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Abstrakt

Cilem diplomové prace je sumarizovat dostupné poznatky o kvantovych teckach a jejich vlivu
na zivé systémy. V textu jsou popsany metody ptipravy kvantovych tecek s ohledem na jejich
vlastnosti (velikost, vinovou délku fluorescence) a metody biofunkcionalizace kvantovych
teCek biomolekulami. V zivych organismech se nachazi velké mnozstvi proteinli, proto jsou
tyto latky povazovany za jednu z hlavnich interak¢énich slozek v organismech. Proto je v praci
také uvedena zékladni informace o proteinech. V neposledni fad€ jsou popsany rtizné metody,
kterymi se kvantové tecky mohou charakterizovat, pfedevsim diferen¢ni pulsni voltametrie,
méfeni zeta potencialu a fluorescence.

Hlavnim tukolem této prace je navrhnout modely riiznych prostfedi, ve kterych bude probihat
degradace kvantovych tecek s ohledem na vyhodnoceni ziskanych kinetickych parametra pro
predikei stability jednotlivych kvantovych tecek.

Kli¢ova slova

Kvantové tecky, zetasizer, zeta potencidl, fluorescencni spektroskopie, diferencni pulsni
voltametrie, stabilita, degradace.

Abstract

The aim of this thesis is to summarize the available evidence about quantum dots and their
effects on living systems. The text describes methods for the preparation of quantum dots with
respect to their characteristics (size, fluorescence wavelength) and methods of quantum dots
bio-functionalization of biomolecules. In living organisms is a large number of proteins,
because these are considered as one of the main components of the interaction of organisms.
Therefore, the work also provides basic information about proteins. Finally, there are described
various methods by which the quantum dots may be characterized mainly by differential pulse
voltammetry measurement zeta potencial and fluorescence measurement.

The main objective of this work is to propose models of different environments in which will
be degradation of quantum dots with regard to the evaluation of acquired kinetic parameters for
predicting the stability of individual quantum dots.
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1 UVOD

Nanotechnologie jsou v dne$ni dobé Casto sklonovanym pojmem v mnoha védeckych
oborech. Za nanocastice povazujeme entity, jejichz velikost je od 1 do 100 nm. Tyto latky
vykazuji velky potencial vyuziti v mnoha oblastech lidské Cinnosti (biochemie, medicina, IT
atd.). Abychom materialy, ¢i systémy oznacCili za nano, musi spliiovat je$té¢ nasledujici

podminky:
e Alespon jeden jejich rozmér, ¢i vnitini struktura musi mit velikost v rozmezi 1-100 nm.

e Tyto materidly nebo systémy vyuzivaji chemickych i fyzikalnich vlastnosti na trovni

atomu a molekul.

e Tyto struktury, ¢i materidly Ize kombinovat do vétSich struktur s dasledky
do makrosvéta [1, 2].

Jako prvni se nanosvétem zabyval americky fyzik Richard Feynman, ktery na toto téma
v Kalifornském technologickém institutu v roce 1959 ptednesl svoji ptedndsku There’s Always
Room at the Bottom (Tam dole je stile misto). Jelikoz vté dobé nebyla technologie
na dostatecné urovni, aby mohla nanosvét zkoumat, byly Feynmanovi uvahy povazovany
za utopii. Zacaly se potvrzovat v 80. letech 20. stoleti, kdy byl objeven skenovaci tunelovy
mikroskop (STM) a mikroskop atomovych sil (AFM) [1].

| MIKROSVET NANOSVET SVETATONi
| | | | | | | | | | |

im O01Im 10mm 1mm OAmm 10um 1um 100nm 10nm 1nm 0,1 nm

Obrazek 1: Velikosti svéti [3]
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Do skupiny nanocastic se fadi i kvantové tecky (QDSs). Jsou to polovodi¢ové materialy,
které maji vyborné fluorescen¢ni vlastnosti, diky nimz mohou do budoucna nahradit organické
fluorofory. Hlavni vyhodou kvantovych tecek je, Ze maji Siroké absorpcni spektrum, ale tzké
emisni spektrum. Mizeme tedy svételnym zdrojem ozafovat n€kolik druhti kvantovych tecek
soucasn¢. Pii tomto ozafeni dojde k vybuzeni elektronli na vysSi energetickou hladinu.
Pfi navratu na hladinu ptivodni dojde k emisi svételného zafeni. A prave tuto emisi svételného

zareni lze u QDs vyuzit (napf. jako charakteristické znacky) [4].
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2 KVANTOVE TECKY

2.1 Vlastnosti kvantovych tecek

Kvantové tecky jsou polovodi¢ové nanokrystaly, jejich velikost je fadové 1-20 nm [5, 6].

Kvantové tecky mohou existovat samostatné nebo jsou uspofaddny do klastri.

Na nésledujicim obrazku jsou zobrazeny mozné struktury kvantovych tecek.

Obriazek 2: Uspofadani kvantovych tecek [6]

Na obrazku 2A je zobrazena kvantova tecka, ktera je tvofena jen jadrem, tedy pouze
jednim typem polovodice. Na obrazku 2B kvantovou tecku tvofi dva typy polovodice, cozZ je
uspofadani typu jadro/obal. Na obrazku 2C je kvantova tecka, kterd je navic obalend vnéjSim
obalem, ten umoZni solvataci ve vodném roztoku a na svém povrchu ma navazané reaktivni
skupiny R, které umoziuji biokonjugaci. A na poslednim obrazku 2D pozorujeme nékolik
kvantovych tecek, jeZ tvoii polymerni ¢astici, kterd ma na svém povrchu reaktivni skupiny R.
Dalsi déleni QDs muze byt podle jejich afinity k vodnimu, ¢i nevodnimu prostfedi, a to
na hydrofilni a hydrofobni kvantové tecky [5, 6].

Kvantové teCky funguji na principu vybuzeni elektroni vnéjSim svételnym zafenim
na vyssi energetickou hladinu. Po néjakém case dochédzi k névratu elektronu do zakladniho
stavu, a tim dojde k uvolnéni energie. Diky nému dojde k emisi svételného zafeni. Toto emisni
zafeni ma vétsi vlnovou délku, nez svételné zafeni nutné k excitaci elektrond. Podoba
excitacnich a emisnich spekter je u kvantovych tecek zalezitosti jejich velikosti a slozeni.
Na obrazku c¢islo tfi je znazornén vliv velikosti QDs na jejich emisi. S rostouci velikosti

kvantovych teek se posouva jejich emisni spektrum smérem k vy$$im vinovym délkam [5, 6].
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rostouci velikost kvantovye

Obrazek 3: Velikost QDs [3]

Nejveétsi vyhodou pouziti kvantovych tecek je, ze absorbuji v UV oblasti, tudiz lze rGizné
QDs ozéfit pouze jednim svételnym zdrojem UV zafeni. Dalsi velkou vyhodou je vyrazny
rozdil mezi excitatnim a emisnim spektrem, diky ¢emuZz pifi méteni fluorescence vznika nizka
uroven Sumu. Jako vyhoda se povazuji i uzké emisni spektra jednotlivych kvantovych tecek.
Kvantové vytézky (tzv. jasnost) jsou vysoké ve viditelné i v blizké infracervené oblasti zafeni.
Posledni vyhodou je jejich fotostabilita, diky které lze QDs vyuzivat ve fluorescenéni
mikroskopii. Pro vyborné fluorescenéni vlastnosti se zacaly vyuzivat v biologii a analytické
chemii, ke znaceni proteinii @ molekul (dalsi mozZnosti vyuziti kvantovych tecek jsou uvedeny
v kapitole 2.3). Oproti organickym fluoroforim jsou kvantové tecky az dvacetkrat jasnéjsi
a stokrat stabilngjsi. OvSem naopak velkym problémem je jejich toxicita (viz kapitola 5), coz
omezuje jejich vyuziti v biologickych systémech [4-6].

2.2 Vyroba QDs

Dilezitym cilem pii vyrobé kvantovych tecek pro bioaplikace je, aby byly co nejméné
toxické, maximalné stabilni, rozpustné ve vodnim prostiedi, biokompatibilni a mély velky
fluorescenéni vytézek. DalSi podminkou je vytvofeni takovych QDs, které jsou schopny
v riznych prostiedich odolavat oxidaci metalového jadra a degradaci obecné. Dle Pierce a kol.
vlastnosti kvantovych teek zavisi na metod¢ jejich piipravy a povrchové modifikaci. Obvykle
se metody pfipravy QDs déli na ptipravu ve vodée rozpustnych (hydrofilnich) a hydrofobnich
kvantovych tecek [4, 6-9].
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2.2.1 Syntéza ve vodé rozpustnych QDs

Vyhodou syntézy ve vod¢ rozpustnych kvantovych tecek je vznik QDs o urcité velikosti,
které maji dobrou stabilitu a biokompatibilitu. Pfipravovat ve vod¢ rozpustné QDs lze pomoci

syntézy ve zpétném chladi¢i nebo syntézou pomoci mikrovinného zateni [4, 6-8].

Syntéza ve zpétném chladi¢i je uskuteCnéna v tiihrdlé bance. Tato metoda spociva
v reakci prekurzort té¢zkého kovu s prekurzory chalkogenu. Pro stabilizaci QDs se pouzivaji
naptiklad thioly-MPA, MSA, GSH a dalsi latky. Stabilizace pomoci thioll zajisti fyzikalni
a chemickou stabilitu QDs a moznost nasledné modifikace povrchu. Po smichani vSech latek
musi nasledovat jesté jejich zahtivani pii teplotach 90°C az 100° [4, 6-8].

Ptiprava pomoci mikrovinného zatreni trva mnohem kratSi dobu. Po smiSeni reaktant
dojde k ohfevu pomoci mikrovin. Nasledn¢ vzniklé kvantové tecky vykazuji vybornou
fotoluminiscenci a diky regulaci doby ohtevu, lze upravovat i jejich velikost [4, 6-8].

Schéma pfipravy

1 ™.

CdSe QDs

- —

Cd prekursor ‘

. /> |+TOPSse
e |
Selekee velikosti e
l obaleni QDs ZnS
Koordinaé¢ni ligandy
S = pasivace povrchu
= IObalenéQDs
L CdSe/ZnS

Obrazek 4: Priprava QDs [10]

2.2.2 Syntéza hydrofobnich QDs

Piiprava hydrofobnich QDs probihd pomoci kontrolované nukleace s rlistem castic.
Vytvoreni nanokrystalli se déje v roztocich prekurzori (organokovovych ¢i chalkogenovych).
Reagenty se pomoci vstfiknuti dostanou do koordinac¢niho roztoku, ktery je neustale ohiivan
na vysokou teplotu a michan. V tomto pfipad¢ se nejcastéji vyuzivaji koordina¢ni roztoky typu
HDA (hexadecylamin), TOP (trioctylphosphin) a TOPO (trioctylphosphin oxid) [4, 6-8].
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2.2.3 Solubilizace hydrofobnich QDs

Ptipravené hydrofobni kvantové tecky, aby byly vhodné pro pouziti, se musi nasledné
pomoci urcitych procedur solubilizovat. Tyto metody spocivaji v tom, Ze na povrchu QDs se
vytvoii vnéjsi obal, diky némuz bude umoznéna solvatace QDs v riznych vodnich prostfedich.
Vyuziva se metod hydrofobnich vazeb, vymény ligand a zachyceni polymert. Metoda
hydrofobnich vazeb spociva v tom, Ze na povrch QDs se pomoci téchto vazeb navazi ligandy
a polymery (triblokové kopolymery, amfifilni sacharidové derivaty a fosfolipidy). Na povrchu
QDs se tedy vytvori amfifilni molekuly. Metoda hydrofobnich vazeb se vyuziva pro prevedeni
hydrofobnich kvantovych tecek do vodného prostiedi. Metoda vymény ligandii spociva v tom,
ze na povrch kvantovych tecek se navazi bifunkéni ligandy, jejichz vné&jsi ¢ast je tvorena
reaktivni skupinou, diky niZ je umoZznéna solvatace. Jako reaktivni skupiny se pouzivaji
aminoskupiny a karboxylové skupiny. Posledni metodou je zachyceni polymert, kdy se QDs
zachyti v polymernich obalech. Polymerni obaly se vytvafeji metodou silanizace, kdy se
na povrch kvantovych tecek nanese vrstva oxidu kiemicitého. Vyhodou silanizace je snizeni
toxicity QDs [4, 6-8].

Jadro - CdSe, CdS
Plast - ZnS, CdS, ZnSe
Amfifilni povrch

O @ses
Zn/cd @5/5e

Obrazek 5: Hydrofobni QDs [11]

Pii syntézach QDs ve vodnych roztocich velikost QDs a jejich emisni vinovou délku
urcuji jednotlivé slozky reakéni smési, délka a teplota zahtivani. Béhem procesu zahtati dojde
k pfenosu atomt, a to tak, Ze atomy z mensich krystalll ptejdou na krystaly vétsi. Tento pfenos
vede kposunu emisnich maxim K del§im vlnovym délkam. Na povrch pfipravenych
nanokrystalll se nanasi obalova vrstva a vznikaji QDs s uspofadanim jadro/obal. Potom lze QDs
jesté vysrazet pridanim isopropanolu. Ziskana srazenina muze byt znovu rozpusténa, nebo
po vysuseni skladovana [4, 6-8].
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2.2.4 Biosyntéza QDs

Novou metodou vyroby kvantovych teek je biosyntéza, tzv. syntéza, kterd probiha
v zivych systémech [12]. Jeji vyhodou je Setrnost k Zivotnimu prostfedi a biokompatibilita
piipravenych QDs. Tuto syntézu lze spustit nékolika slou¢eninami, napft.: alkaloidy, amidy,
aminy, fenoly, terpenoidy a dalsi redukéni Cinidla, jez jsou pfitomna v biologickych extraktech.
Kvantové tecky lze touto cestou syntetizovat i pomoci bakterii (Escherichia coli, Rhodobacter
sphaeroides), hub (Fusarium oxysporum), kvasinek (Rhodosporidium diobovatum) a zizal
(Eisenia fetida, Lumbricus rubellus). Pomoci zivoc¢ichii lze pfipravit rizné typy kvantovych

teCek, nejvice se ale pripravuji teCcky CdTe.

2.3 VyuZiti ODs

Kvantové tecky diky jejich vysoké fotostabilit¢ a izkym emisnim spektrim lze vyuzit
v mnoha aplikacich. V biologii a bioanalytické chemii je lze vyuzit jako znacky DNA, dale je
lze pouzit ve fluorescenénim znaceni mikroskopickych preparati, ke znaceni tkani ¢i protilatek.
Dale je lze vyuzit jako sondy v detekci prionovych proteini [13]. Kvantové tecky se vyuzivaji
k analyze pienosu fluorescenéni rezonan¢ni energie (FRET - Forstriv rezonanéni pienos
energie). Metoda FRET vyuziva pfenosu fluorescenéni energie z Castice na jinou (z darce na
akceptor). Plati, ze vzdalenost mezi donorem a akceptorem je mens$i nez kriticky polomér
(Frosteriv polomér). Metoda FRET se vyuzivd k méfeni zmén proteinovych konformaci
a K testovani aktivity enzymu. QDs se zde vyuzivaji jako donorové ¢astice [13]. Modifikovanou
verzi FRET je metoda BRET, coz je bioluminiscen¢ni rezonan¢ni pfenos energie. Tato metoda
se inicializuje enzymatickou reakci katalyzované donorové molekuly, kterou byva nejcastéji

enzym a akceptorovou molekulou je kvantova tecka [13, 14].

Diky konjugaci QDs s biomolekulami lze kvantové tecky uplatnit ve znaceni
Vv biologickych testech. V medicin€ je moznost vyuzit QDs jako znacky v imunologickych
testech. Kvantové tecky je moZzné pouzivat v in vivo a in vitro zobrazovani. Do budoucna lze

oc¢ekavat jejich vyuziti pii zobrazeni transportu 1é¢iv [13, 14].

Pro dobré optické vlastnosti a vysokou fotostabilitu nalezly QDs uplatnéni v genetickych
technologiich. QDs sondy mohou byt vyuzity pro detekci ERBB2/HER?2/ protilatek, diky nimz
se prokazuje rakovina prsu. Navic v genetickych aplikacich se kombinuje metoda QD-FRET.

Vyuziva se pro stanoveni dynamiky telomerizace [13, 14].

Dale se tyto nanokrystaly vyuzivaji k fluorescenénimu znafeni bunéénych struktur.
Celkem jednoducha je metoda vnéj$iho znac¢eni bun€k. Obtizné je znaceni latek uvnitt buiky.
Problémem je dopraveni kvantovych tecek do cytoplazmy. Nejcastéji se vyuzivd metod
nespecifické pinocytdzy, peptid-indukované dopravy a dopravy spomoci mikroinjekci.
Pro nékteré aplikace je dulezita také bunéfna prostorova distribuce QDs v Case (rakovinové
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metastazy, embryogeneze) [13]. Pfi znaceni proteinl se vyuziva znaceni F-aktinovych vlaken,

ovSem enzymova aktivita proteini musi zustat zachovana [13-15].

Studie doktora T. Jamiesona prokazaly vyuzitelnost QDs jako detektord toxint
a patogent. Vyuzilo se QDs konjugovanych na aglutinin pSeni¢nych klickti a transferinu
ke znaceni bakterialni a houbové populace. Transferin konjugované QDs poskytly test

patogenni virulence. Pfi aplikacich in situ se demonstrovalo také vyuziti QDs k detekei virt
hepatitidy B a C [13-15].

Na nasledujicim obrazku je rozdéleni vyuziti kvantovych tecek v biomedicinskych
a bioanalytickych aplikacich. Vyuziti nalézaji v biologickém zobrazovani, jak in vitro, tak
in vivo, dale lze sledovat celé molekuly, tak jednotlivé buniky. QDs se uplatiuji i jako

sacharidové, ¢i proteinové senzory, po biofunkcionalizaci i jako imunologické senzory [4].

Jednotlivé
sledovani
molekul

DNA,
proteinové
senzory

Zobrazovani In vivo Sacharidové Imunologické
bunék zobrazovani senzory senzory

Biologické
zobrazovani

In vitro

zobrazovani

Biosenzory

Obrazek 6: Vyuziti QDs v biomedicinskych a bioanalytickych aplikacich, pfejato a upraveno [4]

2.4 Fluorofory

Jak jiz bylo zminéno, kvantové tecky diky svym dobrym fluorescenénim vlastnostem
zacinaji nahrazovat organické fluorofory. Tyto molekuly vyuzivaji jevu fluorescence, coz je
fyzikdln¢ chemicky jev, pii kterém svétlem ozarené molekuly absorbuji energie, kterou se
naslednou emisi svétla o delsi vinové délce zbavi. U jevu fluorescence je dilezité zminit, ze

k emisi svétla dochazi jen po dobu buzeni, po vypnuti buzeni fluorescence téméi okamzité
vymizi [16, 17].

Fluorofory délime do dvou skupin a to podle typu fluorescence na vlastni a nevlastni.
Vlastni fluorescence se vyskytuje u bunck, které maji vnitini fluorofory (nékteré proteiny,
redukovand forma NADH, NADPH, vitamin A, cytochromy, chlorofyl, peroxiddza, hemoglobin
a myoglobin). Druhou skupinou jsou tedy fluorofory s nevlastni fluorescenci. Oznacuji se jako
fluorofory vnéjsi, protoze se pifidavaji ke vzorku, ktery chceme zkoumat. Na vzorek se vazi
kovalentni vazbou (fluorescencni znacky) nebo nekovalentné (fluorescen¢ni sondy). Ke znaceni

proteinii se nejcastéji pouzivaji fluorescencni znacky, které se na protein vaZzou pomoci
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aminového, ¢i histidinového fetézce, nebo thiolovych skupin. V chemii, ¢i imunologii se
vyuziva specifickych interakci avidin-biotin, ¢i protilatka-hapten [16].
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Obrazek 7: Fluorofory [18]
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3 PROTEINY

Proteiny, jinym nazvem bilkoviny, jsou biopolymery, které¢ vznikaji geneticky fizenou
proteosyntézou. Chemicky jsou to biopolymery slozené z aminokyselin spojenych peptidovou
vazbou do fetézci. Diky nekovalentnim vazbam mezi useky fetézce maji proteiny

charakteristické prostorové uspotadani, jez se oznacuje jako nativni konformace [19, 20].

Proteiny Ize délit dle jejich funkce na proteiny strukturni, S metabolickou funkei,
s transportni funkci, ¢i signalni proteiny s informacni funkci a bilkovinné protilatky neboli
imunoglobuliny. Strukturni proteiny tvofi skelet bunécnych struktur. Proteiny s metabolickou
funkci maji charakter enzymu. Imunoglobuliny se skladaji ze étyt podjednotek polypeptidového
fetézce, jeZ jsou navzajem spojeny nekovalentnimi hydrofobnimi vazbami a disulfidovymi
mastky, vytvafeji tak utvar ve tvaru pismena Y. Tyto imunoglobuliny maji schopnost
rozeznavat antigeny (cizi Skodlivé latky) a poté se na né specificky navazat, ¢imz se spusti
kaskada dé&ju, jez antigeny zneskodni [19-21].

Struktura proteind se rozliSuje do Ctyf urovni. Prvni Grovni je primarni struktura, ktera je
dana potfadim aminokyselinovych zbytkli v polypeptidovém fetézci. Z primarni struktury lze
zjistit mechanismus interakci na molekularni urovni, vzdjemné vztahy k jinym proteiniim
a samoziejme i celkovou strukturu. Dle sméru proteosyntézy je zacatek fetézce oznacovan jako
N-konec. Sekundarni struktura bilkovin je dana prostorovym uspofadanim hlavniho
polypeptidového fetézce, ktery je dan predevsim vodikovymi vazbami. Existuji dva hlavni typy
sekundarni struktury, a to a-helix a B-struktura. Struktura a-helixu ma podobu pravoto¢ivé
Sroubovice, stabilizované vodikovymi vazbami mezi kazdou c¢tvrtou peptidovou vazbou.
Najednu ota¢ku Sroubovice piipada 3,6 aminokyselinovych zbytki. Struktura o-helixu se
vyskytuje pfevazné u vlaknitych proteintl, u svalovych proteint. Retézec B-struktury je natazen
do hiebene, né€kolik fetézcl tvoii spolu dojem sklddaného listu. Prostorové uspotradani celé
molekuly proteinu se nazyva tercidlni struktura. Na jejim udrZeni se podili vztahy mezi
postrannimi fetézci (hydrofobni, vodikové, iontové a disulfidové vazby). Poslednim typem je
struktura kvartérni, ta se vSak nevyskytuje u vSech bilkovin. Tuto strukturu vytvaii
polypeptidové podjednotky vazané nekovalentnimi interakcemi. Jako zéastupce proteinu
s kvartérni strukturou se vétsinou uvadi hemoglobin, slozeny ze ¢tyf podjednotek [19-21].

Proteiny lze délit také dle tvaru, a to na globularni a fibrilarni — vlaknité, ¢i bilkoviny
slozené. Slozené bilkoviny obsahuji 1 latky nebilkovinné povahy, které jsou spojeny
kovalentnimi vazbami. Do této skupiny patii napf. lipoproteiny, glykoproteiny. Globularni
bilkoviny maji obly tvar a jsou Casto ve vod& rozpustné. Do globularnich proteint fadime
albumin. Fibrilarni bilkoviny jsou naopak vétSinou ve vodé nerozpustné, jejich funkce je
podplirnd, najdeme je v pojivovych tkanich a kontraktilnich vldknech. Typickymi zastupci této
skupiny jsou elastin, kolagen ¢i myozin [19-21].
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Obrazek 8: Struktura bilkovin [22]

Jak bylo uvedeno v pfedchozi kapitole, nékteré proteiny muizeme ftadit do skupiny

fluoroforti. Patfi sem proteiny slozené z aromatickych aminokyselin tryptofanu, tyrozinu
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a fenylalaninu. Jejich absorpcni i emisni spektrum lezi v ultrafialové oblasti. NejvyraznéjSim
z nich je aminokyselina s nepolarnim fetézcem tryptofan, nebot’ obsahuje indolovou skupinu,
kterda ma Siroké emisni spektrum. Tryptofan stejné fenylalanin (ktery mé& naopak nejmensi
fluorescenci) jsou esencialni aminokyseliny. Tryptofan je prekurzorem hormonu melatoninu.
Tyrosin patii do skupiny aminokyselin s polarnim feté¢zcem. Tyrosin je prekurzorem melaninu,
hormonu dfen¢ nadledvin, adrenalinu a hormont §titné zlazy [16, 19, 21].

@CHE—?H—COOH mCHE_TH_CDOH HO@—CHQ—?H—COOH
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Fenylalanin Tryptofan Tyrosin

Obrazek 9: Fluorescen¢ni aminokyseliny [23]

Dalsim vyznamnym proteinem je hovézi sérovy albumin (zkracené¢ BSA), tento protein je
dilezity hlavné pfi prepravé mnoha endogennich a exogennich ligandii. Diky svym vlastnostem
a struktufe se podoba lidskému sérovému albuminu (HSA). Kvili tomu se BSA Casto vyuziva
pti experimentech Vv laboratofich (napt. jako médium), ale také pii modifikaci povrchu
nanocastic (povrchu QDs) a to diky jeho silné afinité k nim [24].

Obrazek 10: Hovézi sérovy albumin [23]

25



4 BIOFUNKCIONALIZACE

Biofunkcionalizace QDs, jinak biokonjugace, je metoda, ktera umoziuje spojeni QDs
s biomolekulami. Diky této metodé 1ze tedy QDs snadno navazat na cilovou latku / tkan, a tim ji
posléze detekovat. Vyslednd kvantova tecka (tedy navazand na biomolekulu) musi splnit

nasledujici pozadavky:

e nesmi narusovat funkce biomolekuly

konjugované QDs musi mit stejny signal, jako ptivodni

stabilni vazba QDs-biomolekula

kontrolovatelnost poctu vazebnych mist na povrchu QDs, na které se biomolekuly

vazi

mala tloustka vrstvy s ohledem na velikost QDs.

Navic vysledné QDs po procesu biokonjugace musi byt bioinertni, malo toxické.

vvvvvv

specificitu k cilovym molekulam / tkanim [6, 25, 26].

Samotny proces biokonjugace sestava ze dvou c¢asti. Zaprvé se reaktivni skupiny
na povrchu QDs aktivuji pomoci konjugaéniho ¢inidla. Zadruhé do roztoku QDs se ptida
biomolekula, jenz se navaze na predem piipravené povrchy QDs. Cilova molekula mize byt na
povrchu QDs piichycena piimo, a to pomoci kovalentnich nebo nekovalentnich vazeb. Dalsi

moznosti je nepiima biokonjugace, tedy pomoci jiné molekuly [6, 25, 26].

Biokonjugace pomoci ptimé kovalentni vazby se provadi za ucasti thiolovych skupin.
Timto zptisobem se na QDs vaze BSA nebo DNA. Pokud je zadouci na povrch kvantovych
teCek navazat streptavidin, vyuziva se reakce jeho amino skupiny s karboxylovou skupinou
QDs. Biokonjugace nekovalentnimi vazbami se d&e za pomoci elektrostatickych
a hydrofobnich sil. VyuZiva se toho, ze povrch CdTe QDs je zaporné¢ nabity a 1ze na n¢j navazat
kladné nabité molekuly (napt. avidin) [6, 25, 26].

Nepiima biokonjugace se dé&je prostiednictvim jiné biomolekuly, tzv. mediatoru.
Mediator se navaze na povrch QDs a na néj se poté navaze cilova molekula. Jsou vSeobecné
znamy dva typy mediatori: homobifunkcionalizacni a heterobifunkcionalizacni. Nevyhodou
nepiimé biokonjugace je, Ze nelze dobte kontrolovat mnozstvi biomolekul, které se navazi
na povrch kvantové tecky [6, 25, 26].
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reaktivni skupiny QD metoda aktivace cilova skupina
@) @
A e BN S

@ (@

avidin
B OH  Nalo,
C COCH EDC/NHS
SH bez aktivace
E NH. glutaraldehyd H-

Obrazek 11: Priklady biokonjugace QDs: Pod mozZnosti A) zobrazena metoda konjugace zaporné nabitého
povrchu QDs s pozitivné nabitym avidinem. B) sacharidové jednotky na povrchu QDs se aktivuji oxidaci
NalO,, nasledné vzniknou aldehydové skupiny, na néZ se vazi molekuly s aminoskupinami. C) aktivované
karboxylové skupiny reaguji s aminoskupinami biomolekul. Na moZnosti D) jsou vidét thiolové skupiny QDs
a biomolekul, jeZ se propoji disulfidickym mistkem. E) spojeni aminoskupin pomoci glutaraldehydu [6]
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5 DEGRADACE

Hlavnim problémem, ktery omezuje pouzivani kvantovych tecek Vv biologickych
systémech je jejich vysoka toxicita. Velmi ¢asto QDs obsahuji ionty tézkych kovt (Cd, Pb, Te).
Naptiklad kadmium je vysoce toxicky a teratogenni prvek, ktery se v téle hromadi piedevsim
V jatrech a ledvinach. Spatné a pomalu se z t&la odbourava. V riiznych savéich organech je jeho
polocas rozpadu v rozmezi 7 — 40 let. Dalsi slozkou QDs je tellur, jehoz slou¢eniny jsou také
toxické. Pisobeni toxickych latek v organismu Ize zmirnit povrchovou funkcionalizaci QDs,
ktera zmenSuje nasledné poskozeni bunék. Povrchové funkcionalizované QDs
a nefukcionalizované QDs maji rizné vlastnosti. Také zalezi na vlastnostech latky, kterou se
funkcionalizace provadi. Nekteré studie tvrdi, ze uvoliiovani kademnatych iontl z kvantovych
teCek je hypotetickym disledkem oxidace a degradace metalového jadra tecek. A pravé
uvolnéni kademnatych ionti poSkozuje bunky. Toxicita QDs vede k bunééné apoptoze. Také
srazeni QDs na povrchu bunky zptisobuje jeji poskozeni [4, 27, 28].

o O
< _ CdTe QDs

Obrazek 12: Uvolnéni ionti kadmia z jadra QDs [27]

Na vlastnosti kvantovych te¢ek ma vliv i jejich starnuti. Starnuti méni celkovou
morfologii kvantovych tecek, coz zplsobuje 1 jejich rozpad. Déle pokles absorpce ve viditelné
oblasti, ale naopak jeji zvySeni v oblasti blizkého infracerveného zatfeni. Také se méni jejich
emisni spektrum, kvantové teCky sviti po mnohem krat§i dobu. Proces starnuti kvantovych
tecek je ovlivnén sloZenim jejich povrchové vrstvy a také prostiedim, ve kterém jsou
skladovany [29-32].
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6 METODY CHARAKTERIZACE QDs

6.1 Stanoveni velikosti a zeta potencidalu pomoci dynamického rozptlyu svétla

Zetasizer je analyticky pfistroj, ktery pro méfeni zeta potencialu, molekularni hmotnosti
a velikosti ¢astic vyuziva dynamicky rozptyl svétla (DLS). DLS se mé&fi na zakladé Brownova
pohybu, coz je neuspofadany pohyb mikroskopickych ¢astic vlivem teplotniho pohybu.
Browniv pohyb ma piimou souvislost s velikosti ¢astic, protoze vime, Ze malé Castice se
pohybuji rychleji a velké pomaleji. Na zetasizeru lze analyzovat nanocastice, riizné emulze
a koloidy. V zavislosti na velikosti vzorku a jeho fyzikalnich vlastnostech je méfitelny rozsah
velikosti ¢astic vV rozmezi 0,3 nm az 8 um. Pro méfeni se vyuzivaji tii typy kyvet - specidlni
kyveta (pro uréeni zeta potencialu), kyveta plastova (pro urceni velikosti Castic) a sklenéna

kyveta (pro uréeni molekularni hmotnosti ¢astic a také velikosti ¢astic) [33, 34].

Principem méfeni velikosti ¢astic je méfeni rozptyleného svétla, které je emitované
z laserového zdroje a projde Casticemi v kyveté. Signal, ktery se ziska z rozptyleného svétla, se
ptivede na detektor a do vicekanalového korelatoru. Pomoci Stokes-Einsteinova vztahu je
mozné pievézt rychlost pohybu castic na jejich velikost [33, 34].

kT
D=
6mnRi (1)
kde D-difuzni konstanta, k-Boltzmannova konstanta, T-absolutni teplota, m- dynamicka

viskozita kapaliny, Ri-primér ¢astice.
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Obriazek 13: Princip zetasizeru [33]

Zetasizer se vyuziva i k méfeni molekulové hmotnosti bilkovin, polymert, ¢i Skrobd.
Molekulovou hmotnost latky Ize vyjadfit jako hmotnost vSech atomi obsazenych v jedné
molekule latky. Molekulovou hmotnost lze ziskat pomoci dvou metod méfeni, a to
dynamického rozptylu svétla a statického rozptylu svétla. Metoda dynamického rozptylu svétla
pracuje na principu Mark-Houwinkova-Sakuradova vztahu. Vyhodou této metody je jeji
rychlost. Jeji nevyhodou je, Ze spoléha na empiricky dané konstanty a praimérnou molekulovou
hmotnost. Pfi metodé méfeni statickym dynamickym rozptylem, se vyuziva méfeni vzorku
o0 ruznych koncentracich pod uhlem 90°. Mé&fenim vznikne Debyuv graf, ze kterého je nasledné
mozné Vypocitat molekulovou hmotnost ¢astic [33, 34].
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Obrazek 14: Zeta potencial [35]

M¢éteni zeta potencidlu vychazi zteorie, ze kazdou Ccastici obklopuje elektricka
dvojvrstva. Ta se sklada se z vnitini (Sternova vrstva) a vnéjsi ¢asti (difizni oblast). Ve vnitini
C¢asti jsou ionty pevnéji vazané, nez je tomu ve vné&jsi ¢asti. V diftizni oblasti se dale nachazi
teoreticka hranice, kde ionty a ¢astice vytvareni stabilni jednotku. Pfi pohybu ¢astice v prostiedi
se ionty, které se nachazeji pied touto teoretickou hranici, pohybuji zaroven s ni. Zeta potencial
popisuje prave potencial na této hranici. Velikost zeta potencialu je dulezity indikator disperzni
stability. Zeta potencial se méti pomoci elektroforetického rozptylu svétla, kdy smér pohybu
¢astic urcuje, zda je ndboj negativni ¢i pozitivni a velikost ndboje je urcena rychlosti ¢astic.

Frekvence rozptylu svétla je funkci rychlosti ¢astic v disledku Dopplerova posunu [33-35].

Castice, u nichz zeta potencial piekro¢i hodnotu + 30 mV nebo hodnotu -30 mV se
povazuji za stabilni. Bod, jenZ prochdzi nulovym potencidlem, se nazyva izoelektrickym
bodem. Koloidni roztok, ktery ma zeta potencial v tomto bod¢€ se povaZuje za nejmén¢ stabilni.
Zeta potencial je siln€ ovlivnén hodnotou pH roztoku, a proto pii jeho méfeni musi byt pH vzdy
uvedeno. Bez uvedeni pH neni hodnota zeta potencialu vypovidajici. Na nasledujicim obrazku
je zobrazena kiivka potencialu zeta oproti pH. Z ni vyplyva, ze zeta potencial latky bude kladny
pfi nizkém pH a pfi vysokém naopak zaporny [33-35].
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Obrazek 15: K¥ivka zeta potencialu proti pH [34]

6.2 Voltametrie

Voltametrie je elektrochemickd analytickd metoda vyuzivajici elektrolytickych dé&ju
na polarizovatelnych elektrodach ponotfenych v analytech. Tato metoda méfi zavislost proudu
nanapcti na pracovni elektrodé. Napéti je na pracovni a referencni elektrodu vkladano
z vn¢jsku. Vysledkem je voltamogram, z ngj lze kvantitativné i kvalitativné hodnotit latky
v elektrolytech. Voltametrie nejéastéji vyuziva tielektrodové zapojeni (elektroda pracovni,
pomocna a referen¢ni). Pracovni elektrody jsou obvykle elektrody Ill. druhu (jsou tvofeny
z uslechtilych kovi). Tyto elektrody nejsou rozpustné v roztoku a jsou polarizovatelné.
NejznaméjSim zastupcem této kategorie je visici rtutova kapka, zlata elektroda nebo elektroda
uhlikova. Referenéni elektrody jsou elektrody Il. druhu, které tvoii kov pokryty vrstvou malo
rozpustné soli. Nejéastéji pouzivana je argentchloridova elektroda sroztokem KCI. Dalsim
typem je elektroda kalomelova, coz je Pt elektroda pokryta Hg,Cl,, zanotfena do Hg, navic je
prevrstvena roztokem KCIl. Pomocna elektroda byva uhlikova, ¢i platinova. Tyto elektrody
musi mit dostatecné velkou plochu a musi byt dobie vodivé. Voltametrie se déli na nékolik typt
napf.: cyklicka voltametrie nebo diferencni pulzni voltametrie [3, 36, 37].

Cyklicka voltametrie, jak prozrazuje nazev, pracuje v cyklu. Potencial se na elektrody

v

dopfedny sken. Poté je potencial snizovan k finalnimu potencialu, ktery byva shodny

s inicialnim. Tato metoda se vyuziva pro charakterizaci redoxnich systémi [3, 37].

Pulzni voltametrie se dale dé€li na normalni pulzni voltametrii (NPV) a diferen¢ni pulzni
voltametrii (DPV). Rozdil mezi NPV a DPV je v metod¢ vkladani pulzt na elektrody. U NPV
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je potencidl na elektrody vkladan v podobé pulzt, jejichz amplituda roste v ¢ase. Pfi vyuziti
rtutové pracovni elektrody se pulz vlozi na visici kapku tésné pred koncem jeji Zivotnosti. Pii
DPV se vyuziva pevné stanovena velikost amplitudy pulzi, kdy pulzy jsou superponovany na
potencialovou rampu, kterd se linearné méni. Vyhodou diferencni pulzni voltametrie je jeji
vysoka citlivost, proto je mozné ji vyuzit i k charakterizaci kvantovych tecek. Na nasledujicim
obrazku je znazornén typicky pribéh DPV voltamogramu pro rtizné koncentrace kvantovych
tecek [3, 36, 37].
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Obrazek 16: DPV voltamogram QDs [36]

6.3 Absorpcni a fluorescencni spektroskopie

Luminiscence je definovana jako emise svétla z latky. Elektrony této latky predtim
absorbovaly energii ze zafeni a piesly do excitovaného stavu. Pfechodem do zakladniho vztahu
vznika luminiscence [16, 17, 38].

Jakmile elektrony latky absorbuji energii ze svételného zateni, pfejdou ze singletového
stavu Sy do singletovych stava excitovanych (S;, S;) a nasledné do tripletovych stavi (Tq, T»).
Molekuly latky ptejdou z rovnovazné vibracni hladiny stavu Sp do vibrac¢ni hladiny stavi
excitovanych. K navratu do rovnovazné vibracni hladiny, tedy k deexcitaci, mize dojit dvéma

procesy. Za prvé pomoci zéfivého piechodu, kam spadd luminiscence, nebo nezéfivého
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piechodu, napt. vibracni relaxace. Popis zatfivych a nezafivych piechodl je na nasledujicim
obrazku, ktery se nazyva Jablonského diagram [16].

absorbce fluorescence fosforescence

SN

- — vibracni relaxace
T 52"‘.‘ whitfni konverze
.F'f.. Fy H
N — -, Mmezisystémova
1% konverze
. H
Ty
absorbce fluorescence fosforescence
w ¥
w w
L 4 L 4
T 10715 5 w1085 T 103100 5

Obrazek 17: Jablonského diagram [16]

Luminiscence se fidi Stokesovym zakonem, kdy vlnova délka excitacniho svétla musi byt
mensi, ¢i rovna vlnové délce luminiscencni emise. Kvantovy vytézek luminiscence je roven
podilu poctu vyzafenych fotonl a excitovanych molekul. Luminiscenci lze dale délit
na fluorescenci, zpozdénou fluorescenci a fosforescenci. Fluorescenci se nazyva jev, kdy emise
zafeni 7z excitovaného stavu nastane spontdnnimi energetickymi prechody. Kritériem
fluorescence je moZznost pozorovani jen pii buzeni, po jeho ukonceni fluorescence vymizi.
Zpozdéna fluorescence je také zafivy prechod =z excitované hladiny, ovSem zpozdéna
fluorescence ma oproti obycejné fluorescenci delSi dobu dohasindni, pii které¢ se molekula
nachéazi v nestabilnim stavu. Fosforescence je jev, kdy se pfi emisi zafeni z excitovaného stavu
uplatni metastabilni hladina. Doba dohasinani byva u fosforescence vyrazn€ delSi nez
u fluorescence [16, 38].

Pribéh fluorescence je charakterizovan Kashovym a Vavilovym pravidlem. Kashovo
pravidlo tika, ze pted emisi kvanta zatfeni dojde k relaxaci vibra¢ni energie a k vnitini konverzi.

4

Diky tomu fluorescen¢ni piechod nastane vzdy =znejniz§i vibracni hladiny prvniho
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excitovaného stavu S;. Vavilovlv zakon definuje nezavislost emisnich spekter na vinové délce
excitace [16, 38].

Fluorescen¢ni spektroskopie je metoda zalozena na absorpci svételnych kvant dané latky
améfeni jeji fluorescence. Diky ni lze zjistit emisni spektra analyzované latky. Absorp¢ni
spektra dané latky se méfi na absorpCnich spektrofotometrech. Pfi samotném meéfeni je Cést
vstupujiciho toku zéafeni absorbovana danym vzorkem a zbytek zafeni projde a je zaznamenan
jako vystupujici zafivy tok. Podil vystupujiciho zéafivého toku ke vstupujicimu je nazyvan
transmitanci (propustnosti) a zna¢i se pismenkem tau - t. Zaporné¢ vzaty logaritmus
transmitance se rovna hodnoté absorbance. Absorp¢ni a fluorescencni spektroskopie se vyuziva
k charakterizaci kvantovych tecek. Je-li k dispozici dobte definované absorpéni maximum pro

danou kvantovou tecku, 1ze s jeho pomoci vypocitat jeji velikost, a to pomoci vzorce:
D = (9,8127 « 107)a% — (1,7147 « 10732 + (1,0064) — (194,84), (2)
kde, D je pramér kvantové te¢ky (nm) a A je vinova délka maxima absorpce (nm) [39].

Ptistroj pro méfeni fluorescence se sklada ze zdroje zafeni (moznost buzeni v UV a VIS
oblasti spektra), nasleduje monochromator. Svétlo projde kyvetou se vzorkem a dopadne opét

na monochromator, poté je svétlo detekovano detektorem [16, 17, 38].

monochromator

excitace

svételny zdroj

detektor

Obriazek 18: Fluorescen¢ni spektroskopie [40]
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7 KINETIKA CHEMICKYCH REAKCI

Chemicka reakce je proces, pii kterém z vychozich latek tzv. reaktanti vznikaji latky jiné
chemické struktury (produkty). Zakladni rozdéleni chemickych reakci je na izolované
a simultanni. Izolované proto, Ze v soustavé probiha pouze jedna reakce. Druhym typem jsou
reakce simultanni, kdy v soustavé probihaji dvé nebo vice chemickych reakci. Tento typ reakci
lze dale délit na bocné, nasledné, zvratné a komplexni. Pfi bo¢nych reakci vznika vice
produktd. Nasledné reakce se vyznacuji tim, ze vznikaji meziprodukty, které se stavaji
vychozimi latkami pro dal$i reakce. Zvratné reakce jsou protismeérné a komplexni reakce jsou

kombinaci reakci simultannich [41-43].

Dalsim typem d¢leni chemickych reakci je dle fazi, ve kterych se nachazeji reagujici
latky. Pokud se reagujici latky nachazeji ve fazi jedné, jedna se o reakce homogenni. Pokud

jsou ve vice fazich, mluvime pak o reakcich heterogennich [41, 42].

Kinetika chemickych reakci studuje chemické reakce pted ustavenim chemické
rovnovahy. Zajmem chemické kinetiky je zejména studium rychlosti a mechanismu
chemickych reakci. Rychlost reakci je ddna vlastnostmi reaktantd, jejich koncentracemi
a teplotou, pii které dana reakce probiha. Vypocet rychlosti v jednoduché chemické reakce:

1 d[A4]

vV=——%

a dat

= k[A]*[B]*

: 3)
kde A a B vyjadiuji koncentrace reaktantd, kje rychlostni konstanta, t je cas, a je
stechiometricky koeficient, o je fad reakce vzhledem ke slozce A, f vyjadfuje fad reakce
vzhledem ke sloZzce B. Rovnice plati pro reakce probihajici v homogenni fazi, za konstantni
teploty. Rychlost pfemény reaktantli na produkty je tedy pifimo imérna soucinu koncentraci
dosud nepfeménénych reaktantli v reakéni smési. Rovnice Cislo 3 byva nazyvana rychlostnim
zakonem, ¢i obecnou kinetickou rovnici. Exponenty u koncentraci reaktanti jsou dil¢i fady
reakce vzhledem k dané latce. Souétem vSech exponentl ziskame celkovy tad reakce:

n=rx+ﬁ. 4)

Kinetika izolovanych reakci je zavisla na fadu reakci, které se déli na reakce nultého az tietiho
fadu [41, 42].

Pti reakci nultého fadu rychlost chemické reakce nezavisi na koncentraci reagujicich
latek. Pii reakcich prvniho fadu je naopak rychlost chemické reakce za dané teploty pifimo
umérna koncentraci jedné vychozi latky. Po Upravée rovnice Cislo 3, ziskdme kinetickou rovnici

pro reakci prvniho fadu:
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v = —k[A]' )

Reakce prvniho tadu popisuji naptiklad rozkladné reakce, jez jsou vyvolany vysokymi
teplotami. Reakcemi prvniho fadu lze popsat i prubéhy izolovanych biomolekularnich reakci,
ale pouze v ptipadé, ze jedna z reagujicich latek se vyskytuje v nadbytku a jeji koncentrace se
béhem reakce neméni. Reakce druhého tadu lze délit na nékolik typti: zaprvé produkty vznikaji
ze dvou stejnych reaktantd, zadruhé dil¢i fady vznikajicich produktd jsou rovny jedné
a reaktanty maji jednotkové stechiometrické koeficienty a zatteti, kdy vzniklé produkty maji
dil¢i fady rovny jedné a vychozi latky maji stechiometrické koeficienty obecné. Pti reakcich

druhého fadu je rychlost chemické reakce umérna kvadratu koncentrace slozek [41-43].
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8 EXPERIMENTALNI PLAN

Cilem prace je studium uvoliiovani kademnatych iontl z jadra QDs, které tak odpovida
jejich degradaci. Pro tento ucel byla méfena koncentrace kademnatych ionti pomoci DPV.
Soucasn¢ byla sledovana zména fluorescence jako dulezitého aplikacni vlastnosti QDs.

Do tretice byla sledovdna zména zeta potencialu, ktery vyjadiuje zménu nabojové vrstvy
pokryvajici QDs.

Cely experiment byl rozdélen na tii ¢asti. Prvni blok experimentu je zaméten na piipravu
a charakterizaci QDs (MSA-CdTe, MPA-CdTe, CdTe/ZnSe, GSH-CdTe). Ptipravené Castice
budou nasledné charakterizovany, tzn., Ze bude stanovena jejich velikost, zeta potencial,
mnozstvi volnych kadmiovych iontli, absorpéni a fluorescen¢ni spektra. Nakonec bude
studovan vliv pH na jednotlivé parametry QDs.

Druhy experimentalni blok bude vénovan studiu chovani QDs v kyselém prostiedi se
zamétfenim na studium kratkodobé kinetiky (v ¢asech 0, 15, 30, 60, 90 a 120 minut) uvolnovani
Cd iontt. Prostfedkem bude méfeni fluorescence QDs, méfeni zeta potencidlu a stanoveni
koncentrace volnych iontd kadmia. Kvantové tecky budou béhem experimentu skladovany
nadennim svétle pii teplot¢ 25°C. Pokus pro kyselé¢ prostiedi bude jeSté opakovéan
v dlouhodobém méfitku (v Case 1h, 2h; 1, 7, 17, 21 a 25 dni). Stejny experimentalni design
bude opakovan ve tfetim bloku, ktery je spojen se studiem QDs V neutralnim prostiedi.
Pti ¢asovych interakcich bude opét méfen zeta potencidl, koncentrace volnych ionti kadmia
a fluorescence QDs.

Vysledkem experimentu budou data, kterd popisuji kinetiku uvoliiovani Cd iontd
z kvantovych tecek (starnuti QDs) Vv rliznych prostiedich a jeZ by méla slouzit k mozné predikci
stability jednotlivych QDs.
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9 MATERIALY A METODY

9.1 Chemikadlie

Nize uvedené chemikalie, pokud neni uvedeno jinak, byly pofizeny od firmy Sigma-
Aldrich Chemical Corporation (USA) v ACS distot¢.

Na pripravu kvantovych tecek byly pouzity tyto chemikalie: destilovana voda (vyrobena
pomoci  pfistroje  Aqual 25 SL), dihydrogenacetat kadmia (Cd(OAc), - 2H,0),
dihydrogencitronan sodny (CeHsNazO7 - 2H,0), telluri¢itan sodny (NaTeOs),
tetradihydridoboritan sodny (NaBH,), MPA, MSA, GSH, 1 M amoniak (NH3), octan zine¢naty
(Zn(OAC)y), selenicitan sodny (Na,SeOs), 2-propanol (C3HgO).

Pro ptipravu pufri byly pouzity nésledujici chemikalie: ACS voda, trihydratoctanu
sodného (CH3COONa - 3H,0), kyselina octova (CH3COOH), 0,1 M Kkyselina citronova
(CsHsO - (COOH);3), 0,1 M dihydrogencitronan trisodny (C3HsO(COONa); - 2H,0),
dihydrogenfosfore¢nan sodny (Na;HPOQO, - 2H,0), hydrogenfosfore¢nan sodny
(NaH,PQO4 - H,0), hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPQO,), chlorid sodny (NaCl), siran sodny
(NazS0Oy), glycin (C;HsNOy), dihydrogenchlorid vapenaty (CaCl, - 2H,0), hydrogenftalat
draselny (CgHsKO,4), hexahydratchlorid manganaty (MgCl, - 6H,0), tetrahydrogenchlorid
vapenaty (CaCl, - 4H,0), dekahydratsiran sodny (Na;SO, - 10H,0), hydrogenuhli¢itan sodny
(NaHCO3), dihydrogentartrat sodny (Nay;C4H4Og - 2H,0), dihydrogencitronan sodny
(CeHsNazOy7 - 2H,0), laktat sodny (CsHsNaO3) a pyruvat sodny (CsH3NaOs3).

9.2 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy BAS 31(Boeco, Némecko)

Ultracentrifuga CS 150 NX (Hitachi, Japonsko)

e Transilluminator MULTIBAND TFX-26.MC (Vilber Lourmat, Francie)
e Fluorimetr Infinite M200 Pro (Tecan, Svycarsko)

e pH metr inolab, WTW (Weilheim, Némecko)

e 797 VA Computrance (Metrohm, Svycarsko)

e Koloidni analyzator Malvern Zetasizer Nano (Malvern Instruments, UK)
e Multiwave 3000, Microwave reaction system (Anton-Paar, Némecko)

e FElektromagnetickd michacka RET control-visc (IKA, Némecko)
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e Aqual 25 SL (Merci, CR)

9.3 Priiprava kvantovych tecek

Pro pokus byly vybrany ¢tyfi rizné typy kvantovych tecek. Jejich jadra jsou piipravena
jako CdTe QDs, tfi QDs byly modifikovany pomoci MPA, MSA a GSH. Ctvrty typ tedek byl
piipraven jako jadro-obal (core shell), kde obal tvofi vrstva ZnSe.

Pro ptipravu kvantovych tecek MPA-CdTe bylo v kddince smichano 43 ml destilované
vody s5ml Cd(OAc); - 2H,0, roztok byl michan pomoci elektromagnetického michace
a postupné byly pfidany chemikalie: 100 mg CgHsNazO; - 2H,0, 1,25 ml Na,TeOs, 100 pl
MPA a 50 mg NaBH,. Dobfe promichand vznikla smés byla napipetovana do sklenénych
zkumavek uréenych pro piipravu QDs pomoci mikrovinného zateni. Tyto zkumavky byly
nasledné vlozeny do mikrovinného pfistroje, na némz byly nastaveny parametry: 80 °C, energie
300 W, nabeh teploty 10 minut a udrzeni teploty 10 minut. Poté byly vzorky umistény pod UV
lampu, aby byla zjisténa jejich kvalita.

Pii ptipravé GSH-CdTe kvantovych teCek se pfistupovalo obdobng, opét za pomoci
kadinky a elektromagnetického michadla byla vytvorena smés ze 43 ml destilované vody, 5 ml
Cd(OAC); - 2H,0, 100 mg CeHsNazO7 - 2H,0, 1,25 ml Na,TeO3, 246 mg GSH a 50 mg NaBH,.
Takto pfipravend smés pro kvantové tecky byla opét dokoncena pomoci mikrovinného zareni
s parametry 70 °C, energie 300 W, nabé¢h teploty 10 minut a udrzeni teploty 10 minut.

Kvantové tecky typu MSA-CdTe se piipravili smichanim 76 ml destilované vody, 10 ml
Cd(OAc), - 2H,0, 1 ml MSA, 1,8 ml 1 M NHs; (vznikne bezbarvy roztok) a pfidanim 1,5 ml

vvvvv

60 °C, energie 300 W, doba nab¢hu teploty 10 minut a ¢as pro udrzeni teploty také 10 minut.

Poslednim pfipravovanym typem byly kvantové tecky jadro-obal (tzv. core shell)
CdTe/ZnSe. Jejich jadro bylo pfipraveno smichanim stejnych chemikalii jako pfi pfipraveé tecek
MSA-CdTe. Tato smés byla vlozena do mikrovinného zatice s parametry 50 °C, energie 300 W,
nabéh teploty 10 minut a udrzeni teploty 10 minut. Mezitim byl pfipraven jejich obal. Nejprve
bylo smichano 250 ul Zn(OAc); $21,250 ml destilované vody. Za stalého michani
na elektromagnetické michacce bylo nasledné pridano 250 ul MSA, 332 ul 1 M NHs3 375 pl
Na,SeOs3;, 10 mg NaBH, Vznikld smés byla nasledné¢ promichdvana po dobu dvou hodin.
Vzniknuvsi roztok byl doplnén na objem 25 ml pomoci destilované vody, nasledné byl ptidan
k25 ml prfedem piipravenych CdTe kvantovych tecek. Vznikly roztok byl napipetovan
do sklenénych zkumavek a vlozen do mikrovinné trouby nastavenou na teplotu 60 °C, energie
300 W a dobou nab¢hu teploty 10 minut a udrzeni teploty 10 minut.
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Po piipravé QDs je nutné zbavit se nenavdzané¢ho kadmia, proto byla provedena
precipitace. Do mikrozkumavky ependorf o objemu 2 ml byl pfidan k 1 ml roztoku kvantovych
teCek 1 ml chemikélie 2-propanolu. Tato smés byla umisténa do ultracentrifugy, kterd byla
nastavena na 25 000 otacek na 15 minut pii teploté 4 °C. Poté byl ze zkumavky pomoci pipety
odsan supernatant. Ke srazeniné QDs byl nasledné napipetovan 1 ml ACS vody, ve kterém byla

srazenina opét rozpusténa.

9.4 Priiprava roztoki

Acetatovy pufr byl pfipraven navazenim 27,22 g CH3COONa - 3H,0, ktery byl rozpustén
v 11 ACS vody. Pridavkem kyseliny octové byl pufr pomoci pH metru upraven na hodnotu pH
4,6 [38].

Citratovy pufr o pH 4,6 byl pfipraven navazkou 16,32 g C3HsO(COONa); - 2H,0, ktera
byla rozpusténa v 555 ml ACS vody, a navazkou 9,35 g 0,1 M kyseliny citronové rozpusténé
v 445 ml ACS vody [38].

Dale byl vytvoten specialni kysely roztok o pH 4,6, imitujici intracelularni prostredi.
Roztok vznikl navazenim 142 mg Na,HPO,, 6650 mg NaCl, 71 mg Na,SO,4, 450 mg glycinu,
29 mg CaCl, - 2H,O a 4084,6 mg hydrogenftalatu draselného. Navazené chemikalie byly
rozpustény v 1 | ACS vody [44].

Neutrdlni roztok bunécného prosttedi o pH 7,6 byl vytvofen smichanim 148 mg
Na;HPO,, 6415mg NaCl, 212mg MgCl,-6H,0, 318 mg CaCl, " 4H,0, 179 mg
Na,SO, - 10H,0, 2703 mg NaHCO3, 180 mg Na,C4H4O06 - 2H,0, 144 mg CgHsNazO; - 2H,0,
175 mg C3HsNaOs3), 172 mg C3H3NaO3 a 118 mg glycinu [44].

Naposledy byly ptipraveny fosfatové pufry. V.11 ACS vody bylo rozpusténo 35,61 g
Na;HPOy - 2H,0, ve druhé litru ACS vody bylo rozpusténo 27,6 g NaH,PO, - H,0. Za teploty
25 °C, tyto dva roztoku michany v riznych pomérech a pomoci pH metru byly vytvofeny

fosfatové pufry o pH 4-9 a navic fosfatovy pufr o pH 7,6 [38].

9.5 Charakterizace kvantovych tecek pomoci translumindtoru

Ptipravené kvantové tecky byly ve sklenénych zkumavkach vlozeny pod transluminétor
(excitovany UV svétlem), kde byly potizeny jejich fotografie. Z nich je patrné, ze barva vsech
piipravenych tecek je zelena a teCky sviti s riznou intenzitou. Nejvetsi intenzitu vykazuji tecky
MSA-CdTe a CdTe/ZnSe.
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Obrazek 19: Pfipravené QDs pod transluminatorem (nahore zleva MPA-CdTe, MSA-CdTe, dole zleva
GSH-CdTe, ZnSe/CdTe), vlastni zpracovani

9.6 Absorpcni a fluorescencni spektroskopie

Piesrazené kvantové teCky jsem charakterizovala pomoci absorp¢éni a fluorescenéni
spektroskopie. Pro méfeni se vyuzivalo 200 ul vzorku a UV transparentni desti¢ka. Absorp¢ni
spektrum presrazenych kvantovych tecek bylo méteno v rozsahu vinovych délek 230-800 nm.
Z absorp¢niho spektra se nasledné volila excita¢ni vinova délka, ta byla stanovena na hodnotu
400 nm. Emisni spektrum se méfilo na emisnich vinovych délkach 430-800 nm. Citlivost
fluorescence byla manudlné¢ upravena na hodnotu 80, pii vySSich hodnotdch dochazelo

k presviceni.

Absorpéni a emisni spektra tecek jsou uvedena na nasledujicich grafech. Z absorpéniho
spektra bylo zjiSténo, ze tecky typu MPA-CdTe maji nejvyssi absorbanci pii vinové délce
462 nm, a MSA-CdTe pii vinové délce 472 nm. Tecky GSH-CdTe absorbuji nejvice svétlo pii
vlnové délce 422 nm a CdTe/ZnSe pti vinové délce 474 nm. Z uvedenych tecek nejvyssich
hodnot absorbance dosahuji tecky CdTe modifikované MPA.
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Obrazek 21: Fluorescen¢ni spektrum pripravenych kvantovych tecek

Z fluorescencniho spektra lze vycist, Ze nejvetsi fluorescenci maji ZnSe/CdTe kvantové

tecky, tedy typu core/shell. Naopak nejmensi fluorescenci vykazovaly tecky GSH-CdTe.

Obrazek fluorescence koresponduje s intenzitami teCek pod translumindtorem, zobrazeno

na obrazku 19.
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9.7 Koloidni analyzator - Zetasizer

Vyuzitim pfistroje zetasizer byly vytvoiené QDs charakterizovany, a to zmétenim jejich
velikosti a zeta potencialu. Pfed samotnym métfenim byly piesrazené kvantové tecky nafedény
ACS vodou v poméru 1:3. Pro méfeni velikosti potencidlu QDs v pufrech dosSlo k fedéni
v poméru 1 : 10. Pristroj byl béhem méfeni nastaven na automaticky rezim, tudiz si sdm vybiral
optimalni pozici pro méteni vzorku v kyveté. Pfi métfeni velikosti Castic byla pouzita plastova
kyveta, do které se vlozil vzorek o objemu 200 pl. Do kyvety na méteni zeta potencialu bylo
zapotiebi vzorek o objemu 1 ml. Jelikoz je zeta potencial zavisly na pH roztoku, bylo také

zméieno pH kvantovych tecek.

Obrazek 22: Koloidni analyzator Zetasizer (Malvern Instruments, UK), vlastni zpracovani

9.8 Diferencni pulsni voltametrie

Stanoveni bylo provedeno elektrochemickou metodou diferencni pulzni voltametrie

s vyuzitim pfistroje 797 VA Computrance (Metrohm, Svycarsko) s klasickym tiielektrodovym
zapojenim. Vysledkem méfeni ziskame voltamogram, z n¢j lze kvantitativné (dle proudového
piku) i kvalitativné (dle napétového piku) hodnotit latky v elektrolytech. Koncentrace kadmia
se odecita pti potencialu -650 mV. Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapka, referenéni
elektrodou byla argentchloridova elektroda a jako pomocna elektroda byla zvolena platinova.
Vsechny analyzované vzorky byly pfed méfenim zbaveny kysliku a to diky probublavanim
argonu (99,999 %) po dobu 90 sekund. Pro méfeni byla zvolena metoda DPV na HDME (visici
rtutova kapka) s parametry metody: pocate¢ni potencial byl nastaven na hodnotu -1,3V
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a koncovy 0,1999V, amplituda pulsu 0,025 V, ¢as pulsu 0,04 s, potencialovy krok 0,005035 V,
Cas potencialového kroku 0,3 s, ¢as depozice byl zvolen na hodnotu 240 sekund a jeho
potencial, pti kterém se deponuji t€zké kovy na rtutovou kapku byl 1,15 V. Objem méfici cely
byl 2 ml (15 pl vzorku a 1985 ul pufru).

Pro vytvoteni kalibra¢nich kfivek riznych pufrii byla vytvorena desetibodova kalibra¢ni
fada vznikla polovi¢nim fedénim ze zasobniho roztoku 1 mM kadmia.

Kvantové tecky se pred meéfenim natfedily ACS vodou v poméru 1:3. Pro samotné
méteni v pufrech, byly vzato 159 ul téchto te¢ek a 2084 pl pufru. Tato smés byla uchovana dle

experimentalnich plant.

Obrazek 23: Pristroj 797 VA Computrance (Metrohm), vlastni zpracovani
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10 VYSLEDKY

10.1 Charakterizace pouZitych kvantovych tecek

V prvnim kroku byly charakterizovany pfipravené QDs z hlediska velikosti a zeta
potencialu. Pro uplnost bylo provedeno i méteni pH jednotlivych kvantovych tecek. Kvuli
ptehlednosti jsou vysledné parametry charakterizace kvantovych tecek shrnuty v nasledujici
tabulce.

Tabulka 1: Hodnoty pH, velikosti a zeta potencialu jednotlivych kvantovych tecek po precipitaci.

Typ tecek MPA-CdTe | MSA-CdTe | GSH-CdTe CdTe/ZnSe
pH 6,7 6,1 6,7 6,5
Velikost [nm] 3,6 10,1 48 11,7
Zeta potencial [mV] -35,4 -36,5 -27,2 -30,3

Hodnotou pH jsou si kvantové tecky velmi podobné. Z méfeni vyplynulo, ze kvantové
teCky CdTe modifikované MPA a GSH maji stejné pH. A¢ mély tyto QDs stejné pH, stoji tyto
dva druhy tecek na opaénych stranéach, co se tyce velikosti. Z vysledka vyplyva, Ze nejmensimi
QDs byly MPA-CdTe, o velikosti 3,6 nm. Z literatury vime, Ze, ¢im mensi jsou kvantové tecky,
tim jsou i stabilnéjsi [34, 45]. Core/shell kvantové tecky (CdTe/ZnSe) dosahuji velikosti
11,7 nm. Nejvétsi velikost maji teCky GSH-CdTe a to 48 nm.
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Obrazek 24: Velikostni distribuce jednotlivych QDs po precipitaci: A - MSA-CdTe, B - MPA-CdTe, C -
GSH-CdTe, D — CdTe/ZnSe

Zeta potencial GSH-CdTe kvantovych tecek byl zméfen na hodnotu -27,2 mV, coz
nepiekracuje hodnotu -30 mV, ktera je povazovana za hrani¢ni pro stabilni disperze. Dle méteni
zeta potencialu vychazi nejstabilngj$i druhé neyjmensi CdTe tecky modifikované MSA. Tecky
typu core/shell dosahovaly hodnot velikosti zeta potencialu -30,3 mV.
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Pomoci fosfatovych pufri o pH 4 az 9 byla provedena charakterizace chovani
pfipravenych kvantovych te¢ek v prostiedi o rizném pH. Byl zméfen zeta potencidl,

fluorescence a koncentrace uvolnénych kadmiovych iontli pomoci DPV, a to po 30 minutové

inkubaci tecek ve fostatovych pufrech.
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Obrazek 27: Charakterizace kvantovych tecek ve fosfatovych pufrech o pH 4-9; A — zavislost koncentrace
kadmia u kvantovych tecek na pH prosti‘edi, B - procentualni vyjadieni koncentrace kadmia, vztaZzeno
k maximalnim hodnotam p¥i pH 5, C — zavislost fluorescence kvantovych teéek na pH prostiedi, D —

zavislost velikosti zeta potenciali na pH prostredi

Stanoveni koncentrace kadmia v zévislosti na pH prostiedi (fostatovy pufr) bylo
provedeno pomoci elektrochemické metody DPV. Nejprve byly naméfeny desetibodové
kalibraéni kiivky pro riznd pH fosfatového pufru. Nésledné byly zméteny velikosti pikl
kadmia pfipravenych tecek po 30 minutové interakci v pufrech. Tyto velikosti se vypoctem
prevedly na hodnoty koncentrace kadmia. Z grafu zavislosti koncentrace kadmia u kvantovych
teCek na pH prostiedi, na kterém jsou zobrazeny hodnoty koncentraci kadmia, zméfenych po 30
minutové interakci kvantovych teéek ve fosfatovych pufrech o riznych pH, vyplyva, ze
nejvyssi hodnoty velikosti koncentrace kadmia bylo dosazeno ve fosfatovém pufru o pH 5.
Naopak nejnizsi koncentrace kadmia byly zaznamenany ve fostatovém pufru o pH 8. Hodnoty
koncentrace kadmia v pufrech o pH 7 a 8 jsou si ovSem velmi blizké. Nakonec byl vytvoien
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graf procentualniho vyjadieni zmén koncentraci kadmia oproti pH 5, jez bylo brano za hodnotu
100%.

Pti pH 8 a 9 ve fosfatovém pufru po 30 minutové inkubaci dosahovali pfipravené
kvantové teCky nejvySsi absorbanci a také nejvyssi fluorescenci. Naopak nejmensich hodnot
absorbance a fluorescence bylo dosazeno ve fosfatovém pufru o pH 4. Pii hodnoté pH 7, 8 2 9
nejvyssich hodnot fluorescence dosahovaly kvantové teCky MPA-CdTe a CdTe/ZnSe. Pti pH 4
a 6 dosahovaly nejvétsich hodnot fluorescence te¢ky GSH-CdTe.

Velikost zeta potencialu je obecné zavisla na hodnoté pH, pficemz pii niz§ich hodnotach
pH je velikost zeta potencialu blize ke kladnym hodnotdm. Po porovnani vysledkli bylo
zjisténo, ze nejmensSich velikosti zeta potencidlu dosahovaly tecky modifikované MPA ve
fosfatovém pufru o pH 6, tedy pH blizkém pptivodnimu piipravenému roztoku QDs. Pfi tomto
pH tedy dochézelo k nejmensimu procesu shlukovani ¢astic. Nejmensi velikost zdporného zeta
potencialu dosahly tecky typu GSH-CdTe, a to hodnotu -6,61 mV, ve fosfatovém pufru o pH 4.
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Obriazek 28: Kalibrac¢ni kifivky mnozZstvi kadmia stanovené pomoci DPV ve: A — fosfatovy pufr pH 4, B —
fosfatovy pufr pH 5, C — fosfatovy pufr pH 6, D — fosfatovy pufr pH 7, E — fosfatovy pufr pH 8, F — fosfatovy
pufr pH 9

50



9000 10000
8000 { A LOD [pM] LOQ [uM] %0001 B LOD [uM] LOQ [uM]
— 7000 0.8 28 z iggg 1 0,5 1.8
6000 - )
2 5000 | 2 6000 4 y=8,5153x
2] § —7.7904x £ 5000 R*=0,9959
4000 3
3 R?=0,9981 Z 4000
z 3000 1 % 3000 .
2000 2000 4
1000 1000
0 ‘ . ‘ . ‘ 0 . ‘ ‘ ; ;
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentrace Cd [uM Koncentrace Cd [uM
12000 14000
wooo | € LOD[IM] LOQ [uM] __ 12000 1 D  LOD[uM] LOQ [uM] i
E 5000 | 0,1 03 ¢ E 10000 1 0,3 1,0
=] =
£ 6000 - ¥ y=10,188x Z 8000
= =3
= R2=0,9443 = 6000 1 y=11,075x
g, 4000 1 . £ 4000 x Re=0.9728
ES =
2000 . 2000 - «
.
0 ; . ; . ; 0 ; ‘ ‘ ‘ .
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentrace Cd [pM Koncentrace Cd [pM
9000
8000 1 §  LOD[pM] LOQ [uM] 3
— 7000 1 0,3 1,1
£ 6000 |
Z 1 3
£ 3000 y =8.3727x
4000 - _
s s R*=0,9482
5 3000 -
= 2000
1000
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200

Koncentrace Cd [uM

Obrazek 29: Kalibrac¢ni kifivky mnoZstvi kadmia stanovené pomoci DPV: A - v acetatovém pufru, B - v

citratovém pufru, C - v kyselém roztoku, D - ve fosfatovém pufru, E - v neutralnim roztoku

Pro hodnoceni vysledkli z DPV byly zméfeny desetibodové kalibracni kiivky kadmia
Vv riiznych prostiedich. Z hodnot kalibracnich kiivek byl vypocitan limit detekce (LOD) a limit
kvantifikace (LOQ) dané metody. Limit detekce nam fikd, nejniz$i moznou mez, kdy lze
stanovovanou latku v roztoku prokazat. Limit kvantifikace urcuje, jaké mnoZstvi dané latky

4

v roztoku lze s definovanou pfesnosti stanovit. Nejnizsi limit detekce byl vypocitan u kyselého

roztoku a nejvyssi limit detekce byl zjiStén u acetatového pufru. Nejcitlivéjsi stanoveni bylo

V citratovém pufru, naopak nejméné citlivé v kyselém roztoku.

10.2 Studium stability QDs v kyselém prosti‘edi

Tento experimentalni blok je rozdélen na ¢ast kratkodobou (0, 15, 30, 60, 90 120 minut)
a dlouhodobou. Pro porovnani vysledkt v dlouhodobé ¢asti byl zvolen prvni, sedmy a ¢trnacty
den. Konkrétné pro stanoveni koncentrace kadmia pomoci DPV pokracuji vysledky az do 25
dne. Vysledky z DPV jsou uvedeny v relativnich koncentracich — procentualné, kde za hodnotu
100% je zvolena velikost koncentrace kadmia v ¢ase 0.
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10.2.1 Kratkodoba interakce
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Obrazek 30: Studium stability QDs v kyselém prostiedi v zavislosti na ¢ase, kratkodoba interakce: A -
MSA-CdTe, B - MPA-CdTe

Obrazek 30 popisuje chovani te¢ek MSA-CdTe a MPA-CdTe v acetatovém a citratovém
pufru a v kyselém roztoku o pH 4,6. Obrazek 30al popisuje procentualni zménu velikosti
koncentrace kadmia MSA-CdTe tecek. Z obrazku 30al vyplyva, ze v prvnich dvou hodinach
experimentu doslo k nejvys$simu piirastku u téchto tecek v acetaitovém pufru, kde doslo
k navySeni koncentrace kadmia o vice jak 100 %. V ostatnich roztocich tecky nevykazuji
pfiliSnou zmén, v kyselém roztoku o 30 % a v citradtovém pufru nastala 10 % zmeéna.
Obrazek 30a2 popisuje tutéz cCasovou fadu za pomoci méfeni fluorescence. Z hodnot
fluorescence vyplyva, ze u teCek v kyselych prostfedich doSlo jiz pfi prvnim méfenim
k vyraznému poklesu fluorescence oproti teckam samotnym, tento pokles byl o vice nez 85 %,
viz Obr. 23. Z ngj plyne, ze tecky modifikované MSA na zacatku experimentu nejvice svitily
V pufru acetatovém, kde nastal v rozmezi dvou hodin také nejvyssi pokles jejich fluorescence.
Na Obrazku 30a3 lze vidét vysledky méteni zeta potencidlu. Zde vidime, ze nedoslo k zddnym
vyraznym zméndm a zeta potencial vétSinou stagnuje na stejnych hodnotach. Z grafu lze dale
vyCist, Ze nejveétsi stabilitu MSA-CdTe vykazuji v prostiedi specialniho kyselého roztoku.
V sektoru B obrazku 30 je naproti tomu porovnani te¢ek modifikovanych MPA. Na obrazku
30b1, popisujicim pfirastky koncentraci kadmia, nevidime Vv kratkodobém experimentu piilis
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vyrazné zmény, u citratového pufru okolo 30 %, v kyselém roztoku zména &ini 16 %
a v acetatovém pufu nastala zména 3 %. Na obrazku 30b2 popisujicim fluorescenci tecek lze
vycCist podobny trend jako u tecek MSA, tedy ze teCky nejvice sviti v acetditovém pufru.
V tomto ptipadé¢ ovSem dojde ke zméné velikosti fluorescence v krat§Sim casovém okamziku.
Obrazek 30b3 nam zobrazuje velikosti zeta potencidlu, kde vidime nejvyraznéjsi zménu ve
specidlnim kyselém prostfedi. Zde dojde jiz béhem prvni hodiny k pfekmitu ze zapornych
hodnot potencidlu k hodnotam kladnym.
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Obrazek 31: Studium stability QDs v kyselém prosti‘edi v zavislosti na ¢ase, kratkodoba interakce: A -
GSH-CdTe, B - CdTe/ZnSe

Obrazek 31 je opét rozdélen na dvé casti: ¢ast A, GSH-CdTe kvantové teCky, cast B,
CdTe/ZnSe kvantové tecky. Z vysledki DPV (Obr. 31al) je vidét, ze v citratu a v kyselém
roztoku doslo k nértstu koncentrace kadmia oproti poc¢atku o 50 %. U tecek CdTe/ZnSe doslo
k nejvyssimu nartstu v citratovém pufru (Obr. 31b1). Fluorescence GSH modifikovanych tecek
béhem prvnich dvou hodin spiSe stagnuje na stejnych hodnotéch, pficemz tento typ tecek
nejvice svitil v kyselém roztoku (Obr. 31a2). Podobné vysledky ukazuje fluorescence
i u CdTe/ZnSe, ovsem rozdilem je, ze tyto tecky nejvice sviti v pufru acetatovém (Obr. 31b2).
Hodnoty zeta potencidlu GSH-CdTe se nejvice zménily v citraitovém pufru, a to béhem prvni
hodiny pfi nardstu z -15 mV na hodnotu -5 mV. V ostatnich dvou prostiedich méla velikost zeta
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potencialu spise opaény trend, tedy doslo k jejimu mirnému poklesu (Obr. 31a3). V acetatovém
a citratovém pufru u CdTe/ZnSe dochazi v kratkodobé casti viceméné ke stagnaci zeta
potencidlu. Nejvyraznéjsi zména nastala u teCek ponotfenych do specialniho kyselého roztoku,
kde doslo k poklesu potencidlu o vice nez 10 mV béhem prvni hodiny. Ve druhé hodiné

experimentu v tomto prostiedi pozorujeme pomalou zménu ke kladnym hodnotam (Obr. 31b3).

10.2.2 Dlouhodoba ¢ast
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Obrazek 32: Studium stability QDs v kyselém prosti‘edi v zavislosti na ¢ase, dlouhodoba interakce: A -
MSA-CdTe, B - MPA-CdTe obé vysledky

Obrazky 32 a 33 popisuji ¢asovy vyvoj jednotlivych méfenych parametri v kyselych
prostiedich v dlouhodobé casti experimentu. Opét, jako v piipadé kratkodobé Casti, jsou oba
obrazky rozdéleny na dvé Casti, A aB. Na obrazku 32 jsou popsany vysledky u tecek
modifikovanych MSA a MPA. V névaznosti na kratkodobou ¢ast vidime, ze nejvyssich hodnot
procentualnich zmén koncentrace kadmia dosahovaly MSA-CdTe teCky v acetatovém pufru,
piicemz ve ¢trnactém dni se priblizily k hodnoté 400 % oproti pocatku experimentu. Vysledky
Vv citratovém pufru a v kyselém prostfedi stagnuji na hodnotach kolem 150 % (Obr. 32al).
U MPA modifikovanych tecek doslo po 14 dnech v kyselém roztoku k vétSimu pfirtstku
koncentrace kadmia, a to 0 84 %, v pufru acetatovém dochazi ke zméné okolo 3 % (Obr. 32b2).
Z graft fluorescence nam u obou typu tecek vyplyva, ze k vyraznému poklesu jiz nedochézi.
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Oba typy tecek vykazuji nejvyssi fluorescenci na konci experimentu v acetitovém pufru
(Obr. 32a2, 32b2). Nejveétsi zmeény zeta potencialu jsou u te¢ek MSA v kyselém a acetatovém
pufru (Obr. 32a3). Z neznamych duvodl se nepodafilo naméfit relevantni vysledky u MSA
teCek v citratovém pufru. Vysledky zeta potencialu u teéek modifikovanych MPA ukazuji

na podobny trend v acetatovém pufru a kyselém prostfedi, zatimco v citraitovém pufru zeta
potencial mirn¢ klesa (Obr. 32b3).
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Obrazek 33: Studium stability QDs v kyselém prosti‘edi v zavislosti na ¢ase, dlouhodoba interakce: A -
GSH-CdTe, B — CdTe/ZnSe

Obrazek 33 popisuje tecky GSH-CdTe a CdTe/ZnSe. Na vysledcich DPV je vidét mirny
narist hodnot koncentrace kadmia ve vSech pouzitych prostiedich. U tecek GSH-CdTe dosahuji
nevyssich hodnot zmén koncentrace vysledky v kyselém prostiedi (Obr. 33al) a u tecek typu
CdTe/ZnSe zase vysledky v citratovém pufru (Obr. 33bl). Velikosti fluorescence se drzi
Vv nizkych hodnotach, ale dochazi i ve ¢trnactém dni k jejich poklestiim. Nejvétsi pokles nastal
U GSH-CdTe tecek v citratovém pufru a to o hodnotu 83 % oproti prvnimu dni. Nejvyraznéjsi
pokles u te¢ek CdTe/ZnSe nastal v pufru fosfatovém (Obr. 33a2, 33b2). Zeta potencial GSH
modifikovanych tecek v kyselém prostiedi a acetatu ma velmi podobny trend jako v piipadé
tecek modifikovanych MPA, s tim rozdilem, Ze u GSH-CdTe nejvysSich hodnot zeta potencidlu

dosahovaly tyto teCky v acetatovém pufru. Tento pulkruhovy trend vykazovaly i CdTe/ZnSe
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V kyselém roztoku a acetatovém pufru. NejvysSich hodnot zeta potencialu tento typ tecek
dosahl v pufru acetatovém (Obr. 33a3, 33b3).

10.3 Studium stability QDs v neutrdalnim prostiedi

Design experimentu byl ve tfetim bloku stejny jako ve druhé casti, s tim rozdilem, ze
probihal v neutrdlnim prostiedi (fosfatovy pufr pH 7,6 a neutralni roztok).

10.3.1 Kratkodoba ¢ast
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Obrazek 34: Studium stability QDs v neutralnim prostifedi v zavislosti na ¢ase, kratkodoba interakce: A -
MSA-CdTe, B - MPA-CdTe

Vysledky z DPV u MSA modifikovanych te¢ek ukazuji, ze béhem prvnich dvou hodin
experimentu doslo k malym zménam v riistu koncentrace kadmia v neutrdlnim prostiedi,
V neutralnim roztoku tato zmeéna byla 0 9 % a ve fosfatovém pufru o 14 % (Obr. 34al). Naopak
u MPA modifikovanych tecek doslo shodné u obou prostredi k naristu koncentrace kadmia
0100 % (Obr. 34b1). Fluorescence obou typu tecek v neutralnim prostfedi dokazuje, ze oba
typy tecek vice sviti ve specidlnim neutralnim roztoku, pficemz u teCek MSA-CdTe dochazi

vtomto roztoku béhem prvnich dvou hodin Kk velkému poklesu fluorescence, zatimco
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ve fosfatovém pufru je pokles pomaly (Obr. 34a2). K pomalému poklesu fluorescence dochazi
v obou typech neutralniho prostiedi u MPA-CdTe (Obr. 34b2). Na vysledcich velikosti zeta
potencialt jsou vidét velké zmény u obou typi te¢ek a obou prostiedi. U te¢ek MSA-CdTe
vychazi zeta potencial z prakticky totozného bodu, dale se vSak ¢asova fada rozchazi opacnymi
sméry (Obr. 34a3). Zatimco u tecek MPA-CdTe je u obou prostiedi podobny trend, i kdyz
V neutralnim roztoku s pomalej$im nabéhem (Obr. 34b3).
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Obrazek 35: Studium stability QDs v neutralnim prostfedi v zavislosti na ¢ase, kratkodoba interakce: A -
GSH-CdTe, B - CdTe/ZnSe

Na obrazku 35al a 35bl popisujicich procentualni prtirdstek koncentrace kadmia lze
vycCist podobny prubeh nartistu koncentrace u obou typi prostiedi a teCek. AvSak u tecek typu
GSH-CdTe je tento narlst rapidnéjsi ve fosfatovém pufru, zatimco u te¢ek CdTe/ZnSe je tomu
naopak Vv neutralnim roztoku. U obou typu tecek (Obr. 35a2, 35b2) vidime, Ze fluorescence
dosahuje vysSich hodnot v neutrdlnim roztoku ascasem klesd, oproti prvnim méfenym
hodnotam doslo k poklesu GSH-CdTe o 60 % a u CdTe/ZnSe 0 40 %. Fluorescence klesa
i ve fosfatovém pufru, a to u GSH-CdTe na hodnotu 45 % oproti prvni méfené hodnoté v pufru.
Ve fosfatovém pufru nastal pokles fluorescence u kvantovych te¢ek CdTe/ZnSe o 50 % oproti
prvnimu méfeni ve fosfatu. Na obrazcich 35a3 a 35b3 je zobrazena velikost zeta potencidlu.
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Hodnoty zeta potenciald GSH-CdTe ve fosfatovém pufru postupné rostou z hodnoty -11,9 mV
na hodnotu -6,5mV. V neutrdlnim roztoku lze vidét opacny proces, kdy se hodnota zeta
potencialu snizila o0 3 mV. U CdTe/ZnSe je situace velmi obdobna. Ve fosfatovém pufru doslo

K ristu o 2 mV, kdezto v neutralnim roztoku se hodnota o dvé desetiny mV snizila.

10.3.2 Dlouhodoba ¢ast
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Obrazek 36: Studium stability QDs v neutralnim prostiedi v zavislosti na ¢ase, dlouhodoba interakce: A -
MSA-CdTe, B - MPA-CdTe

Obrazek 36 popisuje vysledky dlouhodobého experimentu pro kvantové tecky
modifikované MSA a MPA. Z grafti pro DPV vidime, Ze nariist mezi prvnim a ¢trnactym dnem
byl u obou typa teCek nejvyssi ve fosfatovém pufru (Obr. 36al, 36bl). Fluorescence
V neutralnim roztoku béhem ¢trnacti dnt klesala u teCek MSA-CdTe a MPA-CdTe, a oproti
prvnimu dni doslo k poklesu u MSA-CdTe o 37 % a u teéek modifikovanych MPA o 47 %.
Fluorescence MPA-CdTe ve fosfatovém pufru poklesla oproti prvnimu dni o 55 % (Obr. 36b2).
U MSA-CdTe se fluorescence ve fosfatu stabiln¢ drzela kolem hodnoty 1000 a. u. (Obr. 36a2).
Vysledky zeta potenciali MSA-CdTe vykazuji do sedmého dne narist smérem ke kladnym
hodnotam, avSak od sedmého dne opét klesaji nebo stagnuji (Obr. 36a3). Zeta potencial
u MPA-CdTe ma ve fosfatovém pufru opacny trend oproti neutrdlnimu roztoku, kde nejprve
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nastava pokles k zapornéj§im hodnotam a poté vzrist smérem k hodnotdm kladnym. Ve fostatu
je tomu naopak, ovsem s pomalej$im nabéhem (Obr. 36b3).
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Obrazek 37: Studium stability QDs v neutralnim prostiedi v zavislosti na ¢ase, dlouhodob4 interakce: A —
GSH-CdTe, B — CdTe/ZnSe

Posledni vysledkovy obrazek popisuje vysledky v dlouhodobém casovém experimentu
u kvantovych te¢ek GSH-CdTe a CdTe/ZnSe v neutralnim prostiedi o pH 7,6. Obrazky 37al
a 37bl popisuji chovani tecek (uvolnovani kadmia) pomoci DPV. Na obrazku 37al lze vidét
rist koncentrace kadmia ve fosfatovém pufru, a to o 114 % oproti prvnimu dnu, zatimco
V neutralnim roztoku spatiujeme spiSe stagnaci. Na obrazku 37b1 vidime, Ze nartist koncentrace
kadmia u tecek CdTe/ZnSe probihal v obou prostiedich az do ¢trnactého dne. V neutralnim
roztoku byl tento nartist o 83 % a ve fosfatovém pufru o 67 % oproti prvnimu dni. Na grafech
fluorescence je opét patrny pokles v neutralnim roztoku pro oba typy tecek. Fluorescence GSH-
CdTe poklesla oproti prvnimu dnu o 30 % a hodnota fluorescence CdTe/ZnSe poklesla o 45 %.
Ve fosfatovém pufru je také vidét pokles u GSH-CdTe, a to 0 25 %. Fluorescence CdTe/ZnSe
ve fosfatovém pufru opét stagnuje kolem jedné hodnoty stejné jako v ptipadé MSA-CdTe
(Obr. 37a2, 37b2). Zeta potencial GSH-CdTe ve fosfatu ma velmi pozvolny trend smérem

k zapornym hodnotam, v neutralnim roztoku je trend opacného sméru (Obr. 37a3). Méfeni
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velikosti zeta potenciali u teCek CdTe/ZnSe ukazuje Vv obou prostfedich narist smérem
ke kladnym hodnotam (Obr. 37b3).
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11 DISKUZE

Kvantové tecky maji velky potencidl ve vyuziti v biomedicinském a klinickém
zobrazovani. S aplikacemi QDs in vivo ale vzristaji obavy z jejich toxicity. V posledni dob¢ je
Casto diskutovana otazka jejich toxicity, zejména v souvislosti s obsahem tézkych kovu (Cd, Te,
Se). Toxicita QDs je ovlivnéna (zmirnéna) predevS§im typem modifikace jejich povrchu.
V dosavadnich studiich in vivo bylo zkoumano, kde se ionty tézkych kovl z jadra QDs nejvice
akumuluji. Zjistilo se, ze ionty kadmia se hromadi hlavné v jatrech, kde poskozuji hepatocyty
a také v ledvinach. Ionty telluru se zase nejvice hromadi ve slezin€ [27, 45-51].

Na degradaci QDs putsobi vice vnéjSich vlivl, napf. teplota, elektromagnetické zafeni,
a hlavné okolni prostfedi (chemické slozeni, pH). Stejné tak ale jejich degrada¢ni vlastnosti
ovliviiuje samotna jejich struktura. Tecky, které¢ byly modifikovany pomoci MPA a MSA by si
mély byt zhlediska vlastnosti, struktury a velikosti dosti blizké. Tecky typu core/shell
CdTe/ZnSe a CdTe tecky modifikovany GSH by kvili své odlisné strukture mély dosahovat
veétsich velikosti. Tyto dva typy QDs se od sebe 1isi z hlediska chemické struktury a také se
samoziejmé budou lisit od tec¢ek modifikovanych MPA a MSA [27, 45, 51-53].

V mé praci jsem se zaméfila na degradaci metalového jadra QDs u rizn€ modifikovanych
kvantovych tecek a core/shell kvantovych te¢ek v neutralnich a kyselych prostiedich. Pokus byl
uskute¢nén na svétle pifi laboratorni teplot¢ 25 °C, pH 4,6 a 7,6 vruznych prostiedich.
Fyzikéln¢ chemické vlastnosti ve vodée rozpustnych kvantovych teek zavisi na jejich velikosti
a povrchové tpravé [45-47, 54]. Mensi QDs prostupuji do bunék snadnéji a vice se v nich
hromadi, coz vede k vétsi cytotoxicité [45-47, 54]. Pripravované core/shell QDs jsou vétsi nez
QDs modifikované monomolekulovou vrstvou (MSA-CdTe, MPA-CdTe). VSeobecné se
predpoklada, Ze mensi QDs maji zadpornéjsi zeta potencial a jsou stabilnéjsi, ale naptiklad ze
studie Wanga a kol. vyplynulo, Ze QDs modifikované MSA vykazovaly pii vétSich velikostech
lepsi stabilitu [45]. Tato studie sledovala pfedev§im fotochemickou stabilitu QDs
modifikovanych MSA o dvou riznych velikostech (mensi — fluoreskovaly zelené a vétsi
cerven¢). Fotochemicka stabilita byla sledovana kvili potencidlnimu vyuZiti kvantovych tecek
jako in vitro a in vivo detekénich sond a to v pufrech o riznych pH. Z vysledkl fluorescence
plyne, ze MSA QDs jsou stabilni v oblasti 0 pH 6-9 (pomaly pokles fluorescence), ovsem
pokud byly vloZeny do pufru o pH 5 a mens$im, intenzita fluorescence velmi rychle klesla v ¢ase
[45]. Také bylo zjisténo, ze intenzita fluorescence klesala rychleji u zelenych, tedy mensich,
MSA QDs nez u Cervenych, vétsich MSA QDs. Tudiz se mensi kvantové tecky projevily jako
mén¢ stabilni [45]. Dalsi experiment na fotostabilitu QDs v pufrech, které byly rtzné
koncentrované, provedl Zhang a kol. [55]. Ten prokazal, ze pufry, které maji vyssi koncentraci,

zhasi fluorescenci QDs rychleji nez pufry o nizsich koncentracich [55]. I dalsi studie dokazuji,
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ze velikost fluorescence je zavisla na hodnotach pH, pficemz fluorescence roste se vzrustajicim
pH [54].

11.1 Vliv modifikace QDs na jejich degradaci

V naSem experimentu byly CdTe QDs modifikované pomoci MSA a to u zelenych
kvantovych tecek. 1 dalsi dva typy ptipravenych QDs svitily zelenou barvou, ty byly
modifikovany MPA a GSH. Na grafech v minulé kapitole bylo vidét, jak rychle klesala
intenzita fluorescence u raznych typt kvantovych tecek v rznych pufrech o pH 4,6 a 7,6.
V kyselém pH byl pokles intenzity fluorescence mnohem rychlejsi nez v pH neutralnim, coz Ize
vidét z vysledkil experimentti v kyselém prostedi, v neutralnim prostfedi (Obr. 32-33 a 36-37)
a také z vysledk méteni fluorescence ve fosfatovém pufru s riznymi hodnotami pH (Obr. 29),
coz potvrzuji studie [45, 54]. Z vysledki méfeni (DPV, fluorescence, zeta potencial)
kvantovych tecek ve fosfatovém pufru o riiznych pH lze dojit k zavéru, Ze nejmén¢ stabilni ze
vSech tii typd modifikovanych kvantovych tecek jsou tecky CdTe modifikované GSH. Tyto
teCky vykazuji ve vSech méfenych pH nejmensi stabilitu. Naopak nejvice stabilni, z pohledu
modifikace, z pokusu vysly teCky MPA. Z vysledki DPV vyplyva, ze kvantové te¢ky MPA-
CdTe jsou nejstabilngjsi ve fosfitovém pufru o pH 9, MSA-CdTe ve fosfatovém pufru pfti
hodnoté pH 8, GSH-CdTe také pii hodnoté¢ pH 8 a CdTe/ZnSe pii hodnoté pH 7. V tabulce
Cislo jedna jsou uvedeny hodnoty pH pro jednotlivé kvantové tecky. Z toho lze usuzovat, ze ve
fosfatovém pufru nejsou QDs nejstabilnéjsi pti hodnotach pH blizkych svym vlastnim. Pokud
stejné porovnani provedeme pomoci hodnot ziskanych zeta potencialli, dojdeme k naprosto

totoznym vysledkiim jako v ptipadé DPV.

Pro lepsi posouzeni vysledk z DPV, byly vysledné hodnoty pfepocteny na procentudlni
ptiristky koncentrace kadmia v obdobi 14 dnti, kde se jako vychozi bod zvolila hodnota
mnozstvi koncentrace kadmia z prvniho meéfeni, tedy v Case nula® Tecky, které v daném
prostiedi uvolnily nejvice kadmia, byly povazovany za nejméné stabilni a naopak. Na obrazku
38 lze vidét procentudlni narist koncentrace kadmia, u jednotlivych tecek ve zkoumanych
prostiedich, mezi ¢asem 0 a Ctrnactym dnem experimentu. Potadi stability jednotlivych QDs

v danych pufrech je nésledujici:

1 X : ¥ ’ s vy s r « S ~ S
Cas nula je oznaceni pro zacatek méteni, ne pro zaneseni tecek do pufru. Je zde nutno pfipomenout, ze pii DPV
samotné probublavani méteného roztoku v cele pomoci argonu bylo nastaveno na ¢as 240 sekund.
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Acetatovy pufr MPA > CdTe/ZnSe > GSH >> MSA

Citratovy pufr MSA > GSH > MPA > CdTe/ZnSe
Kysely roztok CdTe/ZnSe > MSA > MPA > GSH
Fosfatovy pufr MSA > CdTe/ZnSe > MPA > GSH
Neutralni roztok MSA > GSH > MPA > CdTe/ZnSe

Tyto tady stability jednotlivych QDs ukazuji, Ze porovnani stability, zalozené na ptirtstku
koncentrace kadmia v obdobi 14 dna stanovené pomoci DPV, neni porovnatelné v ramci
srovnani mezi riznymi prostiedimi. Zda se, ze na vyslednou stanovenou koncentraci kadmia
ma vliv nejen pH, ale i1 slozeni pufru/roztoku, které pravdépodobné ovlivituje uvolnovani

kademnatych iontil z jadra QDs.
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Obrazek 38: Zavislost relativni koncentrace kadmia (vztaZeno k za¢atku experimentu) v riiznych
prostiedich na dobé interakce (14 dni); A - MSA-CdTe, B - MPA-CdTe, C - GSH-CdTe, D - CdTe/ZnSe

Pro porovnani jsou na nasledujicim obrazku zobrazena data zavislosti relativni
koncentrace kadmia po dvou hodinach interakce. Kdy vidime, Zze nejvyssi pfiristek koncentrace

kadmia u MSA-CdTe kvantovych tecek je v pufru acetatovém, nevyssi prirtstek ve fosfatovém
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pufru maji MPA-CdTe a GSH-CdTe maji nejvyssi prirastek v kyselém roztoku. V neutralnim
roztoku se jako nejhorsi modifikant pro kratkodobé studie jevi MPA a pro kysely roztok je
nejhorSim modifikantem GSH. V neutrdlnim roztoku a kyselém roztoku vychazi nejlepSim
typem pro kratkodobé studie pomoci DPV modifikant MSA.
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Obrazek 39: Zavislost relativni koncentrace kadmia (vztaZeno k zac¢atku experimentu) v riznych
prostiedich na dobé interakce (dvé hodiny); A - MSA-CdTe, B - MPA-CdTe, C - GSH-CdTe, D -
CdTe/ZnSe

Rady stability jednotlivych QDs v riiznych prostiedich ukazuji porovnani stability
fluorescence, zalozené na zméné velikosti fluorescence v obdobi 14 dnu oproti pivodnim
teCkam, métenych bez pufr.

Acetatovy pufr GSH > MPA > MSA > CdTe/ZnSe
Citratovy pufr MPA > CdTe/ZnSe > MSA > GSH
Kysely roztok GSH > MPA > MSA > CdTe/ZnSe
Fosfatovy pufr GSH > MPA > MSA > CdTe/ZnSe
Neutralni roztok MPA > GSH > CdTe/ZnSe > MSA
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V neutralnim pH vykazuji QDs mnohem vys§i miru fluorescence a tedy i vyssi stabilitu,

coz opét shodné souhlasi s vysledky experimentu Wanga a kol. [45]. Nejvyssi hodnoty

fluorescenci se shodné objevuji u vSech QDs v neutralnim roztoku. Z teorie vime, ze vliv

na fluorescenci ma nejenom samotné pH roztoku, ale i jeho chemické slozeni [39, 55, 56].

Po ¢trnactém dnu experimentu nejvyssi fluorescenci vykazovaly tecky MPA-CdTe a to pravé

V neutrdlnim roztoku. Tyto teCky samotné mély ze vSech ostatnich modifikovanych typti druhé

nejvyssi hodnoty fluorescence, po MSA-CdTe. Z méfeni fluorescence v neutrdlnim roztoku

byly jako nejvice fotostabilni uréeny MPA-CdTe. Obrazek ¢islo 40 popisuje procentualni

, » . . ’ v o2
ubytek fluorescence v Case oproti fluorescenci samotnych tecek bez pufra”.
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Obrazek 40: Zavislost relativni fluorescence QDs (vztaZzeno k piivodnim te¢kam bez pufru) v riiznych

Cas [dny]

—4—Acetitovy pufr

15 0 5 . 10
Cas [dny]

- Citritovy pufr —A—Kysely roztok ——Fosfitovy pufr —+— Neutrilniroztok

prostiedich na dobé interakce (14 dni); A - MSA-CdTe, B - MPA-CdTe, C - GSH-CdTe, D - CdTe/ZnSe

Nasledujici obrazek ukazuje miru poklesu intenzity fluorescence u ptipravenych tecek

v experimentalnich prostfedich béhem 14 dnt experimentu. Tecky byly vzdy vlozeny do puftru,

2 v - s . ¥ rx ¥ . ~ r v o
Opét zde bylo méfeni omezeno limity instrumentace, ¢as nula neni ¢asem piesného vlozeni tecek do pufri.
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kde byla zméiena jejich fluorescence®. Pro nazornost jsou do grafii vneseny 1 intenzity

fluorescence samotnych QDs (bez ptidavku pufrd).
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Obrazek 41: Zavislost fluorescence v riznych prostiedich na dobé interakce (14 dni); A - MSA-CdTe, B -
MPA-CdTe, C - GSH-CdTe, D - CdTe/ZnSe

Naésledujici obrazek popisuje zavislost ubytku fluorescence na ¢ase po dobu sledovani 14
dni. Pokud porovname obrazek 40, 41 a 42, dojdeme k zavéru, Ze v kyselych prostiedich
dochazelo k velmi malé zméné fluorescence, nebot’ prvni méteni v pufrech vykazovalo nizké
hodnoty. Naopak pii prvnim méfeni v neutrdlnich prosttedich vykazovaly QDs mnohem vyssi
hodnoty fluorescence oproti hodnotam v prostiedich kyselych. Proto v neutralnim roztoku a ve
fosfatovém pufru doslo ve ¢trnactém dnu k mnohem véEtsi procentudlni zmeéné oproti teckam

meéfenym v Case nula.

3 : ~ r ¥ 4 vy r v ;X o s ¥ : o .
Mezi vlozenim tecek do pufru a zacatkem méfeni uplynul néjaky Cas a to z dtivodu limit nasich instrumentt, které
nam nedovolily zméfit prvni ¢as dfive. Tedy méfeny ¢as 0 neni pfesnym casem vlozeni QDs do pufru.
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Obrazek 42: Zavislost relativni fluorescence (vztaZzeno k prvnimu méfeni v pufrech) v riznych prostiedich
na dobé interakce (14 dni); A - MSA-CdTe, B - MPA-CdTe, C - GSH-CdTe, D - CdTe/ZnSe

Acetatovy pufr GSH >> CdTe/ZnSe > MPA > MSA
Citratovy pufr CdTe/ZnSe > MPA > MSA >> GSH
Kysely roztok MPA > MSA > CdTe/ZnSe > GSH
Fosfatovy pufr GSH > MPA > CdTe/ZnSe > MSA
Neutralni roztok MPA > GSH > CdTe/ZnSe > MSA

Predchozi fady stability urcuji stabilitu fluorescence QDs v rlznych prostfedich, jsou
zalozeny na relativni zmén¢ velikosti fluorescence za 14 dnii oproti prvnimu méfeni QDs
v pufrech.

Z hlediska dlouhodobé fotostability v kyselém roztoku (a celkové i v kyselém prostiedi)
byl z naméfenych dat urcen jako nejlepsi modifikant typu MPA. Stejné vysledky plati i pro
neutralni roztok.

67



Nasledujici obrazek popisuje procentualni pokles fluorescence kvantovych tecek oproti
prvnimu méfeni tecek v pufru, pokles je zobrazen za dobu dvou hodin. Tedy méfeni v ndmi
ozna¢eném case nula je brano jako hodnota 100 %. Z grafti vidime, Zze pokles fluorescence
V kyselych prostfedich je mensi nez pokles fluorescence v prostfedich neutrdlnich. Ovsem
pokud si jesté jednou propojime data z obrazku 40 a 41, je zfejmé, Ze samotnd fluorescence
kvantovych te¢ek v prostiedich o pH 4,6 je miziva a osciluje kolem hodnot v ¢ase nula. Tudiz
pokles fluorescence v kyselych prostiedich nastal ihned v prvnim méteni. Naopak v prostiedich
o pH 7,6 kvantové teCky vykazuji jistou fotostabilitu, a proto pokles fluorescence v téchto

pufrech je vétsi nez v pufrech kyselych. Z tohoto ditvodu Ize porovnavat fluorescenci jen mezi
teCkami v jednotlivych pufrech.
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Obrazek 43: Zavislost relativni fluorescence (vztaZeno k prvnimu méieni v pufrech) v riznych prostiedich
na dobé interakce (dvé hodiny); A - MSA-CdTe, B - MPA-CdTe, C - GSH-CdTe, D - CdTe/ZnSe

Pokud vyjdeme z dat kratkodobé studie, tak jako nejlépe vhodny modifikant pro neutralni
roztok, jehoz relativni fluorescence byla nejvyssi, byl zvolen MPA, coz se shoduje s vysledky
ze studie dlouhodobé. Pro sledovani kratkodobych zmén fluorescence v kyselych prostiedich se
jevi nejvice fotostabilnim modifikantem typ GSH. Tedy v kyselém prosttedi vysledky ze studie
kratkodobé se neshoduji s vysledky studie dlouhodobé, kde byl nejlepsim modifikantem MPA.
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Pro méfeni zeta potencidlu je vzdy nutné znat pH roztoku, kterém se potencial méfi.
Kysela prostredi byla pfipravena o pH 4,6 a prostfedi neutrdlni o pH 7,6. Pavodni pH
kvantovych te¢ek se pohybovalo v rozmezi 6,1 az 6,7. Kvantové tecky a pufry byly pied
méfenim smichany v poméru 1:10, takze pufry si udrzely svoje pH. Po vlozeni teCek do pufrii
byla zméfena jejich hodnota zeta potenciali, ale i v tomto ptipad¢ ¢as nula neodpovida presné
Casu vlozeni do pufru, jelikoz hleddni optimalniho mista méfeni a nastaveni teploty pied
samotnym zméfenim potenciadlu zabralo minimdlné ¢as dvou minut. Pokud si srovndme zeta
potencial pavodnich hodnot a prvnich hodnot méfenych v pufrech, vychéazi pro vSechny typy
teCek nejvetsi zmeéna zeta potencialu v acetditovém pufru. A po spocteni procentualni zmény
vychazi jako nejméné stabilni v prvnim méfeni tecky MSA-CdTe. Coz souhlasi s daty

ziskanymi méfenim DPV.

Pokud se podivame na vSechna data experimentu, zajimavy trend maji MPA-CdTe
V kyselém roztoku (Obr. 30b3), kde béhem prvnich hodin hodnota jejich zeta potencialu
prekmitla ze zapornych do kladnych hodnot. Ale v dalsich méfenych dnech opét vratila
k hodnotam zapornym. OvSem za nejméné stabilni modifikant z hlediska zeta potencialu lze
pokladat v kyselém a neutralnim roztoku MSA. Nestabilita MSA-CdTe v citratovém pufru byla
také velmi vyraznd, coz dokazuje, ze ve Ctrnactém dnu experimentu nebylo mozné zméfit

hodnotu jejich zeta potencialu.

Predmétem této kapitoly bylo zjistit typ nejlepSiho modifikantu pro kvantové tecky.
Na chovani rizné¢ modifikovanych kvantovych tecek se pohlizelo pomoci metod DPV,
fluorescence a méfeni zeta potencialu. Z vysledkl kratkodobych studii DPV vychazi nejlepsim
modifikantem pro kysely roztok typ MSA, ovSem z hlediska dlouhodobé stability vychazi 1épe
modifikant typu MPA. Pro neutralni prostfedi vychéazi jak u kratkodobé, tak u dlouhodobé
studie nejstabilnéj§im modifikantem MSA. Tyto vysledky jsou ale v rozporu ze ziskanych dat
zeta potencialll, kde modifikant typu MSA je nejméné stabilni. JelikoZ prozatim nebyly presné

uréeny vSechny chemické pochody v QDs nelze tento rozpor plné vysvétlit.

11.2 Vliv typu QDs na jejich degradaci

Ze studii cytotoxicity velmi Casto vyplyvd, ze modifikaci povrchu kvantovych tecek, ¢i
vytvofenim kvantovych tecek typu core/shell, se toxicita jadra pro okoli snizi, dokonce se tecky
typu core/shell uvadi jako stabilnéj$i nez tecky modifikované monomolekulovou vrstvou [27,
46, 53].

Z vysledkt méteni DPV bylo zjisténo, Ze teCky core/shell tedy CdTe/ZnSe, dosahovaly

v

po vypocteni procentudlnich piirastku koncentrace kadmia (Obr. 38), bylo zjisténo, Ze tento typ

v

tecek s Casem nejstabilngjsi nebyl. Stabilnéjsi jsou teCky modifikované MSA, a to v citratovém
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pufru i vkyselém roztoku. V pufru acetatovém byly za nejstabilnéjsi tecky vybrany MPA-
CdTe. Ani v neutralnim prostfedi data ziskana DPV nestanovila core/shell kvantové tecky jako
nejstabilngj$i. Pomoci namétenych a vyhodnocenych dat byly tecky CdTe/ZnSe v neutrdlnich
prostiedich uréeny jako tieti nejstabilnéjsi, a to po MSA-CdTe a GSH-CdTe.

Charakterizace QDs pomoci fluorescencni spektroskopie nam urcila, Ze samotné kvantové
teCky CdTe/ZnSe dosahuji nejvysSich absolutnich hodnot fluorescence ze vSech méfenych
teCek. V dlouhodobém experimentu dosahovaly teCky nejvyssi fluorescenci v neutralnim
roztoku, po ¢trnactém dnu experimentu nejvyssi fluorescenci vykazovaly v tomto roztoku tecky
CdTe/ZnSe (Obr. 41). Ovsem co se ty¢e procentualniho ubytku fluorescence oproti ptivodnim
teckdm a procentudlniho tbytku fluorescence oproti prvnimu zmétenému bodu v neutrdlnim
roztoku, tak tecky ZnSe vykazovaly druhou nevyssi fotostabilitu v tomto prostfedi. Ze vSech
nameétenych dat v riznych prostedich jsou vV primeéru za nejvice fotostabilni QDs ur¢eny MPA-
CdTe. Srovnanim vysledkt z kratkodobého experimentu bylo zjisténo, ze v neutralnim roztoku
nejvyssich hodnot fluorescence dosahly tecky CdTe/ZnSe, pricemz na konci dvouhodinového
méteni byla jejich hodnota fluorescence opét nejvyssi, oproti ostatnim QDs. Ve fosfatovém
pufru dosahly na konci dvouhodinového intervalu nejvyssich hodnot fluorescence opét tecky
CdTe/ZnSe. Z obrazku 41 jsou patrné stejné vysledky, jako nam ukazuji data z kratkodobého
experimentu, a to ze CdTe/ZnSe dosahly druhé nejvyssi stability v neutralnich prosttedich
(po MPA-CdTe). Na obrazku 41 je oznacena fluorescence tecek bez pufrii. Nejvyssich hodnot
dosahovaly tecky core/shell CdTe/ZnSe, dale MSA-CdTe, MPA-CdTe a hodnoty nejnizsi
fluorescence GSH-CdTe. Tyto hodnoty ptedstavuji 100 % pro ostatni piepocitané hodnoty
fluorescence tecek v pufrech. Z obrazku 40 lze zjistit, ze nejveétsi pokles oproti teckam
samotnym nastal u prvniho méteni v kyselém roztoku a to u CdTe/ZnSe, hodnota fluorescence
poklesla na 1,8 %. V neutralnim prostfedi nejmensi fluorescence pii prvnim meéteni dosahly
opét CdTe/ZnSe a to ve fosfatovém pufru. Nejmensi pokles fluorescence u prvniho meéteni
Vv kyselém prostiedi mély MPA-CdTe a v neutralnim roztoku také. OvSem musime brat v potaz,
ze CdTe/ZnSe samotné mély naopak fluorescenci ze vSech nejvyssi. Pokud si srovname
absolutni fluorescenci samotnych tecek, tak MPA-CdTe dosahovaly 4,2 krat niZSich hodnot
fluorescence oproti CdTe/ZnSe. Zavérem lze fici, ze core/shell kvantové tecky dosahuji

nejvyssich hodnot fluorescence a to i ptesto, ze jejich fotostabilita je mensi nez u MPA-CdTe.

Vysledky méfeni zeta potencidlli ukazuji, ze nejméné stabilni v neutrdlnim a kyselém
roztoku ze vSech ctyt typt QDs jsou tecky modifikované MSA. Naopak za nejstabilnéjsi Ize
Vv téchto roztocich, tedy v kyselém a neutrdlnim pokladat tecky modifikované GSH. Pokud
srovname modifikované kvantové tecky s core/shell, tak CdTe/ZnSe co se stability tyce, jsou
na druhém misté, tedy GSH-CdTe se jevi jako stabilngjsi.

Celkovym vysledkem porovnani stability core/shell kvantovych tecek a riazné

modifikovanych kvantovych tecek je, ze QDs typu core/shell maji vysokou stabilitu v Kyselych
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prostiedich, v neutralnich prostiedich je jejich stabilita mensi. Ze ziskanych dat 1ze ale tvrdit, ze
core/shell kvantové tecky se nedaji univerzalné kvantifikovat jako stabilnéj$i nez nékteré
modifikované QDs. V pokusu, ale bylo zjisténo, ze velkou vyhodou core/shell kvantovych
tecek je jejich vysoka fluorescence. V absolutnich hodnotach uvolnily core/shell QDs, oproti
modifikovanym QDs, béhem celého experimentu mensi mnozstvi iontd kadmia, i1 kdyz je jejich
kinetika uvolnovani kademnatych ionti oproti modifikovanym QDs rychlejsi. Z hlediska
celkové toxicity se tedy core/shell QDs jevi lepsi volbou nez modifikované QDs.
Pro jednozna¢né doporuceni, zda v aplikacich in vivo zvolit néjaky typ core/shell QDs ¢i rizné

modifikované QDs, budou muset probéhnout rozsahlejsi studie.

11.3 Degradacni procesy QDs a jejich sledovani

K popisu degrada¢nich procesi QDs méla primarné slouzit data ziskana z DPV. Data
naméfena ze zetasizeru a fluorescenéni spektroskopie slouzila k porovnani s daty ze DPV. Proto
byly spocitany hodnoty Pearsonova korela¢niho koeficientu pro porovnani dat z provedenych

méfeni.

Nejprve se podivejme na porovnani vysledki fluorescence a DPV v kratkodobé ¢asti.
Timto krokem bylo zjistovano, jak se vysledky obou méteni shoduji. Vysledky korelace jsou
zaporné, jelikoz hodnoty koncentrace kadmia, stanovené metodou DPV, stoupaji a hodnoty
fluorescence naopak klesaji. Vypoctené vysledky, které se blizi k hodnoté -1, znamenaji
nejsilngjsi korelaci mezi vysledky ziskanymi pomoci obou metod®. Pro zjidténi, zda jsou
vysledky statisticky vyznamné, byla zvolena metoda korela¢nich matic, vysledky korelaci jsou

vyznamné na hladiné p < 0,05.

*V tabulkéach jsou zelenou barvou vyznageny signifikantni hodnoty Pearsonova korela¢niho koeficientu.
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Tabulka 2: Srovnani Pearsonova korela¢niho Kkoeficientu pro

DPV a fluorescenci, kyselé prostredi,

kratkodobé vysledky
R Pearsonuv Citratovy Pearsonuv
ufru Y korela¢ni p U frVy korela¢ni p
P koeficient P koeficient
MPA-CdTe 0,3980 0,435 MPA-CdTe -0,3646 0,477
MSA-CdTe MSA-CdTe -0,3596 0,484
GSH-CdTe -0,5278 0,282 GSH-CdTe -0,6866 0,132
CdTe/ZnSe -0,6379 0,173 CdTe/ZnSe -0,2527 0,629
Kkvseld Pearsonuv
ysey korela¢ni p
roztok .
koeficient
MPA-CdTe
MSA-CdTe
GSH-CdTe
CdTe/ZnSe

Tabulka 3: Srovnani Pearsonova korela¢niho koeficientu pro DPV a fluorescenci, neutralni prostiedi,

kratkodobé vysledky
Pearsoniv Pearsonuv
fosfatovy korela¢ni 0 neutralni korela¢ni 0
pufr koeficient roztok koeficient
MPA-CdTe -0,4492 0,372 MPA-CdTe -0,6426 0,169
MSA-CdTe MSA-CdTe -0,3758 0,463
GSH-CdTe GSH-CdTe -0,7175
CdTe/ZnSe CdTe/ZnSe

Z vysledkli Pearsonova korela¢niho koeficientu pro kratkodoba data vyslo, Ze v zaporné
korelaci se vyskytuje celkem Sest signifikantnich vysledki z celkovych dvaceti, a to pro MSA-
CdTe v acetatovém pufru, MPA-CdTe a GSH-CdTe v kyselém roztoku, MSA-CdTe a GSH-
CdTe v pufru fosfatovém a CdTe/ZnSe v neutralnim roztoku.

Stejné bylo postupovano i v piipadé vysledki z DPV a zeta potencialu, opét byly
sestaveny tabulky vypocitanych Pearsonovych korelacnich koeficient, aby byla zjiSténa
korelace mezi daty. Jelikoz velikosti zeta potenciali nemély v daném casovém intervalu

jednoznacéné trendy, nejsou vysledky korelace tak shodné, jako v ptipad¢ fluorescence.
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Tabulka 4: Srovnani Pearsonova korela¢niho koeficientu pro DPV a zeta potencialu, kyselé prostiedi,

kratkodobé vysledky
o Pearsontiv L Pearsontiv
acetatovy ., citratovy L,
U korela¢ni p ufr korela¢ni p
> koeficient > koeficient
MPA-CdTe 0,3251 0,530 MPA-CdTe 0,2922 0,574
MSA-CdTe -0,6452 0,166 MSA-CdTe -0,0641 0,904
GSH-CdTe 0,1426 0,788 GSH-CdTe 0,8049 0,053
CdTe/ZnSe 0,0402 0,940 CdTe/ZnSe -0,0106 0,984
fvsel? Pearsontv
S korela¢ni p
roztok -
koeficient
MPA-CdTe
MSA-CdTe 0,6167 0,192

GSH-CdTe
CdTe/ZnSe

Tabulka 5: Srovnani Pearsonova korela¢niho koeficientu pro DPV a zeta potencialu, neutralni prostiedi,

kratkodobé vysledky
Pearsontv Pearsontv
fosfatovy korela¢ni 0 neutralni korela¢ni 0
pufr koeficient roztok koeficient
MPA-CdTe MPA-CdTe 0,4938 0,319
MSA-CdTe 0,6898 0,129 MSA-CdTe -0,1839 0,727
GSH-CdTe GSH-CdTe -0,6192 0,190
CdTe/ZnSe 0,4212 0,406 CdTe/ZnSe -0,1448 0,784

Nejlepsi korelace byla dosazena u MPA-CdTe v kyselém roztoku a fosfatovém pufru,
U GSH-CdTe ve fosfaitovém pufru a CdTe/ZnSe opét v kyselém roztoku, za statisticky
vyznamny se povazuje i vysledek GSH-CdTe v kyselém roztoku.

Pokud se podivame na porovnani korelaci mezi vSemi daty, vyjde ndm, Ze statisticky
signifikantnich vysledki dosahujeme pouze u srovnavanych dat u MPA-CdTe a GSH-CdTe
Vv kyselém roztoku a GSH-CdTe ve fosfatovém pufru. Z toho je patrné, Ze pouze u GSH-CdTe
je mozné fici, Zze mnozstvi uvolnéného kadmia koreluje s hodnotami fluorescence i zeta

potencialu, a to obecné jak v kyselém tak neutrdlnim prostredi.
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11.4 VyuZiti DPV pro predikci dlouhodobé stability QDs

Jak uz bylo uvedeno, studium stability jednotlivych QDs in vitro by bylo vhodné

pro predikci stability in vivo. Moznost vyuziti kratkého Casového intervalu pro takovou

predpovéd by bylo dal$i vyhodou takové metody. Proto byly v dalsim kroku vypocitany

Pearsonovy korela¢ni koeficienty mezi hodnotami ziskanymi pomoci DPV a fluorescence,

tentokrat ze vSech naméfenych dat. Z dvaceti vypoctenych hodnot ze vSech dat se za statisticky

vyznamné povazuji vysledky u patnéacti namétenych hodnot. Statisticky neprikazné vysledky
jsou MPA-CdTe v acetatovém pufru, MSA-CdTe ve fosfatovém pufru, GSH-CdTe v citratovém
pufru a neutralnim roztoku. Pouze dva, z téchto statisticky nevyznamnych vysledku, a to MPA-

CdTe v acetatovém pufru a GSH-CdTe v pufru citratovém dosahuji nizkych zapornych hodnot,

coz dokazuje, Ze vztah mezi vysledky fluorescence a DPV je velmi maly.

Tabulka 6: Srovnani Pearsonova korela¢niho koeficientu pro DPV a fluorescenci, kyselé prosti‘edi, v§echny

vysledky
acetatovy Pearsonuv citratovy Pearsonuv
e M korela¢ni p e y korela¢ni
P koeficient P koeficient
MPA-CdTe -0,0109 0,978 MPA-CdTe

MSA-CdTe
GSH-CdTe

NSO SEANIO00M ioA-CTe || 0981 | 001
D OG8N NO0I0NN GSr-CdTe | 04587 | 0214

CdTe/ZnSe -0,5528 CdTe/ZnSe
Kkvsel Pearsonuv
rgz toz korelaéni
koeficient
MPA-CdTe

MSA-CdTe
GSH-CdTe
CdTe/ZnSe

Tabulka 7: Srovnani Pearsonova korela¢niho koeficientu pro DPV a fluorescenci, neutralni prostiedi,

vSechny vysledky
Pearsonuv Pearsonuv
fosfatovy korelaéni 0 neutralni korelaéni 0
pufr koeficient roztok koeficient

MPA-CdTe | MPA-CdTe

MSA-CdTe -0,6460 0,060 MSA-CdTe

GSH-CdTe | GSH-CdTe | 06152 | 0,078 _
CdTe/ZnSe | CdTe/ZnSe |
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Pfi srovnani tabulek 2-3 a 6-7 lze pozorovat statisticky vyznamné korelace MPA-CdTe

V kyselém roztoku,

MSA-CdTe vacetatovém pufru, GSH-CdTe v kyselém

roztoku

a fosfatovém pufru a nejvysSich hodnot Pearsonova korelacniho koeficientu bylo dosazeno
u CdTe/ZnSe v neutralnim roztoku.

Obdobné¢ byl vypocten Pearsoniiv korelacni koeficient i pro vSechna porovnavana data

zméfeni DPV a zeta potencidlu. Korelace pifevazuje v hodnotiach kladnych. Nejlepsich
vysledkt bylo dosazeno u GSH-CdTe v acetatovém pufru, dile MSA-CdTe v kyselém roztoku
a u MPA-CdTe v citratovém pufru. Na hladiné vyznamnosti p < 0,05 také lezi vysledky

CdTe/ZnSe v neutralnim a kyselém roztoku a citratovém pufru.

Tabulka 8: Srovnani Pearsonova korelaéniho koeficientu pro DPV a zeta potencialu, kyselé prostiedi,

v§echny vysledky
acetdtovy Pearsontiv citratovy Pearsontv
e Y korela¢ni p e y korela¢ni p
P koeficient P koeficient
MPA-CdTe | -0,2908 0448 | MPA-CdTe 108004000000
MSA-CdTe 0,6542 0,056 MSA-CdTe

Tabulka 9: Srovnani Pearsonova korela¢niho koeficientu pro DPV a zeta potencialu, neutralni prostiedi,

Kkvsely Pearsonuv

ysely korelacni p

roztok e

koeficient

MPA-CdTe 0,1316 0,736
MSA-CdTe | |
GSH-CdTe 0,6391 0,064
CdTe/ZnSe

GSH-CdTe GSH-CdTe 0,4519 0,222
CdTe/ZnSe 0,5161 0,155 CdTe/ZnSe

vSechny vysledky
Pearsonuv Pearsonuv

fosfatovy korelaéni 0 neutralni korela¢ni 0

pufr koeficient roztok koeficient
MPA-CdTe 0,4998 0,171 MPA-CdTe 0,5409 0,158
MSA-CdTe -0,5469 0,128 MSA-CdTe 0,3195 0,402
GSH-CdTe 0,2722 0,479 GSH-CdTe 0,4471 0,228
CdTe/znSe | 0,0905 0,817 CdTe/ZnSe _
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Pearsontiv korelacni koeficient z kratkodobych vysledkti méteni vykazoval méné dobrych
korelaci nez z celkového poctu dat. Pokud srovndme vysledky Pearsonovych koeficientii mezi
vSemi daty a daty kratkodobymi (Tab. 4-5, 8-9), vychazi nejlepsi korelace Vv kyselém roztoku
s CdTe/ZnSe teckami. U vysledkii vypoctenych na zékladé vSech dat vychéazi primérné vyssi,
tedy lepsi vysledky, Pearsonova korela¢niho koeficientu.

Pro uplné porovnani a zjisténi, zda lze vyuzit kratkodoba data z DPV Kk predikci
dlouhodobé¢ stability QDs, byly vypocteny hodnoty Pearsonova korela¢niho koeficientu
Z kratkodobych vysledktit DPV a vysledkt dlouhodobych. >

Tabulka 10: Srovnani Pearsonova korela¢niho koeficientu pro vysledky DPV z kratkodobého a

dlouhodobého experimentu, kyselé prostiedi

GSH-CdTe

0,8503

MPA-CdTe
MSA-CdTe

0,068

CdTe/ZnSe

0,4558

0,440

. Pearsontiv e, Pearsontiv
acetatovy korela¢ni p citratovy korela¢ni p
BT koeficient oL koeficient
MPA-CdTe 0,6710 0,215 MPA-CdTe 0,7905 0,111
MSA-CdTe MSA-CdTe 0,4393 0,459
GSH-CdTe 0,8456 0,071 GSH-CdTe 0,7828 0,117
CdTe/ZnSe | 0,0454 0,942 [ CdTe/znSe 1090880085
kyseld Pearsonuv
ysey korela¢ni p
roztok L
koeficient

Tabulka 11: Srovnani Pearsonova korela¢niho koeficientu pro vysledky DPV z kratkodobého a

dlouhodobého experimentu, neutralni prostiedi

® U kratkodobych dat byla pro zachovani kontinuity vyjmuta data z 15 minuty, ostatni kratkodoba data jsou

V ¢asovém sledu 30 minut.

Pearsontiv Pearsontiv
fosfatovy korela¢ni neutralni korela¢ni
pufr koeficient . roztok koeficient ¥
MPA-CdTe | 0,6413 0244 | MPA-CdTe | 0,7579 0,138
MSA-CdTe | 0,8375 0,077 MSA-CdTe | 0,7284 0,163
GSH-CdTe GSH-CdTe 0,8285 0,083
CdTe/znSe | 0,5514 0,335 CdTe/ZnSe




Statisticky vyznamné vysledky jsou opét oznaceny zelenou barvou. NejvysSich hodnot
bylo dosazeno u core/shell kvantovych te¢ek — CdTe/ZnSe v neutralnim roztoku, tyto tecky
jsou v korelaci i citratovém pufru. Vysoké hodnoty korelaci vykazuji i tecky modifikované
MSA ato v kyselém roztoku a acetatovém pufru, korelace se vyskytla u GSH-CdTe v pufru

fosfatovém.

Moznost vyuziti tzv. zrychleného testu stability QDs se ukazala jako relevantni u Sesti
kombinaci kvantova teCka-prostiedi. U téchto kombinaci byly prolozeny ¢asové zavislosti, jak
kratkodobé tak dlouhodobé, a to spojnicemi trendu, s cilem zjistit zda naméfena data je mozné
prifadit k nékterému zakladnimu kinetickému modelu chemickych reakci.
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Obrazek 44: ProloZeni ¢asové zavislosti MSA-CdTe (acetatovy pufr, kysely roztok): A-kratkodoba
interakce, B-dlouhodoba interakce

Na obrazku 44 je srovnani proloZeni ¢asové zavislosti MSA-CdTe v acetatovém pufru
a kyselém roztoku mezi kratkodobym a dlouhodobym experimentem. Obé moZnosti jsou
prolozeny polynomy druhého fadu. V kratkodobém experimentu Vv prostiedi acetatového pufru
vychazi vysoky koeficient spolehlivost 0,99. Ale u dlouhodobé zavislosti je koeficient
spolehlivost pouze na hodnoté 0,85. Porovnani prolozenych casovych zavislosti MSA-CdTe
Vv kyselém roztoku ukazalo celkové vyssi hodnoty koeficientd spolehlivosti nez v acetatovém
pufru (R*= 0,94 a v dlouhodobé se R? rovna hodnoté 0,96).

Pribéh MSA-CdTe bylo mozné prolozit také pomoci exponencidly, viz obrazek 45.
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Obrazek 45: ProloZeni ¢asové zavislosti MSA-CdTe (acetatovy pufr): A-kratkodoba interakce, B-

dlouhodoba interakce

Nejzajimavéjsi Casovy prubéh kinetiky uvolfiovani iontd kadmia maji MSA-CdTe
V acetatovém pufru, a to pribéh exponencialni. Hodnota koeficientu spolehlivosti u kratkodobé

interakce vysla 0,97 a u dlouhodobé 0,85 (Obr. 45). Tento pribéh byl na zacatku experimentu

o¢ekavan u vice typt QDs v riznych prostfedich.
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Obrazek 46: ProloZeni ¢asové zavislosti MPA-CdTe (kysely roztok): A-kratkodoba interakce, B-dlouhodoba

interakce

Na obrazku 46 je vidét srovnani prolozeni ¢asovych zavislosti pomoci polynomu druhého
fadu pro MPA-CdTe v kyselém roztoku. Koeficient spolehlivosti v kratkodobém ¢asovém
experimentu opét dosahuje vysokych hodnot, a to 0,99. V porovnani, koeficient spolehlivosti

u dlouhodobého ¢asového experimentu je pouze na hodnoté 0,89.
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Obrazek 47: ProloZeni ¢asové zavislosti CdTe/ZnSe (citratovy pufr): A-kratkodoba interakce, B-

dlouhodoba interakce

Obrazek 47 zobrazuje proloZeni cCasovych zavislosti polynomem druhého fadu
CdTe/ZnSe v citratovém pufru, oba koeficienty spolehlivosti, tedy u kratkodobé a dlouhodobé
asové zavislosti, vychazi ve vysokych hodnotach. R? u kratkodobé interakce je rovno hodnoté
0,97 a u dlouhodobé interakce je 0,99.
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Obrazek 48: ProloZeni ¢asové zavislosti GSH-CdTe (fosfatovy pufr): A-kratkodoba interakce, B-
dlouhodoba interakce

Obrazek 48 popisuje proloZeni ¢asovych zavislosti GSH-CdTe ve fosfatovém pufru, a to
pomoci polynomu druhého fadu. Stejn€ jako v ptipadé CdTe/ZnSe, vychazi 1 zde vysoké
hodnoty koeficientti spolehlivosti. Koeficient spolehlivosti u kratkodobé interakce je roven 0,99
a u dlouhodob¢ interakce také 0,99.
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Obrazek 49: ProloZeni ¢asové zavislosti CdTe/ZnSe (neutralni roztok): A-kratkodoba interakce, B-

dlouhodoba interakce

Posledni prolozeni casovych zavislosti bylo provedeno u CdTe/ZnSe v neutralnim

roztoku, i zde se opét jako nejvhodngjsi jevilo proloZzeni polynomem druhého fadu. Hodnota
R?u kratkodobé interakce jerovna 0,92 a R?u dlouhodobé interakce je rovno hodnoté 0,95.

Jak je vidét z vysledkii prolozeni spojnic trend (Obr. 44 az 49), tak vysledky z DPV
nejsou dostatecné k vytvoreni odpovidajicich zakladnich modell kinetiky chemickych reakei.
Pouze kratkodoby vysledek u MSA-CdTe v acetatovém pufru lze piirovnat k reakci prvniho
fadu. Data dostupna u ostatnich variant naznacuji, ze k feSeni problému kinetiky uvoliovani
kademnatych iontd z jednotlivych QDs by bylo nutné vyuzit bezmodelovych kinetik, respektive

iteracnich postuptl definujicich jednotlivé kinetické zavislosti.
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12 ZAVER

Hlavnim tématem této diplomové prace bylo studium chovani kvantovych tecek CdTe
Vv raznych prostredich. K tomu bylo pouzito celkem pét riznych prostiedi, tfi s pH 4,6 a dvé
SpH 7,6, s tim Ze nejvétsi pozornost byla vénovana studiu kinetiky uvolnovani kademnatych
iontd z jadra kvantovych tecek. Jednim zcili prace bylo i porovnani nestability, neboli
uvolnovani ionti kadmia z jader kvantovych tecek, rizné modifikovanych QDs s core/shell
QDs. Z literarnich reSersi bylo zjisténo, ze QDs tvofené pouze jadrem, tedy bez pokryti, Ci
modifikantu, uvolnuji oproti modifikovanym a pokrytym QDs mnohem vice kademnatych
iontd. Jinymi slovy vykazuji ze vSech druhtt QDs nejvyssi nestabilitu. VétSina studii také
shodné tvrdi, ze prozatim nebylo uskute¢néno dostatek experimentli, abychom mohli prokazat,
ktery modifikant, ¢i jaky typ pokryti, ma nejvétsi vliv na sniZzeni toxicity QDs [48]. Bohuzel
v zadnych studiich nebylo provedeno srovnani mezi QDs modifikovanymi monomolekulovou
vrstvou a typem core/shell QDs, tedy mezi typy QDs pouzitymi v této praci. Také nebyly
nalezeny zadné studie, které by se opiraly o vysledky stability QDs stanovené pomoci DPV.

Hlavnim prostfedkem pro zjisténi kinetiky uvoliiovani ionti kadmia z jadra QDs bylo
méfeni pomoci DPV, pficemz jako srovnani slouzily vysledky méfeni fluorescence a zeta
potencialll. Vysledky z méfeni DPV byly pfevedeny na hodnoty relativnich koncentraci, z nichz
vychazi modifikant MSA jako nejstabilngjsi v prostiedi specialniho kyselého a neutralniho
roztoku. Tyto roztoky imituji specialni intracelularni prostfedi, a proto byly z hlediska naseho
koncentrace kadmia naméfen¢ho posledni den experimentu (DPV posledni data z 25 dne),
vykazuji v kyselém 1 neutralnim roztoku nejmensi mnozstvi koncentrace kadmia u QDs typu
core/shell. Na konci naSeho experimentu bylo tedy u te¢ek CdTe/ZnSe naméfeno pomoci DPV
nejmenSi mnozstvi koncentrace kadmia. Z vysledki fluorescence opét vyplynulo, ze
Vv absolutnich hodnotéch je fluorescence u core/shell QDs nejvyssi, i kdyZ procentudlni tbytky
fluorescence ukazuji, Ze fotodegrada¢né jsou nejstabilnéjsim typem MPA-CdTe.

Pro hodnoceni korelaci jednotlivych méfeni byl proveden statisticky test korelacnich
matic, kde bylo prokdzano, Ze vysledky z méteni DPV a fluorescence spolu uzce souvisi,
hlavné v kyselém prostfedi. Tento test byl proveden i u vysledki méfeni kratkodobé
a dlouhodobé studie za pomoci DPV, a to pro zjisténi, zda lze predikovat dlouhodoby vyvoj
chovani QDs za pomoci kratkodobych studi. Z vysledkli vyplynulo, ze pouziti kratkodobych
vysledkli pro predikci dlouhodobé stability QDs v riznych prostfedich lze vyuZzit pouze
u nekterych kombinaci kvantova tecka-prostiedi. Nutno dodat, Ze pouze core/shell QDs
vykazovaly korelaci kratkodobych a dlouhodobych dat jak v kyselém, tak neutralnim prostredi
(konkrétné v citratovém pufru a neutralnim roztoku).
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Poslednim bodem experimentu byl pokus o popis/vytvoieni modelu kinetiky uvoliovani
iontl kadmia zjadra QDs. OvSem ziskané vysledky ukdzaly, Ze naméfené zdvislosti
neodpovidaji zadnému zékladnimu kinetickému modelu chemickych reakci. Pro jejich
vyhodnoceni by bylo nejspiSe nutné vyuzit bezmodelovych kinetik, respektive itera¢nich
postupt definujicich jednotlivé kinetické zavislosti, pfi¢emz tyto zavislosti by se nejspise lisily

u jednotlivych typti QDs.
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SEZNAM ZKRATEK

BSA
DLS
DPV
GSH
HDA
HSA
MPA
MSA
NADH
NADPH
NIR
NPV
QDs
TOP
TOPO
uv

VIS

hovézi sérovy albumin

dynamicky svételny rozptyl

diferencné pulzni voltametrie
glutathion

hexadecylamin

lidsky sérovy albumin
merkaptopropionova kyselina
merkaptojantarova kyselina
nikotinamid adenin dinukleotid difosfat
nikotinamid adenin dinukleotid trifosfat
blizkd infraCervend oblast

normalni pulzni voltametrie

kvantové tecky

trioctylphosphin

trioctylphosphin oxid

ultrafialové zateni

viditelné zareni
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