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WSTEP

W ostatnich latach znaczaco wzrosto zainteresowanie mozliwo$cia skonstruowania
nowych uktadow biosensorowych. Nanotechnologia jest dziedzing, ktora dostarcza wielu
innowacyjnych materiatbw mogacych by¢ potencjalnie przydatnymi do tego celu.
Wsrod nich, fotoluminescencyjne kropki kwantowe znalazty zastosowanie, jako nowa klasa
materialow do konstrukcji chemo- i biosensoréw umozliwiajacych detekcje jonéw, matych
molekut, a takze szeregu zwigzkow organicznych (np. bioaktywnych, toksycznych).

W ramach niniejszej pracy doktorskiej prowadzono badania dotyczace otrzymywania
nowych materiatdéw potencjalnie przydatnych w konstruowaniu biosensoréw, ktore w sposob
czuly 1 selektywny umozliwig okreslenie st¢zenia zasad azotowych/nukleozydéw w ptynach
fizjologicznych. Oczekuje si¢, ze biosensory zbudowane przy wykorzystaniu tych materiatow
pozwola stwierdzi¢ czy w organizmie pacjenta wystepuje zaburzenie spowodowane toczacym
si¢ procesem chorobowym. Zaklada si¢, ze zastosowanie tak zbudowanych biosensorow
umozliwi wykrycie stanu chorobowego w jego poczatkowym stadium. Oddziatywania
pomiedzy atomami znajdujacymi si¢ na powierzchni kropek kwantowych i otaczajacymi je
czasteczkami w istotny sposob wpltywaja na fotoluminescencje QDs. Wiasciwos¢ ta jest
podstawg wykorzystania kropek kwantowych do opracowania nowych, czutych,
selektywnych i szybkich metod analitycznych.

Celem pracy doktorskiej bylo otrzymanie i scharakteryzowanie koniugatow opartych
na kropkach kwantowych tellurku kadmu i zasad purynowych/pirymidynowych potencjalnie
przydatnych jako nowe fluorescencyjne biosensory zdolne do selektywnej detekcji zasad
azotowych i nukleozydow.

Teze pracy sformulowano nastepujaco: mozliwym jest zaprojektowanie 1 otrzymanie
nowego biosensora opartego na odpowiednio sfunkcjonalizowanych kropkach kwantowych

pozwalajacego na czulg i selektywna detekcje zasad azotowych/nukleozydow.

Postawione zadania realizowano poprzez otrzymaniec materiatow na bazie kropek
kwantowych tellurku kadmu (CdTe QDs) stabilizowanych kwasem tioglikolowym (TGA).
Kropki kwantowe (QDs, z ang. quantum dots), charakteryzuja si¢ znacznie bardziej
korzystnymi wlasciwosciami niz obecnie stosowane konwencjonalne, organiczne fluorofory.
W szczegolnosci wykazuja one wysoka wydajnos¢ kwantowa luminescencji, fotostabilnos¢,
waski zakres spektralny widma emisyjnego, a takze wydluzony czas zycia fluorescencji.

Co wigcej, duza powierzchnia QDs pozwala na ich funkcjonalizacj¢ przy uzyciu wtasciwych



ligandéw, a nastgpnie na przylaczenie do nich odpowiednich peptydéw, biomolekut,
przeciwcial 1 fotouczulaczy, dzieki czemu mogg one selektywnie wnika¢ do komorek
nowotworowych 1 stuzy¢ zar6wno w diagnostyce jak 1 w terapii.

Otrzymano seri¢ nowych typow koniugatow kropki kwantowe z przytaczong tyming
(QDs-tymina), a takze guaning (QDs-guanina). Materialy zostaly  starannie
scharakteryzowane, okreslono ich wtasciwosci fizykochemiczne jak réwniez przeprowadzono
badania majace na celu sprawdzenie efektywnosci dziatania opracowanych nanosensorow
w warunkach buforu oraz modelowej cieczy fizjologicznej - symulowanego sztucznego
moczu (ang. Simulated Urine, SU).

Przeprowadzono takze badania majace na celu otrzymanie i scharakteryzowanie
nowego ukladu sensorycznego bazujacego na koniugatach: kropki kwantowe z przylaczong
guaning oraz nanoczastki ztota z przylaczong cytozyna, wykorzystujacego zjawisko
rezonansowego przeniesienia energii (FRET, ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer).
Wykonano petng charakterystyke fizykochemiczna, dzigki czemu okreslona zostala zdolno$¢
efektywnego utworzenia obu koniugatow QDs-guanina i AuNPs-cytozyna. W koncowym
etapie badan uzyskany nanosensor zostal rowniez poddany badaniom pozwalajacym na oceng
jego selektywnosci. Mozliwos¢ praktycznego wykorzystania otrzymanego uktadu zostata
zweryfikowana przy uzyciu modelowej cieczy fizjologicznej, symulowanego sztucznego

moczu.
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1. Zjawisko fluorescencji

Luminescencja jest to zjawisko emisji swiatta przez dowolng czasteczke, ktora ulega
dezaktywacji promienistej przechodzac z danego wzbudzonego stanu elektronowego na
nizszy elektronowy stan wzbudzony lub podstawowy. Zjawisko to, w zaleznosci od natury
stanu wzbudzonego moze mie¢ charakter fluorescencji lub fosforescenciji.

Fluorescencja to zjawisko przejScia czasteczki z zerowego poziomu oscylacyjnego
wzbudzonego stanu singletowego S, na dowolny poziom oscylacyjno-rotacyjny nizszego
stanu elektronowego o tej samej multipletowosci (np. z S; do stanu podstawowego So).
Przejsécie to jest dozwolone przez kwantowo-mechaniczng regute wyboru i towarzyszy mu
emisja fotonu. Emisja fluorescencji zachodzi z szybkoscia 10% 5%, a typowy czas zycia
fluorescencji wynosi od kilku do kilkudziesieciu ns (1 ns =1 x 107 s).

Fluorescencja obserwowana jest dla czasteczek zwigzkéw aromatycznych takich jak
np. czasteczka chininy, ktérej blado niebieska poswiate jako pierwszy w 1845 roku
zaobserwowal Sir John Frederick William Herschel. Obserwacje te zostaty zarejestrowane
podczas wystawienia toniku na dzialanie ultrafioletowego promieniowania stonecznego;
wzbudzona elektronowo czgsteczka chininy podczas powrotu do stanu podstawowego emituje
$wiatlo niebieskie o dlugosci bliskiej 450 nm. Warto podkresli¢, ze ten pierwszy znany
fluorofor przyczynit si¢ do rozwoju pierwszych spektrofluorymetrow, ktore pojawily si¢
w latach 50 XX wieku.

Wykorzystanie fluorescencji pozwala na detekcje zwigzkoéw wystepujacych w badanych
uktadach w bardzo niskich stezeniach. Co ciekawe, czuto$¢ fluorescencji zostata
wykorzystywana w roku 1877, aby wykaza¢, ze rzeki Dunaj i Ren byly polaczone
podziemnymi strumieniami. Wykazano to poprzez umieszczenie fluoresceiny w rzece Dunaj,
okoto szes¢dziesiagt godzin pdzniej jej charakterystyczna zielona barwa pojawila si¢ w matej

rzece, ktora prowadzita do Renu [1].

1.1. Diagram Jablonskiego
Procesy fotofizyczne zachodzace w czasteczce absorbujgcej promieniowanie z zakresu
UV/widzialnego ilustruje diagram Jablonskiego (Rysunek 1). Diagram Jablonskiego
jest czesto wykorzystywany jako punkt wyjscia do omawiania proceséw molekularnych

wystepujacych w stanach wzbudzonych dotyczacych absorpcji i emisji Swiatta.
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Rysunek 1. Diagram Jablonskiego [2].

Fluorofor jest zazwyczaj wzbudzany do wyzszego poziomu wibracyjnego stanu S
lub Sy, co jest zwigzane ze wzbudzeniem elektronu i zmiang konfiguracji elektronowej
czasteczki. Poza kilkoma rzadkimi wyjatkami, czasteczki w fazie skondensowanej szybko
wracaja do najnizszego poziomu wibracyjnego stanu S;. Proces ten nazywa si¢ konwersja
wewnetrzna (IC, ang. internal conversion) i zazwyczaj wystepuje w ciagu 10™? s. Poniewaz
czasy zycia fluorescencji sa rzedu 10° s, konwersja wewnetrzna poprzedza proces emisji.
Emisja fluorescencji generalnie zachodzi z termicznie zrdwnowazonego stanu wzbudzonego,
czyli najnizszego energetycznego poziomu wibracyjnego stanu S;.

Molekuty w stanie S; moga réwniez podlega¢ konwersji spinu do pierwszego stanu
trypletowego T;. Emisja ze stanu T; nazywana jest fosforescencja i na ogdt przesunigta jest
w strong wigkszych dilugosci fali (mniejsza energia) wzgledem fluorescencji. Konwersja
ze stanu S; do T nazywana jest przejsciem migdzysystemowym (ISC, ang. intersystem
crossing). Przejscia migdzysystemowe sa przej$ciami wzbronionymi spinowymi regutami
wyboru, dlatego przejscie ze stanu T; do stanu podstawowego Sy jest wzbronione i stata
szybkosci tego procesu jest kilka rzedéw wielko$ci mniejsza niz stata szybkosci fluorescenciji.

Generalnie terminem konwersji wewnetrznej okreslane sg przejscia bezpromieniste
miedzy stanami elektronowymi o jednakowej krotnosci (np. S,—S;, T,—Ti). Terminem
konwersji miedzysystemowej okresla si¢ za$ przejscia bezpromieniste migdzy stanami
0 réznej krotnosci (S;—Ti, T1—Sp). Mianem fluorescencji nazywa sie przejscia promieniste

zachodzagce miedzy stanami elektronowymi o tej samej krotnosci (np. S;—Sp).
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Kiedy przej$cie promieniste zachodzi migdzy stanami elektronowymi o réznej krotnosci

(np. T1—Sy), okresla si¢ je mianem fosforescencji [2].

1.2. Wiasciwosci fluorescencji

Rozpatrujac diagram Jablonskiego mozna zauwazy¢, iz energia emisji fluorescencji jest
nizsza niz energia absorpcji. Fluorescencja zwykle wystepuje przy nizszych energiach
lub dtuzszych dlugosciach fal niz absorpcja. Jest to tzw. przesunigcie Stokesa. Zjawisko to
zostalo po raz pierwszy zauwazone przez Sir G.G. Stokesa w 1852 roku pracujacego
na Uniwersytecie w Cambridge.

Jedng z przyczyn przesunigcia Stokesa jest szybki powr6t wzbudzonej czasteczki
nanajnizszy poziom wibracyjny stanu S;. Ponadto, czasteczki zazwyczaj powracajg
do wyzszych poziomoéw wibracyjnych stanow S, cO prowadzi do dalszej utraty energii
wzbudzenia poprzez termalizacj¢ nadmiaru energii wibracyjnej. W przypadku roztwordéw
istotny wplyw moze mie¢ typ rozpuszczalnika.

Inng wiasciwoscig fluorescencji jest to, 1z widmo fluorescencji jest niezalezne
od dhugosci fali wzbudzenia zgodnie z regutg Kash’a. Po wzbudzeniu do wyzszych stanow
elektronowych lub wibracyjnych nadmiar energii ulega rozproszeniu, pozostawiajac fluorofor
na najnizszym poziomie wibracyjnym stanu S;. Proces relaksacji zachodzi w czasie 10™2 s
i jest wynikiem silnego pokrywania si¢ licznych stanow rdznigcych si¢ nieznacznie energia.
W wyniku szybkiej relaksacji widma emisji sa zazwyczaj niezalezne od dilugosci fali
wzbudzenia. Znane s3 jednak pewne wyjatki jak np. fluorofory, ktore istnieja w dwoch
stanach jonizacji, z ktorych kazdy ma odrgbne widma absorpcji 1 emisji. Istnieja takze
molekuty, ktore emitujg fluorescencje ze stanu S, (np. azulen).

Wydajnos¢ kwantowa i czas zycia fluorescencji naleza do najwazniejszych parametrow
charakteryzujacych fluorofory. Najlepszym mozliwym sposobem opisu wydajnosci
kwantowej 1 czasu zycia fluorescencji jest uzycie uproszczonego diagramu Jabtonskiego

(Rysunek 2).
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Rysunek 2. Uproszczony diagram Jablonskiego [1].

Na schemacie tym uwzgledniono proces wzbudzenia i procesy odpowiedzialne
za powro6t molekuty do najnizszego stanu energetycznego. W szczego6lnosci szybkos$¢ emisji
fluoroforu (I') i szybko$¢ przejscia bezpromienistego do So (Kny).

Wydajno$¢ kwantowa emisji jest definiowana jako stosunek liczby fotonow emitowanych

do fotonéw zaabsorbowanych:

r

Q= 1)

T T+kyy

gdzie: Q — wydajno§¢ kwantowa, I' — szybko$¢ emisji fluorescencji (s7), kn - szybkogé

przej$é bezpromienistych (s™).

Wydajnos¢ kwantowa jest bliska jednosci jezeli szybko$¢ przejs¢ bezpromienistych jest
duzo mniejsza od szybkosci przejs¢ promienistych, k,<T.
Czas zycia stanu wzbudzonego jest definiowany jako $redni czas przebywania molekuty

w stanie wzbudzonym zanim powréci do stanu podstawowego:

(2)

1
T =
T+Kpy

gdzie: T — czas Zycia stanu wzbudzonego (s), I' — szybko§¢ emisji fluorescencji (s7),

Knr - szybkos$¢ przejécia bezpromienistego ™).
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Co wigcej, emisja fluorescencji jest zjawiskiem losowym i tylko kilka molekut emituje
fotony doktadnie gdy t=t. Czas zycia jest srednig wartos$cig czasoOw czasteczek spgdzanych
w stanie wzbudzonym. Statystycznie dla monoeksponencjalnych zanikow 63% molekut

emituje w sposob t=1, 37% w sposob t>1 [1].

2. Rezonansowe przeniesienie energii wzbudzenia fluorescencji

Zjawisko rezonansowego przeniesienia energii wedlug mechanizmu T. Forstera
(zaobserwowane w 1948 r.) FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer) jest procesem
fotofizycznym opartym na przekazywaniu energii wzbudzenia pomiedzy wzbudzong
elektronowo molekutg donora, a bedacag w podstawowym stanie elektronowym molekutg
akceptora znajdujgcg si¢ w odpowiedniej odlegtosci (na ogdt nie wigkszej niz okoto 10 nm)
[3]. Jesli donor jest fluoroforem wowczas zjawisko mozna tatwo obserwowaé poprzez pomiar
obnizenia wydajnosci kwantowej jego fluorescencji w obecno$ci akceptora a proces ten
okresla si¢ jako rezonansowe przeniesienie energii wzbudzenia fluorescencji. Wydajnosc
procesu FRET jest determinowana przez rozne czynniki takie jak: zakres naktadania sig¢
widma fluorescencji donora i widma absorpcji akceptora, odlegto$¢ pomiedzy donorem

a akceptorem, a takze wzgledna orientacja dipoli elektrycznych donora i akceptora [4,2].

Wydajnos¢ transferu energii E, jest tradycyjnie okres$lana jako:

6
— RO
RS+RS

©)

gdzie: R-odlegto$¢ miedzy donorem a akceptorem, a Ro jest odlegtoscig Forstera, migdzy

donorem a akceptorem przy ktorej wydajnos¢ FRET (E) wynosi 50%.

Wykazano, ze wydajno$s¢ FRET wzrasta wraz ze wzrostem liczby akceptorow przypadajacych

na czasteczke donora.
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Zmodyfikowane réwnanie Wydajnosci transferu energii jest stosowane w celu

uwzglednienia wielowartosciowosci w takich systemach:

nRS

"~ nRE+RS

(4)
gdzie: n-liczba akceptoréw przypadajacych na donora.

Gdy w uktadzie obecnych jest zatem wigcej akceptorow, zwigksza si¢ efektywnosé
transferu, a prawdopodobienstwo wygaszenia czgsteczki donora poprzez FRET staje sie
wigksze (patrz rownanie 4).

Wydajno$¢ transferu energii lub prawdopodobienstwo wygaszenia w wyniku transferu
energii mozna wyrazi¢ rowniez poprzez skrocenie czasu zycia donora W stanie wzbudzonym

lub obnizenie intensywnosci emisji fluorescencji donora w obecno$ci akceptora.

E=1-24=1-24 (5

D Fp

gdzie: tpa 1 Tp — czas zycia donora odpowiednio w obecnosci i nieobecnosci akceptora,
Fpa | Fp — intensywnos$¢ fluorescencji donora odpowiednio W obecnosci i nieobecnosci

akceptora.
Na podstawie powyzszych roéwnan mozna zauwazyé, ze spadek intensywnosci
fluorescencji donora i skrocenie czasu zycia wskazuja na zwigkszong efektywnos¢

mechanizmu FRET.

Wydajno$¢ moze by¢ rowniez zwigzana z szybkoscig rezonansowego transferu energii
kT .

_ _kr _ kr
o kr+kp - Kpa

(6)

gdzie: Kp-szybkos¢ calkowitego zaniku luminescencji donora (Kp=Kp prom+Kp bezprom)-
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Roéwnanie to opisuje efektywno$é transferu energii jako frakcje transferu energii przez
FRET do utraty energii donora na wszystkich drogach w obecnosci akceptora Kpa.
Po wyodrebnieniu kr i zastgpieniu roéwnania (3) dotyczacego wydajnosci energii roOwnanie

na szybko$¢ transferu energii przyjmuje postac:

a=t@-2 0

Tp T

Szybkosé procesu FRET, kr przedstawiana jest jako (t1)” a skrocenie czasu zycia

donora w obecnosci akceptora koreluje z szybszym i bardziej efektywnym transferem energii

[5].

Parametr okreslajacy odlegtos¢ oddziatujacych fluorofor6w mozna wyrazié

przy pomocy odlegltosci Forstera (Rg) danej rownaniem (8):

9000(In10)Qpk? o
RS = aminmi do Fo(ea (DA*d2 (8)
gdzie: Qp — wydajno$¢ kwantowa fluorescencji donora pod nieobecno$¢ akceptora,

n— wspolczynnik zatamania $wiatla (dla biomolekut w roztworze wodnym przyjmuje wartos¢
1,4), N, — liczba Avogadro (6,022-10% M™), 1 — dlugos¢ fali [nm], Fp(A) — znormalizowana
intensywno$¢ fluorescencji donora w przedziale dhugosci fali od A do A+ dA, g4(1) —
molowy wspotczynnik absorpcji [M'lcm'l], k% — wspolczynnik orientacji dipoli przejécia
donora i akceptora, J(1) — catka nakladania widma emisji donora i widma absorpcji

akceptora.

FRET zachodzi wowczas, gdy widmo emisji fluorofora (donora) naktada si¢ czesciowo
z widmem absorpcyjnym molekuty akceptora. Wowczas w obecnosci akceptora nastepuje
skrocenie czasu zycia stanu wzbudzonego donora w wyniku bezpromienistego przekazania
energii do akceptora. Wiadomo, ze wydajno$¢ FRET bardzo silnie zalezy od odlegtosci
pomiedzy donorem 1 akceptorem, a wydajne przekazanie energii zachodzi dla odlegtosci

rzedu 2-8 nm [1].
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2.1. Wykorzystanie kropek kwantowych (QDs) i nanoczastek zlota (AuNPs)
w badaniach przenoszenia energii wedlug mechanizmu FRET

Kropki kwantowe s3 uzywane, jako doskonaly materiat do konstrukcji
nanobiosensoréow w zastosowaniach biologicznych poniewaz posiadaja wiele zalet
W poroéwnaniu do tradycyjnych organicznych par FRET. Zalety te obejmuja wysoka
fotostabilno$¢, doskonatg intensywnos¢ emisji, a takze odporno$¢ na fotoblaknigcie [6].
Uzycie QDs jako donora pozwala na monitorowanie wielu par FRET przy zastosowaniu
jednej dlugosci fali wzbudzenia. Waskie i1 symetryczne widmo fluorescencji donora
minimalizuje zaktocenia zwigzane z widmem fluorescencji akceptora. Uzycie QDs jako
donoréw poprawia réwniez wydajno$¢ mechanizmu FRET. Naktadanie si¢ widm pomiedzy
donorem — QDs a akceptorem mozna latwo zapewni¢ poprzez zmiang¢ rozmiarow kropek
kwantowych. Zazwyczaj mozna to uzyskaé w prosty sposOb na etapie syntezy poprzez
dostosowanie czasu wzrostu QDs. Ze wzgledu na duza powierzchni¢ QDs istnieje mozliwo$¢
obecno$ci wielu akceptorow na ich powierzchni. Zwigksza to szybkos$¢ transferu energii
od donora do akceptora [7].

Nanoczastki ztota (AuNPs) cieszg si¢ olbrzymim zainteresowaniem jako akceptory
energii ze wzgledu na wysokie warto$ci wspotczynnikow ekstynkcji i szeroki zakres absorpcji
w zakresie $wiatla widzialnego [8]. Nanoczastki ztota AuNPs s3 doskonatym wygaszaczem
fluorescencji, co czyni je bardzo uzytecznym materialem w technikach sensorowych [9].
Dodatkowo AuNPs ze wzgledu na swoje whasciwosci fizykochemiczne wykorzystywane sa
réwniez w transporcie i w uwalnianiu lekoéw [10].

Kropki kwantowe 1 nanoczastki ztota stanowig doskonalg parg: donor - akceptor, ktora
moze znalez¢ zastosowanie jako selektywny i specyficzny nanosensor w analizach

chemicznych i biologicznych [11].

3. Kropki kwantowe

3.1. Koncepcja QDs jako pélprzewodnikow
Potprzewodniki majg zapelnione pasmo nazywane pasmem walencyjnym i puste pasmo
znane jako pasmo przewodnictwa. W wymiarze nanoskali, zwykle normalne elektroniczne
wilasciwos$ci potprzewodnikoéw ulegaja powaznym zmianom a elektrony poruszajg si¢ zgodnie
z teorig czastki w pudle, ktora uwzglednia przyblizong strukture pasmowag (Murray, 1993).
Z punktu widzenia mechaniki kwantowej, gdy poiprzewodnik jest napromieniowywany

swiattem 0 energii fotonu (hv) wyzsze] niz Eg, elektron bedzie przechodzit z pasma

19



walencyjnego do pasma przewodnictwa, pozostawiajac ,,dziure" lub ,,deficyt elektronu”
W pasmie walencyjnym. ,,Dziura” jest uwazana za ,,czastke¢” z masg efektywna i dodatnim
tadunkiem. Stan elektron-dziura okresla si¢ mianem ekscytonu (Brus, 1984). Ekscyton mozna
uzna¢ za uktad podobny do atomu wodoru a przyblizenie atomu Bohra moze by¢ uzyte

do obliczenia przestrzennego rozdzielenia pary elektron-dziura ekscytonu wedlug rownania:

gh?

r= 9)

mmye?

gdzie: r jest promieniem kuli, zdefiniowanym przez separacj¢ 3-D pary elektron-dziura, € jest
warto$cig przenikalnosci dielektrycznej potprzewodnika, m, oznacza zredukowang mas¢

elektronu-dziury elektronowej, h - stata Plancka, e - tadunek elektronu.

Dla wielu potprzewodnikéw masy elektronu i dziury zostaty wyznaczone przy uzyciu
rezonansu cyklotronowego jonow i generalnie mieszcza si¢ w przedziale 0,1-3 me (M, jest

masg elektronu) [12].

3.2. Kropki kwantowe — wlasciwosci, chemia powierzchni

Kropki kwantowe (QDs, z ang. quantum dots) sa sferycznymi czastkami
potprzewodnikow o $rednicy rzedu 2-10 nm, zbudowane z okoto 200-10000 atomow.
Charakter potprzewodnikowy i fluorescencja zalezna od wielkosci nanokrysztaloéw sprawity,
ze sg one bardzo atrakcyjne do zastosowan w optoelektronice, biologicznej detekcji, a takze
jako podstawowe prototypy do badania koloidow oraz w badaniach wlasciwosci
nanomateriatow zaleznych od wielkosci [13]. Unikalne wiasciwosci elektrooptyczne QDS
wynikajg z polaczenia materiatlu i wymiarowosci, znanej jako putapka kwantowa [14,15].
Pomimo pojawienia si¢ innych materiatow [16,17], wcigz najbardziej popularne pozostaja
kropki kwantowe na bazie selenku kadmu (CdSe) i tellurku kadmu (CdTe) [18,19,20].
W literaturze dostepne sg liczne opisy metod otrzymywania, a takze charakterystyki QDs
zbudowanych z tych materiatow. Zazwyczaj otrzymywane sa struktury typu rdzen-otoczka
Z nicorganiczng warstwg ZnS (Rysunek 3), ktora stuzy do poprawy wlasciwosci
luminescencyjnych (np. CdSe/ZnS) [21,22]. Korzystne wlasciwosci optyczne QDs obejmuja:
wysoka wydajno$¢ kwantowa luminescencji, fotostabilnos¢, waski zakres spektralny widma

emisyjnego, a takze wydluzony czas zycia fluorescencji. Inne, czgsto mniej pozadane cechy
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optyczne QDs moga obejmowaé: wielowyktadniczy zanik fluorescencji, fotoblaknigcie

oraz utlenianie (oksydacja) [23].

— Powierzchnia zewnetrzna funkcjonalizowana
odpowiednio: peptydami, przeciwciatami,
kwasami nukleinowymi, itd.

Druga warstwa potprzewodnika
np. ZnS.

Nieorganiczne rdzenie
metaliczne (np. CdSe, CdTe).

Rysunek 3. Schematyczne przedstawienie kropki kwantowej. QDs to nanokrysztaly zbudowane
z rdzenia potprzewodnika, zwykle zlozonego z pierwiastkow z grup II-1V, np. CdSe, lub grupy
I1-V, np. InP. Powfoka jest zwykle materiatem o wyzszej przepuszczalnosci, takim jak ZnS.
Warstwa zewnetrzna, zapewnia obszar o duzej powierzchni, przydatny do kowalencyjnego

przylgczania molekut takich jak peptydy, przeciwciata, kwasy nukleinowe i mate czgsteczki,

ligandy [24].

Emisja fluorescencji zalezna od wielkosci kropek kwantowych jest prawdopodobnie
najbardziej ciekawa i najlepiej przebadana witasciwoscia optyczng QDs. Ze wzgledu na to,
iz wlasciwoséci emisyjne polprzewodnikowych nanokrysztatdéw zaleza w duzej mierze
od energii i gestosci stanow elektronowych, moga by¢ one zmieniane poprzez zmiang
rozmiaru i ksztaltu tych struktur. Rysunek 4 przedstawia widma fluorescencji CdSe QDs
0 roznych S$rednicach. Jak wida¢ nanokrysztalty CdSe moga wykazywac fluorescencje
w zakresie 500-700 nm.

Ze¢ wzgledu na dyskretng atomowsg strukture, QDs majg waskie pasmo emisji
0 szerokosci potowkowej rzgdu 15-50 nm. Poniewaz pasma emisji sg znacznie wezsze
w poréwnaniu do tych obserwowanych dla barwnikéw organicznych, zaburzenia detekcji
QDs sa znacznie mniejsze. Co wiecej QDs wykazuja wigksza wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji niz konwencjonalne organiczne fluorofory, co wplywa na wickszg czulos¢
analityczng. Wydajno$¢ kwantowa emisji luminoforu jest funkcjg wzglednego udziatu

rekombinacji radiacyjnej (produkujacej §wiatto) i mechanizmoéw rekombinacji nieradiacyjne;.
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Rekombinacja nieradiacyjna, ktéra w znacznym stopniu wystgpuje na powierzchni
nanokrysztalow jest szybszym mechanizmem niz rekombinacja radiacyjna i silny wptyw
mana nig chemizm powierzchni QDs [5]. W tym kontekscie wykazano na przyktad,
ze pokrywanie nanokrysztalu powtoka nieorganicznego szerokopasmowego poiprzewodnika
(np. ZnS) zmniejsza nieradiacyjne dezaktywacje w wyniku czego otrzymuje si¢ jasniejsza
emisj¢ [25]. Dodatkowo QDs sg okoto 100 razy bardziej fotostabilne w poréwnaniu

do konwencjonalnych fluoroforow i ulegaja znacznie wolniej procesom fotoblaknigcie [26].

Y ’
— Fluorescencja ——
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Rysunek 4. Widma fluorescencji zalezne od rozmiaru kropek kwantowych CdSe [27].

Ze wzgledu na duzy stosunek powierzchni do objeto$ci QDs, wiasciwosci powierzchni
nanokrysztatu zalezg silnie od jakosci rdzenia, co jest wazne przy okreslaniu obserwowanych
wiasciwosci fluorescencji. Zmniejszenie wydajnosci kwantowej, zmiany w rozktadzie PL,
przesunigcie na widmie i pojawienie si¢ niepozadanej przerwy energetycznej moze byc
zwigzane ze stanami powierzchniowymi QDs. Wzrost jako$ci nieorganicznej powtoki wokot

rdzenia nanokrysztalu zmniejsza wpltyw powierzchni na PL. Jednak na obserwowang
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fluorescencje wptywa nie tylko powierzchnia QDs ale rowniez adsorbaty, ligandy lub inne
powtoki.

Chemia powierzchni jest niezwykle waznym czynnikiem w rozwoju wszystkich
rodzajow biosond i biosensorow opartych na QDs. Oprécz zachowania korzystnych
wlasciwos$ci optycznych QDs, wybrana modyfikacja powierzchni powinna réwniez
umozliwia¢ biokoniugacj¢, nadawaé rozpuszczalno$¢ w wodzie i nie utrudnia¢ efektywnego
wykorzystania takich zjawisk jak FRET, BRET (ang. Bioluminescence Resonance Energy
Transfer,  bioluminescencyjne  rezonansowe  przeniesienie  energii) lub ECL

(ang. Electrochemiluminescence, elektrochemiluminescencja) [28].

W oparciu o dokonany przeglad literaturowy mozna podsumowaé najwazniejsze
whasciwosci kropek kwantowych:

1. Dlugos¢ fali emisji (od UV do IR) zalezy od rozmiaréw kropek kwantowych (w miarg
zmniejszania si¢ rozmiaru kropek kwantowych dlugosc fali, ktora emituja ulega skroceniu).

2. Fluorescencja QDs ma dtuzsze czasy zycia niz obserwowana dla konwencjonalnych
barwnikow.

3. Fluorescencyjne kropki kwantowe zwykle sktadaja si¢ z pierwiastkéw grup II do VI i III
do V na przyktad Ag, Cd, Hg, Ln, P, Pb, Se, Te i Zn itp.

4. Kropki kwantowe sg o wiele bardziej odporne na degradacje niz inne optyczne sondy,
co pozwala m.in. na ich wykorzystanie do sledzenia procesow komorkowych przez dtuzszy
czas i dostarczanie informacji o interakcjach molekularnych.

5. Kropki kwantowe wykazuja zwickszong aktywno$¢ optyczna, co umozliwia ich szerokie

potencjalne zastosowania w biotechnologii i naukach o zyciu [29].

3.3. Rodzaje QDs rdzen/powloka
W zalezno$ci od pozycji pasma walencyjnego i pasma przewodnictwa, a takze
szerokosci przerwy energetycznej pomiedzy nimi mozna wyr6zni¢ roézne kategorie CSQDs
(ang. Core-Shell QDs, kropki kwantowe rdzen-powloka) (Rysunek 5). Rdzen moze mieé
wickszg przerwe energetyczng niz powtoka (typ I) lub odwrotnie (odwrdécony typ ).
Ponadto pasmo przewodnictwa lub pasmo walencyjne rdzenia moze by¢ zlokalizowane

W obrebie pasma wzbronionego powtoki (typ I1) [30].
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Rysunek 5. Rodzaje QDs rdzen-powtoka [31].

Kropki kwantowe optaszczone materiatem, ktory posiada wigksza przerwe
energetyczng moga pasywowac powierzchnie w wyniku rekombinacji nieradiacyjnej,
co prowadzi do poprawy wydajnosci kwantowej fotoluminescencji. Taka pasywacja
Zuzyciem powloki nieorganicznej jest korzystniejsza niz z uzyciem powtloki organicznej
ze wzgledu na duza tolerancj¢ warunkoéw procesu przez CSQDs. Typowymi przykladami
takich struktur rdzen-powloka sa (CdSe) CdS, (ZnS) CdSe [32] i (CdSe) InAs [33].
W systemie odwrotnym do typu I przerwa energetyczna rdzenia jest wigksza niz powloki.
Ladunki sa czg$ciowo zdelokalizowane w obrgbie powloki a grubo$¢ powloki kontroluje
dhugosc¢ fali emisji. Typowe przyktady odwrotnych struktur typu I obejmuja (CdS) HgS [34],
(CdS) CdSe [35] i (ZnSe) CdSe [36]. W QDs typu II: (CdTe) CdSe [37], (CdTe) CdSe [38],
(CdSe) ZnTe i1 (CdSe) ZnTe CSQDs, jeden no$nik jest ograniczony do rdzenia a drugi
znajduje si¢ gtownie w powloce. Dlatego przestrzenny rozdziat tadunkow nosnikow,

ktory odpowiedzialny jest za szereg wtasciwosci CSQDs odréznia je od typu I CSQDs.

3.4. Synteza kropek kwantowych
Synteza QDs zostala po raz pierwszy opisana w 1982 r. przez Efrosa i Ekimova, ktérzy
wyhodowali nanokrysztaty 1 mikrokrysztalty potprzewodnikéw w matrycach szklanych
[39,40]. Od tamtej pory opracowano szeroki wachlarz syntez pozwalajacych na otrzymywanie
QDs w roznych mediach, w tym roztworach wodnych, wysokotemperaturowych
rozpuszczalnikach organicznych, a takze w statych matrycach [41]. Koloidalne zawiesiny

QDs syntetyzowane sg poprzez wprowadzenie prekursoréw potprzewodnikow w warunkach,
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ktore termodynamicznie sprzyjaja wzrostowi krysztalow a takze w obecnosci ligandow
wigzgcych potprzewodniki, ktorych funkcjg jest kinetyczne kontrolowanie wzrostu
krysztalow 1 utrzymywanie ich odpowiedniej wielkosci. W roku 1993 Bawendi
I wspolpracownicy opracowali strategi¢ syntezy metaloorganicznej fluorescencyjnych QDS
w fazie organicznej. W ich pracy nanokrysztaty CdSe 0 monodyspersyjnym rozktadzie
wielkosci 1 wysokiej krystaliczno$ci wytworzono stosujac dimetylokadm jako prekursor
kadmu [42]. W 2001 r. Peng i wspotpracownicy przeprowadzili dalsza optymalizacj¢ metod
metaloorganicznych poprzez wykorzystanie CdO jako prekursora zamiast dimetylokadmu
[43]. Warto zauwazy¢, ze strategia ta byla tatwa i powtarzalna, utatwiajac produkcje QDS
naduza skale. W tym samym roku, systematycznie badali oni zwigzek miedzy
wlasciwo$ciami optycznymi a warunkami syntezy, przedstawiajac cenne informacje odno$nie
skutecznego kontrolowania fluorescencji nanokrysztatéw CdSe.

Synteza przeprowadzona w fazie wodnej jest alternatywng metoda bezposredniej
syntezy dyspergowalnych w wodzie QDs. W 1999 r. Rogach i wspotpracownicy [44]
zastosowali grupy tiolowe jako hydrofilowe ligandy, aby bezposrednio otrzymac
dyspergujace w wodzie fluorescencyjne QDs. W tym przypadku Cd(ClO4), rozpuszczono
z tiolowymi stabilizatorami w wodzie otrzymujac roztwory o odpowiednich wartosciach pH,
nastepnie wprowadzono do nich gazowy H,Te w celu wytworzenia prekursorow CdTe.
Nastepnie otrzymane prekursory ogrzewano w temperaturze wrzenia pod chlodnicg zwrotng
w temperaturze 100°C w obecnosci powietrza, uzyskujac nanokrysztaty CdTe o doskonatej
zdolnosci do tworzenia dyspersji wodnej. Stwierdzono, ze przygotowane nanokrysztaty CdTe
mialy wzglednie niskie wartosci QY (<30%), co wynikalo z duzej liczby wad
powierzchniowych generowanych podczas dlugotrwatej syntezy. Aby rozwigza¢ ten problem,
badano stosunek molowy ligandow (kwasu tioglikolowego) do monomerdéw (jonow Cd2+)
w roztworze prekursorowym. Wang i wspotpracownicy otrzymali CdTe QD o wartos$ciach
PLQY 50% w optymalnym stosunku miedzy ligandem i monomerem 1:2 [45]. Zhang
I wspotpracownicy opracowali hydrotermalng technike otrzymywania fluorescencyjnych
CdTe QDs (PLQY: 50%) w wysokiej temperaturze 200°C. Otrzymane w ten sposob
nanoczastki charakteryzowaty si¢ mniejszg liczbg powierzchniowych defektéw 1 wigksza

wartoscig PLQY [46].
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3.5. Modyfikacje powierzchni QDs
Najnowsze badania pokazujg niezwykle obiecujacg przysztos¢ dla zastosowan QDs

w zakresie nauk biologicznych. Chociaz QDs posiadajg bardzo wysoka fotostabilnosc,
daja mozliwo$¢ dostosowania zakresu widma fluorescencji, a takze charakteryzujg si¢
wydluzonym czasem zycia fluorescencji w porownaniu z konwencjonalnymi fluoroforami,
niemodyfikowane QDs nie mogg by¢ wykorzystywane bezposrednio do celéw biologicznych
[47]. Wynika stad potrzeba ich powierzchniowych modyfikacji, pozwalajgca na poprawe ich
istotnych cech.

1. Wriasciwosci powierzchniowe QDs (charakterystyka fluorescencji/emisji)
Wysoka energia powierzchniowa zwigzana z krystalicznymi nanoczastkami moze
powodowaé¢ powstawanie defektow powierzchniowych, co w konsekwencji moze wptywac
na wygaszanie fluorescencji niemodyfikowanych QDs [48,49]. Ponadto niemodyfikowane
QDs ulegaja utlenianiu powierzchniowemu, degradacji fotochemicznej i tugowaniu jonow
metali z rdzenia QDs, co moze wystepowac przy dlugotrwalej ekspozycji QDs na dziatanie
mediow jonowych lub komoérkowych powodujac toksyczne dziatanie jonow metali [50,51].
W zwigzku ztym konieczne jest pokrycie powierzchni QDs stabilnymi zwigzkami
umozliwiajacymi zmniejszenie defektow powierzchni i ograniczenie wysokiej reaktywnosci.
ZnS jest czesto uzywany jako czynnik blokujacy w celu poprawy stabilnosci wydajnosci
kwantowej QDs [52].

2. Rozpuszczalno$¢ w mediach wodnych 1 biologicznych
Pokrywanie QDs zewnetrzng powtoka, taka jak ZnS, poprawia stabilnos¢ i wydajnos¢ QDs,
ale nie poprawia ich rozpuszczalnosci w srodowisku wodnym. Kropki kwantowe (rdzen lub
rdzen/powtoka) sa zwykle produkowane w procesach wysokotemperaturowych
W rozpuszczalnikach organicznych (takich jak toluen, oktan i heksan) i stabilizowane sg przez
grupy hydrofobowe, takie jak aminy lub fosfiny w celu zapewnienia kontroli ich wielkosSci
I zapobiegania dalszej aglomeracji. Rdzen QDs mozna pokry¢ powtoka ZnS, aby uzyskac
morfologi¢ typu rdzef/powloka w jednym etapie syntezy. Jednakze, rozpuszczalno$¢ QDs
stabilizowanych takimi hydrofobowymi ligandami w roztworze wodnym jest
niewystarczajaca. W celu zwiekszenia rozpuszczalnosci w  $rodowisku wodnym,
powierzchnia QDs moze by¢ modyfikowana ligandami hydrofilowymi [53,54]. Istniejg trzy
glowne strategie zastgpowania lub pokrywania QDs ligandami hydrofilowymi:

a) Wymiana ligandow
Wymiana ligandéw jest procesem podstawiania natywnych hydrofobowych ligandéw, takich

jak TOP (trioktylofosfina), TOPO (tlenek trioktylofosfiny), HDA (heksadecyloamina)
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wystepujacych na powierzchni kropek kwantowych hydrofilowymi ligandami [55]. Kazdy
z tych podstawianych ligandow posiada grupy funkcyjne: tiolowe (-SH), karboksylowe
(-COOH), aminowe (-NH) lub hydroksylowe (OH) poprawiajace rozpuszczalno$¢ QDs
w wodzie i umozliwiajace przytaczenie do drugorzedowych biomolekut takich jak biatka, leki
lub przeciwciata [56,57].

b) Silanizacja powierzchni
Jest to proces pokrywania powierzchni QDs warstwg silandéw, ktére mozna nastepnie
sieciowaé [58]. Wiasciwosci elektrochemiczne krzemionki sprawiaja, ze jest to odpowiedni
material pozwalajacy na zwigkszenie rozpuszczalnosci QDs w $rodowisku wodnym przy
zachowaniu wigkszosci jego wihasciwosci fotofizycznych. Krzemionka wykazuje anomalne
zachowanie w wodzie, poniewaz nie ulega koalescencji powyzej punktu izoelektrycznego
(IEP) i wykazuje silng stabilno$¢ przy prawie neutralnym pH [59]. Gloéwna zaleta procesu
silanizacji polega na tym, ze czasteczki ligandu sa wysoce usieciowane i dlatego tworza
bardzo stabilng powtoke blokujaca [57].

c) Potaczenia amfifilowe
Metoda ta zachowuje natywne warstwy TOP/TOPO/HDA na powierzchni i polega
na elektrostatycznym oddzialywaniu (przyciaganiu) pomiedzy grupami hydrofobowymi
kopolimerow  dwublokowych lub trojblokowych a powierzchniowymi grupami
hydrofobowymi QDs. Rozpuszczalno§¢ w roztworze wodnym jest w tym przypadku
zapewniana przez hydrofilowe grupy kopolimeréw [60,61].

3. Celowane dostarczanie QDs
Wzgledna rozpuszczalnos¢ QDS w wodzie nie jest wystarczajagca dla zastosowan Kkropek
kwantowych w badaniach in vitro i in vivo [62]. Selektywne dostarczanie kropek kwantowych
jest niezb¢dne, aby zminimalizowaé ekspozycje na nie komoérek mato istotnych
dla prowadzonych badan, zwigkszy¢ kontrast i umozliwi¢ zastosowanie procesow opartych
na FRET.
Wykazano, iz koniugacja przeciwcial do QDs z wykorzystaniem obecnych na ich
powierzchni grup aminowych jest bardzo obiecujacym podejsciem. Rowniez QDs pokryte
poliamidoaming (PAMAM) i poliizoprenem wykazaly duzy potencjal aplikacyjny
w celowanym ich dostarczaniu do komoérek nowotworowych [63]. Pomimo, iz w literaturze
opisanych zostalo wiele biomedycznych zastosowan QDs opartych na czynnikach
sieciujacych jakimi sg mostki dwusiarczkowe, takie podejscie powoduje zmiany stanow
fizycznych 1 chemicznych QDs, co w konsekwencji prowadzi do spadku wydajnosci

kwantowej fluorescencji.
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3.6. Biokoniugacja QDs

Preparatyka biokoniugatoéw QDs ma zasadnicze znaczenie dla rozwoju rdéznego rodzaju
biosensorow i biosond. Na Rysunku 6 przedstawiono kilka roéznych strategii koniugacji.
Enzymy [64,65], przeciwciata [66,67], male czasteczki wigzace biatka [68,69]
i oligonukleotydy [70,71,72] sa wsrdéd czynnikow ktore mogg by¢ sprzezone z QDs.
Na przyktad redukcja mostkéw dwusiarczkowych przeciwcial zapewnia dostgp do grup
tiolowych [73,74]. Reszty cysteinowe w innych bialkach (cz¢sto wprowadzane przez
ukierunkowang mutagenez¢) mozna sprzegac¢ z QDs aktywowanymi melaimidem [75]. Reszty
lizyny biatek moga by¢ rowniez przytaczane do QDs aktywowanych karboimidem lub estrem
sukcynoimidu [76]. Syntetyczne oligonukleotydy modyfikowane grupami tiolowymi
lub aminowymi mozna analogicznie sprzega¢ z powierzchnia QDs. Pomimo, iz koniugacja
poprzez sprzgganie posiada wiele zastosowan, jest takze obarczona pewnymi wadami.
Orientacja biatka na powierzchni QDs jest czesto niekontrolowana i moze dochodzi¢
do niepozadanych potaczen biatko-biatko lub mediowanych przez biatko potaczen QDs-QDs.
Ponadto, konkurencyjne reakcje hydrolizy i nadmiar $rodka sieciujacego moga powodowac
stabg kontrol¢ nad koniugatem (tj. liczbg czasteczek biomolekul przypadajacg na QD).
Dodatkowo, jesli aktywacja pozbawionym tadunku czynnikiem sieciujacym jest nadmierna
moze dochodzi¢ do agregacji. Co wigcej, sktad niektorych buforéow i wartosci ich pH nie sa
kompatybilne z czynnikami sprzggajacymi. Na przyktad sprzeganie karboimidem jest
hamowane w buforach zawierajgcych aminy lub fosforany, a optymalng reaktywno$¢ mozna
uzyskac przy pH <6 [77].

Alternatywa dla strategii sieciowania jest samoorganizacja biokoniugatow.
Dla przyktadu biatka potaczone z polihistydyna [78,79] lub znaczniki melationeiny [80] moga
spontanicznie koordynowac¢ z nieorganiczng powierzchnia QDs 1 zapewnia¢ Stabilng
koniugacje. To podejscie zapewnia znacznie lepsza kontrole nad orientacjg biatka [81],
zapobiega niepozadanemu sieciowaniu biatko-biatko lub QD-QD i ma mniej ograniczen jezeli
chodzi o uzycie buforéw. Zastosowanie metody z uzyciem polihistydyny moze by¢ rowniez
wykorzystane do utworzenia koniugatow QDs-oligonukleotyd [82,83]. Podobnie
oligonukleotydy zakonczone grupami tiolowymi mogg zosta¢ uzyte do otrzymania
koniugatow QDs-oligonukleotydy ulegajacych samoorganizacji [84]. QDs otoczone
ligandami najlepiej nadaja si¢ do syntezy biokoniugatow przy uzyciu tej metody poniewaz
umozliwiajg dostep do nieorganicznej powierzchni QDs.

Dobrze znana reakcja wigzania pomi¢dzy biotyng a streptawidyng (SA) jest rowniez

czesto uzywang metodg do otrzymywania biokoniugatow na bazie QDs z przytaczonymi
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przeciwciatami [85], oligopeptydami [86], biatkami [87] a takze oligonukleotydami [88].
Zakladajac relatywnie waska dystrybucj¢ dostgpnych miejsc wigzan w koniugatach QDs-SA,
metoda ta pozwala uzyska¢ dobra kontrole nad strukturg otrzymanych koniugatow.

Jezeli biotynylacja przebiega w sposob specyficzny w okreslonym miejscu [89] to mozliwym

jest rowniez uzyskanie pewnej kontroli nad orientacja biomolekuty.

(g) Polaczenia
Histydyna-Nikiel-Grupa Karboksylowa

(h) Aktywacja Maleimidem

~ 0O

R = male czasteczki,
biatka, przeciwciala,
enzymy, oligonukleotydy,
lipidy, itp.

(f) Oddzialywania
elektrostatyczne

(e) Oddzialywania
hydrofobowe

(j) Streptawidyna

HN NH
h'd e b
S . 3
(c) Grupy aminowe (a) Tiole
lub karboksylowe

Rysunek 6. Schemat ilustrujgcy wybrane metody koniugacji dostepne dla QDs. Szara powloka
wokot QDs oznacza ogolng powtoke. Powloka ta moze by¢ zwigzana z powierzchnig poprzez
(e) oddziatywania hydrofobowe lub koordynacje ligandow. Przykiady koordynacji ligandow

obejmujq (a) jedno lub dwukleszczowe tiole, (b) imidazol, poliimidazol (np. polihistydyna).

Zewnetrzna strona powloki zapewnia rozpuszczalnosé poprzez obecnosé (C) grup aminowych

lub karboksylowych lub (d) funkcjonalizowanego PEG. Typowe strategie biokoniugacji
obejmujq (a) modyfikacje grupami tiolowymi lub (b) wprowadzenie polihistydyny - znacznik,
ktory penetruje powloke i oddziatujg z powierzchnig QD; (f) oddziatywania elektrostatyczne
Z powlokq; (g) przytgczenie polihistydyny z udziatem metalu (np. niklu) do powtok
zawierajgcych ugrupowania karboksylowe; (h) aktywacje i sprzeganie maleimidu;
(i) tworzenie aktywnego estru i sprzeganie, (j) znakowanie biotyng i koniugaty streptawidyna-

QD [28].
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4. Biosensory oparte na kropkach kwantowych

Sensory nieustannie cieszg si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na szeroki zakres
ich zastosowan w wielu réznych obszarach takich jak: produkcja urzadzen, medycyna,
monitorowanie srodowiska. Biosensor jest urzadzeniem analitycznym, zaprojektowanym dla
umozliwienia detekcji okreslonych zwigzkoéw chemicznych, takich jak: biatka, peptydy,
DNA, RNA w analicie biologicznym. Zaletami biosensoréw sa ich: wysoka czutos$é
i selektywnos¢, mozliwo$¢ prowadzenia pomiaru w czasie rzeczywistym, ograniczona
podatnos¢ na zaktocenia oraz miniaturowe rozmiary [90].

Najbardziej popularng metoda wykrywania i oznaczania biomolekut nadal pozostaje
fluorescencja [14], co wiaze si¢ z =zastosowaniem fluorescencyjnych znacznikow.
Woeczesniejsze klasy znacznikow bazowaly gléwnie na wykorzystaniu barwnikow
organicznych, biatek fluorescencyjnych i chelatéw lantanowcoéw, ktore wcigz sg powszechnie
stosowane, gtownie ze wzgledu na tatwos¢ ich uzycia i istnienie standardowych protokotow
umozliwiajacych ich biokoniugacje. Ogromna liczba fluoroforéw zostala zsyntetyzowana
z my$lg o bardzo specyficznych aplikacjach. Takie sondy fluorescencyjne znalazty szerokie
zastosowanie w otrzymywaniu wielu réznych biosensoré6w, w tym testoéw immunologicznych,
uktadow umozliwiajacych wykrywanie kwasow nukleinowych, testow
klinicznych/diagnostycznych i w znakowaniu komorkowym. Jednakze szereg barwnikoéw
organicznych i fluoroforow opartych na biatkach posiada wiele ograniczen chemicznych
i fotofizycznych, co w efekcie negatywnie wplywa na ich stabilno$¢ w dtuzszej skali
czasowej i mozliwos¢ jednoczesnej detekcji wielu sygnatow fluorescencyjnych. Niektore
z tych ograniczen to: waskie przedzialy zakresow spektralnych absorpcji, szerokie widma
emisji, krotkie czasy zycia fluorescencji, zalezno$¢ od pH, samowygaszanie przy wysokich
stezeniach i podatno$¢ na fotowybielanie. Unikalne wtasciwosci fluorescencyjne i optyczne
potprzewodnikowych kropek kwantowych, czynig je bardzo interesujagcymi fluoroforami,
zarowno w badaniach biologicznych in vivo, jak i in vitro [91]. Mozliwos¢ chemicznej
modyfikacji powierzchni luminescencyjnych kropek kwantowych zachgcita do opracowania
wielu sensorow bazujacych na czasteczkach przytaczonych do QDs takich jak peptydy, kwasy

nukleinowe lub ligandy.

Kropki kwantowe znalaz#y zastosowania do opracowania nastegpujgcych biosensorow:
1. Sensory pH
Zsyntetyzowanie hybrydowych nanokoniugatow poprzez przytaczenie do nieorganicznych

QDs okreslonych organicznych ligandéow prowadzi do otrzymania czulych na zmiany pH
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uktadow QDs z bardzo obiecujagcymi zastosowaniami do roéznych celéw analitycznych,
W szczegolnosci do opracowywania luminescencyjnych chemosensorow. W ramach tej
strategii do powierzchni CdSe/ZnS QDs przylaczany jest zwigzek organiczny zawierajacy
grupe ditiolanowa, bogaty w elektrony indol, chromofor 4-nitrofenyloazofenoksylowy lub
pierscien 1,3-oksazyny [92]. W przypadku tego ostatniego zwiazku pomiar pH opiera si¢
na otwarciu pierécienia 1,3-oksazyny po dodaniu do uktadu zasady lub kwasu. W pierwszym
przypadku, chemiczna stymulacja generuje chromofor 4-nitrofenyloazofenolanu, ktory peini
role wygaszacza luminescencji. Gdy pier§cien 1,3-oksazyny otwiera si¢ w kwasowym pH,
powstaje 4-nitrofenyloazofenol, ktory nie absorbuje w obszarze widzialnym, tj. chromofor
nie jest akceptorem energii wzbudzania z QDs i jest rowniez stabym donorem elektronow.
W rezultacie nastepuje wzrost wydajnosci kwantowej. Stosowanie tego odwracalnego
przetaczania luminescencji jest zatem bardzo obiecujgce przy projektowaniu urzadzen
sensorowych. Inne podejscie opisane w literaturze opiera si¢ na mechanizmie FRET miedzy
CdSe/ZnS QDs zamknigtymi w amfifilowym polimerze i wrazliwym na pH barwniku
przylaczonym na powierzchni. Poniewaz widmo absorpcyjne barwnika jest zalezne od pH,
wige i efektywnos¢ FRET oraz stosunek emisji QDs i emisji barwnika staje si¢ funkcja pH
[93].
2. Sensory jonow

Metody detekcji jonéw bazujagce na zmianach stezen analitow mierzone poprzez
fotoluminescencje QDs sg preznie rozwijajaca si¢ dziedzing badan. W tym celu wykorzystuje
si¢ szereg ligandow kwasu tioalkilowego (np. MAA, réwniez nazywanego kwasem
tioglikolowym, TGA, czy tez kwasu dihydroliponowego, DHLA). Gdy samoorganizacja
przebiega poprzez oddzialywanie z metalem grup tiolowych, ugrupowania karboksylowe
wystawiane sg na dziatanie otaczajgcego roztworu wodnego. Ligand jest zatem roéwnoczes$nie
odpowiedzialny za udziat w odpowiedzi na jony metalu i za rozpuszczalnos¢ QDs
w $rodowisku wodnym. Przydatno$¢ QDs jako sond jonowych zostala rowniez przetestowana
w obecnosci roznych czynnikéw zewngtrznych, takich jak L-karnityna lub albumina surowicy
bydlecej [94]. Luminescencyjne QDs jako sensory dla jonow w fizjologicznych probkach
buforowych po raz pierwszy opisali Chen i Rosenzweig [95], ktorzy uzyskali selektywnosc,
zmieniajac charakter warstwy otaczajacej CdS QDs. Optyczne wilasciwosci QDs
funkcjonalizowanych L-cysteing okazaly si¢ by¢ zalezne od stezenia jonow zZn**,
co skutkowato wzrostem luminescencji, podczas gdy emisja tioglicerol-CdS QDs zostala

wygaszona w obecnosci Cu?*. Na ogot oddziatywanie jonow z QDs powoduje wygaszanie
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fluorescencji, co mozna przypisa¢ wystgpowaniu efektow wewnetrznych, bezpromienistych
procesow rekombinacji i proceséw przeniesienia elektronu [96].

3. Sensory zwigzkow organicznych
Pestycydy nadal sa powszechnie stosowane w zabiegach rolniczych, pomimo problemow
zdrowotnych i srodowiskowych, ktore mogg wynikac z ich nagromadzenia w §rodowisku oraz
w organizmach zwierzat i ludzi. Zastosowano QDs i techniki immunologiczne w celu
wykrycia i ilosciowego oznaczenia kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D). Enzym -
fosfataze alkaliczng (ALP) skoniugowano z herbicydem 2,4-D i utworzono wigzanie amidowe
miedzy grupg karboksylowa MPA-CdTe QDs a grupa aminowa ALP. Nastgpnie
przeprowadzono analize ilosciowa 2,4-D przy uzyciu tak otrzymanego fluorescencyjnego
biosensora [97].

4. Sensory biatek i enzymow
Pierwszy raport dotyczacy koniugacji czasteczek biatek do luminescencyjnych CdSe/ZnS
QDs powstal w grupie Mattoussi [68]. W tych badaniach ujemnie natadowane QDs, zostaty
elektrostatycznie  skoordynowane z chimerycznym biatkiem fuzyjnym opartym
na wystepujacym w bakteriach Escherichia coli biatku wigzagcym maltoze (MBP).
To podejscie niekowalencyjnej elektrostatycznej organizacji zostato dodatkowo wykorzystane
do otrzymania biokoniugatow CdSe/ZnS QDs z przeciwcialami do zastosowania w testach
fluoroimmunologicznych:
(a) przy uzyciu genetycznej fuzji pomiedzy immunoglobuling G (IgG) wiazaca si¢ z domeng
B2 biatka G streptokokoéw (PG) z dodatnio naladowanym suwakiem (zamkiem) leucynowym,
ktoéry umozliwia tatwe tworzenie biokoniugatow QDs-1gG;
(b) przy uzyciu dodatnio naladowanej awidyny do tworzenia koniugatow QDs-przeciwciato

w reakcji z biotynylowang IgG [98].

5. Znaczenie zasad azotowych, nukleozydow oraz ich pochodnych
5.1. Budowa
Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest wielkoczasteczkowym organicznym

zwigzkiem chemicznym, pelnigcym w organizmie role nosnika informacji genetycznej
pozwalajace] na biosyntez¢ bialek, a takze ekspresj¢ materialu genetycznego [99]. Kazdy
kwas nukleinowy zawiera cztery typy zasad: purynowe adenina (A) i guanina (G) wystepuja
zarowno w DNA jak i w RNA, oraz pirymidynowe cytozyna (C) i tymina (T). W RNA
zamiast tyminy (T) wystepuje uracyl (U) [100].
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Nukleozydy sa pochodnymi zasad azotowych potaczonymi poprzez jeden z ich atomow
azotu z weglem C1 rybozy lub deoksyrybozy. Nukleozydy i ich modyfikacje pochodzace
zrozpadu RNA odgrywaja wazng role w procesach biochemicznych, a ich podwyzszony
poziom zwigzany jest z ro6znymi chorobami i zaburzeniami metabolicznymi [101]. Poziom

nukleozydow i ich metabolitow stanowi istotny marker w diagnostyce wielu chorob [102].

5.2. Zasada komplementarnosci zasad azotowych
Zgodnie z modelem Watsona-Cricka zaproponowanym w 1953 r. dwa tancuchy
polinukleotydowe w podwojnej helisie tacza si¢ wigzaniami wodorowymi powstajagcymi
pomiedzy czasteczkami zasad azotowych, przy czym powstaja one zawsze w sposOb
komplementarny, tj. w DNA miedzy adening i tyming (lub adening i uracylem w RNA)
oraz miedzy cytozyna i guaning (Rysunek 7) [103].

Rysunek 7. Wigzanie wodorowe miedzy parami zasad typu Watson-Crick tymina-adenina

(A), cytozyna-guanina (B) (linig przerywang zaznaczono wigzania wodorowe) [104].

5.3. Rola adeniny, guaniny i pochodnych adeniny w organizmie czlowieka

Adenina speilnia wazne funkcje zwigzane z procesami fizjologicznymi organizmu
cztowieka. Kontroluje ona przeptyw krwi, zapobiega arytmii serca, hamuje uwalnianie
neuroprzekaznika, wplywa na krazenie mozgowe 1 moduluje aktywno$¢ cyklazy
adenylanowej [105].

Uwaza si¢, ze guanina speinia kluczowg role w utlenianiu DNA przez rézne typy
utleniaczy i wolne rodniki [106]. W ten sposob moze by¢ ona wykorzystywana do okreslenia
mechanizmoéw fizycznych 1 chemicznych odpowiedzialnych za stopien, lokalizacje
i chemiczny wplyw uszkodzen oksydacyjnych DNA [107]. Znaczenie takiego okre$lania

wynika z faktu, ze nieprawidlowe st¢zenie tych puryn w komorkach moze odzwierciedlaé
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zmiany w aktywnosci katabolicznej, anabolicznej, interkonwersji enzymow i wystgpowania
réznych chorob [108].

Co wigcej, zmiany w stezeniu zasad azotowych w organizmie cztowieka moga
swiadczy¢ o niedoborze, jak rowniez mutacjach uktadu odpornosciowego i1 by¢ wskaznikiem
toczacego si¢ w organizmie procesu patologicznego. Wyzsze niz normalne st¢zenie zasad
nukleinowych moze by¢ traktowane, jako istotny parametr w diagnostyce chordb
nowotworowych, AIDS, a takze, co wazne, jako wskaznik stopnia zaawansowania choroby.
Dlatego tez duze znaczenie ma analiza st¢zenia zasad azotowych i nukleozydow w procesie
diagnostyki klinicznej [109]. Szybkie i ilosciowe metody badania markerow réznych chorob

sa niezb¢dne do wdrozenia prawidlowego 1 efektywnego leczenia
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Cze¢s¢ Eksperymentalna

1. Materialy

Tetrahydroboran sodu (NaBH,;, Sigma Aldrich, 98%), tellur - proszek (Sigma Aldrich,
99,999%), chlorek kadmu (CdCl,-5/2 H,O, Sigma Aldrich, 98%), kwas tioglikolowy
(C2H40,S, TGA, Sigma Aldrich, 98%), 2-propanol (C3HgO, Sigma Aldrich, 99,9%), tymina
(TCI America, 98%), adenina (TCI America, 98%), guanina (TCI America, 98%), cytozyna
(TCl America, 98%), tymidyna (TClI America, 98%), adenozyna (TCl America, 98%),
guanozyna (TCI America, 98%), cytydyna (TClI America, 98%), 5’-deoksy-5'-
(metylotio)adenozyna (MTA, Sigma Aldrich, 98%), 2’-O-metyloadenozyna (Sigma Aldrich,
98%), wodorofosforan sodu (Na;HPO,, Sigma Aldrich, 99%), diwodorofosforan potasu
(KH2,PO,4, Sigma Aldrich, 99%), dwuwodny chlorek wapnia (CaCl,-2H,0, Sigma Aldrich,
99%), chlorek sodu (NaCl, Sigma Aldrich, 99%), siarczan sodu (Na,SO,4, Sigma Aldrich,
99%), chlorek potasu (KCI, Sigma Aldrich, 99%), mocznik (CH4N,O, Sigma Aldrich, 98%),
kreatynina (C4H;N3O, Sigma Aldrich, 98%), kwas 4-(2-hydroksyetylo)piperazyno-1-
etanosulfonowy  (CgHisN,O,S, HEPES, Sigma Aldrich, 99,5%), 3-merkapto-1-
propanosulfonian sodu (HS(CH;)3SOsNa, 3MPS, Sigma Aldrich, 90%), kwas
tetrachloroztotowy(III) trihydrat (HAuCl,-3H,0, Sigma Aldrich, 99,5%).

2. Otrzymywanie

2.1. Kropki kwantowe tellurku kadmu stabilizowane kwasem tioglikolowym

Pierwszym etapem badan bylo otrzymanie kropek kwantowych tellurku kadmu
w reakcji  pomiedzy Cd* i NaHTe w obecnosci kwasu tioglikolowego (TGA),
jako stabilizatora (Rysunek 8). Opracowana na podstawie danych literaturowych procedura
obejmuje nastepujgce etapy. W pierwszym etapie syntezy przeprowadza si¢ reakcje
tetrahydroboranu sodu (NaBH,) z tellurem, w wodzie, w celu otrzymania NaHTe. W drugiej
kolbie zostaje rozpuszczony w wodzie chlorek kadmu oraz wkroplony kwas tioglikolowy
pehiacy funkcje stabilizatora. W ostatnim etapie syntezy do powyzszego roztworu dodawany
jest $wiezo otrzymany wodorotellurek sodu (NaHTe). Reakcja jest prowadzana w atmosferze
gazu obojetnego W temperaturze 96°C przez 1 godzing. Po zakonczonej syntezie kropki
kwantowe zostaja oczyszczone i stragcone przy uzyciu 2-propanolu, a nastepnie pozostawione

W piecu prozniowym do wysuszenia.
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Rysunek 8. Schemat syntezy kropek kwantowych stabilizowanych kwasem tioglikolowym.

2.2. Koniugat typu kropki kwantowe — tymina
W celu otrzymania koniugatu typu CdTe-tymina (Rysunek 9), kropki kwantowe
(1 mg/ml) zostaty zawieszone w buforze PBS (0,5 ml, 0,1 mol/l, pH=7,5). Do tej zawiesiny
(objetos¢ probek wynosita 0,5 ml) wprowadzono rézne obj¢tosci roztworu tyminy (1 mg/ml,
7,9 mmol/l) (Tabela 1). Catos¢ zostata uzupetniona buforem PBS do objetosci 4 ml. Roztwor
byt mieszany przy uzyciu mieszadta magnetycznego w tazni z lodem, w ciemnoS$ci przez
24 godziny. Po zakonczonej syntezie otrzymany koniugat zostal oczyszczony i stragcony przy

uzyciu 2-propanolu, przesgczony i pozostawiony w piecu prézniowym do wysuszenia.
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3 S Tymina o \( o
HOOC 7: LNH
OOH s,

CdTe QDs QDs-tymina koniugat

Rysunek 9. Schemat syntezy koniugatu kropki kwantowe-tymina.
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Tabela 1. Objetosci i stezenia uzytych reagentow do syntezy koniugatow.

CdTe:tymina Vegre [MI] Viymina[ ] [Tymina]
Stosunek [pmol/dm’]
molowy
kontrola 0,5 0 0
11 0,5 1,4 2,8
1:2 0,5 2,8 5,6
1:3 0,5 4,2 8,3
1:5 0,5 7,0 13,9
1:6 0,5 8,4 16,7
1:7 0,5 9,8 19,4

2.3. Biosensor oparty na QDs-tymina — eksperyment w buforze PBS

Uktad 1 — warunki eksperymentalne

W celu zbadania oddziatywan miedzy koniugatem CdTe-tymina (1:6, pH=7,5),
a zasadami azotowymi: adening, guaning oraz cytozyng, sporzadzono ich roztwory
0 stezeniach 1 mg/ml w buforze PBS. Nastgpnie roztwory te mieszano przy uzyciu mieszadta
magnetycznego przez 24 godziny. Przygotowana probke koniugatu (opis przedstawiony
powyzej, rozdziat 2.2.) podzielono na 4 czesci zawierajgce po 1,0 ml a nastgpnie do kazde;j
objetosci dodawano oddzielnie kolejne objetosci roztworéw zasad azotowych (adeniny,

guaniny i cytozyny) oraz PBS (préba kontrolna) od 10-500 pl.

Uktad 2 — warunki eksperymentalne

W celu zbadania oddziatywan miedzy koniugatem CdTe-tymina (1:6, pH=7,5),
a nukleozydami: adenozyna, guanozyng oraz cytydyna, sporzadzono ich roztwory
0 stezeniach 2 mg/ml w buforze PBS. Nastepnie roztwory te mieszano przy uzyciu mieszadta
magnetycznego przez 24 godziny. Przygotowana probke koniugatu (opis przedstawiony

powyzej, rozdziat 2.2.) podzielono na 4 czgsci zawierajgce po 1,0 ml a nastgpnie do kazdej
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objetosci dodawano osobno kolejne objetosci roztworéw nukleozydow (adenozyny

guanozyny i cytydyny) oraz PBS (proba kontrolna) od 10-500 pl.

2.4. Otrzymywanie SU

Do sporzadzenia sztucznego moczu uzyto zwigzkéow w nastepujacych ilosciach:

1. CaCl,-2H,0 1,103 g
2. NaCl 2,925¢
3. NaySO, 2,250 9
4. KH,PO, 1,400 g
5. KCI 1,600 g
6. NH.CI 1,000 g
7. mocznik 25,000 g
8. kreatynina 1,100 g

Procedura przygotowania sztucznego moczu przebiegata wedlug nastgpujgcej kolejnosci:
Do 1000 ml wody dejonizowanej dodano zwigzki przedstawione powyzej.
Rozpuszczano je w kolejnosci od 1 do 8 (kolejny zwigzek dodawano po catkowitym
rozpuszczeniu uprzedniego). pH roztworu zostala ustalona na 6,0 dodajac NaOH. Roztwor
filtrowano za pomoca filtru strzykawkowego o rozmiarach poréow 0,22 um w celu
wyeliminowania ewentualnych zanieczyszczen. SU przechowywano w plastikowej kolbie

w lodéwce w temperaturze 5-10°C przez okres 30 dni.

2.5. Biosensor bazujacy na QDs-tymina — eksperyment w sztucznym moczu

Uktad 1 — warunki eksperymentalne

W celu zbadania oddzialywan miedzy koniugatem CdTe—tymina, a zasadami
azotowymi: adening, guaning oraz cytozyng, sporzadzono roztwory tych nukleozasad
0 stezeniach 1 mg/ml w buforze PBS. Nast¢pnie roztwory te mieszano przy uzyciu mieszadta
magnetycznego przez 24 godziny. W nastepnym etapie przygotowano serie pomiarowe
dla kazdej zasady azotowej: adeniny, guaniny oraz cytozyny. Kazda probka w serii zawierata
0,1 ml sztucznego moczu (SU), 0,5 ml koniugatu, rozne objetosci zasady azotowej (10 pl,
30 ul, 50 pl, 100 pl, 150 pl, 250 pl i 500 pl), a takze bufor PBS w ilosci uzupetniajace;j

objetos¢ kazdej probki w serii do 1,5 ml. Przygotowano réwniez probe kontrolng, ktoéra
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nie zawierata nukleozasad. Tak przygotowang seri¢ roztwordow inkubowano przez 1 godzing

w tazni lodowej na mieszadle magnetycznym.

Uktad 2 — warunki eksperymentalne

W celu zbadania oddzialywan miedzy koniugatem CdTe-tymina, a nukleozydami:
adenozyng guanozyng oraz cytydyna, sporzadzono ich roztwory o stgzeniach 2 mg/ml
w buforze PBS. Nastepnie roztwory te mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego przez
24 godziny. W nastgpnym etapie przygotowano serie pomiarowe dla kazdego nukleozydu:
adenozyny guanozyny oraz cytydyny. Kazda probka w serii zawierala 0,1 ml sztucznego
moczu (SU), 0,5 ml koniugatu, rézne objetosci zasady azotowej (10 ul, 30 pl, 50 pl, 100 pl,
150 pl, 250 pl 1 500 pl), a takze bufor PBS w ilosci uzupelniajacej objetos¢ kazdej probki
w serii do 1,5 ml. Przygotowano réwniez prob¢ kontrolng, ktora nie zawierata nukleozydow.
Tak przygotowana seri¢ roztworoOw inkubowano przez 1 godzing w lazni lodowej

na mieszadle magnetycznym.

2.6. Koniugat typu kropki kwantowe — guanina

Synteza koniugatu QDs-guanina w buforze PBS

W celu otrzymania koniugatu typu QDs-guanina (Rysunek 10), kropki kwantowe
(1 mg/ml) zostaty zawieszone w buforze PBS (0,5 ml, 0,1 mol/l, pH=7,5). Do tej zawiesiny
(objetos¢ probek wynosita 0,5 ml) dodano okreslong objeto§¢ roztworu guaniny (8,4 pl)
w buforze PBS (pH=7,5) o stezeniu (1 mg/ml) Cato$¢ zostata uzupetniona buforem PBS
do objetosci 4 ml. Roztwor byt mieszany przy uzyciu mieszadta magnetycznego w tazni
z lodem bez dostepu $wiatta przez 24 godziny. Po zakonczonej syntezie otrzymany koniugat
zostal oczyszczony i stragcony przy uzyciu 2-propanolu, przesaczony i pozostawiony w piecu

préozniowym do wysuszenia.

Synteza koniugatu QDs-guanina w buforze HEPES

Oczyszczone i wytragcone QDs (Synteza opisana w rozdz. 2.1.) zawieszono w buforze
HEPES (1 mg/ml), a nast¢gpnic dodano okre$long objetos¢ roztworu guaniny (16,8 pl)
w buforze HEPES (pH=7,6) o stezeniu (1 mg/ml) (Rysunek 10). Cato$¢ zostata uzupetniona
do objetosci 8 ml. Roztwor byl mieszany przy uzyciu mieszadta magnetycznego w tazni

Z lodem, w ciemnosci przez 4 godziny. Po zakonczonej syntezie otrzymany koniugat zostat
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oczyszczony i stracony przy uzyciu 2-propanolu, a nastepnie pozostawiony w piecu

prozniowym do wysuszenia.
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Rysunek 10. Schemat reakcji otrzymywania koniugatu QDs-guanina.

2.7. Biosensor bazujacy na QDs-guanina — eksperyment w buforze PBS

Uktad 1 — warunki eksperymentalne

W celu zbadania oddzialywan miedzy koniugatem CdTe—guanina (1:6, pH=7,5),
a zasadami azotowymi: cytozyng, adening oOraz tyming, sporzadzono ich roztwory
0 stezeniach 1 mg/ml w buforze PBS. Nast¢pnie roztwory te mieszano przy uzyciu mieszadla
magnetycznego przez 24 godziny. Przygotowana probke koniugatu (opis przedstawiony
powyzej, rozdziat 2.6.) podzielono na 4 czg¢sci o objetosci 1,0 ml kazda, a nastgpnie do kazdej
probki dodawano oddzielnie kolejne objetosci roztworéw zasad azotowych (cytozyny,

adeniny i tyminy) oraz PBS (proba kontrolna) od 10-500 pl.

Uktad 2 — warunki eksperymentalne

W celu zbadania oddziatywan migdzy koniugatem CdTe—guanina (1:6, pH=7,5),
a nukleozydami: cytydyng, adenozyng oraz tymidyng sporzadzono ich roztwory o st¢zeniach
2 mg/ml w buforze PBS. Nastepnie roztwory te mieszano przy uzyciu mieszadla
magnetycznego przez 24 godziny. Przygotowana probke koniugatu (opis przedstawiony
powyzej, rozdzial 2.6.) podzielono na 4 czg¢éci objetosci po 1,0 ml kazda, a nastgpnie
do kazdej z nich dodawano osobno kolejne objetosci roztworéw nukleozydow (cytydyny,

adenozyny i tymidyny) oraz PBS (proba kontrolna) od 10-500 pl.
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2.8. Biosensor bazujacy na QDs-guanina — eksperyment w sztucznym moczu

Uktad 1 — warunki eksperymentalne

W celu zbadania oddzialywan miedzy koniugatem CdTe—guanina, a zasadami
azotowymi: cytozyna, adening oraz tyming, sporzadzono roztwory tych nukleozasad
0 stezeniach 1 mg/ml w buforze PBS. Otrzymane roztwory mieszano przy uzyciu mieszadla
magnetycznego przez 24 godziny. W nastgpnym etapie przygotowano serie pomiarowe
dla kazdej zasady azotowej: cytozyny, adeniny oraz tyminy. Kazda probka w serii zawierata
0,1 ml sztucznego moczu (SU), 0,5 ml koniugatu, rozne objetosci zasady azotowej (10 pl,
30 ul, 50 pl, 100 pl, 150 pl, 250 pl i 500 pl), a takze bufor PBS w ilosci uzupetniajace;j
objetos¢ kazdej probki w serii do 1,5 ml. Przygotowano réwniez probe kontrolna, ktoéra
nie zawierata nukleozasad. Tak przygotowang seri¢ roztworow inkubowano przez godzing

W tazni lodowej na mieszadle magnetycznym.

Uktad 2 — warunki eksperymentalne

W celu zbadania oddzialywan miedzy koniugatem CdTe—guanina, a nukleozydami:
cytydyng, adenozyng oraz tymidyng, sporzadzono ich roztwory o stezeniach 2 mg/ml
w buforze PBS. Nast¢pnie roztwory te mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego przez
24 godziny. W nastgpnym etapie przygotowano serie pomiarowe dla kazdego nukleozydu:
cytydyny, adenozyny oraz tymidyny. Kazda probka w serii zawierata 0,1 ml sztucznego
moczu (SU), 0,5 ml koniugatu, r6zne objetosci zasady azotowej (10 ul, 30 ul, 50 ul, 100 pl,
150 pl, 250 pl i 500 pl), a takze bufor PBS w ilosci uzupetniajacej objetos¢ kazdej probki
w serii do 1,5 ml. Przygotowano rowniez probg kontrolna, ktéra nie zawierata nukleozydow.
Tak przygotowang seri¢ roztworéw inkubowano przez godzing w tazni lodowej na mieszadle

magnetycznym.

2.9. Nanoczastki zlota (AuNPs) stabilizowane 3-merkapto-1-propanosulfonianem
sodu (synteza ta zostala przeprowadzona przez Autorke niniejszej rozprawy

w grupie prof. Fratoddi, w trakcie odbywanego stazu naukowego)
W 20 ml wody destylowanej rozpuszczono 200 mg HAuCl,;-3H,0 a nast¢pnie dodano
340 mg 3-merkapto-1-propanosulfonianu sodu (3MPS). 3MPS zostal wybrany sposrod
szerokiej gamy stabilizatorow, jako =zapewniajagcy najlepszg rozpuszczalno$¢ AuNPs
w wodzie, co jest wymogiem koniecznym w kontekscie potencjalnych zastosowan

biomedycznych. Do powyzszego roztworu zostal dodany NaBH4; (190 mg w 20 ml wody
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destylowanej) (Rysunek 11). Reakcja prowadzona byla w temperaturze pokojowej przez
3 godziny, a nastgpnie otrzymany brazowy osad oczyszczonO poprzez 5-krotne cykle

wirowania (13000 rpm, 20 min) i ptukania wodg destylowang.
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Rysunek 11. Schemat syntezy nanoczgstek ztota (AuNPs) stabilizowanych 3-merkapto-1-

propanosulfonianem sodu.

2.10. Koniugat AuUNPs-cytozyna
Oczyszczone AuNPs zawieszono w buforze HEPES (1 mg/ml), a nastgpnie dodano
okreslong objetos¢ roztworu cytozyny (12,4 pl) w buforze HEPES (pH=7,6) o st¢zeniu
(2 mg/ml) (Rysunek 12). Cato$¢ zostala uzupelniona do objetosci 8 ml. Roztwor byt
mieszany przy uzyciu mieszadla magnetycznego w tazni z lodem, w ciemnosci przez
4 godziny. Po zakonczonej syntezie otrzymany koniugat zostal oczyszczony poprzez

odwirowanie, a nastgpnie pozostawiony w piecu prozniowym do wysuszenia.
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Rysunek 12. Schemat reakcji otrzymywania koniugatu AuNPs-cytozyna.

2.11. Biosensor bazujacy na QDs-guanina i AuUNPs-cytozyna

Eksperyment w buforze HEPES

Koniugaty QDs-guanina i AuNPs-cytozyna zostaly przygotowane jak przedstawiono
powyzej (rozdziat 2.6. i 2.10.). Roztwory o réznych stezeniach wolnej guaniny, adeniny
i tyminy (0,1 mg/ml w buforze HEPES) (2,10 ml; 1,85 ml; 1,50 ml; 1,34 ml; 1,07 ml,
0,80 ml; 0,40 ml; 0,20 ml; 0,05 ml; 0,0125 ml; 0,003 ml) zostalty dodane do okreslone;j
objetosci (0,5 ml) dyspersji AuNPs-cytozyna. Tak otrzymane roztwory inkubowano przez
2 godziny. Nastepnie, doktadnie okreslona, jednakowa objeto$¢ koniugatu QDs-guanina
(0,5 ml) zostata dodana do kazdej probki. W celu uniknigcia rdznicy stgzen probek zwigzane]
z efektem rozcienczenia, okre$lona obje¢tos¢ buforu HEPES zostala dodana do kazdej
zawiesiny. Dodatkowo, zostala przygotowana proba kontrolna sktadajgca sie¢ z AuNPs—
cytozyna i QDs-guanina (bez wolnych zasad azotowych). Probki byly nast¢pnie inkubowane

jeszcze przez 30 minut.

Eksperyment w SU

W celu okres$lenia potencjalnego zastosowania proponowanego biosensora, koniugaty
zostaly rowniez przetestowane w warunkach symulowanego sztucznego moczu. W tym celu
sktad wszystkich reakcyjnych komponentow byt dokladnie taki sam, jednakze do kazdej
probki z koniugatem AuNPs-cytozyna z wolng zasada azotowa dodano po 0,1 ml sztucznego

moczu.
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3. Stosowane metody

Analiza elementarna
Analizg elementarng kropek kwantowych CdTe, koniugatu CdTe-tymina, QDs-guanina,
AuNPs-cytozyna i AuNPs-cytozyna-guanina wykonano za pomocg CHNS Vario Micro Cube

Elemental Analyzer.

Dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS)

Pomiary dynamicznego rozpraszania $wiatlta jak rowniez potencjalu zeta wykonano
przy uzyciu aparatu Malvern Nano ZS light scattering. Probki, ktore badano poddano
dzialaniu lasera emitujacego promieniowanie o dlugosci fali 633 nm, intensywnos$¢ $wiatla
rozproszonego badano przy ustalonym kacie rozpraszania 173° w temperaturze 25°C.
Potencjal zeta wyznaczono stosujac technike laserowego pomiaru predkosci metoda Dopplera
(LDV). Analize¢ danych przeprowadzono wykorzystujac oprogramowanie dostarczone przez

firm¢ Malvern.

Spektrofluorymetria

Pomiary fluorescencji wykonano przy uzyciu spektrofotometru fluorescencyjnego
Hitachi F-2700. Probka zostala wzbudzona $wiatlem monochromatycznym generowanym
przez krotkolukowa lampe ksenonowa. Spektrofluorymetr sterowano za posrednictwem

komputera wyposazonego w oprogramowanie FL-Solution.

Spektrofotometria
Widma absorpcji wykonano przy pomocy spektrofotometru UV-Vis Hitachi U-2900.
Spektrofotometr Hitachi U-2900 sterowany byt za pomocg oprogramowania UV-Solutions

zainstalowanego na zewnetrznym komputerze.

Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR)
Widma FTIR wykonano przy pomocy spektrometru Thermo Fisher Scientific Nicolet
IR200.

Dyfraktometria rentgenowska (XRD)
Pomiary wykonano przy uzyciu dyfraktometru proszkowego X’PERT PRO MPD. Jako

zrédto promieniowania rentgenowskiego uzyto miedziowej lampy rentgenowskiej. Warunki
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pracy generatora ustawiono na: napi¢cie 40 kV 1 natezenie 30 mA. Uzyto monochromatora
grafitowego w celu wybrania tylko promieniowania Cu Ka (1,54054 A - Kal i Ka2 -
1,54439 A).

Spektroskopia fotoelektronow (XPS)

Analiza technika XPS zostala przeprowadzona przy uzyciu wielofunkcyjnego
spektrometru ESCA z osprzetem pomocniczym PREVAC. Probki QDs, QDs-guanina, AuNPs
i AuNPs-cytozyna przeznaczone do analizy technika XPS byly suszone w piecu prozniowym
przez 24 godziny.

Mikroskopia sit atomowych (AFM)

Obrazy mikroskopii sit atomowych (AFM) uzyskano za pomocg mikroskopu sit
atomowych Dimension Icon (Bruker, Santa Barbara, CA) pracujacego w trybie PeakForce
W powietrzu w temperaturze pokojowej. Do pomiaréw uzyto o0strza Krzemowego
na wspornikach azotkowych (Bruker) o nominalnej statej sprezystosci 0,24 N/m i promieniu

koncowki 2 nm.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa i wysokorozdzielcza mikroskopia elektronowa (TEM
i HRTEM)

Obserwacje TEM 1 HRTEM przeprowadzono przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu
elektronowego FEI TECNAI TF20 X-TWIN. Jest to mikroskop o rozproszonym polu
widzenia 200 kV (FEG) z rozdzielczo$cig punktowa < 0,25 nm. Kratk¢ miedziang 200 mesh
powleczong folia Formvar/wegiel (Pacific Grid-Tech) zanurzono w dyspersji probki

I pozostawiono na okoto 20 minut. Nadmiar probki usuni¢to bibulg filtracyjng.
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Rozdzial 1

Biosensor bazujacy na kropkach kwantowych i zasadzie

azotowej — tyminie — otrzymywanie i wlasciwosci

Abstrakt graficzny
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Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania rozwojem biosensorow.
Wiaze si¢ on z rozwojem nanotechnologii, ktora dostarcza wielu innowacyjnych materiatow
mogacych znalez¢é zastosowanie w biosensoryce. Przydatne do tego celu sg nanoczastki
I materialy nanostrukturalne takie jak: nanorurki, nanoprety, nanodruty, kropki kwantowe.
Charakteryzuja si¢ one unikalnymi wlasciwosciami spektralnymi, fotofizycznymi
i elektrochemicznymi, pozwalajacymi na rozwoj roznych metod monitorowania szeregu
substancji waznych w aspekcie analityki biomedycznej.

W niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki badan dotyczacych opracowania
I scharakteryzowania koniugatow bazujacych na kropkach kwantowych (QDs) tellurku kadmu
I zasadzie azotowej-tyminie potencjalnie przydatnych jako nowe fluorescencyjne biosensory

zdolne do selektywnej detekcji zasad azotowych i nukleozydoéw (Rysunek 13).
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Rysunek 13. Schemat ilustrujgcy gltowne etapy prowadzonych badan.

Pierwszym etapem badan bylo otrzymanie kropek kwantowych telluru kadmu (CdTe
QDs) stabilizowanych kwasem tioglikolowym. Otrzymane kropki kwantowe zostaty
scharakteryzowane przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowej w normalnym (TEM)

i wysokorozdzielczym trybie (HRTEM), mikroskopii sit atomowych (AFM), a takze analizy
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elementarnej, dynamicznego rozpraszania $wiatla (DLS) i spektroskopii w podczerwieni (IR).
Optyczne wlasciwos$ci zostaty okre$lone przy uzyciu spektroskopii UV-VIS, a takze poprzez
pomiary widm fotoluminescencji. Sktad fazowy i chemiczny QDs zostat okreslony technikg
dyfraktometrii rentgenowskiej (XRD) i spektroskopii fotoelektronow (XPS). W kolejnym
etapie badan, w celu utworzenia nowych uktadow sensorowych, do uprzednio
zsyntetyzowanych CdTe QDs przylaczono zasade azotowa: tyming. Otrzymane koniugaty
QDs-tymina zostaty poddane charakterystyce fizykochemicznej. Oddziatywania pomigedzy
QDs a zasada zostaly scharakteryzowane przy uzyciu zaawansowanych technik
eksperymentalnych, takich jak: analiza elementarna, dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS),
potencjal zeta, spektroskopia w podczerwieni (IR), spektroskopia UV-VIS jak rowniez
pomiary fotoluminescencji. Przeprowadzone zostaly roéwniez badania majace na celu
zobrazowanie QDs-tymina przy uzyciu nastepujacych technik: transmisyjna mikroskopia
elektronowa (TEM) i wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopia elektronowa (HRTEM),
mikroskopia sit atomowych (AFM). Sklad fazowy i chemiczny zostat okreslony stosujac
dyfrakcyjng analize rentgenowskg (XRD) i analize rentgenowska fluorescencyjna (XPS).
Na podstawie powyzszych badan fizykochemicznych, okreslona zostata mozliwos¢
efektywnego utworzenia koniugatu QDs-tymina.

Celem okreslenia przydatnosci uzyskanego materiatu do otrzymania nanosensora zostat
on poddany badaniom pozwalajacym na oceng selektywnosci i czutosci jego oddziatywan
z komplementarnymi i niekomplementarnymi zasadami azotowymi/nukleozydami, a takze
modyfikowanymi nukleozydami. Badania oddziatywan miedzy tymi uktadami prowadzone
byty poprzez pomiary fluorescencji.

W koncowym etapie prowadzono badania majace na celu sprawdzenie mozliwos$ci
wykorzystania biosensora w warunkach modelowej cieczy fizjologicznej, symulowanego
sztucznego moczu (SU). SU zostal przygotowany zgodnie z procedura opracowang przez
Griffith [110].

W podrozdziale 1.1 zaprezentowano wyniki dotyczace badan koniugatu QDs-guanina,
pozwalajace na ocene jego selektywnosci poprzez S$ledzenie oddziatywan z zasadami
azotowymi i nukleozydami. Waznym aspektem byty rowniez badania prowadzone w celu
okreslenia dziatania opracowanego nanosensora w warunkach symulowanego sztucznego

moczu.
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Wyniki i dyskusja

1. Otrzymane materialy

W wyniku przeprowadzonych syntez otrzymano kropki kwantowe tellurku kadmu
stabilizowane kwasem tioglikolowym (TGA), a takze seri¢ koniugatéw CdTe-tymina
0 r6znym stezeniu przytaczonej zasady azotowej — tyminy.

Kwas tioglikolowy zapewnia steryczng stabilizacj¢ QDs, Ochrania ich powierzchnig
poprzez usuwanie mozliwych defektow, ktore moga obniza¢ wydajnos¢ fluorescencji, a takze
zapobiega wystgpowaniu bezpromienistych rekombinacji elektron-dziura. TGA kontroluje
rowniez kinetyke wzrostu kropek kwantowych 1 ogranicza ich agregacj¢. Dodatkowo, czynnik
stabilizujacy umozliwia interakcje QDs 2z innymi molekutami poprzez wigzania
kowalencyjne, wodorowe i oddziatywania elektrostatyczne [111]. Odziatywania kropek
kwantowych ze S$rodowiskiem jest bardzo wazne z punktu widzenia ich stabilnosci

I wlasciwosci fotoluminescencyjnych [112].

2. Synteza i fizykochemiczna charakterystyka QDs i QDs-tymina
2.1. Analiza FTIR
W celu potwierdzenia kowalencyjnego przytaczenia kwasu tioglikolowego do QDs

poréownano widma FTIR TGA oraz CdTe QDs stabilizowanych TGA (Rysunek 14).
Dla TGA-CdTe QDs zaobserwowano pasma absorpcyjne przy 3440 cm™ (drganie
rozciagajace OH), 2865 cm™ (CH, symetryczne drganie rozciagajace), 1556 cm* (COO™
asymetryczne drganie rozciagajace), 1415 cm ' (CH, drganie nozycowe), 1369 cm* (COO™
symetryczne drganie rozciagajace) i 1145 cm™ (CO drganie rozciagajace) [113]. Dodatkowo
drganie absorpcyjne na widmie TGA z maksimum pasma przy ok 2568 cm™ zwigzane
z drganiami rozciaggajacymi S-H nie jest obserwowane na widmie TGA-CdTe QDs. Swiadczy
to 0 kowalencyjnym przylaczeniu kwasu tioglikolowego do powierzchni kropki kwantowe;j,
czemu towarzyszy zanik wigzania S-H i utworzenie wigzania S-Cd. Biorgc pod uwage
przesunigcie asymetrycznego drgania rozciagajacej grupy karbonylowej w  grupie
karboksylowej TGA z 1711 do 1578 cm™ stwierdzono, iz grupa karboksylowa zostata
pozbawiona protonow co zapewnia dodatkowg elektrostatyczng stabilizacj¢ QDs. W oparciu
0 poczynione obserwacje mozna wnioskowac, iz TGA zapewnia efektywng stabilizacje CdTe
QDs.
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Rysunek 14. Widmo FTIR TGA i CdTe QDs stabilizowanych przy pomocy TGA.

W kolejnym etapie badan przygotowano koniugaty CdTe-tymina z rdézng liczba
jednostek tyminy przylaczonych do powierzchni QDs. Proces ten zostal schematycznie
przedstawiony na Rysunku 9. Jednym z najwazniejszych parametréw tej syntezy jest pH
roztworu. Feng i wspotpracownicy [114] zaobserwowali, ze stabilng zawiesing koniugatu
QDs-guanina mozna otrzyma¢ gdy pH uktadu wynosi 7,49. W tych warunkach wzrasta
efektywnos¢ utworzenia wigzania wodorowego pomiedzy grupg -NH, guaniny i grupy -
COOH pochodzacej od TGA obecnego na powierzchni QDs. Tak dobrane pH umozliwia
rowniez Utworzenie wiazania koordynacyjnego pomiedzy jonami Cd** a atomem tlenu
pochodzacym od guaniny. Biorgc pod uwage wyniki tych badan oraz uwzgledniajac warto$é
pK, tyminy (Rysunek 15) synteze koniugatu CdTe-tymina przeprowadzono w buforze PBS
0 wartosci pH=7,5, przy statej sile jonowej rownej 1=0,01 M.
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Rysunek 16 prezentuje widmo FTIR tyminy i koniugatu CdTe-tymina. Pasmo
absorpcyjne tyminy przy okoto 3185 cm™ i 3160 cm™ przypisano drganiom rozciagajacym
grupy N-H natomiast pasmo przy 1700 cm™ jest charakterystyczne dla grupy C=0. Pasma
rozciggajace pierscienia pirymidynowego sa kombinacjg drgan rozciaggajacych grup: C-N,
C=N, C-C i C=C. Pasma przy 1445, 1290, 1240, 1030 i 700 cm™ przypisano do drgan
rozciggajacych pier§cienia. Analiza widma koniugatu CdTe-tymina wskazuje, iz pasmo
absorpcyjne w zakresie 3500-3000 cm™ moze zosta¢ przypisane drganiu rozciagajacemu
i wiazaniu wodorowemu grupy N-H. Pasma z maksimum przy okolo 1675 i 1450 cm™
przypisano odpowiednio drganiom rozciggajagcym asymetrycznym i symetrycznym grupy
COO'". Pasmo przy 1400 cm™ przypisano wiazaniu O-H kropek kwantowych stabilizowanych
TGA. Utworzenie wigzania wodorowego pomigdzy grupg —NH; tyminy a grupga —COOH
CdTe QDs zostalo potwierdzone obecnoscia drgania absorpcyjnego przy okoto 3400 cm™,
zmniejszeniem intensywno$ci drgania absorpcyjnego przy 1680 cm™ a takze obecnoscia
szerokiego pasma w zakresie 1325-1675 cm™ [115]. Dodatkowo rozdzielenie pasma C=0O
przy 1700 cm™ $wiadczy o utworzeniu wiazania koordynacyjnego pomiedzy tlenem
a kadmem. Obecno$é wielu rozdzielonych pasm grup C-N i N-H w zakresie 1500-750 cm™
wskazuje na fakt utworzenia wigzan wodorowych pomiedzy réznymi molekutami (TGA-

tymina; tymina-tymina; TGA-TGA).
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Rysunek 16. Widmo FTIR tyminy i koniugatu CdTe-tymina.

2.2. Analiza skladu chemicznego
Przeprowadzono analiz¢ elementarng CdTe QDs oraz koniugatu CdTe-tymina 1:6.
Wyniki analizy sktadu — dane dotyczace zawartosci procentowej wegla, wodoru, azotu
oraz siarki w badanych materiatach zebrano w Tabeli 2. Obecnos¢ siarki w probce CdTe QDs
Swiadczy o ich stabilizacji kwasem tioglikolowym, natomiast obecno$¢ atoméw azotu

potwierdza efektywne przytaczenie zasady azotowej - tyminy do kropek kwantowych.
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Tabela 2. Sktad chemiczny (zawartos¢ procentowa pierwiastkow) w CdTe QDs i w koniugacie

CdTe-tymina otrzymany technikq analizy elementarnej.

Material Skiad[%0]
C H N S
CdTe QDs 7,27+0,23 1,5840,02 - 12,95+0,12
CdTe-tymina (1:6) 5,77+0,01 1,234+0,00 0,18+0,02 6,85+0,03

2.3. Analiza XPS

W celu otrzymania informacji o sktadzie chemicznym powierzchni obu materiatlow
wykorzystano technike XPS. W trakcie pomiaru probki sag bombardowane fotonami z zakresu
promieniowania X zdolnymi do penetracji do okoto 2-10 nm w glab materiatu, co w efekcie
prowadzi do emisji fotoelektronow, ktorych energie sa charakterystyczne dla wigzan
tworzonych prez pierwiastki obecne na powierzchni materiatu [116]. Na Rysunku 17
przedstawiono widma XPS dla CdTe QDs i koniugatu CdTe-tymina. Obserwuje si¢ sygnatly
charakterystyczne dla Te 3d (582,6 i 572,4 eV), Cd 3d (411,9 i 405 eV), O 1s (531,3 eV),
Cls (2853 eV) i S 2p (162,6 eV) [117,118] co potwierdza, iz otrzymane CdTe QDs
sg stabilizowane kwasem tioglikolowym, zawierajacym tlen, siarke i wegiel. W pelnym
zakresie widma XPS dla koniugatu CdTe-tymina pojawia si¢ nowy pik N 1s z maksimum
przy energii wigzania rownej 400 eV, dodatkowo sygnal pochodzacy od O 1si C 1s staje si¢
bardziej intensywny. W przypadku koniugatu piki przypisane do Te 3d i S 2p sa widoczne
tylko na widmie w wysokiej rozdzielczosci (dodatkowe widma na Rysunku 17). Zmiany te
mogag by¢ wyjasnione biorgc pod uwage obecnos¢ jednostek tyminy przytgczonych
do powierzchni QDs. Poniewaz XPS pozwala monitorowa¢ jedynie sktad powierzchni QDs,
mozna zauwazy¢, ze przylaczenie tyminy do powierzchni QDs obniza sygnaty pochodzace
od Cd, Te i S. Wyniki otrzymane technikg XPS potwierdzaja wczesniejsze wnioski dotyczace
skfadu otrzymanych materiatdw CdTe QDs i CdTe-tymina uzyskane w oparciu o analize

elementarng 1 spektroskopi¢ FTIR.
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Rysunek 17. Widmo XPS dla CdTe QDs i koniugatu CdTe-tymina.

2.4. Analiza XRD

Struktura krystaliczna materiatlow zostata scharakteryzowana technika dyfraktometrii
rentgenowskiej. Rysunek 18 przestawia dyfraktogram dla CdTe QDs i koniugatu CdTe-
tymina. Analizujac dyfraktogram dla CdTe mozna przypisaé pasma w zakresie 22-28,9°,
41,5-44,6° i staby pik przy 51,4° jako charakterystyczne dla ptaszczyzn dyfrakcyjnych (111),
(220) i (311), nalezace do struktury blendy kubiczno cynkowej [119]. Dyfraktogram XRD
otrzymany dla materiatu CdTe-tymina jest podobny do dyfraktogramu otrzymanego dla CdTe
QDs, jednak obserwuje si¢ nowy pik przy 26=27,5°, ktéory mozna przypisa¢ tyminie.
Jak wskazuje literatura [120] dyfraktogram filmu zawierajagcego tyming wykazuje bardzo
wyrazny pik przy okoto 20=27,2°. Pik ten pokrywa si¢ z pikiem pochodzagcym od CdTe QDs,
co w rezultacie powoduje poszerzenie tego pasma obserwowanego dla CdTe-tymina.
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Dodatkowo przesunigcie pasma w stron¢ wigkszych katow 20 dla koniugatu CdTe-tymina
$wiadczy o efektywnym przytaczeniu nukleozasady do CdTe QDs. Jiang i wspotpracownicy
[121] zsyntetyzowali kropki kwantowe CdTe domieszkowane gadolinem i zaobserwowali,
ze piki dyfrakcyjne Gd:CdTe QDs byly przesunicte w strong wigkszych katow 20 w miare
wzrostu zawartosci domieszkowanego Gd**. Potwierdza to hipoteze, ze jony Gd** zostaly
wbudowane w krystaliczng siatke CdTe QDs. Zhang i wspotpracownicy [122] przedstawili
synteze fluorescencyjnych magnetycznych nanoczgstek CdTe@GdS otrzymanych jako
dwufunkcyjny kontrast przydatny w celowanym obrazowaniu nowotworu. Zastosowali oni
analize XRD do badania krystalicznej struktury materiatow: CdTe QDs i nanoczastek
CdTe@GdS. Autorzy ci wykazali, ze piki nalezace do nanoczastek CdTe@GdS przesunetly
si¢ w strone wyzszych katow 20 w porownaniu do CdTe QDs, co potwierdzito, ze GdS
efektywnie otoczylty powierzchni¢ CdTe QDs. Wyniki tych badan potwierdzaja, ze pierwotna
krystaliczna struktura materiatu CdTe QDs zostata zachowana réwniez w nowo otrzymanym

koniugacie CdTe-tymina.
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Rysunek 18. Widmo wykonane technikqg XRD dla QDs i koniugatu QDs-tymina.

3. Srednica hydrodynamiczna i potencjal zeta
Potencjal zeta 1 pomiary dynamicznego rozpraszania $wiatta zostaly wykonane

dla otrzymanych materiatdéw poniewaz intensywnos¢ fluorescencji i potozenie plazmonowego
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pasma rezonansowego QDs silnie zalezy od ich rozmiaréw [123]. W Tabeli 3 zestawiono
uzyskane warto$ci $rednich $rednic hydrodynamicznych (dz), wspotczynnikow dyspersji (DI),
a takze warto$ci potencjatow zeta ({) i warto$ci pH roztwordéw. Uzyskane wartosci srednic
hydrodynamicznych dla CdTe QDs stabilizowanych TGA wynoszg 119,74+2,2 nm, natomiast
w przypadku koniugatow CdTe-tymina rozmiary te mieszcza si¢ w zakresach od 196+3,1 nm
(dla koniugatu 1:1) do 960+8,7 nm (dla koniugatu 1:2). Na Rysunku 19 przedstawiono
rozktady $rednic hydrodynamicznych otrzymanych dla CdTe QDs i koniugatu CdTe-tymina
1:6. Potencjat zeta wyznaczony dla stabilizowanych TGA kropek kwantowych przyjmuje
warto$ci ujemne, ze wzgledu na obecno$¢ ujemnie natadowanych grup tiolowych
na powierzchni QDs. Wartoéci potencjalow zeta nie zmieniajg si¢ w sposob znaczacy
w przypadku koniugatow. W kilku uktadach dochodzi do tworzenia agregatdow na co
wskazuje znaczacy rozmiar obiektow 1 wysokie wartosci wspotczynnikow dyspersji (DI)
probki.

Biorac pod uwage wyniki otrzymane technika dynamicznego rozpraszania $wiatta
(DLS) a takze pomiarow fluorescencyjnych (rozdziat 5) do dalszych badan wybrano koniugat

1:6, jako wykazujacy najbardziej optymalne wlasciwosci.

Tabela 3. Zestawienie wartosci srednic hydrodynamicznych (Dy), wspotczynnikow dyspersji

(DI), wartosci potencjatu zeta ({) i pH.

Rodzaj materiatu pH Dy [nm] DI {[mV]
CdTe QDs 7,5 119,7+2,2 0,313 -37,7+2,7
CdTe — tymina 1:1 7,5 196,0+3,1 0,281 -38,9+£2,5
CdTe — tymina 1:2 7,5 960,1+8,7 0,702 -36,0+3,5
CdTe — tymina 1:3 7,5 458,5+9,7 0,399 -34,9+4,7
CdTe — tymina 1:5 7,5 776,1+8,4 0,787 -36,3+£2,9
CdTe — tymina 1:6 7,5 273,6+9,1 0,267 -37,7+£2,7
CdTe — tymina 1:7 7,5 308,4+1,1 0,398 -39,7+2,6
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Rysunek 19. Rozktad profili Srednic hydrodynamicznych otrzymanych metodg DLS dla CdTe
QDs (linia niebieska) i koniugatu CdTe-tymina 1:6 (linia czerwona).

4. Obrazowanie/Morfologia
4.1. TEM(HRTEM)

Morfologia otrzymanych materiatbw zostala zbadana technikg transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM) w normalnym i wysokorozdzielczym trybie (HRTEM).
Na Rysunku 20 przedstawiono mikrofotografie TEM/HRTEM dla kropek kwantowych CdTe
stabilizowanych TGA i koniugatu CdTe-tymina. W przypadku obu materialtdow mozna
zauwazy¢, iz uzyskane obiekty wykazujg tendencje do agregacji (Rysunek 20 A i C).
W przypadku agregatow mozna dostrzec obecnos¢ wielu blisko siebie utozonych
nanoczastek. Na podstawie zdje¢ HRTEM (Rysunek 20 B, D) okres$lono $rednie rozmiary
CdTe QDs i koniugatu CdTe-tymina, ktore wynosza odpowiednio 3-4 nm i 5-6 nm.
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Rysunek 20. Mikrofotografie otrzymane za pomocq techniki transmisyjnej mikroskopii
elektronowej i wysokorozdzielczej transmisyjnej mikroskopii elektronowej dla CdTe QDs:
A (TEM), B (HRTEM) i koniugatu CdTe-tymina: C (TEM), D (HRTEM).

Jak przedstawiono powyzej (rozdz. 3) srednie $rednice hydrodynamiczne otrzymane
technikg dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) wynosza dla CdTe QDs 120 nm i dla
koniugatu CdTe-tymina 1:6 274 nm. Srednice nanoczastek otrzymane ta technika sa znacznie
wigksze niz te otrzymane technikg HRTEM. Dzieje si¢ tak, poniewaz technika DLS dostarcza
informacji o wartosciach $rednich $rednic hydrodynamicznych czyli pozwala okresli¢ rozmiar
czastek razem z otaczajaca je warstwa jonéw 1 molekul rozpuszczalnika. Dodatkowo
intensywno$¢ rozpraszania $wiatta wzrasta wraz ze wzrostem obiektow, a wartosci
usrednionych $rednich $rednic  hydrodynamicznych otrzymanych z tych analiz sa
przeszacowane i zazwyczaj wigksze niz te otrzymane technika TEM [124]. Generalnie
technika TEM dostarcza informacji o rozmiarze i ksztalcie rdzenia nanoczastek, natomiast
technika DLS informuje o $rednicy nanoczastek (wraz z ich otoczkami hydratacyjnymi)

W roztworze wodnym.
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4.2. AFM

W celu doktadniejszej analizy morfologii otrzymanych materialdw wykonano badanie
technikag mikroskopii sit atomowych (AFM). Rysunki 21 A i B przedstawiaja skany 3D
natomiast Rysunki 21 C i D przekroje kropek kwantowych stabilizowanych TGA (Rysunek
21 C) i koniugatu CdTe-tymina (Rysunek 21 D). W przypadku materiatu kropki kwantowe
stabilizowane TGA zaobserwowano, ze jest on dobrze rozseparowany na powierzchni probki.
Srednica uzyskanych struktur krystalicznych wynosi okoto 2,5+0,5 nm dla QDs, natomiast
srednica nanoczastek koniugatu CdTe-tymina okoto 3,4+0,6 nm. Otrzymane wyniki koreluja
ze $rednicami tych obiektow uzyskanych technikg HRTEM. Poroéwnujac skany 3D dla CdTe
QDs i koniugatu CdTe-tymina mozna wskaza¢ kilka roznic. W przypadku materiatu CdTe-
tymina zaobserwowano wigksza tendencj¢ do tworzenia agregatow. Tendencj¢ t¢ mozna
wythumaczy¢ uwzgledniajac pojawianie si¢ dodatkowych oddziatywan pomiedzy jednostkami
tymina-tymina przytaczonych do QDs

25.0 nm 25.0 nm

0.0 nm 0.0 nm

1.0 pm

08ym @

C 1.0 pm

10 nm
10 nm

AN\

100 200 300 nm 100 200 300 nm

Rysunek 21. Skany i przekroje uzyskane technikq AFM dla CdTe QDs (A i C) i QDs-tymina
(BiD).
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Wyniki otrzymane technika AFM potwierdzaja wczesniejsze rezultaty i wskazuja,
ze tymina zostala efektywnie przyltgczona do CdTe QDs, co mozna thumaczy¢ wigkszym
rozmiarem czgstek koniugatu niz CdTe. Ponadto prezentowane wyniki koreluja z wynikami
otrzymanymi technika TEM/HRTEM.

5. Spektroskopia UV-Vis i spektrofluorymetria CdTe QDs i CdTe-tymina

Rysunek 22 przedstawia widmo absorpcyjne i fluorescencyjne: CdTe QDs i koniugatu
CdTe-tymina. Dla obu materialdéw otrzymano typowe dla tego typu nanoczastek szerokie
pasmo absorpcyjne. Widmo absorpcyjne koniugatu CdTe-tymina w porownaniu z CdTe QDs
wykazuje wigksza intensywnos$¢ a takze jest przesunigte w stron¢ wigkszych dtugosci fal.
Roznice te mozna tlhumaczyé oddzialywaniami pomiedzy jonami Cd®* obecnymi
na powierzchni CdTe QDs, a atomem tlenu pochodzacym od tyminy [114], a takze réznicami
w rozmiarach pomiedzy tymi nanoczastkami. Widmo fluorescencji wykazuje plazmonowe
pasmo rezonansowe emisji przy okoto 540 nm przy wzbudzaniu promieniowaniem o dtugosci
fali A,,=351 nm. Widma emisji dla obu materiatow: CdTe QDs i koniugatu CdTe-tymina
charakteryzuja si¢ waskimi pasmami. Szeroko$¢ potéwkowa (ang. FWHM)
fluorescencyjnego pasma dla CdTe QDs wynosi 46 nm za$ dla koniugatu CdTe-tymina
wynosi 37 nm, co wskazuje na lepsze wiasciwosci optyczne koniugatu w poréwnaniu
do CdTe QDs. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi za waskie pasmo luminescencyjne
uwaza si¢ takie, ktore miesci si¢ w zakresie 38-52 nm szerokosci potéwkowej [125].
Dla przyktadu, widmo fluorescencyjne CdTe QDs i CdTe-adenina charakteryzuje si¢
symetrycznym i waskim pasmem o wartosci FWHM odpowiednio 66 nm i 49 nm [126].
Co ciekawe zauwazono przesuni¢cie w strone wiekszych dlugosci fali widma absorpcyjnego
otrzymanego koniugatu, podczas gdy nie zaobserwowano istotnej zmiany w widmie
emisyjnym. Zjawisko to mozna tlumaczy¢ biorac pod uwage wystepujace
w potprzewodnikowych kropkach kwantowych przesunigcie Stokesa. W celu wyjasnienia
przesuniecia Stokes’a w QDs w literaturze zaproponowano dwa rézne mechanizmy. Proces
absorpcji zachodzi z udzialem ugrupowan chemicznych znajdujacych si¢ w stanie
elektronowym S, ktory lezy glebiej niz stan optyczny pasywny (stan P) w pasmie
walencyjnym, tworzac ekscyton w stanie singletowym elektronu i dziury. Biorgc pod uwage
pierwszy mechanizm postulowano, ze relaksacja bezpromienista zachodzi w stanie P przy
pomocy fononow, a zatem przesunigcie Stokesa jest podawane przez AEsp (roznica energii

miedzy stanami ekscytonu utworzonymi w stanach S i P) [127]. Zgodnie z drugim
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mechanizmem [128] ekscyton w stanie singletowym najpierw termalizuje do formy
trypletowej, z ktorej relaksuje bezpromieniscie przy pomocy fononow albo do stanu S,
z przesunieciem Stokes’a podanym przez AEst (reprezentujacg rozdziat singlet-triplet) lub
dostan P pasma walencyjnego, z przesunigciem Stokes'a: AEsp+AEst. Oprocz tych
mechanizméw, mozna réwniez zauwazy¢, ze przesuniecie w stron¢ wickszych dtugosci fali
wystepuje wtedy, gdy poczatkowy i1 koncowy stan wzbudzenia maja inng konfiguracje
atomowa. Przesunigcie w stron¢ wigkszych dtugosci fali, znane jako przesunigcie Franka-
Condona, jest powszechnie obserwowane w molekutach 1 wskazuje na defekty substancji
stalych i moze by¢ rowniez istotne w QDs [129]. Wedtug literatury przesunigcie Stokesa
zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem promienia kropki kwantowej i zanika przy pewnym
rozmiarze QDs [130]. Biorgc pod uwage powyzsze doniesienia literaturowe mozna
przypuszczaé, ze przylaczanie tyminy silnie wptywa na stan elektronowy CdTe QDs,
co W konsekwencji powoduje przesunigcie w stron¢ wigkszych dlugosci fali na widmie

absorpcyjnym, a tym samym ogranicza przesuni¢cie Stokesa.
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Rysunek 22. Widmo absorpcyjne i fluorescencyjne dla CdTe QDs i koniugatu CdTe-tymina.
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Analizujac Rysunek 23 mozna zaobserwowaé, ze pozycja pasma fluorescencyjnego
nie zalezy od ilosci tyminy w koniugacie CdTe-tymina, natomiast intensywnos¢ fluorescencji
zalezy od tego parametru. Intensywnos$¢ fluorescencji wzrasta wraz ze wzrostem stezenia
tyminy, jednakze nie w sposob monotoniczny (Rysunek 24). Najwyzsza intensywno$¢
fluorescencji zaobserwowano dla koniugatu CdTe-tymina o stosunku molowym 1:7
(Tabela 1). Wskazuje to na wystepowanie wigzan koordynacyjnych pomigdzy powierzchnia
CdTe QDs a atomem azotu pochodzacym od tyminy, a takze na tworzenie wigzan
wodorowych. Odzialywania te moga w sposob efektywny usuwaé niewysycone wigzania
i defekty powierzchniowe co w rezultacie przyczynia si¢ do wzrostu intensywnosci
fluorescencji koniugatu CdTe-tymina [126]. Jak donosi literatura usuwanie lokalnych putapek
energetycznych na powierzchni materiatu i1 neutralizacja fadunku powierzchniowego wptywa
robwniez na wzrost intensywno$ci fluorescencji [114]. Istnieje jednak ograniczenie,
w modyfikacji powierzchni QDs tyming poniewaz zbyt duza zawarto$¢ bioczasteczek moze
powodowa¢ destabilizacj¢ uktadu koloidalnego, co powoduje agregacje QDs i zmniejsza

intensywnos$¢ fluorescencji.

kontrola

= CdTe-tymina 1:1
= CdTe-tymina 1:2
6  =——CdTe-tymina 1:3
= CdTe-tymina 1:5
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= CdTe-tymina 1:7

Intensywnos$¢ fluorescenciji (a.u.)
N
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Rysunek 23. Widma fluorescencyjne koniugatéow CdTe-tymina otrzymane dla réznych

stosunkow molowych CdTe:tymina, 1,,=351 nm.
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Rysunek 24. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji (/o) dla roznych stosunkéow molowych

CdTe:tymina.

6. Oddzialywania koniugatu CdTe-tymina z nukleozasadami, nukleozydami
I modyfikowanymi nukleozydami
6.1. Oddzialywania koniugatu CdTe-tymina z nukleozasadami

W celu zbadania selektywnosci oddzialywania otrzymanego koniugatu CdTe-tymina
(1:6) z komplementarng zasada, adening, przeprowadzono seri¢ miareczkowan
spektrofluorymetrycznych.

Koniugat CdTe-tymina (1.6, pH=7,5) zostal zmiareczkowany roztworem adeniny,
a takze pozostalymi nukleozasadami z jednoczesnymi pomiarami intensywnosci fluorescencji.
Zaobserwowano, iz intensywno$¢ fluorescencji koniugatu CdTe-tymina wzrasta wraz
z dodatkiem adeniny (wysoka czuto$¢ uktadu). Zauwazono, iz efekt ten jest szczegolnie
wyrazny w zakresie stezenia adeniny do 0,7 pmol/ml (Rysunek 25 B). W dodatkowym
eksperymencie upewniono si¢, ze za efekt ten nie odpowiada wplyw rozcienczenia.

Dla wigkszych stgzen dodawanego titranta fluorescencja osigga plateau a nastgpnie powoli si¢
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zmniejsza (Rysunek 25 A). Dla pozostatych zasad azotowych nie zarejestrowano tak

znacznego wzrostu intensywnosci fluorescencji wraz ze wzrostem ich stezania (Rysunek 25).
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Rysunek 25. Zaleznosé intensywnosci fluorescencji (1/1p) koniugatu CdTe-tymina od stezenia
titranta, nukleozasad: adeniny, guaniny, cytozyny i PBSu (pH=7,5, A,,=351 nm), (4) petny

zakres stezen, (B) zakres zawezony do nizszych stezen.
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Eksperyment ten potwierdzil wysoka selektywno$¢ 1 czutos¢ koniugatu CdTe-tymina
wzgledem komplementarnej nukleozasady — adeniny. Jak pokazuje literatura [131] takg
zalezno$¢ mozna tlumaczy¢ specyficznymi oddzialtywaniami pomiedzy tyming a adening.
Tworzenie wigzania koordynacyjnego i wodorowego migdzy czasteczkami zasady azotowe;j
i CdTe QDs stabilizowanymi kwasem tioglikolowym na swojej powierzchni, moze skutecznie
zwigksza¢ intensywno$¢ PL i stabilno$¢ CdTe QDs. W literaturze wskazano, ze poprzez
usunigcie lokalnych pulapek energetycznych na powierzchni i neutralizacje tadunku
powierzchniowego mozna zwigkszy¢ intensywnos$¢ PL [114]. Wang i wspotpracownicy [100]
przedstawili dane eksperymentalne wykazujace, ze intensywnos¢ fluorescencji CdTe-adeniny
jest wyzsza niz CdTe QDs. Przedstawione wyjasnienie opieralo si¢ na roli skoordynowanych
oddziatywan migdzy powierzchniag CdTe QDs a atomami azotu adeniny, ktore skutecznie
usuwaja niewysycone wigzania 1 defekty powierzchni. Grupa -NH, adeniny moze
oddziatywa¢ z grupami -COOH kwasu tioglikolowego obecnego na powierzchni CdTe QDs
tworzac wigzania wodorowe.

Na Rysunku 26 zaproponowano mechanizm odziatywan pomiedzy koniugatem CdTe—
tymina a adenina pokazujacy wiazania koordynacyjne pomiedzy Cd*" na powierzchni CdTe
QDs a atomem tlenu tyminy i wodoru migdzy grupa -NH, a grupag —COOH, a takze wigzania

wodorowe pomiedzy tyming i adening.
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Rysunek 26. Schematyczna ilustracja mechanizmu detekcji adeniny przy uzyciu koniugatu
QDs-tymina.

6.2. Oddzialywania koniugatu CdTe-tymina z nuklozydami
W kolejnym etapie badan wykonano analogiczny eksperyment do omoéwionego

powyzej (W rozdz. 6.1.), jednakze w tym przypadku koniugat CdTe-tymina zostat
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zmiareczkowany roztworem nukleozydu zawierajacego jednostke komplementarng do tyminy
- adenozyng, a takze pozostalymi nukleozydami. Badania oddziatywan miedzy tymi uktadami
prowadzone byly poprzez pomiary fluorescencji. Analizujgc wyniki przedstawione
na Rysunku 27 A i B zaobserwowano, iz intensywnos$¢ fluorescencji wzrasta wraz
ze wzrostem stezenia adenozyny, podczas gdy dla pozostatych nukleozydéw nie zanotowano
takiej zmiany. Efekt wzrostu fluorescencji, podobnie jak w przypadku miareczkowania
komplementarng zasadg azotowg jest szczegdlnie wyrazny w zakresie stezenia adenozyny
do okoto 0,7 umol/ml (Rysunek 27 B). Rowniez w tym przypadku mozna zauwazy¢ spadek

intensywnosci fluorescencji dla wyzszych stezen dodawanej adenozyny.
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Rysunek 27. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji (1/1p) koniugatu CdTe-tymina od stezenia
dodawanego titranta, nukleozydow: adenozyny, guanozyny, cytydyny i PBSu (pH=7,5,
Mwz=351 nm), (4) petny zakres stezen i (B) zakres stezen ograniczony.
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Na Rysunku 28 przedstawiono proponowany mechanizm oddziatywan koniugatu

CdTe-tymina z adenozyng.
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Rysunek 28. Schematyczna prezentacja mechanizmu detekcji adenozyny przy uzyciu
biosensora QDs-tymina.

6.3. Oddzialywania koniugatu CdTe-tymina z modyfikowanymi nukleozydami

W celu okreslenia mozliwosci zastosowania otrzymanego materiatu do detekcji
modyfikowanych nukleozydow w ptynach ustrojowych zbadano wpltyw oddziatywan
pomigdzy koniugatem CdTe-tymina a 5'-deoksy-5'-(metylotio)adenozyng (MTA) i 2’-O-
metyloadenozyng. Eksperyment ten wykonano analogicznie jak w przypadku badan
przedstawionych w rozdz. 6.1. i 6.2. Jak zaprezentowano na Rysunku 29 intensywnos¢
fluorescencji koniugatu CdTe-tymina znacznie wzrasta w obecnosci MTA 1 2’-O-
metyloadenozyny. Warto zauwazy¢, iz zmiana ta nie jest zwigzana z efektem rozcienczenia,

co potwierdza przeprowadzony eksperyment przy uzyciu buforu PBS.
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Rysunek 29. Zaleznos¢ wzglednej intensywnosci fluorescencji (1/1p) koniugatu CdTe-tymina
W obecnosci MTA i 2’-O-metyloadenozyny. W celu uwzglednienia wptywu efektu

rozcienczenia fluorescencja zostata rowniez zmierzona po kazdorazowym dodaniu buforu

PBS.
Rysunki 30 i 31 przedstawiajg proponowany mechanizm oddzialywan pomiedzy

koniugatem CdTe-tymina a  modyfikowanymi nukleozydami: 5’-deoksy-5'-

(metylotio)adenozyny (MTA) i 2’-O-metyloadenozyny.
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Rysunek 30. Schemat mechanizmu detekcji 5-deoksy-5"-(metylotio)adenozyny (MTA)

CdTe - tymina koniugat

przy uzyciu biosensora QDs-tymina.
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Rysunek 31. Schemat mechanizmu detekcji 2°-O-metyloadenozyny przy uzyciu biosensora

QDs-tymina.

Modyfikowane nukleozydy zawierajace jednostke adeniny stanowig markery
nowotworowe wykrywane w moczu, dlatego opracowanie metody ich detekcji i ilosciowego
oznaczania moze by¢ przydatne do uzyskania informacji o chorobie nowotworowej,
jak rowniez stanie jej zaawansowania. Dodatkowo, modyfikowane nukleozydy w moczu
moga rowniez S$wiadczy¢ o wystepowaniu takich chordéb jak AIDS, mukowiscydozy
i ciezkich chorob uktadu odpornosciowego bedacych wynikiem niedoboru deaminazy
adenozynowej (ADA). Co wigcej, uwaza si¢, ze akumulacja 2'-O-metyloadenozyny moze
rowniez pehi¢ role w patologicznym procesie u pacjentow z brakiem odpornosci w wyniku

niedoboru deaminazy adenozynowej [132]. MTA moze by¢ réwniez obecny w ludzkim
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moczu — zwigzek ten jest substratem 5’-metylotioadenozyno-fosforylazy (MTAP), enzymu

uzywanego przez geny supresorowe do transformacji nowotworowej [133].

7. Oddzialywania koniugatu CdTe-tymina z zasadami azotowymi i nukleozydami
w warunkach sztucznego moczu

7.1. Oddzialywanie koniugatu CdTe-tymina z zasadami azotowymi w Srodowisku
sztucznego moczu

Mozliwo$¢ praktycznego wykorzystania otrzymanych materialow do otrzymania
biosensoréw zostata zweryfikowana poprzez pomiary fotoluminescencji koniugatéw, ktore
prowadzone byty w warunkach modelowej cieczy fizjologicznej - symulowanego sztucznego
moczu.

Przeprowadzono eksperyment, w ktérym koniugat CdTe-tymina zostal zmiareczkowany
roztworem komplementarnej nukleozasady: adeniny w warunkach sztucznego moczu. W celu
okreslenia selektywno$ci oddziatywan pomiedzy koniugatem a adening, przeprowadzono
analogiczne eksperymenty z pozostalymi zasadami azotowymi: cytozyng i guaning.
Na Rysunku 32 A, B mozna zauwazy¢, iz intensywnos$¢ fluorescencji koniugatu CdTe—
tymina wzrasta wraz z dodatkiem adeniny. Efekt ten jest szczegodlnie wyrazny w zakresie

stezenia adeniny do 0,5 umol/ml (Rysunek 32 B).
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Rysunek 32. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji (1/1p) koniugatu CdTe-tymina od stezenia

titranta, nukleozasad: adeniny, guaniny, cytozyny i PBSu (pH=7,5, A,,=351 nm)

w warunkach sztucznego moczu, (4) peiny zakres stezen i (B) zakres niskich stezen

w warunkach sztucznego moczu.



7.2. Oddzialywanie koniugatu CdTe-tymina z nukleozydami w Srodowisku
sztucznego moczu
W sposob analogiczny jak w poprzednim etapie badan, testowano otrzymany koniugat
CdTe-tymina pod katem okreslenia jego zdolnosci do selektywnej detekcji nukleozydow
w warunkach modelowej cieczy fizjologicznej, symulowanego sztucznego moczu.
Na Rysunku 33 A i B przedstawiono zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji (I/1p) koniugatu
CdTe-tymina od stezenia dodawanego nukleozydu. Zgodnie z oczekiwaniami intensywnos¢
fluorescencji koniugatu CdTe-tymina wzrastala wraz ze wzrostem st¢zenia adenozyny.
Efekt ten wyraznie zaznacza si¢ w zakresie st¢zenia adenozyny do 0,5 pmol/ml.
Analiza przedstawionych widm pozwala wnioskowaé, ze otrzymany koniugat CdTe-

tymina moze stuzy¢ jako selektywny biosensor do detekcji adeniny i/lub jej pochodnych.
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Rysunek 33. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji (I/1p) koniugatu CdTe-tymina od stezenia
dodawanego titranta, nukleozydow: adenozyny, guanozyny, cytydyny i PBSu w warunkach
sztucznego moczu, (pH=7,5, Aw,=351 nm), (4) petny zakres petny i (B) zakres niskich stezen.
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Podrozdzial 1.1

Biosensor bazujacy na kropkach kwantowych i zasadzie azotowej — guaninie

1. Oddzialywania koniugatu CdTe-guanina z nukleozasadami i nukleozydami

1.1. Oddzialywania koniugatu CdTe-guanina z nukleozasadami

Selektywnos¢ otrzymanego koniugatu CdTe-guanina zbadano poprzez wykonanie serii
miareczkowan spektrofluorymetrycznych z komplementarng zasada azotowa-cytozyna.

W tym celu koniugat CdTe-guanina zostal zmiareczkowany roztworem cytozyny,
atakze roztworami pozostaltych zasad azotowych. Rejestrowano zmiany intensywnosci
fluorescencji. Analizujac Rysunek 34 B zaobserwowano, wzrost intensywnos$ci fluorescencji
koniugatu CdTe—guanina wraz z dodatkiem komplementarnej zasady azotowej - cytozyny.
Efekt wzrostu fluorescencji jest szczeg6élnie wyrazny w zakresie stezenia cytozyny do okoto
0,7 umol/ml. Dla pozostalych zasad azotowych nie zarejestrowano tak znacznego wzrostu

intensywnosci fluorescencji towarzyszacej wzrostowi ich stezania (Rysunek 34).

76



= cytozyna
¢ adenina
161 4 tymina .
i v PBS - . B
1,5 | e L
14+ . "
=} . v v"
= 1,3 o ol . . v v v
e o A » 'S
° A ; » A * a " o ¢
1,2 = e @ a N v a v A
v ! = * v 9@
[ i AA L 3 L4
11 ¥ v o
- " x
1,0 b
N 1 1 1 N 1 M 1 M
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Steznie titranta (umol/ml)
1,6
B | = cytozyna =
* adenina -
4  tymina
v PBS

I/,

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Steznie titranta (umol/ml)

Rysunek 34. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji (I/Iy) koniugatu CdTe-guanina od stgzenia
titranta, nukleozasad: cytozyny, adeniny, tyminy i PBSu (pH=7,5, Aw,=351 nm), (4) petny

zakres stezen, (B) zakres zawgzony do nizszych stezen.

Wysoka selektywnos¢ i1 czuto$¢ koniugatu CdTe-guanina wzgledem komplementarne;j

zasady azotowej — cytozyny mozna tlumaczy¢ specyficznymi oddziatywania pomiedzy
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guaning a cytozyna. Mechanizm odziatywan pomig¢dzy koniugatem CdTe—guanina a cytozyna

zilustrowano na Rysunku 35.

N
0 o 0
5 am M Y e
e H\( O==c 'IC cytozyna
N N—JN }3 6

CdTe - guanina koniugat

NH;

CdTe - guanina sensor dla cytozyny

Rysunek 35. Schematyczna ilustracja mechanizmu detekcji cytozyny przy uzyciu koniugatu

QDs-guanina.

1.2. Oddzialywania koniugatu CdTe-guanina z nuklozydami

W sposéb analogiczny jak w poprzednim etapie badan, testowano otrzymany koniugat
CdTe-guanina. Poprzez prowadzenie pomiardw fluorescencji zbadano wptyw oddziatywan
miedzy tymi uktadami. Zaobserwowano, iz intensywno$¢ fluorescencji wzrasta wraz
ze wzrostem stezenia cytydyny, natomiast dla pozostatych nukleozydéw nie zanotowano
takiej zmiany (Rysunku 36 A i B). Wplyw ten jest szczegdlnie wyrazny w zakresie stezenia
cytydyny do okoto 1,1 umol/ml (Rysunek 36 B). Upewniono si¢, rowniez iz za efekt ten
nie odpowiada wplyw rozcienczenia — koniugat CdTe-guanina zostat zmiareczkowany PBS.
Dla wigkszych stgzen dodawanego titranta fluorescencja osigga plateau. Rysunek 37

przedstawia proponowany mechanizm oddziatywan koniugatu CdTe-guanina z cytydyna.
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Rysunek 36. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji (I/1p) koniugatu CdTe-guanina od stezenia
dodawanego titranta, nukleozydow: cytydyny, adenozyny, tymidyny i PBSu (pH=7,5,
Awz=351 nm), (A) pelny zakres stezen i (B) zakres stezen ograniczony.
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Rysunek 37. Schematyczna prezentacja mechanizmu detekcji cytydyny przy uzyciu biosensora

QDs-guanina.

2. Oddzialywania koniugatu CdTe-guanina z zasadami azotowymi i nukleozydami

w warunkach sztucznego moczu

2.1. Oddzialywanie koniugatu CdTe-guanina z zasadami azotowymi w srodowisku
sztucznego moczu

W warunkach symulowanego sztucznego moczu sprawdzono mozliwos$¢ praktycznego
wykorzystania otrzymanego koniugatu CdTe-guanina. W tym celu koniugat CdTe-guanina
wprowadzony do sztucznego moczu zostal zmiareczkowany roztworem komplementarnej
nukleozasady: cytozyny. Dodatkowo aby okresli¢ selektywnos$¢ oddzialywan pomiedzy
koniugatem CdTe-guanina a cytozyna, zbadano w tych warunkach wptyw pozostatych zasad
azotowych: adeniny i tyminy. Rysunek 38 A i B przedstawia zalezno$¢ intensywnosci
fluorescencji (1/1p) koniugatu CdTe-guanina od st¢zenia zasad azotowych. Zaobserwowano,
iz intensywnos¢ fluorescencji koniugatu CdTe—guanina wzrastata wraz ze wzrostem st¢zenia

cytozyny. Zalezno$¢ ta zaznacza si¢ w zakresie st¢zenia cytozyny do okoto 1,25 pmol/ml.
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Rysunek 38. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescenciji (I/1p) koniugatu CdTe-guanina od stezenia
titranta, nukleozasad: cytozyny, adeniny, tyminy i PBSu (pH=7,5, A,,=351 nm) w warunkach
sztucznego moczu, (A) petny zakres stezen i (B) zakres niskich stezen w warunkach sztucznego

moczu.
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2.2. Oddzialywanie koniugatu CdTe-guanina z nukleozydami w Srodowisku
sztucznego moczu
W  kolejnym etapie badan wykonano analogiczny do omoéwionego powyzej
eksperyment (w rozdz. 2.1.). Koniugat CdTe-guanina testowano pod katem mozliwoS$ci
detekcji nukleozydow w warunkach modelowej cieczy fizjologicznej, symulowanego
sztucznego moczu. Koniugat ten zawarty w sztucznym moczu zostal zmiareczkowany
roztworem nukleozydu zawierajacego jednostke komplementarng do guaniny — cytydyna,
Selektywno$¢ dziatania koniugatu CdTe-guanina sprawdzono poprzez wykonanie
eksperymentu z pozostatymi nukleozydami. Na Rysunku 39 A, B mozna zauwazy¢,
iz intensywno$¢ fluorescencji koniugatu CdTe —guanina wzrasta wraz z dodatkiem cytydyny.
Efekt ten jest szczegélnie wyrazny w zakresie stezenia cytydyny do 0,5 umol/ml

(Rysunek 39 B).
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Rysunek 39. Zaleznosé intensywnosci fluorescencji (I/1o) koniugatu CdTe-guanina od stezenia

dodawanego titranta, nukleozydow: cytydyny, adenozyny, tymidyny i PBSu w warunkach

sztucznego moczu, (pH=7,5, Aw,=351 nm), (A) petny zakres stezen i (B) zakres niskich stezen.
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Podsumowanie

W tej czesci pracy omdéwiono wyniki badan zmierzajace do otrzymania materiatow
przydatnych do sporzadzenia nowych fluorescencyjnych uktadéw sensorowych opartych
na sfunkcjonalizowanych zasada azotowa kropkach kwantowych tellurku kadmu (CdTe
QDs).

W tym celu do uprzednio zsyntetyzowanych CdTe QDs przytaczono zasadg
pirymidynowg — tyming¢. Okreslona zostata natura oddziatywan w tych uktadach i parametry
umozliwiajace intensyfikacj¢ wydajnosci fluorescencji. Oddziatywania pomiedzy CdTe QDs
a tyming zostaly scharakteryzowane przy uzyciu zaawansowanych technik
eksperymentalnych, takich jak: analiza elementarna, spektroskopia w podczerwieni (IR),
spektroskopia fotoelektronow (XPS), spektroskopia UV-VIS jak rdéwniez pomiary
fotoluminescencji. Przeprowadzone zostaty rowniez badania mikroskopowe: mikroskopia sit
atomowych (AFM), wysokorozdzielcza/transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)
i (HRTEM) majace na celu zobrazowanie koniugatow QDs-tymina.

Wykonane analizy pozwolilty na wyselekcjonowanie koniugatu o najbardziej
optymalnych wiasciwosciach (CdTe-tymina 1:6).

Nastepnie okreslono przydatno$¢ uzyskanego koniugatu CdTe-tymina do detekcji
adeniny, zasady azotowej komplementarnej w stosunku do tyminy. Dodatkowo, koniugat
zostal rowniez poddany badaniom pozwalajacym na ocen¢ jego selektywnos$ci poprzez
$ledzenie oddziatywan z niekomplementarnymi zasadami azotowymi. W tym celu koniugat
CdTe-tymina zostal zmiareczkowany roztworem komplementarnej zasady — adeniny jak
I pozostatych nukleozasad.

Okreslono takze zdolno$¢ koniugatu do selektywnej detekcji nukleozydow, jak rowniez
modyfikowanych nukleozydéw. Na podstawie pomiaréw fluorescencyjnych stwierdzono,
ze utworzony koniugat oddziatuje specyficznie i selektywnie nie tylko z komplementarng
zasada azotowa — adening, ale rowniez z modyfikowanymi nukleozydami 5’-deoksy-5’-
metylotioadenozyng (MTA) i1 2’-O-metyloadenozyna.

Wykazano mozliwos¢ praktycznego wykorzystania otrzymanego materialu biosensora
poprzez pomiary fotoluminescencji koniugatow, ktoére prowadzone byly w warunkach
modelowej cieczy fizjologicznej - symulowanego sztucznego moczu.

Dodatkowo okreslono zdolno$¢ koniugatu QDs-guanina do detekcji komplementarnej
zasady azotowej — cytozyny, a takze nukleozydu - cytydyny. Selektywno$¢ uktadu
potwierdzono poprzez sledzenie oddziatywan z pozostatymi nukleozasadami i nukleozydami.

Badania oddzialywan miedzy tymi uktadami prowadzone byty poprzez pomiary fluorescenc;ji.
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W koncowym etapie prowadzone byly badania majace na celu sprawdzenie mozliwos$ci

wykorzystania biosensora w warunkach symulowanego sztucznego moczu.
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Rozdzial 2

Fluorescencyjny uklad sensorowy bazujacy na kropkach
kwantowych (QDs) z przylaczona guaning i nanoczastkach zlota
(AuNPs) z przylaczona cytozyna wykorzystujacy zjawisko
rezonansowego przeniesienia energii wzbudzenia fluorescencji

(FRET, ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer)

— synteza i wlasciwosci

Abstrakt graficzny

B tworzenie kompleksu poprzez
NH N e model komplementarnosci
S zasad azotowych Watson-C

koniugat AuNPs-cytozyna

tworzenie
systemu FRET
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Wprowadzenie

Gléwnym celem badan omawianych w tej czegsci pracy byto otrzymanie oraz okreslenie
wilasciwoséci  fizykochemicznych nowych fluorescencyjnych materiatow przydatnych
do sporzadzenia ukladow sensorowych wykorzystujacych zjawisko rezonansowego
przeniesienia energii wzbudzenia fluorescencji (FRET, ang. Fluorescence Resonance Energy
Transfer). Uktady te bazuja na odpowiednio sfunkcjonalizowanych kropkach kwantowych
(QDs) i nanoczgstkach ztota (AuNPs) (Rysunek 40).
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Rysunek 40. Schematyczna ilustracja etapow prowadzonych badan.

W pierwszym etapie badan wykorzystano otrzymane nanoczastki potprzewodnikowe —
kropki kwantowe tellurku kadmu (CdTe QDs) stabilizowane kwasem tioglikolowym. Jak juz
zauwazono, wybor CdTe QDs podyktowany jest tym, iz wykazuja one szereg wihasciwosci
czynigcych je bardziej atrakcyjnymi niz wykorzystywane obecnie organiczne luminofory
takie jak: wysoka wydajno$¢ kwantowa fluorescencji, szerokie pasmo absorpcji i waskie
pasmo emisji, a takze stosunkowo wysoka fotostabilno$¢ czyli tzw. ,,odpornosé
na fotowybielanie”. W kolejnym etapie badan zsyntetyzowane zostaly koniugaty kropek
kwantowych z guaning (QDs-guanina). Otrzymane koniugaty QDs-guanina zostaty nastgpnie
poddane petnej charakterystyce fizykochemicznej.

Otrzymane zostaly takze koniugaty AuNPs-zasada nukleinowa. W tym celu
zsyntetyzowane zostaly nanoczastki ztota AuNPs stabilizowane 3-merkapto-1-

propanosulfonianem sodu, do ktérych zostala przytaczona zasada azotowa - cytozyna.
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Okreslono wtasciwosci fizykochemiczne otrzymanych nanoczastek ztota oraz ich
koniugatéw z zasadami nukleinowymi. Nanoczastki zlota (AuNPs) ze wzgledu na wysoki
wspotczynnik ekstynkcji 1 szeroki zakres absorpcji w zakresie §wiatla widzialnego sg czgsto
wykorzystywane jako akceptory energii. Kropki kwantowe i nanoczastki zlota jako para
donor-akceptor znajduja zastosowanie jako selektywny i specyficzny nanosensor w analizach
biochemicznych.

Kluczowym etapem  przeprowadzonych  badan  bylo zaprojektowanie
I zoptymalizowanie ukladu sensorowego bazujacego na uprzednio zsyntetyzowanych
koniugatach: kropki kwantowe-guanina i nanoczastki ztota-cytozyna (QDs-guanina/AuNPs-
cytozyna). Badania oddziatywan miedzy tymi uktadami prowadzone byly poprzez pomiary
fluorescencji. Okreslona zostata efektywno$¢ rezonansowego przeniesienia energii pomigdzy
donorem QDs-guanina a akceptorem AuUNPs-cytozyna pod niecobecno$¢ i w obecnosci
réznych stezen analitu - wolnych czasteczek guaniny wprowadzonych do badanego uktadu.
W koncowym etapie uzyskany nanosensor zostat rowniez poddany badaniom pozwalajacym
na ocen¢ jego selektywnosci. W tym celu wykorzystano inne, niekomplementarne zasady

azotowe oraz modelowy ptyny fizjologiczny, symulowany sztuczny mocz.
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Wyniki i dyskusja

1. Fizykochemiczne wlasciwosci QDs — guanina i AUNPs-cytozyna
1.1. Analiza FTIR

Celem potwierdzenia utworzenia koniugatow CdTe-guanina i AuNPs-cytozyna
wykonano badanie technika FTIR. Rysunek 41 przedstawia widma FTIR guaniny i koniugatu
CdTe—guanina. Na widmie guaniny mozna zaobserwowac szerokie pasmo przy okoto 3100—
3400 cm ' nalezace do grupy OH. Pasma absorpcyjne z maksimami przy 2930, 1670, 1577
i 1375 cm ' mozna przypisa¢ odpowiednio do C-H, N-H, C=C drgan rozciagajacych
i drgania deformacyjnego C—H. Pasma absorpcyjne przy 2692 i 775 cm ' odpowiadaja
drganiom rozciagajacym grupy CH,. Pasma przy 1119 i 949 cm™' mozna przypisa¢ drganiom
rozciggajacym C—-C [134], za$ te przy okoto 1675 i 1450 cm™ sa charakterystyczne
odpowiednio dla asymetrycznych i symetrycznych drgan COO—. Dodatkowo na widmie FTIR
koniugatu CdTe—guanina mozna zaobserwowa¢ dwa gtowne pasma pochodzace od guaniny.
Piki przy 3326 i 3118 cm ' sa charakterystyczne odpowiednio dla drgan rozciagajacych i N—
H. Co wigcej utworzenie wigzania wodorowego pomi¢dzy —NH, pochodzacym od guaniny
agrupg —COOH CdTe QDs potwierdza obecnos¢ pasma absorpcyjnego przy okoto
3400 cm™'. Dodatkowo warto zwréci¢ uwage, iz wiele rozdzielonych pasm pochodzacych
od drgan wibracyjnych C-N i N-H w zakresie 1500750 cm ' moze wynikaé z tworzenia si¢
wigzan wodorowych pomigdzy réoznymi czgsteczkami (TGA-TGA, guanina-guanina, TGA-
guanina) [28]. Ponadto rozdzielone pasmo przy 1700 cm™ drgania wibracyjnego C=0O
pochodzi od nowo utworzonego wigzania koordynacyjnego pomiedzy tlenem a kadmem

[114].
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Rysunek 41. Widmo FTIR dla guaniny i koniugatu QDs-guanina.

Spektroskopi¢ FTIR wykorzystano rowniez do scharakteryzowania koniugatu AuNPs-
cytozyna. Na Rysunku 42 przedstawiono widmo FTIR cytozyny i AuNPs-cytozyny.
Dla cytozyny charakterystyczne pasma absorpcyjne, ktore mozna przypisa¢ asymetrycznym
i symetrycznym drganiom N-H wystepuja odpowiednio przy 3385 cm™ i 3180 cm™. Pasmo
przy okoto 3010 cm™ moze by¢ zwigzane z drganiami rozciagajacymi wigzan N-H. Mozna
rowniez zaobserwowac rozciggajace drganie grupy C=0 przy 1667 cm? i pierScienia przy
1540 cm™ Ponadto pasma pochodzace od drgan pierScienia pojawiajg si¢ przy 1470
i 1280 cm™ a takze przy 788 cm™ [135]. Analiza spektralna widma koniugatu AuNPs-
cytozyna wskazuje na to, iz pasma absorpcyjne obecne przy 1100, 1050, 605 cm™ mozna
przypisa¢ grupie sulfonowej 3MPS (w szczegolnosci grupie SO3), co stanowi potwierdzenie
obecno$cCi tychze grup na powierzchni materiatu [34]. Pasma przy 2927 i 2854 cm™ sa
charakterystyczne dla drgan asymetrycznych i symetrycznych grupy CH,. Ponadto pasmo
absorpcyjne w zakresie 3400-3200 cm™ mozna przypisaé¢ drganiom rozciggajacym i wigzaniu

wodorowemu grupy N-H.
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Rysunek 42. Widmo FTIR dla cytozyny i koniugatu AuNPs-cytozyna.

1.2. Analiza elementarna

W Tabeli 4 przedstawiono wyniki badan przeprowadzonych technika analizy
elementarnej dla koniugatow QDs-guanina, AuNPs-cytozyna i AuNPs-cytozyna-guanina.
Obecnos¢ siarki w koniugacie QDs-guanina potwierdza stabilizacje CdTe QDs kwasem
tioglikolowym (TGA). Obecno$¢ azotu w koniugacie potwierdza przylaczenie guaniny
do CdTe QDs. W przypadku koniugatu AuNPs-cytozyna zaobserwowano obecnosé¢ C, H, N
i S. Potwierdza to obecnos¢ 3-merkapto-1-propanosulfonianem sodu stabilizujagcego AuNPS,
a takze utworzenie koniugatu AuNPs-cytozyna. Dodatkowo o utworzeniu koniugatu AuNPs-

cytozyna-guanina swiadczy wigksza zawarto$¢ azotu.
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Tabela 4. Skiad procentowy pierwiastkow w koniugacie QDs-guanina, AUNPs-cytozyna

i AUNPs-cytozyna-guanina otrzymany przy uzyciu analizy elementarnej.

Material Skiad [%]
C H N S
QDs-guanina 10,9+0,6 1,7+0,1 6,0+0,7 9,1+0,1
AuNPs-cytozyna 4,7+0,4 1,0+0,1 2,7+0,2 3,7+0,2
AuNPs-cytozyna- 3,7£0,2 0,8+0,1 3,5+0,1 2,6+0,1
guanina

1.3. Analiza XPS

W celu dokladniejszej analizy sktadu chemicznego powierzchni otrzymanych
materialow przeprowadzono analiz¢ XPS (Rysunki 43 i 44). Widmo XPS dla QDs i QDs-
guanina zostato przedstawione na Rysunku 43. W Tabeli 5 zamieszczono wyniki otrzymane
technika XPS przedstawiajace sklad procentowy powierzchni otrzymanych nanoczastek.
Obserwowane piki mozna przypisa¢ Te 3d (582,6 i 572,4 eV), Cd 3d (411,91 405 eV), O 1s
(531,3 eV), C 1s (285,3eV) i S 2p (162,6 eV) [117,118]. Wyniki te potwierdzity, ze QDs sa
efektywnie stabilizowane przy uzyciu kwasu tioglikolowego zawierajacego tlen, siarke
i wegiel [28]. Na widmie XPS dla koniugatu QDs-guanina zarejestrowano nowy pik N 1s
z maksimum energii wigzania 400 eV. Dodatkowo sygnal pochodzacy od O 1s i C 1s jest
bardziej intensywny, a pik przypisany do Te 3d jest zdecydowanie mniej wyrazny (patrz
Tabela 5). Wyniki te potwierdzity efektywne przylaczenie guaniny do powierzchni QDs.
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Tabela 5. Wyniki otrzymane technikg XPS przedstawiajgce sktad procentowy pierwiastkow

na powierzchni otrzymanych nanoczgstek.

Te3d Cdad Au4f O1s Cils S2p N1s
QDs 39 38 - 17 4 2
QDs-guanina 14 45 - 19 10 3
AuNPs . - 84 9 4 3
AuNPs-cytozyna . - 76 8 9 2

Na Rysunku 44 przedstawiono widmo XPS dla AuNPs i koniugatu AuNPs-cytozyna.
Piki zarejestrowane dla AuNPs sa charakterystyczne dla Au 4f (88 eV, 92 eV), Au 4d
(340 eV, 358 eV), Au 4p (551 eV), S 2p (172 eV, 167 eV), C 1s (290 eV) i O 1s (536 eV),
co odzwierciedla sktad analizowanych nanoczastek ztota stabilizowanych 3-merkapto-1-
propanosulfonianem sodu. Na widmie dla koniugatu AuNPs-cytozyna oprocz sygnalow
od pierwiastkow wchodzacych w sktad nanoczastek pojawia si¢ nowy pik N 1s w zakresie
398-414 eV (widmo XPS o wysokiej rozdzielczosci Rysunek 44) pochodzacy od zasady
azotowej — cytozyny. Dodatkowo dla AuNPs-cytozyna sygnat pochodzacy od C 1s staje sie
bardziej intensywny, natomiast pik przypisany Au 4f jest znaczaco mniej wyrazny (Tabela
5). Obserwowane zmiany widma XPS mozna tlumaczy¢, bioragc pod uwagg obecnosé
jednostek cytozyny przytaczonych do powierzchni AuNPs. Podsumowujac wyniki analizy
XPS potwierdzity wczesniejsze rezultaty dotyczace sktadu QDs-guaniny i AuNPs-cytozyny
otrzymane w oparciu 0 analize elementarng i spektroskopi¢ FTIR. Biorgc pod uwage
otrzymane wyniki, a takze dane literaturowe [136] zaproponowano mechanizmy koniugacji

zasad azotowych do powierzchni nanoczastek (Rysunki 10 i 12).
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Rysunek 43. Widmo XPS dla QDs i koniugatu QDs-guanina.
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Rysunek 44. Widmo XPS dla AuNPs i koniugatu AuNPs-cytozyna.

2. Morfologia koniugatéw QDs — guanina i AuUNPs-cytozyna
2.1. Analiza TEM/HRTEM
Przeprowadzono badania technika transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
i wysokorozdzielczej transmisyjnej  mikroskopii  elektronowej (HRTEM) w celu
charakterystyki morfologii otrzymanych materiatow. Otrzymane mikrofotografia dla QDs
(A), QDs-guanina (B), AuNPs (C) i AuNPs-cytozyna zaprezentowano na Rysunku 45. Jak
mozna zauwazy¢ na Rysunku 45 A i B zaréwno QDs jak i koniugat QDs-guanina wykazuja
podobny rodzaj organizacji. W przypadku obu materiatbw mozna zaobserwowac tendencje
do tworzenia sieci agregatow z wieloma S$cisle utozonymi nanoczasteczkami i w zwigzku

ztym trudno jest precyzyjnie oszacowaé wielkosci poszczegdlnych obiektow QDs i ich
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koniugatéw. Analizujgc wyniki otrzymane dla AuNPs i koniugatu AuNPs-cytozyna mozna
zaobserwowac, ze oba typy materialow maja tendencje do agregacji (Rysunek 45 C i D),
jednakze, wykazuja one ksztalt kulisty i jednolity rozmiar. Na mikrofotografiach HRTEM
na Rysunku 45 mozna zauwazy¢é obecno$¢ siatek plaszczyznowych, potwierdzajacych
krystalicznos¢ CdTe QDs, AuNPs i ich koniugatow. Jednakze biorgc pod uwage cechy
badanych materiatow, trudno jest precyzyjnie oszacowaé granice plaszczyzn
krystalograficznych (czerwone kotka na obrazach HRTEM). Na podstawie uzyskanych

obrazoéw mozna wnioskowac zatem, ze rozmiary nanoczasteczek sg w zakresie okoto 5 nm.

Rysunek 45. Mikrofotografie uzyskane technikg transmisyjnej mikroskopii elektronowej

I wysokorozdzielczej transmisyjnej mikroskopii elektronowej dla CdTe QDs (A), QDs-guanina
(B), AuNPs (C) i AuNPs-cytozyna (D).
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2.2. Analiza AFM

W celu zbadania morfologii a takze doktadnego oszacowania rozmiaréw otrzymanych
materialow wykonano badania wykorzystujac technike mikroskopii sit atomowych (AFM).
Wyniki otrzymane technika AFM dostarczaja informacji o zmianach wielko$ci nanoczastek
(QDs i AuNPs) wynikajacych z ich koniugacji bioczgsteczkami. Rysunki 46 A i B
przedstawiaja obrazy AFM 3D i obrazy AFM 2z przekrojami poprzecznymi AUNPS
i koniugatu AuUNPs-cytozyna. Srednica struktury krystalicznej materialu AUNPS wynosi
3,0£0,3 nm natomiast $rednica koniugatu AUNPS-cytozyna wynosi okoto 3,8+0,3 nm.
Rysunki 46 C i D prezentuja obrazy CdTe QDs oraz koniugatu QDs-guanina. Srednie
warto$ci $rednic obiektow CdTe QDs wynosza 3,0+0,2 nm, podczas gdy Srednie $rednice
koniugatow QDs-guanina wynosity okolo 3,6£0,4 nm. Mozna =zatem stwierdzi¢,
iz obserwacje AFM potwierdzity wczesniejsze ustalenia, ze guanina i cytozyna zostaly
z powodzeniem przytaczone odpowiednio do CdTe QD i AuNPs, co w efekcie prowadzi

do zwigkszenia rozmiardéw tych obiektow.
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Rysunek 46. Zdjecia AFM dla AuNPs (A), koniugatow AuNP — cytozyna (B), QDs (C),
koniugatow QDs — guanina (D) i koniugatéw QDs — guanina — AUNPs — cytozyna (E).

3. Rezonansowe przeniesienie energii wzbudzenia fluorescencji (FRET) pomiedzy
QDs — guanina a AuNPs — cytozyna.

3.1. Wiasciwosci optyczne
W celu zweryfikowania czy mechanizm FRET moze funkcjonowa¢ w opracowanym
uktadzie zmierzono widma absorpcji i emisji AuNPs, QDs oraz ich koniugatow
(Rysunki 47 i 48). Widmo fluorescencji dla koniugatu QDs-guanina wykazuje maksymalng
wartos¢ przy 540 nm, ktora jest zblizona do maksymalnej absorpcji obserwowanej dla AuNP-
cytozyna. Sugeruje to, iz CdTe QDs i AuNPs moga pehi¢ role pary akceptor-donor. Mozna
rowniez zauwazy¢, ze pasmo fluorescencji jest stosunkowo waskie (szeroko$¢ w polowie

wysokosci (FWHM) wynosita okoto 42 nm dla CdTe QD i 37 nm dla QDs-guanina)
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I symetryczne co swiadczy, ze zaréwno CdTe QDs, jak i koniugat QDs-guanina sg uktadami o
niskim stopniu dyspersji i homogenicznymi.

Dodatkowo, widmo UV-Vis AuNPs stabilizowanych przez 3MPS (Rysunek 48)
wykazuje rezonans plazmonowy przy dilugosci fali okolo 525 nm, co jest typowe
dla nanoczastek ztota o matej $rednicy [137]. Zatem mozna zauwazy¢, ze widmo absorpcyjne

zarbwno AuNPs i koniugatu AuNP-cytozyna pokrywa si¢ z widmem emisji fluorescencji

CdTe QD i QDs-guaniny.
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Rysunek 47. Widmo absorpcyjne UV-Vis i widmo fluorescencyjne dla QDs i QDs — guanina.
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Rysunek 48. Widma absorpcyjne dla AuNPs i AUNPs-cytozyna.

3.2. Wygaszanie fluorescencji QDs-guanina przez AuNPs-cytozyna

Jak wspomniano wczesniej, koniugaty CdTe-guanina i AuUNPS-cytozyna zostaty
otrzymane z myslag, by pemli¢ rolg pary donor-akceptor w badaniach prowadzacych
do opracowania metody detekcji zasad nukleinowych bazujacej na FRET. Rysunek 50 A
przedstawia schematycznie zasad¢ mechanizmu proponowanego podej$cia. Stabilizacja
kropek kwantowych kwasem tioglikolowym umozliwita uzyskanie na powierzchni QDs grup
karboksylowych. Dzigki temu QDs moglyby by¢ zwigzane z guaning poprzez wigzania
kowalencyjne 1 oddziatywanie wodorowe (Rysunek 10), co znacznie wplyngto
na zwigkszenie ich intensywnosci fluorescencji (Rysunek 51, krzywe c i d). Co wigcej dzigki
specyficznym oddzialywaniom pomiedzy czgsteczkami guaniny i cytozyny przylaczonymi
odpowiednio do QDs i AuNPs, dochodzi do tworzenia uktadu QDs—guanina—cytozyna-
AuNPs (Rysunek 49).
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Rysunek 49. Schemat tworzenia kompleksu QDs—guanina—cytozyna-AuNPs w oparciu

0 model komplementarnosci zasad azotowych Watson-Crick.

Rysunek 50. Schemat mechanizmu zjawiska rezonansowego przeniesienia energii wzbudzenia
fluorescencji (FRET) w uktadzie kropki kwantowe-guanina (QDs-guanina) - nanoczgstki
ztota-cytozyna (AuNPs-cytozyna) (A) i schemat oddziatywan koniugatu AUNPS-cytozyna
preinkubowanego z guaning i QDs-guaning (B).

W celu uzyskania doktadniejszej informacji dotyczacej powyzszych oddzialywan
przeprowadzono analiz¢ technikg mikroskopii sit atomowych (AFM). Jak omoéwiono powyzej

(rozdz. 2.2.), wielkoéci otrzymanych koniugatow wynosza odpowiednio okoto 3,8 nm
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i 3,6 nm dla AuNP-cytozyna i QDs-guanina. Obraz AFM przedstawiony na Rysunku 46 E
dla kompleksu QDs-guanina-AuNP—cytozyna wykazal, ze jego wielko$¢ wynosi 7,2+0,6 nm,
€O jest sumg srednic pojedynczych koniugatow. Na podstawie tych danych mozna stwierdzic,
ze QDs 1 AuNPs znajduja si¢ w niewielkiej odlegtosci ze wzgledu na specyficzng interakcje
czasteczek guanina-cytozyna. Zgodnie z literaturg [138] fluorescencyjne przeniesienie energii
wzbudzenia (FRET) zachodzi wowczas, gdy donor energii znajduje si¢ w dostatecznej
bliskosci w stosunku do akceptora (odlegto$¢ Forstera (Rg) podana ponizej — rownanie 10) —

w praktyce blizej niz 10 nm.

RG = 20UMOIE (< g 3y, (DA*dA (10)

128m5Ny4n*

Obrazy AFM wskazuja zatem, ze odleglos¢ pomiedzy donorem a akceptorem,
wymagana w mechanizmie FRET, jest spetniona w badanym uktadzie, a co za tym idzie
energia wzbudzonej czasteczki QDS moze by¢ przenoszona do AUNPS poprzez oddziatywania
dipol—dipol. Jak wida¢ na Rysunku 51 (krzywa a), zjawisko takie zachodzi w opracowanym
uktadzie. Wykazano, ze wprowadzenie do uktadu AuNPs-cytozyny do roztworu
zawierajagcego QDs-guaning powoduje efektywne wygaszanie fluorescencji QDs
(Rysunek 51, krzywa a). Efektu tego nie obserwowano, gdy AuNPs-cytozyna
preinkubowana byta w roztworze modelowym, zawierajacym wolng guaning. Guanina obecna
w roztworze utworzyla kompleks AuUNPs-cytozyny-guanina, poprzez oddzialywanie
komplementarnych zasad nukleinowych, ograniczajgc tego typu oddzialywanie z QDs-
guaning w uktadzie QDs-guanina-wolna guanina-AuNPs-cytozyna, co skutkowato eliminacja
procesu przeniesienia energii (FRET). W uktadzie takim obserwowano wzrost intensywnosci
fluorescencji QDs (Rysunek 51, krzywa b). Zatem QDs-guanina-AuNPs-cytozyna jest
obiecujagcym materiatem do konstrukeji biosensora typu ,,turn-on” umozliwiajacego detekcje

guaniny (Rysunek 50 B).

Wykonano rowniez zdjecia dla opisanych powyzej ukladéow przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugosci fali A=365 nm. Na Rysunku 51 zalacznik a nie zaobserwowano
widocznej fluorescencji - probka byta przezroczysta i ciemnozielona. Jednakze kiedy
cytozyna nie zostala przylagczona do AuUNPs (Rysunek 51 krzywa b), nie wyst¢puja
specyficzne oddziatywania i mozna obserwowac fluorescencje. W obrazie optycznym

wykonanym dla tej probki przy wzbudzeniu $wiattem przy A=365 nm obserwowano jasno
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zielong fluorescencje (Rysunek 51 zalacznik b). Wyniki te potwierdzajg iz czuto$¢ systemu
FRET jest znacznie poprawiona przez polaczenie QDs i AuNP poprzez oddzialywanie
guaniny z cytozyna.

Na podstawie przedstawionego widma QDs-guanina w obecno$ci i pod nieobecnosé
AuNPs-cytozyna (Rysunek 51, krzywe a i d) mozna wnioskowaé, iz nanoczgstki ztota
sfunkcjonalizowane cytozyng petnig funkcje efektywnego wygaszacza fluorescencji
koniugatu QDs-guanina. Energia wzbudzenia jest skutecznie przenoszona z QDs-guanina
do AuNPs-cytozyna, co jest obserwowane jako wygaszanie fluorescencji koniugatu QDs
(Rysunek 51, krzywa a).

——— AuNPs-cytozyna-QDs-guanina
AuNPs-QDs-gunina

— QDS

—— QDs-guanina

Intensywnos¢ fluorescenciji

1 1 1 1

475 500 525 550 575 600 625

Dtugos¢ fali (nm)

Rysunek 51. Widmo fluorescencji QDs-guanina w obecnosci AUNPs-cytozyna (a), QDs-
guanina w obecnosci AUNPS (b), QDs (c) i koniugat QDs-guanina (d), zatgcznik: zdjecia
uktadow QDs-guanina-AuNPs-cytozyna (system FRET) (a) i QDs-guanina-AuNPs (b)

przy wzbudzeniu lampg o diugosci fali 365 nm.
Celem okreslenia mozliwosci ilosciowej analizy stezenia guaniny przeprowadzono

badania zaleznosci intensywnosci fluorescencji QDs-guanina w obecnosci AUNPs-cytozyna

preinkubowanych w roztworach zawierajacych rozne stezenia guaniny (Rysunek 50 B).
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Biorac pod uwage specyficzne interakcje komplementarnych zasad azotowych guanina-
cytozyna podczas procesu inkubacji, guanina oddzialuje z koniugatem AuNPs-cytozyna
i tworzy kompleksy AuNPs-cytozyna-guanina (Rysunek 52). Prowadzi to do utrudnienia
interakcji pomiedzy QDs-guanina i akceptorem energii AuNPs-cytozyna, co w rezultacie
skutkuje wzrostem intensywnosci fluorescencji QDs, poniewaz efektywno$¢ przenoszenia
energii jest ograniczona. W zwigzku z tym przy zwigkszaniu stgzenia wolnej guaniny
w badanym uktadzie, intensywnos$¢ fluorescencji koniugatu QDs-guaniny réwniez powinna
wzrasta¢. Taka tez tendencje obserwowano we wszystkich badanych probkach z roztworami
wolnej guaniny w zakresie od 0,80 nmol/ml do 0,53 umol/ml. Potwierdza to oddzialywanie
wolnej guaniny z powierzchnig koniugatu AuNPs-cytozyna na etapie inkubacji i tym samym
zahamowanie mechanizmu FRET. W celu oceny selektywnosci otrzymanego uktadu
wzgledem guaniny, zbadano wplyw pozostalych zasad azotowych — adeniny i tyminy.
Jak przedstawiono na Rysunku 52 adenina i tymina nie mialy istotnego wplywu
na intensywnos$¢ fluorescencji. Mozna zatem stwierdzi¢, ze uktad QDs-guanina-AuNPs-

cytozyna wykazuje selektywnos¢ wzgledem zasady azotowej - guaniny.
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Rysunek 52. Zaleznosé intensywnosci fluorescencji (I/1p) QDS-guanina w obecnosci AuNPs-
cytozyna, ktore inkubowano w roztworach zawierajgcych rézne stezenia guaniny, adeniny

i tyminy.
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W celu oceny mozliwosci zastosowania sensora FRET skonstruowanego przy uzyciu
uktadu QDs-guanina-AuNPs-cytozyna do detekcji zasad azotowych w probkach
rzeczywistych otrzymany koniugat badano takze w warunkach symulowanego sztucznego
moczu. Zaobserwowano, ze intensywnos$¢ fluorescencji QDs-guanina w obecnos$ci AuNPs-
cytozyna znacznie zwigkszyta si¢ po wprowadzeniu guaniny do uktadu i wzrastata wraz
ze wzrostem jej stezenia (Rysunek 53). Selektywnos$¢ sensora FRET oceniono rowniez
W sztucznym moczu stosujgc tyming jako model czgsteczki niekomplementarnej. Wyniki
przedstawione na Rysunku 53 wyraznie wskazujg, ze tymina nie powoduje Wzrostu
intensywnosci fluorescencji, a obserwowane zmiany sygnatu w uktadach zawierajacych rozne
stezenia tyminy sa w granicach btedu. Wynik ten wskazuje, ze pomigdzy niekomplementarng
zasada azotowa a uktadem QDs-guanina i AuNPs-cytozyna nie dochodzi do znaczacych

interakcji.
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Rysunek 53. Zaleznosé intensywnosci fluorescencji (I/1p) QDS-guanina w obecnosci AuNPs-
cytozyna, ktory inkubowano W roztworach, odpowiednio guaniny i tyminy o réznych

stezeniach W warunkach symulowanego sztucznego moczu.
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Podsumowanie

Otrzymano i scharakteryzowano material potencjalnie przydatny do konstrukcji
biosensora bazujacy na koniugatach: kropki kwantowe z przylaczong guaning
oraz nanoczastki zlota z przytaczona cytozyna wykorzystujacy zjawisko rezonansowego
przeniesienia energii wzbudzenia fluorescencji (FRET). W opracowanym uktadzie role
donora energii petni koniugat QDs-guanina a akceptora koniugat AuNPs-cytozyna.
W badaniach wykazano, iz zsyntetyzowane QDs 1 koniugat QDs-guanina posiadajg doskonate
wilasciwosci spektralne. QDs-guanina charakteryzuje si¢ obecnos$cig Szerokiego pasma
absorpcji 1 waskiego pasma emisji (szeroko$¢ potowkowa ang. FWHM dla QDs wyniosta
46 nm i dla QDs-guanina 37 nm). Widmo fluorescencji dla koniugatu QDs-guanina wykazuje
maksimum przy 540 nm, czyli w zakresie zblizonym do maksimum pasma absorpcji
obserwowanego dla AuNP-cytozyna. Wskazuje to, iz CdTe QDs i AuNPs moga
z powodzeniem petié¢ role pary donor-akceptor energii. Wyniki analizy elementarnej
potwierdzity stabilizacj¢ kropek kwantowych kwasem tioglikolowym (TGA) 1 nanoczastek
ztota 3-merkapto-1-propanosulfonianem sodu (3MPS) (obecno$¢ S w analizowanym
materiale). W otrzymanych materiatach QDs-guanina i AuNPs-cytozyna potwierdzono
obecnos¢ azotu, co $wiadczy o efektywnym przylaczeniu guaniny i cytozyny.
Do obrazowania morfologii QDs, QDs-guanina, AuNPs i AuNPs-cytozyna wykorzystano
mikroskopi¢ sit atomowych (AFM), transmisyjng mikroskopi¢ elektronowa (TEM)
i wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopi¢ elektronowa (HRTEM). Badania te
potwierdzity nanometryczne rozmiary QDs, AuNPs (okoto 3 nm) i koniugatow (okoto 4 nm).
Zastosowanie techniki FTIR umozliwito ustalenie natury grup funkcyjnych obecnych
W analizowanych zwigzkach. Stosujac spektroskopie XPS okreslono skitad powierzchniowy
badanych uktadéw.

Potwierdzono, iz oddzialywania pomiedzy komplementarnymi parami zasad cytozyng
i guaning zapewniajg osiagni¢cie migdzy QDs (donor) i AuNPs (akceptor) odlegtosci
optymalnej dla wystapienia FRET. Na podstawie danych otrzymanych przy uzyciu techniki
AFM wykazano, ze rozmiar uktadu QDs-guanina-AuNP—cytozyna wynosi okoto 7 nm.
Wykazano, ze obecno$¢ w uktadzie wolnych czasteczek guaniny wptywa na oddziatywana
pomigdzy koniugatami, co w efekcie prowadzi do zaleznych od stgzenia guaniny zmian
w efektywnosci zachodzenia FRET skutkujacych wzrostem intensywnosci fluorescencji
kropek kwantowych. Uzyskany uktad sensoryczny zostal roéwniez poddany badaniom

pozwalajagcym na dokonanie oceny jego selektywnosci poprzez S$ledzenie oddziatywan
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z niekomplementarnymi zasadami azotowymi. Zaobserwowano, ze adenina 1 tymina
nie miaty istotnego wptywu na intensywno$¢ fluorescencji.

Mozliwos¢ praktycznego wykorzystania otrzymanych biosensorow sprawdzono
w warunkach symulowanego sztucznego moczu. Wykazano wzrost intensywnosci
fluorescencji QDs-guanina w uktadzie QDs-guanina-AuNP—cytozyna w obecnosci wolnej
guaniny. Stwierdzono, ze odpowiedz uktadu jest liniowo zalezna od stgzenia
komplementarnej zasady azotowej. Stosujgc  tymine jako model czgsteczki

niekomplementarnej potwierdzono selektywnos¢ opracowanego uktadu.
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STRESZCZENIE

W ramach niniejszej pracy doktorskiej otrzymano i scharakteryzowano nowe
nanostrukturalne fluorescencyjne materiaty bazujace na kropkach kwantowych tellurku
kadmu (CdTe QDs) sfunkcjonalizowanych zasadami azotowymi potencjalnie przydatne
do konstrukcji biosensorow. Otrzymano kropki kwantowe tellurku kadmu stabilizowane
kwasem tioglikolowym (TGA), a takze seri¢ koniugatoéw CdTe-tymina. Analiza elementarna
I FTIR potwierdzity kowalencyjne przylagczenie kwasu tioglikolowego do QDs, a takze
efektywne przytaczenie tyminy do powierzchni QDs. Analiza przeprowadzona technikg XPS
dostarczyta informacji o sktadzie chemicznym QDs i koniugatu QDs-tymina. Potwierdzono
stabilizacje CdTe QDs kwasem tioglikolowym, ktory zawiera tlen, siark¢ i wegiel, a takze
zaobserwowano, iz w przypadku koniugatu CdTe-tymina pojawia si¢ nowy pik N 1s
z maksimum przy energii wigzania rownej 400 eV. Struktura krystaliczna materiatow zostala
okre$lona technika dyfraktometrii rentgenowskiej. Analiza dyfraktogramoéw materialow
umozliwila przypisanie charakterystycznych ptaszczyzn dyfrakcyjnych (111), (220) i (311)
nalezacych do struktury blendy kubiczno cynkowej. Morfologia otrzymanych materialow
zostata scharakteryzowana technikg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
w normalnym i wysokorozdzielczym trybie (HRTEM), a takze technikag mikroskopii sit
atomowych (AFM). W przypadku obu materiatow uzyskane obiekty charakteryzuja sie
tendencja do agregacji. W przypadku materialu CdTe-tymina zaobserwowano wigksza
tendencje do tworzenia agregatow. Na podstawie zdje¢ HRTEM okreslono $rednie rozmiary
CdTe QDs i koniugatu CdTe-tymina, ktore wynosza odpowiednio 3-4 nm i 5-6 nm,
co koreluje z rozmiarami uzyskanymi technikg AFM (2,5+0,5 nm dla QDs i okoto 3,4+0,6 nm
dla koniugatu). Technikg spektroskopii UV-Vis i spektrofluorymetrii wykazano, iz oba
materialy charakteryzuja si¢ typowym dla tego rodzaju nanoczgstek szerokim pasmem
absorpcyjnym, a takze waskim pasmem emisji z maksimum przy okoto 540 nm. Dodatkowo
analizujgc widma fluorescencyjne koniugatow CdTe-tymina otrzymanych dla réznych
stosunkéw molowych CdTe:tymina stwierdzono, iz intensywno$¢ fluorescencji wzrasta wraz
ze  wzrostem  stezenia  tyminy, jednakze nie @ w  sposOb  monotoniczny.
Dzi¢ki przeprowadzonym analizom zaproponowano mechanizm oddziatywan kropka
kwantowa -zasada azotowa — tymina. W kolejnym etapie badan wykazano, ze fluorescencja
otrzymanego koniugatu ulega znacznemu wzmocnieniu w obecnosci komplementarnej zasady
azotowej — adeniny jak rowniez nukleozydu - adenozyny zawierajacego jednostke
komplementarng w stosunku do tyminy. Efekt wzmocnienia fluorescencji QDs-tymina

wzrasta wraz ze wzrostem stezania zasady azotowej 1 nukleozydu. W obecnosci
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niekomplementarnych zasad azotowych lub nukleozydow nastgpuje wygaszenie fluorescencji
koniugatu CdTe-tymina lub jego intensywno$¢ nie ulega zmianie. Wykazano réwniez,
ze koniugat ten posiada zdolno$¢ do selektywnej detekcji zmodyfikowanych zwigzkow
adenozyny czyli zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze adening - 2’-deoksyadenozyny
(2’-dA) 1 5’-deoksy-5’-(metylotio)adenozyny (MTA). Zwiazki te sa szczegolnie istotne
Z punktu widzenia potencjalnych zastosowan biomedycznych otrzymanych materiatow.
Saone biomarkerami wielu groznych choréb, w tym nowotworéow (wystepuja
w zwigkszonym stezeniu w moczu pacjentdow onkologicznych), choroby Alzheimera,
niedoboru deaminazy adenozynowej (ang. ADA) oraz alkoholowego zespotu ptodowego
(ang. FASD). Eksperymenty przeprowadzone w sztucznym moczu wykazaty, ze takze
i wtym ztozonym uktadzie, otrzymane materialy rowniez wykazuja selektywnos¢ wzgledem
komplementarnej zasady azotowej jak 1 nukleozydu zawierajagcego komplementarng
jednostke.

Dodatkowo, wykazano iz koniugat QDs-guanina w sposob selektywny pozwala
na detekcje zarowno komplementarnej zasady azotowej — cytozyny, jak i nukleozydu —
cytydyny. Prowadzone pomiary fluorescencji pozwolity stwierdzi¢, iz intensywno$¢
fluorescencji koniugatu CdTe—guanina wzrasta wraz ze stezeniem komplementarnej zasady
azotowej jak i nukleozydu. Co wigcej, wykazano ze koniugat ten posiada zdolno$é¢
do selektywnej detekcji komplementarnych nukleozasad/nukleozydow w  warunkach
sztucznego moczu.

W drugiej czgsci niniejszej rozprawy zaprezentowano badania majace na celu
otrzymanie oraz okreslenie wilasciwosci fizykochemicznych i luminescencyjnych nowych
fluorescencyjnych uktadow sensorowych opartych na sfunkcjonalizowanych zasadami
azotowymi kropkach kwantowych (QDs) oraz funkcjonalizowanych komplementarng zasada
nanoczastkach ztota (AuNPs) wykorzystujacych zjawisko rezonansowego przeniesienia
energii wzbudzenia fluorescencji (FRET, ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer).
Badania wykonane technikami analizy elementarnej i FTIR potwierdzity efektywne
utworzenie koniugatoéw CdTe-guanina i AuNPs-cytozyna. Opracowano efektywne procedury
otrzymywania obu koniugatow. Analiza skladu chemicznego powierzchni badanych
materialow wykonana technikg XPS potwierdzita stabilizacje QDs kwasem tioglikolowymi
oraz stabilizacj¢ AUNPs przy uzyciu 3-merkapto-1-propanosulfonianu sodu, a takze
efektywne przytaczenie odpowiednich zasad azotowych do obu typéw nanoczastek. Analizy
zarowno mikrofotografii wykonanych technikami transmisyjnej mikroskopii elektronowej

(TEM i HRTEM) jak i obrazéw uzyskanych przy uzyciu mikroskopii sit atomowych (AFM)
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dostarczyty informacji o zmianach wielkoséci nanoczastek (QDs i AuNPs) wynikajacych z ich
koniugacji bioczasteczkami. Rozmiary AuNPs wynosza 3,0+0,3 nm, koniugatu AuNPs-
cytozyna okoto 3,8+0,3 nm, CdTe QDs 3,0+0,2 nm i koniugatu QDs-guanina okoto
3,6+£0,4 nm. Analiza wlasciwosci spektroskopowych koniugatow QDs-guanina i AuNP-
cytozyna sugeruje, iz mogg one petni¢ role odpowiednio rolg donora i akceptora energii
(widmo fluorescencji dla koniugatu QDs-guanina wykazuje maksimum przy 540 nm, ktora
jest zblizona do maksimum absorpcji dla AuNP-cytozyna). Obrazy AFM uzyskane dla uktadu
QDs-guanina-AuNP-cytozyna wskazuja, ze odleglos¢ pomigdzy donorem a akceptorem,
jest optymalna dla wystapienia efektywnego przeniesienia energii wg. mechanizmu FRET.
Zasadnicza cze$cig tego etapu pracy byly badania prowadzone nad nowym uktadem
sensorycznym wykorzystujacym rezonansowe przeniesienia energii wzbudzenia fluorescencji
(FRET) w uktadzie donor-akceptor (QDs-guanina — AuNPs-cytozyna). Zaobserwowano iz,
w uktadzie QDs-guaning i AuNPs-cytozyna, fluorescencja QDs jest gwaltownie wygaszana
przez AuNPs na skutek przeniesienie energii wzbudzenia. Prowadzone pomiary fluorescenciji
w uktadzie: QDs-guanina i AuNPs-cytozyna, w obecno$ci zmiennych stezen analitu -
wolnych czasteczek guaniny wykazaly, iz guanina oddziatuje z koniugatem AuNPs-cytozyna
i tworzy kompleksy AuNPs-cytozyna-guanina (powstawanie tego uktadu potwierdzono
technikg analizy elementarnej), co prowadzi do ograniczenia interakcji pomigdzy QDs-
guanina i akceptorem energii AuNPs-cytozyna i w rezultacie skutkuje wzrostem
intensywnosci fluorescencji. Uzyskany materiat sensorowy zostat rowniez poddany badaniom
pozwalajacym na oceng jego selektywnosci. Sledzenie oddziatywan z komplementarna zasada
azotowg — guaning i modelowa niekomplementarng zasada azotowa — tyming w warunkach
symulowanego sztucznego moczu potwierdzity, iz otrzymany biosensor reaguje na zmiany
jedynie w przypadku zmian stezenia guaniny, komplementarnej w stosunku do cytozyny
zasady azotowej.

W wyniku realizacji badan zaplanowanych w ramach pracy doktorskiej zostaty
otrzymane i scharakteryzowane nowe koniugaty typu kropki kwantowe - zasady
purynowe/pirymidynowe umozliwiajagce selektywng detekcje komplementarnych zasad
azotowych/nukleozydow. Przeprowadzone badania fizykochemiczne pozwolity okresli¢
wplyw réznych czynnikoéw na wiasciwosci luminescencyjne uktadéw QDs-biomolekuta.
Mozliwo$¢ praktycznego wykorzystania otrzymanych materialdéw do konstrukcji biosensorow
zostala zweryfikowana przy uzyciu modelowej cieczy fizjologicznej. Przeprowadzone

badania dostarczyly nowej wiedzy dotyczgcej nanostrukturalnych fotoaktywnych materiatow
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hybrydowych bazujacych na QDs 1 zasadach azotowych, potencjalnie przydatnych

do konstrukcji biosensorow.
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and Carbon Materials Polish Academy of Sciences, Zabrze, Polska, 30.06-1.07.2014,
konferencja miedzynarodowa, rodzaj wystgpienia - poster.

Characterization of bioactive hybrid materials based on silica nanoparticles and
biopolymers for bone tissue engineering.
L. Rodzik, J. Lewandowska-Lancucka, S. Fiejdasz, M. Koziet, M. Nowakowska

14. 16th  JCF-Fruhjahrssymposium, Jena, Niemcy, 26-29.03.2014, konferencja
migdzynarodowa, rodzaj wystapienia - poster.
Bioactive scaffolds based on silica nanoparticles and natural polymers for bone tissue
engineering applications.
L. Rodzik, J. Lewandowska-Lancucka, S. Fiejdasz, M. Koziet, M. Nowakowska

15. Workshop on Polymeric Nanostructural Systems Krakéw, Polska, 29.11.2013,
konferencja migdzynarodowa, rodzaj wystapienia - poster.
Preparation of the hybrid materials — silica nanoparticles in biopolymer based
hydrogels as a potential scaffold for tissue repair.
L. Rodzik, J. Lewandowska-Lancucka, S. Fiejdasz, M. Koziet, M. Nowakowska

16. IV Ogolnopolska Studencka Konferencja Nowoczesne Metody Doswiadczalne w
fizyce, chemii i inzynierii, Lublin, Polska, 22-24.11.2013, konferencja krajowa, rodzaj
wystapienia - poster.

Uktady hybrydowe — materialty krzemionkowe w hydrozelach kolagenowych i
chitozanowych jako potencjale podtoze do hodowli komoérek kostnych.

L. Rodzik, J. Lewandowska-Lancucka, S. Fiejdasz, M. Koziet, M. Nowakowska

Stypendia naukowe:

Stypendium doktoranckie z dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadan projakosciowych

na Uniwersytecie Jagiellonskim adresowane do 30% najlepszych doktorantéw na danym roku
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studiow doktoranckich Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej UJ — na
kierunku biofizyka, 2017/2018.

Stypendium dla najlepszych doktorantéw adresowane do 10% doktorantéw danego roku
studiow doktoranckich Wydzialu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej UJ — na
kierunku biofizyka, 2017/2018.

Stypendium dla najlepszych doktorantow adresowane do 10% doktorantéw danego roku
studiow doktoranckich Wydzialu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej UJ — na
kierunku biofizyka, 2015/2016.
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