5. Experimentalni ¢ast

Experimentalni cast této bakalaiské prace se zabyva praktickym vyuzitim

2 analytickych metod a to gelové elektroforézy (CEITEC) a kapilarni elektroforézy (UPOL).

5.1. Chemikalie

Gelova elektroforéza

Rubpy — Hexahydrat chloridu tris(bipyridin) ruthenatého, 748,62 g/mol (Sigma-
Aldrich, Némecko)

TEOS — Tetraethylorthokfemicitan, 208,33 g/mol (Sigma-Aldrich, Némecko)

CEST — Karboxyethylsilantriol sodny, 25% vodny roztok, (Sigma-Aldrich, Némecko)
NH,OH - piiblizné 25% vodny roztok (Penta Chrudim, Ceska republika)

Cyklohexan — 84,16 g/mol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Igepal — Polyoxyethylen-nonylfenylether, 441 g/mol (Sigma-Aldrich, Némecko)
Aceton — 58,08 g/mol (Penta Chrudim, Ceska republika)

Smés agaru pro ptipravu agard6zového gelu (Sigma-Aldrich, Némecko)

TRIS — 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol, 121,14 g/mol (Sigma-Aldrich,
Némecko)

NaH,P04.2H,O — Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, 156,02 g/mol
(Penta Chrudim, Ceska republika)

NaOH — Hydroxid sodny, 40,01 g/mol (Penta Chrudim, Ceska republika)

NaCl — Chlorid sodny, 58,45 g/mol (Penta Chrudim, Ceska republika)
Bromthymolova modi — 4,4'-(1,1-dioxido-3H-2,1-benzoxathiol-3,3-diyl)bis(2-bromo-
6-isopropyl-3-methylfenol, 624,38 g/mol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Deionizovana voda

Kapilarni elektrofréza

NaOH — hydroxid sodny, 40,01 g/mol (Penta Chrudim, Ceska republika)
Magnetické nanocastice Fe,O3@PLA-PEG
DDAB — didecyldimethylamonium bromid, 406,53 g/mol (Sigma-Aldrich, Némecko)



e MOPS — 3-(N-morpholin)propansulfonova kyselina, 209,26 g/mol (Sigma-Aldrich,
Némecko)

e CH;COOH - octova kyselina, 60,06 g/mol (Penta Chrudim, Ceska republika)

e NaH,PO4.2H,O - Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, 156,02 g/mol
(Penta Chrudim, Ceska republika)

e NaCl - Chlorid sodny, 58,45 g/mol (Penta Chrudim, Ceské republika)

e Deionizovana voda

e Kvantové teCky CQ-dots.

Ptiprava tlumivého roztoku DDAB:

Tlumivy roztok didecyldimethylamonium bromidu byl pfipraven rozpuSténim navazky
5 mg v 1 ml deionizované vody. Rozpousténi probihalo velmi pomalu, proto byla vialka
umisténa do sonifikaéniho zafizeni a ponechdna ptiblizn€ 15 minut vlivu ultrazvuku.

Po 15 minutach byla navazka diky ultrazvuku rozpusténa.

Ptiprava tlumivého roztoku MOPS:

Tlumivy roztok 3-(N-morpholin)propansulfonové kyseliny o latkové koncentraci
5.107 moV/1 byl pripraven navazenim ptiblizng 523 mg pevné latky a doplnén deionizovanou
vodou na objem 50 ml. Toto mnoZstvi roztoku bylo nasledn¢ titrovano hydroxidem sodnym

dopH=7,5.

Ptiprava octanového tlumivého roztoku:
Octanovy tlumivy roztok o pH = 4,0 byl pfipraven titraci octové kyseliny hydroxidem

sodnym.

Ptiprava fosfore¢nanovy tlumivého roztoku:
Fosfore¢nanovy tlumivy roztok byl pfipraven navazenim dihydrogenfosfore¢nanu
sodného a rozpusténim v deionizované vode. Opét nasledovala titrace hydroxidem sodnym

dopH=7,5.

Ptiprava tlumivych roztoku s riznym obsahem NaCl:
Tlumivé roztoky s rostouci koncentraci NaCl byly pfipraveny pouZzitim pivodniho
ptislusného tlumivého roztoku s prfidanym mnozstvim NaCl ekvivalentnim zvolenym

koncentracim.



5.2. Pristrojové vybaveni

Gelova elektroforéza

Pristrojové vybaveni pro gelovou elektroforézu se dé rozdélit na dveé ¢asti:

e Aparatura pro gelovou elektroforézu v laboratofi, centrifuga 5415 R (Eppendorf,
Némecko), pH-metr (WTW, Némecko).
e Vyhodnocovaci zafizeni — pocita¢ s programovym softwarem Pharos FX (Bio-Rad,

USA).

Do vybaveni je tfeba kromé samotné aparatury zahrnout 1 klasické laboratorni
pomtcky, jako naptiklad kadinky, odmérné vélce, mikropipety, magnetickd michadélka

a stticky.

Kapilarni elektroforéza

e Kapilarni elektroforéza (CE) — Agilent Technologies, USA
e Spektrofotometricky detektor UV/VIS

e Kiemenné kapilary — Agilent Technologies, USA

e Ultrazvukova vana

e pH-metr - WTW, Némecko

e Mikropipety pro rtizné objemy — Eppendorf, Némecko

e Spicky, mikrozkumavky — Eppendorf, Némecko

e Analytické vahy.

Také zde je tieba zahrnout 1 klasické laboratorni vybaveni, jako naptiklad kadinky,

odmérné valce, mikropipety, magnetickd michadélka a stticky.



5.3. Experimentalni pracovisté

5.3.1. CEITEC

CEITEC je vyznamnou védeckou instituci v oblasti véd o zivé pfirod¢, materidlech
a technologiich. Hlavnim tukolem a zaroven poslanim ustavu je vytvofeni centra védy
a vzdélanosti na evropské urovni. Instituce vznikla na zakladé spole¢ného projektu Sesti
nejvyznamngj$ich brnénskych univerzit a védeckych instituci, napt. Masarykova univerzita,
Vysoké uceni technické v Brné nebo Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno.
Institut byl dokon¢en v roce 2014 v blizkosti Univerzitniho kampusu Masarykovy univerzity

v Bohunicich (obrazek 10).
Centrum CEITEC tvoii 61 vyzkumnych skupin sousttedénych do 7 spolupracujicich
vyzkumnych programu [32]. Tyto skupiny se zabyvaji otazkami strukturni biologie, genetiky,

nanotechnologii nebo genomiky a proteomiky.

Obrazek 10: Budova institutu CEITEC [33]



5.3.2. Laborator elektromigrac¢nich metod - KACH UPOL

Laboratot elektromigracnich technik je spolu s laboratofemi elektroanalytickych
metod, separa¢nich metod a hmotnostni spektrometric a laboratoii spektralnich metod
soucasti katedry analytické chemie Ptirodovédecké fakulty (obrazek 11) Univerzity Palackého
v Olomouci. Laboratof je zaméfena na vyvoj a vyzkum kapilarnich metod a jejich praktickém
vyuziti. Mezi hlavni oblasti zajmu laboratotfe patii spojeni kapilarni elektroforézy s laserem
indukovanou fluorescenci, vyvoj novych separacnich metod na zaklad¢ spojeni kapilarni
elektroforézy a hmotnostni spektrometriec nebo analyza mikroorganismi a bunék pomoci

kapilarni elektroforézy [34].

Obrazek 11: Budova Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci [35]



5.4. Gelova elektroforéza

Prace gelové elektroforézy byly provadény ve dvou fazich. Prvni, podstatné ¢asove
naro¢néjsi fazi, byla pfiprava (syntéza) vzorku nanocastic pro fazi druhou a to analyzu

ziskanych nanocastic.

5.4.1. Tvorba gelu

O rychlosti pohybu ¢astic rozhoduje schopnost pronikat v porech gelu za piisobeni
elektrického napéti. Pro experimenty bylo vybrano pouziti agar6zového gelu. Byla zvolena

obvykle pouzivana procentudlni koncentrace gelového nosice — we, = 1% roztok agarozy.

Pottebné mnozstvi agardzy (250 mg) pro vyrobu gelu je nutné rozpustit v tlumivém
roztoku, ktery bude pozdé&ji pouzit pti samotné elektroforéze, v tomto piipadé se jednd
o tlumivy roztok TRIS. Agar6zovy prasek se v tlumivém roztoku velmi Spatné€ rozpousti,
je tedy nutné zvySeni teploty a zapojeni mechanické sily. Obojiho docilime pouzitim
magnetické michacky s topnym zatizenim a magnetického michadélka. V procesu zahiivani
a michani je nezbytné ponechat smés alespont 20 minut, aby bylo zabranéno nedostate¢nému
promichani smési a tim Spatné vyrobenému gelu. Po ukonCeni zahiivani smési se necha
kadinka s obsahem velmi kratce zchladnout a poté je obsah kadinky prelit do plastové
nadobky s gumovymi zabranami, které zabranuji odtoku smési z nadobky. Po naliti smési
na plastovou nadobku je tieba vlozit do pozadované polohy tzv. hiebinek, ktery zajistuje
vytvofeni dér v gelu, do kterych bude poté za pomoci mikropipety nanesen analyzovany

vzorek.

Nutnou podminkou ke spravné provedenému experimentu je také spravné zatuhnuti
gelu. Gel by mél tuhnout nejméné 30 minut, coZ je doba dostacujici k pottebnému zatuhnuti
a také k tvorbe pord, jimiz poté, pod vlivem konstantniho napéti, migruje vzorek z hiebinkem
vytvofené¢ diry. Po dostateném zatuhnuti gelu jsou odejmuty gumové zabrany a plastova
nadobka je i s gelem vloZzena do zbytku aparatury a zalita tlumivym roztokem, ktery
byl pouZit pfi rozpousténi agardzy. Aparatura by méla byt naplnéna tak, aby vyska hladiny
tlumivého roztoku nesahala vySe nez 1 cm nad gel (viz obrazek 8). V zavislosti
na velikosti aparatury je volen hiebinek a tim také odpovidajici pocet dér. Také s timto

aspektem je tfeba pocitat a pfi analyze modifikovaného vzorku wuvazit pfitomnost



standardniho analytu. Standardni hiebinek vytvoii 16 dér, je tedy dobfe mozné rozvrhnout

pocet dér uréenych pro davkovani standardniho analytu a jeho pfipadnych modifikaci.

Jak jiz bylo zminéno, prace s agar6zovym gelem neni nebezpe¢nd a neni nutné
ze zdravotniho hlediska pouzivat zvlastni bezpecnostni prvky. Z hlediska kvality analyzy
ovSem neni mozné pracovat s gelem po vyjmuti z aparatury bez ochrannych rukavic.
Pti velmi Castych biologickych analyzach nukleovych kyselin, proteini apod. by kontaktem
s lidskou kuzi a proteiny z pokozky doslo k poskozeni gelu, coz by vedlo ke zkresleni

vysledku pti skenovani.

5.4.2. Priprava vzorku nanocastic

Vzorek nanocastic pro naslednou analyzu byl vyroben z chemikalie dodané firmou
Sigma-Aldrich, Némecko. Jednalo se o hexahydrat chloridu tris(bipyridin) ruthenatého,
zkracené Rubpy (obrazek 12). Cilem bylo pfipravit monodisperzni silikatové nanocastice,
které by bylo mozné modifikovat. Bylo zvoleno, Ze Rubpy bude modifikovano
na Rubpy—SiO,—COOH tzv. karboxylaci. Bylo by samoziejm¢ mozné provést 1 jiné procesy

jako naptiklad nitrifikace, nitridace ¢i jiné upravy.

Obrazek 12: Strukturni vzorec hexahydratu chloridu tris(bipyridin) ruthenatého [36]

Piiprava vzorku nanocastic Rubpy—SiO,—COOH byla casové velmi naroc¢na.

Jednotlivé ukony byly rozdéleny do 3 dni.

1. den
Prvni ukon piedstavovala ptiprava roztoku Rubpy o latkové koncentraci 1.107 mol/l
rozpusténim piislusné navazky v deionizované vod&. Nasledné byla pfipravena smés

cyklohexanu, Igepalu, TEOS, Rubpy o ¢ = 1.10% mol/l a NH4OH (viz tabulka 3).



Latka Objem Doba michani
Cyklohexan 8250 pul 0 min
Igepal 650 pul 0 min
TEOS 60 ul 30 min
1.10* mol/l Rubpy 40 pl 20 min
NH4OH 40 pul 0 min

Tabulka 3: Tabulka ptidanych objemil a doba michani

Do vialky o objemu 10 ml bylo mikropipetami napipetovano 8,25 ml cyklohexanu,
0,65 ml Igepalu a 0,06 ml TEOS. Poté bylo vlozeno dikladné oplachnuté magnetické
michadélko a celd smés byla pi1 laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut ponechana
na magnetické michaGce. Nasledoval piidavek smési 0,04 ml Rubpy o ¢ = 1.107 mol/l
a dalSich 20 min michani. Nakonec se ptida jesté 0,04 ml NH4OH. Po vSech ptidavcich smés
zustava 24 hodin pii laboratorni teploté na michacce pii 450 ot/min. Timto zplsobem

byl ziskan vzorek nanocastic Rubpy-SiO,.

2. den

Nasleduje proces karboxylace, tedy obohaceni slouc¢eniny o CO, ve formé¢ R—COO™.
Do smési, ktera byla stale promichavana na michacce, byl jesté jednou ptidan TEOS
(0,054 ml) a ptesn¢ po dalSich tfech hodinach bylo ptidano 0,018 ml CEST. Pro jesté lepsi
promichani byla vialka ponoiena do sonifika¢niho zatizeni (piistroj, ktery vyuziva ultrazvuku
k ,,rozbiti* ptipadnych nezadoucich agregati). Pisobeni ultrazvuku bylo ponechano pfiblizné

15 — 20 minut, poté se vialka se smési na dalSich 24 hodin vrati na magnetickou michacku.

3. den

Jiz dostatecné promichand smés byla nasledné promyvana alkoholem, konkrétné
propan-2-olem. Propan-2-ol se zvolil zamérné, kvili nizs§i cené proti béznému ethanolu.
Smés se alkoholem promyva nékolikrat. Nasledujici tabulka 4 ukazuje jednotlivé ptidavky

propan-2-olu.



Pridavek Promyvaci latka

1. ptidavek 10 ml propan-2-olu

2. pridavek 20 ml propan-2-olu

3. pfidavek 20 ml deionizované vody
4. ptidavek 20 ml deionizované vody

Tabulka 4: Ptidavky promyvacich latek ve tietim dnu piipravy vzorku

Promyvani propan-2-olem by bylo mozné provést 1 tfikrat, nicméné i dvojité promyti
je dostatecné. Po kazdém ptidavku promyvaciho ¢inidla nasleduje dikladna dekantace
kapaliny nad vysraZenym peletem v minizkumavce. Po dvou ptidavcich propan-2-olu
nasleduji dva ptidavky deionizované vody, kterd je €istSi nez destilovana voda. (Destilovana
voda neni pro ucel promyvani a presné¢ dané pripravy dostatetné cistd). Po poslednim
piidavku deionizované vody a dekantaci je vznikly pelet dispergovan ve 2 ml deionizované
vody v kazdé minizkumavce. VSechny minizkumavky je nutné poté v centrifuze nejméné
minutu ponechat vlivu odstfedivé sily pfi 10 000 ot/min. Poté je tieba znovu vSechny
minizkumavky vlozit do sonifika¢niho zafizeni na nejméné 15 minut. Po ukonceni piisobeni

ultrazvuku byl jiz ziskdn vzorek nanocastic, ktery mize byt dale analyzovan.

5.4.3. Analyza nanocastic gelovou elektroforézou

Po dokonceni ptipravy vzorku nasledovala analyza vyrobeného vzorku, kdy bylo
nutné na elektroforéze ovérit, jestli byla syntéza tuspéSna. Nejprve byla tieba opét nutna
piiprava gelu, tak jak bylo popsano vyse, tedy rozpusténi 250 mg agardzy v tlumivém roztoku
TRIS na magnetické michacce s topnym zatizenim, nasledné tuhnuti gelu ve formé a jeho

zaliti dal$im tlumivym roztokem v aparature.

Velmi dilezitou ¢asti pfed zahdjenim analyzy bylo nadavkovani vzorku do jamek
vytvofenych hiebinkem pfi tuhnuti gelu. Tu hraje dtlezitou roli glycerol, ktery zde plni funkci
»zadrzovatele. Jeho ukolem je zabranit eluci vzorku z jamky do volného roztoku.
Objem davek do jednotlivych jamek se pohybuje v fadu pl. Po pfipojeni ke zdroji napéti
bylo zvoleno napéti 100 V, ¢emuz na displeji odpovidal elektricky proud 17 — 18 mA.
Pod vlivem napéti o zvolené hodnoté byl gel s nanesenymi objemy vzorku ponechdn

30 minut. Béhem této ptlhodiny analyza probih4 bez vnéjSich zasaht.



Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut i1 s plastovou formou. Z plastové formy
bylo tieba jej opatrné sejmout, aby nedoslo k jeho poruseni (roztrhnuti, pAdu na zem apod.),
a tedy k znehodnoceni celé analyzy, ptipadné nutnosti jejiho opakovani. Pfi snimani gelu
bylo nutno pracovat jiz s jednordzovymi rukavicemi kvali zabranéni kontaktu gelu
s biologickym materialem. Tyto jednordzové rukavice jsou dulezité také pro spolehlivost
skeneru se softwarem Pharos FX, nebot’ pfistroj mize byt vyuzivan vice pracovisti a mohlo
by dojit ke znehodnoceni také jejich analyz. V neposledni fadé¢ by zminény skener mohl
Spatn¢ oskenovat ziskany gelovy elektroforeogram. Gel musi byt také sejmut do Ccisté
nadobky, nelze pracovat se zne€isténou nadobkou. Dusledky by byly obdobné jako v ptipadé

prace s gelem bez pouziti jednorazovych rukavic.

Skenovani probiha pomérné rychle. Jedinymi parametry nutnymi k nastaveni je oblast,
kterou ma skener na své plose zaméfit, citlivost laserovych filtri a poté také intenzita obrazu.
Jediny mozny problém vznikly skenovanim miize nastat v softwarovém vybaveni jinych
pocitact, jelikoz software Pharos FX vytvaii soubory, které nejsou kompatibilni s béznym
softwarovym vybavenim ostatnich pocitacu, a je tedy nutné konvertovat ziskany soubor tak,
aby s nim bylo mozné pracovat i na jinych pocitacich.

Pti oskenovani nasSeho syntetizované¢ho vzorku softwarem Pharos FX byl ziskan obraz

uvedeny na obrazku 13.
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Obrazek 13: Elektroforeogram syntetizovaného vzorku
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Ziskany elektroforeogram byl vyhodnocen se zavérem, ze se podafilo uspésné
ptipravit vzorek obsahujici nanocastice. Lze tak usoudit dle jasné viditelné migrace
z puvodniho mista nadavkovéni do gelu do jiné pozice. Opacné stanovisko, o netispéSnosti
syntézy, by bylo zaujato v pfipad¢, Zze by na elektroforeogramu bylo viditelné pouze ptivodni
nadavkovani bez viditelné migrace. Zjisténi, ze byl spravné ptipraven vzorek obsahujici
nanocastice, vedlo k sméfovani nasledujicich experimentl a to k testim stability ziskanych

nanocastic.

5.4.4. Test stability ziskanych nanoc¢astic

Aby bylo mozZné uvazovat o moznosti vyuziti ziskanych nanocastic, bylo nutné ovéfit,
zda nanocastice podléhaji vyrazné vnéjSim vlivim nebo jim vice ¢i méné odolavaji.
Byla vybrana niZe uvedena 3 prostiedi.

Z puvodniho vzorku byl pipetovan stejny objem, ktery byl nasledné fedén a rozpustén
v ruznych chemikdliich — ve fosforeCnanovém tlumivém roztoku, ve fosfore¢nanovém

tlumivém roztoku s ptidavkem chloridu sodného (fosfore¢nan/NaCl) a ve vodé.

Tlumivy roztok fosfore¢nanu o latkové koncentraci ¢ = 5.107> mol/l byl pfipraven
rozpusténim 195 mg dihydratu dihydrogenfosforeCnanu sodného v tlumivém roztoku TRIS.
Druhy tlumivy roztok (fosfore¢nan/NaCl) byl ptipraven rozpusSténim 195 mg dihydratu
dihydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho a 219,4 mg chloridu sodné¢ho. Také tato navazend mnozstvi
byla rozpuSténa v tlumivém roztoku TRIS. Timto byl ziskdn tlumivy roztok o latkové

koncentraci ¢ = 5.102 mol/l fosfat/0,150 mol/l NaCl.

Oba roztoky byly na magnetické michacce titrovany koncentrovanym hydroxidem

sodnym o latkové koncentraci 10 mol/l do pH = 7.4.

Nésledna analyza elektroforézou spocivala v testu pfitomnosti nano¢éstic ve vsech
prostiedich. Pii analyze byly pro vétsi prehlednost pouzity dva hiebinky pro vytvoieni dvou
fad jamek. Pivodni vzorek byl konfrontovan se vSemi tfemi modifikacemi pfi jedné analyze.
Obrazek 14 s pomoci Sipek ukazuje, jak po tfech dnech, kdy byly nanocastice ponechany
v novych prostfedich, se projevily disledky pro jejich stabilitu a existenci. Ve vSech
ptipadech se jednalo o desetindsobné fedéni, pouze u vody bylo zifedéni stonasobné. Kazda
jamka byla opét obsazena smési vzorku a glycerolu. Tentokrat byl pouzit glycerol s pfimési

bromthymolové modti, ¢imz bylo zajisténo lepsi pozorovani pouhym okem.
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Obrazek 14: Elektroforeogram analyzy nanocastic v prosttedi tlumivych roztoki a vody

Standard ... oznacuje pivodné pfipraveny vzorek bez fedéni,
X ... oznacuje vzorek nanocastic ve fosforecnanovém tlumivém roztoku,
Y ... oznacuje vzorek nanocastic v tlumivém roztoku fosforecnan/NacCl,

Z ... oznacuje vzorek nanocastic ve vode.

Z obrazku 14 bylo zjisténo, ze nanocastice odolaly pfi laboratorni teploté a stavajicim
ziedéni v obou dvou tlumivych roztocich (fosforecnanovy a fosfore¢nan/NaCl). Ve vod¢
nanocastice zustaly také, nicméné v mnohem menSim mnozstvi, coz bylo pravdépodobné
zpusobeno jejich pfilis nizkou koncentraci v novém prostiedi v disledku vétSiho ziedéni

(100nésobné).

Obdobny experiment byl proveden také pozdéji po vice nezZ mésici, aby bylo mozno
urcit, zda se jedna opravdu o stabilni nanocastice, ¢imz by bylo mozné se pokusit navrhnout
dalsi sméfovani vyzkumu, popf. i jejich mozné vyuziti. Proto byly parametry testu rozsifeny
o vliv koncentrace, tj. bylo testovdno desetindsobné, stonasobné a tisicindsobné ziedéni

(viz obrazek 15).

Pro zjisténi vlivu fedéni byly opét piipraveny vzorky nanocastic v jednotlivych
tlumivych roztocich a vod¢, tentokrat ovSem s vySe zminénymi fedénimi. I nyni byly
pro vyssi ptrehlednost vytvoieny v gelu dvé fady jamek. Elektroforéza probihala pouze

15 minut. Divodem zkraceni obvyklého casu byla pomérné mald vzdéalenost mezi dvéma
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fadami jamek, kterou by béhem pulhodinového pisobeni napéti mohly vzorky snadno

prekonat, a tim by opét celd analyza musela byt provedena znovu.

Stejn¢ jako v predchozich analyzach byl vzorek smichdn s glycerolem a smés

davkovana mikropipetou do jamek. Objem jedné davky vzorku odpovidal desitkdm pl.

Stand ) & X X

Obrazek 15: Elektroforeogram stability nanocastic pii riznych ziedénich

Stand ... oznacuje pivodni nefedény vzorek,

X ... oznacuje vzorek nanocastic ve fosfore¢nanovém tlumivém roztoku desetinasobné ziedény,

X" oznacuje vzorek nanocastic ve fosforeCnanovém tlumivém roztoku stondsobné ziedény,

X" oznacuje vzorek nanocastic ve fosforecnanovém tlumivém roztoku tisicindsobné ziedény;

Y ... oznacuje vzorek nanocastic v tlumivém roztoku fosforecnan/NaCl desetinasobné ziedény,

Y’ oznacuje vzorek nanocastic v tlumivém roztoku fosforecnan/NaCl stonasobné zfedény,

Y~ oznacuje vzorek nanocastic v tlumivém roztoku fosfore€nan/NaCl tisicinasobné¢ zifedény;
Z ... oznacuje vzorek nanocastic ve vod¢ desetinasobné ziedény,

7’ oznacuje vzorek nanocastic ve vode¢ stonasobné ziedény,

Z’" oznacuje vzorek nanocastic ve vode tisicinasobné ziedény.
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5.5. Kapilarni elektroforéza

5.5.1. Obecny priibéh analyzy

Jiz vyse bylo zminéno, ze po vlozeni vysokého napéti dochazi k ionizaci silanolovych
skupin kifemenné kapilary a tim k tvorbé zaporného naboje. Pfed samotnym zapocetim
analyzy je tedy tfeba kifemennou kapildru promyt nékolika riznymi chemikaliemi
pro zabezpeceni tvorby kladné nabité vrstvy, jez zajisti elektroneutralni prostiedi uprostied
kapilary, a tim 1 prostfedi vhodné pro analyzu vzorku. Pfi analyze kapilarni elektroforézou
se v mnohem vétsi mife, ve srovnani s gelovou elektroforézou, uplatiiuje prace s pocitacem.
Ptistroj obsahuje zasobnik na vialky, z nichZ kazda obsahuje jinou chemikalii. Pfi praci
se softwarem pfistroje je navoleno pofadi chemikalii, jimiZ bude kapilara promyvana a také
samotny vzorek, ktery je umistén také v jedné z vialek v zasobniku. Promyvaci cas
se zpravidla pohybuje piiblizné¢ kolem 10 — 15 minut pro jednu chemikélii. Promyvani
predchazi nastaveni parametri pro analyzu, jako naptiklad napéti, ddvkovani vzorku, doba
nastfiku vzorku, Casovy pribéh, temperace apod. Vyména vialek probihd dle nastaveni
automaticky.

Po ukonceni promyvani je jiz spusténa analyza, ktera zacina jesté jednim promyvanim,
tentokrat je ovSem u kazdé chemikalie pfiblizn¢ Ctyrikrat az pétkrat krat$i. Jakmile skonci
1 toto promyvani, dochdzi k déavkovani vzorku dle ptfedchoziho nastaveni (naptiklad
davkovani vzorku po dobu 10 sekund pii tlaku 50 000 pascali). Separace probiha

v elektrolytu, ktery je také nadavkovan z jedné z vialek.

Analyzu je nutno n¢kolikrat opakovat, piicemz prvni analyza obvykle trva delsi dobu
z divodu zjisténi ptiblizné doby analyzy. Zpravidla se analyza ukoncuje, jakmile pfestanou
polem detektoru prochazet ¢astice vzorku. Opakované analyzy té¢hoZ vzorku jiz lze provadét
pouze po dobu, kdy se pfi prvni analyze objevovaly piky (jako pii prubéhu chromatogramu
v kapalinové ¢i plynové chromatografii). Po skoneni analyzy se vialky manualné z ptistroje

odstrani.

Pii analyze magnetickych nanocastic Fe,O3;@PLA-PEG byla kapilara promyvana
nejprve NaOH o latkové koncentraci 0,1 mol/l. Druhou fazi promyvani zajiStovala
deionizovana voda (destilovana voda je pro tyto ucely povazovdna za nedostatecné Cistou).
Pti tfeti a Ctvrté fdzi promyvani se v kapilafe nachazel nejprve DDAB a MOPS o pH = 7,5.
DDAB byl volen pro vytvoteni elektrické dvojvrstvy, a tedy vyrovnani néboje.

14



Vzorky nanocéstic byly do kapilary davkovany po dobu 10 sekund pii tlaku
50 000 pascali a byly analyzovany v tlumivych roztocich octan/NaOH o pH = 4,0,
fosfore¢nan/NaOH o pH = 7,5 a MOPS/NaOH o pH = 7,5 (obrazek 16).

mAU

40

35
acetat/NaOH pH 4,0

30

25

20
fosfat/NaOH pH 7,5

15

10

MOPS/NaOH pH 7,5

min

Obrazek 16: Vliv elektrolytu na stabilitu magnetickych nanocastic Fe,O;@PLA-PEG

5.5.2. Vliv koncentrace NaCl na agregaci nanocastic

V ramci dal$i charakterizace bylo podrobné¢ testovano, zda tento typ nanocastic
Fe;O3@PLA-PEG podléhd s rostouci koncentraci NaCl agregaci (viz obrazek 17). Agregace
nanocastic neni neobvykla, proto se potencidlni schopnost agregace Casto testuje. V nckterych
aplikacich byva tato tendence vyuzivdna (katalyza nckterych reakci). Z medicinského
hlediska jde o zalezitost spiSe nezadouci. Vezmeme-li v potaz fyziologicky roztok, tedy
ptitomnost vodného roztoku NaCl v lidském téle o koncentraci pfiblizné¢ 0,9 hmotnostnich

procent, pak pravdépodobné nelze uvazovat o mozném vyuziti pti I€kai'skych tcelech.
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Obrazek 17: Vliv rostouci koncentrace na chovani nanocastic Fe;O3@PLA-PEG

pii pouziti elektrolytu MOPS/NaOH o pH =7,5

Poslednim experimentem byla analyza kvantovych tecek CQ-dots v prostiedi
obsahujicim pfidavek lidského sérového albuminu (proteinu béZné se vyskytujicimu
v organismu). Analyza opét probihala v prostiedi tlumivého roztoku MOPS/NaOH o pH = 7,5
(obrazek 18). Byla zkoumdna mozna interakce kvantovych tecek s albuminem. Z vysledkt
analyz vyplyva, ze CQ-dots pravdépodobné v prostiedi zvoleného tlumivého roztoku

s lidskym albuminem neinteraguji.
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350
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250
200
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100
50
0
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200

2 4 6 8 10 12 14 16 min

Obréazek 18: Analyza CQ-dots v prostiedi 1.10"> mol/l albuminu
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5.6. Diskuze vysledkii experimentalni ¢asti

Ob¢ skupiny experimenti (CEITEC, UPOL) vedly k prvotni charakterizaci
vzorku nanocastic. V pripadé gelové elektroforézy se jednalo o vlastni nanocastice
Rubpy—SiO,—COOH, originaln¢ ptipravené modifikaci dodanych castic Rubpy. V ptipadé
analyz kapilarni elektroforézou byl firmou dodén jiz syntetizovany vzorek nanocastic, které

pak byly charakterizovany jiz bez dalSich tprav.

Vysledky analyz gelovou elektroforézou

Metodou gelové elektroforézy a naslednym skenovanim bylo jednozna¢né dokézéano,
7ze nanocastice Rubpy—SiO, byly uspésné¢ ptipraveny a modifikovany karboxylaci
na Rubpy-SiO,—~COOH, coz dokazuje shluk mnoha monodispergovanych nanocastic.
Elektroforeogram méa podobu dvou fad jamek, z nichz jedna zastupuje piivodni jamky,
do nichz byl davkovan vzorek. Druhou fadou jsou pravé dispergované nanocastice, jeZ vlivem
elektrického napéti migrovaly (viz obrazek 13). Po zjisténi GispéSné pripravy bylo mozné zaclit
prvotni charakterizace vzorku. Testy stability v riznych tlumivych roztocich po rizné dobé
pii laboratornich podminkach dokézaly, ze ze zvolenych tlumivych roztokli vykazuji
nanocastice nejvyssi stabilitu v tlumivych roztocich fosforecnan a fosfore¢nan/NaCl
(viz obrazek 14). Ve vodném prostfedi nanocastice maji sice také urCitou stabilitu, nicméné
pii vy$Sim zfedéni piezilo danou dobu pii laboratornich podminkach mnohem méné cCastic

nez v ostatnich dvou tlumivych roztocich.

Test vlivu fedéni na stabilitu pfi laboratornich podminkach prokazal znacny vliv
na stabilitu piipravenych nanocastic bez ohledu na pouzity tlumivy roztok, v némz
se nachazely. Redéni vzorku se ukazalo jako velmi dileZity parametr pro poéet nano&astic
schopnych odolat laboratornim podminkdm po del§i dobu — 2 tydny. Desetindsobné ziedéni
pro nanocastice Rubpy—SiO,—COOH neznamenalo zisadni vliv na pocet nanocastic.
Pti skenovani ¢asti gelu se stondsobnym a tisicindsobnym zfedénim se zobrazilo jen velmi

malo nanocastic upraveného vzorku (viz obrazek 15).

Z provedenych analyz lze usoudit, Ze pfipravené nanocéstice jsou pomerné stabilni,
zejména pii vySSich koncentracich ve vzorku. Pokud by nebyl rozSifen okruh tlumivych
roztokl, v nichZ by byla stabilita testovana, bylo by vhodné zaméfit se pozorovani vlastnosti
nanocastic v tlumivych roztocich fosfore¢nan a fosforecnan/NaCl. O mozném budoucim

vyuziti je prozatim ptfed¢asné hovotit. Charakterizace nanocastic Rubpy—SiO,—COOH
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vyzaduje jesté mnoho analyz, piipadné dal$i modifikace v rdmci zamyslenych moznosti
vyuziti.

U nanocastic Rubpy—-SiO,—COOH se navic predpoklddda moznost vyuziti
v bioanalytické chemii, konkrétnéji pti detekcich vyuzivajicich UV zafeni. Pti jednoduchém
ozafeni laserovou diodou se projevila zména zbarveni vlivem UV zafeni. Zatimco
za normalnich podminek je vzorek oranzovy, pod UV zafenim dochézi ke zméné na rtizovou
(obrazek 19 a 20). Této skutecnosti by bylo mozné a vyhodné vyuzit pfi detekcich latek

v biologickych materialech.

Obrazek 19: Vzorek nanocastic Rubpy—Si0,—~COOH na dennim svétle

Obrazek 20: Vzorek nanocastic Rubpy—SiO,—~COOH ozatfeny laserovou diodou
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Vysledky analyz kapilarni elektroforézou nanocastic Fe;O;@PLA-PEG

Také analyzy magnetickych nanocastic oxidu Zzelezit¢ho (Fe,O;@PLA-PEG)
se vénovaly predevSim testovani stability v riiznych prostfedich. Ze zvolenych prostfedi
vychazi pro stabilitu téchto nanocastic jednoznacéné nejhlie tlumivy roztok octan/NaOH
pH = 4,0. Vysledkem analyzy v tomto tlumivém roztoku je tzv. hairy peak (,,vlasaty pik*),
ktery je znakem jisté nestability a nerovnomérného povrchu (viz obrazek 16). Jako prostiedi,
ve kterém je vykazovana vySs$i stabilita, se jevi zbyvajici dva tlumivé roztoky,

tedy fosfore¢cnan/NaOH pH = 7,5 a MOPS/NaOH pH = 7,5.

Agregace nanocastic s rostouci koncentraci NaCl je zndmym jevem, a tak
1 u nanocastic Fe,O3;@PLA-PEG byla schopnost agregace testovana. Nase domnénka byla
potvrzena, nanocastice podléhaly s rostouci koncentraci agregaci, tedy dochazelo k tvorbé
vétsich objektil. Napiiklad pii koncentraci NaCl 1.10 mol/l je ziskany pik pom&rné rovny,
bez vétSich nerovnosti (viz obrazek 17). Pii koncentraci pétkrat vyssi dochazi jiz k tvorbé
hairy piku a objekt, jez tento pik znazornuje, je znatelné¢ vétSich rozmérti nez pii nizsi
koncentraci. Desetindsobné¢ vyssi koncentrace NaCl jiz zaznamenala vytvofeni velkého
neopakovatelného objektu. Jde tedy o koncentraci, kdy jiz dochazi k tvorbé objektu, kdy neni
mozné predem odhadnout jeho velikost, tvar a podobné vlastnosti. Z vysledkli analyz

lze urcit, Ze by tyto nanocastice nebyly vhodné pro ptipadné pouziti v lidském organismu.

Analyza kvantovych tecek CQ-dots byla zamétfena na sledovani interakce nanocastic
se sérovym albuminem. V prubéhu analyzy nedoSlo k tvorbé hairy piku ani zadné
jeho deformaci (viz obrazek 18). Z analyz tedy plyne, Ze kvantové teCky s proteinem
obsazenym v lidském organismu neinteraguji. Jde o pomérné zajimavy zaver, zejména

z hlediska mozného medicinského vyuziti.
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