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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaobera syntézou kvantovych bodiek (QDs) pre detekciu
proteinov. Je rozdelend na tri hlavné Casti. V prvej je pisané o tedrii samotnych QDs,
ich syntézach, funkcionalizacii, interakciach, aplikaciach v medicine. V experimentalne;j
Casti boli syntetizované CdTe/ZnS QDs s jadrami modifikovanymi glutathionom
(GSH), na ktoré sa v d’alSom kroku naviazali biomolekuly BSA a IgG pomocou
crosslinkerov EDC, NHS a CDI. Vysledné latky boli v poslednej Casti charakterizované
fluorescencnou spektroskopiou a kapilarnou elektroforézou. Vysledky ukazuju zavislost’
intenzity fluorescencie QDs na pH prostredi, koncentracii BSA a koncentracii IgG

pri pouziti roznych crosslinkerov.

KLUCOVE SLOVA

Kvantové bodky, syntéza, glutathion, funkcionalizacia, bioaplikacie, hovadzi

sérovy albumin, protilatky, Imunoglobulin G

ABSTRACT

This thesis is focused on synthesis of quantum dots (QDs) for protein detection. It
comprises three parts. The first part summaries the theory of QDs, their synthesis,
functionalization, interactions and applications in medicine. In the second part synthesis
of CdTe/zZnS core/shell QDs modified by glutathione (GSH) is described, followed by
the conjugation with biomolecules BSA and 1gG. Several coupling agents such
as EDC with NHS and CDI were used. In the last part, the final products were
characterized by fluorescence spectroscopy and capillary electrophoresis. The results
show the dependence of the fluorescence intensity of the QDs on pH range,
concentration of BSA and IgG concentrations using different crosslinkers.
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UVOD

V sucasnej dobe je velky zaujem O nanotechnologie a diagnostické pristroje.
Vdaka tomu st dolezité aj aplikacie in vivo, in vitro aimunosenzory, pri ktorych
zohravaju doleziti ulohu kvantové bodky (QDs). Pomocou nich prebieha rychlejsia
detekcia patologickych procesov, biodistribucia lieCiv, zobrazenie krvného riecista
alebo sledovanie pohybu QDs v tele. Vyskum karcinogénov predstavuje este dlha cestu
skimania ale uz boli preukazané aj vhodné vysledky. Tento vyskum mé obrovsky
vyznam v medicine, biologii, zobrazovani a diagnostike chordb.

Toxicita je hlavnou pri¢inou zdrzovania rozvoja biomedicinskych aplikécii QDs,
z vel'mi jedovatého kadmia. Modifikacie QDs zabezpecuju zniZzovanie tejto nepriaznivej
vlastnosti. NajcastejSie dochadza k vytvaraniu core/shell Struktury, pri ktorej sa na
povrch jadra QDs navizuje obal napr. ZnS. Struktira core/shell zabezpecuje vynikajice
fyzikalne aoptick¢ vlastnosti atym otvdraji nové moznosti vyuzitia QDs

Vv bioaplikaciach ¢i uz pri detekciach roznych chordb alebo preprave lieciv.

Ulohou tejto prace bolo skumanie syntézy kvantovych bodiek pre detekciu
proteinov vyhodnocovanim fluorescencnych spektier QDs. Zaoberala som sa ako
syntézou S$truktur core/shell kvantovych bodiek tak aj navézovanim biomolekul
Imunoglobulinu G a hovddzieho sérového albuminu na povrch QDs. Syntéza QDs
prebiehala pomocou pouzitia glutathionu ako stabilizatora a teluri¢itanu sodného ako
priklad prekurzora. Pri biokonjugécii QDs boli pouzité crosslinkeri ako EDC, NHS
aCDI. Na konci boli jednotlivé QDs charakterizované pomocou fluorescencnej
spektroskopie a kapilarnej elektroforézy.
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1 KVANTOVE BODKY

1.1 Charakteristika

Kvantové bodky, skratene QDs (z anglického vyrazu ,,Quantum Dots®), st
nanokrystaly alebo atdbmové zhluky takmer gul'ovitého tvaru zlozené z niekol’ko 100 az
miliénov atomov, ktoré vSak maji maly pocet volnych elektronov. ViacSinou su
syntetizované¢ z polovodicov (II-IV skupina periodickej tabulky prvkov) alebo
Z kovovych materidlov (napr. Co, Ni, Pt). Velkost QDs sa pohybuje od 2 do 20 nm,
zalezi od pouzitych materidlov pri syntéze jednotlivych QDs. Polovodi¢ovy charakter a
velkost QDs zabezpecuju ich atraktivitu pri biologickych detekciach a vyuzivani
optoelektronickych zariadeniach ataktiez aj ako zékladny prototyp pre Studium
koloidov aich vlastnosti [1,2]. Samotné QDs st také nanocastice, ktoré vykazuju
tzv. efekt kvantového obmedzenia aich polomer je na viac mens$i ako jedna

z nasledujtcich veli¢in : Bohrov polomer elektronu a,, diery a, a excitonu a,,. [3].

1.2 Optické vlastnosti

V sucasnej dobe su  QDs povazované za  slubnych  kandidatov
pri optoelektronickych zariadeniach vdaka ich optickym vlastnostiam a vysokej
stabilite [4]. QDs maju jednu doleziti vlastnost, a to schopnost fotoluminiscencie.
Pri oziareni QDs elektromagnetickym ziarenim elektrony kvantovych bodiek zaénu
excitovat. Po prijati energie Ziarenia prechadzaji do vySSich energetickych hladin,
z ktorych sa po urcitej dobe vracaju spat’ do svojho pdvodného stavu. Pri tomto navrate
kvantové bodky vyziaria fotény. Luminiscenénd vinova dizka je zavisla na velkosti
QDs. Vdaka réznym syntézam je mozné pripravit mnozstvo QDs s réznymi

excitaénymi vinovymi dizkami a irkami pikov v tychto spektrach [5].

Chemické zlozenie, velkost’ jadra a tvar QDs urcuje Cistotu fotoluminiscencie a
polohu maxima emisnej krivky pri fluorescencii. QDs majt Siroky rozsah emisie (z UV
do infracervenej oblasti spektra) [2]. ZmenSovanim velkosti QDs sa poloha maxima
emisie posuva z ¢ervenej oblasti spektra (780 nm) do modrej (400 nm) (Obr. 1). Dlha
zivotnost zvysuje pravdepodobnost’ absorpcie pri kratsich vlnovych dizkach a jej

vysledkom je §iroké absorpcné spektrum [6].
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Obr. 1 Spektra kvantovych bodiek urcené velkostou QDs, prevzaté a upravené z [6]

QDs maju jednu dolezitu vlastnost ato odolnost voci fotobieleniu,
tzv. ,photobleaching®. 'V porovnani s organickymi farbivami a fluorescenénymi
proteinmi st QDs priblizne 10 az 100-krat jasnejSie a 100 az 1000-krat stabilnejSie proti
fotobieleniu. Ich makromolekuldrna Struktira umoznuje aby povrch a biologické
funkcie QDs boli upravené nezavisle na optickych vlastnostiach [6]. Pre eSte lepSiu
ochranu proti fotobieleniu sa mézu QDs obalovat’ na povrchu vrstvou polovodi¢ov ako

uz bolo spominané. Priklady obalovania si zndzornené na

Obr. 2. Vdaka tomu vykazuju QDs lepSiu fotostabilitu ateda aj moznost
podstupovania opakovanych cyklov excitacie a fluorescencie aj na niekol’ko hodin
[7.8].
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Obr. 2 Priklady jednotlivych QDs, prevzaté a upravené z [ 7]

1.3 Syntéza QDs

Pri syntéze QDs je potrebné aby vytvorené kvantové bodky spliovali urcité
podmienky pre vyuZitie v biologickych aplikdciach. Je dolezité aby jadro tvorené
Z polovodi¢ovych krystalov bolo odolné voci oxidéacii a o najmenej toxické. Tieto
problémy rieSi obalovanie jadier obalom alebo vytvéaranie Struktury jadro/obal/obal.
Taktiez za ucelom zlepSenia fotostability a fotoluminiscencie boli vytvorené

modifikacie povrchu jadier QDs [1].

1.3.1 Syntéza hydrofébnych QDs

Pri syntéze koloidnych hydrofobnych QDs sa pouZivaji metody kontrolovaného
rastu atvorby Castic. Syntéza prebieha v roztokoch organokovovych (napr.
dimetylkadmium, chlorid kademnaty) a chalkogénovych (napr. Se, Te, teluri€itan sodny
a d’alsie ich zluceniny) prekurzorov a spociva v strieknuti reaktantov do ohrievaného
a intenzivne mieSaného koordinacného organického rozpustadla. Ako koordinacné
rozpustadld sa pouzivaju TOP (trioctylphosphin), TOPO (trioctylphosphin oxid) a HDA
(hexadecylamin). QDs obalené TOPO alebo TOP st nerozpustné vo vode nakolko ich
obaly su hydrofilné. Pre biologické aplikacie je potrebna povrchova Uprava (metdda

solubilizacie) na zabezpecfenie rozpustnosti QDs vo vode [5,9].

1.3.1.1 Metédy solubilizacie

V biologickych aplikaciach sa vyuzivaji QDs vo vodnych roztokoch. Z tohto
dévodu je nutné previest hydrofobne QDs na hydrofilné solubilizaciou. Existuje

niekol’ko roznych modifikacii QDs za tymto uc¢elom [5].
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Prva technika spociva vo vymene ligandov (obalova vymena), pri ktorej sa
na hydrofobne ligandy naviazu hydrofilné bifunkéné ligandy. Jedna ich Cast’ zaist'uje
donor-akceptorovit vizbu s povrchom nanokry$talov a druha nesie vhodna reaktivnu

skupinu, ktora je rozpustena vo vode. Nevyhodou techniky je cena a stabilita [5].

Druha technika vyuziva vrstvu oxidu kremicitého, ktory je navrstveny na povrch
QDs. Vytvorena vrstva chrani QDs proti oxidacii a zvySuje ich stabilitu [10].

Posledna technika je zaloZend na naviazani ligandov a polymérov pomocou
hydrofébnych interakcii na kvantové bodky. Podstata je v zavedeni molekuly, ktora sa
jednou Cast'ou viaze hydrofobnymi silami na povrch QDs (napr. polyméry) a druha Cast’
podporuje reaktivitu [11].

1.3.2 Syntéza hydrofilnych QDs

Syntéza hydrofilnych QDs so sebou prindsa mnozstvo vyhod. V porovnani
S hydrofébnymi QDs st stabilnejSie, biologicky kompatibilnejSie a hlavne vykazuji

niz8iu toxicitu a ich syntéza je menej naro¢na a lacnejsia [5].

1.3.2.1 Syntéza koloidnych QDs vo vodnom roztoku

Je mnozstvo priprav rozlicnych hydrofilnych QDs. Pri syntézach je dolezité
sledovat’ inertné podmienky, teplotu, dobu reakcie a aj pH prostredia. Kazdy uvedeny
priklad ovplyviiuje celkovy priebeh syntézy a aj vysledny ziskany produkt. Teplotou
a dobou reakcie sa da ovplyvnit' emisné spektrum produktu. Uprava pH je potrebna
zvySenie aktivity syntetizovanych latok a tak zabezpeCenie vysSSich interakcii medzi
molekulami, z ktorych st syntetizované vysledné QDs [12].

Syntéza koloidnych QDs prebieha najCastejSie v banke spojenej so spatnym
chladicom. V banke prebieha reakcia prekurzorov tazkych kovov (napr. dusi¢nany,
chloridy) a chalkogénov. Prekurzory chalkogénov moéZu byt pripravené viacerymi
sposobmi, ako napriklad v prasku (teluri¢itan sodny (Na,TeQOz3)) alebo pripravené tesne
pred pouzitim (hydrogentelurid sodny (NaHTe), telurid sodny (Na,Te)) z dovodu ich
nestability. Syntéza QDs pripravenych z NaHTe a Na;Te musi prebichat’ v inertnom
prostredi [10].

Ako priklad mozno uviest syntézu CdTe kvantovych bodiek stabilizovanych
kyselinou mekraptopropionovou (MPA) pripravovanych Jhonsiom s kolektivom.
Syntéza prebiehala v trojhrdlej banke spojenej so spdtnym chladi¢om za pritomnosti Nj.
Do 50 ml vody boli za staleho mieSania pridavané reaktanty: CdCl,, MPA nasledne
bolo upravené pH na hodnotu 9 pomocou NaOH. Dalej bol do roztoku vstricknuty
cerstvo pripraveny NaHTe roztok, ktory bol syntetizovany z borohydridu sodného
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(NaBH,) sluziacého ako redukcné Cinidlo a Te prasku. Vysledny roztok bol za staleho
miesania vareny 8 hodin na teplote 100°C. Vzniknuté QDs mali velkost’ 3,36 nm [12].

Dal§im prikladom je priprava CdTe QDs stabilizovanych glutathionom (GSH),
ktord prebieha v jednohrdlej banke spojenej so spatnym chladicom. Do 25 mL vody sa
pridali reaktanty: CdCl,, citrat sodny dihydrat, Na,TeO3 a NaBH,4. Vysledna zmes bola
zahrievana na 90°C po dobu 4 hodiny. QDs pripravené tymto postupom boli velké 2,5
nm [13].

Priprava CdTe QDs s merkaptojantarovou kyselinou (MSA) prebiehala v trojhrdlej
banke, v ktorej boli do 100 ml deionizovanej vody pridané reaktanty CdCl, MSA
a pod stalym prisunom dusika bol vstrieknuty cCerstvo pripraveny roztok NaHTe.

Vysledna zmes bola zahrievana na 95 °C po dobu 2-5 hodin pri stalej kontrole velkosti
QDs [14].

Na zéklade rovnakého postupu Yu a kolektiv pripravili aj CdTe QDs stabilizované
thioglykolovou kyselinou (TGA) . Na Obr. 3 je mozné vidiet porovnanie vizieb medzi
CdTe QDs funkcionalizovanymi spominanymi thiolovymi kyselinami a to MPA, MSA
a TGA. TGA je spojena s dvoma susednymi Cd molekulami QDs jednou thiolovou
viazbou vdaka sire ajednou karbonylovou vézbou vd’aka kysliku. Takato vizba je
silnejSia ako thiolova vézba medzi sirou a Cd a karbonylova vdzba medzi kyslikom
arovnakym Cd ako thiolova vdzba. Spominanu védzbu maju QDs v spojeni s MPA.

MSA sa moze spajat’ s QDs oboma opisanymi vézba [14].

SN, P L R
HOOC
§1 S 529 i S o
(a) (b) () (d)
@ .Cd
@®:Te

Obr. 3 Ukazka vizieb medzi CdTe a réznymi thiolovymi kyselinami, a - TGA, b - MPA a
c,d - MSA, prevzaté a upravené z [14]

CdTe obalené L-cysteinom boli pripravené vo vodnom roztoku relativne
jednoduchym sposobom. Ich pripravou bolo dosiahnuté Siroké fluorescencéné spektrum
vlnovych dizok. L-cystein bol konjugovany s CdTe jadrami QDs pomocou kovalentnej

viazby. Priprava takychto QDs bola pomocou teluridového prasku za pritomnosti
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borohydridu sodného ako reduk¢éného ¢inidla, L-cysteinu a CdCl, v pomeroch Cd:Te:L-
cystein 2:1:4. Vysledné excitaéné vinové dizky QDs boli v rozmedzi 480—650 nm
(modra-Cervena). L-cystein slizi ako stabilizator QDs a prispieva Kk fluorescen¢nym
vlastnostiam QDs [15].

Najvacsou nevyhodou pri syntézach QDs pomocou refluxu je ich casova
narocnost. Mnozstvo QDs sa pripravuju niekol’ko hodin az dni. To ma za nasledok
znizené mnozstvo kvantového vytazku (QY) pripravenych QDs. Moznym rieSenim je
priprava pomocou hydrotermalnej metédy (v autoklave). Tato metoda je jednoduchsia,
casovo rychlejsia a efektivnejSia. NajcastejSie st takto pripravované CdTe QDs ale aj
CdSe, ZnSe CdS a iné, ktoré st d’alej funkcionalizované roznymi thiolovymi ligandami
(napr. MPA, GSH, MSA, TGA a dalsie). Vd’aka funkcionalizacii thiolovymi ligandami
st QDs rozpustné vo vode a ich stabilita vo vodnom prostredi sa zvysSuje [16,17]. Ako
priklad je mozné uviest Khateiho a kolektiv, ktori pripravovali CdTe-MPA QDs.
Syntéza prebiehala pomocou autoklavu 15-60 minut pri teplote 180°C auz po 35
minutach kvantové bodky dosiahli QY 15 %. Kvantové vytazky boli stanovené
vo vztahu k rodaminu 6G Vv etanole. Pri dlhotrvajticej syntéze bol QY zvySovany az
na vysledny QY, ktory bol 95 %. Struktara, morfolégia a velkost QDs bol stanoveny
pomocou praskovej rontgenovej difrakcie a transmisného elektronového mikroskopu
(TEM) [17].

1.3.3 Syntéza core/shell Struktury

QDs sa delia z mnoho hl'adisk. Pri koloidnych QDs sa stretavame so sférickymi
nanocasticami. Podl'a Struktary sa delia na QDs zlozené len z jadra (,,core®) a zloZené
z jadra a obalu (,,core/shell”) pripadne z Struktary jadro/obal/obal (,,core/shell/shell).
Uvedené priklady je mozné vidiet na Obr. 4, pricom jadro moze byt’ zlozené z jedného
polovodica napr. CdTe, CdSe, CdS a je nasledne obklopené polovodi¢ovym obalom,
ktory ma priaznivy vplyv na stabilitu jadra a fluorescenciu QDs. Prikladom core/shell
QDs su CdTe/ZnS, CdTe/CdS, na ktoré modze byt pridany eSte d’alsi obal ZnS, ktory
zabezpecuje zniZenie toxicity QDs. Hlavnou vyhodou core/shell/shell QDs je ich

vyuzitie aj pri vysokej koncentracii QDs [18].
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Obr. 4 Struktiira core, core/shell a core/shell/shell, prevzaté a upravené z [18]

QDs pritahuju zna¢nu pozornost’ pre ich vysokt chemick stabilitu a odolnost’ voci
fotodegradacii avSak nakol’ko je potrebna pri ich priprave vysoka teplota, zuzuja sa ich
biologické aplikacie. Vd’aka tomu boli vyvinuté rézne povrchové funkcionalizécie.
Zvycajne medzi jadrom a obalom (core/shell) st kovalentné interakcie. Ako napriklad
vytvorenie CdTe/CdS core/shell Struktiry Pengom s kolektivom. Syntéza prebiehala
nasledovne: pripravené QDs boli primieSané do 100 ml vody a nésledne bol pridany
thioacetamid ako zdroj siry. Roztok bol za staleho prisunu N, zohriaty na 70-80°C
po dobu 30 minat. Vysledny QY takto pripravenych QDs bol 58% [19].

Dalsou moznostou pripravy core/shell QDs je priprava CdTe/ZnS kvantovych
bodiek, pri ktorych bol GSH pouzity ako uzatvaraci reaktant a zdroj pre rast ZnS plésta.
Liu a Yu pripravili spominané QDs syntézou CdTe QDs rozpustenych v 50 ml vody
a nasledne zmiesanych s ZnCl, a GSH. Roztok bol nasledne preliaty do banky spojenej
so spatnym chladi¢om a zohriaty na 100°C po dobu 10 minut az 2 hodiny pri stalom
kontrolovani vel'kosti QDs [20].

Pre Tahku funkcionalizaciu s protilatkami sa vytvaraji aj QDs s Strukturou
core/shell/shell. Wang s kolektivom pripravili takto Struktirované QDs. Ich postup
spo¢ival vtom, Ze core CdTe/MPA QDs boli zmieSané s vodnym roztokom
obsahujucim CdCly, sulfid sodny (Na,S) a MPA. Vyslednému roztoku bolo upravené
pH na 8,4. Nasledne bola vytvorena shell §truktara sulfidu zino¢natého z ZnCl,, Na,S
a MPA, ktorej bolo tiez upravené pH. Vysledny roztok reagentov bol zohriaty na 120°C
po dobu 10 minat. Koneénym produktom boli CdTe(MPA)/CdS/ZnS QDs [21].

1.4 Toxicita

QDs st nanokrystaly sunikatnym zlozenim a vlastnostami, ktoré pritahuja
pozornost’ pri vyuzivani v biomedicinskych aplikaciach ako napriklad ked’ sluzia ako

neinvazivné prostriedky pri lekarskom zobrazovani, oznacovani buniek pre mobilné
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sledovanie a ako biosenzory intracelularnych biologickych signalov. Pri rade
vynikajucich vlastnosti QDs a Sirokym aplikaciam, je potrebné skimat’ ariesit aj

nevyhody, ktoré ticto makromolekuly maja [22].

Azda najvacsou nevyhodou, ktora sa v sti¢asnosti riesi a prinasa najviac otdzok je
toxicita QDs. Ako uz bolo spominané QDs su syntetizované z polovodicovych prvkov
aich jadro je vicSinou tvorené kadmiom. Kadmium je méakky kovovy prvok, ktory je
vel'mi toxicky viazuci sa s thiolovymi skupinami. Tento prvok mdze sposobit’ az smrt’
bunky. Preto sa vedci snazia vytvorit’ vhodnu povrchovu struktiru QDs, ktord na jedne;j
strane znizi toxicitu jadra a na strane druhej neovplyviiuje povahu QDs natol’ko aby

zabranovala d’alSiemu vyvoju a vyuzitiu [22,23] .

Toxicita QDs sa stala horGicou témou vyskumu. Zistovali sa neziaduce ucinky
toxicity QDs na Zivé bunky. QDs prechadzaji do bunky najcastejSie mediatorovou
endocytozou.V bunke za¢nu vyplavovat’ toxické tazké kovy v koloidnej forme. Zhang
a kolektiv skumali toxické ucinky CdTe QDs na sladkovodné musle. Zistili, Ze toxicita

ma nasledok poskodenie DNA a moze vyvolat’ oxidaény stres [22].

Stadie Lin a kolektivu sa zaoberali vplyvom CdSe QDs na embryé a larvy ryby
Dania pruhovaného. Ryba bola pod neustalym posobenim nizkej urovne QDs obalenych
MPA kyselinou. Vysledky ukazali abnormalne krvné rieciste, rozdvojenie a krizenie
lariev, zvySenie plavaniaschopnosti lariev a taktiez apoptozu v oblasti hlavy a chvosta
u embryi. Z tychto dovodov sa vedci snazili znizit toxicitu QDs [24].

Pri CdTe QDs Yang aMurase ako prvy predstavili hybridnti vrstvu oxidu
kremicitého (SiOy), ktorou potiahli QDs pomocou tetraetylortosilikatu namiesto
organickych aminov. Stabilita takto upravenych QDs bola skumana meranim
fluorescencnej intenzity proti fosfatovému pufru. Vrstva na povrchu QDs potlacuje
fotodegradaciu, brania uvolfiovaniu kovovych idnov v chemickom prostredi a zvySuje
biokompatibilitu QDs. Zhu a kolektiv na povrch spominanej SiO; vrstve pridali sulfid
zinoCnaty(ZnS vrstvu), ktora mala za Ulohu zniZenie toxicity a zvySenie efektivity
fluorescencie a stabilitu QDs [23].

1.4.1 Metody zist'ovania toxicity

QDs vdaka ich jedinecnym vlastnostiam maji vyuZitie v mnoho aplikdciach
a preto je otazka ich toxicity stale horticou témou vyskumu [25]. Kolorimetrické metody
sa pouzivaju ako hlavny ndstroj pri hodnoteni cytotoxicity nanomaterialov. Rozdeluji
sa na testy merajuce integritu plazmatickej membrany a mitochondridlnu aktivitu.
Princip je zalozeny na niceni bunkovej membrany pomocou urcitych cytotoxickych

¢inidiel. Pri takychto metddach sa pouziva Cervené kationové farbivo, ktoré moze
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prechddzat difuziou cez plazmaticki membranu ama tendenciu hromadit’ sa
V lyzozomoch. V pripade poskodenia membrany farbivo unikd, ¢o ndm umoznuje urcit’

7ivé a mitve bunky [26].

1.42 MTT test

MTT test je kolorimetrickd metdéda vhodna pre zistovanie cytotoxicity a zistujiica
mitochondridlnu aktivitu zivych buniek. Je jednym znajviac univerzalnych
a pouzivanych testov pri in vitro toxikologiu. Metoda je zalozena na Stiepeni zltého 3-
(4,5-dimetyltiazol-2-yl) -2,5-difenyltetrazoliumbromid (skratene MTT) na nerozpustny
formazanovy purpurovy kryStalovy produkt [27]. Kredukcii MTT dochadza
vV membrane zivych buniek, pricom kryStalovy produkt je ukladany v cytoplazme
buniek a nasledne pomocou silného detergentu (dodecylsiranu sodného) premeneny
narozpustnu formu. Na konci celého testu sa zmeria absorpcia rozpusteného
formazanového krystalu v oblasti viditeného svetla pomocou spektrofotometrie. Tato
technika ma mnoho vyhod v porovnani s ostatnymi technikami, pretoze vyzaduje

minimalnu manipulaciu s bunkami a reprodukovatel'né vysledky [26].

QDs davaji velky prislub pri lieeni a diagnostike nddorovych ochoreni.
V studiach Katsumitiho ajeho spolo¢nikov boli pouzit¢ CdS QDs naviazané
na ziabrové bunky ryb (Mytilus galloprovincialis), na ktorych bola testovana toxicita
pomocou neutrdlnej cervene a MTT testu. Mechanizmy hodnotenia boli zaloZené
na zistovani reaktivnych kyslikovych radikalov, katalytickej ¢innosti a poskodenie
DNA. Expozicia trvala 24 hodin a bolo zistené, Zze Cd v QDs je vel'mi toxicky pre tieto
bunky nakol’ko sposobili zvysenie katalytickej ¢innosti a doslo ku poskodeni DNA [28].

Dal§imi metédami zalozenymi na testovani cytotoxicity sa MTS (3-(4,5-
dimethylthiazil-2-yl)-5-(3-carboxymethozyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium),
XTT alebo WST (4-[3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5tetrazolio]-1,3-benzen
disulfonat) test. PoCet Zivych buniek je stanoveny obdobne a teda kvantifikaciou vyroby
formazanového produktu. Testy ako MTS alebo XTT su vyhodnejsie oproti MTT testu
vd’aka produkcii rozpustnych farbiv a nie krystalického produktu [26].

Test XTT patri k citlivym kolorimetrickym metdédam merania toxicity. Je zaloZeny
na redukcii tetrazoliové soli, 2,3-bis  (2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)  -5-
[(phenyalamino) karbonyl] -2H-tetrazolium hydroxidu (XTT) na formazanovy produkt.
Tato metdda bola neddvno zavedend k meraniu rastu a metabolizmu hib pomocou
vhodnej koncentrate XTT. Intenzita zmeny farby priamo koreluje s po¢tom metabolicky
aktivnych(zivych) buniek [29].
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2 BIOKONJUGACIA QDS

Vyuzitie QDs v biologickych aplikacidch je zavislé na ich schopnosti
biokonjugacie S proteinmi, peptidmi, DNA a inymi biomolekulami. Je dolezité skuimat’
vlastnosti a aktivitu komplexu QDs-biomolekula [30]. Pri konjugacii by mal produkt

splnovat’ urcité poziadavky, a to:

e sudrznost’ medzi QDs a biomolekulou,

e vysledny produkt s nizkou toxicitou,

e vysoka Specificita a stabilita komplexu QDs-biomolekula,
e zachovand aktivita biomolekuly,

e tenkost’ vytvoreného obalu QDs.

Pri biokonjugaciach su dolezité faktory ako hodnota pH prostredia QDs a
biomolekuly, koncentracia QDs ako aj koncentracia biomolekuly navdzujicej sa
na QDs. Pri skimani vplyvu pH na intenzitu fluorescencie QDs boli pouzité pufry, ktoré
mali hodnotu pH 5-9 oznacené a—e. Bolo zistené, Ze najvhodnejsie pH pre pracu s QDs
je vrozmedzi od 6-8 ¢o je vidiet na Obr. 5. Ak je hodnota pH nizsia ako 6 CdTe QDs
st v kyslom prostredi ¢o mdze viest’ ku znieniu Struktary povrchu QDs, ku nestabilite
QDs a teda ku znizovaniu intenzity fluorescencie CdTe QDs. Pri prili§ vysokej hodnote
pH dochadza taktiez ku zniZzovaniu intenzity fluorescencie. Najoptimalnej$ia hodnota
pH pri biokonjugacii QDs a biomolekul je teda rovna 6-8 [31].
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Obr. 5 Zavislost intenzity fluorescencie QDs na vinovej dizke pri hodnotich pH 5-9

oznacené a—e, prevzaté a upravené z [31]
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Zo zvysSujucou sa koncentraciou vybranej biomolekuly, ktord je naviazana
na povrch QDs sa intenzita fluorescencie QDs mdze zvySovat’ ale aj znizovat’. Zavisi to
na pomeroch koncentracii QDs a biomolekuly. Liang s kolektivom skumali spominant
zavislost’ na CdTe-TGA QDs biokonjugovanych s glyfosatom (skratene Glyp je to
derivat glycinu fungujuci ako Sirokospektralny herbicid). Dokazali, ze najvyhovujtce;jsi
pomer Glyp:QDs je 1:1. Pred dosiahnutim tohto pomeru koncentracii skimanych latok
sa intenzita fluorescencie QDs po naviazani Glyp zvySovala. Bolo to spdsobené
defektnymi miestami na povrchu QDs, ktoré sa zapihali Glyp ateda intenzita
fluorescencie sa zvySovala. Po zaplneni vSetkych defektov na povrchu QDs (dosiahnutie
pomerov koncentracii QDs:Glyp 1:1) naviazanie Glyp-u spésobuje zhaSanie intenzity
emisie skamanych QDs. Popisana zavislost’ intenzity fluorescencie na koncentracii
Glyp apomeroch medzi Glyp a QDs je zobrazena na Obr. 6. Pomer koncentracii
QDs:Glyp s maximalnou intenzitou emisie je 1:1 [32,33].
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Obr. 6 Zavislost intenzity fluorescencie QDs v zavislosti na koncentracii Glyp-u,

prevzaté a upravené z[33]

Ako uz bolo spominane QDs maju relativne malu vel'kost’ v rozsahu 2-20 nm. Aj
napriek tejto skutoCnosti maju dostato¢ne velky povrch pre vytvorenie vazieb
s biomolekulami. Biokonjugacia medzi QDs a urCitou biomolekulou mdze nastat
niekol’kymi sposobmi. Medzi QDs a biomolekulou méze byt kovalentna, nekovalentna
vézba alebo spojenie moze byt’ vytvorené pomocou Spojok (,,crosslinkerov*) [10].

Kovalentnéd vdzba nastdva vdaka thiolovym kyselindm na povrchu QDs, ktoré su
nahradené thiolovymi biomolekulami. Na QDs mo6zu byt takymto spdsobom naviazané
napriklad BSA, DNA alebo oligonukleotidy [5,34].

Pri kovalentnych vdzbach medzi QDs a biomolekulami su ¢asto potrebné Specialne

typy chemickych skupin, ktoré interaguja s karboxylovymi skupinami vyskytujicimi sa
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vo vicsine biomolekul. Medzi reagenty obsahujlce Specidlne skupiny patria tzv. spojky
(crosslinkery). Vdaka crosslinkerom dochadza ku velmi Specifickym vidzbam medzi
QDs abiomolekulami. Existuji dva typy crosslinkerov ato heterobifunkéné
a homobifunk¢né. Heterobifunkéné maju obe skupiny spajajuce QDs a biomolekulu
volne pripustné. Homobifunkéné maju jednu reaktivnu skupinu blokovanu. Tuto
blokaciu treba odstranit pred vyuzitim crosslinekra ako spojky medzi QDs
a biomolekulu. Najvdac¢sou skupinou cross-linkerov interagujucich s karboxylovymi
kyselinami st karbodiimidové zluc¢eniny. Medzi karbodiimidové cross-linkery patri
hydrofilny EDC (1-Etyl-3-[3-dimetylaminopropyl]carbodiimid hydrochlorid), NHS (N-
hydroxysukcinimid), CDI (karbonyldiimidazol) ( Obr. 7) a iné [34].

N
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NHS:

CDI: N/b\ /¢\N

NN
S

Obr. 7 Chemické vzorce crosslinkerov EDC, NHS a CDI, prevzaté a upravené z[34]

EDC interaguje s karboxylovymi skupinami za vzniku aktivneho O-
acylisomocovinového medziproduktu, ktory je vo vodnych roztokoch nestabilny a
lahko sa spaja s aminoskupinami. Vysledok tohto spojenia st amidové interakcie
s karboxylovymi skupinami. Ako vedlajsi produkt pri spominanej reakcii je derivat
mocoviny. Cely postup naviazania QDs a biomolekuly pomocou EDC je vyobrazeny na
Obr. 8. Vsucasnosti patri EDC medzi najviac vyuzivany crosslinker [34,35].
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Obr. 8 Schéma reakcie vzniku vizby medzi QDs a biomolekulou pomocou EDC,

prevzaté a upravené z [34]

Prikladom kovalentnej vizby moze byt vizba medzi karboxylovou skupinou QDs
a amino skupinou imunoglobulinu G (IgG) [36] ako je vidiet’ na Obr. 9, ktora vznikla
vdaka EDC pridanému do tejto reakcie. EDC sa naviaze na karboxylovil skupinu
na povrchu QDs a vytvori komplex, na ktory sa naviaze nasledne biomolekula (v tomto
pripade IgG) pomocou amidovej vizby [37].
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Obr. 9 Vytvorenie komlexu QDs-1gG pomocou crosslinkeru EDC, prevzaté a upravené
z [37]

Dalsim $pecialnym cross-linkerom je sulfo-NHS, ktory sa najéastej$ie pouziva
pri interakciach s spominanym EDC. EDC a sulfo-NHS spolo¢ne vytvaraju stabilnejsie
medziprodukty. Za pomoci EDC sa viaze sulfo-NHS na karboxylové skupiny za vzniku
stabilnejSicho medziproduktu NHS esteru aumoznuji biokonjugacie s amidovymi
skupinami biomolekul. Cela reakénd schéma naviazania biomolekuly na QDs

obsahujuce  karboxylovii  skupinu je  zobrazenda na  Obr. 10 [34]
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Obr. 10 Schéma reakcie vzniku vizby medzi QDs a biomolekulou pomocou EDC
a sulfo-NHS, prevzaté a upravené z [34]

Dong a kolektiv skamali kovalentné vazby medzi GSH stabilizovanymi CdTe QDs
a Specifickymi bunkami prostaty sluziacimi pre priame znacenie spojenymi s IgG
pre nepriame znacenie nadorovych buniek prostaty. Vizby boli vytvorené¢ medzi QDs
a crosslinkermi EDC-NHS vd’aka karboxylovym skupindm a medzi EDC-NHS a 1gG
amidovymi vidzbami. Vysledky preukézali, ze takéto znacenie ma vynikajucu spektralnu
fotostabilitu. Pri nepriamom znaceni pomocou IgG bola preukazana vyssia Specificita

ako pri priamom znaceni [38].

CdTe QDs stabilizované MPA bolo mozné konjugovat’ s peptidmi alebo proteinmi
pomocou spojok EDC a NHS. Shang a kolektiv tymto vyskumom zistili, ze konjugacia
QDs a proteinov spominanym spdsobom je vyhodnéd v zachovani biologickej aktivity

QDs konjugatu a taktiez vykazuje vynikajice vysledky v oblasti znacenia buniek [39].

Cross-linker CDI patri medzi vynikajuce karbonylacné €inidlo, ktoré tvori amidovu
viazbu pri biokonjugaciach s peptidmi. CDI sa vyuziva pre aktivaciu hydroxylovych aj
karboxylovych skupin za vzniku imidového medzi produktu predstavujuceho aktivnu
skupinu. Pri konjugacii zlucenin, ktoré obsahuji primarny amin, nukleofil sa viaze
na karbonyl. Pri tomto deji dochadza ku odStiepeniu imidazolu [40].

Liskova s kolektivom sa zaoberali biokonjugaciou QDs v roztokoch pufrov
0réznych pH s anti-ovalbuminom, ktora prebiehala pomocou cross-linkera CDI.
Biokonjugacia prebiehala 1 hodinu pri izbovej teplote a islo o viazby vytvorené medzi
karboxylovou skupinou QDs a amino skupinou peptidov za pritomnosti CDI [40].
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Nekovalentnymi vdzbami medzi komplexom QDs-biomolekula st hlavne
elektrostatické sily. Tieto interakcie st v porovnani s Kovalentnymi st menej naro¢né.
Elektrostatické sily nastavaju pri spojeni zaporne nabitych QDs a pozitivne nabitych
enzymov a proteinov. QDs, ktoré nemajii na povrchu naviazanu latku meniacu ich naboj
st zaporne nabité. Takéto QDs st schopné sa viazat' s oligonukleotidmi alebo
biomolekulami ako je BSA [41].

Elektrostatické viazby moézu vzniknat' dvoma sposobmi. Bud’ st QDs naviazané
V negativne nabitom komplexe alkyl-COOH-QD a vytvaraju biokonjugaciu s kladne
nabitymi biomolekulami alebo st kladne nabité a viazu sa spolo¢ne so zadporne nabitou
biomolekulou. Proteiny navédzujuce sa na povrch QDs zlepSuju optické vlastnosti
samotnych QDs. Kvantovy vytazok QDs, ktoré maju na povrchu naviazané proteiny je
podstatne vyssi o 50 az 300 %. Na druhej strane nevyhodou pri nekovalentnych vazbach
je oplyvnena aktivita biomolekul a taktiez je velmi naro¢né kontrola mnozstva
biomolekul naviazanych na QDs. QDs dosiahnu pozitivny ndboj vd’aka tomu, Ze sa
naich povrch naviaze pozitivne nabita latka ako napr. cysteamin, rozne typy kyselin
ainé [42]. Gao s kolektivom skumali CdTe QDs obalené cysteaminom a lyzozémovu
vazbu DNA. Kladne nabity cysteamin sa spajal so zaporne nabitou DNA
elektrostatickymi vézbami. Vzhl'adom k Specifickej vizbe DNA ma toto spojenie
vysoku selektivitu pre rozpoznavanie lyzozoému. Tento vyskum bol prevedeny v sére

mysi a vo vzorkach ranného 'udského mocu [43].

Xiao skolektivom skimali spominané nekovalentné interakcie QDs s réznymi
biomolekulami. CdSe/ZnS QDs s naviazanou merkaptooctova kyselina mali negativne
nabity povrch, na rozdiel od rovnakych QDs s povrchom obalenym pozitivne nabitym
cysteaminom. Vedci skumali biokonjugaciu medzi spominanymi QDs a BSA. Zistili, ze
elektrostatické sily medzi oboma vznikajicimi komplexmi st velmi stabilné, a Ze
fluorescenéné spektra oboch komplexov st si podobné. Tymto vyskumom dokazali, Ze
interakcie medzi QDs aBSA =zavisia hlavne na koncentraciach navizovanej
biomolekuly [44]. Na Obr. 11 s uvedené priklady jednotlivych interakcii pri vytvarani
komplexu QDs-biomolekula [35].
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Obr. 11 (A4) interakcia medzi QDs a thiolovymi koncami biomolekul, (B) amidova vizba
s thiolakylovymi ligandmi, (C) elektrostatické interakcie medzi kladne
nabitou bielkovinou a negativiym povrchom QDs, (D) Polyhistidinové
pripojenie bielkovin, (E) amidova vizba medzi karboxylovym zakoncenim
biomolekuly a amidovym povrchom QDs, (F) vizba medzi amidovym
zakoncenim biomolekuly a thiolovym koncom QDs za pritomnosti cross-

linkeru, prevzaté a upravené z [35]
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3 PROTEINY

Proteiny su makromolekuly skladajice sa zjedného alebo viacerych retazcov
aminokyselinovych zvyskov tzv polypeptidmi. Proteiny sa od seba liSia zloZzenim
polypeptidov. Sekvencie aminokyselinovych zvySkov V proteinoch su definované
génom, ktory je kodovany v genetickom kodde. Jednotlivé aminokyselinové zvysky su
spojené peptidovymi vdzbami. Geneticky kod urcuje 20 aminokyselin. Proteiny
vykonévaju mnoho funkcii v zivych organizmoch. NajddlezitejSie s, Ze proteiny
zabezpecuju replikdciu DNA, sluzia ako katalyzatory pri metabolickych reakciach,
Zabezpecuju transport latok v zivych organizmoch, maji mechanické a Strukturalne
funkcie ako napr. aktin amyosin v svale, doblezit¢ st v bunkovej signalizacii,
imunitnych odpovediach tela na vonkajSie podnety, pri zabezpeCovani bunkového
cyklu.

Proteiny st Casto spajané s latkami stabilnou vizbou za ucelom dosiahnutia urcitej
funkcie. To bolo dovodom, Ze sa vedci zacali zaoberat biokonjugiciou proteinov
s QDs. QDs vtomto spojeni predstavuji novi budicnost’ v cielenej preprave latok
do zivého organizmu, Ku zobrazovaniu krvného rieCista a karcinogénnych buniek.
Pri biokonjugaciach QDs s biomolekulami vedci najéastejSie vyuzivaju hovidzi sérovy
albumin (BSA), molekuly DNA alebo rézne protilatky [45].

3.1 Detekcia protilatok

Protilatky, tieZ nazyvané ako imunoglobuliny (Ig), si proteiny imunitného systému
tvaru Y sluziace ku identifikaciu a neutralizaciu patogénov (napr. baktérie a virusy). Ig
rozpoznavaju jedineéné molekuly patogénov tzv. antigény. Kazda protilatka je
Specificka a rozpoznava Specificky antigén. Produkcia protildtok je hlavnou funkciou
imunitného systému. Protilatky st tvorené 2 tazkymi a dvoma lahkymi retazcami
spojenymi disulfidickou vézbou (ako je vidiet na Obr. 12). Protilatky sa delia do 5
roznych tried (izotopov) podla typu tazkého retazca, ktory obsahuju. Typy tazkého
retazca sa oznacuju gréckymi pismenami a, v, 8, € a i Z ¢oho st odvodené typy tried
protilatok na IgA, 1gG, IgD, IgE, IgM [46].
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Obr. 12 Zobrazenie tvaru a Struktury protilatky, prevzaté a upravené z [46]

Spojenie QDs s protilatkami otvara nové moznosti v lekarskej diagnostike. Vedci
sa snazia tymto spojenim ziskat nové luminiscencné znacky, ktoré mo6zu napomahat’
Kk lepSiemu hodnoteniu liecby mnohych druhov zavaznych ochoreni. Komplex QDs
protilatka cirkulujiice v krvi mézu pomoct’ pri v€asnom odhaleni rakoviny. Rozvoj
krvnych testov pomocou optickych metéd umoziuje véasnu diagnézu a prindsal by
mnoho vyhod v riadeni nadorovych ochoreni. Biokonjugéciu protilatok a QDs je mozné
dosiahnut’ pomocou cross-linkerov, ktoré zabezpecia spojenie karboxylovej skupiny
QDs a amino skupiny biomolekuly alebo elektrostatickych sil medzi komplexom QDs-
biomolekula. Konjugacia spominaného komplexu bola sledovand pomocou
fluorescencie a Ramanovho rozptylu. Espinola s kolektivom sa zaoberali S$tidiom
interakcii medzi CdSe/ZnS QDs a protilatky imunoglobulinu G (krali¢i IgG). Zistili, Ze
fluorescenéné spektra nekonjugovanych QDs maji Gaussovsky tvar na rozdiel
od spektier konjugovanych QDs s protilatkou, ktoré sa stavaju asymetrické [47].

Torchynska a kolektiv skimali biokonjugaciu (CdSeTe)/ZnS QDs s protilatkou
virusu besnoty (Pseudo rabies virus) z kréli¢ieho séra. Zistili, Ze tidto biokonjugacia
modze pomdct k v€asnej detekcii rady dolezitych ochoreni vratane rakoviny. Vyvoj
krvnych testov pomocou optickych metod fotoluminiscencie a Ramanovho rozptylu
mozu byt vel'kym pokrokom v kontrolovani tychto chorob [48].

QDs boli testované ako luminiscencné sondy pre znafenie buniek a tkaniv.
V minulosti sa skumali biokonjugacie QDs-biomolekula pomocou povrchovej
plazmovej rezonancnej analyzy, elektrochemickej analyzy alebo kalenia. V sucasnej
dobe sa tieto interakcie skiimaji pomocou UV-VIS absorpcie, rezonancie Rayleighovho
rozptylu alebo fluorescencnej spektrometrie. Tieto analyzy vyuzivali k skimaniu
interakcii medzi CdTe/TGA QDs a protilatky chylotrypsinu aj Peng s kolektivom.

Chylotrypsin je traviaci enzym v podzaludkovej zl'aze, ktory pri interakcii s QDs mdze
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sluzit’ k detekcii rakoviny pankreasu. QDs boli spojené s chylotrypsinom pomocou
crosslinkera NHS. Vysledkom ich skimania bolo, Ze molekuly chylotrypsinu maja
relativne vysoku afinitu s CdTe QDs [49].

Pri studiach interakcii CdSe/ZnS s protilaitkou Osteopontin Torchynska skiamal
spojenie  pomocou fotoluminiscencie a Ramanovho rozptylu. Konjugacia bola
dosiahnutd prostrednictvom kovalentnych vizieb s pouzitim funkénych skupin
na povrchu QDs alebo pomocou elektrostatickej sily medzi QDs a biomolekulou.
Protein Osteopontin (znamy ako BSP-1 zabezpecujuci aktivaciu T-lymfocytov)
v spojeni s QDs moze sluzit' ako lepsie hodnotenie liecby mnoho druhov rakoviny.
Nedavno bol tento protein oznaceny ako identifikacny marker rakoviny hrubého creva
[50].

Vazquez s kolektivom sa zaoberali vyskumom biokonjugacie CdSe/ZnS
s protilatkou interleukin 10 (anti-1L10). VSetky optické merania (Ramanov rozptyl,
fotoluminiscencia) boli vykonané na vysusenych kvapockach QDs umiestnenych v Si
substrate. Takato biokonjugacia moéze byt vyuzivana v génovej technologii k cielenej

distribucii liekov do tkaniv a K arteridlnemu a vendéznemu zobrazeniu [51].

3.2 Detekcia hoviadzieho sérového albuminu

Hovidzi sérovy albumin (z anglického bovine serum albumin, skratene BSA) je
najhojnejs$i globularny protein v plazme s molekulovou hmotnostou 66,5 kDa.
Ma mnoho vyuzitia v biomedicinskych aplikaciach a enzymatickych reakciach ale aj
pri navrhovani novych imunochemickych testov. Jeho vyhody spocivaju v jeho stabilite
a nedostatku rusenia v biologickych reakciach. Zvyc€ajne sa pouziva ako proteinové
¢inidlo v proteinovych testoch (napr. Bradfordov test), pri merani koncentracie proteinu
v roztoku. Sérové albuminy hraju doleziti ulohu pri transporte endogénnych
a exogénnych latok. Strukturilne je BSA retazec 582 aminokyselin a sklad4 sa z 3
domén (I, I, 1), ktoré si rozdelené do deviatich sluciek (L1-L9) 17-timi
disulfidickymi védzbami (Obr. 13). Ma tri typy vnatornych fluoroforov a to tryptofan,
tyrozin a fenylalanin. Jeho rovnaké Strukturalna homolégia s HSA (Tudsky sérovy

albumin) je d6lezitym prvkom pri ¢astych aplikaciach [52-54].
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Obr. 13 Molekula BSA, prevzaté a upravené z [54]

Interakcie kvantovych bodiek s biomolekulami pritahuju coraz vaésiu pozornost.
Medzi povrchom QDs a biomolekulou vznikaja elektrostatické sily za vzniku komplexu
QDs-biomolekula. QDs maju na svojom povrchu pozitivny naboj narozdiel od BSA,
ktory ma negativny. Vd’aka tomu dochadza ku elektrostatickym vidzbdm medzi QDs
a BSA. Taktiez vytvaranie komplexu moze nastat’ pomocou cross-linkerov, ktoré
spajaju karboxylové skupiny na povrchu QDs aamino skupiny na biomolekule.
Na povrch QDs sa vdaka karboxylovej skupine naviaze crosslinker, ktory vytvori
medziprodukt. Na tento medziprodukt sa nasledne naviaze amidovou vdzbou BSA. Ako
priklad crosslinkerov mozno uviest EDC, EDC-NHS, CDI a iné [43].

Zistovanie biologickej toxicity QDs je sucastou kazdého vyskumu vedcov
pri snahe vyuzitia QDs pri analytickych testoch. K tymto ucelom sa vyuzivaji
biomolekuly HSA a BSA. Bai spolo¢ne so svojim kolektivom skimali vplyv velkosti
CdTe QDs na interakcie s HSA. Pouzili kompatibilné CdTe QDS s maximalnymi
emisiami 535 nm (zeleno-emitujuce QDS, G-QDS) a 654 nm (Cerveno-emitujuce QDS,
R-QDS). Vysledky ukazali, Ze na zhaSanie fluorescencie QDs s HSA mé vplyv na
vel'kost’ QDs. Vizbové konstanty a pocet viazobnych miest medzi R-QDS a HSA boli
vyssie ako medzi komplexom G-QDS-HSA. Taktiez bola preukdzana zvySujica sa
afinita QDs k HSA s rasttcou vel'kost'ou kvantovych bodiek [55].

Vedci ako Wang a spol. sa vo svojich stadiach zaoberali interakciami QDs a BSA.
Skimali vplyv velkosti QDs na toxické interakcie s BSA pomocou fluorescencie,
cirkularneho dichroizmu (CD nastava pri roznej absorpcii lavotocCivej alebo

pravotocivej zlozky cirkuldrne polarizovaného ziarenia prechodom cez analyt) a UV-
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VIS absorpcnych spektier. Vyuzivali tri vel'kosti QDs s maximalnou emisiou 535 nm
(zeleno-emitujuce QDS, G-QDs), 579 nm (Zlto-emitujuce QDS, Y-QDs) a 654 nm
(Cerveno-emitujuce QDS, R-QDs). Vysledky ukazali, ze elektrostatické sily vytvaraja
staticki vézbu v komplexe QDs-BSA a fluorescencia QDs ucinne uhasi fluorescenciu
BSA [42].

Vizbami medzi CdSe/ZnS a BSA sa zaoberali Xiao akolektiv. Pri syntéze
CdSe/ZnS boli pouzit¢ negativnha kyselina merkaptooctovda (MAA) a pozitivny
cysteamin (CA). Interakcie komplexu QDs-BSA skumané pomocou UV-VIS
a fluorescencie. Vysledky studii ukazali, Ze nabojovo limitované QDs rozlozia intenzitu
fluorescencie BSA sroznou ucinnostou. Pri vyhodnocovani pomocou cirkularnej
dichroizmovej spektroskopie vysledky ukézali konforma¢né zmeny BSA indukovanych
pomocou QDs a ovplyvnenu biologicku aktivitu BSA r6znymi nabojmi QDs [44].

Interakcie medzi CdTe QDs a BSA skuamali Idowu s kolektivom. Karboxylové
skupiny na povrchu QDs boli aktivované EDC, na ktoré bolo nasledne naviazané BSA
aminovymi skupinami ako je vidiet' na Obr. 14. Zistovali zmenu intenzity fluorescencie
pred apo naviazanim BSA na QDs. Intenzita fluorescencie sa zvysila po naviazani
biomolekuly na povrch QDs [56].
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Obr. 14 Vytvaranie vizieb medzi ODs a BSA pomocou crosslinkerov EDC a NHS,

prevzaté a upravené z [56]

Pri skiimani vézieb medzi QDs a BSA sa vedci zaoberali aj tepelnym spravanim
BSA pri pouziti QDs ako sond. BSA je jednym z najviac skimanym proteinom vd’aka
Strukturdlnej homologii s l'udskym albuminom. Pri  porovnani konjugovanych
a nekonjugovanych QDs biomolekulou, nekonjugované QDs vykazuji linearnu
zavislost’ intenzity fluorescencie vzhl'adom ku zvySujucej sa teplote. Biokonjugované
QDs vykazuju viac komplexné spravanie vysoko citlivé na Strukturdlne zmeny
proteinov. Pri teplote 51 °C intenzita fluorescencie biokonjugovanych QDs vykazuje
pokles. Pti zahriati na 69 °C dochadza ku zvySeniu intenzity emisie QDs vd’aka tom, ze
pri tejto teplote dochadza ku denaturacii BSA naviazaného na povrch QDs [57].
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4 DETEKCIA DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je nositelkou genetickej informacie
jednotlivych buniek. Zabezpecuje rast, delenie a obnovu buniek. DNA je sto¢ena
do dvojzavitnicovej $piraly (Obr. 15). Prokaryotické organizmy maji DNA umiestnené
vol'ne v cytoplazme, ecukaryota maji hlavna ¢ast DNA v jadre a mensie molekuly DNA
Vv bunkovych organelach. Zakladné zlozky DNA (tzv nukleotidy) sa skladaju z troch

zloziek:

e Deoxyribozy

e Dusikatej bazy (adenin, guanin, cytozin, tymin)

e Zvysku kyseliny fosforecnej (PO,>)

Obr. 15 Dvojzavitnicova Spirdla DNA, prevzaté a upravené z[58]

DNA v spojeni s QDs vytvaraju velky potencidl vo vyvoji optickych materidlov
pre vyuzivanie v biologickom zobrazovani. Vytvaranie biokonjugatu DNA-QDs je
vd’aka elektrostatickym vdzbam medzi kladne nabitym povrchom QDs a zaporne
nabitou ¢asticou DNA [58,59].

Paramanik s kolektivom sa vo svojej praci zamerali na interakcie medzi CdTe-
TGA QDs v spojeni z DNA. Nakolko QDs modifikované TGA nevytvaraji vizby
s DNA musel byt povrch QDs upraveny kationovym polymérom. Etidium bromid bol
pouzity ako sonda na dvojretazcovi DNA. Takto upravené kladne nabité QDs
interagujli so zaporne nabitou DNA vd'aka elektrostatickym silam. Stdium interakcii
komplexu QDs-DNA v tejto praci bolo prevedené pomocou spektroskopie. Vytvoreny
komplex sa vyuziva v chemickych snimaniach a biologickych zobrazovaniach buniek
[60].

Li a spol. sa zaoberali konjugaciou CdTe QDs chrdnenych cysteaminom, ktoré boli
pozitivne nabité V elektrostatickom spojeni s zaporne nabitou plazmidovou DNA.
Tvorba QDs-DNA komplexu takmer inhibuje transkripénu aktivitu DNA. Preto bol
komplex preruSeny a DNA bola v spojeni s glutathionom transferovany do HEK 293
buniek, v ktorych bola merana u¢innost’ transfekcie pomocou prietokovej cytometrie.
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Na Obr. 16 je vidiet' cely priebeh vyskumu. Na zaciatku ide o vytvorenie komplexu

QDs-DNA, nasledne sa komplex rozruSuje po pridani glutathionu, ktory sa viaze

na povrch QDs a z povrchu QDs sa v bunkach uvolfiuje cysteamin nachadzajuci sa
na povrchu QDs. Z tychto faktov vyplynulo, ze kladne nabit¢ QDs maju potencial ako

novy prostriedok pri podavani lieckov v buducnosti [61].
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Obr. 16 Priebeh vytvarania QDs-DNA komplexu a nasledny rozpad komplexu za

sucasného vylucenia cysteaminu, prevzaté a upravené z [61]
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5 APLIKACIE QDS

QDs Vv porovnani s organickymi farbivami a fluorescenénymi proteinmi maji
jedine¢né optické vlastnosti ako napriklad Uprava emisnych spektier, lepsi jas,
vynikajucu fotostabilitu. Dne$né tispesné syntézy a biofunkcionalizacie QDs prispievaju
k bohatému vyuzivaniu tychto nanocastic v biologickych aplikaciach. Mézeme ich

rozdelit’ do troch skupin, in vivo, in vitro a aplikacie v imunosenzoroch [62].

5.1 Invivo zobrazovacie aplikacie

In vivo aplikacie st vykonavané v zlozitom systéme experimentalnych zivocichov.
Tieto aplikidcie mozu spliiovat’ Styri hlavné ulohy, a to zobrazenie cievneho riecista,
biodistribucia QDs, pozorovanie pohybu QDs a karcinogénne zobrazovanie in Vivo.
Toxikogenomické Studie boli zamerané na identifikdciu hepatokarcinogénnej aktivity.

Pri tychto stadiach byvaji splnené konkrétne podmienky:

e Zznacenia genomickych karcinogénov su pomerne stdrzné,

e dlh4a doba expozicie (tyZzdne), ktord md za nasledok robustnejSie modely
a vacsiu presnost’ klasifikacie,

e potreba formalizovaného pristupu k tvorbe modelov pre spolahliva aplikaciu
toxikogenomiky pri identifikécii a klasifikécii karcinogénnych buniek,

e moznost kvantitativne ho aj kvalitativneho sposobu hodnotenia rizik.

QDs posobia ako stabilné a odolné prirodné fluorescenéné znacky pouzivané v in
vivo znaCeni najmd pre dlhodobé zobrazovania a detekciu. Novo vyvinuté techniky

oznacovania QDs prispeli k ul'ah¢eniu §tudii podavania liekov na trovni zivych buniek.

Do buniek sa mézu QDs dostat’ Styrmi spdsobmi. Endocytéoza ako jeden
20 sposobov prepravy QDs do buniek prebieha tak, Ze molekula QDs sa vnori
do plazmatickej membrany, ktora ju obali a dopravi do bunky. Dalsi mechanizmus
preniku QDs do bunky je pomocou nespecifickej pinocytdzy. QDs vo forme tekutiny st
vpravené vchlipenim cytoplazmatickej membrany pricom bunka zachyti extraceluldrnu
tekutinu v drobnych vackoch. QDs sa mozu dostat’ do vnutra bunky aj vd’aka peptidom
tzv. transportom indukovanym peptidom. Latka, tomto pripade peptid slizi ako
prenasa¢ QDs cez membranu bunky dovnutra. QDs sa mézu dostat do bunky aj
mikroinjekéne teda vstrieknutim do vnutra bunky [24,63].

Wang a kolektiv sa zaoberali $tididmi modifikacie povrchu QDs pre podavanie
liekov a QDs ako nositelia lie¢iv.QDs boli najskor stabilizované merkaptoetylaminom a

polyetylén glykolom, na ktoré sa l'ahko viaZze lie€ivo kovalentnymi vézbami alebo
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elektrostatickymi silami. Takto modifikované QDs su endocyt6zou vpravené do buniek.
Tam sltzia pri sledovani efektivity, rychlosti uvolfiovania molektl lieCiva a ciest
dorucovania lie¢iva v Zivych bunkach organizmov. Na Obr. 17 je ukazka cesty lieGiva
pomocou QDs v tele mysi [64].

Obr. 17 Zobrazenie cesty lieciva pomocou QDs v tele mysi, prevzaté a upravené z [64]

Vykonny nastroj v zachytavani prietoku krvi je technika nazyvana in vivo
cryotechnika (hladiaca technika vyuzivajiica vel'mi nizkych teplot). K tejto technike
Terada s kolektivom vyuzivali QDs obalené gluthationom, ktoré boli vstrieknuté
do mysi. QDs boli lokalizované vo vnutri ciev v kore obli¢iek 30 s po vstrieknuti.
Takymto sposobom je mozné zobrazovat’ krvné rieciSte zvieracich organov v zavislosti

na Case vstriekovania QDs [65].

V stadiach Anantha a spol. boli skimané antimikrobialny potencial TGA-CdTe
QDs a fenolovych latok (rutin, kofein) s E.coli. Komplex QDs-rutin vykazoval
vynikajice kaliace U¢inky vdaka OH skupindm v Strukture rutinu, ktoré chybaju

Vv kofeine. Zakladné mechanizmy interakcii nano€astic s bunkovou stenou baktérie su:

e absorbcia na bunkovej stene,

e nespecifickd pinocytoza

V pripade, Ze je velkost’ nanocastic vdcSia ako 10 nm dochadza k absorbcii
na bunkovej stene. Pri dlhodobej akumulacii moze dojst’ aZ k smrti baktérii. Na druhej
strane pokial’ je velkost QDs nizSia ako 10 nm prechadzaji tieto nanocastice cez
bunkovi membranu. St schopné produkovat’ reaktivne formy kyslika, ktoré vyznamne
zvySuju permeabilitu plazmatickej membrany a moZe nastat’ bunkova smrt’ v dosledku
nespravnych transportnych mechanizmov buniek. Znacenie E.coli s QDs-rutin a QDs-
kofein bolo analyzované fluorescenénou mikroskopickou metéodou. Vysledky
preukézali zvySenu antimikrobidlnu aktivitu komplexu QDs-rutin a teda aj CastejSie
pouzivanie tohto komplexu v spojeni s E.coli [66].

QDs vdaka vynikajucej fotostabilite a vysokej fotoluminiscencii Vv spojeni
s Specifickymi  baktériami sluzia k transportu do nadorov zivych organizmov.
V stadiach Zhou-a a spol. boli skimané QDs v spojeni s baktéridmi Bifidobacterium
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bifidum, ktoré boli transportované do tkaniv nadorov. Pre zlepSenie ucinnosti
a Specifickosti zacielenia nadoru sa QDs nesuce baktérie boli konjugované s kyselinou
listovou. Tento pristup otvara cestu k poskytovaniu roznych typov funkénych latok ako

napr. lie¢iv do nadoru zivych zvierat pre zobrazenie, diagnézu a terapiu [67].

V dalsich stadiach boli vyuzivané cerveno fluoreskujuce CdTe dopované
manganom. Ich syntéza prebiehala pomocou hydrotermalnych procesov z vysokou
teplotou. CdTe-Mn QDs maji maximalny vrchol emisie fluorescencie pri 610 nm a ich
fluorescencné vlastnosti st vhodnejsie pri r6znych bioaplikacidch nez CdTe QDs bez
manganu. Takéto QDs sa vyuzivaju pri sondich B9-CdTeMn syntentizovanych
kopulaciou B9 (4-(2,2-Dimethylhydrazinyl)-4-oxo-butanova kyselina — biela krystalicka
latka sluziaca ku ochrane rastlin) s CdTeMn QDS. Intenzita fluorescencie sondy je
dvakrat vyssia nez v CdTeMn QDS, stabilita je lepSia pri réznych podmienkach
okolité¢ho prostredia. Sonda zachovéva biologicku aktivitu B9 ovplyvnenu zelenym
farbivom v rastlinach. Z tohto dévodu Liu s kolektivom tuto sondu na znacenie B9-
viaztcich proteinov selektivne s koreiovymi tkanivami semienok fazule. Tieto proteiny
boli pozorované prevazne napovrchu bunkovych membran v kortexovom
a epidermalnom parenchymom. Cely postup syntézy a vysledkov je vidiet na Obr. 18.
Cervena fluorescencia sondy B9-CdMnTe moze zabranit' samovolnej interferencii na
pozadi obrazku rastliny [68].

Daminozide(B9)

CdTeMn QDs
-CdTeMn probe

sNH; 57N, VALOOH: Daminozide{89)

Obr. 18 Postup vyroby sondy a naviazania na bunky, prevzaté a upravené z [68]

V sucasnej dobe je velké mnozstvo chemosenzorov a snimacich systémov zaloZené
na foto-indukovanom elektronovom prenose QDs pri skiimani interakcii medzi
protinadorovymi lie¢ivami, DNA a QDs. Novo vyvinuté techniky znacenia s QDs
ul’ah¢ili podéavanie liekov na urovni zZivych buniek. Wang a kol. hlésili, ze pomocou
techniky na upravu povrchu QDs, ktoré vo vode stabilizuji merkaptoethylamin
a polyetylénglykol. Tieto latky sa 'ahko konjuguju v lieCivami pomocou kovalentych
vézieb alebo elektrostatickych sil za ucelom vytvorenia komplexu s QDs. Vd’aka tomu
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niektoré malé molekuly alebo makromolekuly (peptidy, DNA) boli uspesne studované
pomocou QDs fluorescencnymi zobrazovacimi spdsobmi. Ako priklad mozno uviest
CdTe/CdS QDS funkcionalizovanych Glyp (glyfosat), ktorych emisia fluorescencie
bola zvySena. Tieto funkcionalizované QDs boli spojené s CT-DNA (DNA tel'acicho

tymusu) za vzniku jednoduchého citlivého a selektivneho biosenzoru [33].

Toxicita vin vivo zobrazeniach je kliCovym faktorom pri schvaleni takychto
zobrazovacich sond regulacnymi tradmi pre humanne klinické pouzitie. Pri r6znych
studiach bola preukdzana potreba neustadleho kontrolovania a skimania mechanizmov

vyuzivajicich QDs pri mnohych syntézach a interakciach [6].

5.2 Invitro aplikacie

Uspesny vyskum zaoberajuci sa syntézami a biokonjugaciami QDs umoZiiuje
vyuzitie QDs v biologickych aplikaciach. Vdaka skvelym vlastnostiam QDs ako je
fluorescencia astabilita zacali sa QDs vyuzivat v oblasti in vitro aplikaciach
a v biosenzoroch. V in vitro diagnostike st vyuzivané QDs vdaka ich vlastnostiam ako
je tvar a vel’kost), jas, farba QDs (Siroka skala farieb QDs je uvedena na Obr. 19), uzke
emisné pasy a najdolezitejSia fotostabilita.

Obr. 19 Priklady sirokej skaly farieb QDs, prevzaté a upravené z [62]

QDs predstavuju slubné vyuzitie pri sledovani a dodavke lie¢iv v Klinickej
medicine. Li skolektivom vo svojich S§tadiach skumali toxicitu CdTe QDs
nachddzajucich sa v nanogéli (NGS). QDs-NGS udrziavali citlivost’ pri vhodnom pH
PBS pufru. Zistili, Ze komplex QDs-NGS chrani QDs pred rozkladom v cytoplazme
a zachovavaju nativnu intenzitu fluorescencie. MTT test ukdzal, ze QDs-NGS vyrazne
znizuje cytotoxicitu QDs [69].
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Nanocastice moézu byt pouzivané aj ako fluorescenéné sondy pre uréenie
rakovinotvornych buniek a tkaniv. Schopnost’ Studovat molekularne a biologické
udalosti pomocou fluorescencnych sond ovplyvnila mnoho oblasti v biomedicinskom
vyskume, pri testovani lieCiv a molekularnej diagnostike. Vdaka vysokej kvalite QDs

st vhodné pre multiplexnému znaceniu alebo kdédovaniu génov, proteinov a molekul.

Nové stratégie prinasaju rozsirené vyuzitie QDs v zobrazovacej oblasti. QDs slizia
ku cielenému a trvalému zobrazovaniu pri diagnostike rakoviny. Organické QDs boli
konjugované s kyselinou listovou. Na kyselinu listova sa pripojil vitamin E
cez amidovl viazbu medzi NH; skupinou, ktori obsahuje kyselina listovda a COOH
skupinou vitaminu E. QDs spojené so spominanym komplexom slizia ku diagnostike
rakoviny v rannej faze. NajcastejSie sa tieto QDs viazu na bunky rakoviny prsnika
pricom zabezpecuju cielené zobrazenie a vysoku Specifickost’ a citlivost QDs

na karcinogénne bunky [63].

CdTe-TGA QDs obalené Zelatinou boli rovnako vyuzivané v oblasti zobrazovania.
TGA-CdTe QDs svrstvou zelatiny boli vstriecknuté do buniek THP-1 z dévodu
zistovania toxicity. Zelatina na povrchu QDs zabezpeduje niz§iu uroven toxicity QDs
pri konjugaciach sbunkami. THP-1 bunky sG bunky Tludského tela sluziace
ku testovaniu leukémie pri imunochemickych analyzach. Bolo preukazané, ze QDs su
schopné aktivovat' l'udské krvné dosticky, €o prinaSa velky pokrok ku vyuzitiu
nanocastic v medicinskej a biochemickej oblasti [70] .

Wu a kol. boli medzi prvymi, ktory preukazali, Ze QDs mozu Specificky a u€inne
oznacovat’ molekuldrne ciele na subcelularnej urovni. QDs boli obalené¢ polymérom
a funkcionalizované biomolekulami (streptavidinom a imunoglobulinom) a aplikované
na cielové bunky (aktin a mikrotubuly). Pouzité kvantové bodky boli 2 réznych farieb
(630 nm a 535 nm) a porovnané s inymi farbivami. Vysledky ukazali, ze QDs st ovel'a
fotostabilnejsie a od tej doby sa vyuZivaji v nespocetne vel'a aplikaciach vratane in situ
tkanivovych diagnostikach [62].

In vitro aplikacie QDs maju vSak aj nevyhody. Medzi najvicsie patri naro¢nost’
aplikacie v dosledku zlozitej morfologie, prostredia a funkcie buniek ako aj vlastnosti
QDs, ktoré mozu byt vaznou prekazkou pre citlivé pozorovanie jednotlivych interakcii
a subcelularnej funkcie. Taktiez aj uz spominana cytotoxicita QDs je nevitana
pri aplikaciach a vySetrovani biologickych systémov. Tato problematika je v stcasnosti

Casto sklonovanou témou v diskusiach vedcov [71].

39



5.3 Imunosenzory

Vdaka vynikajucim fluorescenc¢nym vlastnostiam QDs je ich vyuzitie v oblasti
biosenzorov velmi zaujimavé. V poslednej dobe, elektrochemickd imunoanalyza
pritahuje znacny zaujem vysoko citlivej detekcie proteinovych biomarkerov vdaka
jednoduchosti, nizkej cene, vysokej citlivosti, a miniaturizacii. Va¢si pocet znaciek, ako
si  enzymy alebo elektroaktivni molekuly, byvaji pouzité pre ulahenie
elektrochemickych merani. S rozvojom nanotechnolédgii za¢inaju byt pouzivané rdzne
nanocastice zlata, oxidu kremicitého, polovodi¢ovych krystalov (napr. CdS, ZnS) ako
Stitky zvySujuce citlivost’ elektrochemickych imunologickych technik. Ide najma
0 elektrochemické biologické testy. NajcCastejSie pouzivany QD systém pri spominanych
testoch je systém polovodi¢ového jadra CdSe potiahnutého vonkaj$im plastom ZnS
[72].

Forsterov rezonanény prenos energie (FRET) je fotofyzikalny proces,
prostrednictvom ktorého fluorescencna molekula (tzv. darca) prenasa svoju excita¢na
energiu na molekula (tzv. akceptor) prostrednictvom dip6l-dipdl interakcii pokial’ je
vzdialenost’ medzi spominanymi molekulami mensia ako kriticky polomer nazyvany
ako Fosterov polomer (Obr. 20). Sila vdzieb medzi akceptorom a donorom je zavisla
od vzdialenosti medzi nimi [73]. Vdaka tomu méze byt spektrum emisie ,,akceptoru‘
nenaro¢ne odlisené od spektra ,,darcu* a teda signal pozadia je znaéne minimalizovany.
V poslednych desatrociach, polovodicové QDs boli pouzité ako vynikajuci darca
energie namiesto tradiénych organickych farbiv v FRET. Pri tejto metode st ddlezité
nutné kroky pri kovalentnej biokonjugécii medzi akceptorom a QDs, aby nedochadzalo
k znizovaniu intenzity spektier emisie a aj koloidnej stabilite QDs [74].

\ FRET
Donor

Akceptor Spojené molekuly

donora a akcetora

Obr. 20 Princip metody FRET
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Adarsh s kolektivom sktimali CdSe/ZnS QDs v spojeni s rodaminom B. Ukazalo
sa, ze QDs obalené¢ ZnS vrstvou su citlivé na vonkajSie faktory ako je pH a chrania
jadro CdSe pred oxidaciou azvySuju kvantovy vytazok. Medzi ZnS vrstvou
arodaminom B vznikaji elektrostatické vrstvy. QDs v spojeni s rodaminom B sa

vyuzivajui vo vyvoji biosenzorov [75].

Stadie absorpcie proteinov ma velky vyznam v oblasti biotechnologii, lekarskom
vyskume a diagnostike. V bio-analytickej oblasti absorbcia proteinov zohrava dolezita
rolu vo vyvoji biosenzorov, d’alej v oblasti biomateridlov ako napr. v systémoch
pre podavanie liekov, umelych tkaniv a organovych systémov. Aj ked boli absorpcie
proteinov Studované niekol’ko poslednych desatroci tieto mechanizmy s vel'mi naro¢né
atazko objasnitel'né z dovodu Struktiry proteinov, ktoré obsahuju hydrofoébne aj
hydrofilné aminokyselinové zvysky a prendsaju bud’ negativny alebo pozitivny naboj

(interaguji pomocou elektrostatickych sil) [76].

V biosenzoroch patria medzi jedny z najpouzivanejSich proteinov protilatky
imunoglobuliny. Imunoglobuliny su teda protilatky, ktoré maju za lohu identifikovat’
a zneSkodnit’ cudzie latky (virusy a baktérie) v imunitnom systéme. Molekula
imunoglobulinu sa sklada z dvoch I'ahkych (oznacovanych L-light) a dvoch tazkych (H-
heavy) retazcov, ktoré st spojené disulfidovymi mostikmi a vytvaraja tvar pismena Y.
Imunoglobuliny sa delia podl'a tazkého retazca na 5 izotopov a to IgA, IgD, IgE, 1gG,
a IgM. V mnohych §tadiach sa zaoberali interakciami medzi QDs a imunoglobulinom
anaslednymi aplikdciami v biosenzoroch. Ako priklad mozno uviest' §tadie Liu-ho
s kolektivom, ktory skumali interakcie medzi biofunkcionalizovanymi QDs a IgG za
vzniku biosenzoru vyuzivané k optickej detekcii patogénov pomocou Staphylococcus
aureus (S. aureus). Imobilizacia imunoglobulinu IgG na povrch TGA-CdS QDs bol
pomocou kovalentnej vidzby za vzniku rozpoznavacej sondy pre S. aureus., ktory ma
schopnost’ I'ahko identifikovat" a spolahlivo detekovat’ patogény s pevnym nosi¢om.
Na Obr. 21 je mozné vidiet' imobilizaciu IgG s QDs anasledné znacenie S. aureus
s 1gG-QDs komplexom [77].
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Obr. 21 Znacenie S.aureus s 19G-QDs komplexom prevzane a upravené z [17]
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6 CHARAKTERISTIKA QDS

6.1 Luminiscencia

Luminiscencia je definovand ako jav, pri ktorom dochadza k absorbovaniu Ziarenia
o danej vinovej dizke latky, ktora prechadza do excitovaného stavu. Vyziarena energia

takejto latky sa nazyva luminiscencia.

Cely princip vyziarenia fotonov ma niekolko cCasti. Na zaciatku po absorpcii
svetelného ziarenia elektrony castic prechadzaju zo singletného stavu Sp
do excitovanych singletnych stavov Si, Sy,... atripletnych stavov Ti, T,. Molekula
prejde z rovnovaznej vibra¢nej hladiny stavu Sp do vibracnej hladiny excitovanych
stavov. Pri ndvrate molekul do zdkladného stavu dochadza bud’ ku vyziareniu fotonov
(luminiscencia) alebo k neziarivym prechodom (vibra¢na relacia, vnatorna konverzia
amedzi systémova konverzia). Doba trvania absorbancie radovo 10™s, fluorescencie —
10s, fosforescencie — 10 az 10%, vibragnej relacie — 10™%% az 10™%s, vnutornej
konverzie — 10° az 10™%%s amedzi systémovej konverzie — 10 az 10%%s. Vyssie
popisany princip je znazorneny na Jablonského diagrame (Obr. 22) [78,79].

Absorpcia

Fluorescencia
Fosforescencia

N

y i Vibraénd relaxdcia

i -

t g *, Vnitorna konverzia

x“ —: L -, Medzisystémova

-
S, % konverzia
Ty —
", -
Absorpcia ~ <
Fluorescencia T1
Fosforescencia
e 1015 g w108 s Tr 103109 5

Obr. 22 Jablonského diagram, prevzaté a upravené z [79]
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Luminiscencia sa deli na :

e fluorecenciu,
e fosforescenciu.

e oneskorenu fluoresceniou.

6.1.1 Fluorescencia

Fluorescencia je prechod zrovnovaznej vibranej hladiny excitovaného stavu
do vibracnej hladiny zakladného stavu za pritomnosti Ziarenia. Pri pouZivani
fluorescencie sa stanovuje QY. QY fluorescencie predstavuje pomer poctu svetelnych
kvant emitovanych a absorbovanych latkou za sekundu. Dolezit¢é podmienky

pri fluorescencii su:

e Stokesov zakon (vlnova dizka emisie je vi¢sia alebo rovna vlnovej dizke
excitacie svetla),

e Kashovo pravidlo (pred emisiou fluorescen¢ného kvanta dochadza k relaxacii
vibra¢nej energie a vnttornej konverzie),

e Vavilové pravidlo (doba excitovaného stavu a QY nezavisi na vinovej dizke).

Fluorescencia sa vyuziva pri metodach ako je fluorescenéna spektrometria. Pri tejto
metode sa zistuji optické vlastnosti nanoStruktar napr. aké st ich emisné spektra.
Zakladny pristroj sa sklada zo zdroja svetla (xenonova vybojka), excitacného
monochromatoru alebo emisného monochromdtoru. Vystupom pri fluorescencnej
spektrometrii je bud’ excitacné alebo emisné spektrum v zavislosti od zapojeného typu

monochromatoru pri analyze.

6.1.2 Fosforescencia

Hlavnym rozdielom medzi fluorescenciou a fosforescenciou je doba dohasinania.
U fosforescencie dochddza k pomalému navratu z excitovaného stavu z dovodu, Ze
elektrony s energiou absorbovaného fotonu prechadzaji vnUtornymi prechodmi
aprichadzaji do takej energetickej hladiny, zktorej sa nemdzu priamo vratit
do zakladného stavu. Vysledkom je uvdznenie energie zakazanymi prechodmi. Tato
energia je uvol'nend po niekol’kych minttach aZz hodinach.

6.1.3 Oneskorena fluorescencia

Oneskorena fluorescencia je ziarivy prechod z rovnakej energetickej hladiny ako

pri fluorescencii ale doba dohasinania trva dlhsie. Doba dohasinania oneskorenej
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fluorescencie trva priblizne rovnako ako doba dohasinania fosforescencie za rovnakych
podmienok. Emisné spektrum je vSak totozné semisnym spektrom okamzitej
fluorescencie [79,80].

6.2 UV-VIS

Ultrafialovo-viditelna spektroskopia (skratene UV-VIS) patri medzi analytické
metody. Jej princip spociva v absorbancii elektromagneticého ziarenia, ktoré je
v intervale 200-800 nm molekulami skimanych vzoriek. Interval elektromagnetického
ziarenia je dany viditelnou a UV oblast'ou spektra. Po absorbpcii ziarenia molekulami
dochadza ku excitacii elektronov jednotlivych molekl. Tato technika dopliia
fluorescen¢nu spektroskopiu v tom, Ze fluorescencia sa zaobera prechodom molekul
z excitovaného stavu do zakladného =zatial ¢o UV-VIS riesi prechod molekul
zo zakladného stavu do excitovaného. UV-VIS metdda sluzi ku stanoveniu koncentracie
jednotlivych  latok a vspojeni sostatnymi  spektroskopickymi  metodami
pre rozpoznavanie neznamej latky. Medzi vyhody tejto metddy patri rychlost,
efektivita, citlivost’ [81].

6.3 Kapilarna elektroforéza

Elektroforéza je metdda, ktora vyuziva aktivitu nabitych Castic v elektrickom poli.
Elektrické pole je vytvarané vlozenim jednosmerného konStantného napitia medzi
elektrédy. Rychlost’ pohybu nabitych Castic je zavisla na velkosti naboja a rozmerov
molekuly. OdliSne vel'ké ardzne nabité Castice sa budil separované na zaklade
rozdielnych rychlosti pohybu. Elektroforéza sa vyuziva k separécii latok ale moze byt’
VvyuZzita aj pre preparativne ucely.

Kapilarna elektroforéza je podskupinou elektroforézy prevadzand ako volna
elektroforéza v tenkej kapilare s vysokym napétim (10-30 kV). K separacii dochadza
pod vplyvmi elektroforetickej migracie a elektroosmotického toku.
Pod elektroforetickou migraciou rozumieme pohyb nabitych castic v elektrickom poli.
Elektroosmoticky tok je sposobeny ndbojom vnutornych stien kapilar. Ked pride
ku kontaktu elektrolytu a silanovych skupin, ktoré sa pozdiz vnutornych stien kapilary
vytvara sa tak elektrickd dvojvrstva medzi kapildrou a elektrolytom. Do takéhoto
systému sa zavedie jednosmerny prud kationy sa zacnu pohybovat’ smerom k katdode
a strhavaju zo sebou aj elektrolyt, vdaka Comu sa vytvara elektroosmoticky tok
ku katode. Rozne nabité molekuly sa pohybuji réznymi rychlostami podl'a naboja ale
vSetky st nesen¢ ku katode. Pokial’ sa separuju anionty elektroosmoticky tok a migrécia
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maji opacny smer. Neutrdlne molekuly sa pri volnej kapilarnej elektroforéze
neseparuju ale pohybuju sa ako jeden pas [82,83].

Kapilarna elektroforéza je citlivd metdda pre charakterizaciu kvantovych bodiek.
QD biokonjugat je pomocou tejto metddy Gcinne separovany. V Stadiach Huang-a a kol.
boli preukazatelné, ze vdaka tejto metdode su efektivne separované QDs
biokonjugované s BSA a QDs nekonjugované. Vyuzivali 30 cm dlhé kapilary s napéatim
12 kV pri teplote 25 °C. Na Obr. 23 je mozné vidiet' vysledky separacie QDs-BSA
pomocou kapilarnej elektroforézy. Graf poskytuje ndhl'ad na u¢inné oddelené QDs-BSA
od samotnych QDs. QDs su rovnaké akurat spektrum A ukazuje elektroforeogram
povodného roztoku, B vyjadruje elektroforeogram rovnakej vzorky po jednej ultra-

filtracii a posledny elektroforeogram C zobrazuje vzorku po 2 ultra-filtraciach [84].

QDs

QDs-BSA

N 1

Intenzita fluorescencie

T 7 T
6 8

-
< & -

’

Migracny ¢as (min)

Obr. 23 Elektroforeogram zobrazujici separaciu roztoku QDs pomocou kapilarnej

elektroforézy, prevzaté a upravené z [84]
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7 EXPERIMENTALNA CAST

7.1 Pouzité chemikalie

e Borohydrid sodny, Sigma-Aldrich

e Carbonyldiimidazol (CDI), Sigma-Aldrich

e (Citrat sodny dihydrat, Sigma-Aldrich

e Dihydrogénfosfore¢nan sodny dihydrat, Sigma-Aldrich

e Dihydrogénfosfore¢nan draselny, Merck spol. s.r.o

e 1-Etyl-3-[3-dimetylaminopropyl]carbodiimid hydrochlorid (EDC), Sigma-
Aldrich

e Hovéidzi sérovy albumin (BSA), Sigma-Aldrich

e Hydroxid sodny, Penta

e Chlorid draselny, Sigma-Aldrich

e Chlorid kademnaty, Sigma-Aldrich

e Chlorid sodny, sigma-Aldrich

e Chlorid zino¢naty, Sigma-Aldrich

e Isopropylalkohol, Lach-Ner, s.r.o

¢ Imunoglobulin G, Sigma-Aldrich

e L-Glutathion redukovany (GSH), Merck spol. s.r.o

e Merkaptojantarova kyselina (MSA), Merck Schuchardt OHG

e N-hydroxysukcinimid (NHS), Sigma-Aldrich

e Teluri¢itan sodny, Sigma-Aldrich

e Voda MiliQ, Milipore

7.2 Pouzité zariadenia a laboratorne vybavenie

e Centrifiga, EBA 20, Hettich

e Chladi¢, Petite Fleur, Huber

e [aboratorna suSicka, Memmert

e Magneticka mieSacka, MR Hei-end, Heiddph

e Mikropipeta, Eppendorf

e Multimodalna mikrodostickova Citacka, Infinite M200 Pro, Tecan
e pH meter, Cybescan PC 6500, Eutech Instruments

e Pristroj na kapilarnu elektroforézu, Agilent 7100

e Rotacna vakuova odparovacka, Hei-VAP Advantage, Heidolph

47



e Trepacka, MSC — 100, Thermo-shaker

e Ultracentrifiiga, Minispin plus, Eppendorf

e Ultrazvukova cCisticka, 10P Sonorex digital, Bandelin
e UV lampa Kruss, A. Kruss optronic

e Vakuova odparovacka, Hei-Vap advantage, Heidolph
e Vakuova pec, VAKUUM PRAHA

7.3 Syntéza QDs

7.3.1 Syntéza QDs CdTe ovrstvenych glutationom

Syntéza CdTe-GSH QDs prebiechala nasledovnym sposobom. Do roztoku
deionizovanej vody (42 ml) a chloridu kademnatého (4 ml, ¢ = 0,04 mol/l) boli
za staleho mieSania pridavane reaktanty: citrat sodny dihydrat (100 mg), teluricitan
sodny (4 ml, ¢ = 0,01 mol/l), GSH (300 mg), borohydrid sodny (50 mg). Vzniknuty
roztok bol preliaty do banky spojenej so spatnym chladi¢om a nasledne bol zohrievany
za staleho mieSania (500 ot/min) na 95 °C po dobu 4 hodiny. Roztok po ukonceni
syntézy bol Zltej farby, uskladneny v chlade a temne. Pri hydrotermalnej metode boli
QDs syntetizované pri teplote 120 °C pocas 2 hodin [85].

7.3.2 Syntéza CdTe/ZnS QDs ovrstvenych glutationom

Syntéza CdTe/ZnS QDs, ktoré st ovrstvené glutationom prebiehala nasledovnym
sposobom. Do roztoku deionizovaje vody (50 ml) a CdTe QDs (40 mg CdTe/GSH) boli
za staleho mieSania pridavané reaktanty: ZnCl, (6,8 mg), GSH (61,3mg), hydroxid
sodny (Uprava pH na 8). Vzniknuty roztok bol preliaty do trojhrdlej banky spojenej
so spiatnym chladi¢om a nasledne bol zohrievany za stdleho mieSania (500 ot/min)
na 95 °C po dobu 3 hodin [86].

7.3.3 Precistenie a vysusenie CdTe QDs

Po dokonceni syntézy boli vSetky core QDs precistené pomocou isopropanolu.
Kvantové bodky boli zriedené s isopropanolom v pomere 1:2 anasledne odstredené
Vv centrifige (6000 ot/min) po dobu 35 minut. Pri core/shell Struktare boli QDs
precistené vo vakuovej odparke. Nasledne boli QDs susené vo vakuovej peci pri teplote
50 °C po dobu 4 hodiny.
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7.3.4 Priprava fosfatového pufru

Priprava fosfatového pufru (PBS) prebiehala nasledovne. Do 200 ml vody boli za
staleho mieSania priddvané nasledujuce latky: 1600 mg chloridu sodného, 40 mg
chloridu  draselného, 288 mg dihydrogénfosforecnanu sodného, 48 mg

dihydrogénfosforecnanu draselného. Vysledna hodnota ph PBS pufru bola 7,4.
7.4 Navazovanie biomolekuly na QDs

7.4.1 Navizovanie biomolekuly na povrch QDs pomocou EDC a NHS

Interakcie biomolekuly a QDs boli zabezpecené spdsobom, ze do roztoku QDs
(200 pl, ¢ = 1 mg/ml) bol pridany EDC (100 pl, ¢ = 50 mM) a NHS (100 pl, ¢ =5 mM).
Zmes bola ponechand v trepacke 30 minut pri teplote 32 °C pre aktivaciu
karboxylovych skupin. Potom bol do zmesi pridany BSA (200 ul) o0 roznych
koncentraciach (¢ = 0,33, 0,66, 1, 2, 4, 6, 8 mg/ml). Vysledny roztok bol trepany
v trepacke 2 hodiny a nasledné uchovavany v temne a chlade (4 °C) [87].

Dal§i postup navizovania biomolekuly na QDs pomocou NHS a EDC bol
nasledovny. Do 1 ml milipore boli pridané QDs (m = 0,5 mg/ml) d’alej BSA (o roznych
koncentraciach), NHS (m =1 mg) a EDC (11 pl). Vyslednej zmesi sa upravilo pH na 7
pomocou NaOH a nasledne bola celd zmes ponechana pri pokojovej teplote v trepacke
2—4 hodiny a po naviazani biomolekuly uskladnena v temne a chlade (4°C) [88].

7.4.2 Navéazovanie biomolekuly na povrch QDs pomocou CDI

Interakcie biomolekuly a QDs boli zabezpecené spésobom, ze do roztoku QDs
(Iml, ¢ = 0,1 mg/ml) bol pridany CDI (10 pl, ¢ = 10 mM,), ktory obsahuje 100 mM
fosfatovy pufor (pH = 7,4). Vysledny roztok bol ponechany 30 minuat pri pokojovej
teplote aby bola zabezpecena aktivacia karboxylovych skupin. Do zmesi bol potom
pridany BSA alebo 1gG (V = 336 upl) ordznych koncentraciach. Biokonjugicia
prebiehala pri pokojovej teplote 2 hodiny a nasledne bol roztok uchovavany v temne
a chlade (4°C) [40].

7.4.3 Zhasanie fluorescencie

Po naviazani biomolekuly na povrch QDs casto dochddza ku zhdSaniu
fluorescencie. Zhasanie fluorescencie QDs moze byt popisany vd’aka Stern-Volmerovej
rovnice. Stern-Volmerova rovnica ma tvar:

2 =14 Kgy *[Q] (1)
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PriCom |y predstavuje intenzitu v nepritomnosti zhasaca (Co je latka znizujuca
intenzitu emisie skimanych QDs), | v rovnici je intenzita fluorescencie v pritomnosti
zhasaca, Ksv je Stern-Volmerova konstanta zhaSaca a [Q] je koncentracia zhaSaca. Do
grafov je vhodné vynasat’ lo/I=f([Q]). lo/l je linearne zavislé na koncentracii zhasaca a

smernica danej priamky sa rovna Stern-Volmerovej konstante K.
7.5 Analyza QDs biokonjugovanych biomolekulou

7.5.1 Analyza pomocou Infinite M200

Analyza vzoriek QDs prebiehala pomocou pristroja Infinite M200 Pro, Tecan.
Spominany pristroj sa vyuziva pri mnohych detekciach. Na zaciatku boli jednotlivé
vzorky (V =200 pl) napipetované na mikrotitacné dosticky NUN 96 a tie boli nasledne
vlozené¢ do pristroja. Pri analyze pripravenych biokojugovanych QDs bola pouzita
excitaénd vinové dizka 390 nm. Emitované Ziarenie bolo detekované v rozsahu 410-800
nm s krokom 2 nm. Hodnota uzaviery (GAIN) bola nastavena na hodnoty 60 pri QDs
a 70 pri vytvoreni komplexu QDs-biomolekula.

7.5.2 Analyza pomocou kapilarnej elektroforézy

Dalsia analyza vzoriek pripravenych QDs prebichala pomocou pristroja 7100
Agilent Technologies s dizkou kapilary 63 cm, efektivnou dizkou 43 cm s priemerom
kapilary 75 pum. Davkovanie prebehlo pod tlakom (100 mbar) pocas doby 15 s za
pouzitia separacného napétia 20 kV. Ako elektrolyt zabezpecujici separaciu bol pouzity
20 mM borat sodny (pH = 9,2). Analyzovany signal bol detekovany pomocou
fluorescencie s vyuziti excitaénej vinovej dizky 488 nm.
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8 VYSLEDKY A DISKUSIA

8.1 Syntéza CdTe QDs

V praktickej Casti boli syntetizované CdTe QDs stabilizované glutathionom (GSH).
Pri syntéze jadra CdTe bol vyuzity teluri¢itan sodny, vd’aka ktorému nemusela priprava
QDs prebiechat’ v inertnom prostredi. Priprava QDs prebiehala dvoma metdédami
pomocou spétného chladi¢a (refluxu) ahydrotermalnou metdédou v autoklave. QDs
vyuzivané v d’alSom vyskume boli pripravené pomocou refluxu. Pripravené QDs boli
nasledne obalené vrstvou ZnS podla postupu uvedeného vysSie Vv kapitole 7.3.2.
Ovrstvené QDs sa vyuzivali ku biokonjugacii s vybranymi biomolekulami (v tomto
pripade BSA a IgG).

8.1.1 CdTe-GSH QDs

CdTe-GSH QDs boli syntetizované 1, 2, 3, 4 hodiny podl'a postupu popisaného
v kapitole 7.3.1. Na Obr. 24 a Obr. 25 je vidiet tieto QDs pod UV lampou a na dennom
svetle. Pod UV lampou je vidiet zmenu spektra QDs z bledej do ziarivo zelenej farby.
Na dennom svetle st QDs zltej farby

Obr. 24 CdTe-GSH syntetizované 1,2,3,4 hodiny pod UV lampou
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Obr. 25 CdTe-GSH syntetizované 1,2,3,4 hodiny na dennom svetle

Analyza vSetkych vzoriek prebiehala pomocou pristroja Infinite M200 Pro, Tecan.
Emitované Ziarenie bolo detekované v rozsahu 410-800 nm po krokoch 2 nm. Velkost
zavierky bola nastavend na hodnotu 60. V diplomovej praci su vyhodnocované
fluorescencné spektra jednotlivych QDs, maximalne intenzity emisii ako aj Sirka piku
v polovici jeho maxima oznatovana FWHM (z anglického ,,Full width at half

maximum®).

Ako prva bola skiimana syntéza CdTe-GSH QDs. Pri syntéze QDs boli odoberané
vzorky vzdy po hodine od doby kedy dosiahli QDs teplotu 95 °C. Na Obr. 26 je vidiet
zavislost’ intenzity emisie na vlnovej dizke CdTe-GSH QDs ako aj absorpéné spektrum
QDs (¢ = 1 mg/ml) ziskané metodou UV-VIS. CdTe-GSH QDs maji absorpéné
maximum 0,0486 pri vinovej dizke 485nm. Tato skutoénost’ sa zhoduje z vedeckymi
predpokladmi pri skimani absorpénych vlastnosti QDs. Vedci zistili, ze pri syntéze
QDs o teplote 95 °C (Co bolo aj vtomto pripade pripade QDs) QDs vykazovali
absorpéné maximum pri vinovej dizke 500 nm [89]. Vzorky skiimané fluorescenénou
spektroskopiou boli odobrané postupne po hodine a nasledne im bola merana intenzita
emisie pri vinovej dizke excitacie 390 nm. Hodnoty maximélnych emisii vInovych
dizok boli vrozmedzi od 506 az 524 nm. Maximalne intenzity emisie rastli
z0 zvySujicim sa Casom trvania syntézy, ¢o bolo aj predpokladom. V Chyba!
Nenalezen zdroj odkazii. st vypisané parametre maximalnych intenzit fluorescencie
QDs, pri akych vinovych diZkach emisie boli dosiahnuté a taktieZ aj hodnoty FWHM.
Je vidiet, e dochddzalo ku posunu spektra QDs ku vy$§im vlnovym dizkam
smerujicim ku Cervenej oblasti svetla.. Z hodn6t FWHM a tvaru spektra mézeme tiez
urcit, Ze syntetizované QDs maji tzke symetrické emisné spektra ¢o je vyhoda pri
d’alSej praci s tymito QDs. Najvyssiu intenzitu emisie dosiahla vzorka QDs po Styroch
hodinach ato 69094 CPS pri vinovej dizke 524 nm, ktora sa nasledne vyuzivala pri
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syntéze core/shell QDs.
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Obr. 26 Fluorescencné spektra CdTe-GSH a absorpcné spektrum pripravenych QDs
Tab. 1 Parametre CdTe-GSH QDs

Typ QDs A [nm] Intenzita FWHM [nm]
yp MAX fluorescencie [CPS]
CdTe-GSH
506 14623 48
1 hod.
CdTe-GSH
510 27529 44
2 hod.
CdTe-GSH
518 49234 46
3 hod.
CdTe-GSH
524 69094 46
4 hod.
CdTe-GSH
(reflux) 522 48646 46
Cops =1 mg/ml
CdTe-GSH
(autoklav) 506 8106 46
Cops = 1 mg/ml

Ako uz bolo spominané vysSie syntéza QDs prebieha dvoma sposobmi ato
zahrievanim S vyuzitim refluxu alebo hydrotermalnou metdédou v autoklave. Pri syntéze
QDs pomocou refluxu boli QDs syntetizované pri 95 C po dobu 4 hodin.
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Pri hydrotermalnej metdde boli QDs syntetizované pri teplote 120°C pocas doby 2
hodiny.

Obr. 27 QDs pripravené dvomi metédami viavo s vyuzitim spdtného chladica vpravo

hydrotermdlna metéda v autokldave pod UV lampou

Pri pohl'ade na Obr. 27 a Obr. 28 je vidiet' rozdiely vyslednych QDs pripravenych
z rovnakych chemikélii dvoma r6znymi metodami. Skumané QDs mali koncentraciu
2 mg/ml. Je patrné, ze QDs pripravené za pomoci spidtného chladi¢a (refluxu) majt
vys§iu intenzitu emisie ako QDs pripravené hydrotermalnou metdédou (autoklavom).
Maximalna hodnota intenzity emisie pri QDs pripravenych pomocou refluxu bola
48646 CPS pri vinovej dizke 522 nm. QDs pripravené hydrotermalnou metédou mali
maximalnu intenzitu fluorescencie 8106 CPS pri vilnovej dizke 506 nm. QDs
syntetizované pomocou refluxu mali ovel'a vys$§iu maximalnu intenzitu emisie a emisné
spektrum viac v zelenej oblasti ¢o je vidiet aj na Obr. 27. Hodnoty FWHM mali QDs
rovnaké, z ¢oho vyplyva, ze ich emisné spektra boli rovnako tzke. Pri porovnani
vysledkov z predpokladmi z vedeckych ¢lankov [90] je patrné, ze QDs pripravené
Vv autoklave by mali mat’ intenzitu fluorescencie vysSiu alebo asponi priblizne rovnaku
ako je intenzita fluorescencie QDs syntetizovanych pomocou refluxu. V tomto pripade
boli vysledky odliSne takze aj napriek vidcSej Casovej ndrocnosti pri priprave QDs
pomocou refluxu (4 hodiny) v porovnani s hydrotermalnou metoédou (Cas trvania 2
hodiny) sa ukdzala tato metdda vyhodnejSia a vSetky syntetizované QDs, ktoré boli
nasledne obalené a biokonjugované proteinmi boli pripravené touto syntézou.
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Obr. 28 Fluorescencné spektra CdTe-GSH QDs 0 koncentrdacii 2 mg/ml pripravené
pomocou refluxu a v autokiave

8.2 Syntéza core/shell QDs

V dalSom kroku boli CdTe-GSH QDs obalené vrstvou ZnS. Pri vytvoreni
core/shell QDs sa zist'ovala rovnako intenzita fluorescencie a boli vyhodnotené emisné
spektrda QDs. Takto pripravené core/shell QDs boli vyuzité pri biokojugicii s BSA
a IgG. Postupy syntézy core/shell QDs st popisané vyssie v kapitole 7.3.2.

Analyza vzoriek prebiehala ako v predchadzajicom pripade na pristroji Infinite
M200 Pro, Tecan. Pouzita excitaéna vinové dizka pri ziskavani vysledkov bola 390 nm
a emitované ziarenie sa detekovalo v rozmedzi 430-800 nm. Velkost' zavierky mala
hodnotu 60.

8.2.1 Syntéza CdTe-GSH/ZnS

Na Obr. 29 a Obr. 30 st zobrazené CdTe-GSH/ZnS pod UV lampou a na dennom
svetle. CdTe-GSH/ZnS boli syntetizované 1, 2 a 3 hodiny. Na dennom svetle st QDs
zltej farby. Pod UV lampou je vidiet zmenu spektra QDs zo zelenej do zeleno-Zltej
farby.
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Obr. 29 CdTe-GSH/ZnS syntetizované 1, 2, 3 hodiny pod UV lampou

Obr. 30 CdTe-GSH syntetizované 1, 2, 3 hodiny na dennom svetle

Obr. 31 zobrazuje zavislosti intenzity emisie na vlnovych dizkach u CdTe-GSH
QDs obalenych vrstvou ZnS. Vzorky boli odoberané vzdy po hodine pricom prva
vzorka bola zobrana hodinu od zahriatia roztoku na 95 °C. V Tab. 2 st priblizené
parametre vzoriek. QDs boli excitované svetlom o vinovej dizke 390 nm , pri ktorom
maximum intenzity emisie QDs dosiahli pri vinovych dizkach v rozmedzi 522-534 nm.
Najvhodnejsie QDs na biokonjugaciu boli CdTe-GSH/ZnS po 3 hodinovej syntéze.
Tieto QDs dosiahli maximalnu intenzitu fluorescencie (39864 CPS) pri vlnovej dizke
emisie 534 nm. Hodnota FWHM pri skumanych vzorkach bola od 46 do 48 nm.
Z vyslednych fluorescencnych spektier je vidiet, Ze core/shell QDs maji tUzke a
symetrické emisné spektrd. Zo zvySujucim sa Casom syntézy sa emisné spektrd QDs

posuvali smerom ku Zltej oblasti. QDs s najvySSou intenzitou emisie (syntetizované 3
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hodiny) boli nasledne vyuzité pri biokonjugécii s vybranymi biomolekulami.
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Obr. 31 Fluorescencné spektra CdTe-GSHIZNS
Tab. 2 Parametre CdTe-GSH/ZnS QDs
Typ QDs A [nm] Intenzita FWHM [nm]
yp MAX fluorescencie[CPS]
CdTe-GSH/znS
522 26072 46
1 hod.
CdTe-GSH/zZnS
528 34321 46
2 hod.
CdTe-GSH/zZnS
534 39864 48
3 hod.
CdTe-GSH
524 31854 46
Cops = 1 mg/ml
CdTe-GSH/ZnS
536 12075 48
Cops = 1 mg/ml

Pre porovnanie fluorescenc¢nich spektier CdTe-GSH QDs pred apo vytvoreni
vrstvy ZnS bol vykresleny Obr. 32. Porovnavané QDs mali obe koncentraciu

¢ = Img/ml. Ziskané spektra st uzke a symetrické. Je vidiet, ze QDs sa po obaleni

znizuje intenzita fluorescencie a dochadza k miernemu posunu spektra emisie do

Cervenej oblasti. Vo vicsSine pripadov tomu byva naopak. Zvycajne obalovanie QDs

zabezpecuje ich lepSie optické vlastnosti a teda zvySovanie intenzity fluorescencie QDs.

Znizenie intenzity emisie u obalenych QDs mohlo nastat’ z dovodov ako st nevhodné
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podmienky pri suseni QDs alebo mohlo dojst’” ku kontamindcii vzoriek pri merani
vzoriek. Aj napriek tymto faktom st CdTe-GSH/ZnS vhodnymi adeptami pri
biokonjugacii nakol’ko maju dostatone vysoku intenzitu emisie (12075 CPS) a znizenu
toxicitu vdaka vytvorenej vrstve ZnS ¢o je predpokladom z vedeckych ¢lankov [91].
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Obr. 32 Fluorescencné spektra CdTe-GSH a CdTe-GSH/ZnS s koncentraciami
¢ = 1mg/ml

8.2.2 Vplyv pH na CdTe-GSH/ZnS QDs

Pred navdzovanim BSA a IgG na povrch QDs bolo najskor skimané najvhodnejsie
pH PBS pufru (1 M), ktory tvori najvhodnejsie prostredie pre biokonjugacie QDs. pH
bolo skimané na CdTe-GSH/ZnS QDs s koncentraciou ¢ =2 mg/ml. pH roztoku QDs je
dolezité, nakol’ko ovplyviiuje intenzitu emisie QDs. Zo ziskané¢ho grafu (Obr. 33) je
vidiet’ zavislost’ intenzity fluorescencie na hodnote pH jednotlivych vzoriek. QDs boli
merané pri excitaénej vlnovej dizke 390 nm aemitované Ziarenie sa detekovalo
v rozmedzi 430-800 nm. Velkost' zavierky mala hodnotu 60. QDs dosahuji najvyssie
intenzity emisie ked” sa nachadzaji v PBS pufroch o hodnotach pH v rozmedzi 6,5-8,5.
Tieto vysledky odpovedaji aj predpokladom z vedeckych ¢lankov [31,92]. Z tychto
doévodov boli pri biokonjugaciach QDs s biomolekulou vSetky QDs biokonjugované s
biomolekulami v pufroch s pH od 6,5 do 8,5.
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Obr. 33 Fluorescencné spektra CdTe-GSH/ZnS QDs 0 koncentraciach ¢ = 2mg/ml

uskladnenych v PBS pufroch s roznym pH

8.3 Naviizovanie vybranych biomolekul na syntetizované QDs

Vsetky syntetizované QDs (CdTe-GSH) boli po obaleni vrstvou ZnS
biokonjugované hovidzim sérovym albuminom (BSA). Konjugécie prebiehali pomocou
crosslinkerov EDC, NHS a CDI vdaka ktorym boli na povrch QDs naviazané
biomolekuly BSA a IgG. Vytvaranie komplexov CdTe/ZnS/BSA a CdTe/ZnS/IgG bolo
pomocou troch postupov, ktoré st popisane v kapitole 7.4.1. Rozdiel medzi nimi je
hlavne v réznych koncentraénych pomeroch vsetkych latok potrebnych k vytvoreniu
komplexu a taktiez vo vyuziti rozdielneho crosslinkera.

8.3.1 Naviazanie BSA a IgG na CdTe-GSH/ZnS pomocou crosslinerov
EDC a NHS

V tejto diplomovej praci boli sledované zmeny intenzity emisie QDs spdsobené
biokonjugaciou QDs s roznymi koncentraciami BSA. Pri interakciach CdTe-GSH/ZnS
s BSA boli zaznamenavané fluorescencné spektra. Vazby medzi QDs a biomolekulou
boli vytvorené vd’aka crosslinkerov EDC a NHS, ktoré s karboxylovymi skupinami na
povrchu QDs vytvoria medziprodukty, na ktoré sa ndsledne navidzuju amidové vizby
z povrchu biomoleku. Analyza vSetkych vzorkov prebiehala na pristroji Infinite M200

Pro, Tecan. Excita¢na vlnova dizka bola 390 nm hodnota zavierky bola zvysena na 70.
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8.3.1.1 Naviazanie BSA na QDs pomocou crosslinkerov EDC a NHS pri pH =6,5

QDs biokonjugacia s réznymi koncentraciami BSA prebiehala pri pH =6,5.
Koncentracie BSA boli ¢ =0,33, 0,66, 1, 2, 4, 6, 8 mg/ml. Na Obr. 34 su zobrazené
spektra CdTe-GSH/ZnS QDs (¢ = 0,33 mg/ml), ktoré maju modifikovany povrch
pomocou crosslinkerov EDC a NHS anasledne je na ne vdaka tejto modifikacii
naviazana biomolekula BSA. Po naviazani crosslinkerov sa intenzita fluorescencie QDs
zvysila 0 2004 CPS. Pri skiimani vplyvu réznych koncentracii BSA na intenzitu emisie
QDs (Tab. 3) je vidiet’, Ze pri nizsich koncentraciach BSA intenzita emisie QDs linearne
rastie az po koncentraciu BSA ¢ = 2 mg/ml, potom dochadzalo ku stagnaci a pri vysSich
koncentraciach nad 6 mg/ml dochadza ku miernemu poklesu intenzity emisie. Tato
skutocnost’ sa d& odovodnit’ faktom, Ze pri syntéze QDs sa vytvaraji na povrchu
jednotlivych QDs defektov, ktoré sa pri biokonjugacii s nizSou koncentraciou
biomolekuly zacelia ¢im zvySia intezitu emisie QDs a nasledne po naviazani na
zaceleny povrch QDs biomolekuly dochddza ku zniZovaniu intenzity emisie.
Z vyslednych spektier mozno vidiet, Ze maximalnu intenzitu emisie (9388) dosiahli
QDs interagujtiice s BSA o0 koncentracii ¢ = 6 mg/ml. Pri zvyseni koncentracie BSA na
¢ = 8 mg/ml QDs zacali postupne zniZzovat’ intenzitu emisie o 538 CPS. Samotné QDs
(c=0,33 mg/ml) vykazovali intenzitu emisie 3471 pri vinovej dizke 550 nm. QDs sa po
pridani crosslinkerov EDC a NHS zvysila maximalna intenzita emisie na hodnotu 5475
CPS. Hodnoty FWHM QDs boli v rozmedzi od 60 do 72 nm. Fluorescenéné spektra su
SirSie ako tomu bolo v pripade nekonjugovanych core a core/shell QDs.

10000
— 9000 - e CdTe-GSH/ZnS QDs
4 N  =——QDs-BSA cBSA=0,33mg/m
O 8000 - | QDs-BSA ¢BSA=0,66mg/m
@ 7000 -  ‘ = QDs-BSA cBSA=1mg/ml
e ] || = QDs-BSA cBSA=2mg/m|
8 6000 QDs-BSA cBSA=4mg/ml
L 5000 - QDs-BSA cBSA=6mg/ml
S 2000 | QDs-BSA cBSA=8mg/ml|
4= QDs+EDC+NHS
S 3000 -
N
S 2000 -
I=
— 1000 -
— \“‘41?;\»%< e
0 T T T T — T
300 400 500 600 700 800

VInova dizka [nm]

Obr. 34 Fluorescencné spektra CdTe-GSH/ZnS QDs biokonjugovanych s BSA s réznymi
koncentrdacidami pri pH 6,5
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Obr. 35 Zavislost hodnoty maximalnej intenzity emisie QDs a koncentracie BSA

Tab. 3 Parametre CdTe-GSH/ZnS/BSApri pH pufru 6,5

Typ QDs \ [nm] Intenzita FWHM
yp MAX fluorescencie [CPS] [nm]
CdTe-GSH/ZnS QDs 550 3471 72
QDs+EDC+NHS 570 5475 54
QDs-BSA
570 6750 64
Crsa= 0,33 mg/ml
QDs-BSA
566 7168 62
Cesa= 0,66 mg/ml
QDs-BSA
566 7890 60
Cesa =1 mg/ml
QDs-BSA
564 8868 62
Cesa=2 mg/ml
QDs-BSA
566 9237 62
Cesa=4 mg/ml
QDs-BSA
564 9388 60
Cesa=06 mg/ml
QDs-BSA
564 8850 60
Cesa =8 mg/ml
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8.3.1.2 Naviazanie BSA na QDs pomocou crosslinkerov EDC a NHS pripH =75

Dalej bola skiimana rovnaka zavislost’ vzhl’adom na zmenu pH PBS pufru. V tomto
pripade mal pufor, v ktorom boli rozpustené skumané QDs hodnotu pH= 7,5. Pri
zvySovani pH PBS pufru, ktory zabezpecuje prostredie pre biokonjugéaciu dochadzalo
ku zniZzovaniu intenzity emisie QDs uz pri nizSej koncentracii BSA. Ako je vidiet
z grafu atabulky (Tab. 4 a Obr. 36) kvantové bodky, ktoré mali povodne niZSiu
intenzitu fluorescencie (2324 CPS) ako to bolo u QDs s pH 6,5 pri vytvarani komplexu
QDs-BSA zvySovali svoju maximalnu intenzitu emisie (11735 CPS). Na povrch QDs sa
najskor navédzuju EDC a NHS, pri ktorych sa intenzita emisie QDs zvySuje z 2324 CPS
na 9850 CPS a dochadza ku zuzovany fluorescenéného spektra QDs. Na zaciatku pri
navédzovani biomolekuly (o nizkych koncentraciach) na povrch QDs dochadzalo ku
zvySovaniu maximalnej hodnoty emisie z 9850 CPS na 11735 CPS anasledne po
prekroceni koncentracie interagujuceho BSA o2 mg/ml sa intenzita emisie znizovala
a znizila sa az na hodnotu 8106 CPS pri koncentracii BSA 8 mg/ml. Hodnoty FWHM
ziskanych vzoriek boli vrozedzi 56-98 nm. Hodnotu FWHM rovni 98 nm mali
samotné QDs. Z toho vyplyva, Ze sa ich emisné spektrum vyrazne rozsirilo pri zvySeni
pH pufru. Emisné spektra konjugovanych QDs su rovnako tuzke ako tomu bolo pri
konjugovanych QDs s pH 6,5.
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Obr. 36 Zavislost hodnoty maximalnej intenzity emisie QDs a koncentracie BSA
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Tab. 4 Parametre CdTe-GSH/ZnS/BSA pri pH pufru 7,5

Typ QDs N [nm] Intenzita fluorescencie FWHM
P MAX [CPS] [nm]
CdTe-GSH QDs 552 2324 98
QDs+EDC+NHS 566 9850 54
QDs-BSA
562 10991 56
Cesa= 0,33 mg/ml
QDs-BSA
562 11518 56
Cesa = 0,66 mg/ml
QDs-BSA
564 11748 58
Cesa=1 mg/ml
QDs-BSA
560 12304 56
Cesa=2 mg/ml
QDs-BSA
560 11735 56
Cesa=4 mg/ml
QDs-BSA
558 11220 54
Cesa=6 mg/ml
QDs-BSA
564 8106 56
Crsa=8 mg/ml

8.3.1.3 Naviazanie BSA na QDs pomocou crosslinkerov EDC a NHS pri pH =8,5

Pri skimani zavislosti vytvarania komplexu QDs-BSA apH prostredia, kde
prebieha biokonjugacia bolo ako posledné skimané prostredie s pH = 8,5. Po zvySeni
pH pufru na 8,5 sa hodnoty intenzity emisie opdt” zmenili nakol’ko doslo aj ku zmene
prostredia biokonjugacie QDs a BSA. Pri pohl'ade na Obr. 37 a z neho ziskanej tabul’ky
parametrov (Tab. 5) je vidiet’, ze zo zvySujucim sa pH prostredia sa znizuje intenzita
emisie nekonjugovanych QDs. Po naviazani EDC a NHS na povrch QDs dochadza ku
zvySeni intenzity emisie QDs. Priebeh pri biokonjugacii QDs a BSA je nasledovny,
najskor doslo ku zvyseniu intenzity emisie QDs a to z 1184 CPS na hodnotu 11279 CPS
po biokonjugacii s BSA 0 koncentraciach 0,33; 0,66; 1; 2 mg/ml. Nasledne pri vyssich
koncentraciach BSA dochadzalo ku velmi miernemu poklesu intenzity emisie
na vyslednt hodnotu 10 365 CPS namerant pri vinovej dizke 560 nm pri biokonjugécii
QDs aBSA skoncentraciou 8 mg/ml. Zvysledkov sa da vyvodit zaver, Ze
pre biokonjugaciu QDs a BSA je najlepsie prostredie s hodnotou pH 6,5. FWHM
hodnoty QDs boli v rozmedzi 58-62 nm az na samotné nekonjugované QDs, ktoré¢ mali
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hodnotu FWHM 132 nm. Z tychto hodnét mozeme vyvodit’ zaver, ze nekojugovanym
QDs sa zo zvySujucim pH ich emisné spektrum rapidne rozsiruje. Po naviazani na QDs

biomolekuly sa emisné spektrum QDs zuzuje spat’ do normélnych hodnét.
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Obr. 37 Zavislost hodnoty maximalnej intenzity emisie QDs a koncentracie BSA

Tab. 5 Parametre CdTe-GSH/ZnS/BSA pri pH pufru 8,5

Typ QDs Awiax [NM] Intenzita fluorescencie FWHM
yp MAX [CPS] .
CdTe-GSH QDs 554 1184 132
QDs+EDC+NHS 570 6791 62
QDs-BSA
568 8430 60
Cesa= 0,33 mg/ml
QDs-BSA
566 10056 58
Cesa = 0,66 mg/ml
QDs-BSA
566 10629 60
Cesa =1 mg/ml
QDs-BSA
566 11279 62
Cesa= 2 mg/ml
QDs-BSA
564 11041 60
Cesa=4 mg/ml
QDs-BSA
562 10879 62
Cesa = 6 mg/ml
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QDs-BSA

560 10365 60
Cesa= 8 mg/ml

8.3.1.4 Naviazanie 1gG na QDs pomocou crosslinkerov EDC a NHS pri pH =8

V dalsej cCasti prace bol skumany vplyv réznych koncentracii IgG na intenzitu
emisie CdTe-GSH/ZnS QDs. Pri biokonjugacii QDs s IgG boli skiimané rovnaké
zavislosti ako v predoslych biokonjugaciach QDs s BSA s jednym rozdielom a to, ze
koncentracie IgG st nizsie (0,083; 0,15; 0,5; 1; 1,5; 2 mg/ml) v porovnani
s koncentraciami BSA. Pri pohl'ade na parametre (Tab. 6) ziskané z fluorescenénych
spektier zobrazenych na Obr. 38 je vidiet, ze QDs po biokonjugacii u malym
mnozstvom IgG zvySuju intenzitu emisie ale nasledne po prekroCeni koncentracie
¢ =0,15 mg/ml dochadza ku vel'mi miernemu linearnemu znizovaniu intenzity emisie
QDs. Pévodné QDs, ktoré boli nasledne konjugované mali maximalnu intenzitu emisie
1502 CPS. Po vytvoreni komplexu s IgG (¢ = 0,083 mg/ml) dochadza ku zvySeniu
intenzity emisie na hodnotu 2046 CPS. Vysledna hodnota maximalne intenzity emisie
bola 1794 CPS pri vinovej dizke 570 nm namerana po vytvoreni komplexu QDs-lgG
pri¢om koncentracia IgG bola c=2 mg/ml. FWHM hodnoty boli v rozmedzi 74-88 nm
az na povodné QDs ktoré¢ mali hodnotu FWHM rovni 110 nm. Emisné spektra
samotnych QDs boli relativne Siroké. Pri biokonjugécii dochadzalo k z(izeni emisnych

spektier QDs a taktiez ku posunu tychto spektier v Zltej oblasti smerom ku ¢ervene;.
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Obr. 38 Zavislost hodnoty maximdlnej intenzity emisie QDs a koncentrdcie IgG
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Tab. 6 Parametre CdTe-GSH/ZnS/1gG pri pH pufru 8

Typ QDs Aax [NM] Intenzita fluorescencie FWHM
yp MAX [CPS] .
CdTe-GSH QDs 550 1502 110
Ds-1gG
008 564 2046 88
Cige = 0,083 mg/ml
Ds-1gG
? ) 568 1995 80
Cigs = 0,15 mg/mi
Ds-1gG
? ) 570 1940 78
Cige = 0,5 mg/ml
Ds-1gG
? ) 566 1921 78
Cigs = 1 mg/ml
Ds-1gG
N 566 1807 74
Cige = 1,5 mg/ml
Ds-1gG
° ) 570 1794 78
Cige = 2 mg/ml

8.3.2 Naviazanie BSA a IgG na CdTe-GSH/ZnS pomocou crosslinkera
CDI

Pri vytvarani komplexu podl'a postupu opisaného v kap. 7.4.2 boli na povrch QDs
naviazané biomolekuly BSA a IgG. Doba pripravy komplexu bola 2,5 hodiny. Bol
Studovany vplyv koncentracie CDI pri vytvarani komplexu QDs-biomolekula. Praca je
zamerana na skumanie fluorescencnych spektier QDs, na ktoré boli naviazané
biomolekuly BSA algG sroznymi koncentraciami. Cela syntéza komplexu QDs-
biomolekula prebiehala v prostredi s pH 8. Toto pH bolo zvolené z dovodu, ze pri
skumani navédzovania biomolekuli na povrch QDs pomocou CDI sa zistilo , ze pri
pH =8 dochadza ku najlepSej biokonjugacii QDs s vybranymi biomolekulami. QDs

mali vo vSetkych syntézach koncentraciu ¢ = Img/ml.

8.3.2.1 Naviazanie BSA na QDs pomocou 10 mM CDI crosslinkera

V tejto cCasti prace bol ku QDs o0 koncentracii 1 mg/ml pridany 10 mM CDI
crosslinker, na ktory bolo naviazané BSA o koncentraciach 0,05; 0,5; 1 mg/ml.
Fluorescencné spektra QDs zobrazené na

Obr. 39Chyba! Nenalezen zdroj odkazi. ukazuju linearnu zavislost' intenzity
fluorescencie QDs na koncentracii BSA. Pri spojeni QDs s crosslinkerom CDI doslo ku

66




miernemu znizeniu intenzity fluorescencie QDs o 1008 CPS. Po pridani biomolekuly
0 koncentracii 0,05 mg/ml doSlo k zhaSaniu intenzity emisie 0 660 CPS. Po pridani
BSA 0 koncetracii 0,5 mg/ml bola intenzita fluorescencie znizena na hodnotu 9570 CPS
apri dvojnasobnej koncentracii BSA pridaného do roztoku QDs s CDI doslo ku
znizeniu skimanej intenzity emisie na hodnotu 8497 CPS. Skumané vzorky mali
hodnotu FWHM vV rozmedzi 52-56 nm az na samotné QDs, ktoré mali hodnotu FWHM
rovni 100 nm. Z tohto sa da povedat, Zze samotné QDs pri pH 8 maju relativne Siroké
spektrum a pri navdzovani biomolekuly ale taktiez uz aj pri spojeni QDs s crosslinkermi
sa ich emisné spektra zazia. Vsetky popisané skuto¢nosti su zhrnuté v Tab. 7.

Na dalsom obrazku (Obr. 40) je zobrazena Stern-Volmer zavislost zhaSania
fluorescencie CdTe-GSH/ZnS QDs pri réznych koncentraciach BSA pricom
biokonjugacia vznikla pomocou crosslinerak CDI o koncentracii ¢ = 10 mg/ml. Z grafu
je vidiet’ , ze ide o linearnu zavislost’ pri BSA s koncentraciami 0, 0,05, 0,5, 1 mg/ml.
Rovnica regresie skiimanej zavislosti je y = 0,236x+1,022 a determina¢ny koeficient je
R?=0,952. Smernica danej priamky predstavuje zhaSaciu konStantu Kgy. Linearna

krivka predstavuje statické zhaSanie nakolko zistované hodnoty lezia na linearnej

priamke.
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Obr. 39 Zavislost hodnoty maximalnej intenzity emisie QDs a koncentrdcie BSA pri
vyuziti 10mM CDI
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Obr. 40 Stern-Volmerova zavislost zhasania intenzity fluorescencie QDs pri réznych
koncentraciach BSA za pritomnosti 10 mM CDI

Tab. 7 Parametre komplexu CdTe-GSH/ZnS/BSA vytvoreného pomocou 10 mM
crosslinkera CDI

Typ ODs N (] Intenzita FWHM
P MAX fluorescencie [CPS] [nm]
CdTe-GSH QDs 546 10746 100
QDs+10 mM CDI 546 9738 54
QDs-BSA
544 10086 56
Cesa= 0,05 mg/ml
QDs-BSA
544 9570 56
Cesa=0,5 mg/ml
QDs-BSA
546 8497 52
Cesa=1 mg/ml

8.3.2.2 Naviazanie BSA na QDs pomocou 20 mM CDI crosslinkera

Vytvaranie komplexu QDs-BSA bolo nésledne prevedené pomocou 20 mM CDI.
Na grafe (Obr. 41) ataktiez aj z parametrov v tabulke Tab. 8 je vidiet linearnu
zavislost’ intenzity fluorescencie QDs na koncentracii biomolekuly. QDs mali vysledn
koncentraciu 1 mg/ml a intenzitu emisie 10746 CPS pri vinovej dizke 546 nm po
pridani 20 mM CDI sa zniZila intenzita fluorescencie na hodnotu 9527 CPS. Po pridani
BSA o koncentrécii 0,05 mg/ml doslo ku zhaSaniu intenzity fluorescencie o 1416 CPS,
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po pridani BSA o koncentracii 0,5 mg/ml bol ubytok intenzity fluorescencie o 1619
CPS a vysledny komplex QDs-BSA pri koncentracii BSA 1 mg/ml mal niz$iu intenzitu
fluorescenie oproti nekonjugovanym QDs o0 2636 CPS. Hodnoty FWHM boli
u vsetkych vzoriek 56 nm okrem vzorky QDs biokonjugovanych spolo¢ne s 1mg/mi
BSA a taktiez pri povodnych QDs. Tieto vzorky mali hodnotu FWHM 58 nm a 100 nm.
Z hodnot FWHM sa da povedat’, Ze biokonjugované QDs maju izke emisné spektra ale

povodné nekonjugované QDs maju emisné spektra Siroké.

Na Obr. 42 je vidiet' Stern-Volmerova zavislost' QDs pri biokonjugacii s réznymi
koncentraciami BSA za pritomnosti 20 mM CDI. Ide o linearne stipajlcu intenzitu
fluorescencie po pridani BSA o koncentraciach 0, 0,05, 0,5, 1 mg/ml. Rovnica regresie
bolay = 0,259x + 1,062 a determinaény koeficient je rovny R?=0,824 .

12000
oy |
o *
O 10000
= ¢ e o
Q@
S 8000 - —
8
B
L 6000 -
o
=)
Y— .
= 4000
=
N
S 2000 -
+—
c

0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Koncentracia BSA[mg/ml]

Obr. 41 Zavislost hodnoty maximdlnej intenzity emisie QDs a koncentrdcie BSA pri
vyuziti 20mM CDI
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Obr. 42 Stern-Volmerova zavislost zhasania intenzity fluorescencie QDs pri réznych
koncentraciach BSA za pritomnosti 20 mM CDI

Tab. 8 Parametre komplexu CdTe-GSH/ZnS/BSA vytvoreného pomocou 20 mM
crosslinkera CDI

Typ QDs N (nm] Intenzita fluorescencie FWHM
P MAX [CPS] [nm]
CdTe-GSH QDs 546 10746 100
QDs+20 mM CDI 544 9527 56
QDs-BSA
546 9362 56
Cesa= 0,05 mg/ml
QDs-BSA
546 9127 56
Cesa= 0,5 mg/ml
QDs-BSA
544 8110 58
Cesa=1 mg/ml

8.3.2.3 Naviazanie BSA na QDs pomocou 30 mM CDI crosslinkera

Pri skiimani vytvarania komplexu QDs-BSA Vv zavislosti na rézne koncentracie
CDI boli vytvarané vizby aj vdaka 30 mM CDI. Intenzity fluorescencie QDs
s koncentraciou 1 mg/ml pri vyuziti 30 mM CDI boli znova linearne znizované
vplyvom zvySovania koncentracie BSA (Obr. 43). Po pridani 30 mM CDI do QDs bola
intenzita fluorescencie QDs znizena o 1088 CS. QDs po pridani BSA o koncentracii
0,05 mg/ml znizili svoju intenzitu fluorescencie z 10746 CPS na 9506 CPS. BSA
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0 koncentracii 0,5 mg/ml znizilo intenzitu emisie QDs o 382 CPS. Posledna skimana
koncentracia BSA vplyvajuca na intenzitu fluorescencie bola rovna 1 mg/ml. Takéto
mnozstvo BSA znizilo intenzitu fluorescencie o 2879 CPS. Hodnoty FWHM boli
v rozmedzi 56-60 nm. Nekonjugované QDs mali hodnotu FWHM 100 nm, ¢o
znamend, ze mali Siroké emisné spektrum, ktoré sa po naviazani crosslinkerov
a biomolekuly optimalizovalo na tzke emisné spektrum. VSetky popisané hodnoty su
uvedené v Tab. 9.

Stern-Volmerova zavislost' QDs pri biokonjugacii s BSA 0 réznych koncentraciach
0, 0,05, 0,5, 1 mg/ml je zobrazena na Obr. 44. Biokonjugacia QDs a BSA prebiehala za
pritomnosti 30 mM CDI. Je vidiet, ze ide o linedrne stipajicu zavislost po pridani
jednotlivych koncentraciach QDs. Rovnica regresie v tomto pripade bola y = 0,302x +
1,044 a determina&ny koeficient bol R = 0,860.
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Obr. 43 Zavislost hodnoty maximalnej intenzity emisie QDs a koncentrdcie BSA pri
vyuziti 30mM CDI
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Obr. 44 Stern-Volmerova zavislost zhasania intenzity fluorescencie QDs pri roznych
koncentraciach BSA za pritomnosti 30 mM CDI

Tab. 9 Parametre komplexu CdTe-GSH/ZnS/BSA vytvoreného pomocou 30 mM
crosslinkera CDI

Typ QDs N (nm Intenzita FWHM
P MAX fluorescencie [CPS] [nm]
CdTe-GSH QDs 546 10746 100
QDs+30 mM CDI 546 9658 56
QDs-BSA
546 9506 56
Cesa = 0,05 mg/ml
QDs-BSA
542 9364 58
Cesa= 0,5 mg/ml
QDs-BSA
544 7867 60
Cesa=1 mg/ml

8.3.2.4 Naviazanie BSA na QDs pomocou 40 mM CDI crosslinkera

Posledna koncentracia crosslinkera vytvarajuceho vizby medzi QDs a BSA bola 40
mg/ml CDI. Pri skimani komplexu QDs-BSA vytvoreného pomocou CDI bolo zistené,
ze zvysSujuca koncentracia BSA naviazaného na povrch QDs sposobovala linearne
zhasanie intenzity emisie CdTe-GSH/ZnS. Pri pohl'ade na Obr. 45 a Tab. 10 je vidiet

zniZenie intenzity emisie QDs z 10746 CPS pri vinovej dizke 546 nm na intenzitu

72




emisie 4755 CPS pri rovnakej vinovej dizke. ZniZenie intenzity emisie na tato hodnotu
sposobuje BSA s koncentraciou ¢ = 1 mg/ml. QDs Vv spojeni s 40 mM CDI znizili
intenzitu fluorescencie QDs na hodnotu 10018 CPS. Vysledné vzorky mali hodnoty
FWHM vV rozmedzi 54-62 nm az na nekonjugované QDs, ktoré mali tito hodnotu rovnu
100 nm. Vsetky konjugované QDs mali tizke emisné spektrd. Nekonjugované QDs mali
emisné spektrum Siroké. Spektra skimanych vzoriek sa postval smerom ku Cervenej

oblasti spektra ¢o znamena, Ze vlnové dizky emisnych spektier QDs sa zvySovali.

Stern-Volmerova zavislost QDs sréznymi koncentraciami BSA (0, 0,05, 0,5,
1 mg/ml) spojenymi pomocou 40 mM CDI je zobrazené na Obr. 46. Zistovana
zavislost’ bola linearne stapajuca. Rovnica regresie bola y = 1,168x + 0,923
a determina¢ny koeficient sa rovnal R%=0,842.
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Obr. 45 Zavislost hodnoty maximdlnej intenzity emisie QDs a koncentrdcie BSA pri
vyuziti 40mM CDI
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Obr. 46 Stern-Volmerova zavislost zhasania intenzity fluorescencie QDs pri réznych
koncentraciach BSA za pritomnosti 40 mM CDI

Tab. 10 Parametre komplexu CdTe-GSH/ZnS/BSA vytvoreného pomocou 40 mM
crosslinkera CDI

Typ QDs N [(nm] Intenzita fluorescencie FWHM
P MAX [CPS] [nm]
CdTe-GSH QDs 546 10746 100
QDs+40 mM CDI 544 10018 54
QDs-BSA
546 9916 56
Cesa= 0,05 mg/ml
QDs-BSA
544 9279 56
Cesa=0,5 mg/ml
QDs-BSA
546 4755 62
Cesa=1 mg/ml

8.3.2.5 Naviazanie BSA na QDs pomocou 10-40 mM CDI crosslinkerov

Pri biokonjugécii QDs s biomolekulou je velmi doleZitou sucastou crosslinker,
ktory zabezpeCuje vytvorenie vézby. V tomto pripade to bol CDI s réznymi
koncentraciami. Pri pohl'ade na Obr. 47 je vidiet zavislosti naviazania biomolekuly
(BSA) na povrch QDs pri roznych koncentraciach pridaného CDI. Z grafu vyplyva, Ze
pri biokonjugacii s pouzitim crosslinkera 10-30 mM CDI dochadza len k vel'mi

miernemu linedrnemu zhaSaniu QDs v zédvislosti na zvySujlcej sa koncentracii BSA. 40
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mM CDI ako jediny zapri€inil viditeI'né linearne zhasanie intenzity fluorescencie QDs
ato pri pouziti BSA o koncentracii 1 mg/ml. Z vysledkov vyplyva, Ze vytvéaranie
komplexu QDs-BSA sa uskuto¢iiuje pri 40 mM CDI pricom koncentracie BSA aj QDs
musi byt’ minimalne 1:1 ¢o vyplyva aj z predpokladov [33].
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Obr. 47 Stern-Volmerove zavislosti zhdsania intenzity fluorescencie QDs pri réznych
koncentrdciach BSA za pritomnosti 10-40 mM CDI

8.3.2.6 Naviazanie IgG na QDs pomocou CDI crosslinkera

Pri QDs biokojugovanych biomolekulou IgG boli skiimané rovnaké parametre ako
pri vytvarani komplexu QDs-BSA. Jednotlivé koncentracie IgG ¢=0,05; 0,5; 1 mg/ml
boli naviazané na povrch QDs vd’aka crosslinkeru 10, 20, 30, 40 mM CDI. QDs mali

vyslednl koncentraciu v roztoku rovna 1 mg/ml.

8.3.2.7 Naviazanie 1gG na QDs pomocou 10 mM CDI crosslinkera

Ako prvé boli skimané fluorescencné spektra vytvoreného komplexu QDs-1gG
vd’aka 10 mM CDI. Pri skiimani QDs (¢ = 1mg/ml) interagujtcich s IgG boli dolezité
viaceré parametre ako koncentracia crosslinkera a koncentrdcia biomolekuly. Na
vysledkoch QDs-IgG (Tab. 11 a Obr. 48) je vidiet, Ze pri zvySovani koncentracie
biomolekuly dochadza ku zniZovaniu intenzity emisie linedrne. 10 mM CDI naviazané
na povrch QDs znizil intenzitu fluorescencie QDs o 1008 CPS. QDs pri vytvoreni vizby
s 1gG o koncentrécii 0,05 mg/ml znizili svoju intenzitu fluorescencie z 10746 CPS na
9366 CPS. Pri pridani IgG o koncentracii 0,5 mg/ml doSlo ku zniZeniu intenzity emisie
2 10746 CPS na 9242 CPS. A pri poslednej skimanej koncentracii IgG ato 1 mg/ml
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dochadzalo ku zhasaniu intenzity emisie z 10746 CPS az na hodnotu 9143 CPS.
Vsetky skimané vzorky vytvorené pomocou 10 mM CDI mali FWHM rovné 56 nm az
na samotné QDs, ktoré mali tuto hodnotu 100 nm. Po pridani crosslinkera a nasledne

biomolekuly boli emisné spektra QDs uzke.

Na d’alSom obrazku (Obr. 49) je zobrazena Stern-Volmerova zavislost' zhasania
fluorescencie CdTe-GSH/ZnS QDs pri réznych koncentraciach IgG pricom
biokonjugacia vznikla pomocou crosslinerak CDI o koncentracii ¢ = 10 mg/ml. Z grafu
je vidiet’ , ze ide o linedrnu zavislost’ pri BSA s koncentraciami 0, 0,05, 0,5, 1 mg/ml.
Rovnica regresie skimanej zavislosti je y = 0,035x+1,009 a determinac¢ny koeficient je
R?=0,822. Smernica danej priamky predstavuje zhaSaciu konStantu Ksy. Linearna

krivka predstavuje statické zhasanie.
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Obr. 48 Zavislost hodnoty maximadlnej intenzity emisie QDs a koncentracie IgG pri
vyuziti 10mM CDI
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Obr. 49 Stern-Volmerova zavislost zhasania intenzity fluorescencie QDs pri réznych
koncentraciach 1gG za pritomnosti 10 mM CDI

Tab. 11 Parametre komplexu CdTe-GSH/ZnS/IgG vytvoreného pomocou 10 mM
crosslinkera CDI

Typ QD N (nm] Intenzita fluorescencie FWHM
S
- MAX [CPS] [nm]
CdTe-GSH QDs 544 10746 100
QDs+10 mM CDI 546 9738 54
Ds-1gG
QDs-lg 546 9366 56
Cige = 0,05 mg/ml
Ds- 1gG
Q g 544 9242 56
Cigs = 0,5 mg/ml
Ds- 1gG
Q g 546 9143 56
Cige = 1 mg/ml

8.3.2.8 Naviazanie IgG na QDs pomocou 20 mM CDI crosslinkera

Pri vytvarani vdzieb medzi QDs a IgG bol vyuzity aj 20 mM CDI crosslinker.
Koncentracia QDs bola ¢ = Img/ml. Pri vyuziti 20 mM CDI crosslinkera pre vytvaranie
komplexu QDs-IgG je vidiet na Obr. 50 av Tab. 12 linearne zhasanie ako to bolo aj
v predchadzajicom pripade. QDs znizili svoju intenzitu emisie po pridani CDI o 1219
CPS, 01395 CPS pri koncentracii IgG rovnej 0,05 mg/ml, d’alej o 1511 CPS pri
koncentracii IgG 0,5 mg/ml anakoniec 01604 CPS pri vyslednej koncentracii
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biomolekuly 1 mg/ml. Maximalne intenzity fluorescencie skimanych QDs boli pri
vlnovych dizkach 544-546 nm. Hodnota FWHM bola pri vietkych vzorkach v tomto
pripade rovna 56 nm az na samotné QDs. Tie mali hodnotu FWHM rovna 100 nm
a teda Siroké emisné spektrum. QDs v pritomnosti crosslinera a biomolekuly mali tizke

emisné spektra.

Stern-Volmerova zavislost QDs s roznymi koncentraciami IgG (0, 0,05, 0,5,
1 mg/ml) spojenymi pomocou 20 mM CDI je zobrazené na Obr. 51. Zistovana
zavislost bola linearne stapajuca. Rovnica regresie bola y = 0,050x + 1,020
a determina¢ny koeficient sa rovnal R? = 0,682.
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Obr. 50 Zavislost hodnoty maximalnej intenzity emisie QDs a koncentracie IgG pri
vyuziti 20mM CDI
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Obr. 51 Stern-Volmerova zavislost zhasania intenzity fluorescencie QDs pri roznych

koncentraciach IgG za pritomnosti 20 mM CDI

Tab. 12 Parametre komplexu CdTe-GSH/ZnS/IgG vytvoreného pomocou 20 mM

crosslinkera CDI

Avax Intenzita FWHM
Typ QDs .
[nm] fluorescencie [CPS] [nm]
CdTe-GSH QDs 546 10746 100
QDs+20 mM CDI 544 9527 56
Ds-1gG
Qbs-lg 544 9351 56
Cige = 0,05 mg/mi
Ds-1gG
QDs-lg 546 9235 56
Cigc = 0,5 mg/ml
Ds-1gG
Qbs-lg 546 9142 56
Cige = 1 mg/ml

8.3.2.9 Naviazanie IgG na QDs pomocou 30 mM CDI crosslinkera

Ako dalsie sa skimali QDs (¢ = 1mg/ml) v spojeni s biomolekulou IgG pri vyuziti
30 mM CDI. Pri vytvarani komplexu QDs-IgG pomocou crosslinkera 30 mM CDI boli

zaznamenané vysledky na Obr. 52 av Tab. 13. Je vidiet' linearne znizovanie intenzity

emisie so zvySujucou sa koncentrdciou biomolekuly v tomto pripade IgG. QDs po
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spojeni s 30 mM CDI znizili intenzitu fluorescencie na z 10746 CPS na hodnotu 9658
CPS. 1gG o koncentracii 0,05 mg/ml zapri¢inil zniZenie intenzity emisie QDs o 1377
CPS. Pri koncentracii 0,5 mg/ml IgG doslo ku znizeniu intenzity emisie z 10746 CPS na
hodnotu 9257 CPS. Posledna pouzitd koncentracia IgG bola 1 mg/ml apri tejto
koncentracii doSlo ku zhaSaniu intenzity emisie QDs az o 1705 CPS. Namerané
maximalne intenzity flurescencie boli pri vlnovych dizkach v rozmedzi 544-546 nm.
Hodnoty FWHM boli od 56 do 60 nm. Nekonjugované QDs mali hodnotu FWHM
100 nm. Emisné spektra QDs boli relativne uzke symetrické, az na povodné QDs, ktoré

mali emisné spektrum symetrické avsak Siroké.

Stern-Volmerova zavislost’ QDs pri biokonjugacii s 1gG 0 réznych koncentraciach
0, 0,05, 0,5, 1 mg/ml je zobrazena na Obr. 53. Biokonjugacia QDs a BSA prebiehala za
pritomnosti 30 mM CDI. Je vidiet, ze ide o linearne stipajicu zavislost po pridani
jednotlivych  koncentraciach QDs. Rovnica regresie vtomto pripade bola
y =0,127x + 1,073 a determina¢ny koeficient bol R%=0,507.
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Obr. 52 Zavislost hodnoty maximalnej intenzity emisie QDs a koncentrdcie IgG pri
vyuziti 30mM CDI
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Obr. 53 Stern-Volmerova zavislost zhasania intenzity fluorescencie QDs pri réznych
koncentraciach 1gG za pritomnosti 30 mM CDI

Tab. 13 Parametre komplexu CdTe-GSH/ZnS/IgG vytvoreného pomocou 30 mM
crosslinkera CDI

Typ QDs N (nm] Intenzita fluorescencie FWHM
yp MAX [CPS] [nm]
CdTe-GSH QDs 546 10746 100
QDs+30 mM CDI 546 9658 56
Ds-1gG
Q g 546 9369 60
Cige = 0,05 mg/ml
Ds-1gG
QDs-lg 544 9257 58
Cigc = 0,5 mg/ml
Ds-1gG
Q g 546 9041 58
Cige = 1 mg/mi

8.3.2.10 Naviazanie 1gG na QDs pomocou 40 mM CDI crosslinkera

Poslednym vyskumom vytvarania komplexu CdTe-GSH/ZnS spolo¢ne z IgG bolo
vytvorenie komplexu pomocou 40 mM CDI. QDs mali pri tejto biokonjugécii
koncentraciu ¢ = 1 mg/ml. Pri pohl'ade na vysledky skiimania (Tab. 14 a Obr. 54) QDs
znizovali svoju intenzitu emisie linedrne v zavislosti na zvySujicej sa intenzite 1gG.
QDs majice intenzitu emisie 10746 CPS ju znizili na hodnotu 9176 CPS

pri koncentracii navdzujiceho IgG ¢=0,05mg/ml. Ku znizeniu intenzity emisie doslo aj
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pri koncentracii 0,5 mg/ml a to na hodnotu 9176 CPS a QDs vytvarajiuce vézbu s IgG
0 koncentracii 1 mg/ml znizil intenzitu fluorescencie QDs na hodnotu 8980 CPS. QDs
Vv spojeni s 40 mM CDI znizili svoju intenzitu fluorescencie na hodnotu 10018 CPS.
Hodnoty FWHM ziskanych vzoriek boli v rozmedzi 56-58 nm. Pri hodnote FWHM
u pévodnych nekonjugovanych QDs bola tato hodnota ako v predchadzajucich
pripadoch 100 nm. QDs mali po pridani crosslinkera a biomolekuly uzke symetrické
emisné spektra v Zltej oblasti svetla. Povodné QDs mali tiez emisné spektrum

symetrické v Zltej oblasti avSak bolo Siroké.

Stern-Volmerova zavislost QDs s roznymi koncentraciami IgG (0, 0,05, 0,5,
1 mg/ml) spojenymi pomocou 40 mM CDI je zobrazené na Obr. 55. Zistovana
zavislost’ bola linedrne stipajica. Rovnica regresie bola y = 0,178x + 1,082
a determinaény koeficient sa rovnal R? = 0,606.
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Obr. 54 Zavislost hodnoty maximalnej intenzity emisie QDs a koncentracie IgG pri
vyuziti 40mM CDI

82



1,4
1,2 - ® =

19

y=0,178x+ 1,082
0,8 - R2=0,606
<

0,6 -
0,4 -
0,2 -

O T T T T T

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Koncentracia IgG [mg/ml]

Obr. 55 Stern-Volmerova zavislost zhasania intenzity fluorescencie QDs pri réznych
koncentraciach 1gG za pritomnosti 40 mM CDI

Tab. 14 Parametre komplexu CdTe-GSH/ZnS/IgG vytvoreného pomocou 40 mM
crosslinkera CDI

Typ QDs N (nm] Intenzita fluorescencie FWHM
P MAX [CPS] [nm]
CdTe-GSH QDs 546 10746 100
QDs+40 mM CDI 544 10018 54
Ds-1gG
Q g 546 9176 56
Cige = 0,05 mg/ml
Ds-1gG
Q g 546 9077 58
Cigs = 0,5 mg/ml
Ds- 1gG
Q g 546 8980 58
Cige = 1 mg/ml
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8.3.2.11 Naviazanie 1gG na QDs pomocou 10-40 mM CDI crosslinkerov
Vsetky vysledky (Obr. 56) biokonjugacie CdTe-GSH/ZnS a IgG ukazali, ze zo

zvySujucou sa koncentraciou biomolekuly dochddza ku vel'mi miernemu linedrnemu
znizovaniu intenzity emisie QDs. Taktiez bolo preukazané, ze zvySena koncentracia
crosslinkera CDI zabezpecuje naviazanie vac¢Siecho mnozstva IgG aj ked’ vo vel'mi malej
miere. Z grafu je patrné, ze pri zvySovani pouzitého crosslinkera CDI sa linearne
zvysuje aj zhasanie QDs, ku ktorému dochadza vd’aka navédzovaniu biomolekuly IgG.
Pri40 mM CDI dochadzalo ku najvd¢Siemu zhasaniu QDs. Opidt sa potvrdili
predpoklady, Ze najvhodnejsi pomer koncentracii QDs:biomolekula je 1:1 [33]. Emisné
spektra sa po pridani crosslinerov abiomolekuly optimalizovali a z(zili. Vsetky

skimané QDs mali koncentraciu 1mg/ml.

1,5
& QDs +10mM CDI
1,45 -
¢ QDs +20mM CDI
14 -
QDs + 30mM CDI
1,35 - #QDs +40mM CDI
1,3 -
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Obr. 56 Stern-Volmerove zavislosti zhasania intenzity fluorescencie QDs pri roznych
koncentraciach IgG za pritomnosti 10-40 mM CDI
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8.4 Charakterizacia komplexu QDs-biomolekula pomocou

kapilarnej elektroforézy

Pri vytvarani komplexu CdTe-GSH/ZnS QDs-biomolekuly boli skimany vplyv
biomolekul BSA aIgG na QDs. Pouzity BSA mal koncentraciu 1 mg/ml, IgG mal
koncentraciu 0,1 mg/ml a pouzit¢ QDs mali vysledni koncentraciu pri biokonjugacii
s obomi biomolekulami 1 mg/ml. Vytvaranie QDs-biomolekula komplexu bolo za

pritomnosti crosslinera CDI.

Analyza vzoriek  prebiechala na pristroji sliziacom ku meraniu kapilarnej
elektroforézy s nazvom 7100 Agilent Technologies pri vlnovej dizke excitacie 488nm.

U vzoriek bol merany migra¢ny ¢as v rozmedzi 0—10 minut.

Vysledné grafy elektroferogramov komplexu QDs-biomolekula vytvoreného
pomocou crosslinkera CDI a nekonjugované povodné QDs su zobrazené na Obr. 57. Na
elektroferograme je vidiet’, Ze komplex QDs-BSA bol odseparovany v ¢ase 4 minuty 54
sekundy a nekonjugované QDs nachadzajice sa v rovnakom roztoku ako konjugované
QDs presli kapilarou v ¢ase 6 minat 13 sekind. Meranie prebiehalo pri pH = 9,2. Pri
porovnani vysledkov je vidiet, ze komplex QDs-BSA vykazuju Sirsi pik ako
nekonjugované QDs. Je to pripisované absorpcii proteinu na vnltornej stene pouzitej
kapilary. Biomolekula BSA na povrchu QDs spdsobila znizenie negativneho naboja
a taktiez aj zvysila celkovih hmotnost’ QDs [84]. Toto st hlavné dovody, ze komplex
QDs-BSA prechadza rychlejsie kolonov. Smer migracnej cesty QDs a QDs-BSA je
opaény vzhl'adom ku elektroosmotickému toku v kapilare [93].

QDs
Ny ——QDs + CDI + BSA

QDs + Bi ——QDs

Intenzita fluorescencie [a.u.]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Migraény ¢as [min]

Obr. 57 Elektroferogram komplexu QDs-BSA
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Na Obr. 58 je vidiet' elektroferogramy QDs, QDs+CDI a komplexu QDs-1gG
vytvoreného pomocou CDI. Komplex QDs-IgG presiel kolénou za 3 minuty 50 sekund
a vol'né QDs nachadzajice sa v rovnakom roztoku mali migracny ¢as kolonou rovny 6
minit a 13 sekand. Pik komplexu QDs-IgG v grafe je $irSi v porovnani
s nekonjugovanymi QDs. Zapri€inil to fakt rovnaky ako pri komplexe QDs-BSA, a to,
7e pri naviazani IgG sa znizuje negativny naboj a zvySuje hmotnost’ QDs [84]. Nakol'ko
boli na kapilarnej elektroforéze separované anionty elektroforetickd migracia Castic
a elektroosmoticky tok vo vnatry kapilary maji opaény smer. Castice s vysSou
molekularnou hmotnostou prechadza cez kapilaru rychlejsie. Z tohto dovodu prechadza
komplex QDs-IgG rychlejsie ako nekonjugované QDs [93].

— ——QDs
= QDs
S, ——QDs + CDI + IgG
o ~N
2 QDs + 1gG
[«B}
[&]
wn
(<5}
j -
o
>
=
]
'N
c
]
=
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Migraény ¢as [min]

Obr. 58 Elektroferogram komplexu QDs- 1gG
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ZAVER

Cielom diplomovej prace bolo literarna reSerSia na tému syntéza kvantovych
bodiek core/shell Struktiry pre detekciu proteinov. Taktiez snaha o optimalizaciu
syntézy kvantovych bodiek core/shell Struktiry a ndsledne navidzovanie biomolekuly za
ucelom vytvorenia systému vhodného pre diagnostiku zaujimavych latok ako su

proteiny, protilatky.

V prvej casti boli popisané dolezité vlastnosti kvantovych bodiek, ich vyhody
anevyhody v bioaplikaciach, d’alej bolo popisané delenie QDs ako aj ich vyuzitie.
V praci st podrobne popisané core/shell Struktary syntézy QDs ako aj jednotlivé

modifikacie a zvysSené interakcie k roznym latkam.

Experimentalna ¢ast prace bola zamerand na syntézu CdTe QDs
stabilizovanych glutathionom (GSH), néasledne vytvaranie core/shell Struktiry na QDs
pridanim ZnS vrstvy na povrch CdTe QDs. Syntéza QDs prebiechala dvomi sposobmi
pomocou refluxu a hydrotermalnou metdédou. Dalsim krokom bola modifikacia QDs
pomocou crosslinkerov EDC, NHS a CDI, vdaka ktorym boli naviazané biomolekuly
v tomto pripade protein BSA a protilatka IgG na povrch QDs. Vysledné vzorky boli

charakterizované pomocou fluorescen¢nej spektroskopie a kapilarnej elektroforézy.

Navédzovanie BSA na syntetizované QDs prebiehalo dvoma postupmi. V prvom
pripade pomocou crosslinkerov  EDC, NHS a vV druhom vdaka crosslinkeru CDI.
Postupy sa lisili v koncentraénych pomeroch jednotlivych latok ako aj v pouzitych
crosslinkeroch.

Pri navdzovani BSA a IgG na povrch QDs pomocou crosslinkerov EDC a NHS
boli pouzité rdzne koncentracie biomolekul a 1 koncentracia QDs (¢ = 0,33 mg/ml).
Ako prostredie pre skiimanie vzniku iterakcii medzi biomolekulou a QDs boli zvolené
pufry zpH 6,585 zdovodu zistenia, ze v takychto prostrediach vykazuji QDs
najvacsiu intenzitu fluorescencie. QDs zo zaciatku pri navdzovani biomolektl svoju
intenzitu emisie zvySovali ale nasledne po prekroceni koncentracie biomolekuly
0 2 mg/ml dochadzalo ku miernemu zniZovaniu intenzity emisie QDs. Tato skutocnost’
bola zapri¢inena defektami vzniknutymi na povrchu QDs pri ich syntéze. Biomolekula
najskor zaplnila tieto defekty (dochadza ku zvySovaniu intenzity fluorescencie QDs)
anasledne zacalo dochadzat' ku zhéSaniu intenzity fluorescencie QDs po pridani
biomolekuly.

87



Biomolekuly BSA a IgG boli na povrch navdzované aj pomocou CDI. QDs mali
pri vytvarani komplexov s biomolekulami koncentraciu ¢ = 1 mg/ml. Pri tejto
biokonjugacii boli zistované vplyvy roznych koncentracii biomolekul na intenzitu
fluorescencie QDs tak aj vplyv roznych koncentracii CDI na vytvaranie komplexu QDs-
biomolekula. Preukédzalo sa, ze pri zvySovani koncentracie CDI dochddza ku
zvySenému zhaSaniu intenzity emisie QDs ateda sa tvori viace] komplexov QDs-
biomolekula. NajvhodnejSie pomery koncentracii pri navédzovani biomolekul na QDs su
QDs:biomolekula 1:1.

Nakoniec bola biokonjugacia QDs a biomolekuly vyhodnocovana kapilarnou
elektroforézou. Vysledky pri tejto metode rozdelili komplexy QDs-biomolekula a QDs
nachadzajice sa v rovnakom roztoku podla prechodu kapilarou. Komplexy QDs-
biolomekula presli kapilarou rychlejSie vd’aka redukcii negativhemu naboju a vacsej
molekularnej hmotnosti vzniknutého komplexu. Samotné QDs boli odseparované

pomalSie a teda mali va¢si migracny Cas.

Pri zhrnuti vysledkov sa da povedat’, Ze najvhodnejSie prostredie pre navdzovanie
biomolekul na povrch QDs pomocou crosslinkerov je v rozmedzi 6,5-8,5 v zavislosti na
navizovanej biomolekule. Naviazovanie biomolektl pomocou EDC a NHS je G¢inne az
po prekro€eni koncentracie biomolekul 2 mg/ml z dévodu vyskytu defektov na povrchu
QDs. Pri biokonjugacii pomocou CDI je najvyhodnejSie vyuzivat 40 mM CDI pricom
pomery koncentracii QDs:biomolekula musia byt rovné aspon 1:1 alebo musi byt
koncentracia biomolekuly vyssia. Cielom kapilarnej elektroforézy bolo odseparovanie
komplexom QDs-biomolekula od samotnych QDs nachadzajucich sa v rovnakom
roztoku. Kapilarna elektroforéza ukazala, Ze komplex QDs:biomolekula ma mensi

migra¢ny Cas ako samotné QDs nachadzajuce sa v roztoku.

88



LITERATURA

[1]

[2]
[3]

[4]
[5]
[6]

[7]

[8]

[9]

[10]
[11]

[12]

[13]

[14]

DING, L. et al. Microwave-assisted synthesis of I-glutathione capped ZnSe QDs
and its interaction with BSA by spectroscopy. Journal of Luminescence, 2013,
sv. 142, €. 0,s. 167-172. ISSN 0022-2313.

CHOMOUCKA, J. et al. Synthesis of Glutathione Coated Quantum Dots.
InTech.

DRBOHLAVOVA, J. et al. Quantum Dots - Characterization, Preparation and
Usage in Biological Systems. International Journal of Molecular Sciences,
2009.

EOM, N. S. A. et al. Core-size-dependent properties of CdSe/CdS core/shell
QDs. Materials Letters, 2013, sv. 99, ¢. 0, s. 14-17. ISSN 0167-577X.

CHOMOUCKA, J. et al. Quantum Dots — Biological and Biomedical
Applications. Nova Science Publishers, 2008.

SMITH, A. M. et al. Bioconjugated quantum dots for in vivo molecular and
cellular imaging. Advanced Drug Delivery Reviews, 2008, sv. 60, ¢. 11, s. 1226-
1240. ISSN 0169-409X.

KUZYNIAK, W. et al. Synthesis and characterization of quantum dots designed
for biomedical use. International Journal of Pharmaceutics, 2014, sv. 466, ¢&. 1—
2, s. 382-389. ISSN 0378-5173.

TANG, Y. et al. The role of surface chemistry in determining invivo
biodistribution and toxicity of CdSe/ZnS core—shell quantum dots. Biomaterials,
2013, sv. 34, ¢. 34, s. 8741-8755. ISSN 0142-9612.

ZHANG, B. et al. A novel method to make hydrophilic quantum dots and its
application on biodetection. Materials Science and Engineering: B, 2008, sv.
149, ¢. 1, s. 87-92. ISSN 0921-5107.

MERKOCI, A. Biosensing Using Nanomaterials. Wiley series in Nanoscience
and Nanotechnology, 2009.

TOMCZAK, N. et al. Designer polymer—quantum dot architectures. Progress in
Polymer Science, 2009, sv. 34, ¢. 5, s. 393-430. ISSN 0079-6700.

JAGADEESWARI, S. et al. Photoinduced interaction between MPA capped
CdTe QDs and certain anthraquinone dyes. Journal of Luminescence, 2011, sv.
131, ¢. 4, s. 597-602. ISSN 0022-2313.

YUAN, J. et al. Glutathione-capped CdTe quantum dots for the sensitive
detection of glucose. Talanta, 2009, sv. 77, ¢. 5, s. 1858-1863. ISSN 0039-9140.

YU, X. et al. Application of mercaptosuccinic acid capped CdTe quantum dots
for latent fingermark development. Forensic Science International, 2013, sv.
231, ¢. 1-3, 5. 125-130. ISSN 0379-0738.

89



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

LI, M. et al. Preparation and purification of I-cysteine capped CdTe quantum
dots and its self-recovery of degenerate fluorescence. Journal of Luminescence,
2010, sv. 130, ¢. 10, s. 1935-1940. ISSN 0022-2313.

SONG, Y. et al. Effect of CdS QDs linked functional groups on interaction
between CdS QDs and EcoRI. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 2014, sv. 444, ¢. 0, s. 299-306. ISSN 0927-7757.

KHATEI, J. a KOTESWARA RADO, K. S. R. Hydrothermal synthesis of CdTe
QDs: Their luminescence quenching in the presence of bio-molecules and
observation of bistable memory effect in CdTe QD/PEDOT:PSS heterostructure.
Materials Chemistry and Physics, 2011, sv. 130, ¢. 1-2, s. 159-164. ISSN 0254-
0584.

SU, Y. et al. The cytotoxicity of cadmium based, aqueous phase — Synthesized,
quantum dots and its modulation by surface coating. Biomaterials, 2009, sv. 30,
¢. 1,s.19-25. ISSN 0142-9612.

PENG, H. et al. Preparation of water-soluble CdTe/CdS core/shell quantum dots
with enhanced photostability. Journal of Luminescence, 2007, sv. 127, €. 2, s.
721-726. ISSN 0022-2313.

LIU, Y.-F. a YU, J.-S. In situ synthesis of highly luminescent glutathione-
capped CdTe/ZnS quantum dots with biocompatibility. Journal of Colloid and
Interface Science, 2010, sv. 351, ¢. 1, s. 1-9. ISSN 0021-9797.

WANG, J. et al. Photostable water-dispersible NIR-emitting CdTe/CdS/ZnS
core—shell-shell quantum dots for high-resolution tumor targeting. Biomaterials,
2013, sv. 34, ¢. 37, 5. 9509-9518. ISSN 0142-9612.

ZHANG, W. et al. Toxicity assessment of zebrafish following exposure to CdTe
QDs. Journal of Hazardous Materials, 2012, sv. 213-214, ¢&. 0, s. 413-420.
ISSN 0304-3894.

YANG, P. et al. SiO2 beads with quantum dots: Preparation and stability
investigation for bioapplications. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 2011, sv. 385, ¢. 1-3, s. 159-165. ISSN 0927-7757.

ZHANG, W. et al. Toxicological effect of MPA-CdSe QDs exposure on
zebrafish embryo and larvae. Chemosphere, 2012, sv. 89, ¢. 1, s. 52-59. ISSN
0045-6535.

SEIDL, K. a ZINKERNAGEL, A. S. The MTT assay is a rapid and reliable
guantitative method to assess Staphylococcus aureus induced endothelial cell
damage. Journal of Microbiological Methods, 2013, sv. 92, ¢. 3, s. 307-309.
ISSN 0167-7012.

SADIK, O. A. et al. Sensors as tools for quantitation, nanotoxicity and
nanomonitoring assessment of engineered nanomaterials. Journal of
Environmental Monitoring, 2009.

ULUKAYA, E. et al. The MTT assay Yields a relatively lower result of growth
inhibition than the ATP assay depending on the chemotherapeutic drugs tested.
Toxicology in Vitro, 2008, sv. 22, ¢. 1, s. 232-239. ISSN 0887-2333.

KATSUMITI, A. et al. Cytotoxicity and cellular mechanisms involved in the

90



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]
[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

toxicity of CdS quantum dots in hemocytes and gill cells of the mussel Mytilus
galloprovincialis. Aquatic Toxicology, 2014, sv. 153, ¢. 0, s. 39-52. ISSN 0166-
445X.

GHASEMIAN, E. et al. In vitro susceptibility of filamentous fungi to copper
nanoparticles assessed by rapid XTT colorimetry and agar dilution method.
Journal de Mycologie Médicale / Journal of Medical Mycology, 2012, sv. 22, €.
4,s. 322-328. ISSN 1156-5233.

BLANCO-CANOSA, J. B. et al. Recent progress in the bioconjugation of
quantum dots. Coordination Chemistry Reviews, 2014, sv. 263-264, ¢. 0, s. 101-
137. ISSN 0010-8545.

TANG, G. et al. Detection of melamine based on the fluorescence resonance
energy transfer between CdTe QDs and Rhodamine B. Food Chemistry, 2013,
sv. 141, ¢. 4, s. 4060-4065. ISSN 0308-8146.

FENG, X. et al. Photoluminescence properties of a novel conjugate of water-
soluble CdTe quantum dots to guanine. Journal of Luminescence, 2010, sv. 130,
¢. 4, s. 648-653. ISSN 0022-2313.

LIANG, W. et al. A novel surface modification strategy of CdTe/CdS QDs and
its application for sensitive detection of ct-DNA. Sensors and Actuators B:
Chemical, 2014, sv. 196, ¢. 0, s. 336-344. ISSN 0925-4005.

HERMANSON, G. T. Bioconjugate Techniques. 2013. s.

SIBIKOVA, A. Biofunkcionalizace ve vod& rozpustnych CdTe kvantovych
teCek. Brno: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta elektrotechniky a
komunikacnych technologii, 2013.

KARAKOTI, A. S. et al. Surface functionalization of quantum dots for
biological applications. Advances in Colloid and Interface Science, ¢. 0. ISSN
0001-8686.

XING, Y. et al. Bioconjugated quantum dots for multiplexed and quantitative
immunohistochemistry. Nat. Protocols, 2007, sv. 2, ¢. 5, s. 1152-1165. ISSN
1750-2799.

DONG, W. et al. CdTe QDs-based prostate-specific antigen probe for human
prostate cancer cell imaging. Journal of Luminescence, 2009, sv. 129, ¢. 9, s.
926-930. ISSN 0022-2313.

SHAN, Y. et al. NHS-mediated QDs-peptide/protein conjugation and its
application for cell labeling. Talanta, 2008, sv. 75, ¢. 4, s. 1008-1014. ISSN
0039-9140.

LISKOVA, M. et al. Conjugation reactions in the preparations of quantum dot-
based immunoluminescent probes for analysis of proteins by capillary
electrophoresis. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2011, sv. 400, ¢. 2, s.
369-379. ISSN 1618-2642.

SHANKARA NARAYANAN, S. et al. Ultrafast energy transfer from 3-
mercaptopropionic acid-capped CdSe/ZnS QDs to dye-labelled DNA. Chemical
Physics Letters, 2008, sv. 463, ¢. 1-3, s. 160-165. ISSN 0009-2614.

91



[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

WANG, Q. et al. Thermodynamic and conformational investigation of the
influence of CdTe QDs size on the toxic interaction with BSA. Journal of
Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, 2012, sv. 230, ¢. 1, s. 23-30.
ISSN 1010-6030.

LI, S. et al. Non-covalent conjugation of CdTe QDs with lysozyme binding
DNA for fluorescent sensing of lysozyme in complex biological sample.
Talanta, 2014, sv. 129, ¢. 0, s. 86-92. ISSN 0039-9140.

XIAO, Q. et al. Systematically investigation of interactions between BSA and
different charge-capped CdSe/ZnS quantum dots. Journal of Photochemistry
and Photobiology A: Chemistry, 2012, sv. 249, ¢. 0, s. 53-60. ISSN 1010-6030.

BERKOWITZ, S. A. a J. HOUDE, D. Chapter 1 - The Complexity of Protein
Structure and the Challenges it Poses in Developing Biopharmaceuticals. In
BERKOWITZ, D.J.H.A. Biophysical Characterization of Proteins in
Developing Biopharmaceuticals. Amsterdam: Elsevier, 2015, s. 1-21.

AFANEH, C. et al. Modern Immunosuppression Regimens in Kidney
Transplantation. 2012. s.

TORCHYNSKA, T. V. et al. Emission of CdSe/ZnS and CdSeTe/ZnS quantum
dots conjugated to IgG antibodies. Physica E: Low-dimensional Systems and
Nanostructures, 2013, sv. 51, ¢. 0, s. 60-64. ISSN 1386-9477.

TORCHYNSKA, T. V. et al. Photoluminescence of double core/shell infrared
(CdSeTe)/ZnS quantum dots conjugated to Pseudo rabies virus antibodies.
Physica E: Low-dimensional Systems and Nanostructures, 2013, sv. 51, ¢. 0, s.
55-59. ISSN 1386-9477.

PENG, J. et al. A study on the interaction between CdTe quantum dots and
chymotrypsin using optical spectroscopy. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, 2010, sv. 359, ¢. 1-3, s. 13-17. ISSN
0927-7757.

TORCHYNSKA, T. V. Re-charging the luminescence states in CdSe/ZnS
guantum dots at the conjugation to Osteopontin antibodies. Journal of
Luminescence, 2012, sv. 132, ¢. 8, s. 1848-1852. ISSN 0022-2313.

QUINTOS VAZQUEZ, A. L. et al. Electronic effects in emission of core/shell
CdSe/zZnS quantum dots conjugated to anti-Interleukin 10 antibodies. Journal of
Luminescence, 2013, sv. 143, ¢. 0, s. 38-42. ISSN 0022-2313.

SHU, Y. et al. Interaction of erucic acid with bovine serum albumin using a
multi-spectroscopic method and molecular docking technique. Food Chemistry,
2015, sv. 173,¢. 0, s. 31-37. ISSN 0308-8146.

ERTURK, G. et al. Microcontact-BSA imprinted capacitive biosensor for real-
time, sensitive and selective detection of BSA. Biotechnology Reports, 2014, sv.
3, ¢.0,s.65-72. ISSN 2215-017X.

MAJOREK, K. A. et al. Structural and immunologic characterization of bovine,
horse, and rabbit serum albumins. Molecular Immunology, 2012, sv. 52, ¢. 3-4,
s. 174-182. ISSN 0161-5890.

XIAQ, J. et al. Systematic investigation of the influence of CdTe QDs size on

92



[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

the toxic interaction with human serum albumin by fluorescence quenching
method. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, 2010, sv. 76, ¢. 1, s. 93-97. ISSN 1386-1425.

IDOWU, M. et al. Interaction of water-soluble thiol capped CdTe quantum dots
and bovine serum albumin. Journal of Photochemistry and Photobiology A:
Chemistry, 2008, sv. 198, ¢. 1, s. 7-12. ISSN 1010-6030.

DZAGLI, M. M. et al. Study of the interaction between CdSe/ZnS core-shell
quantum dots and bovine serum albumin by spectroscopic techniques. Journal of
Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, 2010, sv. 215, ¢. 1, s. 118-122.
ISSN 1010-6030.

RAPOSO, A. N. a GOMES, A. J. P. 3D molecular assembling of B-DNA
sequences using nucleotides as building blocks. Graphical Models, 2012, sv. 74,
C.4,s.244-254. ISSN 1524-0703.

NELSON, H. C. M. Right/Left Handed DNA. In HUGHES, S.M. Brenner's
Encyclopedia of Genetics (Second Edition). San Diego: Academic Press, 2013,
S. 264.

PARAMANIK, B. et al. Steady state and time resolved spectroscopic study of
QD-DNA interaction. Journal of Luminescence, 2013, sv. 134, ¢. 0, s. 401-407.
ISSN 0022-2313.

LI, D. et al. Glutathione-mediated release of functional plasmid DNA from
positively charged quantum dots. Biomaterials, 2008, sv. 29, ¢. 18, s. 2776-
2782. ISSN 0142-9612.

XING, Y. a RAO, J. Quantum dot bioconjugates for in vitro diagnostics & in
vivo imaging. Molecular Imaging Program at Stanford, 2008.

PAN, J. a FENG, S.-S. Targeting and imaging cancer cells by Folate-decorated,
quantum dots (QDs)- loaded nanoparticles of biodegradable polymers.
Biomaterials, 2009, sv. 30, ¢. 6, s. 1176-1183. ISSN 0142-9612.

WANG, Y. a CHEN, L. Quantum dots, lighting up the research and
development of nanomedicine. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and
Medicine, 2011, sv. 7, ¢. 4, s. 385-402. ISSN 1549-9634.

TERADA, N. et al. Visualization of microvascular blood flow in mouse kidney
and spleen by quantum dot injection with “in vivo cryotechnique”.
Microvascular Research, 2010, sv. 80, ¢. 3, s. 491-498. ISSN 0026-2862.

ANANTH, D. A. et al. Antibacterial potential of rutin conjugated with
thioglycolic acid capped cadmium telluride quantum dots (TGA-CdTe QDs).
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, ¢. 0.
ISSN 1386-1425.

LIU, Y. et al. Bacteria-mediated in vivo delivery of quantum dots into solid
tumor. Biochemical and Biophysical Research Communications, 2012, sv. 425,
¢.4,s.769-774. ISSN 0006-291X.

LIU, F. F. et al. Visualization of hormone binding proteins in vivo based on Mn-
doped CdTe QDs. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, 2014, sv. 131, €. 0, s. 9-16. ISSN 1386-1425.

93



[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]
[80]

[81]

[82]

[83]

LI, Z. et al. Quantum dots loaded nanogels for low cytotoxicity, pH-sensitive
fluorescence, cell imaging and drug delivery. Carbohydrate Polymers, 2015, sv.
121,¢. 0, s. 477-485. ISSN 0144-8617.

MAGUIRE, C. M. et al. Heparin conjugated quantum dots for in vitro imaging
applications. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, 2014, sv.
10, ¢. 8, s. 1853-1861. ISSN 1549-9634.

JIE, G. et al. Enhanced electrochemiluminescence of CdSe quantum dots
composited with CNTs and PDDA for sensitive immunoassay. Biosensors and
Bioelectronics, 2009, sv. 24, ¢. 11, s. 3352-3358. ISSN 0956-5663.

WU, H. et al. Quantum-dots based electrochemical immunoassay of interleukin-
la. Electrochemistry Communications, 2007, sv. 9, ¢. 7, s. 1573-1577. ISSN
1388-2481.

WOOK CHANG, D. et al. Efficient energy transfer between amphiphilic
dendrimers with oligo(p-phenylenevinylene) core branches and oligo(ethylene
oxide) termini in micelles. Journal of Polymer Science Part A: Polymer
Chemistry, 2013, sv. 51, ¢. 1, s. 168-175. ISSN 1099-0518.

WANG, X. et al. Fluorescence immunoassay of octachlorostyrene based on
Fo“rster resonance energy transfer between CdTe quantum dots and rhodamine
B. Biosensors and Bioelectronics, 2014, sv. 60, ¢. 0, s. 52-56. ISSN 0956-5663.

ADARSH, K. S. et al. FRET from core and core-shell quantum dots to laser
dye: A comparative investigation. Journal of Luminescence, 2015, sv. 160, ¢. 0,
s. 216-222. ISSN 0022-2313.

MA, Q. et al. QDs-labeled microspheres for the adsorption of rabbit
immunoglobulin G and fluoroimmunoassay. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2008, sv. 64, ¢. 2, s. 248-254. ISSN 0927-7765.

DE LIU, Z. et al. Light scattering sensing detection of pathogens based on the
molecular recognition of immunoglobulin with cell wall-associated protein A.
Analytica Chimica Acta, 2007, sv. 599, €. 2, s. 279-286. ISSN 0003-2670.

OMARY, M. A. a PATTERSON, H. H. Luminescence, Theory. In LINDON,
J.C. Encyclopedia of Spectroscopy and Spectrometry (Second Edition). Oxford:
Academic Press, 1999, s. 1372-1391.

FISAR, Z. Fluorescenéni spektroskopie v neurovédach. Praha, 2009.

HALASOVA, T. Interakce a agregace v systémech hyularonan-aminokyseliny-
tenzid. Brno,Diplomovd prace, Vysoké uceni technické v Brné, 20009.

MCCLELLAND, R. A. et al. Erzeugung, UV-VIS/Spektren und Reaktivititen
von Phenylcarbenium-lonen in Trifluorethanol und Hexafluor-2-propanol, zum
UV-Spektrum des Benzyl-Kations. Angewandte Chemie, 1991, sv. 103, ¢. 10, s.
1389-1391. ISSN 1521-3757.

TAGLIARO, F. et al. Capillary electrophoresis: principles and applications in
illicit drug analysis. Forensic Science International, 1996, sv. 77, ¢. 3, s. 211-
229. ISSN 0379-0738.

WANG, L.-J. et al. An ion-pair principle for enantioseparations of basic analytes

94



[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

by nonaqueous capillary electrophoresis using the di-n-butyl I-tartrate—boric acid
complex as chiral selector. Journal of Chromatography A, 2013, sv. 1284, ¢. 0,
s. 188-193. ISSN 0021-9673.

HUANG, X. et al. Characterization of quantum dot bioconjugates by capillary
electrophoresis  with laser-induced fluorescent detection. Journal of
Chromatography A, 2006, sv. 1113, ¢. 1-2, s. 251-254. ISSN 0021-9673.

DUAN, J. et al. One-Pot Synthesis of Highly Luminiscent CdTe Quantum Dots
by Microwave Irradiation Reduction and Thein Hg2+ Sensitive Properties Nano
Res, 2008.

LIU, F. Y. a YU, S. J. In situ synthesis of hightly luminiscent glutathione-
capped CdTe/ZnS quantum dost with biokompatibility. Journal of Coloid and
Interface Science, 2010.

CHOPRA, A. et al. CdTe nanobioprobe based optoelectrochemical
immunodetection of diabetic marker HbAlc. Biosensors and Bioelectronics,
2013, sv. 44, &. 0, s. 132-135. ISSN 0956-5663.

WANG, S. et al. Antigen/Antibody Immunocomplex from CdTe Nanoparticle
Bioconjugates 2002.

ZHU, Y. et al. Ultrasonic-assisted synthesis of aqueous CdTe/CdS QDs in salt
water bath heating. Journal of Alloys and Compounds, 2014, sv. 608, ¢. 0, s.
141-147. ISSN 0925-8388.

YU, Y. et al. Hydrothermal synthesis of GSH-TGA co-capped CdTe quantum
dots and their application in labeling colorectal cancer cells. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 2012, sv. 95, ¢. 0, s. 247-253. ISSN 0927-7765.

LIU, Z. et al. Determination of rifampicin based on fluorescence quenching of
GSH capped CdTe/znS QDs. Journal of Luminescence, 2012, sv. 132, ¢. 9, s.
2484-2488. ISSN 0022-2313.

DING, L. et al. Systematic investigation of the toxicity interaction of
ZnSe@2ZnS QDs on BSA by spectroscopic and microcalorimetry techniques.
Chemosphere, 2013, sv. 92, ¢. 8, s. 892-897. ISSN 0045-6535.

SHAO, L. W. et al. Using capillary electrophoresis mobility shift assay to study
the interaction of CdTe quantum dots with bovine serum albumin. Chinese
Chemical Letters, 2008, sv. 19, ¢. 6, s. 707-710. ISSN 1001-8417.

95



Z0OZNAM SKRATIEK

BSA - hoviddzi sérovy albumin

CDI - 1,1-Karbonyldiimidazol

CPS - pocet za sekundu

EDC - (1-Etyl-3-[3-dimetylaminopropyl]carbodiimid hydrochlorid)
FRET - Fluorescenény rezonan¢ény energeticky transfér
FWHM - sirka piku v polovici maxima

GSH - glutathion

HSA - T'udsky sérovy albumin

Ig - Imunoglobulin

IgG - Imunoglobulin G

MAA - metakrylova kyselina

MPA - merkaptopropionové kyselina

MSA - merkaptojantarova kyselina

NHS - (N-hydroxysukcinimid)

QDs - kvantové bodky

QY - kvantovy vytazok

TGA - thioglykolova kyselina

TOP -trioctylphosphine

TOPO - trioctylphosphine oxid

UV - ultrafialové Ziarenie

UV-VIS - ultrafialovo-viditel'na spektroskopia
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