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Anotace

Tato prace se zabyva problematikou detekce fosforylovanych latek v laboratorni diagnostice.
Ptidavkem urcitych latek do zkoumaného roztoku je mozné zesilit Ramantv rozptyl, coz by
zjednodusilo a upfesnilo diagnézu nékterych onemocnéni. Konkrétné je tato prace zameiena
na pripravu bimetalickych nanocastic s idealnimi vlastnostmi, jako jsou nizké naklady na
vyrobu a nizky detekcni limit. V pribéhu bylo piipraveno osm raznych suspenzi s raznymi
bimetalickymi ¢asticemi. Vysledky vyzkumu ukazaly, ze vliv uzitych bimetalickych ¢astic na
Ramantiv rozptyl fosforylovanych proteinti je zatim pfili§ nizky.

Kli¢ova slova
Fosforylace; Ramantv rozptyl; bimetalické nanocastice; laboratorni diagnoza
Annotation

This thesis deals with the issue of detecting phosphorylated compounds in laboratory
diagnosis. It may be possible to enhance a solution’s Raman scattering by adding certain
compounds into it. That would simplify the diagnosis of certain diseases. This work focuses
on preparing bimetallic nanoparticles with ideal features such as low production cost and low
detection limit. Eight different suspensions were prepared with multiple types of bimetallic
particles. The results have shown that used bimetallic particles have too little influence on the
solution's Raman scattering.
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1 UvoD

Reverzibilni fosforylace proteint je zdkladem pro mezibunécnou signalni transdukci a podili
se na procesech jako je bunécny cyklus, metabolismus, transkripce anebo transdukce. M4 také
neuronalni a imunologickou funkci. Fosforylace proteinti je proto nedilnou soucasti spravné
funkce kazdého organismu, avSak abnormalni fosforylace byva spojovdna s
multifaktoridlnimi (komplexnimi) onemocnénimi, rakovinou, infekénimi onemocnénimi [1]
nebo Spatnou Cinnosti srdce [2]. Proto je proces fosforylace a defosforylace piisné
kontrolovan enzymy kinazou a fosfatazou.

Fosforylace byla v posledni dob¢ intenzivné studovana. Fosfatova skupina predstavuje jeden z
nejdulezitéjSich kofaktor enzymu. Fosforylovany protein tedy mtze mit Uplné rozdilnou
reaktivitu, enzymovou specificitu a subcelularni lokalizaci nez jeho nefosforylovana obdoba.
[1] Reakce na stimulaci adrenalinem vede k aktivaci fosforyldzové kindzy a fosforylaci
glykogenfosforyldzy, dochazi k bezprostfedni aktivaci proteinu potfebné k principu ,,utok,
nebo utek.* [3]

Také vyuziti nanocastic ke zvétSeni Ramanova rozptylu bylo jiz dlouho zkouméano, [4] piesto
dosud pouzivané nanocastice nejsou vhodné pro uzivani ve velkém métitku bud kvali
vysokym nédkladim na vyrobu, nebo jejich omezenym moznostem, co se selektivity tyce.
Zadouci je detekovat ve smési viech fosforylovanych latek pouze peptidy a proteiny. Z t&chto
diavodu bylo kladeno za cil najit cenové dostupnou alternativu s vétsim zesilenim Ramanova
rozptylu fosforylovanych proteint.



2 TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast prace se zabyva obecnymi metodami detekce fosforylovanych latek a
vyuzitim nanocastic pro zminéné ucely.

2.1 Obecné principy mezi nanocastici a vzorkem

Je obecné zndmo, Ze nanocastice, na jejichz povrchu je navdzany protein, zesiluji Ramaniv
rozptyl onoho proteinu. Navazani na jeji povrch je zajisténo tpravou nanocastice tak, aby jeji
¢ast vykazovala afinitu k proteinu. Toho lze docilit dvéma zpilisoby, a sice adsorpci vhodné
latky nebo vytvofenim bimetalické nanocastice s kovem, ktery ma afinitu vici
fosforylovanému proteinu.

2.2 Vyuziti zlatych nanocastic pri elektrochemické detekci

Elektrochemickd detekce fosforylace spocivd v navazani nanocastic zlata na povrch
fosforylovanych proteini a nasledné detekci. Fosforylovany, biotinylovany protein se smicha
s nanocasticemi zlata pokrytymi streptavidinem a diky vysoké afinit¢ mezi streptavidinem a
biotinem dojde k navazani zlata na povrch proteinu. Pfi tom probéhne v blizkosti zlata
elektrochemicka reakce, diky niz je mozné sledovat jak aktivitu kinazy a jejiho substratu, tak
inhibice malych molekuldrnich inhibitorti na fosforylaci proteinti. Jako detek¢ni limit pro
aktivitu kindzy byla stanovena koncentrace 5 U/ml. [5]

2.3 Nanocastice oxidu titanic¢itého

Karolina Blatnd ve své bakalafské praci popisuje, jak byly pfipraveny suspenze oxidu
titani¢itého s ptidavkem citratu sodného jako stabilizatoru o Sesti riznych pomérech TiO> a
citratu. Testovali dva zplsoby rozptyleni, a sice ultrazvukovy sonikator a dispergator. U
dispergatoru byly naméfené hodnoty z-average pfiblizn€ dvojnasobné oproti sonikaci, bylo
veétsi zastoupeni Castic o vyssi velikosti, tudiZ nebylo této metody dale vyuZivano. Nejvéetsi
zastoupeni mély ¢astice o prumérné velikosti 60 nm, v menSich poctech se vSak vyskytovaly i
Castice podstatné vétsi, jez nebylo mozné odstranit ani filtraci. Velikostni rozlozeni shrnuje
obrazek 1.



Size (d.nm): % Number: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 273,6 Peak 1: 65,47 99,7 16,56
Pdl: 0.573 Peak 2: 361.,5 0.3 154,2
Intercept: 0,835 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Number
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Obrazek 1: Velikostni distribuce nanocastic TiO, puls:pauza = 2:2, amplituda 40 %, koncentrace citratu 0,751
mM

Record 44: E prumer|

Dale zkoumali vliv poméru TiOz a citratu. Byl méfen zeta potencial, s cilem mit dostatecné
vysokou absolutni hodnotu, znacici dlouhodobou stabilitu. Zaroven bylo Zadouci nemit v
disperzi citratu piili§ mnoho, aby nedochédzelo k tvorbé samotnych nanocastic stiibra misto
nanocastic stfibra s oxidem titani¢itym pii nasledujicim procesu. Bez ptidavku citratu byla
hodnota zeta potencialu blizka nule, nicméné jiz pii pfidavku malého mnoZstvi citratu byla
dostate¢né vysoka. Pii dalSim ptidavku citratu jiz hodnota zeta potencidlu vyrazné nerostla.
Pro ptipravu nanocastic byl tedy pouzivan pomér 0:0,12.

Piipravené bimetalické nanocastice vSech poméra Ag:TiO2 byly dale zkoumany. Ukazalo se,
ze s rostouci koncentraci stfibra se zmensuje velikost ¢astic a ze koncentrace stfibra nema
vyrazny vliv na hodnotu zeta potencidlu. Dale bylo zji§téno, Ze citrdt sodny zabrafiuje v
kontaktu fosforylované latky s nanocasticemi. Na UV-Vis spektrofotometru byla u oxidu
titani¢itého pozorovana slabé afinita k adenosinu. Pozorovani bylo opakovano s tyrosinem ve
fluorimetru, avsak afinita zdaleka nedosahovala pozadovanych hodnot.

Vysledky pozorovani na elektronovém mikroskopu ukazaly, Ze nanocastice Ag@TiO2 nemély
pozadovany kulaty tvar, proto nebylo mozné piesné urceni jejich velikosti metodou DLS. [6]



2.4 Priprava nanocastic Zeleza
Existuje fada zpusobi, jak piipravit ¢astice ze zeleza nebo oxida zeleza o velikosti nanometrt.

2.4.1Mleti Zelezného prasku v kulovém mlynu

Nejcastéji pouzivanym zpusobem vyroby Zeleznych nanocastic ve velkém mnozstvi je mleti.
Na zagatku stoji vsazka mikrometrovych az milimetrovych &éstic zeleza v podobé pragku® do
kulového mlynu?, kde jsou rozemlety na velikost nanometrti. Jednou z vyhod této metody je
jednoduchost ovlivnit velikost ¢astic pravou procesu mleti. Dalsi vyhodou je, ze tato metoda
nevyuziva zadné drahé ani toxické chemikalie (narozdil od redukce tetrahydridoboritanem
sodnym).

Proces mleti ma vliv na vyslednou velikost a tvar nanocastic, pfi¢emz obé ze zminénych
vlastnosti maji dopad na jejich reaktivitu. Mletim v inertni atmosféie vznikaji velmi reaktivni,
pyroforni nanocéstice, které pii kontaktu se vzduchem spontdnné vzplanou. Samovolnému
vzniceni lze piedejit utvofenim kryci vrstvy oxidu v mlecim médiu. Pokud médium obsahuje
vodu, utvofi se na nanocasticich vrstvicka oxidu, nicméné jako vedlej$i produkt se vyviji
vodik. [7]

Li et al. vyvinuli zptisob piipravy nano&astic bez pouziti média. Zelezny mikroprasek byl
spole¢né s koulemi z nerezové oceli vloZzen do vysokorychlostni rotaéni komory. Po osmi
hodinach mleti vznikly ¢astice nepravidelného lupinkového tvaru o velikostech od 10 do 50
nm, na jejichZ povrchu se nachazela vrstva Fe2O3 a Fe3Oa. [8]

Ribas et al. navrhli dvoufazovy mokry proces mleti s Al2O3 jako abrazivem. V prvnim kroku
byly v konven¢nim kulovém mlynu, za pouzZiti monoethylenglykolu jako rozpoustédla,
piipraveny tenké lupinky Fe(CO)s. Nasledné byl do mlynu ptidan Al,Osz a Zelezné lupinky
byly rozmélnény na mensi ¢astice. [9]

2.4.2Redukce kationtii Zeleza tetrahydridoboritanem sodnym

Diky své jednoduchosti se jedna o nejb&znéjsi zpusob piipravy nanocastic zeleza v malém
méfitku. Soli Zeleza, nejCastéji chloridy, jsou redukovany ve vodném prostfedi v inertni
atmosfére. Zaroven s redukci probihd 1 hydrolyza tetrahydridoboritanu, kvili niz je nutné
dodavat excesivni mnozstvi drahého, toxického ¢inidla. Velikost ¢astic typicky nepifesahuje
100 nm. Reaktivita nanocéstic zavisi na kyselosti reakéni smési, koncentraci prekurzoru a
koncentraci tetrahydridoboritanu. [7]

! Napfiklad pentakarbonyl Zeleza, houbovité Zelezo, litina.
2 Je mozno pouzit i vibraéni mlyn.
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Kamali et al. zkoumali vliv riznych poméri NaBH4:FeClsz a ultrazvukového sonikovani na
krystalinitu a velikost Castic. Zjistili, ze pomér reaktantd ovliviiuje stupen krystalinity.
Ultrazvukova sonikace béhem syntézy zapficinila vznik mensich nanocastic. [10]

Existuji také ekologické alternativy k redukci tetrahydridoboritanem sodnym. Extrakty z list
riznych rostlin® jsou nejen ekologické, ale také na Zeleze pfirozend vytvaii kryci vrstvu
oxidu. S nékterymi piirodnimi ¢inidly byly ziskany ¢astice o velikosti 5 az 10 nm. [11] Byla
také snaha o zpracovani odpadu vzniklého pii lisovani citrusové stavy. Vysledky ukazaly, ze
extrakty z duziny a slupky citrustl je mozné pouzit pii vyrobé nanoc¢astic Zeleza. Pfipravené
nanocastice mély rizné velikosti od 3 do 300 nm a vyznamné se u nich lisila reaktivita. [12]

2.4.3Vysokoteplotni proces

Kdyz je doprovodny material zaruvzdorny nebo se u n¢j po zahiati vyskytuji pouze malé
zmény ve struktufe, je vysokoteplotni proces zalozen na napousténi doprovodného materialu
solemi zeleza, vysouseni a nasledné redukci na povrchu doprovodného materialu pfti teploté
vy$si nez 500°C a za pouziti redukénich ¢inidel.*

Jedna z metod spociva v redukci soli a oxidi Zeleza pfichycenych na povrchu uhlikatych
materiald. Druhd je pifimou pyrolyzou piedptipravené smési organického materidlu a
sloucenin zeleza. ZvySena teplota zpiisobi karbonizaci organickych sloucenin, pfi ¢emz jsou
slouceniny Zeleza pfeménény na nanocastice Zeleza ucinkem karbotermické redukce. [7]

2.4.ANaprasovani pomoci vzacnych plynt

Tato metoda se pouziva spise ve specializovanych laboratotich. Pokud je jako cil napraSovani
pouzivano Zelezo, béhem procesu se tvoii jeho nasycena para, kterou je mozné desublimovat
zchlazenim. Kuhn et al. pfipravili nanocéstice zeleza s ochranou vrstvou oxidd. Ve
vysokotlaké komote pouZili duty Zelezny valec jako katodu a argon jako naprasovaci plyn.
Néslednym vystavenim vzniklych nanocastic Zeleza kysliku pod vysokym tlakem vytvofili na
povrchu ¢astic ochrannou vrstvu Fe;O3 a FesOs. Vzniklé nanocastice byly odolné vuci dalsi
oxidaci. [13]

2.4.5Laserova ablace

Laserova ablace se vyuziva pfi ptipravé zeleznych nanocastic v malé mitfe. Ozafovani zeleza
laserovym pulsem na nékterych mistech zptlisobi taveni a odpafovani materidlu. Horka para je
chlazena médiem, v némz vznikaji nanocastice Zeleza. Pokud je soucasti média kyslik nebo
voda, nanocastice jednoduse oxiduji. Okazoe et al. pfipravili nanocastice o velikosti okolo 7
nm v atmosférickych podminkéch za pouziti kapalnych iontovych rozpoustédel obsahujicich

3 jablon&, meruiiky, hruskovce, tfe$ng, blahovi¢niku, aktinidie, citronovniku, mandarinkovniku, mispule,
olivovniku, moruSovniku, dubu, pomeran¢ovniku, marakuji, broskvoné¢, hrusné, borovice, marhaniku, slivong,
kdouloné, ostruziniku, jahodniku, ¢ajovniku, vinné révy a ofesaku

4 vodik, vodikové plazma, argonové plazma
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mravenCany,  zejména tetraoktylfosfonium  mravencan  a  tetraoktylfosfonium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imid. [14]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

K tedéni roztokl byla pouzivana dvakrat destilovand, deionizovana, filtrovana voda (filtra¢ni
hladina 0,5 um). Pouzité chemikalie jsou sepsany v tabulce 1.

Nazev Cislo CAS Vyrobce
Citrat sodny 6132-04-3 Sigma-Aldrich
Dusicnan sttibrny 7761-88-8 Sigma-Aldrich
Fosfotyrosin 21820-51-9 Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny 1310-73-2 Penta Chemicals
Hydroxylamin hydrochlorid | 5470-11-1 Sigma-Aldrich
Chlorid Zelezity hexahydrat | 10025-77-1 Carl Roth
Kyselina trifluoroctova 76-05-1 Sigma-Aldrich
Oxid titaniCity 1317-70-0 Sigma-Aldrich
Riboflavin 201-507-1 Carl Roth
Riboflavin-5’-fosfat 130-40-5 Sigma Aldrich
Siran zeleznaty heptahydrat | 7782-63-0 Lachema
L-Tyrosin 60-18-4 Sigma-Aldrich

Tabulka 1: Pouzité chemikalie
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3.2 Pristroje

Typ pfistroje Vyrobce Model

Vlastni konstrukce, Ustav | -
analytické chemie AV CR,
V. V..

Ramantv spektrometr

Tyc¢ovy ultrazvukovy Bandelin, Némecko UW 3200, sonda MS 72

sonikator

UV osvitova jednotka Idonus, Svycarsko UV-EXP130R-DEMO

UV-Vis spektrofotometr Shimadzu, Japonsko UV-1800

Tabulka 2: Pouzité pfistroje

3.3 Kontrola afinity oxidu titanicitého k fosfotyrosinu

Pfimo do mikrozkumavek bylo navazeno pfiblizné po 4 mg TiO.. Nasledné byla do
mikrozkumavek piidana voda tak, aby koncentrace TiO2 byla vSude stejna. Dale byl do
disperze ptidan tyrosin nebo fosfotyrosin (do finalni koncentrace 20 uM). Roztok byl
sonikovan v ultrazvukovém sonikéatoru po dobu jedné minuty. Nésledné byla pfidana TFA (do
finalni koncentrace 115 uM) a vznikla smés byla centrifugovana pti 13000 RPM (18500 g) po
dobu 20 minut bez brzdéni.

3.4 Priprava nanocastic stfibra a oxidu titanicitého

Rozmichanim prasku TiO2 o deklarované velikosti <25 nm ve vodé byl pfipraven jeho vodny
roztok (31,3 mM). Do Sesti kadinek bylo napipetovano po 0,1 ml. Nasledné byl do kéadinek
pridan citrat sodny a voda dle tabulky.

vzorek POmeér Mnozstvi citratu | Koncentrace H.O
TiO,:citrat citratu

é. 1 1:0 Oul 10 mM 900 ul

é.2 1:0,12 37,6 ul 10 mM 862 ul

14




Vzorek Pomér Mnozstvi citratu | Koncentrace H20
TiOz:citrat citratu

¢.3 1:0,24 75,1 ul 10 mM 825 ul

¢. 4 1:0,63 19,7 ul 100 mM 880 ul

¢.5 1:0,73 22,9 ul 100 mM 877 ul

¢.6 1:3 93,9 ul 100 mM 806 ul

Tabulka 3: Pfidavek citratu sodného a H,O

Ptipravené vzorky byly dale upraveny dvéma zplsoby, a sice ultrazvukovym sonikatorem a
dispergatorem. Vzorky byly vlozeny do chladicich blokii a ponechany nékolik minut
zchladnout. Dale byl do vzorkti na 180 sekund vlozen ultrazvukovy sonikator a vzorky byly
zpracovavany pii poméru pulsu a pauzy 2:2 a amplitudé 40 % ptimo v chladicich blocich.
Nasledné byly vzorky zahtaté pii sonikaci opét ponechany vychladnout. Nakonec byla
reakéni smés vlozena do UV osvitové jednotky, jejiz svit byl ¢o¢kou zaostien na smés, jez
byla dvakrat deset minut osvétlovana pii vykonu 50 %.

3.5 Priprava nanocastic oxidi Zeleza se stfibrem

FeSO4 - 7H20 (0,695 g; 4,575 mmol) byl rozpustén v H2O (5 ml) a za stalého michani
smichan s FeClz - 6H20 (1,185 g; 4,386 mmol) rozpusténym v H>O (8,75 ml). Dale byl
pfidan roztok NaOH (15 ml; 1,5 M). Disperze byla michana po dobu 15 minut. Smési byly
ponechany sedimentovat, vétSina supernatantu byla odebrana a nahrazena stejnym mnozstvim
vody. Takto byly pfipraveny Ctyfi kadinky. Do kazdé kadinky byl nésledné ptidan roztok
hydroxylamin hydrochlorid (HA-HCI) (0,62 M), poptipadé i voda, podle tabulky 3.

vzorek pomér Ag:Fe HA-HCI H20
¢. 1 0,38:1 54 ml 15,6 ml
¢.2 0,77:1 10,7 ml 10,3 ml
¢.3 1:1 14 mi 7ml
¢. 4 1,54:1 21 mi 0ml

Tabulka 4: Ptidavek HA-HCl a H,O

Nasledné byl pfidan roztok NaOH (10 ml; 1,5 M). Z pripravenych kadinek bylo vzdy
odebrano po 10 ml smési do vialek o objemu 50 ml. Vialky byly néasledn¢ ponotfeny do
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ultrazvukové 1azné. Po tfech minutach byl pfimo v lazni pfidan do vialek jisty objem AgNO3
(88 mM) podle tabulky 3. Smés byla nechana v ultrazvukové lazni dal$i tfi minuty. Nakonec
byla do vialek pfidana deionizovana voda tak, aby se sjednotil objem, a tim i1 koncentrace
Castic zeleza, podle tabulky 3.
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4 \YSLEDKY A DISKUZE

Tato ¢ast prace vyhodnocuje proces ptipravy a definuje nejefektivnéjsi postupy. Déle zkouma
a analyzuje vysledky méteni provedeného na ptipravenych vzorcich.

4.1 Afinita oxidu titanicitého k fosfotyrosinu

Supernatant byl zkouman na fluorimetru. Latka byla osvicena UV svétlem (276 nm) a
sledovana emise v rozmezi 290-350 nm. V piipad¢ afinity nanoc¢astic k fosfatové skupiné by
m¢l analyt pfi centrifugovani klesnout spole¢né s nanoc¢asticemi na dno v podobé sedimentu.
Pro ptesnost byl na fluorimetru méfen také tyrosin, fosfotyrosin, TFA a voda samostatné, aby
se vyloucil jejich vliv na sedimentaci analytu nebo pfesnost méteni.

2500
2000
1500

1000

Intenzita (a. u.)

500

ﬁ

280 290 300 310 320 330 340 350
VInova délka (nm)
—TiO0: pied centrifugaci, pH 5 TiO2 a P-Tyr po centrifugaci, pH 5
H20 _Hzo, pH 5
P-Tyr pied centrifugaci, pH 5
Obrazek 2: Graf ubytku fosfotyrosinu

0

Jak je patrné z obrdzku 2, po centrifugaci doSlo k vyraznému ubytku fosfotyrosinu v
supernatantu.
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Obrazek 3: Graf Gbytky tyrosinu

Dle obrazku 3 koncentrace nefosforylovaného tyrosinu klesla podstatné mén€ nez
koncentrace fosfotyrosinu (obrdzek 2). D4 se tedy ptedpokladat, ze existuje afinita mezi
nanocasticemi oxidu titani¢itého a fosfotyrosinem.

Bohuzel ale selhaly vSechny snahy tymu o zabranéni rychlé agregace nanocastic, coz znacné
komplikuje pouzivani suspenze, ale hlavné zapfiCinuje obalovani velkych agregati TiO>
sttibrem pi1 snahach o vytvofeni bimetalickych nanocastic. Od TiO2 bylo upusSténo a

pokracovalo se s oxidy Zeleza.

4.2 Nanodastice Zeleza se stiribrem

Vzniklé nanocéstice byly nafoceny metodou SEM (obrazek 4). Ze ziskanych snimki je
patrné, Ze doSlo ke shlukovani Zeleza do velkych agregati, na jejichz povrchu jsou
adsorbovany podstatné mensi Castice stiibra, o cemz svédci 1 provedend prvkova analyza
(obrazek 5). Jelikoz bimatalické ¢astice nedosahovaly pozadované malych velikosti, nemély
pravidelny tvar a rychle sedimentovaly, nemohly byt méfeny na zetasizeru. Pfipravené ¢astice
byly vétsi nez v fadech nanometri.
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SEM HV: 20.0 kV l Det: SE, RBSE : LYRA3 TESCAN
View field: 3.56 ym Print MAG: 50.0 kx
WD: 9.1 mm Date(midly): 01/04/23 IPM AS CR, Brno

. e

a | ¢
SEM HV: 20.0 kV Det: SE, RBSE | LYRAS3 TESCAN
View field: 3.56 ym Print MAG: 50.0 kx
WD: 9.1 mm Date(midly): 01/04/23 IPM AS CR, Brno

SEM HV: 20.0 kV Det: SE, RBSE 7 | LYRA3 TESCAN
View field: 3.56 ym Print MAG: 50.0 kx
WD: 9.09 mm Date(mi/dly): 01/04/23 IPM AS CR, Brno

Obrazek 4: SEM snimky Ag@TiO> (méfeny na ¢istém kfemiku, pfilepeném oboustrannou uhlikovou péaskou na
ter¢ik; hodnoty oznacuji hmotnostni pomér Ag:Fe, zvySeny kontrast; A Ag:Fe = 0,77:1; B Ag:Fe = 1:1; C
Ag:Fe =154) =1
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Electron Image 2

Na Kal,2 O Kal

Map Data 3

o " m

Obrazek 5: SEM snimky Ag@TiO; pro prvkovou analyzu

Dale bylo provadéno méfeni na Ramanové spektrometru pii vinové délce laseru 632,8 nm,

vykonu 30 mW, s objektivem 10x a difrakéni mfizkou 1200 I/mm. Expozi¢ni ¢as byl nastaven
na 3 sekundy a 5 akumulaci. Méfeni kazdého vzorku bylo provadéno ze Sesti 1,5 ul kapek ¢i
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malého krystalku a spektra pak byla zprimérovana. Smeési suspenzi a riboflavinu byly
pfipraveny v objemovém pomeéru 1:1.

Pas 1350 cm™, nejvyrazngjsi signal Ramanova rozptylu riboflavin fosfatu (obriazek 6), se
neobjevil v zadné métfené koncentraci piipravené koncentracni fady 0-50 ug/ml (obrazek 7).
Nebyl pozorovan ani trend, ze by se néjaky pas meénil se zvysujici koncentraci B2P. VSechna
spektra vypadaji jako vzorkovy blank, pasy tedy nalezi latkam obsaZzenym v suspenzi, nikoli
riboflavinu.
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B2P cCisty prasek
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Obrazek 6: Spektrum Ramanova posunu praskového B2P

Ag:Fe~0,77:1, rizné koncentrace B2P

20500

19500 |

Intenzita (a.u.)

100 350 600 850 1100 1350 1600 1850 2100 2350

Raman(v posun (cm™)

——B2P Oug/ml + Ag:Fe~0,77:1 B2P 5ug/ml + Ag:Fe~0,77:1
——B2P 25ug/ml + Ag:Fe~0,77:1 ——B2P 50ug/ml + Ag:Fe~0,77:1

Obrazek 7: Spektrum Ramanova posunu B2P s Ag:Fe =~ 0,77:1

Jiné poméry Ag:Fe maji velmi podobnd spektra (obrazek 8). Vyjimkou je suspenze 1:1, kterd
slaby pas 1350 cm™ poskytuje. Je mozné, ze jde o jeji dostateéné velkou plochu stiibra.
Castice stfibra jsou stdle malé, ale podetn&jsi nez u nizsich pomérii. Nejvyssi pomér Ag:Fe,
1,54:1, zesiluje Ramaniv signal nejméné, pravdépodobné je to zplsobeno piilis velkymi
Casticemi stifbra. Castice musi byt dostate¢né malé, aby Ramaniiv signél zesilovaly. [15]
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Pro srovnani byl B2P zméten i s Cisté stiibrnymi nanocasticemi (pfipravenymi dle Leopold,
Lendl [16]). Je patrné, Ze zesileni signdlu je mnohem vétsi nez u kterékoliv pfipravené
bimetalické suspenze.

Koncentrace B2P = 50 ug/ml, rGzné castice

23000
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21000
L gt
20000
E]
S 19000
s
s
3 18000
=
17000
16000
15000
14000
100 350 600 850 1100 1350 1600 1850 2100 2350
Ramandv posun (cm?)
——B2P 50ug/ml + Ag:Fe~0,77:1 ——B2P 50ug/ml + Ag:Fe~1,54:1 ——B2P 50ug/ml + Ag:Fe~1:1
B2P 50ug/ml + Ag:Fe~0,38:1 ——B2P 50ug/ml + Ag nanoééstice

Obrazek 8: Ramaniv posun B2P (50 ug/ml) s Ag:Fe o riznych pomérech

Do budoucnosti je planovano zmensSit velikost ¢astic, nebot’ mensi Castice lépe zesiluji
Ramantiv rozptyl, maji vétsi plochu a préace s koloidni disperzi je jednodussi neZ se suspenzi,
ktera trpi rychlou sedimentaci. ZmenSeni aZ na Uroven nanocastic by umoznilo pouziti
koloidu v kapilérach, které se pouzivaji v mnoha chemickych analyzéach.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo pfipravit bimetalické nanocastice, které by zesilovaly Ramantv rozptyl
pti detekci fosforylovanych proteinli. Byly pfipraveny nanocéstice titanu se stiibrem o
ruznych pomérech. Tyto nanocastice vSak nebyly dostatecné malé, nemély pozadovany tvar a
nevykazovaly dostatecnou afinitu k fosforylovanym latkam, proto bylo od jejich zkoumani
upusténo. Dale byly pfipraveny nanocastice oxidii Zeleza se stfibrem o Ctyfech rtznych
pomeérech zastoupeni slozek. Vysledky méteni vSak ukazaly, Ze vliv zkoumanych nanocéstic
na Ramaniv rozptyl byl nepatrny a téméf se ztratil v Sumu. V budoucnosti bude snaha
zmens$it velikost ¢astic, kterd predstavuje nejpravdépodobnéjsi pfi¢inu nezdaru. Neuspéch
prace by nemél odrazovat od dal$iho badani v této oblasti, nebot’ v¢éasnd, ptesna a pro vSechny
dostupna diagndza je urcite jeden ze zakladnich pfedpokladl pro vSeobecné blaho.
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8 PRILOHA 1: SNIMKY ZE SKENOVACI ELEKTRONOVE
MIKROSKOPIE

v
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SEM MAG: 59.9 kx iDate(mldIy): 10/20/22 Performance in nanospace
Snimek SEM Ag@Fe, Ag:Fe = 0,77:1
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SEM HV: 20.0 kV Det: SE, RBSE LYRA3 TESCAN
View field: 3.56 um Print MAG: 50.0 kx
WD: 9.09 mm Date(m/dly): 01/04/23 IPM AS CR, Brno

Snimek SEM Ag@Fe, Ag:Fe = 1,54:1
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