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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva modernimi metodami znaceni biomolekul. Pozornost je vénovana
pfedev§im luminiscen¢nimu znaceni polovodicovymi kvantovymi teCkami, optimalizaci
ptipravy a charakterizaci kvantovych tecek (QDs) a jejich biokonjugatt s peptidem Ala4, ktery
ma antibakterialni vlastnosti. Prvni zpusob piipravy QDs vyuzival pisobeni UV-zareni
a konjugace se studovanym peptidem byla provedena pies tiolovou skupinu peptidu. Druhy typ
QDs byl ptipraven termicky a konjugace s peptidem byla provedena pomoci linkert
EDC/sulfo-NHS, které umoznily tvorbu peptidové vazby mezi karboxylovou skupinou QDs
a amino skupinou peptidu. Dalsi ¢ast prace je zaméfena na studium vlivu konjugace
na antimikrobialni aktivitu peptidu. Pro ovéfeni antimikrobialnich vlastnosti peptidu byla
pozorovana interakce mezi konjugatem QDs-Alad a bakterii Staphylococcus aureus. Takto
piipravené¢ konjugaty byly charakterizovany fluorescencni spektroskopii a kapilarni
elektroforézou s absorp¢ni detekci (A-214 nm).

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with modern methods of biomolecule labeling. Attention is paid
especially to luminescent labeling with semiconductor quantum dots, optimization of
preparation and characterization of quantum dots (QDs) and their bioconjugates with Ala4
peptide, which has antibacterial properties. The first method of preparing QDs used UV-
radiation and conjugation with the peptide of interest was carried out through the thiol group of
the peptide. A second type of QDs was prepared thermally and conjugation with the peptide
was performed by linkers EDC/sulfo-NHS, which allowed peptide bond formation between the
carboxyl group of QDs and the amino group of the peptide. The next part of the thesis is focused
on the influence of conjugation the antimicrobial activity of the peptide. To verify
the antimicrobial properties of the peptide, an interaction between the QDs-Ala4 conjugate and
Staphylococcus aureus was observed. Conjugates thus prepared were characterized by
fluorescence spectroscopy and capillary electrophoresis with absorption detection (A-214 nm).

KLICOVA SLOVA

Nanocastice, kvantové tecky, luminiscence, fluorescence, elektroforetické metody
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1 UVOD

V soucasné dobé€ se rozsifil zdjem o nanobiotechnologie zejména v biologii a medicing.
Diky malému rozméru v fadu nékolika nm ziskavaji tyto objekty atraktivni optické nebo
elektrochemické vlastnosti. Rada nano&astic se vyuziva ke znageni biomolekul pfi pozorovani
biologickych procest.

Nanomaterialy vytvaii Sirokou Skalu materiali. Mezi n¢ patii anorganické nekovové
nanomaterialy (napt. oxid hlinity), uhlikové nanomaterialy (napi. uhlikové nanotrubice),
kovové nanocastice (napf. nanostiibro) a organické materialy (napi. dendrimery). Materialy
existuji v riznych formach, na zakladé kterych maze byt docileno pozadovanych vlastnosti.

Na zékladé rozmérii roz¢lenujeme nanomateriadly na nanoc¢astice a hanovlakna.

Existuje také Siroka Skala fluorescenc¢nich znacek, které udéluji fluorescencni vlastnosti
slouc¢enindm, které nejsou inherentné fluorescencni. Jako fluorescencni znacky se nejcastéji
vyuzivaji fluorescen¢ni barviva nebo kvantové tecky (QDs). QDs ve srovnani s fluorescenénimi
barvivy nabizi vysoky kvantovy vytézek, Siroké spektrum absorpce, fotostabilitu a laditelné
uzké emisni spektrum. Velkou vyhodou fluorescencni detekce je vysoka citlivost.

QDs byly vybrany, protoze maji vynikajici fyzikalni a optické vlastnosti a jejich povrch
se miize modifikovat tak, aby se zvysila jejich afinita vybranym analytiim.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Luminiscence

Luminiscence je termin popisujici proces, béhem kterého elektrony v atomu absorbuji energii
z vngj$iho zdroje a excituji se do energeticky vysSich vrstev. Nasledné se elektrony vrati
na zakladni energetickou hladinu za uvolnéni energie, ktera se emituje ve formé svétla [1].
Podle doby trvani se luminiscence rozdéluje na fluorescenci, kterd se zastavi témer ihned
po odstranéni zdroje energie a fosforescenci, ktera pokracuje i po vice nez 10 nanosekundach
po odstranéni zdroje energie [2].

Na zéklad¢ zdroje energie, ktery umoznuje excitaci elektrontt do vyssi energetické hladiny
muze byt luminiscence rozdélena na do nékolika kategorii, které jsou pfehledné znazornény

na obrazku 1 [2].

Fluorescence

Fotoluminiscence

— absorpce fotonu
Fosforescence

Katodoluminiscence

Bioluminiscece

- dopad eletront

emiluminiscence Elektrochemiluminiscence
— iniciace chemickymi

reakcemi Kandoluminiscence

eKtroluminiscence

— aplikované elektrické Lyoluminiscence

pole
Tribolumiinscence
Viechanoluminiscence Fraktoluminiscence
— mechanickym
pdsobenim Piezoluminiscence

Sonoluminiscence

— ozareni ionizujicim

zarenim

Termoluminiscence

— aktivovan ohfevem
Obrazek 1 Rozdeleni luminiscence [4]

Luminiscen¢ni slouceniny mohou byt rizného druhu:

e organické slouCeniny: aromatické uhlovodiky (naftalen, antracen, fenanthren,
pyren, perylen atd.), derivaty fluoresceinu, rhodaminu, kumarinu, oxaziny, polyeny,
difenylpolyeny, aminokyseliny (tryptofan, tyrosin, fenylalanin) atd.

e anorganické sloudeniny: uranylovy iont (UO*2), lanthanoidové ionty (napi. Eu®',
Tb®"), dopovana skla (napt. s Nd, Mn, Ce, Sn, Cu, Ag), krystaly (ZnS, CdS, ZnSe,
CdSe, GaS, GaP, Al203 / Cr®* (ruby)) atd.

e organokovové slouceniny: komplexy ruthenia (napi. Ru(biPy)s3), komplexy s ionty
lanthanoidi, komplexy s fluorogennimi chelatacnimi Cinidly  (napf.
8-hydroxychinolinem, také nazyvanym oxin) atd. [4]



2.2  Mechanismus fluorescence

Fluorescen¢ni aktivita mize byt schematicky ilustrovana pomoci Jablonského diagramu (viz.
obrazek 2, ktery poprvé navrhl polsky fyzik profesor Alexander Jablonski v roce 1935, aby
popsal absorpci a emisi svétla. Princip spociva v tom, Ze molekula absorbuje energii ve forme
elektromagnetického zafeni a excituje se do vyssiho energetického stavu [5]. Emise fotont
doprovazejici deexcitaci se nazyva fotoluminiscence. Fotoluminiscence se déli na fluorescenci,
fosforescenci a zpozdénou fluorescenci [6,7].
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Absorpce Fluorescence Fosforescence

I A
N |

Singletovy Singletovy Tripletovy
zékladni excitovany excitovany
stav stav stav

Obrazek 2 Jablonského diagram
2.2.1 Absorpce

Absorpce je fyzikalni proces, pii kterém dochazi k pohlceni energie fotonu molekulou.
Elektrony dané molekuly jsou excitovany do vysSiho energetického stavu. Diulezité je,
7ze mohou byt absorbovany pouze takové vinové délky, které maji energii odpovidajici
energetickému rozdilu mezi dvéma hladinami excitované molekuly. Absorbance je velmi
rychly piechod, ktery probihd v fadu 107 sekundy. Pohlcena energie byva nasledné uvolnéna
bud’ ve form¢ fotonu (zafivy prechod) nebo mtize byt preménéna na tepelnou energii (nezativy
ptechod) [6].

2.2.2 Fluorescence

Pii fluorescenci dochazi k ptechodu elektronu ze zakladniho energetického stavu (So)
do excitovaného singletového stavu (Si, Sz, ...). Dulezité je, si uvédomit, ze jednotlivé
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energetické hladiny se skladaji z n€kolika vibrac¢nich hladin. Pfed névratem do zéakladni
energetické hladiny dochazi ke ztraté ¢asti piijaté energie v dasledku nezafivych piechodu [3].
Nezativé prechody mohou byt rozd€leny na:

a) Vnitini konverzi - pfechod elektronu na zéakladni vibra¢ni hladinu v ramci jedné
energetické hladiny (napft. S1)

b) Vibracni relaxaci - piechod na nizsi energetickou hladinu (napft. z S2 na S1)

Energie uvolnéna nezafivymi piechody mize zistat uvnitf molekuly, necbo muize byt
pfenesena na okolni molekuly [7].

Pfi navratu na zakladni energetickou hladinu (So) pak dochazi k emisi fotonu o vétsi vinové
délce (mens$i energii) v porovnani s pfijatym fotonem. Rozdil vlnovych délek maxima
absorpéniho a emisniho spektra se nazyva Stokestv posun (obrazek 3). Tento jev je
pojmenovan po irském fyzikovi Georgi Gabrielovi Stokesovi. Obecné také plati, ze rozdily
mezi vibracnimi hladinami v zikladnim a v excitovanych stavech jsou podobné, takze
i absorp¢ni a emisni spektra jsou si ¢asto podobna, ale jsou zrcadlové symetricka [5].

Stokestiv posun

k—

Absorpéni Emisni

spektrum spektrum

Intenzita zareni

Vlnova délka [nm]
Obrdzek 3 Stokesitv posun [31]

Co se tyce vztahu mezi intenzitou fluorescence a koncentraci latky, tak do jisté miry plati
linedrni zavislost. Po piekroceni urcité koncentrace zatne dochazet ke koncentraénimu zhéseni,
kdy dochazi ke kolizi mezi excitovanymi a neexcitovanymi molekulami, ktera je spojena
s nezafivou ztratou energie. Ke sniZzeni kvantového vytézku fluorescence miize také dochézet
pusobenim zhasedel, kdy mezi excitovanou molekulou a zhasedlem muze dojit ke kolizi, coz
zpusobi piechod zhéaSedla do excitovaného stavu. Nasledné dojde k jeho nezéfivé deexcitaci

[3].
2.2.3 Fosforescence

Pti fosforescenci dochdzi k exitaci elektronu ze zdkladniho energetického stavu do singletového
excitovaného stavu stejn¢ jako u fluorescence. Po excitaci do singletového stavu vSak
nedochazi k navratu do zakladni energetickou hladinu jako je tomu u fluorescence, ale dochazi
k zakdzanému prechodu do tripletového stavu. Rozdil mezi singletovym a tripletovym stavem
je v orientaci spinu elektronu. Zatimco v singletovém stavu jsou spiny elektrond antiparalelni,

11



v tripletovém stavu jsou paralelni (viz obrazek 2). Nasledn¢ dochdzi k ndvratu elektronu
z tripletového stavu na zakladni energetickou hladinu. Intenzita fosforescence je v disledku
zakazaného prechodu slabsi nez v piipad¢ fluorescence, a dosvit je delsi (desetiny milisekund
aZz minuty). Jedna se o méné Casty jev [3].

2.2.4 Zpoid’ena fluorescence

Vyznacuje se tim, ze dobu dosvitu ma srovnatelnou s fosforescenci a vlnovou délku
emitovaného zareni srovnatelnou s fluorescenci. Nejcastéji se jedna o termindlni (zpétnou)
excitaci molekuly. Molekula je excitovana do singletového stavu, nasledné piechazi pomoci
mezisystémového prechodu do tripletového stavu. V dasledku ptisobeni nékterych jevi (napf.
tepelnych) muze prechazet zpét do singletového stavu a odtud se potom navracet do zdkladniho
energetického stavu. Jedna se tedy o pfechod singlet-triplet-singlet [3].

2.3 Kvantové tecky (QDs)

Fluorescence se uplatiiuje v celé¢ fad¢ biologickych vyzkumi. Za poslednich dvacet let
doslo Vv této oblasti k vyraznému pokroku. Mezi nové fluorescenéni materialy, které se ¢im dal
Castéji uplatiuji v biomedicinském vyzkumu, se fadi QDs, které¢ diky svym unikatnim
vlastnostem konkuruji konven¢nim fluoroforim [9,10].

QDs jsou malé castice nebo krystaly o velikosti 2-10 nm, které jsou tvoreny
Z polovodi¢ového materidlu, po stimulaci externim zdrojem ultrafialového (UV) zafeni
fluoreskuji. Barva a vlnova délka emitovaného zafeni zavisi na velikosti krystalu. Mensi QDs
(~ 2 nm) vykazuji modrou fluorescen¢ni emisi (380 az 440 nm), zatimco vétsi ¢astice (pramer
~ 6 nm) vykazuji ¢ervenou fluorescencni emisi (605 az 630 nm). Toto barevné rozliSeni

muZeme vidét na obrazku 4 [9].

B  Modra Zelena Oranzova Cervena

@ \ / 5 nm

Obrazek 4 A) Kvantove tecky fluoreskujici pod UV zarenim riiznymi barvami v zavislosti na svoji
velikosti B) S rostouci velikosti kvantové tecky se posouva jeji emise do cervené oblasti spektra [11]

Elektrony v QDs jsou uzavieny vpomémé¢ malém prostoru. Jestlize poloméry
polovodi¢ového nanokrystalu jsou menSi nez Bohriv polomér (nejpravdépodobné;jsi
vzdélenost elektronu od protonu v atomu vodiku), dochazi ke kvantovani energetickych hladin
podle Pauliho vylu¢ovaciho principu, které je zobrazeno na obrazku 5 [[12]]. Obecné plati, ze

cvwr
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vodivym pasmem. K excitaci menSich QDs je tedy potieba dodat vice energie nez v ptipadé
vétSich QDs. Pti nasledném navratu do zakladniho stavu dochazi k emisi fotonu o vétsi energii
(kratsi vlnové délce) nez v pfipadé vétsich QDs, které maji rozdil mezi valen¢nim a
vodivostnim pasem mensi. To ma za nasledek barevny posun z Cervené na modrou ve
vyzafovaném zafeni. Proto mohou QDs ze stejného materialu vyzafovat libovolnou barvu
zareni, a to pouze zménou velikosti [12].

Kvantové tecky

Vodivé
pasmo’

Energie

Valenéni
pasmo

Klesajici velikost i
Obrazek 5 Rozdéleni energetickych hladin v QDS V zavislosti na klesajici velikosti [12]

2.3.1 Struktura QDs

QDs se skladaji z krystalického anorganického jadra mettaloidu (typicky polovodi¢ napt. CdSe,
core), které je zodpovédné za jejich fluorescencni vlastnosti. Toto jadro mize byt obklopeno
plastém (napt. ZnS, core-shell), které jej chrani a ¢ini QDs biokompatibilni. Pro zachovani
stability nanokrystalu v rozpoustédle je tieba ptitomnost stabilizatoru obsahujiciho thiolovou
(=SH) skupinu. Tato struktura je zobrazena na obrazku 6 [13].

Obrazek 6 Struktura jadra a plasté QDs [13]

Povrch QDs muze byt funcionalizovan funkénimi skupinami (napf. amino nebo
karboxylovou skupinou) pro dobrou rozpustnost ve vodnych roztocich [10].

Na povrch QDs je mozné konjugovat celou fadu rtiznych biomolekul. Biomolekuly mohou
byt navazany na povrch QDs bud piimo (kovalentné/nekovalentné) nebo pies stabilizacni
vrstvu, kterd vznika mezi ligandem a reaktivnim povrchem nanoéastic [10]. Jednotlivé typy
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vazeb QDs jsou zobrazeny na obrazku 7.

A B C

Obrazek 7 A) QDs stabilizovana thiolovou skupinou proteinu B) QDs stabilizovana karbonylovou
skupinou proteinu C) Elektrostatické interakce mezi proteinem a QDs

a) Nekovalentni konjugace QDs

Jedna se o jednoduchy, reprodukovatelny a snadny piistup. V tomto pfistupu se uplatiuji
nekovalentni vazebné interakce napt. elektrostatické interakce mezi povrchem QDs
a navazovanym ligandem. Piikladem vyuziti nekovalentniho pfistupu mulze byt vazani
CdTe QDs stabilizovanych cysteaminem s jednovlaknovou DNA, kdy se elektrostaticky
pritahuji pozitivni amino skupiny na povrchu QDs s negativné nabitou molekulou DNA
(obrazek 7 C) [15].

b) Kovalentni konjugace QDs

Ndhradou thiolové skupiny stabilizatoru QDs

Malé molekuly s volnymi thiolovymi skupinami vykazuji vzdy vysokou vazebnou afinitu
k QDs a toho je vyuzivano pii kovalentni konjugaci. Tato konjugace je zalozena na nahrazovani
thiolovych skupin (-SH), které jsou ptitomné na povrchu QDs thiolovanymi biomolekulami

(obrazek 7 A). Tento zptisob byl pouzit napiiklad na navazani vybrané monoklonalni protilatky
k CdSe/ZnS QDs [15].

Spojeni QDs a biomolekuly pres linker

Nejcastéjsim prikladem kovalentniho spojovani je vyuziti ve vodé rozpustného linkeru
N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimidu a N-hydroxysulfosukcinimidu za vzniku
kovalentnich konjugati QDs a navazované molekuly (obrazek 7 B) [15].

2.3.2 Alad

Peptid Ala 4, je organickd chemickd sloucenina sloZzend z 12 aminokyselin spojenych
peptidovou vazbou. Jednd se o synteticky pfipraveny homeomerni linedrni polypeptid
vykazujici antibakterialni vlastnosti. V této praci byla antibakterialni aktivita peptidu studovana
na bakterii Staphylococcus aureus. Obecna struktura peptidu je zobrazena na obrazku 8.
Zékladni vlastnosti tohoto peptidu jsou piehledné zaznamenany v tabulce 1.
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Sekvence FASTA format: YKWFRHLIKKLC
Tyr-Lys-Trp-Phe-Arg-His-Leu-lle-Lys-Lys-Leu-Cys

Délka 12

Molarni hmotnost (Mr) 1635,06 g/mol

Izoelektricky bod (pI) 10,5

Naboj (p¥i pH 7) 4

Hydrofobnost +12,29 Kcal/mol

Excitaéni koeficient! 6990 M*.cm*

Excitaéni koeficient 2 6990 M*t.cm?

Tabulka 1 Viastnosti peptidu Ala 4. Data byla vygenerovana prostirednictvim peptide calculatoru
dostupného na webovych strankdach http.://www.bachem.com

¥ $ .

Obrdzek 8 Struktura peptidu Ala 4 byla vygenerovdna prostiednictvim programu PEP-FOLD [13]

Tento peptid byl v predloZzené bakalaiské praci navazovan na povrch QDs dvéma riznymi
zpisoby. Nasledné byla zkouména interakce takto pfipravené¢ho konjugatu s grampozitivni
bakterii Staphylococcus aureus.

2.3.3 QBDs versus organicka barviva

Béhem poslednich nékolika desetileti ziskaly kvantové teCky nesmirny vyznam diky své
fotostabilité, dobrému kvantovému vytézku, Sirokému spektru absorpce a laditelnému tizkému
emisnimu spektru [17,18]. Velkou vyhodou také je, Zze vzhledem k Sirokému absorpénimu
spektru miize byt vizualizovano najednou vice QDs o riznych emisnich vinovych délkéach.
V ptipad¢ QDs dochazi také k velkym Stokesovskym posuntim, coz snizuje signal pozadi [19].
Dal8imi vyhodnymi vlastnostmi QDs jsou odolnost vii¢i fotochemické a chemické degradaci
ve srovnani s organofluorofory, coz umoziuje jejich vizualizaci po dobu od nékolika hodin
az po tyden [20,21]. Srovnani vlastnosti QDS a organickych barviv je zobrazeno v tabulce 2.
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Tabulka 2 Srovndni viastnosti QDs a organickych barviv [22]

Vlastnosti QDs Fluorescen¢ni barviva
Velikost ~ 0,5 nm (molekuly) 6-60 nm (Eastice)
Absorp¢ni spektra Uzka Siroka

., . Symetricka (laditelna velikosti
Emisni spektra Asymetricka o

Castice)

Fotochemicka L, . ]

. Dostate¢na pro mnoho aplikaci Vysoka
stabilita

P i funkénich skupi dl
K dispozici nékolik protokoli. OO TunkCiich Skupih podte

denych protokolu.
Vazba biomolekul | Neékolik biomolekul se vaZze na jednu QD. ZAVEAETYCT POTOROM

Casto se na jednu biomolekulu
vaze nékolik barviv.

2.3.4 Biologicka aplikace QDs

QDs se uplatiuji v celé fad¢ bioanalytickych aplikaci. Nejcastéji se vyuzivaji jako biosenzory.
Dalsim piikladem aplikace QDs je vySetfeni a diagnostika genetickych onemocnéni.
Infracervené QDs mohou byt vyuzity jako fluorescencni sondy pro in vivo detekci u malych
zvitat, kde mohou nahradit organické fluorofory, které emituji infracervené zareni a jsou malo
stabilni. Bylo prokazéano, Ze zobrazovani mysich bun¢k embryonalnich kmeni (ES) na bazi
peptidd s QDs neovliviluje zivotaschopnost, proliferaci ani diferenciaci ES bun¢k. Zobrazeni
ES bun¢k pomoci Sesti riznych QDs mizeme pozorovat na

Obrazek 9 B. Na obrazku 9 A je vybranych nékolik nejcastéji vyuzivanych aplikaci QDs [16].

Senzoty Senzory DNA
cukru Imunotesty a proteint
Biologické
zobrazovani
Zobrazovani —
invivo a Sledovani jediné
zvirat molekuly
Invitro Zobrazovani
zobrazovani zivych bunék

Obrazek 9 A) Priklady biologické aplikace QDs B) Embryondalni kmenové buriky oznacené QDs
[16]

2.4 Elektroforetické metody a jejich vyuZziti ke studiu interakei latek

Pro charakterizaci QDs se vyuZzivd metoda kapilarni elektroforézy (CE). CE je separacni
technika jejiz velkou vyhodou je rychlost separace, jednoduchost, potieba malého mnozstvi
vzorku a vysoké rozliSeni separace. CE zaznamenala vyuZiti v separaci a charakterizaci
anorganickych nanocastic (Ag, Au, TiO2, Al,0O3, Fe203), biomolekul (proteinti, peptidit) nebo
konjugatli nanocastic s biomolekulami jako napiiklad QD-konjugaty s hovézim sérovym
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albuminem nebo kienovou peroxidazou. Byva také pouzivana pro imunoanalyzy (napf.
stanoveni prionového proteinu, alfa-fetoproteinu atd.). Pravé kvuli témto vlastnostem
a moznostem aplikace byla vybrana jako vhodna metoda pro charakterizaci konjugatu QD-Ala4
a pro vizualizaci interakce mezi QDs-Ala4 a bakterii Staphylococcus aureus [25].

V soucasnosti je rozliSovano nckolik elektroforetickych metod, které se 1iSi prubéhem
separa¢niho procesu. V této praci je vyuzivana zonova kapilarni elektroforéza [23,24].

2.4.1 Instrumentace

Typicky systém kapilarni elektroforézy se sklada z nadobek (vialek) s elektrolytem a vialky
se vzorkem, zdroje vysokého napéti s vystupem na platinové elektrody, kiemenné kapilary,
detektoru, ktery byva umistén vétSinou piimo na kapilafe a vystupniho zafizeni, které
zaznamenava signal detektoru v Case. Nékteré pfistroje obsahuji také zafizeni pro regulaci
teploty, které zajist'uje opakovatelnost a reprodukovatelnost analyz. Kompletni instrumentaci
je schematicky znazornéna na obrazku 10 [26,27]. Kapilary z oxidu kiemicitého jsou velmi
kiehké, proto jsou potazeny vrstvou polyimidu. Touto vrstvou neprochdzi UV zéfeni, proto je
nutné polymerni vrstvu v misté optické detekce odstranit [26].

Kapilara Zaznam
Detektor a vyhodnoceni
signalu

[ﬁf
IEIektroMI I Vzorek‘ L Elektrolytl

Zdroj vysokého
napéti

Obrdazek 10 Schéma kapildarni zonové elektroforézy
2.4.2 Princip metody

Pisobi-li na nabité Castice elektrické pole, dochdzi k migraci téchto Castic k opacné nabité
elektrod¢. Rychlost elektroforetického pohybu ¢astic zavisi na jejich naboji, velikosti a také
na intenzit€¢ pouzitého elektrického pole. K porovndni hodnot nameétfenych v rtiznych
podminkach, je vyuZivano pojmu elektroforeticka mobilita (elektroforeticka pohyblivost).
Jedna o rychlost ¢astic pii jednotkové intenzité pole [27].

Efektivni mobilitu je mozné ovlivnit vybérem vnéjSich podminek (pfedevsim slozenim
elektrolytu). Klicovym faktorem je také pH prostiedi [28].

Obrazek 11 A znazortiuje jednoduchy piiklad elektroforézy. V piipadé neptfitomnosti
elektrického pole je pohyb iontti nahodny (vlevo). Pti vlozeni napéti se ionty zacnou pohybovat
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a dochazi k separaci (vpravo) [27].

A ®—ii|ii T ii—y

S ©° s © 2

B oo e 4 _ess o,
® P pe Y e ® o < -
oo o °
L] o ® o .. o o
e® o ° L o B T mobilni vrstva

mmé o

@ Smér EOF » O

ANODA KATODA

@ Kkation ® anion

Obrazek 11 A) Princip elektroforézy, B) Separace v CE [27,28].

V piipadé kapilarni elektroforézy je cely proces pfeveden do vnitiniho prostoru kapilary.
V disledku bazického prostfedi zédkladniho elektrolytu, kterym je kapildra naplnéna, dochézi
k odstépeni protond ze silanovych skupin (-Si-OH) wvnitini stény kapilary. Dusledkem
deprotonizace silanovych skupin je zaporné nabity vnitini povrch kapilary. Kationty pfitomné
v daném elektrolytu vykompenzuji zdporny naboj vnitiniho povrchu kapilary a vznikne
elektrickd dvojvrstva. Tato dvojvrstva se po aplikaci elektrického napéti pohybuje ke katodé
a strhava sebou cely vnitini objem kapilary. Tento jev se nazyva elektroosmoticky tok (EOF).
EOF lze ovlivnit zménou hodnoty vkladaného napéti, pH, iontové sily a viskozity zakladniho
elektrolytu [30]. Velkou vyhodou CE je, Ze existence EOF umozinuje stanoveni kationtti
ianiontll v jedné analyze. Anionty jsou sice pfitahovany k anodg¢, ale ve vétSiné ptipadd je jejich
elektroforeticka mobilita mensi nez mobilita EOF, které je unasi smérem k zaporné nabité
katod¢ (obrazek 11 B) [27].

2.4.3 Detekce

Detekce analytickych zén v CE miZe byt provedena bud’ v pribehu jejich migrace kapilarou
(UV-Vis absorpéni detekce, fluorescencni detekce, vodivostni detekce, detekce na zakladé
indexu lomu atd.) nebo po eluci z Kapilary (elektrochemicka detekce, hmotnostni
spektrometrie). Nize jsou zminény nejcastéji vyuzivané detekéni metody [31].

UV/Vis absorpcni detekce

UV/Vis absorpce je nejbéznéjsi detekéni metoda v CE. Tato metoda je univerzalni, pouzivana
k detekci absorpce UV nebo viditelného zafeni molekulami ve vzorku. S pouzitim
UV absorpéniho detektoru je mozné detekovat Siroké spektrum sloucenin. Predpoklada se,
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ze vice nez 90% sloucenin absorbuje v rozsahu vlnovych délek UV. U sloucenin, které
nevykazuji UV nebo Vis absorpci, 1ze pouzit neptimou detekci [32]. Pifi nepiimé detekci je
pouzit pufr obsahujici chromofor a detektor pak zaznamena snizeni odezvy, coz
se na elektroferogramu projevi jako zaporny pik. Citlivost UV/Vis detekce zavisi na pruméru
kapilary. Typické meze detekce se pohybuji od pfiblizné 107! do 10~'° mold [33].

Fluorescencni detekce

Druhym nejpouzivanéjsim typem detekce v CE je detekce fluorescen¢ni (nejcastéji laserem
indukovana fluorescen¢ni detekce, LIF). Jako budici zdroj byva pouzivana bud’ obloukova
lampa, nebo laser, ptipadné svételna dioda, kterd se stala alternativou pro lasery diky malym
rozmérum, stabilnimu vystupu a nizkym nakladim [36].

Tento vysoce citlivy a selektivni detektor je zvlasté dulezity v biologickych aplikacich,
zejména u analytli obsahujicich primarni aminy (napf. aminokyseliny, peptidy a proteiny),
dulezity je i pti sekvenovani DNA [34]. Jednou z nevyhod této metody muze byt to, Ze jen
velmi malo molekul vykazuje fluores¢éni vlastnosti, a proto je nutné¢ takovéto molekuly
derivatizovat. V soucasné dob¢ vsak jiz je vyvinuta Siroka Skala flouorescen¢nich znacek, které
udéluji fluorescenéni vlastnosti slou¢eninam, které nejsou inherentné fluorescenéni [35].

Fluorescence umoziuje extrémné nizké detekéni limity, které se pohybuji v rozmezi
piiblizné 107%° az 10 mold, v zavislosti na zdroji excitace, postupu derivatizace
a fluorescenc¢ni znacce [33].

Elektrochemicka detekce

Elektrochemické detekce je zaloZena na oxidaci nebo redukci analytu na elektrodé€. Tato
anevyzaduje zadnou derivatizaci vzorku jako je tomu u flourescen¢ni detekce. Navzdory tomu
je v CE vyuzivana méné nez UV/Vis nebo LIF detekce. Diivodem muize byt to, ze vysoké napéti
aplikované pii separaci a vysledny proud v kapilafe jsou vnimany jako nekompatibilni
s elektrochemickou detekci [36].

Hmotnostni spektrometrie (MS)

Propojeni MS-CE je velmi atraktivni, protoze umoziuje propojeni t€inné separacni techniky
s citlivou a selektivni detekci jak malych tak velkych molekul. Analyty jsou detekovany
na zékladé poméru jejich hmotnosti a naboje. Ziskané informace jsou zvlasté uZitecné pro
identifikaci struktury slou¢enin [37]. Typické detekéni limity se pohybuji od priblizng 1072
do 10715 molt [38].

2.44 Aplikace

MozZnosti aplikace CE jsou velmi rozséhlé. CE je vyuzivano pfedev§im k rozliSeni malych
molekul, k chiralni separaci, pro stanoveni Cistoty fady farmaceutickych ptipravku, k separaci
peptidd, k analyze sacharidl a oligosacharidd, k analyze nukleosidti, nukleotidl a nukleovych
kyselin, k farmaceutickym a klinickym u¢elim (napt. pro analyzu riznych farmak a slou¢enin
— pf. aspirinu, paracetamolu, cimetidinu, hypoglykemickych 1ékd, antiepileptik, morfinu nebo
kokainu v moc¢i €1 v krevni plazmé). CE umoziuje analyzovat i vétsi molekuly, organely, buniky
I nanocastice. [39].
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CE muze byt také vyuzita pro studium interakci biomolekul. Ackoliv existuji 1 jiné metody,
které umoznuji studium interakci biomolekul, jako je naptiklad chromatografie, vznikla i fada
publikaci potvrzujici vhodnost pouziti CE k témto uceltiim. Napiiklad Americky védec Wang
uvedl, ze kapilarni elektroforéza s fluorescen¢ni detekci (CE-FL) je Gi¢inna metoda Kk detekci
interakci mezi nanocasticemi a proteiny, jelikoz umoznuje detekovat nepatrné zmeény
ve struktuie a sloZzeni povrchové vazanych ligandl na kvantové tecky. Také bylo zjiSténo,
ze kombinaci technologii CE a fluorescen¢ni rezonan¢ni pienos energie Ize studovat interakci
proteinti a nanocastic nebo interakci peptidi. Proto byla tato metoda vyuzita pro studium
interakce mezi peptidem Ala4 a QDs i v této predkladané praci [40,41].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy

Sodium borohydride Sigma Aldrich (USA) 99,9%
Kadmium acetat Sigma Aldrich (USA) 99,9%
Mercaptosuccinic acid Sigma Aldrich (USA) 99,0%
Sodium tellurite Sigma Aldrich (USA) 99,0%
Glutathione oxidized Sigma Aldrich (USA) 98,0%
Sodium dodecylsulfate Sigma Aldrich (USA) 99,0%
Trizma base (TRIS) Sigma Aldrich (USA) 99,8%
Sodium tetraborate dexahydrate Sigma Aldrich (USA) 99,5%
Citric acid anhydride Sigma Aldrich (USA)

Dihydrogen dosdore¢nan sodny Sigma Aldrich (USA)

Hydrogen fosfore¢nan sodny Sigma Aldrich (USA)
N-Hydroxioulfosuccimide sodium (Sulfo-NHS) Sigma Aldrich 98%
Sodium hydroxide Sigma Aldrich (USA)

HCI Sigma Aldrich (USA)

Dimethyl sulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich (USA)

DMF Sigma Aldrich (USA)

EDC Sigma Aldrich (USA)

Trizma base Penta (CZ)

Sodium tetraborate decahydrate Lachema (CZ2)

NH3 Lach-Ner, s.r.o (C2) 25%
Ala4 Syntetizovano na Mendelové univerzité v Brné

3.2 Pristrojové vybaveni

7100 Capillary Electrophoresis (Agilent Technologies)
PACE 5500 Capillary Electrophoresis (Beckman Coulter)
Fluorescence, absorbance, luminescence plate reader Infinite 200 PRO (Tecan)

3.3 Metody

3.3.1 Priprava CdS QDs pomoci UV zareni

QDs byly ptipravovany v mikrotitrani UV transparentni desti¢ce. V kazdé jamce bylo
smichéno 50 pul 3mM octanu kademnatého, 25 pl 0,1mM fosfatového pufru o pH 7, 8,4 ul
kyseliny merkaprosukcinové (MSA) o koncentraci 2,44 mg/ml a 16,6 pl peptidu Alad
o0 koncentraci 2,5 mg/ml. Vzorky byly posléze ozareny v transluminatoru (A =254 nm) po dobu
15 min.

3.3.2 Charakterizace QDs pripravenych pomoci UV zareni

Na kapilarni elektroforéze Beckman PACE/5500 s UV fluorescencni detekci byla ovéfena
konjugace peptidu Alad s QDs. Signal byl detekovan pii vinové délce 214 nm. Pro experiment
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byla pouzita kapildra z tavené¢ho oxidu kiemicCitého o vnitinim priméru 75 um, vnéjSim
pruméru 375 um, celkové délce 47 cm a efektivni délce 40 cm. Jako zakladni elektrolyt byl
pouzit 20 mM boratovy pufr, pH 11,5. Vlozené napéti ¢inilo 20 kV. Vzorek byl davkovan
hydrodynamicky po dobu 5 s, pii tlaku 5 psi. Pied kazdym méfenim byla kapildra promyvéana
po dobu 1 min, pii tlaku 5 psi roztokem zakladniho elektrolytu.

Jelikoz maji peptidy tendenci adsorbovat na stény kapildry, bylo nezbytné do vzorku ptidat
detergent dodecylsulfat sodny (SDS) - 1 ul SDS na kazdych 20 pl vzorku. SDS snizuje
mezifazovou energii peptidu a elektrostatickym odpuzovanim dopoméha ke snizovani
adsorpcnich jevi.

3.3.3 Piiprava bakterie Staphylococcus aureus (SA)

Bakterialni kmeny Staphylococcus aureus NCTC 8511 (Ceské sbirka mikroorganismi, Brno,
Ceska republika) byly kultivovany v Muller-Hintonovém bujonu (MHB) (Thermo Fisher
Scientific Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) pies noc pii 37 °C a 150 ot./min. Koncentrace
bakteridlnich roztokl byla stanovena optickou hustotou pfi 600 nm a pomoci MHB byly kultury
upraveny na koncentraci ~ 10® CFU-ml™. Poté byly buiiky centrifugovany pii 8000 ot/min
po dobu 10 minut pfi labolatorni teploté. Supernatant byl odtranén a pelet sedimentovanych
bunék byl resuspendovan ve stejném objemu smési 20 mM TRIS o pH 8,5.

3.3.4 Termicka priprava CdTe QDs

CdTe QDs byly ptipraveny nasledujicim zptisobem:

Roztok 1: 10 mg octanu kademnatého a 60 mg MSA bylo rozpusténo v malém objemu
destilované vody, nésledn¢ bylo pfido 1,8 ml 1M amoniaku a roztok byl doplnén na vysledny
objem 50 ml

Roztok 2: 4,43 mg telluridu sodného bylo rozpusténo v 50 ml destilované vody

Roztok 3: NaBH4 0 koncentraci 0,1 mg/ml slouzil jako redukéni ¢inidlo

Roztoky byly smichany v poméru 1 : 1 : 1, zahfivany po dobu 5 min na 90°C a po vychladnuti
ozafovany v transluminatoru (A = 254 nm) po dobu 1 min.

Vzniklé QDs byly nasledné piecistény. Pro pieisténi bylo nutné piestazet QDs v isopropanolu.
QDs byly smichany s dvojnasobnym mnozstvim isopropanolu. Nasledné byla tato smés tfepana
na termobloku (10 min, 500 rpm, 22°C) a zcentrifugovana (10 min, 9000 rpm, 22°C).
Supernatan byl odsat a vytvoieny pelet QDs byl rozpustén v roztoku fosfatového pufru (PBS)
0pH 7,2.

3.3.5 Priprava konjugatu CdTe QDs-Alad

Navazani peptidu Ala4 na termicky ptipravené CdTe QDs bylo zprosttedkovano pies EDC
a sulfo-NHS linkery. Byl ptipraven roztok 0,6 mM EDC a 1,2 mM Sulfo-NHS ve vodé. Tyto
roztoky bylo nutné piipravit ¢erstvé tésné pied pouzitim. K 300 ul CdTe QDs bylo ptidano 5 ul
roztoku EDC a 5 ul roztoku sulfo-NHS. Tato smés byla jemné tfepana na termobloku (300 rpm)
pfi laboratorni teploté po dobu 20 min. Poté bylo ke smési pfiddno 150 ul peptidu Ala4
(1 mg/ml) a smé&s byla jemné tfepana dalSich 60 min.

3.3.6 Charakterizace termicky pripravenych QDs
Na kapilarni elektroforéze 7100 (Agilent Technologies, Némecko) s UV/Vis absorpcni detekci
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byl ovéfen vznik konjugatu peptidu Ala4 a termicky pfipravenych CdTe QDs. Signal byl
detekovan pii vlnové délce 214 nm. Pro experiment byla pouzita kapilara z tavené¢ho oxidu
kfemicitého o vnitinim praméru 75 pm, vnéjsim priméru 375 pm, celkovou délkou 64,5 cm
au¢innou délkou 56 cm. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit 20 mM boratovy pufr, pH 9. Vzorek
byl davkovan hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 4 s. Vlozené napéti bylo 20 kV. Pred
kazdou analyzou byla kapilara promyta po dobu 120 sekund roztokem zakladniho elektrolytu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Velkou nevyhodou QDs je, ze vétSina z nich je toxicka, a tim padem nevhodnd pro 1€katské
aplikace. Mezi nejvice pouzivané a studované patii kadmiové QDs, protoze je mozné je
ptipravit v celém optickém spektru [42]. lonty kadmia jsou vSak schopny interagovat
s thiolovymi skupinami molekul, coz mize zpisobovat poskozeni a naslednou smrt bunék [43].
Uvolnovani kademnatych iontd miuze byt omezeno, pfipadné uplné¢ odstranéno povrchovou
modifikaci nanoc¢astic. Velmi Casto se pouziva napi. potahovani QDs vrstvickou teluru nebo
zinku [44]. Jako stabilizator mohou byt pouzity i peptidy napf. tripeptid glutathion, ktery
se pfirozen¢ existuje ve vétSiné organismil, miize byt pouzit ke snizeni toxicity nanocastic diky
jeho chelata¢ni schopnosti zplsobené obsahem thiolové skupity v jeho struktuie [45].
V predlozené bakalarské praci byly ptipraveny dva typy kadmiovych QDs. Prvni byly QDs
piipravené¢ UV zafenim, které byly stabilizované kyselinou mercaptosucinouvou a peptidem
Ala4. Druhé byly QDs pripravené termicky, stabilizované telluridem a peptiem Ala4.
Optimalizace a charakterizace vySe zminénych QDs bude blize popséana v kapitole (3.1 a 3.2).

4.1 CdS QDs pripravené pomoci UV zareni

Konjugat CdS QDs—Ala4 byl pfipraven nahradou thiolové skupiny stabilizatoru MSA
za thiolovou skupinu peptidu Ala4. Vznikld vazba mezi QDs a peptidem je kovalentni.
Konjugat byl pfipravem ozafenim smési octanu kademnatého, peptidu a MSA v jednoum kroku.
Schéma ptipravy je zobrazeno na obrazku 12.

Ptiprava kojugatu
QD, Ala4
-

UV Transluminator
Obrazek 22: Schéma pripravy konjugatu CdS ODs a peptidu Ala4 pomoci UV zareni
4.1.1 Optimalizace pripravy CdS QDs

Jelikoz intenzita fluorescence vétSiny latek byva siln€ ovliviiovana kyselosti prostfedi, bylo
v prvnim kroku optimalizovéano pH prostiedi, ve kterém budou QDs pfipravovany. Vzorky byly
ptipravovany v prostfedi 0,1 mM fosfatového pufru o pH 5-9. Sledované QDs byly
stabilizovany pouze 25 ul MSA (2,44 mg/ml) bez ptitomnosti peptidu Ala4. U vSech vzorkl
bylo proméfeno emisni spektrum pomoci fluorescencniho spektrometru pro analyzu
v mikrotitracnich destickach.
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Obrazek 13 A) Intenzitra fluorescence QDs pFipravenych v prostiedi o riznych pH B) Vizualizace
vzorkil v transluminatoru

Vysledna data jsou zobrazena na obrazku 13. Z obrazku 13 A je patrné, Ze nejvyssi itenzitu
fluorescence vykazovaly QDs v neutrdlnim prostfedi. Proto bylo pH 7 pouzito pro pfipravu
QDs i v nasledujicich experimentech. Na obrazku 13 B je vyfocena UV transparentni desticka
umisténa v transluminatoru. Z tohoto obrdzku je ziejmé, ze pfipravené QDs emituji modré
zéteni.

V dalsim kroku byly pfipravovany QDs stabilizované pouze peptidem Ala 4 (50 pl,
2,5 mg/ml). Tyto QDs vSak vykazovaly nizkou intenzitu fluorescence, ktera byla nezavisla
na dob¢ ozafovani (obrazek 14 A). Tento jev mohl byt zptisoben tim, Ze molekula peptidu byla
ptiliz objemnd a stinila fluorescenci nebo mohlo dochazet k elektronovym piesunim
a k naslednému zhaseni fluorescence.

Za ucelem zvySeni intenzity fluorescence byla vyzkouSena stabilizace QDs kombinaci
riznych poméri MSA a peptidu Ala4. Vysledné QDs by pak mély byt stabilizovany thiolovou
skupinou obou dvou slozek MSA 1 peptidem Ala4 (obrazek 14 B). Pro stabilizaci QDs byly
pouzity 3 rizné poméry peptidu Ala4 a MSA (1:12, 1:2, 2:1). Naméfena data jsou znazornéna
na obrazku 14 C. Z téchto dat je patrné, Ze nejvhodnéjsi pomér Ala4 a MSA je 2:1. Za téchto
podminek vykazuji pripravené QDs nejvyssi intenzitu fluorescence.

Nasledné byla optimalizovana doba ozatovani QDs stabilizovanych pomérem Ala4 a MSA
2:1. Tato data jsou zaznamenana na obrazku 14 D, ze kterého lze vyvodit, Zze intenzita
fluorescence takto pfipravovanych QDs je zéavisla na dobé ozafovani. Nejvyssi intenzity
fluorescence QDs dosahovaly po 12 minutach ozafovani. Pokud byly QDs ozafovany po delsi
dobu, dochézelo k pozvolnému poklesu intenzity fluorescence.
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Obrazek 14 Optimalizace pripravy CdS ODs A) Zavilost intenzity fluorescence na dobé ozarovani;
B) Struktura QDs stabilizovanych peptidem a MSA; C) Zavislost intenzity fluorescence na mnozstvi
pridaného MSA; D) Zavislost intenzity fluorescence na dobe ozarovani

4.1.2 Charakterizace QDs pripravenych pomoci UV zafeni

Vazba mezi peptidem Ala4 a CdS QDs byla ovéfena pomoci zénové kapilarni elektroforézy
s fluorescencni detekei (ex. 350/em. 480 nm). Nejprve byly prométeny jednotlivé prekurzory,
ze kterych jsou QDs slozené, konkrétné MSA a peptid Ala4. Poté byly detekovany QDs
pfipravené pouze stabilizaci MSA (bez pfitomnosti Ala4) a nakonec QDs stabilizované
optimalizovanym pomé&rem peptidu Ala4 a MSA.

Vysledné signaly ptipravenych QDs se lisily intenzitou flourescence i migraénim ¢asem.
QDs obsahujici ve své struktuie peptid byly detekovany v migracnim ¢ase 6,2 min, zatimco
QDs v jejichz struktufe nebyl peptid zainkorporovan mély migracni ¢as 5,7 minuty. Vzhledem
k zapornému naboji peptidu Ala4 za zvolenych separa¢nich podminek (pii pH 11,5, které bylo
pouzito pii separaci byl naboj peptidu roven —2, viz. obrazek 15) lze usuzovat, ze doslo k jeho
navazani na povrch QDs. Navazani peptidu muze byt i divodem poklesu intenzity fluorescence
QDs, jelikoz znaceni peptidy/proteiny muize vést ke zhaseni fluorescence. Ackoliv vSak byla
intenzita fluorescence snizena v dusledku navazani peptidu, stale je jeji hodnota dostate¢na pro
zobrazeni interakce mezi peptidem a bakterii. Vysledny elektroferogram je zobrazen
na obrazku 16.
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Obrazek 15 Graf zavislosti naboje peptidu Ala4 na hodnoté pH. Data byla generovana pomoci
kalkulacky dostupné na webové strance: www.novoprolabs.com
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Obrazek 16 Charakterizace CdQDs stabilizovanych vhodnym pomérem peptidu Ala 4 a MSA

Velikost QDs je dulezitym parametrem, ktery ovliviiuje jak fyzikalni, tak chemické vlastnosti

téchto materiall, a proto patii k zakladnim parametrim, které by mély byt pii charakterizaci

stanoveny. Ke stanoveni velikosti byla pouzita metoda dynamického rozptylu svétla, kterd je
zalozena na méfeni fluktuace intenzity rozptyleného zafeni laserového paprsku, okolo jeho

prumérné hodnoty. Naméfena data jsou zaznamenana v tabulce 3.

Povrchovy ndboj QD je dal$im dualezitym parametrem, ktery vypovida o stabilité
a nachylnosti k agregaci. U QDs a konjugatu byl tedy stanoven zeta-potencial. Obecné

se za stabilni povazuji suspenze, které maji hodnotu zeta-potencialu kladné&jsi nez +30 mV nebo

zaporngjsi nez —30 mV. Namétena data jsou zaznamenana v tabulce 3.
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Tabulka 3: Velikosti a zetapotencidl pripravenych QDs a konjugatu QDs-Alad

Velikost [nm]  Zeta-potencial [mV]
QDs 2,6 — 26
Konjugat QDs-Ala4 3 -9

Z tabulky vyplyva, Ze velikost QDs je 2,6 nm, coz odpovida QDs emitujicim zafeni modré
vlnové délky. Po navazani peptidu doslo k mirnému naristu velikosti QDs na velkost 3 nm.
Zeta-potencial QDs byl —26 nm, coz je na pomezi hranice, kterd je povazovana za stabilni
suspenzi. Po navdzani peptidu doslo k zméné zeta-potencidlu ke kladnym hodnotdm. Tento jev
mohl byt zplisoben pritomnosti peptidu Ala4. QDs byly proméfovany ve fyziologickém roztoku
(pH 7). Za téchto podminek lze z obrdzku 15 zjistit, Ze nadboj peptidu je pfi dané hodnoté pH
roven +4. Kladny naboj peptidu navazaného na povrchu QDs mohl byt pfi¢inou posunu hodnoty
zeta-potencidlu QDs ke kladnéj$im hodnotam.

Dalsim krokem byla spektralni charakterizace pfipravenych nanocéstic a konjugatd. Pro
excitaci byla pouzita vlnova délka 350 nm. Emise byla méfena v rozsahu od 400 do 800 nm
s krokem 2 nm. Absorp¢ni spektra byla zaznamenéna za stejnych podminek v rozmezi od 250
do 800 nm. Namétena data jsou zaznamenana na obrazku 17 A.

Pro vizualizaci vzorkl byla pouzita transmisni elektronova mikroskopie. Vzorky (4 pul) byly
naneseny na médénou miizku potaZzenou souvislou uhlikovou vrstvou. Mtizky byly zobrazeny
pomoci mikroskopu Tecnai F20 (FEI, USA). Snimek z mikroskopu je vidét na obrazku 17 B.
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Obrdzek 17 Charakterizace CdS ODs A. Spektrofotometrické stanoveni absorpcniho a emisniho
spektra, excitace pri 350 nm B. Mikroskopické zobrazeni CdS QDs
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4.2 CdTe QDs pripravené termicky

V ptipadé termicky pripravenych QDs byl peptid navazan az na vytvorené QDs. Jednalo se tedy
o dvou krokovou ptipravu. V prvnim kroku byly vytvofeny CdTe QDs pomoci zahiivani
a piisobeni UV zafeni. Ve druhém kroku byl na takto pfipravené QDs navéazan peptid Ala4
pomoci linkert EDC a sulfo-NHS, které umoznily vytvoteni kovalentni peptidové vazby mezi
karboxylovou skupinou QDs a aminovou skupinou peptidu. Schéma procesu je zobrazeno
na obrazku 18.
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Obrazek 18 Proces pripravy CdTe QDs priipravenych termicky
4.2.1 Optimalizae pripravy CdTe QDs

Na ptipravu CdTe QDs ma vliv n¢kolik faktort. Prvnim z nich je koncentrace kadmia, dale
koncentrace redukéniho ¢inidla a doba zahfivani 1 ozafovani. VSechny tyto parametry byly
optimalizovany tak, aby byly vytvoteny zelené fluoreskujici QDs.
a) Optimalizace koncentrace redukéniho Cinidla

Bylo zjisténo, Ze pti pouziti riizné koncentrace redukéniho &inidla (RC) dochézi k tvorbé rtizng
velkych QDs. Pro optimalizaci byla pouzita konstantni koncentrace kadmia (5 mg/ml) a rtizna
koncentrace RC vrozmezi 0,2 mg/ml az 0,01 mg/ml (ziskina fedénim 1:1). Vliv RC
na ptipravované QDs je demonstrovdn na obrazku 19. Z obrazku je patrné, Ze s klesajici
koncentraci RC dochazi i k poklesu velikosti QDs a tim i k pozvolné zméné fluorescence
od cervené k zelené.

klesajici koncentrace red. cinidla

Obrazek 19 Optimalizace koncentrace redukcniho c¢inidla na zdaklade intenzity fluorescence v
translumindtoru

b) Optimalizace doby zah¥ivani a ozafovani
Nasledné bylo zjisténo, Ze na piipravu QDs ma vliv 1 doba zahtivani. QDs byly zahtivany
na teplotu 90 °C po dobu 1-20 min. Bylo pozorovano, Ze s rostouci dobou zahtivani, dochazi
k snizovani intenzity fluorescence ptipravovanych QDs. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pfi
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5 minutach ohfivani. QDs zah#ivané po dobu 5 min nevykazovaly emisi fluorescence okamzité
po vlozeni do transluminatoru, ale dochazelo u nich k postupnému narastu fluorescence
pusobenim UV zafeni. Pokud vSak byly QDs vystavené UV zatreni po dobu delsi nez 1 minuta
dochazelo u nich k posunu fluorescence smérem k ¢ervené barve, coz je patrné 1 z obrazku 20.
Z obrazku je vidét, ze zelené fluoreskujici QDs se postupné ménily na zlutou az oranzovou
a oranzov¢ prechazely na Cervenou. Jako idedlni doba ozatovani byla stanovena 1 min.
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1. minnta v transluminatoru

1)

5. minuta v transluminatoru

Obrdazek 20 Optimalizace doby zahidvani a ozarovani na zakladé intensity fluorescence v
translumindatoru

c) Optimalizace koncentrace octanu kademnatého
Pro optimalizaci koncentrace octanu kademnatého a ovéfeni vlivu koncentrace RC na QDs
s ruznymi koncentracemi kadmia byl proveden experiment, ve kterém byly pfipraveny
a promé&feny QDs o rtiznych pomérech koncentrace octanu kademnatého (0,1-0,3 mg/ml) a RC
(1,6-0,1 mg/ml). Konkrétni poméry jsou zaznamenany v tabulce 4 (hodnoty jsou uvedeny
v jednotkdch mg/ml). Pfipravené vzorky a jejich emisni spektra jsou zaznamenany

na obrazku 21.
Tabulka 4: Koncentace redukcniho cinidla a Cd** pro pripravu nasledujicich vzorkii

1.sloupec  2.sloupec 3.sloupec 4. sloupec 5. sloupec
RC Cd RC Cd RC Cd RC Cd RC Cd
l.fadek 16 01 08 O01 04 01 02 01 01 01
2.tadek 16 02 08 02 04 02 02 02 01 02
3.tadek 16 03 08 03 04 03 02 03 01 03
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Obrazek 21 Optimalizace pripravy Cd Te ODs A) Zavislost intenzity fluorescence CdTe
QDs o koncentraci Cd?* 0,1 mg/ml B) Zavislost intenzity fluorescence CdTe QDs o
koncentraci Cd2+ 0,2 mg/ml C) Zavislost intenzity fluorescence CdTe QDs 0 koncentraci
Cd?* 0,3 mg/ml

Z obrazku 21 A je patrné, ze pii piipravé CdTe QDs o koncentraci 0,1 mg/ml maji nejvyssi
Tyto QDs vykazuji v transluminatoru zluté zbarveni. Nejnizsi intenzitu fluorescence CdTe QDs
o koncentraci 0,1 mg/ml je za pouziti reduk¢éniho €inidla o nejvyssi koncentraci, tedy 1,6 mg/ml.
Tyto QDs vykazuji v transluminatoru ¢ervené zbarveni.

Pti pripravé CdTe QDs o koncentraci 0,2 mg/ml maji nejvyssi intenzitu fluorescence QDs
ptipraveny s koncentraci redukéniho Cinidla 0,2 mg/ml. Tyto QDs vykazuji v transluminatoru
zelené zbarveni. Nejnizs$i intenzitu fluorescence CdTe QDs o koncentraci 0,2 mg/ml je
za pouziti reduk¢niho cCinidla o nejvyssi koncentraci, tedy 1,6 mg/ml. Tyto QDs nevykazuji
V translumindtoru zbarveni.

Pti pripravé CdTe QDs o koncentraci 0,3 mg/ml maji nejvyssi intenzitu fluorescence QDs
piipraveny s koncentraci reduk¢niho ¢inidla 0,1 mg/ml. Tyto QDs vykazuji v transluminéatoru
zelené zbarveni. Nejnizsi intenzitu fluorescence CdTe QDs o koncentraci 0,3 mg/ml je
za pouziti reduk¢niho Cinidla o nejvyssi koncentraci, tedy 1,6 mg/ml. Tyto QDs nevykazuji
V translumindtoru zbarveni.
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Na zakladé téchto infomraci je mozné usoudit, ze pii niz§i koncentraci Cd?* a vyssi
kocentraci redukéniho ¢inidla vznikaji ¢ervené QDs, které vykazuji nizsi intenzitu fluorescence.
Nasim cilem bylo pfipravit zelené QDs, které vykazuji co nejvyssi intenzitou fluorescence.
Proto byly jako nejvhodnégjsi QDs zvoleny S koncentraci redukéniho cinidla 0,1 mg/ml
a 0,2 mg/ml octanu kademnatého.

4.2.2 Charakterizace CdTe QDs

Fluorescen¢ni spektra QDs byla ziskana za shodnych podminek jako pfi métfeni spekter QDs
piipravenych UV zafenim. Namétend data jsou zaznamendana na obrazku 21 A.

Pro vizualizaci vzorkd byla pouzita transmisni elektronova mikroskopie. Snimek
Z mikroskopu je na obrazku 22 B.
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Obrazek 22 Charakterizace CdTe OQDs A. Spektrofotometrické stanoveni absorpcniho a emisniho
spektra, excitace pri 405 nm B. Mikroskopické zobrazeni CdTe QDs [46]

U ptipravenych QDs a konjugatu QD-Ala4 byla proméfena velikost a zeta-potencial. Naméiena
data jsou zaznamenana v tabulce 5.

Tabulka 5: Velikosti a zeta-potencidl pripravenych QDs a konjugatu QDs-Alad

Velikost [nm]  Zeta-potencial [mV]
QDs 3 -31
Konjugat QDs-Ala4 3,3 8

Z tabulky je patrné, ze velikost QDs je 3 nm, coz odpovida QDs emitujicim svétlo zelené vinové
délky. Po navazani peptidu dosSlo k mirnému narastu velikosti QDs na velkost 3,3 nm.
Zeta-potencidl QDs byl — 31 mV, coz naznacuje, ze by se mélo jednat o stabilni suspenzi.
Po navazani peptidu doslo k posunu hodnoty zeta-potencialu smérem ke kladnym hodnotam.
Tento jev byl pravdépodobné stejné jako v piedchozim piipadé zpusoben piitomnosti peptidu
Ala4 (pii danych podminkadch méa néboj +4) na povrchu QDs. Rozdil mezi zeta-potencidlem
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konjugatu QDs piipraveného termicky a pusobenim UV zafeni je ovlivném mnoZstvim
navazaného peptidu. Z dat tedy vyplyva, Ze v piipadé termicky pfipravenych QDs doslo
k navazani vétsiho mnozstvi peptidu Ala4.

Vazba mezi peptidem Ala4 a CdTe QDs byla ovétena pomoci zonové kapilarni elektroforézy
s UV/Vis absorp¢ni detekei (A = 214 nm). Naméfena data jsou zaznamenana na obrazku 23.

28 |
Dis-Al=4
13 aps _ Alad
w "\ /z
B Y /
5 \ [*4
& ]
" 18 -
J
g PBS |
K
13 ff ——apbs
:_.:':' | e i |2
| -Alas
E apbs
Y |
) ,_,!i:}i..
l,uf} - . N L__
z a 5 8 10 12 14 15

Migraéni éaz [min]

Obrazek 23 Charakterizace CdTe ODs pomoci CE

Nejdiive byly proméfeny samotné QDs (tm — 12,1 min), dale samotny peptid Ala4
(tm — 13,8 min). Pfi proméfeni elektroforegramu vytvoreného konjugatu QDs-Alad byl
detekovan novy signal v migra¢nim case 13,5 min. Namétena data potvrzuji vznik konjugatu.
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Obrazek 24. Spektrofotometrické stanoveni intenzity fluorescence QDs a konjugdtu

Konjugace mezi QDs a peptidem byla ovéiena i spektrometricky. Na obrazku 24 jsou
zaznamenana emisni spektra QDs a konjugatu. Z grafu lze vidét pokles intensity fluorescence
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po navazani peptidu. V pravém hornim rohu je realnd fotka QDs a konjugatu pofizend pfi
pusobeni UV zéfeni.

4.3 Interakce konjugatu s bakterii

Peptid Ala4 vykazuje antimikrobialni vlastnosti. Pro vizualizaci in vitro experimentu je vSak
nezbytné tento peptid konjugovat s fluorescencni znackou. V predlozené praci byl konjugovat
se dvéma typy QDs. U prvni z nich byl peptid s QDs spojen pies thiolovou skupinu, ve druhém
ptipadé doslo k tvorbé peptidové vazby mezi karboxilovou skupinou QDs a amino skupinou
peptidu Ala4. Dalsi cast bakalaiské prace byla tedy zaméfena na studium interakce
piipravenych konjugati QDs a peptidu Ala4 s bakterii Staphyloccocus aureus. Tyto
experimenty by také mély ovéftit funkEnost peptidu po navazani na QDs.

Zkoumana interakce CdTeQDs s bakterii Staphyloccocus aureus je zobrazena
na obrazku 25. Byly prométeny elektroforegramy QDs-Ala4 a konjugatu s bakterii. Prvni signal
naméfeny v migracnim ¢ase 4,3 min je odezvou rozpoustédla (PBS). Samostatna bakterie byla
detekovéana v migra¢nim ¢ase 10 min. Konjugét vykazoval signdl v migracnim case 13,5 min.
Na obrazku 23 je mozné pozorovat, Ze se u konjugatu s bakterii doslo k posunu k piku k niz§imu
migra¢nimu Casu a poklesu intenzity signalu Ala4. Z téchto informaci a z informaci, které nam
poskytly spektra téchto pikt, lze usoudit, ze doslo k interakci mezi konjugatem termicky
ptipravenych QDs s peptidem Ala4 a bakterii, nicméné pro dosazeni lepSich zavérh je tfeba
optimalizovat CE separaci, coz nebylo predmétem této bakalarské prace.

Staphylococcus aureus

40

™
[+ 30 l
§ Cd/Te QDs
] QDs Alad
:.l': \.\'\
o 25 PBS
N .:l\
§ / m —Ds Alad
S 204 / QDs Alad 54

QDs Alad SA
15 | .
] /_\J
— = . U'\- e l— PP =
04 . . . . . . .
2 4 & 8 10 12 14 16

Migraéni ¢as [min]

Obrdzek 25 Charakterizace interakce CdTe QDs s bekterii Staphyloccocus aureus pomoci CE
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5 ZAVER

Bakalarska prace je zaméfena na piipravu fluorescencné zna¢eného antimikrobidlniho peptidu
Ala4 a studium piipadné zmény jeho antimikrobidlnich vlastnosti, po navazani fluorescencni
sondy, pomoci kapilarni elektroforézy s absorp¢ni detekci (A — 214 nm).

V teoretické Casti prace byla vypracovana reSerSe zaméfend na fluorescencni znaceni
biomolekul. Byla popsana podstata luminiscence QDs na zakladé Jablonského diagramu. Byly
diskutovany dal$i moznosti znafeni organickymi barvami, které vSak neposkytuji takovou
fotostabilitu, svit, Siroké spektrum absorpce a laditelné emisni spetrum jako QDs. Nasledné
byly shrnuty aplikace QDs a mozné detekce vyuzitelné k charakterizaci vzniklych konjugatu.

Experimentalni ¢ast prace byla soustfedéna na optimalizaci ptipravy a charakterizaci QDs
a jejich konjugata s peptidem Ala4. Byly provedeny dvé rizné syntézy Cd QDs, které se od
sebe lisily nejen piipravou, ale i vyslednou strukturou a optickymi vlastnostmi. Prvni QDs byly
ptipravené UV zafenim, které¢ byly stabilizované MSA a peptidem Ala4. Druhé byly QDs
pfipravené termicky, stabilizované telluridem a peptidem Ala4.

U optimalizace ptipravy CdS QDs pripravenych UV zafenim byl studovan i vliv pH
prostiedi na intenzitu emitovaného zareni QDs. Vysledky charakterizace ukazaly, ze nejvyssi
intenzity emise dosahuji CdS QDs pii pH 7. Za ucelem zvySeni intenzity fluorescence byla
vyzkousena stabilizace QDs kombinaci riznych pomérit MSA a peptidu Ala4. Vysledné QDs
byly stabilizovany thiolovou skupinou obou dvou slozek MSA i peptidu Ala4. Dale bylo
zjisténo, Ze hlavni roli v piipravé QDs hraji i nepatrné upravy koncentraci pouzitych prekurzort
a to zejména koncentrace octanu kademnatého a stabilizatori (MSA). Byla optimalizovana
doba ozafovani QDs na 12 minut. Vazba mezi peptidem Ala4 a CdS QDs byla ovéiena pomoci
zonové kapildrni elektroforézy.

V ptipadé optimalizace pripravy CdTe QDs piipravenych termicky byla studovana
koncentrace redukniho ¢inidla, doba zahfivani a ozafovani a koncentrace octanu kademnatého.
Vysledky charakterizace ukazaly, ze nejvyssi intenzity emise dosahuji CdTe QDs za pouziti
0,1 mg/ml redukéniho ¢inidla a 0,2 mg/ml octanu kademnatého. Vysledné CdTe QDs byly
vytvofeny pomoci linkertt EDC a sulfo-NHS, které umoznily vytvoieni kovalentni peptidové
vazby mezi karboxylovou skupinou QDs a aminovou skupinou peptidu.

V dalsi ¢asti prace byla studovana interakce takto pfipravenych konjugatti QDs a peptidu
Ala4 s bakterii Staphylococcus aureus. V piipadé termicky piipravenych CdTe QDs doslo
k interakci s bakterii, zatimco u ptipravenych CdS QDs piipravenych UV zafenim ptes
thiolovou skupinu ne.
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