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ABSTRAKT

Tato prace se zabyvd funkcionalizovanymi nanostrukturami. V prvni &asti jsou zminény
materidly vhodné pro funkcionalizaci, vyuZiti funkcionalizovanych nanostruktur v ob-
lasti mediciny a biochemie a metody detekce zmén optickych vlastnosti. Ve druhé &asti
jsou zkoumany zmény optickych vlastnosti nanostruktur po funkcionalizaci pomoci spek-
troskopické elipsometrie a FTIR spektroskopie.

KLICOVA SLOVA
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novldknovd DNA kfemik, elipsometrie, FTIR.

ABSTRACT

This thesis deals with functionalized nanoparticles. In the first part there are mentioned
materials suitable for a functionalization, the usage of functionalized nanoparticles in
medicine and biochemistry and detection methods of changes of optical properties. In
the second part changes of optical properties after functionalization are investigated by
spectroscopic ellipsometry and FTIR spectroscopy.

KEYWORDS

functionalized nanostructures, functionalization, biosensors, gold nanoparticles, single
stranded DNA, silicon, elipsometry, FTIR.

MECH, R. Funkcionalizované nanostruktury. Brno: Vysoké uleni technické v Brng,
Fakulta strojniho inZenyrstvi, 2012. [45]s. Vedouci bakala¥ské prace Ing. Miroslav Kolibal,
Ph.D.






PROHLASENI

Prohlasuji, Ze svou bakala¥skou praci na téma ,,Funkcionalizované nanostruktury" jsem
vypracoval samostatné pod vedenim vedouciho bakalafské prace a s pouzitim odborné
literatury a dal3ich informaénich zdrojt, které jsou v8echny citovany v praci a uvedeny
v seznamu literatury na konci préce.

Jako autor uvedené bakald¥ské prace déle prohladuji, Ze v souvislosti s vytvorenim
této bakala¥ské prace jsem neporusil autorska prava tfetich osob, zejména jsem nezasahl
nedovolenym zplisobem do cizich autorskych prav osobnostnich a jsem si plné v&dom
nasledki poruseni ustanoveni §11 a nasledujicich autorského zdkona &. 121/2000 Sb.,
v€etné€ moZnych trestnépravnich disledkd vyplyvajicich z ustanoveni §152 trestniho
zékona &. 140/1961 Sb.

VBmé&dne ...............

(podpis autora)






Podékovani

Rad bych podékoval viem ktefi se, pfimo & nepfimo, podileli na vzniku této prace.
V prvé dékuji vedoucimu bakald¥ské prace Ing. Miroslavu Kolibalovi, Ph.D. za cenné
rady a vstficnost p¥i feSeni problémi. Také d&kuji Ing. Lukasi B¥inkovi a Ing. Ond¥eji
Tomancovi za spolupraci pfi vyhodnocovani experimenti, RNDr. Aliosu Nebojsovi a
Dipl.-Ing. Zlaté Vratni¢kové za vstficnost a pomoc p¥i méfeni experimentd a Jifimu
Babockému za pomoc p¥i ptipravé vzorkii. V neposledni ¥fadé dékuji mym rodi¢lim a
pritelkyni za jejich podporu béhem studia i mimo né;.

Rostislav Méch






OBSAH

L_Gvod

2 Materialy vhodné k funkcionalizaci
(2.1 Uslechtilé kovyl . . . . .. ..o
2.2 Magnetické materialy| . . . . . .. ... ... 0000
[2.3  Ostatni materialy| . . . . . . .. ... ...

B Funkcionah l

B Prakiicki &&sil
[>.1  Priprava nanostruktur pro funkcionalizaci . . . . . ... ... .. ..
[>.2  Roztoky pro tunkcionalizaci . . . . . . .. .. ... ... ...
[>.3  Elipsometrické méreni| . . . . . ... ...

6 Zaveér]

[Seznam pouzité literatury|

13

15
15
16
17

18
18
18
20
21
23
25
27
29
29

31
31
31
32
33
34

35
35
36
36
39

41

43






1 UVOD

Funkcionalizované nanostruktury patii mezi nejvyznamneéjsi témata, kterymi se za-
byvaji védecti pracovnici v mnoha oborech. Funkcionalizace propuj¢uje nanostruk-
turdm unikétni vlastnosti, kterymi za norméalnich podminek nedisponuji (napriklad
specifickou reaktivitu) nebo muze naopak uchovéavat vlastnosti, které by nanostruk-
tury casem ztracely (napiiklad oxidaci).

Tato prace se zamétuje na funkcionalizované nanocéstice z pohledu mozného
vyuziti v oblastech biochemie a mediciny. Jsou zde zminény materialy vhodné k funk-
cionalizaci. Déle je rozepsano vyuziti funkcionalizovanych nanostruktur jako pro-
sttedku ke zlepseni dosavadnich senzoru vyuzivanych predevsim v mediciné. Jsou
zde zminény i prace, kde detekéni limity koncentraci detekovanych latek takto upra-
venych senzorti mohou byt az v fadech jednotek fmol-17'. Toho se muZe vyuzit
k detekci onemocnéni, chorob, ale také Zzivotu nebezpecénych latek ¢i bakterii jak
v prostiedi, tak i v potravinadch. Funkcionalizované nanocastice se mohou vyuzit
také pti rozborech a ¢isténi vodnich zdroju od tézkych koviu. V mediciné se mohou
funkcionalizované nanostruktury diky jejich cilenému navadéni uplatnit v boji proti
rakoviné nebo nadorovym onemocnénim, coz muze vyrazné snizit vedlejsi ucinky celé
terapie. V biomediciné a biochemii se funkcionalizované nanostruktury mohou vyuzit
jako prostredky k sledovani sily molekulovych interakci, genovému inzenyrstvi, sta-
bilizaci koloidnich roztoku nebo jako dopravnich prostredku uc¢innych latek do bunék
nebo jejich okoli. Tyto moznosti jsou popsany v prvni ¢asti této prace spoletné s me-
todami detekce zmén optickych vlastnosti nanostruktur vlivem funkcionalizace.

Ve druhé ¢asti jsou rozebrany provedené experimenty. Jsou zde popsany piipravy
vzorku nanostruktur pro méreni zmén optickych vlastnosti vlivem funkcionalizace
jednovldknovou DNA (z anglického DeoxyriboNucleic Acid — deoxyribonukleové ky-
selina). Méfeni byla provedena na elipsometru a FTIR (z anglického Fourier Trans-
form InfraRed spectroscopy — infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci)
spektrometru. Jsou zde uvedeny a zhodnoceny vysledky obou méfeni s navrhem
dalsiho postupu ve zkoumani celé problematiky.
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2 MATERIALY VHODNE K FUNKCIONALI-
ZACI

Funkcionalizace je definovana jako umisténi funkénich skupin chemickych slou¢enin
na povrch nanostruktur.

Funkcionalizace se provadi vicefunkénimi molekulami tak, aby jedna funkéni
skupina slouzila k ptrichyceni na povrch nanostruktur a jedna ¢i vice ostatnich byly
pristupné k navazani dalsich chemickych latek.

V této kapitole budou popsany materidly vhodné k funkcionalizaci.

2.1 Uslechtilé kovy

Nejcastéjsim materidlem, ktery se vyuziva na vyrobu nanostruktur vhodnych k funk-
cionalizaci jsou uslechtilé kovy. Kovy, kterych se hojné vyuziva jsou predevsim zlato
a stiibro. Jenich funkcionalizace se provadi pobodobné, proto se v dalsim textu
budu zabyvat funkcionalizaci zlata. Zlaté nanostruktury se pro vyuziti v biosenzo-
rech funkcionalizuji nejruznéjsimi biochemickymi slou¢eninami, ale zakladni princip
je u vsech stejny. Vsechny biomolekuly, které je potieba navazat na zlaty povrch
(antény, nanocastice) je potieba nejdfive opatfit thiolovou skupinou (-SH), ktera
pak s povrchem zlatych nanostruktur dobie interaguje.

Jelikoz je zlato inertni material, védce zajimalo, jak se sira na povrch zlatych
nanostruktur vaze. Byla provedena simulace a podle ab initio vypoctu se ukazalo, ze
se sira na zlato nevaze kovalentni vazbou, ale vazba je vytvorena sdilenim elektronu
jednoho atomu siry se tfemi atomy zlata [IJ.

Imobilizace thiolovanych molekul na povrch zlatych nanocéastic lze provadét
nejruznéjsim zpusobem:

Nahodnou funkcionalizaci, kdy je cely povrch nanostruktur ve styku s kapa-
linou a molekuly se tak maji moznost ptrichytit na povrch ndhodné.

Vytvarenim SAM (samousporddané monovrstvy — z anglického Self Assam-
bled Monolayer), kde se uplatiuji protichudné silové ucinky jednotlivych slozek mo-
lekul a molekuly se usporadavaji ve snaze o dosazeni termodynamického stavu s
minimem energie. Sily uplatnujici se pii tvoreni SAM jsou naptiiklad hydrofilni a
hydrofobni interakce, kapilarni, van der Waalsovy, Coulombické sily nebo vodikové
mustky:.

Funkcionalizaci pomoci DPL (Dip Pen Lithography) — které se provadi
pomoci modifikovaného AFM hrotu (viz obrézek [2.1)).

~o v

monovrstvu dale chemicky vazou dalsi vrstvy. To se provadi, aby na povrchu mul-
tivrstvy byly potfebné funkéni skupiny.
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Obrézek 2.1: Dip pen lithography — hrot AFM se ponoti do kapky roztoku s moleku-
lami, kterymi chceme povrch funkcionalizovat. Po zahdjeni skenovani se za
hrotem vytvaii samousporadana monovrstva na zakladé vyse uvedenych pro-
tichidnych silovych i¢inkta pusobicich na molekulu. V tomto piipadé si thio-
lové skupina (naznacend oranzovou kulickou) sedd na zlaty povrch a uhlikaté
fetézce (naznacené zelenou lomenou ¢drou) se samousporaddvaji na zékladé
pusobeni hydrofobnich sil.

2.2 Magnetické materialy

Magnetické materidly se vétsinou pouzivaji ve spojeni s nanocasticemi. U téchto
struktur je velice dulezité, aby si svoji magnetickou vlastnost udrzely i po funkcio-
nalizaci na delsi ¢as. Toho se dosahuje obalenim magnetickych nanocéstic do kapsle
z jiného materialu tak, aby se k nim nedostal napriklad kyslik. V pripadé materialu,
které se mohou pasivovat oxidaci, se jejich povrch upravi mirnou oxidaci [2].

Magnetické nanocéstice se nejcastéji obaluji do téchto druhu materidlu: surfak-
tanty a polymery, uslechtilé kovy, oxid kiemi¢ity a uhlik (viz obrdzek 2.2A). Rovnéz
se vyuziva zabudovani magnetickych nanocéastic do jiného materialu, ktery je chrani
pred vnéjsimi vlivy (viz obrazek 2.2B) [2].

16
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Obrézek 2.2: Piiklady postupu piipravy kapsli magnetickych nanocastic. (A) Postup vy-
tvoreni polystyrenové kapsle. V prvnim kroku vyuzita kyselina 3-chlor propi-
onovd (C3H5Cl02), ve druhém pridan chlorid médny (CuCl) s 4-4-dinonyl-
2,2-bipyridin (dNbipy) a styren. Zahidto na 130 °C kvuli polyperizaci.
(B) Zabudovani magnetickych nanocastic do jiného materidlu. V prvnim
kroku jsou k SiO9 nanoc¢asticim funkcionalizovanych molekulou zakon¢enou
aminovou skupinou pfiddny 15nm nanocastice FesOy4. Déle jsou pridany 1
- 3 nm velké zlaté nanocédstice a po redukci kyselinou chlorozlatitou jsou
vytvoreny tifvrstvé magnetické nanocastice [2].

2.3 Ostatni materialy

Dalsimi materidly, které se vyuzivaji k funkcionalizaci jsou napriklad keramické
materidly, kfemik nebo diamant. Pro vétsinu materidlu funkcionalizace umozinuje
vytvaret stabilni koloidni roztoky nanocastic. Nebo je mozné na funkcionalizovanych
povrsich vytvaret tenké vrstvy, ¢i filmy [3]. Funkcionalizace muze také slouzit k och-
rané povrchu nanokrystalu, a udrzet tak jejich vlastnosti [4] nebo diky mechanickym
vlastnostem a chemické stabilité vytvaret podklady pro ruznd méreni [5].
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3 FUNKCIONALIZACE

Jak uz bylo popsédno, funkcionalizace se provadi vicefunkénimi molekulami tak, aby
jedna funkéni skupina slouzila k ptichyceni na povrch nanostruktur a jedna ¢i vice
ostatnich byly pristupné k navazani dalsich chemickych latek.

V nésledujich kapitolach budou popsany ucely funkcionalizace formou demon-
strace jednotlivych problému na védeckych c¢lancich.

3.1 Funkcionalizace za icelem detekce

Funkcionalizované nanostruktury se vyuzivaji predevsim k detekci ruznych che-
mikalii, biomolekul a dokonce i celych bunék. Staly se neodmyslitelnym zakladem
pro vyrobu modernich senzoru a zafizeni nazyvanych ,lab-on-chip® (laboratoi na
¢ipu). V dnesni dobé je snaha vSe miniaturizovat, a proto jsou funkcionalizované
nanostruktury pro tvorbu novych senzoru a detektoru nezbytné. Nejen, ze funkcio-
nalizované nanostruktury poméhaji v jiz zminéné miniaturizaci, ale taky ve vétsiné
piipadu odpada nutnost latky jakkoli znacit (napfiklad fluorescenéné).

V dalsim textu budou popsany vybrané metody detekce tézkych kovu, toxinu,
bakterialnich antigenu, markeru chorob, oligonukleotidu a DNA.

3.1.1 Detekce tézkych kovi

Teézké kovy jsou pro cloveka toxické a byvaji rizikovym faktorem nékterych nemoci
(napt. hlinik u Alzheimerovy choroby). To je duvodem hygienickych kontrol ¢istoty
studni, prehrad, ek a vodnich zdroju. Funkcionalizované nanocastice jsou vhodnym
kandidatem na rychlou a snadnou detekei piitomnosti tézkych kovu ve vodeé.

Chanana a kol. [6] popsali interakci 15nm zlatych nanocastic funkcionalizovanych
insulinem s tézkymi kovy a zménu optickych vlastnosti v roztocich o ruzném pH
(obrézek[3.1]A). Velice dulezité bylo zjistént, ze takto piipraveny roztok dobfe reaguje
na piitomnost tézkych kovu v roztoku. Jak lze vidét na obrazku [B.IB-C, dobie
s takovymi ¢asticemi reaguji naptiklad ionty hliniku, lanthanu, zlata, olova, rtuti,
sttibra, chromu, kadmia.

Jiny piiklad podal Olea-Jiménez a kol. Ve své praci [7] ukazuji, ze je mozné z
vody odstranit tézké kovy pomoci vhodnych funkcionalizovych nanocastic. Demon-
strovali to na piikladu vychytavani rtuti z vody (viz obrézek . Zlaté nanocastice
funkcionalizovali citratem sodnym. Ten v tomto pfipadé funguje nejen jako stabi-
lizator koloidniho roztoku zlatych nanocastic, ale zaroven napomaha celému procesu
agregace jako katalyzator. V odpadni vodé se totiz rtut vyskytuje ve forme Hg?*,
a aby reagovala se zlatem, je potfeba redukovat tento kationt na Hg®. To pravé
zajistuje citrat sodny.
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Obrazek 3.1: (A) Insulinem funkcionalizované zlaté nanocastice v piitomnosti roz-
toku o ruzném pH. (B-C) Insulinem funkcionalizované zlaté nanocéstice v
pritomnosti kovu [6]. Na obrazku jde vidét, ze v piitomnosti nékterych iontu
zlaté nanocastice agreguji diky ovlinéni jejich povrchového naboje, ktery je
stabilizuje (viz sekce [3.2).

oSodiumcitrate eHg @ AuNP @ Au,Hg

time =24 hr
—_—
T=25°C

Obrazek 3.2: Odstranovani rtuti pomoci citratem funkcionalizovanych zlatych nanocéstic
[7. Na zacatku jsou citratem sodnym (Sodium citrate) obalené zlaté
nanocastice (Au NP — gold nanoparticles) rozpustény ve vodé kontamino-
vané rtuti (Hg). Po 24 hodinédch pii teploté 25°C je vidét, ze se na dné z
roztoku vyloucil amalgam zlata (AuzHg). Cely systém lze obnovit zahfatim,
kdy se z amalgdmu vylouéi rtuf a zlato je opét volné k opétovnému pouziti.

Cely pokus byl opakovan i v pritomnosti jinych iontl, aby byly co nejlépe si-
mulovany podminky v odpadnich vodach, kde se uvazuje o vyuziti takto funkci-
onalizovanych nanocéstic. Experimenty vykazovaly az 70% eliminaci rtuti z vody.
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Efektivita eliminace nejvice zalezela na koncentraci stiibrnych iontu. Pfi koncent-
raci stifbra 5 ppm nebylo mozno docilit tak vysoké eliminace (nedoséhla ani 20 %)
jako pii koncentraci 1 ppm (okolo 50 %) (viz obrazek ?7?). Ziejmé je to zpusobeno
nasycenim povrchu zlatych nanoc¢astic stiibrnymi ionty [7].

100 I Hg(ll)
r 6.6 nM Au NPs =‘égﬂ})
80 I Fe(lll)

60

40

% Elimination

Obrézek 3.3: Selektivni eliminace Hg v pfitomnosti jinych iontu [7]. Na tomto grafu lze
vidét ovlivnéni eliminace (Elimination) rtuti pfitomnosti ruznych iontu. V
legendé grafu je pak znazornéno o jaké ionty se jednalo, kde ¢islo v zavorce
naznaéuje oxidaéni stav kovu (napifklad Hg(II) znaéi iont Hg?t). Nejvétsi
pokles eliminace rtuti je v piitomnosti Ag iontu (o koncentraci 5ppm).
Piftomnost Fe3* iontli naopak eliminaci Hg zvysilo.

3.1.2 Detekce toxinu

Toxiny jsou bakteridlni rostlinné nebo zivocisné jedy. Mohou to byt malé molekuly,
peptidy nebo bilkoviny, které jsou schopny zpusobit onemocnéni pii jejich pohlceni
zivou tkani, a to interakci s biologickymi makromolekulami, napiiklad enzymy nebo
bunéénymi receptory.

Diky mozné hrozbé bio-teroristickych utoku byly vyvinuty na zakladé nano-
struktur biosenzory schopné analyzovat mozné kontaminované vzorky velice rychle
a presné (30 s - 20 min jeden vzorek). Takto je mozné detekovat napiiklad ricin nebo
antrax.

Vyzkumny tym B.N. Feltise [§] studoval moznosti detekce préavé zminéného ri-
cinu, ktery je pro lidsky organismus vysoce toxicky (smrtelnd dévka je 5 pugkg ™).
Funkcionalizaci zlatého povrchu protilatkou proti ricinu ziskali podklad pro SPR
senzor (z anglického Surface Plasmon Resonance). Tento senzor vyuziva zmény
optickych vlastnosti rezonance povrchovych plazmonovych polaritonu povrchovych
plazmont, viz sekce . Poté byl na povrch ptidan roztok obsahujici riizné koncent-
race ricinu. Pomoci SPR senzoru byli schopni za 10 minut pusobeni ricinu detekovat
koncentrace nad 200 ngrmml ™.
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Toxiny se mohou vyskytovat i ve zkazenych potravinach pusobenim nejruznéjsich
bakterii. Naptiklad védecky tym s ¢eskou ucasti prof. Jittho Homoly studoval de-
tekci botulotoxinu produkovaného bakteriemi Clostridium botulinum, ktery je rovnéz
vysoce toxicky (smrtelnd davka je 1ngkg ') a mize se vyskytovat napiiklad v ne-
dostatecné tepelné upravenych masnych a mléénych vyrobcich, rybach ¢i medu.

Funkcionalizaci zlatého povrchu multivrstvou zakoncenou specifickou protilatkou
proti botulotoxinu (viz obrézek byli schopni pomoci SPR senzoru detekovat kon-
centraci 1ngml™'. Koncentrace botulotoxinu v kontaminovanych potravinich jsou
vzdy nad 3ngml ™. To znamen4, ze senzory zalozené na tomto principu jsou schopny
oznacit potraviny, ve kterych je botulotoxin piitomen [9].

Flow Channels

= o @Bcam

inmndu Antibody
Botulinum Neurotoxin

2 '(
Y

OH-terminated OEG Thiol

Obrazek 3.4: Detekce botulotoxinu pomoci SPR senzoru [9]. Nahote je vidét schéma mul-
tikandlového SPR senzoru v tzv. Kretschmannové uspofadani se svételnym
paprskem (Light Beam) odrazejicim se totalnim odrazem na rozhrani hra-
nolu (Prism) zlaté vrstvy, kde jsou naznaceny 4 prutoéné kandly (Flow
Channels). Ve spodni ¢dsti je naznaceno usporadani multivrstvy na povrchu
senzoru. Na zlatou vrstvu je navazany oligo(etylenglykol) z jedné strany
thiolovany (S-konec) a z druhé strany zakonéen bud alkoholovou skupinou
(OH-terminated OEG Thiol) nebo biotinem (Biotin-terminated OEG thiol).
Na tyto konce se pres streptavidinovy komplex vaze biotinylovand protilatka
(Biotinylated antibody). Tou se zachycuje zkoumany neurotoxin (Botulinum
Neurotoxin) a jesté se na néj navaze sekundarni protilatka (Secondary An-
tibody), aby struktura byla tézs{ a tudiz snéz detekovatelnd.

3.1.3 Detekce bakterialnich antigenu

Antigeny jsou molekuly nejcastéji povrchovych struktur bakterii, viru a dalsich pato-
genu. Pravé pomoci téchto antigenu se da bunka identifikovat, protoze bunééna sténa
bakterii ma vétsinou na vnéjsi strané zabudované specifické antigeny. Diky nim je
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mozné bunku zachytit na protilatkami funkcionalizované nanostruktury a zmérit jeji
piitomnost v okoli nanostruktur. Junxue Fu a jeho tym [10] uvadi, ze diky funkcio-
nalizovanému zlatému povrchu se jim podarilo zachytit a zméfit pritomnost bakterii
Salmonella. Jako podklad pro tento senzor pouzili sklo pokryté 3nm chromu. Na
tento podklad napafili 10 nm tlustou vrstvu zlata (vytvorila sférické struktury),
kterou funkcionalizovali pomoci DSP — dithiobis(succinimidyl)propiondt — a na néj
navazali protilatky anti-Salmonella. Povrch dale upravili (nanesli z roztoku) pomoci
hovéziho sérového albuminu (BSA), aby nedochézelo k nespecifickému navazani
¢ehokoliv jiného. Pozorovali posun rezonanéniho maxima plazmonovéno piku, ktery
navic odpovidal i jejich vypoctenym teoretickym hodnotam.

® Aunanoparticles
Antibody : Salmonella binding QO DSP
Au nanoparticles DSP coating conjugation BSA blocking Y  Antibody
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Obrazek 3.5: Detekce bakterii Salmonella pomoci LSPR senzoru (z anglického Locali-
sed Surface Plasmon Resonance). Tento senzor vyuzivd zmény optickych
vlastnosti rezonance lokalizovanych povrchovych plazmonovych polaritont,
viz sekce . Na sklo byla napafena 3nm silnd vrstva chromu a nésledné
10nm tlusta vrstva zlata. Zlato vytvafelo na povrchu sférické struktury.
Tyto struktury byly funkcionalizovdny pomoci DSP (DSP coating) a na
néj byly navézany protilatky anti-Salmonella (Antibody conjugation). Po-
vrch byl upraven pomoci BSA, ktery blokuje navazéani jakékoliv nespecifické
chemikélie (BSA blocking). Takto pfipraveny senzor je schopen detekovat
navazani bakterii Salmonella na jeho povrch (Salmonella binding) [10].

Vyse uvedeny clanek ukazuje, ze je mozné vyrobit senzor, ktery by velice rychle
odhalil ptitomnost bakterii, coz by byl velky pfinos do detekce onemocnéni paci-
entu. Nyni se délaji zdlouhavé testy spocivajici v rustu kolonii bakterii z odebraného
vzorku. V piipadé pouziti LSPR senzoru by stacilo aplikovat odebrany a napt. ve fy-
ziologickém roztoku rozpustény vzorek na tento senzor a na vysledek by se nemuselo
¢ekat vice nez par minut.

Dalsi oblasti vyuziti tohoto principu je bezpochyby hygiena a bezpec¢nost potra-
vin. Bakterie se totiz hojné vyskytuji v potravinach a to nejen zkazenych. Moznost
detekce v potravinach doklddd i tym vedeny Allenem D. Taylorem (opét s ¢eskou
ucasti prof. Homoly) [I1]. Zde byly studovéany moznosti detekce ¢tyt ruznych bakterii
v jednom roztoku na jednom multikandlovém SPR senzoru.

V kazdém kanalu byl zlaty povrch funkcionalizovan multivrstvou zakoncenou
specifickymi protildtkami proti antigenum zkoumanych bakterii (C. jejuni, L. mono-
cytogenes, E.coli a Salmonella spp). Bakterie byly spole¢né umistény do tif ruznych
roztoku — roztoku s pH 7.4, jabletného dzusu s prirodnim pH 3,7 a jablecného dzusu
nastaveného na pH 7,4. Ve vSech ttech pripadech byli schopni detekovat pritomnost
bakterii od koncentrace 3,4 - 103 CFUml™" do 1,2 - 10° CFUml™" (Colony Forming
Unit — kolonie tvorici jednotky, nékdy se znac¢i KTJ).
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Obé publikace dokazuji moznosti detekce bakterii v nizkych koncentracich. Bo-
huzel ale posun rezonancni frekvence u takto detekovanych celych bunék je radove
v jednotkach nanometru, protoze bunky jsou pomeérné velké a nevejdou se do de-
tekéni oblasti obsahujici nanostruktury celé. Nabizi se tedy moznost rozbit bunky
(napt. bakterie) jiz pred navdzénim na nanostruktury a detekovat pouze ¢asti roz-
bitych bune¢nych stén. Takto by se mohl povrch nanostruktur zaplnit daleko vice a
posun rezonancniho maxima by zfejmé byl veétsi.

3.1.4 Detekce markeru chorob

Funkcionalizované nanostruktury by mohly byt vyuzity také k detekci markeru
ruznych chorob. Vétsina chorob se u ¢lovéka projevuje piitomnosti urcitych bio-
molekul — tzv. markeru. Pomoci funkcionalizovanych nanostruktur by se daly tyto
choroby detekovat jiz v brzkém stddiu diky nizkym detekénim limitum, které pouziti
funkcionalizovnych nanostruktur umoznuje dosdhnout.

Nézorné to ukazuje prace vyzkumného tymu vedeného Amandou J. Haes [12].
V tomto clanku je popsana moznost detekce markeru Alzheimerovy nemoci (moz-
kového jedu ADDL — z anglického ,amyloid beta-derived diffusible ligands®). K
detekci pouzili protilatkou anti-ADDL funkcionalizované stiibrné nanostruktury ve
tvaru trojtihelniku (viz obrézek [3.6)).
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Obrazek 3.6: Posun rezonanéniho maxima pii detekei pomoci LSPR senzoru (A), stiibrné
nanostruktury pred (B) a po funkcionalizaci (C) [12].

Bylo mozno detekovat koncentrace az do cca 1078M, pfi nizsich koncentracich se
jiz projevovalo nespecifické navazani jinych molekul na senzor.

Jednou z dalsich chorob, které je nutno odhalit v co nejranéjsim stéadiu je rako-
vina. To znamend detekovat rakovinné markery v co nejmensi koncentraci. Timto
se zabyvali napiiklad na University of California [13]. Zde byl detekovén antigen
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CA 19-9, ktery se pouziva k detekci rakoviny jater. V tomto experimentu byl vyuzit
funkcionalizovany zlaty povrch, ve kterém byly diry o praméru 60 nm (viz obrazek
. Povrch byl pokryt multivrstvou zakoncéenou protilatkou proti zminénému an-
tigenu. Aby nedochéazelo k nespecifickému navazani molekul a znehodnoceni celého
testu, byla vytvorena multivrstva i uvnitt dér. Cely tento systém fungoval na prin-
cipu LSPR senzoru.

Obrazek 3.7: Zlaty povrch s 60nm dirami [13].

Takto upraveny povrch senzoru byl vystaven nejprve dvéma latkdm, které se
na povrch vazat nemély (hovézi sérovy albumin — BSA a karcinomni embryonicky
antigen — CEA) a poté se povrch vystavil roztoku antigenu CA 19-9 o koncent-
raci 2 pgml~!.Vysledkem byla specifickd detekce antigenu CA 19-9 v koncentraci 2
pg/ml, coz po prepoctu odpovidd zhruba 1 pg antigenu na méfené plose.

Detekei rakovinnych markeru se také zabyval tym G. Zhenga [14]. V této praci je
popséana specifickd detekce PSA (prostatického specifického antigenu), jehoz zvysena
produkce je charakteristickym znakem malignich prostatickych tkéani. Pomoci méteni
vodivosti funkcionalizovanych polovodi¢ovych nanodratu bylo mozno detekovat pii-
tomnost PSA. Byl vyroben senzorovy ¢ip (viz obrazek ) s nanodraty z dopo-
vaného kiemiku. Diky lokdlni zméné naboje (po navézani detekovaného antigenu)
byla také méfitelnd zména vodivosti jednotlivych nanodratu — fadové desitky nS pti
koncentraci PSA v iédu jednotek pgml = (viz obrazek [3.8B). Detekénf limit byl sta-
noven na koncentraci 75 fgml™!, pii nizsich koncentracich uz byl pomér signal /sum
< 3. Takto bylo mozno specificky detekovat PSA i z nefedéného séra, kde koncent-
race ostatnich proteinu byla zhruba o 9 fadu vyssi. V zavéru clanku je zdtraznéno,
ze detekéni limit byl zpusoben jen dostupnym elektronickym vybavenim.
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Obrazek 3.8: (A) Cip vyrobeny k detekci PSA. Znazornény vyiez ma rozméry 6 x 0, 5 um?.
(B) Graf zavislosti vodivosti (Conductance) polovodi¢ovych nanodratu
(NW1 — polovodié typu p, NW2 — polovodi¢ typu n) na case. Svislé ¢ary s
Cisly naznacuji cas, kdy byly na ¢ip mikrofluidnim systémem piivedeny roz-
toky PSA v koncentraci: (1) 9pgml~! (2) 0,9pgml~! (3) 0,9pgml =t + 10 ug
ml~! BSA (4) Opgml~ + 10 ug ml~ BSA (5) 9gml~! [14].

3.1.5 Detekce aptameri, oligonukleotidii a DNA

Detekeci DNA, aptamerfﬂ a oligonukleotidu se v poslednich nékolika letech dostalo
velké pozornosti, protoze maji velké uplatnéni v mediciné, diagnostice a v moni-
torovani v potravinaiském a farmaceutickém prumyslu. Vétsina experimentu iden-
tifikuje specifické sekvence (sekvenovani DNA) hybridizaci sondy, kterd je imobili-
zovana na nanostruktute. Sekvenovani DNA je dulezité pro detekci patogenu a v
biomedicinském vyzkumu.

Jako nanostruktury se v tomto pripadé vétsinou pouzivaji zlaté nanocastice
a sondy se imobilizuji vazbou thiol-zlato. Tato funkcionalizace je jednoduchou che-
mickou reakci, kterd nepotiebuje nédkladné vybaveni.

Momentalné nejvice praci se zabyva vyuzitim zlatych nanocastic ke snizeni limitu
detekce a zvyseni citlivosti senzoru.

Napiiklad v ¢ldnku [I6] bylo zjisténo, ze jednovldknova a dvouvlaknovd DNA se
lis1 v adsorpci na zlaté nanocastice. Také zjistili, ze jednovlaknova DNA stabilizuje
koloidni roztok zlatych nanocastic a brani jejich shlukovani. Pomoci jednoduchého
kolorimetrického méfeni byli schopni odlisit DNA jednovldknovou od dvouvlaknové.
Toho muze byt vyuzito pri detekci specifické sekvence DNA pomoci hybridizace.
Dale byli schopni rozlisit i jednobézovy mismatch (nedokonalé sparovéni) a to pfi
femtomolové koncentraci DNA. Dale tato stejna védecka skupina v ¢lanku [17]
ukazala, ze jednovlaknova DNA se dobie véze na zaporné nabité zlaté nanocéstice,
ale dvouvlaknova nikoliv. Po navazani fluorescenéni molekuly na jednovlaknovou

! Aptamery jsou jednofetézcové oligonukleotidy DNA nebo RNA, mohou existovat také ap-
tamery peptidové. VSechny tyto molekuly nabyvaji nejruznéjsich trojrozmérnych struktur a diky
tomu na sebe dokézou navéazat témér jakoukoli proteinovou nebo sacharidovou molekulu. Nékteré
aptamery na sebe mohou véazat také viry, coz otevird cestu k novym zpusobum terapie chiipkové
infekce [15].
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DNA bylo zjisténo, ze po navazani na zlaté nanocastice dochazi ke zhaseni fluo-
rescence. Takto 1ze opét jednoduse detekovat hybridizaci. Pti hybridizaci dochézi k
elektrostatickému odpuzeni molekuly z povrchu a obnoveni fluorescence.

Jednovlaknovou DNA funkcionalizovanymi nanocasticemi se zabyval naptiklad
védecky tym z Jizni Koreje [18)]. Byl zkoumaén jednak vliv koncentrace jednovldknové
DNA na koloidni roztok zlatych nanocéastic s NaCl a pak také vliv koncentrace kom-
plementarniho fetézce na optické vlastnosti roztoku zlatych nanocéastic funkcionali-
zovanych jednovldknovou DNA. Na obrazku[3.9A jde vidét zménu barvy zpusobenou
ruznou koncentraci jednovlaknové DNA. To koresponduje s absorpcnim spektrem,
které je na obrdzku [3.9B. Jednovldknovd DNA (ssDNA) totiz stabilizuje koloidnf
roztok zlatych nanocéastic a opét se objevuje typické absorpéni maximum zlatych
nanocastic okolo 520 nm, které bylo bez jednovliknové DNA eliminovano shlu-
kovanim nanocastic.

Druhou ¢4st experimentu popisuje obrazek [3.10] V této ¢dsti védecky tym zkou-
mal zavislost piitomnosti komplementarniho fetézce na optické vlastnosti roztoku
zlatych nanocastic, které byly funkcionalizovany jednovlaknovou DNA. Na obrazku
Ize vidét vliv hybridizace na opétovnou nestabilitu koloidniho roztoku, a tudiz vymi-
zeni absorpéniho maxima okolo 520 nm. Cfm vét3f je koncentrace komplementérniho
fetézce, tim vétsi je koncentrace hybridizovanych molekul DNA. Ty jsou zaporné
nabitym povrchem zlatych nanocastic elektrostaticky odpuzovany a zpusobuji vétsi
tbytek jednovldknové DNA (spotiebované pii hybridizaci), ktera stabilizuje koloidni
roztok. Pomér R,,/. vyjadiuje pomér koncentraci jednovldknové DNA (ss), kterou
byly funkcionalizované zlaté nanocéstice a jejtho komplementarntho fetézce (c).
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Obrazek 3.9: (A) Zména barvy 8,5nM koloidniho roztoku zlatych nanocéstic s 50 ul 1M
NaCl v pritomnosti ruzné koncentrace 20b ssDNA. (B) Absorp¢ni spektrum
roztoku. Koncentrace ssDNA byla (1) 0 M, (2) 0,01 pM, (3) 0,08 uM, (4)
0,1 uM, (5) 0,3 uM, (6) 0,4 uM, (7) 0,6 M, (8) 1,0 uM [IS].
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Obrazek 3.10: (A) Zména barvy 8,5nM roztoku jednovlaknovou DNA funkcionalizovanych
zlatych nanocdstic v piitomnosti ruzné koncentrace komplementarniho
fetézce. (B) Absorpéni spektrum roztoki. Pomér koncentraci R/, byla
(1) 0, (2) 0,5, (3) 0,75, (4) 0,80, (5) 0,85, (6) 0,90, (7) 1,00 [18].

3.2 Funkcionalizace za ucelem stabilizace koloid-
nich roztoku

Koloidni roztoky nanoc¢éstic maji tendenci se shlukovat a sedimentovat. Ve vétsiné
pripadu mé agregace za nasledek ztratu vlastnosti spojovanych s koloidnim stavem
téchto nanocastic. Ke stabilizaci koloidnich roztoku se pouziva nékolika mechanizmau.

Elektrostaticka stabilizace

Tontové slouceniny, jako jsou halogenidy, karboxylaty nebo polyoxoanionty roz-
pusténé v roztoku (vétsinou vodném), mohou zpusobovat elektrostatickou stabi-
lizaci. Adsorpce téchto sloucenin a jejich odpovidajici protionty na povrchu kovu
vytvori okolo c¢éstic elektrickou dvojvrstvu, coz vyvola odpudivou elektrostatickou
interakci mezi casticemi. Pokud je elektricky potencial dvojvrstvy dostatecné velky,
potom elektrostaticka repulze zabranuje agregaci castic. Elektrostaticky stabilizo-
vané koloidni suspenze jsou velmi citlivé na jakékoliv vlivy, které rusi dvojvrstvu,
jako je tfeba iontova sila nebo teplota, takze kontrola téchto parametru je nezbytna
pro zajisténi ucinné stabilizace koloidu.

Ucinnost elektrostatické stabilizace 1ze jednoduse zjistit zménou iontové sily roz-
toku, cehoz lze naptiklad docilit pridavanim soli. Pfi vytvoreni takové iontové sily
roztoku, ktera rozrusi elektrostatickou repulzi, dojde k agregaci nanocastic, ktera
je doprovazena zménou vinové délky plazmonové rezonance a casto lze pozorovat
pouhym okem (viz obrazek . Tento test je vseobecné rozsiten a kromé jiného
slouzi i k potvrzeni zmény elektrostatické stabilizace po modifikaci nanocéstic.

Stéricka stabilizace

Druhy zpusob, jak mohou byt koloidni kovové ¢astice ochranény ptred agregaci,
je pouziti makromolekul, jako jsou dendrimery, polymery, blokové kopolymery nebo
oligomery, které kolem nanocastic vytvori ochrannou vrstvu. Aby byla stabilizace
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ucinna, musi byt povrch zcela pokryt dostatecné silnou vrstvou pevné vazané sta-
bilizujici latky.

Pti priblizovani dvou castic, na jejichz povrchu je husta vrstva pevné adsor-
bovanych makromolekul, mohou adsorbované vrstvy bud navzdjem pronikat, nebo
dojde k jejich stlacovani. Na to, ktery z pripadu nastane, ma vliv kvalita disperzniho
prostiedi, tj. afinita k rozpoustédlu. Stabiliza¢ni ic¢inek se projevuje pouze za pod-
minek, kdy je disperzni prostiedi pro polymer dobrym rozpoustédlem (obrazek
. V tomto rozpoustédle nedochazi k vzajemnému pronikani (proplétani) mo-
lekul, protoze vyvijeji odpor proti stlacovani. To brani dalsimu piiblizeni castic a
tim i agregaci.

Pfi velmi vysokych molarnich hmotnostech se muze dlouha makromolekula sou-
casné adsorbovat na povrchu nékolika ¢éstic a tim je k sobé pritahovat. Pii nizkych
koncentracich polymeru to muze vést k tzv. mustkové flokulaci.

V porovnéni s elektrostatickou stabilizaci, ktera je vétsinou pouzivana ve vod-
ném prostredi, muze byt stéricka stabilizace pouzita jak v organické, tak ve vodné
fazi.

Elektrostéricka stabilizace

Elektrostaticka a stéricka stabilizace mohou byt vyuzity zaroven z duvodu u-
iontové detergenty nebo organokovy. Tyto slouceniny nesou jak poldarni funkéni sku-
pinu, umoznujici generovat elektrickou dvojvrstvu, tak lipofilni fetézec poskytujici
stérickou repulzi.

Stabilizace ligandem nebo rozpoustédlem

Termin stabilizace ligandem byl vybran proto, aby popsal pouziti tradi¢nich
ligandu ke stabilizaci koloidu prechodnych kovu. Tato stabilizace je umoznéna inter-
akci kovové nanocastice s ligandy jako jsou naptiklad fosfiny, thioly, jejich derivaty

a aminy [19] 20].

agragace

Obrazek 3.11: Vliv rozpoustédla na stérickou stabilizaci [20].
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3.3 Funkcionalizace za ucelem cileného navadéni
nanocastic

Nanocastice samotné kvuli své velikosti nemohou proniknout pfes bunéénou mem-
branu. Funkcionalizaci 1ze dosahnout toho, ze membranové prenasece s molekulami,
které normélné prendaseji, prenesou i nanocéstice funkcionalizované témito moleku-
lami.

Takto se nemusi dorucovat pouze samotné nanocastice do bunky, ale mohou s se-
bou nést dalsi molekuly, které se uvolni napiiklad v buiice zménou pH. V ptehledové
praci [21] jsou naznaceny moznosti vyuziti funkcionalizovanych zlatych nanocéstic
jako nosi¢u jednoduchych molekul, jako jsou napiiklad silné reaktivni singletovy
kyslik 1Oy nebo oxid dusnaty NO.

Nanocastice jsou schopné do bunék dorucit i vétsi biomolekuly. Védecké tymy
uz uspély ve snaze dorucit do bunky i peptidy, proteiny a nukleové kyseliny, véetné
DNA i RNA. Tohoto se napiiklad d& vyuzit v genové terapii, i kdyz je efektivita
mensi nez u doru¢eni DNA pomoci viru.

Cileného navadéni castic se da vyuzit pii tzv. fototerapii. Nanocastice jsou funk-
cionalizovany antigeny, které jsou specificky vychytavany protilatkami vystavenymi
na povrchu bunéénych membran. Takto se napiiklad na zlaté nanocastice navaze
antigen, ktery je specificky k protilatkam na povrchu rakovinnych bunék. Diky in-
terakci antigen-protilatka se zlatd nanocastice prichyti na povrch bunky. Kdyz jsou
zlaté nanocastice ozareny svétlem o vinovych délkach v rozmezi 800 nm - 1400 nm,
zpusobuji lokalni zahiivani okolni tkané. Takto se daji zni¢it napiiklad nadorové
tkaneé.

Déle se na povrchu nanocastic funkcionalizovanych specifickymi antigeny daji do
cilové oblasti dorucovat i léky (ucinné latky). Velkou vyhodou tohoto specifického
dorucovani u¢innych latek je predevsim omezeni vedlejsich ucinku 1éku [21].

Celkoveé se da rict, ze v této oblasti maji funkcionalizované nanocastice velky
potencial. OvSem zatim se neobjevily zddné studie prokazujici jejich zdravotni ne-
zévadnost.

3.4 Funkcionalizace za tucelem studia molekulo-
vych interakci

V molekularni biologii a chemii je studium molekul a jejich vzajemnych interakei
velmi dulezité k pochopeni mechanismu napiiklad chemickych reakei nebo prosto-
rovych uspordddni (bio)molekul. K simulacim téchto interakei jsou vytvéareny kom-
plexni pocitacové programy, které jsou pomoci kvantovych vypoctu schopny pribliz-
né stanovit, jak je ktera vazba nebo interakce silna.

Studium interakei se diky moznosti funkcionalizovat hrot SPM (rastrovaci son-
dova mikroskopie z anglického Scanning Probe Microscopy) muze provadét i expe-
rimentalné v laboratofi.

Zakladem je funkcionalizace hrotu SPM jednim typem molekuly a imobilizace
molekul druhého typu na povrch vzorku. Nasledné je raménko SPM od povrchu
oddalovano a snima se sila, kterd na néj pusobi (obrazek
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Obrazek 3.12: Znézornéni experimentédlniho usporadéni [22].

Druhym typem uspotradani je imobilizace molekuly na povrch vzorku. Volny
konec molekuly je oSetfen tak, aby se navazal na hrot SPM. Opét se raménko SPM
oddaluje od povrchu a zkouma se sila, kterd na néj ptisobi. V tomto ptipadé lze vsak
sledovat velikost interakce funkénich skupin, které jsou zodpovédné za prostorové
uspotradani molekuly. Cely tento proces je tedy zalozen na ,rozplétani* molekul.

Takto byly experimentalné urceny sily interakci naptiklad mezi streptavidinem
a biotinem (260 £ 120 pn) [22] nebo byly zjistény sily, které drzi pohromadé fetézce
dvouvlédknové DNA [23]. V této praci byla molekula DNA uchycena obéma 5’-konci.
Jednim k povrchu a druhym k hrotu AFM. Takto zjisténa sila na odtrhnuti fetézctu
od sebe byla 20pN — 50 pN.
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4 METODY DETEKCE

V této kapitole budou shrnuty metody detekce zmény vlastnosti nanostruktur po je-
jich funkcionalizaci. Jednda se vétsinou o zménu optickych vlastnosti. K tomu slouzi
jak jednodussi metody, mezi které patii napiiklad kolorimetrie, a pak také kom-
plexni metody, k nimz patii napiiklad elipsometrie. Kromé téchto uvedenych metod
se pouzivaji metody vyuzivajicich SPR (povrchovou plazmonovou rezonanci z ang-
lického Surface Plasmon Resonance) a LSPR (lokalizovanou povrchovou plazmono-
vou rezonanci z anglického Localised Surface Plasmon Resonance). Dalsi metodou,
kterd se dd vyuzit, je FTIR spektroskopie (z anglického Fourier Transform InfraRed
spectroscopy)

4.1 Kolorimetrie

Kolorimetrické metody se nejcastéji vyuzivaji ve spojeni s roztoky. Naptiklad spek-
trofotometrie méri spektralni absorbanci ¢i transmitanci roztoku. V biochemii se
tato metoda pouzivé ke stanoveni koncentrace urcité latky v roztoku porovnavanim
absorbance pri urcité vinové délce, ktera odpovida spektralnimu maximu absorbce.

Tato metoda se da vyuzit i pro detekci funkcionalizace nanocastic v koloidnich
roztocich. Funkcionalizaci se vétsinou méni vlnova délka absorpéniho maxima a to
lze pak porovnanim spekter velice snadno rozlisit. Priklad experimentalniho uspo-
radani zachycuje obrézek

] Kyveta
srovnavaci

Veiupni i
Stérhi !
$térhina i q
i I Zesilovat
Mitika ~ I ekt Displej
Kyveta e T
Vistupni mérna
térbina

Obrézek 4.1: Uspoiadani spektrofotometické sestavy [24]. Svétlo pochézejici od zdroje je
vstupni Stérbinou omezeno v uzky svazek. Difrakci na miizce se ze svazku
vybere jedna vinova délka, jejiz maximum se nachéazi v optické ose soustavy.
Svazek se znovu omezi Stérbinou, projde kyvetou se vzorkem, je zachycen
detektorem a poté pieveden na digitalni vystup na displeji.

4.2 Elipsometrie

Elipsometrie je metoda optické analyzy vlastnosti povrchu a tenkych vrstev, kterd
je zalozena na sledovani zmeén polarizace svétla po jeho odrazu od rozhrani. Pii ném
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se méni amplituda i faze slozky FE (s - slozka vektoru intenzity elektrického pole
kmitajici kolmo k roviné dopadu) obecné jinak nez u slozky E, (p - slozka vektoru
intenzity elektrického pole kmitajici v roviné dopadu) a linedrné polarizované svétlo
se v dusledku toho po odrazu obecné méni na elipticky polarizované (odtud také
pochdzi nézev elipsometrie). Schéma usporadéani lze vidét na obrazku . Pti méreni
je pak mozné ziskat informaci o povrchovych vrstvéch, jejichz tloustky jsou mensf
nez vinova délka pouzitého svétla. Elipsometrie na rozdil od vétsiny optickych metod
neni limitovana difrakei a muze dosdhnout vertikalniho rozliseni v fadu desetin
nanometru.

Vystupem z elipsometrického méreni jsou vzdy dva parametry ¥ a A, resp.
jejich zavislost na thlu dopadu, ihlu analyzatoru a vinové délce. Z nich je potom
mozné vypocitat napiifklad tloustku vrstvy, na které doglo k odrazu, jeji dielektrickou
funkci ¢i jiné optické konstanty. Pokud jsou tato méreni provadéna pouze pro jednu
vybranou vlnovou délku, jde o tzv. jednovinnou elipsometrii. Ta nasla uplatnéni
zejména v technické praxi. Spektroskopicka elipsometrie — tedy méreni spektralni
zavislosti U a A — zustava doménou spise védeckych laboratori a bude pouzivana
i v této praci.

Dalsim krokem je pak hledani teoretického modelu, jemuz odpovidajici zavislosti
parametri ¥ a A nejlépe vystihuji ty experimentélné uréené. Tomuto procesu se fikéa
fitovdni. Spoc¢iva v kombinaci znalosti fyzikdlnich vlastnosti daného vzorku (napf.
tloustka vrstev) a numerickych metod hleddni ostatnich parametri teoretického
modelu (napt. dielektrickd funkce materidlu) takovym zpusobem, aby se minima-
lizovala odchylka modelu pfisluSejicich parametru od téch namérenych. V piipadé
vzorku se zlatymi nano¢asticemi na kiemikovém povrchu, které budou méreny v této
praci, je vSak takovy proces velice obtizny a vyzaduje hluboké znalosti této proble-
matiky. Samotna elipsometricka spektra nejsou pro tucely této prace pripadé prilis
nazornd, a proto je z nich vypoctena tzv. pseudodielektricka funkce €. Slozity model,
ktery by vystihoval vSechny aspekty (multivrstvého) povrchu pokrytého kovovymi
nanocCasticemi, je v tomto pripadé nahrazen modelem jedné polonekonecné vrstvy
s komplexni dielektrickou funkci €. Z ni pak lze urcit komplexni index lomu ¢&i jiné
optické konstanty piislusejici takové vrstve.

Vyhodou této metody je jednoduché provedeni a absence chromatickych vad,
nevyhodou je vétsi chyba méreni v pripadech, kdy se parametr A blizi k 0°, resp.
180° a slozit¢jsi interpretace vysledku [25].

4.3 SPR

S ptichodem nanotechnologii a s ptipravou tenkych vrstev nastal rozvoj i v metodach
detekce. Po popsani jevu povrchovych plazmonu a polaritonu se jich zacalo vyuzivat
pro zlepseni detektoru a k snizeni detekénich limiti senzort. SPR senzory se sestavaji
ze zdroje svétla, transparentniho hranolu a transdukéniho povrchu (vrstva vzacného
kovu). Transdukéni povrch je obvykle tvofen 50 - 100 nm tlustou zlatou vrstvou na
sklicku (¢ip SPR biosenzoru), které je imerznim olejem opticky spojeno s hranolem.
Kromé zlata se pouzivaji jesté dalsi kovy napt. stiibro, méd nebo hlinik, ale zlato je
preferovano pro svou chemickou stabilitu. Umisténim zlatého filmu se odlisuji dvé
konstrukce, Ottova a Kretschmannova (obrézek. V Ottové konfiguraci neni zlaty
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vzorek

Obrazek 4.2: Schématické zobrazeni elipsometrické sestavy. Ze zdroje vychazi nepolarizo-
vané svétlo, prochazi polarizdtorem (P) a méni se na linedrné polarizované.
Po odrazu je svétlo elipticky polarizované, analyzatorem (A) se opét polari-
zuje linedrné a je sniméno detektorem. Pievzato z [25].

film v ptimém kontaktu s hranolem, ale v dosahu evanescentnich vin. Plazmony se
vybudi a §ifi se po kovovém povrchu v prostoru mezi hranolem a kovovou vrstvou.
Pro praktické pouziti se tato konfigurace prilis nehodi, a pouziva se Kretschmannova
konfigurece. Puvodné byl film kovu nanesen primo na hranol, avsak vyménna sklicka
se zlatou vrstvou umoznuji provedeni ruznych analyz, pricemz hranol zustava stejny

Sklo
Au *

Obrazek 4.3: Schématické znazornéni Kretschmannova (A) a Ottova uspofadani (B).

4.4 LSPR

LSPR senzory vyuzivaji stejného principu jako SPR senzory s jedinym rozdilem, ze
vyuzivaji plazmonické struktury na povrchu kovové vrstvy. Plazmonickymi struktu-
rami mohou byt napfiklad anténky nejruznéjsich tvaru. Poloha jejich absorpéniho
(rezonan¢niho) maxima ve spektru zélezi predevsim na jejich tvaru, ale také na
vzdélenosti mezi nimi [27].
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4.5 FTIR

V této metodé infracervené zareni dopada na povrch vzorku, ¢ast z néj je absor-
bovéana a ¢éast se odrazi. Odrazené zareni je pak zachycovano detektorem. Vysledné
spektrum pozorované detektorem je ochuzeno o zateni, které je pohlceno moleku-
lami nebo strukturami, které maji absorpéni maximum v IR oblasti. Tato metoda
bude taktéz pouzita v této praci.
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5 PRAKTICKA CAST

5.1 Priprava nanostruktur pro funkcionalizaci

Jako nanostruktury vhodné k funkcionalizaci jsem si zvolil dvé rizna uspotradani
zlata na kfemikovém podkladu.

Prvnim uspotrddanim byly 80 nm velké zlaté nanocastice (0D) nadeponované na
kiemikovou desticku. Kfemikové desticky o velikosti cca 15 x 15 mm? byly odiezany
z desek fosforem ¢i borem dopovaného monokrystalického kfemiku o krystalové ori-
entaci (100) a tloustce cca 525 pum. Na kfemikovém povrchu byl ponechén nativni
oxid a probéhlo pouze ocisténi proudem dusiku (Ny). Samotna depozice probihala
z 1 ml komeréné dostupného koloidniho roztoku 80nm zlatych kulicek upraveného
3,29 pmol HCI. Pro vétsi podrobnosti a vysvétleni procedury v [25].

Takto ptipravené vzorky byly pouzity pro elipsometrickd métreni. Snimek nade-
ponovanych kulicek potizeny elektronovym mikroskopem jsou zobrazeny na obréz-

ku Bl

Obrazek 5.1: Snimek kuli¢ek porizeny elektronovym mikroskopem pied (A) a po (B) funk-
cionalizaci.

Druhym uspofadanim byla pole zlatych antének (2D). Antény byly vytvofeny
ve spolupréci s Jiffim Babockym pomoci EBL (elektronové litografie, z anglického
Electron Beam Lithography) [28]. Na kifemik bylo litografii pfipraveno 6 poli antén
o tfech ruznych délkach ramének. Byla snaha antény vytvofit o $ifce 200 nm s
mezerou mezi raménky o sitce 400 nm a o délkach ramének 1,2 ym, 1,5 um a 1, 8 ym.
Rozestupy mezi jednotlivymi anténkami byly 3 pm.

Takto pripravené vzorky byly vytvoreny pro méreni pomoci FTIR spektroskopie.
Schématicky nédkres polf je vidét na obrézku [5.2A. Snimek z optické mikroskopie
v temném poli na obrazku a snimek z elektronového mikroskopu ve vytezu

obrazku [(.21B.
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Obrazek 5.2: (A) - Schématické zobrazeni vzorku piipraveného pro FTIR méfeni. 1 - 6
jsou pole piipravenych antén. Pole velikosti 50 x 50 um? jsou umisténa ve
vétsim ramecku, ktery byl pfipraven, aby bylo mozné oblast s anténami vidét
pouhym okem. Pole 1 a 5 odpovidé poli antén s délkou raménka 1,2 um, pole
2 a 6 odpovida poli antén s délkou raménka 1,5 um a pole 3 a 4 odpovida
poli antén s délkou raménka 1,8 yum. (B) - Snimek pole antén z optické mik-
roskopie v temném poli. Ve vyfezu snimek antén z elektronového mikroskopu
s §ffkou raménka 1,8 pm.

5.2 Roztoky pro funkcionalizaci

Z Ustavu chemie a biochemie Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity v Brné
byly poskytnuty 4 roztoky thiolované jednovldknové DNA. Roztoky se ligily délkou
fetézce - dva roztoky byly s délkou Fetézce 15 béazi (ddle pouze 15b) a dva roztoky s
délkou tetézce 10b. Od kazdé délky tetézce byly poskytnuty dvé ruzné koncentrace
a to 25mgml~! a 100mgml~'. Pro piehlednost jsem je shrnul do tabulky .

Tabulka 5.1: Tabulka shrnujici délky fetézct a koncentraci v jednotlivych vzorcich.

délka fetézce | koncentrace / mgml ™'
Roztok 1 15 bazi 25
Roztok 2 15 bazi 100
Roztok 3 10 bazi 25
Roztok 4 10 bazi 100

5.3 Elipsometrické méreni

Pro elipsometrické méteni byly vyuzity predem pfipravené 80nm zlaté kulicky na
¢tytech kiemikovych destickach (viz kapitola a byly méfeny pomoci elipsome-
tru v laboratori Masarykovy univerzity. Uhel dopadu svétla byl po zméreni nékolika
uhli nastaven na 70°, kdy méfeni vykazovalo nejmensi sSum. Pfi tomto nastaveni byly
zméreny tyto ¢tyti vzorky jako reference. Poté byly na tyto vzorky napipetovany uve-
dené roztoky, kazdy na jiny vzorek. Roztoky byly ponechany v kontaktu s roztoky po
dobu péti minut, protoze po predchozi zkusenosti delsi kontakt s roztokem nemél na
vysledky vliv. Nasledné byly omyty destilovanou vodou a funkcionalizované vzorky
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byly jesté osuSeny, aby nebylo méfeni ovlivnéno pritomnosti kapaliny. A opét bylo
provedeno elipsometrické méteni.

7 takto namérenych dat byly vypocteny pseudodielektrické funkce prislusnych
vzorku (jak referencnich, tak funkcionalizovanych) a ty byly mezi sebou porovna-
vany. Funkcionalizace méla ovlivnit pseudodielektrickou funkci referenénich vzorku
[29]. Bylo proto ocekavano, ze se pseudidielektrické funkce vzorku pred a po funk-
cionalizaci budou lisit posunutim maxim (minim), tak i jejich deformaci.

Na obrazku [5.3|je zobrazen vysledek méfeni pro roztok 4. Experimenty s ostatni-
mi roztoky vykazuji podobné zmeény. Z obrazku jde vidét, Ze se v redlné ¢asti pseu-
dodielektrické funkce minimum v oblasti kolem 600 nm neposouva, ale cela kiivka
je posunuta do vyssich hodnot pseudodielektrické funkce, coz odpovida zvySenému
indexu lomu v celém spektru. V imaginarni ¢ésti pseudodielektrické funkce jsou
vysledky zajimavéjsi. Celé spektrum se zda byt posunuté ve sméru k nizsim vl-
novym délkam. Také cela kiivka se posouva k nizsim hodnotam ve vertikdlnim
sméru. Vysledky méren{ jsem shrnul do tabulky [5.2] Hodnoty byly odecteny s grafu
s odchylkou +4 nm.

7 tabulky je ziejmé, ze po funkcionalizaci se minimum v realné ¢asti pseu-
dodielektrické funkce vyrazné neposouva ani nedeformuje.

Vyrazny posuv kiivky v fadu desitek nm je vSak dobte vidét v komplexni ¢ésti
pseudodielektrické funkce. Z tabulky lze vyécist, ze delsi fetézec vykazuje vétsi
posuv nez kratsi a koncentrace roztoku na posuv vliv nema. Rozdil délky fetézce
o 5 bazi v tomto piipadé znamenal zménu posuvu o cca 10 nm. Pro detailnéjsi
prostudovani vlivu délky fetézce na zménu posuvu by bylo potieba vice roztoku
s ruznou délkou tetézce. Nejzajimavéjsi ale na celém méfeni je posun kfivky na
opacnou stranu, nez se predpokladalo. Posuv totiz nastal do kratsich vinovych
délek, tudiz do vétsich energii. Vétsinou se v literatufe hovoii o tzv. ¢erveném
posuvu, coz znamend posuv absorb¢nich kiivek po funkcionalizaci do vyssich vl-
novych délek. Bohuzel se zatim nepodafilo najit literaturu, ktera by se podobnou
skutecnosti zabyvala a i pres spolupraci s Lukasem Biinkem jsme nedokazali tento
opacny posuv plné vysveétlit. Nabizi se zde moznost, ze molekula jednovlaknové
DNA staci rovinu polarizovaného svétla diky chiralnim uhlikim ve své molekule.
Tato skutecnost by ovliviiovala celé elipsometrické méfeni a mohla by celou kiivku
posunout. Dalsi vlivy, napiiklad agregaci nanocastic, jsem vyloucil pofizenim snimku
z elektronového mikroskopu (viz obrazek , ze kterych je ziejmé, ze funkciona-
lizace nezpusobi preusporadani nanocastic. Taktéz soustavnou chybu v méfeni ¢i
v prepocitavani lze s nejvétsi pravdépodobnosti vyloucit, protoze se na elipsome-
tru pfed experimentem méfil znamy vzorek a po prepoctech vykazoval ocekdavané
hodnoty pseudodielektrické funkce.

Dalsim postupem v této problematice by mohlo byt ovéteni vlivu délky fetézce
na posunu ktivky promérenim vice vzorku a ovéreni stacivosti roviny polarizovaného
svétla molekulami DNA. Dale by méla byt dokoncena aparatura na meéfeni absor-
bance a transmitance koloidnich roztoku funkcionalizovanych nanoc¢éastic a postupné
zacClenéni prutocnych cel do celého systému, coz by mélo umoznit v redlném case
sledovat zmény optickych vlastnosti vlivem funkcionalizace.
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Obrazek 5.3: Zméfena redlnd (nahore) a komplexni (dole) ¢ast pseudodielektrické funkce.
Modra barva odpovidé referenénimu vzorku a zelend barva odpovida vzorku
po funkcionalizaci v tomto piipadé roztokem s jednovldknovou DNA o délce
10b s koncentraci 100 mgml ™.

Tabulka 5.2: Tabulka shrnujici pozice extrému v namétenych datech.

Pozice minima v Re(€) /nm Pozice maxima v Im(¢) /nm

Reference Po aplikaci Reference | Po aplikaci | Rozdil maxim
Roztok 1 602 604 703 660 43
Roztok 2 602 094 703 657 46
Roztok 3 603 296 700 665 35
Roztok 4 602 599 696 662 34
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5.4 FTIR

Pro toto méteni byly piipraveny vzorky s poli antén (viz vyse) a cely experiment
probihal na FTIR spektroskopu ve spolupraci s POLYMER INSTITUTE BRNO,
S.T.0.

Na zacatku experimentu jsme se potykali s technickymi problémy, protoze ptipra-
vené nanostruktury nebyly v optickém mikroskopu, pfipojeném k méficimu piistroji,
vidét. Tuto zélezitost jsme vyteSili napodobenim mikroskopie v temném poli, kdy
bylo vypnuto piimé osviceni a z boku byl ruc¢ni svitilnou osvétlovan vzorek. Roz-
ptylené svétlo od nanostruktur bylo dostatecné k zaméreni jednotlivych poli. Po
nastaveni parametru méreni v pocitaci byla nejprve zmétrena referencni spektra poli
antén, poté byl na 5 minut aplikovan roztok 4, vzorek byl oplachnut, ususen, opét
a vlozen do aparatury. Opét byla zmérena spektra vSech Sesti poli.

Od experimentu bylo ocekavano, ze se v referenénim spektru objevi absorpéni
maxima (\,,) odpovidajici rozmérum antének:

)\m = 2lnef, (1)

kde n.y je efektivni index lomu (pro zlaté nanostruktury na kiemiku je n.; = 3,4).
Dale se predpokladalo, ze v naméreném spektru po funkcionalizaci se toto absorpéni
maximum posune nebo bude deformovat a také, ze se ve spektru objevi absorpcni
maxima odpovidajici absorbci jednotlivych bazi DNA.

Obrazek ukazuje zmétrené spektrum pole ¢islo 4. Ostatni namétena spektra
vykazuji stejné tvary obou kfivek. Zmérené polohy maxim ve spektru a zmérené
rozméry antén z obrazku pofizenych elektronovym mikroskopem jsem shrnul do

tabulky [5.3]
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Obrazek 5.4: Spekrum pole ¢islo 4 zméfené FTIR spektroskopii. Modra barva odpovida
referenénimu spektru a ¢ervena barva odpovida spektru zmérenému po funk-
cionalizaci.
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Tabulka 5.3: Tabulka naméfenych hodnot, kde [, je navrhovana délka raménka, lprrR je
délka raménka vypoctend ze zjisténé A, lspys je délka raménka zméfend
ze snimku z elektronového mikroskopu a n.f(vyp) je hodnota efektivného
indexu lomu vypoctend z A\, a lsgns.

pole | I, / pm | Max / em™ | A, / pm | lprrg / pm | lspar / pm | nep(vyp)
1 1,20 1540 6,494 0,95 1,28 254
2 1,50 1110 9,009 1,32 1,57 2,87
3 1,80 930 10,753 1,58 1,85 2,91
4 1,80 935 10,695 1,57 1,89 2,83
5 1,20 1510 6,623 0,97 1,23 2,69
6 1,50 1140 8,772 1,29 1,55 2,83

Na grafu na obrazku lze vidét vyrazné maximum v okoli 10,7 um, coz by
mélo odpovidat poli antének o délce raménka 1,57 um. Déle lze pozorovat Sum mezi
vlnovymi délkami 5,5 — 7 um zpusobeny molekulami HyO a déle lokalni maximum
ve vlnové délce okolo 4,25 um zpusobené molekulami CO,. Naklonéni celé kiivky je
zpusobeno jinym zaostienim objektivu. Ocekavany posuv nebo deformace maxima
nebyl pozorovan, ale taktéz nebyly zaznamendny maxima odpovidajici jednotlivym
bazim DNA. Ty by se nanestésti mély objevit v oblasti Sumu zpusobené moleku-
lami HyO. Absence deformace ¢i posuvu maxima by mohlo znamenat, ze uz byl
roztok stary a molekuly jednovlaknové DNA se na povrch zlatych nanostruktur ne-
navazaly nebo vliv DNA na zlaté nanostrury neni pozorovatelny. Prvni moznost je
pravdépodobnéjsi z duvodu absence maxim od jednotlivych bazi, které by mély byt
i pres Sum od molekul vody byt vidét.

Déle jsem srovnal délky ramének antén. Navrhované antény mély raménka o dél-
kach 1,2 pum,1,5pum a 1,8 um. Odpovidajici délky zmétené z obrazku z elektro-
nového mikroskopu jsou v pruméru 1,25 pum, 1,56 pm a 1,87 ym. Z FTIR spek-
troskopie pomoci prepoctu z polohy maxima z rovnice vysly hodnoty v prumeéru
0,96 pm, 1,31 pm a 1,58 um. 7 vysledku plyne, Ze efektivni index lomu n.; = 3,4
neodpovidd nameéfené hodnoté hodnoté z hodnot lspy a Ay, (viz nes(vyp) v ta-
bulce . To muze byt zpusobeno pritomnosti naptiklad nativniho oxidu, ktery ma
v danych vInovych délkach efektivni index lomu 1,25 (pti vlnové délce 6,5 yum), 0,5
(pfi 9 pm) a 2,1 (pfi 10,7 pum) [30]. V tomto piipadé by efektivnimu indexu lomu
odpovidala spise hodnota n.y = 2,7 £ 0, 16.

Dalsim postupem by v tomto pripadé bylo proméreni vice vzorku a ovéreni
pritomnost jednovlaknové DNA na jiz proméreném vzorku a také vétsi integracni cas
jednotlivych spekter, ktery by mohl vyrazné snizit Sum a lépe by se dala pozorovat
piipadnd deformace ¢i posunuti maxim.
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace se vénovala funkcionalizovanym nanostrukturdam z hlediska
mozného vyuziti v oborech biochemie, mediciny a biomediciny. V prvni ¢asti byla
provedena reSersni studie z védeckych ¢lanku zabyvajicich se touto problematikou
a nastinéni aktudlnich smért vyzkumu, moznosti vyuziti a metody detekce funkci-
onalizovanych nanostruktur.

V praktické céasti byly popsany provedené experimenty. V prvnim experimentu
byl zjistén vliv funkcionalizace zlatych nanostruktur na kfemikovém substratu, ktera
byla provedena jednovldknovou DNA. Bylo zjisténo, ze funkcionalizace mé zasadni
vliv na imaginarni ¢ést pseudodielektrické funkce. Funkcionalizace 10 bazi dlou-
hou DNA posunula spektrum v prumeéru o 34,5 nm a 15 bazi dlouhy fetézec jed-
novlaknové DNA posunul kiivku v pruméru o 44,5 nm. Obé kiivky jsou od re-
ferenci posunuty do nizsich vlnovych délek - modry posuv. Prozatim jsou tyto
vysledky prisuzovany vlastnosti jednovldknové DNA stacet rovinu polarizovaného
svetla, a tudiz ovlivnénim celého principu elipsometrického meéreni. Po této praci
by mélo nasledovat ovéreni vlivu délky fetézce na posunuti zavislosti imagindrni
casti pseudodielektrické funkce na vlnové délce zareni promérenim vice vzorku a
vyuziti jinych metod k detekci zmén optickych vlastnosti nanostruktur, naptiklad
kolorimetrické metody po sestrojeni aparatury na méfeni absorpénich spekter.

Ve druhém experimentu byl méfen vliv jednovlaknové DNA na optické vlast-
nosti pripravenych zlatych antén na kifemikovém substratu s nativnim oxidem. Vliv
DNA zméren nebyl, nejspise v duvodu neprobéhnuti funkcionalizace struktur diky
stari roztoku. Bylo ale zjisténo, ze nativni oxid kfemiku vyrazné ovlivinuje efek-
tivni index lomu kfemiku v infracervené oblasti spektra a byl stanoven na hodnotu
Nes = 2,7+ 0,16, plicemz Cisty kiemik ma v této oblasti n.y = 3,4. Dal$im postu-
pem v této problematice by mélo byt prométeni vice vzorku a ve spolupréci s Ing.
Lukasem Brinkem celou situaci simulovat.
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