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Nanocastice

Nanocastice

Biokonjugaty nanocastic

Vybrané typy a aplikace nanocastic
Kvantove teCky
Raciometrické nanosenzory
Anti-Stokesova luminescence

Kovové nanocastice

Magnetické nanocastice



Definice nanocastice

Nano je v soustave Sl pfedpona oznacCujici nasobky 10-°. Je odvozena
Z feckeho vavog - trpasilik.

Nanocastice jsou Castice s velikosti 1 az 100 nm.

Jedna se tedy o struktury vétsi nez malé molekuly, ale polymery
(proteiny, DNA, dendrimery) a kovové klastry se mezi nanocastice
neradi, i kdyz rozmérove zapadaji. Naproti tomu polymerni nanocastice
a kovalentni nanokrystaly (diamant, kiemik) se za nanocCastice bézné
povazuji. Také napriklad liposomy a polymersomy se obvykle
neoznacuji jako nanocCastice, spiSe se pouziva oznaceni
,2hanovesicles".

Nékdy se pouziva alternativni definice, ktera rika, ze nanocCastice je
objekt, jehoz alespon jeden rozmeér je v rozmezi 1 az 1000 nm. Je vSak
asi vhodngjsi takové struktury oznacCovat jako nanovlakna a nanoplaty

Rozsah velikosti 1-100 nm se prekryva s rozmery koloidnich Castic od
1 do 1000 nm (mesoscale). Casto se tedy mezi nanocCasticemi a
koloidnimi Casticemi nerozliSuje.



Nanocastice-historie

Prvni cilene vyrabené nanocastice jsou z 5. az 4. stoleti pred nasim
letopoctem-barveni sklenénych a keramickych pfedmétu casticemi
uSlechtilych kovu; Lykurgovy pohary

V pozdéjsi dobé prvni bioaplikace(?) zlatych nanocastic; IéCba
nejruznéjSich nemoci
Barveni hedvabi

1818 Jeremias Benjamin Richters, 1847 Michael Faraday

PocCatek 20. stoleti prvni pfimé pozorovani nanocastic (Richard Adolf
Zsigmondy, ultramikroskop, 10 nm zlaté nanocastice)

1931 Ernst Ruska transmisni elektronovy mikroskop

Stale rostouci zajem az do soucCasnosti



Typy syntez

Top down
mleti (oxidy kovu), exploze, elektrochemicky rozpad elektrod (Si, Au)
vetsinou se pfipravi malo definované nanocastice

Bottom up

Chemickou preménou prekurzoru vznikaji stavebni komponenty nanocastic

Dale Ize rozdelit na syntézy v plynné a kapalné fazi

Nanocastice
O O
00 O
OO0 O
Top down Bottom up

Syntéza v plynné nebo v kapalné fazi



Trubicovy reaktor

Trubicovy reaktor s Dalsi moznosti pripravy
vyhrivanymi stenami nanocastic je vytvorenim
kapalného roztoku, jeho

Energie dodavana stenami rozptyleni do podoby aerosolu,

reaktoru nasledné odpareni a chemické
Dobra regulace reakénich reakce
podminek

Reakce probihaji v omezeném

MozZné produkovat velké prostoru, tj. definovanéji

mnozstvi riznych materialu Kovy, oxidy, soli, polymerni

Produkce nanocastic kovd, nanocastice
oxidu kovu, sulfidu...
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Plamenovy reaktor

Syntéza probiha za souCasného spalovani paliva v plameni pfi
vysokych teplotach (1000-2400°C)

Nasledkem vysoké teploty dochazi k chemickym preméenam
prekurzort nanocastic dodavanych v plynné fazi nebo jako aerosol

Metoda je vhodna pro produkci velkych objemu nanocastic (SiO.,,
TiO,, Al,O,, soly kovu, kovy)

Cely proces je obtizné regulovat -~ Nanodgastice

" Palivo
-+ prekurzory

Strobel, R., Pratsinis, S.E. Flame aerosol synthesis of smart nanostructured materials
(2007) Journal of Materials Chemistry, 17 (45), pp. 4743-4756



Priprava v kapalinée

Velké mnozstvi nanocCastic je mozné pripravit v kapalné fazi.

Priprava je zalozena na vzniku pevnych castic z kapalnych nebo
rozpusténych prekurzoru

A+B — C(s)

Produkt C je obvykle nerozpustna latka, ktera rychle vytvari nukleacCni
centra, ktera jsou nasledne zvétsuji za vzniku nanocastic

Proti predchozim metodam ma priprava nanocastic v kapaliné nekolik
vyhod

Dobre kontrolovatelné parametry syntézy (tlak, koncentrace, teplota)

Dlouhodobé vyvijena, existuje velké mnozZstvi protokoll

Aparatura pro syntézy je nenarocna

Lze pfipravit vysoce monodisperzni nanocCastice
Nevyhodou je vSak:
spiSe empiricky postup pfi vyvoji novych protokol

proces pfipravy ma obvykle mnoho krokl (pfiprava smési, reakce, promyvani,
vysouseni, purifikace)



Priprava v kapaline-LaMer

LaMerova teorie: Predpoklada, ze pri vzniku nanocastic nejdrive
chemickou reakci prekurzort dochazi k vytvoreni vysoké
koncentrace stavebnich komponent nanocastice (pfesyceny
roztok). Nasledne dojde k vytvoreni nukleacCnich jader, ktera rostou
az do konecCné podoby nanocastice. Pri tom postupné dochazi ke
spotfebé prekurzorl a zastaveni rustu.

Koncentrace stavebnich komponent




Priprava v kapaline-priklady

Priprava zlatych nanocastic

Redukce
HAu”'CI4 > Au°

Priprava silikatovych nanocCastic

Si(OCzH5)4 Hydrolyza> Si(OH), Kondenzace> (HO).Si-O-Si(OH),

Priprava chalkogenidovych nanokrystalu

Cd? + Te?* Precipitace> CdTe

NaOH?" + NHaF> + YCI3 + ErCl3 + YbCls _PreclPtace. 405 0vany NaYFs

Priprava nanokrystalu Fe30O4

Pyrolyza
—

Fe(olejat)s3 Fe304



Povrch nanocastic

NanocCastice se obvykle nevyskytuji izolované (ve vakuu). NejCastéji
uvazujeme disperze nanocastic, tj. nanocCastice rozptylené v jiné latce:

plyn

kapalina

pevna faze

Pro bioaplikace jsou obvykle pouzivany nanocastice dispergované ve
vodnych roztocich.

Nanocastice interaguji se sebou navzajem, s okolni kapalinou i jinymi
komponentami v prostredi (bunécCna sténa, proteiny, jiné nanocastice,
imunitni systém...). Tyto interakce jsou nékdy zadouci a nékdy nezadouci.
Ugastni se jich povrch nano&astic -> velka dilezitost povrchové chemie
pro bioaplikace nanocastic.

e

“Interakce nanogastic Modifikace povrchu Proteinova korona




Nanocastice v kapaline

Povrch nanocastic, které maji byt vyuzivany pro ,bioaplikace®, je
obvykle tvoreny vrstvou, ktera se sklada ze tri Casti. Jednotlive Casti
maji nasledujici funkce:

Chemicka stabilizace povrchu

Stabilizace disperze nanocastic (tj. omezeni nechténych interakci)

Zavedeni reaktivnich skupin pro dalSi specifické modifikace (syntéza
biokonjugatu)




Priklady povrchu nanocastic

b

Kovalentni nanocastice

nanokrystal diamantu:
krystalova mrizka
tetraedrd uhliku pfechazi
na povrchu ve vrstvu
zbytkU organickych
molekul

Mochalin, V.N., Shenderova, O., Ho, D., Gogotsi, Y.
The properties and applications of nanodiamonds
(2012) Nature Nanotechnology, 7 (1), pp. 11-23.



Stabilita disperze nanocastic

Nanocastice v kapalném prostredi neustale interaguji s molekulami
kapaliny, se sebou navzajem, s pevnymi Casticemi v prostredi, se
sténami nadoby...

Interakce Ize rozdelit do nekolika skupin

Van der Waalsovy interakce
Elektrostatické interakce
Solvatacni (hydratacni) interakce
Hydrofobni interakce

Sterické interakce

Tyto interakce jsou jak pritazlivée, tak odpudivé. Jestlize mezi
casticemi prevladnou pritazlivé interakce, dojde Kk vytvoreni
agregatu nanocastic. Podobné muZze dojit k adsorpci nanocastic na
rizné povrchy, membrany...

Interakce nanocastic s prostfedim lze ridit upravou povrchovych
vlastnosti nanocastic.



Biokonjugaty nanocastic

NPs jsou ,rozmerove kompatibilni® s biomolekulami, coz umoznuje
vytvaret nanostruktury nesouci biologickou funkci biomolekuly (napf.
specificka interakce protilatek, rozeznavani specifické sekvence NA) a
zajimaveé vlastnosti nanocastic usnadnujicich jejich detekci (napr.
luminiscence). Takové struktury nazyvané biokonjugaty nanocastic
(nanobiokonjugaty) a jejich uplatnéni v biologii, mediciné i analytické
chemii je Siroke.

v
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Interakce

Specifické
<a» Nespecifické biomolekuly
< Nespecifické nanocastice

15nmI




Pripojeni biomolekul

Nanocastice Biomolekula
Karboxyl -COOH Karboxyl -COOH
Amin -NH, Amin -NH,
Thiol -SH Thiol -SH
Aldehyd -CH=0 Sacharidy
Epoxy skupina Nukleové kyseliny
Maleimidova skupina Avidin
Sacharidy Zavadeéni dalsich skupin, bioorthogonalni
Biotin skupiny, click chemistry
DNA

Bioorthogonalni skupiny, click chemistry

~
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Spojeni pfimo Spojeni pomoci linkeru



Azid-alkyn [3 + 2] cycloadice

Nejznamejsi ,click® reakce

Alkyn Azid i 1,2,3-triazol

N i " N N”
¥ = = P P

Hlavni nevyhodou této reakce je potfeba katalyzy Cu* ionty (cytotoxicke,
modifikace biomolekul, copper(l)-catalyzed azide-alkyne [3 + 2]
cycloaddition).

Tyto problémy reSi ,strain promoted” cykloadice mezi alkiny v energeticky
nevyhodné konformaci a azidy; neni potreba katalyza Cu+* ionty, Ize pouzit
| pro konjugace in vitro, in vivo.
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Typy nanocastic

Material
Struktura

Tvar

ViIastnosti
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Typy nanocastic: viastnosti

Luminiscence, interakce s elektromagnetickym zarenim
Katalyza

Specifické interakce s prostfedim (nanosenzory)
Magnetickeé vlastnosti

,rransportni” vlastnosti (malé molekuly, nukleové kyseliny)
Schopnost samosestaveni

Jiné (schopnost rozpadnout se, schopnost pohybovat se —
nanomotory, nanoroboti)



Polovodicove nanokrystaly

Obvykle oznaCovany jako kvantové tecky (quantum dots, QDs)
Velmi malé nanokrystaly 2-20 nm, velikost podobna proteiniim
Material obvykle CdTe, CdSe, PbS, InP, Si a jiné

Casto jako vrstevnaté struktury ,core/shell“ napiiklad CdSe/ZnS,
InP/ZnS...

Vyznacuji se zajimavymi optickymi vlastnostmi
Uzké emisni piky
Siroké absorp&ni pasy v kratkovinné oblasti spektra

Je mozné dosahnou az 100% kvantovych vytézku

Vysoka odolnost proti degradaci zarenim (podle prostfedi a povrchové
modifikace)

Emisni i absorpCni spektra jsou zavisla nejen na materialu polovodicCe, ale i na
velikosti kvantové teCky



Kvantove tecky
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Na rozdil od organickych fluorofor( roste absorpéni koeficient QDs s klesajici
vinovou délkou. Proto je mozné tyto nanocCastice excitovat jednou vinovou
délkou v UV oblasti. Pfi vice kanalovych zobrazovanich proto neni nutné
pouzivat zdroj s vice vinovymi délkami, coz sniZzuje narocnost experimentalni
aparatury




Polovodicove nanokrystaly
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Algar WR, Susumu K, Delehanty B, Medintz IL Semiconductor quantum dots in bioanalysis: Crossing the valley of death
(2011) Analytical Chemistry 83 (23) 8826-8837




Polovodicove nanokrystaly

Vedle CdSe nanokrystalt jsou CdTe QDs nejvice pouzivané pro
biologické aplikace; CdTe nanokrystaly lze snadno pfipravovat ve
vodném prostredi

Vlastnosti CdTe

Emisni maxima v zavislosti na velikosti od asi 500 nm do 800 nm (velikost
nanokrystald 2 az 20 nm)

Kvantové vytézky kolem 50%, po biokonjugaci nizsi, kolem 20%
Klasické materialy jsou toxicke (CdTe, CdSe, HgTe, PbS...); zaCinaji
se pouzivat jiné materialy

Si

ZnS dopované manganem

InP, InP/ZnS

Ag,S, Ag,Se



Uhlikové nanocastice

Oznacované jako C-dots (nékdy se jako C-dots oznaduji i dopované silikatové nanocasice)

Vznikaji mnoha zpuUsoby pfi rozkladu organickych molekul, poprvé byly izolovany
ze sazi vznikajicich pri vyrobé uhlikovych nanotrubiCek, lze izolovat i ze sazi
parafinovych sviCek

Emisni spektra zavisla na velikosti nanocCastic a na vinové délce excitujiciho zareni,
emituji ve viditeIné oblasti, kvantové vytézky vétSinou do 10% (u nékterych syntéz
az 50%)

Uhlik netoxicky, povrch pokryty -COOH skupinami (vhodné pro biokonjugace)

b
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Normalized Intensity

C-dots excitovane pfi riznych vinovych délkach (nahote fotografiel roztokd, vpravo emisni spektra) |

Sun Y-P, Zhou B, Lin Y, Wang W, Fernando KAS, Pathak P, Meziani MJ, Harruff BA, Wang X,
Wang H, Luo PG, Yang H, Kose ME, Chen B, Veca LM, Xie S-Y Quantum-sized carbon dots for

bright and colorful photoluminescence (2006)
Journal of the American Chemical Society 128 (24) 7756-7757 o i o oo Lt i

Wavelength (nm)



Vyuziti polovodicovych nanokrystalu

Multiplexed fluoroimmunoassays

Protilatky s riznou specifitou jsou oznaceny QDs, které se liSi polohou
emisniho maxima. Lze detekovat nékolik analytu.

Proveditelné na mikrotitracnich destickach
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Goldman ER,Clapp AR, Anderson GP, Uyeda HT, Mauro JM, Medintz IL, 450 500 550 600 650
Mattoussi H Multiplexed Toxin Analysis Using Four Colors of Quantum wavelenath (nm)

Dot Fluororeagents (2004) Analytical Chemistry 76, 684-688



Vyuziti polovodicovych nanokrystalu

Micropartile barcoding Slouzi k detekci mnoha rdznych biomolekul ve
slozitych smésich. Ruzné mikrocCastice jsou kédovany smési QDs, které emitu;ji pfi
riznych vinovych délkach; spektra riznych €astic se liSi a je mozné je rozliSovat v
zarizeni, které je podobné pratoénym cytometrim. Je mozné detekovat desitky az
stovky analytt v jednom vzorku. Pro detekci je mozné vyuzit napriklad interakce
protilatka-antigen a parovani bazi nukleovych kyselin.

Po ystyrenove mikrocastice fluorescencné
kédované riznymi poméry kvantovych tecek lisicich
se emisnimi spektry (velikost nanokrystall)

Vlevo: Mikroskopické fotografie mikroCastic

Dole: Spektra kddovanych mikrocastic
Fournier-Bidoz S, Jennings TL, Klostranec JM, Winnie Fung,
Rhee A, Li D, Chan WCW

Facile and Rapid One-Step Mass Preparation of Quantum-
Dot Barcodes

(2008) Angew Chem Int Ed 47, 5577-5581

.................................................

.........................



Vyuziti polovodicovych nanokrystalu

Excitujici zareni

'

PN

Spektra fluorescencné kédovanych mikrocastic

By Ky B
VY

Kompetitivni stanoveni; fluorescenéni kod Castice urCuje jeji specifitu (prfitomnost urcitého
antigenu nebo sekvence DNA). Samotna vazba odpovidajici protilatky nebo komplementarni
DNA je detekovana fluorescenéni znaCkou, ktera je pro vSechny analyty spolecna.



Polymerni fluoreskujici nanocastice

Jedna nanocastice pojme tisice molekul fluoroforu — vysoka
jasnost (brightness)

Velikost nékolik nm az stovky nm
Organické polymery, silikatové Castice

Vytvari se polymeraci smési monomertu a monomeru
modifikovanych fluorofory

Casto slouZi jako nanochemosenzory

Silikatové nanocastice dopované raznymi fluorofory
Wang L, Tan W Multicolor FRET silica nanoparticles by single
wavelength excitation (2006) Nano Letters 6 (1) 84-88



Fluorescencni nanosensory

V posledni dobé se zacCinaji vyvijeji nanocastice, které pozorovatelné
meni své vlastnosti na zaklade zmén chemického slozeni okolniho
prostredi — nanochemosenzory — Lab on particle.

Pomoci téchto nanosenzoru je mozné ,pozorovat” chemické slozeni
vzorku v mikrometrovém rozliSeni v okoli jednotlivych nanocastic (s
vyuzitim mikroskopie).

Asi nejznamnéjSim typem nanochemosensoru jsou polymerni
nanocCastice dopované fluorofory, jejichz emisni spektrum specificky
reaguje na pritomnost analytu v prostfedi. Kromé specifickeho
fluoroforu jsou tyto nanosensory doplnény i tzv. referenCnim
fluoroforem, jehoz emisni spektrum je nezavislé na zménach prostredi.
Pritomnost a koncentraci analytu Ize urCit z poméru intenzit téchto
fluorofort — raciometrické nanosensory

V soucasné dobé byly pfipraveny raciometrické nanosenzory pro ruzné
analyty, napfiklad H+, O2, CO9o, H2O5, Zn2+, Ca2+ a jiné.

Je mozné vytvaret I nanosenzory, které pro detekci vyuzivaji
biomolekuly — nanobiosenzory



Fluorescencni nanosensory
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Vpravo dole: Nanosensory pouzity pro zobrazeni zmén pH v
agarosovém gelu, na kterém rostou bakterie.

Wang XD, Meier RJ, Wolfbeis OS

Fluorescent pH-sensitive nanoparticles in an agarose matrix for imaging of real color

bacterial growth and metabolism
(2013) Angewandte Chemie - International Edition, 52 (1) 406-409
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Fluorescencni nanosensory

(wdd) ["0]

Zobrazeni koncentraci intracelularniho kysliku pomoci raciometrického nanosenzoru

Wang XD, Gorris HH, Stolwijk JA, Meier RJ, Groegel DBM, Wegener J, Wolfbeis OS
Self-referenced RGB colour imaging of intracellular oxygen
(2011) Chemical Science 2 (5) 901-906



Anti-Stokesova luminescence

Organické fluorofory mohou byt excitovany kratkovinnym zarenim,
absorbovana energie je Castecne disipovana nezarivymi prechody a
pripadné emitovana jako zareni s delSi vinovou delkou. Pri téchto
prechodech je intenzita emitovaneého zareni primo umeérna intenzite
excitaCniho zareni. Existuje vSak nékolik procesu, které umoziuji
prevest dlouhovinné zareni na kratkovinné. Energie nékolika
absorbovanych fotonu je ,seCtena“ a emitovana ve formé fotonu s
vysSi energii. Tyto procesy se oznacuji jako nelinearni, protoze
iIntenzita emitovaného zareni je umerna vyssim mocninam intenzity
excitaéniho zareni. A

Multi-photon luminescence
Second harmonic generation

,2Jpconvertion®

Intensita luminiscence

ViInova délka (nm)



Two and multi-photon luminescence

Predpovézena 1930., prokazana 1961; kratce po objeveni LASERu

Dochazi k soucasné interakci nékolika fotonu s jednou molekulou,
nutna vysoka intezita zareni, vetsi rozvoj s objevem
femtosekundovych LASERuU (1990.)

Vicefotonovou luminiscenci vykazuji organické molekuly i nekteré
nanokrystaly

Vyuziti: Two-photon fluorescence confocal microscopy; mensi
excitovany objem, mensi rozptyl zareni, zareni pronika do vetsi
hloubky vzorku, lepSi rozliSeni (podobné u jinych materialt s anti-
stokesovou emisi)



Second harmonic generation

Dochazi ke zvySeni energie fotonu, které prochazi krystalickym
materialem s urcitymi vlastnostmi. Vystupni zareni ma
dvojnasobnou frekvenci nez zareni vstupuijici.

Poprvé objeven v roce 1961, umozneno s objevenim LASERu;
Intenzita emitovaného zareni je opét umerna druhé mocnine
excitovaného zareni.

Nanokrystaly KNbO3, LiINbO3, BaTiO3, ZnO

Biologické vyuziti ve fluorescencni mikroskopii
Nedochazi k degradaci zarenim, vhodné pro dlouhodobé experimenty
Volné ménitelna excitacni/emisni vinova délka
Velmi uzké emisni piky

Emitovane zareni je koherentni



Second harmonic generation
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Nahofre: Excitacni (A, B, C, D) a emisni
spektra (A", B, C’, D) KNbO3 nanocastic a
organickeého fluoroforu FM 1-43 (absorpéni
spektrum Carkované, emisni spektrum plna
¢ara)

Uprostred: bunécna membrana oznacena
fluoroforem FM 1-43 a nanocCastice KNbO3

excitované pfi riznych vinovych délkach
Dole: Srovnani poklesu fluorescence
(degradace) fluoroforu FM 1-43 a second
harmonic generation nanocCastic KNbO3

Staedler D, Magouroux T, Hadji R, Joulaud C,
Extermann J, Schwung S, Passemard S,
Kasparian C, Clarke G, Gerrmann M, Dantec RL,
Mugnier Y, Rytz D, Ciepielewski D, Galez C,
Gerber-Lemaire S, Juillerat-Jeanneret L, Bonacina
L, Wolf JP

Harmonic nanocrystals for biolabeling: A survey of
optical properties and biocompatibility (2012) ACS
Nano 6 (3) 2542-2549



Upconverting NPs

Postupna absorpce nékolika fotonu; intenzita emitovaného zafeni je umérna vysSSim
mocninam excitacniho zareni, ale neni potfreba tak vysoka intenzita jako u vicefotonové
luminiscence a second harmonic generation. K vytvoreni viditelné emise postaCuje excitace
béznymi polovodiCovymi LASERYy.

,2Jpkonverze” byla pozorovana v materialech dopovanych nékterymi d prvky (napfr. Ti, Ni, Mo,
Os) a aktinoidy

Vysokou ,upconverzi® vykazuji nanocCastice ruznych materiald dopovanych ionty kovu
vzacnych zemin, asi nejpouzivanéjSi je Kkrystalicka matrice NaYF, dopovana ruznymi
lanthanoidy, napf. Yb3* a Er3* nebo Yb3 a Tms3*; V soucCasnosti se hledaji zpusoby, jak
dosahnout syntézy uniformnich, malych nanokrystalu (nékolik nm) s dostatecné dobrymi
luminiscencnimi viastnostmi a reaktivnimi skupinami vhodnymi pro biokonjugace

& 980nm * =
< 800}
o
2
I3 600 |
_ 2 £
o = KILF E e
. . c
emit excl 3
ﬂ © 200}
=
] M
3 U | - /L
400 500 600 700
Wavelength (nm)
UV/VIS Upconverting spektrum 12 nm NaYF4 NPs dopovanych

Yb3+, Er3+ a Gd3+, excitace NIR laser 980 nm



Mechanismus ,,upconverze”

ESA (excited-state absorption); lonty se
postupné excituji absorpci nékolika fotond,
po dosazeni urcité hladiny dojde k emisi

ETU (energy transfer upconversion); lonty
S vysSSim extinkCni koeficientem
(sensitizers) jsou excitovany absorpci

fotonu a energii pfenasi na sousedici ionty
(emitters)
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Energetické prechody v B-phase NaYF,

nanokrystalech, které jsou dopované Yb** (sensitizer;

obsah 20 %) a Er’* (emitters; 2 %) ionty Gargas DJ, Chan
EM, Ostrowski AD, Aloni S, Altoe MVP, Barnard ES, Sanii B, Urban JJ, Milliron
DJ, Cohen BE, Schuck PJ (2014) Nature Nanotechnology, DOI:
10.1038/NNANO.2014.29
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Vyuziti upconverting NPs LRET

red

green
980 nm 980 nm

green

green

red

. NaYF,:Yb,Er Y rabbit anti-goat IgG $ human IgG

nano gold Y goat anti-human 1gG

Princip stanoveni kozi protilatky se specifitou proti lidskym IgG. Upconverting nanoc€astice NaYF4:Yb, Er jsou
excitovany pfi 980 nm a emituji zafeni pfi 542 nm a 658 nm, energie zeleného zareni (542 nm) maze byt
pfenesena na zlaté Castice — pokles zelené emise v pfitomnosti kozi protilatky.

Wang M, Hou W, Mi C-C, Wang W-X, Xu Z-R, Teng H-H, Mao C-B, Xu S-K

Immunoassay of goat antihuman immunoglobulin G antibody based on luminescence resonance energy transfer between near-
infrared responsive NaYF4:Yb, Er upconversion fluorescent nanoparticles and gold nanoparticles

(2009) Analytical Chemistry 81 (21) 8783-8789



Vyuziti upconverting NPs LRET
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Vyuziti upconverting Nps LRET
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Zavislost emise pfi 542 nm na koncentraci kozi protilatky se specifitou proti lidskym 1gG

Wang M, Hou W, Mi C-C, Wang W-X, Xu Z-R, Teng H-H, Mao C-B, Xu S-K

Immunoassay of goat antihuman immunoglobulin G antibody based on luminescence resonance energy transfer between near-
infrared responsive NaYF4:Yb, Er upconversion fluorescent nanoparticles and gold nanoparticles

(2009) Analytical Chemistry 81 (21) 8783-8789



Vyuziti upconverting NPs
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Zmeény emisnich spekter upconverting NPs v zavislosti na teploté, teplotu Ize urcit s pfesnosti 0.5°C
Sedimeier A, Achatz DE, Fischer LH, Gorris HH, Wolfbeis OS

Photon upconverting nanoparticles for luminescent sensing of temperature

(2012) Nanoscale 4, 7090-7096



Kovoveé nanocastice

Interakci elektromagnetického zareni s kovy dochazi k rozkmitani
elektront. P¥i urdité frekvenci zareni dochazi k rezonanci s pfirozenou
frekvenci kmitani elektrontu v kovové cCastici; |ze pozorovat v absorpcnich
spektrech a spektrech rozptyleného zareni jako maxima absorbance nebo
intenzity rozptyleného zareni. U zlatych nanocCastic k této rezonanci
dochazi ve VIS/NIR oblasti. Zpusob kmitani a frekvence zalezi na
materialu, tvaru, seskupeni a velikosti kovovych nanocastic a indexu lomu
prostredi.
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Interakce s elektromagnetickym zarenim

Absorpce a rozptyl zareni A
— e
N
g
£
pe o x o
Bile svétlo (/) | Vinova délka (nm)
e
(O]
(&)
C
@®
o]
S
3
<
>

VInova délka (nm)
Absorbance/scattering cross-section
A=C..cs

A...absorbance; log_ (I /1), pfedpoklad vzorek jen absorbuje

l....draha svetla [m]

C..koncentrace jako pocet ¢astic na objem [m™]
cs...cross-section [m?]; odpovida pravdépodobnosti
absorpce/rozptyleni fotonu Castici, 1ze pfepoditat z
molarniho absorpéniho koeficientu vydélenim avogadrovou
konstantou



Interakce s elektromagnetickym zarenim

Zavislost na velikosti
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Jans, H., Huo, Q. Gold nanoparticle-enabled biological
b and chemical detection and analysis (2012) Chemical

Society Reviews, 41 (7), pp. 2849-2866

Mayer, K.M., Hafner, J.H. Localized surface plasmon
resonance sensors (2011) Chemical Reviews, 111 (6),
pp. 3828-3857
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Interakce s elektromagnetickym zarenim

Absorpcni spektra zavisi i na tvaru kovovych nanocastic, napr. u zlatych
nanotyCek se objevuje novy rezonancni pik v NIR oblasti. Pozici tohoto
piku Ize ménit v zavislosti na poméru délky/praméru nanotycky.

Optical Density
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Huang, X., EI-Sayed, I.H., Qian, W., EI-Sayed, M.A.
Cancer cell imaging and photothermal therapy in the near-infrared region by using gold nanorods
(2006) Journal of the American Chemical Society, 128 (6), pp. 2115-2120



Rozptyl zareni

MnozZstvi svétla rozptyleného jednou nanocastici o mnoho Fada pfevysSuje mnozstvi

svétla, které absorbuji/emituji molekuly organickych fluoroforu. Jednotlivé
nanocCastice lze pozorovat v dark-field mikroskopu, Ize méfit i spektra zareni

jednotlivych nanocastic.

Scattering cross-section 80 nm Ag NP.......... 30000 nm?
Absorption cross-section Fluorescein............ 0,012 nm?

Do objektivu Ag nanocastice v dark-field mikroskopu

Osvétleni vzorku,
bilé svétlo

McFarland, A.D., Van Duyne, R.P. Single silver nanoparticles as real-time optical sensors with zeptomole sensitivity (2003) Nano Letters, 3 (8), pp. 1057-1062



Vyuziti mereni rozptylu svetla

Rozptyl svétla na zlatych nanocasticich prevySuje rozptyl zareni zplsobeny biologickym
materialem. Kovové nanocastice v dark-field mikroskopii tak mohou fungovat jako nahrada
organickych fluorofort ve fluorescenéni mikroskopii. Vyhodou je neomezena doba

pozorovani v porovnani s organickymi fluorofory, které podléhaiji rychlému rozkladu.
HaCaT nonmalignant cells HSC malignant cells HOC malignant cells
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Huang, X,, EI-ayd, [.H., Qia, W., EI-Sayed, M.A. Cancer cell imaging and potohermal therapy in the near-infrared region by using gold
nanorods (2006) Journal of the American Chemical Society, 128 (6), pp. 2115-2120
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Rozptyl zareni
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Sledovani adsorpce 1-oktanthiolu na povrch stfibrné
nanocastice. Z roztoku 1 mM 1-oktanthiolu se postupné
adsorbovalo asi 60000 molekul.
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Rozptyl zareni

Priblizenim kovovych nanocastic dochazi k velkym zménam spekter rozptyleného zareni;

|ze vyuzit pro sledovani interakci jednotlivych biomolekul
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Al

Thiol linker

Sonnichsen, C., Reinhard, B.M., Liphardt, J., Alivisatos, A.P.
A molecular ruler based on plasmon coupling of single gold [Egl¥
and silver nanoparticles

(2005) Nature Biotechnology, 23 (6), pp. 741-745
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Magneticke nanocastice

Pdvodem magnetismu je Diamagnetické latky
magneticky moment elementarnich

v o C , latka snizuji intezitu magnetického pole
castic a elektricky proud, které . J

vytvaii magnetické pole silové Paramageneticke latky

pusobici na okolni Ta,gne’ﬁ'cfk? v molekulovych orbitalech neparove

momenty a pohybujici se Castice elektrony, orientuji se podle vnéjsiho

nesouci elektricky nabo;j. magnetického pole, magnetické pole
zesiluji

Magneticka sila
F=V(m.B)

F...magneticka sila

Ferromagneticke latky

vytvari trvalé domeény obsahujici
souhlasné orientované dipodlové
momenty, trvala magnetizace i bez
m...magneticky moment pritomnosti vnéjSiho magnetického pole

] .. 10nm 25 nm 50 nm 75 nm 100 nm
B...magneticka indukce

M ti
agnetizace SiEie o o
M =dm/dV Maximum diameter of

a monodomain particle

M...magnetizace 0 nm : : ; 120 nm
M M (]
. 140 hgﬂ o o
V...objem O B0 &
m...magneticky moment Limitni rozméry jednodoménovych nano&astic

Colombo, M., Carregal-Romero, S., Casula, M.F., Gutiérrez, L., Morales, M.P., B6hm, I.B.,
Heverhagen, J.T., Prosperi, D., Parak, W.J. Biological applications of magnetic nanoparticles
(2012) Chemical Society Reviews, 41 (11), pp. 4306-4334
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Magneticke nanocastice

Jako magnetické nanocastice jsou oznacovany nanocastice vyrabéné z
ferromagnetickych materialt (Fe,O,, y-Fe,O,, MnFe,O,, NiFe,O,, ZnFe,O,...)

VétSinou se vyrabi z raznych feritt (oxidy kovu, hlavné Fe,O,) pfipadné
kovu, nicméné kovové nanocastice jsou reaktivni a v normalnich
podminkach nestabilni.

Postupnym zmenSovanim rozméru Castic pripravenych z ferromagnetickych
nebo ferrimagnetickych materiall Ize pfipravit superparamagnetické
nanocastice, tj. nanocastice, které jsou tvoreny jednotlivymi magnetickymi
doménami. V nepritomnosti vnéjsSiho magnetického pole jsou tyto domeény
nahodné orientovany. V pritomnosti magnetickeho pole se magnetickée
dipoly orientuji podle smeru magnetického pole. Tyto nanocastice je mozné
snadno magnetizovat pusobenim magnetického pole.
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Magnetické momenty superparamagnetickych Castic
a) v pritomnosti magnetického pole b) bez pritomnosti magnetického pole



Aplikace

Magnetické znaceni biomolekul — vyuzitelné podobne jako luminiscencni
znacky, vyuZiteIné napr. pro imunochemicka stanoveni.

v u D Ll

jako je centrifugace a chromatografie. Modifikované magnetické castice
specificky vazou urcite biomolekuly, viry, bunky — separace pfilozenim
magnetu. Vyuzitelné pro stanoveni velmi nizkych koncentraci, pouzito pro

digitali ELISA
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David M Rissin, et al, (2010) Nature Biotechnology 28, 595-599



Aplikace

Digitalni ELISA — priklad jednomolekuloveé detekce s vyuzitim magnetickych
nanocastic. Jde o pocitani molekul?

4+ ® SiMoA Technology - 3.4
® Plate Reader
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David M Rissin, et al, (2010) Nature Biotechnology 28, 595-599



Dekuji za pozornost
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