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Seznam zkratek

ATR
BSA
CD
DNA
FA free
FTIR

HSA
IC

IF
L-CPL

MRE
MW
NCs
NIR
NPs
PKa
R-CPL

uv
VIS

attenuated total reflactance, zeslabeny uplny odraz

bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin

circular dichroism, cirkuléarni dichroismus

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

fatty acid free, bez obsahu mastnych kyselin

Fourier-transform infrared spectroscopy, infracervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci

human serum albumin, lidsky sérovy albumin

infraCervena spektroskopie

intenzita fluorescence

left-handed circularly polarized light, levostranné kruhové polarizované
svétlo

mean residue ellipticity, méfena molarni elipticita molekuly

microwave, mikroviny

nanoclusters, nanoklastry

near-infrared spectroscopy, blizka infracervena spektroskopie
nanoparticles, nanocastice

zéporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty

right-handed circularly polarized light, pravostranné kruhové
polarizované svétlo

ultraviolet, ultrafialové zafeni

visible, viditelné zaieni



1 Uvod

Nanomaterialy, tvofeny vzacnymi kovy, se zajimavymi optickymi, magnetickymi a
chemickymi vlastnostmi zavislymi na jejich velikosti, jsou intenzivné¢ zkoumany nejen pro
jejich zékladni védecky piinos, ale také pro jejich technologické aplikace. Piedevsim
fluorescenéni kovové nanoklastry (NCs) zaujimaji velkou pozornost diky jejich unikatnim
fyzikalné-chemickym vlastnostem, jako jsou silna fotoluminiscence, fotostabilita, emisni
rychlost a mald velikost. Tyto vlastnosti, které dopliuji vlastnosti konvencnich fluorofort,
z nich vytvaii novou tiidu biokompatibilnich fluorofori pro aplikaci v biologickych
analyzach, zobrazovani, a pfedev§im umoziuji jejich vyuziti v oblasti fluorescen¢niho
znaceni (Shang et al., 2011; L. Zhang et al., 2014).

V teoretické Casti této diplomové prace (DP) byly shromazdény literarni zdroje
vztahujici se k tématu monometalickych a bimetalickych nanoklastrti a byla vypracovana
literarni reserSe na dané téma. Jako templat a zaroven redukéni ¢inidlo pro nanoklastry
mono- a bimetalicke, které byly syntetizovany a zkoumany v této DP, byl zvolen albumin
hovéziho séra (BSA). Ackoliv bylo publikovdno jiz hojné mnozstvi védeckych ¢lanka o
nanoklastrech vyuzivajicich pti syntéze BSA, dosud nebyl nikde popsan vliv Cistoty BSA
na vznik nanoklastri.

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla provadéna V laboratofich na Katedie
biofyziky Univerzity Palackého v Olomouci pod vedenim Doc. RNDr. Karoliny
Machalové Sigkové, Ph.D.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Nanoklastry

Nanoklastry vzacnych kovi (NCs) jako Ag a Au s velikosti pod 2 nm jsou znamy jako
jedny z nejdtlezitéjsich pokrocilych materiali a v poslednim desetileti se t€si velkému
zajmu veédeckych tymi (Toshima, 2009). Obsahuji nékolik desitek az stovek atomu
vzacnych kovii a svym chovanim jsou pfirovnavany kK molekulam, tedy zna¢né se lisi od
atomll 1 nanocCastic a tvoii mezi nimi jisty mezistupen. Nanoklastry jsou svoji velikosti
srovnatelné s Fermiho vilnovou délkou elektronu (ca 0,7 nm), a proto vykazuji diskrétni
elektronické stavy a fluorescenci zavislou na jejich velikosti. Zajimavé vlastnosti, jako
napiiklad velmi dobra biokompatibilita a fotostabilita, z nich ¢ini idedlni fluorescencni
znaCky pro zobrazovani biologickych entit (Shang et al., 2011; Hu et al., 2012; Zhao et al.,
2015; Zheng et al., 2015).

2.1.1 Monometalické nanoklastry

Rozsahl¢ studie se soustfedi pfedevSim na nanoklastry se silnou luminiscenci jako
napiiklad Au NCs, Ag NCs, Pt NCs, Pd NCs, které jsou pfipravovany s vyuzitim
peptidovych, proteinovych, dendrimerovych a DNA templatt, a to pfedevsim pro jejich
stabilitu a biokompatibilitu. Tyto nanoklastry piitahuji pozornost diky Siroké skale vyuziti,
coz zahrnuje katalyzu, detekci biomolekul, fotoniku a molekularni elektroniku. Mezi
témito kovy jsou v poslednich n€kolika desetiletich intenzivné zkoumany predevsim zlaté
nanoklastry, protoze jiz bylo prokdzano, ze proteiny jako napiiklad BSA nebo HSA jsou
obohaceny o N-koncové aminy a cysteinové zbytky. Tato mista vykazuji velmi dobré
koordina¢ni schopnosti s ionty prechodnych kovii jako je Au®* (ale také Cu?* ¢i Bi**). Bylo
také prokdzano, ze proteiny obsahujici dostatecné mnoZstvi cysteinu mohou reagovat
s kyselinou chlorozlatitou za tvorby zlatych nanoklastri s ¢ervenou fotoluminiscenci
(Grohn et al., 2000; Ritchie et al., 2007; Zheng et al., 2015; Mu et al., 2017; Tian et al.,
2017). Zlaté nanoklastry (NCs) byvaji téz znamé pod nazvem fluorescencni zlaté (Au)

nanocastice (NPs), ackoliv z terminologického hlediska je toto oznaceni zavadéjici.
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Nanoklastry zlata obsahuji desitky az nékolik desitek Au atomil a jejich vyuziti je vyhodné
Z hlediska jejich rozpustnosti ve vod¢, nizké toxicité, vyznaénym fotofyzikalnim
vlastnostem a snadné povrchové modifikaci, coz je déla vhodnymi pro vyuziti napiiklad
v oblastech molekularniho zobrazovani (Hsu et al., 2016). Navic jsou zlaté nanocastice
chemicky inertni, biokompatibilni a maji vysokou elektronovou hustotu. Stiibrné
nanoklastry maji nejvyssi elektrickou vodivost a vyborné fotoluminiscencni vlastnosti ve
srovnani s ostatnimi kovovymi nanoklastry. Hlavni pfednosti stiibrnych nanoklastri je
cena. JelikoZ jsou cenové dostupnéj$i nez ostatni vzacné kovy, zaujimaji v poslednich
letech tolik pozornosti. Nicméné jejich pouziti je omezené, nebot’ pii syntéze stabilnich Ag
NCs mohou vznikat jisté komplikace vzhledem k jejich vysoké povrchové energii, ktera
zpusobuje jejich nevratnou agregaci (Ghosh et al., 2008; Zheng et al., 2015; Wang et al.,
2018).

2.1.2 Bimetalické nanoklastry

Jak z védeckého, tak z technologického pohledu jsou zajimav¢jsi bimetalické nanoklastry,
které jsou slozeny ze dvou raznych kovovych prvka (napf. Au a Ag) a pii srovnani
s monometalickymi nanoklastry maji odlisné chovani i katalytické vlastnosti. Ptiddni
druhého kovového prvku muze zlepsit katalytické vlastnosti pivodnich jednokovovych
katalyzatorG a vytvofit nové vlastnosti, kterych by plsobenim monometalickych
katalyzator nebylo dosazeno (Toshima, 2009; Zheng et al., 2015).

Tyto bimetalické nanoklastry jsou rovnéz velice nadéjné kviili tzv. synergickému
efektu, diky kterému vykazuji vyssi fluorescenéni intenzitu. Bylo zjisténo, Ze zvySena
intenzita fluorescence bimetalickych Au-Ag NCs miize byt zavisla na mnozstvi piidaného
Ag (N. Zhang et al., 2014). Synergicky katalyticky efekt je definovan jako urcity druh
kooperace mezi rliznymi sloZkami nebo aktivnimi misty v jednom katalyzatoru, coz ma za
nasledek vyrazné ¢i dokonce napadné zvySeni katalytickych vykonil. Tento efekt musi byt
pfitomen mezi rozdilnymi katalytickymi komponentami, slozkami nebo mezi

katalytickymi slozkami a nosi¢i (Toshima et al., 1998; Shi, 2012; Zhai et al., 2018).
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2.1.3 Priprava nanoklastri

V posledni dobé bylo pouzito hned né¢kolik metod pro pripravu bimetalickych nanoklastri.
pripravou vétSich nanocCastic a nékteré syntézy vyzaduji delsi Cas piipravy nebo
komplikované postupy. Pro syntézu vysoce fluoreskujicich kovovych NCs byvaji jako
templaty vyuzivany biologické makromolekuly jako jsou peptidy a proteiny. Ve srovnani
s kratkymi peptidy, dlouhé a slozité proteiny poskytuji bohata vazebna mista, ktera mohou
potencialné vazat a dale redukovat kovové ionty (Shang et al., 2011). Roku 2009
publikovali Xie et al., pfipravu nanoklastrti s emisi v ¢ervené oblasti. Jejich nanoklastry
(BSA-Au) vznikaly za reak¢énich podminek 37 °C a pH 12, s vyuzitim hovéziho sérového
albuminu (BSA) jako templatu (Xie et al, 2009). Tyto nanoklastry vykazovaly vyssi
fotostabilitu, rozpustnost a vysoky kvantovy vytézek (~ 6 %). Je tfeba poznamenat, Ze
V celém procesu nebyla zapojena Zadna dalsi chemicka redukéni ¢inidla ¢i ligandy a autoti
navrhli pravdépodobny mechanismus biomineralizace, tedy piipravy nanoklastra
S vyuzitim proteinu jako templatu.

Dalsim ptikladem muze byt piiprava Au NCs pomoci chemické redukce (napf. s NaBH4)
Z Au prekurzort v piitomnosti thioli (napf. glutathion). Zatimco tyto NCs fluoreskovaly
v modré a IC oblasti, kvantové vytézky byly pomérné nizké (0,001 % - 0,1 %). Pozdé&ji
byly Au NCs s vytézky >10 % pfipraveny s vyuzitim poly(amidoamin)dendrimeru jako
templatu. Nicméné tato syntéza vyzadovala dobu ptipravy dva dny a vysledkem byly velké
nanocastice jako vedlejsi produkty reakce (Xie et al., 2009; Wang et al., 2018). Proto je
Vv soucasné dob¢ potieba objevit rychlou a u¢innou metodu k syntéze NCs (Toshima, 2009;
Zheng et al., 2015).

12
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Obrazek 1: (A) Obrazek Au nanoklastr potizenych pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM).
(B) Fotografie Au nanoklastrii (pfevzato a upraveno ze Zhao et al., 2014).

2.1.4 Mikrovinné syntézy NCs

V soucasné dob¢ se vysoce emitujici BSA-Au NCs ptfipravuji pomoci mikrovinné syntézy.
Tato syntéza zaujimad pozornost predevsim poskytovanim uniformniho ohiivani smési
v kratkém reakénim Case, nizké spotfebé energie a Setrnosti k zivotnimu prostiedi. Hnaci
sila pro urychleni chemickych reakci pochazi z elektromagnetického pole, vznikajiciho
oscilacnim tfenim mezi polarizovanymi molekulami, které zahtiva celou smés. Proto je
mikrovinnd energie Casto vyuzivdna ke zkraceni reakéni doby a vytvofeni jednotnych
nanokrystalii z hlediska velikosti a slozeni. Cas piipravy BSA-Au NCs miize byt zkracen
Z ptivodnich 12 hodin na méné nez 20 minut (Cao et al., 2013; Cui et al., 2014; Chen et al.,
2015; Hsu et al., 2016).

mikroviny
BSA/AuUCl, biokonjugaty BSA-Au NCs

Obrézek 2: Schéma analyzy zlatych nanoklastrti s BSA (pfevzato a upraveno ze Hsu et al., 2016).
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Prvni syntéza fluorescencnich NCs s proteinem, ktery slouzil jako templat, byla
zvetejnéna Ying et al. v roce 2009. Od té doby bylo demonstrovano, ze rozmanité druhy a
mnozstvi proteint, zahrnujicich BSA, lidsky sérovy albumin, lysozym, lactoferin,
kfenovou peroxidazu a spoustu dalSich, Ize uspésné pouzit pro syntézu luminiscenénich
nanoklastrii. Zajimavou vlastnosti proteinem stabilizovanych nanoklastri je, ze vétSina
proteini ma schopnost si udrzet svoji vnifni biologickou aktivitu, coz vede k pfipraveé
biokonjugétii typu protein-nanoklastr s rozmanitym biologickym vyuzitim. Ptikladem
vyuziti mize byt naptiklad zacileni mista nddoru, indikace intracelularniho pH a diky
mimotadné kapacité pro vazbu ligandt také vyuziti ve farmaceutickém priamyslu (Shang et

al., 2011; Yu et al., 2016; Chi et al., 2018).

2.2 BSA

Jednim z nejvice studovanych proteind k Syntéze ruznorodych nanoklastrii je hovézi
sérovy albumin (BSA, zangl. bovine serum albumin) (Huang et al., 2010). Vysoka
homologie (76 %) a nizkd cena BSA jej ¢ini vhodnéjSim templatem oproti lidskému
sérovému albuminu (HSA, z angl. human serum albumin), jehoZ krystalicka struktura a
vazba s mastnymi kyselinami byla jiz dfive charakterizovana. Sérovy albumin je hlavnim
extracelularnim proteinem a nejdalezitéjSim proteinem v obéhovém systému obratlovcil a
vyznamné fyzikalni vlastnosti jako je transport endogennich a exogennich latek, transport
mastnych kyselin, jinak nerozpustnych v cirkulujici plazmé, aminokyselin, steroida a 1é¢iv,
udrzovani krevniho osmotického tlaku, odbouravani volnych radikali a inhibice agregace
krevnich desti¢ek a krevnich srazenin (Huang et al., 2004; Mu et al., 2017; Chi et al,,
2018).

2.2.1 Struktura BSA

Strukturné je BSA o molekulové hmotnosti 69 000 tvofen jednim polypeptidovym
fetézcem, ktery je sloZen z 583 aminokyselinovych zbytkd a jeho sekundarni struktura je

pfevazné a-helikalni. Tercialni struktura BSA je sloZena ze tifi homolognich domén se
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dvéma tryptofany na pozicich 134 a 212, které také nejvice prispivaji k intenzité
fluorescence (kolem 95 %), a 35 cysteinovymi zbytky formujicimi disulfidické vazby.
Homologni domény (I, II, IIT) jsou rozdéleny na devét smycek (L1-L9) pomoci sedmnacti
disulfidickych vazeb. Smycky v kazdé doméné jsou tvorfeny sekvenci velka-mala-velka
smycka, vytvarejicich triplet. Kazda doména je pak produktem dvou subdomén (IA, IB,
etc.) (Papadopoulou et al., 2005; Ravindran et al., 2010; Chi et al., 2018).

Obrézek 3: Struktura BSA s vyznacenymi Tryptofanovymi zbytky (pievzato a upraveno z Li, 2017).

Sérovy albumin muize velmi snadno podstoupit konformacni zmény se zménami pH
hodnot a jeho prostorova struktura, formovana spiralizaci a skladanim, je zakladem jeho
biologické aktivity (Chi et al., 2018). Biologicka funkce proteinu totiz zavisi na jeho
konformaci. Nejvice informativni metodou ke studiu 3D struktury proteind je rentgenova
krystalografie, kterd poskytuje informace o atomovych vzdalenostech krystalické
slouceniny. Tato metoda neni vzdy pouZitelnd, protoze ne vSechny proteiny mohou byt
snadno krystalizovany, a navic proteiny jen ziidka existuji jako krystaly za fyziologickych
podminek, ale jsou rozpustné v cytosolu nebo spojené s jinymi slozkami buiky. K udrzeni
optimalni biologické aktivity proteint je ¢asto vyZadovana jejich nativni forma oznacovana
jako ,,N“. Ta se pfevazn¢ objevuje pii neutrdlnim pH. Oznaceni ,.B“ je pro bazickou

formu, objevujici se nad pH=8 a kone¢né ,,F* znaci rychle se pohybujici formu BSA, ktera
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se objevuje pii hodnotach pH<4,3 (Huang et al., 2004; Cao et al., 2013). V takovém silné
kyselém prostfedi l1ze sledovat predev§im zmény sekundéarni struktury BSA, kdy tato
struktura jiz neni kompaktni, a také zmény hodnot fluorescence. V kyselém a bazickém
prostiedi jsou hodnoty fluorescence niz$i, zatimco pii pH 6-7 je hodnota fluorescence
nejvyssi, coz ukazuje, ze struktura BSA je pfi této pH hodnoté kompaktni a hydrofobicita

Tyr a Trp zbytkt nejslabsi (Chi et al., 2018).

2.2.2 Role BSA pri tvorbé NCs

ProtoZe pH zasadné ovlivituje proteinovou strukturu, je povazovano za klicovy faktor ve
tvorbé BSA-Au NCs. S rostoucim pH od 9-11 roste intenzita fluorescence BSA-Au
komplexu. To je zplsobeno ptfedev§im vzristem redukénich schopnosti BSA a tvorbou
AuNCs. Béhem piipravy nanoklastrii proteiny nejprve koordinuji s Au®* skrz cysteinové
zbytky, které vystupuji jako templaty, za vzniku silné Au-S vazby. Fenolicka skupina
tyrosinového zbytku BSA, kterd ma reduk¢ni schopnosti v alkalickém prostiedi, je
nasledné zodpovédna za redukci Au* na Au® ptfi pH hodnoté vétsi, nez je hodnota pKa
tyrosinu (Papadopoulou et al., 2005; Wang et al., 2018). To znamena, Ze proteiny vystupuji
jako redukujici a stabiliza¢ni Cinidla. Pi1 nizké bazické pH hodnoté (pH<10) BSA
nevykazuje redukcni efekt a je omezena tvorba BSA-Au NCs. Oproti tomu pii hodnotach
pH vysSich nez 11 mize byt fluorescencni intenzita BSA-Au nanoklastri snizena

piitomnosti hydroxidu sodného o vysoké koncentraci (Hsu et al., 2016).

2.3 Fluorescence

K pozoruhodnému nérustu vyuzivani fluorescence v biologickych védach doSlo béhem
uplynulych dvaceti let. Tato metoda je dnes dominantni ptfedev§im v oblasti
biotechnologii, pritokové cytometrie, 1ékatské diagnostiky nebo také sekvenovani DNA.
Za primarni vyzkumné nastroje Vv oblasti biofyziky a biochemie jsou povazovany
predevsim fluorescenéni spektroskopie a asové rozliSend fluorescence. Vysoka citlivost a
Siroka Skala vyuziti fluorescencni spektroskopie z ni délaji cennou metodu v oblastech jako

je klinicka, ¢i forenzni chemie.
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V zavislosti na povaze emitovaného svétla muzeme rozliSovat dvé formy
luminiscen¢niho jevu — fluorescenci a fosforescenci. Dle Vavilova Ize luminiscenci chapat
jako zafeni télesa (obvykle v oblasti UV-VIS-NIR), které piedstavuje prebytek nad
tepelnym rovnovaznym zarenim, kdy toto zafeni ma néjakou konecnou dobu trvani,
podstatné prevysujici periodu svételnych kmitti. Zakladnimi charakteristikami jsou tedy
dlouhd a kone¢na doba trvani a dale také to, Ze dochazi k odd€leni procesti excitace a
emise prechodovymi dé&ji a stavy (Johnson et al., 1977; Lakowicz, 2006; Kubala, 2018).

Jak jiz bylo zminéno, fluorescence je formou luminiscen¢niho jevu a lze ji
definovat jako emisi svétla latky, ktera absorbovala svétlo nebo byla excitovana jinym
zpusobem. Emitované svétlo ma ve vétsiné ptipadi delsi vinovou délku (niZsi energii) nez
absorbované svétlo (Li et al., 2014). Fluorescence je vysledkem tfistupnového procesu
(excitace, excitovany stav, emise), ktery se vyskytuje u uréitych molekul (obecné
pfedev§im u polyaromatickych uhlovodikli nebo heterocykl) nazyvanych fluorofory ¢i
fluorescencni barviva. Fluorescencni sonda je fluorofor konstruovany tak, aby reagoval na
specificky podnét v urcité oblasti biologickeho vzorku. K ilustraci procesu, ktery nastava
mezi emisi a absorpci svétla, je hojné¢ vyuzivan Jablonského diagram (Thermofisher

Scientific, 2010; Ao et al., 2016).

2.3.1 Jablonského diagram

Vychozim bodem pro diskusi o absorpci a emisi svétla jsou Jablonského diagramy, které se
pouzivaji v ruznych forméach a ilustruji molekularni procesy, které mohou nastat
v excitovanych stavech. Tyto diagramy jsou pojmenovany dle profesora Alexandra
Jablonského, a to zejména na pocest jeho mnohym uspéchiim pfi studiu této problematiky,

véetné definovani pojmu ,,anizotropie® pro popis polarizované emise z roztokii (Lakowicz,

2006).
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Obréazek 4: Zjednoduseny Jablonského diagram ukazujici molekulové procesy béhem excitaéniho a
emisniho cyklu fluoroforu. Na obrdzku je znazornén singletovy zakladni stav (So), prvni (S1) a druhy (S)
excitovany elektronovy stav. V kazdém elektronovém energetickém stavu jsou rizné vibraéni energetické
urovné, zobrazeny jako 0, 1 a 2. Fluorofor mize existovat v jakékoliv z téchto vibracnich energetickych

urovni. Po absorpci svétla je fluorofor obvykle excitovan na vy$§i vibraéni troven prvniho Si nebo druhého

v

zvaného vnitini konverze. Tento proces se obvykle vyskytuje v rozmezi 10 ps nebo méné a je obecné
dokoncen pied emisi svétla. Vzhledem k tomu, Ze fluorofor ztraci energii béhem tohoto procesu, emitované
svétlo ma obvykle niZsi energii nez absorbované svétlo. Nakonec fluorofor emituje svétlo, kdyz se vrati do

zakladniho stavu Sy (ptevzato a upraveno z Ao et al., 2016).

2.4 Zobrazovaci techniky

Vyvoj luminiscen¢nich nanomateridlti jako fluorescencnich znacek je velmi zajimavou
oblasti vyzkumu. Dodnes bylo objeveno n€kolik typti luminiscencnich nanomateriala a ve
srovnani s jiz existujicimi fluorescen¢nimi proteiny a molekulovymi barvivy, jejichz
vyhoda spoéiva piedev§im v jejich malé velikosti, kompatibilit¢ a velkém detekénim
signalu, vykazuji NCs coby fluorescenéni znacky dokonalejsi fotofyzikalni vlastnosti.
V duisledku toho se oéekava, ze by v budoucnu mohly doplnit nebo dokonce zcela nahradit
konvenéni fluorescen¢ni sondy a nabidnout tak nové moznosti v oblastech nanomediciny a
biosenzoringu (Shang et al., 2011; Zhang et al., 2018).

MozZnou oblasti pouziti fluorescencnich kovovych nanoklastrii je biodetekce, jelikoz
maji slibné vyuziti jako optické reportéry v biologické detekci, a to pfedevs§im diky jejich
vlastnostem jako je mald velikost, biokompatibilita a v porovnani s bézné pouzivanymi
CdSe/ZnS NPs, take nizka toxicita.

Prvni moznosti biodetekce je vyuziti NCs jako senzori kovovych iontd. Bylo

zjiSténo, ze DNA stabilizovand Ag NCs miiZze slouzit jako dobry indikéator pro selektivni
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identifikaci Hg?" zaloZzené na zhaSeni fluorescence kovovych NCs pomoci Hg?*. Tyto
vysoce toxické ionty a jejich negativni vliv, predevSim na mozek, ledviny a nervovy
systém 1 ve velmi nizké koncentraci, jsou velmi dobfe znamé. Dalsi moznosti je detekce
malych biomolekul, proteinii a nukleovych kyselin (Shang et al., 2011; Mathew et al.,
2014; Huang et al., 2018; Ju et al., 2018; Zhang et al., 2018; Liu et al., 2019).

Lin et al. vyuzili Au NCs jako fluorescencnich znacek pro znaceni rakovinnych
bunék a bunék normalnich. Vysledky ukazaly, ze fluorescen¢ni signaly byly distribuovany
nejen v cytoplazmeé, ale Ze vétSina signali pochazela ptedevs§im z buné¢ného jadra obou
typt bunéénych linii. Pozdéji ptisla skupina Wanga et al. s novou strategii pro syntézu
AuNCs a tu pouzili ve fluorescenénim zobrazovani in vivo. Fluorescencéni Au nanoklastry
byly spontanné biosyntetizovany rakovinnou buinikou (Hep G2, leukemickd buné¢na linie),
skrz redukci Au®* vcytoplazmé buiiky, a nakonec koncentrovany kolem jadra. To
umoznilo velmi precizni bunééné zobrazovani a novou strategii pro fluorescenéni
bioznaceni nadort, coz otevira moznosti pro biomedicinské aplikace vyzadujici specifické
a senzitivni zobrazovani nadort bez piimé injektace nanocastic (L. Zhang et al., 2014).

Multifunkéni nano-konjugaty =zalozené nejen na kovovych (pfedevSim Au)
nanoklastrech jsou aplikovany jako fluorescenéni sondy pro zobrazovani nadort. Vyuziti
BSA-Au nanoklastrit bylo studovdno skupinou Gu et al., kdy AuNCs byly konjugovany
s methioninem (Met) a fluorescen¢nim barvivem (MPA) za vzniku sondy Au-Met-MPA.
Konkrétné byla studovana internalizace BSA-Au a Au-Met-MPA pomoci normélnich a
nadorovych bun¢k. Vysledné obrazky z fluorescencni mikroskopie ukazaly u normalnich
bunék pouze slabou fluorescenci pomoci Au NCs, coz ukazuje, ze se do bunky dostalo jen
velmi malé mnozstvi BSA-Au nebo Au-Met-MPA. Oproti tomu Au NCs v nadorovych
buiikdch ukazaly velmi silnou fluorescenci. Fluorescence bunék inkubovanych
s komplexem Au-Met-MPA, ktery ma ziejmé schopnost pronikat do cytoplazmy a jadra
nadorovych bunck, mize nejspi§ zastinit fluorescenci bunék upravenych pomoci BSA-Au.
Pfitomnost Met na povrchu Au nanoklastrii tedy zvyhodnilo schopnost zacilit nador, coz
také zvysilo jeho absorpci nadorovymi buitkami (Chen et al., 2012; Ch. Wang et al., 2013;
J.G. Wang et al., 2013; L. Zhang et al., 2014).

I ptfes zna¢ny pokrok v otdzce kovovych nanoklastrli ziistava stale fada vyzev, které
musi byt dale objasnény. Jednou z hlavnich vyzev je nedostatek efektivnich zptisobu

ptipravy velikostné pfesné kontrolovanych kovovych NCs vysoké kvality a vytézku.
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Kritické body syntézy kovovych NC jsou pravé zejména vysoka istota a monodisperzita.
Mnoho vyzkumua se dosud soustiedilo na Au a Ag NCs. Teprve v poslednich letech se
postupné zacaly objevovat studie Cu a dalSich kovovych NCs a tyto nové vznikajici
nanoklastry vykazovaly také jedine¢né a vynikajici vlastnosti. Ty je ¢ini potencialné
uzite¢nymi pro Sirokou $kalu aplikaci v oblasti fluorescenéni detekce. Proto je nezbytné
vyvinout metody pro syntézu dalSich kovovych nanoklastrii, véetné velikostné fizené
syntézy a charakterizace struktury. V uplynulych desetiletich bylo dosazeno vyznamného
pokroku v oblasti nanoklastrti uslechtilych kovii a do budoucna se predpoklada jejich
uplatnéni pti feSeni dulezitych otdzek souvisejicich s nejriznéj$imi oblastmi vyzkumu,

zejména in vitro/in vivo zobrazovani (L. Zhang et al., 2014).

2.5 Cirkularni dichroismus CD

Studium struktury proteinii a rychla charakterizace novych proteini ma velky vyznam
piedeviim pro oblasti strukturni genomiky a proteomiky. Siroce vyuZzivanou metodou pro
rychlé vyhodnoceni sekundarni struktury a vazebnych vlastnosti proteinti je cirkularni
dichroismus (CD). Je definovan struéné jako rozdil v absorbanci levoto¢ivého (L-CPL) a
pravotocivého (R-CPL) kruhové polarizovaného svétla. Tento rozdil je nenulovy, kdyz
molekula obsahuje jednu nebo vice skupin preferen¢né absorbujicich polarizované svétlo
jednim smérem - tzv. chiralni chromofory. V ptipadé ptitomnosti chirdlnich chromoforu je
tudiz jeden stav kruhové polarizovaného svétla absorbovan ve vétsi €1 mensi mife nez
druhy. Signél cirkularniho dichroismu muze byt pozitivni nebo negativni v zavislosti na
tom, zda je L-CPL absorbovan ve vétsi mife nez R-CPL (pozitivni CD signal) nebo v
mens$i mife (CD negativni signal) (Greenfield, 2006; Applied Photophysics Ltd., 2018).
Opticky aktivni makromolekuly, jako jsou proteiny, vykazuji diferencidlni absorpci
kruhového polarizovaného svétla. Spektroskopie proteint a peptid (180-250 nm) v daleko
vzdaleném UV spektru je zaloZena pievazné na excitaci elektronovych piechodl
v amidovych skupinach. Pétefni peptid vytvaii charakteristické sekundarni struktury jako
jsou a-helixy, B-struktury a neuspoiadané useky se specifickymi thly (Micsonai et al.,
2015).
Napiiklad a-helikdIni proteiny maji negativni CD signél pti 222 nm a 208 nm a pozitivni

pfi 193 nm. Proteiny s dobfe definovanymi antiparalelnimi beta-strukturami maji negativni
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CD signél pti 218 nm a pozitivni pti 195 nm, zatimco nesourodé proteiny maji velmi
nizkou elipticitu nad 210 nm a negativni CD signdl blizici se 195 nm (Greenfield, 2006).
Pro odhad slozeni sekundarni struktury z CD spekter bylo vyvinuto mnozstvi
B-struktury jako jsou membrénové proteiny, proteinové agregaty nebo amyloidni fibrily.
Problém vychazi ze spektralni a morfologickeé rozmanitosti B-struktur, coz bylo dosud

povazovano za podstatné omezeni techniky (Micsonai et al., 2015).

2.5.1 CD spektra albuminu p¥i riznych pH podminkach

Obsah vySe zminénych sekundarnich struktur albuminu se dale méni v zavislosti na
zménach pH podminek. Obsah a-helixu BSA pii riznych hodnotach pH byl vypocitan
z rovnic (a) a (b), pfevzatych z (Chi et al., 2018):

~ Observed CD(mdeg)

MRE
Conl + 10 (@)

kde C, je molarni koncentrace proteinu; n je poc¢et aminokyselinovych zbytkt (574); | je

Sitka kiemenné kyvety (1 mm).

. _MREygs — 4000
“Helix(%) = « 100
#-Helix(%) 33.000 — 4000 (b)

kde MRE2s je ziskand hodnota MRE (z angl. mean residue ellipticity, méfena molarni
elipticita molekuly délena poétem monomernich zbytki v molekule) pii 208 nm; 4000 je
MRE B-struktur a nahodnych konformaci pti 208 nm; 33,000 je MRE hodnota ¢istého a-
helixu p#i 208 nm (Chi et al., 2018).

Kdyz se tedy naptiklad pH zvysi z hodnoty 2 na 4,5, obsah a-helixu BSA se zvétsuje
ze 43 % (pH = 2) na 62 % (pH = 3,5) a nakonec se snizi na 55 %. Kdyz se pH zvysi z 4,5

na 6, obsah a-Sroubovice se zvétsi z 55 % na 68 %. V rozmezi pH 6 az 8 dosahne obsah a-
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helixu maximalni hodnoty a zlstdva konstantni. Pfi dalSim zvySeni pH z 8 na 11, zacne
obsah a-helixu Klesat z 68 % na 60 %. V siln¢ alkalickém prostiedi (pH 11-12) se obsah a-
Sroubovice mirn¢ zvySuje z 60 % na 63 % (Chi et al., 2018).

BSA ma tedy nejkompaktné;jsi konformaci v prostfedi s témét neutralnim pH 6-8 (v
blizkosti izoelektrického bodu BSA, pH 5,8), coz naznacuje nejvyssi obsah a-helixu BSA
(68 %). Zatimco v alkalickém prostiedi nebo v silné kyselém prostiedi se struktura BSA
uvoliiuje s klesajicim obsahem a-helixu. Tyto vysledky poskytuji cenné informace pro
vyzkum, a predev§im aplikace sérovych albumint za riznych pH podminek a pomahaji
pochopit jejich fyziologickou funkci.

Pouziti CD spektroskopie tudiz poskytuje obecny nastroj pro rychlou a spolehlivou
strukturni analyzu proteintl, studium intermolekularnich interakci a neddvno byla tato
technika pouzita tézZ pti vySetfovani poruch proteinii (Micsonai et al., 2015; Chi et al.,

2018).

26 IC

Infracervena spektroskopie je dnes jednou z nejdiilezitéjSich analytickych metod urenych
piedevsim pro strukturni charakterizaci a identifikaci organickych a anorganickych latek.
Tato technika sleduje vibrace atomi v molekule pfi jeji interakci s dopadajicim zafenim.
Ke zménam rotacné vibracnich energetickych stavi molekuly dochazi v diisledku absorpce
IC pii prichodu vzorkem. Infradervené spektrum je grafickym zobrazenim funkéni
zavislosti absorbované/propusténé energie na vinové délce dopadajicicho zareni (vyjadiené
ve vinoctové skale). Energie, pfi niZz se objevi jakykoliv vrchol v absorpénim spektru,
odpovida frekvenci vibraci ¢asti molekuly vzorku. Rozsah vlnovych délek infracerveného
zateni se pohybuje v rozmezi 0,78-1000 mm. Tato hodnota odpovida rozsahu vInoctd
12 800-10 cm™. Kviili aplika¢nim a piistrojovym diivodiim je vhodné rozdélit oblast IC na
blizké (NIR, z angl. near infrared), stfedni (MIR, z angl. middle infrared) a daleké (FIR,
z angl. far infrared) dil¢i oblasti. Vétsina analytickych aplikaci se nachazi v prostiedni
oblasti, ktera se rozklada od 4000 do 500 cm™ (2,5 az 20 pum) (Derrick et al, 1999; Stuart,
2004; VSCHT, 2018).

Infracervené spektrometry byly komeréné dostupné jiz od ctyficatych let dvacatého

stoleti. V té dobé se pfistroje opiraly o optické hranoly, které fungovaly jako disperzni
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prvky, ale od poloviny padesatych let byly zavedeny do disperznich stroji difrakéni
miizky. Pouziti disperznich spektrometri ovSem neumoziovalo analyzu silné
absorbujicich matric a analyza vzorkli pevného skupenstvi byla omezena na materialy
praskové, méfené v raznych matricich. Nejvyznamnéj$i pokroky v infracervené
spektroskopii vznikly v disledku zavedeni infraervenych spektrometrii s Fourierovou
transformaci. Tento typ pfistroje vyuziva interferometru a dobfe zavedeného
matematického procesu Fourierovy transformace. Pfistroje pracuji na principu interference
a méteni interferogramu svazku zafeni po prichodu analytem. Fourierova transformovana
infracervenad spektroskopie (FTIR) dramaticky zlepSila kvalitu infracervenych spekter a
minimalizovala €as potiebny k ziskani dat. Dalsi vyhodou FTIR spektrometrl je moznost
meéteni silné absorbujicich vzorkl, tedy provadéni experimentd, u nichz mize dochazet
k velkym ztratam energie (Oberg et al., 1998; Chan et al., 2003; Stuart, 2004; Schuttlefield
et al., 2008; VSCHT, 2018).

Mnohem univerzalnéj§i metodou je tzv. zeslabeny Uplny odraz (ATR), kterd
umoziuje sbirani spekter netransparentnich vzorkd, pouzivani vzorka s velmi nizkou
koncentraci bilkovin (<0,3 mg/ml) a vyzkum bilkovin v pfitomnosti silné absorbujicich
latek, jako jsou napfiklad denaturaéni latky. Tato metoda vyuziva materidlu s vysokym
indexem lomu (tzv. ATR krystal) a odrazu infracervené¢ho svétla na rozhrani mezi vzorkem
a krystalem. Je vyzadovano, aby byl zajiStén maximalni kontakt mezi zkoumanym
vzorkem a krystalem. Paprsek IC ze spektrometru sméfuje na krystal pod thlem, ktery je
vétsi nez kriticky uhel, takZe infrafervené svétlo prochazi vnitinim odrazem. V kazdém
bod¢ vnitiniho odrazu se vytvaii tzv. evanescencni vlna s omezenou hloubkou priniku
fadoveé 1 pum, ze které mtize byt zafeni absorbovano vzorkem, ktery je umistén v pfimém
kontaktu s krystalem. Zeslabena uplna reflaktance se vyuziva predev$im ke studiu
konformac¢nich zmén v polypeptidech, ale také pro strukturni analyzu méfeni rychlosti
vazby proteini na ruzné povrchy (Oberg et al., 1998; Chan et al., 2003; Stuart, 2004;
Schuttlefield et al., 2008; VSCHT, 2018).

Jednou z velkych vyhod infracervené spektroskopie je skuteCnost, Ze prakticky jakykoliv
vzorek v prakticky jakémkoliv stavu mize byt studovan. Pomoci spravného vybéru
techniky vzorkovani mohou byt zkoumany kapaliny, roztoky, pasty, prasky, filmy, vldkna
a plyny. Pro zkouméani dfive nevyhovujicich vzorkl bylo nyni vyvinuto mnoZstvi novych

citlivych technik a s neustalym zlepSovanim vypocetnich technik ucinila infracervena
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spektroskopie dalsi velké pokroky (Oberg et al., 1998; Chan et al., 2003; Stuart, 2004;
Schuttlefield et al., 2008; VSCHT, 2018).
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3 Cile diplomové prace

Hlavnim cilem provedenych experimentti bylo zjistit, jaky vliv ma ¢istota albuminu
hovéziho séra na vznik a fluorescenci monometalickych (Au, Ag) a bimetalickych (Au/Ag)
nanoklastri kovli. Ke tvorbé nanoklastrii bylo vyuzito BSA riizné Cistoty (96 %, 98 %,
98 % FA free), které reagovalo vzdy za stejnych podminek (alkalické prostiedi)
s nasledujicimi latkami: a) kyselinou tetrachlorozlatitou, nebo b) dusi¢nanem stiibrnym,
nebo c) smési kyseliny tetrachlorozlatité a dusi¢nanu stiibrného v pomérech 6:1 anebo
10:1; cela reakce byla urychlena a¢inkem mikrovin.

Druhym cilem bylo sledovani okamzité zmény (a jeji kvantifikace) obsahu o-helixu
BSA vystaveného riznym podminkdm (ptfidavani kovu, G€inek mikrovin, zména pH)
metodou cirkularniho dichroismu. Struktura a ptitomnost charakteristickych funk¢nich
skupin vychoziho BSA o cistoté 96 %, 98 % a 98 % FA free byla ovéfena metodou
infraCervené absorpcni spektroskopie. VSechny experimenty byly provedeny dle postupu

uvedeného v metodice.
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4 Material a metodika

Chemikalie: Dusi¢nan sttibrny (AgNOz, 10 mM), Aldrich
Hovézi sérovy albumin (40 mg/ml) o Cistoté 96 %, 98 %, 98 % FA
free, Sigma-Aldrich
Deionizovana voda, Millipore, 18 MQ cm
Kyselina chlorozlatitd (HAuCls, 10 mM), Aldrich
Kyselina chlorovodikova (HCI, 0,2 M), Lachner
Hydroxid sodny (NaOH, 1 M), Ultra > 98 %, Sigma

Cisténi pouzivaného laboratorniho skla bylo zajisténo piipravenym roztokem ludavky

kralovské (HCI:HNO3, v poméru 3:1)

Pomticky: laboratorni kadinky Pyrex, odmérny valec, sklenéné vialky
s vickem (P-lab), kifemenné kyvety (Chrom Spec), automaticka
pipeta (1 ml, 200 pnl), plastové Spicky k pipetam, magneticke
michatko, centrifugacni zkumavky 5 ml, stojanek na centrifugacni

zkumavky, porcelanova navazovaci lodicka, laboratorni 1zicka

Piistroje: analyticke vahy, magnetickd michac¢ka, pH metr, fluorescen¢ni
spektrofluorimetr Hitachi F4500, mikrovinna trouba SMW 3717,
chladni¢ka, mrazak (-20 °C), IC spektrometr Thermo Scientific
Nicolet iS5 FT-IR s ATR néastavcem iD7, JASCO J-815 CD

spektrometr pro méfeni cirkularniho dichroismu

26



4.1 Priprava monometalickych nanoklastra

V provedenych experimentech bylo vyuzito BSA o cistoté 96 %, 98 % a 98 % FA free.
K1 ml roztoku BSA byl pfidain vzdy 1 ml roztoku HAuCls (10 mM) nebo AgNOs
(10 mM). Obsah kadinky byl po dobu 1 minuty michan na magnetické michacce a poté
bylo ke smési pripipetovano 200 ul roztoku NaOH (1 M). Kadinka s reakéni smési byla
vloZena do mikrovinné trouby, bylo nastaveno 20 % vykonu po dobu 10 s. Z kadinky bylo
odpipetovano 80 pl roztoku do fluorescenéni kiemenné kyvety a byl ptidan 1 ml
deionizované vody. Kazda z pfisluSnych syntéz a naslednych spektroskopickych méfeni

byla zopakovana 2x pro ovéteni reprodukovatelnosti.

4.2 Priprava bimetalickych nanoklastri

Ptiprava nanoklastrii zlato-stiibrnych ve dvou riiznych pomérech téchto kovovych ionta
(6:1 a 10:1) v reakéni smési s BSA o Cistoté¢ 96 %, 98 % a 98 % FA free byla analogicka
K pfipravé monometalickych nanoklastri. Kazda =z pfisluSnych syntéz a naslednych

spektroskopickych méfeni byla zopakovana 2x pro ovéieni reprodukovatelnosti.

4.3 Pristrojové vybaveni a pouzité techniky

4.3.1 Fluorescen¢ni spektroskopie

Pomoci spektrofluorimetru Hitachi F4500 byla zméfena fluorescenéni emisni spektra
ptipravenych monometalickych (BSA-Au, BSA-Ag) a bimetalickych (BSA-Au/Ag)
nanoklastrii. Nejprve byly nastaveny parametry pro méfeni 3D map spekter, kdy rozsah

excitace byl 250-500 nm a rozsah emise byl 300-800 nm.
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Obrazek 6: Ptiklad 3D mapy spekter vzniklého nanoklastru BSA-Au (96 %).
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Obrézek 7: Piiklad 3D mapy spekter vzniklého nanoklastru BSA-Au/Ag (96 %).
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Na zékladé¢ 3D map spekter byla zvolena excitaéni vinova délka s maximalni intenzitou
luminiscence (280 nm). Poté byla detailné proméiena emisni a také excitani spektra
ptipravenych nanoklastrti. Emisni spektrum pro nalezené maximum bylo méfeno v rozsahu
550-800 nm. Dale byla méfena excita¢ni spektra v rozsahu 200-600 nm pii emisi 400, 640
a 585 nm. Rychlost skenu byla nastavena na 2400 nm/min a $itka $térbin na 5 nm.

Kazda z ptislusnych syntéz a naslednych spektroskopickych méfeni byla zopakovana
2x pro ovéteni reprodukovatelnosti dat a z namétenych spekter bylo vytvofeno primérné
fluorescencni spektrum charakteristické pro kazdy typ systému. Z vyslednych primérnych
hodnot byly zpracovény grafy zavislosti vinové délky na fluorescenci danych systému. Pro

sestaveni grafil bylo vyuzito programu Microsoft Excel 2019.

4.3.2 Sledovani vyvoje nanoklastri v ¢ase

Vyvoj fluorescenénich vlastnostni nanoklastrt byl sledovan v del§im ¢asovém rozsahu,

tzn. po dobu 14 dni, mé&sice a dvou mésictu — obr. 8.
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BSA-Au/Ag nanoklastry (6:1), ¢istota 98%
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Obrazek 8: Srovnani vyvoje nanoklastrii a) monometalickych, b) bimetalickych v ¢ase.

4.3.3 Cirkularni dichroismus (CD)

Spektra ptipravenych monometalickych a bimetalickych nanoklastri a také samotného
BSA o ¢istoté 96 %, 98 % a 98 % FA free byla méfena od 190 do 400 nm v intervalu 1 nm
pomoci JASCO CD spektrometru. S vyuzitim kiemenné kyvety o Sifce 1 mm a rychlosti
skenu 100 nm/min byly pro kazdé CD spektrum provedeny celkové ¢tyii skeny (Chi et al.,
2018). Pro upravu pH byl pouzit zasobni roztok NaOH (1 M) a HCI (0,2 M). Vysledna
koncentrace BSA méfenych vzorku byla upravena na 0,25 mg/ml. Z vyslednych hodnot
meéfeni byly zpracovany grafy zavislosti absorbance na orientaci kruhové polarizovaného
zafeni a na zdklad¢ vztahi (a) a (b) uvedenych v kapitole 2.5.1 ze ¢lanku Chi et al., 2018
byl ur¢en obsah a-helixu BSA. Pro sestaveni grafi bylo vyuzito programu Microsoft Excel
2019.

4.3.4 Infradervena spektroskopie (IC)

Spektra samotného BSA o cistoté 96 %, 98 % a 98 % FA free byla méfena pomoci
spektroskopu IC (Thermo Scientific Nicolet iS5 FT-IR) metodou tzv. Gplné zeslabené
reflektance (ATR). Pomoci laboratorni 1zicky byl odebran vzorek praskového BSA o

pozadované Cistoté, ktery byl umistén na krystal, a pomoci Sroubu s nastavitelnym
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ptitlakem byl vzorek pfitlacen na krystal. Diky softwaru pfistroje (OMNIC od firmy

Nicolet) probihalo samotné méfeni v intervalu 400-4000 cm™ s rozlisenim 4 cm™.

31



5 Vysledky

Prvotnim cilem provedenych experimentd bylo zjistit, jaky vliv ma Cistota albuminu
hovéziho séra na vznik a fluorescenci monometalickych (Au, Ag) a bimetalickych (Au/Ag)
nanoklastri kovi. Ke tvorb& nanoklastri bylo vyuzito BSA rizné Cistoty (96 %, 98 %, 98
% FA free), které reagovalo vzdy za stejnych podminek (alkalické prostiedi)
s nasledujicimi latkami: a) kyselinou tetrachlorozlatitou, nebo b) dusi¢nanem stiibrnym,
nebo c) smési kyseliny tetrachlorozlatité a dusi¢nanu stiibrného v pomérech 6:1 anebo
10:1; cela reakce byla urychlena tu¢inkem mikrovin. K posouzeni fluorescence
jednotlivych typl nanoklastri byla vyuzita fluorescenéni méteni po delSich casovych
intervalech uplynulych od zapoceti syntézy (2 mésice v piipadé monometalickych, 1 mésic
Vv pfipadé bimetalickych), a to zejména z dlivodu dosaZeni nejvySSich hodnot intenzity
fluorescence (obr. 8) a eliminace nestejnomérného Casového intervalu uplynulého mezi

syntézou a méfenim fluorescence Cerstvych NCs.

5.1 Monometalické nanoklastry

5.1.1 AuNCs

Fluorescence vznikajicich monometalickych nanoklastri (Au, Ag) byla ovliviiovana
ptidavkem BSA o cistoté 96 %, 98 % a 98 % FA free, jak je dokumentovano na

nasledujicich obrazcich.

32



fluorescence (Arb. unit)

normalizovand intenzita

(@) BSA-Au nanoklastry

—96%
3 o
—98%
2 ——98% FA free
1
o 1 1
580 630 680 730 780 830
vinova délka (hm)
(b) BSA-Au nanoklastry
—96%
—98%
——98% FA free
580 630 680 730 780 830

vinova délka (nm)

experimentl (b) normované fluorescencni kiivky.
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Obrézek 9: (a) Emisni spektrum BSA-Au nanoklastrii pii excitaci 280 nm $ pouzitim mikrovin. Graf

ukazuje pramérné hodnoty fluorescen¢nich spekter po dvou mésicich méfeni ziskané ze 2 nezavislych

Z obrazku 9a lze vycist, ze maximalni hodnoty fluorescence BSA-Au NCs bylo dosazeno
pfi pouziti BSA o distot€¢ 96 % : fluorescence dosahovala hodnot intenzity okolo
3 (644 nm); zatimco se zvySujici se Cistotou BSA tato hodnota klesla témét o polovinu.

Poloha maxima fluorescence (1,54; 643 nm) se mirné odliSuje zejména pro vzorek s 98 %



BSA FA free; taktéz Sitka a tvar fluorescenéniho pasu BSA-Au NCs se lisi pro jednotlivé
gistoty vychoziho BSA — obr. 9b. Cistota albuminu tedy hraje diileZitou roli ve vzniku a
vysledneé fluorescenci nanoklastru.

Dalsim dulezitym faktorem je ¢as uplynuly od zapoceti syntézy. Jak jiz bylo
zminéno, méfeni probihalo v delSim Casovém rozsahu (14 dni, mésic, dva mésice).
S rostoucim intervalem mezi za¢atkem syntézy a mefenim fluorescence nartstaly hodnoty
fluorescence nanoklastri a po jednom ¢i dvou mésicich byly hodnoty intenzity
fluorescence az tiikrat vySsi nez ty, které byly zméfené ihned po syntéze, tzn. na pocatku
vzniku NCs.

Tfetim podstatnym faktorem ovliviiujicim vznik a fluorescenci kovovych NCs
S riznou Cistotou vychoziho BSA je plsobeni mikrovin na systém, a proto bude tento
faktor jesté dale probran v separatni podkapitole.

Ve snaze ovéfit, zda jednou z hlavnich pficin rozdilného vlivu rizné ¢istych BSA na

vznik Au NCs neni sekundarni struktura pfislusného proteinu, byla proméfena CD spektra.

Obsah a-helixu byl ur¢ovan na zakladé vztahti uvedenych v teoretické ¢asti (2.5.1).
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Obrézek 10: Obsah a-helixu (%) BSA o &istoté 96 %, 98 % a 98 % FA free pozménény vlivem plsobeni
jednotlivych faktort béhem syntézy kovovych NCs. Obsah byl vypocitan z hodnot naméfenych metodou CD

S vyuZitim vzorcti uvedenych v kapitole 2.5.1.
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Z obrazku 10 lze vycist, ze obsah a-helixu klesal v zavislosti na ptidavani kovového iontu
Au(lll) k BSA, déle v zavislosti na ptidavani hydroxidu sodného (OH") a pusobenim
mikrovin (MW). Samotné BSA ma pH hodnotu okolo 7. Po pfidani kovovych iontu,
konkrétn¢ Au(Ill), doslo k okyseleni smési a pH se snizilo na hodnotu 2. Pfidanim
hydroxidu sodného se pH zvysilo na hodnotu 12. Nakonec byl sledovan i znaény vliv
mikrovin (MW) na celou smés.

Kdyz se tedy pH snizilo z hodnoty 7 na 2, obsah a-helixu BSA se snizil u vSech ti
typd BSA z 50 % (pH = 7) na 40 % (pH = 2). MiZeme pozorovat, ze po ptidani Au(III) byl
obsah a-helixu nejvyssi u BSA s ¢istotou 96 % na rozdil od neutralniho prostiedi, kde
dosahuje obsah a-helixu maximalni hodnoty u BSA o ¢istoté 98 %. Vzhledem k tomu, Ze
pH po pfidani hydroxidu sodného stouplo na hodnoty okolo 12, obsah a-helixu zacal klesat
240 % na 26 % a plsobenim mikrovin obsah jesté vice klesl na hodnoty kolem 19 %,
ovSem hodnota pH se uz neménila. V téchto ptipadech byl opét obsah a-helixu nejvyssi u
BSA o cistoté 98 %.

Z grafu na obr. 10 tedy mizeme dedukovat, ze BSA ma nejkompaktnéjsi konformaci
v prostiedi s témef neutralnim pH 6-8, coz naznacuje nejvyssi obsah a-helixu BSA (50 %).
Zatimco v alkalickém prostfedi a pisobenim mikrovin se struktura BSA uvoliuje s
Klesajicim obsahem o-helixu. Uvoliovani struktury BSA piimo souvisi se vznikem

kovovych nanoklastri, a tudiz dochézi i k ovlivnéni fluorescence vyslednych nanoklastrti.

5.1.2 AgNCs

V této podkapitole je demonstrovan (obr. 11) a diskutovan vliv €istoty BSA na vznik a
fluorescenci Ag NCs. Tyto nanoklastry budou ¢asto srovnavany s BSA-Au NCs. Trend
¢asového vyvoje intenzity fluorescence Ag NCs byl stejny jako u BSA-Au (tzn. byl

pozorovan postupny vzruast v case).
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Obréazek 11: (a) Emisni spektrum BSA-Ag nanoklastrii pii excitaci 280 nm s pouzitim mikrovin. Graf

ukazuje pramérné hodnoty fluorescen¢nich spekter po dvou mésicich méfeni ziskané ze 2 nezavislych
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experimentl (b) normované fluorescen¢ni kiivky.

Ze srovnani obrazkti 9a a 1la mizeme vidét, ze na rozdil od systému BSA-Au jsou
hodnoty intenzity fluorescence u méfenych BSA-Ag nanoklastri po dvou mésicich
viditelné nizsi. Dal§im rozdilem u BSA-Ag NCs oproti BSA-Au NCs je, Ze maximalni
hodnoty intenzity fluorescence (1,109) bylo dosazeno pii pouziti BSA o Cistoté¢ 98 % pfi
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vinové délce 659 nm (na rozdil od 96 % BSA v piipadé BSA-Au NCs). Je patrny
hypsochromni posun fluorescence pro Ag NCs s98 % BSA. Téz tvar a Sitka

fluorescen¢niho pasu BSA-Ag NCs pro jednotlivé Cistoty se lisi — obr. 11b.
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Obrazek 12: Obsah a-helixu (%) BSA o &istoté 96 %, 98 % a 98 % FA free pozménény vlivem plsobeni
jednotlivych faktori béhem syntézy kovovych NCs. Obsah byl vypocitan z hodnot naméfenych metodou CD

s vyuzitim vzorct uvedenych v kapitole 2.5.1.

Stran méfeni spekter CD — srovnanim obr. 10 a obr. 12 - je mozné opét pozorovat
vyznamné rozdily mezi Ag NCs a Au NCs. Zatimco u Au NCs byl sledovan relativné
monotdénni pokles obsahu alfa helixu v BSA vlivem jednotlivych faktora (pfidani kationtu
kovu, dale pusobeni alkalického prostiedi, nakonec G¢inek mikrovin), a to u vSech Cistot
BSA; pro Ag NCs byl pozorovan vyznamny rozdil v chovani 98 % BSA. V tomto piipadé
po pridani kovu, a tedy okyseleni smési vzrostl obsah a-helixu u BSA o ¢istoté 98 % nad
hodnotu 50 % a po ptidani hydroxidu sodného a pisobenim mikrovin tento obsah viditelné

klesal, ovSem ve srovnani s Cistotami 96 % a 98 % FA free byl stale vyssi — obr. 12.
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5.1.3 Monometalické NCs vznikajici bez u¢inku mikrovin

Jak je patrné z obrazku 13a, bez u¢inku mikrovln je intenzita fluorescence pomérné nizka.
V ptipadé BSA-Au NCs vyslednd intenzita fluorescence pisobenim mikrovin viditelné
vzrostla, jak mizeme vidét ze srovnani obrazkli 9a a 13a: maximalni hodnoty fluorescence
BSA-Au NCs s vyuzitim mikrovin bylo dosazeno pti pouziti BSA o ¢istoté 96 % (oproti
98 % FA free BSA v ptipadé BSA-Au NCs bez ucinku mikrovin, kde byla maximalni
hodnota fluorescence 0,49 pii vinové délce 630 nm). Trend Casového vyvoje intenzity
fluorescence bez ucinku mikrovin a s jejich vyuzitim byl stejny (tzn. byl pozorovan

vvvvv

bez u¢inku mikrovin — obr. 13b.
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Obrazek 13: (a) Emisni spektrum BSA-Au nanoklastrii pfi excitaci 280 nm bez pouziti mikrovin. Graf
ukazuje primérné hodnoty fluorescenénich spekter po dvou mésicich méfeni ziskané ze 2 nezavislych

experimentt (b) normované fluorescenéni kiivky.

Obdobn¢ byly vyzkouseny systémy BSA-Ag NCs bez mikrovin — obr. 14. Jak je evidentni
ze srovnani obr. 14a a 11a, piisobeni mikrovin na systém BSA-Ag NCs vedlo ke snizeni
hodnot intenzity fluorescence. Toto je velky rozdil oproti BSA-Au NCs.

Ze srovnani obrazka 1la a 14a mizeme dale vidét, ze maximalni hodnoty fluorescence
BSA-Ag NCs s vyuzitim mikrovin bylo dosazeno pii pouziti BSA o ¢istoté 98 %, oproti
98 % FA free BSA v ptipadé BSA-Ag NCs bez G¢inku mikrovin (maximalni hodnota
fluorescence 4,98 pii vinové délce 662 nm). Trend Casového vyvoje intenzity fluorescence
bez G¢inku mikrovin a s jejich vyuzitim byl stejny (tzn. byl pozorovan postupny vzrist v
Case). Jak je patrné z obrdzku 14a, bez ucinku mikrovln je intenzita fluorescence viditelné
vyssi, nejmarkantnéjsi rozdil je pozorovan pro systém obsahujici 98 % BSA FA free.
Taktéz tvar a Sitka pasit se li§i pro jednotlivé Cistoty BSA u Ag NCs vznikajicich bez

u¢inku mikrovin — obr. 14b.
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Obrézek 14: (a) Emisni spektrum BSA-Ag nanoklastrti pii excitaci 280 nm bez pouziti mikrovin. Graf
ukazuje pramérné hodnoty fluorescenénich spekter po dvou mésicich méfeni ziskané ze 2 nezavislych

experimentt (b) normované fluorescenéni kiivky.

5.2 Bimetalické Au/Ag nanoklastry

Jak jiz bylo zminéno, ve srovnani s monometalickymi nanoklastry, bimetalické
nanoklastry, slozené ze dvou rtiznych kovovych prvki, maji odli$né vlastnosti zaloZené na

efektu pridavani dalsiho kovového prvku. Fluorescencni vlastnosti BSA-Au/Ag NCs
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mohou byt ovlivnény slozenim nanoklastrti, tedy riznymi poméry molekul Au:Ag,
nejcastéji vrozmezi 2:1~10:1. Zvysledk Zheng et al., bylo zji§téno, Ze maxima
fluorescencni intenzity Au:Ag je dosazeno pii poméru 6:1 a tyto vysledky ukazuji, ze
pritomnost Ag miize zvySovat fluorescenéni intenzitu vzorku (Zheng et al., 2015).
S ohledem na tento ¢lanek byly tudiz zvoleny dva poméry Au:Ag, a sice 6:1 a 10:1.
Fluorescence vznikajicich bimetalickych nanoklastra Au/Ag v pomérech 6:1 a 10:1
byla ovlivitovana piidavkem BSA o Cistoté 96 %, 98 % a 98 % FA free stejné jako u
monometalickych NCs a jednotlivé vysledky jsou diskutovany v nasledujicich
podkapitolach. Pro posouzeni fluorescencnich vlastnosti jsou vSak sledovany hodnoty
fluorescence po meésici od zapoceti syntézy bimetalickych nanoklastrii (na rozdil od

monometalickych, kde byly srovnadvany hodnoty po dvou mésicich).

5.2.1 Pomér 6:1 Au:Ag

V této podkapitole je demonstrovan (obr. 15) a diskutovan vliv Cistoty BSA na vznik a
fluorescenci bimetalickych Au/Ag NCs v poméru 6:1, méfené mésic od syntézy téchto
NCs.
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(b) BSA-Au/Ag nanoklastry (6:1)
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Obrazek 15: (a) Emisni spektrum BSA-Au/Ag nanoklastri v poméru 6:1 pii excitaci 280 nm S pouzitim
mikrovin. Graf ukazuje primérmé hodnoty fluorescenénich spekter po mésici méfeni ziskané ze 2 nezavislych

experimentt (b) normované fluorescenéni kiivky.

Z obrazku 15a lze vy¢ist, Ze maximalni hodnoty fluorescence BSA-Au/Ag NCs v poméru
6:1 bylo dosazeno pii pouziti dvou typi BSA, a to o Cistoté 98 a 96 % (2,68 pfi vinoveé
délce 618 nm pro 96 % BSA a 2,7 pti vinové délce 605 nm pro 98 % BSA). Tyto hodnoty
byly niz$i, ve srovnani s BSA-Au a zaroven vyss§i ve srovnani s BSA-Ag. Obdobné jako u
monometalickych NCs se poloha maxima fluorescence mirn¢ odliSuje, zde zejména pro
vzorek s 98 % BSA FA free (1,45 pii vinové délce 665 nm); Sitka a tvar fluorescen¢niho
pasu BSA-Au/Ag NCs (6:1) se lisi pro jednotlivé Cistoty BSA — obr. 15b.

Trend casového vyvoje intenzity fluorescence Au/Ag NCs (6:1) byl odlisny od
monometalickych NCs. Hodnoty fluorescence nanoklastri s rostoucim intervalem mezi
zacatkem syntézy a méfenim fluorescence nariistaly po dobu jednoho mésice. Po dvou
mésicich byl ovSem pozorovan vyznamny pokles hodnot u obou testovanych pomérit NCs.
Plisobeni mikrovin na systém bude dale probran v separatni podkapitole.

Pro tyto bimetalické nanoklastry bylo opét dulezité proméfit spektra CD a na jejich
zakladé vyhodnotit obsah a-helixu, ktery ndm vypovida o sekundéarni strukture daného

BSA v pfislusném prostiedi (obr. 16).
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Obrazek 16: Obsah a-helixu (%) BSA o Cistoté 96 %, 98 % a 98 % FA free pfi riiznych hodnotach pH.

Obsah byl vypocitan z hodnot naméfenych metodou CD s vyuzitim vzorct uvedenych v kapitole 2.5.1.

Z obrazku 16 lze vyc¢ist, ze obsah a-helixu klesal vlivem jednotlivych faktort (piidani
smési kovl, pisobeni alkalického prostiedi, ucinek mikrovin). Po ptidani Au/Ag (6:1) se
obsah alfa helixu snizil, ovSem pokles nebyl tak vyznamny jako u monometalickych NCs.
Miuzeme pozorovat, ze po pridani smési kovi byl obsah a-helixu nejvyssi u BSA s ¢istotou
98 %, stejn¢ jako u neutrdlniho a bazického prostiedi. Pisobenim mikrovin obsah jesté
vice klesal. S ohledem na vys$si obsah Au(IIl) v reakéni smési dvou kovti je veelku logické,
ze trend zmén obsahu a-helixu je analogicky jako pro BSA-Au NCs (obr. 10). Vliv Ag(l)
Vv reak¢éni smési dvou kovill je ovSem téZ ziejmy, a to praveé s ohledem na nejvyssi obsah a-
helixu naméteny v jednotlivych setech sledovani riiznych faktorti na 98 % BSA.

Z vysledného grafu na obr. 16 tedy muzeme pozorovat stejny trend jako u
monometalickych NCs, tedy ze BSA mé nejkompaktnéjsi konformaci v prostiedi s témet
neutralnim pH a v alkalickém prostiedi a pusobenim mikrovln se struktura BSA uvoliuje s

klesajicim obsahem a-helixu.
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5.2.2 Pomér 10:1 Au:Ag

V této podkapitole je demonstrovan (obr. 17) a diskutovan vliv ¢istoty BSA na vznik a

fluorescenci bimetalickych Au/Ag NCs v poméru 10:1.
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Obrézek 17: (a) Emisni spektrum BSA-Au/Ag nanoklastrti v poméru 10:1 pii excitaci 280 nm S pouZitim
mikrovIn. Graf ukazuje pramérné hodnoty fluorescenénich spekter po mésici méfeni ziskané ze 2 nezavislych

experimentl (b) normované fluorescencni kiivky.
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Ze srovnani obrazkt 15a a 17a muzeme vidét, Ze hodnoty intenzity fluorescence u
méfenych BSA-AU/Ag nanoklastric obou poméra jsou po mésici méfeni pomérné stejné.
Maximalni hodnoty intenzity fluorescence u BSA-Au/Ag NCs (10:1) bylo dosaZzeno pii
pouziti BSA o dcistoté 96 % (2,17 pfi vinové délce 644 nm). Toto je analogické

k pozorovani fluorescence pro monometalické Au NCs (obr. 9).
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Obrazek 18: Obsah a-helixu (%) BSA o Cistoté¢ 96 %, 98 % a 98 % FA free pfi riiznych hodnotach pH.

Obsah byl vypocitan z hodnot naméfenych metodou CD s vyuzitim vzorct uvedenych v kapitole 2.5.1.

Stran méfeni spekter CD — srovnanim obr. 16 a obr. 18 - je mozné pozorovat rozdily mezi
Au/Ag NCs (6:1) a Au/Ag NCs (10:1). Zatimco u poméru 6:1 byl sledovan relativné
monotonni pokles obsahu alfa helixu v BSA u vSech ¢istot BSA; pro pomér 10:1 byl
pozorovan vyznamny pokles obsahu alfa helixu BSA u vSech Cistot a také rozdil v chovani
98 % FA free BSA. V tomto piipadé po pridani hydroxidu sodného vzrostl obsah a-helixu
u BSA o cistoté 98 % FA free nad hodnoty Cistot 96 % a 98 % a plisobenim mikrovin tento

obsah klesal, ovSem ve srovnani s Cistotami 96 % a 98 % byl stale vyssi — obr. 18.
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5.2.3 Au/Ag NCs bez Géinku mikrovin

V piipad¢ bimetalickych nanoklastri, stejné jako u monometalickych BSA-Au, vysledna
intenzita fluorescence ptisobenim mikrovin viditelné vzrostla. Ze srovnani obrazki 15a a
19a mizeme vidét, ze maximalni hodnoty fluorescence BSA-Au/Ag NCs (6:1) bez pouziti
mikrovin bylo dosazeno vlivem BSA o Cistoté 96 %, kde maximalni intenzita fluorescence
byla 1,32 pii vinové délce 620 nm, (oproti 96 a 98 % BSA v ptipadé BSA-Au/Ag NCs s
u¢inkem mikrovln). Trend casového vyvoje intenzity fluorescence pro bimetalické
nanoklastry v poméru 6:1 bez ucinku mikrovin a s jejich vyuzitim byl stejny (tzn. byl
pozorovan postupny vzrust v ¢ase po dobu jednoho mésice, poté intenzita viditelné
klesala). Jak je patrné z obrazku 19a, bez G¢inku mikrovin je intenzita fluorescence
pomérné nizka, ovSem ve srovnani s BSA-Au NCs (bez t¢inku mikrovin — obr. 13a) je tato
intenzita az dvakrat vy$$i a je tedy zfeymé, ze pritomnost Ag zvySuje intenzitu

fluorescence.
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(b) BSA-Au/Ag nanoklastry (6:1)
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Obrazek 19: (a) Emisni spektrum BSA-Au/Ag nanoklastrii v pomé&ru 6:1 pfi excitaci 280 nm bez pouziti
mikrovin. Graf ukazuje primérmé hodnoty fluorescenénich spekter po mésici méfeni ziskané ze 2 nezavislych

experimentt (b) normované fluorescenéni kiivky.

Pasobeni mikrovin na systém BSA-Au/Ag NCs (10:1) také vedlo ke zvySeni hodnot
intenzity fluorescence, a to témei o polovinu. Jak je patrné z obrazku 20a, bez uc¢inku
mikrovln je intenzita fluorescence viditelné nizsi (1,17 pi1 620 nm). Ze srovnani obrazkt
17a a 20a muzeme vidét, ze maximalni hodnoty fluorescence BSA-Au/Ag NCs (10:1)
S vyuzitim mikrovin bylo dosazeno pfi pouziti BSA o distoté 96 %, coZ nepochybné
souvisi s vyssim obsahem Au(lll) v reakéni smési. Trend ¢asového vyvoje intenzity
fluorescence bimetalickych NCs o poméru 10:1 bez G¢inku mikrovin a s jejich vyuzitim
byl obdobny jako u ptfedchozich systému (tzn. byl pozorovan postupny vzriist v ¢ase po

dobu jednoho mésice).

47



(@) BSA-Au/Ag nanoklastry (10:1)
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Obrézek 20: (a) Emisni spektrum BSA-Au/Ag nanoklastrit V poméru 10:1 pti excitaci 280 nm bez pouziti
mikrovin. Graf ukazuje pramérné hodnoty fluorescenénich spekter po mésici méfeni ziskané ze 2 nezavislych

experimentl (b) normované fluorescen¢ni kiivky.
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6 Diskuze

6.1 Monometalické NCs

Nase vysledky ukazaly, ze u monometalickych nanoklastri m¢la ¢istota BSA velky vliv na
jejich fluorescenéni vlastnosti. Vysledky experimentil s BSA-Au nanoklastry ukazaly, ze
se zvySujici se Cistotou BSA dochazelo ke snizovani hodnot fluorescence a nejvyssi
fluorescenéni intenzity (IF) bylo u Au NCs dosazeno s vyuzitim BSA o Cistoté 96 %.

Jako dalsi dulezity faktor se ukazal ¢as od pocatku syntézy NCs, kdy s rostoucim
intervalem mezi zaCatkem syntézy a métenim fluorescence narlistaly hodnoty fluorescence
BSA-AU nanoklastri a po jednom ¢i dvou mésicich byly hodnoty intenzity fluorescence az
tfikrat vyssi nez ty, které byly zmétfené thned po syntéze, tzn. na pocatku vzniku NCs.

Stejny efekt byl i u BSA-Ag NCs, u nichz bylo dosazeno nejvyssi IF s vyuzitim BSA
o Cistoté 98 %, ovsem ve srovnani s BSA-Au NCs byly hodnoty viditelné nizsi.

Déle jsme zjistili, Ze pusobeni mikrovin na systém také vyznamné ménilo
fluorescen¢ni vlastnosti. Pfedev§im u monometalickych BSA-Au NCs byla fluorescence
S ptisobenim mikrovln vyssi a je tedy ziejmé, Ze reakeéni teplota je dalSim vyznamnym
faktorem. Jak jiz bylo zjisténo, pii teploté 25 °C se Au NCs tvotily velmi pomalu a ani po
dvanacti hodinach reakce nebyly detekovany zadné klastry. Reakce pii teploté 37 °C byla
ukoncena po dvanacti hodinach a byly ziskdny Au NCs s vysokym kvantovym vytézkem
(6 %) a pokud byla teplota reakce zvySena na 100 °C, reakce byla dokoncena v fadu
n€kolika minut ovSem s relativné nizkym kvantovym vytézkem (0,5 %) (Xie et al., 2009).
Duvody mohou byt nasledujici: rozpustnost proteinu se zvySuje s rostouci teplotou a
postupné se rozklada, coz vede k tomu, ze tryptofan a tyrosin uvnitf proteinu prechazi
Z hydrofobni oblasti do hydrofilni, coz ukazuje, Ze se konformace proteinu méni. Cystein
obsahujici thiolovou vazbu je vystaven okoli, mize tedy lehce reagovat s kovovymi ionty
VvV roztoku a vytvafet kovové S-vazby. Kdyz teplota vzroste na 90 °C, reakce dosiahne
maxima. Zatimco kdyZ teplota stale roste, hydrofobni efekt proteinu se zvySuje, coz vede
k agregaci proteinovych molekul (Tian et al., 2017).

Syntézou bez pouziti mikrovin se ukazalo, Ze maximalni IF u Au NCs byla ziskana
s pouzitim BSA o Cistoté 98 % FA free, ale vSechny intenzity byly daleko niz$i nez ty
S pouzitim mikrovin a vinové délky maxim IF byly ¢asto posunuté ¢i zdvojené (zdvojeni se

netykalo systému 98 % BSA). Maximalni IF s pouzitim BSA o ¢istoté 98 % FA free bylo
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dosazeno i u Ag NCs bez ucinku mikrovln, ovSem v tomto ptipad¢ vykazovaly vSechny
systémy daleko vyssi IF nez s vyuzitim mikrovln a tato intenzita piekonala i nejvyssi IF u
Au NCs s pouzitim mikrovln, tj. s 96 % BSA. V obou ptipadech s i bez pouziti mikrovin
vinova délka maxima IF u Ag NCs pievySovala vinovou délku maxima u Au NCs, jak

muzeme vycist z Tabulky 1.

Tabulka 1: Odeéty pozic maxim IF a hodnot IF (Arb. unit) pro monometalické NCs po dvou mésicich

méfeni
96 % 98 % 98 % FA free

Au NCs (MW) IFesa~ 3,08 IFes1~ 1,82 IFes3~ 1,54
Ag NCs (MW) |F630~ 0,96 |F659~ 1,11 ”:681 ~ 0,59
IFes7~ 0,26 IFe30~ 0,49

Au NCs (bez MW) IFess~ 0,40
|F650 ~ 0,22 ”:660 = 0145
Ag NCs (bez MW) IFe76~ 1,71 IFes1~ 1,66 IFes2 ~ 4,98

Z uvedeného je ziejmé, ze se podstatné 1isi vznik Au NCs a Ag NCs uc¢inkem BSA o
riznych Cistotach, ¢imz je ovlivnéna 1 fluorescence téchto NCs. Jednotlivé typy BSA méni
svou sekundarni (a nejspiSe i tercidlni) strukturu vlivem dil¢ich krokd pfi syntéze
nanoklastri. Toto vyznamné ovliviluje dostupnost reakénich mist (pfislusnych
aminokyselin) pro ionty Ag(I) a Au(Ill). Také do znacné miry zavisi na rozdilné reaktivité
Ag(I) vs. Au(Ill), tudiz vznikajici monometalické nanoklastry téchto dvou kovli se mezi

sebou vzajemné velmi lisi.

6.2 Bimetalické NCs

Vysledky experimentti s bimetalickymi BSA-Au/Ag nanoklastry v pomérech 6:1 a 10:1
s vyuzitim mikrovln ukdzaly, ze pro zvoleny pomér Au:Ag (6:1) byly hodnoty
fluorescence nejvyssi pro BSA o Cistoté 98 % a tyto hodnoty byly opét zvySeny plisobenim
mikrovin. Zajimavé pak bylo sledovani ¢asového vyvoje, kdy se fluorescence NCs od

pocatku syntézy pritbézné zvysovala po dobu jednoho mésice, ovSsem poté rapidné klesla, a
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to u obou testovanych pomért. Jelikoz pocet Au atomli dominuje v obsahu, at’ uz 6:1 ¢i
10:1, tak logicky bimetalické NCs ve vétsing pripadi sviti vice nez Ag NCs a mén€ nez Au
NCs a je tedy zachovana vlastnost, kterou jsme pozorovali pro monometalické NCs.
Jednotny nartst IF vlivem pfidavku Ag atomi do nanoklastrti nebyl pozorovan, jediné
Vv ptipadé¢ BSA o Cistoté 98 % lze hovofit o nariistu IF o cca 47 % pii srovnani Au NCs
s témi Au/Ag NCs (6:1). Nartst byl pozorovan téz u BSA 98 % FA free u bimetalickych
Au/Ag (10:1), ale pouze o cca 17 %.

Na rozdil od monometalickych NCs byla vinova délka maxim IF u bimetalickych
NCs posunuta k niz§im hodnotam; jedinou vyjimkou byl systém Au/Ag NCs (6:1) s BSA 0
Cistoté 98 % FA free, kde byla vinova délka maxima situovana mezi Au NCs a Ag NCs.
V souladu s literaturou byl pozorovan pokles vinové délky maxima IF (z naptf. 650 nm na
610 nm pro 98 % BSA) u vétSiny systémi. V piipadé¢ 98 % BSA FA free vSak bylo
pozorovano zvyseni vinové délky maxim IF pii srovnani Au NCs s témi Au/Ag NCs (6:1).

Bimetalické systémy bez u¢inku mikrovin mély podstatné nizsi IF, coZ nepochybné
souviselo s vyssi obsahem Au atomt v systémech a vysledky u¢inku mikrovin na Au NCs
a Au/Ag NCs (6:1, 10:1) tedy korelovaly. Systematicky byla pozorovana dvé maxima u
bimetalickych systému bez pouziti mikrovin (s jedinou vyjimkou u 96 % BSA-Au NCs bez
MW, kde je patrné pouze jedno maximum IF) ve srovnani s jednim maximem u
bimetalickych systémi s MW (Tab. 2). S tim také souvisely jiné hodnoty vinovych délek
maxim IF pii srovnani téchto systémi. Dvé maxima IF mohou souviset s riznou afinitou
Ag(l) a Au(lll) k pfislusnym aminokyselinovym zbytktim, které jsou v daném prostiedi

k dispozici, a rychlosti redukce, ke které na téchto centrech dochazi.
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Tabulka 2: Odecty pozic maxim IF a hodnot IF (Arb. unit) pro bimetalické NCs po mésici méfeni

96 % 98 % 98 % FA free

Au/Ag NCs 6:1 (MW) IFeis~ 2,68 IFeos ~ 2,70 Fes ~ 1,45

AU/Ag NCs 10:1 1Fe44 ~ 2,17 IFe16 ~ 0,88 IFe18~ 1,95
(MW)

Au/Ag NCs 6:1 (bez |Fg20~ 1,32 1Feg2 ~ 0,95 IFgo3~ 0,76

MW) IFeso~ 1,15 IF620~ 0,95 IFees~ 0,75

AU/Ag NCs 10:1 (bEZ |F620~ 1,17 |F625~ 0,53 |F620 ~ 0,74

MW) IFes0~ 0,93 IFs70~ 0,45 IFs70~ 0,40

Nase vysledky naznacuji, Ze vliv Cistoty BSA na vznik a dal§i vlastnosti
nanoklastrii je zcela zfejmy. Znalost mechanismu tohoto vlivu je velice omezena, a 1 kdyz
jsou proteiny jako templaty v syntéze NCs intenzivné studovany, neexistuji prace, které by
informovaly konkrétné o tom, zda a jak jejich Cistota ovliviiuje fluorescencni vlastnosti
NCs. Zajimavé by urcité bylo zjistit, jaky vliv na fluorescenc¢ni vlastnosti bimetalickych
NCs mize mit postupné ptidavani kovovych iontl (Au, Ag) v riznych pomérech ke smési

BSA, coz je vSak uz nad ramec této diplomové prace.
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7 Zavér

Z vysledkt a diskuze predkladané diplomové prace vyplyvaji tyto zaveéry. Zaprvé je ze
ziskanych vysledki zfejmé, ze u vSech typii nanoklastri ma Cistota pouzitého BSA velky
vliv na jejich vznik a vysledné fluorescencni vlastnosti. Dalsim dilezitym faktorem je Cas
od pocatku syntézy, kdy s rostoucim ¢asovym obdobim fluorescencni aktivita nanoklastri
vyrazné roste. Z nasich vysledki je dale evidentni, Ze plisobeni mikrovln jistym zptisobem
ovliviiuje fluorescenci vznikajicich monometalickych 1 bimetalickych NCs.

Cistota BSA podstatné méni fluorescenéni vlastnosti vznikajicich monometalickych
NCs. Jak vime dale z CD méfeni, dochazi k relativné monotonnimu poklesu obsahu a-
helixu a rozvoliovani prostorové struktury vSech typti zkoumanych BSA béhem ptipravy
NCs, a to vlivem zmén pH, ptidavku kovového iontu a t€inku MW. S tim nepochybné
souvisi ménici se dostupnost aminokyselin a jejich funk¢nich skupin (postrannich fetézct),
které jsou vyznamné, jak je jiz z literatury zndmé, pro vznik a tvorbu NCs. Jde zejména o
tyrosinové, cysteinové a tryptofanové zbytky.

Molekuly BSA o riizné Cistoté se evidentné jinak ptizplisobuji prostiedi nastavenému
pro vznik nanoklastri pii prislusném experimentu, diky tomu dochazi ke tvorbé
nanoklastri za mirné odlisnych podminek a z toho pak plynou rozdily v pozorovanych IF
téchto nanoklastra. Je dilezité ptipomenout, ze kazdy atom hraje v nanoklastru roli, takze
mirné¢ odliSné podminky pii jejich vzniku maji dalekosahly dopad na jejich fluorescencni
vlastnosti.

Taktéz se evidentné liSi zptisob a rychlost redukce Ag(l) a Au(Ill), je to zejména
patrné bez pouziti MW versus s jejich pouzitim: redukce Ag(I) probiha ochotnéji nez
Au(lll).

Rovnéz na vznikajici bimetalické Au/Ag NCs s fluorescen¢nimi vlastnostmi ma
vyznamny vliv Cistota pouzit¢tho BSA. Dale vyuziti ¢i vynechani MW z procesu pii
syntéze bimetalickych nanoklastri ma dalekoséhlé¢ dopady na jejich vznik a vyslednou IF.
Je tak jesté vice patrné, ze uc¢inkem mikrovln je proces redukce Au(Ill) urychlen, zatimco
redukce Ag(I) je potlacena. S ohledem na vyssi obsah Au v bimetalickych nanoklastrech je

vSak dominantni potlaceni tvorby Au/Ag NCs pii nevyuZziti MW.
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