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Abstrakt

Diplomova préca sa zaoberd syntézou zlatych nanocastic s naslednou funkcionalizaciou
povrchu tak, aby boli vhodné pre in vitro zobrazovanie. Z tohto hladiska musia zlaté
nanocastice vykazovat’ vyhodné optické vlastnosti, vysoku stabilitu, monodisperzitu a hlavne
by nemali javit’ zndmky cytotoxicity. K dosiahnutiu stanovenych poziadavok bola prevedena
syntéza sférickych zlatych nanocastic na zdklade Turkevichovej metody a modifikécia
povrchu pomocou glutationu a polyetylénglykolu. K charakterizacii nanocastic boli vyuzité
analyzy ako SEM, DLS, UV-VIS a Zeta potencidl. Vysledné nanocastice boli podrobené testu
toxicity s vyuzitim MTT na bunkovej kultare HEK 293.

Abstract

The diploma thesis deals with synthesis of gold nanoparticles and their surface
functionalization suitable for in vitro imaging. In this view there are requirements for optical
properties such as stability, monodispersity and no presence of cytotocxicity. In order to fulfill
these demands the synthesis by Turkevich method with surface modification by glutathione
and polytethylenglycol was performed. Analytical methods such as DLS, SEM and Zeta
potential measurement were utilized to characterize the physical and chemical properties of
synthesized gold nanoparticles. Finally, MTT assay was performed to evaluate toxicity of
gold nanoparticles using HEK 293 cell line.
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Zlaté nanocastice, Syntéza, Funkcionalizacia, Cytotoxicita, Zobrazovanie.
Keywords

Gold nanoparticles, Synthesis, Functionalization, Cytotoxicity, Imaging.



Bibliograficka citacia diela

JAKUBECHOVA, J. Funkcionalizace zlatych nanocastic pro zobrazovini. Brno: Vysoké
udeni technické v Brng, Fakulta elektrotechniky a komunikagnich technologii. Ustav
biomedicinského inZenyrstvi, 2013. 74 s., Vedouci prace: Ing. Jana Drbohlavova, Ph.D.



Prehlasenie

Prehlasujem, ze svoju diplomovu pracu na tému Funkcionalizace zlatych nanocastic pro
zobrazovani som vypracovala samostatne pod vedenim veducej diplomovej prace s pouzitim
odbornej literatry a dalSich informaénych zdrojov, ktoré st vsetky citované v praci a

uvedené v zozname literatiry na konci prace.

Ako autorka uvedenej diplomovej prace d’alej prehlasujem, Ze v stvislosti s vytvorenim
tejto prace som neporusila autorské préva tretich osob, hlavne som nezasiahla nedovolenym
sposobom do cudzich autorskych, ¢i osobnostnych prav a som si plne vedoma nasledkov
porusenia ustanovenia § 11 a nasledujucich autorského zakona ¢. 121/2000 Sb., vratane
moznych trestnopravnych dosledkov vyplyvajucich z ustanovenia ¢asti druhej, hlavy VI. diel
4 Trestného zakonnika ¢. 40/2009Sb.

V Brne dna 22.5.2015

(podpis autora)

Pod’akovanie

Dakujem veducej diplomovej prace Ing. Jane Drbohlavovej, Ph.D. za odborny dohl’ad,
vecné pripomienky a cenné rady pri spracovani prace, taktiez za jej ¢as a ochotu pomoct
s akymkol'vek problémom. Dalej by som rada pod’akovala celému timu LabSensNano a

vsetkym, ktori ma akymkol'vek sposobom podporili pri pisani tejto prace.

V Brne dna 22.5.2015 s

(podpis autora)



Faculty of Electrical Engineering
and Communication
Brno University of Technology
... Technicka 12, CZ-61600 Brno, Czech Republic

research centre

sensor, information and communication systems http://www.six.feec.vutbr.cz

Vyzkum popsany v této diplomové praci byl realizovan v laboratofich podpotfenych
z projektu SIX; registracni ¢islo CZ.1.05/2.1.00/03.0072, operaéni program Vyzkum
a vyvoj pro inovace.

EVROPSKY FOND PRO REGIONALN[ ROZVOJ OP Vyzkum a vyvoj
INVESTICE DO VASI BUDOUCNOSTI pro inovace

- EVROPSKA UNIE P 2007-13



Obsah

1 Uvod 11
2 Sucasny stav rieSenej problematiky 12
2.1  Zlaté nanocCastice & ICh VIaStNOSEI............ccoocviiiiiiiiiie 12
2.1.1 Stabilita zlatych NaNOCASLIC......ccvvveiiiieiiiie e 12
2.1.2  Optické vlastnosti zlatych nanocastic...........cccoovvrviiiiiiniiicicien 13
2.2 Metody pripravy zlatych nanoCastic.........ooivvveiiiieiiiieiiii e 14
2.2.1 Turkevichova metOda .........ccuevieiiiiiiiiiiiiiiee e 15
2.2.2  Brustova MetOa.......cuuuiieiiiiiiieiiiiiie et 16
2.2.3  Martinova MetOAa.........uuieiiiiiiieiiiiiie et 16
2.2.4  ZeIeNA SYNIEZA .....ociiviiiiiiii et 17
2.3 Funkcionalizacia zlatych nanocCastic .........ccccevvvviiiiiiiiiiiniiiiiiieen, 18
2.3.1  GIULALION .eeeiiieiiccec s 20
2.3.2  Polyetylenglykol........ccooviiiiiiiiiii 21
2.3.3  Dendrimery .......cuuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 22
2.3.4 Bielkoviny/ aminoKySeliny .........ccccoovveiiiiieiiiie e 23
2.3.1  ProtilatKy ...ocoovieiii i 23
2.3.2  LIPIAY oo 24
2.4 Techniky sluZiace k zobrazovaniu pomocou AUNPS..........cccoceverieenne. 25
2.4.1 VypoCtova tomOZrafia ........ccueveeiiiiiiieiiiiii e 25
2.4.2 Fotoakustické ZObrazovani€ ............eeeuruvereeniiiiineesiiiie e e 26
2.4.3 Pozitrénova emisnd tomografia..........ccccuvveeiiiiiiieiiiiie e 27
2.4.4  Jednofotonova emisna vypoctova tomografia..........ccceveerviiineeriinnnn. 27
2.5 CytotoXICItA AUNPS........coiiiiee e 28
2.5.1 Prienik zlatych nanocastic do bunky ..........ccccovveiiiiiiiiiiii. 29
2.5.2 Uctinok reakénych ¢inidiel na CytotoXiCit ..........coeveveevevercrrrernenenns 30
2.5.3 Cytotoxicita iN VIVO / INVITFO .....cccvvvveeiiiiiic e 31
2.6 Metody merania CYtOtOXICILY ....vvreeiurrrreeiiiiieeesiiiiieeseiiee e e e e 32



2.6.1  KOIOrimetricke teSty ........eeiiuveiiieiiiiiiieiii e 32

MTTEESE .o 33
LDH EeSE .o 34
Test zalozeny Na ATP ......cooiiiiiiii s 34
2.6.2 Mikroskopické metddy pre hodnotenie tOXIiCItY........ccovvvrivvririierennnnn. 34
2.7 Met6dy charakterizacie zlatych nanoCastic .........cocoovvveiiiiiiiiieiiiinene, 37
2.7.1 Rastrovacia elektronova mikroskopia ...........cccoovveiiiieiiiiicniieennn, 37
2.7.2 Transmisna elektronova mikroskopia............cccovveiiiiiiiiiiciiinennn, 38
2.7.3 Energeticky disperzna rontgenova spektroskopia ............cccccvcvvvennnen. 39
2.7.4 Absorpcna spektroskopia v ultrafialovej a viditel'nej oblasti ............ 39
2.7.5 Dynamicky rozptyl sVetla ..........ccceriiiiiiiiiiiiice 40
2.7.6  Zeta POLENCIAL.......cccviiiiiiiiiiii e 40

3 Experimentalna cast’ 42
3.1 ChemiKAIIE ......oveiiiiiicce e 42
3.2 POUZILE PIISTIOTE vevvvieeeiiiiiiitiiiie ettt 43
3.3 Syntézy zlatych NanoCastiC .........uvvvviiieeiriiiiiiiiiiieee e 43
3.3.1 Modifikacia syntetizovanych zlatych nanocastic...........cccccceevvinnnnne. 44
3.4 Metddy charakterizacie zlatych nanocastic ..........cccvvvvvviieiiiiiiiiiiininnnnn. 45
3.4.1 Analyza pomocou rastrovaciej elektronovej mikroskopie................. 45
3.4.2 Dynamicky rozptyl svetla a meranie Zeta potencialu ....................... 45
3.4.3 Spektroskopia vo viditeI'nej a ultrafialovej oblasti ..............ccccceenee. 45
3.5 Cytotoxicita syntetizovanych AuUNPS...........coocoiiiiiiceee 45
4 Vysledky a diskusia 47
4.1 Stabilita AUNPS.......coooiiiic 47
4.2 Analyza AuNPs pomocou rastrovacej elektronovej mikroskopie ......... 48
4.3 Analyza AuNPs pomocou dynamického rozptylu svetla ...................... 51
4.3.1 Zhodnotennie vysledkov DLS a SEM analyzy ............ccccocviinnnnnne 58
4.4 Zeta POtenCIAl.........ccviiiiiiiiiic 59

4.5 Absorpéna spektroskopia vo viditel'nej a ultrafialovej oblasti .............. 59



4.6 Cytotoxicita
5 Zaver
Zoznam skratiek

Zoznam literatury



Z.oznam obrazkov

Obr.1 Ukazka réznych velkosti sférickych AuNPs v koloidnej forme. Nanocastice s priemerom 2

nm su prilis malé na to aby rozptylovali svetlo, preto je roztok ¢iry [3]. c.coovevvieiiiieiiieiiinnns 12
Obr. 2 Schematické znazornenie Javu SPR [7]....coooiiiiiiiiiee e 13
Obr. 3 Zhlukovanie zlatych nanocastic funkcionalizovanych glutationom v doésledku tvorby
VOdikovych MOSHIKOV [L18]......oiviiiiiiiiii s 15
Obr. 4 Raciondlny vzorec TOAB (vlavo) a CTAB (vpravo) [22,23] ....ccoeeveviiiiiiiiiiiieiieeiens 16
Obr. 5 TEM snimok internalizacie zlatych nanocastic (Cierne bodky) pripravenych pomocou
zelenej syntézy do nadorovej bunky MCF-T[26]. ......c.cccoooiiiiiiiiiiiiiiei e 18

Obr. 6 Ukdzka moznej funkcionalizacie a potencialne aplikacie AuNPs s roznymi

makromolekulami ako tioalkylovana DNA a RNA, proteiny, peptidy, karboxylové kyseliny,

poly(amidoamin) dendrimeéry [34]. . ..o 19
Obr. 7 AuNP funkcionalizovand retazcami kyseliny merkaptonondnovej. Tiolova skupina sa
viaze na AuNP a karboxylova skupina sa orientuje do priestoru [34]. ......cccooivviiiiiiieiinnnnnn. 20
Obr. 8 Struktira glutationu ( y-L-Glutamyl-L-cysteinglycin)[3T].....cccoceereereeereeerieieeeereiennn, 20

Obr. 9 Fluorescencné snimky tumoru mysi, zachytené 1 min (a), 30 min (b), 2 h (c) po
intravenoznom podani PEG-AUNPS-Pc4. (d) po intravendoznom podani samostatného lieciva
Pc4, ktoré nie je detekovatelné ani po 2 h [42]....cc..ccoveiiiiiiiieiiiie e 21
Obr. 10 Dendriméry obalujiice zlaté nanocastice [A4]. ...coooevvveiiiiiiiii e 22
Obr. 11 AuNPs funkcionalizované monoklondalnymi-anti-tau-protilatkami sliZiace k detekcii tau
proteinov zodpovednych za Alzheimerovu chorobu [AT]. c..ccoveiviveiiiiiiie e 24
Obr. 12 CT snimky hepatomu potkana (oznaceného Sipkou) pred intravenoznym podanim PEG-
AuNPs (a) a 1 hodinu po intravenéznom podani PEG-AUNPS (C) [48].....ccccevvvveivieiiiiieiiee, 26
Obr. 13 Snimka SPECT a fluorescencna snimka nddoru mysi zobrazeného pomocou AuNPs
s glutationom znacenych radionuklidom "BAU [ST]. oovvvveeeeeeeeeereeeseeeee e 28
Obr. 14 Tvorba reaktivnych foriem kyslika pri prestupe zlatych nanocastic do bunky,
sposobujucich nekrozu a tym tOXiCItU DUNIEK. ...............ccoociiiiiiiiiiiiiiii e 29

Obr. 15 Ukazka prestupu nanocastic cez plazmaticku membrdanu pomocou fagocytozy,

pinocytozy a receptorovo sprostredkovavanej endocytozy [63].....cccoovvvvveiiiiiiieiniiiiiiieieeen, 30
Obr. 16 Princip MTT, WST-8 @ ATP eStU [67]....cvveeveeiieiieiiesie et 33
Obr. 17 Struktiirny vzorec MTT a formazanu [B8]. ..........cccvovevveeeeeeeereeereeeseseeiesse e, 33
Obr. 18 SEM snimka chitozanom obalovanych AuNPs. Nanocastice sa zobrazuju svetlejsie a
pozadie tmavsie v dosledku nizkej energie a rychlosti sekunddarnych elektrénov [80]............... 37
Obr. 19 TEM snimka zlatych nanocastic (v kruzku) vo vnutri bunkovej linie HeLa [82]........... 38
Obr. 20 Absorpcné spektra zlatych nanocastic s typickym absorpénym maximom pri 525-555
o a1 R PSPPSR 40
Obr. 21 Vznik Zeta potencialu.[90] ............coovoiiiiiiiiiei e 41

Obr. 22 Bunkova linia HEK 293 zachytend pomocou optického mikroskopu pouzita pri merani



CYEOTOXICILY [95]. . ettt 46
Obr. 23 SEM snimky zlatych nanocastic vzorky Al bez modifikacie GSH pri zvicseni 300 kx

(VEav0) @ 500 KX (VPFAVO). ..ottt 48
Obr. 24 SEM snimky zlatych nanocastic vzorky A2 bez modifikacie GSH pri zvdicseni 500 kx
(VEav0) @ 300 kX (VPFAVO). ..ottt 49
Obr. 25 SEM snimky zlatych nanocastic modifikovanych pomocou GSH: vzorka Al vliavo a A2
Vpravo pri zvACSENT 500 KX. ......vviiuiiiiiii et 49
Obr. 26 SEM snimky PEG modifikovanych zlatych nanocastic vzorky B pri zvicseni 300 kx
(VEAV0) @ 450 KX (VPFAVO). ..ottt 50
Obr. 27 SEM snimka zlatych nanocastic vzorky C pri zvacseni 300 kx. ..........ccccccoveveiiveniennnnns 51
Obr. 28 DLS analyza velkosti nanocastic z hladiska distribucie intenzity, poctu a objemového
zastupenia AuNPs vzorky Al bez povrchove] modifikdcie. .........ccccoovvciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 52
Obr. 29 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych nanocastic vo
vzorke A1 bez povichove] MOAIfIKACIE. .........c...ccoiiviiiiiiiiiii e 52
Obr. 30 DLS analyza velkosti nanocastic z hladiska distribucie intenzity, poctu a objemového
zastupenia AuNPs vzorky A2 bez povrchove] MOdIfikACIe. ........cccccivviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 53
Obr. 31 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych nanocastic vo
vzorke A2 bez povichove] MOAIfIKACIE. . ........c...ccoiiiiiiiiiii it 53
Obr. 32 DLS analyza velkosti nanocastic z hladiska distribucie intenzity, poctu a objemového
zastupenia AUNPS VZorky ALS GSH. ...ttt 54
Obr. 33 Histogram percentualneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych nanocastic vo
vzorke Al s MOAIfIRACION GSH. ..........coiiiiuiiiiiiiiii et 54
Obr. 34 DLS analyza velkost nanocastic z hladiska distribucie intenzity, poctu a objemového
zastupenia AUNPS VZOTkYy A28 GSH .......ccouoiiiiiiiiiiii e 55
Obr. 35 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych nanocastic vo
VZOTKE A2 S MOIfIKACIOU GSH. .....ocouviiiiiiiii ittt 55
Obr. 36 DLS analyza znazornujuca vel'kost nanocastic z hladiska distribicie intenzity, poctu a
objemového zastiupenia AUNPS VZOIKY B..........cccooiiiiiiiiiiicie e 56

Obr. 37 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych nanocastic vo
VZOPKE B ... 56

Obr. 38 DLS analyza zndazornujica velkost nanocastic z hladiska distribuicie intenzity, poctu a

objemového zastiupenia AUNPS vZOrky C. .........cccooiiiiiiiiiiiiiiii et 57
Obr. 39 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych nanocastic vo
VZOTKE ..o 58
Obr. 40 Absorpcné pasma syntetizovanych zlatych RaROCASLIC. ...........cccococvevcieiiiiiiiiiiieen, 60

Obr. 41 Porovnanie cytotoxicity AUNPS pri koncentrdciach 5, 10, 30, 50, 80 ul/mi ................. 61



1 Uved

Zlaté nanocastice si ziskali vysoki pozornost v biomedicinskych aplikaciach
vd’aka svojim vynikajicim elektrochemickym a optickym vlastnostiam ako je silny
rozptyl svetla, povrchova plazmoénova absorpcia, zhaSanie fotoluminiscencie, lokalne
zosilnenie pol'a. Tieto vlastnosti predurcuju ich vyuzitie v zobrazovacich aplikaciach
zahffiajuc odvetvie mediciny. Ukazalo sa, Ze zlaté nanocastice predchadzaju rdzne
obmedzenia bezne pouzivanych kontrastnych latok ako je nizka fotostabilita,
nedostato¢na stabilita in vivo a in vitro, ktora je nasledovana rychlim odstranenim latky
Z organizmu.

Pre spominané bioaplikacie musi byt vSak zabezpeCend Co najmenSia toxicita
nanocastic. Mnohé vyskumy potvrdzuji, ze nanocastice si netoxické s porovnanim
k ostatnym kovovym nanocasticiam vyrabanych z oxidu titanic¢itého ¢i zino¢natého
alebo platiny. NavySe toxicita byva odstrafiovana povrchovou funkcionalizaciou

zabezpecujucou vyssiu biokompatibilitu k Zivym bunkam a tkanivam.

Mokré  chemické syntézy  prostrednictvom redukcie soli  kyseliny
tetrachlorozlatitej za pomoci ro6znych redukénych cinidiel patria medzi najrozsirenejsi
a najjednoduchsi spdsob pripravy zlatych nanocCastic. Medzi tieto syntézy sa radi aj
Turkevichova metdda, ktora bola prevedend v tejto diplomovej praci. Zlaté nanocastice
d’alej podliehali povrchovej modifikacii glutationom a polyetylénglykolom. Na ziskanie
optickych vlastnosti bola prevedena UV-VIS analyza. Charakterizacia tvaru, disperzity
a vel’kosti nanocastic bola determinovana na zaklade DLS a SEM analyzy. Stabilita
nanocastic bola stanovena pomocou Zeta potencialu. Nakoniec boli zlaté nanocastice

podrobené kolorimetrickému MTT testu za pouZzitia bunkovej linie HEK 293.
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2 Sucasny stav rieSenej problematiky

2.1 Zlaté nanocastice a ich vlastnosti

Zlaté nanocastice (AUNPS), taktiez zname ako koloidné zlato je suspenzia zlatych
Castic SO submikroskopickymi rozmermi, ktoré sa mézu nachadzat’ v roznych tvaroch
ako su mnanogulicky, nanotyCinky, nanotrubicky, nanokocky, nanovldkna atd’.
Vyznacuju sa nielen vybornymi optickymi, elektronickymi vlastnostami ale taktiez
svojou chemickou stabilitou, ktora byva znasobena ich povrchovou modifikaciou a
funkcionalizaciou (vid’. kapitola 2.4). Tieto vlastnosti su vSak zavislé od ich tvaru,
velkosti a spdsobu pripravy. Napriklad sférické nanocastice maji vinovo ¢ervenu farbu

(Obr.1), zatial’ ¢o nanoty¢inky maju modru alebo ¢iernu farbu [1,2].

2nm 5nm 50nm 100nm 200nm

Obr.1 Ukdzka roznych velkosti sférickych AUNPS v koloidnej forme. Nanocastice

S priemerom 2 nm su prilis§ malé na to aby rozptylovali svetlo, preto je roztok ciry [3].
211 Stabilita zlatych nanocastic

Stabilita AuNPs vychadza z teérie Derjarguin-Laudau-Verwey-Overbeck
(DLVO). Klasicka DLVO teoéria uvazuje Castice ako nekone¢ne plochy pevny povrch
s jednotnou hustotou naboja. Okrem toho povrchové napétie je konstantné a jednotné,
priCom medzi Casticami a rozpustadlom sa neobjavuji Ziadne chemické reakcie (na
rozpustadlo vplyva iba jeho dielektricka konStanta). Z toho vyplyva, Ze spociva v
rovnovahe medzi Van der Waalsovymi silami a odpudivymi Coulumbovskymi silami,

zatienena faktorom Debye-Hiickel. Podl'a tejto tedrie je celkovy potencial interakcie

12



(Viotar) medzi dvoma AuNPs dany sumou elektrostatického odpudzovania Ve @ Van

der Waalsovymi pritazlivymi silami Vygw .

Viotar = Vwaw + Veiec (l)

V pripade nanocastic funkcionalizovanych povrchovo aktivnymi latkami ako
napr. alkantioly a polymérmi sa odpudivé sily znasobuju prekryvanim ich dlhych
retazcov a interakciou s okolitymi molekulami rozpustadla [4,5].

212 Optické vlastnosti zlatych nanocastic

Jednym z najvyznamnejSich rysov AuNPs je absorpcia viditeI'ného svetla, ¢o je
vysledkom povrchovej plazmoénovej rezonancie (SPR zangl. surface plasmon
resonance). SPR je pritomna len u Castic s nanorozmermi, ¢im sa predurCuje ich
vyuzitie v biomedicinskych aplikaciach k zobrazovaniu. Ak na zlatd nanocasticu
dopada svetlo, dochadza na jej povrchu k spolo¢nej oscilacii vodivych elektronov, ktora
je indukovana vzajomnym pdsobenim elektromagnetického pol'a. Oscilacia elektronov
okolo povrchu nanocastice sposobuje separaciu naboja atak vytvara dipdl kmitajici
v smere elektrického pola svetla (Obr. 2) [6].

200 e

[

e oblaky

vstupné
rezonujuce
svetlo

elektrické pole

Obr. 2 Schematické zndzornenie javu SPR [7].

Bolo zistené, ze pdsmo SPR mdze byt ovplyvnené nielen velkostou, tvarom,
teplotou, ale aj vzajomnou vzdialenostou AuNPs v roztoku. Ak st AuNPs blizko pri
sebe alebo su vtesnej blizkosti podobnému druhu nanocastice, SPR pasmo bude

vyrazne posunuté a farba roztoku sa moéze zmenit’ z ¢ervenej na modru [8].

SPR vseobecne slizi na uréenie adsorpcie latok ako st polyméry, DNA alebo
proteiny na povrchu rovinného kovu (zlato, striebro), alebo na povrchu kovovych
nanocCastic. Taktiez méze byt pouzitda na zvySenie Citlivosti niekolkych
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spektroskopickych merani, vratane zhasania fluorescencie a Ramanovho rozptylu. Je to

zakladny princip pre aplikacie kolorimetrickych biosenzorov a réznych senzorov pre
lab-on-chip [9].

2.2 Metody pripravy zlatych nanocastic

Vo vSeobecnosti su rozliSované dva zakladné principy, ktorymi mozno zlaté
nanoCastice syntetizovat, a to bottom-up atop-down. Syntéza top-down zahiia
mechanické ,rozomletie zlata az na pozadované nanorozmery a Iich naslednu
stabilizaciu pridanim koloidnych ochrannych latok. Cely proces sa deje za pritomnosti
Sablony, vd’aka ktorej si AuNPs jednotné v tvare a velkosti [1,10]. Na principe top-
down funguje napriklad syntéza nanocastic pomocou naparovania kovov, pri ktorej st
vSak narocné poziadavky na aparaturu a celkovo je tazké dosiahnut’ tizku distribaciu

Castic [1].

Preto sa mnoho obl'ibenej$imi stali prave mokré chemické syntézy zalozené na
principe bottom-up, z hl'adiska ich vys$sej ucinnosti a pohodInosti. Navyse tento princip
sa zaobide bez drahej a zlozitej aparatury, pretoze na ich pripravu postaci bezné
laboratorne sklo. Proces pripravy je zalozeny na chemickej redukcii soli zlata alebo
priamo Kyseliny tetrachlorozlatitej niekol’kymi sposobmi, napriklad elektrochemickou
cestou, kontrolovanou dekompoziciou metastabilnych organokovovych zluc¢enin [1].
Aby sa prediSlo zhlukovaniu nanocastic, ich rast je regulovany pomocou stabilizatorov
ako su napr. donorové ligandy, polyméry a povrchovo aktivne latky, ktoré su prehl'adne
uvedené v Tab. 1 [11].

Tab. 1 Ukazka moznych rozmanitych stabilizacnych latok AuNPs

Drubh stabiliza¢nej latky Nazov stabiliza¢nej latky Referencie
. beta-1,3-glukan s karboxylovou skupinou
polysacharid dextran, chitozan, alginat [12]
protein fibroin, l'udsky sérovy albumin, bombesin, [13]
zivica, disacharid arabska guma, maltdza [14]

poly(dimetylsiloxan)-b-
kopolymér poly(metylmetakrylat)-b-poly(2,2,3,3,4,4,4- [15]
heptafluorobutylmetakrylat)
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Medzi dve zékladné metddy zalozené na redukcii idnov zlata patri Turkevichova a
Brustova metdda. Ich odvodenim vzniklo mnoho dalSich syntéz napr. Martinova
metdda alebo zelené syntézy, ktoré vyuzivaju k syntéze zlatych nanocastic prirodné
reakéné latky [16].

2.2.1 Turkevichova metoda

Tato najjednoduch$iu mozni metdédu vynasSla skupina vedcov na cele s J.
Turkevichom v roku 1951, pricom v roku 1970 bola zdokonalena G. Frensom. Vo
vSeobecnosti sa pouziva k syntéze monodisperznych gulovitych zlatych nanocastic vo
vodnom roztoku. Tato metdda pozostava z pridania roztoku citrdtu sodného do vodného
roztoku kyseliny tetrachlorozlatitej zahriatej na 100 °C a nasledného varenia po dobu 30
minuat. Koloidné zlato vznikd vdaka dvojitému ucinku idnov citratu, ktoré pdsobia ako
reduk¢né a taktiez ako aj obalovacie ¢inidlo. K redukcii HAuCly dochadza vtedy, ked’
roztok zatne menit’ farbu [17]. Pridanim citratu sa Au'"' redukuje na Au® ako ukazuje

nasledujica rovnica:
AuCly + 2e~ o AuCl; + 2CI° (2)

Konec¢na farba roztoku je rubinovo cervena. K syntéze vicsSich Castic sa pridava
mensie mnozstvo citratu sodného, ¢im sa oslabi stabilita AUNPS a tak sa za¢n( zrazat’
do vacsich zhlukov. Na stabilitu takto pripravenych nanocastic vplyva vo velkej miere
pH roztoku. Bolo zistené, Ze nanocastice pripravené pomocou Turkevichovej metody
a funkcionalizované cysteinom a glutationom su stabilné v rozmedzi pH od 4,5 do 10.
V pripade nanocastic s pH mimo tohto rozmedzia dochadza k ich agregacii na zaklade
tvorby vodikovych mostikov, ako ukazuje Obr. 3 [18].

Obr. 3 Zhlukovanie zlatych nanocastic funkcionalizovanych glutationom v
dosledku tvorby vodikovych mostikov [18].
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2.2.2 Brustova metoda

Historia tejto metddy siaha do roku 1994, kedy ju vynaSiel Brust a Schiffrin.
Spociva v dvojfazovej syntéze AUNPS s vyuzitim silnej interakcie zlata a funkénej
tiolovej skupiny. Vd’aka tejto interakcii st vzniknuté AuNPs vel'mi stabilné, vhodné
k d’alsej manipulacii a funkcionalizacii. Brustova metdda zahina reakciu redukcie
AuCl;, i6nov s NaBH, (antikoagulacné a redukéné ¢inidlo) za pritomnosti dodekantiolu
alebo bromidu cetyltrimetylamonneho (CTAB) ako obal'ovacieho cinidla [19] a
bromidu tetraoktylamonneho (TOAB) [20,21] ako redukéného ¢inidla v toluéne (Obr.
4). TOAB sluzi ako stabiliza¢na latka a katalyzator fazového prenosu. Metdda moze byt

popisana nasledujiicimi rovnicami (tol znamena toluén):
AuCly,q) + N(CH3(CHz)7) 301y = N(CH3(CHz)7) i AuCly o)y (3)

mAUCIZ(tOD + l’lCH3 (CHZ)llsH(tol) + 3me”
- (Au)m(CH3(CHZ)llsH)n(tol) + 4mCl(_aq) 4)

Namiesto borohydridu sodného mézu byt pouzité aj alternativne reagenty ako
trietylborohydrid litny, hexadecylbenzénamin, glutation, 2-propylmagnézium bromid,
ktoré spdsobuju redukciu Au"" [19].

CHy Br-
CHo(CHa)iCHa., CHACHRISCHy HAC(HoC) s~ ~CH,
CHs(CHz2)sCHz™ + "CHa(CHz)sCH3 CHg

Obr. 4 Raciondlny vzorec TOAB (vlavo) a CTAB (vpravo) [22,23]
2.2.3 Martinova metoda

Tato metdodu vynasli Martin a Eah v roku 2010 ako reakciu redukcie HAuCl,
s NaBH; bez pouzitia akychkol'vek stabilizatorov, ktorej vysledkom je stabilné,
monodisperzné zlato bez povrchovej funkcionalizacie. Zasadnym krokom je vSak
stabilizovanie reagujucich latok vo vodnych zasobnych roztokoch s HCI (reakcia s HCI
musi trvat’ viac ako 3 mesiace), a NaOH (reakcia s NaOH musi trvat’ viac ako 3 tyzdne).
»Nahé*“ AuNPs su dalej obalované vrstvou 1-dodekanthiolu a potom prenesené do
hexanu pretrepdvanim roztoku vody, acetonu a hexdnu po dobu 30 sekind. Vzhl'adom

k tomu, ze vSetky produkty reakcie ostavaji vo faze vodného acetonu (aceton je polarne
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rozpustadlo, ¢o znamena ze po Case sa oddeli od nepolarneho hexanu), nie je potrebné
konecné precistovanie. Tato metdoda je jednoducha, rychla (vSetky procedury trvaja
menej nez 10 minut), lacnd, l'ahko adaptabilna, priatel'skd k zivotnému prostrediu a
prave z hl'adiska tohto aspektu prakticka pre mnohé aplikacie [24].

2.2.4 Zelena syntéza

Snahou zelenej syntézy je aplikacia takych redukénych a stabilizaénych ¢inidiel,
ktoré nezatazuji zivotné prostredie. V poslednych rokoch si ziskali svoju pozornost’
najmd AuNPs syntetizované prostrednictvom rastlin [25,26], mikroorganizmov [27]
a baktérii [28] vd’aka jednoduchosti a nezavadnosti k Zivotnému prostrediu.

Nayak et al. syntetizoval AuNPs pomocou vyvaru z cibule, ktory zmiesal
s roztokom HAUCI,. K redukeii zlatitych Au®* i6nov na iény Au® dochadza prave vd'aka
pritomnosti vitaminu C (Kyselina askorbova) v cibuli. Vzniknuté gulovité a kubické
AuUNPs s velkostou priblizne 100 nm boli stabilizované 2% vodnym roztokom
chitozanu. To, Ze takto vyrobené nanocastice neposkodzuju zivé bunky, bolo dokazané
prostrednictvom ich internalizacie cez endocytézu do nadorovych buniek prsnika MCF-
7 (Obr. 5) [26].

Elia et al. pripravoval AuNPs taktiez redukénou reakciou ionov AuCl;. Ako
redukéné a ochranné ¢inidla pouzil extrakty zrastlin — Salvia lekarska, Verbena
citronova, Pelargdnia vonna a granatové jablko. Rozmery nanocastic zaviseli od
pouzitych Cinidiel, avSak najvacsie rozmery (~30—70 nm) vykazovali AuNPs za pouzitia
extraktu z granatového jablka. Biokompatibilita bola testovana v petriho miske na L-
bunkach mysich fibroblastov pridanim réznych mnozstiev takto vyrobenych AuNPs.
Bunky boli sledované po dobu 1-3 dni a vysledné rastové krivky urcujlice mnozstvo
buniek sa takmer zhodovali s kontrolnou rastovou krivkou (uréujiica bunkové kultary
bez pouzitia AuNPs) [25].

J. Annamalai a T. Nallamuthu sa zaoberali vo svojej $tadii syntézou AuNPs
pomocou vodného extraktu Chlorella vulgaris a HAuCl,. Podarilo sa im pripravit
nanocastice s rozmermi 2-10 nm. C. vulgaris obsahuje hydroxylové, karboxylové a
amino funk¢né skupiny, ktoré slizia ako redukéné a obal'ovacie ¢inidlo v jednom kroku.
Test toxicity pripravenych nanocastic bol preukazany na Tudskych patogénnych
bunkach, baktériach a kvasinkach (E. coli, P. vulgaris, S. aureus, P. aeruginosa a C.
albicans). Bolo zistené, ze C. vulgaris ucinne znizila koncentraciu i6nov

AuClj a vytvorila biokompatibilni nanocasticu vhodnu pre d’alsie aplikacie [29].
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Obr. 5 TEM snimok internalizdcie zlatych nanocastic (¢ierne bodky) pripravenych
pomocou zelenej syntézy do nadorovej bunky MCF-T[26].

2.3 Funkcionalizacia zlatych nanocastic

Funkcionalizacia AuNPs je dolezita z hl'adiska zachovania ich stability a funkénosti.
K funkcionalizacii sa pouzivaju rozne chemické zliceniny, ato bud’ anorganické ako
napriklad SiO, [30], alebo organické, ako st napriklad biomolekuly (Obr. 6). Vo
vSeobecnosti sa vyuzivaju latky ako oligo/polypeptidy, oligonukleotidy, RNA/DNA
molekuly, protilatky, povrchové bunkové receptory atd’. [31].

Tieto latky sa mdézu naviazat’ prostrednictvom elektrostatickych interakcii, alebo
prostrednictvom chemickych vézieb [32]. Je vhodné, aby dana funkcionaliza¢na latka
obsahovala funkéné skupiny ako je amino (-NHy), karboxylova (-COOH) a tiolova (-
SH), ktoré umoziuji naviazanie d’alSich latok [33]. V niektorych pripadoch je potreba
pre naviazanie tychto latok funkéné skupiny aktivovat. Napriklad Kk aktivacii
karboxylovych skupin sa zvy€ajne pridavaju tzv. crosslinkery ako EDC (1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl) karbodiimid a NHS (N-hydroxysukcinimid), ktoré umoziuja
kovalentne viazat’ proteiny a ostatné $pecifické biomolekuly s obsahom —COOH skupin.
EDC viaze NHS ku karboxylovym skupindm, za vytvorenia NHS esteru.
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Obr. 6 Ukdzka moznej funkcionalizdacie a potencidlne aplikdcie AuNPs s réznymi
makromolekulami ako tioalkylovana DNA a RNA, proteiny, peptidy, karboxylové
kyseliny, poly(amidoamin) dendriméry [34].

Existuji dva mozné pristupy ako vhodne funkcionalizovat’ zlaté nanocastice a to
pomocou priameho naviazania stabilizatného cinidla s funkénou skupinou alebo
pomocou vymeny ligandov zo stabiliza¢ného ¢inidla [35]. Vo velkej miere byvaju
AuNPs stabilizované proti zhlukovaniu pomocou dlhych uhlovodikovych retazcov
merkaptokarboxylovych kyselin (Obr. 7). Jeden koniec retazca sa naviaze na povrch
AuNPs a druhy koniec, ktory obsahuje funkénu karboxylovh skupinu je orientovany do
priestoru, vid. Takto funkcionalizovand AuNPs zabezpecuje stabilizadciu Ccastice
z hl'adiska elektrostatickej odpudivej sily a rovnako umoziiuje konjugaciu d’alSich
molekul [34].

V nasledujicich  kapitoldch st spomenuté najvyznamnejSie latky pre
funkcionalizdciu AuNPs, kde je vyzdvihnuta ich doélezitost v biomedicinskych

aplikéaciach, a to najmé v zobrazovani.
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Obr. 7 AuNP funkcionalizovand retazcami kyseliny merkaptonondanovej. Tiolova

skupina sa viaze na AuNP a karboxylova skupina sa orientuje do priestoru [34].
23.1 Glutation

Glutation (GSH) sa v syntézach AuNPs pouziva ako obal'ovacie ¢inidlo, pre
zabezpecCenie stability a znizenie toxicity. GSH je linearny tripeptid pozostavajici
Z troch aminokyselin a to: L-glutamatu, L-cysteinu a glycinu. Udrziava optimalny
redoxny potencial pre spravnu funkciu bunkovych proteinov. Napomaha sa telu
zbavovat’ roznych toxinov (napr. formaldehyd, bezopyrén) a tazkych kovov (ortut,
arzén, kadmium). Je povazovany za najsilnejsSiu protirakovinovu latku syntetizovant
ludskym telom. Jeho najvysSie zastipenie sa nachadza v cytozole u takmer vSetkych
bunkovych typov [36,37]. Kazda molekula glutationu obsahuje jednu amino
skupinu, dve karboxylové skupiny a vdaka pritomnosti L-cysteinu obsahuje jednu
tiolovl skupinu. Pocetné funkéné skupiny glutationu umoziiuju naviazanie d’alSich

Struktur na povrch zlatych nanocastic [38].

NH
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O @)

Obr. 8 Struktira glutationu ( y-L-Glutamyl-L-cysteinglycin)[37].
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2.3.2 Polyetylénglykol

Polyetylénglykol (PEG) moze byt pri syntézach zlatych nanocastic pouzity
k zlepseniu farmakokinetiky a biodistribucie liec¢iv. Modifikacia AuNPs pomocou PEG
zabezpetuje prediZenie jeho vyskytu v tele 4-5 krat viac ako bez jeho obsahu [39].
DIhsia doba pretrvavania PEG-AuNPs je sposobena tym, ze vd’aka hydrofilnej povahe
PEG sa takto funkcionalizované nanocastice dokazu vyhnit makrofagom, ktoré
zabezpecuju vynatie z krvného obehu. Tym, Ze nanocastice zostdvaju v obehu dlhSie,

zabezpecuju efektivnejsie interakcie s cielovymi bunkami [40,41].

Vdaka tomu, ze PEG-AuNPs maji schopnost’ viazat’ sa na bunkovi membranu
moézu slazit ako dondsaci lieCiv. V tomto pripade moézu byt AuNPs obalované
samostatnym PEG, alebo V spojeni s roznymi inymi molekulami ako je biotin, peptidy
alebo oligonukleotidy a tak pomahat’ k internacionalizacii nanocastic do cielovych
buniek (Obr. 9) [42]. V tejto stadii boli PEG-AuNPs naviazané na hydrofobne lie¢ivo
Pc4, ktoré sa vyuziva vo fotodynamickej terapii. Naviazanie k povrchu AuNP je

uskuto¢nené cez vizbu amino skupiny na Pc4: N-Au.

1 Minute 30 Minutes

- tumor tumor

, ‘/b y

NP-Drug NP-Drug
conjugate > T ELG

2 Hours 2 Hours tumor

O’ N

3

e

NP-Drug
conjugate

Drug only

Obr. 9 Fluorescencné snimky tumoru mysi, zachytené 1 min (a), 30 min (b), 2 h
(c) po intravendoznom podani PEG-AUNPS-Pc4. (d) po intravenoznom podani

samostatného lieciva Pc4, ktoré nie je detekovatelné ani po 2 h [42].
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Akonahle takto funkcionalizovand AuNPs dosiahne miesto nadoru, je pouzité
Ziarenie o vlnovej dizke 670 nm k odpojeniu lie¢iva od PEG-AuUNPS a zahijena
fototerapia.

PEG-AuNPs mo6zu rovnako sluzit' v bunkovom a medzibunkovom oznacovani
biologickych komponentov. Vizualizacia PEG-AUNPs v bunkdch ¢i organizme sa
dosahuje napriklad naviazanim tiolu a fluorescenéného farbiva (kumarin) [31].
Utinnost takychto nanoastic s naviazanou kyselinou lipoovou bola napriklad testovana
pri zobrazovani podkozného nadoru mysi A431 pomocou fluorescenénej mikroskopie

[43].
2.3.3 Dendriméry

Dendriméry patria do triedy rozvetvenych, monodisperznych syntetickych
makromolekul s jasne definovanym zloZenim. Maju gulovité zlozenie a postupnym
pridanim vrstiev Specifickych chemickych skupin okolo centralneho jadra vytvaraja tzv.
generacie [41]. Vdaka vybornym fyzikalno-chemickym vlastnostiam st v syntéze

AuNPs pouzivané bud’ ako zakladna zloZka alebo ako stabiliza¢né ¢inidla (vid’ Obr. 10)

Obr. 10 Dendriméry obalujuce zlaté nanocastice [44].

Usporiadanie dendrimérov umoznuje syntézu AuNPs, kde st koncové aminy
transformované na acetylové funkéné skupiny, ¢im zabranuji toxicite a nespecifickému
viazaniu sa k bunkovej membrane. AuNPs modifikované dendrimérmi sa mozu
prostrednicvom amino skupin na ich konci spdjat s ligandmi sluZiacimi pre
oznacovanie. Napriklad AuNPs modifikované dendrimérmi pouzitim generécie

PAMAM moézu byt acetylované pre in vivo CT zobrazovanie mySi po intravenoznej
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injekcii. Absorpcny koeficient RTG lucov dokazuje, Ze absorpcia AuNPs s dendrimérmi
alebo acetylovanych AuNPs s dendrimérmi je mnohonasobne vys$Sia nez jodové
kontrastné latky v rovnakej molarnej koncentracii. Wang et. al. zistili, Ze po
intravendznej injekcii acetylovanych zlatych nanocastic s dendrimérmi dochadza
K vybornému rozoznaniu celého krvného riecista, dolnej dutej zily a pl'icnej zily [45].

2.3.4 Bielkoviny/ aminokyseliny

Funkcionalizadcia pomocou aminokyselin a bielkovin poméha zvySovat’ u¢innost’
nanocCastic pri internalizacii do buniek, pri doruovani, oznacovani a zobrazovani in
vivo, ¢i in vitro. Do bunky prenikaji prostrednictvom endocytézy alebo
mikropinocitdzy a ich distribicia je zavisla na koncentracii peptidu a nanocastice. Takto
funkcionalizované AuNPs sa pouzivaju taktiez ako nosice lieciv ¢i génov. Za spolahlivé
donasate génov bez produkcie toxicity mézu byt povazované AuNPs
funkcionalizované s aminokyselinami (lyzin, polylyzin, glycin) naviazané na DNA.
Primarne aminové skupiny tychto aminokyselin prispievaju k zvySeniu vézbovej
kapacity ku kationovej skupine na DNA. Funkcionalizované AuUNPS nesuce konjugaty
SIRNA-PEG sluzia ako efektivne inhibitory rakovinovych génov. V tejto suvislosti slazi
peptid, konkrétne Arg-Gly-Asp naviazany na PEG-AUNPs spolu so signalnym
peptidom Lys-Lys-Lys-Arg-Lys na oznaovanie jadra nadorovych buniek.

AuNPs funkcionalizované peptidmi sa taktiez bohato vyuzivaju v zobrazovani
rakovinovych nadorov. Zvycajne sa k zlatym nanocasticiam funkcionalizovanymi
peptidmi naviaze latka, ktora byva nahromadena v rakovinovych bunkach alebo latka,
ktora ma k tymto bunkdm vysoku afinitu. Ako priklad méze sluzit’ bielkovina Bombesin
zlozena zo 14 aminokyselin. Z hl'adiska jej vysokej afinity ku gastrinu, ktory byva
nahromadeny v nadoroch, moéze sluzit’ v spojeni s AuNPs k U¢innému zobrazovaniu
nadorovych buniek [31].

2.3.1 Protilatky

Protilatky m6Zzu byt adsorbované na povrch AuNPs cez hydrofobne a idnové
interakcie, alebo cez chemisorbciu nativnych tiolovych skupin pritomnych vo svojej
chemickej Struktare. Stabilita takto funkcionalizovanych nanocastic moZze byt upevnena
pridanim monovrstvy NHS esterov, ktoré majo tendenciu reagovat s primarnymi
aminmy protilatok a tak vytvarat stabilnejSiu Struktiru. AuNPs modifikované
S protilatkami Specifickymi k danému typu rakovinovej bunky moézu sluzit' k ich

zobrazovaniu. Napriklad AuNPs znacené s protildtkami epitelidlneho rastového faktoru
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boli inkubované s ordlnymi epitelidlnymi rakovinovymi bunkami a nerakovinovymi
epitelidlnymi bunkami. Mikroskopickou analyzou bolo zistené, ze konjugaty sa viazu
k bunkam Sestkrat vysSou afinitou ako u nerakovinovych buniek [46]. Rovnako mézu
takto funkcionalizované nanocastice suzit k detekcii tau proteinov spdsobujuce
Alzheimerovu chorobu. Pri styku tau proteinu so zlatymi nanocasticami
funkcionalizovanymi s monoklonalnymi-anti-tau-protilatkami dochadza k vzniku
agregatov, ktoré su charakteristické svojou modrou farbou na rozdiel od pociatocnych
¢ervenych nanocastic (Obr. 11) [47].
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Obr. 11 AuNPs funkcionalizované monoklonalnymi-anti-tau-protilatkami sliZiace

K detekcii tau proteinov zodpovednych za Alzheimerovu chorobu [47].
2.3.2 Lipidy

Spolu s oligonukleotidmi, bielkovinami a protilatkami moézu aj lipidy slazit
k funkcionalizacii AuNPs. Naviazanim tiolovanych lipidov, alkantiolov a apolipo-
proteinov - proteinovej sucasti cholesterolu HDL (vysokodenzitny lipoprotein) na
povrch AuNPs, je mozné syntetizovat’ HDL-AUNPS. Lipidy su adsorbované na AuNPs

cez hydrofobne interakcie medzi lipidovymi ret'azcami a tiolovanymi skupinami.

Prirodzeny HDL v tele napomaha odvadzat’ cholesterol z krvného rieciska a tak
zabranovat’ jeho usadeniu a vzniku ateroskler6zy. Zvysovanie hladiny HDL indikuje
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mensiu pravdepodobnost’ narastu aterosklerozy. HDL-AuNPs mozu byt pouzité pre
zobrazovanie bunick makrofigov In vivo, pretoze prave hustota makrofagov je
indikatorom vzniku aterosklerézy. Takyto experiment bol prevedeny na mysSiach,
vykfmenych tak, aby mali vysoky cholesterol. Po injekcii HDL-AUNPSs boli prevedené
CT skeny aorty, ktoré ukazuji, ze funkcionalizované nanocastice sa nahromadili prave
v aterosklerotickych miestach, ¢o naznaCuje, Zze tieto nanocastice mozu byt

v budtcnosti vyuzité v zobrazovani ateroskler6zy [46].
2.4 Techniky sluZiace k zobrazovaniu pomocou AuNPs

Zobrazovanie na molekularnej urovni umoznuje detegovat a kvantitativne merat’
funkciu biologickych a bunkovych procesov in vitro a in vivo. Délezitou sucastou st
rozne kontrastné latky, bez ktorych sa molekularne zobrazovanie bunkovych procesov
nezaobide. S vyskumom a vyvojom latok pre zobrazovanie je automaticky spojeny
vacsi progres v detegovani a lieCbe ochoreni. Medzi modality molekuldrneho
zobrazovania patri optické zobrazovanie, vypoctova tomografia, zobrazovanie pomocou
ultrazvuku, zobrazovanie na nukledrnej baze ako je pozitronovd emisna tomografia
a jednofotonova emisna tomografia PET a SPECT, atd’. [45].

24.1 Vypocétova tomografia

CT (z angl. computed tomografy) patri k najrozSirencjSim diagnostickym
pristrojom v nemocniciach, z hladiska jej frekvencii vyuzivania a K vynaloZenym
nakladom. Dosiahnutie kvalitného zobrazovania si vSak vyzaduje vyvoj vhodnej
kontrastnej latky pre zvySenie kontrastu medzi réznymi typmi tkaniv. Zlaté nanocastice
su pre takéto vyuzitie vhodnymi kandidatmi vd’aka svojim optickym vlastnostiam ako je
rozptyl svetla a povrchova plazménova rezonancia, a tak pontkaji vacsie vyhody oproti
klasickym kontrastnym latkam na baze jodu. Jod sa ako kontrastna latka vyuziva preto,
lebo spomedzi nekovovych atomov ma najvy$si absorpcny koeficient rontgenovych
lacov. Medzi jeho nevyhody patri vSak rychle odstranenie z organizmu obli¢kami, ktoré
sposobuje kratky zobrazovaci ¢as. Atdmové Cislo a elektronova hustota zlata ma vyssi
absorpcny koeficient rontgenovych lic¢ov nez jod, Co znamend, Zze AuNPs by mali byt
schopné zvysovat’ CT kontrast. Dalej nano&astice vykazuji nizku toxicitu a ich povrch
moZze byt l'ahko modifikovany molekulami s funkénymi skupinami, vd’aka ktorym
dosahuji vysledné nanocastice vhodné vlastnosti pre aplikdcie v molekularnom
zobrazovani [45]. Dongkyu et. al. preukazali ze AuNPs modifikované PEG mézu slazit
nielen na zobrazovanie krvného rieciska, ale aj k detekcii hepatomu (Obr. 12). Navyse
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zvySuju absorpény koeficient az 5,7 krat oproti bezne pouzivanej kontrastnej latke na
baze jodu [48].

Obr. 12 CT snimky hepatéomu potkana (oznaceného Sipkou) pred intravenéznym
podanim PEG-AUNPs (a) a 1 hodinu po intravenéznom podani PEG-AUNPs (c) [48].

K zlepSeniu kvality zobrazovania pomocou CT na bunkovej a molekularnej
urovni sa vyuZiva celd rada funkcionaliza¢nych ¢inidiel ako st peptidy, DNA, PEG
[39], alebo protilatky [49]. Reuveni et. al. dokazali pomocou CT a AuNPs funkciona-
lizovanymi s antiepidermalnym rastovym faktorom detegovat’ tumor, ktory postihuje
epitelové bunky na hlave anose. Vysledky ukazuju, ze tumor neviditelny pod CT
s klasickou kontrastnou latkou dokazu prave takto zna¢ené nanocastice detegovat’. Téato

skuto¢nost’ ukazuje, ze pomocou AuNPs je mozné detegovat’ aj nadory v rannom S$tadiu
[50].

2.4.2 Fotoakustické zobrazovanie

Fotoakustické zobrazovanie ma Siroké vyuzitie v medicinskej diagnostike. Je
zalozené na fotoakustickom efekte, na zaklade ktorého je zobrazovana opticka
absorpcia tkaniva. Kratky laserovy pulz dopada na tkanivo, spésobuje jeho rychly ohrev
a akusticki emisiu vd’aka termalnemu rozsirovaniu buniek v tkanive. K detekcii tejto
akustickej emisie je vyuzivané ultrazvukové pole [51].

Fotoakustickd zobrazovacia technika moze odhalit nddory selektivnym
oznacovanim nadorovych buniek, ktoré nadmerne exprimuju epidermalny rastovy
faktor (EGFR). Mallidi et. al. preukazali, ze zlaté nanocastice funkcionalizované
protilatkami s EGFR mé6zu sluzit’ k efektivnemu zobrazovaniu podkozného nadoru [52].
Zhang et. al. taktiez vyuzili PEG-AUNPS 0 velkosti 20 a 50 nm, ako kontrastnu latku
k zobrazovaniu loziska nadoru mys$i. PEG-AuNPs vykazuju vysoky fotoakusticky
kontrast na rozdiel od tkaniva mysi ex vivo [53].
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2.4.3 Pozitronova emisna tomografia

Pozitrénova emisnad tomografia (PET) je zobrazovacia metéda zalozend na
anihilacii pozitronov s elektronmi. Pri anihilacii dochadza k vzniku dvoch fotonov gama

ziarenia, ktoré st od seba odpudzované a nasledne detegované [54]

Berry et. al. vyvinuli biokompatibilné zlaté nanocastice roznych velkosti, ktoré
mdzu byt vyuzité pre zobrazovanie pomocou PET. Nanocastice boli funkcionalizované
s HIV Tat-PTD proteinom a testované in vitro na l'udskej linii fibroblastov. Vysledky
ukazuji uspes$ny prechod nanocastic do jadra bunky s velkostou 5 nm, zatial' ¢o
nanocCastice o velkosti 30 nm ostavali v plazmatickej membrane, kvoli uzkym
rozmerom jadrovych porov [55]. Podobny pripad dokazuje vyskumny tym Ocampo-
Garcia et. al, ktori syntetizovali zlaté nanocCastice 0 velkosti 5 nm znalené
radionuklidom *mTc a naviazané na peptid HIV-Tat(49-57). Popisané nanocastice
slazili ako multifunkény systém s vlastnostami vhodnymi pre cieleni terapiu
radionuklidov [56].

2.4.4 Jednofoténova emisna vypoctova tomografia

Jednofotonova emisnd vypoctova tomografia (SPECT) patri medzi dalSie
zobrazovacie metody, ktord sa sustredi na zobrazenie funkcie jednotlivych orgénov.
Pred vySetrenim je do organizmu podané radiofarmakum a to najéastejSie vnitrozilne.
Pomocou scintilacnej kamery sa snimaji gama IuCe vysielané z radiofarmaka
a premienaji sa na elektricky signal, ktory nasledne vytvara digitalny obraz v pocitaci
[54].

Zhou et. al. preukazali, ze zlaté nanocastice mdzu sluzit’ ako kontrastna latka pre
SPECT zobrazovanie (Obr. 13). Zaoberali sa jednokrokovou syntézou AuNPs
s radionuklidom zlata (***Au) obalovanych glutationom, ktoré emituji Ziarenie v blizkej
infracervenej oblasti. Farmakokinetické Stadie ukazuj, Ze syntetizované nanocastice
vykazuju rychly poléas distribucie (5 min) a pozadovany poléas rozpadu (12,7 h). Dalej
bolo zistené, ze samotny radionuklid '®Au nezachytiva energiu gamma Ziarenia
optimalne, avSak spolu so syntetizovanymi zlatymi nanocasticami moze byt velmi
lahko detegovany, ato nielen pomocou SPECT ale aj pomocou fluorescenéného
zobrazovania. Tieto nanocastice teda predstavuji do budicnosti potencialnu kontrastnu
latku aj pre potreby dualneho zobrazovania [57].
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Obr. 13 Snimka SPECT a fluorescencna snimka nadoru mysi zobrazeného
pomocou AuNPs s glutationom znacenych radionuklidom **®*Au [57].

2.5 Cytotoxicita AUNPs

Vo vseobecnosti mdzu nanocastice pri styku s biologickym prostredim vyvolat
tvorbu reaktivnych foriem kyslika, pricom ich zvySené hladiny spdsobuju rézne zmeny
v bunkovom prostredi. NajcastejSie dochadza K aktivacii stresovych signalizaénych
drah, kpriamemu poskodeniu bunkovych organel ako napr. mitochondrii
a v neposlednom rade k fragmentacii jadrovej DNA, ¢o vedie k zastaveniu bunkového
cyklu, apoptoze &izapalovym prejavom [58]. Uloha funkcionalizicie nanodastic

spoc¢iva vV minimalizacii prejavov nekrézy.

Pri nekr6ze dochadza k naruseniu rovnovahy vnutorného prostredia vplyvom
poskodenia integrity cytoplazmatickej membrany, a tak k objemovym zmenam bunky.
Vnutorné prostredie bunky sa uvolnuje do okolitého prostredia, ¢o vyvolava retazovh
reakciu sposobujucu poskodenie okolitych buniek. Nastava rozsiahla destrukcia tkaniva
sprevadzana zapalovymi reakciami. Apoptdza funguje na rozdiel od nekrézy na celkom
odlisnom principe, pri ktorom nedochadza k poskodzovaniu okolitych buniek. Jadrova
DNA sa Stiepi na rovnaké Useky, meni sa charakter organel a bunka sa zmrst'uje. Proces
kon¢i rozpadom bunky do apoptickych teliesok, ktoré st nasledne fagocytované bielymi
krvinkami. Tento dej je vyuZzivany Vv destrukénych procesoch nadorovych buniek za
pomoci zlatych nanocastic (Obr. 14) [59].
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Obr. 14 Tvorba reaktivnych foriem kyslika pri prestupe zlatych nanocastic do

bunky, sposobujucich nekrozu a tym toxicitu buniek.
25.1 Prienik zlatych nanocastic do bunky

Bunka si zachovava svoju funkciu vd’aka kontrole cez pocéetné procesy, medzi ktoré
patri aj intracelularna signalizacia vyvolana naviazanim ligandu na receptor bunkového
povrchu [60]. Na absorpcii AuNPs do bunky sa podielajii rozne bunkové mechanizmy
ako je fagocytoza, pinocytoza (Obr. 15), avSak dominantnym mechanizmom
internalizacie AuNPs, ktory vyuzivajo mnohé bunkové linie je prave energeticky zavisla
receptorovo sprostredkovavana endocytoza [61]. PO prestupe nanocastic do bunky cez
tieto endocytické cesty sa dalej AuNPs pohybuju pozdiz endolyzozomalnej siete
v ramei vackov pomocou motorovych proteinov a cytoskeletu. Pre pristup k ciel'ovému
komponentu v cytoplazme alebo v jadre sa musia AuNPs oddelit’ od endolyzozomalnej
siete a pohybovat’ sa cez preplnenu cytoplazmu k cielovym ¢astiam bunky. Fyzikalne
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vlastnosti AuUNPs dovol'uju prestup do bunky dokonca aj prostrednictvom nespecificke;j
vizby [60].

Absorpcia a distribiicia AuNPs v bunke zavisi od mnohych faktorov ako je ich
naboj, povrchové upravy, velkost, tvar, koncentracia a doba pdsobenia nanocastic.
Napriklad v studii, kde sa skimal prijem nanocastic pomocou kombinovanej metody
multifotonového zobrazovania spojeného s UV/Vis spektroskopickou analyzou bolo
preukdzané, ze internalizacia Castic je vysoko zavisla od velkosti nanocastic. AuNPs
s velkost'ou 50—80 nm st v priebehu 24 hodin prijimané bunkou vo vicsej miere ako
nanocastice s priemerom 15-30 nm. Avsak v priebehu prvych 10 hodin vykazuju vyssiu

rychlost’ absorpcie mensie nanocastice [62].

Fagocytaza Pinocytdza Receptnrwn-f ?
(=1 pm) sprostredkovavana
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Obr. 15 Ukdzka prestupu nanocastic cez plazmaticki membrdanu pomocou fagocytozy,

pinocytozy a receptorovo sprostredkovavanej endocytozy [63].
252 Utinok reakénych ¢inidiel na cytotoxicitu

Drviva vicsina AuNPs je vyraband redukénymi metddami za pouzitia HAuCly
vratane mnohych dal$ich agresivnych a toxickych cinidiel ako napriklad hydrazin,
CTAB, TOAB alebo aj v predchadzajicej kapitole spominany borohydrid sodny.
Samotny CTAB je toxicky uz len v submikromolarnom mnozstve. Volné molekuly
CTAB sa mézu v roztoku objavovat’ kvoli nedostatoénému cCisteniu alebo desorpcii
z povrchu nanocastice. Alkilany et. al jednoznaéne potvrdili, ze volné molekuly CTAB
spdsobujii toxicitu, ked porovndvali vyrobené AuNPs sich odcentrifugovanym

supernatantom. Supernatant vykazoval rovnaku toxicitu ako samotné AuNPs aj ked’

30



neobsahoval Zziadne nanocastice [64]. Prave preto by bolo potrebné k zlepSeniu
biokompatibility AuNPs pouzit' netoxické reagenty, alebo z hl'adiska funkcionalizacie
znizit'" toxicitu AuNPs. V mnohych vyskumoch sa vedci pri vyrobe AuNPs snazia
nahradit’ klasické reduk¢éné a stabilizaéné ¢inidla prirodnymi latkami a zamedzit' tak
toxickym t¢inkom tychto latok. [25,26]

Toxicita zlatych nanocastic teda silne zavisi nielen od zluceniny, pomocou ktorej
je syntetizovana, ale rovnako od ich velkosti a dokonca vysledky cytotoxicity sa mozu
lisit" aj s pouzZitim roznych bunkovych kultur. Napriklad citratom obalované AuNPs
s priemerom 13 nm vykazovali toxicitu na bunkach 'udského karcindému pluc, avsak na
bunkach ludského karcindmu pecene nebola detegovana ziadna toxicita po aplikacii

nanocastic v rovnakom mnozstve [64].
2.5.3 Cytotoxicita in vivo / in vitro

Mnoho S§tudii a vyskumov in vitro dokazuje, Ze AuNPs nie su cytotoxické.
Napriklad na zaklade MTT testu nebola preukazana cytotoxicita pri aplikacii AUNPs s
priemerom 4, 12 a 18 nm, za pouzitia réznych obalovacich ¢inidiel (citrat, cystein,
gluko6za, biotin, CTAB) na bunkovu liniu 'udskej leukémie. Taktiez aplikacia AuNPs na
ludské dendritické bunky imunitného systému nevyvolavala toxicitu a rovnako
nemenila fenotyp buniek. Na druhej strane vSak existuju vysledky vyskumov in vitro,
kde AuNPs toxicitu vykazuju. Napriklad nanocastice s priemerom 1,4 nm spdsobuju
destrukciu mitochondrii na celej rade buniek (epitelialne: HeLa, endotelialne: SK-Mel-
28, fibroblasty: L929, fagocyty: j774A1), avSak rovnako bolo preukazané, Ze tic isté

nanocastice s priemerom 15 nm nesposobuju ziadne poSkodenie bunky [64].

Aj ked’ tieto poznatky nepredpovedaji toxicitu in vivo, poskytuji aspon nejaky
zaklad pre pochopenie mechanizmu toxicity a absorpcie AuNPs na bunkovej tGrovni.
Alkilany et al. overoval cytotoxicitu citratom obal'ovanych AuNPs (s priemerom 3, 5, 8,
12, 17, 37, 50, 100 nm) na bunkach mysi. Zistilo sa, Ze najmensie nanocastice (3 a 5
nm) a najvacsie nanocastice (50 a 100 nm) davkované v rovnakom mnozstve nemali
toxicky charakter, avsak AuNPs so strednymi hodnotami (8—37 nm) mali letalne G¢inky,
ktoré sa prejavovali nechutou do jedla, stratou vahy, a celkovo kratSou dobou Zivota.
Zaujimavostou vsak je, ze tieto ,,smrtiace AuNPs boli testované in vitro na bunkovej

linii HeLa, kde nespdsobovali ziadnu cytotoxicitu [64].
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2.6 Metody merania cytotoxicity

Existuje mnoho testov, ktorymi mozno zistovat’ toxicitu buniek vystavovanych
zlatym nanocCasticiam [64]. Medzi najviac pouzivané patria tie, kde sa hodnoti integrita
bunkovej membrany pomocou farbiva (tryptanova modra, propidium jodid). Tieto
farbivd zdrava bunka odmieta, avSak ak je naruSend bunkovd membrana farbiva
prenikni do bunky a zafarbia vnutrobunkové komponenty. Pripadne sa moze integrita
membrany sledovat’ na zadklade priechodu latok, ktoré sa za normalnych okolnosti
nachadzaju len vo vonkajSom, alebo vnutornom prostredi bunky, avSak z hl'adiska
naruSenia membrany budd prechddzat z vnutrobunkového  prostredia do
medzibunkového a naopak [65].

2.6.1 Kolorimetrické testy

Kolorimetrické testy su VvV mnohych S$tadidch hlavnym nastrojom, ktory sa
pouziva na hodnotenie cytotoxicity. Mozu sa d’alej rozdel'ovat’ na testy, kde sa hodnoti
integrita plazmatickej membrany alebo mitochondrialna aktivita. Neutralna ¢erven (3-
amino-7-dimetylamino-2-metylfenazin hydrochlorid) patri medzi zakladné farbivo
a s kombinaciou inych farbiv sa pouziva vroznych kolorimetrickych testoch pre
meranie cytotoxicity nanocastic. Je to slabé kationové farbivo hromadiace sa v
lyzozémoch, ktoré prechadza plazmatickou membranou pomocou difuzie. V pripade
narusenia membrany nahromadené farbivo uniké z bunky, ¢o je hlavnym znakom medzi
zivou a mftvou bunkou. Cytotoxicita sa kvantitativne hodnoti pomocou

spektrometrického merania, na zdklade mnoZstva neutralnej ¢ervene.

Medzi d’al$ie najCastejSie pouzivané kolorimetrické testy sa radia testy
s vyuzitim tetrazoliovych soli, ktoré su zalozené na kvantifikacii produkcie rozpustné¢ho
formazanu. Medzi tieto testy patria MTS (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymetoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium), XTT (2,3-bis-(2-metoxy-4-
nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid), WST-8 (2-(2-metoxy-4-nitrofenyl)-
3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium), (Obr. 16). NizSie v texte sh

spomenuté aj iné testy, ktoré¢ sa rovnako radia do kolorimetrickych metod [66].
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MTT test

Tento test je pomenovany podla zli¢eniny MTT (3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5
difenyltetrazolium bromid) (Obr. 17). V porovnani s ostatnymi technikami ma mnoho
vyhod, pretoze nevyzaduje vel'kt fyzickli manipuléciu s modelovymi bunkami a taktiez
sa vyznacuje 'ahko reprodukovatelnymi vysledkami.
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Obr. 17 Struktiirny vzorec MTT a formazdnu [68].

Test vyuziva fluorescencny alebo chromogeneticky indikator a z hl'adiska jeho
univerzalnosti patri k vel'mi popularnym testom na meranie cytotoxicity in vitro. Je
zaloZeny na konverzacii vo vode rozpustného MTT farbiva do nerozpustnych krystalov
formazanu v zivych bunkach, ktoré vykazuji mitochondridlnu aktivitu, pretoze tato
aktivita je charakteristicka pre zivotaschopné bunky. Za redukciu MTT je zodpovedny
prave redukovany pyridinovy kofaktor nikotinamidadenindinukleotid (NADH).
Nevyhodou tohto testu moze byt exocytoza krystalov formazanu, ¢o vedie k skresleniu
vysledkov [69,70].
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Vzrast alebo pokles formazanu v zivotaschopnych bunkidch moze byt
detegovany na zéaklade merania jeho koncentracie prostrednictvom optickej hustoty.

K meraniu sa zvy&ajne pouZiva platkovy &ita¢, nastaveny na vinova dizku 570 nm [69].
LDH test

V tomto teste sa ako indikator cytotoxicity meria hladina extracelularnej LDH
(laktat dehydrogenaza), ktora je uvolhovana zbuniek s narusenou bunkovou
membrdnou. LDH je oxidoreduktdza, ktord katalyzuje vzajomnt konverziu laktatu
a pyruvatu, kde NADH je redukovany na NAD. LDH aktivita sa meria na zaklade
ubytku NADH a jeho absorpéného maxima, ktoré dosahuje 340 nm [71].

Test zalozeny na ATP

Tento membranovy test je zalozeny na interakcii zliCeniny a prendSaca,
pomocou merania aktivity ATP (adenozintrifosfat). Transmembranové proteiny
sprostredkivajii prenos substratov proti koncentranému gradientu za pouzitia energie
ziskanej z hydrolyzy ATP. Tato transportna aktivita moze byt lahko detegovana
pomocou kolorimetrickej metody.

Zlaté nanocastice modzu inhibovat’ metabolickil aktivitu buniek, obzvlast
aktivitu ATP a tak znizovat’ hladinu ATP v bunkach, ¢o nasledne spdsobuje dysfunkciu
mitochondrii. Tato redukcia je merana pomocou luciferazy, ktora produkuje stabilny
luminiscenény signal imerny mnozstvu ATP v bunke. Signal vznika vd’aka konverzii
luciferinu na luminiscencny oxyluciferin, pri¢om bolo preukazané, ze so zvySujicou sa

koncentraciou AUNPS sa luminiscenény signal znizuje [72].
2.6.2 Mikroskopické metédy pre hodnotenie toxicity

Medzi rozsirené techniky hodnotenia bunkovej cytotoxicity patri fluorescenéna
mikroskopia. Z tohto hladiska kvalitativne uréuje vdzbu medzi nanocasticami
a bunkami. Taktiez sa pouziva pri zobrazovani umiestnenia nanocastic v bunke. Spolu s
mikroskopiou vo svetlom poli slizi k pozorovaniu zmien bunkovej alebo nuklearnej
morfologie. Kvantitativne hodnotenie moéze byt dosiahnuté pouzitim konfokalnej
mikroskopie.

Dalou technikou hodnotiacou toxicitu buniek pdsobenim nanodastic je
mikroskopia atomarnych sil AFM (z angl. atomic force microscopy) [73]. Spolo¢ne s

RTG krystalografiou a elektronovou mikroskopiou patri medzi zobrazovacie metddy,
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ktoré ukazuju Struktarne detaily biologickych vzoriek ako su proteiny, nukleové
Kyseliny, bunkové membrany a samotné¢ bunky v ich prirodzenom prostredi. Okrem
toho sa pouziva na meranie povrchovej plochy nanocastice, ¢o je kl'icové pri skimani
toxicity AuNPs. TEM podava detailné informacie in vitro 0 absorpcii nanocastice
bunkou a jej lokalizéacii v bunke pomocou vizualizacie a spolu so spektroskopickymi

metodami charakterizuje zloZenie bunky pred a po vystaveni bunky nanocasticiam [66].
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Tab. 2 Tabulka testov cytotoxicity réznych AuNPs.

tvar, priemer a

sposob syntézy

pouZzité bunkové

koncentr. AuNPS AUNPs funkcionalizacia | bunkovy prienik | test toxicity kultiry vysledky cytotoxicity referencie
test inhibicie | riasa Pseudokirchneriella PEG-AuNPs su menej toxické v porovnani s
4-5nm (2,2 mg/l; , , rastu riasy subcapitata. Epitelidlne amfifilickymi AuNPs na linii RTGill-W1,
46 mgl/l) neuvidza PMA, PEG neuvedeny (72 h), test bunky Ziabrov pstruha amfifilicky obal'ované AuNPs vykazuju vyssiu [74]
resazurin (24 h) duhového RTGill-W1 toxicitu ako PEG-AuNPs
tyginky 31-45x14- me;;’n‘?ci)ieﬁgé%""th
20 nnv/gulicky 39- gT AB. AgNO3 ‘I‘(’ ziadna makropinocytoza MTS (24 h) MDCK Il gulicky vykazuji vyssiu toxicitu ako tyCinky [75]
47 nm (9 pg/ml) P AGNBI3, K.
askorbova,
13 nm . . po odstraneni AuNPs z bunky sa obnovuje
(142 pg/mi), 45 HAuCl4 + citrat ziadna neuvedeny DFs test Tudské ADSCs liferacna kapacita a li ok funkei [76]
nm (13 ug/ml) proliferaéna kapacita a lipogenicka funkcia
gulicky; 5 nm ecenovy zajaci tumor ziadna alebo vel'mi mala toxicita bez
(0,53 mg/l), 25 nm | HAuCl4 + citrat ziadna neuvedeny neuvedeny p vy 24 o, . Lo . [77]
(0.1 mg/l) VX2 (24 h) morfologickych a histologickych zmien
45 nm (10- Au/citrat podla 25 dr(])r: P(;ul;Pls 3_ pozorovana vys§ia miera apopt6zy u AuNPs s priemerom
30 mg/ml), 13 nm 4 P ziadna ytoza; miera apoptozy ludské fibroblasty 45 nm [76]
Turkewicha nm AuNPs- .
(75-210 mg/ml) . (3-6 dni)
fagocytoza
MTT, LDH e .
60 nm (0,1- . .. . ' X . . AuNPs neovplyviuju zivotaschopnost’ bunky a ani
100 pg/ml) neuvadza ziadna endocytoza ROS, ELISA mySie makrofagy membrénovi integritu [78]

test, (24-48 h)
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2.7 Metody charakterizacie zlatych nanocastic

2.7.1 Rastrovacia elektronova mikroskopia

Tato mikroskopicka technika urcuje tvar, vel'kost' a morfologiu povrchu vzoriek,
priCom poskytuje zobrazenie s vysokym rozliSenim. Vysledny obraz vznikd vd’aka
interakcii elektronov s preparatom. V dosledku tejto interakcie atdomy na vzorke prijmu
energiu, ¢im dochadza k uvolneniu sekundarnych tzv. Augerovych elektronov, spitne
rozptylenych elektronov, difraktovanych spétne rozptylenych elektronov, kratkovinnych
fotonov, viditelnych fotonov a tepla. Prave sekundarne elektrony sa vSak vyuzivaju
k zobrazeniu povrchu preparatu. Z vyvySenych miest na preparate sa dostava do
detektoru vicSie mnozstvo sekundarnych elektrénov, ¢o je charakteristické svetlymi
miestami na vyslednom obraze (Obr. 18). Spétne rozptylené elektrony s zodpovedné
za vysledny kontrast pri meniacom sa zlozeni vzorku. Nanocastice sa musia pred

pozorovanim vysusit’, aby sa zamedzilo elektrickej vodivosti [79].

Obr. 18 SEM snimka chitozanom obalovanych AuNPs. Nanocastice sa zobrazuji

svetlejsie a pozadie tmavsie v dosledku nizkej energie a rychlosti sekundarnych
elektronov [80].
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2.7.2 Transmisna elektronova mikroskopia

Transmisna elektronovd mikroskopia patri medzi zdkladné techniky, ktoré
pomahaji zistit’ tvar, velkost’, morfologiu a priestorovi distribliciu nanocastic. Rovnako
ako SEM, aj TEM vyuziva k zobrazovaniu prud elektronov. Amplitida a zmena fazy
vysielaného zvizku elektrénov zabezpecuju zmenu kontrastu, ktory je funkciou hrubky
nanocastic. Dolezitou sucastou TEM analyzy je teda priprava vzorky, nakol’ko uspesné
zobrazenie nanocastic zavisi na kontraste preparatu a pozadia. Nanocastice si pred
analyzou vysusované a nasledne nanesené na medeni mriezku, ktora je pokryta tenkou
vrstvou uhlika. Materialy s vyssou elektronovou hustotou nez je elektronova hustota
amorfného uhlika st l'ahko detegované. Medzi tieto materidly patri vdcSina oxidov,

polymérov a kovov vratane zlata [81].

Okrem tvaru avelkosti moze byt pomocou TEM zachytena priestorova
distribacia nanocastic vo vnutri buniek. Gu et. al pozoroval pomocou TEM prienik
a distribiciu  zlatych nanocastic funkcionalizovanych pomocou PEGu a kyseliny
merkaptopropionovej na nadorovych bunkach typu HeLa. Zo snimok su vidite'né vacky
obsahujice AuNPs. Pri pouziti vysokého rozliSenia je mozné vidiet, Ze niektoré
monodisperzné nanocastice si udrzuju ich pévodni morfologiu a velkost. Obr. 19a
ukazuje agregat pozostavajuci zo stovky nanocastic, ¢o dokazuje, Ze aj agregované
nanocastice mozu vstupovat’ do bunky. Na Obr. 19b st vyobrazené nanocastice, ktoré
prenikli do jadrovej obalky, avSak elektronova hustota chromatinu (zobrazuje sa vel'mi
tmavo) nedovol'uje tieto nanocastice identifikovat’ vo vnutri jadra [82].

Gr o N

Nucleus

Obr. 19 TEM snimka zlatych nanocastic (v kruzku) vo vautri bunkovej linie HeLa
[82].
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2.7.3 Energeticky disperzna rontgenova spektroskopia

Energeticky disperzna rontgenova spektroskopia (EDX) patri medzi chemické
mikroanalytické techniky pouzivané v spojeni S0 SEM, optickym mikroskopom alebo
environmentalnym rastrovacim elektronovym mikroskopom [83]. Cielom tejto techniky
je charakterizovat’ prvkové zlozenie a pritomnost’ necistot, ktoré dand analyzovana
vzorka obsahuje. EDX deteguje rontgenové luce emitované zo vzorky ako dosledok jej
bombardovania elektronovym zvizkom atak poskytuje kvalitativnu a Kvantitativnu
analyzu vzorky. Pri kvalitativnej analyze si jednotlivé energie fotonov porovnavané so
znamymi hodnotami odpovedajicim jednotlivym prvkom. Kvantitativne vysledky sa
dosiahnuté relativnym poctom detegovanych RTG fotonov konkrétnej energie. Pri
analyze moze dochadzat’ k prekryvaniu jednotlivych pikov, ¢o je sposobené prechodmi
RTG foténov medzi jednotlivymi vrstvami v obale atomu Castice [84,85].

2.7.4 Absorp¢na spektroskopia v ultrafialovej a viditel’'nej oblasti

Molekulova absorp¢na spektroskopia v ultrafialovej a viditel'nej oblasti (UV-VIS)
je rozSirena metdda pre charakterizaciu optickych vlastnosti zlatych nanocastic a ich
nanokonjugatov, pretoze intenzita a pozicia pasma SPR prislucha ich velkosti, tvaru,
pripadne agregacii. Zaobera sa meranim a interpretaciou elektronovych spektier
molekul latok, ktoré absorbuju elektromagnetické Ziarenie v rozsahu vinovych dizok
200 az 800 nm atak vykresluje zavislost’ velkosti a pomeru kovovych nanocastic
v roztoku v podobe absorpénych pasiem.

Absorpéné  spektrum je  charakteristické svojou energiou prechodu
reprezentovanou  vlnovou dizkou vnm a intenzitou absorpénych pasov
reprezentovanych ako miera absorpcie v oblasti maxima pasu vyjadrend pomocou
transmitancie alebo absorbancie. Roztoky zlatych nanocastic absorbuji z bieleho
slne¢ného Ziarenia vlnové dizky v rozsahu 380—770 nm. Absorpéné maximum zlatych
nanocastic sa pohybuje okolo 520 nm a so zvySujicou sa velkostou dochadza k posunu
pikov smerom k vy$§im vlnovym dizkam. (Obr. 20) [86]. Podobni skutoénost
preukazal aj Wang et. al, ked’ citratom stabilizované AuNPs modifikoval Tudskym
sérovym albuminom (HSA). Vplyvom modifikacie dochadza k zva¢sovaniu nanocastic
a tym padom K posunu piku k vy$&im vinovym dizkam o 2-4 nm ak jeho jemnému
roz§ireniu [87]. Tento experiment bol vSak prevedeny hned po modifikacii HSA.
K posunu spektra piku méze dochadzat’ aj v dosledku starnutia nanocastic, ale rovnako

aj v dosledku zmien média v ktorom st rozpustené [88].
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Obr. 20 Absorpcné spektra zlatych nanocastic S typickym absorpénym maximom
pri 525-555 nm. [86].

2.7.5 Dynamicky rozptyl svetla

Vd'aka povrchovej plazmonovej rezonancii poskytuju zlaté nanocastice vyrazny
rozptyl svetla, ktory je jednym z principov tejto metddy. Laserovy la¢ prechadza cez
tlmi¢ na kyvetu, v ktorej su umiestnené zlaté¢ nanocastice. Na zaklade Brownovho
pohybu nanocastic (mensie nanocastice sa pohybuju rychlejsie, vacsie zas pomalSie) st
detektorom zachytavané vykyvy intenzity rozptyleného svetla pod uhlom 173° alebo
90°. Uhol natocenia detektoru zavisi od pouzitého pristroja. Dynamicky rozptyl svetla
(DLS z angl. dynamic light scattering) je teda analyticka metoda bohato pouzivana na
stanovenie hydrodynamickej velkosti a monodisperzity zlatych nanocastic. Rovnako
umoziuje analyzu stability a kvality nanocastic po biokonjugacii na zaklade merania
zmeny priemernej vel'kosti nanocastice. Zarovenn bolo dokazané, ze DLS je schopny
priamo a kvantitativne merat’ vdzbova stechiometriu medzi proteinom pripojenym na

AuNP a cielovym analytom proteinu v roztoku [89].
2.7.6 Zeta potencial

Meranie velkosti Zeta potencialu sa vyuziva k charakterizacii zmien elektrického

potencidlu na rovine sklzu, atak U¢inne predpoveda stabilitu a funkciu nanocastic
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v roznych prostrediach. Tato rovina sa vytvara v dosledku pritomnosti kvapaliny, ktora
nanocasticu obklopuje. Iony, ktoré obklopujii nanocasticu v kvapaline su usporiadané
do dvoch vrstiev. Vo vnutornej tzv. Sternovej vrstve (Obr. 21), sa i6ny silne viazu
k nanocastici, pricom vo vonkajSej tzv. difuznej oblasti sa i0ny viazu vel'mi slabo.
Potencial vznika v désledku difizie nanocastice v roztoku, ¢ize snou aj jej
,Ladvojvrstvy®. Potencial vzniknuty na hranici tejto dvojvrstvy sa nazyva Zeta potencial.
Pouziva sa ku kvantifikdcii povrchového naboja, koncentracie, i6novej sily a pH
prostredia zlatych nanocastic. Vo vSeobecnosti je vysoky Zeta potencial (>25 mV alebo
< -25 mV) charakteristicky pre stabilné nanostruktiry. Ak sa Zeta potencial blizi k nule,
pritazlivost’ medzi nanocasticami presahuje odpudivé sily, o vedie k ich aglomeracii
[5]. Zeta potencial moZe rovnako potvrdit' naviazanie modifikacnej latky na povrch
zlatej nanocastice, tak ze pridanim modifikac¢nej latky k nanocCasticiam sa Zeta potencial
znacne priblizuje k Zeta potencialu modifikacnej latky [87].
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Obr. 21 Vznik Zeta potencialu.[90]
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3 Experimentalna cast’

3.1 Chemikalie

Tab. 3 Zoznam pouzitych chemikalii

, Chemicky . CAS ,
Nazov Cistota Vyrobca
vzorec Sislo
Kyselina
tetrachlorozlatita, HAUCI;.3H,O | >49,0 % | 16961-25-4 |  Sigma Aldrich
trihydrat
Citrat sodny, S o . \drich
dihydrat CeHsNaz07.2H,0 | >98,0 % | 6132-04-3 Sigma Aldric
Glutation CioH1/N3;04S | >98,0% | 70-18-8 Calbiochem
Polyetylénglykol
Ifn‘;g‘;llfs‘j)‘; HO(C,H4O)H | >90,0 % | 25322-68-3 Merck
4000 g/mol
3-[4,5-dimetyl-
df}!gﬁ;:teztrﬁ'z]oifm CisHiBrNsS | >98,0% | 298-93-1 | Sigma Aldrich
bromid (MTT)
D"d:ggfy“lfat CiHpsNa0,S | >98,0% | 151-21-3 Merck

Pre pripravu roztokov a na precistovanie nanocastic bola pouzita voda Millipore

ziskana pomocou pristroja Millipore® Synergy® s UV. Pri merani cytotoxicity bolo

pouzivané komercne dostupné EMEM médium (Sigma Aldrich).
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3.2 Pouzité pristroje

e Rastrovaci elektronovy mikroskop Tescan FE MIRA 11 LMU
e pH meter Cybescan PC 6500

e Mikrodoskovy ¢ita¢ Infinite M200 Pro, Tecan

e Spektrofotometer Spectronic Helios Alfa

e Zetasizer Nano ZS ZEN 3500, Malvern Instruments Ltd.

e Chladi¢ Huber Petite Fleur

e Laboratorna suSicka Memmert

e Vari¢ a magneticka miesacka Heidolph MR Hei-end

e Ultracentrifiga Minispin plus Eppendorf

e Ultrazvuk SONOREX DIGITAL 10P

3.3 Syntézy zlatych nanocastic

V experimentalnej Casti boli vSetky syntézy zlatych nanocastic prevedené na
zéklade Turkevichovej metddy pri roznych koncentracidch kyseliny tetrachlorozlatitej
a citratu sodného s malymi upravami podla referencii [36,91,92]. Pre jednoduchu
orientaciu su vzorky dalej oznaené pismenami A, B, C. Vzorka A bola pripravena
nasledovne: pri zahriati roztoku s HAuUCls na 97 °C za staleho mieSania pri 700 otackach
doslo k pridaniu celého mnozstva citratu sodného. Roztok bol nasledovne vareny po isty
Cas. Vzorka B bola pripravovana rovnako ako vzorka A, ale naviac v olejovom kupeli
v kruhovej banke, a po zmene farby vplyvom redukcie zlatitych ionov citratom sodnym
refluxovana pri 10 °C. U vzorky C bol citrat sodny prikvapkavany postupne
(1kvapka/lsekunda) do roztoku kyseliny tetrachlorozlatitej. Presné pomery chemikalii
Vv jednotlivych syntézach a parametre ako je doba varenia ukazuje Tab. 4.

Nanocastice boli po kazdej syntéze trikrat precistované vo vode pomocou
ultracentrifigy Minispin plus Eppendorf. Po odpipetovani supernatantu boli nanocastice
rozdispergované vo vode pomocou ultrazvuku. Centrifugacia prebichala pri 14500
otackach po dobu 10 min pre vzorky A2, B, C a 15 min v pripade vzorky Al.
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Tab. 4 Jednotlivé mnozstva chemikalii potrebnych k syntéze AuNPs

Objemovy
Doplnené Doplnené
pomer roztoku Doba
HAuUCI, | vodou na | CsHsNaszOy | vodou na _
. . HAUCI, varenia
[93] objem [93] objem i
a CgHsNazO7 [m|n]
[ml] [ml]
[mi]
Al 19,65 100 512,60 25 100:5,7 15
A2 19,65 100 512,60 25 100:1,34 15
B 4,10 100 114,60 10 100:10 15
C 19,69 100 2,98 100 4:100 20
3.3.1 Modifikacia syntetizovanych zlatych nanocastic

Pre modifikaciu povrchu zlatych nanocastic bol pouzity glutation. Vzhl'adom
k jeho znamej funkcii v organizme v boji proti vzniku volnych kyslikovych radikalov,
sa da predpokladat’, ze méze zamedzovat a znizovat’ cytotoxicitu zlatych nanocastic.
NavysSe obsahuje tiolov skupinu, ktora vykazuje velmi dobra afinitu k zlatu. Ako
d’alSia povrchova modifikacnéd latka bol zvoleny Siroko pouzivany polyetylénglykol
k zlepSeniu monodisperzity a biokompatibility zlatych nanocastic k bunkam a tkanivam
organizmu.

Vzorky Al a A2 boli modifikované pridanim glutationu v pomere 5 mg glutationu
na 10 ml pripraveného precisteného roztoku za stdleho mieSania po dobu 1 minuty pri
300 otackach.

Vzorka B bola modifikovana pridanim PEG v pomere 10 mg na 10 ml
pripravené¢ho precisten¢ho roztoku za staleho mieSania po dobu dvoch hodin pri 650

otackach, aby doslo k dostato¢nej vymene ligandov citratu k PEG.
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3.4 Metody charakterizacie zlatych nanocastic

34.1 Analyza pomocou rastrovaciej elektronovej mikroskopie

Analyza zakladného rozmeru a tvaru pripravenych zlatych nanocastic bola prevedena
pomocou rastrovacicho elektronového mikroskopu Tescan FE MIRA 11 LMU. Vzorky
k pozorovaniu boli pripravované drop-coatingem 5 pl precistenych zlatych nanocastic

na kremikovom waferi a vysusenych v susicke pri 60 °C.
34.2 Dynamicky rozptyl svetla a meranie Zeta potencialu

Analyza DLS a Zeta potencialu boli ziskané pomocou pristroja Zetasizer Nano ZS
ZEN 3500 od Malvern Instruments Ltd na Mendelovej Univerzite v Brne. DLS analyza
prebiehala pri teplote 23 °C za pouzitia 40 pl precisteného roztoku zlatych nanocastic.
Meranie Zeta potencialu prebiehalo pri teplote 25 °C s mnoZzstvom 1 ml precistenych
nanocastic v elektrochemickej kyvete.

3.4.3 Spektroskopia vo viditel'nej a ultrafialovej oblasti

UV-VIS meranie zlatych nanocastic bolo prevedené pomocou dvojlu¢ového
spektrofotometra Spectronic Helios Alfa na Fakulte Chemickej, VUT v Brne. K analyze
boli pouzité 3 ml preCistenych nanocastic. K ziskaniu vyslednych optickych vlastnosti
bola pouzita wolfrimova lampa a merané spektrum v rozmedzi vinovych dizok od 400
do 700 nm.

35 Cytotoxicita syntetizovanych AuNPS

Pre wurcenie cytotoxicity zlatych nanocastic boli zvolené nasledujuce navazky
(vzorka Al = 0,7 mg; vzorka A2 = 1,1 mg; vzorka B = 0,17 mg), ktoré boli

rozdispergované v 1 ml EMEM média. Precistené nanocastice boli vysusené pri 60 °C.

K uréeniu toxicity nanocastic bola pouzitd bunkova linia HEK 293 (Human
Embryonic Kidney). Bunky boli nasadené v 96 jamkovej dosticke (hustota buniek:
4.10* buniek/jamka) spolu s médiom (200 pl). Takto pripravené bunky boli ulozené v
inkubatore s obsahom CO, 5 % pri 37 °C po dobu 24 hodin. Potom bolo toto médium
opatrne odstranené a bunky znovu premyté pridanim 200 pl nového média. K bunkam sa
pridali nanocastice Vv takych mnozstvach, aby vznikli koncentracie 5, 10, 30, 50, 80 pl/ml.
Po pridani nanocastic boli bunky znovu ulozené v 5% CO; inkubatore pri 37 °C po
dobu 24 hodin. Po 24 hodinach bolo médium z buniek odstranené, pridalo sa
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150 pul MTT v koncentracii 0,5 mg/ml a bunky boli znovu inkubované po dobu 3 h. Potom
sa MTT opatrne odstranil a pridalo sa 150 ul 10 % SDS, ktory napomaha k rozpusteniu
krystalov formazanu. Nasledne boli bunky inkubované v tme pri pokojovej teplote po dobu
24 hodin a vysledna viabilita buniek bola ziskand na zaklade spektrofotometrického

merania pri vinovej dizke 570 nm a stanovena podl'a vypoétov z nasledujucich rovnic:

viabilita = (A—"Y) .100 (5)
kontroly
A1+A+A
szorky = = 32 : (6)

Pre zvySenie presnosti merania boli jednotlivé koncentracie nanoastic nanaSané v
triplikdtoch pre kazda vzorku. Z rovnice (6) je potom vypocitand priemernd hodnota
absorbancie Aoy, Vysledna hodnota viability bola stanovena na zaklade rovnice (5), kde
Axontroly predstavuje absorbanciu buniek bez nanocastic [94].

Obr. 22 Bunkova linia HEK 293 zachytena pomocou optického mikroskopu

pouzita pri merani cytotoxicity [95].
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4 Vysledky a diskusia

Pripravené zlaté nanocastice boli podrobené¢ analyzam SEM, UV-VIS, DLS,
meraniu Zeta potencialu a v neposlednej rade boli spektrofotometricky hodnotené
ucinky ich toxicity na bunkovu liniu HEK 293.

4.1 Stabilita AuNPs

Predbezna stabilita nanocastic sa da vyvodit uz na zaklade pH merania, ktoré by
sa pri syntéze Turkevichovou metédou malo pohybovat v rozmedzi od 4,5-10 pre
stabilné Struktary [18]. Nizsie v tabulke st uvedené hodnoty pH, ktoré dosahuju
jednotlivé vzorky po syntéze, po precistovani a po funkcionalizacii glutationom.
Preistovanim sa odstrani supernatant, ktory obsahuje zvysky nezreagovanych cCinidiel
zo syntézy a Z modifikacie. Z Tab. 5 je patrné, ze pre¢istovanim sa pH roztokov zvysuje
Z kyslého na neutrdlne, ¢o je zrejme spOsobené odstranenim nenaviazaného citratu
sodného [36]. Nasledne si mozeme v§imnut' zmenu pH roztoku vzorky Al a A2 po
modifikacii GSH, ktorého hodnoty sa pohybuji na hrane stability, doslo teda

k vyraznému zvyseniu kyslosti.

Tab. 5 Hodnoty pH zlatych nanocastic po syntéze, precistovani a modifikdcii.

pH pH pH
neprecistenych po precisteni | neprecistenych pH po
nanocastic po ihned’ po nanocastic po | modifikacii GSH
syntéze syntéze 7 diioch
Al 6,72 7,73 6,54 4,24
A2 4,48 7,35 4,01 4,31
B 7,19 7,96 7,17
C 6,87 7,75 6,64
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4.2 Analyza AuNPs pomocou rastrovacej elektronovej
mikroskopie

Ako je viditelné z Obr. 23, vzniknuté nanocastice vzorky Al maju prevazne
sféricky tvar a dosahuju velkost’ priblizne 8-9 nm. Rovnako Obr. 24 ukazuje sféricky
tvar nanocCastic vzorky A2 s velkostou okolo 20-23 nm. Obe vzorky boli pripravované
Z reagentov Vv rovnakych koncentraciach apri tych istych podmienkach vid® Tab. 4.
Nanocastice sa teda odliSuju len v rozdielnom mnozstve pridaného citratu sodného. Tym sa
potvrdzuje fakt, ze pridanim vicSieho mnozstva citratu (5,7 ml) vznikaji menSie
nanocastice (A1 dosahuje v priemere 8 nm) a pridanim mensieho mnozstva citratu (1,34 ml)
maji nanocastice tendenciu vytvarat' vacsSie Struktiry (A2 dosahuje v priemere 20 nm).
Nastavenie mensicho zviac¢senia (300 kx, kde kx znadi tisickrat) dovol'uje zaber na pole
s vacSou velkostou, ¢o umoznuje lepSie pozorovanie rozlozenia a disperzity nanocastic.
Nanocastice sa v oboch pripadoch javia jednotné v tvare, avSak na niektorych miestach sa
objavuju vicsie ¢i mensie zhluky, ktoré mozu byt vytvorené vplyvom susenia, pri ktorom
sa nanocastice nahromadia na seba. Pritomnost’ vacSich Castic, nez je definovana vel'kost
syntetizovanych zlatych nanocastic, je pripisovana zbytkovej organike (citrat sodny), ktora
sa dostato¢ne neodstranila pri premyvani.
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Obr. 23 SEM snimky zlatych nanocastic vzorky Al bez modifikacie GSH pri
zvdcSeni 300 kx (viavo) a 500 kx (vpravo).
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Obr. 24 SEM snimky zlatych nanocastic vzorky A2 bez modifikacie GSH pri
zvdcsent 500 kx (viavo) a 300 kx (vpravo).

Na prilozenom Obr. 25 sa nachadzaju vzorky Al a A2 po modifikacii glutationom
zachytené pri zvacseni 500 Kkx, z ktorych je vidiet’, Zze aj po modifikacii biomolekulou si
zachovavaju svoj sféricky tvar.
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Obr. 25 SEM snimky zlatych nanocastic modifikovanych pomocou GSH: vzorka
Al vlavo a A2 vpravo pri zvicseni 500 kx.
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Taktiez je mozné pozorovat, ze nanocastice po modifikdcii zvacsili svoju
velkost, avsak pre detekciu naviazania glutationu na zlatd nanocasticu by bola
vhodnejsia metoda UV-VIS alebo Zeta potencial. Oba typy nanocastic maja tendenciu
vo vicSej miere vytvarat’ zhluky s porovnanim s nanocasticami bez modifikéacie. Vznik
tychto agregatov by mohol byt spdésobeny vodikovymi vizbami medzi molekulami
glutationu [18].

Na Obr. 26 sa nachadzaji zlaté nanocastice vzorky B, ktoré maji svoj povrch
modifikovany polyetylénglykolom. Nanocastice maji pozadovany sféricky tvar
a velkost’ 11-15 nm. Z obrazkov mozno pozorovat’ tvorbu zhlukov, ktoré by u tychto
Castic nemali byt pritomné kvoli typickym vlastnostiam polyetylénglykolu. Ako
polymér obsahuje dlhé retazce na povrchu nanocastic, a tak zabezpeCuje nanocastice
proti zhlukovaniu. Tvorba agregatov by mohla prisluchat’ suSeniu nanodastic, pri
priprave vzoriek na analyzu SEM.
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b/ .
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&\
D3=1277nm X )
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SEM HV: 15.00 kV WD:2.195 mm MIRAWTESCAN SEM HV: 15.00 kV WD: 2,196 mm MIRAW TESCAN
View field: 0.722 pm  Det: InBeam 200 nm View field: 0482 ym  Det: InBeam 100 nm
SEM MAG: 300.00 kx LabSensNano SEM MAG: 450.00 kx LabSensNano

Obr. 26 SEM snimky PEG modifikovanych zlatych nanocastic vzorky B pri
zvdcSent 300 kx (viavo) a 450 kx (vpravo).

Na Obr. 27 je sa nachadzaju zlaté nanocastice vzorky C, ktora nepodliehala
ziadnej modifikacii. Pokrytie nanocastic sa javi monodisperzne, s pribliznym sférickym

tvarom a s orienta¢nymi vel'’kostami astic 9—-13 nm.
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Obr. 27 SEM snimka zlatych nanocastic vzorky C pri zvicseni 300 kx.
4.3 Analyza AuNPs pomocou dynamického rozptylu svetla

Analyza DLS umoznuje presnejSic stanovenie velkosti a monodisperzity
nanoCastic nez SEM. V kapitole su uvadzané grafy urcujuce velkost nanocastic
z hl'adiska merania ich percentualneho zastipenia velkosti, po¢tu a objemu. Nakolko
tieto grafy obsahuji logaritmicki mierku, K l'ahSiemu uréeniu velkosti a disperzity

nanodastic bol vytvoreny stipcovy diagram.

Na Obr. 28 je vyobrazeny graf, ktory prislicha nanocasticiam zo vzorky Al bez
modifikacie povrchu. Siroké piky uréujiice velkost nanocastic na zaklade intenzity,
poctu a objemu naznacuju pritomnost’ polydisperznych castic. Spektrum prisluchajuce
intenzite vykazuje dva piky. Krivku prislichajicu intenzite dopliuju krivky hodnotiace
percentudlne zastipenie nanocastic na zdklade objemu a pocetnosti. V tomto pripade st
tieto tdaje smerodajné, pretoZze druhy pik intenzity je sice vac¢si ale neobsahuje Ziadne
prekryvajlice sa piky hodnotiace velkost' nanocastic z objemového a poctového
hl'adiska.
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Obr. 28 DLS analyza velkosti nanocastic z hl'adiska distribuicie intenzity, poctu a

objemového zastupenia AuNPs vzorky Al bez povrchovej modifikdcie.

Na zaklade poznatkov z grafu na Obr. 28 bol vytvoreny histogram (Obr. 29),
ktory reprezentuje percentualnu distribiciu jednotlivych velkosti zlatych nanocastic.
Z grafu je teda patrné, ze koloidny roztok Al bude obsahovat nanocastice o vel'kosti
16, 18 a 21 nm ato v miere vicsej nez 55 %. V porovnani so SEM analyzou je tato

vel'kost’ nanocastic dvojnasobne vicsia v dosledku agregacie, vplyvom ich starnutia.
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Obr. 29 Histogram percentudlneho zastipenia jednotlivych velkosti zlatych

nanocastic vo vzorke A1 bez povrchovej modifikacie.

52



Na Obr. 30 sa nachadzaju DLS krivky pre zlaté nanocastice vzorky A2 bez
povrchovej modifikacie. Rovnako ako na Obr. 28, aj tu sa objavuje v spektre
predstavujucom velkost nanocastic vyjadrenej pomocou intenzity druhy pik, ku
ktorému sa pridava ,,objemovy“ pik. Smerodajny je teda prvy, cerveny pik, ktorého
hodnoty su prenesené do grafu na Obr. 31. Z grafu vyplyva, ze najviac zastupenymi
Casticami vo vzorke A2 budu castice s velkostou 33 a 38 nm.
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Obr. 30 DLS analyza velkosti nanocastic z hl'adiska distribiicie intenzity, poctu a

objemového zastupenia AUNPS vzorky A2 bez povrchovej modifikdcie.
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Obr. 31 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych

nanocastic vo vzorke A2 bez povrchovej modifikacie..
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Grafy na Obr. 32 ana Obr. 33 znazoriuji velkost’ nanocastic vzorky Al po
modifikacii glutationom. V Tab. 5 je mozné vidiet, Ze po modifikacii sa pH nanocastic
vyrazne znizi — na hranu stability. Nakol’ko DLS analyza bola merand vzdy az po
niekol’kych dinoch, vysledky ukazuju agregované nanocastice s velkostou okolo 1 um.
Agregacia vznika v dosledku vodikovych vizieb medzi molekulami glutationu. Uprava
pH tychto nanocastic by mohla byt prevedend d’alSou funkcionalizaciou, ktora by

zavisela od konkrétnej bioaplikacie.
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Obr. 32 DLS analyza velkosti nanocastic z hl'adiska distribiicie intenzity, poctu a
objemového zastupenia AuNPs vzorky Al s GSH.

35

25 A

20 A

pocetnost [%]

10 A

396 459 531 615 712 825 955 110612811484171819902305

velkost nanoé¢astic [nm]

Obr. 33 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych

nanocastic vo vzorke A1 s modifikaciou GSH.
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Podobna situacia nastala u vzorky A2 funkcionalizovanej glutationom, pre ktora
st charakteristické rovnako jednotné, prekryvajice sa piky v intenzite, pocte a objeme
(Obr. 34 a Obr. 35). Priemerna velkost' agregovanych nanocastic sa pohybuje okolo
955 nm.
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Obr. 34 DLS analyza velkost nanocastic z hladiska distribiicie intenzity, poctu a
objemového zastupenia AuNPs vzorky A2 s GSH
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Obr. 35 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych

nanocastic vo vzorke A2 s modifikaciou GSH.
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Z grafu na Obr. 36 je vidiet, ze zlaté nanocastice modifikované PEG maji takmer
rovnomerne prekryvajuce sa spektrd percentudlneho zastipenia intenzity, objemu
a poctu. Druhy, mensi pik reprezentujiici percentudlne zastipenie intenzity zlatych
nanocastic méze naznacovat pritomnost’ jednej - dvoch nanocastic, alebo pritomnost’
prachovej &astice. Stipcovy graf na obrazku Obr. 37 ukazuje, Ze nanoastice sil
polydisprezné s hodnotami 14, 16, 18, 21, 24 a 28 nm, avSak najvicsie zastupenie

Vv roztoku maji nanocastice s vel’kostou 18 nm.
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Obr. 36 DLS analyza zndzornujica velkost nanocastic z hladiska distribuicie

intenzity, poctu a objemového zastupenia AuNPs vzorky B.

35

pocetnost [%]
= - N N w
o (6] o (6] o
1 1 1 1 1

(]
L

o
L

9 10 12 14 16 18 21 24 28 33 38 44 51 59 68

velkost nanocastic [nm]

Obr. 37 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych

nanocastic vo vzorke B.
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DLS teda predkladd len o malo vysSie rozmery nanocastic v porovnani so SEM
analyzou vzorky B a mézem tvrdit’, Zze vysledky takmer koreluju a odpovedaji vplyvom
starnutia vzorky, nakol’ko DLS analyza bola prevadzana o 7 dni neskor.

Graf na Obr. 38 znazornuje podobne ako u predchadzajucich vzoriek distribuciu

velkosti, intenzity a objemu nanocastic.
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Obr. 38 DLS analyza zndzornujica velkost nanocastic z hladiska distribuicie

intenzity, poctu a objemového zastupenia AuNPs vzorky C.

Je vidiet, ze vel'ké percentudlne zastipenie velkosti nanocastic z hl'adiska poctu
a objemu sa objavuje len s malou intenzitou (<5%), kdezto vel’ka intenzita (okolo 15 %)
prisliacha takmer nulovému zastipeniu velkosti nanocastic v podobe poctu a objemu.
Podobne ako u ¢astic B plati, ze percentualne zastipenie intenzity zlatych nanocastic
modze naznacovat pritomnost’ jednej - dvoch nanocastic, alebo pritomnost’ prachove;j
Castice. V pripade vzorky C sa velkost nanocastic z DLS analyzy najviac priblizuje
SEM analyze.

Z grafu na Obr. 39 je vidiet, ze vzorka C obsahuje polydisperzné nanocastice s
najvacsim zastupenim velkosti 9 nm. SEM analyza ukazuje rozmer nanocastic od 9 do
13 nm (Obr. 27).
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Obr. 39 Histogram percentudlneho zastupenia jednotlivych velkosti zlatych
nanocastic vo vzorke C.

43.1 Zhodnotennie vysledkov DLS a SEM analyzy

Ako ukazuje Tab. 6 DLS analyza vykazuje va¢sie rozmery nanocastic nez SEM
analyza. Nakol'ko DLS analyza bola prevedena neskor nez SEM analyza, mézeme tieto
rozdiely pripisovat’ dobe starnutia vzoriek a ich agregacii. U nanocastic modifikovanych
s GSH je tento rozdiel markantny, avSak uz nizke pH vzoriek naznacuje, Ze nanocastice
sa budi zhlukovat" vplyvom tvorby vodikovych vizieb. Z tohto uhlu pohladu si
najvyssiu stabilitu zachovali vzorky B a C, ¢o by ich mohlo predurcovat k d’alej
funkcionalizécii.

Tab. 6 Hodnoty urcujuce velkost nanocastic (nm) na zaklade SEM a DLS analyzy

Analyza | A1-GSH | A2-GSH | A1+GSH | A2+GSH B C
SEM 8-9 20-23 10-14 19-25 11-15 9-13
DLS 18 33 825 955 18 9
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4.4 Zeta potencial

Vysledky merania Zeta potencidlu pripravenych nanocastic st zaznamenané
v Tab. 7. Vzorky boli analyzované bez povrchovej modifikacie s vynimkou vzorky B,
ktora obsahovala PEG na svojom povrchu. Vzhl'adom k relevantnym hodnotam Zeta
potencialu uvadzaného v literature (rozmedzie nad +30 alebo pod —30 mV; niektora
literatGra uvadza rozmedzie nad +25 alebo pod —25 mV) [5], moézeme vzorky

S0 zlatymi nanocasticami povaZovat’ za stabilné.

Tab. 7 Hodnoty Zeta potencidlu syntetizovanych nanocastic. Vzorky Al a A2
podliehali analyze bez modifikacie GSH.

Vzorky Al A2 B C

Zeta potencial -39,8 -32,2 -26,1 -38,4

Vsetky vzorky vykazovali zdporny Zeta potencial, ¢o odpoveda ich negativhemu
povrchovému naboju. NajvySSiu hodnotu Zeta potencialu obsahuje vzorka B. Je to
sposobené dlhymi hydrofilnymi retazcami PEG na povrchu nanocastic, ktoré zatietiuja
jej naboj. Podobné vysledky boli dokazané v §tadii, kde PEG modifikované sférické
zlaté nanocCastice vykazovali niz§i negativny naboj ako nemodifikované sférické
AUNPs [96].

4.5 Absorpéna spektroskopia vo viditePnej a ultrafialovej oblasti

Medzi nanocastice, ktoré boli charakterizované pomocou UV-VIS patrili vzorky
Al a A2 bez modifikacie povrchu, vzorka Al s modifikiciou GSH, vzorka B
a vzorka C.

UV-VIS dokazuje pritomnost’ a vlastnosti (vel’kost’) nanocastic na zaklade tvaru a
polohy piku (Obr. 40), pricom S$irka piku sa zo zvySujicou velkostou nanocastic
znizuje (v pripade nanocastic do 25 nm). Pri €asticiach s rozmermi va¢$imi nez 25 nm
sa Sirka piku zvySuje [97]. Vyska piku udava informacie o absorpcii svetla vzorkou.
Vyssi pik je charakteristicky pre koncentrovanejSie roztoky zlatych nanocastic a niZsi

zas pre zriedené.
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Absorpcné pasma v grafe dokazuji pritomnost’ zlatych nanocastic svojou polohou
absorp¢ného maxima, ktoré sa nachadza na 520 nm u vzoriek Al, B a C. Vzorka A2
vykazuje posun absorpéného maxima o 4 nm smerom K vy$§im hodnotam vlnovych
dizok v dosledku pritomnosti vi¢sich &astic [86]. K posunom spektralneho maxima
taktiez dochadza aj vplyvom modifikacie povrchu nanocastic. Vzorka A1+GSH ma
svoje absorpéné maximum pri 522 nm. Dochadza k posunu 0 2 nm, ktoré moze byt

pripisané k naviazaniu glutationu na ich povrch [87].
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Obr. 40 Absorpcné pasma syntetizovanych zlatych nanocastic.
4.6 Cytotoxicita

Cytotoxicita AuNPs bola hodnotena pomocou MTT testu na vzorkdch Al, A2
a B, pricom vsetky tieto vzorky podliehali povrchovej modifikacii (A1,A2-glutation, B-
polyetylénglykol). Vzorky Al a A2 boli pripravované pri rovnakych koncentraciach
reagujucich latok, liSia sa len svojou velkostou. Hodnoty koncentracii nanocastic
pridavanych k bunkam a hodnoty viability su uvedené v tabul’ke Tab. 8. Z hodnét bol

vykresleny graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek od koncentracie danych nanocastic.

Z grafu na Obr. 41 je mozné vidiet, ze u vSetkych vzoriek sa so zvySujucou
koncentréciou zlatych nanocastic zniZuje viabilita buniek. VacSie nanocastice v pripade
vzorky A2 spdsobuju niz§iu cytotoxicitu vo vSetkych koncentraciach s porovnanim
S menSimi nanocasticami vzorky Al. Podobna skutoc¢nost’ bola preukdzand rovnako na

zaklade MTT testu po 48 hodinach podla referencie [36], kde menSie nanocastice

60



s modifikdciou povrchu glutationom (8 nm) vykazuji vysSiu toxicitu nez vacSie

(37 nm). Zhang et. al pripravovali zlaté nanocCastice obalené PEG—SH a taktiez zistili, ze

mens$ie nanocastice (4,7 nm) vykazuji vys$iu toxicitu po 24 a 48 hodindch nez tie

vacsie (s priemerom 12,1 nm a 27,3 nm) [98]. Mensie zlaté nanocastice mozu v tomto

pripade vyvolavat vysSSiu tvorbu reaktivnych foriem kyslika, ktoré st vSeobecne

hlavnou pri¢inou toxického ucinku na bunky [99].

Tab. 8 Hodnoty viability bunkovej linie HEK 293 po vystaveni 24 hodinovému

ucinku AuNPs.
Viabilita buniek [%0]
¢ AUNPS [ng/ml] Vzorka A2 Vzorka Al Vzorka B
5 99 97 98
10 99 92 98
30 94 83 88
50 88 81 83
80 81 77 75
100 -
-~ %
X
s 60 -
%
2 40 - =42
—=-A1
20
B
0 T T T T
21 41 61 81

koncentracia [ug/ml]

Obr. 41 Porovnanie cytotoxicity AUNPS pri koncentraciach 5, 10, 30, 50, 80 ullml
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5 Zaver

V praci boli prevedené syntézy zlatych nanocastic na zaklade Turkevichove]
metody za pouzitia réznej koncentracie kyseliny tetrachlorozlatitej a citratu sodného.
Ich povrch bol modifikovany glutationom, za ucelom zniZzenia cytotoxicity nanocastic
nakol’ko v organizme udrziava redoxny potencial a spravnu funkciu bunkovych
proteinov. Dalsou modifika¢nou latkou bol PEG, ktory sa povazuje za biokompatibilnt
latku k bunkam a tkanivam a z hl'adiska obsahu dlhych ret'azcov poskytuje excelentni
stabilitu zlatych nanocastic.

Jednou z najzakladnejSich metdéd detekcie pritomnosti zlatych nanocastic je
opticka charakterizacia, teda pozorovanie farby roztoku. Vd’aka sfarbeniu sme schopni
pomocou UV-VIS analyzy zaznamenat’ absorpéné maximum, ktoré sa pre zlaté sférické

nanocastice pohybuje pri 520 nm. V pripade pritomnosti vicSich cCastic sa toto

absorpéné maximum postiva smerom k vy$§im vinovym dizkam, tak ako to je u vzorky

.....

K zékladnému urceniu tvaru, velkosti a disperzity nanocastic bola pouzita
rastrovacia elektronova mikroskopia. Tato metdéda vSak naraza na dve hlavné
obmedzenia, ktoré mozu skreslovat’ vysledné¢ data ato je uprava vzorku vplyvom
suSenia a nemoznost’ presne urCit’ velkost’” nanocastic mensich nez 20 nm vzhl'adom
Kk rozliseniu mikroskopu. Z tychto dévodov boli pripravené vzorky charakterizované
pomocou DLS analyzy. Téato metéda je presnejSia, pretoZze meria nanocastice
Vv prostredi, v ktorom boli syntetizované a nevyzaduje sa ziadna Specialna priprava ako
pri SEM analyze. Navyse poskytuje informacie o velkosti nanocastic na zaklade troch
udajov a to z hl'adiska percentualneho zastupenia poctu, intenzity a objemu, ¢o zvySuje
presnost merania. Po prevedeni tychto analyz boli zaznamenané vyrazné rozdiely
Vrozmere pri povrchovej uUprave nanocastic glutationom. Ako bolo spominané
Vv teoretickej Casti, glutation obsahuje pocetné funkéné skupiny vratane karboxylove;.
Préve orientacia jednotlivych prvkov karboxylovej skupiny v priestore je zodpovedna
za vznik vodikovych mostikov a tym zhlukovaniu nanocastic. Ked’ sa k tomuto faktu
vezme vplyv starnutia (DLS analyza bola prevadzand neskor nez SEM analyza),
vzniknl z nanocastic takmer mikrénové agregaty. Celkom opacny pripad predstavuji
nanocastice s PEG, kde aj po uritom Case dlhé ret'azce polyméru zabezpecuju stabilitu

nanocastic.
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Dal3ia vlastnost’ nano¢astic, ktora sa hodnoti z DLS analyzy je disperzita. Vyskyt
vysoko polydispeznych nanocastic by mohol skreslovat’ vysledky ucinkov toxicity in
vivo ¢i in vitro. Nanocastice z prevedenych syntéz st polydisperzné, ale nie v takej
miere aby spdsobovali toxicitu vo¢i bunkam, ktora bola prevedena na vzorkach Al, A2
a B na zéklade MTT testu po 24 hodinach. Nanocastice nevykazovali vyraznu toxicitu,
dokonca v najvyssej koncentracii 80 pg/ml nebola viabilita buniek nizsia ako 75%.

Stabilita nanocastic bola potvrdena na zaklade merania pH a Zeta potencialu, kde
sa vSetky nanocastice (bez modifikacie glutationom) prejavuji ako stabilné. pH
nanocastic sa pohybuje v rozmedzi medzi 4,5-6 a hodnoty Zeta potencialu su zas nizsie
ako -25 mV, ¢o odpoveda teoretickym predpokladom stability nanocastic.

Na zaklade ziskanych vysledkov a poznatkov z teoretickej casti by boli
najvhodnejsie pre d’alSiu funkcionalizdciu a zobrazovanie nanocastice modifikované

PEG. Vykazuju vysoku stabilitu, nizku polydisperzitu a nizku cytotoxicitu.
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Zoznam skratiek

AFM
AgNO;
Arg
Asp
ATP
AUNPs
CTAB
DABCYL
DFs
DLS
DLVO
DNA
ELISA
EMEM
Gly
HAuCl,
HDL

MDCK 11
MTS

MTT
NADH

mikroskopia atomarnych sil

dusi¢nan strieborny

arginin

kyselina asparagova

adonizintrifosfat

zlaté nanocastice

bromid cetyltrimetylaménny
4-((4-(dimetylamino)fenyl)azo)benzoova kyselina
,,Disease-Free Survival*

,Dynamic Light Scattering*, dynamicky rozptyl svetla
tedria Derjarguin-Laudau-Verwey-Overbeck
deoxyribonukleova kyselina

,Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay*
Eagle's Minimum Essential Medium*

glycin

kyselina tetrachlorozlatita

,,High Density Lipoprotein®, vyskodenzitny protein
imunoglobulin E

imunoglobulin G

laktat dehydrogenaza

bunkova linia ,,Madin-Darby Canine Kidney*

3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-
2H-tetrazolium

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyltetrazolium bromid

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid
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NaHBr, borohydrid sodny
NBT nitro-modry tetrazolium chlorid

PAMAM poly(amido amine) dendrimér

PEG polyetylénglykol

PMA poly(metyl akrylat)

PMS fenazin metosulfat

ROS ,, Reactive Oxygen Species “, reaktivne kyslikové radikaly

SAED »oelected Area (Electron) Diffraction, elektronova difrakcia vybranej
oblasti

SDS Dodecylsulfatsodny

SEM skenovacia elektronova mikroskopia

SiRNA ,,short interfering* ribonukleova kyselina

SPR povrchova plazmoénova rezonancia

TEM transmisnd elektronova mikroskopia

TNT trinitrotoluén

TOAB bromid tetraoktylaménny

WST 2-(2-metoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-
tetrazolium

XRD rontgenova difrakcna krystalografia

XTT 2,3-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid
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