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FUNCTIONALIZED NANOSTRUCTURES
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ABSTRAKT
Tato práce se zabývá funkcionalizovanými nanostrukturami. V prvńı části jsou zḿıněny
materiály vhodné pro funkcionalizaci, využit́ı funkcionalizovaných nanostruktur v ob-
lasti medićıny a biochemie a metody detekce změn optických vlastnost́ı. Ve druhé části
jsou zkoumány změny optických vlastnost́ı nanostruktur po funkcionalizaci pomoćı spek-
troskopické elipsometrie a FTIR spektroskopie.
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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.
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functionalized nanostructures, functionalization, biosensors, gold nanoparticles, single
stranded DNA, silicon, elipsometry, FTIR.
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1 ÚVOD

Funkcionalizované nanostruktury patř́ı mezi nejvýznamněǰśı témata, kterými se za-
bývaj́ı vědečt́ı pracovńıci v mnoha oborech. Funkcionalizace prop̊ujčuje nanostruk-
turám unikátńı vlastnosti, kterými za normálńıch podmı́nek nedisponuj́ı (např́ıklad
specifickou reaktivitu) nebo může naopak uchovávat vlastnosti, které by nanostruk-
tury časem ztrácely (např́ıklad oxidaćı).

Tato práce se zaměřuje na funkcionalizované nanočástice z pohledu možného
využit́ı v oblastech biochemie a medićıny. Jsou zde zmı́něny materiály vhodné k funk-
cionalizaci. Dále je rozepsáno využit́ı funkcionalizovaných nanostruktur jako pro-
středku ke zlepšeńı dosavadńıch senzor̊u využ́ıvaných předevš́ım v medićıně. Jsou
zde zmı́něny i práce, kde detekčńı limity koncentraćı detekovaných látek takto upra-
vených senzor̊u mohou být až v řádech jednotek fmol·l−1. Toho se může využ́ıt
k detekci onemocněńı, chorob, ale také životu nebezpečných látek či bakteríı jak
v prostřed́ı, tak i v potravinách. Funkcionalizované nanočástice se mohou využ́ıt
také při rozborech a čǐstěńı vodńıch zdroj̊u od těžkých kov̊u. V medićıně se mohou
funkcionalizované nanostruktury d́ıky jejich ćılenému naváděńı uplatnit v boji proti
rakovině nebo nádorovým onemocněńım, což může výrazně sńıžit vedleǰśı účinky celé
terapie. V biomedićıně a biochemii se funkcionalizované nanostruktury mohou využ́ıt
jako prostředky k sledováńı śıly molekulových interakćı, genovému inženýrstv́ı, sta-
bilizaci koloidńıch roztok̊u nebo jako dopravńıch prostředk̊u účinných látek do buněk
nebo jejich okoĺı. Tyto možnosti jsou popsány v prvńı části této práce společně s me-
todami detekce změn optických vlastnost́ı nanostruktur vlivem funkcionalizace.

Ve druhé části jsou rozebrány provedené experimenty. Jsou zde popsány př́ıpravy
vzork̊u nanostruktur pro měřeńı změn optických vlastnost́ı vlivem funkcionalizace
jednovláknovou DNA (z anglického DeoxyriboNucleic Acid – deoxyribonukleová ky-
selina). Měřeńı byla provedena na elipsometru a FTIR (z anglického Fourier Trans-
form InfraRed spectroscopy – infračervená spektroskopie s Fourierovou transformaćı)
spektrometru. Jsou zde uvedeny a zhodnoceny výsledky obou měřeńı s návrhem
daľśıho postupu ve zkoumáńı celé problematiky.
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2 MATERIÁLY VHODNÉ K FUNKCIONALI-

ZACI

Funkcionalizace je definována jako umı́stěńı funkčńıch skupin chemických sloučenin
na povrch nanostruktur.

Funkcionalizace se provád́ı v́ıcefunkčńımi molekulami tak, aby jedna funkčńı
skupina sloužila k přichyceńı na povrch nanostruktur a jedna či v́ıce ostatńıch byly
př́ıstupné k navázáńı daľśıch chemických látek.

V této kapitole budou popsány materiály vhodné k funkcionalizaci.

2.1 Ušlechtilé kovy

Nejčastěǰśım materiálem, který se využ́ıvá na výrobu nanostruktur vhodných k funk-
cionalizaci jsou ušlechtilé kovy. Kovy, kterých se hojně využ́ıvá jsou předevš́ım zlato
a stř́ıbro. Jenich funkcionalizace se provád́ı pobodobně, proto se v daľśım textu
budu zabývat funkcionalizaćı zlata. Zlaté nanostruktury se pro využit́ı v biosenzo-
rech funkcionalizuj́ı nejr̊uzněǰśımi biochemickými sloučeninami, ale základńı princip
je u všech stejný. Všechny biomolekuly, které je potřeba navázat na zlatý povrch
(antény, nanočástice) je potřeba nejdř́ıve opatřit thiolovou skupinou (-SH), která
pak s povrchem zlatých nanostruktur dobře interaguje.

Jelikož je zlato inertńı materiál, vědce zaj́ımalo, jak se śıra na povrch zlatých
nanostruktur váže. Byla provedena simulace a podle ab initio výpočt̊u se ukázalo, že
se śıra na zlato neváže kovalentńı vazbou, ale vazba je vytvořena sd́ıleńım elektron̊u
jednoho atomu śıry se třemi atomy zlata [1].

Imobilizace thiolovaných molekul na povrch zlatých nanočástic lze provádět
nejr̊uzněǰśım zp̊usobem:

Náhodnou funkcionalizaćı, kdy je celý povrch nanostruktur ve styku s kapa-
linou a molekuly se tak maj́ı možnost přichytit na povrch náhodně.

Vytvářeńım SAM (samouspořádané monovrstvy – z anglického Self Assam-
bled Monolayer), kde se uplatňuj́ı protich̊udné silové účinky jednotlivých složek mo-
lekul a molekuly se uspořádávaj́ı ve snaze o dosažeńı termodynamického stavu s
minimem energie. Śıly uplatňuj́ıćı se při tvořeńı SAM jsou např́ıklad hydrofilńı a
hydrofobńı interakce, kapilárńı, van der Waalsovy, Coulombické śıly nebo vod́ıkové
můstky.

Funkcionalizaćı pomoćı DPL (Dip Pen Lithography) – které se provád́ı
pomoćı modifikovaného AFM hrotu (viz obrázek 2.1).

Vytvářeńım složitěǰśıch multivrstev, kdy se např́ıklad na již vytvořenou
monovrstvu dále chemicky vážou daľśı vrstvy. To se provád́ı, aby na povrchu mul-
tivrstvy byly potřebné funkčńı skupiny.
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Obrázek 2.1: Dip pen lithography – hrot AFM se ponoř́ı do kapky roztoku s moleku-
lami, kterými chceme povrch funkcionalizovat. Po zahájeńı skenováńı se za
hrotem vytvář́ı samouspořádaná monovrstva na základě výše uvedených pro-
tich̊udných silových účink̊u p̊usob́ıćıch na molekulu. V tomto př́ıpadě si thio-
lová skupina (naznačená oranžovou kuličkou) sedá na zlatý povrch a uhĺıkaté
řetězce (naznačené zelenou lomenou čárou) se samouspořádávaj́ı na základě
p̊usobeńı hydrofobńıch sil.

2.2 Magnetické materiály

Magnetické materiály se většinou použ́ıvaj́ı ve spojeńı s nanočásticemi. U těchto
struktur je velice d̊uležité, aby si svoji magnetickou vlastnost udržely i po funkcio-
nalizaci na deľśı čas. Toho se dosahuje obaleńım magnetických nanočástic do kapsle
z jiného materiálu tak, aby se k nim nedostal např́ıklad kysĺık. V př́ıpadě materiál̊u,
které se mohou pasivovat oxidaćı, se jejich povrch uprav́ı mı́rnou oxidaćı [2].

Magnetické nanočástice se nejčastěji obaluj́ı do těchto druh̊u materiál̊u: surfak-
tanty a polymery, ušlechtilé kovy, oxid křemičitý a uhĺık (viz obrázek 2.2A). Rovněž
se využ́ıvá zabudováńı magnetických nanočástic do jiného materiálu, který je chráńı
před vněǰśımi vlivy (viz obrázek 2.2B) [2].
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Obrázek 2.2: Př́ıklady postup̊u př́ıpravy kapsĺı magnetických nanočástic. (A) Postup vy-
tvořeńı polystyrenové kapsle. V prvńım kroku využita kyselina 3-chlor propi-
onová (C3H5ClO2), ve druhém přidán chlorid měd’ný (CuCl) s 4-4-dinonyl-
2,2-bipyridin (dNbipy) a styren. Zahřáto na 130 ◦C kv̊uli polyperizaci.
(B) Zabudováńı magnetických nanočástic do jiného materiálu. V prvńım
kroku jsou k SiO2 nanočástićım funkcionalizovaných molekulou zakončenou
aminovou skupinou přidány 15nm nanočástice Fe3O4. Dále jsou přidány 1
- 3 nm velké zlaté nanočástice a po redukci kyselinou chlorozlatitou jsou
vytvořeny tř́ıvrstvé magnetické nanočástice [2].

2.3 Ostatńı materiály

Daľśımi materiály, které se využ́ıvaj́ı k funkcionalizaci jsou např́ıklad keramické
materiály, křemı́k nebo diamant. Pro většinu materiál̊u funkcionalizace umožňuje
vytvářet stabilńı koloidńı roztoky nanočástic. Nebo je možné na funkcionalizovaných
površ́ıch vytvářet tenké vrstvy, či filmy [3]. Funkcionalizace může také sloužit k och-
raně povrchu nanokrystal̊u, a udržet tak jejich vlastnosti [4] nebo d́ıky mechanickým
vlastnostem a chemické stabilitě vytvářet podklady pro r̊uzná měřeńı [5].
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3 FUNKCIONALIZACE

Jak už bylo popsáno, funkcionalizace se provád́ı v́ıcefunkčńımi molekulami tak, aby
jedna funkčńı skupina sloužila k přichyceńı na povrch nanostruktur a jedna či v́ıce
ostatńıch byly př́ıstupné k navázáńı daľśıch chemických látek.

V následuj́ıch kapitolách budou popsány účely funkcionalizace formou demon-
strace jednotlivých problémů na vědeckých článćıch.

3.1 Funkcionalizace za účelem detekce

Funkcionalizované nanostruktury se využ́ıvaj́ı předevš́ım k detekci r̊uzných che-
mikálíı, biomolekul a dokonce i celých buněk. Staly se neodmyslitelným základem
pro výrobu moderńıch senzor̊u a zař́ızeńı nazývaných

”
lab-on-chip“ (laboratoř na

čipu). V dnešńı době je snaha vše miniaturizovat, a proto jsou funkcionalizované
nanostruktury pro tvorbu nových senzor̊u a detektor̊u nezbytné. Nejen, že funkcio-
nalizované nanostruktury pomáhaj́ı v již zmı́něné miniaturizaci, ale taky ve většině
př́ıpad̊u odpadá nutnost látky jakkoli značit (např́ıklad fluorescenčně).

V daľśım textu budou popsány vybrané metody detekce těžkých kov̊u, toxin̊u,
bakteriálńıch antigen̊u, marker̊u chorob, oligonukleotid̊u a DNA.

3.1.1 Detekce těžkých kov̊u

Těžké kovy jsou pro člověka toxické a bývaj́ı rizikovým faktorem některých nemoćı
(např. hlińık u Alzheimerovy choroby). To je d̊uvodem hygienických kontrol čistoty
studńı, přehrad, řek a vodńıch zdroj̊u. Funkcionalizované nanočástice jsou vhodným
kandidátem na rychlou a snadnou detekci př́ıtomnosti těžkých kov̊u ve vodě.

Chanana a kol. [6] popsali interakci 15nm zlatých nanočástic funkcionalizovaných
insulinem s těžkými kovy a změnu optických vlastnost́ı v roztoćıch o r̊uzném pH
(obrázek 3.1A). Velice d̊uležité bylo zjǐstěńı, že takto připravený roztok dobře reaguje
na př́ıtomnost těžkých kov̊u v roztoku. Jak lze vidět na obrázku 3.1B-C, dobře
s takovými částicemi reaguj́ı např́ıklad ionty hlińıku, lanthanu, zlata, olova, rtuti,
stř́ıbra, chromu, kadmia.

Jiný př́ıklad podal Olea-Jiménez a kol. Ve své práci [7] ukazuj́ı, že je možné z
vody odstranit těžké kovy pomoćı vhodných funkcionalizových nanočástic. Demon-
strovali to na př́ıkladu vychytáváńı rtuti z vody (viz obrázek 3.2). Zlaté nanočástice
funkcionalizovali citrátem sodným. Ten v tomto př́ıpadě funguje nejen jako stabi-
lizátor koloidńıho roztoku zlatých nanočástic, ale zároveň napomáhá celému procesu
agregace jako katalyzátor. V odpadńı vodě se totiž rtut’ vyskytuje ve formě Hg2+,
a aby reagovala se zlatem, je potřeba redukovat tento kationt na Hg0. To právě
zajǐst’uje citrát sodný.
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Obrázek 3.1: (A) Insulinem funkcionalizované zlaté nanočástice v př́ıtomnosti roz-
tok̊u o r̊uzném pH. (B-C) Insulinem funkcionalizované zlaté nanočástice v
př́ıtomnosti kov̊u [6]. Na obrázku jde vidět, že v př́ıtomnosti některých iont̊u
zlaté nanočástice agreguj́ı d́ıky ovliněńı jejich povrchového náboje, který je
stabilizuje (viz sekce 3.2).

Obrázek 3.2: Odstraňováńı rtuti pomoćı citrátem funkcionalizovaných zlatých nanočástic
[7]. Na začátku jsou citrátem sodným (Sodium citrate) obalené zlaté
nanočástice (Au NP – gold nanoparticles) rozpuštěny ve vodě kontamino-
vané rtut́ı (Hg). Po 24 hodinách při teplotě 25◦C je vidět, že se na dně z
roztoku vyloučil amalgám zlata (Au3Hg). Celý systém lze obnovit zahřát́ım,
kdy se z amalgámu vylouč́ı rtut’ a zlato je opět volné k opětovnému použit́ı.

Celý pokus byl opakován i v př́ıtomnosti jiných iont̊u, aby byly co nejlépe si-
mulovány podmı́nky v odpadńıch vodách, kde se uvažuje o využit́ı takto funkci-
onalizovaných nanočástic. Experimenty vykazovaly až 70% eliminaci rtuti z vody.
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Efektivita eliminace nejv́ıce záležela na koncentraci stř́ıbrných iont̊u. Při koncent-
raci stř́ıbra 5 ppm nebylo možno doćılit tak vysoké eliminace (nedosáhla ani 20 %)
jako při koncentraci 1 ppm (okolo 50 %) (viz obrázek ??). Zřejmě je to zp̊usobeno
nasyceńım povrchu zlatých nanočástic stř́ıbrnými ionty [7].

Obrázek 3.3: Selektivńı eliminace Hg v př́ıtomnosti jiných iont̊u [7]. Na tomto grafu lze
vidět ovlivněńı eliminace (Elimination) rtuti př́ıtomnost́ı r̊uzných iont̊u. V
legendě grafu je pak znázorněno o jaké ionty se jednalo, kde č́ıslo v závorce
naznačuje oxidačńı stav kovu (např́ıklad Hg(II) znač́ı iont Hg2+). Největš́ı
pokles eliminace rtuti je v př́ıtomnosti Ag iont̊u (o koncentraci 5 ppm).
Př́ıtomnost Fe3+ iont̊u naopak eliminaci Hg zvýšilo.

3.1.2 Detekce toxin̊u

Toxiny jsou bakteriálńı rostlinné nebo živočǐsné jedy. Mohou to být malé molekuly,
peptidy nebo b́ılkoviny, které jsou schopny zp̊usobit onemocněńı při jejich pohlceńı
živou tkáńı, a to interakćı s biologickými makromolekulami, např́ıklad enzymy nebo
buněčnými receptory.

Dı́ky možné hrozbě bio-teroristických útok̊u byly vyvinuty na základě nano-
struktur biosenzory schopné analyzovat možné kontaminované vzorky velice rychle
a přesně (30 s - 20 min jeden vzorek). Takto je možné detekovat např́ıklad ricin nebo
antrax.

Výzkumný tým B.N. Feltise [8] studoval možnosti detekce právě zmı́něného ri-
cinu, který je pro lidský organismus vysoce toxický (smrtelná dávka je 5µgkg−1).
Funkcionalizaćı zlatého povrchu protilátkou proti ricinu źıskali podklad pro SPR
senzor (z anglického Surface Plasmon Resonance). Tento senzor využ́ıvá změny
optických vlastnost́ı rezonance povrchových plazmonových polariton̊u povrchových
plazmon̊u, viz sekce 4.3). Poté byl na povrch přidán roztok obsahuj́ıćı r̊uzné koncent-
race ricinu. Pomoćı SPR senzoru byli schopni za 10 minut p̊usobeńı ricinu detekovat
koncentrace nad 200 ngrmml−1.
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Toxiny se mohou vyskytovat i ve zkažených potravinách p̊usobeńım nejr̊uzněǰśıch
bakteríı. Např́ıklad vědecký tým s českou účast́ı prof. Jǐŕıho Homoly studoval de-
tekci botulotoxinu produkovaného bakteriemi Clostridium botulinum, který je rovněž
vysoce toxický (smrtelná dávka je 1 ngkg−1) a může se vyskytovat např́ıklad v ne-
dostatečně tepelně upravených masných a mléčných výrobćıch, rybách či medu.

Funkcionalizaćı zlatého povrchu multivrstvou zakončenou specifickou protilátkou
proti botulotoxinu (viz obrázek 3.4) byli schopni pomoćı SPR senzoru detekovat kon-
centraci 1ngml−1. Koncentrace botulotoxinu v kontaminovaných potravinách jsou
vždy nad 3 ngml−1. To znamená, že senzory založené na tomto principu jsou schopny
označit potraviny, ve kterých je botulotoxin př́ıtomen [9].

Obrázek 3.4: Detekce botulotoxinu pomoćı SPR senzoru [9]. Nahoře je vidět schéma mul-
tikanálového SPR senzoru v tzv. Kretschmannově uspořádáńı se světelným
paprskem (Light Beam) odrážej́ıćım se totálńım odrazem na rozhrańı hra-
nolu (Prism) zlaté vrstvy, kde jsou naznačeny 4 pr̊utočné kanály (Flow
Channels). Ve spodńı části je naznačeno uspořádáńı multivrstvy na povrchu
senzoru. Na zlatou vrstvu je navázaný oligo(etylenglykol) z jedné strany
thiolovaný (S-konec) a z druhé strany zakončen bud’ alkoholovou skupinou
(OH-terminated OEG Thiol) nebo biotinem (Biotin-terminated OEG thiol).
Na tyto konce se přes streptavidinový komplex váže biotinylovaná protilátka
(Biotinylated antibody). Tou se zachycuje zkoumaný neurotoxin (Botulinum
Neurotoxin) a ještě se na něj naváže sekundárńı protilátka (Secondary An-
tibody), aby struktura byla těžš́ı a tud́ıž snáz detekovatelná.

3.1.3 Detekce bakteriálńıch antigen̊u

Antigeny jsou molekuly nejčastěji povrchových struktur bakteríı, vir̊u a daľśıch pato-
gen̊u. Právě pomoćı těchto antigen̊u se dá buňka identifikovat, protože buněčná stěna
bakteríı má většinou na vněǰśı straně zabudované specifické antigeny. Dı́ky nim je
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možné buňku zachytit na protilátkami funkcionalizované nanostruktury a změřit jej́ı
př́ıtomnost v okoĺı nanostruktur. Junxue Fu a jeho tým [10] uvád́ı, že d́ıky funkcio-
nalizovanému zlatému povrchu se jim podařilo zachytit a změřit př́ıtomnost bakteríı
Salmonella. Jako podklad pro tento senzor použili sklo pokryté 3 nm chromu. Na
tento podklad napařili 10 nm tlustou vrstvu zlata (vytvořila sférické struktury),
kterou funkcionalizovali pomoćı DSP – dithiobis(succinimidyl)propionát – a na něj
navázali protilátky anti-Salmonella. Povrch dále upravili (nanesli z roztoku) pomoćı
hověźıho sérového albuminu (BSA), aby nedocházelo k nespecifickému navázáńı
čehokoliv jiného. Pozorovali posun rezonančńıho maxima plazmonovéno ṕıku, který
nav́ıc odpov́ıdal i jejich vypočteným teoretickým hodnotám.

Obrázek 3.5: Detekce bakteríı Salmonella pomoćı LSPR senzoru (z anglického Locali-
sed Surface Plasmon Resonance). Tento senzor využ́ıvá změny optických
vlastnost́ı rezonance lokalizovaných povrchových plazmonových polariton̊u,
viz sekce 4.4). Na sklo byla napařena 3nm silná vrstva chromu a následně
10 nm tlustá vrstva zlata. Zlato vytvářelo na povrchu sférické struktury.
Tyto struktury byly funkcionalizovány pomoćı DSP (DSP coating) a na
něj byly navázány protilátky anti-Salmonella (Antibody conjugation). Po-
vrch byl upraven pomoćı BSA, který blokuje navázáńı jakékoliv nespecifické
chemikálie (BSA blocking). Takto připravený senzor je schopen detekovat
navázáńı bakteríı Salmonella na jeho povrch (Salmonella binding) [10].

Výše uvedený článek ukazuje, že je možné vyrobit senzor, který by velice rychle
odhalil př́ıtomnost bakteríı, což by byl velký př́ınos do detekce onemocněńı paci-
ent̊u. Nyńı se dělaj́ı zdlouhavé testy spoč́ıvaj́ıćı v r̊ustu koloníı bakteríı z odebraného
vzorku. V př́ıpadě použit́ı LSPR senzoru by stačilo aplikovat odebraný a např. ve fy-
ziologickém roztoku rozpuštěný vzorek na tento senzor a na výsledek by se nemuselo
čekat v́ıce než pár minut.

Daľśı oblast́ı využit́ı tohoto principu je bezpochyby hygiena a bezpečnost potra-
vin. Bakterie se totiž hojně vyskytuj́ı v potravinách a to nejen zkažených. Možnost
detekce v potravinách dokládá i tým vedený Allenem D. Taylorem (opět s českou
účast́ı prof. Homoly) [11]. Zde byly studovány možnosti detekce čtyř r̊uzných bakteríı
v jednom roztoku na jednom multikanálovém SPR senzoru.

V každém kanálu byl zlatý povrch funkcionalizován multivrstvou zakončenou
specifickými protilátkami proti antigen̊um zkoumaných bakteríı (C. jejuni, L. mono-
cytogenes, E.coli a Salmonella spp). Bakterie byly společně umı́stěny do tř́ı r̊uzných
roztok̊u – roztoku s pH 7,4, jablečného džusu s př́ırodńım pH 3,7 a jablečného džusu
nastaveného na pH 7,4. Ve všech třech př́ıpadech byli schopni detekovat př́ıtomnost
bakteríı od koncentrace 3, 4 · 103 CFUml−1 do 1, 2 · 105 CFUml−1 (Colony Forming
Unit – kolonie tvoř́ıćı jednotky, někdy se znač́ı KTJ).
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Obě publikace dokazuj́ı možnosti detekce bakteríı v ńızkých koncentraćıch. Bo-
hužel ale posun rezonančńı frekvence u takto detekovaných celých buněk je řádově
v jednotkách nanometr̊u, protože buňky jsou poměrně velké a nevejdou se do de-
tekčńı oblasti obsahuj́ıćı nanostruktury celé. Nab́ıźı se tedy možnost rozb́ıt buňky
(např. bakterie) již před navázáńım na nanostruktury a detekovat pouze části roz-
bitých buňečných stěn. Takto by se mohl povrch nanostruktur zaplnit daleko v́ıce a
posun rezonančńıho maxima by zřejmě byl větš́ı.

3.1.4 Detekce marker̊u chorob

Funkcionalizované nanostruktury by mohly být využity také k detekci marker̊u
r̊uzných chorob. Většina chorob se u člověka projevuje př́ıtomnost́ı určitých bio-
molekul – tzv. marker̊u. Pomoćı funkcionalizovaných nanostruktur by se daly tyto
choroby detekovat již v brzkém stádiu d́ıky ńızkým detekčńım limit̊um, které použit́ı
funkcionalizovných nanostruktur umožňuje dosáhnout.

Názorně to ukazuje práce výzkumného týmu vedeného Amandou J. Haes [12].
V tomto článku je popsána možnost detekce markeru Alzheimerovy nemoci (moz-
kového jedu ADDL – z anglického

”
amyloid beta-derived diffusible ligands“). K

detekci použili protilátkou anti-ADDL funkcionalizované stř́ıbrné nanostruktury ve
tvaru trojúhelńıku (viz obrázek 3.6).

Obrázek 3.6: Posun rezonančńıho maxima při detekci pomoćı LSPR senzoru (A), stř́ıbrné
nanostruktury před (B) a po funkcionalizaci (C) [12].

Bylo možno detekovat koncentrace až do cca 10−8M, při nižš́ıch koncentraćıch se
již projevovalo nespecifické navázáńı jiných molekul na senzor.

Jednou z daľśıch chorob, které je nutno odhalit v co nejraněǰśım stádiu je rako-
vina. To znamená detekovat rakovinné markery v co nejmenš́ı koncentraci. T́ımto
se zabývali např́ıklad na University of California [13]. Zde byl detekován antigen
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CA 19-9, který se použ́ıvá k detekci rakoviny jater. V tomto experimentu byl využit
funkcionalizovaný zlatý povrch, ve kterém byly d́ıry o pr̊uměru 60 nm (viz obrázek
3.7). Povrch byl pokryt multivrstvou zakončenou protilátkou proti zmı́něnému an-
tigenu. Aby nedocházelo k nespecifickému navázáńı molekul a znehodnoceńı celého
testu, byla vytvořena multivrstva i uvnitř děr. Celý tento systém fungoval na prin-
cipu LSPR senzoru.

Obrázek 3.7: Zlatý povrch s 60nm d́ırami [13].

Takto upravený povrch senzoru byl vystaven nejprve dvěma látkám, které se
na povrch vázat neměly (hověźı sérový albumin – BSA a karcinomńı embryonický
antigen – CEA) a poté se povrch vystavil roztoku antigenu CA 19-9 o koncent-
raci 2 µg ml−1.Výsledkem byla specifická detekce antigenu CA 19-9 v koncentraci 2
µg/ml, což po přepočtu odpov́ıdá zhruba 1 pg antigenu na měřené ploše.

Detekćı rakovinných marker̊u se také zabýval tým G. Zhenga [14]. V této práci je
popsána specifická detekce PSA (prostatického specifického antigenu), jehož zvýšená
produkce je charakteristickým znakem maligńıch prostatických tkáńı. Pomoćı měřeńı
vodivosti funkcionalizovaných polovodičových nanodrát̊u bylo možno detekovat př́ı-
tomnost PSA. Byl vyroben senzorový čip (viz obrázek 3.8A) s nanodráty z dopo-
vaného křemı́ku. Dı́ky lokálńı změně náboje (po navázáńı detekovaného antigenu)
byla také měřitelná změna vodivosti jednotlivých nanodrát̊u – řádově deśıtky nS při
koncentraci PSA v řádu jednotek pg ml−1 (viz obrázek 3.8B). Detekčńı limit byl sta-
noven na koncentraci 75 fg ml−1, při nižš́ıch koncentraćıch už byl poměr signál/šum
< 3. Takto bylo možno specificky detekovat PSA i z neředěného séra, kde koncent-
race ostatńıch protein̊u byla zhruba o 9 řád̊u vyšš́ı. V závěru článku je zd̊urazněno,
že detekčńı limit byl zp̊usoben jen dostupným elektronickým vybaveńım.
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Obrázek 3.8: (A) Čip vyrobený k detekci PSA. Znázorněný výřez má rozměry 6×0, 5µm2.
(B) Graf závislosti vodivosti (Conductance) polovodičových nanodrát̊u
(NW1 – polovodič typu p, NW2 – polovodič typu n) na čase. Svislé čáry s
č́ısly naznačuj́ı čas, kdy byly na čip mikrofluidńım systémem přivedeny roz-
toky PSA v koncentraci: (1) 9 pg ml−1 (2) 0, 9 pg ml−1 (3) 0, 9 pg ml−1 + 10µg
ml−1 BSA (4) 0 pg ml−1 + 10µg ml−1 BSA (5) 9 g ml−1 [14].

3.1.5 Detekce aptamer̊u, oligonukleotid̊u a DNA

Detekci DNA, aptamer̊u1 a oligonukleotid̊u se v posledńıch několika letech dostalo
velké pozornosti, protože maj́ı velké uplatněńı v medićıně, diagnostice a v moni-
torováńı v potravinářském a farmaceutickém pr̊umyslu. Většina experiment̊u iden-
tifikuje specifické sekvence (sekvenováńı DNA) hybridizaćı sondy, která je imobili-
zována na nanostruktuře. Sekvenováńı DNA je d̊uležité pro detekci patogen̊u a v
biomedićınském výzkumu.

Jako nanostruktury se v tomto př́ıpadě většinou použ́ıvaj́ı zlaté nanočástice
a sondy se imobilizuj́ı vazbou thiol-zlato. Tato funkcionalizace je jednoduchou che-
mickou reakćı, která nepotřebuje nákladné vybaveńı.

Momentálně nejv́ıce praćı se zabývá využit́ım zlatých nanočástic ke sńıžeńı limitu
detekce a zvýšeńı citlivosti senzor̊u.

Např́ıklad v článku [16] bylo zjǐstěno, že jednovláknová a dvouvláknová DNA se
lǐśı v adsorpci na zlaté nanočástice. Také zjistili, že jednovláknová DNA stabilizuje
koloidńı roztok zlatých nanočástic a bráńı jejich shlukováńı. Pomoćı jednoduchého
kolorimetrického měřeńı byli schopni odlǐsit DNA jednovláknovou od dvouvláknové.
Toho může být využito při detekci specifické sekvence DNA pomoćı hybridizace.
Dále byli schopni rozlǐsit i jednobázový mismatch (nedokonalé spárováńı) a to při
femtomolové koncentraci DNA. Dále tato stejná vědecká skupina v článku [17]
ukázala, že jednovláknová DNA se dobře váže na záporně nabité zlaté nanočástice,
ale dvouvláknová nikoliv. Po navázáńı fluorescenčńı molekuly na jednovláknovou

1Aptamery jsou jednořetězcové oligonukleotidy DNA nebo RNA, mohou existovat také ap-
tamery peptidové. Všechny tyto molekuly nabývaj́ı nejr̊uzněǰśıch trojrozměrných struktur a d́ıky
tomu na sebe dokážou navázat téměř jakoukoli proteinovou nebo sacharidovou molekulu. Některé
aptamery na sebe mohou vázat také viry, což otev́ırá cestu k novým zp̊usob̊um terapie chřipkové
infekce [15].
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DNA bylo zjǐstěno, že po navázáńı na zlaté nanočástice docháźı ke zhášeńı fluo-
rescence. Takto lze opět jednoduše detekovat hybridizaci. Při hybridizaci docháźı k
elektrostatickému odpuzeńı molekuly z povrchu a obnoveńı fluorescence.

Jednovláknovou DNA funkcionalizovanými nanočásticemi se zabýval např́ıklad
vědecký tým z Jižńı Koreje [18]. Byl zkoumán jednak vliv koncentrace jednovláknové
DNA na koloidńı roztok zlatých nanočástic s NaCl a pak také vliv koncentrace kom-
plementárńıho řetězce na optické vlastnosti roztoku zlatých nanočástic funkcionali-
zovaných jednovláknovou DNA. Na obrázku 3.9A jde vidět změnu barvy zp̊usobenou
r̊uznou koncentraćı jednovláknové DNA. To koresponduje s absorpčńım spektrem,
které je na obrázku 3.9B. Jednovláknová DNA (ssDNA) totiž stabilizuje koloidńı
roztok zlatých nanočástic a opět se objevuje typické absorpčńı maximum zlatých
nanočástic okolo 520 nm, které bylo bez jednovláknové DNA eliminováno shlu-
kováńım nanočástic.

Druhou část experimentu popisuje obrázek 3.10. V této části vědecký tým zkou-
mal závislost př́ıtomnosti komplementárńıho řetězce na optické vlastnosti roztoku
zlatých nanočástic, které byly funkcionalizovány jednovláknovou DNA. Na obrázku
lze vidět vliv hybridizace na opětovnou nestabilitu koloidńıho roztoku, a tud́ıž vymi-
zeńı absorpčńıho maxima okolo 520 nm. Č́ım větš́ı je koncentrace komplementárńıho
řetězce, t́ım větš́ı je koncentrace hybridizovaných molekul DNA. Ty jsou záporně
nabitým povrchem zlatých nanočástic elektrostaticky odpuzovány a zp̊usobuj́ı větš́ı
úbytek jednovláknové DNA (spotřebované při hybridizaci), která stabilizuje koloidńı
roztok. Poměr Rss/c vyjadřuje poměr koncentraćı jednovláknové DNA (ss), kterou
byly funkcionalizované zlaté nanočástice a jej́ıho komplementárńıho řetězce (c).

Obrázek 3.9: (A) Změna barvy 8,5nM koloidńıho roztoku zlatých nanočástic s 50 µl 1M
NaCl v př́ıtomnosti r̊uzné koncentrace 20b ssDNA. (B) Absorpčńı spektrum
roztok̊u. Koncentrace ssDNA byla (1) 0 M, (2) 0,01 µM, (3) 0,08 µM, (4)
0,1 µM, (5) 0,3 µM, (6) 0,4 µM, (7) 0,6 µM, (8) 1,0 µM [18].
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Obrázek 3.10: (A) Změna barvy 8,5nM roztoku jednovláknovou DNA funkcionalizovaných
zlatých nanočástic v př́ıtomnosti r̊uzné koncentrace komplementárńıho
řetězce. (B) Absorpčńı spektrum roztok̊u. Poměr koncentraćı Rss/c 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 účelem stabilizace koloid-

ńıch roztok̊u

Koloidńı roztoky nanočástic maj́ı tendenci se shlukovat a sedimentovat. Ve většině
př́ıpad̊u má agregace za následek ztrátu vlastnost́ı spojovaných s koloidńım stavem
těchto nanočástic. Ke stabilizaci koloidńıch roztok̊u se použ́ıvá několika mechanizmů.

Elektrostatická stabilizace

Iontové sloučeniny, jako jsou halogenidy, karboxyláty nebo polyoxoanionty roz-
puštěné v roztoku (většinou vodném), mohou zp̊usobovat elektrostatickou stabi-
lizaci. Adsorpce těchto sloučenin a jejich odpov́ıdaj́ıćı protionty na povrchu kovu
vytvoř́ı okolo částic elektrickou dvojvrstvu, což vyvolá odpudivou elektrostatickou
interakci mezi částicemi. Pokud je elektrický potenciál dvojvrstvy dostatečně velký,
potom elektrostatická repulze zabraňuje agregaci částic. Elektrostaticky stabilizo-
vané koloidńı suspenze jsou velmi citlivé na jakékoliv vlivy, které ruš́ı dvojvrstvu,
jako je třeba iontová śıla nebo teplota, takže kontrola těchto parametr̊u je nezbytná
pro zajǐstěńı účinné stabilizace koloidu.

Účinnost elektrostatické stabilizace lze jednoduše zjistit změnou iontové śıly roz-
toku, cehož lze např́ıklad doćılit přidáváńım soli. Při vytvořeńı takové iontové śıly
roztoku, která rozruš́ı elektrostatickou repulzi, dojde k agregaci nanočástic, která
je doprovázena změnou vlnové délky plazmonové rezonance a často lze pozorovat
pouhým okem (viz obrázek 3.1). Tento test je všeobecně rozš́ı̌ren a kromě jiného
slouž́ı i k potvrzeńı změny elektrostatické stabilizace po modifikaci nanočástic.

Stérická stabilizace

Druhý zp̊usob, jak mohou být koloidńı kovové částice ochráněny před agregaćı,
je použit́ı makromolekul, jako jsou dendrimery, polymery, blokové kopolymery nebo
oligomery, které kolem nanočástic vytvoř́ı ochrannou vrstvu. Aby byla stabilizace
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účinná, muśı být povrch zcela pokryt dostatečně silnou vrstvou pevně vázané sta-
bilizuj́ıćı látky.

Při přibližováńı dvou částic, na jejichž povrchu je hustá vrstva pevně adsor-
bovaných makromolekul, mohou adsorbované vrstvy bud’ navzájem pronikat, nebo
dojde k jejich stlačováńı. Na to, který z př́ıpad̊u nastane, má vliv kvalita disperzńıho
prostřed́ı, tj. afinita k rozpouštědlu. Stabilizačńı účinek se projevuje pouze za pod-
mı́nek, kdy je disperzńı prostřed́ı pro polymer dobrým rozpouštědlem (obrázek
3.11). V tomto rozpouštědle nedocháźı k vzájemnému pronikáńı (proplétáńı) mo-
lekul, protože vyv́ıjej́ı odpor proti stlačováńı. To bráńı daľśımu přibĺıžeńı částic a
t́ım i agregaci.

Při velmi vysokých molárńıch hmotnostech se může dlouhá makromolekula sou-
časně adsorbovat na povrchu několika částic a t́ım je k sobě přitahovat. Při ńızkých
koncentraćıch polymeru to může vést k tzv. můstkové flokulaci.

V porovnáńı s elektrostatickou stabilizaćı, která je většinou použ́ıvána ve vod-
ném prostřed́ı, může být stérická stabilizace použita jak v organické, tak ve vodné
fázi.

Elektrostérická stabilizace

Elektrostatická a stérická stabilizace mohou být využity zároveň z d̊uvodu u-
držeńı kovových nanočástic v roztoku. Jako stabilizátory se použ́ıvaj́ı již zmı́něné
iontové detergenty nebo organokovy. Tyto sloučeniny nesou jak polárńı funkčńı sku-
pinu, umožňuj́ıćı generovat elektrickou dvojvrstvu, tak lipofilńı řetězec poskytuj́ıćı
stérickou repulzi.

Stabilizace ligandem nebo rozpouštědlem

Termı́n stabilizace ligandem byl vybrán proto, aby popsal použit́ı tradičńıch
ligand̊u ke stabilizaci koloid̊u přechodných kov̊u. Tato stabilizace je umožněna inter-
akćı kovové nanočástice s ligandy jako jsou např́ıklad fosfiny, thioly, jejich deriváty
a aminy [19, 20].

Obrázek 3.11: Vliv rozpouštědla na stérickou stabilizaci [20].
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3.3 Funkcionalizace za účelem ćıleného naváděńı

nanočástic

Nanočástice samotné kv̊uli své velikosti nemohou proniknout přes buněčnou mem-
bránu. Funkcionalizaćı lze dosáhnout toho, že membránové přenašeče s molekulami,
které normálně přenášej́ı, přenesou i nanočástice funkcionalizované těmito moleku-
lami.

Takto se nemuśı doručovat pouze samotné nanočástice do buňky, ale mohou s se-
bou nést daľśı molekuly, které se uvolńı např́ıklad v buňce změnou pH. V přehledové
práci [21] jsou naznačeny možnosti využit́ı funkcionalizovaných zlatých nanočástic
jako nosič̊u jednoduchých molekul, jako jsou např́ıklad silně reaktivńı singletový
kysĺık 1O2 nebo oxid dusnatý NO.

Nanočástice jsou schopné do buněk doručit i větš́ı biomolekuly. Vědecké týmy
už uspěly ve snaze doručit do buňky i peptidy, proteiny a nukleové kyseliny, včetně
DNA i RNA. Tohoto se např́ıklad dá využ́ıt v genové terapii, i když je efektivita
menš́ı než u doručeńı DNA pomoćı vir̊u.

Ćıleného naváděńı částic se dá využ́ıt při tzv. fototerapii. Nanočástice jsou funk-
cionalizovány antigeny, které jsou specificky vychytávány protilátkami vystavenými
na povrchu buněčných membrán. Takto se např́ıklad na zlaté nanočástice naváže
antigen, který je specifický k protilátkám na povrchu rakovinných buněk. Dı́ky in-
terakci antigen-protilátka se zlatá nanočástice přichyt́ı na povrch buňky. Když jsou
zlaté nanočástice ozářeny světlem o vlnových délkách v rozmeźı 800 nm - 1400 nm,
zp̊usobuj́ı lokálńı zahř́ıváńı okolńı tkáně. Takto se daj́ı zničit např́ıklad nádorové
tkáně.

Dále se na povrchu nanočástic funkcionalizovaných specifickými antigeny daj́ı do
ćılové oblasti doručovat i léky (účinné látky). Velkou výhodou tohoto specifického
doručováńı účinných látek je předevš́ım omezeńı vedleǰśıch účink̊u lék̊u [21].

Celkově se dá ř́ıct, že v této oblasti maj́ı funkcionalizované nanočástice velký
potenciál. Ovšem zat́ım se neobjevily žádné studie prokazuj́ıćı jejich zdravotńı ne-
závadnost.

3.4 Funkcionalizace za účelem studia molekulo-

vých interakćı

V molekulárńı biologii a chemii je studium molekul a jejich vzájemných interakćı
velmi d̊uležité k pochopeńı mechanismů např́ıklad chemických reakćı nebo prosto-
rových uspořádáńı (bio)molekul. K simulaćım těchto interakćı jsou vytvářeny kom-
plexńı poč́ıtačové programy, které jsou pomoćı kvantových výpočt̊u schopny přibliž-
ně stanovit, jak je která vazba nebo interakce silná.

Studium interakćı se d́ıky možnosti funkcionalizovat hrot SPM (rastrovaćı son-
dová mikroskopie z anglického Scanning Probe Microscopy) může provádět i expe-
rimentálně v laboratoři.

Základem je funkcionalizace hrotu SPM jedńım typem molekuly a imobilizace
molekul druhého typu na povrch vzorku. Následně je raménko SPM od povrchu
oddalováno a sńımá se śıla, která na něj p̊usob́ı (obrázek 3.12)
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Obrázek 3.12: Znázorněńı experimentálńıho uspořádáńı [22].

Druhým typem uspořádáńı je imobilizace molekuly na povrch vzorku. Volný
konec molekuly je ošetřen tak, aby se navázal na hrot SPM. Opět se raménko SPM
oddaluje od povrchu a zkoumá se śıla, která na něj p̊usob́ı. V tomto př́ıpadě lze však
sledovat velikost interakce funkčńıch skupin, které jsou zodpovědné za prostorové
uspořádáńı molekuly. Celý tento proces je tedy založen na

”
rozplétáńı“ molekul.

Takto byly experimentálně určeny śıly interakćı např́ıklad mezi streptavidinem
a biotinem (260 ± 120 pn) [22] nebo byly zjǐstěny śıly, které drž́ı pohromadě řetězce
dvouvláknové DNA [23]. V této práci byla molekula DNA uchycena oběma 5’-konci.
Jedńım k povrchu a druhým k hrotu AFM. Takto zjǐstěná śıla na odtrhnut́ı řetězc̊u
od sebe byla 20 pN − 50 pN.

30



4 METODY DETEKCE

V této kapitole budou shrnuty metody detekce změny vlastnost́ı nanostruktur po je-
jich funkcionalizaci. Jedná se většinou o změnu optických vlastnost́ı. K tomu slouž́ı
jak jednodušš́ı metody, mezi které patř́ı např́ıklad kolorimetrie, a pak také kom-
plexńı metody, k nimž patř́ı např́ıklad elipsometrie. Kromě těchto uvedených metod
se použ́ıvaj́ı metody využ́ıvaj́ıćıch SPR (povrchovou plazmonovou rezonanci z ang-
lického Surface Plasmon Resonance) a LSPR (lokalizovanou povrchovou plazmono-
vou rezonanci z anglického Localised Surface Plasmon Resonance). Daľśı metodou,
která se dá využ́ıt, je FTIR spektroskopie (z anglického Fourier Transform InfraRed
spectroscopy)

4.1 Kolorimetrie

Kolorimetrické metody se nejčastěji využ́ıvaj́ı ve spojeńı s roztoky. Např́ıklad spek-
trofotometrie měř́ı spektrálńı absorbanci či transmitanci roztok̊u. V biochemii se
tato metoda použ́ıvá ke stanoveńı koncentrace určité látky v roztoku porovnáváńım
absorbance při určité vlnové délce, která odpov́ıdá spektrálńımu maximu absorbce.

Tato metoda se dá využ́ıt i pro detekci funkcionalizace nanočástic v koloidńıch
roztoćıch. Funkcionalizaćı se většinou měńı vlnová délka absorpčńıho maxima a to
lze pak porovnáńım spekter velice snadno rozlǐsit. Př́ıklad experimentálńıho uspo-
řádáńı zachycuje obrázek 4.1

Obrázek 4.1: Uspořádáńı spektrofotometické sestavy [24]. Světlo pocházej́ıćı od zdroje je
vstupńı štěrbinou omezeno v úzký svazek. Difrakćı na mř́ıžce se ze svazku
vybere jedna vlnová délka, jej́ıž maximum se nacháźı v optické ose soustavy.
Svazek se znovu omeźı štěrbinou, projde kyvetou se vzorkem, je zachycen
detektorem a poté převeden na digitálńı výstup na displeji.

4.2 Elipsometrie

Elipsometrie je metoda optické analýzy vlastnost́ı povrch̊u a tenkých vrstev, která
je založena na sledováńı změn polarizace světla po jeho odrazu od rozhrańı. Při něm
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se měńı amplituda i fáze složky Es (s - složka vektoru intenzity elektrického pole
kmitaj́ıćı kolmo k rovině dopadu) obecně jinak než u složky Ep (p - složka vektoru
intenzity elektrického pole kmitaj́ıćı v rovině dopadu) a lineárně polarizované světlo
se v d̊usledku toho po odrazu obecně měńı na elipticky polarizované (odtud také
pocháźı název elipsometrie). Schéma uspořádáńı lze vidět na obrázku 4.2. Při měřeńı
je pak možné źıskat informaci o povrchových vrstvách, jejichž tloušt’ky jsou menš́ı
než vlnová délka použitého světla. Elipsometrie na rozd́ıl od většiny optických metod
neńı limitována difrakćı a může dosáhnout vertikálńıho rozlǐseńı v řádu desetin
nanometru.

Výstupem z elipsometrického měřeńı jsou vždy dva parametry Ψ a ∆, resp.
jejich závislost na úhlu dopadu, úhlu analyzátoru a vlnové délce. Z nich je potom
možné vypoč́ıtat např́ıklad tloušt’ku vrstvy, na které došlo k odrazu, jej́ı dielektrickou
funkci či jiné optické konstanty. Pokud jsou tato měřeńı prováděna pouze pro jednu
vybranou vlnovou délku, jde o tzv. jednovlnnou elipsometrii. Ta našla uplatněńı
zejména v technické praxi. Spektroskopická elipsometrie – tedy měřeńı spektrálńı
závislosti Ψ a ∆ – z̊ustává doménou sṕı̌se vědeckých laboratoř́ı a bude použ́ıvána
i v této práci.

Daľśım krokem je pak hledáńı teoretického modelu, jemuž odpov́ıdaj́ıćı závislosti
parametr̊u Ψ a ∆ nejlépe vystihuj́ı ty experimentálně určené. Tomuto procesu se ř́ıká
fitováńı. Spoč́ıvá v kombinaci znalost́ı fyzikálńıch vlastnost́ı daného vzorku (např.
tloušt’ka vrstev) a numerických metod hledáńı ostatńıch parametr̊u teoretického
modelu (např. dielektrická funkce materiálu) takovým zp̊usobem, aby se minima-
lizovala odchylka modelu př́ıslušej́ıćıch parametr̊u od těch naměřených. V př́ıpadě
vzork̊u se zlatými nanočásticemi na křemı́kovém povrchu, které budou měřeny v této
práci, je však takový proces velice obt́ıžný a vyžaduje hluboké znalosti této proble-
matiky. Samotná elipsometrická spektra nejsou pro účely této práce př́ıpadě př́ılǐs
názorná, a proto je z nich vypočtena tzv. pseudodielektrická funkce ε̃. Složitý model,
který by vystihoval všechny aspekty (multivrstvého) povrchu pokrytého kovovými
nanočásticemi, je v tomto př́ıpadě nahrazen modelem jedné polonekonečné vrstvy
s komplexńı dielektrickou funkćı ε̃. Z ńı pak lze určit komplexńı index lomu či jiné
optické konstanty př́ıslušej́ıćı takové vrstvě.

Výhodou této metody je jednoduché provedeńı a absence chromatických vad,
nevýhodou je větš́ı chyba měřeńı v př́ıpadech, kdy se parametr ∆ bĺıž́ı k 0◦, resp.
180◦ a složitěǰśı interpretace výsledk̊u [25].

4.3 SPR

S př́ıchodem nanotechnologíı a s př́ıpravou tenkých vrstev nastal rozvoj i v metodách
detekce. Po popsáńı jevu povrchových plazmon̊u a polariton̊u se jich začalo využ́ıvat
pro zlepšeńı detektor̊u a k sńıžeńı detekčńıch limit̊u senzor̊u. SPR senzory se sestávaj́ı
ze zdroje světla, transparentńıho hranolu a transdukčńıho povrchu (vrstva vzácného
kovu). Transdukčńı povrch je obvykle tvořen 50 - 100 nm tlustou zlatou vrstvou na
skĺıčku (čip SPR biosenzoru), které je imerzńım olejem opticky spojeno s hranolem.
Kromě zlata se použ́ıvaj́ı ještě daľśı kovy např. stř́ıbro, měd’ nebo hlińık, ale zlato je
preferováno pro svou chemickou stabilitu. Umı́stěńım zlatého filmu se odlǐsuj́ı dvě
konstrukce, Ottova a Kretschmannova (obrázek 4.3). V Ottově konfiguraci neńı zlatý
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Obrázek 4.2: Schématické zobrazeńı elipsometrické sestavy. Ze zdroje vycháźı nepolarizo-
vané světlo, procháźı polarizátorem (P) a měńı se na lineárně polarizované.
Po odrazu je světlo elipticky polarizované, analyzátorem (A) se opět polari-
zuje lineárně a je sńımáno detektorem. Převzato z [25].

film v př́ımém kontaktu s hranolem, ale v dosahu evanescentńıch vln. Plazmony se
vybud́ı a š́ı̌ŕı se po kovovém povrchu v prostoru mezi hranolem a kovovou vrstvou.
Pro praktické použit́ı se tato konfigurace př́ılǐs nehod́ı, a použ́ıvá se Kretschmannova
konfigurece. Původně byl film kovu nanesen př́ımo na hranol, avšak výměnná skĺıčka
se zlatou vrstvou umožňuj́ı provedeńı r̊uzných analýz, přičemž hranol z̊ustává stejný
[26].

Obrázek 4.3: Schématické znázorněńı Kretschmannova (A) a Ottova uspořádáńı (B).

4.4 LSPR

LSPR senzory využ́ıvaj́ı stejného principu jako SPR senzory s jediným rozd́ılem, že
využ́ıvaj́ı plazmonické struktury na povrchu kovové vrstvy. Plazmonickými struktu-
rami mohou být např́ıklad anténky nejr̊uzněǰśıch tvar̊u. Poloha jejich absorpčńıho
(rezonančńıho) maxima ve spektru zálež́ı předevš́ım na jejich tvaru, ale také na
vzdálenosti mezi nimi [27].
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4.5 FTIR

V této metodě infračervené zářeńı dopadá na povrch vzorku, část z něj je absor-
bována a část se odraźı. Odražené zářeńı je pak zachycováno detektorem. Výsledné
spektrum pozorované detektorem je ochuzeno o zářeńı, které je pohlceno moleku-
lami nebo strukturami, které maj́ı absorpčńı maximum v IR oblasti. Tato metoda
bude taktéž použita v této práci.

34



5 PRAKTICKÁ ČÁST

5.1 Př́ıprava nanostruktur pro funkcionalizaci

Jako nanostruktury vhodné k funkcionalizaci jsem si zvolil dvě r̊uzná uspořádáńı
zlata na křemı́kovém podkladu.

Prvńım uspořádáńım byly 80 nm velké zlaté nanočástice (0D) nadeponované na
křemı́kovou destičku. Křemı́kové destičky o velikosti cca 15 × 15 mm2 byly odřezány
z desek fosforem či borem dopovaného monokrystalického křemı́ku o krystalové ori-
entaci (100) a tloušt’ce cca 525 µm. Na křemı́kovém povrchu byl ponechán nativńı
oxid a proběhlo pouze očǐstěńı proudem duśıku (N2). Samotná depozice prob́ıhala
z 1 ml komerčně dostupného koloidńıho roztoku 80nm zlatých kuliček upraveného
3, 29µmol HCl. Pro větš́ı podrobnosti a vysvětleńı procedury v [25].

Takto připravené vzorky byly použity pro elipsometrická měřeńı. Sńımek nade-
ponovaných kuliček poř́ızený elektronovým mikroskopem jsou zobrazeny na obráz-
ku 5.1.

Obrázek 5.1: Sńımek kuliček poř́ızený elektronovým mikroskopem před (A) a po (B) funk-
cionalizaci.

Druhým uspořádáńım byla pole zlatých antének (2D). Antény byly vytvořeny
ve spolupráci s Jǐŕım Babockým pomoćı EBL (elektronové litografie, z anglického
Electron Beam Lithography) [28]. Na křemı́k bylo litografíı připraveno 6 poĺı antén
o třech r̊uzných délkách ramének. Byla snaha antény vytvořit o š́ı̌rce 200 nm s
mezerou mezi raménky o š́ı̌rce 400 nm a o délkách ramének 1, 2µm, 1, 5µm a 1, 8µm.
Rozestupy mezi jednotlivými anténkami byly 3 µm.

Takto připravené vzorky byly vytvořeny pro měřeńı pomoćı FTIR spektroskopie.
Schématický nákres poĺı je vidět na obrázku 5.2A. Sńımek z optické mikroskopie
v temném poli na obrázku 5.2B a sńımek z elektronového mikroskopu ve výřezu
obrázku 5.2B.
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Obrázek 5.2: (A) - Schématické zobrazeńı vzorku připraveného pro FTIR měřeńı. 1 - 6
jsou pole připravených antén. Pole velikosti 50 × 50µm2 jsou umı́stěna ve
větš́ım rámečku, který byl připraven, aby bylo možné oblast s anténami vidět
pouhým okem. Pole 1 a 5 odpov́ıdá poli antén s délkou raménka 1, 2µm, pole
2 a 6 odpov́ıdá poli antén s délkou raménka 1, 5µm a pole 3 a 4 odpov́ıdá
poli antén s délkou raménka 1, 8µm. (B) - Sńımek pole antén z optické mik-
roskopie v temném poli. Ve výřezu sńımek antén z elektronového mikroskopu
s š́ı̌rkou raménka 1, 8µm.

5.2 Roztoky pro funkcionalizaci

Z Ústavu chemie a biochemie Mendelovy zemědělské a lesnické univerzity v Brně
byly poskytnuty 4 roztoky thiolované jednovláknové DNA. Roztoky se lǐsily délkou
řetězce - dva roztoky byly s délkou řetězce 15 báźı (dále pouze 15b) a dva roztoky s
délkou řetězce 10b. Od každé délky řetězce byly poskytnuty dvě r̊uzné koncentrace
a to 25 mgml−1 a 100 mgml−1. Pro přehlednost jsem je shrnul do tabulky 5.1.

Tabulka 5.1: Tabulka shrnuj́ıćı délky řetězc̊u a koncentraćı v jednotlivých vzorćıch.

délka řetězce koncentrace / mgml−1

Roztok 1 15 báźı 25
Roztok 2 15 báźı 100
Roztok 3 10 báźı 25
Roztok 4 10 báźı 100

5.3 Elipsometrické měřeńı

Pro elipsometrické měřeńı byly využity předem připravené 80nm zlaté kuličky na
čtyřech křemı́kových destičkách (viz kapitola 5.1) a byly měřeny pomoćı elipsome-
tru v laboratoři Masarykovy univerzity. Úhel dopadu světla byl po změřeńı několika
úhl̊u nastaven na 70◦, kdy měřeńı vykazovalo nejmenš́ı šum. Při tomto nastaveńı byly
změřeny tyto čtyři vzorky jako reference. Poté byly na tyto vzorky napipetovány uve-
dené roztoky, každý na jiný vzorek. Roztoky byly ponechány v kontaktu s roztoky po
dobu pěti minut, protože po předchoźı zkušenosti deľśı kontakt s roztokem neměl na
výsledky vliv. Následně byly omyty destilovanou vodou a funkcionalizované vzorky
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byly ještě osušeny, aby nebylo měřeńı ovlivněno př́ıtomnost́ı kapaliny. A opět bylo
provedeno elipsometrické měřeńı.

Z takto naměřených dat byly vypočteny pseudodielektrické funkce př́ıslušných
vzork̊u (jak referenčńıch, tak funkcionalizovaných) a ty byly mezi sebou porovná-
vány. Funkcionalizace měla ovlivnit pseudodielektrickou funkci referenčńıch vzork̊u
[29]. Bylo proto očekáváno, že se pseudidielektrické funkce vzorku před a po funk-
cionalizaci budou lǐsit posunut́ım maxim (minim), tak i jejich deformaćı.

Na obrázku 5.3 je zobrazen výsledek měřeńı pro roztok 4. Experimenty s ostatńı-
mi roztoky vykazuj́ı podobné změny. Z obrázku jde vidět, že se v reálné části pseu-
dodielektrické funkce minimum v oblasti kolem 600 nm neposouvá, ale celá křivka
je posunuta do vyšš́ıch hodnot pseudodielektrické funkce, což odpov́ıdá zvýšenému
indexu lomu v celém spektru. V imaginárńı části pseudodielektrické funkce jsou
výsledky zaj́ımavěǰśı. Celé spektrum se zdá být posunuté ve směru k nižš́ım vl-
novým délkám. Také celá křivka se posouvá k nižš́ım hodnotám ve vertikálńım
směru. Výsledky měřeńı jsem shrnul do tabulky 5.2. Hodnoty byly odečteny s graf̊u
s odchylkou ±4 nm.

Z tabulky 5.2 je zřejmé, že po funkcionalizaci se minimum v reálné části pseu-
dodielektrické funkce výrazně neposouvá ani nedeformuje.

Výrazný posuv křivky v řádu deśıtek nm je však dobře vidět v komplexńı části
pseudodielektrické funkce. Z tabulky 5.2 lze vyč́ıst, že deľśı řetězec vykazuje větš́ı
posuv než kratš́ı a koncentrace roztok̊u na posuv vliv nemá. Rozd́ıl délky řetězce
o 5 báźı v tomto př́ıpadě znamenal změnu posuvu o cca 10 nm. Pro detailněǰśı
prostudováńı vlivu délky řetězce na změnu posuvu by bylo potřeba v́ıce roztok̊u
s r̊uznou délkou řetězce. Nejzaj́ımavěǰśı ale na celém měřeńı je posun křivky na
opačnou stranu, než se předpokládalo. Posuv totiž nastal do kratš́ıch vlnových
délek, tud́ıž do větš́ıch energíı. Většinou se v literatuře hovoř́ı o tzv. červeném
posuvu, což znamená posuv absorbčńıch křivek po funkcionalizaci do vyšš́ıch vl-
nových délek. Bohužel se zat́ım nepodařilo naj́ıt literaturu, která by se podobnou
skutečnost́ı zabývala a i přes spolupráci s Lukášem Bř́ınkem jsme nedokázali tento
opačný posuv plně vysvětlit. Nab́ıźı se zde možnost, že molekula jednovláknové
DNA stáč́ı rovinu polarizovaného světla d́ıky chirálńım uhĺık̊um ve své molekule.
Tato skutečnost by ovlivňovala celé elipsometrické měřeńı a mohla by celou křivku
posunout. Daľśı vlivy, např́ıklad agregaci nanocástic, jsem vyloučil poř́ızeńım sńımk̊u
z elektronového mikroskopu (viz obrázek 5.1), ze kterých je zřejmé, že funkciona-
lizace nezp̊usob́ı přeuspořádáńı nanočástic. Taktéž soustavnou chybu v měřeńı či
v přepoč́ıtáváńı lze s největš́ı pravděpodobnost́ı vyloučit, protože se na elipsome-
tru před experimentem měřil známý vzorek a po přepočtech vykazoval očekávané
hodnoty pseudodielektrické funkce.

Daľśım postupem v této problematice by mohlo být ověřeńı vlivu délky řetězce
na posunu křivky proměřeńım v́ıce vzork̊u a ověřeńı stáčivosti roviny polarizovaného
světla molekulami DNA. Dále by měla být dokončena aparatura na měřeńı absor-
bance a transmitance koloidńıch roztok̊u funkcionalizovaných nanočástic a postupné
začleněńı pr̊utočných cel do celého systému, což by mělo umožnit v reálném čase
sledovat změny optických vlastnost́ı vlivem funkcionalizace.

37



Obrázek 5.3: Změřená reálná (nahoře) a komplexńı (dole) část pseudodielektrické funkce.
Modrá barva odpov́ıdá referenčńımu vzorku a zelená barva odpov́ıdá vzorku
po funkcionalizaci v tomto př́ıpadě roztokem s jednovláknovou DNA o délce
10b s koncentraćı 100 mgml−1.

Tabulka 5.2: Tabulka shrnuj́ıćı pozice extrémů v naměřených datech.

Pozice minima v Re(ε̃) /nm Pozice maxima v Im(ε̃) /nm
Reference Po aplikaci Reference Po aplikaci Rozd́ıl maxim

Roztok 1 602 604 703 660 43
Roztok 2 602 594 703 657 46
Roztok 3 603 596 700 665 35
Roztok 4 602 599 696 662 34
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5.4 FTIR

Pro toto měřeńı byly připraveny vzorky s poli antén (viz výše) a celý experiment
prob́ıhal na FTIR spektroskopu ve spolupráci s POLYMER INSTITUTE BRNO,
s.r.o.

Na začátku experimentu jsme se potýkali s technickými problémy, protože připra-
vené nanostruktury nebyly v optickém mikroskopu, připojeném k měř́ıćımu př́ıstroji,
vidět. Tuto záležitost jsme vyřešili napodobeńım mikroskopie v temném poli, kdy
bylo vypnuto př́ımé osv́ıceńı a z boku byl ručńı sv́ıtilnou osvětlován vzorek. Roz-
ptýlené světlo od nanostruktur bylo dostatečné k zaměřeńı jednotlivých poĺı. Po
nastaveńı parametr̊u měřeńı v poč́ıtači byla nejprve změřena referenčńı spektra poĺı
antén, poté byl na 5 minut aplikován roztok 4, vzorek byl opláchnut, usušen, opět
a vložen do aparatury. Opět byla změřena spektra všech šesti poĺı.

Od experimentu bylo očekáváno, že se v referenčńım spektru objev́ı absorpčńı
maxima (λm) odpov́ıdaj́ıćı rozměr̊um antének:

λm = 2 l nef , (1)

kde nef je efektivni index lomu (pro zlaté nanostruktury na křemı́ku je nef = 3, 4).
Dále se předpokládalo, že v naměřeném spektru po funkcionalizaci se toto absorpčńı
maximum posune nebo bude deformovat a také, že se ve spektru objev́ı absorpčńı
maxima odpov́ıdaj́ıćı absorbci jednotlivých báźı DNA.

Obrázek 5.4 ukazuje změřené spektrum pole č́ıslo 4. Ostatńı naměřená spektra
vykazuj́ı stejné tvary obou křivek. Změřené polohy maxim ve spektru a změřené
rozměry antén z obrázk̊u poř́ızených elektronovým mikroskopem jsem shrnul do
tabulky 5.3.

Obrázek 5.4: Spekrum pole č́ıslo 4 změřené FTIR spektroskopíı. Modrá barva odpov́ıdá
referenčńımu spektru a červená barva odpov́ıdá spektru změřenému po funk-
cionalizaci.
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Tabulka 5.3: Tabulka naměřených hodnot, kde ln je navrhovaná délka raménka, lFTIR je
délka raménka vypočtená ze zjǐstěné λm, lSEM je délka raménka změřená
ze sńımk̊u z elektronového mikroskopu a nef (vyp) je hodnota efektivného
indexu lomu vypočtená z λm a lSEM .

pole ln / µm Max / cm−1 λm / µm lFTIR / µm lSEM / µm nef (vyp)
1 1,20 1540 6,494 0,95 1,28 2,54
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 obrázku 5.4 lze vidět výrazné maximum v okoĺı 10, 7µm, což by
mělo odpov́ıdat poli antének o délce raménka 1, 57µm. Dále lze pozorovat šum mezi
vlnovými délkami 5, 5− 7µm zp̊usobený molekulami H2O a dále lokálńı maximum
ve vlnové délce okolo 4, 25µm zp̊usobené molekulami CO2. Nakloněńı celé křivky je
zp̊usobeno jiným zaostřeńım objektivu. Očekávaný posuv nebo deformace maxima
nebyl pozorován, ale taktéž nebyly zaznamenány maxima odpov́ıdaj́ıćı jednotlivým
báźım DNA. Ty by se naneštěst́ı měly objevit v oblasti šumu zp̊usobené moleku-
lami H2O. Absence deformace či posuvu maxima by mohlo znamenat, že už byl
roztok starý a molekuly jednovláknové DNA se na povrch zlatých nanostruktur ne-
navázaly nebo vliv DNA na zlaté nanostrury neńı pozorovatelný. Prvńı možnost je
pravděpodobněǰśı z d̊uvodu absence maxim od jednotlivých báźı, které by měly být
i přes šum od molekul vody být vidět.

Dále jsem srovnal délky ramének antén. Navrhované antény měly raménka o dél-
kách 1, 2µm,1, 5µm a 1, 8µm. Odpov́ıdaj́ıćı délky změřené z obrázk̊u z elektro-
nového mikroskopu jsou v pr̊uměru 1, 25µm, 1, 56µm a 1, 87µm. Z FTIR spek-
troskopie pomoćı přepočtu z polohy maxima z rovnice (1) vyšly hodnoty v pr̊uměru
0, 96µm, 1, 31µm a 1, 58µm. Z výsledk̊u plyne, že efektivńı index lomu nef = 3, 4
neodpov́ıdá naměřené hodnotě hodnotě z hodnot lSEM a λm (viz nef (vyp) v ta-
bulce 5.3). To může být zp̊usobeno př́ıtomnost́ı např́ıklad nativńıho oxidu, který má
v daných vlnových délkách efektivńı index lomu 1,25 (při vlnové délce 6,5 µm), 0,5
(při 9 µm) a 2,1 (při 10,7 µm) [30]. V tomto př́ıpadě by efektivńımu indexu lomu
odpov́ıdala sṕı̌se hodnota nef = 2, 7± 0, 16.

Daľśım postupem by v tomto př́ıpadě bylo proměřeńı v́ıce vzork̊u a ověřeńı
př́ıtomnost jednovláknové DNA na již proměřeném vzorku a také větš́ı integračńı čas
jednotlivých spekter, který by mohl výrazně sńıžit šum a lépe by se dala pozorovat
př́ıpadná deformace či posunut́ı maxim.
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6 ZÁVĚR

Tato bakalářská práce se věnovala funkcionalizovaným nanostrukturám z hlediska
možného využit́ı v oborech biochemie, medićıny a biomedićıny. V prvńı části byla
provedena rešeršńı studie z vědeckých článk̊u zabývaj́ıćıch se touto problematikou
a nast́ıněńı aktuálńıch směr̊u výzkumu, možnosti využit́ı a metody detekce funkci-
onalizovaných nanostruktur.

V praktické části byly popsány provedené experimenty. V prvńım experimentu
byl zjǐstěn vliv funkcionalizace zlatých nanostruktur na křemı́kovém substrátu, která
byla provedena jednovláknovou DNA. Bylo zjǐstěno, že funkcionalizace má zásadńı
vliv na imaginárńı část pseudodielektrické funkce. Funkcionalizace 10 báźı dlou-
hou DNA posunula spektrum v pr̊uměru o 34,5 nm a 15 báźı dlouhý řetězec jed-
novláknové DNA posunul křivku v pr̊uměru o 44,5 nm. Obě křivky jsou od re-
ferenćı posunuty do nižš́ıch vlnových délek - modrý posuv. Prozat́ım jsou tyto
výsledky přisuzovány vlastnosti jednovláknové DNA stáčet rovinu polarizovaného
světla, a tud́ıž ovlivněńım celého principu elipsometrického měřeńı. Po této práci
by mělo následovat ověřeńı vlivu délky řetězce na posunut́ı závislosti imaginárńı
části pseudodielektrické funkce na vlnové délce zářeńı proměřeńım v́ıce vzork̊u a
využit́ı jiných metod k detekci změn optických vlastnost́ı nanostruktur, např́ıklad
kolorimetrické metody po sestrojeńı aparatury na měřeńı absorpčńıch spekter.

Ve druhém experimentu byl měřen vliv jednovláknové DNA na optické vlast-
nosti připravených zlatých antén na křemı́kovém substrátu s nativńım oxidem. Vliv
DNA změřen nebyl, nejsṕı̌se v d̊uvodu neproběhnut́ı funkcionalizace struktur d́ıky
stář́ı roztok̊u. Bylo ale zjǐstěno, že nativńı oxid křemı́ku výrazně ovlivňuje efek-
tivńı index lomu křemı́ku v infračervené oblasti spektra a byl stanoven na hodnotu
nef = 2, 7± 0, 16, přičemž čistý křemı́k má v této oblasti nef = 3, 4. Daľśım postu-
pem v této problematice by mělo být proměřeńı v́ıce vzork̊u a ve spolupráci s Ing.
Lukášem Bř́ınkem celou situaci simulovat.
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Dostupné z: http://dx.doi.org/10.1002/smll.201100735.
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doi/abs/10.1021/nn204313a.

[8] FELTIS, B. a kol. A hand-held surface plasmon resonance biosensor for the
detection of ricin and other biological agents. Biosensors and Bioelectronics.
2008, 23, 7, s. 1131 – 1136. doi: 10.1016/j.bios.2007.11.005. Dostupné z: http:
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//www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925400509004997.

[11] TAYLOR, A. D. a kol. Quantitative and simultaneous detection of four fo-
odborne bacterial pathogens with a multi-channel SPR sensor. Biosensors
and Bioelectronics. 2006, 22, 5, s. 752 – 758. doi: 10.1016/j.bios.2006.03.
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resource/1/applab/v90/i7/p073901_s1.

[14] ZHENG, G. a kol. Multiplexed electrical detection of cancer markers with
nanowire sensor arrays. Nature Biotechnology. 2005, 23, 10, s. 1294–1301. doi:
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025. Dostupné z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/

S1567173908000849.
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