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I. UVOD

V soucasnosti jsou nanotechnologie jednim z nejvice se rozvijejicich védnich obort.
Nanomaterialy vykazuji ojedinélé fyzikalné-chemické vlastnosti oproti svym
makroskopickym protejsktim, at’ uz jde o optické, elektrické, magnetické ¢i biologické.
Diky nim jsou nanomateridly velmi atraktivni pro aplikace v prakticky vsSech lidskych
odvétvich. Jiz dnes nalézaji Sirokou Skalu uplatnéni — v pramyslu, elektronice, energetice,
kosmetice, potravinarstvi ¢i v medicin€. Mezi nanomaterialy fadime i1 nanocCastice
uslechtilych kovi jako jsou stiibrné ¢i zlaté nanocastice, které oplyvaji vysokou stabilitou
a biokompatibilitou a zarovefi snadnou piipravou, kdy muzeme ziskat nanocastice
o konkrétnich velikostech a morfologiich.!? U téchto nanogastic se vyskytuje
lokalizovany povrchovy plasmon. Diky tomuto jevu dokdzou nanocastice silné
absorbovat svétlo. Tuto interakci pak lze vyuzit pro pfevedeni svételné energie na
tepelnou. Jelikoz je poloha absorpéniho maxima shodna s plasmonovou rezonanéni
frekvenci, muzeme ji ladit pro specifické aplikace, napf. zménou tvard a velikosti
kovovych &astic.>* Tyto zmin&né vlastnosti nano¢astic oteviraji dvefe pro vyvoj novych
1écebnych postupu, které si slibuji vétsi efektivitu a Setrnost. Lze je vyuzit naptiklad
v diagnostice, drug-delivery ¢i protinddorovych terapiich, jako je fotodynamicka terapie

&i fototermalni terapie.’

Fototermalni terapie (PTT — PhotoThermal Therapy) vyuziva cilenou akumulaci
plasmonickych nanocastic v nadorech. Ty zde pak absorbuji svételné zafeni, které
pfemeéni na tepelné, coz ma za nasledek selektivni hypertermii a nevratné poskozeni
nadorové tkané, pficemz zdrava tkan zlstane neposkozena. Oproti jinym klasickym
metodam je PTT vysoce efektivni a selektivni metoda, ktera je zaroven neinvazivni
a s minimalnimi vedlej$imi ucinky. PTT vyuziva nejCastéji nizkoenergetickych lasera
v oblasti blizkého infracerveného spektra, kterou maji vysokou pronikavost biologickymi

tkanémi a tekutinami.’

Tato prace je zaméfena na studium a pfipravu plasmonickych nanocastic stfibra
ajejich depozici na mikrotitraéni desticky pomoci metody samoorganizace vrstvy
po vrstvé. Na nich byla posléze testovana fototermalni aktivita in vitro na bunécné linii
karcinomu dé€lozniho c¢ipku Hela. K tomuto byl vyuzit laser svlnovou délkou
zafeni 660 nm. Proto se kromé samotnych pfiprav nanocastic tato prace zaméfuje 1 na
jejich potencionalni vyuziti a aktualni pokrok v oblasti biologickych aplikaci, pfedev§im

pak na vyuziti ve fototermalni terapii.



II. TEORETICKA CAST

1. Nanomaterialy

Nanomaterialy jsou materialy, které maji alespori jeden ze svych rozmért v rozmezi
1 nm (10® m) az 100 nm (107 m). Z pohledu fyzikalni chemie jsou nanomaterialy
prakticky podmnozinou koloidni chemie, zde se velikost ¢astic pohybuje
v rozmezi od 10 m (jednoho nanometru) do 10° m (jednoho mikrometru).®’ Je tedy
nutno si definovat zakladni terminologii, kterd je spjata s nanocasticemi a koloidnimi
soustavami, které¢ jsou jednou ze 3 zakladnich druht disperznich systému vedle
analytickych a hrubych disperzi. Ty jsou tvofeny ze dvou zakladnich Casti — disperzniho
prostredi (také dispergens) a disperzni faze (neboli podilu ¢i dispersum). Jinymi slovy by
se také dalo fict, ze to jsou soustavy, které se skladaji nejméné ze dvou fazi i ze dvou
slozek, kdy jedna Cast je rozptylend (dispergovana) v druhé, ktera tvoii spojitou Cast

soustavy.®®

Nanomaterialy vykazuji ojedinélé fyzikalné-chemicke vlastnosti at’' uz jde o optické,
katalytické, elektrochemické, magnetické i biologicka specifika. Je to dano predevs§im
kvantové-velikostnim efektem (quantum/finite-size effect), kdy se kvili prostorového
omezeni u nanocastic, omezi pohyb elektronu na diskrétni (konkrétni) energetické
hladiny. Dal§im divodem je vysoky podil povrchovych atomt (oproti svym objemovym
protejSkim — makrocasticim), ktery roste s klesajicimi rozméry Castic. Z tohoto plyne
vysoka povrchova reaktivita.*® Proto jednotlivé zadouci vlastnosti a efekty mizeme
modifikovat pomoci upravy velikosti, morfologie ¢i rozdilné funkcionalizaci pro dané
aplikace. Z téchto diivodii jsou v poslednich desetiletich predmétem rozsahlého vyzkumu
a samotné nanotechnologie a nanomateridlova chemie se staly jednou znejvice
rostoucich odvétvi, diky svému vyuziti v civilnim a armadnim pramyslu, elektronice,
senzorice €1 v biologickych a medicinskych aplikacich. Konkrétné naptiklad pak v SERS
— Povrchem zesilené Ramanove spektroskopii, heterogenni katalyze, fotokatalyze
¢i vypocetni technice. K biologickym a lékafskym aplikacim bude vénovana vétsi

pozornost v nasledujicich kapitolach. 721!

1.1. Historie nanomateriala
Lidstvo vyuzivalo, 1 kdyz nevédomé, nanomaterialy uz dlouho dobu. Je znamo, zZe jiz
ve 4. stoleti n. 1. vytvareli fimsti sklafi sklo obsahujici nanocastice kovi. Z této doby se

zachovalo par artefaktd jako naptiklad Lykurguv pohdar (pohar thrackého krale



Lykurgose), ktery obsahuje stfibrné a zlaté nanocéstice. Ten méni barvu ze zelené
na ¢ervenou, kdyz je umistén na zdroj svétla. Také velké mnozstvi stredovekych katedral
ma sklenéné vitraze, které obsahuji nanocastice kovli. V 19. stoleti se pak koloidnimi
systémy a jejimi vlastnostmi zabyval Michael Faraday, ktery studoval pfipravu
a vlastnosti koloidniho zlata ¢i Thomas Graham, ktery je povazovan za otce koloida.
Ten na zékladé difuze latek pres pergamenovou membranu rozdélil disperze
na krystaloidy (difiize probihala snadno) a koloidy (obtizna difuze).”!? V roce 1959 pak
Richard Feynman (drzitel Nobelovy ceny za fyziku) pfednesl svou vizi na prednasce
,, There is plenty room at the bottom “ tedy v Cesting€ ,, Tam dole je spoustu mista“, ktera se
stala progndzou pro nastupujici vék nanotechnologii. Mnoho Feynmanovych spekulaci
z této prednasky se v dneSni dobé stalo skute¢nosti (manipulace s jednotlivymi atomy,
litografii pomoci paprsku elektrontl, stavbu obvodu v nanoméfitku a mnoho dalsiho).
Ovsem trvalo dvé desitky let, nez zacal skute¢ny rozmach ve vyzkumu nanotechnologii.
Ten piiSel azv osmdesatych letech s pfichodem vylepSenych spektroskopickych
a skenovacich metod. V roce 1985 byla vyvinuta metoda, ktera syntetizovala fulleren,
v devadesatych letech pak zacal metody ptiprav uhlikovych trubicek a v roce 2004 byl
poprvé pripraven grafen. V dneSni dobé se snanomateridly a nanotechnologiemi

setkdvame prakticky na denni bazi.”!>!3

1.2. Klasifikace nanomateriala

Nanomaterialy mizeme rizné klasifikovat na zakladé jejich charakteristik. Lze je
rozdélit na zakladé jejich plivodu, tedy na pfirodni materialy, které muizeme nalézt
v ruznych formach v pfirodé a umélé nanomaterialy, které jsou vytvafeny védomé
pomoci piipravnych procesu ¢i jako vedlejsi produkty. Mezi pfirodni nanomaterialy patii
kuptikladu molekuly proteinti, mlhy (aerosoly), zelatiny (gelové typy), Castice sope¢ného
popelu nebo dokonce viry. Do umélych pak tfadime naptiklad umélé vytvorené
nanostruktury uhliku, nanog&astice kovti, kvantové tecky, dendrimery & nanokompozity.'*

Také 1ze rozdé€lit nanomaterialy z hlediska jejich slozeni a to do 4 zakladnich typa.
Jsou to organické nanomaterialy, anorganické nanomateridly, na uhliku zalozené
nanomaterialy a jejich razné kombinace — kompozity. Do organickych mizeme zatadit
kuptikladu liposomy, dendrimery ¢i micely. Do anorganickych pak lze zahrnout
nanocastice kovu a jejich oxidl, nanocastice polovodicu, ale dokonce i keramiky. Patfi
zde také nanocastice uslechtilych kovi, ke kterym se dostaneme v nasledujicich

kapitolach. Mezi na bazi uhlikli zaloZzené nanomaterialy patii predevsim uhlikové



nanotrubicky, nanovlakna, grafeny a fullereny. Do kategorie kompoziti pak fadime

kombinace nanomaterialy riiznych kategorii.”!*

Dale mizeme vSechny nanomaterialy klasifikovat dle dimenzionality (kolik rozmért
je mimo §kalu nano). Prvnim typem jsou 0D, kde jsou vS§echny rozméry v nanomé&fitku.
Do tohoto typu patii nanoc¢astice, nanoklastry ¢i nanotecky. Dal§im jsou /D. Zde jsou
2 rozméry v nanoméfitku. Muzeme tady zaradit anisotropické nanocastice jako jsou
nanotrubicky, nanovlakna a nanotycCinky. 2D typ pak méa uz pak jen jeden rozmeér
v nanoskéale. Zde radime dobfe zname grafeny, nanofilmy nebo opét anisotropické
nanocastice (nanodesticky, nanotrojuhelniky apod.). Posledni typ je 3D. Mezi né patii jiz

zminé&né liposomy nebo polykrystaly.”!

Klastry

Kvantové tecky
Klasifikace
na zakladé
dimenzionality

S

Dendrimery Vrstvy nanocastic
Obrdzek 1: Dimenzionalita nanomaterichi (prevzato a upraveno z').

1.3. Optické vlastnosti nanomaterialii

Koloidni systémy a nanocCastice se vyznacCuji charakteristickymi optickymi
vlastnostmi. Pfi prostupu svétla (elektromagnetického zafeni) soustavou se intenzita
svételnych paprski zmensSuje v dasledku dvou zakladnich jeva — pravé absorpci
arozptylu zateni, ke kterym dochazi soucasné. Velikost obou téchto jevli zavisi
na charakteru systému, jako je chemické slozeni disperzni faze ¢i velikost a tvar Castic
a na vlnové délce dopadajiciho elektromagnetického zafeni. Tyto samotné jevy muzeme,
jak vyuzit pro rizné aplikace, ale také pro analytické urCeni velikosti, morfologie,
molekulové hmotnosti, koncentrace a mnoho dalSich charakteristik, které nejsou urcitelné

pomoci béznych optickych mikroskopt.® 6!
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1.3.1. Absorpce zafeni
Pfi  absorpci zafeni hmotou dochédzi k pohlceni energetického kvanta
elektromagnetického zafeni. Tento proces ma za nasledek zménu energetickych stavi
valen¢nich a vazebnych elektronti v molekulach absorbujici latky. Absorpci zafeni dojde
ke zvySeni vnitini energie molekul systému, ktera se poté preméni v energii tepelnou.>!®

Tento jev popisuje Lambert-Beertv zakon (1):
A= —loglize*c*d (1)
0

Kde 4 je absorbance, ktera reprezentuje absorpci zafeni, / je intenzita proslého
zateni, /o je intenzita dopadajiciho zafeni na latku, ¢ molarni absorp¢ni koeficient, ktery
je specificky pro kazdou latku, ¢ je molarni koncentrace latky a d je tloustka vrstvy,

kterou prochéazi paprsek. Vétsinou se pro méfeni pouzivaji kyvety o tloustce 1 cm.%!8

1.3.2. Rozptyl zateni

Dalsi opticka vlastnost, ktera je pozorovatelna u koloidi je rozptyl zafeni. Zde
nedochazi pii pohlceni svételné energie ke zmén€ energetickych stavii valencnich
nebo vazebnych elektronti. Namisto toho je kvantum energie vyzareno nahodné do vSech
sméra beze zmény vinové délky. Tento efekt miizeme nazvat jako elasticky odraz fotonu
od cCastice. Rozptyl svétla mize nastat jen tehdy, jestlize je vinova délka zafeni vétsi
nez velikost ¢astic disperze. KdyZ je tato vinova délka mnohem mensi nez velikost ¢astic,
dochazi pak k odrazu Castic, coz se projevuje jako jemny zakal — opalescence. Tento jev
poprvé kvalitativné popsal John Tyndall — podle n&j Tyndallitv rozptyl. Muzeme ho
nejlépe vyobrazit jako prochazejici paprsek svétla pfi prichodu koloidem, pfiCemz je

paprsek zviditelnén jako svételny kuzel (obr. 2).51-20

] 1S 7

ZDROJ ZARENI

ROZTOK kOLOID

Obrdzek 2: Tyndallitv jev (pFevzato a upraveno z*').

Samotny mechanismus rozptylu zareni funguje na principu indukce elektrického

dipolu v castici elektromagnetickym polem zafeni. Takto vzniklé dipdly poté vyzatuji

11



svétlo o stejné vinové délce jako svétlo dopadajici. Kvantitativné lze podil rozptylu svétla
na zeslabeni intenzity dopadajiciho zafeni ve sméru pozorovani popsat zakonem (2), ktery

je obdobou Lambert-Beerovu:
—logL =7 *d (2)
Ilo

kde 7 je turbidita soustavy, ktera je mirou uhrnné energie, ktera se pii prichodu paprsku
svétla vrstvou suspenze o tloust'ce d rozptyli na v§echny strany od tohoto paprsku. Je také
zavisla na stupni disperzity, vinové délce dopadajiciho zafeni a na samotnych optickych

vlastnostech soustavy.°

Teoreticky  poprvé  popsal rozptyl svétla na  koloidnich  ¢asticich
Rayleigh v roce 1871. Pro sférické Castice, které jsou v porovnani s vlnovou délkou
dostatecné malé (1/20 vinové délky), dostatecné¢ daleko od sebe a jsou elektricky

nevodivé ho poptal vztahem (3)%%1°:

(1) =2+ (-2) o

kde 4 je vinova délka, r vzdalenost od detektoru, a polarizabilita Castic a &9 permitivita

vakua. Na zakladé rozptylu lze Castice koloidnich soustav sledovat ultramikroskop
¢i elektronovym mikroskopem. Pro dalsi charakterizace jako je velikostni distribuce
Castic se v dneSni dobé velmi vyuziva metoda dynamického rozptylu svétla DLS

(Dynamic Light Scattering).®'%"

1.3.3. Lokalizovany povrchovy plasmon

U nanocastic je ovSem samotny Lambert-Beeriv zakon komplikovan zménou
absorpce zafeni v zavislosti na velikosti a tvaru ¢astic. Nanocastice uslechtilych kovia
vykazuji specialni optické vlastnosti. Je to dano piedev§im jiz zminénym kvantove-
velikostnim efektem (quantum/finite-size effect), tedy ze vlastnosti nanoc¢astic jsou odlisné
od svych makroskopickych protéjski. Jednou z téchto specifik pii interakci se svétlem je
také tzv. Lokalizovany povichovy plasmon (LPS — Localized Surface Plasmon)3*
Pti tomto jevu dochazi k excitaci vodivostnich elektront a k asymetrickému vychyleni
elektronového mraku vac¢i jadram pasobenim elektrické slozky dopadajiciho
elektromagnetického zareni. To mé za nasledek vznik coloumbickych pfitazlivych sil

mezi elektrony a jadry, coz vede k oscilaci elektronového mraku vici jadram (obr. 3) —
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vznikne oscilyjici dipol. Podminkou, aby tento jev nastal, je, Ze nanocCastice musi mit

men§i primér, nez je vinova délka plisobiciho zateni. >+

Elektrické pole //’\\

m \ nanocastice

\ i T17
A\ /

| \ \ ’ /

Elektronovy mrak

Obrdzek 3: Lokalizovany povrchovy plasmon (prevzato a upraveno z>3).

Kdyz dojde ke shodé frekvenci dopadajiciho zafeni s oscilujicim dipdlem, nastava jev,
ktery se nazyva Lokalizovana povrchovd plasmonova rezonance (LPSR — Localized
Surface Plasmon Resonance). Diky tomuto dokdzou nanocastice silné absorbovat
¢i rozptylovat svétlo. Absorpéni maximum ¢astice ma shodu s plasmonovou rezonancni
frekvenci, coz odpovida vinovym délkam od UV az po blizké IR zatfeni. Tato poloha
absorpcniho maxima je velmi zavisla na typu materialu, velikosti a morfologii nanoc¢astic

(obr. 4). Diky tomu dokazeme LPSR ladit pro specifické aplikace. >3
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Obrazek 4: zavislost absorpcniho pasu LPSR na tvaru nanocdstic zlata; a) kulovité

nanoddstice; b) nanotycinky (prevzato a upraveno z*°).
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Pfi absorpci svétla plasmonickou nanocastici dochézi k disipaci energie pomoci tfi
soucasnych mechanisma (obr. 5). Prvni mechanismus je lokalni generace tepla, ktera se
pouziva v termalni protinadorové fototerapii.>?’ Druhy je zvySeni elektrického pole
v blizkosti plasmonickych nanocastic. Toto se vyuziva pro senzoriku, spektroskopie
nebo v pro zvySeni aktivity molekularnich fotokatalyzatora. Tretim a poslednim typem je
vznik vysoce energetickych vodivych elektront tzv. horkych pienaSeca (hot carriers)
uvnitt Castice. Po jejich excitaci se mohou prenést napiiklad na substrat a vyvolat zde

zmény. Tohoto se d4 vyuzit v plasmonem zprostiedkované katalyze.?”-?8

, Photothermal Enhanced electric field Hot carriers

X )
°o-9® § o

Obrazek 5: Hlavni mechanismy vzniklé lokalizovanym povrchovym plasmonem

(prevzato z%').

1.3.4. Fototermalni efekt

Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole, tak béhem pasobenim vnéjSim zafeni
na kovovou nanocastici pii vhodné vinové délce dochéazi k fotoexcitaci vodivostnich
elektrond, coz ma za nasledek jiz pfedem popsanou lokalizovanou povrchovou
plasmonovou rezonanci. Ta se nasledné uvoliiuje (obr. 6) dle nasledujiciho poradi:
Nejprve dochazi k Landaovému tlumeni, poté k relaxaci nosic¢i, a nakonec k tepelné
disipaci (rozptylu).> Kdyz je LSP fotoexcitovan (obr. 6-a) vznikaji pary horkych
elektronu a dér (obr. 6-b), pficemz maximalni energie excitovanych elektroni odpovida
excitacni energii, ktera se nachazi nad Fermiho energetickou hladinou (Ef). V tomto stavu
je elektronova energie rozdelend netermalné s ohledem na Fermiho-Diracovu statiku.
Tyto neterméalné rozdélené horké nosice jsou relaxovany procesem elektron-
elektronového rozptylu bez ztraty absorbované fotonové energie, coz ma za nasledek
interni termalizaci elektrond (obr. 6-c). Béhem finalni relaxacni faze, ktera odpovida
casovému rozsahu 100 ps az 1 ns po excitacni fazi LSP, se fotoexcitovana energie nad E¢
prenasi na kovovou mfizku prostiednictvim prenosu elektron-fonon, coz vede k termalni

disipaci (obr. 6-d) a uvolnéni tepelné energie do okolniho prostfedi. Béhem tohoto se
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teplota elektronového mraku a mfizky postupné snizuje a distribuce elektronu

vodivostniho pasma kovové nano¢astice kovu se vraci do svych zakladnich hladin.’

a b c d
Piasmon exc1tahon Landau damping Carrier relaxation Thermal dissipation
t=1-100fs t=100fsto1ps t=100 psto10 ns

Population Population Population

Obrazek 6: Zndazornéni fotoexcitace a ndasledného relaxacniho procesu LSP.
a) Plasmonovd fotoexcitace (prijeti zareni).
b-d) Znazornéni populace elektronovych stavit béhem relaxace fotoexcitovaného LSP

(prevzato z°).

1.4. Elektrické vlastnosti

Na elektrické vlastnosti koloidnich systému a nanocastic ma velky vliv elektricka
dvojvrstva, ktera se objevuje na rozhrani mezi disperzni fazi a disperznim podilem. Tato
dvojvrstva vznika v disledku interakce mezi povrchem castice a rozpusténymi ionty
v kapalin€ a naslednym usporadani do opa¢né nabitych vrstev. Kromé tohoto se na naboji
Sastic taktéz projevuje pH soustavy.®?*?° Diky existence tohoto jevu miizeme v t&chto
soustavach pozorovat elektrokinetické jevy, mezi které patii naptiklad elektroforéza,

sedimentacni potencidl, elektroosmoza ¢i potencidl proudént.®

Elektrickou dvojvrstvu mizeme dobfe strukturné vyobrazit pomoci Sternova modelu
(obr. 7). Podle Sterna jsou k vnitini vrstvé iontu pfitahovany elektrostatickymi
a adsorpCnimi silami opacné nabité ionty. U povrchu je vrstva, ke které tésné prilehaji
opacné nabité ionty. Tato vrstva se nazyva Sternova vrstva a tvoti ji ionty, které se k ni
vazou predev§im adsorpCnimi silami. Spolu s ionty vazané na povrch Castic vytvari
spojitou vnitfni vrstvu. DalSi ionty, které jsou dale od castice jsou pfitahovany

elektrostatickymi silami a pfedstavuji takzvanou difuzni vrstvu. Vnitini vrstva se s astici
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pohybuje, diftizni vSak nikoliv. Rozhrani, které je oddé€luje se nazyva pohybové rozhrani.
A prave potencial na fazovém rozhrani — zefa-potencidl { (elektrokineticky potencial)

zpusobuje interakci s vnéjSim elektrickym polem (je zodpovédny za elektrokinetické

jevy) a zarovei je velmi dilezity z hlediska stability koloidnich ¢astic.>!
Sternova wrstva
Vv &Pohybove’ rozhrani
y 2
Pot | hu (V,) <]
otencial povrchu (V) % o o e @ o
e © ©
®
i © o ® ©
SR
Zeta potencial (Q) == 2 © © o
e ®
e

Obrazek 7: Sternova vrstva (obrdzek autor).

Zeta potencidl je tedy fyzikalni vlastnost, ktera naznacuje potencialni stabilitu ¢astic
systému, a to i dlouhodobé. Zaroven predikuje interakce s povrchem nanocastic, coz
muze poslouzit k optimalizaci pfi tvorbé nanovrstev ¢i Gprav povrchu samotnych
nanocastic. Pokud maji nanocCastice v systému vysoky zaporny ¢i kladny zeta potencial,
budou se navzajem odpuzovat a nebudou mit tendenci se spojovat a nasledné agregovat.
Zeta potencial zavisi jednak na povaze povrchu nanocastice, ale 1 na povaze disperzniho
prostfedi. Mezi n¢ patii faktory jako je pH a vodivost prostiedi iontova sila a koncentrace
a typy pouzitych komponentt. Ve vodnych prostiedich ma pH zasadni vliv na velikosti
zeta potencialu. Pokud je prostredi vice alkalické, tak pak ¢astice ziskavaji vice zaporny
naboj. Naopak pokud je prostredi kyselé, ziskavaji Castice spiSe kladny naboj. Pokud je
soustava v izoelektrickém bodu, tak je velmi pravdépodobné, ze zeta potencial bude

nulovy a bude dochézet pravdépodobné k agregaci.’*-*!

Samotné stanoveni zeta potencialu se nejcastéji provadi elektroforeticky. K meéteni se
vyuziva cela s elektrodami na obou koncich, do kterych je piivadéno napéti. Castice se
pak pohybuji smérem k elektrodé s opacnym nabojem. Béhem toho je méfena jejich
rychlost, ktera je vyjadrena v jednotkach intenzity pole jako jejich pohyblivost. Technika,

kterd je pozivana pro méfeni rychlosti se nazyva Laserovd Dopplerova Velocimetrie
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(Laser Doppler Velocimetry). Ta funguje na interakci svétla s Casticemi, které jej
rozptyluji a toto rozptylené zafeni je pak porovnavano s referencnim paprskem. Z téchto
udaju se pak vypocetni technikou dopocitava elektroforeticka mobilita a tim i zeta

potencial %31

1.5. Piipravy nanomaterialti
Existuji 2 zakladni typy pfiprav nanocastic (obr. 8). Jsou jimi metody Top-down
(shora-dolil) neboli metody dispergacni a metody bottom-up (zdola-nahoru) neboli

kondenzaé¢ni.!!

Top
Makro
Castice

down metody Bottom up metody

<=

Prasekl K

&)
O

Nanocastice

Obrdzek 8: Zndzornéni Top-down a Bottom-up metod (pievzato a upraveno z*2).

Metody top-down jsou zalozeny na zmenSovani velikosti, kdy za¢iname s objemnym
makromaterialem, ktery je postupné, vétsSinou fyzikalnimi (mechanickymi) a chemickymi
metodami zmensSovan az do nanorozmérti. Do této kategorie spadaji metody jako
mechanické mleti, tepelna a laserova ablace, litografie ¢i naleptavani. Vyhodou téchto
metod je, Ze jsou nendkladné a snadno proveditelné, ovSem jsou velmi hrubé, tedy
nedokazeme kontrolovat vyslednou velikost ¢i morfologii. Byvaji ¢asto vyuzivany

v primysly. '3

Metody bottom-up funguji prakticky obracené¢ nez metody top-down.
Z elementarnich castic jako jsou atomy, molekuly ¢i ionty jsou nasledné seskupovany
do nano¢astic pomoci chemickych, fyzikalnich ¢i biologickych metod (zelena cesta).>*

Konkrétné zde fadime metody pfipravy pomoci chemické redukce, pomoci srazeci
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redukce ¢i hydrolyzy, ale také sol-gel metody, sonochemické metody nebo hydrotermalni.
U tohoto typu syntéz dokazeme velmi presné¢ kontrolovat jednotlivé pozadované
parametry pro dané aplikace. Zaroven jsou Casto velmi snadno proveditelné a Casto
nenakladné. Proto tyto metody, zeyména chemickou redukci jsou vyuzivany pro syntézu
nanocastic uslechtilych kovii. Metoda chemickou redukci je zalozena na redukci soli
s iontem daného prvku nanocastice ve vhodné upraveném prostiedi pomoci redukéniho
Cinidla (naptiklad NaBH4). Redukce mize probihat jednostupriové (ptiprava kulovitych
nanocastic), ale také dvoustupriové, kdy v prvnim stupni nejprve vytvoii zarodky
nanocastic pomoci silného redukéniho ¢inidla a nasledné ve druhém kroku slab§im

redukénim ¢inidlem se vytvoii pozadovany tvar, %3334

V neposledni fad¢ stoji za zminku vyvoj biologickych ,,zelenych“ syntéz nanocastic,
ktery zaziva velky rist v poslednich dvou desetiletich. Je to ztoho divodu, ze bézné
metody vyuzivaji Casto pro piirodu nebezpecné reaktanty. Tento biologicky pfistup
vyuziva mikroorganismd, fas ¢i rostlin. Pomoci toho lze dosahnout ptipravy nanocastic
o konkrétnich tvarech ¢i velikostech. Nevyhoda téchto metod je predevsim, ze vyuzité
organismy vyzaduji vice Casu a Casto obtiznych postupd, aby se jednotlivé kultury udrzely
pii zivoté. V soucasnosti 1ze nanocCastice syntetizovat i pomoci raznych ¢asti rostlin, jako
jsou listy, stonky, kvéty ¢i koteny. Ty jsou bohatym zdrojem fotochemikalii, jako jsou
proteiny, vitaminy, polysacharidy ¢i flavonoidy, které pisobi jako redukéni a stabilizacni

¢inidla pii biosyntézach nanogastic.>

1.6. Nanocastice uslechtilych kovi

K nanocasticim uslechtilych kovii (NMNPs — Noble Metal NanoParticles) fadime jiz
hojné studované nanocastice zlata (AuNPs), stiibra (AgNPs) a platiny (PtNPs) nebo iridia
(IrNPs), rhodia (RhNPs) ¢i osmia (OsNPs). Ty se vyznacuji oproti jinym typum
nanocastic vysokou stabilitou, zvysenou biokompatibilitou, specifickymi optickymi
vlastnostmi (lokalizovany povrchovy plasmon) a snadnou syntézou, kdy na zaklade
zmény velikosti mizeme jednoduse ladit jejich vlastnosti pro specifické aplikace, stejné
tak jejich snadnou funkcionalizaci. Proto maji vysoky potencial ve vyuziti v mediciné
a farmacii konkrétn¢ napftiklad jako 1écba a diagnoza riznych onemocnéni (nadorova
onemocnéni, HIV, Parkinsonova choroba), transport 1éCiv. nebo dokonce

ve stomatologii.’?
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1.7. Nanocastice stiibra

Stiibro je znamo pro své medicinské vyuziti jiz od starovékého Recka, piedeviim
pro svou antibakterialni aktivitu. Stfibrné slouceniny byly az do pfichodu antibiotik
hlavni zbrani proti bakterialnim infekcim. Nanocastice stiibra (AgNPs) maji v porovnani
se svymi objemnymi protéj§ky vétsi inhibicni ucinek. Jsou velmi fungicidni, algicidni
a baktericidni, a to jiz od relativné malych davek. Proto se stalo nano stfibro jednim
z nanomateriald, které je jiz dnes hojn€ vyuzivano. Piidava se pro jiz pfedem zminéné
divody napriklad do textilt, komponentt, které jsou soucasti pracek, lednicek, vysavaca
¢i filtra. Taktéz se ptidavaji v podobé prasku do barev, natérti a materialu ve stavebnictvi,
diky Semuz lépe brani korozi a prodluzuji zivotnost.>****7 V budoucnu by se nanostiibro
mohlo pridavat k antibiotikim pro posileni ucinkt z divodu, Ze na klasické antibiotika si
jiz dnes mnoho bakterii vybudovalo rezistenci. Také vyhodou je, ze nanostfibro ma
vysokou baktericidni aktivitu v koncentracich, které nejsou cytotoxické pro lidské
buiiky.® Kromé aplikace v podobé antibiotik ma nanostiibro, diky svym optickym
vlastnostem (lokalizovany povrchovy plasmon), které se daji dobte ladit pomoci Gpravy
velikosti a tvaru, potencial ve vyuziti v katalytickych aplikacich ¢i v biologickych
aplikacich jako je fototermalni terapie, fotodynamicka terapie, biosenzorika ¢i razné

teranostické aplikace "%

Kromé na bakterii a houby mohou nanocastice stfibra puasobit ve vétSich
koncentracich cytotoxicky i1 na lidské buriky ¢i buiiky jinych zivocichd. Dosud nebylo
dosahnuto vSeobecné shody ohledné jejich toxicity a mechanismu kvili nedostatku studii
za laboratornich podminek, avSak byly navrhnuty tfi hlavni mechanismy, které vysvétluji
toxicitu AgNPs. Prvnim mechanismem je pfimé poskozeni bunéénych membran. Druhym
mechanismem je, ze nanostiibro a ionty stiibra generuji reaktivni kyslikové formy.
Posledni mechanismus spoc¢iva vtom, ze nanocCastice stfibra by mohly slouzit jako
tzv. ,.trojsky kun“, timto obejit bézné bariery a nasledn€ uvolriovat stfibrné ionty a timto
poskozovat buriky. Kromé toho bylo prokazano toxické ptisobeni nanostiibra na moiské
organismy i fasy. Protoze se jiz dnes nanocastice stiibra hojné vyuzivaji, je tfeba dbat
na Setrné zachazeni s AgNPs vzhledem k zivotnimu prostiedi, popfipadé najit cestu

k stabilizaci, aby nedochazelo k rozkladu AgNPs na toxické stiibrné ionty. 2364

1.7.1. Pfiprava nanocastic stiibra
Pro nanocastice stfibra jsou nejbézné€jsimi metodami priprav kondenzacni metody,

predev§im metody chemickou redukci. Pfi nich je nejtypictéjsi vyuziti tfech zakladnich
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reaktantl — prekurzoru obsahujici ionty daného kovu, v pfipade€ stiibra nejcastéji dusi¢nan
stfibrny, stabilizatoru, nejcastéji TSC (citrat trisodny), SDS (Dodecylsiran sodny), PVP
(polyvinylpyrrolidin), PAA (polyakrylova kyselina) nebo Tween 80 (Polysorbat 80)
a redukéniho ¢inidla, at’ uz anorganickych jako je NaBHy (tetrahydridoboritan sodny),
H>0; (peroxid vodiku) ¢i N>Hs (hydrazin) nebo organickych jako jsou aldehydy nebo
redukujici sacharidy (xyloza, glukéza, fruktdoza nebo maltoza). Na finalni velikosti
a morfologii ma tedy velky vyznam pomér danych reaktantt ¢i podminky prostiedi (pH,
teplota).>**! Diky témto Sirokym moznostem kombinaci bylo vyvinutou mnoho metod.
Jednou z velmi ¢asto vyuzivanych a jednoduchych metod je tzv. modifikovany Tollenstv
proces. Zde se prevede stiibmy kation Ag" na kation diamin stfibrny [Ag(NH3)2]" pomoci
amoniaku, ktery je nasledné redukovan v zéasaditém prostiedi. Touto metodou se da
v zavislosti na pouziti redukéniho Cinidla pfipravit nanocastice stfibra o konkrétnich
velikosti. Pfi pouziti silnych reduk¢nich cinidel jako je NaBH4 vznikaji nanocastice
o velmi malych velikostech (v fadech jednotek az nizkych desitek nanometr1).!%*! Tohoto
1ze vyuzit ve dvoustupinové piiprave anizotropnich nanocastic, kdy na téchto ,,zarodcich*
muzeme pomoci slabsich redukénich cCinidel je transformovat do pozadovanych tvart,
napiiklad zménou pouziti mnozstvi ¢i druhu stabilizatort, diky kterym mizeme

kontrolovat smér rdstu nanoc¢astic.3**?

Jednou zvelmi zajimavych typu pfiprav je syntéza anisotropickych nanocastic
za vyuziti peroxidu vodiku jako redukcniho Cinidla ¢i jako modifikatoru tvari. Vyhoda
spociva v tom, ze samotny peroxid vodiku se pfi jeho oxidaci rozklad4 na vodu a vodik
a zbytkovy peroxid vodiku lze taktéz snadno rozlozit. V disperzi tedy nezistavaji
pozistatky ¢i produkty redukcniho Cinidla, které by v pripadé biologickych aplikaci
mohly mit nezadouci dopad na ucinnost ¢i bezpecnost aplikace jako je tomu u jinych
bézn& pouzivanych redukénich C&inidel.*** Peroxid vodiku se chova jako redukéni

reaktant v zasaditém prostredi (4):
[Ag(NH3),INOs + %HZOZ + OH™ < Ag +%02 + H,0 + 2NH3; + NO3 (4)

kdy diky ptitomnosti hydroxidovych iontl se snizuje redoxni potencial H>O. V kyselém
prostfedi je pomérné vysoky redoxni potencial peroxidu vodiku, a tedy chova se jako
oxida¢ni Cinidlo. V pfipad€é vyuziti peroxidu jako redukcniho cinidla bylo v praci
Nishimoto ez. al (2018) takto pomoci jednostupiiové syntézy uUspéSné pripraveny

nanocastice stfibra o riznych velikosti. Bylo zji§téno, ze s rostouci koncentraci pridaného
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peroxidu vodiku se snizuje velikost pfipravenych nanocastic a s rostoucim pH se velikost
nanoc¢astic zvétsuje.* V praci Velgosova ef al. (2022) byl peroxid vodiku vyuzit
v jednostuptiové piipravé nanocastic stfibra pfi neutrdlnich podminkach jako uspéSny
modifikator tvard, kdy na zakladé zmén potadi a jeho pridavku a pifidavku dalSich
reaktanti (TSC, PVP, NaBH,4) byly pfipraveny anizotropni nanocastice riznych tvaru.
Timto bylo dosahnuto Sirokého pokryti UV-vis spekter, diky rozdilnym plasmonickym
pastim, zpisobenou odli¥nou morfologii nano¢astic.** V &lanku Parnklang et. al (2015)
se podafilo pfipravit pomoci oxidacné-redukéni syntézy nanocastice stfibra (obr. 9)
o mnoha morfologiich, tedy opét s Sirokou Skalou UV-vis spekter. Ty byly pfipraveny
nejdrive vyredukovanim stiibrnych kationtd do nanokulic¢ek (pii pH 7-8). Nasledné byl
ptidan peroxid vodiku (u kazdé disperze se variovalo mnozstvi piidavku), ktery kvili
snizeni pH zoxidoval atomy stiibra a zaroven zvySenim pH zpusobené rozkladem H,O»
se tyto kationty opét zaCaly vyredukovavat — transformovat — do nanocastic stiibra

o specifickych tvarech.*’

'},0, 4 0Hr 2H20 71
1/2B,Hg+1/2H, | !

NaBH, H0, | oAgr | MOF 0
Ag Ag° i 2AQP E . Ag°
e 2

Ag+ 920 L odae 2 G0k

Silver Concerted Silver

Silverions Nanospheres Oxidation/Reduction  Nanoplates

Obrdzek 9: Schéma pripravy nanocdstic stitbra redoxni metodou (prevzato z*),

1.8. Nanocastice zlata

Nanocastice zlata (AuNPs) maji, stejné jako ty stiibrné, diametralné odlisné
vlastnosti oproti svym objemovym protéjskum. Proto jsou vedle nanocastic stfibra jednou
z nejvice zkoumanych skupin, a to nejen z davodu snadnych uprav fyzikalné-chemickych
vlastnosti pro dané aplikace, ale také pro jejich vyssi biokompatibilitu a inertnost, nez je
tomu u stfibra. Kromé biologickych aplikaci maji tyto nanocastice vysoky potencial
i v oblasti katalyzy, fotovoltaik, elektronice ¢&i analytickych metodach.**#” Podobné jako
nanocastice stfibra i u nanocastic zlata byla zaznamenana dobra antibakterialni aktivita,

ktera miize byt zesilena vnéj$im ozafenim *3+°
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Toxicita nanocastic zlata je predevSim zavisla na jejich velikosti a tvaru. Naptiklad
ve studii Pan e al. byla zkouméana toxicita u nanoc¢astic od velikosti 0,8 nm az 15 nm
na raznych bunécnych liniich jako fibroblasty, epitelové buiky, makrofagy
¢i melanomové buiky, pficemz nejvice toxické byly castice o velikosti 1,4 nm. Naopak
nanocastice o velikosti 15 nm nevykazovaly zadnou toxicitu. Toto prokazaly dalsi
studie.>>’ Bylo také prokdzano, ze AuNPs mohou byt toxické pro vodni organismus.
Proto je stejné jak u nanocastic stribra dilezité byt Setrni vici zivotnimu prostredi. I pfesto
jsou nanocastice zlata méné toxické, a to diky své inertnosti a vétsi biokompatibilité
nez nanocastice stiibra. Maji tedy vysoky potencial ve vyuziti v biologickych aplikacich,

jako lé¢ba a diagnostika onemocnéni ¢i dodavani 1é¢iv do konkrétnich tkani.>>1-33

1.8.1. Pfipravy nanocastic zlata

Podobné jako u nanocéastic stiibra, tak 1 nanocastice zlata se nejb&€znéji piipravuji
kondenzac¢nimi metodami, konkrétné ptipravou chemickou redukci. Obdobné jsou také
vysledné velikosti a morfologie velmi zavislé na reakEnich podminkach — pomér
reaktantl (vychoziho prekurzoru, redukéniho Cinidla a stabilizatoru), pH ¢i teploté. Jako
prekurzor se nejCastéji pouziva trojmocné zlato v podobé kyseliny tetrachlorzlatité
H[AuCly] ¢i chloridu zlatitém AuCls. Jako redukéni ¢inidlo mize byt opét vyuzito cela
fada anorganickych ¢inidel, jako NaBH4, NoHa, ¢i NaxS»0;3. Z organickych Cinidel 1ze
vyuzit redukujici cukry, kyselinu askorbovou ¢i citrat trisodny. Stejné jako nanostiibro je
tfeba tyto nanocCastice taktéz stabilizovat vhodnym surfaktantem. K tomu muze opét

skvéle poslouzit citrat trisodny ¢&i draselny, thioly, xanthanany & rtizné polymery. 63

Jednou z prvnich metod a zaroveni dlouhou dobu nejpopuléarnéjsich je Turkevi¢ova
metoda, ktera byla vyvinuta jizv roce 1951. Jedna se o metodu redukce H[ AuCl4] pomoci
citratu trisodného ve vodném prostiedi, kterd vedla k nanocasticim o velikosti 20 nm.
Tento proces byl nasledné upraven Frensem v roce 1973, kdy se mu pomoci variace
poméru redukeni latky latky/stabilizadtoru podafilo pfipravit nanocastice o velikosti
od 16 nm do 147 nm. Kromé té existuje také naptiklad Brust-Schiffrinova metoda (1994),
ktera vyuziva thioly pro vysokou stabilizaci a zaroven mize byt pouZzita i pro pfipravu
AuNPs v organickych rozpoustédlech ¢i Martinovou metoda, ktera vyuziva NaBH4 jako
redukéni ¢inidlo a d4 se ni dosahnout nano¢astic o velikosti 3 nm az 5 nm.**47 Jak jiz bylo
zminéno, tak jako redukcni Cinidlo pro pfipravu nanocastic zlata se muZze vyuZzit
1 redukujici sacharidy jako je maltoza ¢i glukdza. Napriklad ve ¢lanku Suchomel etz. al

(2018) se podafilo pfipravit pomoci maltdézy jako redukcniho cinidla a surfaktantu
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(stabilizatoru) Tween 80 (v riznych koncentracich) kontrolované nanocastice o velikosti

6 nm az 22 nm.>*

Pro pfipravu anisotropickych nanocastic zlata (trojuhelniky, tyc€inky, obr. 10)
muzeme vyuzit dvoustupfiovou redukci (obdoba dvoustupnové redukce u nanocastic
stiibra) i l1ze vyuzit metodu rustu z pocatecnich zarodka (seeding growth), kdy se nejprve
predpfipravi pocatecni zarodky, které se nasledné€ nechaji rtst v roztoku obsahujici
prekurzor, redukcni Ccinidlo, stabilizator ¢i dalsi razné modifikatory ¢i aditiva.
Nejdtilezit&jsi u této pfipravy je volba surfaktantu a iontového aditiva.*®>> Naptiklad
v ptipadé nanotycinek se jako surfaktant pouziva CTAB (cetrimoniumbromid) a BDAC
(benzyldimethylhexadecylammonium chlorid), jak tomu bylo uvedeno ve studii Huang
et. al (2016). Taktéz zde bylo demonstrovano, ze samotné nanoty¢inky zlata maji silny

potencial v pouziti ve fototermalni protinadorové terapii.>®

Obrdzek 10: zlaté nanotycinky; méfitko 200 nm (prevzato z°').

1.9. Priprava vrstev
Pro funkcionalizaci a aplikaci nanoc¢astic na povrsich se velmi ¢asto pouziva metoda

, Vrstva po vrstvé“ (Layer-by-Layer, zkracené LbL). Je to jednoduchy a vsestranny
depozi¢ni proces vrstveni, ktery se da pouzit pro Sirokou skalu aplikaci, naptiklad pro
vytvafeni ochrannych vrstev, superhydrofobnich povrchi, povlakd, polovodict
¢i riznych povrchu v biologickych aplikacich (biosenzory, povlacich implantatu ¢i vrstev
na mikrotitranich destiCkach pro in vifro testovani) ¢i cilené doprave 1éCiv, kdy je dana
ucinna latka nejprve na povrch navazana a nasledné na zékladé zmény prostiedi (pH,

teploty), enzymaticky ¢&i hydrolyticky uvolnéna.>®

23



Mechanismus metody funguje na zakladé€ vytvareni jednotlivych vrstev — filmu, které
obsahuji funk¢ni skupiny, které vedou k samousporadani (self-assembly). Vétsina téchto
technik je zalozena na elektrostatickych interakci mezi opané€ nabytimi polyelektrolyty,
v ptipadé aplikace nanocastic 1 na zakladé naboje povrchu nanocastice, na vytvareni
vodikovych vazeb, koordinacnich vazeb, na tzv. ,click chemistry* ¢i sol-gel reakcich.
Tedy je velmi nutné, aby byl pro dany povrch (sklo, polystyren, kovové desky) vybran
vhodny polyelektrolyt. Samotné vrstvy mohou byt nanaseny tfemi zpisoby: ponofeni
substratu do roztoku obsahujici danou povrchové aktivni latku (nejCastéj§i metoda),
spinové povlakovani (roztok s polyelektrolytem je nanaSen a rozprostfen po povrchu
substratu, ktery se rychle otaci) a nastfikovym povlakovanim. Pfi ponofovaci metod¢ je
také mezi jednotlivymi kroky vytvafeni danych vrstev zapotiebi promyt dany povrch,

aby se odstranil nenavazany material a predeslo se kontaminaci (obr. 11).5%%

Substrate  Polycation

SISISISISICSISISIS

Obrdzek 11: Schéma metody Layer by layer (prevzato z*%).

Mezi velmi casto pouzivané polyelektrolyty fadime umélé polymery, jako je
napiiklad PDDA (polydimethyldiallylammonium chlorid), PEI (polyethylenamin), PAA
(polyakrylova kyselina), PSS (polystyrénsulfonat) nebo PMAA (polymethylakrylova
kyselina). Lze vyuzit i pfirodni povrchové aktivni latky jako jsou riizné proteiny,
polysacharidy (chondroitin, heparin, chitosan nebo dextran). Kromé vybéru aktivni latky
je tieba také vhodné upravit pH prostredi, které velmi ovliviiuje elektrostatické naboje

a naslednou moznost vzniku elektrostatickych interakci.®

24



2. Biologicke aplikace

Rozmach nanotechnologii a studia nanomaterialu sebou pfinesl obrovské moznosti
v aplikaci v mediciné ¢i biochemii a ve zlepSeni dosavadnich lékafskych postupa.
Ty mohou spocivat v zefektivnéni, zjednoduSeni, zlevnéni, zrychleni i ve vétsi Setrnosti
vuéi organismu, a to jak v prevenci, diagnostice tak 1écbé. To vSe diky jiz predem
zminénym unikatnim vlastnostem. Plasmonické nanocastice uslechtilych kovt jsou, jak
vyuzivany pro svij rozptyl svétla (nanoantény, kontrastni latky pro SERS — povrchoveé
zesilenou Ramanovou spektroskopii nebo zesilené fluorescence), tak pro své absorpcni
vlastnosti, predev§im pro fototermalni efekt. Ten lze pfevést do mnoha biologickych
aplikaci (Obr. 12) jako je biosensoring, bioimaging, transport 1é¢iv ¢i terapeutickych

metod, at’ uz protinadorovych & protiinfek&nich.>¢!
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Obrdzek 12: Vyuziti nanocdstic pro biologické aplikace (pievzato z°).

SERS — Povrchem zesilenou Ramanovu spektroskopii 1ze aplikovat pro biosenzoriku
a zobrazovani (bioimaging). Jako substrat zde mizeme vyuzit plasmonické nanocastice
uslechtilych kovii (AgNPs, AuNPs). V oblasti biosenzoriky nalézaji vyuziti naptiklad
k detenci hladiny glukézy v krvi, enzymu, molekularnich markert riznych onemocni
(nadorovych), patogenti a podobné.®? Jako ptiklad lze uvést studii Jiang et al. (2018), kde
se jim podafilo pfipravit nanokompozit, obsahujici nanocCastice stiibra jako
acetylcholinesterazovy elektrochemicky biosenzor pro detekci organofosfatovych
pesticidi, kde nanocastice stiibra zlepsSily elektrickou vodivost a biokompatibilitu

63

kompozitu.”? V ¢lanku Anderson et al. (2017) zase pfipravili velmi citlivy
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nanoenzamaticky biosenzor pro detekci glukozy, kde nanocCastice stiibra byly opét
vyuzity jako aditivum pro zvySeni vodivosti. Tento biosenzor by mohl mit v budoucnosti
velky potencial byt aplikovany jako neinvazivni detekce glukézy v lidském téle.5?
V oblasti zobrazovani (imagingu) mohou nanocastice taktéz zlepSit a zjednodusit
samotny proces. V klasickém procesu se nej¢astéji zavadéji organicka barviva do vzorku
(fluorescein, nebo isothiokyanaty), které ovSem maji nedostatky v intenzité fluorescence
a také dochazi k jeho postupném snizovani z davodu nevratnych zmén v molekularni
struktufe samotného barviva, puasobenim zafeni ¢i okoli, které ho mize nakonec Cinit
nefluorescencnim. Nanoc¢astice mohou oba tyto nedostatky eliminovat. Taktéz mohou

nanocastice byt vyuzity jako kontrastni latky v zobrazovani magnetickou resonanci.®

V mediciné je farmakokinetika (cesta a osud 1éCiva od podani po vylouceni)
a farmakodynamika (mechanismus pasobeni) 1éCiv — transport léciv — stejné tak dulezita
jako jejich terapeutické pusobeni. Pouziti nanoc¢astic v transportu 1éCiv muze vylepsit
samotné specifické a selektivni u€inky daného systému pro maximalni terapeutickou
ucinnost. Pro dosazeni konkrétnich u€inku v lidském organismu je nezbytné zvazit proces
aplikovani vybraného farmaceutického ptfipravku. Nanocastice zlata 1 stfibra (a jejich
kompozity) maji slibnou budoucnost v tomto pouziti, kdy lze ziskat nové a vylepSené
systémy pro dodavani 1é¢iv, které mohou specificky reagovat na tepelné, optické nebo pH
zmény za ucelem uvolnéni a plisobeni léku v konkrétnim misté, naptiklad proti

infek&nimu, nadorovému nebo zané&tlivému onemocnéni.®

2.1. Fototermalni terapie

Jako jedno znejdilezitéjsich vyuziti plasmonického fototermalniho efektu je
Fototermalni terapie (PTT — PhotoThermal Therapy), ktera je velice slibnou alternativou
v 1écbé nadorovych onemocnéni oproti jinym béznym a zab&hnutym metodam.
Tato metoda funguje na principu absorpce vng¢jsiho zafeni nanocasticemi v nadoru, které
je nasledné transformovano na energii tepelnou. To ma za nasledek vyvolani hypertermie
— lokalni zvySeni teploty v nadoru na 41 az 50 °C, coz zpusobi nevratné poskozeni
nadorovych bun€k, zatimco okolni zdrava tkan zdstane neposkozena, jelikoz zdravé
buriky jsou méné nachylné na teplotu nez nadorové. Jako zdroj zafeni jsou ve vétSiné
pfipadi preferovany nizkoenergetické lasery v oblasti blizkého infracerveného spektra
(o vlnové délce 600-1100 nm) a to diky velké pronikavosti skrz tkané a télni tekutiny

(az n&kolika centimetrii).**® Samotna PTT ma mnoho vyhod oproti jinym zab&hnutym
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metodam. Je vysoce selektivni, neinvazivni, ma malo pfipadnych vedlejSich ucinku,

ale zaroveti je u¢inna a nenakladna na provedeni.’

Nanocastice NIR laser

Bunécna smrt

Nadorovg buriky

Nadorové
kapilary

Obrdzek 13: Fototermdini terapie (prevzato z°).

V pouziti in vivo je stejné tak, jako fototermalni Gc¢innost, dalezité zvolit efektivni
funkcionalizaci k dodani 1éciva do konkrétni nadorové tkan€, aby l1écba byla co nejvice
selektivni a snizilo se riziko nespecifického poskozeni zdravé tkané. Proto jsou
v poslednich letech nanocastice uslechtilych kovi pro toto pouziti zkoumany nejvice,
protoze je lze snadno biofunkcionalizovat. Bylo wvyvinuto jiz nékolik zpusobi,
jak selektivné dodat nanocastice zlata do konkrétni nadorové tkané pomoci jejich
biokonjugace se specifickymi molekulami cilené na nadory. Pro tento ucel se obvykle
pouzivaji 2 zakladni strategie. Prvni je uprava povrchu nanocastic pomoci PEG
(polyethylenglykolem) — Pasivné cilend a druhd je biokonjugovat nanocastice
s protilatkami specifickymi pro biomarkery v dané tkani — Aktivné cilend.*® PEG je
vyuzivano pro zvySeni biokompatibility a biostability nanocastic, takze mohou byt
zadrzeny v krvi del8i dobu. Zaroven zabrariuje agregaci. V in vivo aplikacich pak jsou
nanocastice s PEG selektivné akumulovany v nadorovych tkanich diky efektu zvysené
permeability a retence. Ve srovnani s normalni tkani jsou kapilary v nadorové tkani vice
propustné, a proto nanocastice preferencné se soustied’uji v této tkani. Kvali snizené
funk¢nosti lymfatického drenazniho systému pak jsou zde nanocastice zadrzovany delsi

&as nez kdekoliv jinde ve zdravé tkani.®

Funkcionalizace pomoci protilatek pro konkrétni biomarkery je vice aktivni,
specifiCtéjsi a efektivnéj§i nez u pasivné cilenych nanocastic, protoze protilatky jsou
ptfimo uréeny pro dané nadorové markery. Pro ptiklad lze uvést proti-receptorovou
protilatku k epidermalnimu rastovému faktoru (EGFR), kterou lze vyuzit k cileni

nadexprimovaného EGFR na buiikéach rakoviny ustni dutiny ¢i rakoviny délozniho Cipku
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nebo lidsky epidermalni rastovy faktor typu 2 (HER2) na nadorové bunky rakoviny

prsu.®

V poslednich letech jsou studovany vice zlaté nanocastice nez stiibrné, protoze jsou
v biologickém prostredi vice stabilni a jsou vice biokompatibilni. Ov§em v posledni dobé
seukazuje, ze i nanocastice stiibra maji vysoky potencial v tomto vyuziti a byly nepravem
opomijeny.*® V piipadé zlata se jako velmi perspektivni ukazaly byt nanoty¢inky zlata
¢i zlaté nanoslupky u kterych dochazi k vyraznému zvySeni absorpce, a tedy efektivity

fototermalniho efektu.>-%°

V pfipadé nanocastic stiibra je snaha zlepsit stabilitu a zvysit fototermalni konverzi.
Napriklad ve studii Zhang et al. (2022) funkcionalizovali nanocastice stiibra pomoci
daptomycinu, coz obé tyto vlastnosti dokazalo vylepsit. Zaroveni daptomycin dokézal
snizit cytotoxicitu samotnych nanocastic stfibra, kdy byly vystaveny HeLa buiky
a HT-29 bunky Dap-AgNPs a jejich bunécna aktivita zlstala nad 85%. Nasledné
otestovali fototermalni 1é¢bu pomoci NIR laseru o vinové délce 808 nm a intenzité zateni
1,75 W/em? in vitro na HeLa butikach po dobu 10 minut. Test viability bun&k potvrdil, ze
tyto nanocastice dokazaly inhibovat dané nadorové burky, jak je to znazornéno
na obrazku Cislo 14. Zde jsou vidét HeLa buriky vystaveny jednotlivym slozkam a laseru,

kdy zelené znadi zivé builky a Gervené znaéi mrtvé buriky.%®

Dap AgNPs Dap-AgNPs

Obrazek 14: Test odolnosti bunécné linie HelLa vuci jednotlivym komponentii a

X
&
R
‘zﬁe

vystaveni laseru. (prevzato z°)

V clanku Boca et al. (2011) pfipravili stfibrné nanotrujuhelniky, u kterych nasledné
testovali fototermalni aktivitu in vitro na nadorovych burikach plic (NCI-H460)

za pusobeni laseru o vinové délce 800 nm. Zaroven jej porovnavali se zlatymi
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nanotyCinkami, funkcionalizované pomoci PEG. Zde cytotoxické testy prokazaly,
ze Chit-AgNTs vykazuji dobrou biokompatibilitu k zdravym butikdm linie HEK
(embryonalni ledvinové buriky), ale zaroven pozadovanou davkové zavislou toxicitu viaci
nadorovym butikdm NCI-H460. Chit-AgNTs se prokazaly byt vice ucinné v destrukci
nadorovych buniek ve srovnani s PEG-AuNRs pfi podobném vykonu laseru (porovnani

na obrazku 15).%°
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Obrazek 15: Srovndni umrtnosti bunék NCI-460, které byly inkubovany s Chit-
AgN1s nebo PEG-AuNRs a ndsledné ozareny laserem o 800 nm pri ruznych hodnotdch

intenzity zdreni. (prevzato z%°)

Studie Mackey et al. (2014) porovnavala fototermalni aktivitu zlatych nanotycCinek o
raznych velikosti, konkrétn€ o délkach 17, 28 a 38 nm. VSechny byly konjugovany s PEG
a testovany in vitro na nadorovych buikéch karcinomu dutiny ustni (HSC-3). Spolecné
s nanoc¢asticemi byly vystaveny NIR laseru o vinova délce 808 nm a intenzité zafeni 5,8
W/cm?. Jako nejlepsi konverzi tepla pomoci ozafovani vykazovaly nanodastice
o rozmérech 28 x 8 nm. Ty dokéazala po 2 minutach ozatfovani snizit viabilitu bunek

az na 20 %.7°

Thompson et al. (2014) pak pfipravili nanocastice stiibra, které taktéz stabilizovali
pomoci chitosanu a nasledné testovali jejich fototermalni aktivitu na jednotlivych
nadorovych buiikaich — MCF7 (karcinom prsu) a MDA-MB-231 (karcinom prsu)
a zdravych epitelovych bunek prsu MCF 10A vyvolanou laserem o vinové délce 800 nm.
Zde také potvrdili, ze nadorové buriky projevuji snizenou viabilitu po expozici nanoc¢astic

stiibra ve srovnani se zdravymi bunénymi liniemi, tedy nadorové buriky reaguji
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na samotné nanocastice jinak nez ty zdravé. Pii pouziti koncentrace AgNPs 100 nebo
250 pug/mL a intenzity zafeni NIR laseru 0,79 a 2,94 W/cm? dochazelo 90% poklesu

viability bun&k u vSech linii.”!

2.2. Fotodynamicka terapie

Dal§i moznou terapeutickou metodou proti nadorovym onemocnénim je
Fotodynamicka terapie (PDT — PhotoDynamic Therapy). Ta vyuziva vnéj§iho zafeni,
které pusobi na fotosenzitizéry (PS), coz vede prenos energie na molekuly kysliku v tkani
¢i jiné substraty v okoli a ty méni na cytotoxické reaktivni formy kysliku (ROS), jako
jsou volné kyslikové radikaly ¢i singletovy kyslik. Ty mohou vyvolat jak apoptozu,
tak nekrézu nadorovych bunék. Kdyz neni pfitomno vngjs$i zafeni, tak samotné
fotosenzitizatory jsou minimalné toxické. Nanocastice se zde pouzivaji pro vétsi
rozpustnost ve vod¢, jelikoz samotné fotosenzitizéry jsou casto velmi hydrofobni.
Zaroveti pod fyziologickymi podminkami snadno agreguji. Taktéz mohou zlepsit pomoci
nasledné funkcionalizaci, stejné jak u PTT selektivnost dodani do konkrétnich tkani
a zaroven zvySit uCinnost samotnych fotosenzitizéri. Oproti jinym konvencnim
metodam, jako je chemoterapie ¢i radioterapie bez vyraznych vedlejSich ucinku,

nenakladna a vysoce selektivni.>’

Nadorova tkan

. R

Fotosenzitizér
Systém nanocastice/fotosenzitizér

Nekréza/Apoptoza

Obrdzek 16: Zndzornéni fotodynamické terapie (prevzato a upraveno z'%).
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III. PRAKTICKA CAST
3. Material a experimentalni vybaveni

3.1. Chemikalie

K pftipravé plasmonickych nanocastic stfibra byly pouzity nasledujici chemikalie:
dusi¢nan stfibrny AgNOs (p.a., Fagron), amoniak NHj3 (p. a., 28,0-30,0% vodny roztok,
Sigma-Aldrich), citronan trisodny dihydrat CsHsNasO7 - 2 HO (p.a., Lachner),
tetrahydridoboritan sodny NaBH4 (>98,0%, Sigma-Aldrich) a peroxid vodiku H20: (p.a.
nestabilizovany, 30% vodny roztok, Lach-Ner).

Pro pfipravu vrstev nanocastic stiibra na mikrotitratni desticky byly pouzity:
kyselina polyakrylova (C3Hs02)a (pramérna mol. hmotnost 100 000, 35% vodny roztok,
Sigma-Aldrich), polydiallyldimethylammonium chlorid (CsHisNCl), (pramérna mol.
hmotnost 100 000-200 000, 20% vodny roztok, Sigma-Aldrich) a pfedem pfipravené

nanocastice stiibra.

Pro testovani fototermalni terapie in vitro byly pouzity HelLa burky kultivovany v
zivném médiu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), které obsahuje:
10% fetalni bovinni sérum FBS (Sigma Aldrich), 2% 200 mM L-glutaminu
a 0,4% penicilin/streptomycin (Sigma). K testovani viability buriek byly pouzity
thiazolyl blue tetrazolium bromid MTT (Sigma-Aldrich), fosfatovy pufr PBS (pH = 7,4)
a dimethylsulfoxid DMSO (Sigma Aldrich).

3.2. Piistrojové vybaveni

Vsechny chemikalie pevného skupenstvi byly vazeny na digitalni analytické vaze
KERN 770 (KERN), objemy kapalnych chemikalii byly odméfovany pomoci
automatickych pipet (Eppendorf). UV-VIS spektra pfipravenych nanocastic byly méreny
pomoci spektrofotometru SPECORD (AnalytikJena). Hodnoty zeta potenciala
a orientacni velikosti pfipravenych nanocéstic byly méfeny pomoci DLS Zetasizer
Nano ZS (Malvern). Mikrotitracni desticky byly protfepavany na tiepacce Kavalier LT3
(Verkon). TEM snimky byly pofizeny na JEM 2010 (Jeol, Japonsko). Pro testovani
fototermalniho efektu byl vyuzit laser o vinové délce 660 nm (100 mW, na vystupu

75% ptenos energie).
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4. Piiprava plasmonickych nanocastic stiibra

4.1. Ptiprava plasmonickych nanocastic na zéklad¢ variace piidavku NaBH4

Anizotropni nanocCastice stfibra byly pfipraveny dvoustupiiovou redukci
amoniakalniho komplexu kationtu stiibra [Ag(NHs)2]", ktery byl pfipraven reakci
dusi¢nanu stfibrného AgNO; a amoniaku NH3. Nejprve pro prvni stupen redukce bylo
pouzito silné redukéni ¢inidlo NaBHs, jehoz koncentrace se u kazdé jednotlivé disperze
meénila. Pro druhy stupen se pouzilo redukéni €inidlo v podobné peroxidu vodiku H2O».
Reakce probihaly v kadinkach o objemu 50 ml, za neustalého michani v pfitomnosti

dihydratu citratu trisodného o stale koncentraci.

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych reak¢nich latek o téchto

objemech a koncentraci:

* 50 ml roztoku dusiénanu stiibrného AgNOs o koncentraci 5-107° mol-dm™

50 ml roztoku amoniaku NH; o koncentraci 0,1 mol-dm™

* 50 ml roztoku citratu sodného CsHsNazO7 - 2 H20 o 1% (w/w)

+ 100 ml roztoku tetrahydridoboritan sodného NaBH. o koncentraci 2-10~ mol-dm™

+ 50 ml roztoku peroxidu vodiku H,O, o koncentraci 0,2 mol-dm™

Takto bylo pfipraveno pii laboratorni teploté celkové 8 disperzi anizotropnich
nanocastic stiibra. Pofadi a mnozstvi piidavku jednotlivych komponentt této metody je

znazornéno v tabulce ¢islo 1.

labulka cislo 1: Objemy a poradi reakcnich komponentii pro pripravu nanocastic stribra.

Vféillfu AgNO; NH; Na;%fgo" H,0 NaBH, | H:0;
1. 4980ml | 20l
2. 4975ml | 25l
3. 4,95 ml 50 ul
4. 49 ml 0.1 ml
. 5 ml S5 ml S5ml 48 ml 02 ml 5 ml
6. 45 ml 0,5 ml
7. 4 ml 1 ml
8. 2.5ml 2.5ml

Vysledny objem vSech disperzi byl 25 ml a kazd4 reakce trvala 10-15 sekund.

Jednotlivé disperze se liSily rozdilnym pfidavkem tetrahydridoboritanu sodného a vody.
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Tyto pripravené disperze pak byly pro méfeni na UV/VIS spektrofotometrii 10x ziedény

do plastovych kyvet. Pro méfeni zeta potencialu na DLS Zetasizeru byly 1x fedény.

4.2. Piiprava plasmonickych nanocastic na zéklad¢ variace pridavku NH3

V této priprave byly anizotropni nanocastice stfibra opé€t pripraveny dvoustupiiovou
redukci amoniakalniho komplexu kationtu stfibra [Ag(NH3)2]", ktery byl pfipraven reakci
dusi¢nanu stfibrného AgNOs; a amoniaku NHj;. Pridavek amoniaku se zde varioval
a koncentrace ve vysledné disperzi postupné zvétSovala. Nejprve pro prvni stupen
redukce bylo pouzito silné redukéni ¢inidlo NaBHy, pro druhy stupeti bylo pouzito jako
redukeni Cinidlo peroxid vodiku H202. Reakce probihaly v kadinkéch o objemu 50 ml,
za neustalého michani v pfitomnosti dihydratu citratu trisodného, jako stabilizatoru

o stale koncentraci.

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych reakénich latek o téchto

objemech a koncentraci:

50 ml roztoku dusi¢nanu stiibrného AgNOs o koncentraci 5-107° mol-dm™

« 50 ml roztoku amoniaku NH3 o koncentraci 0,1 mol-dm™

* 50 ml roztoku citratu sodného CsHsNazO7 - 2H20 o 1% (w/w)

+ 100 ml roztoku tetrahydridoboritan sodného NaBHj o koncentraci 2-10~ mol-dm™

+ 50 ml roztoku peroxidu vodiku H>O; o koncentraci 0,2 mol-dm™

Takto bylo pfipraveno pii laboratorni teploté celkové 6 reprezentativnich disperzi
anizotropnich nanocastic stfibra. Poradi a mnozstvi ptidavka jednotlivych komponentd

této metody je znazornéno v tabulce Cislo 2.
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Tabulka cislo 2: Objemy a poradi reakcnich komponentii pro pripravu nanocastic stribra.

Cislo Naz;CsH507
vzorku AgNO;s NH3 2H,0 H>0 NaBH,4 H,0;
1. 1 ml 9 ml
2. 2,5ml 7.5 ml
3. 4 ml 6 ml
4. 5 ml 5 ml
5. 7,5 ml 2.5ml
6. 10 ml 0 ml

Vysledny objem vSech disperzi byl 25,05 ml. Jednotlivé disperze se li§ily rozdilnym
ptidavkem amoniaku a vody. Cas reakce zaleZel na mnozstvi piidavku NH;. Pii nizkych
koncentracich dochazelo k reakci témét okamzité po pfidani peroxidu vodiku. Tento Cas
se postupné zvétSoval az do 30 sekund u posledni disperze. Tyto pfipravené disperze pak
byly pro meéfeni na UV/VIS spektrofotometrii 10x ziedény do plastovych kyvet.

Pro méfeni zeta potencidlu DLS Zetasizeru byly 1x fedény.
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5. Piiprava stiibrnych vrstev na mikrotitracnich destickach pro PTT

testovani

Na mikrotitraéni desticce byly pro testovani fototermalni aktivity stiibrnych
nanocastic pfipraveny vrstvy vybranych disperzni nanocastic stfibra pomoci metody
samoorganizace vrstvy po vrstvé (self-assembly layer-by-layer) na zakladé
elektrostatickych interakci mezi vrstvami nesouci opacny naboj. Pro pfipravu byly, kromé
jiz ptedem piipravenych disperzi nanocastic stiibra (kapitola 5.), nachystany zasobni
roztoky jednotlivych pouzitych reakénich komponenti o téchto objemech

a koncentracich:

e 50 ml roztoku kyseliny polyakrylové PAA (C3H402)n 0 1% (w/w)
e 50 ml roztoku poly(diallyldimethylammonium chloridu) PDDA (CsHisNCl),0 0,25%
(W/w)

Plastové polystyrenové mikrotitracni desticky o 96 jamkach byly nejprve
proplachnuty ethanolem a nésledné destilovanou vodou, aby byla odstranéna mastnota
a necCistota. Poté bylo do kazdé jamky (kromé tfech poslednich sloupct, kvali
kontrolnimu vzorku pfi testovani fototermalni aktivity) odpipetovano 0,20 ml 1% roztoku
kyseliny polyakrylové a desticka byla ponechana stat 1 hodinu pro naadsorbovani PAA
na desticku. Po této dobé byl zbyly roztok PAA z jamek odstranén, kazda jamka
proplachnuta destilovanou vodou pomoci stiicky, odpipetovano do kazdé jamky 0,20 ml
0,25% roztoku poly(diallyldimethylammonium chloridu) (PDDA) a opét ponechéano stat
po dobu 1 hodiny, aby se PDDA naadsorbovalo na PAA. Po této dobé byl zbyly roztok
PDDA z jamek odstranén a kazda jamka proplachnuta destilovanou vodou. Destilovanou
vodou byly pak jednotlivé jamky naplnény a nechany po dobu 30 minut na tfepacce
pro odstranéni zbylé PDDA. Nasledné byla destilovana voda odstranéna, do kazdé jamky
bylo odpipetovano 0,2 ml predem piipravenych disperzi nanocastic stfibra a desticka byla
ponechana stat po dobu 1 hodiny. Nakonec byla zbyla disperze z jamek odstranéna, jamky
destilovanou vodou promyty a desticka usuSena na vzduchu (pfipadné muze byt

pro rychlejsi ususeni pouzity fén ¢i suSarna).
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6. Fototermalni terapie

Pro testy byly pouzity buriky HeLa, které byly vykultivovany v DMEM médiu
v termoboxu pii 37 °C a 5% atmosfére CO2 na 96 jamkovych desti¢kach (s vrstvou i bez
vrstvy nanocastic stfibra). Po 24 hodinach byly jamky ozéafeny laserem a nasledné opét
po 24 hodinach byl provedeny test viability bunék pomoci metody MTT. Experimenty
byly provadény v triplikatech.

Ozéfeni laserem probihalo opét v termoboxu pfi 37 °C a 5% atmosfére COo.
Pro zajisténi idedlniho osviceni celé jamky byl laser umistén nad jamkou ve vysce 2 cm
od jejiho dna. Pied ozafenim bylo zjamky vzdy odsato DMEM médium a po ozafeni
vymeénéno za Cerstvé. Viabilita bunék byla vztazena k neozafovanym burikam v jamkach
s vrstvou daného vzorku nanocastic stfibra, u kterych bylo taktéz vyménéno DMEM
médium 24 hodin pfed MTT testy. Viabilita bunék, urcujici toxicitu samotnych
nanocastic, byla vztazena k neozafenym buinkam v jamkach, kde nebyly vrstvy
nanocastic stiibra. Zde bylo taktéz vymeénéno médium 24 hodin pied testovanim viability.

Hodnota energie zareni laseru, prepocitana na jouly (J) je shrnuté v tabulce Cislo 3.

Tabulka cislo 3: Vypocet vysledné energie zareni laseru pusobici na jamku

Laser Vykon [mW] Pi‘enos energie [%] Energle[ Jz]a 1 min

Pro testovani fototermalniho efektu nanocastic stfibra na buiikach bunécné linie HeLa
byly vyuzity 2 desticky, na kterych byly adsorbovany plasmonické nanocastice stiibra
(disperze cislo 3 z kapitoly 4.1.), které byly pfipraveny pomoci neziedéné disperze
a s nafedénou disperzi na polovi¢ni koncentraci stiibra. K ozafovani jamek byl pouzit
laser o vlnové délce 660 nm a byly vyuzity davky ozafeni o energiich 5, 10, 15 a 20 J.
Casy, které byly potiebné pro ozafeni témito davkami energii laserem, byly shrnuty
v tabulce Cislo 4. Kazdé ozafovani o konkrétni energii bylo provedeno v triplikatech

(3 jamkéach).
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Tabulka cislo 4: Casy potiebné k ozdreni jamek laserem pro dosdhnuti konkrémich

energii— 5, 10, 15a 20 J.

Energie dodana laserem (660 nm) Cas
5] 1 min6s
107 2min 13 s
1517 3 min 20 s
2017 4 min 26 s

Test viability bunék (MTT test) byl proveden podle nasledujiciho postupu. Nejprve
byl pfipraven roztok barviva MTT (thiazolyl blue tetrazolim bromide) ve fosfatovém
pufru PBS (5 mg/ml), ktery byl nasledné desetinasobné ziedén pomoci DMEM. Timto
byl pfipraven pracovni roztok o finalni koncentraci MTT 0,5 mg/ml. Z jamky bylo odséato
médium, buriky byly jedenkrat promyty pomoci pufru PBS (100 pL) a nasledné bylo
pfidano 100 pLL DMSO (dimethylsulfoxidu). Absorbance roztoku poté byla meétena
pfi 570 nm a reference pii 690 nm. Nakonec byl v excelu proveden odecet t€chto hodnot

a vyhodnoceni.
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7. Vysledky a diskuse

7.1. Plasmonické nanocastice stiibra

Anizotropni nanocCastice stfibra byly pfipraveny dvoustupiiovou redukci
amoniakalniho komplexu kationtu stiibra [Ag(NH3)2]". V prvnim stupni bylo pouzito
silné reduk¢ni ¢inidlo — tetrahydridoboritan sodny NaBHy4, které vytvotilo malé zarodky
nanocastic stiibra. Poté ve druhém stupni byl jako redukeni Cinidlo pouzity peroxid
vodiku H»O», ktery vyredukoval stfibrné kationty na malych zarodcich, coz mélo

za nasledek vznik anizotropnich nanocastic stribra.

Pro tuto bakalatskou praci byly pfipraveny 2 rady syntéz disperzi zalozeny na této
dvoustupriové redukci, které maji demonstrovat zavislost charakteristik na koncentraci
jednotlivych reakénich komponentd. Tyto charakteristiky jsou pfedevsim tvar a velikost,
které souvisi s dal§imi vlastnostmi jako je absorbance o urcitych vinovych délkach
¢i hodnoté zeta potencidlu. Konkrétné jde o ftady, kde se wvarioval pridavek
tetrahydridoboritanu sodného (NaBH4) a pridavek amoniaku (NHs). Diky tomuto 1ze
pfipravit konkrétni disperze pro pozadovanou aplikaci jenom na zakladé zmeén

koncentraci téchto dvou latek.

Pro tyto fady priprav byla specificky zvolena koncentrace a typ stabilizacni latky.
Jako nejvhodnéjsi stabilizacni Cinidlo byl zvolen citrat trisodny (dale jen TSC), ktery
elektrostaticky stabilizoval stfibrné nanocastice, tedy vytvoril na nanoc¢asticich zaporny
povrchovy naboj, ktery vzijemnym odpuzovanim nanocastic zabranil agregaci.

Mimo to maji jeho roztoky mirné zasadité pH.

7.1.1. Pfiprava plasmonickych nanocastic na zakladé variace pfidavku NaBHy
Pii piipravach jednotlivych disperzi byl variovan pfidavek prvniho redukéniho
¢inidla NaBH4, coz mélo za nasledek rizné velikosti a morfologie nanocastic stiibra.
Kwvili témto rozdilnostem bylo dosahnuto pokryti velké ¢asti UV/VIS spektra (od 400 nm
az 730 nm), tedy podafilo se ziskat Sirokou paletu barev — od modré, pfes Cervenou,
oranzovou az po zlutou. Absorpéni maxima se s pfidavkem NaBHy postupné snizovala.
Celkové bylo ptipraveno 8 disperzi, pro lepsi viditelnost barev byly pro fotografie pouzity

10x natedény disperze (obr. 17 a obr. 18).

Dana koncentrace NH3 zde byla vybrana z poznatkd z druhého typu pfipravy, ktera

je shrnuta v nasledujici podkapitole. U vSech disperzi byla hodnota pH v rozmezi 10,2
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az 10,3. Tato koncentrace NH3 byla také vybrana vzhledem k specifickym absorpénim
maxim, které budou zminény v nasledujicich odstavcich a byly nejlepSimi variantami
pro nasledné fototermalni testovani (pro vinové délky laserti). V neposledni fade pfi této
koncentraci NH3; byla pozorovana vysoka stabilita, disperze dokazaly uchovat svoje

vlastnosti pouze s mensimi zménami i v ramci nékolika mésicu.

Obrazek 17: Disperze 1-4 a pouzité mnozstvi NaBH .

Obrazek 18: Disperze 5-8 a pouzité mnozstvi NaBH .

Odlisné zbarveni disperzi na obrazcich 17 a 18 znaci odliSnou absorpci

zapfi¢inénou ruznymi tvary, kterou mulzeme pozorovat na absorpCnich spektrech
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jednotlivych disperzi (grafy na obrazcich 19 a 20, pro vétsi piehlednost rozdéleno praveé

do dvou grafii).
Disperze 1-4

2,5

2

1,5

<<

1

0,5

0

300 400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)
0,02 ml 0,025ml = 0,05ml ——0,1ml

Obrazek 19: Absorpcni spektra disperzi 1-4 a pouzité mnozstvi NaBH 4.

Disperze 5-8
2
1,5
< 1
0,5 ///
0 .
300 400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)
—(0,2 M| —e—(,5ml 1ml 2,5 ml

Obrazek 20: Absorpcni spektra disperzi 5-8 a pouzité mnozstvi NaBH 4.

Jak si lze v§imnout, vSechna spektra disperzi maji pouze jedno hlavni absorp¢ni
maximum, které se s ptfidavkem NaBH4 postupné snizuje a posouva do nizsich vinovych

délek. VSechny absorpéni maxima byly shrnuty do tabulky Cislo 5.
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Tabulka cislo 5: Zavislost

absorpcnich maxim jednotlivych disperzi v zavislosti

na pridavku NaBH
Cislo disperze NaBH4 (c=2['nl1(l)]-3 mol-dm-’) Amax [nm]
1. 0,02 730
2. 0,025 696
3. 0,05 670
4. 0,1 632
5. 0,2 567
6. 0,5 507
7. 1 475
8. 2,5 413

Pro naslednou adsorpci nanocastic na povrch mikrotitracnich desticek — na kladné

nabit¢ PDDA, bylo zadouci zméfit zeta potencidly. Jednotlivé zeta potencialy byly

shrnuty do tabulky ¢islo 6. VSechny hodnoty zeta potenciali vykazovaly vysokou

zapornou hodnotu. Diky tomu tedy bylo vhodné pouzit tyto nanocastice pro naslednou

aplikaci na mikrotitracni desticky. Zarovenn tyto hodnoty mohou naznaCovat vyssi

stabilitu disperzi.

Tabulka cislo 6: Zeta potencialy jednotlivych disperzi v zavislosti na pridavku NaBH 4.

Cislo disperze

NaBH, (c=2-10"mol-dm™)
[ml]

Zeta potencial [mV]

1. 0,02 -39,1
2. 0,025 -40,7
3. 0,05 -37,5
4, 0,1 -33,0
5. 0,2 -28,3
6. 0,5 -28,0
7. 1 -29,0
8. 2,5 34,4

Stabilita nanocastic byla stanovovana pomoci absorpcnich spekter. Pro ukazku

(na obr. 21 az 23) jsou zde uvedeny zmény ve spektrech, které byly méreny s rozdilem

jednoho mésice od pfipravy, a to u disperzi ¢islo 1, 6 a 8. Lze pozorovat zmény v posunu

41




absorpcnich pikl o par jednotek az nizsich desitek nanometrti. Toto muze byt zpusobeno

castecnou rekrystalizaci ¢i Ostwaldovym zranim disperze.

Disperze cislo 1
2,5
2
1,5
< v s .
1 ———0,02 ml - po mésici
=—0,02 ml
0,5
0
300 400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)

Obrazek 21: Absorpcni spektra disperze cislo 1 po pripravé a po mésici od pripravy.

(v legendé jednotlivé pridavky NaBH ).

Disperze Cislo 6

1,2

1

0,8

< 0,6 L
0,5 ml - po mésici

0,4

—0,5ml

0,2

0
300 400 500 600 700 800 900 1000

A (nm)

Obrazek 22: Absorpcni spektra disperze cislo 6 po pripravé a po mésici od pripravy.

(v legendé jednotlivé pridavky NaBH ).
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Dispeze Cislo 8
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0,6
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0
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A (nm)

Obrazek 23: Absorpcni spektra disperze cislo 8 po pripravé a po mésici od pripravy.

(v legendé jednotlivé pridavky NaBH )

Rozdilny tvar nanocastic byl pravdépodobné zptisobeny tim, ze s vy$§im piidavkem
NaBH; dochazelo kredukci vyssiho mnozstvi stiibrnych kationtd, tedy vznikalo
v prvnim redukénim stupni vice sférickych nanocastic — zarodku, které byly také zaroven
s vys§im pridavkem NaBHy4 vétsi, coz mélo za nasledek to, ze pii sekundarni redukci
nebylo mozné vyredukovat dostatecné mnozstvi stfibrnych kationti pro vznik jinych

morfologii, protoze vétsina kationtd jiz byla predtim zredukovana.

To se potvrdilo pomoci TEM snimku. Na obrazku 24a lze vidét jednotlivé sférické
zarodky vytvotrené prvnim krokem redukce pomoci NaBHy. Ty byly nasledné redukovany
pomoci H>O do vétSich utvard (obr. 24b). Konkrétné si 1ze pov§imnout nanocastic
ve tvaru trojuhelniku, hexagonti a jinych mnohouhelnikq, jejiz velikosti se pohybovaly

okolo 100 nm.
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Obrazek 24: TEM snimky disperze AgNPs cislo 1:

a) snimek po redukci pomoci NaBH  (prvni krok), méritko 100 nm;
b) snimek po redukci pomoct H2O: (druhy krok), méritko 100 nm.

Pti pouziti vétsiho pridavku NaBHs se téchto zarodka vytvotilo vice (obr. 25a), proto
uz zde nebylo dostatek Ag" iontli pro naslednou redukci do vétSich ucelenych celki. Sice
vzniklo par trojuhelnikt, ale vétsi mnozstvi byly uz spiSe nepravidelné narostlé utvary,

¢i trochu zvétSené zarodky, které se taktéz Castecné spojily (obr. 25b).

Obrazek 25: TEM snimky disperze AgNPs cislo 5:

a) snimek po redukci pomoci NaBH 4 (prvni krok), méritko 50 nm;
b) snimek po redukci pomoct H2O: (druhy krok), méritko 100 nm.
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U posledni disperze doslo k zredukovani vétSiny Ag" iontl v prvnim kroku redukce
pomoci NaBHy, tedy nasledné pouziti Ho O, nemélo uz prakticky vliv na rast ¢i zménu

morfologie (obr. 26a a 26b).

Obrazek 26: TEM snimky disperze AgNPs cislo 8:

a) snimek po redukci pomoci NaBH  (prvni krok), méritko 100 nm;
b) snimek po redukci pomoct H2O: (druhy krok), méritko 100 nm.

7.1.2. Pfiprava nanocastic stiibra na zéklad¢ variace pfidavku NH3

Pfi této pripravé stfibrnych nanocastic byl variovan pridavek amoniaku NHj3,
cozmélo stejné jak u predeslé piipravy za nasledek razné velikosti a morfologie
nanocastic stfibra. Kviili t€émto rozdilnostem bylo dosahnuto pokryti velké ¢asti UV/VIS
spektra (od 400 nm az 780 nm), opét se tedy podafilo se ziskat velkou paletu barev
disperzi nanocastic stiibra — od zluté, pres fialovou az po mnoho odstini modré. Celkoveé
bylo pfipraveno 6 disperzi, pro lepsi viditelnost barev byly pro fotografie pouzity 10x
naredény disperze (obr. 27).
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Obrazek 27: Disperze 1 az 6 a pouzité mnozstvi NH.

Odli$né zbarveni disperzi na obrazku 27 znaci odliSnou absorpci zapfiCinénou
raznymi tvary, kterou mizeme pozorovat na absorp¢nich spektrech jednotlivych disperzi.

(obr. 28 a 29). Absorp¢ni maxima se pifidavkem NH3 postupné zvySovala.

Disperze 1-3

2 —
1,5 -
< 1 -
0,5

0 L L -

300 400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)
Im| e—25m| e—idml

Obrazek 28: Absorpcni spektra disperzi 1-3 a pouzité mnozstvi NHs.
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Disperze 4-6

300 400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)

—5m| e—75ml 10 ml

Obrazek 29: Absorpcni spektra disperzi 4-6 a pouzité mnozstvi NHs.

Muzeme si zde vSimnout, ze podobné jak u predeslé piipravy, maji disperze pouze
jedno hlavni absorpéni maximum, které se s pfidavkem NH;3 postupné posouva k vy§sim
hodnotam vlnovych délek. VSechny absorpcni maxima byly shrnuty do tabulky ¢islo 7,
kde byly také shrnuty hodnoty pH jednotlivych disperzi nanocastic. To se s pridavkem
NHs zvySovalo.

Tlabulka cislo 7: Zavislost absorpcnich maxim a hodnot pH jednotlivych disperzi

v zavislosti na pridavku NH:.

Cislo vzorku NH3; (¢=0,1M) [ml] pH Anmax
1. 1 9,5 4175
2. 2,5 9,91 524
3, 4 10,1 598
4. 5 10,19 662
5. 7,5 10,39 701,5
6. 10 10,53 780

Byly zmeéfeny jednotlivé zeta potencialy, které jsou shrnuty v tabulce cislo 8.
Vsechny hodnoty zeta potenciall vykazovaly, jak u predeslé rady, vysokou zapornou

hodnotu.
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Tabulka cislo 8: Zeta potencidly jednotlivych disperzi v zavislosti na pridavku NH;

Cislo vzorku NH; (¢=0,1M) [ml] Zeta potencial (mV)
1. 1 -37.9
2. 2,5 -36,6
3. 4 37,7
4, 5 -37,1
5. 7,5 37,1
6. 10 35,9

Ob¢ fady mély tedy demonstrovat, jak se s koncentracemi vybranych reakcnich
komponent méni charakteristické vlastnosti nanocastic stfibra. Kombinovat poznatky
z obou téchto fad muze piinést vétsi variabilitu pro jednotlivé aplikace, predev§im u
fototermalni terapie, jelikoz je zddouci posouvat absorp¢ni maximu do vyssich vinovych
délek, az blizkych IR. Zaroven 1 u jinych aplikaci, kdy je napfiklad potfeba mit

nanocastice s konkrétnim absorpénim maximem.

7.2. Modifikace mikrotitracnich desticek

Vrstvy nanocastic stfibra na mikrotitracnich destickach byly pfipraveny pomoci
samoorganizace metodou vrstvy po vrstvé Layer-By-Layer. Ta vyuziva adsorpci a vznik
nekovalentnich vazeb mezi jednotlivymi komponenty (polyelektrolyty, ¢i nanocastic),
predevsim pusobenim elektrostatickych sil nebo pomoci vodikové vazby. Polystyrenova
desticka nema povrchovy naboj, proto byla v prvnim kroku pouzita kyselina polyakrylova
(PAA), ktera se na polystyrén vaze pomoci vodikové vazby. Timto byla vytvotena vrstva
PAA snegativnim nabojem, na ktery byl posléze navdzan kladn€é nabity
poly(diallyldimethylammonium chloridu) (PDDA). Timto byla vytvotena kladna vrstva,

na kterou byly navazany nanocastice stiibra, které maji zaporny zeta potencial.
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Obrazek 30: Ilustrace jednotlivych vrstev a forma vazby mezi nimi (obrdzek autor).

PDDA jako kladny polyelektrolyt byl vybran jako nejvhodnéjsi alternativa proti
pfedem pouzivanému chitosanu, jelikoz u néj dochazelo u tohoto typu nanocastic stibra
ke Spatné adsorpci castic, kdy vznikala velmi nehomogenni vrstva. Byly otestovany
roztoky PDDA o 1%, 0,5% a 0,25% hmotnostnich koncentracich (obr. 31), pfi¢emz jako
nejlepsi varianta, ktera adsorbovala nejvice nanoCastic a zaroven vytvorila velmi
homogenni vrstvu, byl roztok PDDA o koncentraci 0,25 %. Byly taktéz vyzkouSeny nizsi
koncentrace, ty ovSem Spatné dokazaly adsorbovat nanocastice stfibra, pficemz nevznikla

prakticky zadna vrstva.

Obrazek 31: Rozdil adsorbovanych nanocdstic stiibra na PDDA o 0,25%, 0,5%
al% ww).

Pro aplikaci na mikrotitra¢ni desticku byla vybrana disperze nanocastic stfibra, ktera

byla pfipravena dvoustuptiovou redukci amoniakalniho komplexu stfibrného kationtu
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(ptiprava z kapitoly 5.1.). Pro testovani byla vybrana disperze cislo 3, kterd byla
pfipravena pomoci piidavku NaBHs o objemu 0,05 ml. Tato disperze byla zvolena,
protoze jeji absorpéni maximum bylo o vlnové délce 665 nm (obr. 34), coz nejblize
korespondovalo s vyuzitym laserem o vlnové délce 660 nm pro testovani fototermalni
aktivity, ke které se dostaneme v nasledujici kapitole. Zarovei bylo tuto disperzi vhodné

pouzit i diky zapornému zeta potencialu.

Byly otestovany dv€ koncentrace disperzi nanocastic stiibra pro adsorpci
na mikrotitraéni desti¢ku. Slo o neziedénou disperzi a zfedénou disperzi na poloviéni
koncentraci stfibra. Pouziti raznych koncentraci mélo za nasledek odlisné mnozstvi
adsorbovanych nanocastic stfibra, kdy pfi pouziti zfedéné disperze se adsorbovalo

vyrazn€ mensi mnozstvi (obr. 33) nez pii pouziti neziedéné disperze (obr. 32).

Obrazek 32: Mikrotitracni desticka pripravenda pomoci neziredéné disperze nanocdstic

stiibra (disperze cislo 3), pouZita pro ndsledné testovdni fototermdlni aktivity.
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Obrazek 33: Mikrotitracni desticka pripravena pomoci ziredéné disperze na polovicni
koncentraci nanocastic stribra (disperze 3), pouZitd pro nasledné testovani fototermdini

aktivity.

300 400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)

Obrazek 34: Absorpcni spektrum pouzité disperze nanocastic stiibra (cislo 3 z rady

variace NaBH ) s absorpcnim maximem o vinové délce 665 nm.

Pfed samotnym testovanim fototermalni aktivity bylo zadouci zméfit, zdali se
absorpcni spektrum nanocastic stfibra nezménilo po adsorbovani na povrch

mikrotitracnich desti¢ek. Jak si lze na obrazku 35 vSimnout, absorpéni spektrum se
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vyrazn€ zmeénilo, ovSem nedoslo k nezadoucimu posunu absorbance v okoli vinové délky
660 nm. Tedy samotny adsorpce nanocastic na povrchu mikrotitracni desticky neméla

nezadouci efekt pro nasledné testy fototermalni aktivity.
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Obrazek 35: Absorpcni spektrum adsorbovanych nanocdstic stribra (disperze 3) na

mikrotitracni desticce.

7.3. Fototermalni terapie

Fototermalni terapie za vyuziti plasmonickych nanocCastic stiibra byla testovana
na butikach karcinomu délozniho ¢ipku HeLa, které byly vykultivovany v DMEM médiu
v termoboxu (37 °C) po dobu 24 hodin. Nasledné byly ozafeny laserem o vinové
délce 660 nm a o energiich 5, 10, 15 a 20 J. Po ozafeni byl pfidan DMEM
a po 24 hodinach byl proveden MTT test — viability bunék.

Pfed samotnym testovanim fototermalni aktivity bylo zadouci otestovat toxicitu
deponovanych nanocéastic stiibra u obou desti¢ek. Na obrazku 36 jsou v grafu shrnuté
jednotlivé viability bunék v jamkach s nanocasticemi stfibra u pfipravenych desticek,
tedy u desticky pfipravenou s neziedénou disperzi AgNPs (znacCena ,,AgK-Max")
a u destiCky piipravenou pomoci ziedéné disperze AgNPs (znacena ,,AgK-1/2) proti
kontrolnimu vzorku viability bunék (znacenou , K*). Ten predstavuje viabilitu bunék
v jamkach, ve kterych nebyla provedena adsorpce nanocastic stfibra (zde taktéz bylo

vyménéno médium pred MTT testovanim).
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Obrazek 36: Srovnani viability bunék Hela v jamkdch desticek pripravenych
pomoci neziedénou disperzi AgNPs (AgK-Max) a pomoci ziedéné disperze na polovicni

koncentraci stiibra (AgK-1/2) s kontrolou — jamek bez nanocdstic (K)

Z grafu je patrné, ze u desticky, kterd byla pfipravena pomoci neziedéné disperze
AgNPs (tedy se adsorbovalo na povrch vice nanocastic), dochazelo k vyraznému poklesu
viability bunék. Viabilita se zde snizila na 39,21 %. Naopak u desticky pfipravené pomoci
ziedéné disperze AgNPs nedochazelo k tak razantnimu poklesu viability bunék, tedy tato
koncentrace je pro nasledné testovani vhodné;si, kdy pfi nizsich koncentracich sttibra

dokazou bunky na deskach rast 1épe. Viabilita se zde snizila na 69 %.

Jak jiz bylo zminéno, pro testovani fototermalni aktivity byly vyuzity nanocastice
stiibra (konkrétné nanocastice stiibra disperze Cislo 3 z kapitola 4.1.). K ozéfeni byl
pouzit laser o vinové délce 660 nm, pomoci né¢hoz byla predana energie 5, 10, 15 a 20 J.
Jako kontrolni vzorek (K Ag) jsou zde jamky, na které bylo adsorbovano stiibro, ale
nebyly ozafeny laserem. Jako prvni se testovala desticka, ktera byla pfipravena pomoci
neziedéné disperze stiibra. Na obrazku 37 mizeme vidét jednotlivé vysledné hodnoty
viability bunék HelLa po ozafeni laserem s pfedanou konkrétni energii u této desticky.
Jiz u nizkych energiich dochazi k razantnimu poklesu — pfi 5 J klesla viabilita na 57,98 %,
pfi 10 J klesla viabilita bunék na 61,6 %. Pfi hodnotach 15 J byla naméfena
viabilita 60,78 % a pii 20 J 60,78 %.
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Obrazek 37: Viabilita bunék Hel.a po ozdreni laserem 660 nm s ddvkami energie

Viabilita

5, 10, 15, 20 J na kultivacni desticce pripravenou pomoci neziedéné disperze AgNPs;

., K Ag“ predstavuje kontrolu (neozdrené jamky s nanocdsticemi).

Neni zde vidét ovSem predpokladany trend, ze se zvySujici se davkou ozareni by
vysledna viabilita byla niz§i nez u nizSich energii. Samotna finalni viabilita se zde
uz piilis neméni. To mize byt zapiicinéno neékolika diivody. Jednim z nich je, ze samotna
koncentrace adsorbovanych nanocastic stfibra byla uz pftilis toxicka, a tedy jiz vétSina
bunék byla usmrcena pred samotnym ozafenim, kdy jiz malé mnozstvi stacilo k zabiti
zbytku bunék. Pro lepsi porovnani byly v obrazku Cislo 38 shrnuté jednotlivé viability
bunék vztazené ke kontrolnimu vzorku bez nanocastic stiibra. Lze zde vidét, ze jiz
samotné nanocastice snizily viabilitu pres 60 % a samotné viability se pfili§ nesnizily se
samotnym ozafenim. Dal§im divodem muze byt, Ze jiz nizka davka ozafeni je pro buriky
tak toxicka, ze s vyssi davkou se jiz snizena viabilita nemeéni. To se také potvrdilo béhem
samotného testovani, kdy dochézelo razantnimu ubytku jiz pfi nizkych davkach energie
(5 a10J). Bohuzel tento vysledek zhorsil fakt, Ze pfi krajich jamek stale zistavaly zdravé
bunky, které poté pii MTT testovani zpasobovaly fialové zabarveni, a tedy zvySovaly

naméfenou viabilitu. Prakticky by tedy méla byt naméfena viability nizsi.
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Obrazek 38: Viabilita bunék Hel.a po ozdreni laserem 660 nm s ddvkami energie
5, 10, 15, 20 J na kultivacni desticce pripravenou pomoci neziedéné disperze AgNPs,
K Ag“ predstavuje neozdrené jamky s nanocdsticemi stribra; ,,K * predstavuje

kontrolu (neozdrené jamky bez nanocdastic).

Jako druha se testovala mikrotitracni desticka, ktera byla pfipravena pomoci ziedéné
disperze na polovicni koncentraci stfibra. Zde se adsorbovalo méné nanocastic nez
u predeslé desticky. Samotna koncentrace adsorbovanych nanocastic tedy nebyla tak
vysoka. I zde se testovaly vSechny jiz zminéné davky energie (5, 10, 15 a201J). Jednotlivé
vysledné viability HelLa buné€k byly shrnuty do obrazku 39. 1 zde muzeme vidét
jizunizkych energii, ze dochazi k razantnimu poklesu — pfi 5J klesla viabilita
na 51,73 %, pti 10 J klesla viabilita bunék az na 41,63 %. Pfi hodnotach 15 J byla
naméfend viabilita 46,69 % a pii 20 J 57,84 %. Jako nejucinngjsi davka energie
se prokazalo byt 10 J. Opét zde nevidime trend, ze s vys$si davkou energie bude klesat
viabilita. Z tohoto mizeme predpokladat, ze i zde byly jiz nizké davky energie zafeni

kritické, co se tycCe toxicity.

Samotné mnozstvi navazanych nanocastic nebylo tak ucinné jako u predeslé desticky,
co se tyCe celkového poklesu viability bunék. OvSem kdyz porovname pokles zptisobeny
fototermalnim efektem (nikoliv i toxickym pusobenim samotnych nanocastic stiibra —

obr. 40), je toto adsorbované mnozstvi vhodnéjsi.
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Obrazek 39: Viabilita bunék Hela po ozdreni laserem 660 nm s ddavkami energie

Viabilita

5, 10, 15, 20 J na kultivacni desticce pripravenou pomoci ziedéné disperze AgNPs;

., K Ag“ predstavuje kontrolu (neozdrené jamky s nanocdsticemi).
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Obrazek 40: Viabilita bunék Hel.a po ozdreni laserem 660 nm s ddavkami energie

Viabilita

5, 10, 15, 20 J na kultivacni desticce pripravenou pomoci ziredéné disperze AgNPs;
K Ag“ predstavuje neozdarené jamky s nanocdsticemi stribra; ,, K “ predstavuje

kontrolu (neozdrené jamky bez nanocdastic).

Kdyz porovname vysledné viability bunék na jednotlivych destickach (shrnuty
v tabulce c¢islo 9), tak byla uc¢inngjsi desticka, kterd byla pfipravena s polovicni

koncentraci disperze nanocastic stribra.
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labulka cislo 9: Shrnuti viability bunék u jednotlivych desticek po ozadreni

laserem 660 nm s davkami energie 5, 10, 15 a 20 J.

Energie Desticka (neziedéné AgNPs) Desticka (ziedéné AgNPs)
5] 57,98 % 51,73 %
10J 61,60 % 41,63 %
15]) 53,28 % 46,69 %
20J 60,78 % 57,84 %

Minimalni viability se podafilo dosahnout tedy u destiCky piipravené se zfedénou

disperzi a prfi pusobeni laseru 660 nm a energii 10 J, kdyz porovnavame viabilitu

s kontrolni jamkou s vrstvou nanocastic. Proti kontrole bez vrstvy nanocastic stiibra

se tedy dostavame az k poklesu na 28,73 %.
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IV. ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo studium plasmonickych nanocastic uslechtilych
kovt a priprava plasmonickych nanocastic stiibra. Ty byly deponovany na mikrotitracni
desticky pomoci metody samoorganizace vrstvy po vrstvé na zakladé elektrostatickych
interakci mezi vrstvami nesouci opacny naboj. Déle byl u nich testovan jejich

fototermalni efekt pro fototermalni terapii a studovany dalsi mozna biologicka vyuziti.

Plasmonické nanocastice stiibra byly pfipraveny pomoci dvoustupiové redukce
amoniakalniho komplexu stiibra [Ag(NH3):2]*, ktery byl pfipraven pomoci dusi¢nanu
sttibrného AgNO3 a amoniaku NH3. Pro prvni stupeii redukce bylo vyuzito silné reduk¢ni
Cinidlo tetrahydridoboritan sodny NaBHs; a pro druhy stupeii byl vyuzit peroxid
vodiku H>0,. Jako stabilizator byl vyuzit citrat trisodny (TSC). Celkové pro tuto praci
byly pfipraveny 2 fady disperzi. V prvni fadé se ménil pfidavek NaBHi, v druhé pak
piidavek NHs. Variaci téchto latek se podafilo dosahnout riznych morfologii a velikosti
nanocastic, a tedy 1 zbarveni jednotlivych disperzi nanocastic stfibra. Timto se podaftilo
fizené pokryt velkou ¢ast UV-VIS spektra. Jednotlivé disperze byly charakterizovany
pomoci UV-VIS spektrofotometru, u vSech byl kvili nasledné depozici na mikrotitracni
desticky zméfen zeta potencial. VSechny hodnoty zeta potencidlu vykazovaly vysokou
zapornou hodnotu, proto bylo vhodné je pro depozici pouzit. Taktéz byly
charakterizovany pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) pro presnéjsi

zjisténi velikosti a morfologii.

K depozici nanocastic stifibra na mikrotitracni desticky byla vyuzitd metoda
samoorganizace (self-assembly) vrstvy po vrstvé (Layer-By-Layer). K tomuto byla
vyuzita kyselina polyakrylova (PAA), ktera vytvofila pomoci vodikovych vazeb zaporné
nabitou vrstvu na neutrdlné nabité polystyrenové desticce. Nasledné byl vyuzit
poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDDA), ktery pomoci elektrostatickych vazeb
vytvoril na vrstvé PAA kladn€ nabitou vrstvu. Nakonec na ni byly adsorbovéany
nanocastice stiibra také pomoci elektrostatické vazby. K tomuto byla vyuzitd neziedéna
disperze nanocastic stiibra a zfedéna disperze na polovi¢ni koncentraci stiibra. Timto

byly vytvotené vrstvy o odliSnych mnozstvich adsorbovanych nanocastic.

Na takto deponovanych mikrotitracnich destickach byla testovana fototermalni
terapie na nadorovych buikéach délozniho ¢ipku HelLa. Buiiky HeLa byly kultivované

v médiu DMEM. K ozafeni jamek byl vyuzit laser s vinovou délkou zafeni 660 nm
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a davky energii 5, 10, 15 a 20 J. 24 hodin po ozarovani byl proveden MTT test — test
viability bunék. Prokéazalo se, ze jiz pfi nizké davce energii (5 a 10 J), dochézelo
k vyraznému poklesu viability bun€k, a to az o polovinu. K nejvétsimu poklesu viability
dochazelo pfi energii ozareni 10 J u desticky pfipravené pomoci 1x ziedéné disperze.
Zde byl zjistén pokles viability az na 41,63 %. Tedy navzdory pouziti velmi malych
energetickych davek jsou vysledky nadéjné a v budoucnosti by mohla byt fototermalni
terapie za vyuziti nanocastic stiibra slibnou cestou v boji proti nadorovym onemocnénim.
K tomuto vede ovSem jesté dlouha cesta. Zaroven bylo zjisténo, ze mnozstvi nanocastic
stfibra adsorbovanych na mikrotitracni destiCce pfipravené pomoci neziedéné disperze
prokazovalo vysokou toxicitu oproti desticce, kde bylo adsorbovano nanocastic méng.
Proto vbudoucim vyzkumu by bylo vhodné urcit idealni pomeér koncentrace
deponovanych nanocastic stfibra vzhledem k toxicit¢ a efektivni ucinnosti jejich
fototermalniho efektu. Také by predmétem dalSiho vyzkumu mohlo byt testovani
selektivnosti fototermalni terapie za vyuziti nanocastic stiibra vii¢i nadorovym burikam

a zdravym bunkam.
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V. SUMMARY

The aim of this bachelor's thesis was to study plasmonic nanoparticles of noble metals
and preparation of silver plasmonic nanoparticles. These were deposited on microtiter
plates using the layer-by-layer self-assembly method. Furthemore, their photothermal
effect was tested for photothermal therapy, and other potential biological applications

were studied.

Silver nanopartlices were prepared using a two-step reduction of the silver ammonia
complex [Ag(NH3),]", which was prepared from silver nitrate AgNOs and ammonia NH;.
Sodium borohydride NaBHs was used as strong reducing agent for the first reduction step,
and hydrogen peroxide H,O» was utilized for the second reduction step. Trisodium citrate
(TSC) was used as a stabilizer. In total, 2 series of dispersions were perpared for this
work. In the first series, the addition of NaBH4 was varied, and in the second series the
addition of NH3 was varied. By varying these substances, it was possible to achieve
different morfologies and sizes of nanoparticles, and thus different colors were achieved.
This managed to cover part of the UV-VIS spectrum in a controlled manner. Each
dispersion was characterized using a UV-VIS spectrophotometer, and the zeta potential
was measured for all dispersions to facilitate subsequent deposition onto microtiter plates.
Since the zeta potential was highly negative for all dispersions, which were suitable for
deposition. Additionally, dispersions were also characterized using transmission electron

microscopy (TEM) for more accurate determination of size and morphology.

For the deposition of silver nanoparticles onto microtiter plates, the layer-by-layer
self-assembly method was employed. Polyacrilic acid (PAA) was used for this purpose
forming a negatively charged layer on the neutrally charged polystyrene plate through
hydrogen bonding. Subsequently, poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDDA) was
utilized to create a positively charged layer on the PAA layer through electrostatic
interactions. Finally, silver nanopartlicles were adsorbed onto this layer using electrostatic
interactions. Both undiluted and once-diluted dispersions of silver nanoparticles were

used for this purpose, resulted in layers with different amounts of bound nanoparticles.

Microtiter plates deposited in this way were used to test photothermal therapy on
HeLa cervical cancer cells. The HeLa cells were cultured in DMEM medium. The laser
with a wavelenght of 660 nm and energy doses of 5, 10, 15 and 20 J were used for

irridiating the wells. 24 hours after the irradiation, an MTT test was performed to
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determinate cell viability. It was found that even in low energy doses (5 and 10 J), there
was a significant decrease in cell viability (up to a half). The greatest decrease in viability
was observed at an energy dose of 10 J on a plate prepared using a 1x diluted dispersion,
where viability was reduced to 41.63 %. Even though very low energy doses were used,
the results are promising, and in the future, photothermal therapy utilizing silver
nanoparticles could be a promising approach in the fight against cancer. However, there
is still a long way to go before reaching that point. It was also found that the amount of
silver nanoparticles absorbed on the microtiter plate that was prepared using an undiluted
dispersion exhibited hight toxicity compared to plates with fewer adsorbed nanopartlices.
Therefore, it would be appropriate for future research to determine the ideal ration of
deposited silver nanoparticles concentration with respect to toxicity and the effective
efficiency of their phototermal effect. Testing the selectivity of photothermal therapy
using silver nanoparticles against cancer cells versus healthy cells could be a subject of

further research.
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