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Seznam zKkratek

AuNP

AuNR

CMC

CPP

CT

CTAB

DMF

DNA

EGFR

EPR

EtOAc

EtOH

FDA

LV.

I t.

LSPR

NIR
NK
MeCN
MeOH

MRI

zlaté nanocastice (gold nanoparticles)

zlaté nanotycky (gold nanorods)

kritickd micelarni koncentrace (critical micellar concentration)
buitkami pronikajici peptidy (cell penetrating peptides)
pocitacova tomografie (computer assisted tomography)
cetyltrimethylamonium-bromid

N, N-dimethylformamid

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

receptor epidermalniho riistového faktoru (epidermal growth factor

receptor)

efekt zvySené propustnosti a retence (enhanced permeability and
retention effect)
ethyl-acetat

ethanol

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and drug administration)
intravenozni

laboratorni teplota

podélna povrchova plazmonova rezonance (longitudial surface

plazmonic resonance)

blizk4 infracervend oblast spektra (near infrared)
nukleova kyselina
acetonitril

methanol
relativni molekulova hmotnost

magneticka rezonance (magnetic resonance imaging)
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MS

MTAB

NMR

PAL

PEG

p.o.

RNA

RTG

SERS

siRNA

SPR

TEA

TLC

TOAB

TSPR

VEGF

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
16-merkaptohexadecyltrimethylamonium-bromid

nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)
povrchove aktivni latky

polyethylenglykol

peroralni

retikuloendotelidlni systém

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

rentgenoveé zafeni

povrchové zesilend Ramanova spektroskopie (surface enhanced Raman

spectroscopy)

mala interferujici RNA (small interfering RNA)

povrchova plazmonova rezonance (surface plazmonic resonance)
triethylamin

chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)
tetraoktylamonium-bromid

pti€na povrchova plazmonova rezonance (transverse surface plazmonic

resonance)

vaskularni endotelialni ristovych faktor (vascular endothelial growth

factor)



1 Abstrakt

Nazev: Priprava Kationickych sloucenin jako potencidlnich surfaktantii zlatych

nanocastic.
Autor: Jana Céstkova

Zlaté nanocastice jsou Siroce zkoumany pro rizné aplikace. Jejich povrch
umoziiuje velké mnozstvi chemickych obmén. Ty jsou dilezité pro modifikaci jejich
vlastnosti v zavislosti na ucelu jejich vyuziti. K modifikaci povrchu, ale i k syntéze

zlatych nanocastic jsou vyuzivany povrchové aktivni latky.

Cilem této prace byla syntéza novych typi surfaktanti v podobé kvarternich
amoniovych soli. Skladaji se z dvanactiuhlikatého fetézce, thiolové funkéni skupiny a
kvartérniho dusiku zabudovaného v riznych funkénich skupindch. Struktura a Cistota
pfipravenych latek byla potvrzena nuklearni magnetickou rezonanci a hmotnosti

spektrometrii.

Tyto latky by mély slouzit pravé jako potencialni surfaktanty zlatych nanocastic.
Thiolova funkéni skupina v molekule by méla zajistit kovalentni vazbu surfaktantu na
zlatou nanocastici, a tak niz$i toxicitu, kdy by se surfaktanty z povrchu zlatych
nanocastic nemé¢ly uvolnovat do jejich roztoku. Kvartérni amoniova skupina by méla

zajistit dostatecnou rozpustnost ve vodg.



Title: Preparation of cationic compounds as potential surfactants of gold nanorods
Author: Jana Castkova

Gold nanoparticles are widely studied for various applications. Their surface
enables large amount of chemical variations. Those are important for modification of
their characteristics depending on the intended purpose. For the surface modification as

well as for the gold nanoparticle synthesis various surfactants are used.

Our aim was the synthesis of novel type of surfactants based in quaternary
ammonium salts. They consist of 12 carbons linker, thiol functional group and
quarternary nitrogen incorporated in various moieties. Structure and purity of the

compounds were confirmed by nuclear magnetic resonance and mass spectrometry.

Produced compounds should be used as potential surfactants of the gold
nanoparticles. Thiol group in the molecule should ensure covalent bond of the surfactant
to the nanoparticle and thus lower toxicity, when the surfactants shouldn't be released
from the surface of the gold nanoparticles into their solution. Quaternary ammonium

moiety should ensure sufficient solubility in water.



2 Uvod a cil prace

Zlaté nanocastice (AuNP) jsou v soucasné dob¢ intenzivné zkoumany pro své
zajimavé vlastnosti a velké moznosti potencidlniho vyuziti v biomedicinskych
aplikacich. Pro rizné aplikace jsou vSak nutné rizné obmény jejich povrchu. Pro vyuziti

v mediciné je pak zasadni jejich biokompatibilita a nizka toxicita.

Cilem této prace je syntéza novych povrchové aktivnich latek (PAL)
kationického typu. Jedna se o kvartérni amoniové soli s dvanactiuhlikatych fetézcem a
thiolovou skupinou. Pfipravené latky by mély slouzit jako potencidlni surfaktanty
zlatych nanocastic. Diky koncové thiolové skupiné by se mohly kovalentné véazat na
povrch zlatych nanocéstic, a tak minimalizovat uvolnéni molekul PAL do roztoku.
Pokud jsou totiz rGzné typy PAL vazané na jejich povrch nekovalentné, tvofi
dynamické dvojvrstvy, kde se jednotlivé molekuly PAL mohou z povrchu desorbovat.
interakcemi volnych molekul PAL s riznymi biologickymi systémy. Pokud bude pocet
volnych PAL v roztoku u kovalentné vazanych latek minimdlni, mize byt minimalni i
jejich toxicita. Kvarterni amoniova skupina je pak dileZita pro rozpustnost ve vodé, a

tak 1 pro distribuci obalenych zlatych nanocastic v organismu.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Povrchové aktivni latky

3.1.1 Charakteristika povrchové aktivnich latek

Povrchové aktivni latky (PAL) se typicky skladaji z polarni a nepolarni ¢asti.
Polarni skupina vétSinou obsahuje heteroatomy jako O, S, P nebo N obsazené ve
funkénich skupinach jako thiol, alkohol, ester, sulfonat, amin apod. Nepolarni skupinu
obvykle tvofi uhlovodikovy fetézec alkylového nebo alkylbenzenového typu. Muze
obsahovat atomy halogenu nebo neionizované atomy kysliku. Polarni ¢ast vykazuje
silnou afinitu k polarnim rozpoustédliim, zejména k vodé [1], ve které je solvatovana
pomoci interakci dipdl-dipol nebo iont-dipél [2], a proto je nazyvana hydrofilni [1].
Nepolarni ¢ast pak vykazuje afinitu k nepolarnim rozpoustédlim a nazyva se
hydrofobni, nebo lipofilni. Latky obsahujici v molekule polarni i nepolarni skupinu se
oznacuji jako amfifilni [1]. V dusledku této dvoji afinity amfifilnim molekuldm
nevyhovuje ani polarni, ani nepolarni prostfedi, a proto se hromadi na rozhrani fazi
(hranice v systému kapalina-kapalina, kapalina-pevnéa latka a kapalina-plyn) tak, aby
polarni skupina byla orientovana do polarniho prostiedi, zatimco nepolarni skupina se
orientuje do nepolarniho prostredi [1,3]. Aby se amfifilni molekuly chovaly jako
povrchové aktivni latky, musi byt tyto polarni a nepolarni vlastnosti ve viceméné
rovnovazném stavu. Pokud by jedna z vlastnosti pfevazovala, tak by molekula ztstavala
v jedné fazi a nehromadila by se na rozhrani [1]. PAL tak tvofi orientované monovrstvy
na rozhrani a vykazuji povrchovou aktivitu (tj. snizuji povrchové a mezifdzové napéti
média, ve kterém jsou rozpustény). V nékterych pouzitich jsou definovany jako

molekuly schopné asociovat za vzniku micel [2].

PAL mohou pochézet z pfirodnich nebo syntetickych zdroji. K pfirodnim PAL
patii mydla jako prvni poznané surfaktanty. Mydla ziistaly jediné ptirodni detergenty od
7. stol. n. . az do pocatku 20. stol. V roce 1916 se v diisledku 1. svétové valky objevil
nedostatek tukti pro vyrobu mydla a diky tomu v Némecku vyrobili prvni synteticky

detergent [3].

3.1.2 Vlastnosti povrchové aktivnich latek
PAL maji schopnost radikdlné¢ meénit povrchové napéti i mezifazové vlastnosti a

uspofadavat se v micely. To ma velké vyuziti v oblasti nerostnych surovin a ropy,
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biologickych systémd, prostiedkll pro zdravi a osobni hygienu, potravin a v ochrané
plodin [2]. Svou adsorpci na rozhrani vyrazn€ méni jeho fyzikalni vlastnosti. Tato
adsorpce je spojena se silnymi energetickymi zménami, protoZze volnd energie
povrchové aktivni latky lokalizované na rozhrani je niz8i nez u jejich molekul
rozpuSténych v obou fazich. Jejich akumulace na rozhrani je tedy spontanni proces,
ktery vede ke sniZzeni mezifdzového (povrchového) napéti. Toto vykazuje fada latek,
napi. alkoholy s dlouhym nebo stiedn¢ dlouhym fetézcem. Tyto latky vSak nejsou
povazovany za povrchové aktivni latky. Pravé PAL se vyznacuji schopnosti tvofit
orientované monovrstvy na rozhrani (zde vzduch/voda nebo olej/voda) a samoskladné
struktury (micely) uvniti fazi. Adsorpéni i agregaéni jevy vyplyvaji z hydrofobniho
efektu, tj. vytlateni uhlovodikovych fetézci zvody, ktery vychazi z toho, Ze

intermolekularni interakce voda-voda jsou siln€j$i nez voda-uhlovodik [3].

Ve vodnych roztocich se PAL ve zifedénych koncentracich chovaji jako bézné
elektrolyty, ve vysSSich koncentracich vSak vykazuji velmi odlisné chovani. Toto
chovani je vysvétleno zformovanim velkého poctu molekul do organizovanych agregatt
zvanych micely, ve kterych se lipofilni ¢ast PAL sdruzuje dovnitf agregatu a hydrofilni
Cast je vystavena do vodného prostiedi. Tvorba micel ve vodném prostfedi je obecné
vnimana jako kompromis mezi tendenci alkylovych fetézcii vyhnout se energeticky
nepfiznivému kontaktu s vodou a touhou poldrnich ¢asti udrzovat kontakt s vodnym

prostfedim [2].

Uhlovodiky a voda jsou vziajemné nemisitelné. Omezend rozpustnost
hydrofobnich molekul ve vodé¢ miize byt pfi¢tena hydrofobnimu efektu. Hydrofobni
Gibbsova energie miize byt definovana jako Gibbsova energie nutnd pro prevedeni
rozpusténych uhlovodiki z uhlovodikového rozpoustédla do vody. Tento pienos je
doprovazen nartistem Gibbsovy energie. Pokles entropie je povazovan za vysledek
kolapsu normélni vodikov€é vazané struktury vody doprovazené tvorbou rizné
strukturované vody, casto nazyvané ,ledovec®, kolem uhlovodikovych fetézct.
Ptitomnost hydrofobnich molekul podporuje organizaci molekul vody do blizkosti
uhlovodikového fetézce. Pro minimalizaci velkého entropického efektu maji ledovce
sklon tvofit klastry tak, aby se sniZil pocet zii€astnénych molekul vody. Cely proces ma
tendenci pfivadét uhlovodikové fetézce k sobé€, coZ je znamo jako hydrofobni interakce.
Molekularni interakce vznikaji ztendence molekul vody ziskat jejich normalni

tetraedrickou strukturu. Spolu s pfitazlivymi disperznimi silami mezi uhlovodikovymi
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fetézci tak zplsobi odstranéni uhlovodikovych fetézci zledoveli vody vedouci

k asociaci (sdruzeni) hydrofobnich fetézct [2].

Diky ptitomnosti hydrofobniho efektu se PAL adsorbuji na rozhrani i1 pfi
nizkych koncentracich. Pii vy$$i koncentraci PAL, zndmé jako kritickd micelarni
koncentrace (CMC), se vytvoii molekulové agregaty nazyvané micely. CMC je
vlastnosti PAL a dalSich faktorii jako teplota, tlak ¢i pfitomnost a povaha ptisad, protoze
micelizace jde proti tepelnym a elektrostatickym sildm. Nizkd CMC je podpofena
stoupajici molekulovou hmotnosti lipofilni ¢asti molekuly, snizovanim teploty
(obvykle) a pfidavkem elektrolyt. Molekulovd hmotnost PAL se obvykle pohybuje
v rozmezi od nékolika stovek do nékolika tisic. Pfi koncentraci PAL mirn€ nad hodnotu
CMC maji PAL tendenci asociovat do sférickych micel obsahujicich 50-100 monomert
s polomérem podobnym délce uhlovodikového fetézce. Vnitini ¢ast micely je v podstaté

sloZena z uhlovodikovych fetézct [2].

CMC hodnota je definovana jako koncentrace, pfi niz je dosaZzeno maximalni
rozpustnosti monomerni molekuly v jednotlivych rozpoustédlech. Hodnoty CMC jsou
dilezité prakticky ve vSech priimyslovych odvétvich vyuzivajicich PAL od zpracovani
nerostnych surovin po tvorbu produktii osobni hygieny a potravin, vcetné systémil
podavani 1éciv. V téchto procesech musi byt PAL pfitomna v koncentraci, kterd je
obvykle vyssi nez CMC, protoze nejvétsi efekt PAL ve snizeni mezifdzového napéti,
emulgaci, stabilizaci suspenzi ¢i podpofe stability pény je dosazen, je-li pfitomna velka
koncentrace micel. Pfi koncentraci nad CMC se adsorpce PAL na rozhrani zvySuje jen
velmi malo. To znamenda, Ze CMC casto pfedstavuje hodnotu, pii které je dosazeno

maximalni adsorpce na rozhrani [2].

3.1.3 Rozdéleni povrchové aktivnich latek
Nejcastéjsi je klasifikace zalozend na disociaci PAL ve vodé. Ionogenni latky
jsou schopné disociace ve vodé. DéEli se na aniontové, kationtové a amfoterni.

Neionogenni latky nejsou schopné disociace ve vodeé [1].

3.1.3.1 Aniontové povrchové aktivni ldatky

Aniontové PAL disociuji za vzniku povrchové aktivnich aniontd. Jejich kationt
je nejcastéji tvoren zdsaditym kovem jako sodik nebo draslik [1]. Negativné nabitou
skupinou byva karboxyl, sulfit nebo sulfonat. Jejich hlavni pouziti je jako Cistici

prostredky, produkty osobni péce, emulgatory a mydla [3].
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3.1.3.2. Kationtové povrchové aktivni latky
Kationtové PAL disociuji za vzniku povrchové aktivnich kationtii. Jejich aniont

je pak nejc¢astéji tvoren halogenem [1].

Kationtové PAL jsou obecné draz$i nez aniontové z divodu potieby vysokych
hydrogenacnich tlakt pfi vyrobe. K vyrobé amoniovych soli je pak potieba sled reakci,
které jsou vice ¢i méné selektivni a ne vzdy kompletni, proto jen ¢ast z vychozich

surovin skonci jako pozadovany produkt [1].

Velkd cast téchto sloucenin odpovida dusikatym slouceninam. Nejcastéji
pouzivané jsou mastné aminy nebo jejich soli a kvartérni derivaty. Mastné aminy vSak
musi byt pouzity v kyselém pH, aby jejich soli ziskaly kladny naboj. V amoniové
struktuie poskytuje dusik 2 elektrony k vytvotfeni Ctvrté vazby, a tak zistdva kladné
nabity [1]. U pravych kvarternich amoniovych sloucenin jsou na kladné€ nabity dusikovy
atom vazany 4 uhlikové atomy (fetézce) a v piipad€ povrchove aktivnich amoniovych
molekul je jeden nebo vice z téchto substituentd lipofilni. Tato kationickd molekula

miZze existovat pouze v paru s aniontovou molekulou ve formé elektroneutralni soli [4].

Vyuziti nachdzi v aplikacich vyuZzivajicich jejich absorpce na povrchy, které jsou
obvykle zaporné¢ nabité (napf. kovy, plasty, vlakna, minerdly, vlasy a buné&cné
membrany) [3]. Jsou tak vyuzivany jako antikorozni a antistatickd cinidla, maziva,

zmékcovadla, avivaze a kondicionéry [3,5].

Jejich druhou vlastnosti je jejich baktericidnost [1]. Kvarterni amoniové soli
s dlouhymi alkylovymi fetézci vykazuji Siroké spektrum proti Gram-pozitivnim 1 Gram-
negativnim bakteriim pfi relativné nizkych koncentracich [6]. Proto nasly vyuziti také
jako biocidy, dezinfekéni prostiedky pro domdaci i nemocni¢ni pouziti nebo jako
konzervanty [1,6]. Jejich Gcinek proti bakteridlnim buikdm spoc¢iva v naruseni lipidové
dvojvrstvy, ktera tvofi bakteridlni cytoplazmatickou membranu a vné€j$i membrany
Gram-negativnich bakterii, coz vede k tniku cytoplazmy do okoli. Antimikrobialni
efekt souvisi s délkou alkylového fetézce. Pro Gram-pozitivni bakterie je tato aktivita
maximalni pfi délce fetézce 12-14 uhlikl, zatimco pro Gram-negativni bakterie je
optimalni délka fetézce 14-16 uhlikl. Slouceniny s alkylovym fetézcem nad 18 uhlika

nebo pod 4 uhliky jsou jako antimikrobni ¢inidla neti¢inna [6].
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3.1.3.3. Amfoterni povrchové aktivni latky

Amfoterni PAL disociuji v zavislosti na pH bud’ na povrchové aktivni kationt,
nebo povrchové aktivni aniont [1]. Z pfirodnich latek sem patii napt. aminokyseliny a
fosfolipidy, ze syntetickych latek pak napf. betainy a sulfobetainy. Maji vyborné
dermatologické vlastnosti a kompatibilitu s pokozkou, a proto nachazi uplatnéni

zejména v kosmetice [3].

3.1.3.4 Neionogenni povrchové aktivni latky

Neionogenni PAL nejsou schopné disociace, protoze jejich hydrofilni skupina je
nedisociovatelna. Byva tvofena alkoholem, fenolem, etherem, esterem nebo amidem.
Velké c¢asti téchto neionogennich PAL dodéava hydrofilitu polyethylenglykolovy (PEG)
fetézec ziskany polykondenzaci ethylenoxidu [1]. VyuZiti nachazi jako detergenty a

emulgatory pfinizkych teplotach [3].

3.2 Zlaté nanocastice
Nanocéstice jsou Castice o velikosti 1-100 nm. Zlato je jednim z mala kovi

schopnych pfezit v atmosférickych podminkach jako nanocastice [7].

Jsou to hybridni materidly obsahujici anorganické jadro obvykle obklopené
organickou monovrstvou [8]. Vykazuji jedinecné optické, elektronické, chemické a
magnetické vlastnosti, a tak maji mnoho potencialnich aplikaci [7]. Tato vSestrannost
vychazi z jejich schopnosti pfizplisobovat svoji velikost, tvar a slozeni. Malé odchylky
ve velikosti nebo tvaru nano¢astic maji velky vliv na jejich vlastnosti a chovéani. Cim je
povrch AuNP vétsi, tim vice se projevuji vlastnosti atoml zlata na jejich povrchu.
Konecna organizace materidlu jadra urcuje fyzikalni vlastnosti nanocastic [8]. Jejich

vyhodou je moznost snadné piipravy a chemické modifikace povrchu [9].

3.2.1 Syntéza zlatych nanocastic
Vyuziti nanocastic spoléha na kontrolovanou vyrobu nanocéstic o dané velikosti,

tvaru, krystalické struktufe a v pfiméreném mnozstvi [10].

Jednoduchou redukei kovovych soli pomoci redukéniho ¢inidla obecné ziskame

cwwvr

kineticky nejvyhodnéjsi morfologii [12]. Z dlivodu snadnosti syntézy si sférické nebo

kvazi-sférické nanocastice ziskaly zpocatku nejvétsi pozornost [12].
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V ptipadé piistupu ke komplikovangj$im strukturdm bylo potieba najit reakéni
podminky, které zlomi sklon k izotropnimu riistu, a fidi tak riist do tvarli anizotropnich
[12]. Prvni tfidou anizotropnich ¢astic byly zlaté nanotycky (AuNR), které byly poprvé
syntetizovany v poloviné 90. let 19. stoleti. OvSem k SirSimu pfijeti AuNR doslo az
s objevem syntetickych postupli tzv. mokré chemie, které publikovali Murphy et al. v
roce 2001 [12,13].

3.2.1.1 Redukce
Nejjednodussi a nejvice pouzivana metoda k syntéze AuNP je pouziti chemické

redukce soli zlata na kovové zlato v ptitomnosti obalujiciho ligandu [14].

Redukce zlaté soli v pfitomnosti redukéniho cinidla zahaji formovani jadra
zlatych iontd, a tak tvorbu nanocastic. Pro zabranéni agregace se béhem syntetického
procesu cCasto ptidava stabilizacni Cinidlo [8,15], které se na povrch AuNP bud
adsorbuje, nebo chemicky vaze [15]. Toto ¢inidlo je nabité, a tak se stejné nabité
nanocastice vzajemné odpuzuji a jsou koloidné stabilni [15]. Tato metoda byla poprvé

popsana Turkevichem roku 1951 [16] a pozdéji vylepSena Frensem [17].

V Turkevichové metod¢ je kyselina tetrachlorozlatita rozpusténa ve vode¢, a ta je
zahtata na teplotu varu. Pfida se citrat sodny, ktery redukuje zlatou stl, a tak se za¢nou
formovat zlaté zarodky. Vysledkem reakce jsou ve vodé rozpustné AuNP obalené
citratem [14]. Citrat sodny tak hraje dvoji roli — jako reduké¢ni €inidlo a nésledné po
naabsorbovani na povrch jako stabilizéator [8]. Velikost téchto AuNP muze byt od 15 do
150 nm. Nejsou vsak stabilni v solnych roztocich, a proto vyzaduji dodate¢né obaleni

pro biologické aplikace [14].

Pro syntézu stabilnich AuNP, které¢ jsou mensi (2-6 nm) a vice monodisperzni ve
velikosti a tvaru, je vhodna Brust-Schiffrinova metoda [18], kterd produkuje velké
mnozstvi kvalitnich monovrstvou chranénych zlatych klastri [8]. V této metode je
roztok zlatych iontd pfeveden do organické faze sjeho naslednou redukci
tetraboritanem sodnym [11]. Cinidlem fazového pienosu je tetraoktylamonium-bromid
(TOAB) [8]. Poté je pfidan nepolarni organicky thiol [8], naptf. dodekanthiol, aby
pusobil jako obalujici ligand [14]. Nasledné je rychle ptfidano redukéni €inidlo, a to
tetraboritan sodny [8,14]. Thiolem zprostiedkované obaleni zlatych klastri nakonec
zastavi shlukovani redukovanych zlatych atomt. Thiolové ligandy tvoii velmi stabilni

organickou monovrstvu diky silné kovalentni vazbé sira-zlato [8]. Vyrobené AuNP jsou

16



tak stabilizovany vrstvou alkanthiolatu [19] a rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech.
Pro biologické vyuziti je potiebnd dodatecna vymeéna ligandu nebo dalsi obaleni
amfifilnimi  molekulami nebo lipidy [14]. Inkorporaci rGzného spektra
funkcionalizovanych ligandi do monovrstvy dojde k postupnému vytlaceni ptivodnich
ligandli do roztoku. Tak mohou byt nanocastice vybaveny specifickymi vlastnostmi

jako rozpustnost ve vod¢, povrchovy naboj nebo specifické rozpoznavani cili [8].

CHs

HiC

CHj3

HsC
Obrizek 1 Struktura tetraoktylamonium-bromidu

3.2.1.2 Metoda ristu zarodkii

Metoda rlstu zarodkd vyuZzivd pfedem nasyntetizovanych AuNP, které jsou
pouzity jako zéarodky pro dalsi rhst nanoCastic do riznych tvard jako jsou tycky,
trojuhelniky, kostky nebo hvézdy. To se obvykle provadi v pfitomnosti povrchoveé
aktivnich latek a mirnych redukénich ¢inidel [14]. Tato metoda zajisti kontrolovany

pomér stran tycek [10].

Kovové soli jsou redukovany silnym redukénim cinidlem (tetraboritanem
sodnym), ¢imz vzniknou 3,5-4 nm velké ¢astice sférického tvaru — zarodky. V oddélené
nadobé se pfipravi slabé redukéni cinidlo, obvykle kyselina askorbova. Kyselina
askorbova neni sama o sob& schopna pfi pokojové teploté redukovat stl kovu az na
elementarni kov, ale po pfidani zarodkii probihd autokatalytickd reakce na jejich
povrchu. Dochdzi ke vzniku vétSich Castic. Zasadni pro ziskdni tycek namisto vétSich

sfér je pritomnost strukturu-urcujici latky. Pro tento ucel je mimotadné vhodny
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cetyltrimethylamonium-bromid (CTAB) [10]. AuNR syntetizované touto metodou jsou
hydrofilni [20].

CH;

\NW\/\/\/\/\/\/CH3
/
HsC B¢

HsC

Obrazek 2 Struktura cetyltrimethylamonium-bromidu

AuNR mohou vyrist az do $itky 20-30 nm a do délky az 600 nm. Pomér délky
k Sifce mlze byt 2-25 a je fizen relativni koncentraci ¢inidel. Mensi zarodky produkuji

vy$$i pomér stran nanotycek [10].

Predpoklada se, ze CTAB se véaze na delsi strany AuNR s né&jakou preferenci,
ktera ale neni moc silna, protoze bylo ziskano také mnoho sfér. Preferencni vazba je
zaloZzena na prostorovém efektu. Zlaty atom umistény na boc¢ni strané tycek je vice
srovnatelny s velikosti hlavni skupiny CTAB neZ tésné uspofddand sténa zlata na
koncich nanotyCek. Takova vazba stabilizuje boc¢ni plochy, které pak maji relativné
velkou povrchovou energii a napéti ve srovnani s ostatnimi sténami. To umoziuje
pfidavani latky na stény, které neobsahuji CTAB. Hlavni skupina surfaktantu by tak
mohla primarné urCovat tvar nanocastic. Byly ovSem provedeny experimenty, ve
kterych se lisila délka fetézce surfaktantu se zachovalou hlavni skupinou a bromidovym
aniontem. Byla provedena syntéza s cilem ziskat co nejvyssi pomér stran, kterého je
mozné dosahnout s touto sérii surfaktanti. Kdyby byla hlavni skupina primarné urcujici,
tak by u vSech reakci byl ziskan stejny pomér stran. V experimentu byla pouzita 10, 12
a 14 uhlikatd verze CTAB (ktery ma 16 uhlikil) a bylo zjisténo, ze délka fetézce je
ptekvapive dilezitd. Hydrofobni fetézce tvofily vmezetenou dvojvrstvu na nanotyckach
s kationickou hlavni skupinou prvni vrstvy orientovanou smérem k povrchu zlata a
kationickou hlavni skupinou druhé vrstvy orientovanou k vodnému rozpoustédlu. To
naznacuje, ze tvorba pfedpokladané surfaktantové dvojvrstvy je béhem ristu znacné
dilezitd. VSechny tyto surfaktanty tvofi tyckovité micely s CMC, kterd se snizuje
s rostouci délkou fetézce. Dynamickd tvorba dvojvrstvy surfaktantu na zlatém povrchu
pomoci uhlovodikovych fetézcii mize poskytnout dostateCnou stabilizaci béhem riistu
AuNR tzv. ,zipovym* zplusobem, coz vede k tvorbé delSich nanotyCek pii pouziti

delsich uhlovodikovych fetézct [10].
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Role dopliikkovych kovovych iontll je pro rist nanotycek také dulezitd. Bylo
zjisténo, Ze ptitomnost 5 % Ag’ iontdl zvySuje vynosnost téméf na 100 % ve srovnani
s 20-40% vytézkem v nepiitomnosti Ag” iontii. OvSem nejvyssi pomér stran ziskatelny
s Ag' ionty byl 6 ve srovnani s pomérem 25 v nepfitomnosti téchto iontdl. Koncentrace
Ag" a Br iontl (z CTAB molekuly) jsou dostate¢né vysoké, aby doslo k precipitaci
AgBr, 1 kdyz tato precipitace neni vidét na makroskopické tirovni. AgBr tak mize tvoftit
monovrstvy v epitaxidlnim sméru na rostoucich nanotyc¢kach, a proto inhibuje jejich

rust v téchto mistech [10].

Na aniontové strané CTAB je bromidovy iont také dilezity pro ziskani
tyCkovitého tvaru. CTA chlorid jako strukturu-urCujici latka dava vzniknout pouze

sféram a jodid dava ziejm¢ vzniknout ndhodné smési tvart [10].

Reprodukovatelnost metody (velikost, tvar, vytézek) zavisi na mnoha faktorech,
napf. na dob¢ zrani zarodkl, metodé smichani ristového roztoku a zarodkd nebo na
Cistot¢ CTAB. I velmi zifedéna necistota v CTAB miize radikalné ovlivnit tvorbu
nanotyc¢ek, kdy necistoty mohou zptsobit misto tycek vznik sfér [21]. V dnesSni dobé uz

je tato metoda syntézy AuNR reprodukovatelnd [19].

3.2.2 Vlastnosti zlatych nanoc¢astic

Vnitini vlastnosti kovovych nanocastic se fidi pfedevsim jejich velikosti, tvarem,
slozenim, krystalinitou a vnitini strukturou [7]. Stfedni volné draha elektronu v kovu pfi
pokojové teploté je 10-100 nm, a proto se da predpokladat, ze kovové cCastice o této
velikosti budou vykazovat neobvyklé a vyhodné vlastnosti. AuNP o rozméru 3 nm a

méné uz nejsou uslechtilé a nereaktivni, nybrz katalyzuji chemické reakce [10].

3.2.2.1 Povrchova plazmonovd rezonance

Zlaté nanocastice se jevi jako Cervené, fialové nebo jiné barvy. To je zplisobeno
tim, ze pifirozmezi 5-200 nm v priméru jsou AuNP dostatecné velké pro podporu
vodivostniho pésu — jsou srovnatelné se stfedni volnou drahou elektronu kovu pfi
pokojové teploté¢ (100 nm), ale jsou pomérné¢ malé ve srovnani s vinovou délkou
viditelného svétla (400-750 nm). Ozéfeni svétlem o urcitych frekvencich vede ke
kolektivni oscilaci elektrond, znamé jako plazmové oscilace nebo plazmony, které jsou
obecné zobrazeny na povrchu — povrchové plazmony nebo povrchova plazmonova
rezonance (SPR). Optické vlastnosti malych kovovych nanocéstic jsou fizeny témito

kolektivnimi oscilacemi, které jsou v rezonanci s dopadajicim elektromagnetickym
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zafenim. U zlata lezi rezonan¢ni frekvence tohoto kmitani ve viditelné oblasti [11].

Intenzita a vinové délka SPR muiZe byt vysoce zavisla na tvaru a velikosti ¢astic [12].

Jelikoz nanocastice maji velky pomér povrchu k objemu, jsou tak plazmonové
frekvence citlivé k dielektrické povaze jejich rozhrani s mistnim médiem (index lomu).
Jakékoli zmény v okoli téchto ¢astic, napt. modifikace povrchu nebo agregace, vede ke
kolorimetrickym zméndm disperzi. Agregace castic vede k parovani plazmoni se

soucasnym posunem plazmonovych frekvenci [11].

V disledku SPR jsou AuNP schopny absorbovat svétlo o rizné vinové délce
[12]. Plazmony viak svétlo nejen absorbuji, ale i rozptyluji. Cim jsou &astice v&tsi, tim
vétsi procento svétla je odrazeno. ProtoZe rozptylené svétlo je ve viditelné Casti
elektromagnetického svétla v souladu s jejich plazmonovymi pasy, je mozné opticky

sledovat postaveni jednotlivych castic, coz vede k riznym zobrazovacim aplikacim

[11].

Nanotycky a nanovldkna maji diky anizotropnimu tvaru dva oddélené SPR pasy
odpovidajici jejich sifce a délce, znamé jako pticny SPR (TSPR) a podélny SPR (LSPR)
[10-12]. TSPR se nachazi tésné¢ nad 500 nm, zatimco pozice LSPR se znacné lisi
v zévislosti na poméru stran a celkové velikosti nanotycky. Peclivou syntézou lze
vytvaret AuNR s LSPR kdekoli od viditelné (600 nm) az k blizké infracervené (NIR) (>
1100 nm) casti elektromagnetického spektra [12]. Pro dany primér, kdyz pomér stran
tyCky stoupa, pficné pruhy zistavaji nezménény, zatimco podélné pasy se posunuji do
NIR oblasti spektra [14]. Schopnost absorbovat v NIR oblasti je obzvlasté vyhodna pro

biomedicinské aplikace, protoze absorbance okolni tkan€ je v této oblasti nizké [12].

Sledovani SPR AuNR mtize umoznit jejich citlivou detekci. Zmény v optické
absorbanci jsou nejvice ndpadné v oblasti LSPR diky zvySené citlivosti na zmény
prostiedi i na orientaci nanoty¢ek. Zmény v okolnim prostiedi AuNR mohou mit vliv na
mistni index lomu, coZ mize mit vliv na pozici piki plazmonovych rezonanci. LSPR
pik vykazuje velkou citlivost ke zméndm indexu lomu. V praxi lze méfit posun
absorp¢nich pasti mensich nez 1 nm, coz znamend, ze miize byt detekovano i navazani
velmi malého mnozstvi latky. OvSem nekontrolovatelna agregace nebo zmény
uspofadani AuNR mohou mit velky vliv na LSPR pik [12], napt. pfi agregaci typu
,,konec-ke-konci* bude dochazet k posunu LSPR do NIR oblasti [11]. Z tohoto divodu

se v téchto systémech nanotycky obvykle nachazi v individudlnim stavu [12].
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VysSe uvedené vlastnosti z AuNR dé€laji vynikajici materidly pro biologické
snimani a zobrazovani, fototepelnou terapii, distribuci 1é¢iv a dalsi biologické aplikace

[20].

3.2.2.2 Povrchové zesilené efekty

Ramanova spektroskopie je technika pouZzivana pro studium molekuldrnich
vibraci, rotaci a dalSich procesti. Ramanova spektra jsou vysoce komplexni a mohou
slouzit jako otisky prstii molekul. Odhaluji ndm chemické sloZeni vzorku. Ackoli je
vysoce specificka, tak je limitovana nizkou citlivosti, protoze pouze jeden foton z 10° je
Ramanové rozptylen. Absorpce molekul na AuNP nebo jiné kovové povrchy zvySuje
intenzitu vibra¢nich spekter Ramanové aktivnich molekul o nékolik fada. Tento objev
vedl ke vzniku nové techniky nazvané povrchové zesilend Ramanova spektroskopie

(SERS) [14].

AuNR tedy maji schopnost pisobit jako substraty pro SERS. Signal pochazi
zmolekul blizko povrchu nanotyek, ne ztycek samotnych [12]. Toto
elektromagnetické pole blizko ¢asticového povrchu je produkované SPR [14]. AuNR
jsou zajimavé diky jejich anizotropnimu tvaru [12]. Elektromagnetické pole je posilené
ostrymi a SpiCatymi okraji nanostrukur jako hvézdy nebo tycky [14]. Proto jsou
povrchové zesilené efekty vEtsi u tycek nez u sfér [10]. Nanotycky maji nejveétsi zesileni
na hrotech [10,12]. Mnohem vys$si signdl se vSak ocekdva od aktivnich bodl
vytvotfenych oddélenim 2 nanoty¢ek na malou vzdalenost. Uspotadani AuNR, které
vytvaii aktivni body mezi konci tycek, vede k nejvétsimu zesileni SERS signalu. OvSem
uspofadani strana-ke-strané¢ muze vést ke snizeni SERS signalu, coZ zdiraziiuje vyznam
kontrolovani spravného uspotadani AuNR pro pouziti v SERS detekci [12]. Naladénim
SPR do NIR oblasti se zabrani absorpci excitovaného svétla biologickymi vzorky a
omezi tak jejich ruseni SERS signalu [14]. Proto jsou zlaté nanostruktury atraktivni jako
znaeni pro pritokovou cytometrii nebo jako kontrastni latky pro biologické SERS

zobrazovani [14].

3.2.2.3 Fluorescence

U AuNP je pozorovana silna fluorescence s kvantovym vytézkem 107, Miize byt
snadno naladéna do NIR oblasti elektromagnetického spektra (650-900 nm). S rostouci
velikosti ¢astic se mirné zvySuje intenzita emisi, ale vinova délka emisi zstava témet

konstantni [22]. V NIR oblasti elektromagnetického spektra pronikd svétlo tkdnémi
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relativné dobfe, a tak muize byt tato fluorescence snadno aplikovana v oblasti
biomediciny [14]. AuNP navic nevyhasinaji a za urCitych experimentdlnich podminek
jsou netoxické, a tak mohou byt atraktivni alternativou k tradiénim organickym
fluorescencnim barviviim [11]. Nevyhasinani AuNP lze vyuzit pro zobrazovéani bunck
jako fluorescencnich sond, protoze bunécné autofluorescence snadno vyhasina. Poté co
jsou bunky oznacené AuNP osvétleny silnym svétlem, dojde k vyhasnuti bunécné
autofluorescence, a tim se lze soustfedit na fluorescenci AuNP, které jsou umistény na

bunécné membran€ nebo uvnitt bunck [22].

Povrchové zesilend fluorescence za pomoci kovovych nanocastic si ziskava
pozornost jako zptlisob, jak detekovat rizné molekuly. Povrchové zesilend fluorescence
nese nékteré znaky analogické k SERS, ovSem oproti SERS nastane lepsi fluorescenéni
signal ne v blizkosti nanocastic, ale pfi vzdalenosti molekul 10-100 nm od kovového

povrchu nanocastic [10].

3.2.2.4 Absorpce rentgenového zdieni

Vysoké atomové Cislo a elektronova hustota zlata vede k uc¢inné absorpci
rentgenového (RTQG) zafeni, ktera je vyssi nez u konvencnich latek obsahujicich jod,
které se v soucasné dobé pouzivaji v praxi. Navic AuNP cirkuluji v krvi po delsi dobu
nez konvecni latky, coZ umoznuje del$i zobrazovani, cileni na specifické typy bunck a
bunécné sledovani. Tyto vlastnosti spolu s biokompatibilitou zlata, narozdil od jinych
prvki, které také silné tlumi RTG zéfeni, maji za nasledek zkoumani AuNP jako
kontrastnich ¢inidel pro zobrazovaci techniky zaloZzené na RTG zéfeni jako je

pocitacova tomografie (CT) [14].

Pridani dalSich kontrastnich latek do zlaté nanostruktury miize vytvofit
multimodalni sondy, které poskytuji kontrast jak pro CT, tak i pro dalsi zobrazovaci

techniky jako magnetickd rezonanci (MRI) nebo fluorescence [14].

3.2.2.5 Optické vilastnosti

AuNP maji mimotfadnou schopnost rozptylu svétla, kterd neni pozorovana u
neplazmonickych nanocastic [14]. Zmény ve velikosti a tvaru nanocastic ovliviiuji
rozptylové vlastnosti a nabizi moZnost posunout je do oblasti optiméalniho rozptylu
svétla [10,14]. Tento opticky rozptyl mize byt vyuzit k detekci riznymi metodami
mikroskopie [14]. Ve viditelné oblasti vykazuji silny absorpéni pas [7], ten se vSak da
naladit v celém viditelném a NIR spektru [10].
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Znadma Zlutd barva zlata je zplsobena snizenim odrazu svétla na konci spektra.
Ovsem pokud jsou castice zlata dostatené malé, maji rubinové cervenou barvu
zpusobenou absorpci zeleného svétla pti cca 520 nm, coz odpovida frekvenci SRP [7].
V disledku agregace se méni jejich absorpéni spektrum a dochazi ke zvySeni
absorbance ¢ervené vinové délky svétla [7]. Proto se v zavislosti na tvaru, velikosti,
stupni agregaci a okolnim prostfedi mohou jevit jako ¢ervené, modré nebo v jinych
barvach na zaklad¢ SPR po ozéafeni svétlem vhodné vinové délky. SPR je tak zdkladem
pro sledovani absorpce nebo rozptylu svétla, coz vytvaii zéklad pro mnoho

biologickych snimacich a zobrazovacich metod [11].

3.2.3 Vyuziti zlatych nanocastic v biomediciné

AuNP maji vSestranné fyzikalni vlastnosti, které z nich délaji vhodné kandidaty
pro mnoho biomedicinskych aplikaci [14]. Pro jejich dobrou biokompatibilitu, velky
povrch, nizkou toxicitu a unikatni fyzikalné-chemicky charakter jsou AuNP vyuZivany
v biomedicinském vyzkumu a diagnostice [23]. Ve srovnani s malymi molekulami
mize byt jejich detekovatelnost pro zobrazovaci techniky o nckolik fadt vyssi, coz
vyrazné snizuje detekéni limity. Zobrazovaci techniky jako CT mohou mit velky
prospéch z novych kontrastnich latek na bazi nanocéstic, které nabizi del$i dobu obéhu
a lokalizované nahromadéni v mist¢ onemocnéni [14]. Platformy zalozené na AuNP
mohou byt pouzity pro Sirokou Skélu vyuziti jako je dorucovani 1éciv a gentl, detekce
patogent, proteinu a toxickych latek, v oblasti 1ékové analyzy, ptiprav€ biosenzord,

fototermdlni ablaci a radioterapii [ 14,23].

Jako multifunkéni nanocéstice ziskavaji uplatnéni v teranostice, neboli soub&ézné
terapii a diagnostice. Jejich multifunk¢nosti je dosaZeno tim, Ze kombinuji rizné
vlastnosti pro zobrazovani a cilené dorucovani 1éCiva (targeting) do jedné platformy.
Soucasné¢ se miize vyuzit vlastnosti zlatého jadra jako kontrastu pro pocitatovou
tomografii pfi zobrazovani a fototermalniho efektu pro terapii. Alternativn€ mize jedna
z vlastnosti pochazet z latky ukotvené do stejné platformy jako zlaté jadro. Naptiklad
lze pouzit nanocastice k cileni 1é¢iva a pomoci zlatého jadra sledovat cestu jejich

doruceni [14].

3.2.3.1 Cilené dorucovani latek
AuNP maji fadu vlastnosti, které jsou vhodné pro cilené doru¢ovani 1é¢iv. Jadro

z uslechtilého kovu je inertni, coz ptispiva k nizké toxicité a dobré biokompatibilité,

23



které jsou nutné pro biologické aplikace. Flexibilita tvar a velikosti AuNP umoziuje
zvolit idedlni rozméry pro vkladani rGznych latek typu proteint,, peptidd,
oligonukleotidii a nizkomolekularnich 1é¢iv [14]. Monovrstva pokryvajici AuNP
umoznuje vyladéni povrchovych vlastnosti jako je ndboj nebo hydrofobicita [24]. Velky
povrch a moznost jeho chemické modifikace usnadiiuje vkladani nejen 1éCiv, ale i
dalSich latek jako cilicich molekul nebo pomocnych kontrastnich latek [14]. Jejich
interakce s thioly poskytuje efektivni a selektivni zplsob fizeného intraceluldrniho
uvolnovani [24], protoze vazby zlato-ligand jsou relativné stabilni vné bunék, ovSem
uvnitf bun¢k se tato stabilita snizi, ¢aste¢né diky vysoké koncentraci glutathionu

(obsahujici SH skupinu) v bunkach [8].

Cilené doru¢ovani AuNP muze byt dosazeno pasivnim zpisobem, kdy se dlouho
cirkulujici AuNP hromadi napf. v nddorech tak, Ze prosakuji perforovanou sténou
nadorové vaskulatury. Tento jev je znamy jako efekt zvySené propustnosti a retence

(EPR) [14].

Aktivni cileni AuNP je zaméfeno na specifické typy buné€k, receptory nebo
proteiny prostfednictvim pfipojeni cilicich ligandii jako jsou protilatky, proteiny,
peptidy, aptamery a nizkomolekularni latky [14]. Toto cileni 1é¢iv na specifické tkané
muize minimalizovat toxicitu, zlepSit perordlni (p.o.) dostupnost a neptiznivou
farmakokinetiku, umoznit rozpusténi 1é¢iv pro intravendzni (i.v.) aplikaci a zlepSit

stabilitu pouzitych latek proti rozkladu [8].

Dorucovani geni je dalsi oblasti, kde jsou AuNP zkoumany pro svij
terapeuticky potencial. Multifunkénost AuNP umozZnila nékolik riznych piistupli
k zapouzdieni (enkapsulaci) a uvolnéni nukleovych kyselin (NK) [14]. Lee et al. pouzili
AuNR obalené kationickymi fosfolipidy. Kladn¢ nabity povrch fosfolipid je vyuzit
k pfipojeni negativné nabit¢é DNA, RNA nebo siRNA [25]. K uvolnéni NK mohou byt
vyuzity optické vlastnosti AuNP, kdy diky silné absorpci svétla, a tim naslednému
zahfati nanocéstic, dojde krozbiti vazby nanocastice-NK [14]. Wijaya et al.
demonstrovali toto selektivni uvolnéni DNA absorbovaného na AuNR s riznym
pomérem stran po ozafeni pifi vlnovych délkach odpovidajicich charakteristickym

absorpénim pastim jednotlivych AuNR [26].

Ochrannd fosfolipidova dvojvrstva sav€ich bunc¢k slouzi jako nepropustna

bariéra pro vétSinu biomakromolekul. Hydrofobicita je proto dulezitym faktorem pii
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zamefovani této lipofilni domény. Nékteré peptidy, tzv. buiikami pronikajici peptidy
(CPP), jsou schopny membranou proniknout dovnitt buiiky. Tyto CPP jsou pievazné
kationick¢é nebo amfifilni. Schopnost konjugath CPP-nanocastice proniknout
z extracelularniho prostoru pies bunéénou membranu do cytoplazmy ukazuje jejich
schopnost plsobit jako funkéni jednotka nosict 1€¢iv nebo gent. Tyto konjugaty mohou
do bun€k proniknout nékolika rliznymi cestami, a to bud pifimo skrze bunécnou

membranu, nebo cestou endocytdzy s naslednym endosomalnim uvolnénim [8].

3.2.3.2 Protinadorovda terapie

Rakovina je na celém svété druhou nejcastéjsi pfi¢inou amrti [27]. Vyznamny
pocet pacientl s rakovinou byva asymptomatickych az do pozdnich stadii onemocnéni.
V soucasnosti je 1é€ba omezena na chirurgii, chemoterapii a radioterapii. Je proto
dalezité najit nové technologie, které umozni vc€asnou detekci a 1écbu téchto
onemocnéni [8]. Proto jsou AuNP Siroce studovany pro pouZziti v protinddorové terapii

[14].

3.2.3.2.1 Specifickeé cileni zlatych nanocastic

Lze wvytvofit nanocéstice s vysokou nadorovou specifi¢nosti. Konjugaci
s cilicimi proteiny se mohou nésledné¢ vazat na markery nadmérné exprimované na
povrchu nadorovych bun¢k [28]. Receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR) je
Casto nadmérné exprimovan rakovinnymi builkkami, a proto muize slouzit jako
zamefovaci cil. Vyzkumnici uspéSné konjugovaly anti-EGFR na povrch AuNP.
Konjugované AuNP maji 6% vys§i absorpci rakovinnymi buiikami neZ normalnimi
lidskymi buiikami. K zobrazeni a detekei téchto malignich bun¢k byly vyuzity optické
vlastnosti AuNP [29]. Dalsi receptor nadmérné exprimovany na povrchu malignich
bun¢k je receptor pro kyselinu listovou. Nanocastice kombinované s thiolovanym
polyethylenglykolem, cisplatinou a kyselinou listovou mély toxicky efekt na maligni
buiiky ve srovnani s normdlni bunécnou linii [30]. Kombinace AuNP s gemcitabinem,
coz je bézné uzivané 1éCivo na lécbu riznych nadort, byla uspéSnd v inhibici rlstu
pankreatickych nddorovych bunék in vitro i in vivo [31]. Tamoxifen konjugovany
s AuNP, zamétfeny na a-estrogenové receptory, mél distribuci v naddorovych bunkach

2,7% vyssi nez volné 1éCivo [32].
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3.2.3.2.2 Pasivni distribuce zlatych nanocastic do nadoru

Diky velké mezikapilarni vzdalenosti a variabilnimu krevnimu pratoku
typickému pro solidni nadory je Casto omezena penetrace a akumulace protinddorovych
lé¢iv v hypoxického stfedu nddoru. OvSem proliferujici vnéj$i schranka solidnich
nadorl je castym mistem angiogeneze. Tato vysoce prokrvend oblast ma tendenci byt
perforovana, coz vede ke zvysSené prostupnost a retenci. Jedna z béznych metod pii
navrhovani nanocastic pro pasivni distribuci vyuziva této hyperpermeability solidnich
tumord [8] a AuNP se tak mohou pfednostné¢ akumulovat v nddorech diky EPR [14].
Angiogenni krevni cévy vtéchto tkdnich mohou mit mezi sousednimi epitelialnimi
bunikami mezery az do 600 nm, coz umoziuje nosi¢im rozlit se do intersticialniho
prostoru. Vysledkem je, Ze koncentrace AuNP nosice vnddoru je vice nez

desetinasobnd v porovnani s relativni urovni stejné¢ podané davky volného 1éciva [8].

Akumulace ¢astic vnadoru je zavisld na velikosti jadra. VEt§i cCastice se
shromazd’uji 1épe, protoze malé ¢astice maji piili§ velkou diftizni rychlost. Akumulace
mens$ich ¢astic v nddoru zavisi jednak na velikosti, jednak na jejich biologickém
polocasu. Akumulace vétsich Castic pak zavisi vyhradné na jejich biologickém poloc¢asu

[8].

3.2.3.2.3 Inhibice angiogeneze

Dalsi moznosti miize byt inhibice angiogeneze. Ta hraje dilezitou roli v ristu a
Sifeni nadorovych tkani. Tento sloZity proces je pfisné regulovan rovnovahou mezi
proangiogennimi faktory jako vaskuldrni endotelidlni rdstovych faktor (VEGF) a
antiangiogennimi faktory jako thrombospodin-1. OvSem béhem tumorogeneze jsou
proangiogenni rustové faktory secernovany k interakci s jejich povrchovymi receptory
tvoticimi signalizacni kaskddu podilejici se na angiogenezi. Blokovani interakce VEGF
s jeho receptorem je jednim ze zplsobl inhibice angiogeneze [8]. Napi. nahé AuNP
(neobalené¢) inhibuji VEGF165 indukovanou proliferaci endotelidlnich bunék

v zavislosti na davce [33].

3.2.3.2.4 Radioterapie s vyuzitim zlatych nanocastic

Radioterapie je Siroce vyuzivana pfi 1é€bé rakoviny, protoze zateni (RTG, gama
paprsky a rychle se pohybujici nabité ¢astice jako ionty, elektrony a protony) indukuje
poskozeni DNA, a tim zabiji rakovinné buiiky. Po absorpci RTG zafeni nadorem dojde

k uvolnéni rozptylenych fotonii a elektronti, coz zpisobi poSkozeni DNA. Klinicky se
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pouziva specidlni zatfizeni, které ozafuje naddor z riznych 0hll a maximalizuje tak davky
RTG zéafeni do nddoru a minimalizuje je ve zdravé tkani. K dal$imu snizeni RTG davky
ve zdravé tkani je pouzivano stinéni. Zlato, jako vynikajici absorbent RTG zafeni, mlze
vyrazné zvysit davku absorbovaného zatfeni v misté nadoru, a zvysit tak terapeuticky

ucinek zéreni [14].

Hybridni zlaté 198/199 nanocéstice vydavaji beta zareni. Jejich konjugaci se
specifickym bombesinovym peptidem pfitomnym v karcinomu prostaty mohou AuNP
poskytnout ucinnou terapeutickou odpovéd’ pii 1é€bé rakoviny prostaty. Jakmile totiz
nador doséhne urcité velikost, je obtizné jeho chirurgické odstranéni. Tyto radioaktivni
nanocastice zpusobily redukci velikosti nddoru u mysi o 82 % ve srovnéni s kontrolni

skupinou. Radioaktivni tiniky do necilovych organti pak byly pouze 2 % [8].

3.2.3.2.5 Fototermalni terapie

AuNP maji schopnost absorpce fotonu a jeho pievedeni do tepelné energie.
Ozéateni AuNP svétlem o spravné vinové délce tak zplsobi lokalizované zvyseni
teploty, kterd zpiisobi denaturaci biomolekul a poskozeni bun&k [14]. Uspéch
fototermalni terapie je velmi zavisly na aktualni poctu AuNR ptitomnych uvnitt bunck
[34]. Toto nachdzi uplatnéni zejména pii 1écbé rakoviny diky vys§i akumulaci

nanocastic v nadorové tkani pomoci EPR a selektivnimu ozafeni nadoru [14].

Chen et al. syntetizovali zlaté nanoklece s laditelnou NIR absorpci mezi 600-
1200 nm. Ukdézali, Ze laserové ozareni 1 ppm roztoku zlatych nanokleci zvysilo teplotu
vody o 5-10 °C, coz by v tkdni mohlo odpovidat zvySeni teploty od 37 °C do 42 °C,
nebo 1 vice [35]. Park et al. zesilili fototermalni terapii kombinaci protinddorového
lé¢iva doxorubicinu a zlata do stejné platformy. V experimentu s HeLa buikami vedlo
laserové ozatfeni k teplem indukovanému uvolnéni 1é¢iva a zesilenému protinddorovému

efektu [36].

3.2.3.3 Snimani a zobrazovani

Dalsi vyuziti nasly AuNP v biologickych snimacich a zobrazovacich aplikacich.
Tyto vznikajici technologie z&asti spoléhaji na vynikajici elastické rozptylové vlastnosti
kovovych nanocéastic a také na posun maxima plazmonového pasu s lokalni

dielektrickou konstantou [10].
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Chemické snimani miize byt zaloZeno na agregaci ¢astic, zmé€nach v mistnim
indexu lomu v disledku chemické vazby nebo pomoci SERS. Sledovani castic
v biologickém materialu je mozné pomoci mikroskopie na temném poli nebo

dvoufotonové luminiscen¢ni mikroskopie [11].

vvvvvv

zlepSeni pfeziti. Vysoky pomér povrchu kobjemu AuNP a jejich schopnost
funkcionalizace pro detekci specifickych cili nabizi niz§i detek¢ni limity a vyssi
selektivitu nez bézné konvencni strategie. AuNP byly studovany pro detekci plyn,

iontd, proteinovych markerti nebo DNA [14].

Mirkin et al. popsali systém skladajici se ze dvou populaci AuNP. Kazdy typ je
obalen rtznymi thiolovanymi oligonukleotidy. Poslednich 15 oligonukleotidi je
komplementarni k jedné poloviné cilové DNA sekvence. Po zavedeni cilové DNA do
systému se oba typy AuNP vazi k DNA a agreguji, coZ ma za nasledek zménu barvy
z ¢ervené na modrou [37]. Tato kolorimetrickd metoda zalozend na AuNP byla vyvinuta
v diagnosticky produkt, ktery byl schvalen Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA),

a je mimo jiné pouzivan k testovani metabolismu warfarinu [14].

AuNP byly také zkoumany jako kontrastni latky pro fotoakustické zobrazovani.
Ve fotoakustickém zobrazovani je subjekt ozafen svétlem, coz vede k lokalizovanému
zahfati, a tim k malé expanzi tkané&, coz zplsobi zvukové viny. Pouziti kratkych
laserovych impulzi generuje zvukové viny v ultrazvukovém frekvenénim rozsahu.
Fotoakustické zobrazovani je ve srovnani s n€kterymi dal§imi zobrazovacimi metodami
vyhodné. Pouzité zafeni je neionizujici a pouziti ultrazvuku jako vystupu poskytuje Sirsi
prostorové rozliSeni ve srovnani s optickymi metodami diky niz§imu rozptylu
ultrazvuku v tkani. JelikoZ rGzné druhy tkani maji rtizné koeficienty absorpce svétla,
miZe tato zobrazovaci metoda rozliSovat tkan€ a ma hloubku penetrace v rozsahu
centimetr(i se submilimetrovym prostorovym rozlienim. Rada zlatych nanostruktur ma
absorpci nastavitelnou v rozsahu NIR casti elektromagnetického svétla, coz je v tomto
ptipad¢ vyhodné [14]. Wang et al. pouzili pegylované AuNP jako kontrastni latky pro
detekci makrofagl v aterosklerotickych platech ex vivo. Endocytéza AuNP makrofagy
zpisobila agregaci AuNP uvnitf bunék a posunula tak absorpci k NIR svétlu diky
posunu plazmonové rezonance. To umoznilo rozliSeni AuNP uvniti a vné makrofagii

pouzitim zéafeni o riznych vinovych délkach [38].
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Plazmony kovovych nanoc¢éstic umoziuji zobrazit individudlni umisténi ¢astic
pomoci optické mikroskopie. Dvoufotonova transmisni mikroskopie a mikroskopie na
temném poli zavisi na NIR vlastnostech AuNR. Dvoufotonova transmisni mikroskopie
byla pouZita k zobrazeni individualni polohy nanocastic ptfi proudéni v krvi in vivo a
ke zjisténi, jak 1ze zaméfit rakovinné buniky na zakladé vhodného povrchu nanocastice.
V mikroskopii na temném poli je pfendSené bilé svétlo blokovano, takZe je detekovan
pouze ustaleny rozptyl svétla. Vzhledem k tomu, Ze se rozptyl §iii jako kuzel, je velikost
skvrny mnohem vétsi nez samotné nanocastice. Dosazitelné je prostorové rozliSeni 200

nm, a tak mohou byt zobrazeny jednotlivé nanocastice [11].

3.2.4 Povrchova uprava zlatych nanocastic

Povrch nanoc¢éstic miZze byt snadno upraven pro konkrétni aplikaci [14]. AuNP
jsou syntetizovany s riznymi obalujicimi ligandy, které zajist'uji jejich rozpustnost ve
vodnych nebo organickych rozpoustédlech, stabilitu, brani agregaci nebo slouzi
k udrzeni optickych vlastnosti v riznych prostiedich [14,20]. Ackoli AuNP obsahuji
pomérné inertni a nereaktivni jadro z uslechtilého kovu, jejich biologické aplikace casto
vyzaduji dal§i povrchovou upravu s cilem zajistit vysokou biokompatibilitu a nizkou
cytotoxicitu [14]. Organickd monovrstva funguje jako bariéra mezi jadrem a okolim a
efektivné chrani a stabilizuje integritu jadra. Reaktivita a rozpustnost nanocastic jsou
tedy ur¢ovany praveé chemickou povahou periferie monovrstvy. Pro biologické aplikace

je nutna rozpustnost ve vodném prostiredi [8].

Nékteré surfaktanty jsou pouzivany jako stabilizatory povrchl nebo jako Sablony
k syntéze nanocastic. Svou vazbou k povrchu nanocastic snizuji jejich povrchovou

energii a kontroluji jejich rast a tvar [39].

Neutralni surfaktanty jako alkanthioly, alkanfosfaty a aminy se pouzivaji jako
stabilizatory pfi syntéze rlznych nanocastic [39]. Tyto ligandy vykazuji afinitu
k zlatému povrchu [19]. Nabité surfaktanty se také pouZzivaji jako stabilizatory a jako
templaty pro rist nanotycek. V posledni dobé jsou jako templaty pro syntézu AuNR
pouzivany smési kationickych surfaktanti skladajici se z CTAB jako hlavni slozky a

TOAB jako minoritni slozky [39].
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nanosfér i pres dobie zndmou zlato-thiolovou chemii. Sférické nanocastice mohou byt

thiolovou vrstvou potazeny pfimo béhem syntézy, nebo potazeny jeho slabé vazanym
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aniontem. OvSem zlaté nanotycky jsou obvykle syntetizovany v pfitomnosti CTAB,
ktery se k povrchu vaze siln¢ji. MliZze tak dojit k uplné nebo castecné agregaci béhem
funkcionalizace, pokud je CTAB struktura kolem tyéek narusena [12]. Casto se podaii
vyménit molekuly pouze na hrotech tycek, protoZe je tam vazba CTAB slabsi nez na

jejich bocich [34].

V zavislosti na geometrickém tvaru surfaktantu mize kolem nanocastice tvoftit 2
formy — micelarni nebo dvojvrstevnou strukturu. V micelarni struktufe je polarni strana
surfaktantu umisténa smérem k vod€. Ve dvojvrstevné struktufe jsou pfitomny 2 vrstvy
— vnéj§i a vnitini. Vnitini vrstva je k povrchu ukotvena hlavni skupinou a spojena
s vnéjsi vrstvou pomoci hydrofobnich interakci, zatimco hlavni skupina vnéjsi vrstvy je

orientovana k vodnému prostredi [39].

3.2.4.1 Surfaktantové dvojvrstvy
JelikoZ nanocastice maji tendenci byt v roztoku nestabilni a srazet se, musi se
pfijmout opatfeni, které tomu zabrani. Ziejm¢ nejjednodussi metodou je vytvofeni

dvojvrstvy na povrchu pomoci surfaktantti, nejcastéji CTAB [40].

Jak jiz bylo zminéno, AuNR jsou obvykle vyrdbény metodou ristu jader.
Povrchové aktivni CTAB slouzi jako strukturu-urcujici latka, coz vede k produkci
vysoce homogennich AuNR [20]. OvS§em CTAB neni jen ¢inidlo anizotropniho ristu,
ale také stabilizator, ktery tvofi pevné vazanou kationtovou dvojvrstvu na povrchu

AuNR [11,20].

V CTAB dvojvrstvé na AuNR je vnitini vrstva vazana na povrch zlata pomoci
povrchové aktivni hlavni skupiny. Tato vnitini vrstva mé4 hlavni Glohu pro stabilizaci
tyCkovitého tvaru. Kdyz se vnitini vrstva uvolni z povrchu, dojde k tvarové deformaci
z tycek na sféry. Vnéjsi vrstva ma kladny naboj [39]. CTAB dvojvrstva ma dynamicky
charakter, proto se volné molekuly CTAB mohou z této vrstvy desorbovat, coz ma za
nasledek toxicitu roztoku CTAB [41]. Vnitini vrstva je vazana silng, vnéjsi vrstva slabé
[12]. Se zvySenim teploty se vrchni vrstva desorbuje (hydrofobni interakce mezi
nepolarnimi fetézci) a nasledné s dalsim zvySenim teploty opousti povrch vnitini vrstva
(silngj8i vazba hlavni skupiny surfaktantu k povrchu nanocastice) [39]. Pokud
koncentrace CTAB klesne pod kritickou miceldrni koncentraci, maji tycky tendenci

agregovat [12] a uz nejsou rozpustné [34].
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Cytotoxicita roztoku takto obalenych nanocastic vSak neni zplisobena CTAB
vrstvami, které jsou staticky vdzané na AuNR, nybrz CTAB uvolnénym do roztoku. Ten
interferuje s biologickymi systémy, a tak vykazuje vysokou cytotoxicitu. Opakovanym
odsttedovanim se snizuje piebytek CTAB se soufasnym zachovanim CTAB
dvojvrstvy. Tyto dvojvrstvyy mohou byt desorbovdny =z povrchu, ale eliminace

desorbovaného CTAB by vedla k agregaci AuNR [20].

Misto bézného CTAB lze také pouZit polymerizovany CTAB. Nanosféry lze
ptipravit v roztoku pfimo s nim, ale u nanoty¢ek musi k polymerizaci dojit az na jejich

povrchu [41].

3.2.4.2 Samoskladné monovrstvy

Pravé cytotoxicita CTAB obalenych nanocastic vede k hledani jinych
netoxickych alternativ [34]. Byly zkoumany mnohé organické slouceniny s riznymi
reak¢nimi skupinami typu thiol, disulfid, sulfid, thiosiran, fosfat, amin, karboxyl, nebo
isokyanid. NejoblibenéjSimi se staly thioly diky své tvorbé ochrannych monovrstev na
AuNP [42]. Zlaté povrchy snadno reaguji s thiolovymi skupinami a tvoii stabilni Au-S
vazby [14]. Takto chrdnéné nanocastice maji dobrou stabilitu. OvSem prave kvili jejich
silné vazbé na povrch a vysoké hustot¢ monovrstvy by thioly také mohly negativné

ovlivitovat biologické funkce AuNP [42].

Nahrazeni CTAB za jeho thiolovy analog 16-
(merkaptohexadecyl)trimethylamonium-bromid (MTAB; nazev slouceniny takto popsan
v literatufe, podle ITUPAC by mél byt sprdvny systematicky nazev 16-
sulfanylhexadecyltrimethylamonium-bromid) je mozné ptimou vyménu ve vode¢, kdy je
nekovalentné vazany CTAB kompletné nahrazen kompaktni thioldtovou monovrstvou,

kterd je vazana na povrch nanocastic kovaletni Au-S vazbou [34].
HsC
’ \N+/\/\/\/\/\/\/\/\/
SH
HyC™ \ ]
Obrazek 3 Struktura 16-(merkaptohexadecyl)trimethylamonium-bromidu

I po 5 cyklech centrifugace neztratily MTAB nanocéstice svou stabilitu, coz
umoznuje jejich kompletni vyc€isténi, narozdil od CTAB nanocastic, které po 4 cyklech

centrifugace naprosto ztratily svou rozpustnost. MTAB nanocastice se mohou Uplné
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vysusit a udrZzovat v pevném stavu bez ztraty rozpustnosti ve vodé. MTAB monovrstva
je schopna stabilizovat povrch nanocastic v Cisté vodé po dobu nekolika mésicti. To
dokazuje, ze pfitomnost volného surfaktantu v roztoku nanocéstic neni nutna, pokud je

jejich povrch kovalentné funkcionalizovéan hustym organickym plastém [34].
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Obrazek 4 Vyména CTAB dvojvrstvy za MTAB thiolovou monovrstvu [34].
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Pro biologické aplikace byly pfipraveny zlaté nanokonjugity s monovrstvou
alkanthiolatu zakonceného aminovou skupinou. Aminové povrchové skupiny jsou pfi
fyziologickych hodnotach pH kladné nabité, a tak elektrostaticky interaguji s negativné
nabitymi NK [19].

3.2.5 Cytotoxicita a biokompatibilita zlatych nanocastic
AuNP musi byt pfezkoumany na biokompatibilitu a vliv na Zivotni prostredi

pokud maji byt vyrobeny ve velkém mnozstvi a pfipraveny pro in vivo pouziti [11].

Zlata jadra jsou inertni a jsou povazovana za biokompatibilni a netoxicka [14].
Toxicita zlatych nanokonjugétii je tak zavisld na chemickém slozeni povrchovych
ligandli. Ve skutecnosti je to Casto sama povrchova skupina, ktera vede k toxicité [19].
Byla pozorovana toxicita AuNP pouzitych ve vysokych koncentracich [43]. OvSem pfi
vysokych koncentracich mtze byt toxické cokoliv. Proto je potieba zjistit, jak jsou
AuNP toxické v koncentraci, kterd by mohla byt potencidln€ pouzivana [11].
V aplikacich jako CT jsou potieba velké davky (1,35 g Au/kg), oproti tomu v aplikacich

jako fotoakustické zobrazovani jsou davky zlata fadové nizsi (22,7 ug Auw/kg). Zasadni

32



je také studium vylucovani AuNP, protoze dlouha doba retence velkého mnozstvi
injikované¢ho materidlu vede k obavam z dlouhodobych uc¢inkti. U nizsich davek, jako u
fotoakustického zobrazovani, by to nemuselo byt tak klicové, protoze mald mnozstvi
zlata jsou obvykle v téle pfitomna a tolerovana [14]. Cytotoxicitu ovliviiuje i povrch a

typ bun¢k [11], stejné jako velikost konjugatu [19].

Kationické nanocastice jsou mirn¢ toxické, zatimco anionické se jevi jako
netoxické [11,43]. Pro studium byly pouZity lipidové vezikuly obsahujici fluorescenéni
barvivo. Naruseni vezikulu mé za nasledek zvySeni fluorescence v diisledku uvolnéni
barviva. VSechny typy bunék maji celkovy ndboj zaporny, a tak pomoci
elektrostatickych interakci dochazi k 1yze bunék kationickymi nanoc¢asticemi. Rotello et
al. zjistili, Ze amin-funkcionalizované nanocastice byly mirné¢ toxické, zatimco
nanocastice funkcionalizované s karboxylovou kyselinou byly za vSech zkouSenych

podminek netoxické [43].

Byly navrZeny riizné metody obalovani nanocastic pro zvySeni biokompatibility
jako ligandova substituce, amfifilni potah nebo vestavéni do nosné matrice [14].
Potazeni biokompatibilnim obalem je dulezit¢ pro snizeni vychytdvani nanocéstic
retikuloendotelidlnim systémem (RES) a brani nespecifickym vazbdm na biologické
latky [14]. Nejvice pouZivany je obal z PEG, ktery ma neutradlni ndboj a vysokou
hydrofilitu, ¢imz brani nespecifické adsorpci proteind na nanocésticovy povrch a
snizuje vychytavani RES, a tak prodluzuje cirkulaci v krevnim ob¢hu [14]. OvSem
bunéné vychytavani pegylovanych nanocastic je pfiblizn€ jen 6% ve srovnani s
nanoc¢asticemi s CTAB vrstvou [11]. DalSi moZznosti mlze byt polyelektrolytové
obalovani vrstvu po vrstve [14]. Mezi dal§i moZnosti patii obaleni AuNP proteiny jako
bovinni sérovy albumin, nebo obalem z oxidu kfemicitého [14] ¢i fosfatidylcholinu
[11]. Nanocastice obalené MTAB monovrstvou se také jevi jako netoxické az do
koncentrace 0,1 g/l a v in vitro testech byly rakovinnymi butikami pfijimany ve velkych
mnozstvich [34]. AuNP mohou byt také inkorporovany do vétSich ¢éstic z polymert
nebo lipidil jako liposomy, micely nebo dendrimery. Tim je umoZnéno integrovani vice
komponent na povrch AuNP, kde mohou byt pouzity diagnostické nebo terapeutické

materialy [14].
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Obecna experimentalni ¢ast

Rozpoustédla a chemikalie byly doddny firmou Sigma-Aldrich (Ceské
republika) a pouzity bez dalSiho ptecisténi. Reakce byly monitorovany pomoci TLC
(TLC silikagel 60 F254 nebo aluminium oxid neutrdlni 60 F254, Merck, Némecko).
Detekce byla provedena pod UV pii 254 nm, postiikem vypalovacim cinidlem
(Ce(S04)2 1 g, kys. fosfomolybdenova 2 g, konc. H,SO4 5 ml, HO 100 ml) a nasledné
zahtatim vypalovaci pistoli. Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel (Fluka,
high-purity grade, pore size 60 A, 70-230 mesh, 63-200 um) nebo oxid hlinity (Merck,
90 activ neutral, 70-230 mesh, 63-200 pm).

Zahtivani reak¢ni smési bylo realizovdno pod zpétnym chladi¢em v lazni
silikonového oleje na magnetické micha¢ce Heidolph MR Hei-Standard, teplota byla
nastavovana a kontrolovana pomoci digitalniho teplotniho snimace. Filtrace a
odpafovani probihaly za sniZzeného tlaku. K odpafovani byla pouzita vakuova rotacni
odparka Heidolph Laborota 4000 s vakuovym syst¢émem Vacubrand PC 510. Pii
rozpouSténi byla pouzivana ultrazvukovéa lazen Polsonic. U nékterych reakci byla
vychozi slouc¢enina do reakéni smési ptidavana injekéni pumpou Harvard Apparatus 11
Plus. Odméfovani malych objemil reaktantll bylo provadéno pomoci automatické pipety
Biohit Proline. Reakéni schémata a vzorce byla vytvafena v programu ChemSketch 12.0
(Advanced Chemistry Development Inc.).

NMR spektra byla méfena na pfistrojich Varian Mercury-VxBB 300 (299.95
MHz pro 1H a 75.43 MHz pro 13C; Varian Corp., Palo Alto, CA, USA) a na Varian
Gemini 300 (300 MHz pro 1H, 75 MHz pro 13C, Palo Alto CA, USA) za pomoci doc.
PharmDr. Jittho KuneSe, CSc. na Katedfe anorganické a organické chemie
(Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova).

HR-MS spektra byla stanovena kombinovanou metodou vysokotlaké kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie v Centru biomedicinského vyzkumu
(Fakultni nemocnice Hradec Kralové) za pomoci Mgr. et Mgr. Rafaela Dolezala, Ph.D.
Analyticky chromatograficky systém Dionex UltiMate 3000 a hybridni kvadrupodl-
orbitrap spektrometr Q Exactive Plus byly dodany firmou ThermoFisher Scientific
(Brémy, Némecko). Hmotnosti spektra byla analyzovana pomoci software Xcalibur

3.0.63 (ThermoFisher Scientific, Brémy, Némecko). Studované latky byly rozpustény v
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methanolu (Sigma Aldrich) a injikovdny do LCMS systému vybavené¢ho kolonou
Waters Atlantis dC18 (2.1 x 100mm/5um). Byl pouzit iontovy zdroj HESI (heated
electrospray ionization) v kladném modu s ndsledujicim nastavenim: prutok stiniciho
(sheath) plynu 40, pritok pomocného (aux) plynu 10, pratok odfukového (sweep) plynu
2, rozprasovaci napéti 3.2 kV, teplota kapilary 350 °C, teplota pomocného plynu 300
°C, uroven S-lens RF 50.
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4.2 Obecny postup syntézy
Syntéza byla provadéna pomoci dvou postupi piipravy se zdmérem ziskani

totoznych produktd, jak je zndzornéno na Schématu 1.

V prvnim postupu byl vychozi latkou 1,12-dibromdodekan, ze kterého byl reakci
s thiocetatem draselnym pfipraven S-(12-bromdodecyl)thioethanoat (1). Zné& byl
pfipraven 12-bromdodekan-1-thiol (2) a posléze reakci se slouc¢eninami dusiku za
vzniku kone¢ného produktu. Jako rozpoustédlo pro posledni reakci byl zkouSen

acetonitril a dimethylformamid.

Druhy postup byl totozny v ptipravé S-(12-bromdodecyl)thioethanoétu (1), ktery
posléze reagoval s odpovidajici dusikatou slouceninou. Vysledny produkt byl pfeveden
na piislusny thiol pomoci deacetylace. Jako deacetylacni ¢inidlo byl zkousen 48%

roztok HBr a acetylchlorid.

0
Br/\@/\Br > Br/\@/\S)LCHs
10 10

(1)

/N

o)
+/\é9/\ J\
10

(2) (3-6)

+ -
@/\é%/\SH Br

10
(7-11)

SCHEMA 1 Piiprava kationickych povrchové aktivnich latek
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4.2.1 Priprava S-(12-bromdodecyl)thioethanoatu (1)

0
CH,COS K’ JJ\
Br/\ég/\sr - Br/\g\s CH, 44 %
10 , 10
suchy MeOH; reflux
(1
Mr (C2H24Brp) = 328, 13 Mr (C4H,,BrOS) = 323, 33

SCHEMA 2 Piiprava S-(12-bromdodecyl)thioethanoatu (1)

1,12-dibromdodekan (4.00 g; 12.2 mmol) byl v atmosféie dusiku rozpustén
v suchém methanolu (60 ml). Injekéni jehlou k nému byl po dobu 4 hodin pfidavan
thioacetat draselny (1.67 g; 14.6 mmol) pfedem rozpustény v suchém methanolu (25

ml) pomoci ultrazvuku. Reakce probihala za stalého michani pfi refluxu methanolu.

Smes byla odpatena za snizeného tlaku a produkt byl extrahovan heptanem (2x

100 ml) a odfiltrovan. Filtrat byl odpaten za sniZzeného tlaku.

Surovy produkt byl nésledné ciStén pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie (80 g silikagelu; eluce heptan/EtOAc 25/1). Detekce pomoci TLC
(silikagel; heptan/EtOAc 25/1).

Cisty S-(12-bromdodecyl)thioethanoat (1) byl ziskan jako bezbarva kapalina (44
%) a potvrzen pomoci NMR analyzy.

'"H NMR (500 MHz, CDCL): & (ppm) 3.40 (t, 2H, J = 6.8 Hz, CH>-Br), 2.86 (t, 2H, J =
7.3 Hz, CH»-S), 2.32 (s, 3H, CH;), 1.88-1.81 (m, 2H, CH>-CH,-Br), 1.59-1.52 (m, 2H,
CH>-CH,-S), 1.45-1.23 (m, 16H, -(CH,)s-).

C NMR (125 MHz, CDCly): & (ppm) 196.04, 109.98, 34.03, 32.82, 30.63, 29.48,
29.46,29.41,29.39, 29.14, 29.08, 28.79, 28.74, 28.16.
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4.2.2 Priprava 12-bromdodekan-1-thiolu (2)

O
)_k CHsCOCI \
Br/\(\%s CH, - Br/\éa/\SH 82 %
© 710 suchy MeOH; 50 °C 10
(1) (2)
Mr (C14H27B|"OS) =323, 33 Mr (C‘EszsBrS) =221, 30

SCHEMA 3 Piiprava 12-bromdodekan-1-thiolu (2)

S-(12-bromdodecyl)thioethanoat (1) (1.73 g; 5.35 mmol) byl v atmosféfe dusiku
rozpus$tén v suchém methanolu (90 ml) a nasledné byl pfidan acetylchlorid (3,0 ml; 42.8

mmol). Reakce probihala pti 50 °C za stalého michani 12 hodin.

Smés byla odparena za snizeného tlaku. Produkt byl rozpustén v EtOAc (50 ml)
a vytfepan solankou (3% 50 ml). Nasledné byl susen bezvodym siranem sodnym, ktery

byl poté filtrovan a rozpoustédlo bylo odpateno za snizeného tlaku.

Surovy produkt byl nésledné ciStén pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie (100 g silikagelu; ptiprava heptan/TEA 100/2 %; eluce heptan 100%).
Detekce pomoci TLC (silikagel; heptan/EtOAc/TEA 9/1/2 %).

Cisty 12-bromdodekan-1-thiol (2) byl ziskan jako bezbarvy olej (82 %) a

potvrzen pomoci NMR analyzy.

'"H NMR (500 MHz, CD;0D): & (ppm) 3.43 (t, 2H, J = 6.6 Hz, CH>-Br), 2.49 (t, 2H, J =
7.3 Hz, CH>-SH), 1.87-1.80 (m, 2H, CH,-CH,-Br), 1.63-1.55 (m, 2H, CH,-CH,-SH),
1.48-1.26 (m, 16H, -(CHy)s-).

BC NMR (125 MHz, CD;0D): & (ppm) 35.29, 34.45, 34.07, 30.70, 30.68, 30.66, 30.63,
30.26, 29.90, 29.47, 29.24, 25.03.
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4.3 Priprava meziprodukti

4.3.1 Priprava N,N,N-trimethyl-12-acetylsulfanyldodecyl-1-amonium-bromidu (3)

0
o CHy)sN
)L > \FW\S CH
3
Br/\@/\s CH3  CH,CN/EtOH; lab.t. HC”~ \ 10 96 %
10 CHs g
Mr (C;4H,7BrOS) = 323, 33 Mr (C1/H36BrOSN) = 382, 44

SCHEMA 4 Piiprava N, N, N-trimethyl-12-acetylsulfanyldodecyl- 1 -amonium-bromidu (3)

S-(12-bromdodecyl)thioethanoat (1) (0.30 g; 0.92 mmol) byl rozpustén v
atmosfére dusiku v suchém MeCN (5 ml) a nésledné byl pfidan roztok trimethylaminu

v ethanolu (5 ml). Reakce probihala za stalého michéani pti laboratorni teploté po dobu
143 hodin.

Smes byla odpatena za sniZzeného tlaku. K produktu byl ptidan petrolether (30
ml) s naslednou sonikaci v ultrazvuku (5 min). Produkt se rozpustil. Smés byla
ponechana 18 hodin pfi 4 °C. Produkt byl filtrovan za sniZeného tlaku a suSen

v exsikatoru.

Cisty N,N,N-trimethyl-12-acetylsulfanyldodecyl- 1-amonium-bromid (3) byl
ziskan jako bezbarva krystalicka latka (96 %) a potvrzen pomoci NMR analyzy.

'H NMR (500 MHz, CD;OD): & (ppm) 3.32 (t, 2H, J = 6.8 Hz, CH>-N), 3.12 (s, 9H,
(CH3)s), 2.85 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH,-S), 2.30 (s, 3H, CH;), 1.83-1.74 (m, 2H, CH>-
CH,-N), 1.59-1.51 (m, 2H, CH>-CH»-S), 1.44-1.27 (m, 16H, -(CHa)s-).

BC NMR (125 MHz, CD;OD): & (ppm) 197.67, 67.98, 67.95, 67.93, 53.55, 49.89,
30.80, 30.62, 30.58, 30.53, 30.24, 30.21, 29.87, 29.81, 27.40, 23.98.
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4.3.2 Priprava 1-(12-acetylsulfanyldodecyl)chinolinium-bromidu (4)

: : @]
/\é/)/\ )L %f/ﬁ\s)\cma 45 %
e | Br @

CH5CN; reflux

Mr (C44H,7BrOS) = 323, 33 Mr (C3H34BrOSN) = 452, 49
SCHEMA 5 Piiprava 1-(12-acetylsulfanyldodecyl)chinolinium-bromidu (4)

S-(12-bromdodecyl)thioethanoat (1) (0.46 g; 1.44 mmol) byl rozpustén v MeCN
(10 ml) a nasledn¢ byl pfidan chinolin (0.85 ml; 7.19 mmol). Reakce probihala pfi
refluxu MeCN za stalého michdni po dobu 24 hodin.

Smés byla odpatena za snizeného tlaku. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou
kapalinovou chromatografii (120 g silikagelu; eluce chloroform/MeOH/amoniak 6/3/1).
Detekce pomoci TLC (silikagel; chloroform/MeOH/amoniak 6/3/1).

Cisty 1-(12-acetylsulfanyldodecyl)chinolinium-bromid (4) byl ziskan jako
bezbarva olejovité latka (45 %) a potvrzen pomoci NMR analyzy.

'"H NMR (500 MHz, CD;0D): & (ppm) 9.44 (d, 1H, J = 5.6 Hz, Ar), 9.22 (d, 1H, J=8.1
Hz, Ar), 8.57 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Ar), 8.45 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Ar), 8.33-8.28 (m, 1H,
Ar), 8.12-8.04 (m, 2H, Ar), 5.10 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH>-N), 2.85 (t, 2H, J = 7.3 Hz,
CH>-S), 2.29 (s, 3H, CHj;), 2.14-2.07 (m, 2H, CH,-CH,-N), 1.58-1.46 (m, 2H, CH>-
CH,-S), 1.44-1.26 (m, 16H, ~(CHa)s-).

BC NMR (125 MHz, CD;OD): & (ppm) 197.65, 150.37, 149.06, 137.34, 132.21,
131.85, 131.43, 123.10, 119.80, 59.46, 31.16, 30.78, 30.60, 30.55, 30.49, 30.19, 29.87,
29.79, 27.53.
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4.3.3 Priprava 1-(12-acetylsulfanyldodecyl)isochinolinium-bromidu (5)

m I

)J\ g7 \N*/\g%/\s CHy

- “10 0
Br/w\s CH . i 62 %
10 3 CchN, 50 °C / Bf-

(1) (5)
Mr (C44H,7BrOS) = 323, 33 Mr (Co3H34BrOSN) = 452, 49

SCHEMA 6 Piiprava 1-(12-acetylsulfanyldodecyl)isochinolinium-bromidu (5)

S-(12-bromdodecyl)thioethanoat (1) (0.30 g; 0.92 mmol) byl rozpustén v MeCN
(5 ml) a nasledné byl pfidan isochinolin (0.18 g; 1.39 mmol). Reakce probihala pti 50
°C za stalého michani po dobu 179 hodin.

Smés byla odpafena za sniZzené¢ho tlaku. K surovému produktu byl pfidan

petrolether (20 ml). Smés byla pfivedena k varu a za horka filtrovana.

Cisty 1-(12-acetylsulfanyldodecyl)isochinolinium-bromid (5) byl ziskan jako
bezbarva krystalicka latka (62 %) a potvrzen pomoci NMR analyzy.

'H NMR (500 MHz, CD;OD): & (ppm) 9.97 (s, 1H, Ar), 8.70 (d, 1H, J = 6.8 Hz, Ar),
8.53-8.49 (m, 2H, Ar), 8.33 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Ar), 8.28-8.24 (m, 1H, Ar), 8.11-8.06
(m, 2H, Ar), 4.78 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH>-N), 2.85 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH,-S), 2.30 (s,
3H, CH;), 2.17-2.09 (m, 2H, CH>-CH,-N), 1.58-1.50 (m, 2H, CH,-CH,-S), 1.48-1.25
(m, 16H, -(CH,)s-).

BC NMR (125 MHz, CD;OD): & (ppm) 197.63, 150.97, 139.08, 138.41, 135.79,
132.70, 131.56, 129.32, 128.61, 127.63, 62.98, 32.40, 30.78, 30.59, 30.55, 30.46, 30.18,
30.14, 29.87, 29.79, 27.30.
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4.3.4 Priprava 1-(12-acetylsulfanyldodecyl)pyridazinium-bromidu (6)

10 CH5CN; 50 °C
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SCHEMA 7 Piiprava 1-(12-acetylsulfanyldodecyl)pyridazinium-bromidu (6)

S-(12-bromdodecyl)thioethanoat (1) (0.30 g; 0.92 mmol) byl rozpustén v MeCN
(10 ml) a nasledné¢ byl ptidan pyridazin (0.10 ml; 1.39 mmol). Reakce probihala pti 50
°C za stalého michani po dobu 101 hodin.

Smés byla odpafena za sniZzené¢ho tlaku. K surovému produktu byl ptidan

petrolether (2% 20 ml), smé&s byla pfivedena k varu a za horka filtrovana.

Cisty 1-(12-acetylsulfanyldodecyl)pyridazinium-bromid (6) byl ziskan jako
bezbarva krystalicka latka (74 %) a potvrzen pomoci NMR analyzy.

'"H NMR (500 MHz, CD;0D): & (ppm) 9.88 (d, 1H, J= 5.9 Hz, Ar), 9.56 (d, 1H, J = 4.6
Hz, Ar), 8.69-8.64 (m, 1H, Ar), 8.59-8.54 (m, 1H, Ar), 4.89 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH»-N),
2.86 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH,-S), 2.31 (s, 3H, CH;), 2.18-2.10 (m, 2H, CH,-CH,-N),
1.60-1.52 (m, 2H, CH»>-CH,-S), 1.48-1.27 (m, 16H, -(CH,)s-).

3C NMR (125 MHz, CD;0D): & (ppm) 197.65, 155.92, 150.95, 137.82, 137.09, 67.00,
31.29, 30.78, 30.61, 30.57, 30.56, 30.45, 30.19, 30.10, 29.88, 29.80, 27.18.
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4.4 Priprava kone¢nych produkti

4.4.1 Priprava N,N,N-trimethyl-12-sulfanyldodecyl-1-amonium-bromidu (7)

o
HyC | 48% HBr e
\N+/\<\9/\S CH > TN e~
H3C/ \ 10 3 EtOH; reflux /N\ SH 52 %
HaC 10
] CH3 3 CH3
Br 3
3) = (7)
Mr (C7H3sBrOSN) = 382, 55 Mr (C5Ha4BrSN) = 340, 41

SCHEMA 8 Piiprava N, N, N-trimethyl-12-sulfanyldodecyl- 1-amonium-bromidu (7)

N,N,N-trimethyl-12-acetylsulfanyldodecyl-1-amonium-bromid (3) (0.43 g; 1.13
mmol) byl rozpustén v 96% ethanolu a nasledné byl ptidan 48% roztok HBr (0.61 ml;

11.31 mmol). Reakce probihala pfi refluxu ethanolu za stdlého michéni po dobu 24
hodin.

Smés byla odpatena za snizeného tlaku a koevaporovana s toluenem (2x 20 ml).
Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou kapalinovou chromatografii (200 g silikagelu;
eluce chloroform/MeOH/amoniak  6/3/1). Detekce pomoci TLC (silikagel;
chloroform/MeOH/amoniak 6/3/1).

Cisty N,N,N-trimethyl-12-sulfanyldodecyl-1-amonium-bromid (7) byl ziskan
jako bezbarva krystalicka latka (52 %) a potvrzen pomoci NMR a MS analyzy.

'"H NMR (500 MHz, CD;OD): & (ppm) 3.35 (t, 2H, J = 8.6 Hz, CH>-N), 3.14 (s, 9H,
(CH;)3), 2.48 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CH>-SH), 1.83-1.74 (m, 2H, CH>-CH,-N), 1.62-1.54
(m, 2H, CH>CH,-SH), 1.44-1.25 (m, 16H, -(CH,)s-).

BC NMR (125 MHz, CD;0D): & (ppm) 67.94, 53.65, 35.23, 30.65, 30.61, 30.54, 30.24,
30.22,29.42,27.39, 25.01, 24.00.

HRMS 260.24045 (vypoéteno pro [CsH34NS '] 260.240098).
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4.4.2. Priprava 1-(12-sulfanyldodecyl)pyridinium-bromidu (8)

27 %

@

/ +A@9/\
Br/\@ASH ~F ‘ XN 7, SH
10 DMF: 70 °C 2 g
(2) (8)

Mr (C4,H,5BrS) = 281,3 Mr (C47H3oBrNS) = 360, 4

SCHEMA 9 Piiprava 1-(12-sulfanyldodecyl)pyridinium-bromidu (8)

12-bromdodekan-1-thiol (2) (0.30 g; 1.07 mmol) byl rozpustén v DMF (5 ml) a
nasledné byl pfidan pyridin (0.13 ml; 1.59 mmol). Reakce probihala pti 70 °C za stalého
michani po dobu 126 hodin.

Smés byla odpatena za snizené¢ho tlaku. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou
kapalinovou chromatografii (50 g aluminium-oxidu; eluce
dichlormethan/MeOH/amoniak 9/1/2 %). Detekce pomoci TLC (aluminium-oxid;
dichlormethan/MeOH/amoniak 9/1/2 %)

Cisty 1-(12-sulfanyldodecyl)pyridinium-bromid (8) byl ziskan jako bezbarva
amorfni latka (27 %) a potvrzen pomoci NMR a MS analyzy.

'H NMR (500 MHz, CD;0D): & (ppm) 9.04 (d, 2H, J = 5.6 Hz, Ar), 8.65-8.59 (m, 1H,
Ar), 8.18-8.10 (m, 2H, Ar), 4.66 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH>-N), 2.50 (t, 2H, J = 6.6 Hz,
CH>-SH), 2.31 (s, 3H, CHj;), 2.09-1.99 (m, 2H, CH,-CH,-N), 1.64-1.53 (m, 2H, CH>-
CH,-SH), 1.48-1.24 (m, 16H, -(CH,)s-).

3C NMR (125 MHz, CD;OD): § (ppm) 146.89, 145.98, 129.55, 63.17, 35.23, 32.54,
30.68, 30.65, 30.60, 30.49, 30.22, 30.12, 29.42, 27.21, 25.00.

HRMS 280.20850 (vypoéteno pro [Ci7H3NS '] 280.208798).
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4.4.3 Priprava 1-(12-sulfanyldodecyl)chinolinium-bromidu (9)

suchy MeOH: reflux
y e
(9)

o)
. /\@/\ )L CH,COCI . /\M/\
|N T |N g 96 %
S, Br Br
(4)

Mr (C,3H3,BrOSN) = 452, 49 Mr (C,1Ha,BINS) = 410, 46
SCHEMA 10 Pfiprava 1-(12-sulfanyldodecyl)chinolinium-bromidu (9)

1-(12-acetylsulfanyldodecyl)chinolinium-bromid (4) (0.23 g; 0.50 mmol) byl
rozpu$tén v suchém MeOH (30 ml) a nésledné byl ptidan acetylchlorid (0.28 ml; 4.01

mmol). Reakce probihala pii refluxu methanolu za stalého michani po dobu 48 hodin.

Smés byla odpafena za sniZzené¢ho tlaku. K surovému produktu byl pfidan

petrolether (25 ml), smés byla sonikovana v ultrazvuku (10 min) a filtrovéana.

Cisty 1-(12-sulfanyldodecyl)chinolinium-bromid (9) byl ziskan jako nahnédla
krystalicka latka (96 %) a potvrzen pomoci NMR a MS analyzy.

"H NMR (500 MHz, CD;0D): § (ppm) 9.42 (d, 1H, J= 5.6 Hz, Ar), 9.20 (d, 1H, J=8.1
Hz, Ar), 8.55 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Ar), 8.42 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Ar), 8.30-8.25 (m, 1H,
Ar), 8.10-8.01 (m, 2H, Ar), 5.08 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH,-N), 2.45 (t, 2H, J = 7.3 Hz,
CH>-SH), 2.12-2.04 (m, 2H, CH>-CH,-N), 1.58-1.43 (m, 2H, CH>-CH,-SH), 1.42-1.21
(m, 16H, -(CHz)s-).

C NMR (125 MHz, CD;OD): § (ppm) 150.39, 149.06, 137.34, 132.21, 131.85,
131.42, 123.11, 119.79, 59.46, 35.22, 31.17, 30.64, 30.58, 30.51, 30.21, 29.41, 27.54,
24.99.

HRMS 330.22421 (vypoéteno pro [C,;H3NS '] 330.224448).
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4.4.4 Priprava 1-(12-sulfanyldodecyl)isochinolinium-bromidu (10)

o
\N"MS)J\CHS 48% HBr \N+/\é)/\SH
o 10
= Br EtOH; reflux - 50 %
(5)

(10)
Mr (Co3H34BrONS) = 452, 49 Mr (Co;Ha,BINS) = 410, 46

SCHEMA 11 Ptiprava 1-(12-sulfanyldodecyl)isochinolinium-bromidu (10)

1-(12-acetylsulfanyldodecyl)isochinolinium-bromid (5) (0.24 g; 0.53 mmol) byl
rozpus$tén v 96% ethanolu (10 ml) a nésledné byl ptidan 48% roztok HBr (0.45 ml; 8.45

mmol). Reakce probihala pfi refluxu ethanolu za stdlého michani po dobu 22 hodin.
Smés byla odpaiena za snizené¢ho tlaku a koevaporovana s toluenem (2x 20 ml).

Surovy produkt byl nésledné ¢istén sloupcovou kapalinovou chromatografii (140
g silikagelu; eluce chloroform/MeOH/amoniak 6/3/1). Detekce pomoci TLC (silikagel;
chloroform/MeOH/amoniak 6/3/1).

Cisty 1-(12-sulfanyldodecyl)isochinolinium-bromid (10) byl ziskan jako
bezbarva amorfni latka (50 %) a potvrzen pomoci NMR a MS analyzy.

'"H NMR (500 MHz, CD;0D): & (ppm) 9.95 (s, 1H, Ar), 8.69 (d, 1H, J = 6.8 Hz, Ar),
8.52-8.47 (m, 2H, Ar), 8.32 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Ar), 8.28-8.23 (m, 1H, Ar), 8.10-8.06
(m, 2H, Ar), 4.77 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH,-N), 2.48 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH>-SH), 2.16-
2.09 (m, 2H, CH>-CH,-N), 1.60-1.54 (m, 2H, CH»-CH,-SH), 1.48-1.25 (m, 16H, -
(CHy)s-).

BC NMR (125 MHz, CD;OD): & (ppm) 150.98, 139.09, 138.42, 135.78, 132.71,
131.56, 129.33, 128.61, 127.63, 62.99, 35.22, 32.40, 30.63, 30.59, 30.49, 30.21, 30.15,
29.41,27.31, 24.99.

HRMS 330.22400 (vypoéteno pro [CoH3NS'] 330.224448).
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4.4.5 Priprava 1-(12-sulfanyldodecyl)pyridazinium-bromidu (11)

o

CH5COCI
N o "
S e e e N S
Z B
(®)

suchy MeOH; reflux
= Br

(11)
Mr (C4gH3;BrOSN,) = 403, 42 Mr (C1gHogBIN,S) = 361, 39

SCHEMA 12 Pfiprava 1-(12-sulfanyldodecyl)pyridazinium-bromidu (11)

1-(12-acetylsulfanyldodecyl)pyridazinium-bromid (6) (0.25 g; 0.63 mmol) byl
rozpu$tén v suchém MeOH (40 ml) a nésledné byl ptidan acetylchlorid (0.39 ml; 5.62
mmol). Reakce probihala pfi refluxu MeOH za stalého michdni po dobu 26 hodin.

Smés byla odpafena za sniZzené¢ho tlaku. K surovému produktu byl pfidan

petrolether (35 ml), smés byla pfivedena k varu a za horka filtrovana.

Cisty 1-(12-sulfanyldodecyl)pyridazinium-bromid (11) byl ziskan jako nahnédl4
krystalicka latka (80 %) a potvrzen pomoci NMR a MS analyzy.

'"H NMR (500 MHz, CD;0D): & (ppm) 9.87 (d, 1H, J = 5.9 Hz, Ar), 9.56 (d, IH, J=4.6
Hz, Ar), 8.68-8.63 (m, 1H, Ar), 8.58-8.53 (m, 1H, Ar), 4.88 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH»-N),
2.49 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH>-SH), 2.17-2.09 (m, 2H, CH>-CH,-N), 1.63-1.55 (m, 2H,
CH>-CH,-SH), 1.47-1.27 (m, 16H, -(CH,)s-).

BC NMR (125 MHz, CD;OD): § (ppm) 155.91, 150.94, 137.82, 137.08, 66.98, 35.23,
31.30, 30.65, 30.61, 30.47, 30.23, 30.12, 29.42, 27.19, 25.00.

HRMS 281.20389 (vypoéteno pro [CisHoN,S'] 281.204047).
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S Diskuse

N,N,N-trimethyl-12-sulfanyldodecyl-1-amonium-bromid (7) byl pfipraven
obéma postupy uvedenymi v kap. 4.2. Nejprve se jej podafilo ptipravit reakci
trimethylaminu s 12-bromdodekan-1-thiolem (2) =za pouziti acetonitrilu jako
rozpoustédla. Produkt byl vyc¢iStén zahiatim ve smési s heptanem. Vytézek vSak byl 9
%, a proto byl pfipraven znovu, ovSem za pouziti dimethylformamidu. Produkt byl
precistén sloupcovou kapalinovou chromatografii. Vytézek byl 43 %, coz je méné nez

pii zpisobl uvedeném v kap. 4.4.1, kde byl vytézek 52 %.

1-(12-sulfanyldodecyl)pyridinium-bromid (8) byl pfipraven dvakrat. Prvni
postup odpovida kap. 4.4.2, ovSem jako rozpoustédlo zde nebyl pouzit
dimethylformamid, ale acetonitril pfi teploté¢ 70 °C. Produkt byl vyc¢iStén zahtfatim ve
smési s diethyletherem. Vytézek vSak byl 8 %, proto musel byt pfipraven znova, a to

postupem uvedenym v kap. 4.4.2, kde byl vytézek 27 %.

1-(12-sulfanyldodecyl)chinolinium-bromid (9) byl pfipravovan obéma postupy
uvedenymi v kap. 4.2. Nejprve se jej podafilo pfipravit reakci chinolinu s 12-
bromdodekan-1-thiolem (2). At vSak byl jako rozpoustédlo pouzit acetonitril nebo
dimethylformamid, tak se produkt nepodatilo piecistit ani sloupcovou chromatografii.
Posléze byl produkt piipraven postupem uvedenym v kap. 4.4.3, ovSsem jako
deacetylacni Cinidlo byl pouzit 48% roztok HBr. Produkt se ovSem také nepodafilo
precistit, a proto byl pfipraven poctvrté postupem uvedenym v kap. 4.4.3 s vytézkem 96
%.

1-(12-sulfanyldodecyl)isochinolinium-bromid  (10) byl piipraven obéma
postupy uvedenymi v kap. 4.2. Nejprve se jej podafilo pfipravit reakei isochinolinu s
12-bromdodekan-1-thiolem (2). Jako rozpoustédlo byl pouzit acetonitril. Produkt byl
vyCistén zahfatim ve smési s etherem. Vytézek vSak byl 14 %, proto byl piipraven
znovu stejnym zpusobem, ovSem jako rozpoustédlo byl pouzit dimethylformamid.
Produkt se vSak nepodafilo pfecistit ani sloupcovou chromatografii, a proto byl

ptipraven potieti postupem uvedenym v kap. 4.4.4, kde byl vytézek 50 %.

1-(12-sulfanyldodecyl)pyridazinium-bromid (11) byl pfipraven obéma
postupy uvedenymi v kap. 4.2. Nejprve se jej podafilo pfipravit reakei pyridazinu s 12-
bromdodekan-1-thiolem (2). Jako rozpoustédlo byl pouzit acetonitril. Produkt byl
vyCistén zahtatim ve smési s diethyletherem. VytéZzek vSak byl 9 %, proto byl pfipraven
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znovu stejnym zpusobem, ovSem jako rozpoustédlo byl pouzit dimethylformamid.
Produkt se vSak nepodafilo ptecistit ani sloupcovou kapalinovou chromatografii, a proto

byl pfipraven potreti postupem uvedenym v kap. 4.4.5, kde byl vytézek 80 %.

Zd4 se, ze priprava produkti reakci dusikatych slouc¢enin s S-(12-
bromdodecyl)thioethanoatem (1) s naslednou deacetylaci na thiol pfinasi vyssi vytézky,
nez reakce dusikatych sloucenin pfimo s 12-bromdodekan-1-thiolem (2). Pii pouziti
48% roztoku HBr vSak musely byt produkty Ccistény sloupcovou kapalinovou
chromatografii, coz vede k niz§im vytézkim a produkty jsou pak casto ziskany jako
amorfni latky. Proto je zfejm¢ lepSim deacetylacnim Ccinidlem acetylchlorid, kde
k precisténi staci zahtati se smési s petroletherem ¢i sonikace s petroletherem. To
znaén€ usnadnuje ptipravu produktl, vede k vy$Sim vytézkim a produkty jsou pak

ziskany jako krystalické latky.

Druhy zptsob syntézy u vétSiny reakci také poskytuje relativné snadny zpiisob
Cisténi, je-li jako rozpoustédlo pouzit acetonitril. K vyc¢isténi veétSinou postaci zahtati ve
smési s etherem ¢i heptanem, ovSem vytézky okolo 10 % jsou neuspokojivé.
Dimethylformamid se také nezdd jako vhodna volba, jelikoz se ze smési tézko
odstranuje, coz komplikuje CiSténi, které je pak Casto neuspésné, a produkty jsou

ziskany jako amorfni latky.
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6 Zavér

Vyse uvedenymi postupy bylo ptipraveno celkem 5 kvarternich amoniovych soli
s dvanactiuhlikatym alifatickym fetézcem a thiolovou skupinou v poZadovaném
mnozstvi a Cistoté. Jedné se o molekuly v literatufe dosud nepopsané — N, N, N-trimethyl-
12-sulfanyldodecyl-1-amonium-bromid (7), 1-(12-sulfanyldodecyl)pyridinium-bromid
3), 1-(12-sulfanyldodecyl)chinolinium-bromid ), 1-(12-
sulfanyldodecyl)isochinolinium-bromid (10) a 1-(12-sulfanyldodecyl)pyridazinium-
bromid (11).

Syntéza novych molekul byla provedena dvéma zplsoby. Prvni zplisob
zahrnoval ptipravu S-(12-bromdodecyl)thioethanoatu (1), ze kterého byl nasledné
pfipraven 12-bromdodekan-1-thiol (2). Jeho reakci s jednotlivymi dusikatymi
slouceninami vznikly konecné produkty. Jejich ciSténi probihalo rGznymi zplsoby
v zavislosti na jednotlivych latkach a pouZitém rozpoustédle. Druhy zplsob také
zahrnoval pfipravu S-(12-bromdodecyl)thioethanoatu (1), ktery ndasledné piimo
reagoval s jednotlivymi dusikatymi slouceninami, z nichz byl pfipraven piislusny thiol.
Cisténi probihalo riznymi zplsoby v zavislosti na jednotlivych sloudeninach a
pouzitém deacetyla¢nim ¢inidle. Druhy zpisob pfipravy byl vyhodnéjsi vzhledem

k vytézkiim reakci a snaz§imu Cisténi vyslednych produkta.

Ptipravené slouceniny budou vyuzity jako obal pro zlaté nanocastice a budou

zjiStovany specifické vlastnosti zlatych nanocastic s témito pfipravenymi surfaktanty.

50



7 Pouzita literatura

[1] SALAGER, J. L.; Surfactants types and uses [online]. 2002 [cit. 2014-04-13].
Dostupné z: <http://www.nanoparticles.org/pdf/Salager-E300A.pdf >.

[2] SCHRAMM, L. L.; STASIUK, E. N.; MARANGONI, D. G.; Surfactants and their
applications. Annu. Rep. Prog. Chem., Sect. C: Phys. Chem., 2003, vol. 99, p. 3-48.

[3] Surfactant chemistry and general phase behaviour [online]. [cit. 2014-04-13].
Dostupné z
<http://www.chm.bris.ac.uk/eastoe/Surf Chem/1%20Surfactant%20chemistry%20and
%?20general%?20phase%?20behaviour.pdf >

[4] RUBINGH, D.; Cationic surfactants: Physical Chemistry. 1st printing : CRC Press,
1990. p. 544. [ISBN 9780824783570].

[5] MATA, J.; VARADE, D.; BAHADUR, P.; Aggregation behavior of quaternary salt
based cationic surfactants. Thermochimica Acta, 2005, vol. 428, no. 1-2, p. 147-155.

[6] ZHAO, T.; SUN, G.; Hydrophobicity and antimicrobial activities of quaternary
pyridinium salts. J. Appl. Microbiol., 2008, vol. 104, no. 3, p. 824-830.

[7] GHOSH, S. K.; PAL, T.; Interparticle Coupling Effect on the Surface Plasmon
Resonance of Gold Nanoparticles: From Theory to Applications. Chem. Rev., 2007, vol.
107, no. 11, p. 4797-4862.

[8] ARVIZO, R.; BHATTACHARYA, R.; MUKHERJEE, P.; Gold nanoparticles:
Opportunities and Challenges in Nanomedicine. Expert Opin. Drug Deliv., 2010, vol. 7,
no. 6, p. 753-763.

[9] NIIDOME, T.; NAKASHIMA, K.; TAKAHASHI, H.; NIIDOME, Y.; Preparation
of primary amine-modified gold nanoparticles and their transfection ability into

cultivated cells. Chem. Commun., 2004, no. 17, p. 1978-1979.

[10] MURPHY, C. J.; SAU, T. K.; GOLE, A. M.; ORENDORFF. CH. J ; GAO, J;
GOU, L.; HUNYADI, S. E.; LI, T.; Anisotropic Metal Nanoparticles: Synthesis,
Assembly, and Optical Applications. J. Phys. Chem. B, 2005, vol. 109, no. 29, p.
13857-13870.

51



[11] MURPHY, C. J.; GOLE, A. M.; STONE, J. W.; SISCO, P. N.; ALKILANY, A.
M.; GOLDSMITH, E. C.; BAXTER, S. C.; Gold Nanoparticles in Biology: Beyond
Toxicity to Cellular Imaging. Acc. Chem. Res., 2008, vol. 41, no. 12, p. 1721-1730.

[12] VIGDERMAN, L.; KHANAL, B. P.; ZUBAREV, E. R.; Functional Gold
Nanorods: Synthesis, Self-Assembly, and Sensing Applications. Adv. Mater., 2012, vol.
24, no. 36, p. 4811-4841.

[13] JANA, N. R.; GEARHEART, L.; MURPHY, C. J.; Seed-Mediated Growth
Approach for Shape-Controlled Synthesis of Spheroidal and Rod-like Gold
Nanoparticles Using a Surfactant Template. Adv. Mater., 2001, vol. 13, no. 18, p. 1389-
1393.

[14] MIESZAWSKA, A. J.; MULDER, W. J. M.; FAYAD, Z. A.; CORMODE, D. P.;
Multifunctional Gold Nanoparticles for Diagnosis and Therapy of Disease. Mol.
Pharm., 2013, vol. 10, no. 3, p. 831-847.

[15] SPERLING, R. A.; GIL, P. R.; ZHANG, F.; ZANELLA, M.; PARAK, W. J;
Biological applications of gold nanoparticle. Chem. Soc. Rev., 2008, vol. 37, no. 9, p.
1896-1908.

[16] TURKEVICH, J.; STEVENSON, P. C.; HILLIER, J.; A study of the nucleation
and growth processes in the synthesis of colloidal gold. Discuss. Faraday Soc., 1951,
vol. 11, p. 55-75.

[17] FRENS, G.; Controlled nucleation for the regulation of the particle size in
monodisperse gold suspensions. Nat. Phys. Sci., 1972, vol. 241, no. 105, p. 20-22.

[18] BRUST, M.; WALKER, M.; BETHELL, D.; SCHIFFRIN, D. J.; WHYMAN, R.;
Synthesis of Thiol-derivatised Gold Nanoparticles in a Two-phase Liquid-Liquid
System. J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1994, no. 7, p. 801-802.

[19] GILJOHANN, D. A.; SEFEROS, D. S.; DANIEL, W. L.; MASSICH, M. D
PATEL, P. C.; MIRKIN, CH. A.; Gold Nanoparticles for Biology and Medicine.
Angew. Chem. Int. Ed., 2010, vol. 49, no. 19, p. 3280-3294.

[20] GUI, CH.; CUI, D. X.; Functionalized Gold Nanorods for Tumor Imaging and
Targeted Therapy. Cancer Biol. Med., 2012, vol. 9, no. 4, p. 221-233.

52



[21] SMITH, D. K.; KORGEL, B. A.; The importance of the CTAB surfactant on the
colloidal seed-mediated synthesis of gold nanorods. Langmuir, 2008, vol. 24, no. 3, p.
644-649.

[22] HE, H.; XIE, CH.; REN, J.; Nonbleaching fluorescence of gold nanoparticles and
its applications in cancer cell imaging. Anal. Chem., 2008, vol. 80, no. 15, p. 5951-
5957.

[23] LIU, A.; YE, B.; Application of gold nanoparticles in biomedical researches and
diagnosis. Clin. Lab., 2013, vol. 59, no. 1-2, p. 23-36.

[24] GHOSH, P.; HAN, G.; DE, M.; KIM, C. K.; ROTELLO, V. M.; Gold
nanoparticles in delivery applications. Adv. Drug Deliv. Rev., 2008, vol. 60, no. 11, p.
1307-1315.

[25] LEE, S. E.; SASAKI, D. Y.; PERROUD, T. D.; YOO, D.; PATEL, K. D.; LEE, L.
P.; Biologically Functional Cationic Phospholipid-Gold Nanoplasmonic Carriers of

RNA. J. Am. Chem. Soc., 2009, vol. 131, no. 39, p. 14066-14074.

[26] WIJAYA, A.; SCHAFFER, S.; PALLARES, 1. G.; HAMAD-SCHIFFERLI, K.;
Selective Release of Multiple DNA Oligonucleotides from Gold Nanorods. ACS Nano,
2009, vol. 3, no. 1, p. 80-86.

[27] SIEGEL, R.; MA, J.; JEMAL, A.; Cancer statistics, 2014. CA Cancer J. Clin.,
2014, vol. 64, no. 1, p. 9-29.

[28] COUGHLIN, A. J.; WEST, J. L.; Targeting Gold Nanoparticles for Cancer
Diagnostics and Therapeutics. (HEPEL, M.; ZHONG, C.) Functional Nanoparticles for

Bioanalysis, Nanomedicine, and Bioelectronic Devices, 2012, vol. 2, p. 37-54.

[29] EL-SAYED, I. H.; HUANG, X.; EL-SAYED M. A.; Selective laser photo-thermal
therapy of epithelial carcinoma using anti-EGFR antibody conjugated gold
nanoparticles. Cancer Lett., 2006, vol. 239, no. 1, p. 129-135.

[30] PATRA, CH. R.; BHATTACHARYA, R.; MUKHERIJEE, P.; Fabrication and
functional characterization of goldnanoconjugates for potential application in ovarian

cancer. J. Mater. Chem., 2010, vol. 20, no. 3, p. 547-554.

53



[31] BAKER, C. H.; KEDAR, D.; MCCARTY, M. F.; TSAN, R.; WEBER, K. L.;
BUCANA, C. D.; FIDLER, I. J.; Blockade of Epidermal Growth Factor Receptor

Signaling on Tumor Cells and Tumor-Associated Endothelial Cells for Therapy of
Human Carcinomas. Am. J. Pathol., 2002, vol. 161, no. 3, p. 929-938.

[32] DREADEN, E. C.; MWAKWARI, S. C.; SODIJI, Q. H.; OYELERE, A. K.; EL-
SAYED, M. A.; Tamoxifen-Poly(ethylene glycol)-Thiol Gold Nanoparticle Conjugates:

Enhanced Potency and Selective Delivery for Breast Cancer Treatment. Bioconjug.

Chem., 2009, vol. 20, no. 12, p. 2247-2253.

[33] MUKHERIJEE, P.; BHATTACHARYA, R.; WANG, P.; WANG, L.; BASU, S,;
NAGY, J. A;; ATALA, A;; MUKHOPADHYAY, D.; SOKER, S.; Antiangiogenic
properties of gold nanoparticles. Clin. Cancer Res., 2005, vol. 11, no. 9, p. 3530-3534.

[34] VIGDERMAN, L.; MANNA, P.; ZUBAREYV, E. R.; Quantitative Replacement of
Cetyl Trimethylammonium Bromide by Cationic Thiol Ligands on the Surface of Gold

Nanorods and Their Extremely Large Uptake by Cancer Cells. Angew. Chem. Int. Ed.,
2012, vol. 51, no. 3, p. 636-641.

[35] CHEN, J.; GLAUS, C.; LAFOREST, R.; ZHANG, Q.; YANG, M.; GIDDING, M.;
WEICH, M. J.; XIA, Y.; Gold nanocages as photothermal transducers for cancer
treatment. Small, 2010, vol. 6, no. 7, 811-817.

[36] PARK, H.; YANG, J; LEE, J; HAAM, S.; CHOI, 1. H; YOO, K. H;
Multifunctional nanoparticles for combined doxorubicin and photothermal treatments.
ACS Nano, 2009, vol. 3, no. 10, p. 2919-2926.

[37] ELGHANIAN, R.; STORHOFF, J. J.; MUCIC, R. C.; LETSINGER, R. J;
MIRKIN, C. A.; Selective colorimetric detection of polynucleotides based on the
distance-dependent optical properties of gold nanoparticles. Science, 1997, vol. 277, no.
5329, p. 1078-1081.

[38] WANG, B.; YANTSEN, E.; LARSON, T.; KARPIOUK, A. B.; SETHURAMAN,
S.; SU, J. L; SOKOLOV, K.; EMELIANOV, S. Y.; Plasmonic intravascular
photoacoustic imaging for detection of macrophages in atherosclerotic plaques. Nano
Lett., 2009, vol. 9, no. 6, p. 2212-2217.

[39] NIKOOBAKHT, B.; EL-SAYED, M. A.; Evidence for Bilayer Assembly of
Cationic Surfactants on the Surface of Gold Nanorods. Langmuir, 2001, vol. 17, no. 20,

p. 6368-6374.

54



[40] ZHANG, L.; SUN, X.; SONG, Y.; JIANG, X.; DONG, S.; WANG, E,;
Didodecyldimethylammonium Bromide Lipid Bilayer-Protected Gold Nanoparticles:
Synthesis, Characterization, and Self-Assembly. Langmuir, 2006, vol. 22, no. 6, p.
2838-2843.

[41] ALKILANY, A. M.; NAGARIA, P. K.; WYATT, M. D.; MURPHY, C. J.; Cation
Exchange on the Surface of Gold Nanorods with a Polymerizable Surfactant:
Polymerization, Stability, and Toxicity Evaluation. Langmuir, 2010, vol. 26, no. 12, p.
9328-9333.

[42] ISAACS, S. R.; CUTLER, E. C.; PARK, J. S., LEE, T. R.; SHON, Y. S.; Synthesis
of tetraoctylammonium-protected gold nanoparticles with improved stability. Langmuir,
2005, vol. 21, no. 13, p. 5689-5692.

[43] GOODMAN, C. M.; McCUSKER, C. D.; YILMAZ, T.; ROTELLO, V. M.;
Toxicity of Gold Nanoparticles Functionalized with Cationic and Anionic Side Chains.

Bioconjug. Chem., 2004, vol. 15, no. 4, p. 897-900.

55



	Obsah
	1 Abstrakt
	2 Úvod a cíl práce
	3 Teoretická část
	3.1 Povrchově aktivní látky
	3.1.1 Charakteristika povrchově aktivních látek
	3.1.2 Vlastnosti povrchově aktivních látek
	3.1.3 Rozdělení povrchově aktivních látek
	3.1.3.1 Aniontové povrchově aktivní látky
	3.1.3.2. Kationtové povrchově aktivní látky
	3.1.3.3. Amfoterní povrchově aktivní látky
	3.1.3.4 Neionogenní povrchově aktivní látky


	3.2 Zlaté nanočástice
	3.2.1 Syntéza zlatých nanočástic
	3.2.1.1 Redukce
	3.2.1.2 Metoda růstu zárodků

	3.2.2 Vlastnosti zlatých nanočástic
	3.2.2.1 Povrchová plazmonová rezonance
	3.2.2.2 Povrchově zesílené efekty
	3.2.2.3 Fluorescence
	3.2.2.4 Absorpce rentgenového záření
	3.2.2.5 Optické vlastnosti

	3.2.3 Využití zlatých nanočástic v biomedicíně
	3.2.3.1 Cílené doručování látek
	3.2.3.2 Protinádorová terapie
	3.2.3.2.1 Specifické cílení zlatých nanočástic
	3.2.3.2.2 Pasivní distribuce zlatých nanočástic do nádoru
	3.2.3.2.3 Inhibice angiogeneze
	3.2.3.2.4 Radioterapie s využitím zlatých nanočástic
	3.2.3.2.5 Fototermální terapie

	3.2.3.3 Snímání a zobrazování

	3.2.4 Povrchová úprava zlatých nanočástic
	3.2.4.1 Surfaktantové dvojvrstvy
	3.2.4.2 Samoskladné monovrstvy

	3.2.5 Cytotoxicita a biokompatibilita zlatých nanočástic


	4 Experimentální část
	4.1 Obecná experimentální část
	4.2 Obecný postup syntézy
	4.2.1 Příprava S-12-bromdodecylthioethanoátu 1
	4.2.2 Příprava 12-bromdodekan-1-thiolu 2

	4.3 Příprava meziproduktů
	4.3.1 Příprava N,N,N-trimethyl-12-acetylsulfanyldodecyl-1-amonium-bromidu 3
	4.3.2 Příprava 1-12-acetylsulfanyldodecylchinolinium-bromidu 4
	4.3.3 Příprava 1-12-acetylsulfanyldodecylisochinolinium-bromidu 5
	4.3.4 Příprava 1-12-acetylsulfanyldodecylpyridazinium-bromidu 6

	4.4 Příprava konečných produktů
	4.4.1 Příprava N,N,N-trimethyl-12-sulfanyldodecyl-1-amonium-bromidu 7
	4.4.2. Příprava 1-12-sulfanyldodecylpyridinium-bromidu 8
	4.4.3 Příprava 1-12-sulfanyldodecylchinolinium-bromidu 9
	4.4.4 Příprava 1-12-sulfanyldodecylisochinolinium-bromidu 10
	4.4.5 Příprava 1-12-sulfanyldodecylpyridazinium-bromidu 11


	5 Diskuse
	6 Závěr
	7 Použitá literatura

