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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva pouzitim kovovych nanostruktur k detekci biomolekul. Byl
vytvoren postup pro stabilizaci roztokii zlatych nanocéstic pro lepsi pouzitelnost
v biologickych vzorcich a biochemickych procesech, kde mohou byt pouzity rizné
koncentrace soli nebo riazné pH. Byl vytvoren model optickych vlastnosti téchto
nanocastic, ktery byl podpotren spektroskopickymi mérenimi. V praci jsou také
na experimentech demonstrovany moznosti vyuziti plazmonickych nanostruktur na

povrsich v oblasti detekce biomolekul.

KLICOVA SLOVA
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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 different
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 UVOD

Pouziti nanotechnologii v detekci biomolekul si ziskava stale vétsi pozornost. Na-
pomaha tomu stale vétsi citlivost optickych a infracervenych senzoru zalozenych
na plazmonickych nanostrukturdch. Pomoci nanostruktur tak postupné vznikaji
detektory pro odhalovani markerti riznych chorob, bakteridlnich toxint, antigent,
protilatek, DNA ¢i jinych biomolekul. Vyhodou detekce pomoci nanotechnologii
je to, ze se zkoumané biomolekuly jiz nemusi ni¢im znacit (napt. fluorescenénimi
barvivy) - jedna se o tzv. ,label-free“ metody detekce. Je mozné pouzit senzory
tam, kde se znacené molekuly nevyskytuji. Diky nanotechnologiim a zvlasté plaz-
monickym nanostrukturam se jiz objevuji komplexni miniaturizované systémy, které
jsou schopny rychle a s velkou presnosti stanovit pritomnost analyzované latky ve
vzorku.

V této diplomové praci se zabyvam plazmonickymi strukturami ve formé koloid-
nich roztoku kovovych nanocastic a také plazmonickymi nanostrukturami na po-
vrsich - kovovymi anténami. V prvni ¢asti se vénuji nanocasticim, zejména jejich
stabilizaci pro zvyseni stability a omezeni nespecifickych interakci, coz je potrebné
pri pouzivani v biologickych vzorcich, ale i pri studovani biochemickych procest.

Ve druhé c¢asti se zaobiram optickymi vlastnostmi funkcionalizovanych nanocas-
tic. Srovnavam zde teoreticky model s experimentalnimi vysledky a demonstruji
moznosti detekce biomolekul pomoci koloidnich kovovych nanocéstic.

Ve treti ¢asti se vénuji nanostrukturam na povrchu pevné latky. Zde prezentuji
moznosti detekce pomoci infracervené a viditelné oblasti spektra elektromagnetick-
ého zareni.

V posledni ¢asti jsou kratce popsany experimentalni techniky, které byly v této

praci pouzity.






2 STABILIZACE KOLOIDNICH ROZTOKU

V poslednich deseti letech se védecké tymy snazi vytvorit roztoky stabilnich nanocas-
tic, které maji na povrchu funkéni skupiny. Nejcastéji jsou pouzivany zlaté nanocas-
tice (AuNPs) funkcionalizované jednovlaknovou deoxyribonukleovou kyselinou (ss-
DNA). DNA je vyjime¢né vhodna v tom, ze jeji struktura a chemické reakce jsou
velice dobfe prozkouméany. Enzymy, které se téchto reakci zticastnuji, nejlépe pracuji
v koncentracich okolo 1M NaCl, kdezto koloidni nanocastice funkcionalizované jed-
novlaknovou DNA byly doposud stabilni pouze do koncentrace 300 mM NaCl. Aby
byly tedy koloidni nanocastice pouzitelné v prirozenych podminkach enzym, in vivo
experimentech a genovém inZenyrstvi v , gene delivery systems“!, musi byt stabilni

i v prirozenych podminkach.

Existuje mnoho pristupt, jak docilit co nejvétsi stability ssDNA-AuNPs. Sta-
bilita nanocastic souvisi s tim, jak kompaktni je vrstva biomolekul, ktera je stabi-
lizuje. Jednovlaknova DNA se d4 navazat na povrch zlatych ¢i stiibrnych nanocas-
tic vyuzitim thiolové chemie nebo také vyuzitim poly-adeninového (poly-A) konce
DNA, ktery se na zlaty povrch také velice dobte vaze [1]. Monovrstva na povrchu
nanocastic ale obvykle neni kompaktni, protoze dochézi k nespecifické interakci bazi
jednovlaknové DNA se zlatym povrchem. Diky tomuto efektu si DNA |leha“ na
povrch [2].  Molekuly na povrchu jsou tudiz orientovany ruzné a monovrstva je
neusporadana. Nekompaktnost a neusporadanost monovrstvy znésobuje nespeci-
fické interakce pri vyssich koncentracich iontt (napf. NaCl) v roztocich. Diky
nim dochazi ke stinéni odpudivé elektrostatické interakce nanocastic vlivem naboja
v monovrstvé.?2 7 tohoto diivodu je potfeba stabilizovat nanoc¢astice i jinym zpi-
sobem, napriklad stericky [3]. V nésledujici kapitole se budu zabyvat vytvorenim
stabilnich nanocastic, které jsou obaleny mixovanou monovrstvou tvorenou jednak

DNA a jednak molekulami zajistujicimi sterickou stabilizaci.

Vétsina experimentalni prace v této kapitole byla provedena pod vedenim dr.
Loredany Casalis ve spolupraci s Pietrem Parisse a Jashmini Deka v rdmci studi-
jniho programu ERASMUS v italském Trieste v Nanoinnovation Laboratory, ktery

je soucasti komplexu synchrotronu Elettra.

'Dorucovaci systém pro geny do cilené oblasti, povétsinou dovnitt konkrétnich typt bunék.
V tomto pripadé by nanocéstice slouzily jako nosné céstice, na které by byla navizana genova
informace v podobé DNA.

2Jednovlaknova DNA je poly-aniont diky fosfatiim v Fetézci.



2.1 Vytvareni samousporadanych vrstev na zla-

tych povrsich

Zlaté a stribrné povrchy jsou jedny z nejpouzivanéjsich v aplikacich pro biosenzory.
V této praci jsem si vybral zlaté nanostruktury, protoze jsou vice chemicky inertni
nez stiibrné, které navic mohou uvolnovat stiibrné ionty do okoli, ¢ehoz se vyuziva
jako desinfekénich uc¢inkt, ale pro ucely této prace je to nevhodné.

Na vytvareni vrstev na zlatych povrsich se mize vyuzit vice postupt. Jeden
z nich je zalozen na adsorpci molekul diky hydrofilnim vlastnostem zlata. Dalsi
vyuziva chemisorpci. Tento postup se muze rozélenit do dvou skupin - pouzitim
thiolovanych a nethiolovanych molekul. Toto ¢lenéni je zavedeno, protoze se vétsi-
nou pri ptipravé vrstev na zlatych povrsich vyuziva afinita siry ke zlatym atomtm
na povrchu. Z thiolu se odstépi vodikovy iont a utvori Hy nebo se sloudi s kyslikem
a vytvori HyO. Pokud se monovrstva formuje z dithiold, dochéazi ke stépeni disul-
fidické vazby -S-S-. Sila vazby mezi sirou a zlatym povrchem byla experimentalné
stanovena na 40 — 50 kcal/mol. Nethiolovanych molekul se vétsinou vyuziva ke sta-
bilizaci koloidnich nanoé¢éstic pti pripravé redukei z roztoku HAuCly (napft. citrét).
Vyhodou této metody je moznost nasledné takto pripravené nanocastice funkcio-
nalizovat molekulami s thiolovymi skupinami, aniz by dochézelo ke strukturalni
nebo funkéni zméné samotného zlatého jadra. Tato vyména molekul na povrchu se
nazyva ,vyména ligandi“. Ligandem je oznacovana molekula, ktera se navazuje na
zlaté atomy na povrchu.

Povrch objemového zlata se od povrchu nanocastice odlisuje v nékolika detailech.
Nanocastice do priméru cca 4,4 nm vykazuje jesté strukturu komolého osmisténu.
To zpusobi defekty monovrstvy na hranach, protoze se molekuly budou orientovat
podle jednotlivych ploch [4]. Od této velikosti se hrany postupné ztraceji, ale stale
muze k témto defekttim lokalné dojit. Defekty v monovrstvé mohou znamenat castec-
nou ztratu ochranné funkce a mize dochazet k nespecifickym interakcim. Dalsim
problémem je radidlni usporadani molekul na povrchu nanocastice, protoze vrstva
je blizko povrchu nanocastic mnohem kompaktnéjsi nez ve vétsi vzdalenosti, kde
rozestupy mezi molekulami jsou vétsi [5]. Tento ,radidlni efekt“ opét muze zptsobo-
vat nespecifické interakce, ale na druhou stranu miuze zajistovat funkci nékterych

molekul, o ¢emz se jesté zminim.

2.2 Stabilizace nanocastic

Vytvorenim vrstvy na povrchu nanocastice se dosahuje vétsi stability vaci riznym

vlivim (napf. pH, koncentrace soli, atd.). Ukazuje se, Ze pokud se nanocastice



stabilizuji pouze elektrostaticky, tak pri urcitém pH nebo koncentraci soli v roz-
toku prestane tato odpudiva elektrostaticka interakce fungovat diky ztraté naboju
molekul ¢i stinéni. Proto jsem se pokusil nanocastice stabilizovat i stericky, a to
vytvorenim mixované monovrstvy, kde jeden typ molekuly bude zajistovat elektro-
statickou a druhy sterickou stabilizaci. Elektrostatickou stabilizaci bude zajistovat
funkéni molekula, v mém pripadé jednovlaknova DNA | a jako stericky stabilizator se
nabizi jednoduché uhlikaté retézce zakoncené sirou pro navazani na povrch. Napiik-
lad alkanthioly sice vytvareji velice kompaktni monovrstvu na povrchu nanocéstic,
ale zpusobuji nespecifické hydrofobni reakce, takze se na stabilizaci nanocastic ne-
hodi.

Dalsi volbou molekul pro sterickou stabilizaci mohou byt oligo- nebo poly-(ethy-
len glykoly) — OEG / PEG. Obé tyto molekuly jsou elektricky neutralni, a proto
dokazi na povrsich vytvaret velice kompaktni obaly, podobné jako alkanthioly. Na
rozdil od nich ale nezptisobuji hydrofobni nespecifické interakce. PEG nebo OEG se
vyuzivaji jako pasivacni molekuly na povrsich, protoze dobte odpuzuji jiné biomole-
kuly (DNA, proteiny, atd.) [6]. Ethylen glykoly brani navazovani i thiolované ssDNA
na povrch [7], a proto je nutné, aby pri procesu sterické stabilizace nanocastic byla
jiz jednovlaknova DNA na povrchu pritomna. PEG ale muze zcela odstinit naboj
DNA [8], a proto je nasnadé vyuziti OEG, aby k tomuto efektu nedochézelo. Takto
by tedy byly nanocastice stabilizovany jak stericky, tak elektrostaticky.

Oligo(ethylen glykol) mé stejnou strukturu jako PEG, tudiz velice podobné
vlastnosti co se odpuzovani biomolekul tyce [9]. Kratké fetézce OEG jsou ale ve
vodé nerozpustné, coz je nevhodné pro aplikaci v bunkach a v jejich prirozenych
prostredich. Rozpustnost OEG se zvysSuje s délkou Tetézce, a proto je potfeba vy-
birat minimalné hexa(ethylen glykol), ktery uz je ve vodé dobfe rozpustny. OEG
by ale sdm o sobé na nanocasticich nedrzel, proto jsem v experimentech pouzival
hexa(ethylen glykol) na jednom konci zakoncen alkanthiolovym Tetézcem. Sira je
vyuzita k navazani na povrch a alkanovy retézec je vhodné pouzit k vytvoreni kom-
paktnéjsi vrstvy a tak snizit nespecifické interakce [10]. Navic je tato molekula
objemnéjsi v té casti, ktera je vzdalena od povrchu nanocéstice, a tak se ¢astecné
snizuje radialni efekt monovrstvy. To ale ne natolik, aby zabranila DNA v hy-

bridizaci s komplementarni bazi.

Vybrand molekula vhodna pro sterickou stabilizaci je (11-Merkaptoundecyl)-
hexa(ethylen glykol), zkracené prejmenovan jako TOEG-6°, jehoZ vzorec je zobrazen
na Obr. 2.1.

3T v ndzvu znadi, Ze je na jedné strand zakoncen (,terminated) jinou molekulou, v tomto

pifpadé 11-merkaptoundecylem. Cislice Sest znaci, Ze jde o hexa(ethylen glykol).
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Obr. 2.1: Konstituéni vzorec molekuly TOEG-6.

2.3 Materialy a priprava vzorki

Thiolovana DNA byla porizena z biomers.net, TOEG-6 a ostatni chemikélie byly
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich. Zlaté nanocastice byly pripraveny pomoci cit-
ratové syntézy (citrate seeded growth) podle [I1]. Vzorky se zlatym filmem byly
pripraveny tak, Ze byl nalamén kiemikovy wafer na kusy velké 0,5x 0,5 cm?. Ty byly
lepidlem prilepeny na 5" wafer pokryty zlatou vrstvou tloustky 30 nm (pripravena
iontovym naprasovanim). Kousky pak byly ofezény skalpelem a odloupnuty. Vznikl
tak povrch, ktery ma velmi malou drsnost. Navic tim, Ze se obnazi tésné pred exper-
imentem, je i velice ¢isty. Pripravené vzorky se zlatym povrchem byly ponechany
pres noc v roztocich pro funkcionalizaci. Ty byly pripraveny tri: 1M ssDNA,
50uM TOEG-6 (rozpustén v ethanolu) a 1mM 6-merkaptohexanova kyselina. Pasi-
vace vzorku s jednovlaknovou DNA byla provedena ponechanim vzorku 30 minut v
50uM roztoku TOEG-6.
Pro funkcionalizaci a experimenty byly vyuzity tyto DNA:

1. DNA-1 5-AGTCGTTTAAAA-(CH,)3-SH

2. DNA-2 5-GTTGCCATAAAA-(CHy)3-SH

3. duplex - 8 bazi komplementarnich ke kazdému z fetézcti a 12 part bazi up-

rostred

4. DNA-3 5-AAGAGGCATGTCTAGGCATGTCTCTTGATATCGAATTC-SH

2.4 Charakterizace nanodcastic

Pro charakterizaci nanocastic, zejména velikosti, bylo pouzito rozptylu RT'G paprskii
pod malymi thly (SAXS), rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM) a dynamického
rozptylu svétla (DLS).

Prameér nanocéstic byl metodou SAXS z nafitovanych hodnot pomoci softwaru
IGOR stanoven na (17,6 + 0,2) nm, coz by mélo odpovidat kovovému jadru nanocas-
tice. Ze snimku z rastrovaciho elektronového mikroskopu LEO EVO 50HV, porize-
nych pti 10 keV (Obr. 2.2) a po ru¢nim zpracovani byl primér nanocéstic (20,3 £ 2)
nm. Podobnou hodnotu ukézala i metoda DLS a to 19,91 nm. Obé tyto metody



jsou ovlivnény stabilizaénim obalem nanocastic. Jednotlivé vysledky tedy odpovi-

daji predpokladu.
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Obr. 2.2: Snimek z elektronového mikroskopu ukazujici zlaté nanocéstice pouzivané v

experimentech naadsorbované na zlatou vrstvu.

2.5 Priprava funkcionalizovanych zlatych nanocas-
tic

Pro docileni mixované ssDNA/OEG monovrstvy na nanocésticich bylo potteba op-
timalizovat postup, ktery se pouzivd na rovnych povrsich [12]. Pro navazani co
nejvice DNA na nanocastice se vyuzivaji ruzné strategie. Muze to byt bud pos-
tupné zvysovani koncentrace rozpusténych ionti soli tak, aby dochézelo ke stinicimu
efektu mezi jednotlivymi molekulami [13, 14] a nebo snizenim pH [15, 16]. Metody
s postupnym priddvanim soli jsou velice Casové ndroéné (2 dny piipravy) a pos-
tupy se snizenim pH se nepodarilo na zakladé jiz publikovanych vysledkii zopakovat.
Nanocastice se totiz pod pH zhruba 4 srézeji, proto jsme vyuzili snizeni pH jen na
hodnotu 4,3.

Na zacatku byly smichany roztoky citratovych zlatych nanocastic a jednovla-
knové DNA. Tato smés byla ponechana 10 minut reagovat, aby se ssDNA navéazala

na povrch zlatych nanocastic misto citratovych skupin. Po deseti minutach by se



jiz mélo na povrchu nanocastic nachdzet mnoho molekul DNA [16]. Molekuly jed-
novlaknové DNA by mély zajistit odolnost proti snizeni pH roztoku, takze v dalsim
kroku se snizilo pH na hodnotu 4,3, kdy byly nanocastice jesté stabilni. Pokusy s
nizsi hodnotou pH roztoku mély za nasledek shlukovani, coz se projevovalo pri prvni
centrifugaci, kdy se tyto shluky naadsorbovaly na stény mikrozkumavek. V pH 4.3
byly nanocastice ponechany dalsich 30 minut. Poté byl do roztoku pfidan steri-
cky stabilizator - molekuly TOEG-6. Tyto molekuly nahradily vSechny molekuly
jednovlaknové DNA, které nebyly navazany pres thioly. Bohuzel ale doslo také
k nahrazeni ¢asti molekul, které tak navazany byly, coz bylo zjisténo pri gelové elek-
troforéze. Aby byl tento efekt potlacen co nejvice, po 10 minutach byl roztok zcen-
trifugovan a pak jiz nasledovaly jen promyvaci kroky, aby v roztoku nezustaly zadné
volné molekuly DNA nebo TOEG-6. Tento postup zajistuje vytvoreni mixované
DNA/OEG monovrstvy na povrchu nanocastic ve velice kratkém case (1-2 h). Pro
prehlednost tedy uvedu cely postup jesté v bodech a s koncentracemi jednotlivych

roztoki a jednoduché schéma (Obr. 2.3):

1,7 pl 1004M DNA bylo pridano do 250 ul koloidniho roztoku nanocastic.
Po 10 minutéch se do roztoku prida 50 pul citratového pufru s pH 4,32.

Po 30 minutéach se prida 7,6 pl 50uM TOEG-6.

Po 10 minutéch se vzorek po dobu 20 minut centrifuguje pti 1400 ot/min.

AR

Po centrifugaci se odebere ¢iry* roztok nad odstiedénymi tmavé ¢ervenymi

nanocasticemi.

&

Zbylé nanocastice se znovu rozpusti v 500 pl vysoce cisté vody.
7. Kroky 4, 5 a 6 se jesté jednou zopakovaly - tento postup se oznacuje jako dvoji

promyvani (,,washing*).

Kromé téchto nanocastic s mixovanou monovrstvou jsem provadél experimenty také
s nanocasticemi funkcionalizovanymi pouze ssDNA. V tomto pripadé byl vynechan
krok 3. Dale byly pripraveny nanocastice s monovrstvou tvorenou pouze molekulami
TOEG-6. Tady se kromé vynechani 3. kroku vymeénil i ivodni roztok - misto 1,7 ul
100uM ssDNA se pouzilo 7,6 pul 50uM TOEG-6.

4Pokud je roztok zbarven do Seda ¢i fialova, znamena to, Ze si na stény nadobky sedly nestabilni

nanocastice a cely proces nemusel probéhnout spravneé!
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Centrifugace Centrif.
AUNPs+ssDNA TOEG-6 1400 ot./min
u Y
N N N
10°
10° 40" 20° 15f
Citratovy pufr (pH 4,32) Odebranicirého
roztoku, redisperze
ve vodé
Odebraniéirého
roztoku, redisperze
Obr. 2.3:  Schéma popisujici pripravu nanocastic funkcionalizovanych mixovanou

ssDNA /TOEG-6 monovrstvou.

2.6 Testovani stability a specificity pripravenych

nanocastic

Pojmem stabilni nanocastice rozumime c¢éstice, které se neshlukuji (Obr. 2.4).
Pokud se ¢astice shlukuji, pak jsou z néjakého dtivodu nestabilni. Jednim ze zaklad-
nich test pro ovéreni stability nanocastic je test stability v rtiznych koncentracich
soli. To proto, zZe prirozené prostredi ligandii, enzymi a jinych chemikélii neni deion-
izovana voda, ale jsou zde pritomny i rozpusténé soli, pripadné mize byt rtizné pH.
Proto i stabilita v riznych pH je dilezita. Stabilita je izce spojena s nespecifickymi
reakcemi, které zpusobuji shlukovani. Pokud tedy chceme stabilni nanocastice, je
vhodné je otestovat na tyto tii zakladni vlastnosti - stabilita v riznych koncentracich

soli, v rizném pH a test nespecifickych interakei.

2.6.1 Stabilita v riznych koncentracich soli

Na otestovani stability nanocastic v riznych koncentracich soli byly pripraveny roz-
toky s riznou koncentraci NaCl. Diky zméné barvy roztoku z cerveného (¢i ruzového
v malych koncentracich nanocastic) na fialovy az sedy lze jednoduse zjistit, zda se
nanocastice shlukuji, coz by znamenalo nestabilitu. Diky optickym vlastnostem
nanocastic, zejména diky plazmonové rezonanci, se pri agregaci posouva extinkéni
(absorpce + rozptyl) maximum do vyssich vinovych délek (Obr. 2.5). Dochézi totiz
k takzvanému provazani modu jednotlivych nanocastic tak, ze se pak shluk chova

jako jedna vétsi nanocastice.
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Obr. 2.4: Zobrazeni koloidnich roztoku zlatych nanocéstic. (A) Stabilni roztok nanocés-
tic. (B) Roztok shluklych nanoc¢astic. Na obrazku je jasné patrnd zména barvy z cervené

(stabilni) na fialovo-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 nanocéstic (fialovd). Ve spektru
shluklych nanocastic lze vidét vyrazny extinkéni pik okolo 670 nm. Tato spektra byla
ziskdna spektrofotometricky (viz kap. 5)

Na test jsem pripravil roztoky s koncentracemi 0,2 — 2M NaCl, ve kterych jsem
funkcionalizované nanocastice rozpustil. Tyto roztoky jsem srovnaval kolorimetricky,
spektroskopicky a také pomoci metody DLS. Kolorimetricky test (Obr. 2.6) neukazal
zadnou zménu barvy roztoku, to znamena zadné shlukovani. To napovida, ze by
nanocastice mély byt stabilni i ve 2M NaCl. Pro ovéreni jsem ale provedl také

opticka meéreni.
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Obr. 2.6: Kolorimetrické stanoveni stability pripravenych nanocéastic. Fotografie jsou
porizeny ihned po pfipravé (A) a po péti dnech od pripravy (B). Nanocdstice vypadaji
stabilné ve 2M NaCl, a to i po delsi dobé.

Veétsi citlivost na pripadné shluky maji optickd méreni jakymi jsou opticka spek-
trofotometrie a dynamicky rozptyl svétla. Pokud by vzorek obsahoval shluky nanocas-
tic, ve spektru by se objevil pik ve vétsich vinovych délkach tak, jak je to na Obr.
2.5. Shluky maji vzhledem k jednotlivym nanocasticim vétsi primér, a tak mno-
honasobné vice rozptyluji svétlo. To znamena, ze pokud by se nanocastice zacaly
shlukovat, pri optickém méreni by se tyto shluky mély projevit témeér ihned. Na
Obr. 2.7 je zobrazeno spektroskopické méreni vzorka v ruznych koncentracich soli.
Na grafu neni ani v jednom pripadé patrny pik okolo 670 nm (ktery je indikdtorem
shluklych nanoéastic s velikosti shluku obvykle okolo 1 pm), coz potvrzuje vysledky
z kolorimetrie - ¢astice jsou ve 2M NaCl stabilni. Lepsi je vzdy absorbanc¢ni (ex-
tinkéni) spektra normovat, abychom mohli 1épe porovnat tvar jednotlivych spekter.
Pritom na spektroskopickém meéreni posuzujeme tvar piku, kde rozsiteni ¢i jina defor-
mace muze znamenat piipadnou nestabilitu. Posun maxima (v rdmci jednotek nm)
pak indikuje zménu v tésném okoli samotnych nanocastic - napt. zménu molekul na
povrchu (vice v kapitole 3).

Tretim experimentem provedenym na otestovani stability v ruznych koncen-
tracich soli je méfeni pomoci dynamického rozptylu svétla. Metoda je popsana
v kapitole 5. DLS je ve své podstaté tim citlivéjsi, ¢im vétsi objekty chceme zk-
oumat. To znamend, ze pokud by se ve vzorku objevily shluky, tak je velice snadno
pomoci této metody objevime. Na Obr. 2.8 jsem zobrazil vysledky z tohoto méreni.
Jednd se o vysledek roztoku jen s nejvyssi (tzn. 2M) koncentraci NaCl. Z rozdéleni

velikosti je vidét, ze se zadné nanocastice vétsich rozméria ve vzorku nenachazeji,
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Obr. 2.7: Spektroskopické méfeni roztoki zlatych nanocastic funkcionalizovanych mixo-
vanou monovrstvou v ruznych koncentracich NaCl. Na grafu jde vidét, ze se pik nijak
nedeformuje a nevznikd ani pik okolo 670 nm. Miuzeme tedy Fict, ze ¢astice jsou stabilni
i ve 2M NaCl.

coz opét znamena, ze jsou nanocastice stabilni i ve 2M NaCl.

/\
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Obr. 2.8: Vystup z méfeni dynamického rozptylu svétla (viz kap. 5) vzorku funkcionalizo-
vanych zlatych nanocastic rozpusténych ve 2M NaCl. Shluky nanocastic by se projevovaly
vznikajicim pikem ve velikostech vétsich nez 100 nm. Zde zadné takové velikosti zastoupeni

nemayji, takze opét muzeme Tici, Ze jsou pripravené nanocastice stabilni i ve 2M NaCl.

7 hlediska stability jsem tedy na tfech mérenich ukazal, Ze se nanocéstice, pri-
pravené podle uvedeného protokolu, nemaji snahu shlukovat ani pri 2M koncentraci
NaCl. To znamenad, ze takto pripravené nanocastice jsou velice stabilni a mély
by z tohoto hlediska byt pripraveny na pouziti i v biologickych vzorcich nebo by
jim neméla vadit zména okolniho prostredi (napt. priddni pufri) pro prizptusobeni

roztoku pro enzymy.
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Jedna z kritickych vlastnosti (stabilita v riznych koncentracich soli, v rizném pH
a omezeni nespecifickych reakei) je tedy experimentalné ovérena, dalsi dvé zbyvaji.
Pokracovat budu testem stability v riznych pH, protoze je to také ,,pouze” michani

vvvvvv

na zaver této kapitoly.

2.6.2 Stabilita v rizném pH

Pro tento pokus jsem pouzil DNA-3 v mixované obalové monovrstvé nanocastic, pro-
toze jsem jiz nemél k dispozici DNA-1 a DNA-2. DNA-3 ma délku zhruba 11,5 nm,
takze je vyrazné delsi nez molekuly TOEG-6, které maji 3,6 nm [17].

Pro tento pokus jsem si pripravil dvanact roztokia o pH: 1,04, 2,05, 3,02, 4,06,
5,09, 6,09, 7,34, 8,99, 9,99, 10,99, 12,00, 13,02. Pouzil jsem k tomu ultracistou vodu,
pro nastaveni kyselého pH jsem pouzil 1M HCI a pro vytvoreni zasaditého prostredi
jsem pouzil 1M NaCl. V téchto roztocich jsem rozpustil pripravené nanocastice s
mixovanou DNA-3/TOEG-6 monovrstvou. Stabilitu nanocastic v téchto prostiedich
jsem opét zkoumal kolorimetricky a spektrofotometricky.

U kolorimetrického méteni sledujeme opét barvu roztoku. Pri tomto méreni
jsem vychézel z toho, Ze poly(ehtylen glykol) stabilizuje nanocastice v celém rozsahu
pH [8]. Oligo(ethylen glykol), ktery je navic asi tietinové délky oproti ssDNA, se
kterou se nachazi v monovrstve, nejpise tak uc¢inny nebude. Presto jsem ocekaval,
ze pripravené nanocastice budou stabilni v Sirokém rozsahu pH. Pro srovnani na
Obr. 2.9 uvadim kolorimetricky test stability nanocastic pokrytych pouze citratem
(cit-AuNPs) a také nanocastice pokryté poly(ethylen glykol)em (PEG-AuNPs).

pH
cit-AuNPs

PEG-AuNPs |

Obr. 2.9: Kolorimetricky test stability nanocédstic v riznych pH. Citratem pokryté
nanocéstice (cit-AuNPs) jsou stabilni v rozsahu pH 6 - 10. V pH 12 se jiz zac¢inaji shluko-
vat. V ostatnich pH jsou nanocéstice shluklé (nestabilni). Poly(ethylen glykol)em pokryté
nanocéstice (PEG-AuNPs) jsou stabilni v celém rozsahu pH. Obrazek prevzat z [8] a

upraven.

Vysledky experimentu (Obr. 2.10) ukazuji, Ze nanoc¢astice se shlukuji pri pH

2,05 a nizsi. V pH 3,02 a vysSsim se jiz nanocastice jevi jako stabilni.
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Obr. 2.10:  Kolorimetrické méreni stability nanocastic funkcionalizovanych DNA-
3/TOEG-6 mixovanou monovrstvou v roztocich o rizném pH. Zména barvy u roztoku
s pH 1,04 a 2,05 indikuje shlukovani nanocastic. To znamend, ze v téchto prostredich

nejsou tyto nanocastice stabilni.

Spektroskopicka méreni potvrdila vysledky z kolorimetrie. Ze spektroskopick-
ych dat (Obr. 2.11) muzeme vy¢ist shlukovani diky deformaci plazmonového rezo-
nancniho piku (rozsiteni) a také se ve spektru objevuji rezonan¢ni piky od shluk,
které jsou v delsich vinovych délkach v oblasti 550 — 610 nm.

i —pH 1,04
—pH 2,05
0.9 —pH 3,02
—pH 4,06
. —pH 5,09
go07 —pH 6,09
: oH 7,34
%06 —pH 8,96
—pH 9,99
g 0.5 —pH 10,99
g 0.4 —pH 12.00
£ — pH13.02
Z 0.3
0.2
0.1
P50 500 550 600 650 700

Vinova délka / nm

Obr. 2.11: Extinkéni spektra funkcionalizovanych nanocéastic v roztocich o rizném pH.
Deformace rezonan¢niho piku ve vlnovych délkach okolo 515 nm a dalsi rezonanéni piky
v oblasti 550 - 610 nm indikuji shlukovani nanocastic. Tyto efekty jsou vidét pouze u

roztokt s pH 1,04 a 2,05. V pH 3,02 a vys$sSim se nanocéstice jevi jako stabilni.

Vysledky ukazuji, ze molekula TOEG-6 neni tak uc¢inna jako PEG. Vzhledem
k nutnosti zachovani funkénosti pritomné DNA vsSak netuc¢innost TOEG-6 v pH< 2

nevadi. Nanocastice funkcionalizované mixovanou DNA-3/TOEG-6 monovrstvou
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tedy splnuji pozadavky na pouziti v biologickych vzorcich i z hlediska stability
v ruznych pH.

2.6.3 Test nespecifickych interakci

Nespecifické reakce predstavuji velky problém ve vsech oblastech chemie, biochemie
¢i biologie. Pri nespecifickych reakcich molekuly interaguji jinak, nez je jejich
primarni urceni. Naptiklad molekuly jednovldknové DNA mohou svymi bazemi
interagovat s povrchy ¢i jinymi molekulami, zatimco jejich specifickou reakei je hy-
bridizace s komplementarni bazi. Abych potvrdil, Ze stabilita nanocastic je spojena
s omezenim nespecifickych interakei, otestoval jsem vyrobené nanocastice. Pripravil
jsem ¢tyfi ruzné samousporadané monovrstvy (SAM) na zlatém povrchu:

o povrch s DNA, ktera neni komplementarni s tou na nanocasticich,

» mixovanou monovrstvu DNA / TOEG-6,

o pouze TOEG-6 monovrstvu,

o monovrstvu, ktera je zakoncend karboxylovou skupinou COO™.
Tyto monovrstvy jsem méril na XPS, zde uvedu vysledky jen z otestovani monovrstvy
tvorené pouze ssDNA a mixované monovrstvy, ktera obsahuje jak ssDNA tak TOEG-
6 molekuly. Vysledky monovrstvy zakoncené karboxylovou skupinou byly stejné

prikazné.

Test mixované monovrstvy na zlatém povrchu

Pro otestovani, zda se na vzorcich nachazi skuteéné dana monovrstva, byly vytvoreny
dvé kopie vzorku od kazdého a byla provedena analyza pomoci rentgenové fotoelek-
tronové spektroskopie (XPS). XPS spektra na Obr. 2.12, 2.13 a 2.14 ukazuji rozdily
mezi mixovanou monovrstvou a monovrstvou tvorenou pouze molekulami DNA. Ve
spektrech muzeme pozorovat jednak zménu intenzity jednotlivych pikt a také posuv
diky jiné chemické vazbé prvka uvniti molekuly DNA a TOEG-6.

Ve spektru dusiku (Obr. 2.12) vidime zménu intenzity piku. Dusik je vice
pritomen ve vrstvé tvorené jen molekulami DNA. V mixované monovrstvé jsou ne-
specificky navazané molekuly DNA® nahrazeny molekulami TOEG-6, ktera dusik
neobsahuje a snizuje tak vytézek ze stejné plochy vzorku.

Ve spektru uhliku (Obr. 2.13) je vidét posuv diky jiné chemické vazbé v molekule
TOEG-6 a DNA. Spektrum uhliku molekuly TOEG-6 obsahuje dva piky odpovida-
jici dvéma rtznym chemickym vazbam, coz je dobre vidét, kdyz se obé spektra od

sebe odectou (Obr. 2.13 ¢ervena barva).

5Ty co nejsou vazany na povrch pres thiolovou skupinu.
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V dalsim spektru (Obr. 2.14) se nachézeji piky jak od siry a fosforu. Fosfor je
pritomen pouze v molekule DNA, proto je signdl v mixované monovrstvé oslaben.
Sira se nachazi v obou molekulach, a proto je signal z 1s piku siry pritomen v obou
pripadech. Zde naopak v mixované monovrstvé je signal zesilen. To je dano tim, ze
molekuly TOEG-6 vrstvu lépe usporadavaji, proto je na stejné plose vice molekul

nez v pripadé vzorku pouze s DNA.

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

5%%6 404 402 400 398 396 394 392
Eb!eV
Obr. 2.12: Na grafu XPS miizeme vidét snizeni zastoupeni dusiku v mixované
monovrstvé vzhledem k monovrstvé, kde je pouze ssDNA. Je to zptsobeno tim, ze molekuly
TOEG-6 nahrazuji nespecificky navazané molekuly DNA. V molekuldich 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 mtizeme vidét odlisné 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 identifikovatelné piky
od obou téchto atomu. Fosfor se nachézi v paternim retézci molekuly DNA a v molekule
TOEG-6 se nenachazi, proto zeslabeni signdlu na vzorku s mixovanou DNA. Sira je pri-
tomna v obou téchto molekulach, protoze se pres ni vazou na zlaty povrch. Sira je zesilena
na mixovaném povrchu, protoze dochézi k lepsimu usporadani molekul na povrchu a

vétsimu pokryti, tudiz vétsimu mnozstvi thiolovanych molekul.

Srovnani nespecifickych interakci

Predchozi experiment prokazal pritomnost monovrstev na zlatém povrchu, ktery
nyni vyuziji k otestovani snizeni nespecifickych interakci nanocastic diky zaclenéni
sterického stabilizatoru TOEG-6 do jejich obalu. V nésledujicim textu budu pouzi-
vat zkratky SAM pro samousporddanou monovrstvu na rovném zlatém povrchu,

abych ji odlisil od monovrstvy na nanocasticich (obalu).

Aby bylo prukazné, ze se vytvorenim mixované monovrstvy na povrchu nanocas-
tic skutecné snizily nespecifické interakce, provedl jsem nasledujici experiment se
dvéma roztoky nanocastic. Jeden roztok obsahoval nanocéstice s mixovanou mo-
novrstvou a druhy nanocastice funkcionalizované pouze jednovlaknovou DNA. Oba
roztoky jsem aplikoval na vytvorené SAM na zlatém povrchu (Obr. 2.15) a nechal
pres noc v 5 °C. Rano jsem vzorky nékolikrat oplachl deionizovanou vodou a vysusil
dusikem. Nésledné jsem vzorky pozoroval v rastrovacim elektronovém mikroskopu.
SAM tvorena pouze ssDNA ma hodné defekti, coz zvysuje podil nespecifickych in-
terakci. Naopak ostatni SAM by mély byt velice dobie usporddané, tudiz vsechny
nespecifické interakce, které se mohou projevit, pochéazeji od nanocastic a jejich
obalu. Proto uvedu vysledky jen ze SAM mixované (MIXOVANA), zakonéené kar-
boxylem (COOH) a monovrstvy pouze z molekul TOEG-6 (TOEG-6).
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Obr. 2.15: Tlustrativni obrdzek aplikace roztokil koloidnich nanocastic na SAM na
zlatych povrsich (¢ervené objekty). Kolem dokola v Petriho miskach jsou kapky deion-
izované vody, aby se snizilo vysychani. Roztoky na vzorcich nesmély vyschnout, protoze

by se pak projevovaly kapilarni efekty a vysledky by tim mohly byt vyrazné ovlivnéné.

Snimky porizené elektronovym mikroskopem jsou zobrazeny na Obr. 2.16. Ve
srovnani muzeme vidét, ze u nanocastic funkcionalizovanych pouze jednovlaknovou
DNA se vyskytuji nespecifické interakce zptisobené nekompaktni monovrstvou na
povrchu nanocastic. Diky tomu mohou interagovat molekuly z rovného povrchu
nespecificky s povrchem nanocastice, a také dochéazi k interakcim mezi samotnymi
nanocasticemi. Nespecifické interakce se projevi zachycenim nanocastice na povrchu
a nasleduje agregace nanocastic kolem. Agregace je predevsim zpusobena tim, Ze
v okoli SAM je velka koncentrace naboji, podobna vysokému mnozstvi soli v roz-
toku, a to zpusobi shlukovani v tésném okoli samousporadané monovrstvy. Tento
efekt by mél odstranit stericky stabilizator - molekula TOEG-6. Ze snimkt mtzeme
vidét velky rozdil mezi nanocéasticemi (AuNPs) funkcionalizovanymi pouze ssDNA
a nanocasticemi obalenymi mixovanou ssDNA/TOEG-6 monovrstvou. Na Obr.
2.16A-C muzeme vidét prichycené a shluklé nanocéstice (bilé ostriuvky) na ruznych
samousporadanych vrstvach na zlatém povrchu. Je zajimavé si také vSimnout, ze

nanocCastice maji tendenci se na ruznych SAM shlukovat do odli$nych tvari (os-
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truvky, retizky). Co je ale pro zavéry této prace dulezité, je rozdil mezi adsorpci
ssDNA-AuNPs (Obr. 2.16 snimky nalevo) a (ssDNA/TOEG-6)-AuNPs (Obr. 2.16
snimky napravo). Nanocéstice pripravené podle postupu v kapitole 2.5 se na SAM
na povrchu prakticky nevyskytuji (par na nékolika ym?). Pokud se nékde objevi
naadsorbovana jednotlivd nanocastice je zfejmé zpusobeno povrchovymi nerovnos-
tmi zlatého povrchu pod SAM, protoze pokud byl na povrchu skabanec, bylo kolem
néj naadsorbovano spoustu nanocastic ve vsech pripadech.

Snimky ukazuji vyrazné omezeni nespecifickych interakei pii zahrnuti sterického
stabilizatoru do obalové monovrstvy nanocastice. Omezeni nespecifickych interakci

ma také za nésledek jiz zminovanou stabilitu ve vyssich koncentracich soli.

21



Obr. 2.16: Snimky z elektronového mikroskopu testu nespecifickych interakci. Na
zlatém povrchu byly vytvofeny tfi ruzné samouspoiradané monovrstvy - ssDNA/TOEG-
6 monovrstva (MIXOVANA) (A,D), TOEG-6 SAM (TOEG-6) (B,E) a SAM zakoncen4
karboxylovymi skupinami (COOH) (C,F). Na tyto vzorky byl naneseny dva ruzné roz-
toky zlatych nanocastic - obalené pouze ssDNA (A - C) a funkcionalizované mixovanou
ssDNA /TOEG-6 monovrstvou (D - E). Ani v jednom pripadé nebyly fetézce jednovldknové
DNA komplementarni s témi na zlatém povrchu. Na snimcich A - C muzeme vidét ne-
specificky adsorbované nanocastice na samousporadané monovrstvé na vzorcich. Naopak
na vzorcich D - F se nanocéstice témér nevyskytuji. Zavedenim sterického stabilizdtoru,
molekuly TOEG-6, na povrch nanocastic bylo dosazeno vyrazné omezeni nespecifickych
interakci. Ty nanocastice, které ztstaly na vzorcich D - F se zifejmé uchytily v mistech,

kde méla vrstva na povrchu defekt.
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2.6.4 Ovéreni pritomnosti DNA na povrchu nanocastic

Pri pasivacnim procesu na nanocasticich dochazi k nahrazeni jednovlaknové DNA
molekulou TOEG-6, i kdyz je vazana pres thiol. Pokud by byl tento stericky stabi-
lizator ponechén v roztoku dlouhou dobu, nahradil by postupné vSechny navazané
oligonukleotidy a doslo by ke ztraté funkce nanocéstic [18]. K potvrzeni toho, ze
nedochazi ke kompletnimu nahrazeni ssDNA, byly nanocastice podrobeny gelové
elektroforéze (viz kap. 5).

Pomoci této metody miizeme rozlisit, zda je v obalu nanocastic pritomny naboj,
diky kterému by se v gelu pohybovaly. Molekula TOEG-6 je ve vodnim prosttredi neu-
tralni, to znamena, ze pokud by na povrchu nanocastic nahradila vsechny molekuly
DNA (ty maji zaporny néboj), pak by se nanoéastice v gelu nepohybovaly. Dalsim
faktorem, ktery ovliviiuje rychlost pohybu nano¢éstic v gelu, je jeji velikost. Cim
vétsi castice, tim pomaleji se pohybuje. Na zakladé téchto vlastnosti jsme schopni
rozlisit nanoc¢astice s ruznou funkcionalizaci povrchu [19,20]. Rozdil mezi nanocés-
ticemi funkcionalizovanymi pouze ssDNA a témi, co maji na svém povrchu mixo-
vanou monovrstvu, spo¢iva v tom, ze v mixované monovrstve jsou molekuly dobfe us-
poradany a vrstva je tak objemnéjsi. Dalsim rozdilem je velikost ndboje na povrchu.
Molekula TOEG-6 nahrazuje ¢ast molekul jednovlaknové DNA na povrchu nanocas-
tic a tim se snizuje celkovy naboj vrstvy a na nanocastice neptisobi tak velka sila
po prilozeni napéti. Oba tyto faktory tedy zpomaluji chod nanocastic gelem.

Pro experiment byly 15nm zlaté nanocastice funkcionalizovany tremi ruznymi
zpusoby:

o pouze molekulami TOEG-6,

e pouze jednovlaknovou DNA

e obéma molekulami dohromady - mixovand monovrstva (podle postupu uve-

deného v kapitole 2.5).

Tyto nanocastice byly po posledni centrifugaci ponechany v koncentrovaném
stavu a 5 pl bylo smichano s glycerolem a naneseno do jamek pripravené¢ho gelu.
Po 30 minutéch po pripojeni napéti (viz kap. 5) byl vysledek gelové elektroforézy
v souladu s teorii (Obr. 2.17). Nanodcéstice funkcionalizované pouze molekulami
TOEG-6 zistaly v jamce, protoze na nanocasticich nebyl pritomen zadny naboj.
Nanocastice funkcionalizované pouze molekulami ssDNA | doputovaly“ v gelu ne-
jdéle. Mixovand monovrstva ssDNA/TOEG-6 je diky usporadani objemnéjsi a také
ztratila ¢ast svého naboje diky castecnému nahrazeni molekul ssDNA molekulami
TOEG-6.

Gelova elektroforéza ukazala, ze v mixované monovrstve, pripravené podle pos-
tupu v kap. 2.5, molekuly ssDNA zustavaji. Otazkou ale je, zda jsou funkéni. Schop-

nost hybridizace s komplementarnim fetézcem byla ovéfena pomoci testu specificity.
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Obr. 2.17: Snimek gelu z gelové elektroforézy. Ve sloupcich A-F se nachazi 15nm
zlaté nanocastice s ruznou funkcionalizaci povrchu - Nanoc¢éastice funkcionalizované pouze
molekulou TOEG-6 (A), nanocastice obalené mixovanou ssDNA/TOEG-6 monovrstvou
(B-E) a nanocastice funkcionalizované pouze jednovlaknovou DNA (F). Nanocastice se
v gelu pohybuji podle velikosti a ndboje. Molekula TOEG-6 nenese zadny néboj, proto
nanocastice zustaly ve sloupci A na misté, kde byly naneseny. Naboj nesou pouze molekuly
ssDNA, které jsou pritomny jak v mixované monovrstvé (B-E), tak samostatné (F). V
mixované monovrstvé ale molekula TOEG-6 nahradila ¢ast molekul ssDNA a monovrstvu
lépe usporadala (stala se objemnéjsi). Tyto skutecnosti muzeme pozorovat jako sniZenou
pohyblivost nanocastic vlivem ztraty ¢asti celkového naboje a zvétsenim velikosti obalu
nanocastice. Dulezité je také to, ze v mixované monovrstvé jednovlaknovd DNA zistava -

nanocastice se ve sloupcich B-E pohybuji.

2.6.5 Test specificity

Omezeni nespecifickych interakei jesté nezbytné neznamend, ze se nanocastice bu-
dou vazat specificky - tedy, ze ssDNA vazana v mixované monovrstvé na povrchu
nanocastic bude stale dostupna k hybridizaci s komplementarnim retézcem. Mize se
totiz stat, ze molekula TOEG-6, ktera je také pritomna v monovrstve, bude stericky
branit nejen v agregaci, ale i v hybridizaci.

Pro ovéreni, zda je zachovana funkcionalita jednovldknové DNA v mixované
ssDNA /TOEG-6 monovrstvé na nanoc¢asticich, byl proveden test specificity. V testu
byly pouzity tfi rizné molekuly DNA: DNA-1, DNA-2 a duplex (viz kapitola 2.3).
Byly pripraveny dva roztoky nanocastic s riznou funkcionalizaci. Jeden roztok ob-

sahoval nanoc¢astice obalené mixovanou DNA-1/TOEG-6 monovrstvou a ve druhém
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byl obal tvoren mixovanou DNA-2/TOEG-6 monovrstvou. DNA-1 a DNA-2 nejsou
komplementarni, proto by nanocéastice nemély interagovat. Po pridani duplexu do
roztoku by se jeho lepivé konce mély navazat na jedné strané na DNA-1 a na druhé
strané na DNA-2, ke kterym jsou komplementarni. Pokud je zachovana funkcionalita
DNA, tak by se mély nanocastice shlukovat. Celd reakce je schematicky zobrazena
na Obr. 2.18.
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Obr. 2.18: Schéma testovani specifity na funkcionalizovanych zlatych nanocésticich.
Nanocéstice v roztoku jsou obaleny ssDNA/TOEG-6 monovrstvou, kde jednotlivé jed-
novlaknové DNA nejsou navzajem komplementarni. Do roztoku je ndsledné pridan duplex,
ktery ma lepivé konce (malé Sipky v obrazku) komplementarni k ssDNA na obou typech

nanocastich. Zachovani funkénosti DNA pak 1ze poznat z toho, Ze se Castice shlukuji.

Pro experimenty byly pouzity metody spektrofotometrie a dynamicky rozptyl
svétla. Vykreslend spektroskopicka data jsou na Obr. 2.19. Z grafu mizeme vycist,
ze se s pridanim duplexu snizuje absorbance (extinkce). Je to dano tim, ze v roztoku
se vytvareji shluky, které si sedaji na dno. V kyveté byla vidét na dné fialovo-seda
zrnka agregati. Diky tomu, Zze absorbance je pfimo imérna koncentraci nanocastic

(viz kapitola 5), muzeme z grafu vy¢ist prubéh reakce.

Snizujici se a rozsitujici se extinkéni pik okolo 520 nm ukazuje na agregaci
nanocastic po pridani duplexu. Roztok obou typt nanocastic (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 méreny ihned po
smichani obou roztokt dohromady; a hodnoty s oznacenim 0 min, které byly ziskany
tésné pred tim, nez byl do roztoku ptidan duplex. Cely tento experiment probihal
pri 1M koncentraci NaCl v roztoku. V grafu na Obr. 2.19 mizeme vidét snizujici
se pik v absorbanci, ktery znac¢i snizujici se koncentraci samostatnych nanocastic,

které se diky duplexu shlukuji a sedaji na dno kyvety.
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Obr. 2.19: Absorbance roztoku nanocéstic s pridanim duplexu v 1M NaCl. Kontrola byla
méfena 1 h pred samotnym méfenim. Casovy tidaj odpovida ¢asu po ptidani duplexu do
roztoku. Postupem cCasu muzeme vidét snizujici se absorbance. To je dano shlukovanim
jednotlivych nanocastic. Jiz po 10 minutach byla koncentrace samostatnych nanocastic
poloviéni oproti kontrole, tzn. 50 % ¢astic jiz je navazédno jedna na druhou diky duplexu
a tvori shluky. Shlukovdni dokazuje zachovani schopnosti hybridizace ssDNA, kterd je
v mixované monovrstvé, s komplementarnim retézcem, v tomto pripadé lepivym koncem

duplexu.

Meéreni DLS probihalo stejné jako v prechozim pripadé, pouze po pridani duplexu
byl roztok zméren jen jednou a to po péti minutach od pridani. Vysledek mizeme
vidét na Obr. 2.20. Na zacatku byly nanocastice v roztoku samostatné a po pridani
duplexu se zacaly navazovat a tvorily vetsi shluky. Po péti minutach (Obr. 2.20 B)

pak v rozlozeni velikosti miizeme vidét nartst okolo 1 pm.

Z obou méreni tedy vyplyva, Ze nanocastice pripravené podle vyse uvedeného
postupu maji stale dostupné jednovlaknové DNA k tomu, aby se mohly specificky

navazat na komplementarni retézce.

Zavedeni molekuly TOEG-6 do obalové vrstvy nanocastic chrani nanocastice vici
okolnim vliviim pH, koncentrace ionti soli, které mohou zptsobovat nespecifické
interakce a agregaci nanocastic. Zaroven ale ponechava molekule DNA jeji funkéni
vlastnosti - schopnost se specificky vazat na komplementarni fetézce DNA | coz znaci

velké shluky nanocastic.
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Obr. 2.20: Vysledky z méreni dynamického rozptylu svétla. Smichany roztok nanocas-
tic s mixovanymi monovrstvami DNA-1/TOEG-6 a DNA-2/TOEG-6 (A). Roztok po 5
minutdch od priddni duplexu do roztoku (B). Ve vysledcich jde vidét tvorba agregatu
s prumeérem okolo 1 um po pridani duplexu. To potvrzuje, ze jednovldknova DNA v
mixované monovrstve je stale schopnd hybridizace s komplementarnim retézcem, v tomto

pripadé s lepivym koncem duplexu.
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3 OPTICKE VLASTNOSTI FUNKCIONALIZO-
VANYCH NANOCASTIC

Pokud méfime optické vlastnosti koloidnich nanocastic spektroskopicky, vétsinou
meérime extinkci nebo absorbanci. Obé tyto veli¢iny se daji vypocitat z polarizovatel-
nosti a. Ta zavisi na mnoha faktorech jako jsou naptiklad materidl jadra nanocéstice,
velikost, tvar a také na dielektrickych vlastnostech okoli. Elektrické pole vybuzeného
plazmonu totiz zasahuje jak dovnitt jadra nanocastice tak i do jejiho okoli, kde je
evanescentné tlumeno. Zména dielektrické funkce v okoli nanocéastice tak muze
vyvolat posuv detekovaného extinkéniho piku ve spektru [21].

Pro funkcionalizovanou nanocastici, tedy obalenou vrstvou o urcité dielektrické
funkei e existuji odvozené vztahy pro jeji polarizovatelnost [22]. Ty byly odvozeny
pro nanocastice nachazejici se ve vakuu (6(8) = 1) a vychézeji z Mieho teorie. V ex-
perimentech, které jsou soucasti této diplomové préce, se ale nanocéstice vyskytuji
v roztocich a pro simulace jsou zévéry z této a podobnych pracich nevhodné. V [23]
byl odvozen vztah i pro obalenou nanocastici v prostiedi, ale pro vétsi nazornost
tento vztah odvodim i zde.

Nanocastice jsou cca 25x mensi nez vinova délka zareni, ktera se pouziva ke
zkoumani jejich optickych vlastnosti. Proto je pro simulace extinkce a absorbance
koloidnich nanocastic mozno pouzit kvazistatické aproximace. Ta predpoklada, ze
pole ma uvnitt nanocastice stejnou fazi. Pokud tedy nechame na kulovou nanocastici

(Obr. 3.1) pusobit externi pole
69 = _Fypeos, (3.1)

bude se v nanocastici budit dip6lovy moment p imérny jeji polarizovatelnosti ay

p = o Ep. (3.2)

Pak muzeme predpokladat rozlozeni potencidlii v jednotlivych materidlech nésle-
dovné:

¢ = C9p~% — Eyp, (3.3)

o™ = Ap+ Bp~?, (3.4)

oV =Wy (3.5)

kde ¢(® je potencial vné obalené nanocastice, tzn. v prostiedi s dielektrickou funkei
£© . ¢™) je potenciél ve vrstve s diel. funkei ™ a ¢ je potencidl v kovovém jadie
nanocastice (6(1)) a A, B,CY a C® jsou konstanty.

1V této kapitole budu pouzivat horni index (e) jako externi, pro médium v okoli nanocastice,
(m) pro monovrstvu ¢i obal nanocéstice a (i) jako interni, tzn. index pro veli¢iny uvniti samotného

jadra nanocastice.
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Obr. 3.1: Schema feseného problému. A: Dielektrické funkce e jednotlivych ¢ésti,
polomeér jadra nanocastice r a polomér celé nanocastice i s obalem R. B: Pouzité sférické

souradnice.

Po aplikaci podminek spojitosti potencialu a normalovych slozek elektrické in-

dukce na rozhranich p=rap=~R

¢(i) (b(m)‘
p=r’
p=r
m|
¢ —Qb pZR’
p=R
0OV (w08 |
0P o=y 0p e
(m) 09 @209
I |, g I |,

a po dosazeni ze vztahu 3.3-3.5 ziskdme soustavu rovnic

COr = Ar + Br2, (
AR+ BR™?=CYR™? — EyR, (
W00 = g {A — 237”’3} , (
e™ |A+ BR™| =& [-2CC R - Ey|. (
Vynasobenim rovnice 3.6 virazem % /r a odectenim rovnice 3.8 dostaneme
0=A (a(i) - 6(m)) + Br—? (g(i) + 25(m)) : (3.10)
Vynasobenim rovnice 3.7 vyrazem 2¢() /R a pfi¢tenim rovnice 3.9 dostaneme

A (25(6) + 5(m)) + BR™? (25(8) - 25(“1)) = —3c@E,. (3.11)
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Resenim rovnic 3.10 a 3.11 jsou koeficienty A a B:

3R E, (E(i) + 25(m))

A= ‘ .
2r3 (g(l) — g(m)) (g(e) — g(m)) — R3 (g(l) + 25(“1)) (25(6) —+ 5(m)>’

3R3r3e©) [ (e(i) — e(m))

B =— . : :
o3 (g(l) — g(m)) (g(e) — 5(m)> — R3 (5(1) + 25(“1)) (25(6) + 5(“1))

7 téchto koeficientt se jiz daji dosazenim do rovnic 3.6 a 3.7 vyjadfit koeficienty C'0)
a C),

o — —9R3e)em By
o A3 (g(m) — g(i)) (g(e) — g(m)) + R3 (g(i) + Zg(m)> (25(9) + g(m))’
3 3 () _ o(m) (e) m)) _ R3 (0 (m) (e) _ o(m)
C(e):REo[r (5 € )(5 + 2¢ ) R(e + 2¢ )(5 € )}

3 (g(m) — 5(1)) (g(e) — 5(m)> + R3 (g(i) + Qg(m)) (25(6) + g(m))
(3.12)

Pro pole v okoli dipdlu plati:

D C(e)
Y _ T B
Ae© — Fy

z ¢ehoz po tpravé dostavame vyraz

C©)
Ey

p = 4re® Ey,

ktery je jiz podobny rovnici 3.2 a jiz muzeme vyjadrit polarizovatelnost:

c©
o = 4re'® ( ) .

Ey
Pro dosazeni realnéjsich vysledki pouzijeme radiac¢ni korekci platnou pro ab-
sorbujici nanocéstice s konstantnim polem uvnitt [24]

O{—L
S I R
Gre(® <0

kde « je radiacné korigovana polarizovatelnost a k je vlnovy vektor. 7 radiacné

korigované polarizovatelnosti jiz dostaneme métitelnou extinkei [25]

Ot = kIm(a).
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3.1 Vliv velikosti obalu na extinkci

Citlivost nanocastic na zménu v okoli (obal, médium) je zajisténa evanescentni po-
vahou elektrického pole od plazmonu, které zasahuje od povrchu ¢astice smérem do
okoli. Aby zména okolniho prosttedi méla méritelny vliv a posouvala extinkéni ma-
ximum ve spektru, musi se zména projevovat v oblastech s dostatecnou intenzitou

elektrického pole.

Vhodnou aproximaci tlumeni pole od plazmonu je exponencidlni pokles inten-
zity se vzdalenosti od rozhrani jadro—obal. To znamend, ze detekci zmén v okoli
nanocastice (vlivem obaleni) muzeme efektivné méfit jen ve velmi malé oblasti okolo
nanocastice (jednotky az desitky nm - zalezi na velikosti nanoc¢astice a na konfiguraci
experimentu) [21]. Elektrické pole plazmonu totiz musi mit dostatecnou intenzitu
v objemu, kde se vaze analyt ¢i dochéazi k jakékoliv zméné. Na druhou stranu nemuze
pole zasahovat daleko, protoze by se zména uskutecnovala jen v malé c¢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 extinkéniho

spektra nedal pozorovat. O tomto vice pojednavam v kapitole 4.1.

Vliv velikosti obalu na extinkci nanocastice jsem simuloval vypoc¢tem v programu
Matlab. Vykreslena spektra budou odpovidat velikosti zlatych nanocastic o priméru
d = 15 nm. Jako dielektrickou funkci obalu jsem zvolil konstantni funkci ¢™) = 2,
ktera by mohla, alespon ptiblizné, odpovidat neabsorbujici vrstvé biomolekul [20].
Okolni prostiedi (¢ bylo simulovino jako voda a jadro nanocastice e jsem zvolil
jako zlato [27].

Vypocitany vliv zmény velikosti obalu na extinkéni spektrum zlaté nanocéstice
ve vodnim prosttedi je na Obr. 3.2. Ze spektra lze usuzovat, ze extinkéni maximum
se nachéazi v jinych vinovych délkach pro rizné velikosti obalu. Maximum extinkce
ale i méni svou intenzitu, a proto je lepsi spektra normovat. Z normovanych spekter
pak muzeme mnohem lépe vidét posuv maxima ve spektru vinovych délek. Nor-
movana extinkéni spektra jsem vykreslil na Obr. 3.3 a odectenou zavislost posunuti

extinkéniho maxima na velikosti obalu jsem zpracoval na Obr. 3.4.

Na grafu na Obr. 3.4 mtzeme vidét, ze posuv rezonance ve spektru neni moc
velky, presto neni zanedbatelny. Musime ale pocitat také s tim, ze pti zméné velikosti
nanocastice nebo materialu jadra bude posuv odlisny. Pti zvétseni jadra nanocastice
bude pti zachovani tloustky vrstvy posun mensi a naopak. Pii zméné materidlu
muzeme dosahnout zvétseni citlivosti. Pokud by bylo jadro nanocastice napriklad
ze stiibra, byla by rezonance obalem vice ovlivnéna (viz Obr. 3.5). Bohuzel stfibrné
nanocastice nejsou pro pouziti v bunkach vhodné, protoze vykazuji baktericidni

vlastnosti.
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Obr. 3.2: Extinkéni spektrum 15nm zlaté nanocédstice obalené ruzné tlustou vrstvou o
dielektrické funkei e™) = 2 umisténé ve vodném prostiedi. Extinkén{ maximum se posouvé

a méni se intenzita.
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Obr. 3.3: Simulované normované extinkéni spektrum 15nm zlaté nanocastice obalené
rizné tlustou vrstvou o dielektrické funkci e™) = 2 umisténé ve vodném prostiedi. Z
kiivek je patrné, ze maximum extinkce se posouva s rostouci tloustkou monovrstvy do

vétsich vlnovych délek.
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Obr. 3.5: Simulované normované extinkéni spektrum 15nm stiibrné nanocastice obalené
vrstvou o e™) = 2 (A). Posuv rezonanéni frekvence vlivem obaleni vypocitany z mod-
elu(B).

3.2 Meéreni optickych vlastnosti funkcionalizovanych

nanocastic

Extinkéni spektra nanocastic jsou méritelna spektrofotometrii, kde extinkce je primo

umeérnd absorbanci (viz kap. 5).
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Aparatura na méreni

Pro experimenty jsem v réamci feseni projektu IMPI? navrhl a sestavil jednoduchy
pripravek na méreni spektrofotometrie koloidnich roztok, jehoz schéma je na Obr.
3.6. Celou aparaturu lze pouzit nejen na méreni proslého svétla, ale také i na méreni
intenzity rozptylené na nanocésticich pod thlem 90°. Néakres této aparatury je na
Obr. 3.7. Tato aparatura je nyni vyuzivana pro optickd méreni nejen koloidnich roz-

tokt kovovych nanocéstic, ale i jinych materiali (napt. uhlikovych nanotrubicek).

Rozptylené svétlo

— T Kyvetas [ &
Zdroj Optické vlakno Rolaidii I Obticks vigkno ?i’egtrometr
. roztokem ="

Vyrobena [EE
aparatura

Kolimatory

Obr. 3.6: Schema méreni na vyrobené aparature.

Obr. 3.7: Nakres vyrobeného pripravku. Uprostied je misto pro kyvetu a z kyvetového
prostoru vedou ¢tyri otvory se zavitem pro kolimatory. Po vlozeni kyvety se aparatura

jesteé priklopi krytem, ktery odstinuje okolni svétlo.

3.2.1 Experimenty

Na ovéreni modelu uvedeného v kapitole 3 jsem proméril funkcionalizované zlaté
15nm nanocastice. Podle postupu popsaného v kapitole 2.5 jsem pripravil 4 roztoky
nanocastic funkcionalizovanych mixovanou DNA-3/TOEG-6 monovrstvou. Jako

’Inovace mezioborového studia prirodnich ved a inzenyrstvi - viz

http://physics.fme.vutbr.cz/impi/ .
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paty, referencni, roztok jsem pouzil nanocastice pokryté citratem (takto byly za-
koupeny). Tyto roztoky jsem napipetoval do jednotlivych kyvet a proméril na
aparature. Vysledna spektra jsou vyobrazena na Obr. 3.8. Ve spektrech je patrny
posuv extinkéniho maxima nanocastic se zvétsenim obalu. Vsechny ¢tyti roztoky
nanocastic s mixovanou monovrstvou maji témer identicky prubéh absorbance a
maximum tototo piku se nachdzi na (522,0 + 0,3) nm. Nanocéstice obalené cit-
ratem maji maximum na kratsi vinové délce - (520,1 £ 0,3) nm. Posuv rezonan¢niho

maxima je tedy (1,9 £ 0,6) nm.

—citrat
—mix 1
—mix 2
—mix 3
—mix 4

|
4?50 500 550 600 850 700
Vinova délka / nm
Obr. 3.8: Spektrofotometrické meéreni roztoku zlatych nanocastic obalenych citratem
(citrat) a mixovanou DNA-3/TOEG-6 monovrstvou. V normovanych absorbancnich spek-
trech lze vidét posuv maxima rezonance diky zméné obalu nanocéstice. Jde také videét

dobrou shodu vsech ¢tyT roztokt s mixovanou monovrstvou na povrchu nanocastic.

Abych mohl porovnat model s experimentem, potrebuji znat velikosti molekul,
které se v obalové monovrstvé nanocastice nachazeji. Citratova molekula obsahuje 6
atomi uhliku, z toho pét navazanych v hlavnim fetézci a jeden v Tetézci postrannim.
Podle [28] by mél tento Tetézec mit délku cca 0,55 nm. Molekula TOEG-6 je mnohem
vetsi - jedendctiuhlikovy fetézec a hexa(ethylen glykol). Tato molekula by podle [17]
méla dosahovat délky okolo 3,64 nm. Molekula pouzité jednovlaknové DNA ma
délku 38 bazi, tzn. pri délce 0,3 nm na jednu bazi je délka této molekuly 11,4 nm.
S touto délkou ale nebudu pocitat, protoze jednovlaknova DNA je velice flexibilni a
ve vzpiimeném stavu se nachazi jen v dvousroubovici.

Z modelu vychazi pro zménu velikosti obalu z 0,55 nm na 3,64 posunuti maxima

ve spektru o 3,6 nm, jak je zobrazeno na Obr. 3.9.
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Obr. 3.9: Model posuvu extinkénfho maxima v zdvislosti na velikosti obalu o (™) = 2.
Cervené je vykreslena velikost citratového obalu (0,55 nm [28]) a zelené velikost vrstvy z

molekul TOEG-6 (3,64 nm [17]), které uddvaji velikost kompaktni monovrstvy.

Ve srovnani vychézi v modelu posun extinkéniho maxima o 3,6 nm a z experimen-
tu (1,94 0,6) nm. To mize znamenat, ze mixovand monovrstva neni kolem nanoc¢és-
tice tak kompaktni, a tudiz dielektricka funkce obalu je nizsi nez predpoklddana. Na
nekompaktnost vrstvy muze mit vliv délka jednovlaknové DNA, ktera je priblizné
3x delsi nez molekula TOEG-6. Jelikoz je molekula velice flexibilni, mize dochazet
k tomu, ze v monovrstvé nebude vhodné orientovana a tudiz monovrstva nebude tak
kompaktni. Dalsim faktorem mitze byt také orientace molekul na povrchu nanocas-
tic. Na rovnych povrsich se molekuly TOEG-6 maji tendenci orientovat pod tihlem,
coz snizuje tloustku monovrstvy zhruba o tretinu. Kdyby se takto orientovaly i
na povrchu nanocastic, pak by z modelu vychéazel posuv extinkénitho maxima o
2,66 nm. Dalsim moznym vysvétlenim je nespravné odhadnuta dielektricka funkce

obalu v modelu.

Abych si ovéril, zda molekula DNA snizuje hodnotu dielektrické funkce obalu
oproti molekule TOEG-6, tak jsem provedl experimenty s nanoc¢asticemi obalenymi
pouze molekulami TOEG-6. Ze ziskanych spekter (Obr. 3.10) jsem odecetl pozice
maxim. Pro citradtem pokryté nanocastice se absorbanéni maximum nachazi na
(520,24 0,3) nm a maximum nanoc¢éstic funkcionalizovanych molekulou TOEG-6 se
nachézi ve vinové délce (523,6+0,3) nm. Pozorovany posuv byl tedy (3,44 0,6) nm.

Tato hodnota uz odpovida modelu.

Tyto vysledky naznacuji, ze molekula DNA v monovrstvé snizuje dielektrickou

funkci monovrstvy. Zaroven tyto experimenty ukazaly, ze kvazistatickd aproximace
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s radiacni korekci je velice dobrym ptiblizenim experimentalnich vysledkii.
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Obr. 3.10: Spektrofotometrické méfeni nanocastic obalenych citritem ve srovnani
s nanoc¢asticemi funkcionalizovanymi molekulami TOEG-6. Opét je zfetelny posuv ex-
tinkéniho maxima po vytvoreni objemnéjsiho obalu okolo nanocastic. Ve spektru citratem
obalenych nanocastic je vidét okolo 655 nm artefakt a celé spektrum je trochu zasumeéné,

ale na tendenci a polohu maxima krivky to vliv nema.

38



4 PLAZMONICKE STRUKTURY PRO DETE-
KCI BIOMOLEKUL

O moznosti pouziti plazmonickych struktur pro detekci biomolekul jsem jiz psal
ve své bakalaiské praci [3]. V praci jsem zminil moznosti pouziti LSPR' senzorti
na detekci antigenti, protilatek nebo jinych biomolekul. Tyto senzory jsou reseny
pomoci plazmonického rezonatoru na povrchu. Vétsinou se vyuziva kiemik nebo
sklo, ale jsou také snahy o vyrobeni téchto struktur na nanokrystalickém diamantu
(NCD). Plazmonické struktury se nejcastéji vyskytuji v podobé antén a diméru
antén. Nejjednodussim typem takové antény je obdélnik pripadné dva obdélniky
oddélené tenkou mezerou dosahujici maximalni délky nékolika desitek nanometri.
Cim je tento ,,gap“ mensi, tim dochézi k vétsimu zesileni elektromagnetického pole
uvnitt mezery mezi obéma raménky rezonatoru. Pri detekci biomolekul se nejvétsi
citlivosti takovéhoto senzoru dosahuje tim, ze se cilova molekula ptivede do této
mezery a nejvice ovlivni vlastnosti rezonatoru. Bohuzel navadéni biomolekul do
tohoto ,,gapu neni jednoduché a tyto molekuly adsorbuji i na jind mista kovovych
nanostruktur. Proto jsem v ramci diplomové prace studoval optické vlastnosti pouze
jednotlivych antén.

Zajimavou praci v oblasti, kterou i na Ustavu fyzikdlnfho inZenyrstvi v blizké
budoucnosti budeme chtit minimalné zopakovat, publikoval védecky tym z Barcelony
[29]. Vyuzivaji plazmonické antény k detekei rakovinnych markera v séru. Detekce
markert chorob ¢i mikrobialnich toxint bez jakéhokoliv znaceni je podle mé spravna
cesta, kterou by se oblast detekce biomolekul méla ubirat.

V tomto ¢lanku ukazuji zménu rezonancéni vinové délky v zavislosti na pokryti
antény. O néco podobného jsem se pokousel jiz ve své bakalarské praci za pomoci
metody infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), ale experi-
menti 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 clankem [29] a vyvodil z toho vysledky, které
by mély byt zakladem pro dalsf smétovani detekee biomolekul na Ustavu fyzikalniho
inzenyrstvi VUT v Brneé.

Experimentalni ¢ast této kapitoly rozdélim do dvou ¢asti - detekce pomoci FTIR

a pomoci jinych optickych méreni.

17 anglického Localized Surface Plasmon Resonance - Lokalizovana plazmonové rezonance
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4.1 Srovnani povrchi a antén

Existuji dvé metody pro detekci biomolekul. Jedna je zalozend na propagaci povr-
chovych plazmovych polaritonech (SPP) a druhd na lokalizované plazmonové re-
zonanci (LSPR). Jelikoz obé metody zkoumaji zménu efektivniho indexu lomu,
muzeme se na jejich citlivost podivat z tohoto hlediska. Zména indexu lomu je
déna hloubkou primiku (l4) a tloustkou vrstvy biomolekul (dy) takto [30]:

b,

Anes = An (1 - e’db/ld) o An, (4.1)

d

kde An = n, — n, je kontrast mezi analytem (vrstvé biomolekul) a rozpoustédlem
(napt. vodou). Aproximace plati, pokud d;, < l4. Tato podminka je pro typické
plazmonické senzory splnéna, protoze typicka hloubka priniku je cca 20 — 40 nm
a tloustka vrstvy biomolekul je typicky velka nékolik nanometri. 7 rovnice 4.1 je
ziejmé, ze ¢im mensi bude [y, tim bude vétsi zména efektivniho indexu lomu. Diky
tomu, ze objemova senzitivita i hloubka priniku je pro SPP senzory o rad vétsi nez
u LSPR, muzeme ocekavat podobné vysledky u obou senzorti. Toto bylo potvrzeno
v [31]. Navic zde bylo poukazano na to, ze pokud se vhodnym zpusobem upravi
hloubka, mohou LSPR senzory byt citlivéjsi. Na druhou stranu jsou LSPR senzory
jsou v tom, ze maji mensi citlivost na objemovy index lomu, to znamend, Zze neni
potifeba takova tepelna stabilita, dale je to moznost konfigurace experimentu jak v
trasmisnim, tak reflexnim uspofdddni. Tohoto se vyuZiva k vytvoien{ lab-on-chip?
senzorti. Proto se v této praci zabyvam uzitim plazmonickych antén jako LSPR

senzoru.

4.2 Plazmonické struktury v infracervené oblasti

Infracervend (IR) oblast zareni (0,78 — 1000 pm) se ve spektroskopii vyuziva na
zjistovani chemického slozeni latek. Prti priichodu latkou se infracervené svétlo
pohlcuje a budi rtzné rotacné-vibracni energetické stavy molekul. K tomu je za-
potiebi, aby molekula méla minimalné jednu vazbu, ktera je alespon slabé polarni.
To znamend, ze latka obsahuje rizné atomy ve své molekule. Pri pohlceni en-
ergie elektromagnetického zareni dochazi ke zméné dipélového momentu molekuly.
Vibraéné-rotac¢ni prechody se nachézeji ve stfedni infracervené oblasti (MIR 2,5 —
25 pm) a vyssi harmonické frekvence téchto prechodu se nachazeji v blizké IR oblasti
(NIR 0,78 — 2,5 pm). V této oblasti plazmonické struktury maji rezonanci podle vz-

tahu uvedeného v mé bakalarské praci [3]: A, = 21 nef, kde [ je délka antény a

2 Anglicky nézev pro laboratof na ¢ipu
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nes je efektivni index lomu v okoli antény. Efektivni index lomu je v pripadé zlaté
antény na kiemiku velice podobny indexu lomu kfemiku (3,4), protoZe nejvyssi in-
tenzita pole v okoli antény je pravé na rozhrani kiemik - anténa - okolni prostiedi
(Obr. 4.1). Tento efektivni index lomu muzeme snizit podleptanim antény [32] nebo

narustem nativniho oxidu kifemiku.

Vakuum

Al anténa i

Kremik

Obr. 4.1: Intenzita elektrického pole v okoli antény. Sveétlejsi oblasti znaci vétsi intenzitu

el. pole. Pfevzato a upraveno z [33].

Plazmonické nanostruktury ale zesiluji jen c¢ast spektra, a proto je potieba nas-
tavit rezonanci do oblasti, kde zkoumané molekuly maji povolené vibrac¢ni prechody.
Tohoto efektu se vyuziva u povrchové zesilené infracervené spektroskopie (SEIRA -
Surface Enhanced InfraRed Absorption).

Antény pro MIR oblast maji typicky mikrometrové rozmeéry, a proto je jejich
hloubka pruniku velkd. To znamend, Ze zména efektivniho lomu bude mald (viz
rovnice 4.1). Diky tomu bude posuv rezonanc¢ni vlnové délky nezaznamenatelny.

Jedinou vhodnou metodou detekce biomolekul je tedy jiz zminiovand SEIRA.

4.2.1 Meéreni infracervené spektroskopie

Pro experimenty byly vyuzity antény vyrobené ve spolupraci s Be. O. Metelkou.
Pro experimenty byla pfipravena velkd skiala rozméru antén i rizné tvary (disky,
obdélniky). Pro demonstraci vysledku jsem vybral zlaté disky o priméru 1 pm na
kiemiku (Obr. 4.2). Tato anténa ma piihodnou délku pro pozorovani vibra¢nich
stavi molekul DNA.

Tyto antény jsem funkcionalizoval mixovanou ssDNA /TOEG-6 monovrstvou po-
dle stejného postupu jako v kapitole 2.3. Ve vibracnim spektru jsem tak ocekaval jak
vibra¢ni stavy molekul DNA | tak molekul TOEG-6. Vibrac¢ni spektra obou molekul
jsou vidét na Obr. 4.3.
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Obr. 4.2: Snimek z rastrovaciho elektronového mikroskopu jedné z antén pouzitych pti

experimentech. Snimek byl porizen O. Metelkou.
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Obr. 4.3: Absorpce molekul poly(etylen glykolu) (A), molekul jednovldknové DNA (B -
¢ervend) a dvouvldknové DNA (B - ¢ernd). @Brazky prevzaty a upraveny z [34], respektive

z [35).



Bohuzel muzeme vidét, ze vétsina absorpce molekul DNA je zrovna v oblasti, kde

ma absorpci voda (Obr. 4.4) a v téchto mistech je velice tézké néco identifikovat.

Absorbance

30 35 40 45 50 55 60 6.5 70 135 80 &5 90
Vinova délka / um

Obr. 4.4: Absorpéni spektrum vodnich par v infracervené oblasti. Prevzato a upraveno
z [34].

Piky, které tedy mizeme ve FTIR spektru identifikovat z molekuly DNA jsou
piky nachazejici se na 1050 cm ™t ~ 9,534 um a 962 cm ™! ~ 10,395 um a z molekuly
TOEG-6 je nejvyraznéjsi pik na 9,050 um pripadné 3,478 pum.

V experimentu jsem bohuzel zadné takovéto piky nenasel na zadném vzorku, aft
uz jsem meénil velikost antény, tvar ¢i jsme zkouseli antény podleptat. Pro ilustraci
uvedu pouze spektrum nepodleptanych 1um zlatych diskt na kfemiku. Ve spektru
téchto antén (Obr. 4.5) muzeme vidét vibra¢né-rotacni piky vodnich par v oblasti
5— 17,5 pm. Dale se ve spektru nachazi pik od COsy kolem 4,25 ym. Ve spektru
se jesté v oblasti okolo 2,75 pum se nachéazi absorpéni piky od Si-O-H vazby a na
zacatku spektra pod 2 pm podléhéd spektrum rusivym vliviim diky optice. Zadné
dalsi piky se ve spektru nenachézi, coz vyvraci pritomnost jakékoliv monovrstvy
na povrchu antén. Bohuzel se mi nepodarilo zvladnout techniku povrchové zesilené
infracervené spektroskopie, protoze jsem v zadném v z namétrenych spekter nenasel
vibra¢né-rotac¢ni piky od molekul ssDNA nebo TOEG-6, které byly na povrch antén
navazany. Tento neuspéch mize byt zptsoben nedostatecné dlouho odebiranymi
spektry, coz je ale velmi nepravdépodobné diky zesileni pole v oblastech absorpce.
Dalsim moznym divodem netspéchu muze byt vystaveni vzorku kyslikovému plaz-
matu pred samotnou funkcionalizaci. I kdyz byla pouzita rtizna nastaveni slozeni
plazmatu (25 % O4 i 75 % Os), byl vysledek stejny az na velikost piku okolo 2,75 pm,
coz je zpusobeno nartstem silnéjsi vrstvy nativniho oxidu. Expozice v plazmatu zpt-
sobi rlist oxidu na povrchu mezi antenami. Oxid tak roste i v blizkosti anten, kde
antény nejvice zesiluji elektriské pole (Obr. 4.1). Zesileni signdlu od biomolekul
je tak nevyrazné a ve spektru se vibrac¢né-rotacni absorpéni piky témér neprojevi.

Nepritomnosti molekul ssDNA a TOEG-6 to byt nemiize, protoze byla na vzorcich
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Obr. 4.5: Spektrum ziskané pomoci FTIR spektroskopie. V oblasti 5—7,5 um se nachézi
vibra¢ni piky od vodnich par, okolo 4,25 pum se nachazi pik od molekuly CO2. V okoli
2,75 pm se nachazi absorpce Si-O-H vazby.

provedena analyza pomoci metody XPS (podobné jako v kap. 2.6.3), kterd pritom-
nost obou téchto molekul na vzorku potvrdila.

4.3 Plazmonické struktury v optické oblasti

Opticka oblast (400—780 nm) je jiz z hlediska absorpci molekul nevyznamné. Pokud
se ale s rezonanci plazmonickych struktur dostaneme do optické oblasti, jesté vice se
snizi hloubka pruniku oproti IR oblasti. Pak z rovnice 4.1 vyplyva jesté vétsi zména
efektivniho indexu lomu. Vétsi zména efektivniho indexu lomu jiz dava moznost

sledovat posuvy rezonancnich vlnovych délek struktur.

V jiz zminovaném clanku [29] byly sledovéany zmény efektivniho indexu lomu v
okoli antén s rezonanci na vinové délce 800 nm v podélném a na 680 nm v transverzal-
nim médu (viz Obr. 4.6). Tyto antény maji rozmér 200 x 105 nm a 50 nm na vysku
a byly vyrobeny na skle. Pro experimenty byl vybran podélny méd 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 rizné koncentrace streptavidinu od 1 ng/ml do
10 pg/ml byl detekovan posuv rezonanc¢ni vlnové délky antény v rozsahu od 0,1 do
3 nm podle koncentrace (viz Obr. 4.7).
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Obr. 4.6: Na plasmonické anténé obdélnikového typu se daji vybudit 3 zdkladni re-

Vyskovy mod

zonan¢ni mody. Podélny, transverzalni a vyskovy. Pri kruhovych anténach podélny a

transverzalni médy splyvaji.
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Obr. 4.7: Detekce posuvu rezonancéni vinové délky v redlném case. Cisla napravo znaci

koncentraci streptavidinu v ng/ml. Pfevzato a upraveno z [29].

Podobné méreni opakuji jesté s jinymi typy a velikostmi biomolekul. Podle mého
nazoru rezonance v podélném maédu (vétsi hloubka priniku) byla zvolena proto,
ze experimenty byly primarné smérovany k detekci rakovinnych markerti, kde po
navazani na detekéni monovrstvu na anténkach ma cela tato struktura 10 — 15 nm.
Pro experiment s biotinylovanymi molekulami TOEG-6 a streptavidinem by bylo
kvuli zvyseni citlivosti vhodné zkusit v transverzalnim nebo vyskovém modu. Tuto
citlivost predvedu na experimentu, ktery jsem provedl ve spolupraci s Ing. Petrem

Dvorakem.
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4.3.1 Meéreni antén v optické oblasti

Pro experimenty v ramci této ¢asti diplomové prace jsem pouzil zlaté antény na
kremikovém substratu vyrobené ve spolupraci s O. Metelkou. Diky simulacim Ing.
Martina Hrtoné bylo zfejmé, Ze by se tyto antény, byt by mély jakkoliv malé rozmeéry,
podélnym ani transverzalnim médem do optické oblasti nedostaly diky vlastnostem
kiremiku. Bohuzel pro experiment nebyly dostupné ani antény na skle, a tak jsem
zvolil jiny pristup. Ten spoéival v méreni vyskovych médu antény (Obr. 4.6), které
jsou vybuditelné v usporadani méreni v temném poli. Tento méd je daleko méné
ovlivnén substratem, protoze intenzita elektrického pole je nejvétsi na hornich rozich
antény (viz Obr. 4.8).
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Obr. 4.8: Rozlozeni intenzity elektrického pole pii vybuzeném vyskovém médu plazmon-
ické rezonance antény. Nejvyssi intenzita se nachdzi v hornich rozich antény, a proto
rezonance je daleko méné ovlivnéna substratem (kfemikem) ve srovnani s podélnym ¢i
transverzalnim médem zobrazeného na Obr. 4.1. Simulace byla provedena Ing. Martinem

Hrtoném.

Ve spolupraci s Ing. Petrem Dvordkem jsem proméril jsem cca 10 rtznych ve-
likosti a tvart antén. Pro demonstraci vysledki jsem zvolil kruhové zlaté antény
s polomérem 167 nm a vyskou cca 60 nm na kiemikovém substratu (Obr. 4.9),

ale vysledky vsech ostatnich vzorka byly velice podobné. Tyto antény jsem pred
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Obr. 4.9: Snimek kruhovych antén pouzitych v experimentu porizeny na rastrovacim
elektronovém mikroskopu LYRA3 O. Metelkou.

samotnym meéfenim nechal v 25% kyslikovém plazmatu a ofoukl dusikem. Ihned po
zméreni spektra ¢istych antén jsem cely vzorek ponofil do 300uM roztoku TOEG-6.
Po 30 minutach jsem vzorek vytahl, omyl, osusil dusikem a zméfil znovu. Spektra

ziskana pomoci spektroskopie v temném poli jsem zobrazil na Obr. 4.10.
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Obr. 4.10: Naméfené spektrum pole kruhovych antén s vyskou 60 nm a polomérem
167 nm. Spektrum bylo méfeno v konfiguraci temného pole, aby se vybudil vyskovy mod

antén.

Spektru dominuje pik od vyskového médu plazmonické rezonance antény okolo

523 nm. Ve vykreslenych datech se jesté objevuji dalsi piky. Jeden okolo 440 nm a
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druhy v oblasti okolo 635 nm. Ten prvni by mohl byt néktery z vyssich harmonickych
frekvenci podélného médu antény ¢i jinak korespondovat s velikosti antény. Druhy
pik, okolo 635 nm, by mohl souviset s nerovnostmi na povrchu antény. Nékdy se totiz
stane, ze v pribéhu procesu pripravy antén se vytvori po obvodu antény ,hradba®
Zde je ale intenzita tohoto piku tak mald, ze muzu fici, zZe se hradba na téchto
anténach témer nevyskytovala.

Pro detekci biomolekul v optické oblasti je rozhodujici posuv rezonancéni vinové
délky plazmonické nanostruktury. V namérenych datech je tento posuv velice dobte
viditelny. Rezonance se po funkcionalizaci molekulami TOEG-6 posouva z vinové
délky (522,9 +0,3) nm na vinovou délku (527,8 +0,3) nm. Jednd se tedy o posuv o
(4,9+0,6) nm.

Ve srovnani s [29] je posuv rezonan¢ni vinové délky vétsi. To ale muze byt
zpusobené tim, ze v ¢lanku byly experimenty provadény v pritocné komitrce, tudiz
okolni médium nebyl vzduch, ale voda, kterd mé index lomu blizsi indexu lomu
monovrstvy. Na druhou stranu byly v této publikaci na tuto vrstvu jesté pomoci
biotinylovaného konce vazany molekuly streptavidinu. Bohuzel jsem tento postup
nemél moznost vyzkouset, protoze jsem biotinylované molekuly TOEG-6 nemél k
dispozici. Nicméné jsou vysledky z méreni velice povzbudivé a vérim, ze vyskové
mody antén v oblasti senzoriky najdou své uplatnéni uz jen z toho divodu, ze se

nachazi v optické oblasti.
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5 METODY POUZITE V PRAKTICKE CASTI

5.1 Dynamicky rozptyl svétla

P1i rozptylu koherentniho svétla na casticich dochazi k interferenci rozptyleného
svetla. Navic, pokud se ¢astice pohybuji Brownovym pohybem, je tato interference
casove zavisla. Vysledkem interference je fluktuace intenzity rozptyleného zatreni
okolo prumérné hodnoty intenzity. Vztah mezi prumérem intenzity v case (t + 7) a
v Case t se nazyva korela¢ni funkce, ktera rika, jak moc jsou na sobé tyto veli¢iny
zavislé. Pri velkém 7 (zpozdéni) jsou I(t) a I(t + 7) na sobé nezavislé, zatimco pri
velmi kratkém zpozdéni na sobé zavislé jsou. V pripadé kulovitych ¢astic stejnych

velikosti lze korelac¢ni funkei vyjadrit v jednoduchém exponencialnim tvaru:
9(7) = exp(=7/7c),
kde parametr 7, je pfimo tmérny difiznimu koeficientu D castic podle:
Te = ;DQZ,

kde @ je vlnovy vektor.

Hydrodynamicky polomér ¢astic Ry je, za pouziti Stokesovy-Einsteinovy rovnice

pro diftizni koeficient (D = %), dan vztahem:
kT
RH = 7@27'6
671

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS) je v soucasné dobé siroce pouzivana
pro stanoveni velikosti koloidnich castic. Obvykle jsou vysledky v dobré shodé
s vysledky elektronového mikroskopu, ktery ale pri pouziti elektronti s velkou en-
ergii neregistruje naadsorbovanou vrstvu na povrchu ¢astic nebo dochéazi ke zméné
solvatac¢niho obalu diky vysouseni. V pripadé polydisperznich systému ma korelacni
tic je vazena podle paté mocniny velikosti (tzv. Z-average), takze velké ¢astice jsou
v této hodnoté silné nadhodnoceny a dokonce se miize u nékterych pristroju stat, ze
frakce malych ¢astic se iplné ztrati ve velké intenzité zareni rozptyleného na vétsich
c¢asticich (Obr. 5.1). Rozsah metody je oproti sedimenta¢nim metodam jiny - dolni
mez se dnes pohybuje okolo 0,5 nm a maximélni pak okolo 3 pum (pohyb vétsich
nanocastic je jiz vyznamné ovlivnén jinymi fyzikalnimi vlivy) [36].

Pristroj Zetasizer NanoZS, ktery jsem vyuzil ve své diplomové praci, vyuziva tech-
nologie neinvazivniho zpétného rozptylu (NIBS - Non-Invasive Backscatter), ktery
mér{ rozptyl pod thlem 178°, pouzivd HeNe laser (A = 633 nm) a jako detektor
vyuzivd lavinovou fotodiodu (Q.E. > 50 % pfi 633 nm).
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Tuto metodu jsem pouzil ke stanoveni velikosti castic a také k testu stability a

specifity v kapitole 2.

Pocet Objem Intenzita
=1 B 1 = 1000 B 1,000,000
2 = 2
R # R
g g =
= = =
© © =
] [:T] 1 o 1
o o @
5 10 50100 5 10 50 100 5 10 50 100
Primér (nm) Primér (nm) Primér (rim)

Obr. 5.1: Grafy znazornujici intenzity pika pti rizném vykresleni téhoz rozdéleni ¢astic,
tzn. jedna ¢éastice s primérem 5 nm a jedna s prumérem 50 nm. Z grafi jde vidét, ze pri
intenzitnim vykresleni jdou nejvice vidét velké castice a pokud chceme ziskat informaci
o poctu nebo objemovém zastoupeni ¢astic, musime pouzit jiny typ vykresleni vysledku.
Pokud chceme poukazet na to, ze v roztoku nejsou velké nebo shluklé nanocastice, nejlépe

nam proto poslouzi intenzitni ¢i objemové vykresleni vysledku. Prevzato z [37].

5.2 Spektrofotometrie

Spetrofotometrie se vyuziva na stanoveni vlastnosti roztokt. Vétsinou se vyuziva ke
stanoveni koncentrace rozpusténych latek v roztoku, které maji v uréité oblasti spek-
tra absorbci. V této praci jsem provadél experimenty s roztoky zlatych nanocéstic,
které v optické oblasti jak absorbuji, tak také rozptyluji. V tomto pripadé se tedy

meéri zména intenzity svetla diky extinkei:

Oext = Oabs T Orozpt

dl = —oeclydl,

kde ooy je extinkéni koeficient nanocastic, Iy je intenzita zdroje zareni, ¢ je koncen-

trace castic a [ je délka, kterou urazi svétlo vzorkem. Po tpravé dostavame vztah:
Iy

7= T = exp(—0ex ),

0

kde T je transmitance a I, je intenzita proslého svétla. Vétsina pristroji ale méri
tzv. absorbanci (A), kterd je pouze zdpornym logaritmem transmitance. Pokud je
délka kyvety konstantni, tak je absorbance pfimo imérna extinkénimu koeficientu

a koncentraci ¢astic:

A= —logT ~ TeyxiC
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V biologii a biochemii jsou extinkéni koeficienty mérenych biomolekul tabelovany,
takze se takto da jednoduse zjistit koncentrace ¢astic. V této praci jsem modeloval
extinkéni koeficient nanocastic v kapitole 3, kde uvddim i normovanou extinkci. Ta
je primo umérna absorbanci, jejiz méreni jsem provadel v kapitole 2 a 3. Schéma

méreni je zobrazeno na Obr. 5.2

L~ Kywv koloidnim roztokem

Spektrometr

Opticke vlakno Opticke vlakno
X [oe F + PC

Zdroj
k K Kolimatory

Obr. 5.2: Schéma usporadani spektrofotometrického experimentu.

5.3 Infracervena spektroskopie s Fourierovou trans-

formaci

Infracervena spektroskopie je jednou z nedestruktivnich analytickych metod. Zk-
oumany vzorek neni analyzou poskozen, a presto poskytuje informaci o svém slozeni.
Ziskané hodnoty vibracnich a rotacnich energii souvisi s pevnosti chemickych vazeb
a také s molekulovou geometrii a hmotnostmi jader, tedy s molekulovou strukturou.
Proto je infracervenou spektroskopie vynikajici experimentalni technika, ktera hraje
dulezitou roli pri vyzkumu molekulové dynamiky, chemickych vlastnosti molekul,
vlivu prostiredi na studované molekuly a mnoho jinych oblasti. Tato metoda je

velice komplexni a vice rozvedena je napt. v [38]

5.4 Rentgenova fotoelektronova spektroskopie

Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS) umoznuje ziskat informace o slozeni
povrchu, a také o vazbach jednotlivych atomu [?]. Zareni emitované ze zdroje (Mg
nebo Al) dopada na vzorek. Fotony tohoto charakteristického (K, ) zareni pronikaji
do hloubky nékolika mikrometri pod povrch vzorku a v celé povrchové oblasti
vzorku mohou byt absorbovany atomy, které se zde nachdazeji. Energie fotonu je
predana elektronu na nékteré z vnitinich hladin atomu. Tento elektron je nasledné
z atomu emitovan s kinetickou energii Ey, ktera je rovna rozdilu energie fotonu a
vazebné energie elektronu v atomu. Tyto elektrony mohou vzorek opustit a byt

detekovany pouze v ptipadé, Ze pochézeji z atomu blizkych k povrchu (nékolik nm).
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Rozdéleni jejich kinetickych energii (tzv. fotoelektronové spektrum) se méri he-
misférickym analyzatorem spojenym s detektorem. Vazebna energie fotoelektronti
vzhledem k Fermiho hladingé E% (v p¥ipadé elektricky vodivého vzorku) je ddna

vztahem:
Ef = hv — By — Pgpee,

ve kterém Pgpe. je vystupni prace spektrometru.

Pomoci metody XPS se méri riiznd vazebna energie vnitinich elektronti. Stejné
atomy vazany ruzné (napf. v jiné hybridizaci) nebo v riznych oxidacnich stavech
muzeme pozorovat pomoci posuvt pikii. Tento jev oznacujeme jako chemicky posuv.
Chemicky posuv nam umoznuje rozlisit jak rizné vazané atomy téhoz prvku, tak i
pomérné zastoupeni téchto atomi [39]. To je zachyceno napriklad na Obr. 2.13 v
kapitole 2.6.3, kde tuto metodu pouzivam.

Pri vyhodnocovani spekter je potfeba vzit vzdy néktery z dominantnich piki
ve spektru (vétsinou se pouziva pik uhliku C 1s, zde byl ale pouzit zlaty 4d pik) a
porovnat ho s tabulkovymi hodnotami. Podle tabulkovych hodnot je potireba celé

spektrum posunout, abychom dostali spravné hodnoty vazebné energie.

5.5 Rozptyl RTG paprskti pod malymi Ghly

SAXS - Rozptyl RTG paprskii pod malymi thly je nedestruktivni metoda pro
vysettovani velikosti nanostruktur v rozsahu 1 nm az 200 nm. RTG paprsky prochazi
vzorkem a jsou zde rozptylovany z ¢ehoz je mozné usuzovat na strukturu zkoumaného
vzorku. Vysledky méreni SAXS jsou reprezentativni pro cely objem vzorku, SAXS
je tedy idealni komplementarni metodou k metodé prinasejici jen lokalni informaci,
jakou je elektronova mikroskopie.

V této praci pouzivim metodu SAXS pro charakterizaci nanocéastic v kapitole
2.4.

5.6 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronova mikroskopie je zalozena na detekci ¢astic a zafeni emitované
z povrchil pri kontaktu s primarnim svazkem elektroni. V primarnim svazku maji
elektrony energie tadoveé jednotky az desitky keV a pti dobré fokusaci ma tento
svazek prameér (stopu) o velikosti maximalné jednotek nanometru. Svazek elektront
rastruje po povrchu vzorku a dochazi k emisi sekundarnich elektront a RTG zareni.

V experimentech vyuzivam detekce sekundéarnich elektronti v kapitole 2.4 a na

sledovani nespecifickych interakei v kap. 2.6.3.

52



5.7 Gelova elektroforéza

Principem metody je pohyb zaporné nabitych molekul v gelu v elektrickém poli
smérem k anodé. Pomoci gelové elektroforézy mtzeme oddélovat molekuly na zakla-
dé rozdilnych rychlosti pohybu molekul v gelu, které jsou nepfimo imérné velikosti
molekul a primo imérné naboji. Elektroforéza se provadi na vhodném nosici, nej-
castéji v gelu tvoreném agarézou ¢i polyakrylamidem. Gel je tvoren slozitou siti
polymernich molekul s pory. Agarézovy gel se pripravuje v riuzné hustoté (uda-
vané v % praskové agardzy). Agardza se rozpousti v pufru, ktery je také obsazen
v elektroforetické vané jako elektrolyt (pouzit TBE pufr obsahujici Tris, kyselinu
boritou a EDTA). Vzorky se nanasi do jamek v gelu, které byly vytvoreny pomoci
tzv. hiebinku. Zatizeni molekul (aby klesly do jamky v gelu) je zajisténo naprik-
lad pridanim tzv. nanasectho neboli vklddaciho pufru, ktery je tmavé zbarveny
a je tak umoznéna kontrola vlozeni molekul do prislusné jamky a také migrace
v gelu. Metodu pouzivam v kapitole 2 pro ovéreni pritomnosti ssDNA v mixované
monovrstvé na nanocasticich. V experimentech byl pouzit 1% agarézovy gel s 10mM
HEPES, pH 7,6. Do jamek byly napipetovany koncentrované nanocastice smichané
s 25% glycerolem. Gelova alektroforéza probéhla v 10mM HEPES pufru pfi napéti
70 V.

Po ukonceni elektroforézy jiz neni nutné s gelem nic délat, protoze nanocéstice

byly naneseny velice koncentrované a jevi se v gelu jako cervené.
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6 ZAVER

V prvni ¢asti této prace jsem se zaméril na stabilizaci koloidnich roztoki funkcionali-
zovanych zlatych nanocastic. Nejcastéji jsou pouzivany zlaté nanocastice funkcional-
izované jednovlaknovou DNA. V literature se ale nevyskytuje zadny jednoduchy a
rychly navod na pripravu téchto nanocastic, které by se neshlukovaly pii koncen-
traci NaCl vétsi néz 300 mM. Postupy, které stabilitu nad tuto koncentraci zarucuji,
jsou zdlouhavé (fddové dny). Vysledkem prvni ¢asti této prace je postup vytvoreni
stabilnich nanocastic funkcionalizovanych jednovlaknovou DNA za méné nez dveé
hodiny. Stability nanocastic bylo dosazeno pridanim sterického stabilizatoru 11-
merkaptoundecylhexa(ethylen glykolu) - pracovni ndzev TOEG-6. Jednovldknova
DNA a molekula TOEG-6 spolu vytvari na nanocasticich mixovanou monovrstvu,
ktera si zachovava funkcnost diky molekule DNA a navic molekula TOEG-6 tuto
monovrstvu usporadava, brani shlukovani nanocastic a také omezuje nespecifické
interakce jak s ostatnimi nanocasticemi, tak riznymi povrchy. Tyto vlastnosti byly
demonstrovany na experimentech. Nanocastice pripravené podle tohoto postupu
jsou stabilni i pti 1M NaCl nebo v pH< 2. Tim byl splnén prvni cil této diplomové
prace.

Ve druhé ¢asti jsem vytvoril model extinkce kovovych nanocastic o priaméru
15 nm obalenych dielektrickou vrstvou tloustky 0 — 15 nm. Tento model vychazi
z kvazi-statické aproximace a nasledné byl jesté vice priblizen realnym vysledktim
diky korekci polarizovatelnosti. 7 modelu je patrné, jak obalova vrstva s rostouci
tloustkou posouvd maximum extinkce do vyssich vinovych délek (Cerveny posuv).
Experimenty na potvrzeni modelu byly provedeny s nanocasticemi obalenymi cit-
ratem (tloustka obalové vrstvy 0,5 nm) a jiz zminiovanou mixovanou ssDNA /TOEG-
6 monovrstvou (oc¢ekdvana tloustka 3,6 nm). Pomoci modelu byl spoc¢ten posuv re-
zonan¢ni vinové délky o 3,6 nm. V experimentech jsem naméril posuv (1,9+0,6) nm
pii vytvoreni mixované monovrstvy na povrchu nanoé¢astic a posuv o (3,4+0,6) nm
pri vytvoreni monovrstvy pouze z molekul TOEG-6. Tyto vysledky naznacuji, ze
model dobte odpovida namérenym vysledktim v pripadé funkcionalizace molekulami
TOEG-6. Z mensiho posuvu v pripadé mixované monovrstvy vyplyva, ze molekuly
snizenim efektivniho indexu lomu celé monovrstvy. Proméreni optickych vlastnosti
funkcionalizovanych nanocéstic bylo druhym cilem této diplomové prace a ten byl
také uspésné splnén.

Ve treti ¢asti jsem se zabyval plazmonickymi nanostrukturami na povrsich a
jejich pripadnym uplatnénim pro detekci biomolekul. Tuto c¢ast jsem rozdélil na
dvé oblasti - infracervenou spektroskopii a spektroskopii v optické oblasti. V in-

fracervené oblasti jsem poukazal na to, ze posuv rezonance diky funkcionalizace
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nanostruktur je nedetekovatelny, pokud detekované molekuly nemaji rozméry néko-
lik desitek az stovek nanometrii. V této oblasti elektromagnetického zateni se ale
vyskytuji rotacné-vibracni energetické prechody molekul, ¢ehoz se dé k jejich detekci
vyuzit. Antény totiz lokalné zesiluji pole a toho se muze vyuzit v metodé SEIRA
(povrchové zesilend infracervend absorpce). V experimentech se mi ale nepodafilo
odhalit molekuly navidzané na povrch kovovych antén. Ve vykreslenych spektrech
se podatilo detekovat zesilenou absorpci vazby Si-O, ktera odpovida nativnimu ox-
idu kremiku, ktery se nachazi v oblasti nejvyssiho zesileni pole anténami. Byly
odzouseny antény obdélnikové, kruhové a také byly proméreny antény podleptané,
ale zadné vibra¢ni piky od biomolekul jsem ve spektrech nenasel. Na druhou stranu
velmi slibné vysledky prinesla méreni antén v optické oblasti. Zde byly promeéreny
pripravené nanostruktury na vyskové plazmonické mody, které spadaji pravée do
této oblasti. Obaleni téchto nanostruktur posouva jejich rezonanéni vinovou délku,
protoze se méni efektivni index v okoli. Posuv rezonance je v tomto pripadé deteko-
vatelny i pro molekuly o rozmérech jednotek az par desitek nanometriu. V experi-
mentu byl naméfen posuv rezonan¢ni vinové délky o (4,9 &+ 0,6) nm po vytvoreni
monovrstvy z molekul TOEG-6, jejiz tloustka je cca 2 nm. Na tomto experimentu
bylo ukazéano, ze senzory pracujici v této oblasti maji velky potencial k inovaci biosen-
zori a k vytvoreni tzv. lab-on-chip zarizeni. Pro vytvoreni takovéhoto zarizeni
ale potfebujeme integrovat plazmonické nanostruktury do systému s pruatocnymi
komurkami. Nanostruktury do optické oblasti mohou byt vyuzity také pro povr-
chové zesilenou Ramanovskou spektroskopii (SERS), ale touto metodou se v diplo-
mové praci nezabyvam. Dilezitym faktem ale je, Ze zlaté nanostruktury (antény)
na kiremiku nemaji rezonanci v optické oblasti, kromé vyskového modu, ktery je ale
vybuditelny pouze v konfiguraci temného pole. Proto je dilezité zvladnout metodu
vyroby téchto struktur i na jiném substratu (napt. sklo nebo ITO - smés oxidi

inditého a cinicitého).
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka  Vyznam

AuNP Zlata nanocastice

DLS Dynamicky rozptyl svétla

DNA Kyselina deoxyribonukleova

ssDNA  Jednovlaknova kyselina deoxyribonukleova
EBL Litografie elektronovym svazkem

FTIR Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
LSPR Lokalizovana plazmonova rezonance

MIR Stredni infracervena oblast zareni

NIR Blizka infracervena oblast zareni

OEG Oligo(ethylen glykol)

PEG Poly(ethylen glykol)

Q.E. Kvantova uc¢innost

SAXS Rozptyl rentgenového zareni pod malymi thly
SEIRA Povrchové zesilena infracervena absorpce
SAM Samousporadand monovrstva

SEM Rastrovaci elektronova mikroskopie

SPP Povrchovy plazmonovy polariton

TOEG-6 (11-Merkaptoundecyl)hexa(ethylen glykol)
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