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Abstrakt:

Tato bakalaiska prace se zabyva bio senzory na bazi modifikovanych
polovodicovych kvantovych tecek (AIIBIII). Tato prace je rozdélena do tii hlavnich
Casti. V prvni se pojednava o teorii nutné k pouziti QDs v bioaplikacich, jsou popsané
metody syntézy, biokonjugace a aplikace QDs. V praktické c¢asti, byly pfipraveny
CdTe-GSH, CdTe-MPA a CdTe-TGA kvantové tecky ptimou syntézou koloidnich QDs.
Tyto kvantové tecky byly pak modifikované pomoci EDC s cilem zvySeni afinity vici
BSA (hovézi sérum albumin). Pro analyzu vzorki byly pouzité pfistroje Infinite M200
Pro, Tecan a FluoroLog HORIBA Jobin Yvon s detektorem Quanta ¢. Treti ¢ast je
zavér kde jsou shrnuti vysledky prace a dosazené cile.

Abstract:

This thesis deals with biosensors based on modified semiconductor quantum
dots(AlIBIII). This work is divided into three main parts. The first deals with the theory
necessary for theuse of QDs in bioapplications, there are described methods
of synthesis, application and bioconjugation of QDs . In the practical part, GSH-CdTe,
CdTe-MPA  and TGA-CdTe quantum dots  were  prepared by direct  colloidal
synthesis. These quantum  dots were  then modified by EDCin  order to
increase affinity to BSA  (bovine serumalbumin). For the analysis of samples
were used Infinite M200, Tecan
and HORIBA Jobin Yvon FluoroLog detector Quanta ¢. The third part is
the summary of results and work achievements.
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Uvod

V soucasnosti je problematika biosenzorii a jejich modifikaci jednou z nejintenzivnéji
zkoumanych oblasti biotechniky. Biosenzory hraji kli¢ovou roli na poli modernich diagnos-
tickych metod, jelikoz umoznuji rychlejsi detekci patologickych procesti a tim pomahaji
v boji proti mnohym zavaznym chorobam. Touto problematikou se zabyva cela fada ruznych
specializovanych pracovist' (v oblasti chemie, biologie, elektronika aj.), které spolupracuji
pti vyzkumu a vyvoji stale novéjsich a dokonalejsich biosenzoru.

V této préci jsem se zabyvala biosenzory na bazi modifikovanych nanocastic, pfesnéji na
bazi modifikovanych kvantovych te¢ek. Kvantové te¢ky byly vybrany, protoze maji vynikaji-
ci fyzikalni a optické vlastnosti a jejich povrch se mize modifikovat tak, aby se zvysila jejich
afinita ke specifickym latkam, které chceme podrobnéji zkoumat. Cilem je zkoumat vyznam
koloidnich kvantovych tecek na bazi kadmia (Cd), sumarizovat rizné postupy jejich ptipravy
a kone¢né najit vhodné latky k jejich modifikaci, tj. aby byla zvySena afinita kvantové tecky
vici BSA (,,bovine serum albumin®, hovézi sérovy albumin), ktery je vyznamny zejména
kvali jejimu strukturalnimu podobéni s HSA (,,human serum albumin®, lidksy sérovy albu-
min) i funkci kterou plni v obéhovém systému.



1 Soucasny stav reSeni problematiky

1.1 Definice a aplikace nanotechnologii

Nanotechnologie® predstavuji védecko-technicky obor, jenz se zabyva zkoumanim, synté-
zou a aplikaci materiall a pfistroji s funk¢ni organizaci na Girovni jedné miliardtiny metru (tj.

nanometru). Castice o velikosti v rozmezi (1-100) nm pak nazyvame nanocdstice.

Zaklady nanotechnologie polozil Richard Feynman? v roce 1959 ve své prednasce ,,Tam
dole je spousta mista“. Feynman se zde zabyval moZnosti manipulace s materialy na drovni
atomt a molekul, pfitom vyuzil pfedstavy, v niz je celd Encyclopadia Britannica® napsané
na Spicce jehly. Samotny termin ,,nanotechnologie se objevil az pozdéji, a sice v roce 1974,
kdy jej poprvé pouzil Norio Taniguchi’, ktery se zabyval moznostmi inZenyrstvi materiali
na Urovni nanometru [1].

Siroké spektrum uplatnéni nanotechnologii v soudasnosti piehledné shrnuje Chybal! Ne-

nalezen zdroj odkazii.

_ OPTICKE INZENYRSTVI
NANOPRISTROJE

OBRANA A BEZPEENOST

[ NANOTECHNOLOGIE

Obr. 1 Aplikace nanotechnologi

! Slovo ,,nanotechnologie* vzniklo spojenim starofeckych slov ,,vavoc* (&ti ,,nanos*), jehoz piivodni vyznam je
trpaslik a ,,texvoloyla™ (¢ti ,technologia®) ve vyznamu nauky o dovednostech.

2 Richard Phillips Feynman (1918-1988) — americky fyzik, drzitel Nobelovy ceny za fyziku z roku 1965, ktery
podle mnohych patfil k nejvétsim fyziktm 20. stoleti.

* Encyclopadia Britannica poprvé vydana mezi lety 1768 a 1771 v Edinburghu je v sougasnosti nejvetsi tists-
nou encyklopedii na svéte.

* Norio Taniguchi (1912-1999) — japonsky fyzik.



1.2 Kvantové tec¢ky

Kvantové tecky (mn. ¢. QDs z anglického ,,Quantum Dots®, j. ¢. QD) jsou nanokrystaly
vytvoiené obvykle z polovodi¢ovych materiald. Skladaji se pfitom jen z nékolika stovek
az nékolika milionti atom a malého po¢tu volnych elektroni (méné nez 100) [2]. Velikost
QDs se obvykle pohybuje od 2 do 20 nm, coz se odviji od materialti pouzitych pro jejich pfi-
pravu. Samotna velikost nanocastice v§ak neni nejpodstatnéjsi vlastnosti uréujici pojem kvan-
tova tecka, za kvantovou tecku totiz povazujeme az takovou nanocastici, jez vykazuje tzv.
efekt kvantového omezeni a jeji polomér je navic mensi neZz néktera z nasledujicich veli¢in:
Bohrtiv® polomér elektronu (a), diry (an) a excitonu (aex). Diky efektu kvantového omezeni

lezi vlastnosti QDs na pomezi nanokrystalt a jednotlivych atomu [3].

Dodejme jesté, ze v nékterych publikacich vyznamy slov nanocéstice, nanokrystal a kvan-
tova tecka splyvaji, avSak v nasi praci budeme tyto pojmy striktné rozliSovat.

vvvvvv

pfi ozatreni QDs ultrafialovym nebo viditelnym zafenim dochazi k excitaci elektronu, tj. kvan-
tovou teCkou zachycené elektrony piijimaji energii kvant zafeni a prechazeji na vyssi energe-
tické hladiny, kde ur¢itou dobu setrvavaji. Po navratu do puvodniho stavu pak dochazi ke
zpétnému vyzatovani fotonti kvantovymi teckami, pficemz tento jev je oznacovan jako foto-
luminiscence [3] [4].

Na rozdil od organickych fluoroford, QDs vykazuji pomérné $iroka absorp¢ni spektra, uz-
k& a symetrickd emisni spektra ($ifka pasu v poloviné¢ maxima se udava cca. 25 az 40 nm),
dobrou chemickou stabilitu a delsi zivotnost fotoluminiscence (v fadu desitek nanosekund).
Poloha maxima emisni kiivky pfi fotoluminiscenci ptitom zavisi na velikosti QDs, kdy se
s jejich zmenSujici velikosti posouva z ¢ervené (750 nm) do modré oblasti (400 nm) spektra.
QDs jsou excitovany v8emi niz§imi vinovymi délkami neZ je jejich emisni vinové délka, proto
je mozné soucasné excitovat QDs s riiznou vinovou délkou emise jednim zdrojem [5].

Jednou z dulezitych vlastnosti QDs je jejich vynikajici odolnost viéi fotooxidaci oznaco-
vaneé také jako tzv. ,,photobleaching* (fotobéleni). Pro jesté lepsi ochranu povrchu QDs pied
photobleachingem muize byt navic pasivovan, ¢ehoz se dosahuje obalenim jadra nanokrystalu
vnéjii slupkou z polovodi¢ii s vy$§im pasmem energie nebo organickou vrstvou. Usp&iné
pasivované QDs vykazuji lepsi fotostabilitu, coz umoziuje jejich dlouhodobé pozorovani be-
hem optickych experimentu [5].

> Niels Henrick David Bohr (1885-1962) — dansky fyzik, drzitel Nobelovy ceny za fyziku z roku 1922, jenz
vyznamné prispél k pochopeni struktury atomu a zakladnich principt kvantové mechaniky.



Jak jiz bylo feceno vyse, QDs byvaji zpravidla zaloZzeny na polovodi¢ovych materidlech
(Cd, Te, Pb, Se, Zn, Sn, In, As, Si, Ge), avsak existuji i QDs na bazi vodica, resp. kova (Ni,
Co, Pt, Au,). V této préci, jak jsem jiz avizovala diive, se budu vénovat kvantovym te¢kam na
bazi kadmia. Dnes jsou nejvice pouzivané QDs na bazi kadmia (Cd) protoze jejich oblast
kvantového omezeni zahrnuje celé optické spektrum [2][5].

QDs muzeme rozd¢lit z hlediska jejich struktury na dva typy: QDs slozené pouze z jadra
(,,core®) a QDs se strukturou jadro-slupka (,,core/shell*), viz Obr. 2. Ptitom prvni typ tvofeny
materidlem jednoho polovodic¢e (CdS, CdSe, CdTe, CdPb) byva v praxi vyuzivan méné Casto.
V piipadé druhého typu je jadro QDs obklopeno slupkou tvofenou dal$im polovodi¢em (pii-
klady struktury jadro-sloupka: CdS/ZnS, CdSe/ZnS, CdSe/ZnSe, CdSe/CdS, CdTe/ZnS,
CdTe/CdS), coz ma mj. ptiznivy vliv na fotoluminiscenci a stabilitu jadra. Velikost a slozeni
jadra pfitom uréuje emisni vinovou délku QD. Jadra z raznych polovodi¢t umoznuji fotolu-

miniscenci v riznych oblastech spektra [5].

Obr. 2 Jadro (vlevo) a jadro-slupka (vpravo) QDs, prevzato a upraveno z [5]

Je nutné dodat, ze QDs maji i urcité své nevyhody, zejména jsou kvili své anorganické
povaze nerozpustné ve vodném prostiedi, coz predstavuje jistou bariéru pro biologické apli-
kace. QDs zalozené na polovodi¢ovych materialech sloucenin 11-V1 skupiny maji navic jadro
zhotovené obvykle z kadmia, které je zna¢né toxické. Ionty kadmia jsou schopné navazat se
na thiolové skupiny v mitochondriich a zptsobit tak poSkozeni nebo smrt bun¢k. Uvolnéni
téchto iontt mize byt redukovano pfidanim vrstvy (slupky) nebo modifikaci povrchu QDs
[5]. Ochranné vrstva ma za funkci branit vzniku reaktivnich forem kysliku (hydroxylovy radi-
kal: ‘OH a superoxid: O,") a singletového kysliku (*O,). Reaktivni formy kysliku jsou
pro lidsky organismus rovnéZ toxické a mohou zpusobit poSkozeni nukleovych kyselin, en-
zymu a buné¢nych slozek. Z téchto pficin je v soucasnosti vynakladano zna¢né Usili na synté-
zu QDs rozpustnych ve vodé a na modifikaci jejich povrchu tak, aby se zmensila jejich toxici-
ta a tim rozsifila moznost jejich aplikace v biologii [2].



1.3 Syntéza QDs

Jednim z cilti v oblasti syntézy QDs je najit vysoce svitici polovodicové nanokrystaly, kte-
ré mohou byt jednoduSe piipraveny a pfitom splituji vSechny podminky pro pouziti v biolo-
gickych aplikacich (biokompatibilita, stabilita, rozpustnost ve vodném prostiedi atd.). Pod-
statné je rovnéz to, aby polovodi¢ovy material tvofici jaddro QDs byl chranén pied degradaci a
oxidaci. Dalsi potencialni obtizi byva vysoka reaktivita jader QDs, jeZ mohou nespecificky
interagovat s makromolekulami, coz vede k agregaci ¢astic v biologickém prostiedi. Tento
problém muze byt snizen nebo dokonce odstranén piidanim slupky na QDs. Také za ucelem
zlepSeni stability a zvySeni fotoluminiscence jadra QDs byly vyvinuty postupy modifikace
jejich povrchu [2].

Existuje nékolik metod syntézy QDs, které maji zasadni vliv i na jejich vysledné vlastnos-
ti, tudiz zptisob vyroby QDs miiZe ovlivnit rozsah jejich nasledné aplikace. Metody tzv. shora
doli (,,top-down®) jsou vyuzivany pro piipravu QDs z velkého objemu materialu. Jedna
z takovych moznych piiprav je syntéza zalozena na litografii. Tyto metody vsak maji jistou
nevyhodu v tom, ze jimi pfipravené QDs vykazuji zhorSené optické vlastnosti. Metody tzv.
zespodu nahoru (,,bottom-up*) jsou zalozeny na chemickém principu, pfitom je mozné jimi
ptipravit koloidni QDs s konzistentnimi vlastnostmi [6].

1.3.1 Syntéza hydrofobnich QDs

Koloidni hydrofobni QDs jsou nejcastéji syntetizovany metodou kontrolované nukleace a
rastu Castic. Syntéza probiha v roztoku organokovovych/chalkogenovych prekurzort a jeji
podstatou je vstiiknuti roztoku reagenti do koordina¢niho roztoku, ktery je ohfivan pii vyso-
ké teploté za intenzivniho michani. Jako koordinacni roztoky jsou ptitom pouzivany TOPO
(trioctylphosphin oxid), TOP (trioctylphosphin) a HDA (hexadecylamin). Ligandy v koordi-
nacnim roztoku zabranuji agregaci prostiednictvim Ostwaldova® procesu zrani, jehoz podstata
tkvi v tom, Ze malé krystaly jsou rozpustn&jsi nez velké, rozpusti se tedy dfive a nasledné se
usadi na povrch velkych ¢astic [2].

1.3.2 Metody solubilizace

Jelikoz vétSina metod snimani za pomoci QDs se Vv biologickych systémech uplatituje
v roztoku, pro pouziti koloidnich hydrofobnich QDs v bioaplikacich musi po jejich syntéze
nasledovat procedura umoziujici jejich solubilizaci. Existuje n€kolik zpuisobt takovych modi-
fikaci QDs. Na povrchu nanokrystalu se vytvoii vnéjsi obal, ktery zajisti solvataci jinak hyd-

rofobnich nanokrystali ve vodném prostiedi. Ten soucasné nese funk¢ni skupiny vhodné

® Wilhelm Ostwald (1853-1932) — némecky filosof a fyzikalni chemik, nositel Nobelovy ceny za rok 1909.

-10 -



pro konjugacni reakce. Podle struktury a chemické povahy existuji tifi nasledujici moznosti
solubilizace (viz Obr. 3):

e Vymeéna ligandl

Tato metoda zavadi na povrch QDs bifunkéni ligandy, jejichz jedna Cast je tvofena funke-
ni skupinou, ktera zajistuje donor-akceptorovou vazbu s povrchovymi atomy nanokrystalu
(nejcastéji thiolova skupina) a druha ¢ast nese vhodnou reaktivni skupinu (karboxylova nebo
aminoskupina) umoziujici solvataci.

e Hydrofobni interakce

Touto metodou modifikace je mozné na povrchu QDs vazat ligandy a polymery prostied-
nictvim hydrofobnich interakci. Tato technika se pouziva pfevazné pro prevedeni hydrofob-
nich QDs do vodného prostiedi. Jeji podstatou je zavedeni amfifilnich molekul na povrch
QDs. Jedna ¢ast téchto molekul ptitom zajistuje hydrofobni interakci s povrchem QDs a TOP
anebo TOPO ligandy, druha ¢ast pak podporuje rozpustnost a chemickou reaktivitu. Pro tento
typ Upravy povrchu QDs byly Gspésné pouzity triblokové kopolymery, fosfolipidy a amfifilni
sacharidové derivaty [5].

e Zachyceni polymeril

Dalsi metodou stabilizace je zachyceni jedné nebo nékolika QDs v polymernim obalu.
Robustni a biokompatibilni obal 1ze vytvotit pomoci silanizace spocivajici v naneseni nékoli-
ka jednotek az desitek nanometri silné vrstvy oxidu kiemicitého na povrch QD. Tato vrstva
jim dodava stabilitu, snizuje jejich cytotoxicitu a umoziuje zavedeni vhodnych reaktivnich
skupin, pomoci nichz je mozné kiemikovy obal dale modifikovat. Silanizaci je takto mozné
provést za pomoci kiemikového prekurzoru TEOS (Thetraethyl Orthosilikat) [2] [3].
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Obr. 3 Schematické znazornéni moznosti solubilizace QDs, prevzato a upraveno z [2]

1.3.3 Prima syntéza koloidnich QDs

Piimou syntézou miizeme vytvofit koloidni QDs urcité velikosti, s lepSimi luminiscen-
¢nimi vlastnosti a s vynikajici biologickou kompatibilitou a stabilitou. Na rozdil od hydrofob-
nich QDs s naslednym krokem umoznujici jejich rozpousténi ve vodé vykazuji lepsi reprodu-
kovatelnost, niz$i toxicitu a navic je cely proces vyroby levnéjsi.

Syntéza ve vodé rozpustnych QDs se nej€asteji provadi v tfihrdlé bance spojené se zpét-
nym chladicem. Spociva pfitom v reakci prekurzoru tézkého kovu (Cd, Zn, Pb, Sn,...)
s prekurzorem chalkogenu. Chalkogen potfebny pro syntézu QDs mutze byt pouzit ve forme
komer¢né dostupnych prasku, pfip. je ptipraven v laboratofi pted pouZzitim v procesu syntézy
[2] [6].

Pro syntézu ve vodé rozpustnych CdTe QDs muize byt jako prekurzor chalkogenu pouzit
teluri¢itan sodny (Na,TeOs3) v komeréni praskové formé nebo Cerstvé piipraveny hydrogen
telurid sodny (NaHTe), jenz je vsak, na rozdil od Na,TeOs, za normalnich podminek nestabil-
ni, a proto je nutné syntézu QDs s jeho pomoci provadét v inertnim prostiedi. NaHTe mize
byt pfipraven ve dvouhrdlé baice pii teplot¢ 35 °C, za intenzivniho michani teluridového
prasku s roztokem borohydridu sodného (NaBH,). Béhem prvnich 15 min oh#ivani suspenze
zméni svou barvu z fialové do bezbarvé [7].

Pro ptipravu koloidnich QDs se pouzivaji octany, dusi¢nany a chloridy jako prekurzory
tézkého kovu. Syntéza ve vodé rozpustnych QDs spociva v jednom kroku a provadi se

v tiihrdlé banice spojené se zpétnym chladicem, v némz reaguji prekurzory tézkého kovu
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s prekurzorem chalkogenu. Pro stabilizaci se vyuzivaji rizné thioly (napft. glutathion, merkap-
topropionova kyselina, thioglykolova kyselina). Tyto stabilizatory zajist'uji chemickou a fyzi-
kalni stabilitu a moznost modifikace povrchu QDs navazanim funkénich skupin (aminoskupi-
na a karboxylova skupina). Nanokrystaly pak vznikaji smisenim vhodnych prekurzorti a né-
slednym zah#ivanim (v rozsahu teplot (90-100) °C po dobu nékolik hodin). Velikost vysled-
nych QDs i vinova délka jejich emise zavisi na pouzitych prekurzorech a délce zahtivani.
Takto ptipravené QDs vSak mohou obsahovat ¢etné defekty a vykazovat slabsi fotoluminis-
cenci, proto se vyuziva mikrovinné syntézy zalozené na homogennim zahtivani, kdy vzniklé
¢astice jsou uniformnéjsi a maji vyssi kvantovy vytézek.

QDs jsou piipravované riznymi zptusoby. Dle Wei Zhanga a kolektivu mohou CdTe-MPA
QDs byt piipraveny ve tfihrdlé bance spojené se zpétnym chladi¢em za intenzivniho michani
pomoci CdCl,.2,5H,0, NaHTe, pticemz je jako stabilizator pouzita merkaptopropionova ky-
selina [8].

Piiprava koloidnich CdSe-TGA QDs dle Yilin Wang a kolektivu muze byt vyrobena
ve tiihrdlé bance spojené se zpétnym chladi¢em pomoci CdCl,.2,5H,0, NaBH, a oxidu sifici-
tého (SO,) pii teploté¢ 100 °C. Jako stabilizator je pfitom vyuzita thioglikolova kyselina
(TGA) [9].

Kromé MPA a TGA mohou byt QDs stabilizovany pomoci glutationu (GSH). Tuto synté-
zu probihajici pod refluxem popisuje napi. Mei Xue a kolektiv [7].

Syntéza ozafenim mikrovinami je velmi efektivni, jelikoz ji lze za vyrazné kratsi dobu
produkovat relativné kvalitni QDs. Tento proces syntezy je zalozen na ohievu reaktantl pra-
nikem mikrovln, jehoz vysledkem jsou QDs bez povrchovych defekti, které vykazuji lepsi
fotoluminiscenci. Velikost QDs pfipravenych timto zptisobem regulujeme zménou doby
ohfevu, pfitom rast QDs zastavujeme vypnutim zdroje mikrovinného zafeni a ochlazenim
vysledného produktu [2].
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1.4 Biokonjugace QDs

Pro pouziti QDs v bioaplikacich je nutné je nejprve biofunkcionalizovat, tj. riznymi me-
todami vytvofit spojeni QDs s biomolekulou (tzv. biokonjugace). Pti biokonjugaci je zasadni,
aby cely proces, resp. jeho vysledny produkt, splioval nékolik pozadavku, kterymi jsou:

aktivita biomolekuly jim nesmi byt kompromitovana,
e signal QD by nemél byt omezen,

e umoznéni kontroly poctu spojeni na povrchu QDs, ke kterym se mohou biomolekuly na-
vazat,

e kombinace QD-biomolekula musi byt stabilni,
e tloustka slupky QD ma byt co nejmensi ve srovnani s velikosti QD.

Uspésna a vhodna biofunkcionalizace QDs musi navic splnit pozadavky na koloidni stabi-
litu, bioinertnost, nizkou toxicitu a vysokou specificitu k zajmovym biomolekuldm.

Piestoze QDs maji relativné malou velikost, disponuji dostate¢né velkym povrchem
pro vytvoreni velkého mnozstvi spojeni s biomolekulami. Tato spojeni je mozné piipravit
nékolika zpusoby (ilustrované na Obr. 4), pticemz jednim z nich je pfima vazba mezi QD a
biomolekulou. Tento typ vazby muze byt kovalentni nebo nekovalentni. Dalsi moznosti je
vytvorfeni vazby prostfednictvim jiné molekuly (tzv. ,,crosslinker<) [10].

Ptima nekovalentni vazba mezi QD a biomolekulou je zaloZena na navdzani biomolekul
na povrch QD pomoci elektrostatickych nebo hydrofobnich sil, pticemz tato procedura je
nejméné naro¢na. Elektrostatické sily muZzeme vyuzit ke spojeni zaporné nabitych QDs CdTe
a pozitivné nabitych enzymut nebo spojeni pozitivné nabitych ¢asti proteinu s negativné nabi-
tym komplexem alkyl-COOH-QD. Proteiny navazané na QDs mohou zvysit stabilitu jejich
povrchu a zlepsit tak i jejich optické vlastnosti. Tento efekt je mozné pozorovat pii navazani
deseti az patnacti pozitivné nabitych ¢astic (pentahistidinovy segment) maltézového proteinu
na povrch QD. Nevyhodou nekovalentniho zptsobu spojeni je, ze aktivita biomolekul mize
byt ovlivnéna reaktivnim povrchem QD a je obtizné kontrolovat poc¢et navazanych biomole-
kul na jednu QD [10].

Kovalentni zptsob biokonjugace QDs je nejéastéji uskuteéiiovan pomoci thiolovych va-
zeb. Thiolové kyseliny pfitomné na povrchu QDs jsou pFitom nahrazeny thiolovymi biomole-
kulami. Takto mtizeme na povrch QDs navazat naptiklad oligonukleotidy, DNA ¢i hovézi
sérovy albumin (BSA). Biokonjugace QDs muze byt zaloZena i na reakci karboxylové skupi-
ny nachazejici se na povrchu QDs a amino skupiny proteinu. Tento zptisob biokonjugace je
pouzivan pro navadzani imunoglobulinu G (IgG) na povrch QD, pfi¢emz tento komplex se

-14 -



uziva jako ukazatel pfitomnosti rakoviny. Stejnym zpusobem lze na povrch QDs navazat i
streptavidin, kdy vysledny komplex je mozno pouzit ke znackovani aktinu, mikrotubul a bu-

nééného jadra [10].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, biomolekuly se na povrch kvantové te¢ky mohou navazat pro-
stitednictvim jiné molekuly, jez mezi nimi ptsobi jako spojka (tzv. mediator). Tento zptisob
biofunkcionalizace je zaloZen na navazani mediatoru na povrch kvantové tecky (kovalentni
nebo nekovalentni vazbou) z jedné strany a reakci mediatoru s reaktivnimi skupinami biomo-
lekuly (thiolova nebo amino skupina) na druhé strané mediatoru. Mediator piitom zajist'uje
velmi specifické spojeni s biomolekulou. Existuji dva typy mediatord, a sice heterobifunkcio-
nalizani a homobifunkcionaliza¢ni mediator. U prvniho typu jsou ob¢ reaktivni skupiny ne-
blokované a u druhého typu je jedna reaktivni skupina blokovana, pfi¢emz je nutné tuto blo-
kaci pted pouzitim mediatoru odstranit. Nevyhodou tohoto piistupu je, Ze homobifunkcionali-
zacni medidtory s neblokovanimi reaktivnimi skupinami mohou zpusobit shlukovani QDs.
Dalsi nevyhodou biokonjnugace pomoci mediatoru je, Ze lze jen velmi tézko kontrolovat po-
¢et biomolekul, které se maji navazat na jednu kvantovou tecku, a proto je nutné je separovat.
Separaci je mozné provest za pomoci gelové elektroforézy [10].
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Obr. 4 Metody biokonjugace QDs, prevzato a upraveno z [11]

Biofunkcionalizace QDs se provadi za G¢elem snadného navazani zajmovych latek (pro-
teiny, nukleové kyseliny), napi. pro detekci biotinylovanych biomolekul 1ze vyuZit proteiny
streptavidin nebo avidin, ¢i k detekci fibroblastd pak QDs mohou byt funkcionalizovany
za pomoci esteru (biotinamidocaprioc kyselina 3-sulfo-N-hydroxysuccini-midu ester), ktery

se nasledné vaze s fibroblasty, jez se predtim inkubuji s faloidin-biotinem a streptavidinem
[10].

V soucasnosti se kvantové tecky pro detekci proteini a nukleovych kyselin nejéastéji mo-
difikuji pomoci nasledujicich mediatort:
e streptavidin - detekce biotinylovanych proteini);
e EDC (1-Etyl-3-[3-dimetylaminopropyl]carbodiimid hydrochlorid) - pro zna¢eni DNA

pies 5" fosfatové skupiny, jako medidtor mezi povrchem QDs, ktery je pokryt ¢etnymi
volnymi karboxylovymi skupinami a proteiny;

e sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimide) - mediator mezi povrchem QDs, jenz pokryvaji

¢etné karboxylové skupiny a proteiny, zlepsuje ucinnost reakci, kde EDC hraje roli media-
toru [12].
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Tian a kolektiv se zabyvali zobrazenim bunék obsahujicich insulin, k ¢emuz pouzili modi-
fikované CdTe QDs stabilizované TGA nebo glutationem. Tyto QDs nasledné funkcionaly-
zovali pomoci EDC a NHS, které slouzily jako mediatory pro specifikou konjugaci insulinu
k povrchu QDs [13].

Shan a kolektiv se zaobirali detekci proteinti a peptidi pomoci modifikovanych koloid-
nich CdTe QDs. Syntetizovali CdTe-MPA QDs a poté je pomoci NHS upravili a pouzili
k detekci proteint a peptida [14].
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1.5 Aplikace QDs

Rostouci schopnost uspesné syntézy a biofunkcionalizace QDs dnes umoznuje jejich bo-
haté vyuziti v riznych biologickych aplikacich. Jak jiz bylo zminéno vyse, QDs disponuji
vynikajicimi fluorescen¢nimi vlastnostmi, proto je jejich vyuziti v oblasti biosenzort velmi
atraktivni, nebot’ technologie zalozené na fluorescenci jsou vysoce citlivé. Navic QDs vyka-
zuji zna¢nou fotostabilitu, coz umoznuje dlouhodobé pozorovani zkoumané latky. Déle v této
praci budou piedstaveny aplikace QDs v oblasti biosenzori a vyuziti QDs pii znaceni
pro biologické snimani.

1.5.1 Méreni koncentrace maltozy

V tomto piipadé je povrch QDs funkcionalizovan pomoci MBP (maltose-binding protei-
nu). MBP na vazebném misté obsahuje B-cyclodextrin-QSY-9, jenz potlacuje emisi QDs. Po-
kud vSak maltoza B-cyclodextrin-QSY-9 nahradi, vyvola tim emisi QDs [5].

Dalsi metodou, kterou lze vyuzit k stanoveni koncentrace maltozy, je tzv. FRET (Flu-
orescence Resonance Energy Transfer, piip. Forster’ Resonance Energy Transfer, Fluorescen-
¢ni rezonan¢ni energeticky transfér) je proces pienosu energie z donoru na akceptor projevu-
jici se pouze v situaci, kdy vzdalenost mezi Casticemi je mensi nez tzv. Forsterav polomér
(vzdalenost, pfti které je Gi¢innost pienosu energie 50%). FRET se projevuje zkracenim exci-
tani doby donoru, snizenou emisi donoru a zvySenim intenzity emise akceptoru [8]. Na tom-
to principu funguji senzory zalozené na QDs funkcionalizovanych pomoci MBP, pfi¢emz tyto
senzory se chovaji jako dvojité FRET senzory. Podstata téchto senzort je ta, ze Cy3 (kyanové
fluorescen¢ni barvivo), které se nachazi na povrchu MBP, je excitovano emisi QDs. Pii pre-
chodu zpét do ptivodniho stavu Cy3 emituje energii, ktera excituje B-cyclodextrin-Cy3.5, pfi-
¢emz pozorujeme emisi. Maltéza po zavedeni do senzoru nahrazuje B-cyclodextrin-Cy3.5 a
emise Cy3 tak dale neni omezena [10].

1.5.2 Imunologické testy

QDs nachazeji své vyuziti i v imunologickych testech (,,immunoassay*). Testy jsou po-
moci QDs provedeny napi. kovalentnim navazanim protilatky na tzv. ,.glass chip“ a nasled-
nym spojenim tohoto systému s antigenem. Daéle je antigen detegovan piidanim protilatky
znacené kvantovymi tec¢kami [10]. Konjugat QD-protilatka je rovnéz mozné piipravit z bio-
tiolovanych protilatek a konjugatu QD-streptavidin, jelikoz mezi biotinem a streptavidinem se
tvofi silné specificka vazba, nebo pfimym spojenim QD a protilatky za ptitomnosti EDC a
NHS [5].

" Theodor Férster (1910-1974) — némecky fyzikalni chemik.

-18 -



V nékterych piipadech je mozné detegovat vice latek soucasné. Soubéznou detekcei pato-
genni E. Coli a salmonelly je mozné provést pomoci imunomagnetické chemické analyzy
zalozené na pouziti QDs, kdy je nejprve tiecba konjugovat anti-E. Coli a anti-Salmonelly kon-
jugéatem kvantova tecka-streptavidin, pricemz je kazdé z protilatek ptidana jina barva. Kvan-
tové tecky také mohou byt pouzité pii diagnostice hyperplazie prostaty a rakoviny prostaty.
V tomto piipadé je konjugat streptavidin-kvantova tecka konjugovan s protilatkou proti PSA
(prostaticky specificky antigen) [5].

V soucasnosti se stale zvySuje potfeba rozvijet nové, modernéjsi a presnéjsi metody dia-
gnostiky nejriznéjSich typa chorob. FISH (Fluorescence in situ Hybridization) je cytogene-
ticka metoda umoznujici detekci a lokalizaci konkrétnich sekvenci DNA v chromozomech.
Jako piiklad uved'me biotinylovanou DNA spojenou s konjugatem streptavidin-QDs, kdy
vysledny konjugét lze pouzit ve FISH metodé pro detekci Her2 markeru v bunkach karcinomu
prsu [5]. Pro znaéeni Her2 markeru je rovnéZ mozné pouzit vicebarevné kvantové te¢ky bio-
funkionalizované streptavidinem nebo 1gG (imunoglobulin G) [10].

Pouziti QDs ma piednost pied pouzitim organickych barviv pfi sledovani jednotlivych
molekul. Napf. Dahan a kolektiv uspé$né provedli sledovani jednotlivych receptori glycinu
znacenych kvantovymi te¢kami pomoci elektronového mikroskopu, coz jim umoznilo pozo-

ey

rovat vstup jednotlivych receptort glycinu do synapsi bunék zijicich na neuronové membrané
[10].
1.5.3 Detekce BSA

V této bakalaiské praci se budeme vénovat detekci BSA (Obr. 5) modifikovanymi kvan-
tovymi teckami, a proto tady trochu vice popiseme tento protein, ktery byl vybran diky jeho

medicinskému vyznamu, nizké ceny, pohotoveé disponibility a neobvyklymi vlastnostmi nava-
zani na ligandy [15].

Obr. 5 BSA (hovezi sérum albumin) prevzato z [16]
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BSA je jednim z nejvice studovanych proteinu, zejména kvuli jejimu strukturalnimu po-
dobani s HSA (lidsky sérovy albumin). Mezi biologickymi makromolekulami, BSA je hlavni
rozpustnou slozkou obéhového systému a ma mnoho fyziologickych funkei (skladisté a trans-
port proteinu atd.). Dnes je BSA casto pouzivan pro modifikaci povrchu nanocastic (napf.
QDs), protoze vuéi nim mé silnou afinitu. Vysledky ruznych stadii interakci BSA s QDs uka-
zaly, Ze se pfi jejich vzajemném navazani uplatiuji nejriznéjsi vazby. Zhao a kolektiv ve své
studii uvadgji, ze hlavni typy vazeb uplatiujici se pii interakci BSA a QDs a stabilizujici tento
komplex jsou vodikové vazby a Van der Waalsovy sily [17]. Oproti tomu Liang a kolektiv
tvrdi, ze se pfi navazani BSA na QDs nejvice uplatiuji hydrofobni vazby a sulfhydrylové
skupiny, naopak Shao a kolektiv ve své studii ukazuji ze se spi$ jedna o elektrostatické inter-
akce [18] [19].

BSA pfi ozafovani emituji zafeni v UV oblasti Pfi zkoumani interakci mezi timto protei-
nem a QDs je nejcastéji pouzivany ptistup zhaseni fotoluminiscence BSA pomoci roztoku

QDs o raznych koncentraci.

ZhéSeni fotoluminiscence BSA pomoci roztokit QDs o riznych koncentraci budu ve své
praci vyuzivat pro posouzeni, jestli doslo k navazovani BSA na QDs, ¢i nikoliv.
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1.6 Detektory signalu u technologii zaloZenych na QDs

Aplikace QDs jako fluoroforu by ztracela svij vyznam, pokud by neexistovala zatizeni,
resp. metody, umoznujici detekci optickych signalti emitovanych QDs. Dnes je vSak dostupna
cela fada takovychto piistroji a postupii, mezi néz napft. patfi:

e konfokalni mikroskop,

e TIRF (Total Internal Reflection Microscopy),
e epifluorescencni mikroskop,

e prutokova cytometrie,

o spektrofluorimetrie,

e kapilarni elektroforéza (slouzi k separaci latek na zaklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti
v elektrickém poli),

e skenovaci elektronovy mikroskop (SEM),
e transmisni elektronovy mikroskop (TEM).

Pouziti laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu ma své ptrednosti oproti tradic-
nim pristrojuim detekujicim luminiscenci. Tato piednost spo¢iva v mozZnosti vytvoieni troj-
rozm&rnych obrazku, které dnes nachazi své rozmanité vyuziti ve vyzkumné ¢innosti. Navic
pii pouziti dvou-fotonového laserového skenovaciho fluorescen¢niho mikroskopu je dosahnu-
to lepsiho trojrozmérného prostorového rozliseni [5].

-21-



2 Experimentalni cast

2.1 Pouzité chemikalie

e Borohydrid sodny 99%, Sigma-Aldrich

e Citrat sodny dihydrét, Sigma-Aldrich

e Dihydrogenfosorecnan draselny, p.a, Fluka

e Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat, p.a., Penta

e Etyl-3-[3-dimetylaminopropyl]carbodiimid hydrochlorid) (EDC), Sigma-Aldrich
e Glutation (GSH), Merck spol. s.r.o.

e Hovézi sérum albumin (BSA), Sigma-Aldrich

e Hydroxid sodny, p.a., Penta

e Chlorid draselny, p.a., Penta

e Chlorid kademnaty, p.a, Sigma-Aldrich

e Chlorid sodny, p.a., Penta

e Isopropanol, p.a., Lach-Ner, s.r.o.

e Merkaptopropionova kyselina (MPA), Merck Schuchardt OHG
e Teluricitan sodny, Sigma-Aldrich

e Thioglykolova kyselina (TGA), Merck Schuchardt OHG

e Voda (H,0), Millipore

2.2 Zarizeni a laboratorni vybaveni:

e Centrifuga, Hettich EBA 20

e FluoroLog HORIBA Jobin Yvon s detektorem Quanta @
e Chladi¢, Haake DC 30

¢ Infinite M200 Pro, Tecan

e Magneticka michacka, Heiddph MR hei-end

e pH metr, Cyberscan PC6500
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2.3 Syntéza QDs

2.3.1 Syntéza glutathionem ovrstvenych QDs CdTe-GSH

CdTe-GSH QDs byly syntetizované nasledujicim zptisobem: do roztoku deionizované vo-
dy (42 ml) a chloridu kademnatého (4 ml; 0,04 mol/l) byly za stalého michani ptidany zbyva-
jici reaktanty v nasledujicim potadi: GSH (300 mg), citrat sodny dihydrat (100 mg), Na,TeO3
(4 ml; 0,01 mol/l), borohydrid sodny (50 mg). Vysledna smés pak byla pielita do tiihrdlé ban-
ky spojené se zpétnym chladi¢em a nasledné ohiivana na 95 °C za stalého michani (500
ot/min) po dobu 4h [20]. Na konci ohtivani roztok m¢l zlutou barvu.

2.3.2 Syntéza merkaptoproinovou kyselinou ovrstvené QDs

CdTe-MPA QDs byly szntetizované nasledujicim zpusobem: do roztoku deionizované
vody (42 ml) a chloridu kademnatého (0,183 mg) za stalého michéni byli pfidany zbyvajici
reaktanty v tomto pofadi: MPA (130 pl), hydroxid sodny (nékolik kapek; pH=10,5), citrat
sodny dihydrat (50 mg), Na,TeO3 (2 ml; 0,01 mol/l), borohydrid sodny (20 mg). Vysledna
smés pak byla pfelita do tfihrdlé baiiky spojené s refluxem a nasledné ohfivdna na 95 °C
za stadleho michéani (500 ot/min) po dobu 3h [10]. Na konci zahtivani roztok mél ¢ervenou
barvu.

2.3.3 Syntéza thyoglykolovou kyselinou ovrstvené QDs

CdTe-TGA QDs byly syntetizované nasledujicim zpisobem: do roztoku deionizované
vody (42 ml) a chloridu kademnatého (0,183 mg) za stalého michéani byli pfidany zbyvajici
reaktanty v tomto poradi TGA (104 ul), hydroxid sodny (nékolik kapek; pH=10,5), citrat sod-
ny dihydrat (50 mg), Na,TeO3 (2 ml; 0,01 mol/l), borohydrid sodny (20 mg), a to po jednom,
do UplIného rozpusténi kazdého jednoho z nich. Vysledna smés pak byla ptelita do tiihrdlé
bariky spojené s refluxem a nasledné ohtivana na 95 °C za stdlého michéani (500 ot/min) po

dobu 4h [10]. Na konci ohfivani roztok mél tmavé-oranzovou barvu.

Vsechny QDs po ukonceni procesu syntézy byly piecistény v isopropanolu a odstiedény
Vv odstiedivce (6000 ot./min;15 min). Pomér QDs:isopropanolu byl 1:2.

2.4 Priprava fosfatoveho pufru

Do deionizované vody (200 ml) byly postupné a za stalého michani ptidavan chlorid dra-
selny (1600 mg), chlorid sodny (NaCl; 40 mg), dihydrohenfosfore¢nan sodny dihydrat (288
mg) a dihydrogenfosore¢nan draselny (48 mg). pH pufru bylo 7,4.
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2.5 Navazovani BSA na kvantovou te¢ku

2.5.1 Navazovani BSA na QDs bez modifikace povrchu

V tomto piipad¢ pro detekci BSA vyuzivano elektrostatickych interakci mezi BSA a QDs.
Biokonjugace QDs a BSA byla zajisténa takto: QDs (250 ul) byly pfidany do smési BSA
(137,5 pl; 15 mg/ml) a PBS (92,5 ul; pH=7,4) pficemz byli pouzity rizné koncentrace QDs
(0,5; 1; 1,5; 2; 5) mg/ml. Reakce probihala 2 hodiny pii pokojové teploté, roztok byl v chladu
(4°C) atemnu [21].

2.5.2 Navazovani BSA na QDs s modifikaci povrchu

Tento ptipad biokonjugace QDs a BSA pomoci mediatoru EDC byl zalozen na uplatnéni
kovalentnich vazeb mezi reaktanty. Biokonjugace byla zajiSténa nasledujicim zpiisobem: do
roztoku QDs (0,5 ml) o riznych koncentraci (0,5; 1; 1,5; 2; 5) mg/ml byl ptidan EDC (0,5 ml;
obsahujici PBS pH=7.4) a vysledny roztok byl nechan 5 min pti pokojové teploté pro aktivaci
karboxylovych skupin. Do smé&si byl pfidin BSA (0,5 ml; 15mg/ml) a vysledna smés byla
nechana pii pokojoveé teploté 2 h a pak uchovana v chladu (4°C) a temnu [21].
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Charakterizace piipravenych QDs fluorescen¢ni spektroskopii

Pro praktickou ¢ast syntézy QDs byla vybrana syntéza koloidnich CdTe stabilizovanych
glutationem (GSH), merkaptopropionovou kyselinou (MPA) a thioglykolovou kyselinou
(TGA). Vybrala jsem tfi riizné stabilizatory, aby bylo vic pozorovatelné, jak se riznymi lat-
kami mtze dosdhnout QDs urcitych vlastnosti (maximalni intenzita emise, poloha fluorescen-

¢nich spekter ¢€ili, v jaké oblasti svétla budu QDs emitovat, jakou barvou).

Analyza vSech vzorkd QDs probé¢hla na piistroji Infinite M200 Pro, Tecan, pficemz byla

pouzita vinova délka excitace 380 nm, pfi teploté 21,8 °C.
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Obr. 6 Emisni spektrum CdTe-GSH QDs

Na Obr. 6 je znazornéna zavislost intenzity emise na vinové délce u CdTe-GSH QDs pro
vzorky odebrané v ¢asech 1h, 2h, 3h a 4h od okamziku dosazeni pozadované teploty (95°C)
pfi syntéze. Z grafu je patrné, Ze vzorky fluoreskovaly a vysledky méfeni fluorescencnich
spekter QDs se jen nepatrné lisily od predpokladanych prubéhi, nebot’ spektra téchto zavis-
losti méla byt uzkad a ostra.Odebrané vzorky vykazovaly emisi pfi vinovych délkach kolem
500 nm, pfi¢emZz maxima intenzit emise rostla s Casem ohfivani. Nejvyssi intenzitu emise
(19920 CPS, pfi vinové délce 516 nm) mél vzorek zahfivan 4h a pravé proto byl tento vzorek
vybran pro biokonjugaci s BSA. Ostatni vzorky odebrany v ¢asech 1h, 2h, 3h mély maxima
intenzit 5799, 10512 a 17300 CPS pf#i vinovych délkach 502 nm, 522 nm a 512 nm.
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Obr. 7 Emisni spektrum CdTe-MPA QDs

Na Obr. 7 je znazornéna zavislost intenzity emise na vinové délce u CdTe-MPA QDs, kdy
byly vzorky odebirany v ¢asech 2 h; 2,5 h; 3 h a 4 h od okamziku dosaZeni poZadované teplo-
ty (95°C) pti syntéze. Stejné jako v predeslém piipadé€, spektra QDs byla symetricka a uzka.
Odebrané vzorky vykazovaly maximum emise na vinovych délkach 602-636 nm, pficemz
maxima intenzit emise nerostla s casem zahtivani. Nejvyssi intenzitu emise (11185 CPS) pii
vinové délce 616 nm mél vzorek zahiivan 2,5h. Vzorky odebrané v ¢asech 2h, 3h a 4h mély
maxima intenzit 10522, 8777 a 10319 CPS pii vlnovych délkach 602 nm, 620 nm a 636 nm.
Pro biokonjugaci s BSA byl vybran vzorek zahtivan 3 h.
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Obr. 8 Emisni spektrum CdTe-TGA QDs

Na Obr. 8 je znazornéna zavislost intenzity emise na vinové délce u CdTe-TGA QDs, kdy
byly vzorky odebirany v ¢asech 2 h; 2,5 h; 3 h a 4 h od okamziku dosaZeni poZadované teplo-
ty (95°C) pii syntéze. Stejné jako Vv piedeslych ptipadech, spektra QDs byla symetricka a Gz-
kad. Odebrané vzorky vykazovaly maximum emise na vinovych délkach kolem 540 nm, pfi-
¢emz maxima intenzit emise nerostla s ¢asem zahtivani. Nejvyssi intenzitu emise (8839 CPS)
pii vlnové délce 542 nm mél vzorek zahiivan 4h. Vzorky odebrané v ¢asech 2h, 3h a 4h mély
maxima intenzit 5731, 6240 a 6260 CPS pfti vinovych délkach 538 nm, 538 nm a 540 nm. Pro
biokonjugaci s BSA byl vybran vzorek zahtivan 4 h.

Vybrané vzorky QDs byly proméfeny na pfistroji FluoroLog HORIBA Jobin Yvon
s detektorem Quanta @, pficemz byly zméfené jejich kvantové vytézky. CdTe-GSH mély
kvantovy vytézek 16,8%, CdTe-MPA 11,5% a CdTe-TGA 6.88%.
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3.2 Vliv koncentrace QDs na intenzitu fluorescence
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Obr. 9 Emisni spektrum CdTe-GSH QDs

Na Obr. 9 je zndzornéna zavislost intenzity emise na vinové délce CdTe-GSH QDs o riz-
nych koncentracich (0,5; 1; 1,5; 2; 5) mg/ml. Je patrné, Ze s rostoucimi koncentraci se zvysuje
maximum intenzity emise. Pro koncentrace (0,5; 1; 1,5; 2; 5) mg/ml dosahla maximalni inten-
zita emise nasledujicich hodnot: 38932, 52523, 59537, 62672, 69120 CPS odpovidajici vino-
vym délkach 522, 522, 522, 524, 524 nm.
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Obr. 10  Emisni spektrum CdTe-MPA QDs

V ptipadé CdTe-MPA QDs ( Obr. 10) je také patrné, Ze s rostoucimi koncentraci QDs se
zvySuje maximum intenzity emise. Pro koncentrace 0,5; 1; 1,5; 2; 5 mg/ml dosdhlo maximum
emise hodnot 7440, 9902, 12249, 15863, 26012 pti 620, 620, 620,628, 622 nm. Z grafu je
patrné, ze pokles intenzi emise byl mnohem plynulejsi a vyraznéjsi nez je to mu v piipad¢

CdTe-GSH QDs, intenzita emise ale byla mnohem mensi.
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Obr. 11 Emisni spektrum CdTe-TGA QDs

Na Obr. 171 je patrné, ze se zvySujici se koncentraci roztoku CdTe-TGA QDs se zvysuje
maximum intenzity emise jen pozvolné. Pro koncentrace roztoku 0,5; 1; 1,5; 2; 5 mg/ml do-
sdhlo maximum emise hodnot 6325, 9720, 8444, 9830, 25402 CPS pii 524, 524, 534, 524,
520 nm.

Z grafii je patrné, ze CdTe-GSH QDs fluoreskovaly nejintenzivngji oproti CdTe-TGA

Vv
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3.3 Konjugace QDs s BSA bez modifikace povrchu
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Obr. 12  Emisni spektrum BSA

Na Obr. 12 je pozorovatelna zavislost intenzity emise na vinové délce u roztoku BSA o
koncentraci 15 mg/ml. Méfeni bylo provedeno na pfistroji Infinite M200 PRO, TECAN, pii-
¢emz byla pouzita vinova délka excitace 230 nm, pfi teploté 21,4 °C. Roztok BSA emitoval
svétlo na vinovych délkach kolem 334 nm, pfi¢emz maximum intenzity (30152 CPS) vyka-
zoval pii vinové délce 334 nm. Tento roztok byl pozuzit k biokonjugaci s QDs.
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Obr. 13 Emisni spektrum BSA navazaného na CdTe-GSH QDs

Na Obr. 13 je znazornéné, jak roztoky CdTe-GSH QDs o ruznych koncentraci ovliviuji
fotoluminiscenci BSA. Doslo ke zhasSeni fotoluminiScence, coz se da vysvétlit jako snizeni
maximalnich intenzit emise BSA. Je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci roztoku QDs do-
chazelo ke vétsimu zhaseni fotoluminiscence BSA. Z toho vyplyva, Ze opravdu doslo k nava-
zani BSA na povrch CdTe-GSH QDs a Ze tento postup muiize byt vyuzivan k detekci BSA. Na
obréazku je také pozorovatelny dalsi pik, které predstavuje pravé tu vlastnost QDs, ze fluores-

Kuji pti excitaci zateni jakékoliv vinové délky mensi, nez je vinova délka emise.

-32-



w15 mg/mlOD0s
] mg/ml QD5
w1 5 mg/ml Q0=
w3 mg/ml QD

- e & g fm | Q05

Intenzita [CPS]
- 88 8 BB E E

s 1 fm | Q05

200 250 300 350 400 450 500 550 600
A [nm]
Obr. 14  Emisni spektrum BSA navazaného na CdTe-MPA QDs

Na Obr. 14 je znazornéno, jak roztoky CdTe-MPA QDs o riznych koncentraci ovliviuji
vibec nezhasel fotoluminiscenci BSA, ale se zvySujici se koncentraci roztokt bylo zhéseni
BSA pozorovano. Aby bylo zhaseni BSA prokazatelné, je nutné v tomto ptipadé pouzit kon-
centrovangjsi roztok CdTe MPA QDs nez je 0,5 mg/ml.
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Obr. 15  Emisni spektrum BSA navazaného na CdTe-TGA QDs
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Na Obr. 15 lze vidét, jak roztoky CdTe-TGA QDs o riznych koncentraci ovliviuji foto-
luminiscenci BSA. Je patné , ze malo koncentrované roztoky QDs (0,5 mg/ml, 1 mg/ml a 1.5
mg/ml) viibec neovliviiuji fotoluminiscenci BSA, nedochazi k zhaseni, které je 1épe pozorova-
telné az pii koncentraci 2 mg/ml roztoku CdTe-TGA QDs.
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34 Konjugace QDs s BSA modifikaci povrchu

Pro modifikaci povrchu QDs byl vybran EDC kvuli tomu, Zze na povrchu QD aktivuje
karboxylové skupiny a usnadiiuje navazovani proteinti a nukleovych kyselin, v tomto ptipadé

usnadnuje navazovani BSA.
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Obr. 16  Emisni spektrum BSA navazaného na modifikovany povrch CdTe-MPA QDs

Na Obr. 16 je pozorovatelny vliv koncentrace roztokii CdTe-MPA QDs modifikovanych
pomoci EDC na fotoluminiscenci BSA. ZhaSeni fotoluminiscence BSA pfi zacalo od koncen-
trace 1 mg/ml CdTe-MPA QDs. Lepé je pozorovatelné zhaseni pii koncentraci roztoku 5
mg/ml CdTe-MPA QDs. Pii porovnani vlivu QDs s modifikovanym a nemodifikovanym po-
vrchem bylo zjisténo, Ze v ptipadé QDs modifikovanych EDC doslo k mensimu poklesu zha-
Seni BSA oproti QDs bez modifikace.
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Obr. 17  Emisni spektrum BSA navazaného na modifikovany povrch CdTe-GSH QDs

Na Obr. 17 je znazornény vliv roztokt o riznych koncentraci CdTe-GSH QDs, modifiko-
vanych pomoci EDC na fotoluminiscenci BSA. ZhaSeni fotoluminiscence BSA zacalo uz od
koncentrace 0,5 mg/ml CdTe-GSH QDs, pokles luminiscence je vyrazny a linearni. Z grafu je
patrné, ze 5 mg/ml CdTe-GSH QDs téméf zhasi BSA. Z porovnani vlivu QDs
s modifikovanym a s nemodifikovanym povrchem (Obr. 13) na zh&seni BSA je patrné, ze v
ptipadé QDs s modifikovanym povrchem doslo k vyrazné&jsimu poklesu fotoluminiscence.
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Obr. 18  Emisni spektrum BSA navazaného na modifikovany povrch CdTe-TGA QDs

Na Obr. 18 je znazornén vliv roztokt o riznych koncentraci CdTe-TGA QDs, modifiko-
vanych pomoci EDC na fotoluminiscenci BSA. Zhaseni fotoluminiscence BSA zacalo od
koncentrace 1 mg/ml CdTe-TGA QDs. Zhaseni nebylo tak vyrazné, jako v piipadé CdTe-
GSH QDs, jeho pribéh byl obdobny jako v piipadé CdTe-MPA QDs. Opét, z porovnani vlivu
QDs s modifikovanym a s nemodifikovanym povrchem (Obr. 15) na zhaseni BSA je patrné,
ze v ptipad¢ QDs s modifikovanym povrchem doslo k vyraznéjsimu poklesu fotoluminiscen-
ce.
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4 Zaveér

Tato bakalaiska prace si kladla za cil zkoumat vlastnosti QDs na bazi polovodict AIIBVI,
metody jejich ptipravy a aplikace modifikovanych QDs pro diagnostiku zajimavych latek.

V prvni ¢asti prace byl proveden popis dulezitych vlastnosti t€chto nanocastic, jejich roz-
déleni, vyhody a nevyhody. V praci jsou takeé popsany typy syntéz QDs se zaméfenym na
piimou syntézu koloidnich QDs. Byl také proveden popis riznych metod modifikace QDs pro

zvyseni afinity k riznym latkam a aplikace QDs.

V experimentalni ¢asti prace jsem se zaméfila na zkoumani, syntézu a modifikaci koloid-
nich QDs na bazi kadmia vyuzitych k detekci BSA. Byly syntetizovany koloidni CdTe QDs
stabilizované glutationem (GSH), merkaptopropionovou kyselinou (MPA) a thioglykolovou
kyselinou (TGA) a nasledn¢ u nékterych vzorki byla provedena modifikace povrchu QDs
pomoci EDC, s cilem zvySeni afinity QDs vi¢i BSA. Pro porovnatelnost vysledkt rozhodla
jsem se i o detekci BSA bez modifikace povrchu QDs. Vysledné vzorky jsou pak analyzované
pomoci Spi¢kovych ptistroji Infinite M200 Pro, Tecan (analyza emisnich spekter) a Fluoro-
Log HORIBA Jobin Yvon s detektorem Quanta ¢ (uréeni kvantového vytézku). Vysledky
navazovani BSA na QDs ukazaly, ze zhaseni BSA CdTe-GSH QDs s modifikovanym povr-
chem je intenzivnéjsi oproti CdTe-GHS QDs bez modifikovaného povrchu. Oproti tomu, zha-
Seni BSA CdTe-MPA a CdTe-TGA QDs je intenzivng&jsi pii pouziti QDs s nemodifikovanym
povrchem.
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6 Seznam zkratek

BSA, bovine serum albumin-hovézi sérum albumin

CPS,counts per second- pocet za sekundu

EDC -1-Etyl-3-[3-dimetylaminopropyl]carbodiimid hydrochlorid
FISH Fluorescence in situ Hybridization

FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer- Fluorescenéni rezonan¢ni energeticky
transfér

GSH-glutathion

HDA- hexadecylamin

MBP- maltose-binding protein

MPA-merkaptopropionova kyselina

PBS-fosfatovy pufr

PSA -prostaticky specificky antigen

QDs , quantum dots — kvantové tecky

SEM- skenovaci elektronovy mikroskop

sulfo-NHS -N-hydroxysulfosuccinimide
TEM -ransmisni elektronovy mikroskop TEM

TGA-thioglykolové kyselina

TIRF -Total Internal Reflection Microscopy
TOP- trioctylphosphin oxid

TOPO- trioctylphosphin oxid
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