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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zabyva piipravou zlatych nanocastic pomoci regioselektivné
oxidovanych polysacharidi, jakozto reduk¢nich a stabiliza¢nich ¢inidel. Konkrétné se vénuje
¢tyfem materialiim: selektivné oxidované celuldze, alginatu sodnému, dextranu a hyaluronatu
sodnému. Cilem prace je rovnéz vyvoj optimalniho purifikatniho procesu nanocastic,
predevsim od pfebytku nezreagovanych regioselektivné oxidovanych polysacharidii. V rdmci
purifikace byl sledovan vliv dialyzy, ultrafiltrace a taktéz filtrace. Dopady jednotlivych metod
byly charakterizovany na zéklad¢ analyzy DLS, UV-VIS spektroskopie, XRF analyzy a byly
poftizeny snimky TEM. Vysledny proces ¢isténi koloidnich roztoki zlatych nanocéstic se sklada
z ultrafiltrace pomoci 1 000 a 300 kDa nastavce, 48h dialyzy proti UPW a finalné filtrace, coZ
uspésné odstranilo piebytek vybranych dialdehydd polysacharidi. Nasledné byla stanovena
cytotoxicita roztokt a hodnota ICso. Uspé&sné se tedy podafilo piipravit a vyé&istit koloidni
roztoky zlatych nanocastic stabilizovanych pomoci riznych regioselektivné

oxidovanych polysacharidl uréenych pro biomedicinské aplikace.

Kli¢ové slova: nanocastice, zlaté nanocastice, sacharidy, celuldza, algindt sodny, dextran,
hyaluronat sodny, regioselektivné oxidované polysacharidy, purifikace, hydrodynamicky

prumér, zeta potencidl, biomedicinské aplikace, cytotoxicita
ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the preparation of gold nanoparticles using regioselectively
oxidized polysaccharides as reducing and stabilizing agents. Four materials, namely selectively
oxidized cellulose, sodium alginate, dextran, and sodium hyaluronate were considered. The aim
of this work isalso to optimize the purification process of gold nanoparticles from the
unreacted excess of selected regioselectively oxidized polysaccharides. The effects of dialysis,
ultrafiltration, and filtration on the purification process were investigated. The impact of the
methods was characterized by DLS analysis, UV-VIS spectroscopy, XRF analysis, and TEM
images. The resulting purification process ofthe gold nanoparticle colloidal solutions,
composed of ultrafiltration using 1,000 and 300 kDa attachment, 48 h dialysis against UPW,
and finally filtration, which successfully removed the excess of dialdehyde polysaccharides.
Subsequently, the cytotoxicity of the solutions and the ICs¢ value were determined. Colloidal
solutions of gold nanoparticles stabilized with various regioselectively oxidized

polysaccharides for biomedical applications were successfully produced and purified.



Keywords: nanoparticles, gold nanoparticles, carbohydrates, cellulose, sodium alginate,
dextran, sodium hyaluronate, regioselectively oxidized polysaccharides, purification,

hydrodynamic diameter, zeta potential, biomedical applications, cytotoxicity
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UvVOD

V dne$ni dob¢ se stale vice rozviji oblast nanocastic a nanomateriali. Do popiedi
se dostavaji mimo jiné nanocastice uslechtilych kovl, naptiklad zlata, a to vzhledem k jejich
unikatnim fyzikdlnim, chemickym a biologickym vlastnostem. Zejména biologické vlastnosti
jsou zajimavé, jelikoz oteviraji dalSi moznosti aplikace v oboru biomediciny a farmacie.
Nabizi se naptiklad vyuziti nanocastic jakozto nosic¢l 1éCiv ¢i Setrnych agens pii 1€cbé
zavaznych onemocnéni jako je rakovina.

Tyto vlastnosti jsou dany do velké miry vybérem materialu, jez tvofi stabiliza¢ni vrstvu
jader zlatych nanocéstic a zaroven se mize podilet na redukci zlatitych soli pfi jejich syntéze.
Jednou z moznych variant stabiliza¢nich a redukénich €inidel jsou polysacharidy, respektive
jejich  regioselektivné oxidované derivaty. Funkéni skupiny fetézce vybraného
selektivné oxidovaného polysacharidu tvofi vazbu se zlatym jadrem nanocastice za vzniku
stabiliza¢ni vrstvy. Diky této vrstvé nemaji nanocastice tendence agregovat a jsou kompaktni.
Navic polysacharidy jako takové jsou pro télo pfirozené, tedy maji potencial pfi stabilizaci
nanocastic pro biomedicinské aplikace. Nevyhodou pfi syntéze =zlatych nanocastic
pomoci regioselektivné oxidovanych polysacharidi je vSak nezreagovany ptebytek daného
polysacharidu v roztoku, ktery je obtizné¢ odstranit. V této praci jsem se zaméfila
na charakterizaci koloidnich roztoki zlatych nanocastic pfipravenych pomoci regioselektivné
oxidovanych polysacharidili a jejich naslednou purifikaci, zejména od piebytku polysacharidu.
U purifikovanych roztokid byla posléze sledovana jejich cytotoxicita, jenzje stéZejnim

parametrem pro mozné budouci uplatnéni v biomedicing.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NANOCASTICE

V dne$ni dobé muzeme klasifikovat mnoho nanostruktur, pficemz pro tuto praci
jsou nejpodstatnéj$i nanocastice. Nanocastice lze piirozené definovat na zaklad¢ jejich velikosti
jako pravidelné tfirozmérné struktury, jejichz rozméry se pohybuji v nanometrech a jsou
vzajemné porovnatelné. Horni hranice, kdy mulzeme castici povazovat za nanocastici,
neni presné stanovena, avSak obecné mtizeme fici, Ze vSechny tfi rozméry musi dosahovat
rozmért v intervalu 1-100 nm s minimalni odchylkou. Z hlediska nanostruktur nanocastice

fadime do OD struktur. [1, 2]

Struktura nanocastic je komplexni, a obvykle je rozdélena do 2-3 vrstev. Prvni vrstvu
lze charakterizovat jako vrstvu povrchovou, ta je obohacena o malé molekuly, ionty, polymery
¢i povrchové aktivni latky (PAL). Druhd vrstva, Ceskym opisem ,skotfdpkova®™ (shell),
je chemicky heterogenni od jadra nanocastice a miize byt pridana pro lepsi stabilizovani ¢astice.
A jako posledni je jadro Castice, které tvofi centrum nanocastice a urcuje zakladni chovani

nanocastice. [2]

Pfi zmince o nanocasticich, nanotechnologiich a nanomateridlech by si vétSina lidské
populace ptedstavila ,,védu novoveku®. Opak je vSak pravdou. Béhem poslednich let je sice
tato véda stale vice na vysluni a o ,,nano* svéte se dozvida i Siroka vefejnost, avSak ,,nano* svét

jako takovy je soucasti samotné lidské podstaty.

Jestlize hovofime v rozmérech nano, pak se pohybujeme v miliardtinach metri.
Takovychto velikosti dosahuji molekuly. VSe kolem nds, v¢etné nds samotnych, je sloZeno
z atomi a molekul, tudiz nanostruktury nejsou novodoba zalezitost. Co ovSem presahuje
do moderni doby jsou mozné aplikace a vyuziti nanoCastic a nanotechnologii.
Ostatné na toto téma narazel jiz v Sedesatych letech americky fyzik a nositel Nobelovy ceny

Richard Feynman. Dovolim si tedy citovat z piednasky, ktera urcila dal§i smér nanovedé. [3]

»Biologicky systém mizZe byt extrémnée maly. Mnohé z bunék jsou velmi malé, ale jsou
velmi aktivni. Vyrabéji riizné latky, chodi kolem, vrti se a délaji mnoho uzasnych véci — vse
ve velmi malém méritku. Rovnez ukladaji informace. Zvazme moznost, ze i my dokazeme udelat
véc velmi malou, kterd déld to, co chceme. Ze dokdzeme vyrobit predmét, ktery na této virovni
manévruje.” (Richard Feynman, There’s Plenty of Room at the Bottom. An Invitation to Enter

a New Field of Physics, 1959) vlastni preklad
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Miizeme fici, Ze R. Feynman a jeho teze byly opravdu smérodatné. Zijeme v dobé
pokroku a ,pfedméty v nanoméfitku, které dokazeme ovladat™ jiz existuji, a to vcetné

nanorobotll, tedy nanostroji, pohybujicich se vlastni silou. [4]

Budoucnost se nyni stava piitomnosti, avSak uplynulo mnoho let vyzkumt, ziskavani
poznatkli o nanosvéte a badani, jak nanostruktury funguji a jak je miizeme vyuzit. Pravé pokrok,
ktery plynul po staleti, je ve stru¢ném piehledu popsan v nasledujici podkapitole

,Historie nanocastic a nanotechnologii®.

1.1 Historie nanocastic a nanotechnologii

Postupy, ve kterych se nanotechnologii vyuzivalo, jsou star¢ stovky let.
Zrod nanomateriald prameni jiz z dob staré Ciny a Egypta, kdy vzniklo tzv. Aurum potabile
znamé taktéz jako ,,rozpustné zlato“. Objev ,rozpustného zlata® mél celou fadu vyuziti
od okrasnych aplikaci az po 1écivé ucely. ,,Rozpustné zlato* se pouzivalo pii 1écb€ nadora,
kardiovaskularnich ¢i pohlavnich onemocnéni (pro rozpoznani syfilidy). ,,Rozpustné zlato*

ovSem nenabizelo pouze blahodarné ucinky, ba naopak, pti vysSich davkach poskozovalo

ledviny a vyvolavalo tzv. ,,aurickou horecku®. [5, 6]

Zlaté &astice byly trendem nejen ve starém Egypté a Cing, ale okrasné funkce vyuzivali
i pozdgji v dobach starovékého Rima. Rimsti sklafi vyuzivali tyto technologie bez odbornych
znalosti. Tehdejsi vyrobky tak vznikaly ptfedevSim dilem nahody. Piikladem jejich dobové
préce jsou tzv. Lykurgovy pohary (Obr. 1). [5, 7]

Obr. 1 — Demonstrace barevné zmény jednoho z Lykurgovych pohari [8]


https://www.centrumserafin.cz/lycurguv-pohar/
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U téchto pohart, vytvorenych ve 4. stoleti, bylo dolozeno, ze se do skla pfimichavaly
kovové prasky, konkrétné nanokrystaly zlata (zhruba 40 ppm) a stfibra (zhruba 300 ppm) méfici
kolem 70 nm. Skute¢nost, ze konstrukce poharii obsahuje 1 ¢astice nano rozmért byl zjistén
teprve neddvno, avSak konkrétni technologicky postup jejich vyroby prozatim

nebyl objasnén. [5]

Lykurgovy pohary jsou znamé charakteristickou zménou barvy. Barevny ptechod
prameni prave z existence kovovych ¢astic ve skle. Vysledny efekt vychazi z osvétleni skla.
Jestlize budeme na pohdr svitit zvenci, pohar bude zeleny (viz Obr. 1 — vpravo). Pii osvétleni
zevniti pohdr zrudne (viz Obr. 1 — vlevo). Tyto prvni stiipky nanotechnologie 1ze v soucasnosti

dohledat v Britském muzeu, v Londyné¢. [3, 7]

S dal$im vyuzitim nanotechnologie se setkavame ve 13.-16. stoleti v ramci zdobeni
tehdejsi keramiky. Pti vyrobé¢ této keramiky vznikla prvni uméle vytvofena souvisla vrstva
nanocastic v kfemicité struktufe, avSak technologie vyroby téchto mistrovskych praci
se dochovala pouze v rdmci ,,lidové slovesnosti®. Princip vzniku nanocéstic nebyl objasnén,

jelikoz mistti vychazeli ¢ist¢ z ndhodné objevenych jevi. [9]

Co se tyce dalSiho pokroku a badani ve svét€ nanotechnologii, pak za dal§i milnik
lze povazovat rok 1857. V tomto roce se zabyval nanotechnologiemi Michael Faraday,
ktery poprvé pfipravil apopsal vlastnosti koloidnich suspenzi tzv. ,rubinového* zlata.
Zminéné suspenze nanocastic zlata vykazovaly totozné optické rysy jako vySe popsané
Lykurgovy pohary. [9] Za ticelem ilustrace dalSiho rozvoje nanotechnologii byla vytvotfena
nasledujici Tab. 1, kterd reprezentuje nékteré zajimavé historické milniky v nanotechnologiich

po roce 1900.

Tab. 1 - Historické milniky v oboru nanotechnologii po roce 1900 [9]

Rok Jméno Udalost

1928 E. Synge Vynalez optického mikroskopu blizkého pole

1931 M. Knoll a E. Ruska Vynalez transmisniho elektronového mikroskopu (TEM)
1958 L. Esaki Vynalez electron tunnelingu

1959 R. Feynman Zakladni koncept nanotechnologie

1965 G. E. Moore Formulace Moorovych zékont

1974 N. Taniguchi Vznik terminu Nanotechnologie

1982 N. Seeman Rozvoj konceptu DNA nanotechnologie

1986 G. Binnig a H. Rohrer Nobelova cena z Fyziky za vyvoj ATM a STM

1997 Zyvex Prvni zaloZzena nanotechnologicka spolecnost

2000 Prezident B. Clinton Uvedeni americké Narodni nanotechnologickeé iniciativy (NNI)
2003 G. W. Bush Zakon o vyzkumu a vyvoji nanotechnologii 21. stoleti
2011 L. Grill Vyzkumu a porozumeéni struktury grafenu.

2016 L. Feringa Nobelova cena z Chemie za navrh a syntézu molekularnich zatizeni
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Jedna znejvyznamnéjSich osobnosti zabyvajicich se touto tématikou je jiz vyse
zminovany americky fyzik Richard Feynman, ktery je spolecnosti povazovan za ,otce
nanotechnologii. Paradoxem ovsem je, ze Feynman nikdy nepouzil termin ,,nanotechnologie®,
pouze popsal, kam by mohly sméfovat budouci vyzkumy a hovofil o moznosti zpracovat a fidit

jednotlivé atomy, ptip. molekuly. [9]

Muzeme predpokladat, ze Richard Feynman, a jemu podobni, natolik nadchli védeckou
komunitu, jenz se odhodlala zjistit, jak takto malé objekty mohou vypadat. Tato touha
po poznani eskalovala objevem skenovaciho tunelového mikroskopu (STM) a mikroskopu
atomovych sil (AFM) v 80. letech. Diky témto mikroskopim miiZzeme sledovat reakce

na urovni atomu a molekul. [3]

Nanotechnologie zacaly pronikat taktéz do biomateriali a to ve 2. poloviné 20. stoleti.
Ptikladem byla ,,nanotechnologie strukturované DNA®“. Tato technologie nazyvana jako
»DNA origami* se pouziva ke vzniku struktur s definovanym tvarem slozenych z jednoho
dlouhého fetézce DNA Sroubovice, jez je v tomto piipadé scaffold (,,leSeni). Tento proces
je korigovan pomoci tzv. ,,sesivacich fetézci®, coz jsou komplementarni useky DNA uréujici

vyslednou strukturu. Princip popisuje nasledujici jednoduché schéma na Obr. 2. [10]
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Obr. 2 — a) vicefetézcovy pristup, b) DNA-origami ptistup zalozeny na scaffoldu [10]
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1.2 Typy nanocastic

Nanocastice nam poskytuji nepieberné mnozstvi kombinaci vzhledem k jejich
morfologii, velikosti, naboji, tvaru, chemickym, fyzikdlnim a biologickym vlastnostem.

NejcCastéji se vSak setkame s rozdélenim na nanocastice organického a anorganického ptivodu.
Organické nanocastice

Organické nanocastice jsou Castice, jejichz zakladem jsou organické slouceniny — lipidy,
polymery nebo nanocastice na bazi uhliku. Mezi takovéto nanocastice zalozené
na organickych slouc¢eninach patii dendrimery, lipozomy, proteiny jako feritin a ze zastupct
nanocastic na bazi uhliku to jsou fullereny, karbonové nanotrubice, grafen a uhlikova

nanovlakna. [2]
Anorganické nanocastice

O anorganickych ¢asticich Ize opisem fici, Ze jsou to nanocastice, jejichz zakladem
jsou anorganické slouc¢eniny. Nejcastéjsi prekurzory jsou kovy a jejich oxidy. Mezi nanocastice
na bazi oxidd kovl jsou napiiklad nanocastice pfipravené pomoci oxidu zelezitého (Fe203),
oxidu hlinitého (Al>O3), oxidu ceri¢itého (CeO2), oxidu kiemicitého (SiO2), oxidu titanicitého
(TiO2) a oxidu zine¢natého (ZnO). Nejpouzivanéjsi kovové nanocastice tvoii stiibro (Ag),
kobalt (Co), méd’ (Cu), zelezo (Fe), zinek (Zn), kadmium (Cd) a taktéz zlato (Au). Nasledujici

¢ast se vénuje prave zlatym nanocasticim (AuNPs), jenz jsou stéZejni pro tuto praci. [2]

Lipozom

Dendrimer ﬁ:‘ \
. TAN W\ \

Nanoéastice
zlata

| Nanoéastice
stiibra

Mezoporézni
silika

Obr. 3 — Modely vybranych typt nano¢astic [vytvofeno v Canva.com]
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1.2.1 Zlato a zlaté nanocastice (AuNPs)

Zlato

Zékladem zlatych nanocastic je zlaté jadro, jehoz povrch je nasledné stabilizovan
vybranym ¢inidlem a ptipadné dale modifikovan. Proto je vhodné stru¢né definovat zlato
jako takové. Chemické znacka zlata je Au z lat. Aurum, Cesky ,,zarici“. Atomové Cislo zlata je
79, pticemz relativni atomova hmotnost zlata je 196,967. Zlato patii do 11. skupiny,
taktéz oznacované jako skupina ,uSlechtilych kovi*“. Tyto kovy jsou specifické
vybornou elektrickou vodivosti a stalosti 1 pfi vySSich teplotach, tzn. Ze maji vysoké teploty

tani. Pro zlato se hodnota teploty tani pohybuje kolem 1 064 °C. [11]

Zlato ma kovove Zlutou barvu a pro své vlastnosti se makroskopické zlato vyuziva
v mnoha aplikacich od estetickych (klenotnické) po funkéni aplikace v elektronice. Zlato tedy
nabizi moZnosti pro technické, védecké, materialové, primyslové a ptipadné medicinské ucely.
[11]

Zlaté nanocastice (AuNPs)

Roztoky zlatych nanocastic, resp. nanocastic obecné, lze definovat jako koloidni
soustavy, kde disperzni podil pfedstavuji samotné nanocastice zlata, které jsou rozptyleny

v disperznim prostfedi (kapalina) — nejcastéji ve vode. [12]

Takovéto koloidni roztoky zlatych nanocastic (AuNPs) nejcastéji  vykazuji
charakteristickou cervenou barvu a poprvé je vnovoveéku pfipravil jiz zmiflovany
Michael Faraday, ktery zkoumal jejich barevny projev a stanovil zdkladni teze efektu
optické rezonance na jejich povrchu, néasledné pojmenovaného jako povrchova plazmonova

rezonance (Surface Plasmon Resonance, SPR). [12]

Zlaté nanocastice disponuji rtznorodou typologii. Ohledné typl zlatych nanocastic
existuje mnoho typl napf.: nanodraty, nanoobaly, nanoklece, a sférické nanocastice. [11]

Préve na jejich tvar mé zasadni vliv metoda jejich syntézy.

1.2.2 Syntéza zlatych nanocastic

Zlaté¢ nanocCastice se nejcastéji piipravuji chemickou cestou (,,Bottom-up*“ metody).
Jejich ptiprava je zaloZzena na reakci mezi prekurzorem (nejCastéji se pouziva
kyselina tetrachlorozlatitd HAuCls) a redukénim cinidlem, které taktéz muze fungovat
jako stabilizator nanocastice, avSak existuji i fyzikdlni metody ptipravy (,,Top-down* metody)

naptiklad laserova ablace, vakuové odparovani ¢i katodové naprasovani atd. [12, 13]
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Co se ty¢e chemickych metod, miizeme jmenovat naptiklad Brustovu bifazickou metodu,
jejiz postup byl podrobné zdokumentovan vroce 1994 a je vhodna pro syntézu témét
monodisperznich nanocastic o rozmérech pod 5 nm. Tato metoda je zalozena na fazovém
transferu vodného roztoku zlata na organickou fazi — toluen, pfi¢emz se nasledné¢ pouzije

borohydridu sodného NaBH4 jako redukéniho Cinidla. [12, 13]

Z dalsich metod je to naptiklad mikroemulzni metoda zalozena na redukci zlatitych soli
uvnitf inverznich micel, metoda vysevu — pfiprava anizotropnich nanocastic zlata kolem
malych pfedem pfipravenych zlatych jader a nasledn¢ Frensova metoda z roku 1973, kterd je

podobna zdkladni metod€ ptipravy nanocastic, tzv. Turkevi€ové metode. [12, 13]
Turkevi¢ova metoda

Tato metoda je jedna z nejznaméjSich metod pfipravy nanocastic. Jeji postup sepsali
J. Turkevich, P.C. Stevenson a J. Hillier vroce 1951. Zasadni je reakce kyseliny
tetrachlorozlatit¢ HAuCls, kterd reaguje s citraitem sodnym ve vodném prostiedi. [13]

Schématické znadzornéni TurkeviCovy metody pfedstavuje nasledujici Obr. 4.

o @
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TPy TR
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citrat

Obr. 4 — Jednoduché schéma Turkevi¢ovy metody [vytvoifeno v ChemDraw]

Pti této metod€ vznikaji nanocastice riiznych velikosti na zdkladé¢ modifikace reakénich
podminek. Tato velikost se pohybuje v intervalu 15-150 nm. Abychom mohli vyslednou
velikost nanocastic kontrolovat a vytvofit téméf monodisperzni systém nanocastic o dané
velikosti, upravujeme reakéni pomér redukéniho Ccinidla k prekurzoru. [13] Podobného
mechanismu vyuZzivdme pro pfipravu nanocastic v této praci, a to pomoci selektivné
oxidovanych polysacharidi. Nasledujici kapitola se bude vénovat vlastnostem nejen nanocastic

obecné, ale prolinaji se zde 1 vlastnosti jedinecné pouze pro zlaté nanocastice.
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1.3 Charakteristika nanoc¢astic

Jelikoz hovofime o nanocasticich, které diky jejich velikosti fadime z pohledu fyziky
do mikrosvéta, nelze pak predpokladat stejné chovani jako u makrocastic. V této kapitole
se tedy budeme zabyvat typickymi vlastnostmi nanocastic obecn¢, coz zahrnuje chemické,
fyzikélni abiologické rysy nanocastic, ataktéz vlastnostmi zlatych nanocastic,

jez jsou esencialni pro tuto praci. [13]

1.3.1 Fyzikalni vlastnosti

V této kapitole se budeme vénovat vybranym fyzikdlnim vlastnostem. Blize se
seznamime s velikosti, tvarem, povrchovym nébojem a chovanim nanocastic v biologickém
prostiedi, které je ovlivnéno pravé predeslymi jmenovanymi aspekty. Nasledné si ve stru¢ném
vykladu definujeme optické a elektrické vlastnosti, které jsou unikdtni pro nanocastice kovu,
tedy 1 zlaté nanocastice. V tomto kontextu si taktéz definujeme jiz zminovany SPR efekt a jeho

vliv na barevny projev koloidnich roztokl nanocastic zlata.

. .*'; o
J.‘ ) '
L
L
Mnohobunécny Zivodisna Nanodcastice
organismus buiika [< 10? nm]
[2-13-107 nm] [10* nm]

Obr. 5 - Srovnani velikosti jednotlivych objekt v nanometrech [vytvofeno v Canva.com]
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Velikost nanoc¢astic

Po fyzikalni strance véci je dilezitym prvkem velikost nanocastic, resp. jejich pramér.
Tento faktor ovliviiuje fadu vlastnosti, napt.: ¢im vice se pfiblizujeme k ¢asticim o rozmérech
10 m, tim vyssi je podil poctu atom@ vné&j§i vrstvy &astice ku atomdim v objemu &astice.
Diky tomuto jevu se pak zvySuje napf. katalyticka Cinnost pravé zvySenim specifického

povrchu. Nasledujici Obr. 6 je grafickym znazornénim predchéazejiciho tvrzeni. [13]

VLY WL . . Tovrchowé atomy
Podel alomwovich Poel atomil % i 3
slupek ")

147 03

[

Obr. 6 — Vztah velikosti nanocastice k po¢tu atomovych slupek, celkovému poc¢tu atomi a atoma
povrchovych [8]

Od velikosti se dale odviji teplota tani a hustota. Pfi bliz§im popisu teploty tani nanocéstic
musime zohlednit tzv. Lindemannovo kritérium, které popisuje, Ze krystal zacne tat,
jestlize amplituda vychylek atomt z jejich rovnovazné pozice v krystalové miizce presahne
urcity zlomek meziatomové vzdalenosti. [8] S naristem teploty se totiz zvétSuje amplituda
kmitani atomll. Atomy na povrchu materialu, které maji nizs$i koordinacni ¢islo, se pohybuji
vyrazné vice, s amplitudou kmitani 2—4krat vétsi nez u atoml v objemu materidlu. To znamena,
Ze tani nanocastic za¢ne pii nizsi teploté. [13] Zavislost teploty tani na velikosti ¢astice 1ze urcit

dle nasledujiciho vztahu (1):

f:((;)) = exp [—(oc ~1). (é - 1)_1] (1)

Tm(r) — teplota tani nanocCastice

T'm() — teplota tdni objemového materialu

o — nastavitelny parametr, ktery je urcen dle experimentalnich dat
r — polomér nanocastice

h — tloustka nanovrstvy atomt
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Aspekt velikosti je dulezity i1 pfi biologickych aplikacich, napi. biodistribuci nanocastic
v téle. Pii testovani tohoto vlivu byly nitrozilné aplikovany nanocastice o velikosti 15-100 nm.
[9] Bylo potvrzeno, ze do orgént nejlépe pronikaji ¢astice o velikosti 15 nm a zaroven Uspésné
pronikly skrze bariéru mezi kapilarami mozku a mozkovou tkani. Nejvétsi nanocastice

se hromadily piedevsim v jatrech, ledvinach a slezing. [14]

Na velikosti nanocastic je zavisla i jejich ,,clearance®, tedy mnozstvi (pomer) nanocastic,
které se ztéla vylou¢i za cas. Nejmen$i nanocéstice (prumér v jednotkdch nanometrlt),
se nejlépe Cisti z krve skrze ledviny. VetSi nanocastice (100-200 nm) jsou likvidovany
pomoci mononuklearniho fagocytarniho systému, dale jen MFS. MFS je systém fagocytujicich

bunck vyskytujicich se v jatrech, slezin€ a kostni dfeni. [14]
Tvar nanocastic

Dalsi dilezitou vlastnosti nanocastic je jejich tvar. Tvar urCuje potencialni aplikaci
nanocastic a jejich chovani. Nanocastice disponuji mnoha tvary, napt. sférické, ty¢inkovée,
ovalné, krychlové, trojihelnikové, hvézdy, jehlicky, oktaedrlni, rozvétvené, clustery a dalsi.
Jaky tvar maji dané nanocCastice mizeme urCit pomoci technologiec SEM a TEM. [15]

Vybrané tvary nanocastic jsou zndzornény na Obr. 7 niZe:

Nanodastice Nanokostky Nanoty¢inky Nanodesticky Nanoclustery

100 nm

Obr. 7 — Tvarova riiznorodost nanoc¢astic [16]

Tvar je taktéz esencidlni pro biologické aplikace, napf. z hlediska odbouravani
fagocytarnim systémem. V této souvislosti je diilezitym parametrem plocha, kterou nanocastice
prochézi skrze membranu makrofaga. S tim souvisi thel dopadu, od kterého se odviji rychlost
priniku nanoc¢éstice do buiiky. Pro demonstraci zavislosti kontaktniho thlu na internalizaci

byl vytvoten nésledujici Obr. 8, kde je zobrazen model nanocastic ve tvaru tyCinek. [14]
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Obr. 8 — Zavislost uhlu dopadu na rychlosti internalizace ty¢inkovych nanocastic
[vytvoteno v Canva.com]

Jestlize takto tvarovana nanocastice dopadne v zavislosti na své delsi ose soumérnosti
na membranu makrofaga pod uhlem vétSim/mensim nez 90°, pak pronikd pfes membranu
makrofaga vétsi plochou. Dopadne-li ty€inkova nanocastice viici své delsi ose souméernosti
kolmo k membran¢ (thel 6 = 90°), pak pronikd nanocastice mensi plochou. Internalizace

je v prvnim piipadé€ pomalejsi, zatimco v ptipad¢ druhém rychlejsi. [14]

Zajimavy tvar maji takzvané ,nano hvézdy*. Ty diky svému povrchu mohou relativné
dobte pronikat do nadorovych bunék. Diky detekovatelnému signalu pii méfeni povrchové
zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS) maji tyto nanocéstice fungovat také jako citliva

kontrastni latka pro detekci nadoru. [17]

Povrchovy naboj nanocastic

Povrchovy néboj nanocastic je esencidlni v ramci biologickych aplikaci nanocastic.
Od povrchového néaboje nanocéstice se totiz odviji chovdni nanocastice v biologickém
prostiedi. Ve své podstaté tak miizeme nanocastice rozd¢lit na kladn€ nabité nanocastice, dale
jen NP', zaporné nabité nanocastice, dale jen NP~ a neutralni nanocastice, dale jen NP°.
S ohledem na biologické aplikace nanocastic je smérodatny diftizni koeficient nanocastic a zeta

potencial, proto je vhodné tyto aspekty definovat. [14]

1) Diftzni koeficient — D;

ZjednoduSené¢ miizeme popsat difuzni koeficient D; jako mnozstvi latky, které projde
za urCity ¢as urcitou plochou pfi daném koncentraénim gradientu. Jednotkou difizniho
koeficientu D; je metr na druhou za sekundu m?.s™!. Je zavisly na teploté, tlaku prostedi

a velikosti Castice. [18]
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2) Zeta potencial — {

Zeta potencial, dale ZP, je velmi dulezitym parametrem, ktery Ciselné vyjadiuje Cisty
naboj nanocastic dispergovanych v kapalin€. Dle hodnoty zeta potencidlu miizeme fici,
zda jsou nabité nanocastice elektrostaticky stabilni a urCitym zplsobem dostdvame

informace o povrchové vrstvé castic. [19] Nasledujici Obr. 9 piedstavuje grafické

znazornéni ZP.

Sternova Difuzni

Zaporn¢ nabita ¢astice
wE vrstva vrstva

v disperznim prostiedi

Potenciala Konec diftzni

- 3 vrstvy
S )
Rovina fezu O —

o

zeta potencil neutrdlni naboj
¢ [mV] nanocastice

Potencial [mV]

Povrch Castice

Vzdalenost od povrchu ¢astice

** Povrchovy naboj ¢astice = Nernstv potencial: nelze méfit pfimo kvili neoddélitelné Sternove vrstvé — misto toho se
meéfi zeta potencial {

Obr. 9 — Grafické znazornéni Zeta potencialu [20]

Me¢éteni ZP je zaloZeno na elektrické dvojvrstveé, kterd vznikne interakci povrchového
naboje Castice a kontinua, které neutralizuje naboj castice diky nadbytku iontd opac¢ného
naboje. Elektricka dvojvrstva je sloZena ze dvou €asti, a to ze Sternovy vrstvy (pasmo bliZsi
k povrchu ¢astice) a difuzni vrstvy (vnéjsi pasmo). Sternova vrstva je popisovana jako témé&f
imobilni a miiZe zahrnovat i adsorbované ionty, zatimco difizni vrstva je dtlezita pro difuzi
iontl rGzné rozlozenych na zékladé¢ elektrickych sil a tepelného pohybu. Lze definovat jeste
tfeti vrstvu, tj. vrstvu popisujici pomezi kapaliny a nanocastice, oznacovanou jako kluznou

vrstvu. Zékladni jednotkou ZP je pak milivolt mV. [19]

NP maji nizky difuzni koeficient vzhledem k prostupnosti skrz ki do téla. Tento efekt
nejspise ovlivituje kysely plast kozni a latky, které jsou typické pro bariérovou funkci kiiZe.
Ohledné kumulace ve vnitinim prostiedi se NP* hromadi piedevsim v plicich, jelikoZ interaguji
s krvinkami, agreguji a zachyti se v plicnich kapilarkach. NP maji ZP > 10 mV a diky
svému naboji vyvolavaji shlukovani sérovych proteini. NP~ maji dermalng, narozdil od NP,
vysoky difuzni koeficient a diky tomu rychleji kGizi prostupuji. Jejich ZP < -10 mV a vyrazné
se vstiebavaji MFS. [14]
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Vzhledem kvySe popsanym interakcim védci wucinili zavér, ze nejvhodnéjsi
pro biologické aplikace jsou nanocastice neutralni, NP°, jejichz ZP se pohybuje v intervalu
[-10;+10] mV. NP° totiz minimalné ovlivituje MFS a maji tak del$i ¢as ob&hu. Pravé diky
zminénému chovani NP° jsou nejpraktictéjsi, jelikoz nepodléhaji negativnimu vlivu ptsobeni

povrchového naboje Castice. [14]
Optické vlastnosti

U nanocastic je rozsah barevnych projevu jejich roztokti opravdu Siroky. Opticky projev
nanocastic zavisi na velikosti pfechodu mezi valencni vrstvou a vodivostnim pasem.
Valen¢ni vrstvu lze definovat jako elektronovou vrstvu, ktera je energeticky nejvyssi a je stale
obsazena alesponl jednim elektronem a vodivostni pés lze popsat jako energeticky rozsah,
ve kterém mohou elektrony volné¢ ptechédzet do vyssich energetickych stavi. Prave tyto vrstvy
maji uréitou energetickou hladinu a pfi piechodu elektronii mezi témito oblastmi pak dochazi

k fyzikalnim jevim, jako je emise a adsorpce svétla. [21]

Barevné zmény roztokd nanocéstic uslechtilych kovil jsou zavislé na velikosti ¢astic
a jsou projevem povrchové plazmonové rezonance (SPR), tj. interakce vnéjSich elektronovych
past ¢astic s optickymi vinovymi délkami. VSechny elektrony v téchto pasech se totiz chovaji
jako jedna pseudocastice. Zavisle na vinovych délkach absorbuji svétlo a pak se rozkmitaji
ve shodné rezonanci. Toto se déje pouze za podminky excitace vnéjSich elektronli ¢astic
sveételnymi fotony. Tento vztah lze matematicky vyjadfit teorii rozptylu svétla dle Miese

a Rayleigha. [21]

V disledku SPR efektu je u roztokli nanoc¢astic n€kterych kovii barevnd zména zavisla
na velikosti ¢astic a nabizi Sirokou paletu barev. Naptiklad nanocastice zlata, jejichz pramér
je pod 5 nm, vykazuji zluté zbarveni, zatimco nanocastice zlata o velikosti nad 5-10 nm
maji Cervenou barvu roztoku. Ddle, barevné spektrum zlatych nanocastic s rostouci velikosti
(nad 20 nm) ziskava fialovy projev. Oproti tomu stfibrné nanocastice maji pii velikosti
okolo 40 nm barvu modrou, kolem 100 nm zlutou. Zde mizeme sledovat i zavislost na tvaru

nanocastic, kdy stfibrné nanocastice hranolovitého tvaru se jevi Cervené. [21]
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Elektrické vlastnosti

Vzhledem k velmi malym velikostem maji na nanocastice velky vliv kvantové
mechanické vlastnosti elementarnich ¢astic, resp. jejich chovani vychazi ztezi kvantové
mechaniky. Nanocastice se vyskytuji v diskrétnich energetickych stavech a tato skutecnost
se nejvice projevuje, jestlize je velikost nanomaterialu srovnatelna s de Broglieho vinovou
délkou elektront (velikost de Broglieho vinové délky typicka pro elektron v kovu ~ 10 nm).
Nékdy mizeme sledovat pfeménu materialu na izolant, a to pfi sniZzeni velikosti, z divodu

ztraty prekryvu energetickych pasu elektronti. [21, 22]

V nanomateridlech mohou elektrony mezi sousedicimi nanostrukturami kvantove
mechanicky tunelovat, a to v pfipadé, piekonaji-li elektrony bariéru mezi strukturami
pii zanedbatelné vzdalenosti. Tunelovani mizeme zesilit pfivedenim napéti mezi tyto struktury.
Takové tunelovani oznacujeme jako rezonanc¢ni. Na tomto efektu je zaloZena rastrovaci
tunelova mikroskopie (STM), ktera sleduje zmény v elektronovém tunelovani mezi hrotem
mikroskopu a povrchem konkrétniho vzorku. Diky tomu ziskdvd mikroskop po zpracovani

detailni obraz dané struktury. [21, 23]
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1.3.2 Chemické vlastnosti

Stabilizatory a povrchové modifikace nanocastic

Chemické vlastnosti nanocastic uslechtilych kovl jsou odlisné od chemickych vlastnosti
makrostruktur. Ukazkovym piikladem jsou nanocastice zlata. Nanocastice jsou
chemicky aktivni, resp. maji povrch chemicky reaktivni, oproti makroskopickym casticim
zlata, které jsou chemicky inertni a odolné vici oxidaci. Vlastnosti a potencidlni aplikace
pak urcuji predevsim latky, pomoci kterych nanocastice stabilizujeme a modifikujeme povrch

nanocastic. [24, 25]

Chemické skupiny na povrchu nanocastice nasledné stanovuji jejich katalytickeé,
cytotoxické a genotoxické vlastnosti. Jinak feceno, dle ndmi pozadované aplikace vybirame
vhodné biologické ¢i organické latky, které upravi povrchové vlastnosti. Mlizeme tak vybrat
vhodné biologicky aktivni a biokompatibilni latky vhodné dle biomedicinskych aplikaci
nanocastic. Nasledujici text popisuje rozdily mezi nekovalentnimi a kovalentnimi interakcemi

mezi ¢astici a latkou, kterd ji stabilizuje. [24, 25]

1) Interakce kovalentni

Pro tento zplsob stabilizace zlatych nanocastic je typické silné vazebné piisobeni
mezi zlatym jadrem a koncovou thiolovou skupinou biomolekuly ¢i biopolymeru,
tedy vznik silné vazby mezisirou S a kovem (Au, Ag). Vyhodou oproti nekovalentnim
interakcim je vyssi stabilita a a¢inné&jsi reprodukovatelnost. Mezi takové patii napt. thiolovany
polyethylenglykol (thiol-PEG), thiolovany polyoxazolin (thiol-POx) a poly(styren sulfonat)
(PSS). Tyto nanocéastice jiz naSly uplatnéni pii riznych biomedicinskych aplikacich jako

napt. detekce viru hepatitidy C, regulace nitrobunécnych genii a detekci rtutnatych ionti. [25]

2) Interakce nekovalentni

Tento typ interakci je typicky pfi stabilizaci biomolekulami, jejichZ koncové skupiny
nevykazuji silné vazebné interakce se zlatym jadrem. Takovouto biomolekulou myslime DNA,
peptidy, protilatky nebo polysacharidy a dal$i. Vzajemné plisobeni mezi povrchem nanocastice
a biomolekulou je vétSinou zaloZeno na jejich opatném néaboji ¢i slabych interakcich,

coz ma za nasledek vzajemnou pftitazlivost. [25]
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Jelikoz se vyuzivaji biologicky aktivni latky pro télo pfirozené, je tento typ stabilizace
vhodny pro biomedicinské aplikace. Zajimavé vyuziti u tohoto typu stabilizace je zapouzdieni
1é¢iva do nanocastic, které jsou pfipraveny jako systémy amfifilni povahy (micely) a vytvofit
tak drug-delivery systém. Pfipravé amfifilnich nanocastic, jakozto drug delivery systému,
se vénoval napiiklad Rotell a dalsi, ktefi enkapsulovali do pfipravenych
amfipatickych nanocastic  hydrofobni 1éCiva typickd pro protinddorovou terapii.
Nasledujici Obr. 10 zndzorfiuje mozné funkéni modifikace povrchu zlatych nanocastic

pro biomedicinské aplikace. [25]

Vazba
thiomocoviny Karbamatova
H vazba
H\N \I“'slH .....
Nt —
o .. Elektrostaticke
Peptidicka i, i b ) : interakce
vazba NN TS 3
H \-\
5/ 1 -\l-'l';‘--\'\h
v k\ ‘L.
Chemisorpce [ ] Hydrofobni
zachycen(

Obr. 10 — Funkéni modifikace povrchu zlatych nanocastic pro biomedicinské aplikace
[vytvofeno v Canva.com]

Vramci této prace je ovSem esencidlni modifikace povrchu pomoci selektivné
oxidovanych polysacharidfi. Vyslednou interakci karboxylovych skupin (-COOH) s povrchem
zlaté nanocastice lze klasifikovat jako interakci elektrostatickou. [26] Popisu této interakce
mezi selektivné oxidovanymi polysacharidy a zlatym jadrem se vénuje nadchazejici kapitola 3

- Zlaté nanocastice pripravené pomoci selektivné oxidovanych polysacharidi.
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1.3.3 Biologické vlastnosti

Chceme-li nanocastice povazovat za biomaterial, je dilezité sledovat jejich vlastnosti
v biologickém systému. Mezi kvality, které o materidlu vypovi, zda je vhodny
pro biomedicinské aplikace, patii cytotoxicita, tkdflova penetrace, antibakterialni, protiplisiové
a antivirové vlastnosti, degradace, kumulativnost a mnoho dalSich. Nasledujici text se vénuje

vybéru z vyjmenovanych vlastnosti. [27]

Cytotoxicita

Jednim ze zékladnich pozadavkl pro biomedicinské aplikace nanocastic je cytotoxicita,
tedy schopnost latky byt toxickou pro buiky. Cytotoxicitu ovliviluje nékolik faktort,
a to predevsim velikost, tvar, jaké funkéni skupiny pouzivame ke stabilizaci, resp. stabiliza¢ni
a reduk¢ni Cinidla, krystalicka struktura a koncentrace nanocastic. Studiu vlivu vyjmenovanych
vlastnosti na cytotoxicitu zlatych nanoc¢astic se vénovaly mnohé vyzkumy. Zavéry vybranych

studii shrnuje Tab. 2 na nasledujici str. 30. [27, 28]

Tyto vyzkumy se zabyvaly cytotoxicitou u riiznych typi bunécnych linii pomoci
testovani in vitro. Sledoval se vliv cytotoxicity na karcinogenni bunécné linie — hepatocelularni
karcinomové buiky (HepG2), karcinomové builkky znadoru délozniho cipku (HeLa),
karcinomové bunky prsu (MDA-MB-231) a buiiky leukemické - chronické myeloidni leukemie
CML (K562), nasledn¢ buiniky ledvin opice Cercopithecus aethiops (COS-7; COS-1),
Cervené krvinky, mysi fibroblasty (NIH/3T3), myS$i makrofagy (RAW264.7), lidské dermalni
fibroblasty a bakterii Escherichia coli. [27]

Zlaté nanocastice, jejichz cytotoxicita byla sledovana, mély rizné povrchové upravy.
Byly zkoumany nanocastice stabilizovany polyethyliminem s nizkou molekulovou hmotnosti
(PEI2), albuminem zkrve skotu (BSA), 4 cilenymi peptidy, amoniakem (NH3), latkami
s karboxylovou skupinou (-COOH), citratem, biotinem (vitamin B7), L-cysteinem, glukézou,
cetyltrimethylamonium  bromidem  (CTAB), thiolovanou molekulou  coumarinu
s polyethylenglykolem  (Coumarin-PEG-thiol), thiolovanym  monomethylenglykolem
(mPEG-thiol), lysinem, poly-L-lysinem (PLL) a fluorescein isothyiocyanat (FIFTC)
nebo glutathionem (GSH). [27]
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Tab. 2 — Cytotoxicita zlatych nanocastic (testovani in vitro) [27]
Koncentrace
Bunééna linie ITO,V rehov POdml{lky nartoczistlc' Typ testu DOb? Vyhoc!n.o cent Autor Rok
4 uprava expozice (primérna expozice toxicity
velikost)
.10° & Q0 ©
COS-7 pprp | 310 bunck N/A MTT | 6h+aon| . 7080% Thomas | 2003
v jedné jamce Zivotaschopnost
BSA Mirné ohrozena
85% N/A . h
HepG2 o LDH 12h Zivotaschopnost | Tkagenko | 2003
4 cilové konfluence (d =20-25 nm)
peptidy (<5%)
COS-1 0,38 uM 1h
& ) LDs, (COS-1):
ervene 80% 0,75 uM 2,5h onicke
krvinky NHy/- konfluence MTT/Trypan anionické — kM Goodman | 2004
COOH ) blue a
(96_]amek) 1’50 LJ.M 6h
E coli kationické > 7,3 uM
3,00 pM 24 h
HeLa Zivotaschopnost
BSA/4 cil 75% 150 pM bungk se snizila
NIH/3T3 ové kon ﬂugnce LDH 3h 020 % u HeLa, Tkacenko | 2004
peptidy (d=22nm) ovsem pouze 0 5 %
HepG2 u NIH/3T3
Citrat
Pti 250 pM Zadna
Biotin zjevna toxicita
10* bunck 0-250 “l\il Au a nano&astice
K562 L-cystein C o atomu MTT 3 dny modifikované Conor 2005
v jedné jamce 1uk
(d=4,12, 18 nm) gluxozou
Glukéza a L-cysteinem nejsou
toxické az do 25 uM
CTAB
Coumarin Nano¢astice byly
i 10° bunek internalizovan
-PEG-thiol C L 50-200 pg/ml zovany,
MDA-MB-231 v jedné jamce CellTiter 96 24 h ovsem prakticky Fu/Shenoy | 2005
mPEG- (96 jamek) (d=10nm) netoxické az
thiol do 200 pg/ml
Lysin 24 h
10° bungk 10, 25,50 a 100 100 uM —po 72 h
RAW264.7 PLL | Vijednéjamce M MTT 48h expozici sesnizila | gy g, | 2005
) zivotaschopnost na
(96 jamek) (d =3-8 nm) 85 %
FIFTC 72 h
Pokles bunécné
Lidské 0-0,8 mg/ml plochy a hustoty
dermalni Citrat N/A Mikroskopie | 2-6dni | bunék v zavislostina | Pernodet | 2006
fibroblasty (d=13£1nm) davce (mnoho

vakuol)

Jelikoz je cytotoxicita velice komplexni problematikou, nelze posoudit jednozna¢né,

jaké zlaté nanocastice jsou nejméné cytotoxické. AvSak posoudime-li cytotoxicitu postupné

dle danych kritérii, mizeme stanovit nékteré zavéry.
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Prvni kritérium, které miizeme posoudit, je velikost nanoc¢astic. Byl potvrzen trend,
pii kterém mensi nanocastice, jejichz velikost se pohybovala zhruba kolem 1,4 nm, vykazovaly
vyssi cytotoxicitu, avSak 1épe prochazely skrze bunéénou membranu. Zatimco u nanocastic
o rozmérech kolem 20 nm a vice, byla prokdzana niz$i cytotoxicita a soucasné nizsi penetrace
skrze biomembrany. Zajimavosti je, ze nanocastice o rozmérech 50 nm mohou byt

mén¢ cytotoxické a nezasahuji do pohyblivosti muzskych pohlavnich bun¢k. [27]

Dalsi kritérium, které je dilezité pro cytotoxicitu zlatych nanocastic, je modifikace
jejich povrchu. U tohoto kritéria se vyzkumy shodly, Ze nanocastice ptipravené pomoci citratu
vykazovaly vysSi cytotoxicitu neZli nanocastice stabilizované pomoci polymert nebo GSH.
Dulezité je konstatovat, ze tento faktor je zdvisly na bunécné linii podrobené testovani.
Napriklad u hepatocytti byla sledovana vyssi citlivost v rdmci cytotoxicity. Oproti tomu

kmenové buiiky a builky epitelu maji tendence k nizsi citlivosti na zlaté nanocastice. [27]

Pro testovani je taktéz velmi dilezitd doba expozice, tedy Casovy usek, po ktery jsou
buiiky vystaveny nanocasticim. Zde neni piekvapivé, Ze je cytotoxicita pfimo iimérnd dob¢
expozice. Jinymi slovy, ¢im déle jsou testované bunécné linie vystavovany zlatym
nanocasticim, tim vys$i je cytotoxicita nanocastic. Tato vlastnost souvisi naptiklad s degradaci
nanocastic atp. Degradace nanocastic je izce spojena s oxida¢nim stresem a tvorbou sloucenin
kysliku (ROS). Jestlize se nadmérné tvoii tyto slouceniny, miize pak dochazet k naruSeni
bunéénych kompartment. Proto je dulezitd spravna volba stabilizatoru, jelikoZ vhodné
stabilizacni ¢inidlo mtize pomoci ke snizovani tvorby oxidl a s tim souvisejici cytotoxicity.

[27]

Testy in vitro jsou dulezité pro primarni stanoveni cytotoxicity, ovS§em podminky v Zivém
organismu jsou rozdilné od podminek laboratornich. Proto je dillezité stanovit toxicitu
nanocastic na zivém organismu pomoci testl in vivo, diky ¢emuz mizeme 1épe pochopit, jak se

nanocastice mohou chovat v lidském t€le.

Studie in vivo probihaly na mnoho riznych organismech. AuNPs a jejich prekurzor
(HAuCls) byly testovany na krysach (s ohledem na pohlavi), embryich rlznych Zivoc¢icha,
mysich (s ohledem na pohlavi a vliv na plod), brojlerovych kutatech, octomilkdch ovocnych
(Drosophila melanogaster) ariznych typech kory$t (Daphnia magna, Moina macroscopa,
Tardigrada articus). Diky témto studiim mame ptehled o specifickych imunitnich odpovédich
a chovani zlatych nanocastic pfi expozici danych Zivocicht. Tyto studie tak pfinasi velmi cenné

znalosti pro budouci biomedicinské pouziti. [29]
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V nekterych studiich byl kladen diraz i1 na konkrétni povrchovou modifikaci
zlatych nanoc¢astic. Ve studiich se tak pracovalo se zlatymi nanocasticemi,
které byly modifikovany na povrchu polyethylenglykolem (PEG), citratem, glutathionem
(GSH), albuminem izolovanym z hovéziho séra (BSA) a dal$imi konkrétnimi modifikacemi.
Pro nase tucely jsou zajimavé nanocastice s citraitovou povrchovou funkcionalizaci, jelikoz
citrdt ma stejné funkéni skupiny jako selektivné oxidované polysacharidy. Samoziejmeé
je dulezité vzit v potaz, ze molekuly selektivné oxidovanych polysacharidi a molekula citratu
je strukturné naprosto odlisnd, a proto by se vysledny efekt zlatych nanocéstic pfipravenych
pomoci selektivné oxidovanych polysacharidi mél taktéz odvijet od délky ftetézce

polysacharidu a dalSich aspekti. [29]

Zaveéry studii naznacuji, ze nanoc¢astice podané intravendzn¢ zptisobuji apoptdzu a zanét
jaterni tkang, pfi¢emz mnoho studii potvrdilo kumulativnost nanocastic v organech — nejcastéji
praveé v jatrech a slezin€, coz ndsledné vedlo k poSkozeni téchto orgdnl. Opravdu malé
nanocastice vykazovaly vysokou genotoxicitu, poSkozovaly DNA (fragmentovani)
a podporovaly zmény genové exprese. Velké nebezpeci bylo sledovano u nanocastic malych
rozmeért, které byly schopné pronikat hematoencefalickou bariérou. Paradoxné byla ovSem

zaznamenana nulova cytotoxicita téchto nanocastic. [29]

DalSim dilezitym subjektem testovani byl vliv nano€astic na plod. Studie ptfekvapivé
prokazaly, Ze nanocastice ve vétSin€ piipadii neprostupovaly bariérou oddélujici plod od matky,
a neprojevovaly zadnou toxicitu. Pfi testovani na embryich ddnia pruhovaného (sladkovodni
ryba) byl ovSem prokdzan vliv na vyvoj smyslovych organti optickych — vyvoj oci
a na vyslednou pigmentaci jedinct, kterd byla pro tento druh ryb netypicka. Veskeré zavéry

téchto studii shrnuje ve stru¢ném piehledu nasledujici Tab. 3 na str. 33. [29]
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Tab. 3 - Cytotoxicita zlatych nanocastic (testovani in vivo) [29]

Organismus Typ nanocastic Efekt nanocastic Autor Rok
S. K.
Zmé . .
meény v genové expresi Balasubramanian 2010
AuNPS Z,d e k 1 , b 1 . ’ 3 ~
Krysy adné ucinky na varlata, zatlmc.f). yly zaznamenény mimeé zmény B. Yahyaei 2019
(bez specifikace) v morfologii jater a ledvin
AuNPs modifikované Kumulace ve sleziné a jatrech J. Lipka 2009
PEG ROS-indukovana cytotoxicita zavisla na velikosti Castic Xiaomin Li 2018
Stopy AuNPs v ledvinach, slezing, jatrech, stfevu, moci a vykalech.
AuNP, . L -Ch: 2018
unes Mensi AuNPs projevily vétsi poskozeni DNA. C. Lopez-Chaves
Winstar krysy AUNPs modifikované Kumulace v neuronech, jatrech, slezing, ledvinach a potvrzeni
citratem volného priichodu skrze hematoencefalickou bariéru — nebyla C. Lasagna-Reeves 2010
potvrzena zadna toxicita
. . . . S S. K.
Samci krys Winstar AuNPs Potvrzena kumulace a perzistence ve slezin€ a jatrech . 2010
Balasubramanian
Samci 'krys WU AuNPs Velké nanf)ééstice si:,objevi.ly v krevnim feéjéti, slezi'né a jatrech, W.H. De Jong 2008
Winstar zatimco mensi se objevily skoro ve vSech organech
éuNPs . Krvaceni plic a ledvin, infiltrace do lymfocyti a vznik zanétu H.Lu, M Liv 2013
na nanocasticich galia aX.Liu
AuNPs modifikované Poskozeni jater X. D. Zhang 2011
PEG Vyvolani apoptézy a akutni zdn&t W.S. Cho 2009
AuNPs modifikované . . . L. ..
GSH a BSA Vliv na funkci ledvin a vyvolani cytotoxicity X. D. Zhang 2012
Poskozeni nervového systému J.ChenaY.S. Chen | 2012
sh/iziéfiil((zz) AuNPs Indukovana redukce éer\jenyc'h krvinek, ?mény sleziny a sniZeni X. D. Zhang 2010
P télesné hmotnosti
AuNPs fno'dlﬁkovane Nejvyssi potvrzena toxicita X. D. Zhang 2010
citratem
AuNPs I]r;os(i;ﬁkovane Nema zadny vliv na normalni rist T. H. L. Nghiem 2012
Testovani jedinci ztratili chut k jidlu a snizila se jejich télesna
Holé koloidni AuNPs | hmotnost, av§ak malé AuNPs nevyvolaly Zadnou negativni imunitni Y. S. Chen 2009
reakcei
My -
}/ss;r(nsi?:gm ! AuNPs Poskozeni jater a ledvin zavisle na pohlavi J.ChenaY.S.Chen | 2012
BALB/c mysi AuNPs Vznik apoptozy a zanétliva reakce jater E.C.Choa W.S.Cho | 2009
Mysi (ddy) AuNPs Vsechny velikosti pouiity'c'h nanoéés'tif: byly prokazany ve slezing, G. Sonavane 2008
jatrech a plicich
Funkcionali é
Samci mysi CD1 unkelonaizovane Kumulace v riznych ¢astech mozku F. Sousa 2010
AuNPs
. i AuNPs Nanocastice byly detekovany v plicich a makrofazich E. Sadauskas 2009
Samice mysi - - -
AuNHsd Pfi vSech koncentracich byla zaznamenana nulova imrtnost V. Venkatpurwar 2012
Téhotné mysi
chotne mysi AuNPs Nebyla piekro¢ena bariéra mezi matkou a plodem E. Sadauskas 2007
C57BL/6
Embryo Funkcionaliovans
L i unkcionalizované s . .
dania pruhovaného TMATeAuNPs Zpozdény vyvoj o¢i a zbarveni ryb K. T. Kim 2013
(sladkovodni ryba)
Organy plodu AuNPs 74dné projevy toxicity v plodu a placenté K. Rattanapinyopituk | 2014
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Antibakterialni, antifungalni a antivirové vlastnosti AulNPs

Z hlediska antibakteridlnich vlastnosti zlatych nanocéstic je opét dilezité brat v uvahu,
ze 1 antibakteridlni aktivita je zavisla na nékolika aspektech, a to predevsim na velikosti AuNPs.
U nanocastic o velikosti jednotek nanometrti dochazi k penetraci skrz membranu do bakterii.
Diky tomu se muzou v bakteriich kumulovat a rychleji je zneSkodnit. Zaroven je jejich
nevyhodou vysoké povrchova energie. Mensi nanocastice maji povrchovou energii vyssi nez
nanocastice o rozmérech desitek nanometrti, coz mtize zpusobit jejich agregaci a diky tomuto
shlukovéni se snizuji jejich antibakterialni vlastnosti. Tyto zavéry byly stanoveny piedev§im
pro nanocastice pfipravené tzv. ,zelenou syntézou®, kdy jsou AuNPs stabilizovany pomoci

biologickych sloucenin. [30]

Predmétem vyzkumt se stala bakterie Escherichia coli, jez je klasifikovana jako
gram-negativni bakterie a Staphylococcus aureus — Cesky zlaty stafylokok, ktery zptisobuje
hnisavé zancty a patii do skupiny bakterii gram-pozitivnich. Pfi koncentraci nanocastic
(o velikosti 20-50 nm) 10 pg/ml (u testovani vlivu na zlaty stafylokok) a 100 pg/ml (u testovani
vlivu na Escherichiu coli) bylo zjisténo, ze nanocastice inhibuji syntézu vrstvy peptidoglykanu.
Taktéz AuNPs naruSuji buné€nou membranu, coZ nasledné uméle vyvolava lyzi bakterii
a naslednému Uniku vnitrobunééného materidlu bakterii. [31] V roce 2020 byla téZ studovana
aktivita hybridnich nanocastic zlata a chitosanu, avSak mechanismus u¢inku nebyl objasnén.

[32]

Z pohledu antifungalnich vlastnosti je zajimavy vliv tvaru nanocastic. U nanocastic,
které jsou ve tvaru nanodratki a nanokrychli byla potvrzena vyraznad antifungélni aktivita.
Jejich antifungélni vlastnosti mohou byt podpoteny specifickou povrchovou modifikaci
napiiklad pomoci peptidii, bilkovin a protilatek. Nejcast€jsi linii pro testovani antifungalniho
efektu nanocastic jsou kvasinky, zejména Candida albicans. U kvasinek dokdzi AuNPs
interagovat s vapnikem v mitochondriich a tim vyvolaji jejich bunéénou smrt. Pro tyto zavéry
se nabizi zajimava aplikace zlatych nanocastic v ramci biomateridll, a to pouziti AuNPs

jako nosict antimykotickych 1é¢iv. [33]

Ditlezitou a atraktivni pro vyvoj novych biomateriali je taktéz antivirova aktivita
nanocastic. Pro pochopeni potencidlu nanocastic vzhledem k jejich antivirové aktivité
byl vybran jeden =z vyzkumi, ktery se zabyval konkrétné AuNPs stabilizovanymi
pomoci citratu, jejichz praimer se pohyboval kolem 20 nm. U téchto nanocastic byl studovan

vliv AuNPs na Zivostnost viru chiipky. [34]
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Bylo potvrzeno, Ze nanocastice inhibuji zivotni cyklus viru chiipky (piedevsim replikaci
areprodukci), coz miize pomoci k blokaci pfichyceni viru nabunéénou membranu.
Z téchto vysledkit. mulzeme wusoudit, Ze =zlat¢ nanoCastice maji potencial nejen
jako antibakteridlni  a antimykotické nosi¢e 1éCiv, ovSem rovnéz jako nosice

protivirovych 1éCiv. [34]
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1.4 Vyuziti a aplikace nanocastic a nanotechnologii

Nanocastice vSeobecné oteviraji nepfeberné mnozstvi jiz funkénich ¢i potencidlnich
aplikaci v mnoha odvétvich. Z hlediska této kapitoly jsou pro nas podstatné aplikace AuNPs,
jimz se tato prace vénuje. Ty mizeme vyuzit, vzhledem k jejich fyzikalnim vlastnostem
definovanym v kapitole 1.3, v elektrotechnice pro vyrobu elektronickych soucastek.
Tyto soucéastky pak nabizeji vyS$i rychlost pienosu a umoziuji piipojeni vice

elektrickych obvodu. [13]

Zlaté nanocastice taktéZ mohou slouzit jako katalyzatory ¢i substraty pro Ramanovu
spektroskopii, kdy zvySuji signal molekul v blizkosti jejich povrchu. Takto upravenou
Ramanovu spektroskopii nazyvame povrchové zesilenda Ramanova spektroskopie
(zkratkou SERS), pficemz vysledny efekt je zplsoben lokalnim zesilenim elektrického pole
kolem nanocastic. Pfi této spektroskopické metodé¢ by bylo nasledné mozné detekovat

chemické a biologické latky o velmi nizkych koncentracich. [35]

Dle zaméfeni této prace jsou ovSem nejpodstatnéjsi aplikace biomedicinské. Praveé tém

se vénuje nasledujici podkapitola ,,Biomedicinské aplikace zlatych nanocastic*.

1.4.1 Biomedicinské aplikace zlatych nanocastic

Zlaté nanocastice maji velky potencial jakozto biomaterialy. Nabizi se vyuziti v oblasti
teranostiky (tzn. terapie a diagnostika), zobrazovacich metod nebo jakoZto nosice léCiv
a v regenerativni mediciné/tkanovém inZenyrstvi. V oblasti biomaterialii pfinaSi nanocastice
fadu moznosti diky své efektivité a Setrnosti v 1é€bé smrtelnych nemoci, na rozdil
od soucasnych lécebnych postupt, které Casto piinaSeji vedlejsi Gc¢inky, jako napft.: riziko
poskozeni zdravych organt, tkani ¢i oslabeni imunity. Pro lepSi pochopeni role nanocéstic
v téchto oblastech je vhodné ur¢it modelovy systém, na kterém lze demonstrovat konkrétni
moznosti aplikaci. Pro tcely nésledujiciho textu byly jako model zvoleny nadorova

onemocnéni — obecné oznacované jako ,,rakovina®“. [36]
Zobrazovani a diagnostika

Zlaté nanocastice maji dv€é zasadni vyhody oproti jinym latkam bézné€ uzivanym
v diagnostice a zobrazovani (magnetickd rezonance — MRI a rentgenové zobrazovani).
Diky svym fyzikadlnim vlastnostem vytvaii jasnéjS$i obraz vzhledem k jejich SPR efektu

a jsou detekovéany i pfi minimalnich koncentracich a to kolem 10° mol/l. Diky zminénym

vlastnostem jsou tak vyhodné jakoZzto kontrastni latky. [37]
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S pouzitim vhodnych sekundarn€é navazanych latek receptorové povahy (peptidy)
bychom mohli nanocastice zacilit pfimo na receptory membrany nadoru. Timto zplisobem
ziskame detailni obraz rozsahu tumoru v postizené oblasti nebo budeme schopni podrobné
sledovat pribéh 1écby a potla¢eni nadoru. Dale by se daly nanocéstice vyuzit jako biosenzory
v ramci prevence, kdy by slouzili jako prvni varovné znameni pii vzniku rakovinnych lozisek.
[37]

Nosice 1é¢iv

Zlaté nanocastice mohou slouzit pii 1écbé karcinomt napiiklad formou nosiclt 1éCiv.
Z hlediska sekundarni vrstvy lze na stabilizované a purifikované nanocéstice navazat
radioaktivni izotopy. Takto pfipravené nanocéstice by hraly vyznamnou roli pfi radioterapii.
Dalsim zpiisobem je navazani protinddorového 1éciva, kdy by nanocastice byly schopny
dopravit dané 1é¢ivo hluboko do tkané naddoru vzhledem k jejich velikosti. V neposledni fadé

lze na nanocastice navazat antigeny pro vyuZiti pfi genové terapii nebo stimulanty imunitni

odpovédi pfi imunoterapii. [36]
Prima terapie (1écba)

Jednou =z nabizejicich se terapii je specidlni typ protirakovinné 1écby znamy
jako fototerapie. Diky jedinecné schopnosti zlatych nanocastic absorbovat svétlo,
resp. svételnou energii, s naslednou konverzi na teplo. Principidlné by nanocastice byly
modifikovany pomoci peptidt specifickych pro dané typy rakovinnych bunék. Peptidy by se
pfipojily k membrané nadorovych bunék a po nasledném pifimém ozafovani postiZzené oblasti
by vznikalo teplo, jenz by vyvolalo bunéénou smrt rakovinné tkané. S ohledem na pohlcovani
zafeni pfedevsim zlatymi nanocasticemi, se tak bavime o velmi Setrné metodé protirakovinné

1é¢by vzhledem k okolni zdravé tkani nezasazené tumorem. [36]
Tkanové inZenyrstvi a regenerativni medicina (TIRM)

Ohledné¢ TIRM aplikaci AuNPs byly v posledni dobé vysloveny teze o podpote
diferenciace kmenovych bunék na bunky kostni tkané, tzv. osteoblasty, které mineralizuji
extracelularni matrix kosti diky AuNPs. Na zdkladé téchto tezi jiz probéhlo mnoho vyzkumd,
které vyicené cile potvrdily, avSak dodnes neni pfesné¢ popsan mechanismus puisobeni

zlatych nanocastic pii regeneraci kostni tkang. [38]
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Dalsim ptikladem vyuziti voblasti TIRM je pouziti AuNPs zesitovanych
prirodnimi/syntetickymi polymery. Takto piipravené nanocastice nasledn€¢ slouzi jako
scaffoldy (bunécna leSeni) napodobujici extracelularni matrix (ECM), coz mé za nésledek
podporu regenerace, proliferace, adheze a migrace bun¢k — neuronli, osteoblastu,

chondroblastii, myocytl a kardiomyocytt. [38]

Vyhodou scaffolda, jejichz zdkladem jsou AuNPs, je jejich vyborna elektricka vodivost,
ktera je prospésna pro komunikaci kardiomyocytti ¢i neurond. AuNPs zaroven pomahaji
zdokonalit mechanické vlastnosti scaffoldu. Vyzkumy navic potvrdily schopnost materialu
zvysit bunéénou proliferaci/adhezi, a zaroven potlacit vznik vedlejSich produkti degradace

biomaterialu, jez zpomaluji proces hojeni rany. [38]

ZlepSeni  vlastnosti  zlatych  nanocastic, napf. biokompatibility, uréenych
pro biomedicinské aplikace 1ze dosdhnout, jak jiz bylo vySe zminéno, pomoci biopolymert.
Podstatné pro ndpli této prace jsou tak sacharidy, resp. polysacharidy, jimz se vénuje

nasledujici kapitola.
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Obr. 11 — Biomedicinské aplikace zlatych nanoc¢astic (AuNPs)
[vytvofeno v Canva.com]
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2 SACHARIDY

Sacharidy Ize povazovat za jednu z hlavnich organickych latek neodmyslitelnych v ramci
biochemickych procest. Co se tyce prvkového zastoupeni v jejich strukture, pak jejich obecna
stavba je zalozena pouze na vodiku H, kysliku O auhliku C. Samoziejmé lze sacharidy

modifikovat pomoci jinych prvki/skupin za vzniku jejich derivati. [39]

Sacharidy maji mnoho funkci, mezi které patii funkce energetickd — oproti lipidim
L~promptni zdroj energie®, funkce stavebni (strukturni molekuly a dilezité soucasti biologickych
membran) a tvoii podstatnou soucast nukleovych kyselin, tedy (deoxy)ribonukleové kyseliny

DNA a ribonukleové kyseliny RNA, jakozto nosi¢i genetické informace. [39]

Dle poctu zékladnich stavebnich jednotek je délime na monosacharidy, které jsou
zakladem pro zbylé skupiny sacharidd, jelikoZz obsahuji ve své struktufe pouze jednu stavebni
jednotku. Dale rozliSujeme sacharidy na oligosacharidy, jez obecné obsahuji 2-10
monosacharidovych jednotek, a posledni skupinou jsou polysacharidy, jimz se vénuje

nasledujici podkapitola. [39]

2.1 Polysacharidy

Polysacharidy jsou pfirodni polymery obsahujici ve své struktufe vice neZ deset
monosacharidovych jednotek (typicky stovky az tisice). Tyto monosacharidové jednotky
jsou spojeny glykosidickou vazbou, Casto mezi prvnim a Ctvrtym ¢i Sestym uhlikem,
ptip. druhym nebo tfetim uhlikem. Stejné tak jako jiné polymery mohou mit vétvenou
¢ijednoduchou strukturu ave své struktufe obsahuji konce redukujici a neredukujici

v zavislosti na druhu polysacharidu. [39]

Rozdélit polysacharidy miZeme naptiklad dle jejich struktury. Polysacharidy, v jejichz
struktufe se vyskytuje jeden a stejny monosacharid, nazyvame homoglykany a v opaéném
pfipadé¢ jsou to heteroglykany. Nasledujici vycet zahrnuje nejpodstatnéjsi zastupce

z jmenovanych skupin, piip. jejich derivaty, a jejich struény popis dle potieby této prace. [39]
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2.1.1 Celuléoza

Prvnim polysacharidem, na némz byla metoda pfipravy zlatych nanoc¢astic pomoci
selektivné oxidovanych polysacharidii v této praci sledovana, byla celuldza. Jeji struktura
je linedrni a celulézu lze zafadit do skupiny homoglykant, jelikoz je slozena
z monosacharidovych jednotek glukdzy, jez jsou spojeny B-(1—4) glykosidickymi vazbami.
Radi se mezi nejb&zngj§i organické latky na nasi planetd a nalézt ji miZeme naptiklad
ve vysSich rostlinach, kde plni stavebni funkci. Neni rozpustnd ve vod¢ a taktéz ji vétSina
zivocichu (véetné lidi) nedokaze enzymaticky rozlozit, avSak lze dosdhnou jeji rozpustnosti

ve vodném prostiedi selektivni oxidaci. [39]

2.1.2 Hyaluronat sodny

Hyaluronat sodny lze jednoduSe definovat jakoZto sodnou siil kyseliny hyaluronové.
Je vysoce hydrofilni, taktéz jako samotna kyselina hyaluronova, a proto je dobfe rozpustny
ve vodé. Jestlize bychom porovnali hyaluronat sodny s kyselinou hyaluronovou, tak jeho
vyhodou je ptedevS§im jeho stabilita, nebot’ kyselina hyaluronova ma tendenci k rychlé
degradaci, zatimco hyaluronat (HA) nikoliv. [40]

Vzhledem k biologickym aplikacim je pak zajimava molekulovd hmotnost HA.
pfi in vivo testovani na potkanech byla sledovana retardace az uplné potlaceni zancétu. Dale HA
dokaze zabranovat epitelové apoptdze, vyskytuje se v synovidlni tekutiné kloubd, kde slouzi
jako mazivo, ¢imZ snizuje mechanické zatizeni kloubli a v neposledni fadé¢ inhibuje
angiogenezi. Této inhibice by se tak dalo vyuzit pii 1é€bé novotvarti. Problémem je ovSem
jeho degradace v téle, protoze nizkomolekularni HA ma naopak tendence podporovat tvorbu
novych cév. Proto je Casto asociovan se stimulaci riistu novotvarl. Zajimavy je taktéz oligo
HA, jenz podporuje adhezi bun¢k. U oligo HA byla potvrzena retardace rdstu novotvarQ
u nékterych druhti rakoviny a zvySeni vnimavosti rakovinnych bunék odolnych viici

protinadorovym léCivim. [41]

Stejné jako u celuldzy je fetézec hyalurondtu sodného linearni a je tvofen z opakujicich
se usekd disacharidu sloZzeného zkyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu
spojenych B-(1—3) glykosidickou vazbou. Narozdil od celuldzy jej tedy fadime vzhledem
k jeho struktute do skupiny heteroglykant. HA a dalsi soli kyseliny hyaluronové mizeme najit

v lidském téle pfedevsim ve tkani chrupavky, avSak nalézt jej miZzeme i v ECM vSech tkani,
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kde zadrzuje vodu (hydratuje) a vzhledem k chrupavce podporuje skluz kloubti proti sobé, aby
nedoslo k poskozeni kloubii. [42]

2.1.3 Dextran

Dal$im vybranym zéastupcem je dextran. Dextran je, narozdil od piedeslych zastupci,
vétveny a je produkovan mléénymi bakteriemi napi. rodu Lactobacillaceae, Leuconostoc
dextranicum a Streptobacterium dextranicum, které preménuji sachar6zu. Naslednym vétvenim
posléze ziskame dextran. Monomerem dextranu je a-D-glukdza, jejiz monosacharidové
jednotky jsou spojeny nejcastéji a-(1—6) a a-(1—3) glykosidickymi vazbami. Oproti vyse

uvedené celuldze je dextran rozpustny ve vodé. [43]

2.1.4 Alginat sodny

Alginat sodny je, obdobné¢ jako vySe uvedeny hyaluronat sodny, sodnd sil kyseliny
alginové. Tento polysacharid se ziskdva z motskych fas a je pfitomen v jejich bunééné sténé.
Jeho struktura je zaloZena na jednotkach kyseliny L-guluronové a D-manuronové spojenych
pomoci B-(1—4) glykosidickych vazeb. Je to polysacharid linedrni a fadime jej do skupiny
heteroglykanti. [44] VeSkeré strukturni vzorce polysacharidli popsanych v této podkapitole

jsou zobrazeny na nésledujicim Obr. 12.
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Obr. 12 - Strukturni vzorce vybranych polysacharidi [vytvofeno v ChemDraw]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

2.2 Selektivni oxidace polysacharidu

Selektivni oxidace je regioselektivni reakce mezi hydroxylovymi skupinami fetézce
polysacharidu a oxidacnim Ccinidlem. V piipadé selektivné oxidovanych polysacharida
pouzivanych pro nase ucely vystupuje jako oxidac¢ni ¢inidlo jodistan sodny (periodat). Obecné
muzeme fici, ze se jedna o reakci periodatu s dvojici hydroxylovych skupin sousednich uhlik.
Naptiklad u polysacharidi, jejichz jednotky jsou spojeny glykosidickymi vazbami v pozici 1
a4, periodat typicky reaguje s hydroxylovymi skupinami na druhém a tietim uhliku

monomerniho cyklu daného polysacharidu. [43]

Vysledkem reakce je rozruseni vazby mezi druhym a tietim uhlikem a vznik dialdehydu
vybraného polysacharidu. Je dilezité zminit, Ze pfi oxidaci mizeme fidit stupen oxidace
dle mnozstvi oxidaéniho c¢inidla areakéni doby. [43] Pro lepsi pochopeni
tohoto d&je slouzi Obr. 13, na kterém je zobrazen obecny reakéni mechanismus selektivni

oxidace monomerni jednotky B-D-glukopyrandzy z celuldzy.

OH

H Q0
H + Nalo,
* OH H § —
0 H - H,0
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Obr. 13 - Obecny mechanismus selektivni oxidace monomerni jednotky pomoci periodatu
NalOy [vytvofeno v ChemDraw]
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2.3 Selektivné oxidované polysacharidy

Pro nase ucely ovSem nejsou podstatné neupravené polysacharidy, nybrz prave selektivné
oxidované polysacharidy, které obsahuji ve svém fetézci aldehydické skupiny. Dle naplné
bakalarské prace jsme pracovali s dialdehydy celuldzy (zkratka DAC), hyaluronatu sodné¢ho
(zkratka DAH), dextranu (zkratka DADXA), a alginatu sodného (zkratka DAAL).
Nasledujici Obr. 14 pak zobrazuje struktury vSech jmenovanych zastupcti dialdehydt danych

polysacharidu, které byly v rdmci prace pouzity.
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Obr. 14 - Struktury dialdehydickych derivati danych polysacharidi (DAC — dialdehyd celulézy;
DAH - dialdehyd hyaluronatu sodného; DADXA — dialdehyd dextranu;
DAAL — dialdehyd alginatu sodného) [vytvoieno v ChemDraw]|
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3 ZLATE NANOCASTICE PRIPRAVENE POMOCI
SELEKTIVNE OXIDOVANYCH POLYSACHARIDU

Jak jiz bylo uvedeno vyse, tak interakci mezi jadrem zlaté nanocastice a selektivné
oxidovanymi polysacharidy lze zatadit mezi interakce elektrostatické. Pro lepsi porozuméni
vzniku této interakce je nutno pochopit mechanismus stabilizace zlatého jadra. Pfi syntéze
zlatych nanocastic slouzi jako redukéni a stabilizaéni cinidla selektivné oxidované
polysacharidy (DAX). Mechanismus popisujici syntézu zlatych nanocastic je zobrazen

na nasledujicim Obr. 15.

Stabilizace Auo
Redukce S
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Obr. 15 - Vzorovy mechanismus syntézy zlatych nanocastic (AuDAC) pomoci dialdehydu
celulozy (DAC) [vytvoreno v ChemDraw]

Struény popis mechanismu této reakce nabizi nasledujici text. Aldehydické skupiny DAX
po ptidavku hydroxidu sodného redukuji zlatité soli, pfi¢emz jsou samy oxidovany
zavzniku -COOH. Tyto skupiny nasledné stabilizuji jadra zlatych nanocastic. [26]
[lustracni schéma, na kterém je vyobrazeno to, jakym zpiisobem pravdépodobné interaguje
jadro zlaté nanocCastice s modifikovanym polysacharidem ukazuje nize uvedeny Obr. 16.

Jako vzorovy DAX byl pouzit dialdehyd celulozy.
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Obr. 16 - Detail piredpokladané struktury obalu nanocastic piipravenych pomoci DAC
[vytvoteno v ChemDraw]
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Komplikaci pti pripravé AuNPs je ovSem nadbytek daného DAX v reakéni smési,
ktery miize piinaSet komplikace zhlediska dlouhodobého uchovavani  AuNP.
Zaroven s prihlédnutim k biomedicinskym aplikacim, by volné fetézce DAX komplikovaly
dalsi modifikace, napt. by bezucelné reagovaly se specifickym peptidem. Této komplikaci
1ze zamezit daslednym odstranénim prekurzoru pomoci riznych purifikanich technik,

a prave to je jedna z motivaci této bakalarskeé prace.
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4 POUZITE METODY

Pro vyhodnoceni, jakymi parametry nami syntetizované nanocastice disponuji, slouzi
nekolik technik. Pro urceni velikosti nanoc¢astic byly pouzity nasledujici metody: dynamicky
rozptyl svétla (dale jen DLS), UV-VIS spektroskopie (dale jen UV-VIS) a transmisni
elektronové mikroskopie (dale pouze TEM).

Pomoci DLS a UV-VIS bylo taktéz sledovano mnozstvi daného selektivné oxidovaného
polysacharidu v pfipravenych roztocich zlatych nanocastic. Nasledné byl sledovan ubytek
obsahu zlata v roztoku, tj. ztraty nanoc¢astic v pritb¢hu purifikacniho procesu. Pro tyto potieby
bylo vyuzito rentgenové fluorescenéni spektroskopie (zkratkou XRF). Metoda TEM nam taktéz
dala detailn¢jsi pohled na tvar nédmi syntetizovanych nanocéstic, ktery je taktéz

atraktivnim parametrem dle biomedicinskych aplikaci AuNPs.

4.1 DLS

Metoda DLS vyuziva koherentni zafeni, jenZ je zaméteno pod ur€itym tthlem na vzorek
nanocastic suspendovanych v kapaliné. Svétlo prochazejici vzorkem se odrazi od castic
a vzniklé rozptylené svétlo o dané vinové délce vytvorti interferencni obraz. Detektor, na ktery
odrazené svétlo dopadd, zaznamena intenzitu této interference a systém pak zpracuje ziskana
data jako ¢asovou fadu. Pomoci tzv. autokorela¢ni funkce je mozZné zjistit zastoupeni
jednotlivych frakci Castic o rtzné velikosti. Diky této funkci systém vyhodnoti index
polydispezity (zkratkou PDI z anglického polydispersity index), ktery nam poskytuje primarni
informaci o distribuci velikosti ¢astic. Dle hodnoty indexu polydisperzity rozd€lujeme
soustavy na témef monodisperzni (systém obsahujici Céastice o téméf stejné velikosti) —
PDI > 0,05 ¢i naopak polydisperzni (obsahujici riizné velké ¢astice) pi1 PDI> 0,7. PrestozZe jsou
pfedchozi hodnoty PDI uréeny normou ISO, nelze tyto hodnoty povaZovat za ostfe hrani¢ni.

[45, 46]

Pti hodnoceni velikosti Castic ziskame taktéz primér hodnotu hydrodynamického
priméru ¢astic o nejvyS$$im procentudlnim zastoupeni v métfené latce. Tato hodnota je
oznacovana jako Z-Average (dale Z-Ave). Tento udaj je ovSem citlivy na necistoty, a proto je

dualezité, aby byl roztok s meéfenymi Casticemi separovan od prachu a dalSich necistot.
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Pro vypocet hydrodynamického priméru d;, respektive poloméru castice r;, slouzi
tzv. Einstein-Stokesova rovnice uvedena v nasledujicim vztahu (2), jejiz soucasti je 1 difuzni

koeficient D;, jenz byl definovan v podkapitole 1.3 Charakteristika nanocastic. [47]

kgT
T emngT

2)

i

D; — diftizni koeficient

ks — Boltzmannova konstanta

T — teplota

no— viskozita disperzniho prosttedi

ri — hydrodynamicky polomér ¢astice

Metodu DLS vyuzivd pro méfeni pristroj Zetasizer, ktery téz slouzi ke stanoveni

zeta potencialu, taktéz definovaného v podkapitole 1. 3.

4.2 UV-VIS

Metoda UV-VIS spektroskopie, jak jiz znazvu napovida, vyuziva absorpce UV
a viditelné oblasti elektromagnetického spektra latkou. Specifickd vinovéa délka této oblasti
se pohybuje v rozsahu 200-800 nm. Pfi méteni pomoci této metodiky postupujeme nasledovné:
méteny vzorek, v naSem pripad¢ koloidni roztok zlatych nanocastic, umistime do kifemenné
kyvety. Pro idealni odezvu systému je nutné zabarveni méteného vzorku. Toto je vyhoda

roztokl zlatych nanocastic vzhledem k jejich ptfirozenému zabarveni. [48]

Po zméteni referenéni odezvy disperzniho prostiedi, ve kterém jsou meéfené cCastice
dispergovany, nasleduje pfimé métfeni vzorku. Na vzorek tak dopadd dané zéteni, prochazi
kfemennou kyvetou se vzorkem o dané tloust’ce, kdy dochazi k adsorpci a nésledné excitaci

valen¢nich elektronti umisténych v molekulovych orbitalech. [48]

Ptedesly popis metody muizeme vyjadiit matematicky. Toto matematické vyjadieni
uvazuje pomér dopadajiciho toku zareni @y a toku zéfeni proslého mefenym vzorkem .
Vysledkem tohoto poméru je pak transmitance 7 vyjadiujici mnozstvi pro$lého zafeni.
Tato veli¢ina je bud’ bezrozmérnd, ¢i udavana procentudlné. [48] Nasledujici vztah (3)

je formulaci tohoto poméru:
T= 4[] 3

Pro ilustraci pfedchazejici vztahu slouzi Obr. 17, na kterém je zobrazena kyveta se

vzorkem a schematicky zndzornéné zatreni dopadajici na vzorek a zareni prochazejici vzorkem.
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Obr. 17 — Schéma principu UV-VIS spektroskopie [vytvoieno v Canva.com]

V praxi se vétSinou pouziva piepocet transmitance na dalsi veliCinu — absorbanci 4.
Absorbanci lze popsat jako zéporny dekadicky logaritmus transmitance, coz vyjadiuje

vztah (4):
A= —logT 4)

Absorbanci, tedy mnozstvi svétla absorbovaného vzorkem, muzeme taktéz pocitat
na zékladé¢ Lambert-Beerova zakona, jez je zadkladem pro UV-VIS spektroskopii.

Zakon je popsan nasledujici rovnici ve vztahu (5):
A= ¢-c-l (%)

& —molarni absorp¢ni koeficient
¢ — latkova koncentrace

[ — tloustka latky, jeZ prochézi paprsek

Vyhodou této techniky je ziskani konkrétni vinové délky absorbance, pii které miizeme
u nanocastic pozorovat jiz zminény SPR efekt. SPR efekt je zobrazen v grafu zavislosti
absorbance na vlnové délce svétla, jakoZto nartst absorbance. Pomoci soufadnic maxima
této absorbance, kdy soutradnice x popisuje konkrétni vinovou délku a soufadnice y predstavuje
hodnotu absorbance 4, muzeme zjistit primérnou velikost nanocastic v roztoku,

pfipadné koncentraci nanocastic v roztoku. [49]
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4.3 XRF

Metoda XRF patii mezi metody jak kvalitativni, tak kvantitativni. Diky XRF miizeme
sledovat nejenom zastoupeni prvkid vdané latce, ale i, zhlediska kvantitativniho,
mnozstvi dané¢ho prvku v latce. Princip této metody spociva v ozafovani daného vzorku pomoci
vysokoenergetického rentgenového zareni, pfi¢emz toto zareni piisobi na atomy danych prvka
a vyrazi elektrony z vnittnich orbitald. Na zékladé¢ tohoto jevu se pak ostatni elektrony z vysSich
orbitali snazi nahradit volné pozice vyrazenych elektroni za uvolnéni energie.
Velikost této uvolnéné energie (sekundéarni fluorescence) je charakteristickd pro kazdy prvek
a diky tomu dokéze pfistroj rozeznat, jaké prvky jsou obsazeny, piipadné jejich mnozstvi,

ve vzorku. [50]

4.4 TEM

Transmisni elektronovd mikroskopie ndm pomaha zobrazit Castice o velikosti v fadu
nanometri. Zakladnim prvkem TEM je zdroj, ktery vysila primarni elektrony do svazku
obsahujiciho elektrony s téméf obdobnou kinetickou energii pies anodu, ktera svazek urychluje.
Tento svazek dale prostupuje systémem elektromagnetickych cocek, ktery udrzuje elektrony
na dané trajektorii a zaostiuje ho tak, aby na vzorek dopadl s co nejmensim primérem.
Je dilezité, aby zkoumany vzorek byl v co nejmensi vrstvé, aby se elektrony nekumulovaly
na vzorku, ale prochazely jim. Aby se vytvofil vysledny obraz, poté co svazek elektront prosel
vzorkem, projde projekcéni cockou a dopad4 na detektor a fotoluminiscenéni desti¢ku. [51]

Jednotlivé ¢asti transmisniho elektronového mikroskopu znézoriiuje nize uvedeny Obr. 18.

Zdroj =
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Cocek \E_ -"_'__:\
) Vzorek
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— ——
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objektivu \E = j
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Cocky \E_ __J Cotky

P A i projektoru
E_ j/ Fluorescen¢ni

/ deska

Obr. 18 — Schéma transmisni elektronové mikroskopie (TEM) [52]
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5 CILPRACE

Cilem prace bylo pfipravit roztoky zlatych nanoc¢astic pomoci rtznych selektivné
oxidovanych polysacharidi. Nasledné je charakterizovat (velikost, stabilita, tvar castic)
pomoci metod dynamického rozptylu svétla, UV-VIS spektroskopie a transmisni elektronové

mikroskopie.

Dalsi dualezity bod, jemuz se tato prace vénuje, je studium purifikace vzniklych roztoki,
predevsim od piebytku ptidaného selektivné oxidovaného polysacharidu slouziciho k redukci
a nasledné stabilizaci nanoc¢astic. Pro tyto ucely jsme zvolili tfi metody ¢isténi — ultrafiltraci
za pouziti ultrafiltraénich nastaveti s membranou propoustéjici molekuly do 1000 kDa,
300 kDa a 100 kDa, dialyzu proti ultra ¢isté vodé a filtraci skrze polyethersulfonové (PES) filtry
s velikosti port 0,22 pm. VeSkeré body purifikace ajejich vliv byl sledovan podle
vyse uvedenych technik a taktéz pomoci metody rentgenové fluorescencni spektroskopie.
Ziskana data ndm po vyhodnoceni poskytla informace ohledné ztrat zlatych nanocastic

u jednotlivych vyse uvedenych krokt ¢isténi.

Na zakladé ziskanych dat a nasledného vyhodnoceni byla vytvoiena konkrétni metoda
pro ¢isténi zlatych nanocastic piipravenych pomoci selektivné oxidovanych polysacharida,
ktera by mohla tvofit uspéSny zaklad pro mozné budouci funkcionalizace ptipravenych

zlatych nanocastic pro biomedicinské aplikace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

50

II. PRAKTICKA CAST
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6 EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni ¢asti je popsana piiprava koloidnich roztoki zlatych nanoc¢astic pomoci
ruznych selektivné oxidovanych polysacharidi, jejich purifikace a nasledna charakterizace
vzorkll s pozorovanim uspésnosti purifikacni metody. Experimentalni ¢ast je doplnéna
o pfipravu a charakterizaci vzorkli ur€enych k testovani cytotoxicity pomoci testu MTT.
Na téchto vzorcich byla taktéz sledovana reprodukovatelnost a efektivita sestaveného postupu
purifikace koloidnich roztoku zlatych nanocastic piipravenych pomoci selektivné oxidovanych

polysacharidu.

6.1 Pouzité chemikalie a materialy

V této praci byly pouzity pro syntézy zlatych nanocastic selektivné oxidované
polysacharidy, konkrétn¢ jejich dialdehydy DAX, kde X vyjadiuje rtizné polysacharidy.
Dialdehydy celulozy s oznacenim DAC A, DAC B a DAC C byly jiZ pfipraveny predem,
obdobné jako dialdehydy hyaluronatu s oznatenim DAH A, alginatu s oznacenim DAAL A
a dextranu s oznatenim DADXA A. Pro potieby bakalaiské prace byl pripraven cerstvy
dialdehyd hyaluronatu s oznacenim DAH _B. Pro jeho pfipravu byl pouzit hyaluronat sodny
(Mw = 1.5 MDa, 1 250-1 500 kDa, IPD =4.3; Contipro Ltd., Ceska republika) a nasledné
jodistan sodny (NalOs; VWR, Ceska republika). Pro piecisténi nového materialu byla pouzita
dialyza¢ni membrana 14 kDa (MWCO) a stiikackovy filtr PVDF 0,45 pm.

Nasledné byl pouzit pro upravu pH vybranych DAX hydroxid sodny (NaOH; Lachner;
Ceska republika) a jako prekurzor syntézy zlatych nano&astic trihydrat kyseliny
tetrachlorozlatité¢ (HAuCls - 3H20; Sigma Aldrich Co.). Pro naslednou dialyzu v kyselém
prostiedi byla zvolena dialyzaéni membrana 50 kDa (MWCO) za pouziti demineralizované
vody (DEMI vody; vodivost pod hodnotu 0,1 pS/cm). Pro purifikaci roztok byly vyuzity
ultrafiltraéni nastavce Vivaspin® 20 (100,300 a 1 000 kDa) s polyethersolfonovou (PES)
membranou, dialyza¢ni membrany 50 kDa (MWCO- molecular weight cut-off) a stiikackové

filtry PES 0,22 pm.

Pro MTT testovani piecisténych roztokli zlatych nanocéstic byly pfipraveny kultury
bun¢k mysich fibroblastli NIH/3T3. Pro jejich ptipravu a dalsi kroky testovani bylo pfipraveno
médium s pouzitim DMEM, hydrogenuhli¢itanu sodného NaHCO3, ultracisté vody (ultrapure
water — UPW), injek¢niho filtru PES 0,22 um s naslednym ptidanim sterilniho teleciho séra
a penicilinu. Toto médium bylo pouzivano v pribehu jednotlivych krokii obdobné jako solny

roztok fosfatem pufrovany PBS a Trypsin.
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Pfi samotném stanoveni byl pouzit roztok MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difeny
Itetra-zolium bromid) a jako rozpoustédlo DMSO (dimethyl sulfoxid). U veskerych pouzitych

chemikalii byla zarucena analyticka Cistota (p.a.) a byly pouzivany bez dalsi purifikace.
6.2 Pouzité pristroje

Pro studium hodnoty SPR ¢astic a efektivity purifikace castic od prebytku DAX
byl pouzit dvoupaprskovy UV-VIS spektrometr Lambda 1050 (PerkinElmer; USA) s méfenym
rozsahem vinové délky A =200-800 nm. Pro stanoveni hydrodynamického poloméru nanoc¢astic
a zeta potencidlu byl vyuzivan pfistroj Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments; UK).
Mg¢teniprobihalo pii 25 °C, zapouziti kyvet DTS0012 pro stanoveni velikosti Céstic
a kapilarnich kyvet DTS1070 pii méfeni zeta potencidlu. Jako model pro vyhodnoceni méteni

byl zvolen Smoluchowski model.

K hodnoceni ztrat v prubehu Ccisténi pfipravenych vzorki AuDAX byl vyuzivan
energeticky-disperzni rentgenovy fluorescencni spektrometr — ARL Quant”X EDXRF Analyzer
(Thermo Fisher Scientific; USA). Mikroskopické snimky hodnotici velikost a agregaci
nanocastic byly potfizeny pomoci transmisniho elektronového mikroskopu JEM-2100 (JEOL,
Japonsko) s pouzitim urychlovaciho napéti 160 keV a médéné miizky 300 mesh potazené

membranou Formvar za jemného vysuseni.

Pro méteni absorbance potfebné k vyhodnoceni testu MTT byl pouzivan pfistroj

the Infinite M200 Pro NanoQuant (Tecan, Svycarsko) pii vinové délce 570 nm.

6.3 Priprava materialu DAH B

Pro syntézu dialdehydu hyaluronétu s oznacenim B (DAH_B) je stézejni molarni pomér
mezi jodistanem sodnym NalO4 a hyalurondtem sodnym, jez byl stanoven jiz v piedeslych

studiich na 1,25:1,0.

Nejprve bylo navazeno 1,002 g hyaluronatu sodného, jez byl rozpustén v 50 ml UPW
a byl michan v zatmavené 100ml reak¢ni lahvi po dobu 24 h pii teploté 30 °C. Po rozpousténi
hyaluronatu sodného byl za stdlého michéni ptfikapavan roztok jodistanu sodného NalOs,
jez byl ptipraven navazenim 0,666 g NalO4 a doplnén UPW na celkovy objem roztoku 10 ml
areakce béZela 24 h. Po zreagovani byl vznikly roztok pteveden do 14 kDa dialyzacni
membrany a 48 h dialyzovan proti vodé. Poté byl roztok zfiltrovan ptes PVDF 0,45 um
stiikackovy filtr, precistény DAH B rychle zmraZen pii -80 °C a lyofilizovan.
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6.4 Priprava koloidnich roztoku zlatych nanocastic

Prvnim krokem pfi ptiprave roztoki zlatych nanocastic bylo rozpusténi daného selektivné
oxidovaného polysacharidu (DAX). Navazka daného polysacharidu pro standartni piipravu
byla 60 mg na 9,4 ml ultra-Cisté vody UPW. Nasledné se roztok DAX v UPW nechal zhruba
18-20 hodin rozpoustét pii 40 °C a tfepani o rychlosti 150 otdfek/min. Nésledujici den
byl roztok ochlazen ve vodni 1azni a posléze bylo pH roztoku upraveno na ~7. Po ustanoveni
hodnoty pH byl dany roztok ponoten po dobu 15 minut do olejové lazné pti 90 °C a za stalého

ttepani 100x min.

Po inkubaci bylo kroztoku ptidino 100 pl trihydratu kyseliny tetrachlorozlatité
HAuCly4 - 3H0, jakozto prekurzoru zlatych nanocastic. Vznikld smés reagovala po dobu
30 sekund a nasledné bylo pfidano 0,5 ml 0,1M NaOH a roztok byl vortexovan. Po pfidavku
NaOH doslo prakticky okamzité ke vzniku nanocastic spojenému s barevnou zménou roztoku
ze zluté barvy na rudou az fialovou. Ptidavek 0,1M NaOH byl u jednoho vzorku vynechan,
konkrétn¢ u vzorku s oznacenim AuDAH B>, a to vzhledem k tvorbé nanocastic ihned
po ptidavku prekurzoru. Takto pfipravené vzorky byly ochlazeny ve vodni lazni. Po ochlazeni
vzorkll nasledovala dialyza v kyselém prostiedi pfi hodnoté pH 3,5 za pouziti dialyzacni
membrany propoustéjici molekuly do 50 kDa po dobu 2 hodin. Veskeré konkrétni navazky
a parametry syntézy jsou shrnuty v Tab. 4.

Tab. 4 — Srovnani parametrl ptipravy vzorku zlatych nanoc¢astic (AuDAX)

Kaéd selektivné
. i i Navazka DAX Nastavené pH
oxidovaného Kod vzorku mpax fmg] roztoku DAX [-]
polysacharidu (DAX) DAXIMS,
AuDAC_A,
DAC_A 121,1 7,01
AuDAC_ A,
DAC_B AuDAC_B, 60,0 7,00
DAH A AuDAH_A, 60,0 6,98
AuDAAL_ A, 60,0 6,99
DAAL A
AuDAAL_ A, 52,9 6,95
AuDADXA_ A, 60,0 6,99
DADXA A
AuDADXA_ A, 60,3 6,88
AuDAH_B; 60,2 6,87
DAH B
AuDAH_ B> 60,2 7,02
DAC_C AuDAC_C, 60,3 6,98

Legenda: pismena A, B, C oznacuji pouzity materidal; dolni indexy 1, 2 oznacuji poradi série
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Ptiprava prvnich dvou vzorkli s oznatenim AuDAC A; a A byla upravena.
Navazka DAC A a pouzity objem UPW byli dvojnasobné a po upravé pH na hodnotu 7
byl roztok rozdélen na dva dily o stejném objemu urcené k nasledné syntéze. U obou vzork

byl dodrzen stejny pomér vSech ptidanych chemikalii.

Nasledujicim krokem po syntéze a dialyze v kyselém prostiedi byla purifikace
pripravenych nanocastic. V ramci tohoto kroku byly provedeny jednotlivé kroky a sledovan
jejich vliv, pficemz byl optimalizovan proces CiSténi. Optimalizovana purifikace AuDAX
pak zahrnovala: centrifugaci pomoci ultrafiltracnich nastavct (100, 300 a 1000 kDa)
pti 4400 ot. po dobu 5 minut, dialyzu proti UPW s pouzitim dialyza¢ni membrany 50 kDa
a filtraci skrze PES injek¢ni filtry (0,22 um). Veskeré sledované vlivy jednotlivych

purifika¢nich krokt jsou zahrnuty v nasledujici kapitole ,,Vysledky a diskuse®.
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Série AuDAC_A

Jak jiz bylo zminéno, tak ptiprava série vzorkii AuDAC A vychazela z rozdéleni roztoku
rozpusténého dialdehydu celulozy ve dvojnasobném mnozstvi oproti standartni piiprave.
Tyto vzorky byly syntetizovany jako prvni za uCelem charakterizace vlivu jednotlivych

purifika¢nich metod na roztoky zlatych nanocastic.

7.1.1 AuDAC_A,

Jako prvni byl sledovan vliv dialyzy, jakozto jedné z vybranych purifikacnich metod.
Byl kladen dtiraz na zfedéni roztokit AuNPs béhem dialyzy, stanoveni optimalni doby dialyzy
vzhledem ke ztraté¢ intenzity signali AuNPs a soucasné vycisténi od vedlejSich produkti
a pfebytku DAC A. Pro tyto potieby byl syntetizovany vzorek AuDAC A; dialyzovan
proti UPW, vzorky byly odebirany po uplynuti 24, 48, 72, 144 a 168 hodin
a odbéry charakterizovany pomoci DLS, UV-VIS, XRF a TEM. Veskera ziskana data a jejich

vyhodnoceni nasleduji niZe.

a)  Studium velikosti ¢astic

Metodu DLS jsme mé&fili dva parametry €astic, a to konkrétné jejich hydrodynamicky
prumér a index polydisperzity, ktery podava informaci o distribuci nanocastic v roztoku.
Z vyslednych dat byla sestrojena Tab. 5, ktera obsahuje primérnou hodnotu hydrodynamického
priméru a indexu polydisperzity nanocastic vzorku AuDAC A; cerstvé syntetizovaného
ve srovnani s hodnotami jednotlivych odbéra v pribéhu dialyzy. Vysledna data taktéz reflektuji
vliv pouziti sttikackovych filtrG PES 0,22 pm.

Tab. 5 — Primérné hodnoty nameétenych dat pro vzorek AuDAC A, necistény a dialyzovany po dobu
24,48, 72, 144 a 168 hodin

Pouziti PES fitru D'()bi'l trvani Hydorodvynamicky hy di;‘;?::umﬁir:é(;l%c:ﬁlﬁém Index polydisperzity
0,22 pm dialyzy ¢ [h] priumér d [nm] 00 [%] PDI [-]

NE 0 (necistény) 34 + 8,80 0,565
ANO 0 (necistény) 25 +1,20 0,318
ANO 24 27 +0,74 0,278
ANO 48 26 +0,38 0,258
ANO 72 25 +0,40 0,274
ANO 144 25 +1,20 0,225
ANO 168 116 +25,83 0,291
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Z naméfenych dat mazeme fici, ze jiz stiikackovy filtr PES 0,22 um pomohl k lepsi
distribuci AuNPs v roztoku, resp. zachytil frakci ¢astic o vétSich rozmérech. To vyplyva
z hydrodynamického priméru castic a indexu polydisperzity u necisténého vzorku,
jejichz hodnoty byly znateln¢ vyssi nezli hodnoty vzorku filtrovaného skrze injekéni filtr.
Ptestoze byl prokazatelné potvrzen vliv PES filtru na purifikaci AuNPs, stale nebyla hodnota
PDI nizsi nez 0,3. Pro piehlednost byly hodnoty PDI vyssi nez 0,3 zvyraznény v tabulce
oranzove¢. Hodnota PDI 0,3 byla vybrana vzhledem k nizkodisperzni povaze koloidnich roztoka
pod touto hodnotou. Diky tomu, ze PDI neklesl pod zvolenou hodnotu, bylo zfejmé, ze se zde
nachdzi rizné frakce castic. Je dualezité si uvédomit, Ze se nemusi jednat pouze
o zlaté nanocCastice, protoZe také zbytkovy DAC tvofi ~makromolekuldrni  klubka.
Proto byla zvolena jako dalsi krok purifikace dialyza a ultrafiltrace. Jesté pred tim bylo ovSem

nutné stanovit optimalni dobu dialyzy.

Témét u vSech odbérti dialyzovaného vzorku, vyjma odbéru po 168 h dialyzy,
muzeme sledovat pokles jak hydrodynamického priméru, coz znaci vyciSténi
od makromolekuldrnich latek (DAC_A), tak hodnoty PDI pod 0,3. Distribuce velikosti ¢astic
ve vzorku byla paucidisperzni a nachéazely se v ni pfedev§im Castice o hydrodynamického
pruméru 25-27 nm. Tato velikost odpovida ¢asticim AuNP, protoze klubka DAC A byla
vyrazné VvéEtsi, jak je vidét znasledujici Tab. 6, zobrazujici jejich primérné hodnoty

hydrodynamického priméru.

Tab. 6 — Primérné hodnoty hydrodynamického priimeéru a indexu polydisperzity vzorovych DAX

Dany Hydrodynamicky primér Procentualni odchylka Index polydisperzity

DAX d [nm] hydrodynamického praméru o, [%] PDI [-]

DAC 242 + 3,31 0,361

DAAL 171 +2,92 0,484
DADXA 239 + 12,55 0,878

DAH 115 +26,09 0,921

Z Tab. 6 muzeme konstatovat, Ze primérnd velikost DAX se pohybuje ve stovkach
nanometri a jejich roztoky jsou takika polydisperzni, a to hlavné u DADXA a DAH.
Vzhledem k tomu, zZe primérnd velikost castic roztoku AuDAC A; se pohybovala
v desitkach nanometrit a PDI se znatelné snizil v porovnani se samotnymi polysacharidy,
dochdzi primarné k odstranéni DAX. Pouze v jednom pfipad¢, a to pii 168hodinové dialyze,

hydrodynamicky primér 1 hodnota PDI vyrazné vzrostla oproti ostatnim odbériim.

Hodnoty se zvysily ziejmée vzhledem k odstépeni DAC za stabilizacni vrstvy nanocastic

vlivem dialyzy, coz vedlo k naruseni obalu a shlukovéani nanocastic. Pravé proto byla velikost
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¢astic v meéfeném roztoku nékolikandsobné vyssi a hodnota indexu polydisperzity se zvysila
oproti referenénim hodnotdm méfeni nepiecisSténého, cerstvého vzorku AuDAC A..
Tato skutecnost byla nasledné¢ podpofena snimky z TEM, které nasleduji v bodé d).
Dle hydrodynamického priméru a PDI byla nasledné pro cisténi jako nejvhodnéjsi vybrana

48h dialyza.

b) UV-VIS analyza

Pro sledovani vlivu ¢isténi na koncentraci a vlastnosti AuNPs v pritb¢hu dialyzy byla dale
pouzita UV-VIS spektroskopie. Diky naméfenym spektrim jsme pak mohli pozorovat zmény
intenzity absorbance DAX (kolem 250 nm) a pfipadné posun vlnové délky a zménu intenzity
absorpéniho maxima (hodnoty SPR) AuNPs. Na nasledujicim Obr. 19 je znazornén prubéh

absorp¢nich kiivek jednotlivych odbért a necisténého vzorku.
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Obr. 19 - Srovnani vlivu dialyzy na proces ¢isténi AuDAC A (plny prib¢h)

U modré kiivky necisténého vzorku s oznaCenim AuDAC A; (Oh) je vinova délka
maxima SPR absorbance AuNPs v oblasti kolem 525 nm, ale také je vidét intenzivni absorpce
DAC A v oblasti 225-250 nm. Jak je vidét z Obr. 19, jiz po 24 h l1ze sledovat vyznamny pokles
v této oblasti, coz znaci uspé€$né vycisténi od prebytku DAC A. Pokles mliizeme pozorovat
taktéZ v oblasti specifické pro AuNPs, coz znamena pokles koncentrace AuNPs v roztoku,
tedy nafedéni roztokd v pribéhu dialyzy, béhem které dochazi ke zvyseni objemu. Pro lepsi
piehlednost byla vytvofena Tab. 7, kde jsou zobrazeny maximalni hodnoty SPR absorbance
pro neprecistény vzorek a jednotlivé odbéry vzorku dialyzovaného a taktéz Obr. 20, kde je

detail oblasti specifické pro AuNPs.
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Tab. 7 — Prehled hodnot maxim absorbance Amax a jejich specifickych vinovych délek Amax

v zavislosti na dobé dialyzy pro purifikaci vzorku AuDAC A,

Doba dialyzy Vlno;iodsil;:i;?slc:lﬁcka Hodnota maxima
tora [h] absorbance Ay fnm] absorbance Ayax /-]

0 521 0,858
24 521 0,473
48 522 0,538
72 521 0,519
144 529 0,518
168 530 0,547
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Obr. 20 - Srovnani vlivu dialyzy na proces ¢isténi AuDAC_A, (detail oblasti specifické pro AuNPs)

Jak je znatelné zObr. 20 a taktéz Tab. 7, pak nejmenSi pokles absorbance,

tedy koncentrace AuDAC_ A, vzhledem k dobé¢ trvani dialyzy byl zaznamendn u odbéru

po 48h dialyze, rozdily jsou ovSem malé. Z Tab. 7 takt¢éZ mlZeme pozorovat jisté

zmény ve vlnové délce specifické pro maximum SPR absorbance danych roztoki. Pti odbérech

po 144 a 168 h byl sledovan posun k delsim vinovym délkdm. To naznacuje moznou zmeénu

v morfologii ¢astic, konkrétné¢ jejich velikosti ¢isloZeni stabilizani vrstvy a souvisejici

agregace z ditvodu naruSeni stabiliza¢ni vrstvy DAC_A.

Vysledky ziskané po 48 hodinach dialyzy proti UPW lze opét jednoznacné predpokladat

za optimalni vzhledem k dob¢ trvani dialyzy ale taktéz k nafedéni roztoku nanocastic a jejich

stability, viz Obr. 21 na dalsi strang, ktery srovnava absorpéni spektra vzorku dialyzovaného

po dobu 24 a 48 hodin. Pro studium fedéni téchto vybranych roztokli béhem dialyzy byla

nasledn¢ pouzita také metoda XRF.
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Obr. 21 - Srovnani namétenych absorpcnich spekter pro odbér po 24 a 48 hodinach dialyzy

¢) XRF analyza

Metoda XRF umoznuje kvantitativni stanoveni mnozstvi nanocastic a tim dalsi pohled
na vliv dialyzy na fedéni vzorku AuDAC_A; v jejim pribehu. Vzhledem k tomu, Ze dialyza
po dobu 48 hodin byla vybrana za nejvhodngj$i, pak Obr. 22 niZe ptedstavuje srovnani
s nepfeciStenym vzorkem a 24 h odbérem, jelikoz dialyza trvajici 24 h byla vzhledem
k vysledkim UV-VIS spektroskopie stanovena jako dolni mez pro trvani dialyzy s ohledem

na odstranéni polysacharidti v procesu purifikace.
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Obr. 22 — Graf nafedéni vzorku AuDAC A, v prib¢hu dialyzy po dobu 24 a 48 h

Pti dialyze mizeme sledovat pokles koncentrace zlatych nanocastic AuDAC v roztoku,
avsak ani v jednom z ptipadi pokles koncentrace nebyl nizsi nez 50 % oproti referenénimu
nepfeCisténému vzorku. U vybrané 48h dialyzy dosahovala koncentrace nanocastic
65 % neciSténého  vzorku. Tento pokles nepiedstavoval ztraty jako  takové,

protoze samotné nanocastice pies dialyzacni membranu neprochazi.
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Pravdépodobné jde o pouhé sniZeni koncentrace zplisobené nafedénim roztoku zlatych
nanocastic v prub¢hu dialyzy, jak jiz bylo vySe zminéno. To znamen4, Ze jsme pomoci dialyzy
uspésné separovali z roztoku prekurzor a piebyteny nezreagovany DAX pouze s minimalnimi

ztratami, ale za cenu jistého nafedéni vzork.

d) Reprezentativni snimky TEM

Pro vizualizaci pfipravené¢ho a nésledné purifikovaného vzorku s kodem AuDAC A;
byla pouzita transmisni elektronova mikroskopie. Diky témto snimkiim pak mizeme potvrdit
hypotézy stanovené z predeslych méteni. Pro ilustraci byl vybran snimek nepfecisténého,
cerstvého vzorku AuDAC A zobrazené¢ho na Obr. 23, kdy velikost AuDAC A; byla nizsi

nez 10 nm.

Obr. 23 — Snimky z TEM nepurifikovaného, ¢erstvého vzorku AuDAC A;

Oproti tomu na snimcich vzorku dialyzovaného 168 hodin (Obr. 24) mlZeme opravdu

sledovat jiz zmiiované shlukovani AuDAC_Aj, jak jiz bylo pfedpokladdno na zakladé dat

v bod¢ a) ziskanych metodou DLS.

_ 0nm . A ; o 0.020m 5}

Obr. 24 — Vzorek s oznacenim AuDAC_A; dialyzovany po dobu 168 hodin
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7.1.2 AuDAC_A,

Tento vzorek byl syntetizovan za Ucelem sledovani vlivu ultrafiltrace, jakozto druhé
zvolené purifikacni metody. Vzorek AuDAC A; byl ultrafiltrovan pomoci ultrafiltracnich
nastavct (1 000,300 a 100 kDa) a byl sledovan vliv na ztrdty nanocastic. Dale byly
ultrafiltrované podily charakterizovany pomoci metody DLS, UV-VIS, XRF a nésledné
byly potizeny snimky ultrafiltrovanych podili vzorku pomoci TEM. Veskera ziskana data

z méfeni a jejich vyhodnoceni nasleduji nize.

a)  Studium velikosti ¢astic

Metodu DLS byl opét studovan hydrodynamicky primér a taktéz jejich
index polydisperzity. Tab. 8 obsahuje primérnou hodnotu hydrodynamického primeéru
nanocastic vzorku AuDAC_A; ihned po syntéze ve srovnani s hodnotami jednotlivych odbér
po ultrafiltraci vzorkl a hodnoty indexu polydisperzity Cerstvého vzorku a jednotlivych odbért
pro srovnani zmény v distribuci ¢astic v pribchu Cisténi. Vysledna data opét reflektovala vliv

pouziti stiikackovych filtri PES 0,22 um jako u predesiého vzorku AuDAC Aj.

Tab. 8 — Primérné hodnoty namétenych dat pro vzorek AuDAC_A; ne€istény a ultrafiltrovany
pomoci ultrafiltracnich nastaveii 1 000, 300 a 100 kDa

Pouziti Procentualni Index
Pouziti PES fitru | ultrafiltra¢niho Hydrodynamicky odchylka . .
0,22 um nastavce a jeho pramér d [nm] hydrodynamického pol);)iéslp ;_;thy
specifikace priméru o, [%]

NE NE 45 + 6,65 0,624

ANO NE 37 +4,37 0,463

ANO ANO (1 000 kDa) 155 +3,23 0,246

ANO ANO (300 kDa) 17 +0,36 0,250

ANO ANO (100 kDa) 557 + 71,81 0,987

Z naméfenych dat mizeme op¢t sledovat pozitivni vliv filtrace na purifikaci vzorku
AuDAC _ As. Na filtru byly zachyceny vysokomolekularni latky a frakce nanocastic vétsich
rozmérl, coz se projevilo snizenim primérného hydrodynamického priiméru ¢astic a poklesem

hodnoty PDI.

Déle byly sledovany zmény hydrodynamického primeéru ¢éastic a PDI po ultrafiltraci
oproti vzorku neultrafiltrovanému. Jiz pii pouziti 1 000 kDa nastavce byl sledovéan pokles PDI,
avSak zvysil se primérny hydrodynamicky praimér ¢astic To bylo pravdépodobné zplisobeno
vzhledem k priichodu piebytku DAC A skrze nastavec k ultrafiltrovanému podilu. V dasledku
prichodu DAC_A pak mohla vznikat polymerni klubka, jejichz velikost byla zaznamenéana

systémem DLS.
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Nasledn¢ byl vzorek AuDAC A, ultrafiltrovan pomoci 300 kDa nastavce. Zde byl
vysledek velmi pozitivni, jelikoz piebytek prekurzoru DAC A byl zachycen v horni ¢asti
nastavce a nejmensi frakce nanocéstic prosly do spodni ¢asti néstavce. To bylo potvrzeno
poklesem hydrodynamického priméru z hodnoty 45 nm na hodnotu 17 nm a poklesu PDI

z hodnoty 0,624 na hodnotu 0,250.

Jako posledni byl pouzit 100 kDa nastavec. Zde byl veskery vzorek AuDAC A>
zakoncentrovan v horni ¢asti nastavce a ultrafiltraéni membranou prosel zfejmé zbytek DAC A
(bezbarvy roztok). To vedlo k narGstu hydrodynamického priaméru c¢éastic na 557 nm
oproti referen¢nimu neultrafiltrovanému vzorku, jehoz velikost ¢éstic byla stanovena na 45 nm,

a k prudkému nértstu hodnoty PDI, kterd oznacuje vysokou polydisperzitu systému.

Vzhledem k ptedchéazejicim vysledkim byla jako nejlepsi vybrana ultrafiltrace
pomoci 300 kDa nastavce. Nasledovala UV-VIS analyza vzorki, pficemz byly sledovany
zmény v hodnoté SPR a uspéSnost purifikace od zbytku DAC A (ubytek absorbce v UV
oblasti).

b) UV-VIS analyza
UV-VIS analyza slouzila ke kontrole zmén absorpéniho maxima (hodnoty SPR)
a spolehlivosti ultrafiltrace v purifikanim procesu. Prvni byla monitorovdna zména v oblasti

signalu specifického pro DAC_A. Nasledujici Obr. 25 reflektuje tuto zménu v dané oblasti.
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Obr. 25 - Srovnani vlivu ultrafiltrace na proces ¢isténi AuDAC A, (plny pribéh)
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Z namétenych spekter mizeme sledovat znatelny pokles signalu v oblasti specifické
pro DAC A (A = 225-250 nm). To znamena piiznivy vliv ultrafiltrace na purifikaci
od zbytkovych klubek DAC A a vedlejsich produktt vzniklych béhem syntézy. Obdobné jako
u pfedchozi kapitoly soucasné klesa koncentrace Castic, tedy klesd hodnota absorpéniho
maxima AuDAC A,. Tento pokles demonstruje Tab. 9. a Obr. 26 nize, jenz je detailem oblasti

specifické pro nanocastice vzorku AuDAC Ao.

Tab. 9 - Pfehled hodnot maxim absorbance Amax a jejich specifickych vinovych délek Amax
v zavislosti na dobé dialyzy pro purifikaci vzorku AuDAC A,

Pouziti . 1s . .
ultrafiltra¢niho Vlnova.delka specificka pro Hodnota maxima
. . maximum absorbance
nastavce a jeho absorbance Ayax /-]
. Amax [nm]
specifikace
NE 525 0,860
ANO (1 000 kDa) 526 0,573
ANO (300 kDa) 527 0,339
ANO (100 kDa) 521 nelze urcit
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Obr. 26 - Srovnani vlivu ultrafiltrace na proces Cisténi AuDAC A2

(detail oblasti specifické pro AuNPs)

Oproti dialyze ovSem pokles koncentrace nanocéstic ve vzorku AuDAC A
nepiedstavuje fedéni vzorku, ovSem ztrdty nanocastic na filtrech v procesu ultrafiltrace.
Krajnim ptipadem ztrat v procesu ultrafiltrace bylo pouziti 100 kDa néstavce. Jako optimalni,
z hlediska ztrdt nanocastic a soucasné vycisteni od DAC A, byla vybrana ultrafiltrace

skrze 300 kDa néstavec, coz je podpotfeno srovnanim spekter na Obr. 27.
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Obr. 27 - Srovnani naméfenych absorpcnich spekter pro necistény vzorek AuDAC A,
a nasledné ultrafiltrovany skrze 300 kDa néstavec (plny pribeh)

Pro zvySeni uc€innosti ultrafiltrace byl zvolen konecny postup, ktery byl aplikovan

pfi Ci8téni veskerych vzorkl nasledujicich po sériit AuDAC_A: nejprve je vzorek ultrafiltrovan

skrze 1 000 kDa nastavec a posléze je takto ultrafiltrovany vzorek ze spodni ¢asti nastavce opét

ultrafiltrovan pomoci 300 kDa néstavce.

¢) XRF analyza

Pro podrobné monitorovani ztrat nanocastic vzorku AuDAC_ A v procesu ultrafiltrace

byla zvolena analyza XRF. Nasledujici Obr. 28 udéava relativni ztraty nanocastic v procesu
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Obr. 28 — Graf ztrat AuDAC_A, v pribéhu ultrafiltrace
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Nejvyraznéjsi sniZzeni mnoZstvi nanocastic bylo pii pouziti 1000 kDa nastavce.
Zde byly ztraty 35 % oproti nanocasticim vzorku referenéniho. U vzorku, ktery proSel 300 kDa
nastavcem byly ztraty vyssi nez 50 % oproti referenci, avsak s prihlédnutim ke kvalité vycisténi

od nezédoucich molekul bylo vyhodnégjsi zvolit tuto metodu.

d) Reprezentativni snimky TEM

Pro piedstavu distribuce, disperzity a velikosti ¢astic vzorku AuDAC_A; byly vybrany
snimky TEM, které ukazuji rozdil mezi ultrafiltraci za pouziti 1 000 a 300 kDa nastavce
(Obr. 29).

Obr. 29 — Srovnani snimkti z TEM vzorku AuDAC A, ultrafiltrovany za pouziti: a) 1 000 kDa
a b) 300 kDa nastavce

Skrze 1000 kDa ultrafiltracni nastavec prosly i frakce nanocastic, jejichz velikost
se pohybovala v intervalu 10-20 nm, oproti tomu 300 kDa nastavec propustil piedevsim
nanocastice o velikosti v fadech jednotek nanometrti. Distribuce nanocéstic tak byla viditelné

uzsi.
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7.2 Vzorek AuDAC_ B

Vzorek s oznatenim AuDAC B byl syntetizovan pro ucely optimalizace finalni metody
purifikace roztokli zlatych nanocastic a studium souhrnného vlivu purifika¢nich kroka
na vzorek AuDAC Bi. Byl zvolen nasledujici purifikac¢ni proces: filtrace skrze 0,22 um PES
filtr, naslednd 24 h dialyza proti UPW a ultrafiltrace nejprve s pouzitim 1 000 kDa a nasledné
300 kDa néstavce.

a) Studium velikosti ¢astic
Pro studium zmén v prumérné velikosti Castic a jejich polydisperzité je porovnavan

necistény a plné ¢istény vzorek pomoci DLS. Tab. 10 nize shrnuje vysledky této analyzy.

Tab. 10 — Vyhodnoceni dat DLS analyzy procesu ¢isténi na vzorek AuDAC B,

Procentualni
. Hydrodynamicky odchylka Index polydisperzity
Specifikace vzorku AuDAC_B: priamér d [nm] hydrodynamického PDI [-]
priméru o, [%]
Necistény 46 + 15,22 0,397
Precistény vyse uvedenym
Yy Y 21 +4,76 0,683
postupem

Necistény vzorek méfeny bezprosttedné po syntéze a nasledné dialyze v kyselé prostiedi,
vykazoval primérnou velikost ¢astic AuDAC B; 46 nm a systém byl spiSe paucidisperzni.
Po purifikatnim procesu byl ovSem sledovan velky nartst indexu polydisperzity systému.
Z hlediska hlubsi analyzy lze fici, Ze pouziti 0,22 pm PES filtru nemé&lo znatelny ucinek,
ovSem problematickou se stala cast, kdy probéhla 24h dialyza vzorku a jeho

nasledna ultrafiltrace. Pravdépodobné byl po 24h dialyze mirn€ narusen obal nanocastic.

Tento jev byl nésledné zdsadni pro ultrafiltrace, jelikoZ priichod vzorku skrze nastavec
amozna i naslednou ¢astecnou agregaci vzorku. Piesto, ze pfi DLS analyze ptecisténého
vzorku byly zaznamendny castice o primérné velikosti 21 nm, tedy podobné jako pied tim,
hodnota PDI, a tedy 1 polydisperzita vzorku, zasadn¢ vzrostla, ziejmé kviili ¢astecné agregaci,

ale také debris o velikosti jednotek nanometrti pochdzejicich z odstépenych molekul DAC B;.
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b) UV-VIS analyza
Pti UV-VIS analyze byla pozorovana absorpéni maxima zlatych nanocastic a prebytku
DAC Bi a vlnova délka SPR maxima. Nésledujici Tab. 11 shrnuje vysledky analyzy

a naméfena spektra jsou na Obr. 30.

Tab. 11 — Shrnuti vysledkt UV-VIS analyzy AuDAX B,

VInova délka specificka .
. . Hodnota maxima
Specifikace vzorku pro maximum absorbance AuDAC B
AuDAC_B;, absorbance AuDAC_B; Al !
)»MAX[nmI MAX
Necistény 528 0,742
PteciStény 530 0,311
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Obr. 30 — Naméfena absorpcni spektra necisténého a cisténého vzorku AuDAC B,

(plny pribeh)

Z hlediska c¢isténi od prebytku DAC Bi miizeme konstatovat, ze purifikace probé¢hla
uspesné vzhledem k poklesu absorpcniho maxima v oblasti vlnovych délek A = 225-250 nm.
Lze ptedpokladat, ze zbytkovy signdl odpovida DAC B; navazanému na nanocasticich.
Ovsem doslo k poklesu 1 v oblasti specifické pro AuDAC Bj. To znaci sniZzeni koncentrace
zlatych nanocastic v roztoku pii procesu purifikace. Konkrétnim ztratdm se vénuje nésledujici

XRF analyza.
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¢) XRF analyza

XRF analyza stanovila ztraty nanocéstic pii purifikaci a ptipadné nafedéni roztoku
pti dialyze. Dle sloupcového grafu (Obr. 31) mtiizeme fici, Ze pfi purifikacnim procesu vzorku
AuDAC B ztraty €inily 55 % oproti referenénimu necisténému vzorku. To znamena, Ze 1 pies

nevhodné setazeni krokl purifikace (dialyza pied ultrafiltraci), nebyly ztraty kritické.
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Obr. 31 — Graf nezaddoucich efektii v procesu purifikace vzorku AuDAC B,

Na zakladé téchto vysledkti by sestaven vysledny postup pro dalsi purifikace:
bezprostiedné po syntéze a 2h dialyze v kyselém prostiedi k odstranéni nezreagovanych soli
je provedena ultrafiltrace (nejdiive pomoci 1 000 kDa nastavce, nasledné¢ pomoci 300 kDa

nastavce), posléze 48h dialyza proti UPW a filtrace vzorki skrze 0,22 pm PES filtry.
Nasledujici kapitoly experimentalni C¢asti se vénuji studiu purifikace nanocastic

pfipravenych pomoci dalSich selektivné oxidovanych polysacharidii,, konkrétné dialdehydu

alginatu (zkratkou DAAL), dextranu (zkratkou DADXA) a hyaluronatu (zkratkou DAH).
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7.3 Série vzorkii stabilizovanych ostatnimi dialdehydy

Tato série vzorktll byla pfipravena za Gcelem studia uc¢innosti vysledného procesu ¢isténi
u vzorkii pfipravenych pomoci dalSich materialii, konkrétné DAAL, DADXA a DAH.
Vliv jednotlivych purifikacnich krokti byl opétovné zkouman prostiednictvim DLS, UV-VIS
a XRF analyzy a nasledné byly pofizeny snimky z TEM. Jako prvni byl analyzovan vzorek
zlatych nanocéstic pfipraveny pomoci dialdehydu alginatu, ndsledné¢ vzorek nanocastic
pripravenych pomoci dialdehydu dextranu a jako posledni byl vzorek pfipraveny dialdehydem

hyaluronatu.

7.3.1 AuDAAL_A;

a)  Studium velikosti ¢astic
Pomoci DLS byly sledovany primérné hodnoty hydrodynamického priméru a indexu

polydisperzity v zavislosti na (ne)¢isténi, viz Tab. 12.

Tab. 12 — Primérné hodnoty hydrodynamického priméru a indexu polydisperzity vzorku

AuDAAL A
Procentualni
Specifikace vzorku Hydrodyn;;rlzlnclll(y prumeér hydr :((ii;llll;fllll:; Kého Index ;;:)é)}(ill-slpernty
priuméru o, [%]
Necistény 62 +0,48 0,228
Po ultrafiltraci 41 +0,22 0,243
Kompletné precistény 46 +0,30 0,268

U vzorku AuDAAL A byl pozorovan stejny trend jako u piedeslych ¢astic, kdy byly
vEtsi Castice a prebytek daného stabilizaéniho/redukéniho ¢inidla odstranény a byly tak ziskany
pouze Castice o menSich rozmérech. DAAL miva tendence tvofit nanocastice nad 20 nm,
tedy vétsi v porovnani s DAC. To lze pozorovat vzhledem k hodnoté hydrodynamického

primeéru, jez po kompletnim vycisténi vzorku Cinila 46 nm.

U hydrodynamického priméru byl pozorovan pokles hydrodynamického priiméru,
coZ je u purifikace standartni jev vzhledem k vyc¢isténi pfebytku DAAL a zbaveni se vétSich
frakei nanocastic. Nezvykly byl ovSem rlst velikosti nanocastic u kompletné precisténého
vzorku oproti odbéru po ultrafiltraci. U vyslednych hodnot indexu polydisperzity byl sledovan
postupny vzrist, jez je taktéZ abnormalni. To nejspiSe znamend, ze zvySeni velikosti ¢astic
po dialyze arast PDI AuDAAL A; byl nejspi§ dopad pravdépodobného mirného rozruseni

oball nanocastic a jejich nasledné ¢astecné agregaci.
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b) UV-VIS analyza

UV-VIS analyza stanovila zmény maxima absorbance DAAL A; v prubéhu purifikace

v souvislosti s hodnotou SPR AuDAAL A a intenzitou absorpéniho maxima (Obr. 32).

Nepfetistény vzorek

Al

Ultrafittrovany vzorek

Pretistény vzorek

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
A [nm]

Obr. 32 - Naméfend absorpcni spektra necisténého, ultrafiltrovaného a ¢isténého vzorku
AuDAAL_A, (plny pribéh)

U absorbance DAAL A pii ~220 nm miZeme sledovat obdobny trend jako
u predeslych vzorkt, tedy pokles absorpéniho maxima. To znaci, ze purifikace byla uspésna.
Nicméné doslo k poklesu u SPR maxima nanoc¢astic AuDAAL Aj, coZ je vidét na detailu

spekter na Obr. 33. Vysledky byly zpracovany taktéZ v nasledujici Tab. 13.

Tab. 13 — Shrnuti vysledkd UV-VIS analyzy AuDAAL A,

VInova délka specificka pro Hodnota maxima
Specifikace vzorku | maximum absorbance AuDAAL A, absorbance AuDAAL_ A,
AMAX[nm] AMAX[']
Necistény 537 0,668
Po ultrafiltraci 528 0,223
Precistény 538 0,190
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Obr. 33 - Naméiend absorpcni spektra necisténého, ultrafiltrovaného a ¢isténého vzorku
AuDAAL A, (detail oblasti specifické pro AuNPs)

Vzhledem k odstranéni vétSich castic je absorpéni maximum po ultrafiltraci posunuto
ke krat$i vlnové délce v porovnani s referen¢nim, necisténym vzorkem. Po kompletnim
ptecisténi se absorpéni maximum posouva k delsi vinové délce, jelikoz se objem Eastic zvysil
v zfejmé v disledku lehkého naruSeni jejich obalu beéhem dialyzy. Tyto d¢je byly doprovazeny
sniZzenim absorbance, jelikoz v pribéhu purifikace doslo ke ztratdm castic (ultrafiltrace) a jejich
natedéni (dialyza), tedy ke snizeni jejich signalu. Ztraty byly posléze kvantifikovany metodou

XREF.

¢) XRF analyza
Relativni ztrdty nanocastic v procesu purifikace jsou zaznameniany na Obr. 34.
Ztraty pro vzorek AuDAAL A byly vyssi nez 50 % a dosahli az 68 %, zfejmé v dasledku

jejich vyssi velikosti. Cisténi tedy bylo Gspésné, ovSem za cenu niz§iho vytézku.
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o

Netistény Ultrafiltrovany Pretistény

Obr. 34 - Graf ztrat v procesu purifikace vzorku AuDAAL A,
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d) Reprezentativni snimky TEM
TEM stanovila morfologii a orientacni velikost nanocastic. Snimky z TEM vzorku
AuDAAL A jsou shrnuty v Obr. 35.

Obr. 35 - Srovnani snimkti z TEM vzorku AuDAAL_A;: a) nepiecistény a b) precistény

TEM analyza poskytuje informaci o velikosti nanocastic, respektive velikosti zlatych
jader, jelikoz vzorky jsou pfi pripravé na TEM dehydratovany a nelze tak zobrazit polymerni
obal nanocastice. Velikosti se pohybovaly u necisténého vzorku v ¢asti a) Obr. 35 mezi
10-20 nm, coZje znacny nariist oproti nanocasticim stabilizovanym pomoci DAC,
jejichz velikost se pohybovala v fadu jednotek nanometrd. To je ziejmé dano vlivem struktury
polysacharidu, jez mé zasadni vliv na vlastnosti nanocastic. [26] U precisténého vzorku

(Obr. 35 b) doslo ke snizeni velikosti nanoc¢astic pod 10 nm.
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7.3.2 AuDADXA_A;

a)  Studium velikosti ¢astic
Jako dal$i byly studovany nanocastice ptipravené pomoci DADXA A;. Metoda DLS
nam opét zprostiedkovala idaje o hydrodynamickém priméru a indexu polydisperzity vzorka

AuDADXA A, (Tab. 14).

Tab. 14 - Primérné hodnoty hydrodynamického priiméru a indexu polydisperzity vzorku

AuDADXA A,
Procentualni
Specifikace Hydrodynamicky primér odchylka Index polydisperzity
vzorku d [nm] hydrodynamického PDI [-]
priaméru o, [%]

Neptecistény 16 + 0,63 0,426
Po ultrafiltraci 16 +3,14 0,383

Precistény 17 + 1,74 0,286

Pti srovnani hydrodynamickych primért necisténého a ultrafiltrovaného vzorku mizeme
vidét minimalni zmény odpovidajici odchylce méteni. Kazdopadné po dialyze a filtraci mél
obal nanocastic tendenci opét zvySovat svlij objem jako u pfedeslého vzorku AuDADXA Aj;.
Co se tyce indexu polydisperzity, u jeho hodnoty byl zaznamenan pokles, coz znaci nejen

vycisténi vzorku od AuDADXA Aj, ale uspesné snizeni polydisperzity nanocastic.

b) UV-VIS analyza
Metoda UV-VIS stanovila rozdily vlnovych délek a intenzit absorpénich maxim

DADXA A;aAuDADXA Aj, viz Obr. 36.
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Obr. 36 - Naméiena absorpcni spektra necisténého, ultrafiltrovaného a ¢isténého
vzorku AuDADXA A; (plny pribéh)
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Analyza UV-VIS opét potvrdila obvykly pokles absorbance DADXA Aj, tedy vycisténi
od prebytku DADXA A; bylo uc¢inné. Taktéz byl sledovan opakovany trend poklesu
absorbance v oblasti SPR absorbance nanocastic AuDADXA Aj, tedy opét doslo ke ztratdm
v prubehu purifikace oproti referen¢nimu necisténému vzorku, viz detail absorpénich spekter

Obr. 37 a vysledky v Tab. 15.

Tab. 15 - Shrnuti vysledki UV-VIS analyzy AuDADXA A,

Specifikace Vinova délka specificka pro Hodnota maxima
P maximum absorbance AuDADXA A, absorbance AuDADXA A,
vzorku - -
ZMAX[nm] AMAX[']

Necistény 519 0,757

Po ultrafiltraci 522 0,180
Precistény 520 0,237
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Obr. 37 - Naméiend absorpcni spektra necisténého, ultrafiltrovaného a ¢isténé¢ho vzorku
AuDADXA A, (detail oblasti specifické pro AuNPs)

Zajimavosti u tohoto vzorku byl mirny rist absorbance po celém procesu purifikace
oproti absorbanci vzorku ultrafiltrovaného. Pravdépodobné mohlo v prabéhu 48h dialyzy dojit
misto k nafedéni roztoku spiSe k zakoncentrovéni, tedy vzorek se zbavil piebytecné vody,
coz by vysvétlovalo zvySeni signalu pro AuNPs. Ztraty jako takové byly zaznamendny pomoci
analyzy XRF, kde je znatelné, Ze opravdu nedoSlo ke zvySeni mnozstvi nanocastic,

pouze zakoncentrovani.
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¢) XRF analyza
Vysledky analyzy XRF, zobrazujici ztraty nanocastic AuDADXA Aj, jsou zobrazeny

formou sloupcového grafu na Obr. 38.
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Obr. 38 - Graf ztrat v procesu purifikace vzorku AuDADXA A,

Vysledna data XRF analyzy dokazala, ze vzorek AuDADXA A mél vice nez 50% ztraty
oproti referenci (necistény vzorek AuDADXA A1), konkrétn€ 68 %. Nicméné dle predeslych
testovani vzorkl byla potvrzena vysoka uspésnost purifikac¢nich krokt, zejména v souvislosti

s odstranénim piebytecného polysacharidu.

d) Reprezentativni snimky TEM
Snimky z TEM ilustrujici morfologii a velikost zlatych jader nanocastic vzorku

AuDADXA A jsou na Obr. 39.

U.mm

Obr. 39 - Srovnani snimkt z TEM vzorku AuDADXA_A;: a) nepieci§tény a b) precistény
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Ze snimku TEM mizeme pozorovat, ze v Casti a), tedy u nepfecisténého vzorku,
maji nanocastice AuDADXA A; tendence k tvorbé ,,nanocasticového mracna®, tedy tvorbé
skupinek (cluster) nanocastic. K tomu dochdzi zfejmé kvili pfitomnosti nadbytku
DADXA A, ktery lepi Castice k sob€. Jadra zlatych nanocéstic neptecisténého vzorku méla
vetsinou velikosti v niz$ich jednotkach nanometrli, avSak vyskytovala se zde 1 maléd frakce
vetsich cCastic s velikosti nad 10 nm. Oproti tomu piecistény vzorek (Obr. 39b) mél uzsi
distribuci, jelikoz nanocéstice se jiz neshlukovaly, mély mezi sebou dostate¢ny prostor a frakce
nanocastic nad 10 nm byly separovany. Zbylé nanocastice tak meély velikost vyrazné

pod 10 nm.

7.3.3 AuDAH_A,

Posledni studovany vzorek ztéto série byl vzorek zlatych nanocéstic pfipravenych
pomoci DAH A;. Je zajimavé, ze v porovnani s ostatnimi vzorky se DAH A choval
nestandardné¢ ve vétSin€ aspektl, od zbarveni az po velikost a polydisperzitu nanoc¢astic. To je
ziejme dusledkem toho, na rozdil od ostatnich polysacharidi je hyaluronan heteroglukan,

coz ma vliv na rust i stabilizaci AuNPs.

a)  Studium velikosti ¢astic

Vysoké hodnota hydrodynamického priméru nanocastic byla odhadovana jiz vzhledem
k modro-Cernému zabarveni vzorku AuDAH A; po syntéze. Modro-Cerna barva totiZ znaci
SPR maxima absorbance v oblastech delSich vinovych délek, které¢ jsou specifické praveé
pro nanocastice vétSich rozmérh. JelikoZ rozméry nanocéstic se 1 po precisSténi pohybovaly
ve vysSich desitkach nanometrti, bylo ultrafiltrovani problematické a vzorek byl ultrafiltrovan
pouze pomoci 1 000 kDa néstavce, jelikoz pii pokusu ultrafiltrace skrze 300 kDa néstavec
vzorek vykazoval naprosto totozné zavéry jako pfi ultrafiltraci skrze 1 000 kDa nastavec,
viz Tab. 16. Proto byly méfeny odbé&ry z horniho i dolniho 1 000 kDa nastavce. Diky tomu bylo
podrobnéji sledovano zachyceni frakci vétSich nanocastic a zaroven velikost Castic,

které byly ultrafiltrovany.

Tab. 16 - Primérné hodnoty hydrodynamického priméru a indexu polydisperzity vzorku AuDAH A,

e e R
Nepfiecistény 142 +0,99 0,503
Po ultrafiltraci — horni ¢ast nastavce 1 000 kDa 104 +0,29 0,236
Po ultrafiltraci — dolni ¢ast nastavce 1 000 kDa 43 +1,16 0,479
Precistény 51 + 5,88 0,351
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Neprecistény vzorek tak neobsahoval pouze klubka ptfebytecného DAH A, ale 1 velké
nanocastice. Polydisperzitu systému potvrdil index polydisperzity, jez nabyl hodnoty 0,503.
Po nasledné ultrafiltraci vzorku AuDAH_A; byly frakce vétSich nanocéstic, vykazujicich
modro-Cerné zbarveni, zachyceny v horni C¢asti nastavce spolu s pfebytkem DAH A.
Oproti tomu frakce nanocastic s hydrodynamickym primérem kolem 40 nm prosla

ultrafiltracnim nastavcem do jeho spodni ¢asti.

Zajimavosti bylo zlatave zIuté zbarveni této frakce, které indikovalo absenci SPR, coz se
déje jen u velmi malych nanocastic, ozna¢ovanych nékdy anglickym pojmem ,,nanoseeds, tedy
v doslovném piekladu ,,nanoseminka®. Vzhledem k zbarveni bylo odhadovano, Ze tato frakce
obsahuje pravé takovéto zarodky budoucich nanocéstic. Vzhled vzorku po ultrafiltraci
je demonstrovan na Obr. 40. Takto malé nanocastice jsou také velmi nestabilni. Je proto mozné,
ze pozorovany hydrodynamicky primér kolem 40 nm je dan jejich shlukovanim do celki

(clustertt) navzdjem volné propojenych DAH, podobné jako to bylo pozorovano u DADXA.

Obr. 40 — Vysledek ultrafiltrace vzorku AuDAH_A; pomoci 1 000 kDa nastavce

Pfi porovnani dat v Tab. 16 pro vzorek ultrafiltrovany a ten nasledné precistény dialyzou
muzeme sledovat opét zvySeni primérné hodnoty hydrodynamického priiméru nanocastic.
To lze opét miize vysvétlit zvétSenim objemu polymerni vrstvy nanocastic v disledku jejiho
naruSeni béhem dialyzy. Dalsi informace o nanocésticich v obou frakcich ultrafiltrace a taktéz
jejich porovnani s nepiecisténym a preisténym vzorkem nam déle poskytla UV-VIS analyza

vzorku.
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b) UV-VIS analyza
Nejdiive byl sledovan plny pritbéh absorpénich kfivek od 200 do 800 nm. Zde se objevily

abnormality, které jsou zobrazeny na nasledujicim Obr. 41.
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Obr. 41 - Naméiena absorpcni spektra necisténého, ultrafiltrovaného a ¢isténého vzorku
AuDAH_A, (plny prib&h)

Co se tyCe neptecisteného vzorku AuDAH Aj, tak zde byla sledovana Sirokd SPR
absorpce v oblasti vlnovych délek 475-700 nm se dvéma lokalnimi maximy. Taktéz byly
pozorovany absorpce v oblasti vinovych délek 225-275 nm a 200-225 nm. Detail téchto oblasti
poskytuje nadchazejici Obr. 42 a konkrétni hodnoty absorpcnich maxim Tab. 17. Oblast
225-275 nm vtomto pfipadé nejspiSe nepoukazovala na piebytek DAH v roztoku,
jako v ptedeslych ptipadech, avSak spiSe reflektovala pravé vySe zminéné ,,nanoseeds®, jejichz
zbarveni je spiSe zluté. Pfebytek DAH spisSe zobrazovala druhd zminéna oblast (200-225 nm),
kde absorbuje také hyaluronan. V této oblasti sice mizeme pozorovat pokles, tedy vycisténi
od DAH, ovSem pfi dialyze byla zaznamenana také ztrata signalu v oblasti 225-275 nm,

,hanoseeds‘ tedy pravdépodobné prosly pory dialyzacni membrany (50 kDa).

Absence SPR absorpce ve spektru po ultrafiltraci je ditkazem, ze se ve spodni Casti
ultrafiltraéniho nastavce (1 000 kDa) nachdzely pouze ,nanoseeds™ a cast volného DAH.
Jelikoz DAH tvofi klubka kolem 100 nm a ,nanoseminka*“ jsou velkd kolem 1-5 nm,
coz objasnilo hodnotu primérmého hydrodynamického priméru, ktera se pohybovala

kolem 40 nm.
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Tab. 17 - Shrnuti vysledkti UV-VIS analyzy AuDAH A,

Specifikace vzorku

VInova délka specificka
pro maximum absorbance
DAH_A,; Amax [nm]

Hodnota maxima
absorbance

DAH_A; Amax/[-]

VInova délka specificka
pro maximum
absorbance AuDAH_A,
Amax [nm]

Hodnota maxima
absorbance AuDAH_A,
Amax[-]

Negistény

202

4,240

255

1,535

Po ultrafiltraci —
dolni ¢ast nastavce
1 000 kDa

200

3,684

254

0,656

Precistény

200

0,925

231

0,045

4,40
4,20
4,00
3,80
3,60
3,40
3,20
3,00
2,80
2,60
2,40
2,20
2,00
1,30
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

All

Necistény vzorek

——— Ultrafiltrovany vzorek

PFetistény vzorek

200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

A [nm]

Obr. 42 - Naméiena absorpéni spektra necisténého, ultrafiltrovaného a ¢isténého vzorku

AuDAH A, (detail oblasti specifické pro AuNPs a DAH)

¢) XRF analyza

XFR analyza odhalila vysoké ztraty béhem purifikace, resp. po dialyze, viz Obr. 43.
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Obr. 43 - Graf ztrat v procesu purifikace vzorku AuDAH A,
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MiuZeme konstatovat, Ze po ultrafiltraci byl obsah zlata ve vzorku stale nad 50 %
oproti vzorku referencnimu (neciSténému). Vzorek tedy obsahoval zna¢ny podil malych
»hanoseeds. Oproti tomu po 48h dialyze a filtraci skrze 0,22 um PES filtr byly ztraty tak
vysoké, Ze obsah zlata pokles na hodnotu 0,14, tedy 14 %. To lze vysvétlit i malymi rozméry

nanocastic ve vzorku, coz bylo potvrzeno snimky z TEM.

d) Reprezentativni snimky TEM
Pro analyzu morfologie a velikosti zlatych jader nanocéstic vzorku AuDAH A,
byly vybrany snimky neciStén¢ho vzorku a vzorku po ultrafiltraci skrze 1 000 kDa nastavce.

Snimky téchto dvou vzorkli mizeme sledovat na Obr. 44.

Obr. 44 - Srovnani snimkti z TEM vzorku AuDAH_A: a) neptecistény a b) ultrafiltrovany
1 000 kDa

Na Obr. 44 a) jsou neptecisténé nanocastice vzorku AuDAH_Aj, u nichz mlizeme
pozorovat velmi zajimavé tvary. Na prostfednim snimku lze pozorovat detail ¢astic,
kde mizeme vidét nejen polyedrické nanocastice, avSak 1 nanocastice ty¢inkovitého
a trojuhelnikového tvaru. Tyto tvary jsou napiiklad velmi dobré vzhledem k pronikani do téla
buiiky skrze biomembranu ¢i pro Surface-enhanced Raman Scattering, coz je analytickd metoda

vyuzivajici zesileni Ramanovského signalu pravé na nerovnomérném povrchu nanocastic.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 81

Podobné v ¢asti b) jsou zaznamenany snimky ultrafiltrovaného vzorku a zde muzeme
opravdu potvrdit vyskyt vySe zminénych ,,nanoseminek* o velikosti 1-5 nm, které jsou opét

spojené do nanocasticovych ,,0blacka* pravdépodobné makromolekulami DAH_A.

7.4 Studium stability roztoki zlatych nanoéastic

Dalsim dulezitym bodem, jemuz se bakaldiska prace vénovala, bylo studium stability
ptipravenych koloidnich roztokii zlatych nanocastic. Pro tyto potfeby byla zvolena analyza ZP
nanocastic pomoci metody DLS a taktéz bylo studovano chovani nanocastic v prostredi

nadbytku N,N-Dimethylformamidu (DMF) piti 40 °C.

a) Zeta potencial vybranych vzorki AuDAX

Za ucelem meéteni zeta potencidlu byly vybrany odbéry vzorka pied procesem cisténi
a po ném. Médiem pro méteni zeta potencidlu bylo UPW a pH vzorkt bylo 3,5. U téchto odbérii
byly sledovany ptedev§im zmény hodnoty zeta potencialu, jez urcuje elektrostatickou slozku

stabilizace nanocastic. Ziskané hodnoty shrnuje nasledujici Tab. 18.

Tab. 18 — Vystupni data zeta potencialu a jejich primérna odchylka pro vybrané vzorky AuDAX

Vzorek Pramérna hodnota zeta potencialu Prumérna odchylka
¢[mV] Oy [mV]

AuDAC_A; —necistény -16,4 +1,0
AuDAC A, — ptecistény -15,3 +1,5
AuDAC B, — necistény -8,8 +1,8
AuDAC B, — piecistény -1,2 +1,3
AuDAH_B; — necistény -28,6 +0,4
AuDAH_B; — pfecistény 22,1 +0,4
AuDAAL A, — necistény -17,6 +0,5
AuDAAL_A, — piecistény -12,6 +0,3
AuDADXA A, —necistény -23,5 +0,8
AuDADXA A, — precistény -1,7 +0,4
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Z dat Tab. 18 miZeme pozorovat znatelny pokles hodnoty zeta potencialu precisténych
vzorkli oproti vzorkim ptecisténym. To neni ptekvapivé, vzhledem k odstranéni velkych
klubek polysacharidi. Hodnoty zeta potencialu také reflektuji obsah nabitych funkénich skupin
v pouzitém polysacharidu. Hodnoty jsou tak vyrazné¢ zapornéjsi u DAH a DAAL
obsahujicich -COOH skupiny. Naopak u DAC a DADXA je vidét posun k hodnotam bliz§im
0 mV. I pfesto jsou nanocastice stabilni (nedochdzi k jejich agregaci). V tomto ptipade
nanocastice tedy nejsou stabilizovany elektrostaticky, ale spise jde o sterickou stabilizaci.

b) Stabilita vybranych vzorki AuDAX po pridavku DMF a nasledné zmény teploty
vzorku

Pro lepsi pochopeni stability vyslednych purifikovanych vzorkit AuDAX byly vybrany
vzorky AuDAC A,, AuDADXA A; a taktéz vzorek AuDAAL A jez byl po studiu
ultrafiltrace plné vycistény dle kone¢ného purifikaéniho postupu. Nésledné byly vzorky
testovany vzhledem k teploté prostiedi, kdy byla volena teplota 40 °C, jelikoz teplota lidského
téla se pohybuje kolem 37 °C, a tak byla vybrana hodnota vyssi.

Protoze nedoslo z viditelné zméné, bylo nasledné ke 100 pl vzorku pfidano 9,9 ml roztoku
DMF a vzorky déle zahtivany. DMF by totiz mélo v pfipad¢ nedostatecného vycisténi fungovat
jako srazedlo pro prebytek DAX a také jako destabilizacni Cinidlo vzhledem k vméstnavani
molekul DMF a naruSeni obalu nanocastic. Tato pozorovani prokazala, Ze zlaté nanocastice
precisténych vzorkd ve vysokém nadbytku DMF zlstaly rozptyleny v roztoku a nemély

tendence k agregaci ani po 24h pfti 40 °C.

Poslednim testem byla dlouhodobé stabilita nanoc¢astic, provedené na vzorcich uréenych
pro testovani cytotoxicity (AuDAC Ci, AuDAAL A;, AuDADXA A, a AuDAH B»),
které¢ byly naptfed uchovavany 2 mésice v lednici. Postup byl upraven tak, ze k 500 pul vzorku
bylo ptidano 1,5 ml DMF, tedy stale nadbytek oproti testovanému vzorku. Po ptidavku DMF
nebyl ani jeden vzorek vysrdZen, nésledné byly vzorky ponechdny za stalého michani 24 h
pi1 40 °C a ani po tomto kroku nebylo sledovano shlukovani a vzorky v roztoku byly plné

stabilni, viz Obr. 45 a 46 na str. 80.
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i R

Obr. 45 - Vzhled precisténych vzorku: a) AuDAC_Ci, b) AuDAAL_A,, c) AuDADXA A,,
d) AuDAH_B;
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7.5 Testovani cytotoxicity AuDAX

Poslednim bodem této prace byla analyza cytotoxicity purifikovanych roztokt zlatych
nanocastic. Pro tyto potieby byly nachystany vzorky AuDAC Ci, AuDAAL Ao,
AuDADXA A, a AuDAH B». Nasledné byla stanovena hodnota ICso pro vSechny vzorky,
cozje hodnota stanovujici koncentraci testované latky, jez zplsobi 50% inhibici rlstu
organizm, v naSem piipad¢ bunétné linie NIH/3T3. Cytotoxicita vzorku a jejich hodnota ICso

byly stanoveny pomoci MTT metody.

a)  Stanoveni koncentrace nanoc¢astic vzorki AuDAX

V tvodu stanoveni cytotoxicity purifikovanych koloidnich roztoktt AuDAX byla zjisténa
koncentrace zlata v roztoku. (Tab. 19) Na zéklad¢ toho byly vybrany koncentrace 5, 10, 25, 35
a 50 pl/ml, pouze u nejméné koncentrovaného vzorku AuDAAL A byla misto 50 pl/ml
vybrana koncentrace 40 pl/ml. Testovani probihalo na bunécné linii 3T3/NIH v koncentraci
2:10° bungk/ml. Koncentrace zlatych nano¢astic, jejich davkovani do jamek mikrotitra¢ni

desticky a ptidavek zivného média jsou obsazeny v nésledujici Tab. 19.

Tab. 19 — Hodnoty potiebné k provedeni testu cytotoxicity

I%(’)m':entrace Testované Pipetovany objem Pi.petovarn}if
Oznadeni vzorku | nanocastic ve vzorku koncentrace objem média
¢ [ug/ml] Crest [1ug/ml] vzorku Prcorer [l] Vinédium [1d]
5 3,4 96,6
10 6,8 93,3
AuDAC C, 148,2 25 16,9 83,1
35 23,6 76,4
50 33,7 66,3
5 8,9 91,1
10 17,9 82,1
AuDAAL A, 56,0 25 44,6 55,4
35 62,5 37,5
40 71,4 28,6
5 7,6 92,4
10 15,2 84,8
AuDADXA A, 65,6 25 38,1 61,9
35 53,4 46,7
50 76,2 23,8
5 5,2 94,9
10 10,3 89,7
AuDAH B, 97,1 25 25,8 74,3
35 36,1 63,9
50 51,5 48,5
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b)  Hodnoceni cytotoxicity vzorki AuDAX a stanoveni hodnoty ICso

Pro vyhodnoceni vysledkli méfeni cytotoxicity vzorkil byla zvolena forma sloupcového
grafu, jenz odrazi relativni Zivotaschopnost bunék. Obecné platné hodnoty slouzici ke zjisténi,
zda je dand koncentrace latky cytotoxicka, je 30 % tmrtnost (0,3), jinymi slovy 70 % relativni
viabilita bun¢k (0,7) oprotireferenci, kdy k buikdm nebyla pfidéna testovana latka.
Nasledné byly stanoveny hodnoty ICso jednotlivych vzorki. Grafy a hodnoty ICso

jsou zpracovany nize.

Vzorek AuDAC_Ci

Obr. 47 ukazuje zavislost zivotaschopnosti bun¢k na koncentraci AuDAC_C1. Dle vyse
uvedenych hodnot mtzeme konstatovat, ze vzorek AuDAC C; pii koncentracich 5, 10
a 25 pg/ml nebyl cytotoxicky. Koncentrace 35 a 50 pg/ml jiz byly povazovany za cytotoxické.
Hodnota ICso byla stanovena na 45 pg/ml.
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0,60 0,56
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R 5 10 25 35 50

Obr. 47 — Souhrnny graf vysledktt MTT pro vzorek AuDAC_C;

Vzorek AuDAAL_A:

Obr. 48, na nasledujici str. 87, ukazuje zdvislost Zivotaschopnosti bun¢k vzhledem
ke koncentraci vzorku AuDAAL A2. Z vyslednych dat mizeme fici, Ze vzorek AuDAAL A
pii koncentracich 5 a 10 ug/ml nevykazoval cytotoxicitu. OvSem zbylé koncentrace (25, 35

a 40 pg/ml) uz vykazovaly velmi vysokou bunécnou toxicitu.

Je ale tfeba poznamenat, ze u tohoto vzorku byla pred odsavanim rozpoustédla DMSO
sledovana pomoci mikroskopického stanoveni vyssi viabilita bun€k u koncentrace 25 pg/ml,
nezli vyhodnotil test MTT. To miiZe znamenat, Ze nanoc¢astice vzorku AuDAAL_ A; snizily
schopnost adheze bun¢k k mikrotitracni desti¢ce a pii odsavani rozpoustédla byly bunky taktéz

oddé€leny. Pro tento vzorek byla nasledn¢ stanovena hodnota ICso na koncentraci 18 pg/ml.
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Obr. 48 — Souhrnny graf vysledkit MTT pro vzorek AuDAAL A,

Vzorek AuDADXA_A:

Predposledni vzorek byl vzorek AuDADXA A2. Obr.49 demonstruje zavislost

zivotaschopnosti bunék na koncentraci AuDADXA A2.
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Obr. 49 - Souhrnny graf vysledktt MTT pro vzorek AuDADXA A,

U vzorku AuDADXA A; byla sledovana nejvyssi cytotoxicita, kdy uz i nejnizsi

koncentrace 5 pg/ml zptsobila 45 % mortalitu bunék oproti referenci. Vzhledem k velikosti

nanocastic stabilizovanych pomoci DADXA, jez se pohybuje vitadech jednotek nm,

byly tyto zavéry piedvidatelné, jelikoz takto malé zlaté nanocastice byly v riznych studiich

také vysoce cytotoxické, jak bylo shrnuto v teoretické casti. NaSe vysledky potvrzuji

tento trend. Hodnota ICso byla tedy stanovena na koncentraci pouhych 5 pg/ml.
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Vzorek AuDAH_B:

Poslednim testovanym vzorkem byl AuDAH B»,. Zavislost zivotaschopnosti bun¢k

v zavislosti na koncentraci AuDAH_B:> je zobrazen na Obr. 50.
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Obr. 50 - Souhrnny graf vysledktt MTT pro vzorek AuDAH B>

U vzorku AuDAH_B; byly vysledky spiSe pozitivni. Koncentrace 5 a 10 pg/ml nanoc¢éstic
nevykazovaly toxicitu. Hufe bunky prosperovaly pii  koncentracich  vysSich,
avSak opét byl vzorek pozorovan pied odsatim rozpoustédla a pii koncentraci 25 pg/ml byla
pozorovana viabilita bun€k srovnatelnd s pfedchézejicimi koncentrace 5 a 10 pg/ml.
U takto nizkych koncentraci byla dokonce opét sledovana pomoci optického mikroskopu
viabilita znateln€ vyssi oproti referenci. To opét nasvédcuje, Ze nanocastice vzorku AuDAH B»

pomohly ke ztraté¢ adheze n€kterych bunék a jich pfipadnému odsati s médiem.

Naopak schopnost vzorku AuDAH_ B> podporovat bunky k proliferaci pifi nizSich
koncentracich byla ocekavana, vzhledem ktomu, Ze hyaluronat sodny jako takovy
je napomocny v procesu tvorby novych bunék. Této vlastnosti by mohlo byt vyuzito napiiklad
pfi poruseni tkdné¢ k urychleni a podpofeni tvorby nové, zdravé tkan€. Hodnota ICso

byla stanovena na koncentraci 33 pg/ml.
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ZAVER

Tato bakalarska prace se vénovala charakterizaci koloidnich roztokti zlatych nanoc¢astic
syntetizovanych za pomoci regioselektivné oxidované celulozy, alginatu sodného, dextranu
a hyaluronatu sodného. V pribehu prace byl uspésné zformulovan optimalizovany purifikacni

proces AuDAX s piihlédnutim na efektivitu ¢iSténi a ztratdm AuDAX. V zavérecné Casti prace

byl sledovén vliv AuDAX na viabilitu bunék, pfi¢emz byla stanovena cytotoxicita vzorki.

AuDAC tvortily predevsim nanocastice s hydrodynamickym pramérem kolem 10-30 nm
dle DLS. Tyto koloidni roztoky byly paucidisperzi povahy, pfi¢emz jejich index polydisperzity
byl nizsi nez 0,3. SPR efekt nabyval maxima pfi vinovych délkéach v intervalu 520-530 nm,
coz odpovida i jejich velikosti. TEM analyza zobrazila AuDAC jako ¢astice typicky kulovitého
charakteru, tedy nedochazelo k abnormalitdim v morfologii. Pfi studiu stability byly AuDAC
stabilni, coz potvrdila studie stability v roztoku DMF, a to i pies nizky naméfeny zeta potencial,
jehoz absolutni hodnota se v zavislosti na pouzitém materialu pohybovala v fadu jednotek mV.
Roztoky AuDAC se nejevily jako cytotoxické v koncentracich 5-25 pg/ml a jejich hodnota ICso

byla stanovena na hodnotu 45 pg/ml.

AuDAAL tvotily nanocastice o velikosti kolem 40-50 nm (dle DLS), pficemz hodnota
indexu polydisperzity roztok byla taktéz nizsi nez 0,3. Maximalni SPR efekt nanocéstic
byl sledovan pii 538 nm a Castice mely spiSe kulovity tvar, avSak nckteré byly lehce hranaté
(polyedrické). AuDAAL byly stabilni ve vodé i v roztoku DMF pfi teploté 40 °C po dobu 24 h.
Nameéteny zeta potencial byl stanoven na hodnotu -12,6 mV, ktera prokazuje stabilitu
nanocastic a je zpusobena negativné nabitym charakterem alginatu. Cytotoxicita byla
prokédzana u koncentraci vysSich 10 pg/ml, coZ ale nejspiSe bylo zplisobeno odsatim bunék
od substratu v disledku mozného poskozeni jejich adheze, jelikoz obecné nanocastice vétsich
velikosti jsou méné toxické nezli nanocastice o velikosti nékolika nm. Tento trend bohuZzel

nebyl potvrzen. Hodnota ICso byla nasledné stanovena pro koncentraci 18 pg/ml.

AuDAH tvoftil klasické nanocéstice o velikosti kolem 20 nm u materidlu DAH B,
avSak u materialu DAH_A, ktery byl méné oxidovan, se projevila jeho povaha coby
heteroglukanu, a proto vznikl velmi polydisperzni koloidni systém, v némz se nachazely
nanocastice o velikosti vysSich desitek nanometrti ale také ,nanoseminka® (nanoseeds)
o velikosti niz§ich jednotek nanometrd. Pro tento vzorek byl SPR efekt velmi slaby, a nachazel

se v oblasti pod 300 nm.
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,»Nanoseminka®, jez vzhledem k jejich nizké stabilité tvotily piirozené ,,nanocasticova
mracna®“, tedy clustery malych nanocéstic vzajemné ziejm¢ propojenych svymi obaly,
byla ndsledn¢ pozorovana na snimcich TEM a taktéz byly v roztoku sledovany i vétsi
nanocastice, které disponovaly riiznou morfologii. Vyskytovaly se zde nanocéstice tyCinkové,
trojuhelnikové, desticky i bézného kulovitého tvaru. AuDAH castice byly v roztoku stabilni,
ato 1 pii testu v DMF a zméné teploty na 40 °C a zeta potencial byl stanoven na -22,1 mV.
Cytotoxicita byla stanovena na vzorku AuDAH_B, ktery nevykazoval abnormality a hranice
cytotoxicity byla stanovena na 10 pug/ml. Pfi koncentracich vyssich byla sledovana mortalita

vy$$inez 30 %. 1Cso byla vyhodnocena na 33 pg/ml.

Poslednim materidlem, jimz se zabyvala tato prace, byl DADXA. AuDADXA tvoftily
mensi nanocastice pod 20 nm dle DLS a index polydisperzity byl niz$i nez 0,3. Prakticky
vykazoval obdobné chovani jako AuDAC, ovSem vzhledem k vysledkim analyzy byla
potvrzena vétsi uspeéSnost vycisténi od DADXA oproti ostatnim vzorkiim. Maximum SPR
efektu vykazoval AuDADXA pii 520 nm, coz potvrzuje mensi rozméry nanocastic,
coz potvrdily i snimky TEM. Zeta potencidl ptecisténého vzorku ¢inil —1,7 mV. Stabilitu
potvrdil i test pfidani roztoku DMF a zmény teploty roztoku na 40 °C, kdy nanocastice zistaly
rovnomérn¢ dispergovany v roztoku anevykazovaly agregaci. Taktéz byla u roztoku
AuDADXA potvrzena vySe vyi¢end teze ohledné cytotoxicity a velikosti ¢astic, jelikoz
nanocastice byly vysoce cytotoxické, tedy AuDADXA se projevily jako vysoce cytotoxické
pro buiky jiZ pfi 5 pg/ml.

Zavérem lze fici, ze se zdafilo pfipravit koloidni roztoky zlatych nanocastic ptipravenych
pomoci Ctyt regioselektivné oxidovanych polysacharida, které byly UspéSné purifikovany.
Vzniklé roztoky tak maji velky potencial pro budouci biomedicinské aplikace vzhledem
k volnym aldehydovym skupindm, specifickym pro stabiliza¢ni vrstvu nanocéstic, které
oteviraji moznosti sekundarniho vazani latek. Diky tomu se takto pfipravené roztoky jevi jako
mozna budouci varianta pro terapii, diagnostiku azobrazovani zavaznych onemocnéni

nebo pii aplikacich v rdmci TIRM, ¢emuz se bude vénovat budouci vyzkum.
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Index polydisperzity
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T Termodynamicka teplota

D14 Doba trvani dialyzy

TEM Transmisni elektronova mikroskopie

TIRM Tkanové inzenyrstvi a regenerativni medicina

Tn(0) Teplota tani objemového materialu
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