UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

KATEDRA BIOFYZIKY

DIPLOMOVA PRACE

Templatova syntéza a vlastnosti bimetalickych Au-Fe nanoklastri

Vypracoval: Bc. Radek Ostruszka
Studijni obor: Biofyzika
Vedouci bakalaiské prace:  doc. RNDr. Karolina Machalova Siskova, Ph.D.

Olomouc 2020






Bibliograficka identifikace

Jméno a prijmeni autora: Radek Ostruszka

Néazev prace: Templatova syntéza a vlastnosti bimetalickych Au-Fe nanoklastrt

Typ préce: Experimentalni

Pracoviste: Katedra biofyziky

Vedouci prace: doc. RNDr. Karolina Machalové Siskova, Ph.D.

Rok obhajoby prace: 2020

Abstrakt:

Cilem této diplomové prace byla ptiprava Au-Fe nanoklastri, proméfeni jejich

charakteristickych vlastnosti a jejich optimalizace pro budouci vyuziti coby kontrastni

latky pii fluorescenénim zobrazovani a zobrazovani magnetickou rezonanci. Zkouman
byl rovnéz vliv dialyzy a vné&jSich faktorti na jejich optické vlastnosti a na strukturu
hovéziho sérového albuminu. Bylo zjisténo, ze jiz po Syntéze je procentuélni zastoupeni
a-helixu ve struktuie proteinu pouze okolo 16 % a ze po dialyze neni sekundarni struktura
proteinu pozménéna. Nicméné, v piipad¢ dialyzovanych vzorkd je kvantovy vytézek
vyS$i a v excitacné-emisnim spektru je patrny hypsochromni posun. Emisni spektrum

Au-Fe nanoklastri vykazuje existenci dvou maxim pii 640 nm a 660 nm. S vyuzitim

Maossbauerovy spektroskopie bylo zjisténo, ze zelezo se ve vzorcich nachazi ve formé

superparamagnetickych nanocastic oxidu Zelezitého. Z méfeni relaxometrie byly poté

stanoveny hodnoty relaxivit pro vzorek AuFeCl, jako r; = 0,0037 I-mmol?-s? a

r. = 0,0372 I-mmol™-s?. Zkoumanim vlivu teploty a iontového sloZeni roztoku byl zjistén

krom¢ dvojnasobného nardstu hodnoty hydrodynamického priméru také nartst

kvantového vytézku vzorku AuFeCl, inkubovaného v PBS pii teploté 37 °C po dobu

24 hodin na hodnotu ® = (5,13 £ 0,11) %. Proto doporucujeme pied samotnym

zobrazovanim nejdiive vzorky za téchto podminek inkubovat.

Klicova slova: bimetalické nanoklastry, Au-Fe nanoklastry, superparamagnetické
nanocastice oxidu Zelezitého, hovézi sérovy albumin, rozpoustédlo,
teplota, absorpéni spektroskopie v UV/Vis oblasti, kinetika dohasinani
fluorescence, fluorescenéni spektroskopie, dynamicky rozptyl svétla,
infradervena spektroskopie, cirkularni dichroismus, relaxometrie,
Madssbauerova spektroskopie, zobrazovani magnetickou rezonanci

Pocet stran:

Pocet priloh: 0

Jazyk: Cesky






Bibliographical identification

Author's first name and surname: Radek Ostruszka

Title of thesis: Templated synthesis and properties of bimetallic Au-Fe nanoclusters

Type of thesis: Experimental

Department: Department of biophysics

Supervisor: doc. RNDr. Karolina Machalova Sigkova, Ph.D.

The year of defence: 2020

Abstract:

The aim of this master thesis was to prepare Au-Fe nanoclusters, measurements of their

characteristic properties, and their optimization for the future application as contrast

agents in fluorescence imaging and magnetic resonance imaging. An investigation also
was undertaken to explore the influence of dialysis and external factors on their optical
properties and on the bovine serum albumin structure. The findings indicate that already
after the synthesis there is about 16 % of the alfa-helix in the protein structure and no
change observed in its secondary structure after the dialysis. However, in case of dialyzed
samples the quantum yield is higher and a hypsochromic shift in the excitation-emission
spectrum is noticeable. The emission spectra of Au-Fe nanoclusters demonstrates the
existence of two maxima at 640 nm and 660 nm. Using Mdéssbauer spectroscopy we found
that the iron in the samples exists only in the form of superparamagnetic iron (I11) oxide
nanoparticles. From the relaxometry measurements, the relaxivity values of the AuFeCl»
sample were then determined as r1 = 0,0037 I-mmol™*-s® and r, = 0,0372 I-mmol*.s™,

The study of the effect of temperature and ionic composition of the solution reveals a

two-fold increase in hydrodynamic diameter and provides a strong evidence that the

quantum yield of the AuFeCl, sample, after being incubated in PBS at 37 °C for 24 hours,
increases up to ® = (5,13 £ 0,11) %. Therefore, the incubation of the samples under these
conditions before imaging can be recommended.

Key words: bimetallic nanoclusters, Au-Fe nanoclusters, superparamagnetic iron (I11)
oxide nanoparticles, bovine serum albumine, solvent, temperature, UV-Vis
absorption spectroscopy, fluorescence decay kinetics, circular dichroism,
fluorescence spectroscopy, dynamic light scattering, infrared spectroscopy,
relaxometry, Mdssbauer spectroscopy, magnetic resonance imaging

Number of pages:

Number of attachments: 0

Language: Czech






Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracoval samostatné, pod vedenim doc. RNDr.

Karoliny Machalové Sigkové, Ph.D. a za pouziti literatury uvedené v zavéru prace.

V OloMOUCTANE. .. e,






Rad bych timto podékoval vedouci diplomové prace doc. RNDr. Karoliné Machalové
Siskové, Ph.D. za cenné rady a piipominky, odborné vedeni a ochotu béhem feseni mé
prace. Rovnéz dékuji Mgr. Pavliné Andryskové za spolupraci, pékné straveny Cas a
za pomoc s experimentalni ¢asti prace. Dale dékuji Mgr. Petru Bécakovi za jeho rady a
za prijemnou atmosféru Vv laboratofi. Nasledné bych rad podékoval doc. RNDr. Martinu
Kubalovi, Ph.D. za zméfeni a vyhodnoceni kinetiky dohasinani fluorescence, dale také
RNDr. Tomasi Pluhackovi, Ph.D. za zméfeni a vyhodnoceni hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem, rovnéz Mgr. Petru Novékovi, Ph.D. za zméfeni a
vyhodnoceni méssbauerovskych spekter a nakonec Ing. Martinu Vitovi a Ing. Danielovi
Jirakovi, Ph.D. za zméfeni a vyhodnoceni relaxometrie a zobrazovani magnetickou
rezonanci. Také bych chtél podékovat Mgr. Helené Sedlackové za jeji ochotu a Cas
strdveny opravou mého abstraktu. V neposledni fadé chci rovnéz podékovat své roding

za psychickou a finan¢ni podporu béhem celého mého studia.

Diplomova prace souvisi s feSenim vyzkumného projektu GACR 19-03207S
,Bimetalické a trimetalické fluorescencni nanoklastry: syntéza, fyzikalné-chemické

vlastnosti a aplikace pro zobrazovani biologickych systému ‘.






ATR
BSA
CD
CNR
diH20
DLS
ECL
FI

FR
FRET

FTIR

HSA
ICP-MS

IRF

MRI
PAMAM
PBS

PEI

PVP
TMB
XPS

SEZNAM ZKRATEK

Uplny zeslabeny odraz (attenuated total reflection)

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

cirkularni dichroismus (circular dichroism)

pomér kontrastu a Sumu (contrast to noise ratio)
deionizovana voda (deionized water)

dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)
elektrochemiluminiscence (electrochemiluminescence)
fluorescenc¢ni zobrazovani (fluorescence imaging)
fyziologicky roztok (saline solution)

Forstertiv rezonan¢ni pienos energie

(Forster resonance energy transfer)

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
(Fourier transform infrared spectroscopy)

lidsky sérovy albumin (human serum albumine)

hmotnostni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem
(inductively coupled plasma mass spectrometry)

funkce ptistrojové odezvy (instrument response function)
zobrazovani magnetickou rezonanci (magnetic resonance imaging)
polyamidoamin (polyaminoamine)

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffer saline)
polyethylenimin (polyethylenimine)
poly(N-vinyl-2-pyrrolidon) (poly(N-vinyl-2-pyrrolidone))
3,3",5,5 -tetramethylbenzidin (3,3",5,5 -tetramethylbenzidine)
rentgenova fotoelektronova spektroskopie

(X-ray photoelectron spectroscopy)
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1 Uvod

Objemovy kov, nanocastice a nanoklastry jsou vSechny tvofeny z atomt urcitého
kovu, lisi se ovSem jednou podstatnou skutecnosti, a to jejich velikosti, ktera vyrazné
ovliviiuje jejich fyzikalni a chemické vlastnosti. Rozmérové nejmensi jsou kovové
nanoklastry, které obsahuji jen nékolik jednotek ¢i desitek atomt kovu.

Monometalické nanoklastry mohou byt ptipraveny pomoci dvou riznych piistupi.
V jednom piipadé se vEétSi nanostruktury postupné leptaji, dokud nevzniknou pozadované
nanoklastry. Druha mozZnost spoc¢iva v redukci zlatého prekurzoru na atomy zlata
Vv ptitomnosti reduk¢éniho ¢inidla nasledovanou bud'to inkubaci pii uréité teploté, nebo
aplikaci mikrovinného zafeni, coz podstatné snizi dobu syntézy. Takto pfipravené
nanoklastry maji v8ak sklon mezi sebou interagovat, coz by zpusobilo jejich agregaci,
kvuli které by mohly prertuist do nanocastic, ¢imz by ztratily své fluorescenéni vlastnosti.
Z tohoto divodu se kromé redukéniho ¢inidla uziva béhem syntézy jesté templatovych
molekul slouzicich jako stabilizujici ¢inidla. Mezi takovéto molekuly patii rtizné
proteiny, peptidy, polymery, DNA oligonukleotidy, dendrimery a molekuly obsahujici
thiolové skupiny. NaSim templatem je hovézi sérovy albumin, diky kterému jsou
nanoklastry biokompatibilni a ktery slouzi soucasné jako stabilizujici a jako reduk¢ni
¢inidlo. Jeho redukéni schopnost je aktivovana zasaditym pH.

Nanoklastry se mohou pysnit bohatou sadou velmi uzite¢nych vlastnosti, ke kterym
patii napiiklad vyborna fotostabilita, dlouha doba zivota excitovaného stavu, velky
Stokestiv posun a zavislost emisni vinové délky maxima na velikosti kovového jadra,
tedy na mnozstvi atomt tvofici nanoklastr. Krom¢ toho mohou byt fluorescenéni
vlastnosti ovlivnény typem rozpoustédla, teplotou, pH okolniho prostiedi a dalsimi
vnéjsimi faktory. Diky vySe vyjmenovanym charakteristikim se uzivaji k detekci
kovovych iontt (nejcastéji na principu zhaseni intenzity fluorescence), aminokyselin,
polypeptidl, proteind, enzymt a malych organickych molekul, ale také k biologickému
zobrazovani a znaceni. Rovnéz se uzivaji ke katalyze riznych chemickych reakci a také
jako teplotni a pH senzory.

Bimetalické nanoklastry mohou byt syntetizovany dvéma rtiznymi zptisoby. Béhem
prvni strategie se ptipravi zvlast' nanoklastry/nanoc¢astice obou kovi, které jsou poté
ur¢itym zpusobem modifikovany a spojovany prostfednictvim interakci mezi témito
modifikovanymi ¢astmi. Dalsi zplisob spociva v postupném smiseni vSech prekurzort

bez piedeslé modifikace. Bimetalické nanoklastry mohou byt vyuzity jednak jako sondy



pro multimodalni zobrazovani, jednak pfidanim dalsiho kovu mohou byt vylepseny
dosavadni vlastnosti monometalickych nanoklastrti (napf. zvyseni katalytické aktivity).
V této préci se zabyvame bimetalickymi Au-Fe nanoklastry. Timto nazvem ovSem
nechceme naznacit, ze se v naSem Systému nachazeji nanoklastry tvofené obéma kovy
soucasné, ale Ze pii syntéze uzivame dva rizné kovy. Jak nazev napovida, kromé zlata,
obsahuji i Zelezo, jez zodpovida za vlastnosti magnetické, které mohou byt vyuzity pii
zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI). Diky témto kovim kombinujeme vysokou
citlivost fluorescenéniho zobrazovani (FI) a schopnost MRI poskytovat trojrozmérné

informace o mékkych tkanich s vysokym prostorovym rozlisenim.



2 Prehled problematiky

2.1 Kovové nanoklastry

Fyzikélni a chemické vlastnosti kovii vyrazné zaviseji na jejich velikosti, pfic¢emz
lze vypozorovat n¢kolikero viditelnych ptechodtl (viz Obrazek 1). V pripadé¢ kovi
makroskopickych velikosti je hustota stavii charakterizovdna existenci spojitych
energetickych pasii (hovotime o tzv. pasové struktute). Jednotlivé energetické pasy jsou
vysledkem linearni kombinace obrovského mnoZstvi energeticky velmi podobnych
atomovych orbitall stejné symetrie. Vodivostni pas se v piipadé kovu ¢aste¢né prekryva
S pasem valen¢nim, a je tedy z urité ¢asti obsazen elektrony. Takovéto elektrony jsou
vV ramci kovu volné pohyblivé a jsou zodpoveédné za jejich dobrou elektrickou a tepelnou
vodivost (Zhang a Wang 2014).

Je-li velikost kovové Castice srovnatelnd nebo mensi neZ je stfedni volna draha
vodivostnich elektronti, pohyb elektronti zacind byt omezen jeji velikosti a k interakcim
dochazi predevsim s povrchem c¢astice. Dostavame se do oblasti kovovych nanocastic,
které vykazuji efekt povrchové plazmonové rezonance, kdy jsou optické vlastnosti dany
kolektivnimi oscilacemi vodivostnich elektronti zptisobenymi interakcemi elektront
s elektromagnetickym zafenim. Kovové nanocastice sice svétlo silné absorbuji, avSak
nevykazuji zadnou nebo vykazuji pouze slabou fluorescenci (Diez a Ras 2010, Zhang a
Wang 2014).

Je-1i velikost kovové Castice srovnatelna s Fermiho vinovou délkou elektronu (tj.
de Brogliecho vinova délka elektronu na Fermiho hladin€), dostavame se do oblasti
kovovych nanoklastrt, jejichZz optické, elektrické a chemické vlastnosti se vyrazné lisi
jak od objemového kovu, tak od nanocastic. Protoze nanoklastry obsahuji jen nékolik
jednotek ¢i desitek atomll kovu, jejich hustota stavil je tvofena viceméné diskrétnimi
povrchové plazmonové rezonance a nejsou vodii. Interakce se svétlem je vSak stale
moznd, a to prostfednictvim elektronovych prechodli mezi energetickymi hladinami

(Diez a Ras 2010, Shang a kol. 2019, Zheng a kol. 2007).
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Obrazek 1: Jednotlivé piechody kovu v zavislosti na jeho velikosti. Kovové nanoklastry jsou mostem
mezi jednotlivymi atomy a kovovymi nanocdsticemi. Jsou tvoreny viceméné diskrétnimi energetickymi
hladinami, mezi kterymi miize dochdzet k elektronovym piechodiim. DOS (density of states) = hustota

stavii. Prevzato ze Zhang a Wang (2014).

2.1.1 Optické vlastnosti kovovych nanoklastrii

Diky existenci diskrétné rozlozenych energetickych hladin mohou nanoklastry
absorbovat energii elektromagnetického zafeni (Zhang a Wang 2014). Negishi a kol.
(2005) zjistili, Zze se snizujici se velikosti zlatych nanoklastrii se zvySuje vzdéalenost
mezi energetickymi hladinami, coZ vede k hypsochromnimu posunu absorpénich pika.
Zhu a kol. (2008) porovnali absorp¢ni spektrum zlatych nanoklastri stabilizovanych
glutationem se spektrem teoretickym, pficemz na zakladé Kohn-Shamova diagramu (viz
Obrazek 2) ptisoudili charakteristické absorpéni piky v rozsahu 400 — 700 nm ptechodim
mezi hladinami sp pasu (vnitropasovy piechod) a mezi hladinami sp a d pasu (mezipasovy

ptechod).
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Obrazek 2: (A) Kohn-Shamiiv diagram energetickych hladin pro modelovou slouceninu Auzs(SH)1s™.
Barevné oznaceni kazdého molekulového orbitalu naznacuje relativni prispévek atomovych orbitalii Au
(6sp) (zelene), Au (5d) (modre), S (3p) (oranzové) a ostatnich komponent (Sedé). Nalevo je uvedena
symetrie (g, u) a stupen degenerace (Cislo v zavorce) daného molekulového orbitalu. HOMO (highest

occupied molecular orbital) = nejvyssi obsazeny molekulovy orbital, LUMO (lowest unoccupied

vy

Auas(SH)1s™. Prrevzato ze Zhu a kol. (2008).

Dvoufotonova absorpce patfi mezi nelinearni optické jevy a jejim principem je
soucasna absorpce dvou fotontl, jejichz energie umoziuje vyvolat pfechod molekuly
do excitovaného stavu. Absorpce dvou fotoni s nizsi energii je vyhodna, protoze se tim
snizuje poskozeni biologického vzorku béhem jeho zobrazovani. Navic, v porovnani
s ultrafialovym a viditelnym zafenim je blizké infracervené zaieni biologickymi vzorky
mén¢ rozptylovano a absorbovéano, coz fotonu umoziuje proniknout hloub¢ji do vzorku,
diky ¢emuz je mozné zobrazovat vzorky o vétsi tloust’ce. Stejny osud ceka vsak 1 foton,
jenz je emitovan fluoroforem (Frangioni 2003, So a kol. 2000).

Dalsi vyznamnou vlastnosti kovovych nanoklastri je luminiscence, za kterou jsou
zodpovédné dva rizné mechanismy. Prvnim je vnitini kvantovy jev kovového jadra, kdy
je luminiscence pfipisovana zativému pfechodu mezi hladinami sp pasu a mezi hladinami
sp a d pasu. Druhym ¢initelem jsou chemické interakce mezi kovovym jadrem a ligandy
nachdazejicimi se na povrchu nanoklastri (Link a kol. 2002, Shang a kol. 2011b), jejichz
vliv na fluorescenci studovali Wu a Jin (2010). Raut a kol. (2014) uvadéji, ze dalsim
zdrojem fluorescence nanoklastrii stabilizovanych BSA a HSA je ¢aste¢ny pfenos energie
Z tryptofanovych residui na zlaté nanoklastry prostiednictvim Forsterova rezonan¢niho
pfenosu energie.

Stejné jako v piipadé absorpce je také emise zavisla na velikosti kovového jadra,

coz na dendrimerem stabilizovanych nanoklastrech demonstroval Zheng a kol. (2004).



Na fluorescencni vlastnosti nanoklastri ma rovnéz vliv rozpoustédlo (Diez a kol. 2009,
Zhou a kol. 2009), teplota, pH okolniho prostiedi a pfitomnost denatura¢nich a zhasecich
¢inidel (Chib a kol. 2015). Toho bylo vyuzito k tvorbé riznych teplotnich a pH sond
pro biologické zobrazovani (Shang a kol. 2013, Wu a kol. 2016). Nanoklastry se také
mohou pysnit dobrou fotostabilitou, velkym Stokesovym posunem (vice nez 100 nm) a
dlouhou dobou Zivota excitovaného stavu, ¢ehoz se pii zobrazovani vyuziva k eliminaci
autofluorescence biologickych tké&ni (Shang a kol. 2011b, Zhang a Wang 2014). Jejich
doba zivota miize dosahovat n€kolik stovek ns (Shang a kol. 2011a, Shang a kol. 2013),
nebo dokonce az nékolik desitek ps (Adhikari a Banerjee 2010).

Zajimavym jevem je rovnéz elektrochemiluminiscence (ECL), kterd se diky své
vysoké citlivosti, nizkému Sumu pozadi a dalsim vyhodam vyuziva v analytické chemii
(Fang a kol. 2011). ECL spociva v tvorbe vysoce reaktivniho meziproduktu na povrchu
elektrody, ktery je schopen prevést nanoklastry do excitované¢ho stavu (Zhang a Wang

2014). ECL kovovych nanoklastrti byla poprvé demonstrovana Diez a kol. (2009).

2.2 Monometalické Au nanoklastry

Zlaté nanoklastry byly poprvé piipraveny Naldini a kol. (1966), kdy jako ligand
pouzili organofosforovou slouceninu 1,2-bis(difenylfosfino)ethan, pficemz s vyuzitim
stechiometrie pfedpokladali, ze vysledny komplex obsahuje 6 atomu zlata. Krystalicka
struktura takovychto slou¢enin byla zkoumana az vroce 1969 pomoci rentgenové
krystalografie, kterou provedli McPartlin a kol. (1969). S postupem casu bylo k ptiprave
nanoklastrii pouzito mnoho riiznych variaci, které¢ se lisi naptiklad uzitym reduk¢énim
¢inidlem, templatovou molekulou ¢i vnéj§imi podminkami b&hem syntézy, a to vSe

za ucelem vylepSeni jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti.

2.2.1 Syntéza Au nanoklastri

Fluorescen¢ni zlaté nanoklastry mohou byt pfipravovany pomoci dvou strategii.
V prvnim ptipadé jsou ionty zlata nejprve redukovany. Poté nasleduje tvorba nanoklastrt
prostiednictvim nukleace atomu zlata (Zheng a kol. 2017). Redukce mutize byt opticka,
biologickd, chemicka a také elektrochemicka. Takto ptipravené nanoklastry maji vSak
tendenci mezi sebou interagovat, ¢imz dochazi k jejich agregaci, kvili které pak mohou

pfertst aZz do nanocastic. Pro piipravu stabilnich nanoklastrt je tudiz nezbytné pouzit



n&jakou stabilizujici molekulu (Yang a kol. 2020). Druhy zptsob spociva v postupném
leptani vétsi nanostruktury, dokud nevzniknou malé zlaté nanoklastry (Zheng a kol.
2017).

2.2.1.1 Chemicka redukce

Nanoklastry se bézné ptipravuji redukci zlatého prekurzoru, kterym obvykle
byva kyselina tetrachlorozlatita (HAuUCl.), na zlaté atomy v piitomnosti stabilizujiciho a
redukéniho €inidla (Zheng a kol. 2017). Stabilizujici molekuly zahrnuji rizné proteiny,
peptidy, DNA oligonukleotidy, dendrimery, polymery a malé molekuly obsahujici
thiolové skupiny. K redukénim ¢inidlim muzeme zatadit tetrahydridoboritan sodny,
tetrakis(hydroxymethyl)fosfonium chlorid, komplex boranu s dimethylaminem, kyselinu
askorbovou, citrat a L-3,4-dihydroxyfenylalanin (Chen a kol. 2018, Sun a Jin 2014).
Neékteré molekuly mohou diky svym chemickym vlastnostem slouzit soucasné jako
stabilizujici 1 jako redukéni ¢inidla. Pfikladem budiZz hovézi sérovy albumin, glutation ¢i

11-merkaptoundekanova kyselina (Sun a Jin 2014).

2.2.1.2 Fotoredukce

Na rozdil od chemické redukce tento pfistup nevyzaduje uziti zadného
reduk¢niho ¢inidla. Zhang a kol. (2012) piipravili malé fluorescen¢ni nanoklastry zlata
(také médi a stiibra) s kvantovym vytézkem 5,3 % pusobenim ultrafialového zafeni
na roztok anorganického prekurzoru v piitomnosti polymeru, pficemz nejvyssi intenzity
fluorescence dosahli, kdyz UV zafeni aplikovali po dobu 240 minut. Nanoklastry
vykazovaly maximum emise okolo 610 nm a v ptitomnosti ionti, které se hojné vyskytuji
v lidském téle (napi. Na*, K*, Mg?*), nebyla jejich fluorescence ovlivnéna, coz umoziiuje
jejich vyuziti jako fluorescencni znacky. Navic pti zméné poméru molarnich koncentraci
iontl zlata a polymeru lze upravit jejich velikost a fluorescencni vlastnosti.

Také Li a kol. (2013) vyuzili ke své syntéze fotoredukci a polymer. Pfipravené
nanoklastry emituji v modré oblasti spektra (s maximalnim kvantovym vytézkem okolo

20, 1 %) a maji potencial v oblasti optoelektroniky.



2.2.1.3 Bioredukce

Wang a kol. (2013b) publikovali novy zpisob syntézy zlatych nanoklastr,
pomoci kterych realizovali in vivo fluorescen¢ni zobrazovani nadorovych bunék
transplantovanych do mysi. K redukci zlatitych ionti a tvorbé nanoklastri dochéazi ptimo
Vv cytoplazmé téchto bunék. Predpokladaji, ze tato syntéza souvisi s procesem
biomineralizace, béhem kterého dochazi k redukci anorganickych ionti nasledovanou
obalenim funk¢nimi biomolekulami a tvorbou nanomineralii. Vznikl¢ nanoklastry mély
stejné fluorescencni vlastnosti jako chemicky ptipravené zlaté nanoklastry a 1 po tfech
dnech byla fluorescence stile pozorovatelna. Zajimavé a soucasné velmi uzitené je to,
7e k syntéze nanoklastri dochazelo pouze uvnitt nadorovych bunék, zadna tvorba nebyla
pozorovana ve zdravych embryonalnich bunkach. Z toho vyplyva, Ze tento mechanismus
musi souviset se specifickymi biochemickymi vlastnostmi nadorovych bun¢k, kterymi se

odlisuji od té€ch zdravych.

2.2.1.4 Elektroredukce

Velmi malé zlaté nanoklastry tvofené pouze dvéma a tfemi atomy zlata piipravili
Gonzalez a kol. (2010) prostfednictvim elektrochemické redukce, ktera je jednoducha,
reprodukovatelna a umoznuje dobrou kontrolu nad jejich velikosti. Jejich elektrolyticka
soustava byla tvofena anodou ze zlata, katodou z médi a elektrolytem, kterym byl PVP
neboli poly(N-vinyl-2-pyrrolidon) rozpustény v acetonitrilu. PVP je biokompatibilni
homopolymer slouzici ke stabilizaci nanoklastrii. B€hem galvanostatické elektrolyzy
dochazi k rozpousténi zlaté elektrody, ionty jsou tak uvolfiovany do elektrolytu a tvofi
komplex s PVP. Elektroredukei téchto komplext vznikaji podél fetézce atomy zlata, diky
¢emuz se mohou tvofit nanoklastry. Ty vykazuji velmi stabilni fotoluminiscenci, zadné
zmény optickych vlastnosti nebyly pozorovany po vice nez dvou letech od jejich ptipravy
a ani po vystaveni silnému oxida¢nimu (H202) ¢i redukénimu ¢inidlu (NaBHy). Navic
nanoklastry tvofené tfemi atomy zlata maji paramagnetické chovani. Velikost klastri 1ze

ovliviiovat teplotou a dobou syntézy.

2.2.1.5 Leptani

Fluorescen¢ni nanoklastry 1ze rovnéZ obdrzet leptanim velkych nanostruktur

vhodné zvolenym c¢inidlem. Mezi zminéné nanostruktury mohou patfit napiiklad zlaté



nanokrystaly o praméru 8 nm, jez Duan a kol. (2007) leptali pomoci polyethyleniminu
(PEI) za vzniku nanoklastrti obsahujicich 8 atomt zlata, nanocastice, jejichz leptanim
Habeeb Muhammed a kol. (2008) ziskali nanoklastry dvou velikosti v z&vislosti na pH
roztoku, a pripadné i samotné nanoklastry, jejichz leptanim Habeeb Muhammed a kol.
(2009) obdrzeli nanoklastry nejen o mensim, ale dokonce i vét§im poc¢tu atomu zlata nez

mély ty ptivodni.

2.2.1.6 Urychleni syntézy pomoci mikrovinného zareni

Mikrovinné zafeni je od roku 1986 uzivano diky jeho schopnosti urychlovat
chemické reakce (polymerace, organické a anorganické syntézy, oxidace a redukce).
Mnoho studii se také soustfedilo na vylepSeni vlastnosti nanomateriali prostfednictvim
mikrovInného ozatovani. Bylo zjisténo, ze jeho uzitim lze podstatné zkratit reak¢éni dobu
a ze vysledné produkty jsou uniformné;jsi, co se tyce velikosti a sloZzeni (Yan a kol. 2012).
K syntéze fluorescen¢nich zlatych nanoklastrii bylo mikrovlnné zatreni poprvé pouzito
Yan a kol. (2012). Ziskali nanoklastry s vysokym kvantovym vytézkem, které emituji
v Cervené oblasti spektra. Velkou vyhodou jejich postupu vSak bylo zkraceni doby
syntézy na n¢kolik minut. Piedesly postup, jenz byl uveden Xie a kol. (2009), trval 12
hodin, béhem kterych byl vzorek inkubovan pii teploté 37 °C.

2.2.2 Templatové molekuly

Diky existenci silnych interakci mezi Au a S byly jako prvni k syntéze zlatych
nanoklastrii pouzity malé molekuly obsahujici thiolové skupiny (Zhang a Wang 2014).
Ptikladem budiz antioxidant glutation, jenz Yu a kol. (2013) uzili k syntéze nanoklastrt
riznych velikosti. Jeho smisenim se zlatitymi ionty vznikaji komplexy, které jsou poté
redukovany oxidem uhelnatym, jehoZ redukéni schopnost silné zavisi na pH roztoku,
pricemz zasaditéjSi pH vede k tvorbe nanoklastrt vétSich velikosti.

Dendrimery jsou polymery s pravidelnou rozvétvenou strukturou a velmi dobie
definovatelnou molekulovou hmotnosti a chemickym slozenim (Lee a kol. 2005).
Zménou poméru molarni koncentrace kovu a dendrimeru Zheng a kol. (2004) jako prvni
ptipravili polyamidoaminem (PAMAM) stabilizované nanoklastry emitujici v oblasti
od ultrafialové az po infracervenou. Zjistili, Ze s rostouci velikosti nanoklastrti dochazi
k bathochromnimu posunu a také k poklesu kvantového vytézku. Bao a kol. (2007)

syntetizovali nanoklastry emitujici v modré, zelené a ¢ervené oblasti. V prvnim piipadé



inkubaci roztoku zlata a dendrimeru pii 37 °C, v tom druhém a tietim jeho inkubaci
pfi stejné teploté, navic vSak v pfitomnosti kyseliny askorbové jako redukéniho ¢inidla.
Zvysenim koncentrace zlata doslo k navyseni intenzity fluorescence beze zmény emisni
vinové délky maxima. Kromé dendrimerti byly pii syntéze uplatnény i jiné polymery,
jako tieba kyselina polymethakrylova (Schaeffer a kol. 2008) nebo polyakrylova (Chen a
kol. 2014). Velikost nanoklastru je dana strukturou polymeru, vlastnostmi funk¢nich
skupin a pomérem molarni koncentrace zlata a polymeru (Schaeffer a kol. 2008).

Razné struktury DNA jsou také uzivany jako templatove molekuly, predevSim
diky dobré biokompatibilité a obrovskému mnoZstvi odlisnych sekvenci. Kennedy a kol.
(2012) prichystali modie emitujici zlaté nanoklastry v ptitomnosti polycytosinové DNA
pti kyselém pH a polyadeninové DNA pii neutralnim pH uzitim citratu jako redukéniho
¢inidla. Dal8i pouZzivanou strukturou je vlasenkova DNA. Emisni chovani nanoklastrii
z4visi na sekvenci jeji smycky, ptiCemz nejefektivnéjsi je smycka tvotfena cytosiny. Jako
templat mtize slouzit téz jak jednotetézcovd DNA, tak dvoutetézcovd DNA, kterd je vSak
méné efektivni nez odpovidajici smycka ¢i jednofetézcova DNA. Jednotlivé nukleotidy
Ize téz s spéchem vyuzit coby templaty (Liu a kol. 2013, Jiang a kol. 2014).

Ke stabilizaci nanoklastrii se rovnéz uplatiiuji i peptidy. Jejich aminokyselinova
sekvence a délka ovliviiuje fyzikalni a chemické vlastnosti nanoklastrti (Zhang a kol.
2019). Wang a kol. (2012) wvytvofili bifunkéni peptid tvofeny dvéma doménami.
Sekvence prvni domény slouzi k redukci a tvorbé zlatych nanoklastrii, kdezto druha
obsahuje klasickou signalni sekvenci pro jadernou lokalizaci. Specifitu signalni sekvence
prokazovali pomoci tfech riznych bunéénych linii, pticemz ve vSech tfech ptipadech byly
zlaté nanoklastry kompletn¢ lokalizovany v jadfe.

Prvotni syntézu zlatych nanoklastrt stabilizovanych proteinem provedli Xie a kol.
(2009). Pouzili BSA, ktery je biokompatibilni a slouzi soucasné jako stabilizujici a
redukéni ¢inidlo. Vysledné nanoklastry jsou stabilni, slozené z 25 atomu zlata, emituji
Vv ervené oblasti spektra (maximum pii 640 nm) a maji kvantovy vytézek okolo 6 %.
Nasledné byly aplikovany i jiné proteiny, kupiikladu inzulin (Liu a kol. 2011) &1 pepsin
(Kawasaki a kol. 2011).

Jelikoz pfi mych syntézach uzivam jako templat pouze BSA, bude dalsi kapitola

vénovana jeho detailnéjSimu popisu.
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2.2.2.1 Hovézi sérovy albumin (BSA)

Hovézi sérovy albumin fadime mezi albuminy, coz je skupina globularnich,
ve vodé rozpustnych proteini. Diky své dostupnosti a strukturni podobnosti s lidskym
sérovym albuminem (HSA, ptiblizn¢ 76% shoda) je bézné uzivan jako modelovy protein
V laboratorni praxi a casto slouzi jako templatova molekula pii syntéze zlatych
nanoklastri (Andryskova a kol. 2020, Tankovskaia a kol. 2018). Jde o nejhojnéji
zastoupeny protein v obéhovém systému obratlovetl a piedstavuje okolo 60 % vSech
na prenosu latek exogenniho i endogenniho pivodu, zejména mastnych kyselin,
steroidnich hormonti, 1ékt a kovovych ionti. Také se podili na udrzovani koloidné-
osmotického tlaku krevni plazmy, na udrZzovani pH krve, dale na zhaSeni volnych radikali
a na inhibici agregace krevnich desti¢ek (Chi a kol. 2018, Curry 2004).

Sklada se z 583 aminokyselinovych residui a jeho molekularni hmotnost
dosahuje 66,4 kDa. Terciarni struktura sestava ze tfti homolognich domén (I, IT a I1I), které
jsou dale rozd¢leny na subdoménu A a B (viz Obrazek 3). Sekundarni struktura je
pievazné a-helikalni. Kazda doména je sloZzena z 10 a-helixi, zbyvajici polypeptidové
fetézce tvofi otocky a regiony mezi subdoménami. Ve struktufe BSA se nachazeji pouze
2 tryptofanova residua (na pozicich 134 a 212). Dale také obsahuje 35 cysteinovych
residui, pfiCemz 34 z nich tvoii 17 disulfidickych mustku, které pfispivaji k tepelné
stabilité proteinu. Zbyvajici volna thiolova (-SH) skupina Cys34 je zodpovédna za tvorbu
kovalentn¢ vazané¢ho dimeru (Andryskova a kol. 2020, Cao a kol. 2013, Curry 2004).
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Obrazek 3: Struktura BSA. Kazda z 6 subdomén je zvyraznéna jinou barvou. Pirevzato z Oliva a kol.
(2020).

Konformace BSA je zavisla na aktualni hodnoté pH okolniho prosttedi, pficemz
existuje pét ruznych forem (viz Tabulka 1). V rozmezi pH od 4,3 do 8 méa protein svou

nativni podobu, jez pfipomina tvar srdce (Cao a kol. 2013, Russel a kol. 2015).

Tabulka 1: Konformacni formy BSA v zavislosti na hodnoté pH.
| pH<27  27<pH<43 43<pH<8 8<pH<10 pH > 10

forma Expanded Fast migrating Normal Basic Aged
zkratka E F N B A

Le Guével a kol. (2011) studovali zlaté nanoklastry stabilizované BSA.
S vyuzitim rentgenové fotoelektronové spektroskopie (XPS) potvrdili existenci
kovalentni vazby mezi zlatem a sirou, z ¢ehoz vyplyva, Ze nanoklastry by se mohly
nachazet v blizkosti cysteini. Dixon a Egusa (2018) zkoumali pfitomnost vicera
specifickych vazebnych mist pro zlatité ionty v BSA. Uvadéji, ze pro vznik zlatych
nanoklastrii emitujicich v cervené oblasti spektra jsou nezbytné disulfidické mustky
cysteinovych rezidui, které ale museji byt iontim pfistupné. Russel a kol. (2015)
vypocitali, Ze hlavni oblasti, ve kterych miize dojit k tvorbé nanoklastrii obsahujicich vice
nez 12 atomi zlata, jsou domény IIB a [A. Kromé vySe zminénych rezidui Dixon a Egusa

(2018) dale uvedli, ze Cys34 a N-konec BSA nazyvany jako Asp fragment (Aspl-Thr2-
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His3) mohou také slouzit jako vazebnd mista zlatitych iontti. Nanoklastry vznikajici
Vv téchto mistech vSak neemituji v cervené oblasti spektra.

Ptestoze presna mista, kde by mohlo dochézet k tvorbé nanoklastrii, jsou zatim
neznama, piedpoklada se, ze po pfidani zlatitych iontti do roztoku BSA dochazi k jejich
interakcim s cysteinovymi residui za vzniku kovalentnich Au-S vazeb. ZvySenim pH
priblizné na 12 je nasledné¢ aktivovana reduk¢ni schopnost BSA, pficemz je znamo, ze

aminokyseliny tyrosin a tryptofan jsou schopny redukovat zlatité ionty Au'"

na atomy
zlata Au®, coz je pti¢inou formovani nanoklastri, piipadné nano&astic (Andryskova a kol.
2020, Xie a kol. 2009).

Xie a kol. (2009) a pozdéji i Le Guével a kol. (2011) dosli z vysledkt XPS
k zavéru, Ze nanoklastry nejsou tvofeny pouze zlatem v oxidacnim stavu 0, ale Ze se
na jejich povrchu nachazi zlato v oxida¢nim stavu I, které napomaha nanoklastry
stabilizovat. Le Guével a kol. (2011) navic uvadgji, ze Au' se vyskytuje pouze u vétsich
nanoklastri.

UV-Vis spektrum BSA vykazuje v ultrafialové oblasti dva charakteristicke pasy,
pii¢emz prvni se nachazi okolo 220 nm a odpovida a-helikalni struktuie proteinu. Dalsi
se vyskytuje okolo 280 nm a odpovida aromatickym aminokyselinovym residuim. BSA
ma také fluorescencni vlastnosti, pficemz za jeho emisni chovani jsou zodpovédné tii
aminokyseliny obsazené v jeho struktuie, ke kterym patfi aromatické aminokyseliny
tryptofan, tyrosin a fenylalanin. Pomér jejich intenzit fluorescence je 100:9:0,5. Lze tedy
usoudit, Ze na fluorescenci BSA se podili hlavné tryptofan (Topald a kol. 2014).
Ve spektru cirkularniho dichroismu je pfitomen jeden kladny absorpéni pik pti 190 nm a
dva negativni piky pii 208 nm a 222 nm, které jsou charakteristické pro o-helix
(Andryskova a kol. 2020).

2.2.3 Vyuziti Au nanoKklastri

Diky svym vyhodnym vlastnostem jsou zlaté nanoklastry vyuzivany k detekci
kovovych iontl, polypeptidl, aminokyselin, proteinl, enzymi a malych organickych
molekul, ale také k biologickému zobrazovani a zna¢eni (Zhang a kol. 2019) a rovnéz
ke katalyze oxidaci, hydrogenaci, spfazenych reakci a k elektrokatalyze (Nasaruddin a
kol. 2018). Vyuzivany jsou i jako teplotni a pH senzory (Shang a kol. 2013, Wu a kol.
2016). V nasledujicich kapitolach si v§ak uvedeme pouze nékteré priklady.
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2.2.3.1 Detekce kovovych ionti

Stiibrné ionty (Ag") jsou pro mnohé bakterie, houby, viry a fasy vysoce toxické.
Diky jejich antibakterialnim G¢inkdim se vyuzivaji v mnoha oblastech hygieny. Avsak,
je-li koncentrace téchto iont dostate¢né vysoka, mohou byt Skodlivé jak pro zdravi lidi,
tak zivotnimu prostiedi (Li a kol. 2009). S vyuzitim mikrovinného zateni Yue a kol.
(2012) vytvorili BSA stabilizované zlaté nanoklastry s detekénim limitem 100 nM a
s vysokou selektivitou vici Ag® oproti bézné se vyskytujicim iontim ve vodé.
V piitomnosti Ag" dochazi k hypsochromnimu posunu a k soucasnému, pftiblizné
trojnasobnému, navySeni intenzity fluorescence.

Arsen je velice toxicky a muze zpisobit napiiklad kozni 1éze (Roy a kol. 2012).
Roy a kol. (2012) navrhli fluorescen¢ni senzory pro detekci arsenitych iontt (As®*)
s detekénim limitem 53,7 nM a s vysokou selektivitou oproti mnoha dvojmocnym a
trojmocnym iontim. P¥idanim As®*" dojde k vyraznému zvyseni intenzity fluorescence
zlatych nanoklastri.

Ve vodném prostiedi existuje chrom ptfevazné ve dvou oxidacnich stavech, a to
jako chromity (Cr®") nebo chromovy (Cr*) jont. Chromové ionty jsou mnohonasobné
toxiCtéjsi a jsou povazovany za lidsky karcinogen (Zhang a kol. 2013). Metodu jejich
selektivni detekce ve vodé vynalezli Zhang a kol. (2013) a je zaloZzena na pH zavislém
zhageni fluorescence glutationem stabilizovanych zlatych nanoklastri. Detek¢ni limit pro
chromité ionty je 2,5 pg/l a pro ionty chromové je roven 0,5 ug/l.

Méd’ hraje kliCovou roli v biosyntéze a metabolismu zivych systému, kde
existuje predevsim jako méd'naty (Cu*) iont. Vysoké koncentrace jsou toxické a mohou
zpusobit vazna onemocnéni (Luo a kol. 2018). Luo a kol. (2018) prezentovali BSA
stabilizované zlaté nanoklastry emitujici v blizké infraervené oblasti. Detekce je
zaloZena na zhaseni fluorescence a umoznuje detekci s limitem 330 pM.

Rtutnaty iont (Hg?*) je vysoce toxicky, i v malych koncentracich miize zpiisobit
poskozeni mozku, srdce, ledvin, Zaludku a stfev (Lin a Tseng 2010). Xie a kol. (2010)
predstavili BSA stabilizované nanoklastry, které jsou pozoruhodné selektivni viici Hg?".
Mechanismus detekce je zaloZen na vysoké afinité Hg?* k Au*, kdy jejich interakci
dochazi k témét 100% zhaseni fluorescence. Detekéni limit byl stanoven na 500 pM.

Shang a kol. (2012) tisp&né demonstrovali metodu detekce Hg?* uvniti HeLa bunék.
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2.2.3.2 Detekce malych molekul

Askorbova kyselina je esencialni antioxidant hrajici podstatnou roli v udrzovani
rovnovahy oxidativniho stresu v organismu (Wang a kol. 2013a). K jeji detekci Wang a
kol. (2013a) pripravili BSA stabilizované zlaté nanoklastry majici detekéni limit 200 nM.
Pomoci XPS zjistili, Ze kyselina askorbova po jejim pfidani redukuje Au' na povrchu
nanoklastri, coz vede k vyraznému snizeni intenzity fluorescence.

Dalsim vyznamnym antioxidantem je glutation, jehoZ detekci v Zivych bunkach
a ve vzorcich lidské krve provedli Tian a kol. (2012). Po pfidani Hg?" doslo k téméf
kompletnimu zhaSeni fluorescence zlatych nanoklastrl, avSak kdyZz do roztoku ptidali
glutation, intenzita fluorescence narostla vice nez dvacetinasobné, a to v dusledku vétsi
afinity Hg?* ke glutationu nez k Au*. Detekéni limit byl stanoven na 7 nM.

Dopamin patii mezi neurotransmitery a hraje dillezitou roli ve funkci centralniho
nervového, hormonéalniho a kardiovaskularniho systéemu. Jeho abnormalni koncentrace
v mozku miiZe vyustit v zdvazna onemocnéni (Tao a kol. 2013). Tao a kol. (2013) vyuzili
vyrazného poklesu intenzity fluorescence BSA stabilizovanych nanoklastri po pridani
dopaminu. Zhaseni je dasledkem toku elektronti z elektrostaticky navazaného dopaminu
na zlaté nanoklastry. Kromé tohoto zpusobu navrhli také metodu kolorimetrickou, jez
spo¢iva v inhibici enzymatické aktivity nanoklastri v pfitomnosti dopaminu. V obou
piipadech je detekéni limit 10 nM.

Jin a kol. (2011) publikovali metodu pro selektivni detekci glukozy ve vzorcich
krve s detekénim limitem 5 uM. Ke stanoveni jeji koncentrace byly vyuzity nanoklastry
zlata stabilizované BSA a enzym gluk6za-oxidaza. Produktem oxidace glukdzy je mimo
jiné peroxid vodiku, jenz degraduje nanoklastry, coz vede k poklesu intenzity jejich
fluorescence. Na stejném principu sestrojili Chen a Baker (2013) sondu pro detekovani

cholesterolu.

2.2.3.3 Detekce enzymi

Detekce je zalozena na myslence, ze ur¢ité enzymy jsou schopny degradovat
proteiny. Vytvotime-li zlaté nanoklastry stabilizované né¢jakym proteinem a pridame-li
Kk nim dany enzym, protein bude enzymem degradovan, coz se projevi ve zméné
fluorescencniho signalu nanoklastr (Zhang a kol. 2019).

Cystatin C je jednim z inhibitoru cysteinovych protedz a je povazovan za idealni

marker pro v€asnou detekci chronického onemocnéni ledvin (Lin a kol. 2013). Lin a kol.
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(2013) pouzili BSA jako templatovou molekulu. Je-li do roztoku ptidan papain (enzym
s cysteinovou protedzovou aktivitou), dojde ke Stépeni BSA, a tim ke zhaseni
fluorescence nanoklastrti. Naslednym piidavanim cystatinu C pozorovali nariist intenzity
fluorescence v zavislosti na jeho rostouci koncentraci. Detekéni limit byl stanoven
na 4 ng/ml.

Histon deacetylaza je jednim z enzymi zodpovédnych za kovalentni modifikace
aminokyselinovych fetézct histond (Alberts a kol. 2015). Wen a kol. (2013) pfipravili
zlaté nanoklastry stabilizované peptidem, ktery sestrojili tak, aby doslo k interakci mezi
vSemi jeho aminokyselinami a nanoklastrem, ¢imz vytvofili jakousi ochrannou vrstvu
pred O2 nachéazejicim se v roztoku, a zabranili tak zhaSeni fluorescence. Enzymatickou
deacetylaci peptidu dojde k naruSeni interakci mezi peptidem a nanoklastrem, kyslik je
s nim diky tomu schopen interagovat, ¢imz dojde k zhaseni fluorescence. Detek¢ni limit

byl stanoven na 5 pM.

2.2.3.4 Biologické znaceni a zobrazovani

Zlaté nanoklastry maji uzite¢nou sadu vlastnosti, coZ z nich déla atraktivni
alternativy k béznym fluorescenénim sondam (kvantové tecky, fluorescencni proteiny,
organicka barviva) pro biologické zobrazovani a znac¢eni (Shang a kol. 2011b, Zhang a
Wang 2014).

Wu a kol. (2010) jako prvni provedli in vivo fluorescenéni zobrazovani nadoru
mysi uzitim kovovych nanoklastrii. Jako templatovou molekulu si zvolili BSA, pficemz
vysledné zlaté nanoklastry emitovaly v blizké infracervené oblasti spektra a vytvarely
vysoky kontrast vici okolni tkani.

Shang a kol. (2011a) pouzili zlaté nanoklastry k zobrazeni endocytozy Hela
bun¢k na zékladé doby zivota fluorescence. Dlouh4 doba Zivota excitovaného stavu je
totiz jednou z mnoha kladnych vlastnosti zlatych nanoklastri. V jejich piipadé byla o dva
fady vyssi nez doba zivota bunéénych komponent, diky ¢emuz muize byt ze signalu
odfiltrovana autofluorescence téchto komponent.

Kromé redukce pomoci chemickych ¢inidel byla pfi zobrazovani uzita i metoda
biosyntézy zlatych nanoklastrli, ktera byla provedena Wang a kol. (2013b) a je detailnéji
popsana v kapitole 2.2.1.3.

Odlisny ptistup pro zobrazovani aplikoval Wang a kol. (2015a). Zlato pomérné

dobie absorbuje rentgenové zatfeni, a tudiz mize byt v podobé zlatych nanoklastrli uzito
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jako kontrastni latka ve vypocetni tomografii. Autofi si pfipravili BSA stabilizované

nanoklastry a provedli 2D a 3D zobrazovani ledvin mysi.

2.3 Bimetalické Au-Fe nanoklastry

Na zacatek je nutné zminit, Ze pojmem bimetalické nanoklastry chceme vyjadfit
skuteCnost, ze nami pfipraveny systém obsahuje dva rtizné kovy, nikoli nanoklastry
tvofené soucasné obéma kovy. V nasledujicich dvou kapitolach se podivame na nékolik
odlisnych strategii syntézy a vyuziti bimetalickych nanoklastrii (zejména vSak Au-Fe,

kterych se tato prace tyka).

2.3.1 Syntéza Au-Fe nanoklastri

Existuji dva riizné ptistupy ptipravy bimetalickych nanoklastrti. Prvni strategii je
postsynteticka funkcionalizace, do které mizeme zatadit chemickou konjugaci, vyuziti
nekovalentnich interakci a samouspofadani. Druhou moznosti je in situ syntéza, kdy je
funkcionalizace provadéna jiz béhem syntézy (Shang a kol. 2019).

Chemicka konjugace je zaloZena na kovalentnich interakcich mezi funk¢énimi
skupinami molekul, kterymi jsou nanoklastry modifikovany. Huang a kol. (2018) si
nejprve pripravili magnetické nanocastice zeleza metodou koprecipitace, jejichz povrch
nasledné upravili pomoci 3-aminopropyltrimethoxysilanu. Poté provedli syntézu zlatych
nanoklastrii s vyuzitim kyseliny lipoové jako stabilizujiciho ¢inidla. Nasledn€ nanocéstice
a nanoklastry konjugovali prostfednictvim peptidovych vazeb a uzavieli do lysozomu,
které slouzi jako transportni systém. Takto vytvofeny nanokompozit vyuzili jako sondu
pro in vivo zobrazovani srdce, jater, ledvin, sleziny a plic mysi.

Jednou z nekovalentnich interakci je interakce elektrostaticka, kterou Wang a kol.
(2015b) vyuzili pti syntéze sondy s potencidlem pro dudlni zobrazovani. Ptichystali si
zlaté nanoklastry stabilizované glutationem, jehoz karboxylova skupina nese na kysliku
zaporny naboj, a rovnéz nanocastice zeleza, které modifikovali prostfednictvim bromidu
hexadecyltrimethylamonného, jenz obsahuje kladné nabity kvarterni dusik.

Ptikladem samouspofadavani budiz silna nekovalentni interakce mezi biotinem
a streptavidinem (Shang a kol. 2019). Shibu a kol. (2013) nejdiive provedli biotinylaci
aminoskupin nachazejicich se na povrchu BSA stabilizovanych zlatych nanoklastrti. Poté

je konjugovali s nanoc¢asticemi Zeleza, které predtim modifikovali pomoci streptavidinu.
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Ptistup pomoci in situ syntézy si uvedeme na piikladu systému Han a kol. (2017),
ktefi vytvofili sondu pro multimodalni in vivo zobrazovani a fotodynamickou terapii.
Nejprve smisili BSA s Gd203 a po ptidani NaOH roztok inkubovali pti 37 °C. Posléze
pridali HAuCls a NaOH a znovu roztok inkubovali. Tento typ ptipravy tedy spociva
ve smiseni vSech prekurzord, nikoli v postupné syntéze jednotlivych komponent
nasledované jejich modifikaci a konjugaci. Prostfednictvim této sondy jsou schopni
provadét zobrazovani pomoci fluorescence, magnetické rezonance a vypocetni
tomografie. Zlaté nanoklastry navic pti stimulaci laserem v blizké infracervené oblasti
podporuji produkci singletniho kysliku, ¢ehoZz se vyuziva ve fotodynamické terapii.
Vytvofeny nanokompozit jeSté dale konjugovali s indocyaninovou zeleni, ktera vylepSuje

jeho fotodynamické vlastnosti a umoziuje zobrazovani v blizké infraervené oblasti.

2.3.2 Vyuziti Au-Fe nanoklastria

Jak bylo v minulé kapitole nazna¢eno, bimetalické nanoklastry mohou byt vyuzity
jako sondy pro multimodalni zobrazovani. Rozumnou kombinaci nékolika zobrazovacich
metod totiz mizeme prekonat omezeni, na kterd bychom narazili pti jejich samostatném
pouziti. Vysoka citlivost fluorescen¢niho zobrazovani (FI) umoznuje monitorovat rizné
biologické déje v redlném Case, nicméné kviili omezené prostupnosti zateni skrz tkané
nemiizeme ziskat detailni 3D obraz. Naopak zobrazovani pomoci magnetické rezonance
(MRI) poskytuje 3D informace o mékkych tkanich s vysokym prostorovym rozlisenim,
ovSem nevyhodou této metody je jeji nizka citlivost. Dualni MRI/FI sondy mizeme tedy
uzit pro provadéni vysoce citlivého zobrazovani a soucasné pro ziskani histologickych
informaci s vysokym rozliSenim (Wang a kol. 2015b).

Pfidanim dal$iho kovu mizeme také dosdhnout vylepSeni dosavadnich vlastnosti
monometalickych nanoklastrii. Proteinem stabilizované zlaté nanoklastry napodobuji
chovani peroxidaz, avSak jejich praktické vyuziti je limitovano nizkou katalytickou
aktivitou (Cho a kol. 2017). Cho a kol. (2017) vsak vytvoftili nanokompozit konjugaci
zlatych nanoklastri a magnetickych nanocastic oxidu zeleznato-zelezitého (FesOa), které
vyrazné vylepsuji katalytickou aktivitu nanoklastri. Toho vyuZili ke kolorimetrickému
stanoveni glukdzy ve vzorcich krve s detekénim limitem 100 M a vysokou selektivitou
oproti mocoving, fruktoze, laktoze a kyseliné askorbové, které se v krvi bézné vyskytuji.
Princip detekce je zalozen na spfazenych reakcich katalyzovanych nanokompozity a

glukoza-oxidazou, jez katalyzuje oxidaci glukdzy za vzniku H2O2, v jehoZ ptitomnosti
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jsou nanokompozity schopny rychle oxidovat 3,3",5,5 -tetramethylbenzidin (TMB), coz

se projevi modrym zabarvenim roztoku.

2.4 Metody charakterizace

2.4.1 Absorpc¢ni spektrofotometrie v UV /Vis oblasti

Prochézi-1i elektromagnetické zateni absorbujicim prostiedim, dochazi postupné
ke sniZzovani jeho intenzity. Velikost utlumu se nejcastéji popisuje pomoci absorbance
A(A):

AQ) = e(Q)cl = —logT(A) = —log%, (D

kde T' (1) oznacuje propustnost vzorku, ktera je dina jako pomér intenzity zaieni pro§lého
vzorkem I(1) a intenzity zafeni dopadajiciho na vzorek I,(1) (Prosser a kol. 1989).
Absorbance je pfimo imérnad molarnimu absorpénimu koeficientu (A1), koncentraci ¢
méfeného vzorku a draze [, kterou zéfeni pii prichodu vzorkem urazi. Tuto zavislost
vyjadiuje Lambert-Beertv zakon. Absorpcni spektra jsme méfili, abychom se ujistili, Ze

se V nasich vzorcich nachazeji nanoklastry, a nikoliv nanocastice.

2.4.2 Fluorescencni spektroskopie

Principem této spektroskopické metody je jev nazyvany jako fluorescence, coz je
do jedné z vibra¢nich hladin stavu zakladniho (Prosser a kol. 1989). Tuto metodu jsme
pouzivali k charakterizaci materialu, protoZe zlaté nanoklastry fluorescencni vlastnosti
vykazuji (Shang a kol. 2011b). Jednou ze zékladnich veli€¢in popisujicich fluorescenci,
kterou jsme stanovovali, je kvantovy vytézek ¢, jenz je dan jako pomér poctu fotonli
emitovanych a absorbovanych fluoroforem za sekundu (Prosser a kol. 1989). Dalsi
veli¢inou je doba Zivota excitovaného stavu, kterou miZzeme definovat jako primérnou
dobu, kterou fluorofory po excitaci kratkym pulzem stravi v excitovaném stavu (Leung a
kol. 2011).
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2.4.3 Cirkularni dichroismus (CD)

Metoda CD je zaloZena na rozdilné absorpci levotoCiveé a pravotocivé kruhove
polarizovaného zéfeni opticky aktivnimi latkami (Miles a Walllace 2006). Rekombinaci
rozdilné absorbovanych slozek vznika zateni elipticky polarizované (Kelly a kol. 2005),
které miizeme charakterizovat pomoci elipticity y:

Y = 32,928 (g, — er)cl, 2)
kde &;, a eg jsou molarni absorpéni koeficienty pro levotocivé a pravotocivé kruhové
polarizované zafeni, c je koncentrace vzorku a [ je opticka draha (Prosser a kol. 1989).
Z tvaru spektra lze ziskat informace o sekundérni struktute proteinu (Miles a Walllace

2006).

2.4.4 ATR-FTIR

Zkratka FTIR ozna¢uje metodu zvanou infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci, jez vyuziva interferometru a Fourierovy transformace. Metoda zeslabeného
uplného odrazu (ATR) je zaloZena na principu uplného odrazu infracerveného zatfeni na
fazovém rozhrani mezi materialem s vysokym indexem lomu a vzorkem na jeho povrchu.
Ke studiu sekundarni struktury proteinu se primarné vyuzivaji tii charakteristické pasy
v oblastech 1800 — 1600 cm™ (amid 1), 1570 — 1470 cm™ (amid I1) a 1350 — 1250 cm*
(amid IIT), pricemz amid I je ke zmén¢ sekundarni struktury nejcitlivéjsi (Glassford a kol.

2013, Ji a kol. 2020).

2.4.5 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Princip DLS je zalozen na detekci fluktuaci intenzity rozptyleného svétla, jeZ jsou
zpusobeny Brownovym pohybem ¢astic suspendovanych v kapaliné. Analyzou korelaéni
funkce téchto fluktuaci ziskame difuzni koeficient D a hydrodynamicky primér dy ¢astic
je poté vypocitan pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice ve tvaru

= ®

6mnD
kde k je Boltzmannova konstanta, T je termodynamicka teplota, a n oznacuje viskozitu
rozpoustédla. Vysledkem méfeni je distribuce velikosti podle intenzity, kterou je mozné

pfepocitat na distribuci velikosti podle objemu a poctu ¢astic (Bhattacharjee 2016, Zheng
a kol. 2016).
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Zeta potencidl je elektrokineticky potencidl méfeny na hranici mezi elektrickou
dvojvrstvou ¢astice a okolni kapalinou. K jeho méfeni se uzivaji kyvety obsahujici dvé
elektrody, pomoci kterych se na kapalinu aplikuje elektrické pole, které zptisobi pohyb
nabitych ¢astic k elektrodé s opacnym nabojem. Prostfednictvim laserové dopplerovské
velocimetrie se pak stanovi elektroforeticka pohyblivost Ug ¢astic a s vyuzitim Henryovy
rovnice se vypocita zeta potencial ¢ jako

¢ = o @
kde ¢ je dielektrickd konstanta a f(ka) piedstavuje Henryovu funkci (Bhattacharjee
2016, Clogston a Patri 2011).

2.4.6 Mossbauerova spektroskopie

Tuto metodu jsme uzili k identifikaci fdzového sloZeni Zelezné sloZky. Je zalozena
na bezodrazové emisi a rezonanéni absorpci gama zafeni atomovymi jadry (Liu a kol.
2015). V pfipad¢ transmisniho uspotadani je detekovdno zafeni proslé absorbérem.
K rezonancni absorpci dojde pouze tehdy, odpovida-li energie zaieni energii pfechodu
mezi jednou z podhladin hyperjemné struktury zakladniho stavu a jednou z podhladin
hyperjemné struktury excitovaného stavu. Toho muze byt docileno upravou frekvence

emitovaného zéfeni prostfednictvim Dopplerova jevu (Rancourt 1998).

2.4.7 Hmotnostni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem

(ICP-MS)

ICP-MS jsme uZili ke stanoveni hmotnosti zlata a zeleza ve vzorcich. Princip této
metody je nasledujici. Kapalny vzorek je napted prostfednictvim peristaltického cerpadla
pfivadén do zmlZovace, ve kterém je s vyuzitim inertniho plynu (Ar) pfeménén na jemny
aerosol. V mlzné komote jsou kapicky aerosolu od téch velkych oddéleny a vstiikovacem
pfivadény do plazmového hotédku, ve kterém je diky indukovanému vysokofrekvenénimu
magnetickému poli vytvafena v proudu argonu plazma, kterd poté prochazejici kapicky
aerosolu ionizuje. Vzniklé ionty jsou ptes expanzni komoru smétovany do hmotnostniho

spektrometru, kde jsou detekovany (Mihaljevi¢ a kol. 2004, Thomas 2004).
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2.4.8 Relaxometrie

Relaxometrie umoznuje stanovit hodnoty relaxa¢nich ¢ast jader, coz je doba,
za kterou se magneticky moment jadra vrati do puvodniho stavu, ve kterém se nachazel

pred excitaci radiofrekvenénim pulzem. Relaxivita r poté mize byt uréena uzitim vztahu

%=Tiio+ri-[KL];i=1,2, (5)
kde T; je relaxacéni ¢as tkané v piitomnosti kontrastni latky, T je relaxacni ¢as tkang
V jeji nepritomnostia [KL] predstavuje jeji koncentraci. Latka s vy$s$i hodnotou relaxivity
poskytuje pfi zobrazovani magnetickou rezonanci lepsi kontrast (Jacques a kol. 2010,
Koenig a Brown, 1990). Ze vztahu je patrné, Ze relaxivitu mizeme ziskat jako smérnici

ptimky, vyneseme-li reciproké hodnoty relaxacniho ¢asu v zavislosti na koncentraci

kontrastni latky.
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3 Cil prace

Jednim z cilt této diplomové prace je sepsat poznatky z literarni reSerSe tykajici
se piedevsim piipravy monometalickych (Au) a bimetalickych (Au-Fe) nanoklastra.
Experimentalni cil prace spociva v ptipravé a proméfeni charakteristickych vlastnosti
ptipravenych Au-Fe nanoklastri, déale pak jejich optimalizaci pro budouci vyuziti jakozto

kontrastni latky pii fluorescenénim zobrazovani a zobrazovani magnetickou rezonanci.
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie

K syntéze a charakterizaci: hovézi sérovy albumin (BSA, > 98%), trihydrat
kyseliny tetrachlorozlatit¢ (HAuCls-3H20, 99%), tetrahydrat chloridu Zeleznatého
(FeClz-4H20, 99%), hexahydrat chloridu Zelezitého (FeCls-6H20, 99%), heptahydréat
siranu Zeleznatého (FeSO4-7H20, 99%), hydroxid sodny (NaOH, 99%), chlorid sodny
(NaCl, 99%), monohydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH2POs-H2O, 99%)
a dihydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného (Na:HPO4-2H20, 99%) byly zakoupeny
od vyrobce Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA) a kyselina chlorovodikova (HCI, 35%)
byla zakoupena od vyrobce Penta (Ceska republika). Odkysliena deionizovana voda
(diH20) byla pfipravena proplachovanim Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, USA) vody
N2 a byla pouZita na veskeré experimenty.

K mineralizaci a analyze metodou ICP-MS: kyselina chlorovodikova (HCI, 36%) a
kyselina dusicnad (HNOs, 69%) fady Analpure® a certifikované referencni materialy fady

ASTASOL® byly zakoupeny od vyrobce Analytika (Ceské republika).

4.2 Syntéza Au-Fe nanoklastri

Pro piipravu Au-Fe nanoklastri jsme si jako templatovou molekulu zvolili BSA,
jenz v reakci slouzi jakozto stabilizujici a soucasné i redukéni Cinidlo. Typicka syntéza
sestava z nékolika snadnych kroki. Nejprve k BSA piidime piedem smichany roztok
tvofeny jednim z prekurzori Zeleza (FeClz, FeCls nebo FeSO4), HAuCl, a diH20. Po 90
sekundach pfiddme NaOH, ¢imz aktivujeme redukcni schopnost proteinu. Po dalSich 90
sekundach vlozime kadinku do mikrovinné trouby, kterou nastavime na vykon 150 W
a nechame ji ptsobit po dobu 10 sekund. Nésledn€ vzorek umistime do ledu a posléze
vSechny skladujeme v lednicce pii 4 °C. AZ na aplikaci mikrovinného zéfeni je roztok
po celou dobu syntézy michan pomoci magnetické michacky rychlosti 600 otacek
za minutu. Pfiddvané objemy zasobnich roztokl a jejich koncentrace jsou pichledné
uvedeny v Tabulce 2. Nicmén¢, pro sledovani agregace jsme upravovali pomér objemu
prekurzoru Zeleza a diH20 tak, aby odpovidal ptidavani 0,1 ml zasobniho roztoku

prekurzoru v rozsahu koncentraci 1,1 — 11 mM. Postup pfi ptipravé referenéniho vzorku
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si li$i tim, ze do roztoku neni pfidan prekurzor zeleza, a tudiz objem ptidavané diH2O
vzroste na 0,35 ml.

Pro ptipravu vzorku na Mdssbauerovu spektroskopii byl pouzit prekurzor FeCl»
obohaceny o izotop *'Fe, jenz byl ptipraven rozpusténim obohaceného Fe,Os v 35% HCI
a nafedén na pozadovanou koncentraci (SmM).

Vzorky pro studium vlivu teploty a iontového sloZeni roztoku jsme pied méfenim
inkubovali pfti teploté 20 °C (v pripade vlivu teploty) a 37 °C (v ptipadé obou vlivi)
po dobu 20 minut, 6 hodin a 24 hodin v termobloku.

Tabulka 2: Koncentrace ¢ a objemy V zdsobnich roztokii uZivanych béhem syntézy.
| BSA  HAUCL FeClL/FesOJFeCl;  diH,0  NaOH

c 40 mg/ml 11 mM 5mM - 1M
V [ml] 1 0,65 0,1 0,25 0,2

Z diivodu zamezeni agregace jsme ve tfetim dni po pfipravé vzorky dialyzovali.
Pouzili jsme dialyza¢ni membranu s velikosti pori 12 kDa. Dialyzu jsme provadéli
Vv chladové mistnosti (pfi 4 °C) celkem 8 hodin, béhem kterych jsme vodu vyménili
poprvé po prvni hodiné a nasledné jsme ji ménili co dvé hodiny. Po skonéeni jsme vratili
pH na piiblizné ptuvodni hodnotu pfidanim 12,5 pl 1M roztoku NaOH na 1 ml vzorku.

K ususeni vzorkt, které jsme potiebovali pro méfeni Mdssbauerovskych spekter a

k analyze pomoci ICP-MS, jsme pouzili vakuovou centrifugu.

4.3 Charakterizace nanoklastru

4.3.1 UV-Vis spektra

UV-Vis spektra byla méfena na absorpénim spektrofotometru Specord 250 PLUS
—223G1032 (Analytik Jena, Jena, Némecko) rychlosti 2 nm/s, s krokem 1 nm a v rozsahu
vinovych délek 250 — 800 nm. Sitka $térbin monochromatoru byla nastavena na 2 nm.
Vzorek byl umistén do kfemenné kyvety s optickou drahou 1 cm a natfedén na finalni
koncentraci 0, 18 mg/ml (vztazeno na BSA) deionizovanou vodou, jez byla uZita jako

reference.
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4.3.2 Excitacné-emisni (3D) a emisni spektra, stanoveni

kvantového vytézku

K méfeni téchto spekter byl pouzit spektrofluorometr JascoF8500 (Jasco, Tokio,
Japonsko) a pomoci spektrofluorometru Fluorolog-3 (HORIBA Scientific, Longjumeau,
Francie) bylo zméfeno spektrum na Obrazku 14. Vzorek byl umistén do kiemenné kyvety
s optickou drahou 1 cm a nafedén na finalni koncentraci 0, 18 mg/ml (vztazeno na BSA)
deionizovanou vodou, jejiz signal byl odecten jako pozadi. 3D spektra byla méfena
s krokem 5 nm, rychlosti 5000 nm/s a v rozsahu excita¢nich vinovych délek 250 — 420
nm a emisnich vinovych délek 290 — 800 nm. Siika §térbin excitaéniho a emisniho
monochromatoru byla nastavena na 5 nm. Z 3D spektra byla poté urcena vinova délka
excitace jako 270 nm. Emisni spektra byla méfena rychlosti 50 nm/min, s krokem 0,1 nm
a vrozsahu vinovych délek 550 — 800 nm. Siika §térbin excitaéniho a emisniho
monochromatoru byla nastavena na 2,5 nm.

Kvantovy vytézek ¢ byl vypocten podle vztahu

F-Ag-n?

= —3 6

¢ ¢S ES 'A . ns Y ( )
kde F je integralni intenzita fluorescence, A je absorbance, n znaci index lomu daného
prostiedi a indexem s oznacujeme proménné standardu, kterym byla nilskd modt, jejiz

kvantovy vytézek v ethanolu ¢p; = 0,27 (Brouwer 2011).

4.3.3 Kinetika dohasinani fluorescence

Mg¢feni kinetiky dohasinani fluorescence bylo provedeno na TCSPC fluorometru
PicoHarp300 (PicoQuant, Berlin, Némecko). K excitaci vzorku byl pouzit pulzni laser
emitujici na vinové délce 445 nm s frekvenci pulzi 2,5 MHz. Emise byla detekovana
pod magickym thlem pfi 640 nm. Data byla zaznamenana do histogramu s ¢asovou
Skalou 0 — 400 ns, kde Casova Sitka jednoho kandlu byla nastavena na 128 ps. M¢feni
probihalo pfi teploté¢ 295 K po dobu 20 minut, nebo dokud v kandlu maxima nebylo
detekovano 20000 fotonl. Funkce pfistrojové odezvy (IRF) byla stanovena uzitim
deionizované vody. Signal byl fitovan pomoci softwaru FluoFit 4.2.1 (PicoQuant, Berlin,

Némecko) jako suma exponencial:

n t
I1(t) = IRF ® Z Aje T, (7)
i=1
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kde A; je pfedexponencialni faktor urcujici pomérné zastoupeni i-té komponenty, t zna¢i
Cas a 1; pfedstavuje dobu zivota excitovaného stavu i-t¢é komponenty. Méfeni a
vyhodnoceni provadél doc. RNDr. Martin Kubala, Ph.D. na Katedie experimentalni
fyziky Prirodovédecké fakulty UP v Olomouci.

4.3.4 Cirkularni dichroismus

Spektra CD byla méfena pomoci spektrometru JASCO J-815 (Jasco, Tokyo,
Japonsko) rychlosti 100 nm/min, s krokem 1 nm a v rozmezi vinovych délek od 190 nm
do 260 nm. Kazdé spektrum bylo ziskdno jako primér 6 méteni. Vzorek byl umistén
do kemenné kyvety s optickou drahou 0,1 cm a byl nafedén na finalni koncentraci
0,227 mg/ml (vztazeno na BSA) deionizovanou vodou, jejiz signal byl odeéten jako
pozadi.

Pro detailn¢j$i analyzu sekundérni struktury byl pouzit vypocet dle softwaru
BeStSel, jenz poskytuje informaci o 8 strukturnich komponentach a je voln¢ dostupny

na webovych strankach [1].

4.3.5 Infracervena spektra

K méfeni IC spekter byl pouzit spektrofotometr ATR-IR 1S5 Nicolet (Nicolet,
Madison, WI, USA) s diamantovym krystalem v rozsahu 4000 — 400 cm™ a s rozlisenim
4 cm. Pred kazdym méfenim byla provedena korekce na pozadi (pro odstranéni signalu
vzdus$né vlhkosti a oxidu uhli¢itého) a poté byly piiblizné¢ 2 pl vzorku pipetovany na
krystal a ponechany 10 minut k ususeni pii pokojové teploté. Spektra byla poté prevedena
pomoci ATR korekce do absorp¢niho modu, byla upravena zékladni linie v softwaru

Omnic.

4.3.6 Hydrodynamicky primér a zeta potencial

Meéteni dynamického rozptylu svétla bylo provedeno pomoci pfistroje Zetasizer
NanoZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) obsahujiciho He-Ne laser emitujici svétlo
o vinove délce 633 nm. V ptipadé¢ hydrodynamického priméru byl vzorek umistén
do polystyrenové kyvety s optickou drahou 1 cm a nafedén stejné jako na fluorescenci.
Meéteni bylo provedeno pfi teplotach 20 a 37 °C, pficemz pied jeho zacatkem probchla

kalibrace po dobu 4 minut. K méfeni zeta potencialu (pfi 20 °C) byla uzita kyveta
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DTS1070, do které byl umistén nefedény vzorek o koncentraci 18, 18 mg/ml (vztaZeno

na BSA). V obou ptipadech jsou vysledky primérem ze 7 hodnot.

4.3.7 Hmotnostni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem

(ICP-MS)

Vzorky byly nejprve mineralizovany pomoci mikrovinného reaktoru MLS 1200
Mega (Milestone, Italie) ptisobenim koncentrovanych kyselin HCI a HNOs, které byly
ke vzorkiim ptidany v poméru 1:2. Stanoveni celkové koncentrace zlata a zeleza bylo
nasledné provedeno metodou ICP-MS na pfistroji Agilent 7700x ICP-MS (Agilent
Technologies, Japonsko). Uvedené vysledky jsou primérem z 6 méteni. Detek¢ni limit
pro stanoveni mnozstvi Zeleza a zlata ve vzorku byl postupné 0,3 pg/g a 2,9 pug/g. Méfeni
a vyhodnoceni provadél RNDr. Tomas Pluhacek, Ph.D. na Katedife analytické chemie
Piirodovédecké fakulty UP v Olomouci.

4.3.8 Mossbauerovska spektra

K méfeni spekter byl uzit Mossbaueriv spektrometr OLTWINS v transmisnim
uspofadani, ktery byl sestrojen na Katedie experimentalni fyziky Ptirodovédecké fakulty
UP v Olomouci. Zdrojem zafeni byl zati¢ °’Co, pro kalibraci byla uzita a-Fe folie. Vzorek
byl obohacen o ®'Fe. Méfeni a vyhodnoceni provadél Mgr. Petr Novék, Ph.D. na Katedfe

experimentalni fyziky Ptirodovédecké fakulty UP v Olomouci.

4.3.9 Méreni relaxivity

Me¢feni relaxacnich ¢asti bylo provedeno na relaxometru Bruker minispec mq60
(Bruker Biospin, Ettlingen, Germany) pti magnetické indukci 1,5 T a teploté 37 °C. Pred
méfenim byla pfipravena koncentra¢ni fada vzorkd jejich fedénim destilovanou vodou.
Hodnoty relaxivit byly poté uréeny jako smérnice piimky ziskané fitovanim zavislosti
reciprokych hodnot relaxa¢nich ¢asii na koncentraci Zeleza ve vzorku.

Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) bylo uskute¢néno na ptistroji Bruker
Biospec 47/20 (Bruker, Ettlingen, Germany). Pro kaZdou koncentraci vSech vzorku byly
ziskany dva T2 vazené MR obrazky a jeden T: vazeny MR obrazek. Zpracovani a
kvantifikace MR obrazkl byla provedena s vyuzitim softwaru ImageJ. Pomér kontrastu

a Sumu (CNR) byl nasledné vypocten z MR obréazka dle vztahu
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CNR = 0,655 - M, (8)

On
kde S, predstavuje intenzitu signalu v oblasti zajmu, S, oznacuje intenzitu signalu pozadi
(destilovana voda), a,, je smérodatna odchylka Sumu pozadi a konstanta 0,655 odrazi
Ricianovu distribuci Sumu pozadi v MR obrézcich. Méfeni a vyhodnoceni provedl Ing.
Martin Vit pod vedenim doc. Ing. Daniela Jirdka, Ph.D. v Institutu klinické a

experimentalni mediciny v Praze.
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5 Vysledky

5.1 Syntéza materialu: pozorovani a vliv dialyzy

Na zacatku je zapotiebi si ujasnit znaCeni vzorkl. Referen¢éni vzorek bude
oznacovan jako Au, zatimco vzorky obsahujici i zeleznou sloZzku budou znaceny jako
AuFeCl,, AuFeSO4 a AuFeCls, ¢imz je popsano, Ze pii piipravé téchto vzorkt byl jako
prekurzor Zeleza pouzit postupné FeCly, FeSO4 a FeCls.

Po syntéze prvnich Au-Fe nanoklastri jsme si vS§imli, Ze se na dné vialek vyskytuji
usazené agregaty, které jsou na Obrazku 4 vyznaéeny Sipkou. Na tomtéz obrazku je
vyfocena koncentraéni fada nedialyzovanych vzorkt v 5. dni od ptipravy pro vzorky
AuFeCl; (ostatni dva typy vzorku s jinymi prekurzory Zeleza se chovaly obdobné, proto
nejsou ukazany).

Obrazek 4: Koncentracni rada nedialyzovanych vzorkii (AuFeClp) v 5. dni od jejich pripravy.

Smérem doprava roste koncentrace Zeleza ve vzorku. Sipkami jsou oznacena mista

s viditelnymi usazenymi agregaty.

Vidime, ze v tomto dni podlehly agregaci jiz dvé nejvyssi koncentrace Zeleza.
Casovy vyvoj agregace odhalil (viz Obrazek 5), Ze v piipadé nejvyssi koncentrace
k agregaci doslo jiz v prvnim dni od ptipravy a Ze ve ¢tvrtém, sedmém a desatém dni

agregovaly vzorky s koncentracemi niz8imi.
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Obrazek 5: Casovy vyvoj agregace nedialyzovanych vzorkii (AuFeCl,). Napravo jsou uvedeny
koncentrace zasobniho roztoku FeCl, (v jednotkdach mM) odpovidajici pridavani 11mM roztoku FeCl,

a deionizované vody v urcitém poméru.

Z literatury a naSich diivéjSich experimenti (Andryskova a kol. 2020, Cao a kol.
2013, Yue a kol. 2014) je znamo, ze béhem syntézy nanoklastrii se méni sekundarni
struktura BSA. Je otazkou, zda nastavaji zmény v sekundarni struktuie téZ po dialyze, a
proto jsme je zkoumali pomoci dvou metod: cirkularnim dichroismem a infracervenou
absorpci.

Spektra cirkularniho dichroismu vykazuji dvé charakteristickd minima okolo 203
nm a 220 nm a jsou pro oba vzorky téméft totoznd (viz Obrazek 6). To vSak neznamena,
ze k zadnym zménam sekundarni struktury nedochazi béhem dialyzy. Prosttednictvim
softwaru BeStSel bylo vypocitano procentualni zastoupeni a-helixu ve struktuie BSA

a ¢ini ptiblizné 16 %.
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Obrazek 6: Spektra CD nedialyzovaného (nD) a dialyzovaného (D) vzorku (AuFeCl,), u kterého bylo pH

po skonceni dialyzy upraveno priblizné na hodnotu 12 pridavanim NaOH.

Na Obrazku 7 miZzeme pozorovat, ze infraCervend spektra obou vzorkl se mirné

ligi, prevazné v oblasti 1600 — 1400 cm?, ve které jsou mezi dialyzovanymi a

nedialyzovanymi vzorky rozdily nejvétsi. V této oblasti se dokonce mirné lisi

i nedialyzované

(Glassford a kol

Absorbance

vzorky mezi sebou. Je to oblast charakteristickych vibraci amidi

. 2013).
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Obrézek 7: Infracervend spektra nedialyzovanych (nD) a dialyzovanych (D) vzorkii (AuFeCly), u kterych

bylo pH po skonceni dialyzy upraveno priblizné na hodnotu 12 pridavanim NaOH.

32



Taktéz v excitatné-emisnich spektrech mizeme pozorovat nékolikero odliSnosti
mezi dialyzovanymi a nedialyzovanymi vzorky (viz Obrazek 8). Nejvice patrna je
rozdilnd intenzita fluorescence, jez je U dialyzované¢ho vzorku vyssi. Tohoto trendu si
muizeme povSimnout i pii pohledu na kvantovy vytézek (viz Tabulka 3). Déle doslo také
ke zmén¢ tvaru spektru a k posunu emisni vinové délky maxima v ptipadé dialyzovanych

vzorkd smérem k niz§im hodnotam.
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Vinova délka excitace [nm]

Intenzita fluorescence [a.u.
Intenzita fluorescence [a.u.

Vinova délka emise [nm] Vinova délka emise [nm]

Obrazek 8: Porovnani excitacné-emisnich spekter nedialyzovaného (nD) (vlevo) a dialyzovaného (D)
(vpravo) vzorku (AuFeCly), u kterého bylo pH po skonceni dialyzy upraveno priblizné na hodnotu 12
pomoci NaOH. Ve spektrech je viditelna druhd a tieti harmonicka slozka Rayleighova rozptylu, ktery je

zpuisoben ohybem zdreni na miizce monochromatoru a jeho naslednou interferenci.

Dalsi rozdil mezi dialyzovanymi a nedialyzovanymi vzorky je v ¢asovém vyvoji
kvantového vytézku (viz Tabulka 3). Zatimco dialyzované vzorky maji téméf neménny
kvantovy vytézek, v ptipad¢ téch nedialyzovanych dochéazi s asem k jeho rastu a
soucasné k bathochromnimu posunu, jenz je vidét na Obrazku 9. Rozdily mezi Au a

AuFeCl; jsou v ramci intervalu spolehlivosti.

Tabulka 3: Kvantové vtezky @ nedialyzovanych (nD) a dialyzovanych (D) vzorkii ve ctvrtém, pdtém a

Sestém dni od syntézy.

Vzorek Den ¢&islo Dnp [%] Dp [%]
4 1,82+0,10 2,08 +0,04
Au 5 1,90 £ 0,09 2,03+0,09
6 1,99+0,10 2,15+ 0,09
4 1,77 £ 0,04 1,98 £ 0,03
AuFeCl, 5 1,88 + 0,04 2,02+0,03
6 2,07 £0,06 1,99 £ 0,03
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Obrazek 9: Normovand emisni spektra nedialyzovanych (nD) vzorkit (AuFeCly) Vv prvnim az trindctém

dni od syntézy.

Metoda ICP-MS nam umoznila zjistit, jaké mnozstvi zlata a Zeleza bylo béhem
dialyzy z roztoku odstranéno. V Tabulce 4 1ze vidét, ze byla-li dialyza provedena prvni
den po syntéze, nebyly odstranény Zadné zlatité ionty, naopak je tomu ve tietim dni, kdy
bylo odstranéno zhruba 10 Ug zlata. Pfi pohledu na hmotnost Zeleza v nedialyzovaném
referen¢nim vzorku nebo AuFeCl; je jasné, Ze se v BSA nachazelo zelezo jesté predtim,
nez jsme ho sami piidali. VétSina tohoto Zeleza byla dialyzou v prvnim ¢i tfetim dni

odstranéna.

Tabulka 4: Hmotnost zlata a Zeleza v nedialyzovanych (nD) vzorcich a vzorcich dialyzovanych (D) za 24
hodin (1D) a za 72 hodin (3D) od syntézy. Teoretick& hmotnost zlata ve vzorcich c¢ini 128,0 ug, teoreticka

hmotnost Zeleza ve vzorcich ¢ini 2538,4 ng.

Vzorek Typ vzorku Mau [MO] Mee [NQ]
nD 103,0+4,5 782,7 £ 308,3
Au 1D 103,2+6,9 37,5%6,0
3D 88,4+4,1 24,7 +£3,5
nD 100,2 +5,1 3029,6 + 364,3
AuFeCl; 1D 100,4+19 2467,8 £ 62,4
3D 92,6 £4,2 2265,3 £ 50,7
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Odstranéni zlatitych a Zelezitych iontli se samoziejmé projevilo na hodnotach zeta
potenciélu, kdy v piipadé dialyzovanych vzorka doslo téméf k jeho zdvojndsobeni (viz

Tabulka 5). Nejmensich hodnot zeta potencidlu dosahuje referencni vzorek.

Tabulka 5: Hodnoty zeta potencialu { nedialyzovanych (nD) a dialyzovanych (D) vzorkaii.

Vzorek Coo [MV] Co [mV]
Au -15,1+0,6 -34,1+0,8
AuFeCI2 -17,3+0,4 -36,6 £ 0,9
AuFeS0O4 -18,3+0,3 -36,3+1,1
AuFeCI3 -16,7+0,3 -37,1+0,9

Jak je vidét na Obrazcich 10 a 11, fedéni vzorku rovnéz ovlivituje fluorescenéni
vlastnosti nanoklastri. Mlzeme si povSimnout, ze ziedénim vzorku dochéazi nejen

k poklesu intenzity fluorescence, ale také k hypsochromnimu posunu. Zhruba po 15
minutach byla intenzita fluorescence jiz stabilni.

{'n-e] aouadsaionl epzuaju|

=
=
- =
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Obraézek 10: Casovy priibéh intenzity fluorescence po ziedéni dialyzovaného vzorku (AuFeCly)

deionizovanou vodou.
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Obrazek 11: Casovy priibéh vinové délky maxima emise po ziedéni dialyzovaného vzorku (AuFeCl,)

deionizovanou vodou.

5.2 Charakterizace materialu

Poté, co jsme prozkoumali vliv dialyzy a fedéni na optické vlastnosti vzorku, jsme
se pustili do charakterizace materialu. Na Obrazku 12 je k porovnani uvedeno absorpéni
spektrum Au-Fe nanoklastri a zlatych nanocastic. V piipad¢ nanocastic si mizeme
povSimnout maxima nachazejicim se pii 520 nm. Maximum ve spektru nanoklastrii se
vyskytuje pti 277 nm a nepochybné piislusi pouzité bilkoving. Déle je vidét nabch
absorpce smérem od 450 nm k tomuto pasu. To je absorpce diky nanoklastrim a je

zodpovédna za nazloutlou az oranzovou barvu ptipravenych roztokd.
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Obrazek 12: UV-Vis spektra Au-Fe nanoklastrii (AuFeCly) (oranzova kiivka) a zlatych nanocdstic
(modra krivka).

Prostiednictvim fluorescence mizeme ve vzorcich charakterizovat fluorescentni
zlatou slozku. Abychom zjistili parametry excitace a emise zlatych nanoklastrt, provedli
jsme nejdiive méfeni 3D excitacné-emisnich spekter. Oblast, ve které nanoklastry
emituji, je oznacena pismenem C (viz Obrazek 13). Emisni spektrum je uvedeno na

Obrazku 14 a vykazuje existenci dvou maxim pii 640 nm a 660 nm.
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Obrazek 13: Excitacné-emisni spektrum Au-Fe nanoklastrii (AuFeCly). Oblast A predstavuje emisi
prevazné tryptofanovych residui BSA (Chib a kol. 2015, Topald a kol. 2014). Oblast B je pFifazovana
bud'to malym modre emitujicim nanoklastrim (Mali a kol. 2013) nebo oxidovanym tyrozinovym residuim
BSA (Andryskova a kol. 2020). Oblast C prislusi nanoklastriim emitujicim v cervené oblasti spektra (Mali
a kol. 2013). Ve spektrech se nachdzi artefakt v ditsledku Rayleighova rozptylu, ktery je zpiisoben ohybem

zareni na mrizce monochromdtoru a jeho naslednou interferenci.
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Obrézek 14: Emisni spektrum Au-Fe nanoklastrii (AuFeCly) prii excitaci vinovou délkou 270 nm.

Naopak zelezo jsme ve vzorcich charakterizovali MOssbauerovou spektroskopii a
relaxometrii. Ve spektru na Obrazku 15 mizeme pozorovat dublet a rovnéz si mizeme

povSimnout izomerniho posunu spektralnich ar. Ze zjisténych parametri spektra je
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ziejmé, Ze se jednd o oxid zelezity. Ve snaze identifikovat blize tento dublet, bylo
provedeno i méfeni vzorku pii 5 K (neni uvedeno) a z vysledkt bylo patrné, Ze doslo
k magnetickému rozstépeni. Pti této teploté se jesté nezformoval sextet a dublet byl jen
velmi malo zastoupen. Tyto aspekty naznacuji, Ze jde o nanocastice s Uzkou distribuci

velikosti.
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Obrazek 15: Mdsshauerovské spektrum dialyzovaného vzorku (AuFeCl,) obohaceného o >’Fe. Spektrum

bylo méereno pri teplote 300 K.

Vv

Tabulka 6), coz je logické, protoze do tohoto vzorku jsme zelezo neptidavali a obsahuje
zhruba 100x mén¢ Zeleza (viz Tabulka 4) nez ostatni vzorky. Naopak nejvyssi hodnoty

pricné relaxivity dosahuje vzorek AuFeClo.

Tabulka 6: Hodnoty podélIné relaxivity ry, priicné relaxivity r» a poméru kontrastu a Sumu (CNR).

Vzorek r1 [I-mmol*-s?] r2 [I-mmol*-s?] CNR [%]
Au 0,0038 0,0097 40,0
AuFeSO4 0,0021 0,0342 58,6
AuFeClI2 0,0037 0,0372 58,4
AuFeCI3 0,0057 0,0350 46,8
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5.3 Externi faktory ovliviiujici vlastnosti pripravenych

vzorku

5.3.1 Vliv teploty

Po charakterizaci jsme studovali vliv teploty na optické vlastnosti nanoklastra a
na strukturu BSA. Vliv teploty je zejména dulezity pfi ovéfeni toxicity a téZ pfi pouziti
nanoklastrd pro zobrazovani in vitro a in vivo.

Ptipokojovée teploté kvantovy vytézek nejprve klesa a poté roste, nejvyssi hodnota
je dosazena po 20 minutach inkubace, kdezto pti 37 °C pozorujeme s rostoucim casem
pouze jeho nartst (viz Tabulka 7). Také vidime, Ze po 20 minutach je kvantovy vytézek
vys$i v ptipadé pokojové teploty a ze vlnova délka maxima klesd s rostoucim Casem

pti obou teplotach ptiblizn€ o 10 nm.

Tabulka 7: Kvantové vytézky @ a emisni vinové délky maxima Jmax dialyzovanych vzorkii inkubovanych
pri teplotach 20 °C a 37 °C po dobu 20 minut, 6 hodin a 24 hodin.

® [%] Amax [nm]

Vzorek DTOZF: ?r:iﬁbiie 20 37 20 37
20 minut 278+002 2514003  6381+0,1  650,1%0,5
Au 6 hodin 1934005  255+003  6324+06  6424+05
24 hodin 226+002  288+010  6326+11  6395+04
20 minut 339+005 2454003  6339+0,1  649.8+13
AuFeCl, 6 hodin 1974001  256+003  6281+01 642,001
24 hodin 241+003 2964003  6207+0,1  6414+04

Zatimco procentudlni zastoupeni o-helixu ve struktufe proteinu pii pokojové

teploté s asem stoupad, pii teploté 37 °C dochazi k trendu opacnému (viz Tabulka 8).
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Tabulka 8: Procentualni zastoupeni a-helixu ve struktuie BSA dialyzovanych vzorkii inkubovanych

pri teplotach 20 °C a 37 °C po dobu 20 minut, 6 hodin a 24 hodin.

a-helix [%]
Teplota [°C

Vaorek Dobz inkLEbaie 20 37
20minut | 1473+051 13,25+ 1,06
Au 6 hodin 16274023 1585+ 1,06
24 hodin 17834067 12,80+ 1,27
20minut | 13,67+£080 1505+ 1,06
AuFeCl, 6 hodin 15854078 14,70+ 1,70
24 hodin 16,07+0,68 12,10+ 1,13

Z Tabulky 9 Ize vycist, ze hydrodynamicky pramér je pti pokojoveé teploté zhruba

0 1 nm vétsi nez pii1 37 °C.

Tabulka 9: Hodnoty hydrodynamického priméru dv dialyzovanych vzorkii inkubovanych pri teplotach
20 °C a 37 °C po dobu 20 minut a 24 hodin.

du [nm]
Teplota [°C
Vzorek P . [Cl 20 37
Doba inkubace
20 minut 6+1 5+1
Au

24 hodin 7+1 5+1

20 minut 6+1 5+1
AuFeCl,

24 hodin 6+1 5+1

5.3.2 Vliviontového slozeni roztoku

Kromé vlivu teploty jsme zkoumali 1 vliv iontového sloZeni roztoku na vlastnosti
naseho systému, konkrétné jsme se vé€novali fluorescencnim vlastnostem ptipravenych
nanoklastr ve fyziologickém roztoku a v PBS v porovnéni s deionizovanou vodou pii
inkubaci pti 37 °C.

K nejvétSimu naristu kvantového vytézku dochézi pii inkubaci vzorku v PBS, a to
jak z hlediska ¢asového, tak i z hlediska samotného vlivu slozeni roztoku (viz Tabulka
10). Naopak v diH2O jsou hodnoty kvantovych vytézki v kazdém Case nejmensi.
Ve viech rozpoustédlech vSak dochazi mezi 20 minutami a 24 hodinami k naristu

kvantového vytézku.

41



Tabulka 10: Kvantové vytezky @ dialyzovanych vzorkii inkubovanych v diH0, ve fyziologickém roztoku
(FR) a v PBS pri teploté 37 °C po dobu 20 minut, 6 hodin a 24 hodin.

@ [%]
Vzorek Doba inlv<ub’ace 20 minut 6 hodin 24 hodin
Prostiedi

diH.0 2,51+0,03 2,55+0,03 2,88+0,10
Au FR 3,11+0,01 3,02 £0,05 3,39£0,10
PBS 3,60£0,10 4,57 +0,05 5,36 £ 0,05
diH.0 2,45+0,03 2,56 0,03 2,96 £0,03
AuFeCl, FR 2,94 +0,01 2,94 +0,09 3,16 £0,02
PBS 3,44+ 0,08 4,51+0,05 513+0,11

Také poloha maxima fluorescencniho pasu se méni vlivem piitomnosti
testovanych roztokt v prubéhu Casu: v piipadé diH20 a FR je emisni vinova délka
maxima po 20 minutach inkubace okolo 650 nm, kdezto v ptipad€ PBS je jizo 3 az4 nm
niz$i (viz Tabulka 11). Ve vsech piipadech poloha maxima fluorescen¢niho pasu
postupné klesa. Po 24 hodinach jsou jeji hodnoty pro diH2O a PBS okolo 640 nm, zatimco

ve FR se maximum fluorescence posunulo pouze k 644 nm.

Tabulka 11: Emisni vinové délky maxima Amax dialyzovanych vzorkii inkubovanych v diH,O,
ve fyziologickém roztoku (FR) a v PBS pri teploté 37 °C po dobu 20 minut, 6 hodin a 24 hodin.

Amax [NmM]
Vzorek Doba inlv<ub’ace 20 minut 6 hodin 24 hodin
Prostiedi

diH,O 650,1+0,5 642,4+0,5 639,5+0,4
Au FR 650,0+0,9 6449+1,1 644,0+0,7
PBS 646,2+0,1 642,0+0,3 639,4+0,7
diH,O 649,8+1,3 642,0+0,1 641,4+0,4
AuFeCl, FR 650,1+0,3 646,0+1,1 6445+ 1,8
PBS 647,4+0,4 642,0+1,1 639,7+0,3

Sekundarni struktura proteinu se pod vlivem iontového sloZeni roztoku mirné
meéni. Procentualni zastoupeni a-helixu je v ptipadé FR a PBS vyssi nez u vzorku v diH20
(viz Tabulka 12). V pribéhu ¢asu dochazi k poklesu zastoupeni a-helikalni slozky, a to

témét ve vSech pripadech.
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Tabulka 12: Procentualni zastoupeni a-helixu ve struktuie BSA dialyzovanych vzorkii inkubovanych
v diH0, ve fyziologickém roztoku (FR) a v PBS pii teploté 37 °C po dobu 20 minut, 6 hodin a 24 hodin.

a-helix [%]
Vzorek Doba inlv<ub’ace 20 minut 6 hodin 24 hodin
Prostiedi

diH.0O 13,25+ 1,06 15,85+ 1,06 12,80 +1,27
Au FR 17,30+ 1,13 16,65 + 0,49 15,45 + 0,07
PBS 1825+0,35  17,30+1,27  1530+0,00
diH.0O 15,05 + 1,06 14,70+ 1,70 12,10 £1,13
AuFeCl, FR 16,50 £ 0,28 17,50 £ 0,57 15,95 + 0,49
PBS 17,70 £ 3,25 17,05 + 4,60 14,55 + 2,33

Iontové slozeni roztoku ovlivituje rovnéz hydrodynamicky pramér ¢astic
Vv jednotlivych typech vzorki: v ptipadé FR a PBS je dvojnasobny oproti vzorkiim
v diH20 (viz Tabulka 13). Delsi doba inkubace se jiz dale neprojevuje zadnymi velkymi

zménami.

Tabulka 13: Hodnoty hydrodynamického priméru dn dialyzovanych vzorkil inkubovanych v diH;0,
ve fyziologickém roztoku (FR) a v PBS pri teploté 37 °C po dobu 20 minut, 6 hodin a 24 hodin.

du [nm]
Vzorek Doba inlv<ub’ace 20 minut 24 hodin
Prostiedi
diH,O 4+1 31
BSA FR 7+1 71
PBS 7+1 61
diH,O 5+1 5+1
Au FR 10+1 9+1
PBS 10+1 10+1
diH,O 5+1 5+1
AuFeCl; FR 8+1 10+1
PBS 9+1 9+1

V Tabulce 14 jsou uvedeny hodnoty doby Zivota excitovaného stavu, pficemz
nejdelsi slozka dosahuje hodnot zhruba okolo 400 ns. Dalsi slozky dosahly hodnot fadové
Vv jednotkach ns aZ stovkach ps. Rozdily mezi testovanymi iontovymi roztoky jsou

v ramci intervalu spolehlivosti.
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Tabulka 14: Doby Zivota excitovaného stavu t dialyzovanych vzorkit (AuFeCl,, 98BSA-AUNCS)
inkubovanych v diH,0O, ve fyziologickém roztoku (FR) a v PBS pri teploté 37 °C po dobu 6 hodin.
V ostrych zavorkéch jsou uvedeny 68% intervaly spolehlivosti. Vzorek 98BSA-AuNCs je tvoren pouze

zlatem a byl pripraven stejnym zpiisobem jako AuFeCl,.

Vzorek Prostiedi 71 [Ns] 72 [NnS] 73 [NS] 74 [NS]
98BSA- dithO 369,2 11,1 2,0 0,2
AUNCs* (332,7;423,0) (7,8;16,8) (1,6;:2,5) (0,1;0,3)
4o 378,6 6,0 1,0 0,06
|
? (335,1;435,2) (5,2;7,1) (0,8;1,2) (0,01;0,71)
455,6 7.2 14 013
AuFeCl, | R (390,35859)  (59:10,6) (1,1:1,9) (0,10,0,16)
oBS 4745 7,74 1,526 0,178
(414;590,9) (6,4;10,0) (1,16;2,079) (0,139;0,228)

* hodnoty prevzaty z Andryskova a kol. (2020).
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6 Diskuze

Prvotni vzorky jsme pfipravovali postupem, ktery se od toho uvedeného v kapitole
4.2 1i81 ve dvou skutecnostech. Misto SmM koncentrace zasobniho roztoku prekurzort
zeleza jsme pouzivali 11mM a vzorky jsme po syntéze nevkladali do ledu. Diky témto
odli$nostem jsme na dné vialek pozorovali sedimentované agregaty (viz Obrazek 4) jiz
po nékolika hodinach od syntézy. Jelikoz k tomuto jevu nedochézelo u referen¢niho
vzorku, jenz obsahuje pouze zlato, prisoudili jsme agregaci zelezné slozce. Z toho diivodu
jsme si prichystali koncentracni fadu (viz Obrazek 4) pridavanim zasobniho roztoku
prekurzoru a deionizované vody V riznych pomérech. Nasledujici dny jsme vzdy
ve stejnou dobu potizovali fotografie vzorkl, ze kterych jsme nasledné urcovali,
ve kterém dni zacal vzorek dané koncentrace Zeleza agregovat (graficky shrnuto
na Obrazku 5).

Nejen Zelezna slozka ma své tuskali, jez se Casem projevuje. Pokud se v roztoku
nachazi dostate¢né mnozstvi zlatitych iont,, mohou po urcitém Case nanoklastry pterist
V nanocastice, coz v kone¢ném dusledku znamena ztratu fluorescenCnich vlastnosti.
Z tohoto diivodu jsme se rozhodli provadét dialyzu vzorka, kterd do urc¢ité miry umoziuje
piebyte¢né ionty odstranit. Jelikoz jsme chtéli dosdhnout co mozna nejvyssi intenzity
fluorescence, nejvétsiho mnozstvi zeleza ve vzorku a soucasné jsme si chtéli byt jisti, ze
pied provedenim dialyzy nedojde k agregaci, zvolili jsme pro vSechny dalsi experimenty
SmM koncentraci zasobniho roztoku vsech prekurzora zeleza.

Dialyza vsak predstavuje zasah do naseho systému. Béhem ni totiz dochdzi soucasné
k fedéni roztoku a k postupnému snizovani pH v okoli proteinu a piistupnych
nanoklastrii. Proto jsme vzapéti studovali vliv dialyzy na strukturu BSA a na optické
vlastnosti Au-Fe nanoklastra.

Nejprve vzorky porovndme pomoci metod poskytujicich informace o sekundarni
struktufe proteinu. Pfi pohledu na spektra cirkularniho dichroismu (viz Obrazek 6) Ize
s urcitosti fici, Ze se protein v ptipad¢ nedialyzovanych i dialyzovanych vzorkl (jejichz
pH vsak bylo po dialyze upraveno) svou sekundarni strukturou neli$i, coZ znamena, ze
zmény, ke kterym béhem dialyzy dochazi, jsou reverzibilni. Jak bylo totiz zminéno vyse,
pH prostiedi se pti dialyze postupné snizuje, coz dle vysledki Chi a kol. (2018) ovlivituje
procentuélni zastoupeni a-helixu ve struktuie proteinu, a proto pH po dialyze upravujeme.
Zastoupeni je v obou piipadech okolo 16 %, pficemz Topala a kol. (2014) uvadéji, ze

procentualni zastoupeni a-helixu v BSA ¢ini ptiblizné¢ 74 %. Tento vyrazny rozdil neni
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vsak zpisoben dialyzou, ale uz samotnou syntézou nanoklastrii, béhem které protein
vystavujeme postupné silné kyselému (pfiblizné pH 2) a silné¢ zasaditému prostiedi
(ptiblizné pH 12). V ptipad¢ infracervenych spekter (viz Obrazek 7) se soustfedime
na oblast v rozsahu 1800 — 1250 cm'?, ktera je charakteristicka pro vibrace amidové vazby
(Ji a kol. 2020). Velky rozdil mezi nedialyzovanymi a dialyzovanymi vzorky je patrny
v rozmezi 1600 — 1400 cm?. Tento vysledek nemusi nutné odporovat cirkularnimu
dichroismu, jelikoz v ptipadé infracervené spektroskopie métime vzorek v ususeném
stavu.

Pohledem na excitaéné-emisni spektra (viz Obrazek 8) si mizeme povSimnout
nékolika odli$nosti. Snadno viditelnym rozdilem je rizna intenzita fluorescence, ktera je
Vv ptipadé dialyzovanych vzorkt vyssi, coz je ve shod¢€ s hodnotami kvantového vytézku
uvedenymi v Tabulce 3. Dalsi rozdil je ve vinové délce maxima emise, jeZ v pripadé
dialyzovanych vzorkd podléha hypsochromnimu posunu. Béhem syntézy vystavujeme
protein jak kyselému, tak zasaditému pH, a protoze konformace BSA je zavisla na pH
okolniho prostfedi, mohla se na povrch proteinu dostat néjakd cysteinova rezidua.
Ve srovnani s vnitini ¢asti proteinu nejsou nanoklastry na jeho povrchu prostorové
omezeny, a tudiz by mohly byt vétsi. To, Ze by pfi dialyze mohly byt odstranény, by
mohlo vysvétlit posun emise a rtizny tvar spekter.

Na Obrazku 9 si zase mizeme povSimnout toho, ze kdybychom vzorky
nedialyzovali, dochazelo by u nich s ¢asem k postupnému bathochromnimu posunu, coz
jen vyjadiuje skutecnost, ze nedialyzované vzorky obsahuji dostatecné mnozstvi zlatitych
iontt k dalSimu rastu, ktery by mohl vést ke vzniku nanocastic (ty vSak uz, na rozdil
od nanoklastrti, nevykazuji fluorescenci nybrz plasmonovou rezonanci, jak je porovnano
na Obrazku 11).

To Ize rovnéz vyvodit z hodnot zeta potencialu (viz Tabulka 5), jenz v ptipadé vsech
dialyzovanych vzorkii nabyva zdpornéjSich hodnot. Ty mohou byt vysvétleny tim, ze
podstatnou cast kladnych ionti zlata (a také Zeleza) jsme z roztoku béhem dialyzy
odstranili, diky ¢emuz jsme vzorky stabilizovali, a to jak proti pfertistani v nanocastice,
tak proti agregaci. Ve srovnani s nedialyzovanymi vzorky, které¢ podlehly agregaci jiz
po ne¢kolika dnech, nedoslo k agregaci dialyzovanych vzorki ani po péti mésicich
od piipravy.

Tyto vysledky souhlasi také s vysledky z ICP-MS (viz Tabulka 4), kdy pti dialyze
ve tfetim dni od syntézy vzorkli doSlo k odstranéni ur¢itého mnozstvi zlatitych ionti.

Zajimavosti je, ze BSA uz samo o sob¢ obsahuje Zelezo, coz zdiivodituje vyssi hmotnost
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zeleza v nedialyzovaném vzorku. Drtiva vétSina tohoto Zeleza je ovSem béhem dialyzy
odstranéna, coz znamenad, ze k proteinu nebylo pevné vazéano.

Pro méfeni nekterych metod bylo nutné vzorky fedit, proto jsme také zkoumali, jak
je timto fluorescence ovliviiovana. Zjistili jsme, Ze dochazi jak k poklesu intenzity
fluorescence (viz Obrazek 10), tak k hypsochromnimu posunu (viz Obrézek 11). Kdyz
jsme vzorky znovu promichali, vratila se intenzita téméf na pivodni hodnotu a zacala
opét klesat. Vysvétlili jsme si to tim, ze po zfedéni a promiseni dochazi pravdépodobné
k usazovani vétsich castic, coZ ma za nasledek snizovani intenzity a posun spektra.
ProtoZe béhem této doby neni fluorescence stabilni, veSkerd méteni jsme provadéli az
po 20 minutach od zfedéni.

Abychom vitbec mohli charakterizovat ndmi ptipravené vzorky, bylo nejprve nutné
ovefit, zda zlaté nanoklastry nepierostly v nanoc¢astice, prestoze jsme provedli dialyzu.
Jak jiz bylo zminéno vySe, pfi prerlistani v nanocastice ztraceji nanoklastry postupné své
fluorescencni vlastnosti. Intenzita fluorescence vSak miZe byt ovlivnéna mnoha faktory,
jakymi jsou naptiklad teplota nebo pH okolniho prosttedi (Chib a kol. 2015), a proto neni
jeji méfeni vyhodné. Oba systémy se nicméné lisi svymi absorpcnimi spektry (viz
Obrazek 12), kdy v ptipad¢ nanoc¢astic mizeme absorp¢ni pas pti 520 nm piisoudit efektu
povrchové plazmonoveé rezonance (Lia kol. 2011), ktery se u nanoklastr z divodu jejich
mensi velikosti nevyskytuje. Kromé téchto spekter je pozorovatelna také zména barvy
roztoku z tmav¢ oranzové na rizovou az fialovou, ktera je odrazem rozdilnych absorpci
praveé v disledku zminéného efektu. V ultrafialové oblasti spektra nanoklastri se nachazi
charakteristicky pas pti 277 nm odpovidajici absorpci aromatickych aminokyselinovych
residui obsazenych v proteinu (Topala a kol. 2014).

Abychom mohli studovat fluorescencni chovani naseho systému, museli jsme zjistit,
v jake spektralni oblasti nanoklastry emituji a jakou vinovou délkou je mame excitovat.
Proto jsme nejdiive provedli méteni 3D excitacné-emisnich spekter (viz Obrazek 13),
které vykazuji tii charakteristické oblasti. Oblast A pfislusi pfevazné tryptofanovym
residuim BSA (Chib a kol. 2015, Topala a kol. 2014). Oblast B je ¢asto piifazovana bud’to
malym nanoklastrim emitujicim v modré oblasti (Mali a kol. 2013), nebo oxidovanym
tyrozinovym residuim BSA (Andryskova a kol. 2020). A nakonec zde mame jesté oblast
C, jez nalezi nanoklastrim emitujicim v oblasti ¢ervené (Mali a kol. 2013). Praveé v této
oblasti jsme hledali maximum intenzity fluorescence, které obdrzime pfi excitaci vzorku

vinovou délkou 270 nm.
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Je znamo, ze BSA ve své struktuie obsahuje celkem 35 cysteinovych residui, ktera
mohou slouZit jako nukleaéni centra zlatych nanoklastr (Le Guével a kol 2011, Russel a
kol. 2015, Dixon a Egusa 2018). Ze simulaci molekulové dynamiky, kterou provedl
Russell a kol. (2015), vyplyva, ze v BSA mohou vznikat nanoklastry odlisnych velikosti
a na ruznych mistech. To by mohlo vysvétlit existenci dvou maxim v emisnim spektru
(viz Obrézek 14). Emisni vinova délka je totiz zavisla na velikosti kovového jadra (Zheng
a kol. 2004), z ¢ehoz lze usoudit, ze ptipravené nanoklastry maji rtiznou velikost.
Vysledné spektrum je poté dano kombinaci spekter nanoklastri jednotlivych velikosti,
takze vidime pouze jakousi obalku.

Prostfednictvim fluorescence jsme mohli charakterizovat zlatou slozku. Vlastnosti
zelezné slozky jsme studovali pomoci Mossbauerovy spektroskopie a relaxometrie. Aby
mohly byt nase vzorky vyuzity pii zobrazovani magnetickou rezonanci, museji
prinejmensim reagovat na pulzni magnetické pole. Podle nafitovanych hyperjemnych
parametru (viz Obrazek 15) bylo zjisténo, Ze se V nasem systému Zelezo nachazi ve formeé
superparamagnetickych nanocastic oxidu zelezitého (Fe>03), priCemz nanoc¢astice oxidi
zeleza se uzivaji jako T kontrastni latky poskytujici pfi zobrazovani negativni signal
(Huang a kol. 2018) v dusledku toho, Ze procesy spojené se spin-spinovou relaxaci vedou
ke ztratdm intenzity signalu (Tromsdorf a kol. 2007).

Ze vztahu (5) lze vyvodit, ze pro dosazeni nejvy$siho kontrastu potiecbujeme, aby
rozdil relaxa¢nich dob (resp. jejich reciprokych hodnot) tkdné¢ v pfitomnosti a
V nepiitomnosti kontrastni latky byl co nejvétsi. Jinymi slovy, snazime se o to, abychom
obdrzeli co nejvyssi hodnoty ze soucinu relaxivity a koncentrace kontrastni latky, jejiz
zvySovani je ovSem limitovano cytotoxicitou. Ziskané hodnoty relaxivity jsou uvedeny
v Tabulce 6. Porovnanim s vysledky Guo a kol. (2019), Pan a kol. (2017) a Wang a kol.
(2015b) pozorujeme, ze nase hodnoty jsou o né€kolik fadt mensi, coz by mohlo byt
zpusobeno jinymi povrchovymi vlastnostmi, rliznou velikosti ¢i odliSnym stupném
agregace nanoCastic (Tromsdorf a kol. 2007). Srovname-li ovSem referen¢ni vzorek se
vzorky, které Zelezo obsahuji (viz Tabulka 6), zjistime, Ze ur€itd mira kontrastu je
pozorovatelna.

Abychom mohli predikovat chovani naSeho materialu v biologickém systému,
zkoumali jsme po charakterizaci vliv teploty a iontového slozeni roztoku na strukturu
BSA a na optické vlastnosti nanoklastri. Teplotu 37 °C pro inkubaci jsme zvolili pro
otestovani, jelikoz jde o teplotu lidského téla (budouci vyuziti nanoklastr coby kontrastni

latky pro zobrazovani), a rovnéz proto, Zze jsou pfi této teploté inkubovany v PBS
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nanoklastry spolu s bunkami pro testovani zivotaschopnosti téchto bun¢k. Z toho divodu
jsme zkoumali i vliv tohoto pufru.

Lze si povsimnout, ze po 20 minutach inkubace pii pokojové teploté maji oba
systémy vétsi kvantovy vytézek nez pii teploté 37 °C (viz Tabulka 7). Toto pozorovani
odpovida vysledkiim Chib a kol. (2015), Jia a kol. (2018) a Xu a kol. (2014), ktefi
s rostouci teplotou zaznamenali pokles intenzity fluorescence. Jia a kol. (2018) to
vysvétluji tim, ze s rostouci teplotou roste frekvence srazek molekul, a tim i mnozstvi
nezativych prechodi, zatimco mnoZstvi zafivych pfechodii zlstavd konstantni, coZ
V kone¢ném dusledku vede ke snizovani intenzity fluorescence. Dodanim tepla mtze
dochazet k naruSeni vodikovych vazeb a nepolarnich hydrofobnich interakci, které
mohou zpusobit lokalni zménu v blizkém okoli tryptofanu, coZ ovlivni jeho optické
vlastnosti (Chib a kol. 2015). Tyto zmény se ovSem projevi 1 na fluorescenci nanoklastri,
jelikoz mezi nimi a tryptofanem probiha FRET, ktery byl demonstrovan Raut a kol.
(2014).

Zmény v kvantovém vytéZzku a emisni vlnové délce maxima mohou byt vysledkem
konforma¢nich zmén proteinu, prestoze sekundarni struktura nevykazuje vyrazné zmény
(viz Tabulka 8). Hodnoty hydrodynamického priméru ztstavaji i po 24 hodinach pro obé
teploty konstantni (viz Tabulka 9), nedochézi tedy ke vzniku Zadnych dimert ¢i vysSich
struktur.

Z Tabulek 10 a 11 je patrné, Ze nanoklastry vykazuji solvatochromni efekt, coz
potvrzuji i vysledky Diez a kol. (2009) a Zhou a kol. (2009). Na rozdil od diH.0 a FR
doslo vptipadé PBS k prudkému naristu kvantového vytézku, coz mizeme
pravdépodobné piisuzovat vétsi iontové sile (viz Tabulka 10). Také Xu a kol. (2014)
pozorovali vyssi intenzitu fluorescence nanoklastrt v PBS oproti t€ém ve vodé. FR sice
také obsahuje ionty (sodné a chloridové), avsak ty se nachdzeji rovnéz v diH20, jelikoz
jsme pii syntéze uzivali NaOH a prekurzory obsahujici chloridy. Dialyza by v§ak méla
témei veskeré ionty z diH20 odstranit, takze by se tato dvé prostfedi méla liSit pouze
V jejich koncentraci, coZ mozna muze vysvétlit vétsi kvantovy vytézek v piipadé FR
(oproti diH20).

V Tabulce 13 mizeme vypozorovat, ze v ptipad¢ vSech tii vzorki dochazi ve FR a
PBS Kk pfiblizné zdvojnasobeni hodnoty hydrodynamického priméru oproti vzorkim
v diH20, coz by odpovidalo vzniku dimeru BSA v rozpoustédle o vétsi iontové sile. Tuto

domnénku podporuji vysledky Zhang a kol. (2007), kteti zjistili, Ze pi'i nizkych hodnotach
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iontové sily (I < 0,3 M) prevladaji mezi molekulami BSA odpudivé elektrostatické sily,
a naopak pii vyssi iontové sile (I > 1 M) byly pozorovany sily pfitazlivé.

Dusledkem vzniku dimeru by mohla byt jemna zména v sekundarni struktuie
proteinu (viz Tabulka 12). Ta by také mohla odrazet i drobné rozvoliiovani proteinu,
béhem kterého by mohlo dojit k odhaleni nékterych nanoklastrti rozpoustédlu. Rovnéz by
se rozvolhovanim mohla zménit i vzdalenost a poloha mezi nanoklastry a tryptofanovymi
residui, coz by ovlivnilo FRET. Ob¢€ tyto moZznosti maji samoziejmé vliv na optické
vlastnosti nanoklastru.

Zmény v procentualnim zastoupeni a-helixu jsou ovsem jak v riznych iontovych
prostiedich (viz Tabulka 12), tak i pfi riznych teplotach (viz Tabulka 8) pomalé, coz
naznaCuje, Ze dochazi K postupnému pfizpisobovani systému odlisnym vnéj$im
podminkam.

Doba zivota excitovaného stavu Au-Fe nanoklastri ¢ini v priméru zhruba 400 ns
(viz Tabulka 14), coz je pfiblizn€ o dva tady vice nez v ptipad¢ ostatnich komponent
(napt. rozpoustédlo, protein, komplexy se zlatem), jejichz doby Zivota jsou fadove
Vv desitkach ps az v jednotkéach ns. Pokud porovname vzorky obsahujici zlato i zelezo a
vzorek obsahujici pouze zlato, v§imneme si, ze rozdily jejich dob Zivota jsou v ramci
intervalu spolehlivosti. To nepiimo vyjadiuje, ze vazebna mista zlatitych a Zzeleznatych
(ptipadné Zelezitych) iontll jsou riizna a ze ionty zeleza neovliviiuji vaznost ionta zlata.

V opacném piipad¢ by se to na dob¢ zZivota excitovaného stavu projevilo.
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7 Zaver

V této diplomove préaci byly nejprve v piehledu problematiky popsany odlisné
zplisoby pfipravy, vlastnosti a rizné moznosti vyuziti zlatych a Au-Fe nanoklastra.
V experimentalni ¢asti jsme se poté zabyvali syntézou a charakterizaci pfipravenych Au-
Fe nanoklastrii a vlivem vnéjSich faktorti na jejich optické vlastnosti a na strukturu
hovéziho sérového albuminu.

Na zacatku experimentalni prace jsme se vénovali agregaci vzorkd, kterou jsme vSak
uspésné eliminovali diky vcasné dialyze, jejiz vliv jsme proto posléze studovali.
Diky hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem bylo zjisténo, Ze béhem
dialyzy dochazi k odstranéni ur¢itého mnozstvi zlatitych iontt z roztoku, coz potvrzuji
i hodnoty zeta potencialu. Z vysledku cirkularniho dichroismu vyplyva, ze sekundarni
struktura dialyzovanych vzorkt se od téch nedialyzovanych nelisi. V infraervenych
spektrech jsou sice zmény v oblastech amidi patrné, avsak ty by mohly souviset s tim, ze
v ramci této metody jsou vzorky méfeny v ususeném stavu. V piipadé dialyzovanych
vzorkli ovSem doslo ke zméné tvaru emisniho spektra, k hypsochromnimu posunu a
rovnéz ke zvySeni kvantového vytézku.

Nasledn¢ jsme provadéli charakterizaci materialu. Pfi pohledu na emisni spektra
jsme usoudili, Zze se v nasem systému Vvyskytuji zlaté nanoklastry ruznych velikosti.
Slozku obsahujici Fe jsme zkoumali pomoci Mdssbauerovy spektroskopie, diky které
bylo zjisténo, Ze Se Zelezo v naSich vzorcich nachazi ve formé superparamagnetickych
nanocastic oxidu zelezitého. Z méieni relaxacnich ¢ast byly urCeny hodnoty relaxivit
vzorkli a prostfednictvim zobrazovani magnetickou rezonanci byl vypocitan pomér
kontrastu a Sumu. Vysledné relaxivity jsou ve srovnani s literaturou nizké, tudiz je nutné
na tomto problému jesté zapracovat. Nicméné uréitd mira kontrastu je pozorovatelna.

Po charakterizaci jsme studovali vliv teploty a iontového sloZeni roztoku na vyse
zminéné parametry. Z hodnot procentuélniho zastoupeni a-helixu ve struktute proteinu
bylo vidét, ze v dusledku obou vlivii dochazi pouze k drobnym zménam sekundarni
struktury. Naproti tomu hodnoty hydrodynamického priméru se u vzorkt inkubovanych
ve fyziologickém roztoku a v pufru (PBS) oproti vzorkiim v deionizované vod¢ zvysily
dvojnasobné. Na zaklad¢ vysledku z fluorescenéni spektroskopie navrhujeme pro pouziti
nanoklastrt pti zobrazovani, aby se nejdiive ponechaly v PBS pti 37 °C po dobu 24 hodin
a az nasledné inkubovaly s testovanymi bunikami. Tento postup by mohl zvysit intenzitu

fluorescence, a tudiZ i U¢innost méfeni.
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