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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva pouzitim kovovych nanostruktur k detekci biomolekul. Byl
vytvo en postup pro stabilizaci roztok! zlatych nano"astic pro lepSi pouzitelnost

v biologickych vzorcich a biochemickych procesech, kde mohou byt pouzity r'zné
koncentrace soli nebo r'zné pH. Byl vytvo en model optickych vlastnosti t#chto

nano"astic, ktery byl podpo en spektroskopickymi m# enimi. V préci jsou také

na experimentech demonstrovany moznosti vyuziti plazmonickych nanostruktur na
povrSich v oblasti detekce biomolekul.

KLI OVA SLOVA
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troskopie, biodetekce

ABSTRACT

This thesis deals with metal nanostructures and their use in detection of
biomolecules. A protocol for stabilizing solutions of gold nanoparticles was devel-
oped for better usage in biological samples or biochemical processes, where di$erent
pH or salt concentrations can be used. A model of optical properties of the nanopar-
ticles was presented and supported by spectroscopic experiments. A possible utiliza-
tion of plasmonic nanostructures on surfaces for detection of biomolecules was also
demonstrated.
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1 UVvOoD

Pouziti nanotechnologii v detekci biomolekul si ziskava stale v tSi pozornost. Na-
pomaha tomu stale v tSi citlivost optickych a infralervenych senzor" zaloZzenych
na plazmonickych nanostrukturach. Pomoci nanostruktur tak postupn vznikaji
detektory pro odhalovani marker" r"znych chorob, bakterialnich toxin", antigen",
protilatek, DNA i jinych biomolekul. Vyhodou detekce pomoci nanotechnologii
je to, Ze se zkoumané biomolekuly jiz nemusi nilim znalit (nap#. ,uorescen!nimi
barvivy) - jedn& se o tzv. ,label-free* metody detekce. Je moZné pouzit senzory
tam, kde se znalené molekuly nevyskytuji. Diky nanotechnologiim a zvlast plaz-
monickym nanostrukturam se jiz objevuji komplexni miniaturizované systémy, které
jsou schopny rychle a s velkou p#esnosti stanovit p#itomnost analyzované latky ve
vzorku.

V této diplomové préci se zabyvam plazmonickymi strukturami ve form koloid-
nich roztok” kovovych nanolastic a také plazmonickymi nanostrukturami na po-
vrSich - kovovymi anténami. V prvni !asti se v nuji nanolasticim, zejména jejich
stabilizaci pro zvySeni stability a omezeni nespecisckych interakci, coz je pot#ebné
p#i pouzivani v biologickych vzorcich, ale i p#i studovani biochemickych proces".

Ve druhé '4sti se zaobiram optickymi vlastnostmi funkcionalizovanych nano!as-
tic. Srovndvam zde teoreticky model s experimentalnimi vysledky a demonstruiji
moznosti detekce biomolekul pomoci koloidnich kovovych nano!astic.

Ve t#eti !asti se v nuji nanostrukturdm na povrchu pevné latky. Zde prezentuji
moznosti detekce pomoci infralervené a viditelné oblasti spektra elektromagnetick-
eho zé#eni.

V posledni !asti jsou kratce popsany experimentalni techniky, které byly v této
praci pouzity.






2 STABILIZACE KOLOIDNICH ROZTOK

V poslednich deseti letech se v decké tymy snaZzi vytvolit roztoky stabilnich nano"as-
tic, které maji na povrchu funk'ni skupiny. Nej"ast ji jsou pouzivany zlaté nano"as-
tice (AuNPs) funkcionalizované jednovlaknovou deoxyribonukleovou kyselinou (ss-
DNA). DNA je vyjime"n vhodna v tom, Ze jeji struktura a chemické reakce jsou
velice doble prozkoumany. Enzymy, které se t chto reakci zU"ast#uji, nejlépe pracuji
v koncentracich okolo 1M NacCl, kdeZto koloidni nano"astice funkcionalizované jed-
novlaknovou DNA byly doposud stabilni pouze do koncentrace 300 mM NaCl. Aby
byly tedy koloidni nano"astice pouzitelné v plirozenych podminkach enzymi vivo
experimentech a genovém inZzenyrstvi v ,gene delivery systerhstnusi byt stabilni

i v plirozenych podminkach.

Existuje mnoho plistup$, jak docilit co nejv tSi stability sSSDNA-AuNPs. Sta-
bilita nano"astic souvisi s tim, jak kompaktni je vrstva biomolekul, ktera je stabi-
lizuje. Jednovlaknova DNA se da navazat na povrch zlatych "i stlibrnych nano"as-
tic vyuZzitim thiolové chemie nebo také vyuzitim poly-adeninového (poly-A) konce
DNA, ktery se na zlaty povrch také velice doble vazel]. Monovrstva na povrchu
nano"astic ale obvykle neni kompaktni, protoZe dochazi k nespeciscké interakci bazi
jednovlaknové DNA se zlatym povrchem. Diky tomuto efektu si DNA ,lehd" na
povrch [2]. Molekuly na povrchu jsou tudiZz orientovany r$zn a monovrstva je
neuspoladanad. Nekompaktnost a neuspo!adanost monovrstvy znasobuje nespeci-
ocké interakce p!i vySSich koncentracich iont$ (nap!. NacCl) v roztocich. Diky
nim dochazi ke stin ni odpudivé elektrostatické interakce nano"astic vlivem naboj$
v monovrstv .2 Z tohoto d$vodu je potleba stabilizovat nano"astice i jinym zp$-
sobem, napliklad stericky §]. V nasledujici kapitole se budu zabyvat vytvolenim
stabilnich nano"astic, které jsou obaleny mixovanou monovrstvou tvo!enou jednak
DNA a jednak molekulami zaji§%ujicimi sterickou stabilizaci.

V tSina experimentalni prace v této kapitole byla provedena pod vedenim dr.
Loredany Casalis ve spolupraci s Pietrem Parisse a Jashmini Deka v ramci studi-
jniho programu ERASMUS v italském Trieste v Nanoinnovation Laboratory, ktery
je sou"asti komplexu synchrotronu Elettra.

1Doru ovaci systém pro geny do cilené oblasti, pov'tsinou dovnit# konkrétnich typ$ bun"k.
V tomto p#ipad" by nano astice slouzily jako nosné &stice, na které by byla navazana genova

informace v podob" DNA.
2Jednovldknova DNA je poly-aniont diky fosfatdm v #et"zci.



2.1 Wtva eni samouspo adanych vrstev na zla-
tych povrSich

Zlaté a st ibrné povrchy jsou jedny z nejpouzivan!jSich v aplikacich pro biosenzory.
V této praci jsem si vybral zlaté nanostruktury, protoze jsou vice chemicky inertni
nez st ibrné, které navic mohou uvol"ovat st ibrné ionty do okoli, #ehoZ se vyuZiva
jako desinfek#nich U#ink$, ale pro U#ely této prace je to nevhodné.

Na vytva eni vrstev na zlatych povrSich se m$ze vyuzit vice postup$. Jeden
z nich je zaloZen na adsorpci molekul diky hydroelnim vlastnostem zlata. DalSi
vyuziva chemisorpci. Tento postup se m$ze roz#lenit do dvou skupin - pouZzitim
thiolovanych a nethiolovanych molekul. Toto #len!ni je zavedeno, protoZe se V!tSi-
nou p i p iprav! vrstev na zlatych povrSich vyuziva aenita siry ke zlatym atom$m
na povrchu. Z thiolu se odst!pi vodikovy iont a utvo i H, nebo se slou#i s kyslikem
a vytvo i H,0O. Pokud se monovrstva formuje z dithiol$, dochazi ke Stlpeni disul-
dické vazby -S-S-. Sila vazby mezi sirou a zlatym povrchem byla experimentaln!
stanovena na40- 50 kcal/mol. Nethiolovanych molekul se v!tSinou vyuziva ke sta-
bilizaci koloidnich nano#astic p i p iprav! redukci z roztoku HAuUC} (nap . citrat).
Vyhodou této metody je moznost nasledn! takto p ipravené nano#astice funkcio-
nalizovat molekulami s thiolovymi skupinami, aniz by dochazelo ke strukturalni
nebo funk#ni zm!n! samotného zlatého jadra. Tato vym!na molekul na povrchu se
nazyva ,vym!na ligand$“. Ligandem je ozna#ovana molekula, kterd se navazuje na
zlaté atomy na povrchu.

Povrch objemového zlata se od povrchu nano#astice odliSuje v n'kolika detailech.
Nano#astice do prém!ru ccad4,4 nm vykazuje jest! strukturu komolého osmist!nu.
To zp$sobi defekty monovrstvy na hranach, protoZze se molekuly budou orientovat
podle jednotlivych ploch fi]. Od této velikosti se hrany postupn! ztraceji, ale stale
m$ze k timto defekt$m lokaln! dojit. Defekty v monovrstv! mohou znamenat #aste#-
nou ztrdtu ochranné funkce a m$ze dochazet k nespecisckym interakcim. DalSim
problémem je radiélni uspo adani molekul na povrchu nano#astice, protoze vrstva
je blizko povrchu nano#astic mnohem kompaktn!jSi nez ve v!tSi vzdalenosti, kde
rozestupy mezi molekulami jsou V!tSij]. Tento ,radialni efekt” op!t m$ze zp$sobo-
vat nespeciecké interakce, ale na druhou stranu m$ze zaji§%ovat funkci n'kterych
molekul, o #emz se jeSt! zminim.

2.2 Stabilizace nanol'astic

Wytvo enim vrstvy na povrchu nano#astice se dosahuje V!tSi stability v&#i r$znym
vlivém (nap . pH, koncentrace soli, atd.). Ukazuje se, Ze pokud se nano#astice



stabilizuji pouze elektrostaticky, tak p i urlittm pH nebo koncentraci soli v roz-
toku p estane tato odpudiva elektrostaticka interakce fungovat diky ztrat" naboj#
molekul !i stin"ni. Proto jsem se pokusil nano!éstice stabilizovat i stericky, a to
vytvo enim mixované monovrstvy, kde jeden typ molekuly bude zajiS$ovat elektro-
statickou a druhy sterickou stabilizaci. Elektrostatickou stabilizaci bude zajiS$ovat
funk!ni molekula, v mém p ipad" jednovlaknova DNA, a jako stericky stabilizator se
nabizi jednoduché uhlikaté et"zce zakon!ené sirou pro navazani na povrch. Nap ik-
lad alkanthioly sice vytva eji velice kompaktni monovrstvu na povrchu nano!astic,
ale zp#sobuji nespeciecké hydrofobni reakce, takZe se na stabilizaci nano!4stic ne-
hodi.

DalSi volbou molekul pro sterickou stabilizaci mohou byt oligo- nebo poly-(ethy-
len glykoly) — OEG / PEG. Ob" tyto molekuly jsou elektricky neutralni, a proto
dokazi na povrsich vytva et velice kompaktni obaly, podobn" jako alkanthioly. Na
rozdil od nich ale nezp#sobuji hydrofobni nespeciecké interakce. PEG nebo OEG se
vyuzivaji jako pasiva!ni molekuly na povrSich, protoze dob e odpuzuji jiné biomole-
kuly (DNA, proteiny, atd.) [ 6]. Ethylen glykoly brani navazovani i thiolované ssDNA
na povrch [7], a proto je nutné, aby p i procesu sterické stabilizace nano!astic byla
jiz jednovlaknova DNA na povrchu p itomna. PEG ale m#ze zcela odstinit naboj
DNA [8], a proto je nasnad" vyuZiti OEG, aby k tomuto efektu nedochazelo. Takto
by tedy byly nanolastice stabilizovany jak stericky, tak elektrostaticky.

Oligo(ethylen glykol) ma stejnou strukturu jako PEG, tudiZz velice podobné
vlastnosti co se odpuzovani biomolekul ty'e9). Kratké et"zce OEG jsou ale ve
vod" nerozpustné, coz je nevhodné pro aplikaci v bu%kach a v jejich p irozenych
prost edich. Rozpustnost OEG se zvySuje s délkou et"zce, a proto je pot eba vy-
birat minimaln" hexa(ethylen glykol), ktery uz je ve vod" dob e rozpustny. OEG
by ale sdm o sob" na nano'asticich nedrzel, proto jsem v experimentech pouzival
hexa(ethylen glykol) na jednom konci zakon'!en alkanthiolovym et"zcem. Sira je
vyuzita k navazani na povrch a alkanovy et"zec je vhodné pouzit k vytvo eni kom-
paktn"jSi vrstvy a tak snizit nespeciecké interakce [(]. Navic je tato molekula
objemn"jSi v té lasti, ktera je vzdalena od povrchu nano'astice, a tak se !aste!n"
snizuje radialni efekt monovrstvy. To ale ne natolik, aby zabranila DNA v hy-
bridizaci s komplementarni bazi.

Whbranad molekula vhodné pro sterickou stabilizaci je (11-Merkaptoundecyl)-
hexa(ethylen glykol), zkracen" p ejmenovan jako TOEG-§ jehoz vzorec je zobrazen
na Obr. 2.1

3T v nazvu znai, Ze je na jedné stran" zakon en (,terminated®) jinou molekulou, v tomto
p#ipad" 11-merkaptoundecylem. $islice Sest zna i, Zze jde o hexa(ethylen glykol).
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Obr. 2.1: Konstitu ni vzorec molekuly TOEG-6.

2.3 Materialy a p iprava vzork!

Thiolovand DNA byla po izena z biomers.net, TOEG-6 a ostatni chemikalie byly
zakoupeny od ermy Sigma Aldrich. Zlaté nano!astice byly p ipraveny pomoci cit-
ratové syntézy (citrate seeded growth) podlel[l]. Vzorky se zlatym eImem byly
p ipraveny tak, Ze byl nalaman k emikovy wafer na kusy velk8,5x 0,5 cn?. Ty byly
lepidlem p ilepeny na 5’ wafer pokryty zlatou vrstvou tlous"ky 30 nm (p ipravena
iontovym napraSovanim). Kousky pak byly o ezany skalpelem a odloupnuty. Vznikl
tak povrch, ktery ma velmi malou drsnost. Navic tim, Ze se obnazi t#sn# p ed exper-
imentem, je i velice listy. P ipravené vzorky se zlatym povrchem byly ponechany
p es noc v roztocich pro funkcionalizaci. Ty byly p ipraveny ti: 1UM ssDNA,
500M TOEG-6 (rozpust#n v ethanolu) almM 6-merkaptohexanova kyselina. Pasi-
vace vzork$ s jednovlaknovou DNA byla provedena ponechanim vzorku 30 minut v
500M roztoku TOEG-6.
Pro funkcionalizaci a experimenty byly vyuzity tyto DNA:

1. DNA-1 5-AGTCGTTTAAAA-(CH ,)s-SH

2. DNA-2 5-GTTGCCATAAAA-(CH ;)s-SH

3. duplex - 8 bazi komplementarnich ke kazdému z et#zc$ a 12 par$ bazi up-

rost ed
4. DNA-3 5-AAGAGGCATGTCTAGGCATGTCTCTTGATATCGAATTC-SH

2.4 Charakterizace nano"astic

Pro charakterizaci nanolastic, zejména velikosti, bylo pouZzito rozptylu RTG paprsk$
pod malymi uhly (SAXS), rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM) a dynamického
rozptylu sv#tla (DLS).

Prém#r nanoléastic byl metodou SAXS z nastovanych hodnot pomoci softwaru
IGOR stanoven na(17,6 £ 0,2) nm, coz by m#lo odpovidat kovovému jadru nano'as-
tice. Ze snimk$ z rastrovaciho elektronového mikroskopu LEO EVO 50HV, po ize-
nych p i 10 keV (Obr. 2.2) a po rulnim zpracovani byl prém#r nano!astic(20,3 = 2)
nm. Podobnou hodnotu ukazala i metoda DLS a td9,91 nm. Ob# tyto metody



jsou ovlivn ny stabilizalnim obalem nano!astic. Jednotlivé vysledky tedy odpovi-
daji p"edpokladu.
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Obr. 2.2:  Snimek z elektronového mikroskopu ukazujici zlaté nano astice pouzivané v
experimentech naadsorbované na zlatou vrstvu.

2.5 P iprava funkcionalizovanych zlatych nano!as-
tic

Pro docileni mixované ssDNA/OEG monovrstvy na nano'asticich bylo pot“eba op-
timalizovat postup, ktery se pouzivd na rovnych povrSichlp]. Pro navazani co
nejvice DNA na nanolastice se vyuZivaji r#zné strategie. M#ze to byt bu$ pos-
tupné zvySovani koncentrace rozpust nych iont# soli tak, aby dochazelo ke stinicimu
efektu mezi jednotlivymi molekulami [L3, 14] a nebo snizenim pHI[5, 16]. Metody
s postupnym p“idavanim soli jsou velice lasov naro!né (2 dny p"ipravy) a pos-
tupy se snizenim pH se nepoda“ilo na zaklad jiz publikovanych vysledk# zopakovat.
Nano'astice se totiz pod pH zhruba 4 srazeji, proto jsme vyuzili snizeni pH jen na
hodnotu 4,3.

Na za atku byly smichany roztoky citratovych zlatych nano astic a jednovila-
knové DNA. Tato sm!s byla ponechana 10 minut reagovat, aby se ssDNA navazala
na povrch zlatych nano astic misto citratovych skupin. Po deseti minutach by se



jiz mlo na povrchu nano!astic nachazet mnoho molekul DNA1[]. Molekuly jed-
novlaknové DNA by m ly zajistit odolnost proti snizeni pH roztoku, takze v dalSim
kroku se snizilo pH na hodnotw,3, kdy byly nano!astice jeSt stabilni. Pokusy s
nizSi hodnotou pH roztoku m ly za nasledek shlukovani, coz se projevovalo p"i prvni
centrifugaci, kdy se tyto shluky naadsorbovaly na st ny mikrozkumavek. V pH},3
byly nano!astice ponechany dalSich 30 minut. Poté byl do roztoku p"idan steri-
cky stabilizator - molekuly TOEG-6. Tyto molekuly nahradily vSechny molekuly
jednovlaknové DNA, které nebyly navazany p“es thioly. BohuZel ale doSlo také
k nahrazeni 'asti molekul, které tak navazany byly, coz bylo zjist no p"i gelové elek-
troforéze. Aby byl tento efekt potlalen co nejvice, po 10 minutach byl roztok zcen-
trifugovan a pak jiz nasledovaly jen promyvaci kroky, aby v roztoku nez#staly Zadné
volné molekuly DNA nebo TOEG-6. Tento postup zajiS$uje vytvo'eni mixované
DNA/O EG monovrstvy na povrchu nanoléstic ve velice kratkém !ase (1-2 h). Pro
p“ehlednost tedy uvedu cely postup jeSt v bodech a s koncentracemi jednotlivych
roztok# a jednoduché schéma (Obr2.3):

1,7 O 1000M DNA bylo p“idano do 250 U koloidniho roztoku nano!éstic.

Po 10 minutach se do roztoku p"id&0 U citratového pufru s pH 4,32

Po 30 minutach se p"id&7,6 U 500M TOEG-6.

Po 10 minutach se vzorek po dobu 20 minut centrifuguje p"i 1400 ot/min.

Po centrifugaci se odebere !if roztok nad odst"ed nymi tmav !ervenymi
nano'asticemi.

Zbylé nanoléastice se znovu rozpusti 800U vysoce listé vody.

7. Kroky 4, 5 a 6 se jest jednou zopakovaly - tento postup se oznaluje jako dvoji
promyvani (,washing").

ok wpdpE

»

Krom t chto nano!astic s mixovanou monovrstvou jsem provad | experimenty také
s nanolasticemi funkcionalizovanymi pouze ssDNA. V tomto p"ipad byl vynechan
krok 3. Déle byly p"ipraveny nano!astice s monovrstvou tvo"enou pouze molekulami
TOEG-6. Tady se krom vynechani 3. kroku vym nil i Gvodni roztok - misto1,7 U
1000M ssDNA se pouzilo7,6 U 500M TOEG-6.

“Pokud je roztok zbarven do Seda i salova, znamena to, Ze si na st"'ny nadobky sedly nestabilni
nano astice a cely proces nemusel prob"hnout spravn"!

10



Centrifugace Centrif.

AuNPs+ssDNA TOEG-6 1400 ot./min
u Y

N A A
10’

ar 40" 20° 15°
‘ Citratovy pufr (pH 4,32) Odebranicirého
roztoku, redisperze
ve vodé

Odebraniéirého
roztoku, redisperze

Obr. 2.3: Schéma popisujici p ipravu nano"astic funkcionalizovanych mixovanou
SSDNA/TOEG-6 monovrstvou.

2.6 Testovani stability a speciecity p ipravenych
nanol'astic

Pojmem stabilni nano astice rozumime astice, které se neshlukuji (Obr.2.4).
Pokud se astice shlukuji, pak jsou z nljakého d"vodu nestabilni. Jednim ze zaklad-
nich test" pro ov!#eni stability nano astic je test stability v r"znych koncentracich
soli. To proto, Ze p#irozené prost#edi ligand", enzym" a jinych chemikalii neni deion-
izovana voda, ale jsou zde p#itomny i rozpustiné soli, p#ipadn! m"Ze byt r'zné pH.
Proto i stabilita v r"znych pH je d"lezita. Stabilita je Uzce spojena s nespecieckymi
reakcemi, které zp"sobuji shlukovani. Pokud tedy chceme stabilni nano astice, je
vhodné je otestovat na tyto t#i zakladni vlastnosti - stabilita v r'znych koncentracich
soli, v r'zném pH a test nespecisckych interakci.

2.6.1 Stabilita v r"znych koncentracich soli

Na otestovani stability nano astic v r"znych koncentracich soli byly p#ipraveny roz-
toky s r'znou koncentraci NaCl. Diky zm!n! barvy roztoku z erveného (ir'zového

v malych koncentracich nano astic) na ealovy az Sedy lze jednoduSe zjistit, zda se
nano astice shlukuji, coZz by znamenalo nestabilitu. Diky optickym vlastnostem
nano astic, zejména diky plazmonové rezonanci, se p#i agregaci posouva extink ni
(absorpce + rozptyl) maximum do vySSich vinovych délek (Obr2.5). Dochazi totiz

k takzvanému provazani mod" jednotlivych nano astic tak, ze se pak shluk chova

jako jedna v!tSi nano astice.

11
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Obr. 2.4: Zobrazeni koloidnich roztok zlatych nano"astic. (A) Stabilni roztok nano"as-
tic. (B) Roztok shluklych nano"astic. Na obrazku je jasn! patrna zm!na barvy z "ervené
(stabilni) na ealovo-Sedou (nestabilni - shluky).

—shluklé
—stabilni

< < o
= ® o

Normovana absorbance

=
o
1

200 480 500 580 &00 650 700 750 800
Vinova délka f nm

Obr. 2.5: Absorbance stabilnich ("ervend) a shluklych nano"astic (ealovd). Ve spektru
shluklych nano"astic Ize vid!t vyrazny extink"ni pik okolo 670 nm. Tato spektra byla
ziskana spektrofotometricky (viz kap. 5)

Na test jsem p ipravil roztoky s koncentracemiD,2- 2M NaCl, ve kterych jsem
funkcionalizované nano!astice rozpustil. Tyto roztoky jsem srovnaval kolorimetricky,
spektroskopicky a také pomoci metody DLS. Kolorimetricky test (Obr2.6) neukazal
zadnou zm"nu barvy roztoku, to znamena zadné shlukovani. To napovida, Ze by
nanolastice m"ly byt stabilni i ve 2M NaCl. Pro ov" eni jsem ale proved| také
opticka m" eni.

12



04h 06

‘=
S
o
=1
—~
a¢
s
ET
b
AT

Obr. 2.6: Kolorimetrické stanoveni stability p ipravenych nano"astic. Fotograee jsou
po izeny ihned po p iprav# (A) a po p#ti dnech od p ipravy (B). Nano"astice vypadaji
stabiln# ve 2M NaCl, a to i po delSi dob#.

V t3i citlivost na plipadné shluky maji optickd m !eni jakymi jsou opticka spek-
trofotometrie a dynamicky rozptyl sv tla. Pokud by vzorek obsahoval shluky nano"as-
tic, ve spektru by se objevil pik ve v tSich vinovych délkach tak, jak je to na Obr.
2.5. Shluky maji vzhledem k jednotlivym nano"asticim v tSi pr#m r, a tak mno-
honasobn vice rozptyluji svtlo. To znamend, Ze pokud by se nano"astice za"aly
shlukovat, p!i optickém m leni by se tyto shluky m ly projevit tém ! ihned. Na
Obr. 2.7 je zobrazeno spektroskopické m !eni vzork# v r#znych koncentracich soli.
Na grafu neni ani v jednom plipad patrny pik okolo 670 nm (ktery je indikatorem
shluklych nano“astic s velikosti shluku obvykle okold Um), coZ potvrzuje vysledky
z kolorimetrie - "astice jsou ve 2M NaCl stabilni. LepSi je vzdy absorban"ni (ex-
tink"ni) spektra normovat, abychom mohli Iépe porovnat tvar jednotlivych spekter.
Plitom na spektroskopickém m !eni posuzujeme tvar piku, kde rozSileni "i jina defor-
mace m#ze znamenat plipadnou nestabilitu. Posun maxima (v ramci jednotek nm)
pak indikuje zm nu v t sném okoli samotnych nano"astic - nap!. zm nu molekul na
povrchu (vice v kapitole 3).

Tletim experimentem provedenym na otestovani stability v r#znych koncen-
tracich soli je m!eni pomoci dynamického rozptylu svtla. Metoda je popsana
v kapitole 5. DLS je ve své podstat tim citliv jSi, "im v tSi objekty chceme zk-
oumat. To znamena, Ze pokud by se ve vzorku objevily shluky, tak je velice snadno
pomoci této metody objevime. Na Obr2.8 jsem zobrazil vysledky z tohoto m !eni.
Jedna se o vysledek roztoku jen s nejvyssi (tzn. 2M) koncentraci NaCl. Z rozd leni
velikosti je vid t, Ze se Zadné nano"astice v tSich rozm r# ve vzorku nenachazeji,
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Obr. 2.7: Spektroskopické m "eni roztok# zlatych nano$astic funkcionalizovanych mixo-
vanou monovrstvou v r#znych koncentracich NaCl. Na grafu jde vidt, Zze se pik nijak
nedeformuje a nevznika ani pik okolo 670 nm. M#zeme tedy "ict, Ze $astice jsou stabilni
i ve 2M NacCl.

COZ op t znamena, Ze jsou nanolastice stabilni i ve 2M NacCl.

/\
[\
: [\
| [\

01 1 10 100 1000 10000
Pramér / nm

Intenzita (%)

Obr. 2.8: Vystup z m "eni dynamického rozptylu sv tla (viz kap. 5) vzorku funkcionalizo-
vanych zlatych nano$astic rozpust nych ve 2M NaCl. Shluky nano$astic by se projevovaly
vznikajicim pikem ve velikostech v tSich nez 100 nm. Zde zadné takové velikosti zastoupeni
nemaji, takZze op t m#zeme "ici, Ze jsou p"ipravené nano$astice stabilni i ve 2M NaCl.

Z hlediska stability jsem tedy na t"ech m "enich ukazal, Ze se nano!astice, p"i-
pravené podle uvedeného protokolu, nemaji snahu shlukovat ani p"i 2M koncentraci
NaCl. To znamena, Ze takto p"ipravené nanolastice jsou velice stabilni a mly
by z tohoto hlediska byt p“ipraveny na pouziti i v biologickych vzorcich nebo by
jim nem la vadit zm na okolniho prost"edi (nap”. p"idani pufr#) pro p“izp#sobeni
roztoku pro enzymy.
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Jednaz kritickych vlastnosti (stabilita v r znych koncentracich soli, vr zném pH
a omezeni nespecisckych reakci) je tedy experimentéln! ov!"ena, dalsi dv! zbyvaji.
Pokra#ovat budu testem stability v r znych pH, protoZe je to také ,pouze” michani

roztok . Test na nespeciscké interakce je pon'kud slozit!jSi, a proto si jej ponecham
na zavlr této kapitoly.

2.6.2 Stabilita v rzném pH

Pro tento pokus jsem pouZil DNA-3 v mixované obalové monovrstv! nano#astic, pro-
toZe jsem jiz nem!l k dispozici DNA-1 a DNA-2. DNA-3 ma délku zhrubd 1,5 nm,
takZe je vyrazn! delSi nez molekuly TOEG-6, které maj8,6 nm [17].

Pro tento pokus jsem si p"ipravil dvanact roztok o pH: 1,04, 2,05, 3,02 4,06,
5,09, 6,09, 7,34, 8,99, 9,99 10,99, 1200, 1302 Pouzil jsem k tomu ultra#istou vodu,
pro nastaveni kyselého pH jsem pouzil 1M HCI a pro vytvo"eni zasaditého prost"edi
jsem pouzil 1M NaCl. V tlchto roztocich jsem rozpustil p"ipravené nano#astice s
mixovanou DNA-3/TOEG-6 monovrstvou. Stabilitu nano#astic v tichto prost"edich
jsem op!t zkoumal kolorimetricky a spektrofotometricky.

U kolorimetrického m!"eni sledujeme op!t barvu roztoku. P"i tomto m!"eni
jsem vychéazel z toho, Ze poly(ehtylen glykol) stabilizuje nano#astice v celém rozsahu
pH [8]. Oligo(ethylen glykol), ktery je navic asi t"etinové délky oproti ssSDNA, se
kterou se nachazi v monovrstv!, nejpiSe tak U#inny nebude. P"esto jsem o#ekéval,
Ze p"ipravené nano#astice budou stabilni v Sirokém rozsahu pH. Pro srovnani na
Obr. 2.9 uvadim kolorimetricky test stability nano#astic pokrytych pouze citratem
(cit-AuNPs) a také nano#astice pokryté poly(ethylen glykol)em (PEG-AuUNPS).

pH
cit-AuNPs

PEG-AuNPs k

Obr. 2.9:  Kolorimetricky test stability nano astic v r'znych pH. Citratem pokryté
nano astice (cit-AuNPs) jsou stabilni v rozsahu pH 6 - 10. V pH 12 se jiz za inaji shluko-
vat. V ostatnich pH jsou nano astice shluklé (nestabilni). Poly(ethylen glykol)em pokryté
nano astice (PEG-AuUNPS) jsou stabilni v celém rozsahu pH. Obrazek p#evzat z8] a
upraven.

Vysledky experimentu (Obr. 2.10 ukazuji, Ze nano#astice se shlukuji p"i pH
2,05a nizsi. V pH 3,02 a vysSSim se jiz nano#astice jevi jako stabilni.
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Obr. 2.10: Kolorimetrické m "eni stability nano#astic funkcionalizovanych DNA-
3/TOEG-6 mixovanou monovrstvou v roztocich o r$zném pH. Zm na barvy u roztok$
s pH 1,04 a 2,05 indikuje shlukovani nano#astic. To znamena, Ze v t chto prost"edich
nejsou tyto nano#astice stabilni.

Spektroskopickd m !eni potvrdila vysledky z kolorimetrie. Ze spektroskopick-
ych dat (Obr. 2.11) m"Zzeme vy#ist shlukovani diky deformaci plazmonového rezo-
nan#niho piku (rozSileni) a také se ve spektru objevuji rezonan#ni piky od shluk®”,
které jsou v delSich vinovych délkach v oblas®50- 610nm.

1 —pH 1,04
—pH 2,05
0.9 —pH 3,02
—pH 4,06
) 0.8 —pH 5,09
Zo7 —pH 8,09
= pH 7,34
%08 —pH 8,96
—pH 9,99
g 0.5 —pH 10,99
g 0.4 —pH 12.00
s —pH 13,02
Z0.3
0.2
0.1

Z?50 500 550 600 650 700
Vinova délka / nm

Obr. 2.11: Extink#ni spektra funkcionalizovanych nano#astic v roztocich o r$zném pH.
Deformace rezonan#niho piku ve vinovych délkach okolo 515 nm a dalSi rezonan#ni piky
v oblasti 550 - 610 nm indikuji shlukovani nano#astic. Tyto efekty jsou vid t pouze u
roztok$ s pH 1,04 a 2,05. V pH 3,02 a vyS§Sim se nano#astice jevi jako stabilni.

Vysledky ukazuji, Ze molekula TOEG-6 neni tak U#inna jako PEG. Vzhledem
k nutnosti zachovani funk#nosti plitomné DNA vSak neu#innost TOEG-6 v p# 2
nevadi. Nano#astice funkcionalizované mixovanou DNA-3/TOEG-6 monovrstvou
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tedy spl uji poZzadavky na pouZiti v biologickych vzorcich i z hlediska stability
v r'znych pH.

2.6.3 Test nespecieckych interakci

Nespeciské reakce p“"edstavuji velky problém ve vSech oblastech chemie, biochemie
#i biologie. P"i nespecieckych reakcich molekuly interaguji jinak, nez je jejich
primarni ur#eni. Nap"iklad molekuly jednovidknové DNA mohou svymi bazemi
interagovat s povrchy #i jingmi molekulami, zatimco jejich specisckou reakci je hy-
bridizace s komplementarni bazi. Abych potvrdil, Ze stabilita nano#astic je spojena
S omezenim nespecieckych interakci, otestoval jsem vyrobené nano#astice. P"ipravil
jsem#ty"i r'zné samouspo“adané monovrstvy (SAM) na zlatém povrchu:

» povrch s DNA, ktera neni komplementarni s tou na nano#asticich,

* mixovanou monovrstvu DNA / TOEG-6,

* pouze TOEG-6 monovrstvu,

* monovrstvu, ktera je zakon#ena karboxylovou skupinou COO
Tyto monovrstvy jsem m$"il na XPS, zde uvedu vysledky jen z otestovani monovrstvy
tvo"ené pouze ssDNA a mixované monovrstvy, ktera obsahuje jak ssSDNA tak TOEG-
6 molekuly. Vysledky monovrstvy zakon#ené karboxylovou skupinou byly stejn$
prlkazné.

Test mixované monovrstvy na zlatém povrchu

Pro otestovani, zda se na vzorcich nachazi skute#n$ dana monovrstva, byly vytvo"eny
dv$ kopie vzorku od kazdého a byla provedena analyza pomoci rentgenové fotoelek-
tronové spektroskopie (XPS). XPS spektra na Obr2.12 2.13a 2.14ukazuji rozdily
mezi mixovanou monovrstvou a monovrstvou tvo"enou pouze molekulami DNA. Ve
spektrech m!Zeme pozorovat jednak zm$nu intenzity jednotlivych pik! a také posuv
diky jiné chemické vazb$ prvk! uvnit" molekuly DNA a TOEG-6.

Ve spektru dusiku (Obr. 2.12) vidime zm$nu intenzity piku. Dusik je vice
p“itomen ve vrstv$ tvo"ené jen molekulami DNA. V mixované monovrstv$ jsou ne-
speciscky navazané molekuly DNA nahrazeny molekulami TOEG-6, ktera dusik
neobsahuje a sniZuje tak vyt$zek ze stejné plochy vzorku.

Ve spektru uhliku (Obr. 2.13 je vid$t posuv diky jiné chemické vazb$ v molekule
TOEG-6 a DNA. Spektrum uhliku molekuly TOEG-6 obsahuje dva piky odpovida-
jici dvdma r'znym chemickym vazbam, coz je dob"e vid$t, kdyZz se ob$ spektra od
sebe ode#tou (Obr2.13#ervena barva).

5Ty co nejsou vazany na povrch p es thiolovou skupinu.
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V dalSim spektru (Obr. 2.14) se nachazeji piky jak od siry a fosforu. Fosfor je
p itomen pouze v molekule DNA, proto je signal v mixované monovrstv! oslaben.
Sira se nachazi v obou molekulach, a proto je signal z 1s piku siry p itomen v obou
p ipadech. Zde naopak v mixované monovrstv! je signal zesilen. To je dano tim, ze
molekuly TOEG-6 vrstvu lépe uspo adavaji, proto je na stejné ploSe vice molekul
nez v p ipad! vzorku pouze s DNA.

68 ' ' pouze DNA
675 N 1s —mixovana
wD
& ores 6.7
>
o
'8 6.65
a
6.6

506 404 402 400 398 396 394 392
E, /eV
Obr. 2.12: Na grafu XPS mZzeme vid"t sniZzeni zastoupeni dusiku v mixované
monovrstv" vzhledem k monovrstv", kde je pouze ssDNA. Je to zp sobeno tim, Ze molekuly
TOEG-6 nahrazuji nespeciecky navdzané molekuly DNA. V molekulach TOEG-6 se dusik
nenachazi, proto se signal v této oblasti energii snizuje.

18 C 1s —pouze DNA
. —mixovana

Obr. 2.13: Ve spektru uhliku m Zeme vid"t odliSn" navazany uhlik v molekulach TOEG-
6 a v molekulach DNA.
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Obr. 2.14: V oblastech energii, kde se nachazi sira a fosfor, jsou identiekovatelné piky
od obou t chto atom". Fosfor se nachazi v pate#nim #et zci molekuly DNA a v molekule
TOEG-6 se nenachazi, proto zeslabeni signalu na vzorku s mixovanou DNA. Sira je p#i-
tomna v obou t chto molekulach, protoZe se p#es ni vaZzou na zlaty povrch. Sira je zesilena
na mixovaném povrchu, protoze dochazi k lepSimu uspo#adani molekul na povrchu a
v t§imu pokryti, tudiz v tSimu mnoZstvi thiolovanych molekul.

Srovnani nespecisckych interakci

P edchozi experiment prokazal p itomnost monovrstev na zlatém povrchu, ktery
nyni vyuZziji k otestovani snizeni nespecisckych interakci nano'astic diky za!len"ni
sterického stabilizatoru TOEG-6 do jejich obalu. V nasledujicim textu budu pouzi-
vat zkratky SAM pro samouspo adanou monovrstvu na rovném zlatém povrchu,
abych ji odliSil od monovrstvy na nano'asticich (obalu).

Aby bylo pr#kazné, Ze se vytvo enim mixované monovrstvy na povrchu nano!as-
tic skute!n" snizily nespeciscké interakce, provedl jsem nasledujici experiment se
dv'ma roztoky nanolastic. Jeden roztok obsahoval nano!astice s mixovanou mo-
novrstvou a druhy nano!astice funkcionalizované pouze jednovlaknovou DNA. Oba
roztoky jsem aplikoval na vytvo ené SAM na zlatém povrchu (Obr.2.15 a nechal
p es noc v 5°C. Rano jsem vzorky n"kolikrat oplachl deionizovanou vodou a vysusil
dusikem. Nasledn" jsem vzorky pozoroval v rastrovacim elektronovém mikroskopu.
SAM tvo ena pouze ssDNA ma hodn" defekt#, coz zvySuje podil nespecisckych in-
terakci. Naopak ostatni SAM by m"ly byt velice dob e uspo adané, tudiz vSechny
nespeciecké interakce, které se mohou projevit, pochazeji od nanolastic a jejich
obalu. Proto uvedu vysledky jen ze SAM mixované (MIXOVANA), zakon!ené kar-
boxylem (COOH) a monovrstvy pouze z molekul TOEG-6 (TOEG-6).
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Obr. 2.15: llustrativni obrazek aplikace roztok koloidnich nano"astic na SAM na
zlatych povrSich ("ervené objekty). Kolem dokola v Petriho miskach jsou kapky deion-
izované vody, aby se snizilo vysychani. Roztoky na vzorcich nesm!ly vyschnout, protoze
by se pak projevovaly kapilarni efekty a vysledky by tim mohly byt vyrazn! ovlivn!né.

Snimky po izené elektronovym mikroskopem jsou zobrazeny na Obg.16 Ve
srovnani m!zeme vid"t, Ze u nano#astic funkcionalizovanych pouze jednovlaknovou
DNA se vyskytuji nespeciscké interakce zp!sobené nekompaktni monovrstvou na
povrchu nano#astic. Diky tomu mohou interagovat molekuly z rovného povrchu
nespeciecky s povrchem nano#astice, a také dochazi k interakcim mezi samotnymi
nano#asticemi. Nespeciecké interakce se projevi zachycenim nano#astice na povrchu
a nasleduje agregace nano#astic kolem. Agregace je p edevSim zp!sobena tim, Ze
v okoli SAM je velka koncentrace naboj!, podobna vysokému mnoZzstvi soli v roz-
toku, a to zp!sobi shlukovani v t"'sném okoli samouspo adané monovrstvy. Tento
efekt by m"l odstranit stericky stabilizator - molekula TOEG-6. Ze snimk! m!Zeme
vid"t velky rozdil mezi nano#asticemi (AuNPs) funkcionalizovanymi pouze ssDNA
a nano#asticemi obalenymi mixovanou ssDNA/TOEG-6 monovrstvou. Na Obr.
2.16A-C m!Zeme vid"t p ichycené a shluklé nano#astice (bilé ostrlvky) na r'znych
samouspo adanych vrstvach na zlatém povrchu. Je zajimavé si také vSimnout, Ze
nano#astice maji tendenci se na rlznych SAM shlukovat do odliSnych tvar! (os-
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tr vky, letizky). Co je ale pro zav'ry této prace d lezité, je rozdil mezi adsorpci
ssDNA-AuNPs (Obr. 2.16 snimky nalevo) a (ssDNA/TOEG-6)-AuNPs (Obr. 2.16
snimky napravo). Nano#astice plipravené podle postupu v kapitoe5 se na SAM
na povrchu prakticky nevyskytuji (par na n"kolika Um?). Pokud se n"kde objevi
naadsorbovana jednotliva nano#astice je z!lejm" zp sobeno povrchovymi nerovnos-
tmi zlatého povrchu pod SAM, protoZze pokud byl na povrchu Skabanec, bylo kolem
n"j naadsorbovano spoustu nano#astic ve vSech plipadech.

Snimky ukazuji vyrazné omezeni nespecisckych interakci pli zahrnuti sterického
stabilizatoru do obalové monovrstvy nano#astice. Omezeni nespecieckych interakci
ma také za néasledek jiz zmi$ovanou stabilitu ve vySSich koncentracich soli.
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Obr. 2.16: Snimky z elektronového mikroskopu testu nespecieckych interakci. Na
zlatém povrchu byly vytvo eny ti rlzné samouspo adané monovrstvy - sSSDNA/TOEG-

6 monovrstva (MIXOVANA) (A,D), TOEG-6 SAM (TOEG-6) (B,E) a SAM zakon"ena
karboxylovymi skupinami (COOH) (C,F). Na tyto vzorky byl naneseny dva r!zné roz-
toky zlatych nano"astic - obalené pouze ssDNA (A - C) a funkcionalizované mixovanou
SsDNA/TOEG-6 monovrstvou (D - E). Ani v jednom p ipad# nebyly et#zce jednoviaknové
DNA komplementarni s t#mi na zlatém povrchu. Na snimcich A - C mlzeme vid#t ne-
speciecky adsorbované nano"astice na samouspo adané monovrstv# na vzorcich. Naopak
na vzorcich D - F se nano"astice tém# nevyskytuji. Zavedenim sterického stabilizatoru,
molekuly TOEG-6, na povrch nano"astic bylo dosazeno vyrazné omezeni nespecisckych
interakci. Ty nano"astice, které z!staly na vzorcich D - F se z ejm# uchytily v mistech,
kde m#la vrstva na povrchu defekt.
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18. K potvrzeni toho, ze
nedochazi ke kompletnimu nahrazeni ssDNA, byly nano!astice podrobeny gelové
elektroforéze (viz kap.5).

Pomoci této metody m#zeme rozlisit, zda je v obalu nano!astic p itomny naboj,
diky kterému by se v gelu pohybovaly. Molekula TOEG-6 je ve vodnim prost edi neu-
tralni, to znamena, Ze pokud by na povrchu nano'astic nahradila vSechny molekuly
DNA (ty maji zaporny naboj), pak by se nano!astice v gelu nepohybovaly. DalSim
faktorem, ktery ovliv$uje rychlost pohybu nano'astic v gelu, je jeji velikost. %im
V'tSi lastice, tim pomaleji se pohybuje. Na zaklad" t"chto vlastnosti jsme schopni
rozliSit nano'astice s r#znou funkcionalizaci povrchulp, 20]. Rozdil mezi nano!as-
ticemi funkcionalizovanymi pouze ssDNA a t'mi, co maji na svém povrchu mixo-
vanou monovrstvu, spoliva v tom, Ze v mixované monovrstv" jsou molekuly dob e us-
po adany a vrstva je tak objemn"jSi. DalSim rozdilem je velikost naboje na povrchu.
Molekula TOEG-6 nahrazuje !'ast molekul jednoviaknové DNA na povrchu nano'as-
tic a tim se sniZuje celkovy naboj vrstvy a na nano!astice nep#sobi tak velka sila
po p iloZzeni nap"ti. Oba tyto faktory tedy zpomaluji chod nano!astic gelem.

Pro experiment byly 15nm zlaté nano'astice funkcionalizovany t emi r#znymi
zp#soby:

* pouze molekulami TOEG-6,

e pouze jednovldknovou DNA

* ob"ma molekulami dohromady - mixovana monovrstva (podle postupu uve-

deného v kapitole2.5).

Tyto nano'astice byly po posledni centrifugaci ponechany v koncentrovaném
stavu a 5 U bylo smichano s glycerolem a naneseno do jamek p ipraveného gelu.
Po 30 minutach po p ipojeni nap"ti (viz kap. 5) byl vysledek gelové elektroforézy
v souladu s teorii (Obr. 2.17). Nano!astice funkcionalizované pouze molekulami
TOEG-6 z#staly v jamce, protoZze na nanolasticich nebyl p itomen Zadny nabo.
Nano!astice funkcionalizované pouze molekulami ssDNA ,doputovaly v gelu ne-
jdale. Mixovana monovrstva SSDNA/TOEG-6 je diky uspo adani objemn"jSi a takeé
ztratila !'ast svého naboje diky !astelnému nahrazeni molekul ssDNA molekulami
TOEG-6.

Gelova elektroforéza ukazala, Zze v mixované monovrstv", p ipravené podle pos-
tupu v kap. 2.5 molekuly ssDNA z#stavaji. Otazkou ale je, zda jsou funk!ni. Schop-
nost hybridizace s komplementarnim et"zcem byla ov" ena pomoci testu speciscity.
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A B C D E F

Obr. 2.17:  Snimek gelu z gelové elektroforézy. Ve sloupcich A-F se nachazi 15nm
zlaté nano astice s r'znou funkcionalizaci povrchu - Nano éastice funkcionalizované pouze
molekulou TOEG-6 (A), nano astice obalené mixovanou ssDNA/TOEG-6 monovrstvou
(B-E) a nano astice funkcionalizované pouze jednovldknovou DNA (F). Nano astice se
v gelu pohybuji podle velikosti a ndboje. Molekula TOEG-6 nenese zadny naboj, proto
nano astice z"staly ve sloupci A na mist#, kde byly naneseny. Naboj nesou pouze molekuly
ssDNA, které jsou p$itomny jak v mixované monovrstv# (B-E), tak samostatn# (F). V
mixované monovrstv# ale molekula TOEG-6 nahradila ast molekul ssDNA a monovrstvu
Iépe uspo$adala (stala se objemn#{si). Tyto skute nosti m"Zeme pozorovat jako sniZzenou
pohyblivost nano &stic vlivem ztraty asti celkového naboje a zv#tSenim velikosti obalu
nano astice. D"lezité je také to, Ze v mixované monovrstv# jednoviaknova DNA z"stava -
nano astice se ve sloupcich B-E pohybuiji.

2.6.5 Test speciscity

Omezeni nespecisckych interakci jeSt nezbytn neznamena, Ze se nano!astice bu-
dou vazat speciecky - tedy, Ze ssDNA vazana v mixované monovrstv na povrchu
nano'astic bude stéle dostupna k hybridizaci s komplementarnim "et zcem. M#zZe se
totiz stat, ze molekula TOEG-6, ktera je také p"itomna v monovrstv , bude stericky
branit nejen v agregaci, ale i v hybridizaci.

Pro ov "eni, zda je zachovana funkcionalita jednovlaknové DNA v mixované
ssDNA/TOEG-6 monovrstv na nano!asticich, byl proveden test speciscity. V testu
byly pouzity t"i r#zné molekuly DNA: DNA-1, DNA-2 a duplex (viz kapitola 2.3).
Byly p"ipraveny dva roztoky nanolastic s r#znou funkcionalizaci. Jeden roztok ob-
sahoval nano!astice obalené mixovanou DNA-1/TOEG-6 monovrstvou a ve druhém
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2.18

2.19 Z grafu m#Zeme vy!list,
Ze se s p idanim duplexu sniZuje absorbance (extinkce). Je to dano tim, Ze v roztoku
se vytva eji shluky, které si sedaji na dno. V kyvet" byla vid"t na dn" ealovo-Seda
zrnka agregét#. Diky tomu, Ze absorbance je p imo im"rna koncentraci nano!astic
(viz kapitola 5), m#zeme z grafu vylist pr#b"h reakce.

Snizujici se a rozSi ujici se extink!ni pik okolo 520 nm ukazuje na agregaci
nanol!astic po pidani duplexu. Roztok obou typ# nano!astic (DNA-1/TOEG-6
AUNPs, DNA-2/TOEG-6 AuNPs) dohromady byl testovan po dobu 1 h, kdy se prak-
ticky nic nestalo - na grafu jsou to hodnoty kontroly, které byly m" eny ihned po
smichani obou roztok# dohromady; a hodnoty s oznalenim 0 min, které byly ziskany
t"'sn" p ed tim, neZ byl do roztoku p idan duplex. Cely tento experiment probihal
p i 1M koncentraci NaCl v roztoku. V grafu na Obr. 2.19 m#zeme vid"t snizujici
se pik v absorbanci, ktery znali sniZzujici se koncentraci samostatnych nano'astic,
které se diky duplexu shlukuji a sedaji na dno kyvety.
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2.20 Na za#atku byly nano#astice v roztoku samostatn a po plidani
duplexu se za#aly navazovat a tvolily v tSi shluky. Po p ti minutach (Obr. 2.20B)

pak v rozlozeni velikosti m"zeme vid t nar"st okolo1 Um.

Z obou m !eni tedy vyplyva, Ze nano#astice plipravené podle vySe uvedeného
postupu maji stale dostupné jednovlaknové DNA k tomu, aby se mohly speciscky
navazat na komplementéarni et zce.

Zavedeni molekuly TOEG-6 do obalové vrstvy nano#astic chrani nano#astice v'#i
okolnim vliv'm pH, koncentrace iont" soli, které mohou zp"sobovat nespeciecké
interakce a agregaci nano#astic. Zarove$ ale ponechava molekule DNA jeji funk#ni
vlastnosti - schopnost se speciecky vazat na komplementarni 'et zce DNA, coz zna#i
velké shluky nano#astic.
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21].

Pro funkcionalizovanou nano"astici, tedy obalenou vrstvou o ur"ité dielektrické
funkci ¢(™ !, existuji odvozené vztahy pro jeji polgrizovatelnosz[Z]. Ty byly odvozeny
pro nano"astice nachazejici se ve vaku® =1 a vychazeji z Mieho teorie. V ex-
perimentech, které jsou souasti této diplomové prace, se ale nano"astice vyskytuji
Vv roztocich a pro simulace jsou zav ry z této a podobnych pracich nevhodné. 23]
byl odvozen vztah i pro obalenou nano"astici v prostledi, ale pro v tSi ndzornost
tento vztah odvodim i zde.

Nano"astice jsou cca25x mensi nez vinova délka zaleni, kter4 se pouziva ke
zkoumani jejich optickych vlastnosti. Proto je pro simulace extinkce a absorbance
koloidnich nano"astic mozno pouzit kvazistatické aproximace. Ta p'edpoklada, Ze
pole ma uvnit! nano"astice stejnou fazi. Pokud tedy nechame na kulovou nano"astici

(Obr. 3.1) p#sobit externi pole
a0 = - EyRcosx, (3.1)
bude se v nano"astici budit dipélovy momenp Um rny jeji polarizovatelnosti By
p= BoEo. (3.2)

Pak m#zeme pledpokladat rozlozeni potencial# v jednotlivych materiadlech nasle-
dovn :

4@ = COR 2. EyR, (3.3)
aM = AR+ BR 2, (3.4)
a0 = chp (3.5)

kde 4® je potencial vn obalené nano"astice, tzn. v prostledi s dielektrickou funkci
¢®. am je potencial ve vrstv s diel. funkcic™ a &® je potencial v kovovém jad'e
nano“astice ¢ aA,B,C® aC® jsou konstanty.

1V této kapitole budu pouzivat horni index (e) jako externi, pro médium v okoli nano astice,

(m) pro monovrstvu i obal nano astice a (i) jako interni, tzn. index pro veli iny uvnit" samotného
jadra nano astice.
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Obr. 3.1: Schema eSeného problému. A: Dielektrické funkce; jednotlivych asti,
polom"r jadra nano astice r a polom"r celé nano astice i s obalemR. B: Pouzité sférické
sou'adnice.

Po aplikaci podminek spojitosti potencialu a normalovych slozek elektrické in-
dukce na rozhranichlB=r aR= R

507 = 5m:
_G= r B=r’
Am: = 5O
R R=R’
550 - 55 -
OB -, OB -,
(m 08 (08
OB o g OB o g

a po dosazeni ze vztah3.3-3.5 ziskame soustavu rovnic

COr = Ar + Br~ 2, (3.6)
AR + BR 2= C®PR 2- E(R, (3.7)
) ) e e
\ (;(I)C(I)' = g(m)\ A- 2Br 3, , (3.8)
e e e e
(m) -3 = e e)p- 3
¢ A+BR ° =¢° -2C®R °- Eq . (3.9

Vnasobenim rovnice3.6 vyrazem ¢ /r a odeltenim rovnice3.8 dostaneme
1 2 1 2
0=A ¢”- ¢c™ +Br 3 ¢0+2¢m | (3.10)
Vynasobenim rovnice3.7 vyrazem 2¢®/R a p"iltenim rovnice 3.9 dostaneme

1 2 1 2
A 2(;(9) + g(m) + BR™ 3 2(;(e) - 2(;('“) = . 3(;(e)EO_ (3.11)
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3.10a 3.11jsou koeecienty A a B:

1 2
3R3(;(e)Eo g(i) + 2(;('“)
A= ora(ch - gm)(g® - ¢m)- R3(cH +2¢M) (2@ + )’

1 2
3R3r3(;(e)E0 g(i) - Q(m)
T T 2r3(gh) - ¢m)(¢@ - ¢m)- R3(ch +2¢M) (2@ + ¢m)’

Z tichto koeecient" se jiz daji dosazenim do rovnic3.6 a 3.7 vyjad#it koeecienty C0
aC®,

ci = - OR3O¢ME,
~ ors (¢ - ¢cO)(¢® - ¢m)+ R3(¢h) +2¢M) (2¢E + ¢M) ’
e 1 21 2 1 21 2é
C(e) ~ R3E0 r3 g(') - (;(m) g(e) + Zg(m) - R3 g(') + Zg(m) g(e) - (;(m)

2r3 (g(m) - Q(i) ) (Q(e) - g(m)) + R3 (Q(i) + 2(;(”1)) (29(6) + Q(m))
(3.12)

Pro pole v okoli dipélu plati:

p C (e)

=~ E
4pge) " Eo

z $ehoz po uprav! dostadvame vyraz

(e
p=4bd " E,

Eo
ktery je jiz podobny rovnici 3.2 a jiZ m"Zeme vyjad#it polarizovatelnost:
A B

c®
By =4b®

Eo
Pro dosazeni realn!jSich vysledk" pouZzijeme radia$ni korekci platnou pro ab-

sorbujici nano$astice s konstantnim polem uvnit24]

p- B
1- 6Pge) Bo

kde D je radia$n! korigovana polarizovatelnost &k je vinovy vektor. Z radia$n!
korigované polarizovatelnosti jizZ dostaneme m!#itelnou extinkcRp|

et = KIM(D).
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21]. Elektrické pole plazmonu totiz musi mit dostate nou intenzitu
v objemu, kde se vaze analyt i dochazi k jakékoliv zm!n!. Na druhou stranu nem#ze
pole zasahovat daleko, protoZe by se zm!na uskute $ovala jen v malé asti deteko-
vatelného objemu a efektivni index lomu objemu, do kterého pole zasahuje, by pak
byl velice podobny indexu lomu média. To znamend, Ze by se posuv extink niho
spektra nedal pozorovat. O tomto vice pojednavam v kapitolé.1

Vliv velikosti obalu na extinkci nano astice jsem simuloval vypo tem v programu
Matlab. VWkreslena spektra budou odpovidat velikosti zlatych nano astic o pr#m!ru
d = 15 nm. Jako dielektrickou funkci obalu jsem zvolil konstantni funkcg™ = 2,
kterd by mohla, alespo$ p"iblizn!, odpovidat neabsorbujici vrstv! biomolekulZg].
Okolni prost"edi ¢® bylo simulovano jako voda a jadro nano asticg® jsem zvolil
jako zlato [27].

Vypo itany vliv zm!ny velikosti obalu na extink ni spektrum zlaté nano astice
ve vodnim prost'edi je na Obr.3.2 Ze spektra lze usuzovat, Ze extink ni maximum
se nachazi v jinych vinovych délkach pro r#zné velikosti obalu. Maximum extinkce
ale i mIni svou intenzitu, a proto je lepSi spektra normovat. Z normovanych spekter
pak m#zeme mnohem lépe vid!t posuv maxima ve spektru vinovych délek. Nor-
movana extink ni spektra jsem vykreslil na Obr.3.3 a ode tenou zavislost posunuti
extink niho maxima na velikosti obalu jsem zpracoval na Obr3.4.

Na grafu na Obr. 3.4 m#zeme vid!t, Ze posuv rezonance ve spektru neni moc
velky, p"esto neni zanedbatelny. Musime ale po itat také s tim, Ze p"i zm!n! velikosti
nano astice nebo materialu jadra bude posuv odliSny. P"i zv!tSeni jadra nano astice
bude p"i zachovani tlous%ky vrstvy posun mensSi a naopak. P"i zm!n! materialu
m#zeme dosahnout zv!tSeni citlivosti. Pokud by bylo jadro nano astice nap"iklad
ze st"ibra, byla by rezonance obalem vice ovlivn!na (viz ObB.5). Bohuzel st"ibrné
nano astice nejsou pro pouziti v bu$kach vhodné, protoze vykazuji baktericidni

vlastnosti.
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2 navrhl a sestavil jednoduchy
p ipravek na m! eni spektrofotometrie koloidnich roztok", jehoz schéma je na Obr.
3.6. Celou aparaturu Ize pouzit nejen na m! eni proslého sv'tla, ale také i na m! eni
intenzity rozptylené na nano#asticich pod Ghlen®0 . Nakres této aparatury je na
Obr. 3.7. Tato aparatura je nyni vyuzivana pro opticka m! eni nejen koloidnich roz-
tok" kovovych nano#astic, ale i jinych material" (nap . uhlikovych nanotrubi#ek).

3 jsem prom! il funkcionalizované zlaté

15nm nano#astice. Podle postupu popsaného v kapit@e jsem p ipravil 4 roztoky
nano#astic funkcionalizovanych mixovanou DNA-3/TOEG-6 monovrstvou. Jako

2Inovace mezioborového studia p“irodnich vd a inZenyrstvi - viz
http://physics.fme.vutbr.cz/impi/ .
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3.8 Ve spektrech je patrny
posuv extink niho maxima nano astic se zv!tSenim obalu. VSechny ty"i roztoky
nano astic s mixovanou monovrstvou maji tém!" identicky pr#b'h absorbance a
maximum tototo piku se nachazi na5220 + 0,3) nm. Nano astice obalené cit-
ratem maji maximum na kratSi vinové délce (5201 + 0,3) nm. Posuv rezonan niho
maxima je tedy (1,9 £ 0,6) nm.

28] by m!l tento "et!zec mit délku cca 0,55nm. Molekula TOEG-6 je mnohem

VItSi - jedenactiuhlikovy "et!zec a hexa(ethylen glykol). Tato molekula by podlel7]
mlla dosahovat délky okolo3,64 nm. Molekula pouzité jednoviaknové DNA ma
délku 38 bazi, tzn. p"i délced,3 nm na jednu bazi je délka této molekulyl1,4 nm.
S touto délkou ale nebudu po itat, protoZe jednovlaknova DNA je velice ,exibilni a
ve vzp"imeném stavu se nachazi jen v dvouSroubovici.

Z modelu vychazi pro zm!nu velikosti obalu 2,55 nm na 3,64 posunuti maxima
ve spektru 03,6 nm, jak je zobrazeno na Obr.3.9.
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28)) a zelen" velikost vrstvy z
molekul TOEG-6 (3,64 nm [17]), které udavaji velikost kompaktni monovrstvy.

Ve srovnani vychazi v modelu posun extink niho maxima 8,6 nm a z experimen-
tu (1,91 0,6) nm. To m!Ze znamenat, Ze mixovana monovrstva neni kolem nano as-
tice tak kompaktni, a tudiz dielektricka funkce obalu je nizSi nez p"edpokladana. Na
nekompaktnost vrstvy m!Zze mit vliv délka jednovidknové DNA, ktera je p"iblizn#
3x delSi nez molekula TOEG-6. Jelikoz je molekula velice ,exibilni, m!Ze dochazet
k tomu, Ze v monovrstv# nebude vhodn# orientovana a tudiz monovrstva nebude tak
kompaktni. DalSim faktorem m!ze byt také orientace molekul na povrchu nano as-
tic. Na rovnych povrSich se molekuly TOEG-6 maji tendenci orientovat pod Uhlem,
coz snizuje tlous$ku monovrstvy zhruba o t"etinu. Kdyby se takto orientovaly i
na povrchu nano astic, pak by z modelu vychazel posuv extink niho maxima o
2,66 nm. DalSim moznym vysv#tlenim je nespravn# odhadnuta dielektricka funkce
obalu v modelu.

Abych si ov#"il, zda molekula DNA snizuje hodnotu dielektrické funkce obalu
oproti molekule TOEG-6, tak jsem proved| experimenty s nano asticemi obalenymi
pouze molekulami TOEG-6. Ze ziskanych spekter (Obi3.10 jsem ode etl pozice
maxim. Pro citratem pokryté nano astice se absorban ni maximum nachazi na
(520,2+ 0,3) nm a maximum nano astic funkcionalizovanych molekulou TOEG-6 se
nachazi ve vinové délc€s236+ 0,3) nm. Pozorovany posuv byl tedy(3,4+ 0,6) nm.
Tato hodnota uz odpovida modelu.

Tyto vysledky nazna uji, Ze molekula DNA v monovrstv# sniZuje dielektrickou
funkci monovrstvy. Zarove% tyto experimenty ukazaly, Ze kvazistaticka aproximace
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3]. V praci jsem zminil moZnosti pouziti LSPR senzor!
na detekci antigen!, protilatek nebo jinych biomolekul. Tyto senzory jsou eSeny
pomoci plazmonického rezonatoru na povrchu. V'tSinou se vyuziva k emik nebo
sklo, ale jsou také snahy o vyrobeni t"chto struktur na nanokrystalickém diamantu
(NCD). Plazmonické struktury se nej#ast"ji vyskytuji v podob™" antén a dimér!
antén. Nejjednodussim typem takové antény je obdélnik p ipadn" dva obdélniky
odd"lené tenkou mezerou dosahujici maximalni délky n"kolika desitek nanometr!.
$im je tento ,gap“ mensi, tim dochazi k v'tSimu zesileni elektromagnetického pole
uvnit mezery mezi ob"ma rameénky rezonatoru. P i detekci biomolekul se nejv"tSi
citlivosti takovéhoto senzoru dosahuje tim, Zze se cilovA molekula p ivede do této
mezery a nejvice ovlivni vlastnosti rezonatoru. BohuzZel navad'ni biomolekul do
tohoto ,gapu” neni jednoduché a tyto molekuly adsorbuiji i na jin& mista kovovych
nanostruktur. Proto jsem v ramci diplomové prace studoval optické vlastnosti pouze
jednotlivych antén.

Zajimavou praci v oblasti, kterou i na Ustavu fyzikalniho inZzenyrstvi v blizké
budoucnosti budeme chtit minimaln" zopakovat, publikoval v'decky tym z Barcelony
[29. WuZivaji plazmonické antény k detekci rakovinnych marker! v séru. Detekce
marker! chorob #i mikrobialnich toxin! bez jakéhokoliv zna#eni je podle m" spravna
cesta, kterou by se oblast detekce biomolekul m"la ubirat.

V tomto #lanku ukazuji zm"nu rezonan#ni vinové délky v zavislosti na pokryti
antény. O n"co podobného jsem se pokouSel jiz ve své bakala ské praci za pomoci
metody infra#ervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), ale experi-
ment! bylo jen malé mnoZstvi a byly spiSe na otestovani optickych vlastnosti antén.
V této praci se vice zabyvam detekci biomolekul na plazmonickych strukturach a
rad bych srovnal dosazené vysledky s #lanke2d[ a vyvodil z toho vysledky, které
by m"ly byt zakladem pro dalsi sm" ovani detekce biomolekul na Ustavu fyzikalniho
inZenyrstvi VUT v Brn".

Experimentalni #ast této kapitoly rozd"lim do dvou #asti - detekce pomoci FTIR
a pomoci jinych optickych m" eni.

17 anglického Localized Surface Plasmon Resonance - Lokalizovana plazmonovéa rezonance
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30:
1 2
Neg= n 1- e ®Ma ~ G n, (4.1)

kde n = ng- n; je kontrast mezi analytem (vrstv biomolekul) a rozpoust dlem
(nap#. vodou). Aproximace plati, pokudd, * 14. Tato podminka je pro typické
plazmonické senzory spln na, protoze typicka hloubka prlniku je cc&0- 40 nm

a tlous"ka vrstvy biomolekul je typicky velka n kolik nanometr!. Z rovnice 4.1 je
z#ejmé, Ze $im mensi budg, tim bude v tSi zm na efektivniho indexu lomu. Diky
tomu, Ze objemova senzitivita i hloubka pr'niku je pro SPP senzory o #ad v tSi nez
u LSPR, m!Zeme o$ekéavat podobné vysledky u obou senzor!. Toto bylo potvrzeno
v [3]]. Navic zde bylo poukazano na to, ze pokud se vhodnym zp!sobem upravi
hloubka, mohou LSPR senzory byt citliv jSi. Na druhou stranu jsou LSPR senzory
obtizn jSi na p#ipravu a musi se #eSit pasivace subrstratu. Vyhody LSPR senzor!
jsou v tom, Ze maji menSi citlivost na objemovy index lomu, to znamena, Ze neni
pot#eba takova tepelna stabilita, dale je to moznost konegurace experiment! jak v
trasmisnim, tak re,exnim uspo#adani. Tohoto se vyuZiva k vytvo#eni lab-on-cfip
senzor!. Proto se v této praci zabyvam uzitim plazmonickych antén jako LSPR
senzor!.

4.2 Plazmonické struktury v infralervené oblasti

Infra$ervena (IR) oblast za#eniQ,78- 1000 Um) se ve spektroskopii vyuZiva na
zjis"ovani chemického sloZeni latek. P#i prichodu latkou se infra$ervené sv tlo
pohicuje a budi rlzné rota$n -vibra$ni energetické stavy molekul. K tomu je za-
pot#ebi, aby molekula m la minimaln jednu vazbu, ktera je alespo% slab polarni.
To znamena, Ze latka obsahuje r'zné atomy ve své molekule. P#i pohlceni en-
ergie elektromagnetického za#eni dochazi ke zm n dipolového momentu molekuly.
Vibra$n -rota$ni p#echody se nachazeji ve st#edni infra$ervené oblasti (MR -
25U0m) a vy3si harmonické frekvence t chto p#echod! se nachéazeji v blizké IR oblasti
(NIR 0,78- 2,5 Um). V této oblasti plazmonické struktury maji rezonanci podle vz-
tahu uvedeného v mé bakala#ské prac]]{ Ue, = 2 Ing, kde | je délka antény a

2Anglicky nézev pro laborato na “ipu
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4.1). Tento efektivni index lomu m"Zeme snizit podleptanim antény3dZ] nebo

nar'stem nativniho oxidu k emiku.

33.

Plazmonické nanostruktury ale zesiluji jen #ast spektra, a proto je pot eba nas-
tavit rezonanci do oblasti, kde zkoumané molekuly maji povolené vibra#ni p echody.
Tohoto efektu se vyuziva u povrchov! zesilené infra#tervené spektroskopie (SEIRA -
Surface Enhanced InfraRed Absorption).

Antény pro MIR oblast maji typicky mikrometrové rozm!ry, a proto je jejich
hloubka pr'niku velkd. To znamenda, Ze zm!na efektivniho lomu bude mala (viz
rovnice 4.1). Diky tomu bude posuv rezonan#ni vinové délky nezaznamenatelny.
Jedinou vhodnou metodou detekce biomolekul je tedy jiz zmi$ovana SEIRA.

4.2.1 M leni infra"ervené spektroskopie

Pro experimenty byly vyuZity antény vyrobené ve spolupraci s Bc. O. Metelkou.
Pro experimenty byla p ipravena velka Skala rozm!r* antén i r'zné tvary (disky,
obdélniky). Pro demonstraci vysledk" jsem vybral zlaté disky o pr'm!rul Um na
k emiku (Obr. 4.2). Tato anténa ma p ihodnou délku pro pozorovani vibra#nich
stav" molekul DNA.

Tyto antény jsem funkcionalizoval mixovanou ssDNA/TOEG-6 monovrstvou po-
dle stejného postupu jako v kapitole2.3. Ve vibra#nim spektru jsem tak o#ekaval jak
vibra#ni stavy molekul DNA, tak molekul TOEG-6. Vibra#ni spektra obou molekul
jsou vid!t na Obr. 4.3
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4.4) a v tichto mistech je velice t!Zké nlco identickovat.

34].

Piky, které tedy m Zzeme ve FTIR spektru identiekovat z molekuly DNA jsou
piky nachéazejici se nd050 cm*” 9,534Um a962 cm*” 10,395Um a z molekuly
TOEG-6 je nejvyrazn!jsi pik na 9,050 Um p“ipadn! 3,478 Um.

V experimentu jsem bohuZel Zadné takovéto piky nenasel na Zadném vzorku, a#
uz jsem m!nil velikost antény, tvar $i jsme zkouSeli antény podleptat. Pro ilustraci
uvedu pouze spektrum nepodleptanyciUm zlatych disk na k"emiku. Ve spektru
tichto antén (Obr. 4.5 m Zeme vid!t vibra$n!-rota$ni piky vodnich par v oblasti
5- 7,5 Um. Dale se ve spektru nachazi pik od GOkolem 4,25 Um. Ve spektru
se jest! v oblasti okolo2,75 Um se nachazi absorp$ni piky od Si-O-H vazby a na
za$atku spektra pod2 Um podléha spektrum rudivym vliv m diky optice. Zadné
dalSi piky se ve spektru nenachazi, coz vyvraci p"itomnost jakékoliv monovrstvy
na povrchu antén. Bohuzel se mi nepoda”ilo zvladnout techniku povrchov! zesilené
infra$ervené spektroskopie, protoze jsem v zadném v z nam!"enych spekter nenasel
vibra$n!-rota$ni piky od molekul ssDNA nebo TOEG-6, které byly na povrch antén
navazany. Tento neusp!ch m Ze byt zp soben nedostate$n! dlouho odebiranymi
spektry, coz je ale velmi nepravd!podobné diky zesileni pole v oblastech absorpce.
DalSim moznym d vodem neusp!chu m Ze byt vystaveni vzorku kyslikovému plaz-
matu p"ed samotnou funkcionalizaci. | kdyZ byla pouzita r zna nastaveni slozeni
plazmatu (25 %0, i 75 %0,), byl vysledek stejny aZ na velikost piku okol@,75 Um,
coz je zp sobeno nar stem siln!jSi vrstvy nativniho oxidu. Expozice v plazmatu zp -
sobi r st oxidu na povrchu mezi antenami. Oxid tak roste i v blizkosti anten, kde
antény nejvice zesiluji elektriské pole (Obr.4.1). Zesileni signalu od biomolekul
je tak nevyrazné a ve spektru se vibra$n!-rota$ni absorp$ni piky tém!" neprojevi.
Nep"itomnosti molekul ssDNA a TOEG-6 to byt nem Ze, protoZe byla na vzorcich
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2.6.3, ktera p itom-
nost obou t!chto molekul na vzorku potvrdila.

4.3 Plazmonické struktury v optické oblasti

Opticka oblast (400- 780nm) je jiz z hlediska absorpci molekul nevyznamnéa. Pokud
se ale s rezonanci plazmonickych struktur dostaneme do optické oblasti, jest! vice se
snizi hloubka pr"niku oproti IR oblasti. Pak z rovnice4.1 vyplyva jest! v!tSi zm!na
efektivniho indexu lomu. V!t§i zm!na efektivniho indexu lomu jiz dava moznost
sledovat posuvy rezonan#nich vinovych délek struktur.

V jiz zmi$ovaném #lanku P9 byly sledovany zm!ny efektivniho indexu lomu v
okoli antén s rezonanci na vinoveé délce 800 nm v podélném a na 680 nm v transverzal-
nim maodu (viz Obr. 4.6). Tyto antény maji rozm!r 200x 105nm a 50 nm na vysku
a byly vyrobeny na skle. Pro experimenty byl vybran podélny mod s rezonanci na
vySSi vinové délce. Pro prvni monovrstvu na anténach byly vybrany biotinylované
molekuly TOEG-6 a detekovan byl posuv rezonance diky navazovani molekul strep-
tavidinu na tuto monovrstvu. Pro r"zné koncentrace streptavidinu od1 ng/ ml do
10 Ug/ ml byl detekovan posuv rezonan ni vinové délky antény v rozsahu d@j1 do
3 nm podle koncentrace (viz Obr4.7).
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29.

Podobné m !eni opakuji jest s jinymi typy a velikostmi biomolekul. Podle meho
nazowm rezonance v podélném maddu (v tSi hloubka pr'niku) byla zvolena proto,
Ze experimenty byly primarn sm lovany k detekci rakovinnych marker”, kde po
navazani na detek#ni monovrstvu na anténkach ma cela tato struktud- 15nm.
Pro experiment s biotinylovanymi molekulami TOEG-6 a streptavidinem by bylo
kvuli zvySeni citlivosti vhodné zkusit v transverzalnim nebo vySkovém maodu. Tuto
citlivost p'edvedu na experimentu, ktery jsem proved! ve spolupraci s Ing. Petrem
Dvol!akem.
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4.6), které
jsou vybuditelné v uspo!adani m"leni v temném poli. Tento méd je daleko mén"
ovlivn"n substratem, protozZe intenzita elektrického pole je nejv"tSi na hornich rozich
antény (viz Obr. 4.8).

4.1. Simulace byla provedena Ing. Martinem
Hrton!m.

Ve spolupraci s Ing. Petrem Dvoldkem jsem prom"lil jsem cca 10 r$znych ve-
likosti a tvar$ antén. Pro demonstraci vysledk$ jsem zvolil kruhové zlaté antény
s polom"rem 167 nm a vySkou cca 60 nm na klemikovém substratu (Ob#.9),
ale vysledky vSech ostatnich vzork$ byly velice podobné. Tyto antény jsem p'ed
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29] je posuv rezonan!ni vinové délky vtSi. To ale m"Ze byt
zp“"sobené tim, Ze v !lanku byly experimenty provad ny v pr'to!né kom"rce, tudiz
monovrstvy. Na druhou stranu byly v této publikaci na tuto vrstvu jeSt pomoci
biotinylovaného konce vazany molekuly streptavidinu. BohuZel jsem tento postup
nem | moznost vyzkouSet, protoZze jsem biotinylované molekuly TOEG-6 nem | k
dispozici. Nicmén jsou vysledky z m #eni velice povzbudivé a v #im, ze vySkové
mody antén v oblasti senzoriky najdou své uplatn ni uz jen z toho d"vodu, Ze se
nachazi v optické oblasti.
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5.1). Rozsah metody je oproti sedimenta"nim metodam jiny - dolni
mez se dnes pohybuje okol6,5 nm a maximalni pak okolo3 Um (pohyb V!tSich
nano"astic je jiz vyznamn! ovlivn!n jinymi fyzikalnimi vlivy) [ 36].

P istroj Zetasizer NanoZS, ktery jsem vyuzil ve své diplomové praci, vyuziva tech-
nologie neinvazivniho zp!'tného rozptylu (NIBS - Non-Invasive Backscatter), ktery
m! i rozptyl pod tuhlem 178, pouziva HeNe laser § = 633 nm) a jako detektor
vyuziva lavinovou fotodiodu (Q.E.> 50 %p i 633 nm).
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37).

5.2 Spektrofotometrie

Spetrofotometrie se vyuziva na stanoveni vlastnosti roztok!. V"tSinou se vyuZziva ke
stanoveni koncentrace rozpust“nych latek v roztoku, které maji v ur ité oblasti spek-
tra absorbci. V této praci jsem provad'l experimenty s roztoky zlatych nano astic,

které v optické oblasti jak absorbuji, tak také rozptyluji. V tomto p#ipad" se tedy

m"#i zm"na intenzity sv'tla diky extinkci:

Aext = Aabs t arozpt
dl = - aextclodl,

kde aey; je extink ni koescient nano astic, |q je intenzita zdroje za#enic je koncen-
trace astic al je délka, kterou urazi sv'tlo vzorkem. Po Uprav"' dostavame vztah:
I .
Ip =T =exp(- ax Cl),

0
kde T je transmitance al, je intenzita proSlého sv'tla. V'tSina p#istroj! ale m"#i
tzv. absorbanci @A), ktera je pouze zapornym logaritmem transmitance. Pokud je
délka kyvety konstantni, tak je absorbance p#imo um"rnéa extink nimu koescientu
a koncentraci stic:

A=-1logT 3 QeC
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3, kde uvadim i normovanou extinkci. Ta
je p"imo um!rnéd absorbanci, jejiz m!"eni jsem provad!l v kapitole2 a 3. Schéma
m!"eni je zobrazeno na Obr.5.2

38

5.4 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie

Rertgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS) umoZ#uje ziskat informace o sloZeni
povrchu, a také o vazbach jednotlivych atom” P]. Zaleni emitované ze zdroje (Mg
nebo Al) dopadéa na vzorek. Fotony tohoto charakteristickehoK(p) zaleni pronikaji

do hloubky n$kolika mikrometr* pod povrch vzorku a v celé povrchové oblasti
vzorku mohou byt absorbovany atomy, které se zde nachazeji. Energie fotonu je
p'edana elektronu na n$které z vnitinich hladin atomu. Tento elektron je nasledn$
z atomu emitovan s kinetickou energiEy, ktera je rovna rozdilu energie fotonu a
vazebné energie elektronu v atomu. Tyto elektrony mohou vzorek opustit a byt
detekovany pouze v plipad$, Zze pochéazeji z atom" blizkych k povrchu (n$kolik nm).
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39]. To je zachyceno napliklad na Obr.2.13v
kapitole 2.6.3 kde tuto metodu pouZzivam.
Pli vyhodnocovani spekter je potleba vzit vzdy n ktery z dominantnich pik"
ve spektru (v tSinou se pouziva pik uhliku C 1s, zde byl ale pouzit zlaty 4d pik) a
porovnat ho s tabulkovymi hodnotami. Podle tabulkovych hodnot je pot'eba celé
spektrum posunout, abychom dostali sprdvné hodnoty vazebné energie.

5.5 Rozptyl RTG paprsk pod malymi uhly

SAXS - Rozptyl RTG paprsk" pod malymi Ghly je nedestruktivni metoda pro
vySetlovani velikosti nanostruktur v rozsahu 1 nm az 200 nm. RTG paprsky prochazi
vzorkem a jsou zde rozptylovany z #ehoZz je mozné usuzovat na strukturu zkoumaného
vzorku. Vysledky m !leni SAXS jsou reprezentativni pro cely objem vzorku, SAXS
je tedy idealni komplementarni metodou k metod plinaSejici jen lokalni informaci,
jakou je elektronova mikroskopie.

V této praci pouzivam metodu SAXS pro charakterizaci nano#astic v kapitole
2.4

5.6 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronova mikroskopie je zaloZzena na detekci #astic a zaleni emitované
z povrch" pli kontaktu s primarnim svazkem elektron”. V primarnim svazku maji
elektrony energie !adov jednotky az desitky keV a p!i dobré fokusaci ma tento
svazek pr'm r (stopu) o velikosti maximaln jednotek nanometru. Svazek elektron"
rastruje po povrchu vzorku a dochazi k emisi sekundarnich elektron™ a RTG zaleni.

V experimentech vyuzivam detekce sekundarnich elektron” v kapito2.4 a na
sledovani nespecisckych interakci v kap2.6.3

52



2 pro ov "eni p"itomnosti sSSDNA v mixované
monovrstv na nano#asticich. V experimentech byl pouzit 1% agar6zovy gel s 10mM
HEPES, pH 7,6. Do jamek byly napipetovany koncentrované nano#astice smichané
s 25% glycerolem. Gelova alektroforéza prob hla v 10mM HEPES pufru p"i nap ti

70 V.
Po ukon#eni elektroforézy jiz neni nutné s gelem nic d lat, protoZze nano#astice

byly naneseny velice koncentrované a jevi se v gelu jako #ervené.
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