelné a spolehlivé, je di-
lezité, aby soubor plasménové resonantnich Castic zistaval z €astic totozného sloZeni, stejné
velikosti a tvaru. Kazda plasmonovée rezonantni ¢astice by méla mit totozny pas pl. rezo-
nance. Této zavislosti 1ze vyuzit pro vyvoj nové ttidy vysoce citlivych senzort (Liz-Marzan,
Kamat, 2004, Prucek et al., 2004). Nanosenzory pracujici na tomto principu by mohly nalézt
vyuziti zejména v medicin€ pro diagnostické ucely, ale i jako pomocnik pro 1é¢bu rakoviny.
Piipadné v potravinarském primyslu pro identifikaci patogent (Tashkhourian et al., 2015;
Martins Costa et al., 2015). Pro multifrekvenéni analyzatory je zase nezbytné vytvaiet sou-

bory Castic, které maji rozliSitelné, zietelné pasy plasmonové resonance.
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2.3.3 Biologické, medicinské a environmentalni aplikace

Nanocastice stiibra se daji vyuzit v mnoha odvétvich. Lze je pouzit jako antimikrobialni
¢inidla k prevenci infekci, jako je tomu v ptipad¢ popalenin a obvazi pro traumaticka zra-
néni, diabetickych viedt, plasti, katétrt, Gstich implantatt a zdravotnickych zafizeni. Lze
vyuzit jejich vlastnosti i v oblasti hygieny a hygienickych produkti, jako jsou systémy Cis-
téni vody (Lietal., 2011, Prabhu et al., 2012). Pouziti AgNPs, jako dezinfekéniho prostiedku
muze vSak nést jista rizika, jelikoz vystaveni G¢inku stfibra mize ptispivat k agyroze a ar-

gyrii (Rai et al., 2009).

2.3.3.1 Dezinfekce vzduchu

Podle svétové zdravotnické organizace 50 % biologické kontaminace vzduchu vnitinich pro-
stor pochazi ze systéml vzduchotechniky. Dochdzi k formovani Skodlivych mikroorga-
nism, jako jsou bakteridlni nebo houbovité patogeny, které byly nalezeny ve vzduchovych
filtrech. Z tohoto dtiivodu se patra po vhodnych metodach vyroby vzduchovych filtrd, které
by této kontaminaci zabranily nebo alespoi situaci zlepSily. Piikladem efektivniho vzducho-
vého filtru je filtr z aktivniho uhli. Principem ptipravy takového filtru je aplikace nanoc¢éstic
stiibra na filtr vyrobeny z aktivniho uhli. Takovy filtr se jevi jako efektivni naptiklad pfi

odstranovani bioaerosold (Tran et al., 2013).

2.3.3.2 Dezinfekce vody

Chemicky vyprodukované nanocastice sttibra mohou byt jednotné¢ umistény na porézni ke-
ramicky materidl pro vytvoreni AgNPs-porézniho keramického kompozitu za pouZiti
3-amonipropyltriethoxysilanu (APTES), jako spojujici molekuly. Tento kompozit mize byt
skladovan po delsi dobu a je odolny viué¢i vymyvani bez ztraty AgNPs. Steriliza¢ni vlastnost

tohoto kompozitu jako vodniho filtru byla uspésné testovana vici bakterii E. coli.

DalSim ptikladem je tvorba AgNPs na makroperéznim kopolymeru metakrystalické
kyseliny. Novou tfidou materialti pro purifikaci vody jsou polyethersulfonové (PES) hyb-
ridni ultrafiltratni membrany vazané na modifikované halloysit nanotrubicky (HNTs) nalo-
zené chemicky produkovanymi AgNPs. Tyto hybridni membrany vykazuji uc¢innosti vuci E.

coli a S. aureus az 99,9 a 99,8 % (Tran et al., 2013).
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2.3.3.3 Vyuziti nanocdstic stiibra jako impregnace

Zdravotnické néstroje pokryté stiibrnymi ionty nebo kovovym stfibrem vykazuji neptiznivé
klinické testy. Divodem téchto negativnich vysledku je fakt, ze dochazi k inaktivaci kovo-
vého stiibra pii kontaktu s krevnim plazmatem a nedostate¢na odolnost takto pouZzitych po-
vlakii. Nanocéstice stiibra mohou byt vyuzity jako impregnace zdravotnickych nastroji a
jejich aplikace vede ke slibné antimikrobialni aktivité. AgNPs se vyuzivaji v praxi napiiklad
k pokryvani chirurgickych masek. Nespornou vyhodou impregnace zdravotnickych nastroju
je ochrana jak vngjsi, tak i vnitini. Pii impregnaci AgNPs na vné&jsi povrch nastroji dochazi
ke kontinualnimu uvoliiovani stiibrnych iontt, které poskytuji vysokou antimikrobidlni ak-

tivitu (Tran et al., 2013).

2.3.3.4 Stiibrné obvazy

Jiz od 18. stoleni jsou zdznamy o vyuZiti koloidniho stiibra pii 1é¢bé popalenin a viedu.
Obvazy hraji hlavni roli pii 1é€bé povrchovych ran. V nedavné dobé doslo k vyvoji rezis-
tentnich kmend patogentl, coz se stalo hlavnim divodem pro inovaci dosud pouzivanych
obvazl. Jedna se o zasadni prillom na poli 1é¢by ran a komplikaci spojenych s propuknutim
infekci. Antibakteridlni vlastnosti a toxicita stfibra vii¢i mikroorganismim je pfedmét mnoha
studi. Stfibrné obvazy vyuzivaji postupného uvoliovani sttibrnych nanoc¢astic z obvazl. Na
ucinnost obvazd ma také vliv jejich chemicka a fyzikalni forma, afinita apod. (Tran et al.,
2013; Rai et al, 2009; Panacek et al, 2006; Pannerselvam et al., 2016).
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3 FLUORESCENCE

Termin luminiscence pochazi z latinského lumen neboli svétlo. Riizné druhy luminiscence
jsou klasifikovany podle moédu excitace. Krome fotoluminiscence existuje napiiklad chemi-
luminiscenci, bioluminiscence, elektroluminisence, katodoluminiscence, radioluminiscence
atd. Poprvé byl vyraz luminiscence pouzit v roce 1888 némeckym fyzikem Eilhardem Wie-

demannem (Valeur, Barbera-Santoz, 2011).

Luminiscenci je mozné definovat jako ptebytek zéafeni nad tepelnym vyzafovanim

télesa. Lze ji rozdélit na fluorescenci, fosforescenci a zpozdénou fluorescenci (Fisar, 2003).

Termin fluorescence poprvé pouzil Sir George Gabriel Stokes v roce 1843. Stokes po-
prvé popsal luminiscenci ve fluoridu vapenatém (CaF) jako fluorescenci. Jako zdroj excitac-
niho svétla pouzival svétlo ze Slunce. Sluneéni paprsky prochazely skrz filtr slozeny z hyd-
roxidu méd’natého (Cu(OH)2) ve vodném roztoku obsahujici amoniak (NH3). Nasledné bylo
prefiltrované svétlo fokusovano na vzorek a emitované svétlo spolecné s filtrovanym exci-
ta¢nim slune¢nim svétlem proslo pies Zluty filtr sloZzeny z vodného roztoku dichromanu dra-
selného (K2Cr207). Stokes pozoroval fluorescenci pouhym zrakem (Valeur, Barbera-Santoz,
2011).

Fluorescenci Ize definovat jako stav, pii kterém dochazi k emisi zafeni z excitovaného
elektronového stavu jednim ¢i vice spontdnnimi energetickymi pfechody. Fluorescenci mi-
Zeme pozorovat béhem buzeni. Po jeho vypnuti prakticky ihned zmizi. Doba dohasinani do-

sahuje fadu 108 s (Fisar, 2003; Kumar, 2006).

Fosforescence nastava, pokud sevpfi emisi zafeni z excitovaného elektronového stavu
uplatni metastabilni hladina. Fosforescence mé delsi dobu Zivota neZ fluorescence (>>10% s)

a obvykle ji nelze pozorovat v roztocich pii pokojové teploté (Fisar, 2003).

Zpozdéna fluorescence je pojem, ktery popisuje zativy piechod ze stejného singletniho
stavu S1 jako v pfipadé fluorescence, ale s del§i dobou dohasinani danou ¢asem, po ktery
dana molekula setrvava v metastabilnim tripletovém stavu. Doba dohasinani je ptiblizné
rovna dobé¢ dohasinani fosforescence métené za stejnych podminek. Emisni spektrum je

identické s emisnim spektrem okamzité fluorescence (Fisar, 2003).

V roce 1835 Alexander Jablonski pouzil graficky diagram znazornény na obrazku 2,
aby popsal proces absorpéniho svétla a ndslednou fluorescenéni emisi svétla z excitovaného

stavu (Barry R Masters, 2010).
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Jednofotonova excitace se vyskytuje pii absorpci jednoho fotonu. Dvoufotonova ex-

citace se vyskytuje pii absorpci dvou nizkoenergetickych fotonil pies kratko trvajici pte-

cv w7

diny prvniho excitovaného stavu skrz vibra¢ni procesy. Nasledna fluorescen¢ni emise pro-

biha pro oba relaxa¢ni mody stejnym zpusobem (Fisar, 2003; So, 2002).

Prvni excitovany elektronicky stav

‘ /. Vibraéni
— relaxace
Excitace —’11‘1 Emise Excitace Emise
fotonu fotonu fum* fotonu
Jednofotonovs Fluorescentni g:;::z:onmra Fluorescenéni
excitace emise F emise
Vibraéni
rr‘_! rr‘_! stavy
Zakladni elektronicky stav
(a) (b)

Obrazek 3 Jablonského diagram jednofotonové (a) a dvoufotonové (b) excitace

Stokestiv zakon Ize popsat jako d¢j, kdy fluorescence je Casto charakterizovana vl-
novou délkou emitovaného zéfeni, kterd nabyva delSich vinovych délek nez vinova délka

excitacniho zatreni (Fisar, 2003; Barry R Masters, 2010).

Vavilovy postulaty tikaji, Ze pfi Stokesovském buzeni fotoluminiscence, kdy je frek-
vence excitaéniho zafeni vétsi nebo rovna frekvenci priseciku emisniho a excita¢niho pasu,
nemize byt energeticky vytézek vetsi nez 1. Naopak pii anti-Stokesovském buzeni, kdy je
frekvence excitacniho zafeni mensi nez frekvence priise¢iku emisniho a excita¢niho pasu,
energeticky vytézek klesa s riistem tohoto rozdilu s klesajici teplotou (Fisar, 2003; Sauer et
al, 2011).
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Intenzita, spektralni slozeni, polarizace, doba dohasinani, koherentni vlastnosti se
fadi mezi hlavni charakteristiky fluorescence. Emisni spektrum 1ze popsat jako zavislost in-
tenzity fluorescence na vinové délce pii konstantni vinové délce budiciho zatfeni. Excita¢ni
spektrum Ize popsat jako zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pii konstantni vl-

nové délce emitovaného zareni (FiSar, 2003).

Kashovo pravidlo popisuje skutecnost, ze pied emisi fluorescenéniho kvanta dochazi

obvykle k relaxaci vibra¢ni energie a vnitini konverzi, z ¢choz vyplyva, ze k fluorescen-

cvwr

2003; Sauer, 2011).

Vaviloviv zdkon definuje, Zze kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu
slozitych molekul v roztoku nezévisi na vinové délce budiciho zatreni. Tedy emisni spektra
jsou nezavisla na vlnové délce excitace. Zakon zrcadlové symetrie mezi absorpénim a flu-
orescencnim pasem plati pro velké mnozstvi organickych molekul. Jeji pricinou je to, ze
absorpce i emise z odpovidajicich si vibracnich hladin maji stejnou relativni pravdépodob-
nost. Velka ¢ast absorbujicich 1 emitujicich molekul se nachazi v rovnovazném vibracnim
stavu. Vibrac¢ni struktura zakladniho i excitovaného stavu maji tutéz strukturu. Po absorpci
svétla prejde elektron z rovnovazné vibracni hladiny stavu So na vyssi vibraéni hladinu Si.
Nasleduje rychla vibraéni relaxace na rovnovaznou vibraéni hladinu excitovaného stavu S;
(fadové 102-103 s) a az poté dochazi k zafivému piechodu na vyssi vibraéni hladinu stavu
So. Navic dojde k dalsi vibra¢ni relaxaci na rovnovaznou vibra¢ni hladinu stavu So (Barry R

Masters, 2010; Fisar, 2003).

Stokesiiv posun je ozna€eni pro rozdil v energiich mezi maximy absorp¢niho a emis-
niho pasu. Vlivem elektrostatickych sil dochédzi v roztocich k interakcim dip6l-dipdl, pfi-
padné dipdl-indukovany dipdl k solvataci fluoreskujicich molekul mezi molekulami fluoro-
foru a rozpoustédla. Pfi méteni fluorescence dochazi ke zménam v optickych spektrech. To
je dusledek rtizné solvatace molekul. Molekuly totiz maji v zdkladnim a excitovaném stavu
obecné rizné dipoélové momenty 1 polarizovatelnou. Vzhledem k tomu, ze se ¢ast absorbo-
vané energie spotfebuje na relaxaci molekul rozpoustédla kolem molekuly fluroroforu v ex-
citovaném i zakladnim stavu, je energie emitovaného fluorescencniho zafeni mensi nez u

¢isté elektronového prechodu (Barry R Masters, 2010; Fisar, 2003).

Kvantovy vytézek fluorescence lze definovat podle rovnice (14), kde v, je po¢et emi-

tovanych svételnych kvant a v, pocet absorbovanych svételnych kvant. Nebo nepiimo jako
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pomér pozorovaného stfedni doby dohasinani fluorescence a vnitini doby Zivota excitova-

ného stavu bez zhasecich mechanisma (FiSar, 2003; Sauer et al., 2011; So, 2002).

Ye (14)
Va

d =

Intenzita fluorescence je imérnd intenzité absorpce nasobené kvantovym vytézkem
fluorescence. Pouzitim citlivych fotonasobict pro detekci fluorescencniho zafeni a pti bu-
zeni intenzivnim svétlem Ize pozorovat koncentrace rozpusténych latek az 102 mol-17. Ce-

hoz 1ze dosdhnout o 4 fady vyssi citlivosti nez u absorpéniho méfent (Fisar, 2003; So, 2002).

Efekt vnitiniho filtru oznacuje chybu, kterd vznika pti méfeni intenzity fluorescence.
Jedna se o dusledek faktu, Ze vrstvy vzorku vzdalengjsi od roviny dopadu budiciho zéateni
na vzorek, jsou excitovany niz§i intenzitou svétla. Cast budiciho zéafeni je totiz absorbovana
povrchovymi vrstvami. Tento jev se projevuje pouze u silngji absorbujicich roztokt. Je nutné
s timto jevem vzdy poditat a korigovat jej v ptipadé presného méfeni kvantovych vytézka
(Fisar, 2003).

Doba zivota excitovaného stavu 1 se uruje prumérnym ¢asem, ktery molekula stravi
Vv excitovaném stavu pfed navratem do zakladniho stavu. Doba Zivota fluorescence se pohy-
buje kolem 10 s. Pokud nejsou pfitomny netradi¢ni zhaseci procesy, nazyva se doba Zivota
fluorescence vnitini doba zivota. Lze ji spocitat podle rovnice (15), kdy 7" a k vyjadiuji za-
fivy a nezafivy pomeér. Za jistych podminek ji 1ze vypocist také jako pomér zmétené doby

Zivota a kvantového vytézku fluorescence (Fisar, 2003; So, Dong, 2001).

_ 1 (15)
"TT¥k

Zhéseni fluorescence je definovéana jako bimolekularni proces, jenZ snizuje kvantovy
vytézek beze zmény fluorescencniho emisniho spektra. Jeho pfi¢inou mohou byt rizné pro-
cesy. K srazkovému nebo také dynamickému zhaseni dochazi, kdyz je fluorofor v excitova-
ném stavu deaktivovan, tedy se nezativé vraci do zékladniho stavu, pii srazce s molekulou
zhéaSedla. Nedochazi k chemickym zméndm molekul. Dynamické zhaseni popisuje Stern-
Volemerova rovnice (16), kde @o je kvantovy vytézek fluorescence bez pritomnosti zha-
Sedla, @ kvantovy vytézek fluorescence v ptitomnosti zhasedla o koncentraci Cq, 70 doba

zhaSeni fluorescence bez pritomnosti zhasela, 7 doba zhaseni fluorescence v pfitomnosti zha-
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Sedla, k, je bimolekularni zhaSeci konstanta. Nejcast€jSimi dynamickymi zhasedly jsou mo-
lekularni kyslik (O2), bréom (Br), jod (I) a akrylamid (CsHsNO) (Fisar, 2003; So, Dong,
2002).

Py _To (16)

o ? =1+ quo Cq

Statické zhaseni je proces, kdy se po kontaktu fluoroforu a zhasedla vytvoii neflu-
orescencni komplex. Dochazi tedy k chemické zméné molekul. Statické zhaseni popisuje
rovnice (17), kde K, je asocia¢ni konstanta fluoroforu a zhasedla. Mezi staticka zhasedla

patii baze nukleovych kyselin a té¢zké kovy (Fisar, 2003; Hofr, 2013).

Dy 19 (17)
$=?= 1+Ka'l'ocq

Samozhaseni je d¢j, pfi némz dochézi k zhaseni fluoroforem samotnym, k ¢emuz do-
chézi pti jeho vysokych koncentracich nebo pii vysoké hustoté znaeni (Fisar, 2003; So,

Dong, 2002).

Jedna se o jen nevratné rozklad excitovaného fluoroforu, kdy fakticky dochazi ke
ztraté zplsobilosti emitovat zafeni, jejiZ pfi¢inou je vysoka intenzita zéfeni v pfitomnosti
molekularniho kysliku. Existuji v§ak moZnosti, jak tomuto jevu zabranit. Lze toho dosahnout
napiiklad omezenim vystaveni fluoroforti luminac¢ni energii, coz ovsem vede ke snizovani

intenzity signalu (Davidson, Abramowitz, 2002; Fisar, 2003; So, 2002).

Polarizované fluorescence je jev, ke kterému dochézi, pokud je roztok fluoroforti excitovan
line4rné polarizovanym svétlem. Diisledkem ¢ehoz je, ze budou excitovany pouze ty mole-
kuly, které maji nenulovy primét svého absorp¢niho pfechodového momentu do sméru po-
larizace. Pokud je primérné rotacni relaxacni doba vyrazné del$i neZ doba dohasinani flu-
orescence, pak i vysledna fluorescence bude polarizovana. Pokud by vSak primérné rotacni
relaxacni doba znatelné krats$i nez doba dohasinani, potom klesne anizotropie systému jesté
pfed emisi na limitni hodnotu. V ptipadé, Ze jsou doba dohasinani a rychlost molekularni
reorientace shodné, bude polarizace modulovana molekuldrnim pohybem. Detekce polari-
zace fluorescence udava informace naptiklad o molekularni orientaci a pohyblivosti (Fisar,

2003; Sauer et al., 2011)
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3.1 Spektrofluorimetrie

3.1.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je vybornym nastrojem pro studium materidlt, které vykazuji
fluorescenci bud’ v pfirozené form¢ (primarni nebo autofluorescence) nebo sekundarni flu-
orescenci. Tato forma optické mikroskopie se velmi rychle rozviji a patii mezi jedny z nej-

vice rostoucich oblasti vyzkumu vyuZzivajicich mikroskopii.

Zakladnim ukolem fluorescencni mikroskopie je propustnost excita¢niho zafeni k
ozéteni vzorku a nasledné separace mnohem slabsiho fluorescencniho ze silnéjsiho excitac-
niho svétla zafeni. Tedy pouze emisni svétlo dopadéa na detektor. Vysledné fluorescencni
oblasti zafi proti temnému pozadi s dostate¢nym kontrastem. Ultrafialové zaieni (UV) o spe-
cifické vlnové délce nebo sada vinovych délek jsou produkovany priichodem zareni ze
zdroje emitujiciho UV zafeni pies excitacni filtr. Filtrované UV zafeni vzorku ozafuje vzo-
rek, ktery emituje fluorescencni zareni del§ich vinovych délek, zatimco zatim co je ozateno
UV zéfenim. Viditelné zafeni emitovano ze vzorku je nasledné filtrovano ptes bariérovy
filtr, ktery nedovoli odrazenému UV zafeni, aby proslo. Je tieba zminit, Ze toto je pouze
jeden mdd mikroskopie, kdy vzorek nasledné po excitaci vydava vlastni zafeni. Emitované
svétlo vyzafuje sféricky ve vSech smérech (Barry R Masters, 2010; Davidson, Abramowitz,
2002).

Vyhody fluorescenéni mikroskopie jsou zaloZeny na atributech, které nejsou tak do-
stupné v piipad¢ jiné optické mikroskopie. Vyuziti fluorochromti umoziuje identifikovat
buiiky, submikroskopické bunééné slozky a entity, které maji vysoky stupen specificity vné
materialu, ktery nefluoreskuje. Navic fluorescenéni mikroskop umoziuje zobrazit piitom-
nost fluoreskujiciho materidlu s vynikajici citlivosti. Extrémné maly pocet fluoreskujicich
molekul (zhruba méné nez 50 molekul na krychlovy mikrometr) mohou byt tuto metodou
analyzovany. Dvoufotonova fluorescenéni mikroskopie umoznuje tfirozmérné snimkovani

biologickych vzorka in vivo (Davidson, Abramowitz, 2002).

Ackoliv fluorescen¢ni neposkytuje prostorové rozliseni pod difrakénim limitem pfi-
slusnych cila, ptitomnost fluorescencnich molekul se pod timto difrak¢nim limitem je vidi-
telnd. Technika fluorescencni mikroskopie mtize byt aplikované na organické materidly, zivé
materialy (s pouzitim in vitro nebo in vivo fluorochromt). Tuto techniku lze aplikovat i na

anorganické materidly (naptiklad pfi zkoumdni necistot na polovodicovych destickach).
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Existuji studie, které mapuji pouziti fluorescen¢nich sond, které umoziiuje rychle sledovat
ménici se koncentraci fyziologické iontové koncentrace (vapnik, hotc¢ik atd.) a hodnot pH
v zivych bunkach. Existuji vzorky, které fluoreskuji pti ozareni o kratSich vinovych délkach
(primarni nebo autofluorescence). Autofluorescence se jevi uzite¢na pii studiu rostlin,
uhelné petrografii, sedimentarni horninové petrologie a v polovodi¢ovém primyslu. Flu-
orochromy schopné absorbovat a nasledn¢ emitovat zafeni jsou velmi specifické k cili, ke
kterému se piichycuji a maji zna¢ny vytézek v poméru absorpce-emise, coz je ¢ini velmi
hodnotné pfti biologickych aplikacich. Rozvoj vyuziti fluorescenéni mikroskopie souvisi
blizce s rozvojem stovky fluorochromti se znamymi excitaénimi, emisnimi k¥ivkami a dobie
znamé biologické struktute cili. Pti rozhodovéni, kterou fluorescencni znacku pouzit pro
mikroskopii, nesmime zapominat, Ze zvoleny fluorochrom by m¢l mit vysokou pravdépo-
dobnost absorpce excitovaného svétla a mél by zustat ptipojen k cilovym molekulam. Flu-
orochrom by mél byt schopny poskytnout dostacujici vynos emitované fluorescence. (Ale-

man et al., 2014; Davidson, Abramowitz, 2002).

3.1.2 Fluorescenéni mikroskop

Vynalez laseru v roce 1960 a jeho dalsi vyvoj, ktery prob€hl v poslednich péti dekadach,
poskytnul pro fluorescencni mikroskopii nespocet zdroj. V 1982 firma Carl Zeiss piedsta-
vila prvni laserovy skenovaci mikroskop. Moderni fluorescen¢ni mikroskop miize byt slozen
z siroké skaly fotonovych detektort, napiiklad z fotonasobict, lavinovych fotodiod a CCD
(charge-couple device). Kazdé zatizeni ma své vyhody a limity, vezmeme-li v uvahu cenu

zafizeni, pomér signal-Sum, citlivost, rychlost snimani obrazu (Barry R Masters, 2010).

Dva faktory limituji vyuziti fluorescen¢niho mikroskopu, kdyz pomineme Sum a op-
tickou aberaci, kterou zpasobuji v§echny typy mikroskopu. Prvni, proces fluorescence zavisi
na ukléddani energie do biologického vzorku. Druhy, pouziti exogennich fluorescencnich
sond miZe ovlivnit jak buné¢nou strukturu, tak bunééné funkce. Nastesti v§ak existuji alter-
nativni techniky, jak témto limitacim zabranit, ¢i kterymi je 1ze alespon zmirnit (Dawidson,

Abramowitz, 2002).
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Excitacni

g Polni clona Sbérné cocky
filtr

Objektiv

Obrazek 4 Schématické uspotradani fluorescenéniho mikroskopu (Davidson, Abramowitz, 2002).

V ptipad¢ transmisniho fluorescenéniho mikroskopu prochazi svétlo excitacnim fil-
trem. Na vzorek nasledné svétlo dopada zespodu jak tomu byva u klasického svétleného
mikroskopu. Vzorek vSak neni osvétlovan klasickym kondenzorem, nybrz kondenzorem za-
stinovym. Kondenzor tohoto typu odraZzi svétlo, tak aby na vzorek dopadalo zboku. Proslé
excitacni zafeni leti mimo objektiv a do objektivu se dostdva pouze emitovana fluorescence

(Reichman, 1998).

Pokud se jedna o epifluorescencni mikroskop, excitacni zafeni prochazi objektivem,
zateni dopadé na studovany vzorek svrchu. Nésledné se emisni zafeni vraci zpét do objek-
tivu. U tohoto typu mikroskopu je nezbytné vyuzit zvlastniho typu zrcadla, které odrazi ex-
citatni zatfeni do objektivu a emisni zafeni propousti do okularu. Zvlastnim typem zrcadla,
které se v epiflurescen¢ni mikroskopii vyuziva je dichroické zrcadlo. Takové zrcadlo odrazi

a propousti zafeni podle vinové délky zareni (Reichman, 1998; Kumar, 2006).

3.2 Fluorofory

Flurofory Ize obecné rozd¢lit na dva druhy, fluorofory vnitini a vnéjsi. Vnitini neboli vlastni
fluorofory se vyskytuji pfirozen€, zatimco vnéjsi nebo také jinak nevlastni se pridavaji ke
vzorktm, které nedisponuji vhodnymi fluorescen¢nimi vlastnostmi (Davidson, Abramowitz,
2002).
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Fluorescence v organickych molekulach, pochazejici z delokalizovanych 7 orbitalt
konjugovanych dvojnych vazeb, se nazyva Vvlastni fluorescence a vykazuji ji proteiny (flu-
orescence v UV oblasti); redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), niko-
tinamidadenindinukleotid fosfat (NADHP), oxidované formy flavoprotein, vitamin A (flu-
orescence ve VIS oblasti — modra az zluta); cytochromy, peroxidaza, hemoglobin, myoglo-
bin, chlorofyl (VIS oblast — ¢ervena). Napiiklad v proteinech jsou hlavnimi fluorofory ami-
nokyseliny tryptofan, tyrozin a fenylalanin. Jejich absorpéni pas lezi mezi 240-300 nm. Bo-
huzel tento typ fluorescence nevykazuje vlastnosti, které by byly uzite¢né pro biologické
znackovani (Fisar, 2003; Kumar, 2006). Fluorescenci poskytuji také nanocastice. Lze zminit
napiiklad kvantové tecky. Dale se pouzivaji pro znaceni biomolekul napiiklad nanocastice

zlata (Huang et al., 2014).

Nevlastni fluorofory jsou vyuziviny mnohem cetnéji, nez je tomu v piipad¢ vlastni
fluorescence. Tyto fluorofory jsou pfidavany ke vzorku a mohou se k nému vazat bud’ ko-
valentn¢ (fluorescenc¢ni znacky) nebo nekovalentné (fluorescencni sondy). Nejvice vyuziva-

nymi fluorofory jsou fluorescein, rhodamin, alexa (Fisar, 2003; Kumar, 2006).

3.2.1 Fluorescené¢ni znacky

Fluorescencni znacky jsou velmi ¢asto pouzivany ke znaCeni proteinli. Vazi se na jejich ami-
nove, sulfyhydrylové ¢i histidinové bocni fetézce, pripadné thiolové skupiny atd. Mezi nej-
znamgéj$i fluorescencni znacky patii fluoresceinizothiokynat (FITC) a tetrametylrhodamini-
zothiokyanat (TRITC), které nachéazeji své uplatnéni v imunofluorescenénich metodéach

(Fisar, 2003).

3.2.2 Fluorescen¢ni sondy

Fluorescen¢ni sondy mimo to, Ze se vdzou ke zkoumanému vzorku nekovalentné, také Casto
méni své fluorescencni vlastnosti. Pro studium zmén konformace bilkovin, tloustky mem-
bran, membranového potencidlu, viskozity prostiedi a tak podobné 1ze vyuzit iontovych flu-
rofort, u nichz dochéazi ke zméné kvantového vytézku nékdy 1 ke zméné spektralnich vlast-
nosti. Rozeznavame velké mnozZstvi riznych specifickych sond, mezi které patii naptiklad
sondy pro polaritu prostiedi, membranové fluorescencni sondy, lipidové sondy, sondy pro
membranovy potencidl, sondy pro nukleové kyseliny (akridinové oranz, ethidium bromid,

propidium jodid) a sondy pro ptenos energie (Fisar, 2003).
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3.2.2.1 Vazby fluorescencnich sond na bilkoviny

Ackoli bilkoviny vykazuji vlastni fluorescenci diky reziduim jako je tryptofan, pro zkoumani
biologickych procest je vyhodné vyuziti piimésovych fluorofori. Mezi vyhody pouziti flu-
oroforti se fadi vétsi flexibilita ve vybéru umisténi fluoroforu a zvySeni fluorescencnich
vlastnosti vhodnych pro vétsi mnozstvi technik. Flourofor se uchyti k bilkoviné a jejimu
prostfedi. V nejjednodussim piipadé tento proces umoziuje vizualizaci bilkoviny. Pokroci-
lejsi testy mohou méfit bilkovina-bilkovina interakce nebo konformacni zmény pomoci meé-
feni intenzity zmén nebo pomoci Forsterova rezonan¢niho ptenosu energie (FRET). Témito
metodami lze provadét méfeni jak celkového objemu vzorku, tak jedné jediné molekuly.

Meéfeni jedné molekuly poskytuje vysokou citlivost (Toseland, 2013).

Pfed tim, nez je zvolen vhodny fluorofor, je podstatné definovat o jaky experiment
se jednd. Zda pljde o spektroskopické méteni jedné molekuly, monitoring bilkoviny ¢i po-
uziti fluorescencniho biosenzoru apod. Da se obecné fici, Ze by vhodny fluorofor mél byt
dostate¢né maly, zafivy a stabilni. Mél by také byt dostate¢né specificky bez tendence oli-
gomerizovat s moznosti znadit vice bilkovin v tom samém ¢ase. Bohuzel splnit vSechna tato
pravidla je velmi naro¢né a je tfeba délat jisté kompromisy. Neexistuji dokonalé fluorofory

a nové metody se neustale vyvijeji (Toseland, 2013).

Organické fluorofory maji vynikajici vlastnosti. Patii mezi né $irSi spektralni rozsah,
vyborna fotostabilita, malé velikosti a v mnoha pfipadech vyssi jas. Poskytuji vyhody pro in
vivo snimkovani a jsou velmi uzite¢né diky jejich vysoké specifi¢nosti ke zkoumanému cili

(Toseland, 2013).

Spojeni fluoroforu s cilenou bilkovinou lze dosahnout bud’ pfimymi, nebo nepfimymi
znackovacimi metodami. NejvétsSim problémem téchto metod je kontrola specifi¢nosti znac-
kovani a urceni jeho stechiometrie. Bohuzel nelze dosdhnout toho, aby zna¢kovani bylo 100
%. Z tohoto diivodu pfitomnost volného barviva zpiisobuje vysoké pozadi a nespecificky
signal. Proto je dllezité pokusit se oddélit oznacenou bilkovinu od neoznacené (Toseland,

2013).

Ptimé chemické znaceni purifikovanych bilkovin se zamétuje na cystein a aminové sku-
piny. Cysteiny poskytuji vybornou flexibilitu pro vybér mista znackovani diky jejich nizké
frekvenci (Toseland, 2013). Amino-reaktivni barviva se nejcastéji vyuzivaji k ptipravé bio-
konjungati pro imunochemii, in situ fluorescen¢ni hybridizace, trasovani bun¢k, zna¢kovani

receptord. V téchto aplikacich je velice dilezita stabilita chemickych vazeb mezi amino-
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reaktivni barvou a biomolekulou, jelikoZ fluorescenéni konjugaty jsou ¢asto predmétem da-

sledné inkubace, hybridizace a promyvani (Biomol, 2013).

Existuje velky pocet fluorofort, které jsou pouzivany pro znackovani proteini. Mezi
nejvice pouzivané se fadi FITC (fluorescein 5(6)-isothiokyanat, C21H11NOsS), ktery se
vazné na amino skupiny v bilkovin¢, TRITC (tetramethylrhodamin, C2sH21N30sS), ktery se
vazné na amino a thiolové skupiny v biloviné a RBITC (rthodamin B isothiokyanat,
C29H30CIN3O3S), ktery se vaze na amino skupiny. Je tieba zminit i kvantové tecky, které
taktéZz nalezly uplatnéni pii znaCkovani bilkovin, jelikoz vykazuji vysokou stabilitu a jas

(Toseland, 2013).

NCS

O OH
g \ N
Hao/\l\t 0 \NC\CH;;

CH3 CHj
Obrizek 5 Rhodamin B isothiokyanat - RBITC, C29H30CIN303S (Sigma-Aldrich, 2017)

3.2.2.2 Vazby fluoroforit na nanocdstice

Pro ucely fluorescen¢ni detekce je mozné piipravit fluorescenéné znacené nanocastice.
Cmiel et al., 2016 se ve své praci zabyvaji fluorescenéné znacenym magnetitem pro ucely
neinvazivni, citlivé a bezpecné vizualizace transplantovanych buné¢k v lidském nebo zvite-
cim tele. Nanocastice magnetitu fluorescencné znacené pomoci Rhodaminu B isothiokya-
natu lze vyuzit k lokalizaci a kvantifikaci transplantovanych bunék. Nejpouzivangj$im kon-
trastnim Cinidlem v MRI sice ziistavaji nanocastice ferumoxidu, avSak v tomto piipadé do-
chazi v prubéhu znackovani ke kumulaci téchto nanocastic, coz vede k nedostate¢né bio-
kompatibilit€ ve znackovanych buiikach. Z tohoto ditvodu je jejich praktické uplatnéni v me-
dicin€é komplikované ¢i pfimo nemozné. Nova metoda detekce spociva v piipravé nanocas-
tic, které obsahuji superparamagnetické jadro a fluorescencni molekuly Rhodaminu, které
jsou navazany na povrchu jadra. Pfiprava takovych nanocastic byla provedena funkcionali-
zaci nanocastic magnetitu jednoduchou inkubaci v tetramethylamonium perchloratu za ne-
utralniho pH v pfitomnosti Rhodamimu. Zéasadni vyhodou této metody je, ze nedochazi

k markantni kumulaci téchto nanoc¢astic v bufice.
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Dale lze zminit praci Jang et al., 2014, ktera se zamétila na fluorescenéni znaceni
zeleznych nanocastic stiibra sloZzenych z kovového jadra a slupkou z oxidu kiemicitého
(SiO2) o rizné tloustce, které byly fluorescencné znaceny Cy barvivy. Li et al., 2013 se ve
sv¢ praci zaméfili na ptipravu fluorescen¢nich imunosenzort pro detekci viru chiipky zalo-

zené na autokatalyze stiibra.

Duke et al., 2014 ve své praci piipravily povrchové modifikované nanocastice stiibra
zapouzdiené do tenké kiemikové vrstvy, které byly funkcionalizovany neutravidinem.
K takto pfipravenym nanocasticim byl piidan bovinni sérovy albumin s biotinem a flu-
oresceinem isothiokyanatem. Dos$lo k navazani biotinu na neutravidin a tim k fluorescen-

¢nimu oznacéeni nanocastic.
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4 MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENI

4.1 Chemikalie

Béhem experimentu byly pouzity chemikalie uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 Pouzité chemikalie pro ptipravu experimentu

Chemicky Mol
Nazev hmotnost  Cistota Vyrobce
vzorec 4
[g'mol]
Dusi¢nan stfibrny AgNO:3 169,87 p. a. Penta
Hydroxid amonny NH4OH 35,05 p.a.  Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny NaOH 40,00 p. a. Lach-Ner

D (+)-maltéza monohydrat | CioH2011-H,0 360,31 p.a.  Sigma-Aldrich
Bovinni sérovy albumin - 66 000 >98 % Sigma-Aldrich

Rhodamin B isothiokyanat C29H30CIN3O3S 536.08 99 %  Sigma-Aldrich

4.2 Pomiicky a pristroje

Pfi praci v laboratofi bylo pouzito bézné laboratorni sklo. Vzorky byly odebirany pomoci

automatickych pipet znac¢ky Hirschmann.

K michani vzorkli byly pouzity magnetické michacky znacky Heidolph typu
Hei-Mix S. K inkubaci vzorki s vybranymi barvami byla pouzita rolovaci tfepacka znacky
BioCote. Méfeni absorpcnich spekter bylo provadéno na spektrofotometru znacky Specord
S600 vyrobce AnalytikJena, ktery pracuje v rozsahu vinovych délek 190-1050 nm. Pro mé-
feni velikosti ¢astic byl pouzit piistroj pra-cujici na principu dynamického rozptylu svétla
Zeta Potencial Analyzer 90 Plus znacky Brookhaven. Déle byl pfi ptipravé vzorkl pouzit
ultrazvuk Ficher Brand FB11201 a od-stiedivka znacky Hettich Zentrifugen typu EBA 20.
Nanocastice stiibra byly charakterizo-vany pomoci transmisniho elektronového mikroskopu

JEM 2011 (Jeol, Japan).

Pro zobrazeni bun€k vystavenych fluorescencné znacenym ¢ésticim Ag byl pouzit
fluorescencni mikroskop AF5013i T od firmy Arsenal s.r.o. Pro dialyzu byly pouzity celu-

l6zové dialyzatni membrany znacky Fisherbrand o tlouStce stény 23 um
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(MWCO 15000).Pro sledovani interakce zna¢enych AgNPs s buiikami bylo pouzito svétel-
ného mikroskopu s fluorescenénim modem Olympus IX 70. Pro inkubaci bun¢k se vzorky

byl pouzit CO; inkubator (N — Biotek).

us R——

T Dmaesne

- -

T

W= s :
| . S

&

Obrazek 6 Fluorescencni mikroskop

4.2.1 Priprava nanoéastic stfibra fluorescenéné znacenych pomoci Rhodaminu B is-

othiokyanatu

Ke znaceni nanocastic stfibra pomoci Rhodaminu B isothiokyanatu (RBITC) byly pouzity
nanocastice povrchové modifikované bovinnim sérovym albuminem, na ktery lze navazat
RBTIC reakci aminoskupiny v molekule proteinu s isothiokyanatovou skupinou v molekule
RBTIC (obrazek 7) (Thermo Fisher Scientific, 2010; Life Technologies, 2013). Znaceni ¢as-
tic stiibra pomoci RBITC bylo realizovano dvéma zpisoby. V prvnim zpisobu byly nejprve
pfipraveny nanocastice sttibra modifikované BSA a na takto modifikované castice stiibra
byl ve druhém kroku navazan RBITC. Ve druhém zpisobu byl nejprve vytvofen komplex

BSA-RBITC, ktery byl nasledn¢ pfidan do reak¢ni smési pfi piipraveé nanocastic stiibra.

V réamci prvniho zpisobu ptipravy znacenych ¢astic byly pomoci modifikované Toll-
ensovy metody pfipraveny nanocastice stiibra povrchové modifikované BSA nasledujicim
postupem: do 50 ml kadinky bylo odpipetovano 5 ml 5-107 mol-dm™ dusi¢nanu st¥ibrného,

1,25 ml 0,1 mol-dm™ amoniaku, 12,55 ml destilované vody, 1 ml 0,24 mol-dm™ hydroxidu
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sodného, 5 ml 5-10 mol-dm™ maltozy jako redukéniho ¢inidla. Po 30 s od pridani maltozy
bylo do reakéni smési pridano 0,25 ml 0,1% roztoku bovinniho sérového albuminu. Celkovy
objem reak¢ni smési €inil 25 ml. Pfiprava probihala za michani na elektromagnetické mi-
chacce pii laboratorni teploté. Takto pfipravené nanocastice stiibra jsou pro ucely této prace
oznaceny jako Ag@BSA. V nasledujicim kroku bylo do zkumavky odpipetovano 9,9 ml
disperze Ag@BSA a k tomu 0,1 ml 102 mol-dm™ roztoku RBITC. Smés se nechala inkubo-
vat po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté, aby doslo k probéhnuti reakce a navazani bar-
viva na protein. Takto ptipravené znacené nanocastice stéibra byly pro ucely této prace ozna-

¢eny jako Ag@BSA@Rh_I.

S
D—nH

R—NH, R'—N=C=S —_— R—NH R'

primarni amin Isothiokyanat Thiourea

Obrazek 7 Reakeni schéma primarniho aminu s isothiokyanatem (Tabujew, Peneva, 2014)

V ramci druhého zplisobu ptipravy byl nejprve piipraven komplex BSA-RBITC smi-
chanim 9.9 ml 0,1 % roztoku BSA s 0,1 ml 1 mol-dm™ RBITC. Tato smés byla inkubovéana
1 hodinu pfi laboratorni teploté pro vytvoreni vazby mezi proteinem a RBITC. Po uplynuti
inkubacni doby byla smés BSA-RBITC pouzita pro znaceni nanocastic stfibra obdobnym
zpusobem jako v ptedchozim ptipad¢€ pouze s tim rozdilem, ze do reakéni smési nebyl piidan
pouze roztok BSA, ale komplex BSA-RBITC. Komplex BSA-RBITC byl v mnozstvi 0,25
ml pfidan do reakéni smési po 30 s od nastiiku redukéni latky. Koneéné koncentrace vSech
reak¢nich latek byly v obou metodach piipravy totozné. Takto znacené nanocéstice Ag ne-

sou pro ucely této prace nazev Ag@BSA@RhN_II.

Po ptipraveé byly vzorky Ag@BSA@Rh | a Ag@BSA@Rh_II precistény a zbaveny
piebyte¢ného a nenavazané¢ho proteinu a barviva pomoci dialyzy a centrifugace. Vzorek
znacenych ¢astic Ag o objemu 10 ml byl umistén do dialyza¢ni membrany a 2x dialyzovan
po dobu 2 hodin a jednou po dobu 24 hodin vzdy v 1 | roztoku destilované vody zalkalizo-
vané pomoci NaOH na pH=11. Nasledné byl vzorek 2x po 20 minutach separovan pomoci

centrifugy pii 6000 ot./min. a po kazdé separaci promyt a doplnén na objem 10 ml destilo-
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vanou vodou zalkalizovanou na pH=11. Takto ptecisténé vzorky byly charakterizovany po-
moci UV/Vis absorp¢ni spektroskopie, dynamického rozptylu svétla, transmisni elektronové
mikroskopie a byla u nich stanovena celkova koncentrace stfibra pomoci atomové absorpéni
spektroskopie (vzorky byly minera-lizovany v 2% HNO3). Nasledné byly znacené nanocas-

tice aplikovany pro zobrazeni v testovanych bunikach pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

4.2.2 Fluorescenéni mikroskopie fibroblastii vystavenych zna¢enym nanocasticim

stiibra

Z jiz znamych experimentt byla pro interakci s fibroblasty zvolena netoxicka koncentrace
nanocastic sttibra 20 mg/l (Panacek et al., 2009). Pro sledovani a nasledné ziskani snimkut
Z fluorescencniho mikroskopu byly pouzity buitky NIH/3T3 mysich fibroblastd (ATCC,
USA). Tyto buiiky byly rozesazeny do 96-jamkové desti¢ky. Po 24 hodinové inkubaci byly
burniky vystaveny zna¢enym nanocasticim stiibra. Vstup zna¢enych AgNPs do vnitrobuné¢-
ného prostiedi byl pozorovana v ¢asech 30 min, 1,5 hod., 3 hod. a 24 hodin od aplikace
nanocastic pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Pfed samotnym métenim byly buniky Setrné
promyty fosfatovym pufrem (PBS, 0,1 mol-1?, pH 7,4). Pro méteni byly ponechany v 50 pl
PBS.

4.2.3 Fluorescen¢ni mikroskopie kvasinek vystavenych znacenym nanocasticim st¥i-

bra

V prvnim f4zi byla nejprve vyhodnocovana toxicita nanocastic stfibra modifikovanych
pouze BSA (pfipravené v ramci prvniho zplsobu piipravy nanocéastic Ag) vuci testovanym
kvasinkam Saccharomyces cerevisce K urceni maximalni netoxické koncentrace stiibra,

ktera byla nasledn¢ aplikovana v piipad¢ fluorescen¢né znacenych castic Ag.

Vzorek sledovanych kvasinek Saccharomyces cerevisce byl piipraven rozmicha-
nim 100 mg pekaiskych kvasnic v 10 ml destilované vody obsahujici glukosu (1 g/1). Na-
sledné bylo do jednotlivych zkumavek rozpipetovano vzdy 1 ml suspenze kvasinek, na-
sledné bylo pfidano odpovidajici mnozstvi destilované vody a poté disperze nanocastic stii-
bra v takovém mnozstvi, aby byly dosazeny koncentrace stiibra 80, 60, 40 a 20 mg-1" v cel-
kovém objemu 10 ml. Toxicita nanoc¢astic Ag byla vyhodnocovana na zaklad€ ubytku poctu
kvasinek pomoci pocitaci Biirkerovy komtrky po 1 hodin¢ od aplikace nanocéstic stiibra ke

kvasinkam.
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V dal$im kroku experimentu byla sledovédna interakce fluorescencné znacenych
AgNPs s kvasinkami. Do zkumavky byl odpipetovan 1 ml suspenze kvasinek. K suspenzi
bylo odpipetovano odpovidajici mnozstvi destilované vody a disperze znacenych stfibrnych
Castic, aby vysledna koncentrace v piipadé modifikovanych nanocastic stiibra odpovidala
koncentraci 20 mg-1t. Objem vzorku byl opét 10 ml. Takto pfipravené vzorky byly pone-
chany po dobu 30 min. Po uplynuti této doby byly kvasinky separovany pomoci centrifugy,
promyty a zpétn¢ su-spendovany v 10 ml destilované vody s obsahem glukosy. Nasledné

byly kvasinky sledo-vany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu a byly pofizeny snimky.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Fluorescen¢né znacené nanocastice stribra

Flurescenéné znacené nanocastice byly pfipraveny dvéma zptsoby. V prabéhu redukce na-
nocastic stiibra nebyly pozorovany vyrazné rozdily souvisejici s volbou metody. Redukce
nanocastic stiibra pii ptipravé Ag@BSA@Rh_I prob¢hla ve stejném case jako v piipadé
Ag@BSA@RN_II. Vizualn¢ nevykazovaly tyto dvé disperze odliSnosti. Pfipravené Castice

nevykazovaly ani vyrazny rozdil v primérné velikosti (tabulka 5).

Tabulka 5 Velikost ¢astic disperze koloidniho stiibra

Vzorek Velikost ¢astic [nm]
Ag@BSA 35,2
Ag@BSA@RN_I 37,2
Ag@BSA@RN_II 37,8

Pti srovnani absorpc¢nich spekter zméfenych ihned po ptipravé jednotlivych AgNPs
(graf 1) je zfejmé, Ze mezi jednotlivymi absorpénimi pasy pfislusicich nanocasticim stiibra
nejsou porozovany prakticny zadné rozdily. Poloha maxima zistava zachovana a pohybuje
se v blizkosti 400 nm. Pribéh povrchového plasménu ve vzorcich znaenych nanocéstic
Ag@BSA@Rh Ia AgawBSA@Rh _II tedy potvrzuje pfitomnost nanocastic stiibra stejnych
charakteristik jako v pfipad€ nanocéastic Ag@BSA. Absorpce pii vinovych délkach 500 —
600 nm vzorkli Ag@BSA@Rh I a Ag@BSA@Rh II je dand pfitomnosti RBITC, jehoz
absorp¢ni maximum lezi pii 555 nm, jak je patrné na absorpcnim spektru ¢istého RBITC
zobrazeného na grafu 2. Tvar a velikost Castic stfibra v jednotlivych vzorcich byla
dokumentovana také pomoci transmini elektronové mikroskopie (Obr. X). Velikost
nanocastic stfibra ur¢ena pomoci metody DLS je v shodé s velikosti nanocastic stiibra

zobrazenych na obr. X.
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Obrazek 7 TEM snimky nanocastic (a) Ag@BSA, (b) Ag@BSA@Rh Ia (c) Ag@BSA@Rh_II.
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Graf 1 Absorpéni spektrum nanocastic stifbra Ag@BSA a znacenych nanocastic stiibra
Ag@BSA@Rh_| a Ag@BSA@RhN_II
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Graf 2 Absorpéni spektrum roztoku Rhodaminu B isothiokyanatu o koncentraci 1-10*mol-1*

Ptitomnost fluorescen¢niho barviva navazaného na nanocéstice stiibra byla rovnéz
prokazana mérenim excitaéniho a emisniho spektra. Na obr. zobrazujicim excita¢ni a emisni
mapu volného a navazaného Rhodaminu je patrné, Ze excitacni pasmo je v rozsahu 490 nm
az 570 nm jak pro samotny Rhodamin, tak i pro navdzany Rhodamin na nanoc¢éstice Ag
(vzorek Ag@BSA@Rh_II). Stejné tak emise zafeni je patrna v intervalu od 550 nm do
680 nm jak pro Rhodamin nevazany, tak navdzany na nanocastice Ag. Rozdil v intenzité
fluorescence je zpusoben v koncentraci rhodaminu, ktera byla v ptipad¢ navazaného na na-

nocastice Ag vyrazné nizsi.
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Obrazek 7 Excita¢ni a emisni mapa ¢istého Rhodaminu (vlevo) a Rhodaminu navazaného

na nanodastice stfibra
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Jak jiz bylo zminéno vyse, pro separaci nenavazaného RBITC byla provedena opa-kovana
dialyza a nasledné centrifugace. Po ziskani absorp¢nich spekter (grafy 3 a 4) bylo zfejmé, ze
doslo k poklesu nejen absorp¢niho piku RBITC, ale také k poklesu absorbance povrchového
plasmonu nanocastic Ag. Tento pokles v absorbanci, a tedy v koncentraci na-noc¢astic Ag
byl zpisoben jednak ¢aste¢nym zachycenim nanocastic stibra na sténach dia-lyza¢ni mem-
brany v prubéhu aplikované dialyzy a rovnéz doslo i ke ztratdm nanocastic stiibra pfi sepa-
raci a promyvani pomoci odstiedéni na centrifuze. S ubytkem nanocastic stiibra rovnéz kle-
sala 1 koncentrace na né navazaného Rhodaminu, coz je patrné z poklesu absorbance v ob-
lasti absorpcniho pasu charakteristického pro Rhodamin. U vzorku Ag@BSA@Rh_1I byly

ztraty pii separaci a promyvani vyrazngé;jsi.

Ag@BSA@Rh_|

1,4
1,2

1
0,8 pred separaci

< po separaci

0,6
0,4
0,2

0

300 350 400 450 500 550 600 650 700
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Graf 3 Absorpéni spektra AG@BSA@Rh_II pied dialyzou a po provedeni centrifugace
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Graf 4 Absorpéni spektra AQ@BSA@Rh_I pied dialyzou a po provedeni centrifugace

Koncentrace znaenych AgNPs po separaci byla stanovena pomoci atomové ab-
sorpéni spektroskopie na 69,40 mg-1-1 v piipadé Ag@BSA@Rh I a 44,8 mg'l-1 u
Ag@BSA@RN_II.

5.2 Interakce znacenych nanocdastic stfibra s fibroblasty

Pro sledovani interakce znacenych nanocastic s Zivo¢iSnou buiikou byly pouzity NIH/3T3
mysi fibroblasty. K pozorovani interakce byly pouZity oba vzorky znacenych nanocastic
stiibra. Jak jiz bylo zminéno vySe (kapitola 4.2.2), byla sledovéna internalizace AgNPs do
vnitra studovanych bun¢k a nésledné byly pofizeny snimky v ¢asech 30 min, 1,5 hod., 3
hod., a 24 hodin.

U vzorku Ag@BSA@Rh 1 je patrna slaba fluorescence zobrazujici tvar bunék jiz
po 30 minutach (obrazek 8). Bylo také provedeno srovnavaci méfeni neznaenych bunek,
aby byla vylou¢ena mozna autofluorescence znacenych bunék. Pfi pouZitém expozi¢nim

¢ase 0,5 s kontrolni neznacené bunky neposkytovaly Zadny signal autofluroescence.
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Obrazek 8 Snimky fibroblastii v prochazejicim bilém svétle, ve fluorescenénim modu a snimek slo-

zeny z obou modu po 30 minutach inkubace se vzorkem Ag@BSA@Rh 1
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Obrazek 9 Snimky fibroblasti v prochazejicim bilém svétle, ve fluorescenénim modu a snimek slo-

zeny z obou moda po 30 minutach inkubace se vzorkem Ag@BSA@RhN_II

V inkubacni ¢ase 1,5 hodiny sledované nanocastice v oblasti bun¢k vykazuji inten-
zivnéjsi fluorescenci, coz poukazuje nartist koncentrace nanocastic stfibra uvnitt bunky. In-
tenzivni fluorescence lze pozorovat zejména v cytosolu bunky. Naopak je zfetelné, ze nano-
Castice stiibra se soustiedi mimo oblast jadra. Na snimcich je jadro uprostied buiiky, tedy

oblast, ktera ziistava tmava bez fluorescence.

Pro leps$i nazornost byl potizen snimek pii vétsim zvétsenim (obrazek 12). Na tomto

snimku jsou jasn¢ vidét tmavé oblasti jader.
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Obrazek 10 Snimky fibroblastd v prochazejicim bilém svétle, ve fluorescenénim médu a snimek

sloZzeny z obou modu po 1,5 hoding inkubace se vzorkem Ag@BSA@Rh_I
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Obrazek 11 Snimky fibroblastl v prochéazejicim bilém svétle, ve fluorescencnim modu a snimek

slozeny z obou médi po 1,5 hoding inkubace se vzorkem AG@BSA@Rh_II.

Obrazek 12 Snimek fibroblasti ve fluorescencnim mddu po 1,5 hodinové inkubaci se vzorkem

Ag@BSA@RN_IIL.; zvétseni 60x
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S rostouci dobou inkubace intenzita fluorescence naristd. Fluorescence je jiz patrné

pti nizkych expozicnich ¢asech. Z obrazki 13 a 14 je patrné, ze jadra bunék stale neposkytuji

fluorescenci, a to ani v inkubaénim ¢ase 24 hodin.

Obrazek 13 Snimky z optického mikroskopu ve fluorescenénim modu bunék NIH/3T3 3 hod. inku-
bace (vlevo) a 24 hod. inkubace (vpravo) se vzorkem Ag@BSA@ |

Obrazek 14 Snimky z optického mikroskopu ve fluorescenénim modu bun¢k NIH/3T3 3 hod. inku-
bace (vlevo) a 24 hod. inkubace (vpravo) se vzorkem Ag@BSA@RhN_II

Z ptiloZenych snimki je zjevné, Ze zna¢ené nanocastice stfibra jsou absorbovany po-
stupné zdravymi bunikami jiz v prvnich minutach inkubace. Intenzita sledované fluorescence
roste s inkuba¢nim ¢asem.

Ani v inkubacnim ¢ase 24 hodin neni mozné pozorovat fluorescenci z jader studova-
nych bun¢k. Nanocastice stiibra tedy neprochazi do oblasti jadra. Z tohoto poznatku lze
usoudit, ze studované nanocastice stiibra nejsou pro bunky toxické, respektive nezapiicinuji
poskozeni jadra a s tim souvisejici poskozeni DNA ¢i bunécné mutace. Dale je ze snimku

patrné, Ze vystaveni bunék AgNPs nevedlo ke zméndm tvaru nebo morfologickym zméndm.
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Z tohoto pozorovani lze tvrdit, ze nanocastice stiibra vstupuji do vnitrobuné¢éného
prosttedi postupné pomoci endocytodzy, coz je proces, kterym buiiky absorbuji material vy-
skytujici se ve vnéjSim prostredi. Dojde k vytvoreni vacku a néasledné se nanocastice obali
endsomem. Endosomy poté putuji v cytosolu smérem k prostoru v okoli jadra a postupné
splyvaji s lysozomem. Po 24 hodinové inkubace jsou jasné viditelné kuli¢ky, respektive en-

dosomy naplnéné fluorescenéné znaCenymi nanoc¢asticemi stiibra, jak je patrné z obrazku

15.

Obrazek 15 Znacené nanocastice stfibra uvnit endosomt bun€k po 24 hod. inkubaci; zvétSeni 60x

5.3 Interakce znacenych nanocastic stiibra s kvasinkami

V prvnim kroku tohoto experimentu byl proveden test toxicity nano¢astic stibra pro volbu
vhodné pracovni koncentrace znacenych nanocastic sttibra. Pro sledovani toxicity byly po-
uzity hmotnostni koncentrace koloidniho sttibra 80, 60, 40, 20 mg-1"%. Disperze koloidniho

stiibra Ag@BSA byla opét pfipravena modifikovanou Tollensovou metodou.

Viabilita bun¢k byla uréena na zéklad€ poctu Zivych bunék vystavenych nanocasti-
cim stiibra s riznou koncentraci po dobu 1 hodiny podle nasledujiciho vztahu (Krystof

etal., 2017):

ocCet Zivych bunék 1
% viabilita = P v yv —-100 (18)
celkovy pocet bunék
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Hodnoty viability bun¢k v zdvislosti na koncentraci nanocastic stibra jsou uvedeny

v tabulce 6.

Tabulka 6 Procentualni zivotaschopnost kvasinek vystavenych AgNPS po 1 hodiné

Koncentrace AgNPs (mg-1?) Viabilita (%0)
20 98,6
40 83,2
60 53,3
80 22,5

Z hodnot uvedenych v tabulce 3 se potvrdilo, ze nejvétsi zivotaschopnost vykazo-
valy kvasinky, které byly inkubovany s koncentraci AgNPs 20 mg-1-1. V pfipadé vysSich
koncentraci doslo k poklesu viability kvasinek, a to jiz pro koncentraci 40 mg-1-1, kdy doslo
k poklesu vibility kvasinek téméf na 80%. Pro koncentrace 60 a 80 mg-1-1 byla pozorovana
vyraznd toxicita nanocastic stfibra, coz je zietelné z poklesu viability na 53%, respektive

22.5%.

Z obrazkti 17 je ziejmé, e pfi koncentraci 20 mg-1" nedoslo ke zménam tvaru nebo

morfologie kvasinek pii porovnani s kontrolnim vzorkem bez obsahu nanocéastic stiibra.
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Obrazek 16 Snimek Saccharomyces cerevisiae nevystavenych AgNPs

Obrizek 17 Snimek Saccharomyces cerevisiae 60 min po pridavku Ag@BSA (20 mg-17)
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Vzhledem k tomu, Ze koncentrace 20 mg-1? stfibrnych nano¢astic nevykazovala to-
xicky ucinek vuci kvasinkam, byla tato koncentrace pouzita pro fluorescenéni mikroskopii
bunék vystavenych znac¢enym nanocasticim stiibra AG@BSA@Rh_I a Ag@BSA@Rh_II.

JiZ po 30 minutach od pfidani znacenych AgNPs je mozné pozorovat vyraznou flu-
orescenci u obou pripravenych vzorka (obrazky 18 a 19). Nanocastice stiibra tedy béhem
nékolika minut vstupuji do vnitrobunééného prostiedi kvasinek, a to diky naruseni bunééné

stény.

Obrizek 18 Snimek kvasinek z fluorescen¢niho mikroskopu po 30 (vlevo) a 60 (vpravo) minutach
inkubace s Ag@BSA@Rh_I.

Obrazek 19 Snimek kvasinek z fluorescen¢niho mikroskopu po 30 a 60 minutach inkubace s

Ag@BSA@Rh _II.
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ZAVER
Cilem této prace byla pfiprava fluorescencné znacenych nanocastic stiibra za pouziti Rho-

daminu B isothiokyanatu a nasledné sledovani interakce zna¢enych nanocastic s mysimi fib-

roblasty a kvasinkami.

Nanocastice sttibra byly pfipravovany modifikovanou Tollensovou metodou spoci-
vajici v jednokrokové syntéze AgNPs zaloZzenou na redukci [Ag(NH3)2]* organickymi &ini-
dly, v ramci této prace piipadé maltozy. Pro navazani fluorescen¢ni barvy na nanocastice
stiibra bylo vyuzito reakce mezi amino skupinami sérového albuminu a isothiokyanatu po-
uzitého Rhodaminu B. Nasledné bylo provedo ¢isténi zna¢enych nanocastic s cilem odd¢lit
nenavazany protein a fluorescenéni barvu. Separace byla provedena opakovanou dialyzou a
naslednou centrifugaci. Pfipravené znacené nanocastice byly charakterizovany pomoci
UV/VIS absorpénich spekter, dynamického rozptylu svétla a transmisni elektronové mikro-

skopie.

V ramci fluorescencni mikroskopie bylo zjiSténo, Ze znafené nanocastice v kratké
inkubac¢ni dobé¢ internalizuji do mysSich fibroblastii 1 kvasinek. S rostoucim inkubaénim ca-
sem roste 1 intenzita fluorescencniho zafeni. Znacené nanocastice stiibra neprochazi do ob-
lasti jadra fibroblastl, nejsou tedy pro buiiky toxické. Z téchto poznatkl Ize usuzovat, Ze
znacené nanocastice stiibra Rhodaminem B isothiokyanatem by mohly byt vhodné jako na-
stroj pro sledovani interakci nanocastic stfibra se studovanymi materialy biologického cha-

rakteru.
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SUMMARY

The aim of the work was to prepare fluorescently labeled silver nanoparticles using Rho-
damin B isothiocyanate to monitor interaction of labeled nanoparticles with mouse fibrob-

lasts and yeasts.

Silver nanoparticles were prepared by a modified Tollen method consisting of one-
step AgNP synthesis based on reduction [Ag(NHs)2]* by organic agents, in this case maltose.
The reaction between the amino groups of the serum albumine and the isothiocyanate of
Rhodamine B was used to connect fluorescent dyes on silver nanoparticles. Subsequently,
labeled nanoparticles were purified to separate unbound protein and fluorescent dye. Sepa-
ration was performed by repeated dialysis and subsequent centrifugation. The prepared la-
beled nanoparticles were characterized by UV / VIS absorption spectrum, dynamic light

scattering and transmission electron microscopy.

Fluorescence microscopy revealed that labeled nanoparticles are internalized into
mouse fibroblasts and yeast during a short incubation period. With increasing incubation
rates, fluorescence intensity increases. Labeled silver nanoparticles do not pass into the cloud
cores of fibroblasts, therefore they are not toxic to the cells. From these findings it can be
concluded that labeled silver nanoparticles with Rhodamine B isothiocyanate may be useful
as a tool for monitoring the interactions of silver nanoparticles with studied biological ma-

terials
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