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Abstrakt

Tato bakalarska praca sa zaobera biofunkcionalizaciou vo vode rozpustnych CdTe
kvantovych bodiek (QDs). Je zlozend ztroch hlavnych ¢asti. Prva Cast je teoretickym
uvodom, v ktorom sa hovori o samotnych QDs, ich syntéze, modifikacii, aplikaciach
Vv biologii, d’alej o bielkovinach a biokonjugacii QDs s hovddzim sérovym albuminom (BSA).
V druhej experimentdlnej c¢asti boli pripravené vo vode rozpustné, glutathionom
modifikované CdTe QDs. Tie boli nasledne precistené a biokonjugované s BSA 0 r6znych
koncentraciach. Tretia Cast’ je ukazka vysledkov a porovnanie dosiahnutych vysledkov

s vedeckymi ¢lankami.
Abstract

This bachelor thesis is focused on the research on biofuncionalization of water-soluble
glutathione modified CdTe quantum dots (QDs). The thesis is divided into three parts. The
first part is a theoretical introduction to the QDs and their synthesis, modifications and
applications in biology together with an introduction to proteins and bioconjugation of QDs
and BSA. In the second part | present the experimental results of water-soluble glutathione
modified CdTe-GSH QDs preparation. The QDs were cleaned and bioconjugated with BSA at
different concentrations. This is described in the third part of the thesis. | also discuss the
obtained experimental results in the frames of available literature.
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Uvod

V stcastnosti je dost’ Casto sklofiovana otazka imunosenzorov, aplikacii in vivo
ainvitro. Vo vsetkych tychto pripadoch hraju dolezita ulohu kvantové bodky. Vedci sa
snazia prist’ na to ako najucinnejsie dostat’ modifikované kvantové bodky do buniek a zistit’
ako sa budu tieto nanokrystaly spravat’ v ur¢itych bunkach. Ak sa podari najst’ bezpecnu cestu
prechodu bude to mat’ velky vyznam pre d’alsie $tudie a pokusy. Dalsou déleZitou strankou
zaujmu je vyroba kvantovych bodiek (QDs), ktoré maju ¢o najmensiu toxicitu. Toto je mozné
zabezpeCit pomocou biofunkcionalizacii QDs. Takéto kvantové bodky hraju dolezita rolu
v oblasti lekarstva pri zistovani nadorov a podobne.

V tejto bakalarskej praci som sa zaoberala biofukcionalizaciou vo vode rozpustnych
CdTe QDs. QDs su zaujmom §tudii pre ich vynikajuce a Specifické optické vlastnosti, velkost’
a ich povrch, ktory sa da rozmanito modifikovat’ a tak v kone¢nom dosledku sa menia aj ich
vlastnosti. Ciel'om tejto prace bola syntéza QDs, naviazanie biomolekuly, v mojom pripade
BSA na QDs a skiimanie optickych vlastnosti QDs. Vysledky boli porovnané s literatirou

a vyhodnotené vo vysledkoch a diskusii.



1 Kvantové bodky

1.1 Definicia

Kvantové bodky (QDs) su nanokrystaly alebo atomové zhluky zlozené s niekol’ko 100
az niekol’ko miliénov atomov avSak s malym po¢tom volnych elektronov (menej ako 100).
QDs st zvycajne vytvorené s polovodi¢ovych (1I-1V skupina v periodickej tabulke prvkov),
mene;j ¢asto s kovovych materialov (napr. Ni,Co,Pt,Au) [1]. Typicka vel'kost QDs je 2-20 nm
odvijajuca sa od pouzitych materidlov pri priprave samotnych QDs. QDs nazyvame
nanocastice, ktoré vykazuju tzv. efekt kvantového obmedzenia a ich polomer je mensi ako

jedna z tychto veli¢in : Bohrov polomer elektronu a,, diery a; a excitonu a,y. [2].

Pri oziareni QDs viditelnym alebo UV ziarenim dochddza k excitécii elektronov.
To znamena, Ze elektrony kvantovych bodiek prijmu energiu Ziarenia a nasledne prechadzaji
do vyssich energetickych hladin. Po urcitej dobe sa vracaji excitované elektrony do svojho
povodného stavu, priCom dochadza k vyziareniu fotonov kvantovymi bodkami. Opisany jav

sa nazyva fotoluminiscencia a je to jedna z najdolezitejsich vlastnosti QDs.

Velkost atvar QDs wurcuje spektrdlnu poziciu a Cistotu fotoluminiscencie.
Pri zmenSovani velkosti QDs sa poloha maxima emisnej krivky postiva z ¢ervenej oblasti
spektra (750 nm) do modrej (400 nm). Vd’aka transmisnej elektronovej mikroskopii (TEM)
a dynamickému rozptylu svetla (DLS) sa zist'uje velkost’ a morfologia QDs [3].

QDs Vv porovnani s beznymi organickymi fluoroféormi maju jedine¢né fotofyzikalne
vlastnosti. QDs maji kontinualne absorpéné spektrum pre kratsie vinové dizky v porovnani
s vinovymi dizkami emisnych spektier. Emisné spektra QDs s pomerne tizke a symetrické.
Liu akolektiv sa zaoberali §tidiom molekularnych interakcii medzi protilatkou
a imunoglobulinom G pomocou FRET techniky. QDs ukazovali 20-krat vyssiu svietivost
a 100-krat vacsiu stabilitu voci fotobieleniu v porovnani s beznymi fluoroformi, ktoré maju
uzsie absorpéné spektra [2]. Odolnost’ voéi fotooxitacii tzv. fotobieleniu je jednou z d’alsich
velmi dolezitych vlastnosti QDs. Pre vacsiu ochranu QDs pred fotobielenim sa jadro QDs
obaluje organickou vrstvou alebo vonkaj§im obalom, ktory je z polovodiCov s vySSim
energetickym pasmom energie [4]. Fotostabilita je dolezitym prvkom vo vicSine
fluorescen¢nych aplikacii. Vd’aka odolnosti voci fotobieleniu a obalovanim QDs mdzu QDs
podstupovat’ opakované cykly excitacie a fluorescencie aj na niekolko hodin s vysokou

urovnou jasu [19].

Vyuzitie QDs je v biologii vel'mi dolezité, avsak QDs maju aj svoje nevyhody. Jednou
Z najvacsich je otazka toxicity vzhl'adom na mnozstvo vyuzivanych nanomateridlov. Velkost,

naboj, koncentracia, oxidacia a mechanicka stabilita QDs méze vykazovat’ znamky toxicity.
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Ako bolo spominané vyssie QDs su tvorené polovodiCovymi materidlmi a zvy¢ajne maju
jadro tvorené kadmiom, ktory je vel'mi toxicky a je schopny viazat’ sa s thiolovymi skupinami
a sposobit’ tak az smrt bunky. Bolo preukazané, ze jadro CdSe kvantovych bodiek
v oxida¢nom prostredi sa rozpada. Preto sa vedci snazia o syntézu QDs rozpustnych vo vode
a 0 modifikaciu ich povrchu tak, aby sa ich toxicita zmensSila a tym sa zvySilo vyuZzivanie QDs
Vv biologii [1]. V pripade rozpadu spominaného jadra CdSe vedci zistili, ze pridanim oxidu
kremicitého (SiO,) a ZnS obalu sa znizuje oxidacia [19].

QDs delime zvela hladisk. V zavislosti na rozlozeni elektronov delime QDs
na lateralne, planarne a vertikalne. Rozdiel medzi planarnym a vertikdlnym rozloZeni je
Vv umiestneni a obklopeni QDs tunelovacimi bariérami. Toto rozdelenie sa vztahuje hlavne
k vyrobe deponovanych QDs. Pri koloidnych QDs sa stretivame skor so sférickymi
nanocCasticami. Podla $truktiry ich mézeme rozdelit na QDs zloZené len z jadra (,,core)
a QDs pozostavajuce zo Struktary jadro-obal (,,core-shell”) a Struktary jadro-obal-obal (,,core-
shell-shell) ako je znazornené na Obr. 1. QDs tvorené len jadrom su zvyCajne zlozené
z materidlu jedného polovodica napr. CdTe, CdSe, CdS, CdPb. Tieto QDs nie su vsSak tak
vyuzivané ako QDs struktary jadro-obal kde je jadro obklopené polovodicovym obalom.
Prikladom takychto QDs st CdTe/CdS, CdTe/ZnS, CdS/ZnS, CdSe/ZnS, CdSe/ZnSe. Obal
QDs ma priaznivy vplyv na stabilitu jadra a fotoluminiscenciu. R6zne materidly, z ktorych st
zlozené jadra QDs a taktiez aj rozne velkosti QDs umoznuji fotoluminiscenciu v réznych
oblastiach spektra. Druhy obal méze byt tvoreny napr. ZnS. QDs tvorené §trukturou jadro-
obal-obal majt hlavnt vyhodu v tom, Ze nie st toxické aj pri vysokej koncentracii QDs [5].

z ?—"\ 5 % e 3
g g 2 3 g %, < r
% N4 %, ¢ 2 T
% ¢ L k5 %
y [l o \ ' /
w x [od n 3
00, 2 ‘D:>—‘
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- CdTe I CdTe
HOOD ~s, Og/\,ns' ;
‘,E:’ \ Cog,, b W
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o N R 4 ~ /
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-’1’ o rJ
§ 2 8 {

Obr. 1 Struktiira jadro (vlavo), jadro-obal (stred) a jadro-obal-obal (vpravo), prevzaté a upravené z

[5]
1.2 Syntéza QDs

V snahe ziskania ¢o najucinnejSich kvantovych bodiek je potreba syntetizovat’ QDs,
ktoré splnuju urcité poziadavky. Je potrebné aby QDs spliiovali podmienky pre pouzivanie
v biologickych aplikaciach. Taktiez je dolezité aby boli odolné voéi oxidacii. DalSou
dolezitou poziadavkou je €o najmenSia toxicita QDs nakolko toxické QDs st Skodlivé
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pre zivotné prostredic. Tento problém je mozné minimalizovat’ alebo uplne odstranit’ (ako
bolo spominané vyssie) pomocou naviazania obalu na jadro a vytvorenia tak Struktary jadro-
obal alebo dokonca jadro-obal-obal. Modifikaciou obalu mézeme dalej zabezpecit lepSiu
stabilitu a fotoluminiscenciu QDs.

1.2.1 Syntéza hydrofébnych QDs

Pre syntézu koloidnych hydrofébnych QDs sa pouziva metdda kontrolovanej tvorby
arastu Castic vroztoku. Pri syntéze sa vyuzivaji kovové chalkogény (sulfidy, selenidy,
teluridy) ako d’alsie sa pouzivaju organokovové prekurzory (napr. dimetylkadmium ), kovové
oxidy (napr. CdO) alebo kovové soli organickych a anorganickych kyselin (napr. nitrat,
acetat). Chalkogénové aniony za zvycajne ziskavaju z Cistych chalkogénov (napr. Se, Te, S).
Nech pouzijeme akékol'vek prekurzory vzniknuta QDs je sice hydrofébna ale jej kvantovy
vytazok (QY) je vySsi ako u hydrofilnych QDs. Samotna syntéza prebicha v roztokoch
spominanych prekurzorov aich podstata spo€iva v strieknuti reaktantov do ohrievaného
aintenzivne mieSaného koordina¢ného organického rozpustadla. NajcastejSie sa ako
rozpustadlo pouziva TOPO (trioctylphosphine oxid), TOP (triocylphosphine), alebo HDA
(hexadecylamin). Nakol'’ko vzniknuté QDs st rozpustné len v nepolarnych rozpustadlach je

potrebné metddou solubilizacie zabezpecit’ ich rozpustnost’ vo vode [3][20].
1.2.2 Solubilizacia QDs

Premena hydrofébnych QDs na hydrofilné je nevyhnutnd pre biologické

a biomedicinske aplikécie. Tato premena je ndrocna a ma vela krokov.

Prva technika spociva vo vymene ligandov (niekedy nazyvand ako obalova vymena).
Na hydrofobne ligandy st naviazané bifunkéné ligandy, ktoré st hydrofilné. Ich jeden koniec
je pripojeny na povrch QDs (zvyCajne thiolova skupina) adruhy koniec reaktivny
(karboxylova alebo hydroxylova skupina) je rozpustny vo vode ako je vidiet' na Obr. 2.
Nevyhodou tejto techniky je , Ze bifunkéné molekuly st drahé a nestabilné [3][7].

10
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Obr. 2 Solubilizacia QDs pomocou ligandov, prevzaté a upravené z [7]

Druhou technikou je pouzitie SiO; vrstvy. Oxid kremicity je navrstveny na povrch
QDs. Tato vrstva zvySuje stabilitu a chrani QDs proti oxidacii a aglomeracii. Ako priklad
mozeme uviest QDs, ktoré su silanizované pomocou TEOS-u (tetraethyl orthosilicatu)

naviazanim Kyseliny olejovej na povrch QDs ako je znazornené na Obr. 3 [3][8].

CdSe/CdxZnl-xS

. . Ao " J N 7’

o ® o TEOS ::'\,* _"—;5' o.s(\i_
° ‘ * p Q

Toluén , * "’p ’&‘

Obr. 3 Silanizdcia QDs, prevzaté a upravené z [8]

Tretia metdda spociva v naviazani ligandov a polymérov na QDs pomocou
hydrofébnych interakcii. Podstata spociva v zavedeni amfifilickej molekuly na povrch QDs.
Jedna ¢ast’ molekuly sa naviaze hydrofobnymi silami na povrch QDs (napr. polyméry), druha
Cast’ podporuje rozpustnost’ a reaktivitu. Ako vhodné molekuly pre realizaciu tejto metddy su
pouzivané dvojblokové alebo trojblokové kopolyméry a fosfolipidy ako je znazornené
na Obr. 4 [3][9]. Porovnanie vSetkych troch metdd je na Obr. 5.
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Obr. 4 Solubilizacia QDs s hydrofobnymi interakciami, prevzaté a upravené z [9]
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Obr. 5 Ukdzka vSetkych spominanych metéd solubilizdcie, upravené a prevzaté z [10]

1.3 Syntéza vo vode rozpustnych QDs

Takato syntéza prindSa QDs s vybornou biologickou kompatibilitou a stabilnost'ou.
V porovnani s hydrofobnymi QDs vykazuju vo vode rozpustné QDs lepSiu

reprodukovatel'nost’, niz§iu toxicitu a ich syntéza je lacnejsia [3].

Syntéza hydrofilnych QDs sa uskutociiuje najcastejSie v trojhrdelnej banke, ktora je
spojena so spiatnym chladicom. V banke prebieha reakcia prekurzorov tazkych kovov
(napr. octany, dusi¢nany, chloridy) s prekurzorom chalkogénu. Prekurzory chalkogénu mo6zu
byt prasky (napr. Na,TeOs pri vyrobe CdTe QDs) alebo prekurzory pripravené tesne

13



pred pouzitim (H,Te alebo NaHTe ), ktoré st vSak nestabilné a preto ich pouzitie pre syntézu
QDs musi prebiehat’ v inertnom prostredi [3]. Ako priklad sa da uviest’ syntéza CdTe-GSH
QDs, ktorej postup je opisany nizSie v experimentalnej Casti.

Nevyhoda pri vyrobe QDs je vich Casovej ndrocnosti. Syntéza QDs modze trvat’
niekol’ko hodin pripadne dni. To ma za ddsledok pripravu QDS s nizkym fotoluminiscen¢nym
kvantovym vytazkom (QY). Ako rieSenie sa javi mikrovinna syntéza, ktora je rychlejsia,
jednoduchsia a ma vyssiu efektivnost. NajcastejSie si touto metddou syntetizované CdTe,
CdSe, CdS, ZnSe QDs. Tieto QDs su funkcionalizované s roznymi thiolovymi ligandami, ako
st merkaptopropionova kyselina (MPA), thioglykolova kyselina (TGA), glutathion (GSH)
[3]. Napriklad Bailey a kolektiv pripravil QDs, ktoré maju jadro tvorené CdSe a obal CdSeS a
s rychlo syntetizované za pritomnosti mikrovinného ziarenia pocas 1 hodiny za stale

kontrolovanej teploty. Takto pripravené QDs maju dobré optické vlastnosti a ich QY je az
25% [10].

Velkost vyslednych QDs aj vlnova dizka ich emisie zavisi na pouzitych prekurzoroch
adizke zahrievania. Takto pripravené QDs v$ak mozu obsahovat podetné defekty a
vykazovat’ slab$iu fotoluminiscenciu, z tohto dévodu sa vyuziva mikrovinna syntéza zalozena
na homogénnom zahrievani, pri ktorej vzniknuté castice st uniformnejSie a maju vyssi

kvantovy vytazok.

Dal$ou syntézou QDs je mikroemulzna syntéza. Tato metoda je jednoducha, lacna,
vysoko reprodukovatel'na a umoziluje vyborni kontrolu nad tvarom a velkostou QDs.
Kontrola nad velkost'ou cCastic je dosiahnutd zmenou molarneho pomeru vody a surfaktantu.
Avsak mikroemulzna syntéza poskytuje nizky vytazok produktov. Ako priklad mozno uviest
syntézu CdSe a CdSe-CdS v AOT (sodium bis (2-ethylhexyl) sulfosuccinat) /n-heptane/voda
emulznom systéme. Syntéza ma niekol'’ko krokov:

Na,S0;(voda) + Se(prasok) — Na,SeSO; 1)
Cd%* + SeSO3~ + 20H~ - CdSe + S03™ + H,0 (2)

Prvy krok spociva v pridani selénu do roztoku NaySOj3 Vv priebezného prebublavania
dusika. Reakcia prebieha 6 hodin pri teplote 80°C. Vzniknutd reakéna zmes sa potom
prefiltruje a ¢iry roztok sa uchovava vtme. Nasledne sa vzniknuty prekurzor zmiesa
S reverznym micelarnym systémom pripravenym rozpustenim AOT v n-heptane. Podobne bol
pripraveny s Cd(NOs3),. Nakoniec su tieto emulzie zmieSané , ¢o vedie k vytvoreniu CdSe
QDs podla reakcie 2 vo vnatri micely. Dalsi krok je vzmiesani CdSe mikroemulzie
a mikroemulzie z (NH4),S a tak vytvoreni Struktary jadro-obal, ktory je mozno stabilizovat
pridanim thiolovych ligandov do roztoku kvantovych bodiek [11].
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1.4 Modifikacie QDs

Vyrobené QDs su pri procese biokonjugicie spojené s biomolekulou vd’aka ¢omu
maji SirSie vyuzitie v bioaplikaciach. Pri biokonjugacii musi vysledny produkt spliiovat

niekol’ko poziadaviek:

o aktivita biomolekuly neméze byt poSkodena (znehodnotena)

. vizba QD-biomolekula musi byt stabilna

o hrubka obalu QD ma byt’ ¢o najmensia pri porovnani s vel'kost'ou QD
. nizka toxicita vysledného produktu

o vysoka Specificita

o koloidna stabilita

. zabranenie upevneniu d’al§ich nesSpecifickych biomolekul

Spojenie medzi QD a biomolekulou je mozné pripravit’ niekol’kymi spésobmi. Priama
vizba medzi QD abiomolekulou mdze byt kovalentnd alebo nekovalentnid. Priama
kovalentna vézba je najéastejSie uskuto¢nena pomocou thiolovych vizieb tak, Ze thiolové
kyseliny na povrchu QDs st nahradené thiolovymi biomolekulami. Takymito biomolekulami
mozu byt DNA, hoviddzi sérovy albumin (BSA) alebo oligonukleotidy. Napriklad reakcia
medzi karboxylovou skupinou na povrchu QDs a amino skupinou imunoglobulinu G [4].

Priamymi nekovalentnymi interakciami medzi QDs abiomolekulou st hlavne
elektrostatické sily. Tato konjugicia je najmene] naro¢na a uskutoctiuje sa napriklad
pri reakcii proteinov a QDs. Po interakcii proteinov s QDs je kvantovy vytazok podstatne
vys§i az vrozmedzi 50-300% vV zavislosti na povrchu pokrytia [4]. Bolo experimentalne
dokazané, Ze menSie proteiny moézu byt vo va¢Som mnozstve konjugované na povrch QDs.
Ako priklad je mozné uviest’ elektrostatické sily medzi kladne nabitymi ¢astami proteinov
(napr.: avidin) a negativnym komplexom QDs (napr.: alkyl-COOH-QD).

Dal$ou moznostou vytvorenia interakcie QDs a biomolekuly je spojenie vd’aka
molekuly, ktord tvori tzv. spojku (cross-linker). Tento sposob funkcionalizacie je zalozeny
na interakcii medzi povrchom QDs a spojkou (napr.: pomocou kovalentnej vazby) a nasledne
vytvorenie vizby medzi spojkou a biomolekulou. Spojky mézu reagovat’ s karboxylovou
amino alebo thiol skupinami biomolekul. Prikladom cross-linkerov je EDC (1-Etyl-3-[3-
dimetylaminopropyl]carbodiimid  hydrochlorid), NHS (N-hydrohysukcinimid) alebo
streptavidin -~ a  N-(g-maleimidobutyryloxy)  sukcinimid  (GMBS).  Nevyhodou
biofunkcionalizacie pomocou cross-linkeru je naro¢nd kontrola poctu naviazanych
biomolekul. Na Obr. 6 je mozné vidiet priklady jednotlivych vézieb medzi QDs
a biomolekulami [4].
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Obr. 6 (4) vizba medzi QDs a thiolovymi koncami biomolekiil, (B) amidovd vizba s thiolakylovymi ligandmi,
(C) elektrostatické interakcie medzi kladne nabitou bielkovinou a negativaym 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 [4].
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2 Bielkoviny

Bielkoviny st po chemickej stranke biopolyméry - prirodné makromolekulové latky
zlozené z aminokyselinovych zvyskov, ktoré su navzajom spojené peptidovou vizbou.
Su zakladnou stavebnou jednotkou zivej hmoty a st pritomné vo vSetkych bunkach.
ZUcastiiuju sa na stavbe tkaniv svalov a i. Pozname 20 proteinogénnych aminokyselin, ktoré

sa podiel’aji na stavbe bielkovin [21].

Bielkoviny mézeme rozdelit’ na jednoduché, ktoré vo svojich vSetkych molekulach
obsahuju iba aminokyseliny pospajané peptidovymi védzbami. Jednoduché proteiny sa
rozdel'uju na fibrildrne - skleroproteiny s vldknitou Struktarou, ktoré plnia dolezita stavebnu
funkciu. Medzi priklady mozno uviest kolagén, keratin, fibroin. Dalej globuldrne —
sféroproteiny s gulovitym tvarom medzi ktoré patria napr. albuminy, globuliny a vicSina

bielkovin krvnej plazmy.

Zlozené bielkoviny predstavujuce druhtl skupinu st charakteristické tym, Ze vo svojej
Struktiire okrem aminokyselin obsahuji aj nebielkovinové protetické skupiny. Do tejto
skupiny patria roézne bielkoviny s charakteristickymi vlastnostami a funkciami, napriklad

glykoproteiny, metaloproteiny, hemoproteiny a iné.
Z hladiska Struktary moZeme rozliSovat’ bielkoviny s réznymi Struktirami.

Primarna Struktira ndm udédva poradie aminokyselin v polypeptidovom retazci
a podmieniuje biochemickt funkciu bielkovin. Pri zamene jednej aminokyseliny s inou
v sekvencii moze dojst’ k tazkej poruche organizmu.

Sekundérna Struktura bielkovin je dand geometrickym usporiadanim polypeptidového
retazca aje rotidciou okolo jednoduchych vézieb a-uhlikov v polypeptidovom retazci.
Rozlisujeme dve zakladné sekundarne Struktiry ato a-helix predstavujtci usporiadanie
polypeptidového retazca do pravotocivej zavitnice. Druhou sekundarnou Struktirou bielkovin
je PB-Struktura skladaného listu, ktord predstavuje spojenie mnohych rovnobeZznych
bielkovinovych makromolekil do tvaru pripominajuceho zlozeny list. Obe sekundarne

Struktary s zobrazené na Obr. 7.
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(A)

(B)

Obr. 7 Sekunddrna Struktira bielkovin (A) o-helix, (B) p-Struktira skladaného listu, prevzaté
a upravené z [22]

Terciarna $truktira zobrazuje usporiadanie a-helixu a B-Struktary skladaného listu
Vv priestore. Této Struktara je typické globularnym alebo fibrilarnym tvarom, medzi ktorymi st
disulfidové vézby.

Kvartérna Struktira je charakteristickd pre enzymi, hemoglobin ainé proteiny.

Kvartérna Struktara ukazuje vzdjomné usporiadanie viacerych polypeptidovych retazcov.

Zakladnymi funkciami bielkovin st stavebna (napr. kolagén), dalej katalyticka
(enzymy), transportna (hemoglobin) ale aj obranna (protilatky) a iné [21].

2.1 Protilatky

Zakladnou stavebnou jednotkou kazdej protilatky st Styri polypeptidové retazce
atodva tazké adva lahké, ktoré st spojené disulfidovymi mostikmi a nekovalentnymi
hydrofobnymi vézbami do tvaru Y [23]. Kazda takato jednotka ma relativnu molekulova
hmotnost okolo 150 000. Tazké retazce sa vyskytuju v piatich Strukturalnych typoch
oznaCovanych gréckymi pismenami - vy, u, a, o, € Podla tohto retazca sa protilatky,
oznacované aj ako imunoglobuliny, delia do piatich tried IgG, IgM, IgA, IgD a IgE. Molekula
protilatky je ohybna a to hlavne v mieste kde sa roztvaraju ramienka pismena Y. Ramienka sa
mozu otacat’ okolo svojej 0sy a spominané ramena je mozno roztiahnut' az do uhlu 180 °.
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Protilatka je schopnd sa prisposobit’ polohe oboch antigénov, ktoré sa na nu viazu. Protilatky

pospajané disulfidovymi mostikmi dosahuju globularneho tvaru a st nazyvané domény [24] .

Protilatky majii obrannu funkciu proti antigénom. Antigény st cudzorodé latky
vagsinou infekéné mikroorganizmy, ktoré sa nachadzaju vo vonkajSom prostredi. Specialne
naviazu antigén a neutralizuju jeho funkciu tak, ze tato vdzba vyvold dalSie reakcie, ktoré

zabezpecia odstranenie antigénu [23].
2.2 BSA

Vo vseobecnosti je sérum albumin najrozsirenej§i protein v plazme cicavcov.
Vzhladom k vdzbovym vlastnostiam maji albuminy Siroké uplatnenie V klinickych,
farmaceutickych a biochemickych aplikaciach [25]. Hovéddzi sérovy albumin ( BSA) je jeden
Z najviac Studovanych proteinov z dévodu jeho Strukturdlnej homogenity s 'udskym sérovym
albuminom. Vd’aka tejto skutocnosti je tento protein velmi Casto pouzivané k modifikacii
povrchu rdéznych nanocastic [26]. BSA ma vel’ky vyznam v medicine a jeho Casté vyuzivanie
je sposobené relativne nizkou cenou a 'ahkou dostupnostou [27]. Na Obr. 8 je znazornena
Struktara BSA.

Obr. 8 BSA struktiira, prevzaté a upravené z [28]

2.3 Biokonjugacia BSA a QDs

Ding a kolektiv skiimal vézby medzi ZnSe-ZnS kvantovymi bodkami a BSA pomocou
fluorescencnej spektrometrie a izotermickej titracnej kalorimetrie. Bolo zistené, Ze intenzita

fluorescencie BSA bola zniZzovana pravidelne so zvySujucou sa koncentraciou QDs ako je
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vidiet’ aj na Obr. 9. Ukazalo sa, ze aj iontova sila a pH hodnota ma vplyv na vizby BSA
a QDs, ¢o naznaCuje, ze aj H-vizby prispievaju k interakcii medzi BSA a QDs [29].
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Obr. 9 A) UV-VIS absorpcné spektrum QDs, (B) fluorescencné spektrd BSA v pritomnosti zvysujucej sa
koncentracie QDs (a-h), koncentracie QDs: 0, 0,6, 0,9, 1,2,1,6, 2,4, 3,2, 4, 4,8 x 10° M, prevzaté a upravené z
[29]

Vo vode riedené QDs boli pouzivané v niektorych biologickych a biomedicinskych
odboroch. Wang a kolektiv skumali vplyv QDs CdTe sréznymi velkostami s toxickymi
interakciami s BSA. Boli testované tri velkosti QDs s max. emisiou 543 nm, 579 nm a 647
nm. FL vysledky ukézali, Ze QDs Uc¢inne uhasia fluorescenciu BSA, FTIR spektra ukazali, ze
sekundéarna Struktira BSA bola zmenena vdaka QDs ¢o znamena, Ze QDs vplyvaji toxicky
na bielkoviny [30].

V dalsich stadiach boli skimané interakcie medzi rozdielne nabitymi povrchmi QDs
a BSA. Systematické skiimanie pomocou FL, UV-VIS ametddy cirkularneho dichroizmu
(CD) prebiehalo za fyziologickych podmienok. Rozne povrchové naboje boli na CdSe / ZnS
QDs dosiahnuté vd’aka sulfanyloctovej kyseline negativny a cysteaminu pozitivny. Vysledky
FL spektroskopie ukazali, Ze r6zne povrchové naboje QDs zniZovali intenzitu fluorescencie
BSA sroznou ucinnostou. CD technika bola pouzita k analyze konformacnych zmien
vyvolanych QDs BSA a vysledky poukazuju na to, ze biologické aktivita BSA je ovplyvnena
réznym povrchovym nabojom CdTe/ ZnS QDs [31].

Vedci sa zaoberali aj védzbami medzi CdTe QDs modifikovanymi Kkyselinou
mercaptopropionovou, L-cysteinom a glutathionom spolu s BSA. Pomocou FL, UV-VIS
a CD sa skumali spektra QDs- BSA. Zistenie bolo rovnaké ako uz je vysSie spominané a to,
ze QDs mozu efektivne znizovat’ fluorescenciu BSA. CD spektrd ukdzali, Zze sekundarna
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a terciarna Struktara BSA bola zmenena. Tieto stadie prispeli k lepSiemu pochopeniu QDs-

protein interakcii, ¢o je staly a zasadny problém pre aplikacie in vivo [32].
2.4 Biokonjugacia QDs a DNA

Ako priklad biokonjugacie QDs a DNA je mozné uviest biokonjugaciu argininom
pokryté CdSe/ZnS QDs s ethidium bromidom (EB) znacenym syntetickym dodekamerom
DNA. Vdaka fluorescenénému rezonanénému prenosu energie (FRET) dochadza k vymene
fluorescencnej energie medzi donorom a akceptorom pri¢om ich vzdialenost’ musi byt mensia
ako velkost’ Forsterovho polomeru, ako bolo spominané uz vyssie. Arginin/QDs predstavuje
donor a etidium bromidom-DNA akceptor, ako je znazornené aj na Obr. 10[12].

Obr. 10 Biokonjugdcia QDs a DNA, prevzaté a upravené z [33]

Rotella a kolektiv preukazali, Ze vizby medzi aminokyselinou a QDs- protein st
vel'mi podobné interakciam protein-protein, pretoze tieto vazby medzi proteinmi su v podstate
medzi aminokyselinami. Podobne je to aj medzi nanocasticou a DNA. Ich vizby st vel'mi
podobné ako u vidzieb protein- DNA. NeSpecifické vizby medzi QDs a DNA bol skiumané
pomocou ultrarychlej spektroskopie. Nedavno He a kolektiv preukdzali, ze tieto vizby medzi
QDs (presne CdTe QDs) a DNA sa daju vyuzit' v sondach pre snimanie virusov hepatitidy
typu B [34].

Dal§im pokusom bolo modifikovanie CdSe QDs Merkapto-B-cyklodextrinom.
Pri vinovej diZke Aex = 370 nm dosahoval fluorescenény pik CdSe/CD QDs 525nm.

Fenantrolin (Phen) je schopny tato fluorescenciu uhasit’, pridanim DNA je ju mozné znova
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obnovit. Stratou anaslednou obnovou intenzity fluorescencie bolo zistené, ze je priama

umera medzi pridanymi mnozstvami Phen a DNA [35].
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3 Aplikacie QDs

Pri uspesnej syntéze a biokonjugacii je mozné QDs vyuzivat' v réznych biologickych
aplikaciach. Nakol'ko QDs maji vyborni fotostabilitu daji sa dlhodobo pouzivat
a pozorovat. Vd’aka schopnosti fotoluminiscenie je ich vyuzitie vel'mi zaujimavé a ziadané.

Aplikacie QDs mo6zeme rozdelit’ do skupin in vitro , in vivo a v imunosenzoroch.
3.1 Invitro diagnostika
Tri najdolezitejsie vlastnosti QDs v in vitro diagnostiku su:

o vysoky jas a fotostabilita
o farba a tizke emisné pasy

° tvar a vel'kost’

Tieto vlastnosti poskytuju vyhody vzhl'adom k poziadavkam in vitro diagnostiky,
ktorymi su citlivost, selektivitu a multiplexitu (sucasné meranie viacero biomarkerov).
Farebna laditel'nost’ a uizke emisné pasy umoziuju optick multiplexitu niekol’kych markerov
s vel'mi vysokou selektivitou, pretoze rozne QD emisné pasy vykazuji ovel'a nizsi spektralny

prekryv v porovnani s konvenénymi organickymi farbivami alebo fluorescenénymi proteinmi.

Aplikacia QDs in vitro v ramci tkaniv a buniek je vel'mi naro¢né v doésledku zlozitého
prostredia, morfologie a funkcie buniek. Velkost, tvar a povrchové vlastnosti mozu byt
vaznou prekazkou pre citlivé a reprodukovatené pozorovanie subceluldrnej funkcie a
interakcii. Dal§im ¢asto diskutovanym problémom je cytotoxicita, ktora zvy¢ajne zavisi na
Struktare a materili aplikovanej QDs a vySetrovanych biologickych systémov. Ziadny jasny a
najmai ziadny vSeobecny zaver nebol najdeny o QD toxicite, preto tato diskusia je priebezne v
budicnosti. Vysoky jas a fotostabilita (vysoky signal pri dlhych pozorovacich terminov),
rovnako ako farebna laditelnost a tzke emisné pasy (ulahena opticka multiplexita) su

zaujimavé funkcie QDs pre fluorescenéné zobrazovanie tkaniv a buniek [16].
3.2 Invivo aplikacie

In vivo pristup zahfna experimenty vykonavané vo velkom systéme tiel
experimentalnych zvierat. V porovnani S in vitro in vivo aplikacie ¢elia roznym problémom,
ktoré s sposobené narastom zlozitosti mnohobunkovych organizmov. Aplikacie in vivo sa
delia na 4 zakladné druhy:

o biodistribticia QDS in vivo
o cievne zobrazenie pomocou in vivo
o sledovanie QDs vd’aka in vivo
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° in vivo nadorové zobrazenie

Ako priklad je mozné uviest’ QDs, ktoré boli vyuzité pre in vivo znacenie buniek.
Vysledky ukazuju, ze vel'ké mnozstvo QDs moze byt dodané do zivych buniek cicavcov
prostrednictvom troch réznych mechanizmov: nespecifickej pinocytozy, mikroinjektovania,
a peptid-indukovanej dopravy (napr. pomocou proteinu vnutrobunkovych doménov HIV-1
peptidu Tat). Prekvapivym zistenim bolo, Ze dve miliardy QDs mohli byt doru¢ené do jadra
jedinej bunky bez toho, aby bola ohrozena jej Zivotaschopnost, Sirenie alebo migracia.
Schopnost” vytvorenia fotografie jednobunkovej migracie a diferenciacie v realnom case je
dolezitda v niekolkych vyskumnych oblastiach, ako je embryogeneza, rakovina metastaz,
terapeutika kmenovych buniek aimunologia lymfocytov. Pre aktivny tumor cielene Gao
a kolektiv pouzil protilatky konjugované na QDs, ktoré boli zamerané na prostaticky
Specificky membranovy antigén (PSMA). PSMA bol vybrany ako atraktivny ciel’ pre lieCebné
intervencie karcinomu prostaty. Akumulacia protilatky PSMA v mieste rastu nadoru je
zakladom radiologickej imunologickej scintigrafie a cielenej terapie pri metastazach
karcinomu prostaty [14].

QDs sa ukézali ako relativna cesta aj k znaceniu bunkovych proteinov. Napriklad
oznacenie F-aktinovych vlakien preukazali, Ze QDs by mohli byt pouzité na oznacenie
proteinov, pri ktorych je dolezité zachovanie ich enzymové aktivity. QDs pokryté
streptavidinom boli pouZzité na oznacenie jednotlivych vlakien F-aktinu [19].

Potencialne toxické ucéinky polovodi¢ovych QDs sa stali nedavnou témou diskusie.
Naozaj, toxicita in vivo je pravdepodobne kIa¢ovym faktorom pri urcovani, ¢i by mohli byt
QDs zobrazovacie sondy schvalené regulaénymi tradmi pre humanne klinické pouZitie.
Nedavna praca Derfusa ajeho kolektivu uvadza, ze CdSe QDs st vysoko toxické
pre kultivované bunky v UV osvetleni. To nie je prekvapujuce, pretoze energia UV ziarenia je
blizka kovalentnej chemickej vizbe a rozpusta polovodi¢ové Castice v procese znamom ako
fotolyza. QDs so stabilnou vrstvou polyméru je v podstate netoxické v bunkach
a zivocichoch. In vivo studie podla Ballou aspol. tiez potvrdili netoxicky charakter trvalo
chranenych QDs. Napriek tomu, Ze je naliehavo potrebné skumat’ bunkovu toxicitu na in vivo
rozklade pomocou QDs sond. Pre polymérom obalenych QDs, chemické alebo enzymatické
degradacie polovodi¢ovych jadier je nepravdepodobna. Polymérom chranené QDs mozu byt
vylucené z tela pomalou filtraciou von. Tato a dalsie mozné mechanizmy musia byt
starostlivo preskimané pred akymikol'vek aplikaciami v nadoroch alebo cievnom zobrazovani
[31[13][14].

3.3 Imunosenzory

Vo vode rozpustné QDs modzu byt krizovo prepojené s biomolekulami ako su

protilatky, fosfooligonukleotidy alebo malé molekuly ligandov, ktoré zabezpecia Specificky
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biologicky cielené vyuzitie. To sa d& dosiahnut’ pomocou Standardnych biokonjugacnych
metod, ako je napriklad parovanie maleimidovo aktivovanych QDs s thiolovymi koncami
protilatok. U reaktivity mnohych typov biomolekul bolo zistené, ze tieto biomolekuly
zostavaji aj po konjugacii povrchovymi nanocasticami. Optimalizacia povrchového
usporiadania biomolekal je v stcasnosti v S$tadiu vyskumu. Povrchy QDs moézu byt
modifikované hydrofilnymi molekulami ako je polyetylénglykol. Pomocou zlozitej sondy je
mozné vyuzit’ QDs na zistenie pritomnosti biomolekul. Ako priklad je mozné uviest QDs,
ktoré¢ su prisposobené tak, aby reagovali na pritomnost cukrovej maltézy konjugovanim

maltodzy spéjajicej proteiny k povrchu nanokrystalov.

FRET zahfna prenos fluorescen¢nej energie z donorovej Castice k akceptorom vzdy,
ked” vzdialenost’ medzi nimi je mensia ako kriticky polomer, znamy ako Forsterov polomer.
FRET je vyhodny pre meranie zmien vzdialenosti ¢o je vhodné pre meranie zmien
proteinovych komformacii a stanoveni enzymovej aktivity [19]. QDs sa objavili ako nova
trieda snimacov, ktoré sprostredkovavaja energiu pre prenos do organickych farbiv (FRET).
Tiez bolo neddvno oznamené, ze QDs dokazu vydavat fluorescenciu bez externého zdroja
excitacie ak su konjugované na enzymy, ktoré katalyzuji bioluminescencné reakcie, kvoli

bioluminiscenénému rezonancnému energetickému transféru (BRET).

Elektrochemiluminiscencia (ECL) v CdSe QDs sa vyrazne zvysila v kombinacii
s uhlikovymi nanotrubicami (CNTSs) a poly (hmotnostnych chloridov) (PDDA) vo filme CdSe
QDS. Moze byt tspesne pouzita na vytvorenie citlivého ECL immunosensoru pre detekcia
Tudského 1gG (Ag). CdSe QDs-CNTs kompozicia vykazovala vysoku intenzitu ECL, dobru
biokompatibilitu, a vysokt stabilitu, ktora drzi velky prislub pre vyrobu tychto ECL
biosenzory s lepsim citlivost'ou [15][17].
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4 Metody charakterizacie QDs

4.1 Luminiscencia

Luminiscencia je jav, pri ktorom dochadza k absorbovani ziarenia s vhodnou vinovou
dizkou latkou, ktora nasledne prejde do excitovaného stavu. Tato latka po uréito Gase vyziari
ziskanu energiu ako luminiscenciu.

Luminiscenciu mozno rozdelit’ na :

. Fluorescenciu
. Fosforescenciu
° Oneskorenu fluorescenciu

Fluorescencia nazyvame jav, pri ktorom emisia ziarenia z excitovan¢ho stavu nastane
jednym alebo viacej spontannymi energetickymi prechodmi. Fluorescenciu mozno pozorovat’

pocas budenia a po jeho ukonceni prakticky ihned’ zmizne.

Fosforescencia nastava ked’ sa pri emisii Ziarenia z excitovaného elektronového stavu
uplatiiuje metastabilnd hladina. Fosforescencia ma v porovnani z fluorescenciou dlhsiu dobu

dohasinania.

Oneskorena fluorescencia je ziarivy prechod z rovnakého stavu ako pri fluorescencii
avSak s dlhsou dobou dohasinania danou casom, pri ktorom je latka v metastabilnom
tripletovom stave.

Po absorpcii svetelného kvanta budiaceho ziarenia prechddzaju elektrony latky
z singletného stavu Sy do excitovanych singletnych stavov Si, S,,... a tripletnych stavov Ty,
To,.. . Latka prejde z rovnovaznej vibra¢nej hladiny stavu Sg do vibracnej hladiny niektorého
z excitovanych stavov. K deexcitécii elektronov latky dochddza bud’ Ziarivymi prechodmi
(luminiscencia) alebo neZiarivymi prechodmi (vnlitornd konverzia, medzisystémova
konverzia, vibracna relaxacia). Na Obr. 11 s vidiet' Ziarivé a neZziarivé prechody medzi

elektronovo vibraénymi stavmi (Jablonského diagram).
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Obr. 11 Jablonského diagram, prevzaté a upravené z [36]

Doba trvania absorbancie je radovo 10™%s, fluorescencie 10°® s , fosforescencie 107 az
10° s , vibragnej relaxacie 10%2-10™ s, vnutornej konverzie 10°-10""? s a medzisystémovej
konverzie 10-10"s,

4.2 Fluorescencia

Fluorescencia je teda ziarivy prechod zrovnovaznej vibra¢nej hladiny stavu S;
(excitovany stav) do vibracnej hladiny zékladného stavu So. Pri vyuzivani fluorescenénych
metdd je dolezité stanovenie kvantového vytazku. Kvantovy vytazok fluorescencie je pomer
poctu svetelnych kvant emitovanych a absorbovanych latkou za sekundu [36]. Fluorescencia
sa riadi niekol’kymi délezitymi pravidlami. Na zaciatok je to Stokesov zakon, podla ktorého
musi byt vinova dizka luminiscencie emisie vi¢ia alebo rovna vlnovej dizke excitaéného
svetla. Dalej je to tzv. Kashovo pravidlo, ktoré tvrdi, Zze dochidza pred emisiou
fluorescencného kvanta k relaxacii vibranej energie a vnutornej konverzie, o ma

za dosledok, ze fluorescenény prechod nastava znajnizsej vibracnej hladiny prvého
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excitované¢ho stavu. Tretim principom je Vavilové pravidlo, ktoré hovori , ze doba trvania
excitovaného stavu a kvantovy vytazok molekul v roztoku nezavidi na vinovej dlzke. Z ¢oho

vyplyva, Ze emisie spektier st nezavislé na vinovej dlzke excitécie.

Fluorescencna spektrometria je metoda, ktord umoziuje zistit' optické vlastnosti
nanostruktir vd’aka fluorescencii. Vd’aka fluorescencnej spektrometrii je mozné zistit’ emisné
spektra, ktoré nam hovoria o zavislosti vlnovej dizky na intenzite skumanej vzorky.
Spektrometer sa sklada zo zdroja svetla, ktory vécsinou sluzi ako xenonova vybojka, d’alej
excitatny monochromator, do ktorého prichadza svetlo z vybojky a ktory urcuje konkrétnu
vlnovt dizku excita¢ného Ziarenia, ktora nasledne dopada na vzorku, ktora zvy&ajne byva
v kyvete umiestnenej v drziaku na kyvety. Na emisny monochromator dopada svetlo.
Ten vymedzuje vlnova dizku Ziarenia, ktora nasledne dopada na detektor. Vystupom je bud’

emisné alebo excitatné spektrum podla toho, ktory monochromator sa zapaja do analyzy [41].
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5 Experimentalna cast’

V tejto praci som sa zamerala na syntézu CdTe QDs andsledné naviazanie
biomolekuly BSA na vytvorené kvantové bodky.

5.1 Pouzité chemikalie

e Borohydrid sodny 99%, Sigma-Aldrich

e (Citrat sodny dihydrat, Sigma-Aldrich

e Glutathion, Merck spol. s.r.o.

e Hovidzi sérovy albumin (BSA), Sigma-Aldrich
e Chlorid kademnaty, p.a., Sigma-Aldrich

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

e Teluri¢itan sodny, Sigma-Aldrich

e N-(3-dimetylamino-propyl), Sigma-Aldrich

e N-hydrohysukcinimid, Sigma-Aldrich

e Voda MiliQ, Milipore

5.2 Pouzité zariadenia a laboratérne vybavenie

e Centrifaga, Hettich EBA 20

e Chladi¢, Haake DC 30

e Magneticka mieSacka, Heidolph MR Hei-End

e Pipeta, Eppendorf

e Ultracentrifaga Minispin plus Eppendorf

e pH meter, Cybescan PC 6500

e Trepacka, Thermo-shaker MSC-100

e UV-VIS spektrofotometer Helios o, Spectronic Unicam
e Fluorolog, HORIBA Jobin Yvon

¢ Infinite M200 Pro, Tecan

5.3 Syntéza QDs CdTe ovrstvenych glutationom

CdTe-GSH boli syntetizované nasledujucim sposobom. Do roztoku chloridu
kademnatého (2 ml, ¢ = 0,04 mol/l) a deionizovanej vody (21 ml) boli za staleho mieSania
pridané nasledujuce reaktanty: GSH (150 mg), citrat sodny dihydrat (50 mg), teluri¢itan
sodny (2 ml, ¢ = 0,01 mol/l), borohydrid sodny (25 mg). Vzniknuta zmes bola preliata
do trojhrdlovej banky, ktora bola spojena so spatnym chladi¢om a nasledne bola zohrievana
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za staleho mieSania (500 otacok/min) na 95°C pocas 3 hodin. Na konci ohrievania mal roztok
zIta farbu a po vychladnuti bol uskladneny v chlade (T = 4 °C) a temne [37]. pH vzniknutych
QDs bolo 6,7.

5.4 Precistenie CdTe-GSH QDs

Po ukonceni syntézy boli vSetky CdTe-GSH QDs precistené isopropanolom. Kvantové
bodky boli zriedene s isopropanolom v pomere 1:2 a nasledne odstredené v centrifuge (6000
otac¢ok/min) po dobu 15 minut.

5.5 Naviazanie biomolekuly BSA na CdTe-GSH QDs

Biokonjugacia kvantovych bodiek a BSA bola zrealizovand nasledovne. Do QDs
0 réznych koncentraciach (¢ =5,10,15 mg/ml, V =200 ul) bol pridany EDC (¢ =50 mM,
V =100 pl) aNHS (c=5 mM, V =100 ul). Vzniknuta zmes bola inkubovana pri teplote
T =32°C pocas 30 mintt. Nasledne sa do zmesi pridalo BSA o0 réznych koncentraciach
(c=0; 1; 2; 3; 5; 10; 15; 20 mg/ml, V =200 pl). Vysledna zmes bola trepana pri 32°C
3 hodiny. Po uplynuti tejto doby sa pripravené QDs uchovavali v chlade (T =4°C) a temne
[38].
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6 Vysledky a diskusia

6.1 Syntéza CdTe QDs

Pre prakticka cast syntézy QDs bola vybrand syntéza koloidnych CdTe
stabilizovanych glutathionom (GSH), ktoré boli nasledne modifikované BSA. Postupy

experimentu su uz opisané podrobne v predchadzajicej kapitole.

Na Obr. 12 su vidiet' CdTe QDs, ktoré este nie sit modifikované hovddzim sérovym
albuminom (BSA). Koloidny roztok pripravenych QDs ma Zzltooranzovu farbu a jeho pH je
6,7. Maximalna emisia je pri vinovej dizke 510 nm. Takéto QDs su vhodné
na biofunkcionalizaciu a nasledné skiimanie ich optickych vlastnosti, ¢o je d’alSim krokom

k vyuzitiu QDs v medicinskych oboroch.

Analyza jednotlivych vzorkov prebiehala na fluorescenénom spektroskope Fluorog
HORIBA Jobin Yvon s xendnovou vybojkou. Excitdcia bola nastavend na 380 nm, Sirka
Strbiny bola 2,5 nm a polarizatory nastavené¢ na 90°. Emitované ziarenie bolo detekované
vrozsahu 360-680 nm s pouzitim fotonasobicového (T1 PMT) detektoru s dvojitym

monochromatorom.

Obr. 12 Pripravené vo vode rozpustné CdTe QDs stabilizované glutathionom, viavo su QDs pod UV
lampu, vpravo QDs na dennom svetle
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6.1.1 Korekcia

Jeden z faktorov skresl'ujucich presnost’ merania fluorescencie je vnutorny filtraény
efekt. Pre presnost’ merania je dolezity fakt, Ze intenzita fluorescencie je imerna koncentracii
QDs. Tento predpoklad vsak plati len v obmedzenom rozsahu optickych hustot, pri vyssich
koncentraciach QDs je pritomnéd odchylka od linearity, ktord sa nazyva vnuatorny filtracny

efekt. Preto boli ziskané emisné spektra upravené podla vztahu:
Fkor = Fabs . 100'5(00”-'- 0Dem) (3)

PriCom Fops jo namerand fluorescencia, ODey je optickd hustota pri vlnovej dizke
excitacie a ODen je optickd hustota pri vinovej dizke emisie. Vdaka tomuto vztahu je
korigovany uz spominany vnutorny filtracny filtracny efekt a aj zakalenie skiimanej vzorky.
Korekcia bola prevedena pomocou absorpéného spektrofotometra Helios o (Spectronic
Unicam) pouzitou kyvetou o optickej drahe 1 cm. Absorp¢né spektra boli namerané v rozsahu
200-700.

Opticka hustota vzorky zodpoveda absorbancii a vztah uvedeny vys$ie po uprave
vyzera:

Fior = Faps - 1005Aext Aem) (4)

kde Aex je absorbancia pri vinovej dizke excitacie a Aem je absorbancia pri vinovej
dizke emisie [41].

Na Obr.13 je vidiet zavislost' intenzity fluorescencie na koncentracii vo vode
rozpustnych CdTe QDs modifikovanych gluthationom, pricom vysledné spektra rdéznych
koncentracii QDs nie st korelované. V tomto pripade boli vzorky zakalené a ako je vidiet’
na obrazku zakal rastol so zvySujucou sa koncentraciou QDs. Na Obr.14 su vysledné QDs

spektra rovnakych koncentracii QDs, ktoré st uz korelované pomocou rovnice (4).
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Obr. 13 Fluorescencné spektra CdTe QDs 0 réznych koncentracidach (¢ = 2,5; 5; 10; 15; 20; 40;
60;80 mg/ml) bez korekcie
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Obr. 14 Fluorescencné spektra CdTe QDS 0 réznych koncentrdcidach (c = 2,5; 5; 10; 15; 20; 40; 60;

80 mg/ml) po korekcii
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Intenzita [CPS]

Na Obr.15 je ukazka vplyvu koncentracie QDs (c = 2,5; 5; 10; 15; 20; 40; 60;
80 mg/ml) na intenzitu fluorescenie. Je vidiet, Ze intenzita emisie linearne rastie
S0 zvySujucou sa koncentraciou QDs. Rovnica regresie je y=2111506,11x a interval
spolahlivosti je R? = 1,00.
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Obr. 15 Zavislost intenzity emisie na koncentrdcii QDs
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6.2 Biokonjugacia CdTe QDs BSA

Po syntéze CdTe QDs nasledovala d’alej modifikacia BSA.V prvom kroku boli
pouzité EDC a NHS k aktivacii karboxylovych skupin na povrchu CdTe QDs, v druhom
kroku doslo k samotnému naviazaniu BSA na aktivny povrch CdTe QDs. Rovnako ako bolo
modifikované QDs pomocou BSA, tak aj BSA bolo modifikované pomocou QDs. Pre obe

typy biokonjugécie boli vyhodnotené spektra emisie.
6.2.1 Vplyv koncentricie QDs na BSA

Pri biokonjugacii QDs na BSA boli pouzité rozne koncentracie QDs (¢ = 0; 0,5; 1; 1,5;
2; 2,5; 3 mg/ml) a jedna koncentracia BSA (c = 10 mg/ml). Najskor vSak bolo namerané 3D
spektrum BSA Obr. 16, aby som zistila vhodna vinovi dizku exciticie BSA. Excitacia bola
merana v rozsahu 260-340 nm s krokom 10 nm. Z grafu Obr. 16 je patrné, ze maximalna

intenzita emise BSA je dosiahnuta pri vinovej dizke excitacie 300 nm.
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Obr. 16 3D spektrum BSA
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Na Obr. 17 st emisné spektra BSA, ktoré su vo vizbe s roznymi koncentraciami CdTe
QDs. Z grafu je vidiet ubytok intenzity emisie so zvySujucou sa koncentraciou QDs. Tento
vysledok bol ocakavany, pretoze aj Ding a spol. preukézali, Zze QDs zhasinaji intenzitu
fluorescencie BSA [29]. Maxima intenzity emisie BSA boli v okoli vinovej dizky 335 nm.
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g 20000000 - ——1,5mg/ml QDs
s =2 mg/ml QDs
g 15000000 -
£ =725 mg/ml QDs
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0 T T T 1

310 360 410 460
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Obr. 17 Fluorescencné spektrda BSA (¢ = 10 mg/ml) modifikované réznymi koncentrdciami QDs
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Na Obr. 18 je vidiet' linearnu zavislost' zhasania fluorescencie na koncentracii QDS.
Z rovnice regresie, ktora je y = -5847192,857x + 29357432,143 je vidiet', ze naviazanie QDs
na BSA spdsobuje zhasinanie intenzity emisie BSA. Interval spol'ahlivosti vysiel R?= 0,982.
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Obr. 18 Priebeh zhasania fluorescencie BSA v zavislosti na koncentracii QDs
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Fluorescencné zhasanie ¢i uz BSA alebo QDs moze byt popisané pomocou Stern-
\Vomerovej rovnice.

Stern-Volmerova rovnica ma tvar

D=1+ Kg[C] (5)

Kde lp al st intenzity v nepritomnosti a pritomnosti zhasaca (latky, ktora znizuje
intenzitu emisic skimanej vzorky), Ks je Stern-Volmerova konstanta zhasaca a [C] je
koncentracia zhasaca [39]. Na Obr. 19 je Stern-Volmerova zavislost pre rozne koncentracie
CdTe QDs. Ide o linearnu stipajicu zavislost', priCom rovnica regresie je y = 0,467x + 0,880
a interval spol’ahlivosti ma hodnotu R? = 0,944,

3
2,5 - y =0,467x + 0,880 V'S
R2=0,944
2 -
L
=<1,5 -
- L
1
0,5 -
0 T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Koncentracia QDs [mg/ml]

Obr. 19 Stern-Volmerova zavislost zhdsanie fluorescencie BSA pri réznej koncentracii CdTe QDs
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6.2.2 Vplyv koncentracie BSA na QDs

V dalSej Casti prace som sa venovala sledovaniu vplyvu roznych koncentracii BSA na
zhaSanie CdTe QDs. Boli pouzité¢ 3 roézne koncentracie CdTe QDs (¢ = 5; 10; 15 mg/ml).
Vsetky vzorky boli analyzované na pristroji Infinite M200 Pro pri vlnovej dizke excitacie 380
nm. Vzorky boli najskdr napipetované na mikrotitacnii dosticku a nasledne vlozené
do pristroja, pomocou ktorého bola prevedena analyza.

Obr. 20 ukazuje fluorescen¢né spektra modifikovanych QDs (¢ = 5 mg/ml) pomocou
BSA (c= 0; 1; 3; 5; 10; 15; 20 mg/ml). Vsetky spektra QDs boli korelované podla
vzorca (4)F oy = Faps - 10%°@ext dem)  (4). Najvicsiu intenzitu emisie mala vzorka
s koncentraciou BSA ¢ = 0 mg/ml ato 27239 CPS. So zvySujucou koncentraciou BSA sa
znizovala intenzita emisie QDs. Maximalne intenzity ziarenia boli dosiahnuté pri emisnej
vinovej dizke 530 nm. Singh a spol. tiez skumali vplyv rdznych pomerov koncentracii QDs —
BSA, pri¢om zistili, Ze so zvySujicou sa koncentraciou BSA naviazaného na QDs sa intenzita

emisie znizovala [40].
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Obr. 20 Fluorescencné spektra QDs (¢ = 5 mg/ml) modifikované BSA o réznych koncentrdcidch
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Na Obr. 21 je uvedena zavislost maximalnej intenzity emisie na rdznych
koncentraciach BSA modifikujucich QDs (¢ = 5 mg/ml). Uvedena zavislost’ je exponencidlna,
S0 zvySujucou sa koncentraciou BSA sa znizuje intenzita fluorescencie. Rovnica regresie je
y = 40286,764e 1% Interval spol'ahlivosti vysiel R? = 0,992.
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Obr. 21 Priebeh zhasania fluorescencie QDs (¢ = 5mg/ml) v zavislosti na koncentracii BSA
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Obr. 22 ukazuje fluorescen¢né spektra modifikovanych QDs (¢ = 5 mg/ml) pomocou
BSA (c = 0; 1; 3; 5; 10; 15; 20 mg/ml). Vzorky vykazovali maximalnu emisiu pri vinovej
dizke 530 nm. Najvi¢siu intenzitu emisie mala vzorka s koncentraciou BSA ¢ = 0 mg/ml
ato 41491 CPS. Pri porovnani vsetkych modifikovanych QDs bola dosiahnuta exponencidlne
klesajuca =zavislost maximalnej intenzity emisie na rdznych koncentraciach BSA
modifikujucich QDs (Obr. 23). Opét’ sa potvrdili predpoklady ziskané v odbornej literatare
[40].
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Obr. 22 Fluorescencné spektra ODs (¢ = 10 mg/ml) modifikované BSA s réznymi koncentrdaciami

41



Tato skutoCnost’ je vyjadrena aj rovnicou regresiec y = 39245,309¢*%*  Interval
spolahlivosti je rovny R? = 0,986.
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Obr. 23 Priebeh zhdsania fluorescencie QDs (¢ = 10 mg/ml) v zavislosti na koncentrdcii BSA
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Z Obr. 24 je opat’ patrné, Ze so zvySujucou sa koncentraciou BSA (¢ = 0; 1; 3; 5; 10;
15; 20 mg/ml) sa znizuje intenzita emisie QDs.

Maximalna intenzita emisie bola dosiahnutd pre CdTe QDs nemodifikované¢ BSA
(c=0 mg/ml) ato 39188 CPS pri vinovej dizke 530 nm. Pri tejto vinovej dizke maji aj
ostatné modifikované QDs svoje maximalne intenzity emisie.
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w1 mg/ml BSA
30000 -
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E 20000 -
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Obr. 24 Fluorescencné spektra ODs (c = 15 mg/ml) modifikovane réznymi koncentrdaciami BSA
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Na Obr. 25 je zndzornena exponencialne klesajiica zavislost maximalnej intenzity
emisie na roznych koncentraciicch BSA naviazanych na QDs. Rovnica regresie je
y = 38531,370e”%% aR* = 0,999.Bolo pozorované, Ze priebeh zhasania fluorescencie

pomocou BSA bolo pre vSetky koncentracie CdTe QDs rovnaké.
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Obr. 25 Priebeh zhdsania fluorescencie QDs (¢ = 15 mg/ml) v zdvislosti na koncentrdcii BSA
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Stern-Volmerove rovnice ndm ukazuji zhaSanie fluorescencie troch ro6znych
koncentracii QDs vplyvom BSA. Na Obr. 26 je vidiet’, Ze so zvySujicou sa koncentraciou
QDs dochadza k pomalSiemu zhaSaniu QDs. Pre vyhodnotenie Stern-Volmerovych rovnic
boli pouzité linearne krivky predstavujice statické zhdsanie. Pri vyssich koncentraciach BSA
(od c =10 mg/ml) nastava aj dynamické zhaSanie. Hodnotenie Obr. 26 bolo pre linearne
zavislosti QDs, ¢ize statické zhasanie. Rovnice regresie pre QDs (c = 5; 10; 15 mg/ml) boli
yl1=0,249x + 0,832; y2 = 0,207x + 0,824 apre najkoncentrovanejSic QDs bola
y3 = 0,149x + 0,965. Intervaly spol'ahlivosti boli R1? = 0,985; R2? = 0,976 a R3% = 0,989.

12
10 - g
8 - @5 mg/ml
M 10 mg/ml
< g - 15 mg/ml
y=0,249x + 0,832 [ |
2 _
4 ~ R®=0,985 y=0,207x + 0,824
R?2=0,976
2 - y =0,149x + 0,965
R2=0,989
[/
0 T T T T
0 5 10 15 20 25

Koncentracia BSA [mg/ml]

Obr. 26 Stern-Volmerovd zavislost zhdSanie fluorescencie QDs (¢ = 5; 10; 15 mg/ml) pri réznych

koncentraciach BSA
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[ Zaver

Cielom bakalarskej prace bola biofunkcionalizacia vo vode rozpustnych CdTe QDs
naviazanim vhodnej biomolekuly a néasledné sledovanie optickych zmien, vdaka ktorym

mozeme overit’ naviazanie biomolekuly na QDs.

V bakaldrskej praci som sa zamerala na syntézu, modifikdciu CdTe QDs pomocou BSA
ataktiez aj na skumanie optickych vlastnosti naviazania BSA na QDs. Boli vyrobené
koloidné QDs stabilizované glutationom (GSH). V dalSom kroku bol ich povrch,
modifikovany pomocou EDC a NHS, ktoré aktivovali karboxylové skupiny CdTe QDs. Na
takto upraveny povrch bola naviazand biomolekula BSA. Vysledné vzorky boli skimané
pomocou fluorescenénej spektroskopie.

Najskor bolo zmerané 3D spektrum BSA aby som vedela uréit, pri akej vlnovej dizke
excitacie je najvhodnejSie meranie fluorescencniho spektra. Zo ziskanych fluorescenénych
spektier som stanovila zavislost’ koncentracie zha$a¢a na maximalnej intenzite emise.. Bolo
preukdzané, ze QDs zhasaji BSA linedrne ako to bolo uvedené aj v odbornej literatire.
Maximélne intenzity emisie BSA boli pri vlnovych dizkach 335 nm nemeniacich sa ani

pri naviazani QDs na tito biomolekulu.

CdTe QDs zhasané¢ BSA vykazovali exponencialnu zavislost, pri ktorej platilo,
7e S0 zvysujucou koncentraciou BSA naviazaného na QDs sa zniZovala intenzita emisie QDs.
CdTe QDs mali maximalne intenzity emisie pri vlnovej dizke 530 nm a tieto maximalne
intenzity emisie sa nezmenili ani pri naviazani BSA.

Nakoniec boli porovnané zavislosti Stern-Volmerovych rovnic pre 3 koncentracie QDs
(c = 5; 10; 15 mg/ml) zhasané BSA. Zistenie bolo také, ze so zvySujiicou sa koncentraciou
QDs sa znizuje vplyv zhasania BSA linearne. Pri vyssich koncentraciach BSA (¢ = 10 a viac)

zhaSanie uz nie je linedrne.
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9 Zoznam skratiek

QDs — kvantové bodky

TEM — transmisny elektrénovy mikroskop

AOT — sodium bis (2-ethylhexyl) sulfosuccinate
GSH — glutathion

HDA — hexadecylamin

MPA — merkaptopropionova kyselina

TOP — trioctylphosphine

TOPO - trioctylphosphine oxid

TGA - thioglykolova kyselina

BSA — hovidzi sérovy albumin

FRET — fluorescenény rezonan¢ny prenos energie
DLS — dynamicky rozptyl svetla

PSMA — prostaticky Specificky membranovy antigén
Fior — korelovana fluorescencia

Faps — namerana fluorescencia

ODex — opticka hustota pri vinovej dizke excitacie
ODen — opticka hustota pri vinovej dizke emisie
Aex — absorbancia pri vinovej dizke excitacie

Aem — absorbancia pri vlnovej dizke emisie

lo — intenzita v nepritomnosti zhasaca

| — intenzita v pritomnosti zhasaca

Ks — Stern-Volmerova konS$tanta zhasaca

C — koncentracia zhasaca
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