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UVOD

Stale castéji se dostdva pojem nanocastice do podvédomi mnoha lidi.
Kvili svym malym rozmérim v rozmezi od 1 do 100 nanometrti, vykazuji nanocastice
unikatni vlastnosti, diky kterym jsou vyuzivany nejenom v chemii, ale setkavame se
s nimi i v béZzném kazdodennim zivoté. Fyzikalné — chemické vlastnosti téchto ¢astic se
znaéné lisi od vlastnosti latek makroskopickych. Nanotechnologie se uplatiuji zejména

ve strojirenstvi, elektronice, automobilovém, ale i napt. v textilnim primyslu.

V poslednich letech zaznamenaly nanotechnologie zna¢ny nartst aplika¢niho
potencialu v medicin€. Nanocastice se stavaji novou perspektivni soucasti 1éka
proti nadorovym onemocnénim. Ackoli Ize mluvit teprve o prvopocatcich laboratorniho
vyzkumu a testovani 1é¢iv v oblasti onkologie, pfedstavuji nanocCastice a nanomaterialy
obrovsky pfislib pro cilenou lécbu budouci generace. Souboj s Casem je dileZitym
kritériem pro 1écbu onkologickych onemocnéni, kdy v€asna detekce rakovinnych bun¢k

hraje jednu z nejvyznamnéjsich roli pro néslednou diagnézu a ti€¢innou 1écbu.

Navzdory slozité problematice tohoto tématu je predlozend bakalafska prace
zamétena na selektivni detekei fyziologicky aktivnich latek pomoci povrchové zesilené
Ramanovy spektroskopie. Metoda SERS vyuZziva nanocastice (zlato, stiibro) k zesileni
Ramanova signalu. V predstavené bakalarské praci je studovan postup imobilizace
avidinu na stfibrny povrch a dale pak moznost vyuziti takto imobilizovaného avidinu
pro studium interakei této molekuly s proteiny lokalizovanymi na povrchu cirkulujicich
nadorovych bunék pomoci SERS. Cirkulujici nddorové buiiky jsou obsazeny v krevnim
feCisti. Vzhledem ke své pohyblivosti v periferni krvi tyto bunky zptsobuji narast
metastaz pii rakovinném bujeni nebo dokonce ptipadnou recidivu. Diky této specifické

interakci avidin-biotin Ize aplika¢ni rozsah rozsifit pravé i na selektivni detekci CTC.



TEORETICKA CAST

1. Disperzni soustava

1.1. Definice disperzni soustavy

Disperzni soustava neboli disperze je soustava tvofena spojitym disperznim

prostiedim, ve kterém je rovnoméerné rozptylen disperzni podil ve formeé ¢astic.

Chemické vlastnosti disperzniho podilu se nemusi nutné lisit od disperzniho
prostfedi a nemusi, ale v mnoha piipadech mohou pfedstavovat samostatnou fazi.

Na zaklad¢ toho lze rozlisit disperzni slozku nebo disperzni fazi.

Ptevaznd vétSina disperznich soustav patii k viceslozkovym systémlm.
Viceslozkové systémy milzeme rozdélit na heterogenni viceslozZkové systémy,
ve kterych se disperzni podil lisi svym slozenim od disperzniho prostfedi a tvofi
samostatnou fazi, a na vSechny druhy roztokd, které piredstavuji homogenni
viceslozkové systémy. Zcela vyjimeéné mohou vznikat i heterogenni jednoslozkové

systémy, které jsou viak velmi nestabilni. *

1.2. Klasifikace disperznich soustav

Disperzni soustavy lze klasifikovat podle mnoha kritérii, z nichz nejcastéji
vyuzivanym je velikost ¢i tvar dispergovanych ¢astic nebo skupenstvi disperzni faze
a disperzniho prostfedi. Velikost dispergovanych castic soustavy je rizna a lze ji
vyjadfit tzv. stupném disperzity, ktery predstavuje pfevracenou hodnotu linedrniho
rozméru Castice (primér, délka hrany apod.). Plati, Ze ¢im jemnéji je disperzni faze

rozptylena, tim vyssi je stupen disperzity.

Vyskytuji-li se v soustavé vSechny Castice disperzni faze se stejnou velikosti,
nazyvame tuto soustavu monodisperzni, naopak maji-li Castice disperzni faze riznou
velikost, mluvime o soustavé polydisperzni. Podle tvaru Castic Ize soustavy rozliSit
na homodisperzni a heterodisperzni. Dale lze klasifikovat disperze na laminarné,

korpuskularné a fibrilarné disperzni.



Podle stupné disperzity lze disperzni soustavy rozdélit do 3 skupin, mezi nimiz
existuje plynuly piechod, nemaji tedy ostfe vymezené hranice, a to na disperze

analytické, koloidni a hrubé, které se dale déli na mikrodisperzni a makrodisperzni. 2

Analyticka disperze je homogenni soustava, jejiz Castice dosahuji velikosti
do Inm. Jsou to termodynamicky stalé nefiltrovatelné roztoky, které rychle difunduji
a vykazuji vysoky osmoticky tlak. Koloidni disperze patfi mezi mikroheterogenni
soustavy s velikosti ¢astic od 10° do 10° m. Projevuje se u nich slaba difuze a osmoza.
Hrubé¢ disperzni soustavu fadime mezi makroheterogenni soustavy, kdy castice dosahuji
velikosti v&tsi nez 10® m. Tyto soustavy jsou termodynamicky nestalé, nedifunduji

a nevyvolavaji zadny osmoticky tlak.
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2. Koloidni soustava

2.1. Definice koloidni soustavy

Koloidni disperze je heterogenni systém vyznacujici se vysokym stupném
disperzity, tj. vysokym stupném rozptyleni Castic disperzniho podilu v disperznim

prostiedi. *
2.1.1. Klasifikace koloidnich soustav

Ve svétle rozmanitych vlastnosti koloidnich systémi neexistuje jednotny zptsob
jejich klasifikace. Jednim z mnoha kritérii je naptiklad skupensky stav disperzni faze
a disperzniho prostfedi a rovnéz velky vyznam pro klasifikaci koloidi ptedstavuji
vzajemné interakce Castic mezi disperzni fazi a disperznim prostfedim. Na zakladé¢
skupenstvi 1ze koloidni systémy rozde€lit do osmi skupin (pro soustavu plyn-plyn

neexistuje koloidni systém). **

disperzni prostredi | disperzni faze | oznaceni 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

Tab. 1. Klasifikace koloidi dle skupenského stavu. 2

Obecné lze koloidni systémy oznacit ndzvem soly, kde 1ze na zéklad¢€ pouzité
pfedpony rozlisit, ve kterém disperznim prostfedi se ¢astice podilu nachazi. Koloidni

systémy s plynnym disperznim prostiedim se oznacuji jako aerosoly (aero = vzduch),

11



naopak  koloidni  systémy s kapalnym  disperznim  prostfedim  lyosoly

(Iyos = rozpoustédlo).

Lyosoly lIze dale klasifikovat podle vzdjemné interakce disperzni faze
a disperzniho prostiedi, tedy dle vlastnosti fazového rozhrani na tii skupiny, a to na

soustavy lyofilni, lyofébni a asociativni. >*

Lyofilni koloidy jsou oznacovany také jako koloidni roztoky. Fazové rozhrani je
zde rozprostieno do vétsich Sifek. Jsou tvoieny jedinou fazi slozenou z disperzni faze
a disperzniho prostfedi, mizeme tedy mluvit o soustavé homogenni. U hydrofilni
soustavy je disperzni prostfedi voda. Vznikaji samovolné rozpusSténim

vysokomolekularnich latek a jsou termodynamicky stabilni.

Lyofébni koloidy neboli koloidni disperze maji ostfe ohranicené fazové
rozhrani. Povazujeme je za soustavy heterogenni, kde disperzni faze a disperzni
prostiedi predstavuji dveé rtizné faze tvorené anorganickymi latkami. Tyto soustavy jsou
termodynamicky nestalé a nevznikaji samovoln¢é. Muzeme je dale délit na hydrofobni,
disperzni prostiedi je tvofené vodou a organosoly, je-li disperzni prostiedi organicka

kapalina.

Asociativni koloidy nemaji pevné dané fazové rozhrani. Vznikaji samovolnou
vratnou asociaci nizkomolekuldrnich latek v pravém roztoku za ustdleni rovnovahy.

Vzniklé ¢astice nazyvame micely. 2

Dal$i moZnou variantou je klasifikace podle vzijemného plisobeni Castic
na volné a vazané koloidni systémy. Jak uZz ndm néazev napovidd, k volné
dispergovanym soustavam se fadi systémy bez struktury, nedochdzi ke vzajemnému
spojeni &astic disperzni faze. Céstice maji schopnost se neustile pohybovat v ramci
disperzniho prostiedi vlivem gravita¢nich sil a Brownova pohybu. Patii sem lyosoly,

emulze, rozptylené suspenze a aerosoly.

U vazanych dispergovanych soustav dochazi ke tvorbé struktur v disperznim
prostiedi diky piisobeni mezimolekularnich sil mezi jednotlivymi ¢asticemi. Castice
nemaji schopnost samovolného pohybu, mohou pouze vibrovat. Mezi vdzané systémy

v 1r , 4
fadime gely, koncentrované suspenze a emulze.
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2.2. Vlastnosti koloidnich soustav

2.2.1. Kinetické vlastnosti

Molekuly a atomy se neustale chaoticky pohybuji. Disledkem tepelného pohybu
jsou srazky molekul disperzniho prostifedi s koloidnimi casticemi a zména jejich
rychlosti a sméru. Tento jev se nazyva Browndv pohyb, jeho intenzita vzrista se
zmensSujici se velikosti ¢astic a zvySujici se teplotou. Projevem Brownova pohybu jsou

difuze, osmoza a sedimentace. 23

Difiize. Hnaci silou je rozdil koncentraci (koncentra¢ni gradient) neboli rozdil
chemickych potencialti difundujici latky v riznych oblastech soustavy. Smér difuze je
dan koncentra¢nim gradientem, a to z prostiedi o vys§i koncentraci do prostiedi
s koncentraci niz§i. Vysledkem je dosazeni rovnovahy vyrovnanim koncentraci ve

9 s ur r v N xs . 25
vSech ¢astech soustavy. Rychlost difiize je nepfimo imérna polomeéru castic.

Osmoéza. Vyrovnavani rozdilnych koncentraci roztokti oddélenych od sebe
semipermeabilni (polopropustnou) membranou. Membranou prostupuji pouze molekuly
rozpoustédla, ostatni vétsi molekuly jsou zachyceny na pérech membrany. Hnaci silou

tohoto d¢je je osmoticky tlak.

Sedimentace. Pohyb koloidnich ¢astic ve sméru plisobeni gravitacni sily Fy je
zavisly na hmotnosti a tvaru Castic, ale také na vlastnostech a hustoté prostiedi,
ve kterém se tyto Castice pohybuji. Mimo gravitaéni sily Fy plsobi na Castice také

vztlakova sila F; a viskdzni odpor Fys. 2
2.2.2. Optické vlastnosti

Pii dopadu elektromagnetického zéafeni na koloidni soustavu dochéazi soucasné
k nékolika jevim. Lze pozorovat lom a odraz paprskl od ¢astic disperzni faze, rozptyl
neboli difrakci, absorpci svétla a jeho naslednou pfeménu energie na teplo nebo jen
obycejny pruchod zafeni. Tyto jevy jsou nelinearné zavislé na velikosti ¢astic systému

a vzdy jeden z nich pfevlada v zavislosti na vlastnostech systému. 24

13



2.2.2.1. Absorpce zareni

Ptechod elektroni z niz§itho energetického stavu do stavll Svyssi energii
vyvolany pohlcenim (absorpci) elektromagnetického zaieni. Absorpci zareni latkou A

popisuje Lambert-Beertuv zakon:
I
A=—log— =¢cd
Iy

kde I je intenzita proslého zafeni latkou, Iy je intenzita dopadajiciho svétla na
latku, € je molarni absorpcni koeficient, ¢ je koncentrace latky a d je tloustka vrstvy,
kterou paprsek prochazi. U koloidnich systémi je absorpce zafeni zavisla na velikosti

Castic disperzni faze. 2
2.2.2.2. Rozptyl zareni

Jestlize vlnova délka zatreni je vétsi nez polomér ¢astice disperzni faze, nastane
jev, ktery nazyvame rozptyl zafeni. Pokud neni splnéna tato podminka, tedy vlnova
délka je mensi ve srovnani s polomérem castice, dochazi k odrazu svétla, coz se projevi

jako vizualng viditelny zakal.

Pfi rozptylu svétla se neméni energeticky stav valen¢nich ¢i vazebnych
elektronli, nedochazi tedy k pohlceni kvanta zafeni, jak tomu bylo u absorpce,
ale k naslednému vyzareni pfijatého kvanta energie vSemi sméry S riznou intenzitou,
avSak beze zmény vlnové délky. Rozptyl svétla miZeme dale rozdé€lit na staticky
a dynamicky, jez v dne$ni dob€ nabyva na vyznamu zvlast' pifi urCovani velikosti

&astic. 2
2.3. Priprava koloidd

Jak uZ bylo dfive feceno, lyofilni roztoky jsou termodynamicky stabilni
a vznikaji samovolnym rozpousténim, cozZ je vysledkem adheznich sil (pfitazlivé sily
molekul na rozhrani fazi), které jsou vyznamnégj$i nez sily kohezni (pfitazlivé sily
molekul urcité faze). Samovolné rozpousténi probiha tedy bez dodani energie vlivem
tepelného pohybu rozpoustédla. U lyofilnich roztoki se setkdvdme i s ndzvem

reverzibilni neboli vratné koloidy a to proto, Ze po jejich destabilizaci je mozny navrat

14



do koloidni formy. Oproti tomu lyofobni disperze jsou ireverzibilni (nevratné),
termodynamicky nestalé a nevznikaji samovolnég. Jejich pfipravu Ize rozdélit na metody

kondenzacni a dispergacni.
2.3.1. Kondenza¢ni metody

U kondenza¢nich metod se vyuziva vhodnych chemickych reakci k pfeméné
pravych roztokli (homogennich soustav) na soustavy koloidni. Jde tedy o zvétSovani
¢astic pomoci srazecich, oxidacnich a reduk¢nich reakci. Mén€ vyuzivanym, ale daleko
jednodussim zpisobem piipravy jsou fyzikalni kondenza¢ni metody zalozené na zméné
podminek (teplota, tlak) nebo rozdilné rozpustnosti latek. Vhodnou zménou
rozpoustédla, ve kterém je dana latka malo rozpustna, dochazi ke kondenzaci za vzniku

koloidd.
2.3.2. Disperga¢ni metody

Disperga¢ni metody jsou zalozeny na fyzikalnich postupech s vyuzitim
mechanické prace a jejich vyuziti je nejen v laboratofi, ale i v primyslové praxi.
U dispergacnich metod dochazi k pfeméné hrubych disperzi na latky koloidnich
rozméri zmenSovanim ¢astic. Vzhledem Kk vysoké nestabilité vzniklych koloidd je
nutno dodavat do soustavy rizné ochranné stabilizatory, které jednak stabilizuji novy
koloid, ale také napomahaji jednodussimu mechanickému rozmélnovani. Nejcastéji se
jako stabilizatory pouZzivaji povrchové aktivni latky, ale i latky polymerniho charakteru,
napf. Zelatina, které tvofi diky adsorpci ochrannou vrstvu na povrchu vzniklého koloidu,
a tim jej chrani vici zpétnému shlukovani Castic. 3

K dispergacnim metodam se fadi: mechanické rozmélnovani (kulové mlyny)
a rozmélilovani pomoci ultrazvuku, peptizaci, elektrické rozpraSovani zaloZené na

ptidavku elektrického proudu a laserovou ablaci. 2

2.4. Metody studia koloidnich soustav

Mnoho analytickych metod je snadno aplikovatelnych i1 na charakterizaci
nanostruktur a nanomateriali. V dnes$ni dob¢ se opticka spektrometrie stava ¢im dal

vyuzivangjsi technikou k charakterizaci nanomateriald. Techniky Ize obecné rozd€lit na
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dvé hlavni podskupiny: absorpéni elektronova spektrometrie (zejména UV/VIS)

o . y , .\ 6
a vibraéni spektrometrie (InfraCervena a Ramanova spektrometrie).

K charakterizaci koloida se v praxi dale pouziva metoda dynamického rozptylu
svétla (DLS) nebo metody nepifimé — mikroskopické, kde ftadime transmisni

elektronovy mikroskop (TEM) a rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM).
2.4.1. Charakterizace velikosti ¢astic pomoci UV/VIS spektrometrie

UV/VIS spektrometrie je technika zaloZzend na absorpci ultrafialového
a viditelného zafeni zfedénymi roztoky v oblasti 200 az 800 nm. Dochazi k excitaci
valen¢nich elektroni, tedy jejich pfechodu do vysSich energetickych hladin, kdy
vysledkem jsou elektronova absorpéni spektra. Elektronové absorpéni spektrum

P , . ro1z 7
vyjadfuje zavislost absorbance na vlnové délce.

Vychazi z Lambert-Beerova zakona, pficemz ze znalosti molarniho absorpéniho

koeficientu mizeme stanovit koncentraci sledované latky.
2.4.2. Charakterizace velikosti ¢astic pomoci metody DLS

Efektu dynamického rozptylu svétla (DLS) vyuzivd naptiklad fotonova
korelacni spektroskopie (PCS), kterd je zalozena na ozafovani roztoku analytu
monochromatickym laserem. Jsou méfeny fluktuace intenzity rozptylené¢ho svétla jako

funkce ¢asu. Udaje o intenzite slouzi k urceni distribuce velikosti ¢astic.

Obecné plati, jestlize je vzorek castic ozatovan svétlem s primérem mnohem
mensim nez je vlnova délka svétla, pak bude kazda ¢astice ohybat dopadajici svétlo

vSsemi sméry. Tento jev se nazyva Rayleightv rozptyl.
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Jak uz bylo feceno, koloidni c¢astice se pohybuji ndhodné pii kolizich
s molekulami rozpoustédla. Browntv pohyb je dulezity jev pro DLS analyzu, protoze
umoziuje vyuziti Stokes-Einsteinovy rovnice vyjadiujici vztah mezi rychlosti Castice

v roztoku k jeho hydrodynamickému poloméru.

_ kT
"~ 6mma

Ve Stokes-Einsteinové rovnici piedstavuje D difuzni rychlost, Kk je
Boltzmannova konstanta, T je teplota, n je viskozita, a je hydrodynamicky polomér
castice.

Diftzni rychlost (D) ve Stokes-Einsteinové vztahu je nepiimo timérna poloméru
Castice (a), a to v systému vykazujici Browniv pohyb ukazuje, ze malé Castice jsou

difundovany rychleji nez velké. To je klicovy princip v DLS analyze. 8
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Obr. 1. Hypoteticky dynamicky rozptyl svétla dvou vzorki: Pro vétsi ¢astice v horni

¢asti obrazku a pro mensi ¢astice ve spodni Casti. S



2.4.3. Charakterizace velikosti a tvaru ¢astic elektronovymi

mikroskopy

Elektronova mikroskopie je vyznamnou experimentalni metodou, ktera
poskytuje informace o vnitini mikrostruktufe materiali v fddech nékolika mikrometra

az po rozmeéry atomu.

Mikrostruktura je zkoumdna v prostiedi vakua za ozafovani elektronovym
svazkem, ktery vznikd emisi elektronti z katody, jez jsou dale akcelerovany k anodé¢.
Svazek je soustfedén ve vhodném elektrostatickém, magnetickém nebo
elektromagnetickém poli, coz zajistuje potiebné zvétSeni. Obraz u elektronové
mikroskopie je vytvaren interakcemi mezi preparatem a elektronovym svazkem a podle
jeho tvorby muzeme elektronovou mikroskopii délit na transmisni elektronovou

mikroskopii (TEM) a skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM). 10
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3. Vrstvy koloidniho stribra

Za tenké vrstvy lze povazovat materidly, jejichz tieti rozmér (tloustka) je
zanedbatelny a jsou tak zdanlivé dvourozmérné. Rozméry tenkych vrstev se pohybuji

v oblasti 1 mikrometru az 1 nanometru. ™

Vsechny fazové premény, vcetné tvorby tenkych vrstev, zahrnuji nékolik
procestt vzniku. V prvotni fazi tvorby vrstvy zndmé jako nukleace, dochazi
ke kondenzaci par atomu ¢i molekul, které se nasledné¢ permanentn¢ usadi na substrat.
Po expozici substratu a dopadajicich par je mozné pozorovat rovnomérné rozlozeni
malych, ale vysoce mobilnich klastri a ostrivkl. Pavodni jadra substratu zacleni

dopadajici atomy a néasledné i vznikajici klastry, ¢imZ roste jejich velikost. *2

V dalsi fazi dochazi ke koalescenci. Splyvani ostravkl vede ke snizovani jejich
hustoty, coz mé za nasledek odkryvani substratu a dalsi nukleaci. V kone¢né fazi je cely

substrat pokryt celistvou tenkou vrstvou. 3

Prvotni vznik vrstev 1ze popsat tfemi zakladnimi ristovymi modely (obr. 2.):

Volmer-Weber. Deponované atomy jsou mnohem silngji vazany sami k sob¢
nez k substratu. Dochazi k ristu klastrii v samostatné trojrozmérné ostrivky, které se
poté spoji.

Frank-van der Merve. Tento ristovy model vznika v dusledku silnéjsi
interakce deponovanych atomt k substratu, nez jsou jejich vzdjemné interakce.
Nejmensi stabilni klastry rostou a vytvaii se rovinnd monovrstva, na které miZou

vznikat dals$i slabé&ji vazané monovrstvy.

Stranski-Krastonov. Tento typ rdstového modu piedstavuje kombinaci
predchozich dvou typi a predstavuje prechod od rustu dvojrozmérného
K tfirozmérnému. Jakmile vznikne jedna ¢i vice monovrstev a vznik dalsi se stava

energeticky nevyhodnym, dochazi ke vzniku ostrivka. 13

19



pos _, gae ., &

Island or Volmer-Weber growth

moon ., R, g,

Layer or Frank-van der Merwe growth

FM*M]’M

Island-layer or Stranski-Krastonov growth

Obr. 2. Schémata tii zakladnich moda pocateéni nukleace pfi rustu vrstev. 6

Nukleace hraje diilezitou roli pfi ur¢ovani krystalické mikrostruktury pii tvorbé
tenkych vrstev, ktera se v koneném stadiu vyviji v daném depozi¢niho procesu.
Struktura vrstvy je silné ovlivnéna tim, co se d&je v prib&hu nukleace a jejim nasledném

rastu. ®
3.1. Priprava vrstev

Depozice tenkych vrstev je pfedmétem intenzivniho studia uZ mnoho let, béhem
kterych bylo vyvinuto mnoho metod. Mnohé z nich jsou Siroce vyuZzivané v primyslu,
coz vede k dalsimu predpokladanému rozvoji téchto technik. Obecné lze metody rtstu
vrstev rozdélit na dvé skupiny, a to na depozici z plynné faze a metody rdstu vrstev
z kapaliny. Prvni metoda zahrnuje napafovani, naprasovani, epitaxi z molekularnich
svazkt (Molecular Beam Epitaxy, MBE), chemickou depozici z plynné faze (Chemical
Vapor Deposition, CVD) a atomovou depozici (Atomic Layer Deposition, ALD).
Ptikladem metod ristu vrstev z kapaliny jsou elektrochemické depozice, depozice
z chemického roztoku (Chemical Solution Deposition, CSD), Langmuirovy-
Blodgettové filmy a samovolné usporadané monovrstvy (self-assembled monolayers,

SAM). Tyto metody lze také zjednodusené délit na metody fyzikalni a chemické. 6
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3.1.1. Fyzikalni metody

Fyzikalni depozice z plynné faze (PVD, Physical Vapour Deposition) je
souhrnny nézev pro fadu depozi¢nich metod pro nanaseni tenké vrstvy doprovazenymi
fyzikéalnimi procesy. Atomy jsou uvoliiovany z kapaliny ¢i pevné faze prevedené na
pary, které kondenzuji na substratu za vakua. Metody PVD se slouzi K nanaseni vrstev
s tloustkou v rozmezi 10% az 10°m.

Tyto technologie 1ze délit z hlediska zplisobu pfevedeni pevné faze na plynnou

v ’ v S v ;. 13
na dvé zakladni metody, napafovani a napraSovani.

Naparovani. Je jedna z nejjednodussich metod pro piipravu tenkych vrstev.
Deponovany material je uvolfiovan prostfednictvim tepelné energie ve formé par. Pary

nasledné expanduji do vakuové komory, kde na substratu za nizsi teploty kondenzuyji.

NapraSovani. Pasobenim iontl plynu, které nardzi na material, dochazi
K vyrazeni atomt z povrchu. Zdroj nanaseného materidlu je pouzivan jako ter¢
a spolecné se substratem slouzi jako elektrody umisténé v naprasovaci komote. Jako
inertni plyn se vyuziva argon a po zavedeni elektrického proudu slouzi jako médium pro
elektricky vyboj a vede k reakci napraSenych atomii a tvorbé slouceniny na vrstve.
Rozprasené Castice jsou pievazné neutralni atomy v zakladnim stavu, které po vyrazeni
putuji smérem k substratu. Tlak v plynové komofe je dal§im dilezitym faktorem, zda
bude rozprasena Castice vychazejici z katody putovat na substrat. Depozice
napraSovanim muze slouzit pouze jako podklad pro dalsi tvorbu a rast filma. Pouzitim
vice riznych teréli miizeme postupné vytvofit vrstevnaté natéry. Vyhodou této metody
je vysoka stabilita, rovnomérné a hladké rozlozeni povrchu vrstvy, které je dano
vysokou mobilitou kondenzovanych atomu. Dal§i vyhodou je regulace tloustky
vzhledem K relativné velké plose rozpraSovaciho zdroje a také mnohostranné vyuziti

této metody z hlediska deponovaného materialu.

Dle volby podminek, pii kterych se napraSovani tenkych vrstev provadi,
muZeme tuto metodu dale délit na rozprasovani iontového svazku (Ion Beam
Sputtering), stejnosmérné (DC) naprasovani, vysokofrekvencni (RF) naprasovani,

’ v 15
magnetronove naprasovani.
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Obr. 3. Schéma ilustrujici princip zakladnich PVD metod: napafovani (nalevo)

« s 1
a napraSovani (napravo). 3

3.1.2. Chemické metody

Chemicka depozice z plynné faze (CVD, Chemical Vapour Deposition).
Metoda vyuzivajici chemickych reakci k naneseni vrstvy na substrat. Reakce vice latek
nebo rozklad pouze jedné latky za vzniku produktu, ktery néasledné pokryva substrat
tenkou vrstvou. Chemicka depozice probiha za zvysSené teploty dodanim energie

a vznikajici vedlejsi produkty jsou odstranény proudem plynu ¢i vakua.

Je vyuzivano i dalSich alternativnich zdroju energie jako je plazma ¢i optického
buzeni s tou vyhodou, Ze pozaduji nizsi teplotu na substratu. V dnesni dobé existuje
obrovské mnoZzstvi modifikaci této metody, napt. CVD za sniZeného tlaku (Low
Pressure CVD, LPCVD), CVD za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure CVD,
APCVD), CVD iniciované plasmou (Plasma Enhanced CVD, PECVD), epitaxe
atomovych vrstev (Atomic Layer CVD, ALCVD), CVD za pfitomnosti aerosolu
(Aerosol Assisted CVD, AACVD) atd. *°

Metoda samovolného uspoiadani ¢astic (Self-Assembled, SA). Metoda
zalozena na samovolném uspofadani castic chemisorpénim procesem na povrchu
substratu, ktery je ponofen do roztoku vhodného povrchové aktivniho organického

rozpoustédla.
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Samotna amfifilni molekula (molekula slozené z hydrofilni a hydrofobni slozky)
obsahuje z energetického hlediska tfi ¢asti: aktivni hlavicku neboli ¢elni skupinu,

alkylovy fetézec a koncovou skupinu.17

Ackoli se kombinace molekul a substratu u SA mtzou znacné lisit, spoleCnym
rysem pro systémy vytvofené touto metodou je povrchové aktivni hlavicka, ktera se
vaze na prislusny substrat chemisorpci. Vysledkem tohoto adsorpcéniho exoterického

procesu je ultratenkd monovrstva, jejiZ tloustka je dana délkou alkylového Fetézce. 8

Jako substrat k vytvotfeni vrstev se bézné¢ pouziva sklo, k jehoz cCisténi pred
samotnym ponofenim slouzi Piranha solution, coz je roztok kyseliny sirové a peroxidu
vodiku v rizném poméru. Cisténi subratu vede nejen k odstranéni nezadoucich necistot,

ale i k aktivaci hydroxylovych skupin na skle.

Ackoli metoda samovolné organizace castic slouzi k vytvofeni ultratenkych
vrstev, znaény vyvoj této metody piispél k jejimu rozvoji i pro tvorbu multivrstev
(metoda Layer-by-Layer, LBL). Hlavni vyhodou LBL je mala, jak instrumentalni, tak

1 ¢asova narocnost oproti ostatnim depozi¢nim metodam.

Sttidavé ponofeni substratu do roztokd zplsobuje adsorpci kladné a zdporné
nabitych latek na povrch substratu. Vysledkem je opac¢né nabity povrch, coz umoziuje

depozici dalsi vrstvy.

V praxi se Casto vyuzivd metoda LBL s poly (diallyldimethylammonium
chloridem), oznacovanym také jako PDDA a metoda LBL
s 3-aminopropyltriethoxysilanem neboli APTES. *°

Depozice ultrazvukem - Sonochemicka metoda. Metoda vyuZzivajici k aktivaci
chemickych reakci energie ultrazvuku. Pasobenim mechanického vInéni dochazi
K lokalnimu zfedéni ¢i zhoustnuti roztoku. Pii poklesu tlaku se na ¢&asticich tvofi
bubliny, které narlstaji a poté se rozpadaji s uvolnénim energie, coz vede k do¢asnému
nariistu tlaku a teploty. Vzniklé podminky vedou k destrukci prekurzort pii vyuziti

vhodného rozpoustédla (pfenos energie) a tvorbé pozadovanych vrstev. 20

Kolaps bubliny je velmi rychly exotermicky proces, ktery probihd jen nékolik
nanosekund. Rychla kinetika zabranuje rdstu jader. V kazdé kolabujici bubliné jsou
nukleacni centra, jejichz rist je omezen kratkym kolapsem, coz vyrazné snizuje
celkovou organizaci a krystalizaci vrstev. Ziskané vrstvy jsou homogenni a mohou se

lisit ve svych vlastnostech, tvarech ¢i struktute, vzdy vSak odpovidaji nanorozmériim.
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Nanocastice ukotvené na povrch substratu vytvorenim chemické vazby nelze odstranit

promytim. 2

Sonochemické metody vytvaii vrstvu po vrstve, takze po kompletni depozici
kazdé vrstvy dochazi ke vzniku detailné¢ homogenni vrstvy diky slinovani (spojeni)
sousednich ¢astic. Kvili vysoké povrchové energii, ktera Cini ¢astice velmi reaktivnimi,
dochazi k agregaci systému bez dostatecné ochrany. K zabranéni agregace se vyuziva

riiznych stabilizagnich &inidel.

V posledni dobé byly modifikovany nékteré metody pro ukladani stiibra na
vrstvy za snizené teploty. V pracich, zabyvajicich se metodou bezproudového
pokovovani * a metodou zalozené na redukénim srazeni polyolu, ** byly vyuzity jako
stabilizacni ¢inidla ve vod€ rozpustné polymerni latky, a to konkrétné¢ PVA
(polyvinylalkohol) a PVD (polyvinylpyrrolidon). Tyto stabilizacni ¢inidla brani pfi
depozici Ag na modifikované vrstvy jejich srdstani. V piipadé prvni metody, ktera
probihala za pfisné kontroly teploty, bylo potfeba k dosazeni pozadované tloustky
depozici né&kolikrat opakovat. V druhém piipadé nebyla vznikla vrstva zcela

homogenni.

Tyto prace dokazuji, Ze homogenni potazeni vrstvy muze byt problémem, avsak
sonochemie je efektivni metodou pro ukladani nanocastic stfibra na rizné keramické ¢i

sklenéné nosice.

Gedanken ve své praci vyuzil jako stabilizator PVP za pusobeni ultrazvuku,
¢imz dosahl homogenniho uspofadani Ag vrstvy. 262128 ltrazvuk vyvolava kavitaci,
coz znamena, ze k tvorbé, rustu a naslednému kolapsu bublin dochazi v bezprostiedni
blizkosti pevného materialu. Jadra nanocastic, vytvofenych z roztoku prekurzoru, jsou
tryskou naneseny na substrat po rozpadu bublin. Vysokd rychlost trysky zplisobuje

pfilnuti nano&astic na povrch, 2%
4. Modifikace a aplikace vrstev

Za poslednich 10 let doslo ke zna¢nému rozvoji aplikaci tenkych vrstev. Tyto
vrstvy jsou nejcastéji imobilizované na rizné druhy substrati, které slouzi pfedevSim
k detekci pomoci povrchové zesilené Ramanovy spektrometrie (Surface Enhanced

Raman Spectroscopy, SERS). Diky vysoké spolehlivosti a reprodukovatelnosti této
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metody, predstavuje SERS citlivy nastroj pro analytickou chemii. Dalsi vyhodou této
metody je mala asova naro¢nost a relativné malé naklady na ptipravu substratii. SERS
spociva v zesileni intenzity Ramanova signdlu. ZvySeni intenzity silné¢ zéavisi na
velikosti a tvaru nanostruktur, které toto zesileni zptsobuji. Mezi zakladni typ substratt

patii kovové nanocastice, zejména zlato a stiibro, imobilizované na pevném

podkladu. *

Vyvoj metody SERS s vyuzitim nanostruktur S sebou piinasi Sirokou Skalu
aplikaci od riznych oborti chemie, biologie, fyziky az po aplikace v lékafstvi nebo

dokonce aplikace na analyzu zivotniho prostiedi.

Imobilizovany systém kovovych nanocastic miize byt pouzit na piimou detekci
patogenil. Napiiklad Kahraman a kol.® pouzili SERS substrat piipraveny metodou
Layer-by-layer SA a uspe$né identifikovali dva druhy bakterii, Escherichia colii
a Staphylococcus cohnii s piesnosti na jediny organismus. Dalsi velmi slibny pfistup
prinesl Yan a kol.3* | ktefi vyuzili klastry nano&stic na tenké vrstvé zlata jako substrat

pro SERS k detekci rtiznych druht bakterii.

Kaminska a kol.*® ve své praci modifikovali kfemikové desticky dlouhym
fetézcem silanti zakoncenym thiolem, ktery pronikd do CTAB (hexadecyl trimethyl
ammonium bromid) dvojvrstvy a chemicky se védze na vrstvu nanocastic zlata.
Po naneseni proteinu (inhibitor trypsinu, BPTI) a aminokyseliny fenylalaninu byly
zkoumany vzijemné interakce s nanocasticemi zlata pomoci povrchové zesilené
Ramanovy spektroskopie. Srovnanim spekter proteinu a fenylalaninu v roztoku
imobilizovaném na zlatou vrstvu bylo dokéazano, ze orientace proteinu neni ndhodna.
SERS spektrum fenylalaninu bylo zcela odliSné od diive ziskanych spekter
aminokyselinovych zbytkii na holém kovu. Odlisné spektra byly pfisuzovany
aromatickym zbytklim, které pronikaji do dvojvrstvy, ktera indukuje konformacni

zmény proteinu.
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Obr. 4. Schématické znazornéni syntetickych kroki k vytvofeni nano¢asticového pole

s MUA, CTAB a NHS. %

Imobilizované tenké vrstvy nanocastic jsou dtlezité také pro lékaiské diagnozy,
napft. sledovani glukosy v krvi. Samotna detekce glukosy je velmi slozitym ukolem

kvali §patné adsorpci na samotném stfibrném povrchu. Schafer-Pertier a kol.®

poprvé
ve své praci popsali ptimou detekci glukosy pomoci SERS. Kli¢em k detekci glukosy
pomoci metody SERS byla povrchovd modifikace vrstvy pomoci alkanthiolu pro
usnadnéni adsorpce glukosy na povrchu kovu. Alkanthioly vyrazné zlepsily adsorpci
glukosy na tenké vrstvé stiibra, z nichZ jako nejucinnéjsi byl vybran dekanthiol. SERS
se prokazala jako slibnd specifickd a citlivd metoda, ktera fesi nedostatky ostatnich
technik. Napft. absorpce v IR oblasti je zavisla na teploté, pH a interferujici absorpci
vody nebo laserova polarografie, technika schopné detekovat 1 velmi nizké koncentrace,
detekuje i dalsi interferujici slozky s optickou aktivitou, které ¢ini tuto metodu znacné

nevyhodnou. Budouci aplikace se mohou tedy zaméfit i na detekci dalSich

fyziologickych analytii nebo detekci glukosy v komplexni smési biomolekul.
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Jednim z prikopnikt, kteti vyznamné piispéli k detekci DNA pomoci SERS,
byli Vo-Dinh a kolektiv.*” Pro 1¢kaiské diagnosy vyuzili barvivem oznadené DNA
snimace a nanostrukturované kovové substraty. Rhodamin ve 3 typech a kresylova

violet’ byly pouzity jako barviva.

Rhodamine 123 Rhodamine 6G

Obr. 5. Schéma ilustrujici SERS aktivni struktury barviv. ¥’

Genové snimace mohou byt pouzity k cilené detekci DNA (napf. genova
sekvence, bakterie, DNA vird) pomoci hybridizace s vyuzitim komplementarity
sekvence DNA ktémto snimac¢um. Dalsi jejich vyhodou je obrovsky potencial
v poskytovani citlivosti a selektivity. Pfed samotnym navazdnim DNA sond byla
modifikace samouspofadanych stiibrnych vrstev depositovanych na sklenény substrat
provadéna pomoci alkanthiolit. SERS v zakompilovany v systému HSERI
(Hyperspectral Surface-Enhanced Raman Imaging) ptedstavuje perspektivni metodu pro
identifikaci bun&cnych komponentii s vysokym prostorovym rozliSenim. Obdobny

postup byl vyuzit k detekci genu HIV a rakovinnych bunék. 38

Technologie vyuzivajici metodu SERS zaznamenaly vyrazny nardst poctu
aplikaci také v onkologické diagnostice. Jedna se predevSim o multiplexni detekci
a identifikaci novych biomarkert, nukleotidovych polymorfismi a cirkulujicich
nadorovych bunék (circulating tumor cells, CTC). Spole¢né s imunoSERS mikroskopii

pfedstavuje neinvazivni ndstroj pro histologické analyzy biopsii (vySetfeni vzorka
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tkan€) a pii detekci nadord ,,in vivo®“ Metoda SERS s vyuzitim nanocastic vykazuje

, 1 eay s o C1axio 39
obrovsky potencial téz i pro cilené zavedeni 1éCiv.

Detekce CTC je dualezitym diagnostickym milnikem. Lidska krev s bunikami
SKBR-3 jako model vyuzivajici anti-EpCAM (anti-epitelialni bunééna adhézni
molekula) na magnetické kulicce a SERS a anti-HER2 (lidsky epidermalni ristovy
receptor) byla vyuzita k izolaci cirkulujicich bunek rakoviny prsu a jejich nasledné

detekci s 99,7% piesnosti. *°

Tumor cell

EpCAM antibody

Anti-her2 antibod
< Y

<4 Biotag

?

Magnetic bead

Obr. 6. Tlustrace zobrazujici navazani magnetické kulicky na modelovou nadorovou

Y1 A
butiku. *°

SERS metoda je vysoce selektivni a predstavuje ideal pro rozvoj diagnostickych
testd. V ramci diagnostiky rakoviny vyZaduji testy zaloZzené na metodé¢ SERS malé
objemy vzorkd (n€kolik mikrolitr) a maji velmi nizké detekéni limity (az do
femtomolarni urovné). Vyznamny pokrok také zaznamenal vyvoj neoznacenych
substratti pro SERS slouzici identifikaci nadorovych vzorkd a predpoklada se, Ze tato

technika je velkym piislibem pro budouci generace pfi detekci rakoviny a jeji 1é¢by. *°
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4.1. Vlastnosti vrstev

Vlastnosti vysledné vrstvy nezalezi pouze na povlakovaném materilu, ale také
na vhodné zvolené metod¢ piipravy. Zatimco u chemickych metod neni mnohdy
potteba specialnich tlakd, tak oproti fyzikdlnim metodam vedou k pfipravé vrstev
o v&tsi tloustce (10° az 107 m). Na druhou stranu, ackoli je metoda zaloZend na
samouspoiadani castic pomérné¢ jednoducha a ekonomicky nenarocna, nemusi
poskytovat potfebnou homogenitu vrstvy jako je tomu naptiklad u sonochemickych

metod.

K charakterizaci vrstev je vyuzivano mnoho metod. Kromé¢ jiz zminéné optické
UV-VIS spektrometrie a mikroskopickych metod TEM a SEM, se dale vyuziva
mikroskopie atomarnich sil (Atomic Force Microscopy, AFM), difrakce rentgenovych

paprsku (X-Ray Diffraction, XRD).

Mikroskopie atomarnich sil snima trojrozmérny povrch vzorku ostrym hrotem
upevnéném na nosniku, ktery je ohyban v disledku ptisobeni pfitazlivych sil mezi
hrotem a povrchem vzorku. Na zakladé velikosti ohybt hrotu, ktery skenuje zkoumany

povrch vzorku, je moZné sestavit zvétseny obraz vrstvy. >

Difrakce rentgenovych paprskii se v pfipadé charakterizace tenkych filmi
vyuziva spole¢né s praSkovou metodou k ureni struktury pevnych latek. Detekce
difraktovaného zafeni vychazi z interakce rentgenového zateni s elektrony. Vzhledem
K uspofadani atomi dochazi K rozptylu a nasledné interferenci zafeni, coz vede
ke vzniku difrakénich maxim, z jejichz polohy, tvaru a intenzity 1ze ur¢it mikrostruktura

vrstev. 3t
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EXPERIMENTALNI CAST

5. Material, pristroje a pracovni postupy

5.1. Chemikalie

Kyselina 6-aminohexanova (p.a., Sigma-Aldrich), kyselina 8-aminooktanova
(p.a., Sigma-Aldrich), butylamin (p.a., Sigma-Aldrich), hexylamin
(p.a., Sigma-Aldrich), 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide methiodide
neboli EDC (p.a., Sigma-Aldrich), N-hydroxysulfosuccimide sodium neboli NHS
(p.a., Sigma-Aldrich), avidin (p.a., Sigma-Aldrich). Diky velké ¢istoté byly uvedené
chemikalie pouzity bez dalSiho pfecisténi. Vrstva nanocastic stiibra imobilizovana na

sklenéném substratu pfipravena dle postupu publikovaném Gedankenem. 26

5.2. Pouzité piistroje

Vrstvy byly charakterizovany pomoci skenujici elektronové mikroskopie (SEM,
Hitachi SU6600, Némecko). K méfeni Ramanovych spekter byl vyuZit Ramantv
spektroskop DXR Raman (Thermo Scientific, U.S.A.), kde byla vrstva méfena pfi
vinové délce laseru 532 nm a vykonu laseru na vzorek 2mW. Kazdé spektrum bylo

sloZeno s 32 mikroskent a expozi¢ni ¢as byl 1 s.

5.3. Pracovni postupy

5.3.1.  Priprava zasobnich roztoki

Zasobni vodné roztoky EDC, NHS, linkerG a odkryvacich ¢inidel (kyseliny
8-aminooktanové, 6-aminohexanové, butylaminu a hexylaminu) byly pfipraveny do
odmérnych bangk v objemu 25 ml a koncentraci 1-102 mol-I". Pro piipravu zasobniho
roztoku 6-aminohexanové kyseliny bylo pouzito 0,328 g této latky
s molekulovou hmotnosti 131,17. Roztok kyseliny 8-aminooktanové byl pftipraven
rozpusténim 0,398 g této latky s molekulovou hmotnosti 159,23 ve vod¢€. Na ptipravu

zasobniho roztoku butylaminu bylo pouZzito 0,24 ml této latky s molekulovou hmotnosti
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73,14. K pfipravé hexylaminu bylo odméfeno 0,33 ml této latky s molekulovou
hmotnosti 101,19. VSechny uvedené latky byly doplnény v 25 ml odmérné barnce
destilovanou vodou po rysku. K piipravé zasobniho roztoku EDC a NHS o koncentraci
1:10° mol-I* bylo navazeno 0,743 g EDC s molekulovou hmotnosti 297,18 a 0,543 g
NHS s molekulovou hmotnosti 217,13 a nasledné byly tyto latky rozpustény v 25 ml
bance a doplnény po rysku. Avidin o koncentraci 1 mg na ml byl pfipraven pifesnym

navazenim 1 mg standardu, ktery byl nasledn¢ rozpustén v 1 ml destilované vody.
5.3.2. Pouzité poméry a koncentrace

Z ptipravenych zasobnich roztokii byly vytvofeny dvojice o slozeni
aminokyselina - amin, a to kyselina 6-aminohexanova s butylaminem a kyselina
8-aminooktanova s hexylaminem. Uvedené dvojice byly pfipraveny ze zéasobnich
roztokii 0 koncentraci 1:10% mol-1* vpomérech 1:1, 2:1, 1:2, 1:3. Roztoky
v uvedenych pomérech ve vysledku nafedény destilovanou vodou na celkovou

koncentraci 1-10° mol-17.

EDC a NHS bylo pouzito v poméru 1:1. Dvojice EDC — NHS byla v tomto
poméru piipravena o koncentracich 1-10° mol-l’l, 2,5-10'3 mol-l’l, 5-10° mol-l‘l,
7510° mol'lt a 25102 moll*.  Odpovidajici pomdry byly pfipraveny

do mikrozkumavek, celkovy objem roztoku ¢inil 1 ml.

Koncentrace avidinu byla sledovana v rozmezi 5-10% - 2:10° mol-l’l, kde
jednotlivé koncentrani Urovn€ byly pfipraveny postupnym fedénim piedem

piipraveného zasobniho roztoku.
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Imobilizace avidinu

Cilem prace byla imobilizace avidinu na stfibrnou vrstvu s naslednym vyuzitim
pii studiu cirkulujicich nadorovych bunék. Vysledny systém ma charakter, jenz lze

znéazornit obrazkem 7.

@ avidin
@ biotin

Proteinovy komplex D

m g

I'Il""'llgiII

Ag Ag Ag - (Ag Ag Ag Ag Ag Ag (As Ag— {Ag— AgAe

Sklenény substrat

Obr. 7. Schématické znazornéni piipravené vrstvy s imobilizovanym avidinem a

cirkulujici nadorovou buiikou.

Z hlediska pozadavku na pfipravu modifikované vrstvy Sco nejlepsi
charakteristikou, citaje napfiklad celkovou homogenitu pokryti a ekonomickou
efektivitu, byly vybrany parametry, jejichz vliv byl v pribéhu prace sledovan. Zaprvé
byl studovan vliv délky fetézce linkeru a poméru dvojice aminokyselina — amin a vliv
koncentrace c¢inidel EDC a NHS. Knasledné imobilizaci avidinu byly vyuzity
Vv ptedchozi kapitole popsané poméry dvojice aminokyselina — amin, EDC — NHS
a koncentrace avidinu.

Prvni experiment slouzil kuréeni vhodného poméru a délky fetézce
kyselina — amin. Pfed kazdym experimentem byla stéibrna vrstva dikladné omyta
Vv destilované vod€¢. Ramanovo spektrum ziskané méfenim Cisté vrstvy je zobrazeno

na obrazku 8.
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Obr. 8. Spektrum blanku — ¢ista st¥ibrna vrstva.

Po naneseni 1 pl smési linkeru a odkryvaciho ¢inidla o poméru 1:1 a celkové
koncentraci 1-10° mol-1* byla tato vrstva proméfena znovu, vysledkem &ehoZ je
spektrum vyobrazené na obrazku 9. Ramanovské spektrum ziskané na vrstvé po
navazani aminti a aminokyselin obsahuje charakteristické pasy kolem 2850 cm™ (CH,

a CHj3) skupiny.
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Obr. 9. Spektrum stiibrné vrstvy po navazani amind.

Vliv délky uhlikatého fetézce a poméru aminokyselina — amin pro imobilizaci
avidinu byl jednou ze zakladnich otazek této prace. Prvni dvojice se skladala z kyseliny
6-aminohexanové a butylaminu, druha dvojice byla kombinaci 8-aminooktanové
a hexylaminu. Pfipravené dvojice roztokii o zvolené koncentraci se liSily o dva uhliky
ve svém fetézci kvili sférickym zabranam. Oba tyto pary byly nandSeny na stiibrnou
vrstvu v odpovidajicich pomérech. Tyto latky byly vybrany na zéklad¢ dobré interakce
stiibra s aminoskupinou, pfes kterou doSlo knavazéni téchto latek na vrstvu.
Vyhodnégjsi dvojici z hlediska délky fetézce byl urfen fetézec obsahujici kyselinu
8-aminooktanovou a hexylamin. Pfi pouziti této aminokyseliny v kombinaci s aminem
doslo k navazani dal od vrstvy kovu. Nejvhodnéjsim pomérem se ukazal pomér 1:3 této
dvojice. Pfi tomto poméru doslo k vytvoreni navazani aminokyseliny a aminu S nejvétsi

hustotou, ktera byla potiebna pro nejveétsi moznou imobilizaci proteinu.

Po ocisténi vrstvy bylo naneseno 8 kapek o objemu 1 pl obou dvojic

kyselina — amin ve vSech pfipravenych pomérech. Po zaschnuti vSech kapek byla vrstva
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zkoumana pomoci SERS. Vysledek experimentu je zndzornén na obrazku 10. Z obrazku
je patrné, ze podil nandSenych sloucenin (linkeru a dokryvaciho ¢inidla) neodpovida
jejich vyslednému zastoupeni na ptipravené vrstve. Podil aminokyseliny a aminu bylo
nutné vyladit tak, aby vétSina volnych karboxylovych skupin byla néasledné vyvazana
Avidinem. Dale byl vyuzivan jen pomér 1:3 kyseliny 8-aminooktanové a hexylaminu

o koncentraci 1-10° mol-17.
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Obr. 10. Graf znazoriwujici vliv podild funkéniho a dokryvaciho linkeru (aminokyselina

a amin) na realném zastoupeni vyse uvedenych linkerti na povrchu vrstvy.

Pro stanoveni nejvyhodnéjsi koncentrace EDC a NHS byly na vrstvu naneseny
4 kapky aminokyseliny a aminu. Po zaschnuti byly ptidany na kazdou kapku roztoky
EDC — NHS ve vsech ptipravenych koncentracich 0 objemu 1 pl. Tyto ¢inidla byly
pouzity pro aktivaci karboxylové skupiny na aminokyselin€é. Po pfidani aktivacnich
¢inidel na karboxylovou skupinu doslo k vytvoreni aktivované kyseliny, esteru, ktery je
schopen dale reagovat s aminoskupinou v nasem ptipadé¢ s proteinem za vzniku amidu.
Vrstva byla nasledné sledovana pomoci SERS. Byla uréena nejvhodnéjsi koncentrace
EDC-NHS pro aktivaci karboxylovych skupin. Nebyl shledan Zzadny vliv v rozmezi
pouzitych koncentraci. Koncentrace 2,5:10° mol-1* byla stanovena jako nevhodna
z hlediska malého mnoZstvi navazaného proteinu. Pii koncentraci 5-10° mol-I" doglo
k navazani daleko vétsiho mnozstvi proteinu. Oproti této koncentraci, koncentrace
7,5-10° mol-1* a2,5:102 mol-1™* uz nevykazovaly v&tsi zmény. Z tohoto ditvodu byla

koncentrace 5-10° mol-1" ur¢ena jako nejvyhodné;jsi, ktera byla dale pouzivéna.
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Aktivované karboxylové kyseliny jsou vhodné pro dalsi modifikace proteinu
diky dobré interakci karboxylové skupiny s aminoskupinou. Na pfipravenou vrstvu
aktivovanych karboxylovych skupin byl nanesen avidin o koncentraci 1-10° mol- 1™
Na obr. 11. Ize pozorovat Ramanovo spektrum po imobilizaci avidinu. Toto spektrum
obsahuje proteinové pasy Amid I, II a III, které znaci uspésné navazani proteinu na

povrch zesileny pomoci stiibrnych nanocastic.
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Obr. 11. Spektrum vrstvy po imobilizaci avidinu.

Ptipravend modifikovana vrstva byla zkoumana z hlediska navazaného mnozstvi
proteinu pomoci SERS. MnoZstvi navdzaného proteinu bylo studovéano v koncentracich
popsanych tUrovni V piislusném oddilu experimentdlni casti. Vysledek studia je
znazornén jako zéavislost intenzity spektralniho pasu 1650 cm™, ktery charakterizuje

strukturni ¢ast navazaného proteinu (Amid III) na obrazku 12.
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Obr. 12. Graf zavislosti intenzity pasu 1650 cm™ (Amid 11T) na mnozstvi avidinu

pridaného na vrstvu v prubéhu syntézy.

Jak je vidét vySe (obr. 12.), koncentrace avidinu ve vzorku A neni dostatena,
nebot’ u vzorku B dochazi k dal§imu nardstu tohoto pasu. U vzorka B — D se intenzita

viceméné neméni.

Pfipravend modifikovand vrstva s navdzanym avidinem byla také zkoumana

pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (obr. 13.).
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Obr. 13. SEM snimek vyse uvedené piipravené vrstvy.

6.2. Aplikace modifikované vrstvy na CTC

Pripravena modifikovana vrstva byla pouZita k detekci cirkulujicich nadorovych
bun¢k. CTC byly navazany na modifikovanou vrstvu avidinu pfes biotinylované
proteiny na povrchu bunky. Jako biotinyla¢ni ¢inidlo bylo vyuzito NHS — biotin.
Vysoka vzajemna afinita téchto proteinii vede k vytvofeni komplexu avidin — biotin.
Tento proces je velmi rychly a vznikly komplex je odolny vii¢i extrémnimu pH,

zménam teploty a riznym rozpoustédlim.

Obr. 14. znazorfiuje Ramanovské spektrum cirkulujici nadorové bunky
imobilizované na skle. Toto spektrum bylo nejdiive zméfeno bez pouziti zesilujici

stiibrné vrstvy.
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Obr. 14. Spektrum cirkulujici nadorové buiiky imobilizované na skle.

Ramanovské spektrum (obr. 15.) zobrazuje cirkulujici nadorové bunky
imobilizované na stiibrné vrstvé s avidinem. Imobilizace probehla ptes biotinylované
proteiny na povrchu bunky a naslednou vazbou s avidinem ukotveném na povrchu
modifikované sttibrné vrstvy. Srovnanim téchto spekter (obr. 14. a 15.) lze usoudit, Ze
cirkulujici nddorové bunky imobilizované na stfibrné vrstvé s avidinem vykazuji daleko
lep$i intenzitu signadlu v Ramanové spektroskopii nez cirkulujici nddorové bunky

imobilizované na skle.
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Obr. 15. Spektrum cirkulujici nadorové buiiky imobilizované na ziskané vrstvé

s avidinem — navazano ptes NHS-Biotin.
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Obr. 16. Obrazek bunky pies mikroskop Ramanova spektrometru, objektiv 50x.

Cirkulujici nadorova bunka - rakoviny prsu zobrazena pomoci mikroskopu na
Ramanové spektroskopu s objektivem 50x. (obr. 16.).

-4800 -4795

-4805

-4810

Position (micrometers)

-4815

-4825

-8340 -8335 -8330 - -8310
Position (micrometers)

Obr. 17. Ramanovska mapa ziskana skenovanim vySe uvedené bunky s prostorovym

rozliSenim 1 pm.
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Ramanovskd mapa vySe uvedené bunky ziskand imobilizaci této buiky na
modifikované vrstvé. Barevna Skala odpovida absolutni intenzité pasu odpovidajiciho

Amidu III. Cervend je nejintenzivngj$i a modra nejmin intenzivni.
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ZAVER

Prace se zabyvala piipravou modifikovanych vrstev stfibra pro selektivni detekci
fyziologicky aktivnich latek pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie.
Cilem této prace bylo vyvinout metodu slouzici k efektivni detekci cirkulujicich
nadorovych bunék pomoci imobilizace proteinu. Vliv jednotlivych parametri byl

studovan pomoci SERS.

K experimentu byla vyuZzita vrstva nanocéstic stiibra imobilizovand na
sklenéném substratu, ktera slouzila K zesileni Ramanova signalu. Samotna modifikace
byla provaddéna na stiibrnou vrstvu pomoci funkéniho a odkryvaciho linkeru,
aktivacnich ¢inidel a avidinu. Pro funkci linkeru byly zvoleny dvé dvojice o slozeni
aminokyselina — amin, a to konkrétné kyselina 6-aminohexanova s butylaminem
a kyselina 8-aminooktanova s hexylaminem. U vytvofenych parti byl studovan vliv
pomeéra a délky uhlikatého fetézce. Na zéklad€ spekter bylo uréeno rozlozeni linkerti na
povrchu stiibrné vrstvy, které hralo dulezitou roli pro imobilizaci proteinu. Déle byla
zkoumana koncentrace smési slozek EDC — NHS, jejichZz funkce spocivala v aktivaci
karboxylovych skupin pro nésledné navazani co nejvétsiho mnozstvi avidinu. Pouzitim
nevhodné koncentrace by mohlo dojit k aktivaci jen urcitého poctu volnych
karboxylovych skupin, coz znamend, Ze ostatni volné karboxylové skupiny by pro
naslednou imobilizaci proteinu zlstaly nevyuZity. Poslednim sledovanym parametrem
byla koncentrace avidinu. Riizné koncentrace proteinu zpiisobily rozdilné pokryti
stiibrné vrstvy, kterd byla dale vyuzita pro selektivni detekci cirkulujicich nadorovych

bunék.
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SUMMARY

This bachelor thesis is aimed on a study of parameters influencing
a modification of silver films for a selective detection of physiological important
markers using surface enhanced Raman spectroscopy. The parameters covered ratio and
concentration of linker and covering compound, concentration and ratio of substances
used for activation of free surface located carboxyl groups and last but not least, amount
of immobilized protein. The main goal of here subjected thesis was to develop a method
for a fundamental study of protein composition of immobilized circulating cells.

The influence of each of selected parameters was studied through SERS.

Experiment was based on utilization of a silver film, immobilized on a glass
substrate, which served as an enhancement of the Raman signal. The modification itself
was performed using set of linker and covering agent, where two pairs of amino
acid — amine and specifically 6-aminohexnoic acid with butylamine and 8-aminooctane
acid with hexilamine were used. The formed pairs were studies for the influence
of ratio and length of carbonaceous chain. Based on the spectrum, the composition
of linkers on the surface of the silver layer was determined, which played an important
role in the immobilization of proteins. The carboxyl groups of immobilized linker were
activated using a set of EDC and NHS. The concentration of a mixture of components
was also examined and evaluated. Concentration of avidin was evaluated in order
to achieve highest possible coverage of the as prepared layer. Finally prepared layer was
afterwards utilized for a study of protein composition of immobilized circulating tumor

cells.
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