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ANOTACE

Cilem této diplomové prace byla analyza kvantovych tecek pomoci tisténych senzort
s uhlikovou pracovni elektrodou, na které byl vramci této diplomové prace vytvoren
bismutovy nebo antimonovy film. V pocatecnich experimentech jsme se zaméfili na analyzu
ionti kovl, které jsou vyuzivany pii syntéze kvantovych tecek. Ionty byly analyzovany
individudlné 1 ve smésich S pouzitim zminénych elektrod. Po analyzach ionti kovli jsme
pfistoupili k analyze kvantovych tecek, které byly rovnéz analyzovany samostatné
i ve smé¢sich. Vhodné kvantové teCky byly nasledné pouzity jako elektroaktivni znacka
sekundarnich protilatek pro konstrukci imunosenzoru pro detekci AFP. Takto ptipraveny
konjugat byl nasledné pouzit pro oznaceni imunokomplexu primarni protilatka — antigen
a elektrochemickou detekci kovovych iontd uvolnénych z kvantovych te€ek plsobenim
kyseliny byla mozna detekce antigenu ve vzorku. Detekéni metodou zde byla anodicka
rozpoustéci voltametrie. Cilem analyzy iontti kovli, samotnych kvantovych te¢ek a nasledné
sestaveni celého imunosenzoru bylo nalezeni nejvhodnéjsi varianty elektrody pro detekci
findlniho imunosenzoru tvofené¢ho primarnimi anti-AFP protildtkami (IgG) imobilizovanymi
na magnetickych casticich, a-fetoproteinem (AFP) jako cilovym analytem a konjugatem

tvofenym sekundarnimi kvantovymi teCkami zna€enymi anti-AFP protilatkami (IgG).

KLICOVA SLOVA

anodicka rozpoustéci voltametrie, tiSténé uhlikové elektrody, bismutovy film, antimonovy

film, kvantové tecky, a-fetoprotein



TITLE

Simultaneous analysis of quantum dots using screen-printed electrodes modified with bismuth

or antimony film

ANNOTATION

The goal of this thesis was analysis of quantum dots using screen-printed carbon electrodes
modified with bismuth or antimony film. First experiments were targeted on analysis of metal
ions, which are used in a quantum dots synthesis. lons were analyzed individually and
in mixtures with the use of beforementioned electrodes. After analysis of metal ions, we
started an analysis of quantum dots, which were also analyzed individually and in mixtures.
Appropriate quantum dots were afterwards used as an electroactive mark of secondary
antibodies for an immunosensor construction for an AFP detection. This prepared conjugate
was afterwards used for linking an immunocomplex of primary antibody — antigen and by
the electrochemical detection of metal ions released from dissolved quantum dots by an acid,
the detection of the antigen in a sample was possible. Used detection method was an anodic
stripping voltammetry. The goal of the metal ions and quantum dots analysis, and afterwards
creating a whole immunosensor, was to find the most suitable type of an electrode for
the detection of the final immunosensor consisting of primary anti-AFP antibodies (1gG),
which are immobilized on magnetic particles, o-fetoprotein (AFP) as target analyt, and

conjugate consisting of secondary anti-AFP antibodies (1gG) linked by quantum dots.

KEYWORDS

anodic stripping voltammetry, screen-printed carbon electrodes, bismuth film, antimony film,

quantum dots, a-fetoprotein
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0 UVOD

Elektroanalytické metody zastavaji v analytické chemii vyznamnou funkci. Pomoci téchto
metod je mozné analyzovat Siroké spektrum rtznych latek. Elektrochemické metody jsou
V dnesSni dobé¢ Casto vyuzivany v oblasti monitorovani Zivotniho prostfedi, sledovani kvality
potravin, 1é¢iv a v neposledni fadé také v biomedicinskych analyzach. Vyhodou téchto metod

je vysoka citlivost a selektivita pro latky nesouci naboj.

Jako elektrody jsou stale ¢astéji vyuzivany miniaturizované tisténé senzory, které obsahuji
pracovni, referentni i pomocnou elektrodu v ramci jednoho kompletniho senzoru. Tisténé
elektrody, nejen na bazi uhliku, jsou dnes komer¢né dostupné v celé fadé modifikaci, které je
ptedurcuji pro konkrétni aplikace. Pro zlepSeni elektrochemickych vlastnosti, nejen tisténych
uhlikovych elektrod, je dlouhou dobu vyuzivana rtut’ v podobé tenkého filmu na povrchu
pracovni elektrody. Z divodu vysoké toxicity rtuti je v posledni dobé vSeobecnym zajmem
omezeni jejiho pouzivani nejen v elektroanalytické chemii. Na zakladé této skuteCnosti se
vyzkum v poslednich letech zaméfil na hledani jiné, méné toxické alternativy ke rtuti. V této
souvislosti byly velmi dobré elektrochemické vlastnosti objeveny u bismutu a pozdé&ji
antimonu. Pravé bismut a antimon byly pouzity jako modifikatory pracovni uhlikové
elektrody tisténych senzort testovanych v ramci této diplomové prace. Takto modifikované
senzory byly aplikovany pfi analyze kvantovych tecek, které byly pouzity jako elektroaktivni
znacky sekundarnich protilatek pfi sestaveni imunosenzoru pro detekci a-fetoproteinu (AFP).
Celd metoda byla vtomto piipadé zalozena na izolaci antigenu ze vzorku pomoci
magnetickych c¢astic s primarnimi protilatkami a nésledném oznaceni imunokomplexu

sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s kvantovymi te¢kami (konjugatem).

V soucasné dob¢ puisobi na trhu mnoho vyrobcei, ktefi se zamétuji na vyvoj kvantovych
teCek pro Siroké spektrum aplikaci. Pestrost aplikaci kvantovych tecek je umoznéna zejména
diky modifikacim jejich obalu zandSenim funkénich skupin, které nasledné reaguji
s funkénimi skupinami daného analytu. Timto zplisobem je pak mozné kvantovymi teckami
specificky oznacit rtizné latky biologického ptivodu, kterymi mohou byt antigenni struktury,
enzymy, nukleové kyseliny ¢i prave protilatky. Stanoveni zminénych latek je pak
zprostiedkovano detekci kvantovych tecek. Jednou z moznosti detekce kvantovych tecek,
ktera se nabizi je pouziti elektrochemickych metod. Toto je dano chemickou strukturou

kvantovych tecek, kdy je jejich jadro tvofeno atomy riiznych kov.
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Hlavni naplni této diplomové prace byla analyza nékolika druht kvantovych tecek
na komerén¢ dodévanych tisténych senzorech s uhlikovou pracovni elektrodou, jejiz povrch
byl modifikovan bismutovym nebo antimonovym filmem. Kvantové tecky byly nésledné
pouzity pro oznaceni sekundarnich protilatek anti-AFP, které slouZily pro oznaceni
imunokomplexu  primarni protilatka anti-AFP  imobilizovandA na  magnetickych

Casticich — antigen AFP (a-fetoprotein) vychytany ze vzorku.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Elektrochemie

Elektroanalytické techniky hraji v moderni analytické chemii vyznamnou roli. Podstatou
téchto technik je méteni elektrickych veli¢in, tedy proudu, potencidlu a naboje a sledovani
jejich zmén ve vztahu K analyzované latce z chemického hlediska. Elektrochemie je
Vv souCasné dobé vyuzivana v fadé¢ odvétvi, pocinaje monitorovanim latek v zivotnim
prostiedi, pramyslovou kontrolou kvality produktd, kvalitou potravin a také

v biomedicinskych analyzach [1, 2].

Zakladem elektroanalytickych metod je elektrochemicky c¢lanek, ktery se sklada alesponl
ze dvou elektrod (vodi¢i) a kontaktniho roztoku — analyzovaného vzorku (elektrolytu),
kterym prochazi proud. Jedna ze dvou elektrod reaguje na cilovy analyt a tuto elektrodu
oznacujeme jako pracovni. Druhd elektroda je definovéana jako referentni neboli srovnavaci,
jejiz potencidl se neméni v zavislosti na pfitomnosti a chemické povaze analyzované latky.
V soucasnosti je prakticky ve vSech elektroanalytickych systémech pfitomna i tteti elektroda,
ktera se oznacuje jako pomocna (podpurnd). Samotny elektrochemicky d¢j probihd tedy
na rozhrani elektroda — elektrolyt a sleduji se dané parametry. V elektroanalytické chemii se

setkavame se dvéma druhy méfeni: potenciometrickym a potenciostatickym [3, 4].

Velkou vyhodou elektroanalytickych metod je jejich vysoka citlivost, selektivita pro latky

nesouci naboj a pomérné nizké naklady na analyzu [1, 3].

1.2 Rozpoustéci voltametrie

Rozpoustéci voltametrie (SV, stripping voltammetry) je jedna z ¢asto pouzivanych technik
Vv elektrochemickych analyzach. Podstatou této metody je stanoveni analytu nesouciho naboj,
ktery je elektrochemicky uvolnén z povrchu pracovni elektrody. Samotné analyza pomoci SV
zahrnuje dva kroky: v prvnim kroku dochazi k nahromadéni analyzované latky na povrchu
pracovni elektrody (tzv. elektrodepozice). V dalSim kroku dochazi k elektrochemickému
rozpousténi latky (reoxidaci) zpovrchu pracovni elektrody azaznamenava se zména

prochazejiciho proudu pii tomto déji. Citlivost této techniky je az 107° M [5, 6].

V praxi existuji dva druhy rozpoustéci voltametrie — anodicka a katodicka. Predmétem této
prace je vyuziti zejména anodické rozpousStéci voltametrie (ASV, anodic stripping

voltammetry) v elektroanalyze. Podstatou této metody je redukce kovovych kationti, které se
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vylou¢i na povrchu pracovni elektrody v podobé tenkého kovového filmu. Nasledné je tento

film z povrchu elektrody anodicky rozpoustén a prechazi do roztoku v iontové podobé [6, 7].

1.3 Pastové uhlikové elektrody

Prvni pouziti uhliku v elektroanalytické chemii se datuje do poloviny minulého stoleti, kdy
Ralph N. Adams v roce 1958 sestrojil jakysi analog Heyrovského polarografie vyuzivajici
visici rtutovou kapku, s tim rozdilem, ze Adams chtél nahradit rtut’ uhlikem [8]. Vyroba
uhlikovych pastovych elektrod je zalozena na piipravé dvousloZzkové smési tvorené
uhlikovym praskem (spektroskopicky grafit) a pojivem (naptiklad parafinovy olej). Takto
vytvofena pasta je homogenizovana a tvori zaklad takzvan€ nemodifikované uhlikové pastové
elektrody. Pastu je mozné rovnéz modifikovat dalSimi slozkami (napiiklad bismut, antimon
apod.) za ucelem zlepSeni elektrochemickych vlastnosti elektrody nebo pro lepsi rozliSovaci
schopnost pro analyzovany vzorek [9, 10]. Vytvofenou pastou je nasledné plnéna zpravidla
teflonova nebo sklenéna trubice (Obr. 1), kterd zajistuje konstantni reakéni povrch
definovany vnitinim primérem trubice vyplnéné pastou. Kvalitu pfipravené pastové uhlikové
elektrody ovliviuje, jak vybér slozek pasty a pojiv, jejich homogenizace, tak i plnéni trubice.
Pfi samotné analyze je pak zésadni ,otfeni — tedy obnova povrchu pracovni elektrody
pred dalsim méfenim. Obnova reakéniho povrchu spociva ve vytlaceni pasty z téla elektrody
pistem a nasledném otfeni a vyhlazeni [11 — 14].

Uhlikova pasta Uhlazeny povrch

%A A

Teflonova
trubicka
Elektroda pripravena

k poufZiti

—
(e T U -

5 |« Vodit

b) I c)
Obr. 1: Schéma ptipravy uhlikové pastové elektrody. (pifevzato a upraveno z: [15])

1.3.1 Elektrody ze skelného uhliku

Zvlastnim druhem materidlu pouzitym pfi konstrukci uhlikovych elektrod je skelny uhlik.
Jednd se o asymetrické Castice monolitického negrafitujiciho uhliku o velikosti nékolika
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mikrometrd, které jsou smiseny s plastifikatorem (parafinovy olej, silikonovy olej). Podstatou
vyroby skelného uhliku je pyrolyza termosetovych polymert, které maji vytvofenou
trojrozmérnou strukturni sit’. Nasledna karbonizace probihd bézné pti 800 °C az 1200 °C
(vyjimeéné, v zavislosti na budouci aplikaci, az 3000 °C). Skelny uhlik vykazuje vyssi
elektrochemickou reaktivitu, $irsi potencialové okno (zejména pak v anodické oblasti) a nizky
zbytkovy proud. K dal§im vyhodam, podobné jako u klasickych uhlikovych pastovych
elektrod, patfi nizké financni ndklady na vyrobu, snadna pfiprava a pouziti, moZnosti
modifikace a snadno obnovitelny reakcéni povrch. Skelny uhlik je prakticky nepropustny
pro plyny a kapaliny a vyznacuje se vysokou tvrdosti. Diky své struktufe je mozné jej vylestit
témeét do zrcadlového lesku a zajistit tak minimalni nerovnosti reakéniho povrchu, s ¢imz

piimo souvisi kvalita vystupniho signalu [13, 16, 17].

1.3.2 Modifikace pastovych uhlikovych elektrod a elektrod ze skelného uhliku

kovovym filmem

Modifikace uhlikovych pastovych elektrod a elektrod ze skelného uhliku umoZiuje
kvalitn€jsi a pfesné€jsi analyzu. Uhlikové pasty a elektrody ze skelného uhliku predstavuji
jeden z nejvhodnéjsich materiald pro pfipravu modifikovanych elektrod. Pfi modifikaci se
uplatiuji nejcastéji dva hlavni postupy. Prvni spoc¢iva v ptfidani modifikatoru piimo do pasty
pti jeji vyrobé a jeji homogenizaci. V ptipadé druhého postupu dochazi k vytvoteni filmu
na povrchu pracovni elektrody elektrodepozici z roztoku obsahujiciho modifikator v iontové
podobé. Pii modifikaci pracovni elektrody byvala prvni volbou rtut’. Rtut’ je vyhodna pro své
elektrochemické vlastnosti, zejména Siroké potencidlové okno. Hlavni vyuziti elektrod
obsahujicich rtut zahrnuje oblast analyzy Zzivotniho prostfedi, zejména pii stanovovani
tézkych kovl v odpadnich i pfirodnich vodach. Nevyhodou, kterd brani Sirokému pouzivani
rtuti, navzdory jejim vyhodam, je jeji toxicita. Proto jsou hledany nové, ekologicky
a zdravotné Setrné&jsi materidly, které budou mit podobné vlastnosti, budou souc¢asné spliovat
pozadavky na kvalitni a pfesnou analyzu a stanou se tak nastupci elektrod obsahujicich rtut’.

Velky potencial v tomto sméru maji bismut a antimon [14, 18 — 20].

Modifikace pastovych uhlikovych elektrod a elektrod ze skelné¢ho uhliku

bismutem

Bismut se ukazal jako vhodna alternativa k doposud pouzivané rtuti. Je ekologicky

NS4

rtut’. Historie pouziti bismutu v analytické chemii sahd do poloviny minulého stoleti, kdy
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némecky chemik Schwabe a kol. (1948) sestavili prvni bismutem modifikovanou elektrodu
ur¢enou pro méfeni pH. V roce 2000 Wang a kol. publikovali praci, ve které se zabyvali
bismutovou modifikaci elektrody z uhlikovych vldken a elektrody ze skelného uhliku. Tato
elektroda byla nasledné pouzita pro stanoveni olova, zinku a kadmia metodou rozpoustéci
voltametrie. Samotna modifikace spocivala v in situ depozici bismutu a cilovych kovt (Pb,
Cd, Zn) na povrch pracovni elektrody. Pfed samotnou analyzou byl povrch pracovni elektrody
vylestén hlinikovou folii. Elektroda byla ponofena do roztoku 0,1 M acetatového pufru
(pH 4,5) obsahujiciho ionty kovi Cd(II) a Pb(IT) o koncentraci 50 pg/l a Bi(lll) o koncentraci
400 pg/l. Po vlozeni zaporného napéti -1,4 V na pracovni elektrodu doslo k depozici kova
na povrch pracovni elektrody a vytvofeni smésného kovového filmu. Depozice trvala
120 sekund. Néasledné bylo na elektrodu vlozeno kladné napéti. Frekvence 20 Hz, amplituda
25 mV a potencidlovy skok 5 mV. Skenovani bylo ukonceno na 0,0 V a cely pribéh byl
zaznamenan (viz. Obr. 2). Ze zaznamu je patrné, ze v piipad¢ pouziti elektrody ze skelného
uhliku (A) byly odezvy pro Cd(Il) a Pb(I1) v porovnani bismutového (a) a rtutového filmu (b)
podobné, v ptipadé¢ Zn(Il) poskytovala elektroda se rtutovym filmem (b) mirné vyssi
proudové odezvy. Pii porovnani vlivu filml na vystupni signal na elektrod¢ z uhlikového
vlakna (B) je patrné, ze pouziti bismutového filmu (a) poskytlo ostiejsi piky a vyssi proudové
odezvy pro Cd(II) a Pb(Il), naopak Zn(II) podobn¢ jako na elektrod€ ze skelné¢ho uhliku (A)
poskytl nizsi signal. Za stdlého michani bylo na elektrodu vlozeno napéti (+0,3 V) po dobu
30 sekund, ¢imz byla odstranéna zbytkova mnozstvi kovl z povrchu pracovni elektrody

a elektroda byla tak piipravena pro dalsi méfeni [20].

16



Proud

UL,
\"'/ '\J L]\_ a

1.5 1.0 0.5
Potencial (V)

Proud

T A Bi
[ 40pA r
\J/ UL/};\&_ \\ c
N~ b
— - a

| AL R R B B B N B R LA B

1.5 1.0 0.5 0.0
Potencial (V)

Zn
B

|

:|:2|.|A
=

3 [l G

| = |

-
-1.5 -1.0 -0.5

Potencial (V)

T

Obr. 2: Voltamogramy Pb(1l), Cd(ll) a Zn(ll) mé&fené na elektrodé ze skelného uhliku (A) a uhlikovém
vlakné (B) modifikovanych bismutovym (a) a rtutovym filmem (b). Reakéni prostfedi: 0,1 M acetatovy pufr
(pH 4,5), analyzované koncentrace: 50 pg/l (Pb(IT), Cd(IT), Zn(I1)), Bi(IIT) 400 ug/1 (a), Hg(Il) 10 mg/l (b).
(pfevzato a upraveno z: [20])

Me¢éteni bez modifikace elektrod neposkytovalo zadny signadl pifi analyze stejnych

koncentraci Cd(II) a Pb(II) (Obr. 3) [20].
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Obr. 3: Voltamogramy analyzy smési iontl kovi na elektrodé ze skelného uhliku (A) a uhlikového vladkna
(B). (a) 0,1 M acetatovy pufr (pH 4,5), (b) 50 ug/l Cd(I1), Pb(ll) a Zn(1l) na nemodifikovanych elektrodach,
(c) 50 pg/l Cd(I), Pb(Il) a Zn(IT) na modifikovanych elektrodach (400 pg/l Bi(Ill)). (pfevzato a upraveno



Wang timto odstartoval novy smér, kterym se zacala ubirat elektroanalyticka chemie.
Vyzkumné skupiny po celém svété se inspirovaly jeho praci a zacaly se intenzivné vénovat
uhlikovym elektroddm modifikovanych bismutem, jejich vyvojem, zdokonalovanim
a aplikacemi v elektroanalytické chemii. HoGevar a Svancara a kol. (2005) modifikovali
uhlikové pastové elektrody pfidavkem bismutového prasku k suspenzi grafitu a silikonového
oleje. Aplikace takto pfipravené elektrody byla cilena na stanoveni olova a kadmia
v modelovych 1 realnych vzorcich pitné vody metodou anodické rozpoustéci voltametrie.
S takto modifikovanou elektrodou bylo dosazeno detek¢éniho limitu (1,2 ug/l Cd(I1); 0,9 ug/l
Pb(Il)) s dobrou rozlisovaci schopnosti pro oba kovy. Zajimavym faktem je také to, Ze s touto
elektrodou bylo dosazeno lepsich vysledki nez pii pouziti uhlikové pastové elektrody s in situ
vytvofenym bismutovym filmem [9]. Na podobném principu byl zaloZzen vyzkum Metelky
akol. (2010), kteti pouzili uhlikovou pastovou elektrodu modifikovanou bismutovym
praskem (17 % w/w) pro méfeni pH [10]. Uhlikova pastova elektroda a elektroda ze skelného
uhliku modifikované in situ vytvofenym bismutovym filmem byly pouzity pii analyze

piitomnosti tézkych kovi v modelovych vzorcich [21 — 23].

Bismutem modifikované uhlikové nanotrubice, které tvofily zdklad uhlikové pastové
pracovni elektrody, byly pouzity pro stanoveni kadmia v modelovych vzorcich metodou
anodické rozpoustéci voltametrie s detekénim limitem 0,3 ug/l Cd(Il) [24]. Bismutem
modifikované nanotrubice byly pouzity také v praci Hwanga a jeho kolegi (2008)
pro stanoveni tézkych kovi (Cd, Pb). Bylo dosazeno detek¢nich limita (1,3 pg/l pro Pb(ll)
a 0,7 ug/l pro Cd(Il)) [25]. Také bismutovy film vytvofeny ex Situ elektrodepozici piinesl
dobré vysledky pii stanoveni niklu a kobaltu ve vzorcich odpadnich vod, kdy doséhli
detekénich limitt 69 ng/l pro Co(II) a 56 ng/l pro Ni(ll) [26].

Modifikace pastovych uhlikovych elektrod a elektrod ze skelného uhliku

antimonem

Antimon nabizi podobné jako vySe popisovany bismut velky potencial pro konstrukci
elektrod v elektroanalytické chemii. Pouziti antimonu v elektroanalytické chemii také neni
uplnou novinkou. Jiz na pocatku 30. let minulého stoleti byly navrzeny elektrody obsahujici
antimon/oxid antimonity pro potenciometricka méfeni pH [27]. Nicméné antimon jako
material pro konstrukci elektrod v rozpoustécich analyzach byl popsan az vroce 2007.
V tomto roce byl publikovan ¢lanek Svancary a kol., ktefi pouzili antimonem modifikovanou

elektrodu ze skelného uhliku pro stanoveni olova a kadmia v kyselém prostiedi (pH 2)
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metodou anodické rozpoustéci voltametrie a cyklické voltametrie. Pravé antimon vykazuje
dobré elektrochemické vlastnosti pii méefeni v kyselém pH. Pied pouzitim byla elektroda
ze skelného uhliku vylesténa hlinikovou folii, samotna piiprava filmu in situ pak byla
provedena elektrodepozici antimonu na povrch elektrody z roztoku 0,01 M HCI obsahujiciho
Sb(III), Cd(II), Pb(Il). Stejnym zplsobem byly vytvofeny také rtutovy a bismutovy film
pro porovnani ucinnosti. Depozice probéhla pii -1,2 V po dobu 120 sekund. Po analyze bylo
provedeno ,,¢isténi* povrchu elektrody vlozenim napéti +0,1 V po dobu 30 sekund. Bylo
zjisténo, ze noveé pouzity antimonovy film (tu¢na cara) poskytuje podobné vysledky
pii analyze tézkych kovii ve vzorku stejné jako elektroda modifikovand bismutem (tenké ¢ara)
(Obr. 4). Proudové odezvy pro Cd(II) i Pb(I) byly srovnatelné. V piipadé porovnani
se rtutovym filmem (pferuSovana c¢ara) je evidentni, Ze jak bismutovy, tak antimonovy film
jsou vhodné;jsi pro detekci Cd(ll). V pripadé detekce Pb(I) je nepatrné lepsi rtut'ovy film nez
bismutovy nebo antimonovy [28].
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Obr. 4: Voltamogramy Pb(Il) a Cd(II) na skelném uhliku s in situ antimonovym filmem (tuéna cara),
rtutovym filmem (pferuSovana ¢ara) a bismutovym filmem (tenkd Gara). Reaké¢ni prostiedi: 0,01 M HCI
(pH 2), koncentrace: 50 pg/l Cd(11) a Pb(I1), 1 mg/l Sb(ll1), Bi(I1l) nebo Hg(ll). (pievzato a upraveno z: [28])

Elektroda vykazovala linearitu v rozmezi koncentraci 20 — 140 ug/l s detek¢nimi limity
0,7 ug/l pro Cd(ll) a 0,9 pg/l pro Pb(Il). Pii pouziti antimonu jako modifikatoru bylo
dosazeno niz§iho detekéniho limitu pro Cd(I) nez pfi pouZiti bismutem modifikované
elektrody, kdy bylo dosazeno detek¢éniho limitu 1,2 pg/l pro Cd(Il) [9]. Pro Pb(ll) bylo

dosazeno stejnych detekénich limitt [28].

Od prvniho pouziti antimonu v elektroanalytické chemii jako ndhrady za toxickou rtut’,
byla publikovana tfada praci vyuZzivajicich antimon jako modifikator pracovni elektrody.

Naptiklad Svobodova-Tesatova a kol. (2011) analyzovali modelové vzorky obsahujici
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kadmium a olovo metodou anodické rozpoustéci voltametrie na antimonem modifikované
uhlikové pastové elektrodé. Uhlikova pasta byla modifikovdna ptfidavkem antimonového
prasku (17 % w/w). S takto ptipravenou elektrodou bylo dosazeno limit detekce 0,9 pg/l pro
(Pb(Il) a 1,4 pg/l pro Cd(Il). Ve srovnani s bismutem modifikovanou elektrodou vyrobenou
stejnym zptsobem (17 % w/w bismutového prasku) byl pozorovan o néco vyssi signal (pro
oba kovy) a zaroven v porovnani s elektrodou s in situ vytvofenym antimonovym filmem
poskytla elektroda nizsi signal pro kadmium [29]. Analyze tézkych kovi (kadmia a olova)
metodou anodické rozpoustéci voltametrie se vénoval také Jovanovski a kol. (2009), kteti
pouzili elektrodu ze skelné¢ho uhliku, na které byl vytvoren antimonovy film ex situ. Dosahli
nizSich limitd detekce nez Svobodova-Tesafova a kol., konkrétné 1,1 ug/l pro Cd(ll)
a 0,3 ug/l pro Pb(Il) [30]. Gajdar a kol. (2016) se zabyvali stanovenim pesticidu Trifluralinu
ve vzorcich pfirodnich vod. Pfi analyze pouzili antimonem modifikovanou elektrodu
ze skelného uhliku (in situ). Na této elektrodé bylo dosazeno detekéniho limitu 1,2 uM [31].
Stanoveni toXické rtuti se vénoval Vytfas a kol. (2011), ktefi pouzili uhlikovou pastovou
elektrodu modifikovanou in situ vytvofenym antimonovym filmem metodou anodické
rozpoustéci voltametrie. Tato metoda byla uspésné aplikovana na redlné vzorky ptirodnich
vod a bylo dosazeno detek¢niho limitu 1,3 pg/l [32]. Stejny tym pracoval také na stanoveni

médi v realnych vzorcich piirodnich vod a bylo dosazeno detekéniho limitu 1,1 pg/l [33].

Také uhlikova pastova pracovni elektroda modifikovana uhlikovymi nanotrubicemi
vV kombinaci s antimonem se ukazala jako efektivni pfi stanoveni tézkych kovi olova
a kadmia v pseni¢né mouce. Nanotrubice byly adsorbovany na pracovni elektrodu ex situ
a nasledné na nich byl vytvofen antimonovy film in situ. Anodickou rozpoustéci voltametrii
byl stanoven obsah tézkych kovi v realnych vzorcich mouky. Detekéni limity dosazené
pii této metodé byly: 0,77 ug/l pro Cd(ll) a 0,65 ug/l pro Pb(Il) [34]. Cesarino a kol. (2013)
se zabyvali analyzou 1é¢iv Trimethoprimu a Sulfamethoxazolu ve vzorcich piirodnich vod.
Pti préci pouzili antimonem modifikované uhlikové nanotrubice. Pouzitim této techniky bylo

dosazeno detek¢nich limit 6,1 pg/l pro Sulfamethoxazol a 9,0 ug/l pro Trimethoprim [35].

1.4 Tisténé elektrody v elektroanalytické chemii

V poslednich letech jsou stale castéji vyuzivany tisténé elektrody (SPE, zangl.
screen-printed electrodes). Jednim z divodu je soucasny trend miniaturizace, pozadavky na

rychlou a pfesnou analyzu, a to vSe pfi minimalnich finan¢nich nakladech. Tuto moznost
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nabizi pravé tisténé elektrody s riznymi modifikacemi jako alternativa k tradi¢né pouzivanym

elektrodam [36].

1.4.1 Soucasné vyuziti tiSténych elektrod

Vyhodami tisténych elektrod jsou: snadné pouziti, mala spotieba vzorku a reagencii a jak
bylo zminéno vysSe rychld a pfesnd analyza pti relativné nizkych finan¢nich narocich
na analyzu. Tisténé senzory nachézi uplatnéni napiiklad v analyzach odpadnich a pfirodnich
vod pii detekci kovi (olovo, kadmium, méd’, rtut, arsen) a jinych toxickych latek [2, 11, 37],
v oblasti monitorovani zivotniho prostiedi pii detekci pesticidii v pudé, ptirodni vodé nebo
i V potravinach [38]. Tisténé senzory jsou vyuzitelné i pii biomedicinskych analyzach
pii Stanoveni Cistoty 1é¢iv a drog, pii prukazu fady biologicky aktivnich latek v biologickém
materialu a jejich kvantifikaci [36, 39, 40]. Vyhodou tisténych elektrod je mozZnost
modifikace povrchu pracovni elektrody, a tim lze jesté vice rozsifit moznosti jejich aplikace.
Modifikace povrchu pracovni elektrody biologicky aktivnimi latkami (napf. antigeny,
protilatkami, enzymy apod.) umoznuje pifesné stanoveni mnozstvi aktivnich latek
Vv biologickém materialu. Tohoto principu je vyuzivano naptiklad pfi stanoveni nadorovych
markert [41]. Zajimava je také modifikace povrchu pracovni elektrody nukleovymi
kyselinami, diky ¢emuz je mozné detegovat cizorodou DNA ve vzorku. Tohoto Ize vyuZit pfi
detekci nékterych virt ¢i bakterialni DNA [42].

1.4.2 Konstrukcee tiSténych elektrod

Konstrukce tisténych elektrod je zaloZena na nanaseni poZzadovaného materialu nejcastéji
na plastovy, keramicky nebo sklenény povrch (nosi¢). B&zné pouzivanym materidlem
pro konstrukci tisténych elektrod je zlato a rizné modifikace uhliku (pracovni elektroda).
Stiibro ¢i platina pak pro konstrukei referentnich elektrod. Obvyklym zptisobem, jakym jsou
tyto latky na nosi¢ nanaseny, je aplikace ve formé specialni viskozni suspenze — ,,inkoustu*.
,Inkoust* obsahuje dale pojiva (polyvinylchlorid, acetat celuldzy, polyanilin, ftalaty, pojiva
na bazi kifemiku), plastifikdtory a rozpoustédla, ktera zajisti lepSi pfilnavost na nosic
[36, 43 — 45]. Schéma vyroby tisténych elektrod je popsano na Obr. 5. Po naneseni inkoustu
je vrstva upravena na pozadovanou velikost a tvar. Tyto ¢asti, které tvofi vlastni elektrodovy
systém, jsou nasledn¢ fixovany na povrch nosie, zpravidla zahiatim po uréitou dobu. Doba
ateplota fixace se mize mirné liSit v zavislosti na konkrétnim druhu tisténé elektrody,
pouzitych pojivech a rozpoustédlech. Zpravidla je upfednostiiovan keramicky povrch pied

plastovym, protoze pii vytvrzovani muize byt aplikovana vyssi teplota a hotovy
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produkt — senzor — tim ziska lepsi elektrochemické vlastnosti. To se projevi na kvalité
vystupniho signalu, reprodukovatelnosti analyzy a na zivotnosti elektrody, diky které je
mozné provést vice méfeni na jedné elektrodé. Existuji ovSem i dalsi moznosti, jakymi jsou
tisténé elektrody vyrabény, respektive postupy, jakymi jsou jednotlivé casti fixovany
na povrch nosice. Jako dal§i zpisoby muzeme uvést napiiklad naneseni kapky disperze
grafenu na povrch nosiCe. V takovém piipadé je grafen rozptylen v rozpoustédle
(napriklad: voda, ethanol, aceton nebo hexan). Tohoto principu bylo rovnéz vyuzito i pfi
nanaSeni jinych latek (napiiklad oxidi médi apod.) Nasledna fixace nanesené¢ho materialu je
provedena odpafenim rozpoustédla [46 — 48]. Mezi casto aplikované zpisoby naneseni
pozadovaného materialu (grafenu apod.) na povrch nosie patii elektrodepozice. Tato
technika je zalozena na vlozeni napéti na elektrodu, ktera je ponofena v roztoku obsahujiciho
slozky, které maji byt naneseny na jeji povrch. Touto technikou je mozné ptesné kontrolovat
zejména tlouStku vytvofeného povrchu. Na druhou stranu nevyhodou je néakladnost
a naro¢nost této techniky pro produkci elektrod ve vétsim méritku [49 — 52]. Pii konstrukci
tisténych elektrod lze vyuzit i elektrospreje. Tato technika je zalozena na vloZeni vysokého
napéti do prostiedi obsahujiciho disperzi grafenu, v disledku toho dojde k rozptyleni roztoku
na velmi malé kapicky (aerorosol), které jsou nanaseny na povrch pracovni elektrody, ktera je
pfipojena k zemnicimu konektoru. Bylo dokéazano, Ze senzory vyrobené timto zpisobem
vykazuji lepsi elektrochemické vlastnosti v porovnani se senzory vyrobenymi pouhym
nanesenim kapky disperze a odpatrenim rozpoustédla. Divodem je vytvoreni kvalitngjsi (vice

homogenni) vrstvy na povrchu pracovni elektrody prosttednictvim elektrospreje [53, 54].
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Obr. 5: Schéma vyroby tisténych elektrod. (pfevzato a upraveno z: [55])

Takto vytvorené senzory tvori elektrochemicky c¢lanek a provedeni analyzy spociva
Vv ponoteni elektrody do malého objemu vzorku nebo v naneseni kapky vzorku na jeji povrch
[55, 56]. Vyrobou tisténych senzori se zabyva fada firem a v souc¢asné dobé jsou jiz bézné
komercné dostupné. Mezi hlavni vyrobce tisténych elektrod patifi spoleCnost DropSens
(Spanélsko, www.dropsens.com), jejichz produkt je schematicky popsan na Obr. 6. Dale pak
spolenosti Orion High Technologies (Spanélsko, www.orion-hitech.com), ItalSens
(Nizozemi, www.palmsens.com), BVT Technologies (Ceska Republika, www.bvt.cz),
Bio Sensor Technology (Némecko, www.bst-biosensor.de), Kanichi (Velkd Britanie,
www.breathsensing.com), Gwent (Velka Britanie, www.gwent.org) a Zensor (Taiwan,
www.zensor.com.tw) [56]. Priklady tisténych senzorti od riznych vyrobci jsou znazornény
na Obr. 7.
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Obr. 6: Tistény senzor od firmy DropSens — popis jednotlivych ¢asti. (pfevzato a upraveno z: [57])

Obr. 7: Rizné druhy tisténych elektrod.

1.4.3 Modifikace povrchu uhlikové pracovni elektrody

Uhlik je Casto pouzivan pro konstrukci tisténych elektrod z nékolika diavodu. K tém
hlavnim patii: dostacujici elektrickd vodivost, pomérné snadno obnovitelny povrch, Siroké
potencidlové okno a chemicka inertnost. Vyhodou jsou i nizké ndklady na vyrobu. Pro Sirsi
vyuziti tisténych senzorti jsou vyuZzivany modifikace povrchu nemodifikované uhlikové
pracovni elektrody (SPCEs zangl. screen-printed carbon electrodes) riznymi uhlikovymi

materialy. Ktémto modifikacim muizeme zafadit napiiklad grafenové tisténé elektrody
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(grafenové SPEs), grafitové tiSténé elektrody (grafitové SPEs) a tisténé elektrody tvotfené
uhlikovymi nanotrubicemi (CNTSs z angl. carbon nanotubes SPES). Dale jsou tisténé elektrody
modifikovany napiiklad vytvofenim kovového filmu na povrchu pracovni elektrody,
imobilizaci enzymu, nanocastic, protilatek ¢i raznych polymert. Tato uprava je provedena
tak, aby dany senzor cO nejvice spliioval poZadavky pro analyzu konkrétnich analyti.
Moznosti modifikace povrchu pracovni elektrody jsou schematicky znazornény na Obr. 8
[49]. V fad¢ aplikaci jiz tisténé elektrody nahrazuji jejich pfedchtidce — klasické pastové
uhlikové elektrody [36, 54].

Senzory Biosenzory

Nanocastice Enzymy

A‘: Protilatky
lonty N %2

) Nukleové
.+ kyseliny
Polymery

Rizné podoby uhliku ’:ﬁpﬁ'

Obr. 8: Modifikace povrchu pracovni elektrody. (pfevzato a upraveno z: [49])

1.5 Tisténé elektrody s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou

bismutovym filmem

Vedle praci zabyvajicich se modifikaci klasickych elektrod existuji i prace 0 modifikaci
tisténych uhlikovych elektrod bismutovym filmem. Takto modifikované elektrody dosahuji
dobrych vysledkl s nizkymi detekénimi limity pfi analyze 1é¢iv, monitorovani téZkych kovi
a jinych polutantli v zivotnim prostiedi a v neposledni fad¢ nasly tyto elektrody vyuziti také
v biomedicinskych aplikacich. TiSténa elektroda se v tomto ptipadé bézné sklada z uhlikové

pracovni a pomocné elektrody a z Ag/AgCI nebo referentni elektrody [58 — 61].
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1.5.1 Tvorba bismutového filmu na tisténych elektrodach

Samotna modifikace povrchu pracovni uhlikové elektrody je zaloZena na vytvoteni filmu
bud’ in situ nebo ex situ. Bismut mtze byt také obsaZen v nanaSeném tiskovém materialu,
ze kterého je pracovni elektroda zkonstruovana. Vytvofeni filmu na povrchu pracovni
elektrody spociva v ponofeni elektrody do roztoku obsahujiciho Bi(lll) (bézn¢ Bi.O3 nebo
citrat bismutity). VloZzenim vhodného potencidlu na pracovni elektrodu dojde

k elektrochemické redukci a vytvoreni kovového filmu na jejim povrchu (rovnice 1) [36, 59].
Bi,O3(s) + 6 H" + 6 e > 2 Bi(s) + 3 H20 (rovnice 1)

Tvorba in situ filmu

Tvorba filmu in situ je zalozena na elektrodepozici bismutu soucasné s analyzovanymi
latkami v roztoku. Tvorba bismutového filmu a depozice analytii na povrch pracovni uhlikové
elektrody neni tedy odd€lena, ale probihd v jednom kroku z roztoku obsahujiciho analyty
a bismut v iontové podobé¢ [36, 58, 59].

Tvorba ex situ filmu

Na rozdil od vytvoreni filmu in situ tvorba filmu ex situ probiha samostatné — pted vlastni
analyzou vzorku. Nejprve je na elektrodé vytvoren bismutovy film elektrodepozici z roztoku
obsahujiciho Bi(IlI). Poté nasleduje oplachnuti elektrody (zpravidla cistym reakénim
roztokem, ve kterém vzapéti probiha analyza nebo redestilovanou vodou) a poté je elektroda

jiz pripravena pro analyzu [36, 58, 59].
Bismut jako soucast tiskového materialu

Dals$i moznosti, jak probihd modifikace povrchu pracovni uhlikové elektrody tisténych
senzoru je pridani bismutu do tiskového materialu, ze kterého je elektroda tvoiena. Vlozenim
vhodného potencialu na pracovni elektrodu pak dojde k redukci Bi(III) na kovovy bismut.

Tento krok probiha soucasné s elektrodepozici cilovych analyta [59].

1.5.2 Vyuziti tiSténych elektrod modifikovanych bismutem

Jednou z prvnich praci, pii které byly pouzity tisténé elektrody s uhlikovou pracovni
elektrodou modifikovanou bismutovym filmem byl vyzkum Wanga a kol. zroku 2001.
S takto modifikovanou elektrodou stanovovali olovo ve vzorcich pfirodnich vod metodou

anodické rozpousStéci voltametrie. Ziskané vysledky byly porovnadny s méfenimi
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na nemodifikované elektrodé a elektrodé¢ modifikované rtutovym filmem (Obr. 9). Dosdhli
limitu detekce Pb(ll) 0,3 pg/l. Elektroda vykazovala linearitu pfi rostouci koncentraci olova
v modelovém vzorku vrozsahu 10 — 100 upg/l (Obr. 10). Samotna piiprava elektrody
zahrnovala vytvofeni bismutového filmu ex situ. Nemodifikovana elektroda byla ponofena
do 0,1 M acetatového pufru (pH 4,5) obsahujiciho Bi(lll) o koncentraci 100 mgl/l.
Na pracovni elektrodu byl vloZzen potencial -0,8 V po dobu 4 minut, ¢imz doslo
k elektrodepozici bismutu na povrch pracovni elektrody a vytvotfeni filmu. Elektroda byla
poté oplachnuta redestilovanou vodou a pouzita k méfeni vzorku obsahujici Pb(ll)
o0 koncentraci 50 ug/l. Na zaznamu (Obr. 9) je mozné pozorovat markantni rozdil pii pouziti
modifikované a nemodifikované elektrody. Meéfeni s nemodifikovanou elektrodou (a)
poskytlo nehodnotitelny signal, zatimco vytvofeni filmu rtutového (b) a bismutového (c)
poskytlo signaly, ze kterych je mozné kvantifikovat obsah Pb(Il) ve vzorku. V této praci
poskytuje elektroda se rtutovym filmem (b) lep$i proudové odezvy nez elektroda

s bismutovym filmem [58].

QLC

| suA

Proud

43 41 09 07 05 -03 -01
Potencial (V)

Obr. 9: Voltamogramy Pb(II) s pouzitim nemodifikované uhlikové ti§téné elektrody (a), rtutovym filmem
(b) a bismutovym filmem modifikované ti§téné uhlikové elektrody (c). Reakéni prostiedi: 0,01 M acetatovy
pufr (pH 4,5) sobsahem 50 pg/l Pb(Il), depozice 120 sekund pifi -1,2 V, zaznam: frekvence 25 Hz,
potencialovy skok 4 mV, amplituda 25 mV. (ptevzato a upraveno z: [58])
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Obr. 10: Voltamogram Pb(Il) v rozsahu koncentraci 10 — 100 pg/l Pb(ll). Depozice 120 sekund
pti -1,2 V, reakéni prostiedi: 0,01 M acetatovy pufr (pH 4,5), zdznam: frekvence 25 Hz, potencidlovy skok
4 mV, amplituda 25 mV. (pfevzato a upraveno z: [58])

Testovali také vliv depozi¢niho ¢asu na vystupni signal (Obr. 11), kde je patrné,
ze nejvhodnéjsi depozicni ¢as pro naslednou detekci byl za danych podminek 120 sekund

(linearni ¢ast — graf B).
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Obr. 11: Voltamogramy pro koncentraci Pb(IT) 60 ng/l ptiridznych depoziénich ¢asech (A): a) O s,
b) 30s, ¢) 60 s, d) 90 s, €) 120 s, f) 150 s. Zavislost proudové odezvy na depoziénim ¢ase (B). Depozi¢ni
potencial -1,2 V, reakéni prostiedi: 0,01 M acetatovy pufi (pH 4,5), zdznam: frekvence 25 Hz, potencialovy
skok 4 mV, amplituda 25 mV. (ptfevzato a upraveno z: [58])

V dalsich letech se pouzivani tisténych elektrod s uhlikovou pracovni -elektrodou

modifikovanou bismutem zacalo rozSifovat. Uplatnéni naSly tyto elektrody hlavné
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vV monitorovani tézkych kovt v zivotnim prostiedi. Serrano a kol. (2010) analyzovali vzorky
piirodnich povrchovych vod metodou anodické rozpoustéci voltametrie a bylo dosazeno
detekénich limita 3,9 ug/l pro Cd(I1), 0,5 ug/l pro Pb(Il), 3,5 pg/l pro Zn(ll) a linearni odezvy
vrozmezi 5 — 600 pg/l pro Cd(Il), 20 — 50 pg/l pro Pb(ll), 7 — 250 pg/l pro Zn(ll) [60].
Detekci kadmia v povrchovych vodach se zabyval Zaouak a kol. (2009) a dosahli detekéniho
limitu 1,3 ug/l a linearity v rozmezi koncentraci 5,6 — 45 pg/l [61]. Quintana a kol. (2011)
sledoval vliv in/ex situ vytvofeného bismutového filmu na kvalitu a intenzitu signalu
pii detekci olova v pfirodni mineralni vodé. Dosahli detekéniho limitu pro Pb(ll) 1 g/l
(ex situ) a 0,3 pg/l (in situ) [62]. Dobrych vysledku pii detekci olova a kadmia bylo dosazeno
také pii tvorbé filmu modifikaci inkoustu citratem bismutitym (6 % w/w). Prace zahrnovala
porovnani rozdila pfi pouziti riznych sloucenin Bi(Ill) na tvorbu filmu a kvalitu vystupniho
signalu. Byly testovany titanat bismutity, =zirkondt bismutity, hlinitan bismutity,
oxid bismutity a citrat bismutity. Pravé citrat bismutity poskytl nejlepsi vysledky. Detekeni
limity byly 0,9 pg/l pro Pb(ll) a 1,1 ug/l pro Cd(ll) [63]. Také prace Maria-Hormigos a kol.
(2016) se zabyvala pouzitim tisténé uhlikové elektrody modifikované bismutem pro stanoveni
olova a kadmia ve vzorcich pitné vody. Dosahli detekénich limitd 0,27 pg/l pro Pb(ll)
a 0,1 ug/l pro Cd(ll) [64]. Tisténé elektrody s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou
ex situ vytvofenym bismutovym filmem pouzili také Serrano a kol. (2010), ktefi se zabyvali
analyzou roztoku obsahujicich Pb(ll), Cd(Il) a Zn(ll). Dosahli ptesnych vysledku s limity
detekce 0,3 ug/l pro Cd(1l) a Pb(Il) a 0,7 pg/l pro Zn(ll) [65]. Detekci stejnych analyti jako
Serrano se zabyvali Rico a kol. (2009), ktefi pouzili tisténé uhlikové elektrody modifikované
bismutovymi nanocasticemi. Pfiprava bismutovych nanocastic spocivala v piidani 50 mg
bismutu do 30 ml parafinového oleje. Takto pfipravena smés byla za stalého michani
zahfivana pii 230 °C. Doslo k roztaveni bismutu a po nasledném ochlazeni byly ziskany
bismutové cCastice, které byly precistény a vysuSeny. Naslednad modifikace povrchu pracovni
uhlikové elektrody spocivala v naneseni 10 pl dispergovanych bismutovych nanocastic
a odpafeni rozpoustédla. S takto modifikovanou tiSt€nou elektrodou dosahli vynikajicich
vysledku s limity detekce 4,9 ng/ml pro Zn(ll), 1,7 ng/ml pro Cd(Il) a 1,3 ng/ml pro Pb(II)
[66]. Aplikaci tisténych elektrod s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou ex situ
vytvofenym bismutovym filmem se zabyvali také Riman a kol. (2015). Analyzovali odpadni
vody, ve kterych stanovovali Cd(IT) a Pb(II) a dosahli detekénich limita 0,2 pg/l pro oba kovy
[67]. Tisténé elektrody s in situ vytvofenym bismutovym filmem pouzili také Kadara a kol.
(2004), kteti svou praci zaméfili na detekci a kvantifikaci tézkych kovil ve vzorcich puady.

| zde bylo dosazeno piesnych vysledkti s detekénimi limity 10 nM pro Pb(ll) a 8 nM
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pro Cd(Il) [68]. Tisténé elektrody s ex situ vytvofenym bismutovym filmem pouzili také
Rojas-Roma a kol. (2016), kteifi se zabyvali stanovenim antimonu Vv povrchovych vodach.
Dosahli detekéniho limitu 1,2 pg/l [69]. Bismutovym filmem modifikované uhlikové tisténé
elektrody se osvédcCily také pti kvantifikaci kobaltu a niklu v praci Borga a kol. (2015).
Dosahli detekénich limitd 27 ng/l pro Ni(Il) a 94 ng/l pro Co(ll) [70]. Rostouci pouZzivani
atézba platinovych kovii (platina, palladium, rhodium) zejména v jizni Africe vyzaduje
monitorovani téchto kovi v zivotnim prostfedi. Silwano a kol. (2014) k detekci téchto kovu
pouzivali tisténé elektrody s uhlikovou pracovni elektrodou s ex situ vytvorenym bismutovym
filmem a dosahli detekénich limitt 0,008 pg/l pro Pd(II), 0,006 pg/l pro Pt(I) a 0,005 pg/l
pro Rh(Ill) [71]. Mandil a kol. (2012) se zabyvali modifikaci povrchu tisténé elektrody
bismutem modifikovanymi uhlikovymi nanotrubicemi. Tyto nanotrubice se ukazaly jako
vhodné pro modifikaci elektrod pouzitych pii analyze t€zkych kovli v modelovych roztocich,
kde dosahli limita detekce 0,17 pg/l pro Cd(ll), 0,15 pg/l pro Pb(ll) a 0,73 pg/l pro Zn(ll)
[72]. Uhlikové nanotrubice modifikované bismutovym filmem byly pouzity také v publikaci
Hwanga a kol. (2008), ktefi se zabyvali stanovenim olova, kadmia a zinku Vv fi¢nich vodach
pomoci tisténych senzort s detekénimi limity 1,3 pg/l pro Pb(ll), 0,7 pg/l pro Cd(ll), 12 pg/l
pro Zn(I1) [25].

1.6 Tisténé elektrody s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou

antimonovym filmem

Vedle bismutového filmu existuji i prace vyuzivajici pro modifikaci povrchu pracovni
uhlikové elektrody antimonovy film. K vyhodam antimonu patii zejména $iroké potencialové
okno a jiz zminovana aplikovatelnost v kyselém prostfedi, coz je vyhodné pro detekci
a kvantifikaci tézkych kovi. Konstrukce takovych elektrod je v podstaté stejna, jako je tomu
Vv piipadé bismutovym filmem modifikovanych tisténych elektrod. | zde je zakladem uhlikova
pracovni elektroda, ktera je nasledné modifikovana antimonovym filmem, uhlikova nebo

platinova pomocna elektroda a Ag/AgCl referentni elektroda [73].

1.6.1 Tvorba antimonového filmu

Antimonovy film je mozné vytvofit bud’ in situ, ex situ nebo mize byt antimon obsazen jizZ
piimo V tiskovém materialu pii vyrobé¢ tisténé elektrody. Nejcastéji pouzivanou slouceninou
pro vyrobu antimonového filmu je v téchto pfipadech Sb20Os. Vlozenim vhodného potencialu

na pracovni elektrodu dojde k redukci Sb(III) na kovovy antimon [29, 73].
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1.6.2 Vyutziti tisténych elektrod modifikovanych antimonovym filmem

Tisténé elektrody s uhlikovou pracovni elektrodou S in situ vytvofenym antimonovym
pouzili pfi své praci Sosa a kol. (2015). Zaméiili se na simultanni detekci a kvantifikaci
Pb(l1), Cd(Il) a Cu(ll) ve vzorcich certifikované pfirodni vody metodou anodické rozpoustéci
voltametrie a dosahli limitd detekce 5 pg/l pro Pb(ll), 3,4 pg/l pro Cd(ll) a 1,6 pg/l
pro Cu(ll), velké rozliSovaci schopnosti pro vSechny tfi kovy, linearity pii rostouci
koncentraci analyta (11,5 — 72,4 ug/l pro Cd(ll), 16,8 — 62,6 ug/l pro Pb(ll), 5,3 — 99,8 ug/l
pro Cu(Ill)) a vysoké ptesnosti vysledki v porovnani s deklarovanym obsahem kovl
ve vzorku. Antimonovy film byl vytvofen ponofenim elektrody do roztoku 0,01 M
acetatového pufru (pH 4,5) obsahujiciho Sb(III) o koncentraci 0,5 mg/l a vzorek ptirodni
vody. Soucasti pufru byl také KNOs (0,01 M) jako podpurny elektrolyt. Pro tvorbu
optimalniho filmu testovali vliv potencialu na depozici antimonu a analyti z roztoku

(Obr. 12), depozi¢niho ¢asu a pH pii analyze (Obr. 13) [74].

Testované depozicni potencidly byly: -0,5 V (tenkd ¢ara), -0,7 V (preruSovana cara)
a-1,2 V (tu¢na ¢ara). Cas depozice byl 120 sekund [74].

I/ pA

5 —
Cu

TE/V

Obr. 12: Voltamogram — porovnani vlivu riznych depozi¢nich potencialu. (pfevzato z: [74])

Ze zaznamu na Obr. 12 je zfejmé, ze pii depozi¢nim potencialu -0,7 V bylo mozné stanovit
soucasn¢ Pb(Il) a Cu(Il). Piky jsou dobie definovatelné. Nicméné nejlepSiho vysledku dosahli
pii depozi¢nim potencialu -1,2 V po dobu 120 sekund. V takovém piipad¢ byly piky pro
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vSechny kovy ostré, dobie definovatelné, nedochazelo kjejich piekryvu a byla mozna

kvantifikace jednotlivych kovu [74].

Na Obr. 13 je pak uveden voltamogram zaznamenavajici vliv rizného pH reakéniho
prostiedi na stanoveni kovt. Pro tuto analyzu pouzili standardy vSech tii kova (Cu(ll), Pb(II)
a Cd(I)) v rozmezi koncentraci 1,0 x 107 M — 2,0 x 10® M. Roztoky o rizném pH byly: (A)
HCI (pH 2), (B) acetatovy pufr (pH 4,5) a (C) kyselina maleinova/maleinat (pH 6,8), kdy
nejlepsich vysledkt dosahli pii pouziti acetatového pufru (pH 4,5) [74].

V ptipadé antimonového filmu nebyla pozorovana Zadna interference mezi antimonem
amédi, kterd by v konecném disledku zplisobovala zkresleni vystupniho signalu

a znemoziiovala stanoveni meédi. Pravé s timto problémem se potykali jini pii pouziti

bismutového filmu [74, 75].
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Obr. 13: Voltamogram — porovnani vlivu odlisného pH reakéniho prostiedi. (A) HCI (pH 2),
(B) acetatovy pufr (pH 4,5) a (C) kyselina maleinova/maleinat (pH 6,8). (pfevzato z: [74])
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Antimonem modifikované tisténé elektrody byly pouzity i v jinych pracich zabyvajicich se
stanovenim tézkych kovu. Maczuga a kol. (2013) vyuzivali tist€né elektrody s uhlikovou
pracovni elektrodou modifikovanou antimonovym filmem vytvofenym in situ pro analyzu
vzorkil pfirodnich vod na pfitomnost t€Zkych kovl (olovo a kadmium) s detek¢nimi limity
1 pg/l pro Pb(ll) a 2,7 pg/l pro Cd(ll). Soucasné testovali vliv koncentrace Sb(lll) pro tvorbu
filmu na kvalitu vysledného signalu. Jako nejvhodnéjsi koncentrace Sb(III) pro tvorbu filmu
in situ se ukazala koncentrace 1 mg/l Sb(lll) [76]. Tisténé uhlikové elektrody modifikované
uhlikovymi nanotrubicemi s antimonovym filmem pouzili pti detekci a kvantifikaci rtuti
ve vzorcich pitné a odpadni vody metodou anodické rozpoustéci voltametrie Niu a kol.
(2011). Pro vytvofeni filmu pouzili koncentraci Sb(IIT) 1 mg/l. Reakce probihala v prostiedi
HCI pii pH 1,5. Depozi¢ni potencial byl -0,8 V a depozi¢ni ¢as 120 sekund. Za téchto
podminek dosahli detek¢niho limitu Hg(ll) 0,36 ug/l. Soucasné bylo mozné pozorovat
I linearitu pfi rovhomérném zvysovani koncentrace rtuti ve vzorku. V této praci byl tento druh
elektrod uspésné aplikovan také na detekci a kvantifikaci olova v modelovém vzorku
(roztoku) s obsahem 100 pg/l Pb(II). Pfi stanoveni olova byl pak depozi¢ni potencial -1,2 V
[77].

V roce 2016 Perez-Rafols a kol. publikovali praci, ve které se zabyvali porovnanim ¢ty
druhti tiSténych uhlikovych elektrod modifikovanych antimonovym filmem. Tato prace
zahrnovala porovnani schopnosti detegovat a kvantifikovat tézké kovy kadmium a olovo
pomoci grafenové, grafitové, nanotrubicemi modifikované a uhlikovymi nanovlakny
modifikované tisténé elektrody. Na vsSech typech elektrod byl vytvofen in Situ antimonovy
film ponofenim elektrody do roztoku obsahujiciho Sb(lll) o koncentraci 0,5 mg/l
a stanovované kovy o koncentraci 100 pg/l. Méfeni probihalo v kyselém prostiedi HC1 (pH 2)
s 0,01 M KNOs (podptrny elektrolyt). Na elektrodu byl vlozen depozi¢ni potencial -1,5 V
po dobu 120 sekund, ¢imz doslo k depozici antimonu a cilovych kovli na povrch pracovni
elektrody. Pti pouziti vSech zminénych druhui elektrod dosahli detek¢nich limith v fadech

nékolika pg/l pro oba kovy. Zaznamy analyzy jsou uvedeny na Obr. 14 [73].
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Obr. 14: Voltamogramy raznych druht tisténych uhlikovych elektrod modifikovanych antimonovym
filmem. Grafenova elektroda (tenka &ara), grafitova elektroda (tenka pieru$ovana Gara), nanotrubicemi
modifikovana elektroda (tucnad pieruSovana ¢ara), elektroda modifikovand uhlikovymi nanovlakny (tu¢na
¢ara). (prevzato z: [73])

Nejlepsich vysledkt pii detegovani tézkych kovi dosahli s pouzitim tisténych elektrod
s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou uhlikovymi nanovlakny s in situ vytvofenym
antimonovym filmem (tu¢na cara). Detekcni limity byly 2,1 pg/l pro Pb(Il) a 1,1 pg/l
pro Cd(Il). Tisténé elektrody modifikované uhlikovymi nanovlakny s antimonovym filmem
pouzité v této praci byly vyuzity pfi analyze realnych vzorkd pfirodni vody pro stanoveni
olova a kadmia, kdy byly pouze malé odchylky oproti deklarovanému obsahu danych kovi
Vv ptirodni vodé (0,4 % pro olovo a 2,2 % pro kadmium) [73]. Pérez-Rafols a kol. (2017)
na tisténych uhlikovych elektrodach sex situ vytvofenym antimonovym filmem detegovali
a kvantifikovali palladium (Pd(II)) ve vzorcich pfirodnich vod metodou anodické rozpoustéci
voltametrie za pouziti dimethylglioximu jako chelata¢niho ¢inidla. Pfi tvorbé filmu byl vlozen
potencial -0,5 V po dobu 300 sekund. Tvorba filmu probihala v prostiedi 0,01 M HCI
a Sb(ll) o koncentraci 50 mg/l. Analyza vzorku nasledné probihala v prostfedi 0,1 M
acetatového pufru (pH 4,5), depozi¢ni potencial -0,6 V byl vlozen po dobu 180 sekund.
Linearita byla v rozmezi koncentraci 9,0 — 100,2 pg/1 a limit detekce 2,7 ug/l pro Pd(ll) [78].
Antimonem modifikované (ex situ) tisténé uhlikové elektrody pouzivali také Barceld a kol.
(2016), kteti stanovovali nikl v odpadnich vodach metodou anodické rozpoustéci voltametrie
pomoci dimethylglioximu, jako chelata¢niho ¢inidla. Pfi tvorbé antimonového filmu pouzili
stejny postup, jako v praci [78]. Samotna analyza pak probihala v prostfedi amonného pufru

(pH 9,2) s depozi¢nim potencialem -0,7 V po dobu 120 sekund. Linearita byla v rozmezi
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koncentraci 3,1 — 197 pg/l slimitem detekce 0,9 pg/l pro Ni(Il). V porovnani s ti§ténou
uhlikovou elektrodou s bismutovym filmem dosahli lepsich vysledkt s elektrodou

s antimonovym filmem [79].

1.7 Kvantové tecky

Pojem ,.kvantové tecky” (QDs) definuje polovodi¢ové nanokrystaly s charakteristickymi
optickymi a elektrochemickymi vlastnostmi. Jednd se o Castice velikosti nékolika nanometrii
(obvykle 1 — 20 nm). Mohou existovat bud’ samostatné, nebo jsou uspotfadany do shlukd
(klastrit). Nejbéznéjsim usporadanim je, ze jeden typ polovodice tvofi jadro (,,core®) a jiny
typ polovodice vytvaii obal (,,shell) (Obr. 15). Kvantova tecka stimto uspofadanim se
nazyva ,,core — shell“. Modifikaci kvantovych te¢ek je mozné vytvofit na jejich povrchu
funk¢éni skupiny vhodné pro konjugacni reakce. Tyto funkéni skupiny nasledné reaguji
s funkéni skupinou cilového analytu za vzniku kovalentni vazby. Tento jev je nasledné
vyuzivan pii detekci a kvantifikaci cilovych analytl prostiednictvim detekce kvantovych
tecek. Kvantové te¢ky nachazeji Siroké uplatnéni v biologii a v bioanalytické chemii zejména
pro své optické vlastnosti. V mnoha metodach jsou vyuzivany jako alternativa k dlouho
znamym organickym fluorofortim. Dal§im zplisobem, kterym lze kvantové tecky detegovat,
jsou elektrochemické metody. Tato skutec¢nost vyplyva z jejich chemické struktury, kdy je
jadro kvantové tecky tvofeno kovem. Kvantové tecky nachazeji vyuziti naptiklad pii detekci
bunc¢k a sledovani intracelularnich procesu, pii detekci DNA, RNA, proteinti, protilatek
a antigennich struktur. Dale pak pfi imunohistochemii pro rozpoznani tkanovych zmén

Vv souvislosti s nadory, ale i pro analyzu jinych biologickych struktur a objektt [80 — 82].
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Obr. 15: Schéma struktury kvantovych tecek. (A) QD tvorfena jednim typem polovodice, (B) QD tvofena
dvéma typy polovodi¢t, (C) QD obalena vnéj$im obalem, ktery umoznuje solvataci ve vodném roztoku
a nese reaktivni skupiny R nutné pro konjugaci, (D) Polymerni ¢astice obsahujici nékolik QD s povrchovymi
reaktivnimi skupinami R. (pfevzato z: [80])

1.7.1 Vyroba kvantovych te¢ek

Existuje cela fada materialQ, ze kterych jsou kvantové tecky vyrabény. Pii jejich vyrobé
jsou Casto pouzivany tézké kovy kadmium a olovo, které spolu s dal§imi prvky (b&zné prvky
ze skupiny chalkogent — tellur, selen nebo sira) tvofi kvantovou tecku. K bézné pouzivanym
kvantovym teckam vyrobenym z téchto materialt patii CdSe QDs, CdSe/ZnS QDs, CdTe
QDs a CdTe/CdS QDs nebo také PbS QDs, PbTe QDs piipadné PbSe QDs. Kromé
kvantovych tecek vyrobenych z téZkych kovii, jsou Casto vyuzivany také materialy, jako je
zinek (ZnS QDs, ZnSe QDs) nebo indium (InP/ZnS QDs). V soucasnosti jsou kvantové tecky
komer¢né dostupné v Siroké Skale materidld a modifikaci. K vyznamnym vyrobciim
kvantovych  teCek patii napfiklad spolecnosti ~ Suzhou  Xingshuo  Nanotech
(www.mesolight.com), MKnano (www.mknano.com) nebo ThermoFisher
vyroba v laboratofi v malém méfitku. Kvantové teCky je mozné pfipravovat ve vodnych
I vnevodnych rozpoustédlech. V obou pfipadech dochazi k formovani nanokrystala
V pfitomnosti stabilizujicich ligandu, diky kterym dojde ksolvataci v daném prostiedi.
V organickém prostiedi se pro stabilizaci pouziva nejcasteji smeés
trioktylfosfin/trioktylfosfinoxid (TOP/TOPO) a ve vodném sulfanylethanovéa kyselina a jiné
thioly. K formovani nanokrystalit dochazi po zahtati smési obsahujici konkrétni prekurzory.

Teplota reakce a doba zahiivani je zcela zasadni pro vlastnosti finalniho produktu.
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Experimentalné bylo zjisténo, ze aplikace rozdilné teploty v riznych ¢asovych intervalech
vede ke zménam absorpéniho a emisniho spektra dané kvantové tecky. Na Obr. 16 jsou
uvedena emisni spektra konkrétnich kvantovych tecek. Jak bylo zminéno vyse, zasadnim
krokem z hlediska budouciho vyuziti kvantovych tecek je modifikace jejich povrchu riznymi
funkénimi skupinami, které umoznuji konjugaci s jinymi molekulami. Nasledna aktivace
funk¢nich skupin na povrchu kvantovych teCek umozni vznik specifické vazby s danym
analytem. Na trhu jsou dostupné napiiklad kvantové teCky s Kkyselinou
3-merkaptopropionovou (MPA) na povrchu, ktera je pouzita pro zavedeni karboxylovych
skupin, dale pak kvantové tecky jejichz obal tvoii polyethylenglykol (PEG) pro zavedeni
amino skupin a hydroxylovych skupin nebo muze byt obal kvantovych tecek tvofen
glutathionem (GSH), diky ¢emuz se vytvoii amino i karboxylové skupiny na povrchu
kvantovych tecek (Obr. 17). Piiklady konjugaénich metod jsou uvedeny na Obr. 18.
A — povrch kvantovych tecek nesoucich zaporny naboj je mozné pokryt pozitivné nabitym
avidinem. Tyto castice lze konjugovat s biotinylovanymi molekulami. B — sacharidové
jednotky na povrchu nanocastic, po aktivaci oxidaci jodistanem sodnym vznikaji aldehydové
skupiny vhodné pro pfipojeni biomolekul pfes aminoskupiny. C — karboxylové skupiny se
aktivuji prostiednictvim EDC/NHS a poté mohou reagovat s aminoskupinou biomolekuly
za vzniku amidové vazby. D — thiolové skupiny nanoc¢astice a biomolekuly lze piimo spojit
disulfidickym mustkem. E — aminoskupiny nanocastice a biomolekuly se spojuji piisobenim
glutaraldehydu [80, 81, 83, 84].
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Obr. 16: Emisni spektrum konkrétnich kvantovych tecek. (ptevzato z: [83])
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Obr. 17: Metody zavadéni funkénich skupin na povrchu kvantovych tecek. (pievzato a upraveno z: [85])
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Obr. 18: Metody konjugace kvantovych tecek. (pievzato z: [80])

1.7.2 Elektrochemicka analyza kvantovych tefek na uhlikovych tisténych

elektrodach s bismutovym nebo antimonovym filmem

Jednou z moznosti jejich detekce a kvantifikace jsou elektrochemické metody. K nejcastéji
pouzivanym elektrochemickym technikdm pro analyzu kovi, a tedy kvantovych tecek patii
anodicka rozpoustéci voltametrie. Podstatou této techniky je detekce kovovych iontl, které
jsou nejdiive uvolnény ze struktury kvantové tecky jejim rozpusténim v kyselém prostiedi.
VloZzenim vhodného potencialu na pracovni elektrodu dojde k redukci kovu na povrchu
pracovni elektrody a pfi nasledné oxidaci se zaznamena proudovd odezva pfislusnych

kovovych iontd, které tvorily jadro kvantové tecky [86].

Kvantové tecky CdSe/ZnS mohou byt pouzity jako znacky pfi stanoveni biotinu metodou
anodické rozpoustéci voltametrie na tisténych elektrodach s uhlikovou pracovni elektrodou

modifikovanou in situ vytvofenym bismutovym nebo antimonovym filmem i jejich kombinaci
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(Martin-Yerga a kol., 2013). Principem byla afinitni interakce mezi streptavidinem
(imobilizovanym na povrchu pracovni uhlikové elektrody) a biotinem. Kvantové teCky byly
pouzity pro oznaceni biotinu a naslednéd reakce méla kompetitivni charakter mezi pfidanym
znaCenym biotinem a neznadenym biotinem ze vzorku. Pro detekci byly Cd(ll) zjadra
kvantové te¢ky uvolnény okyselenim (HNO3z, HSO4 nebo HCI) a byl ptidan Bi (111)/Sb (I11)
pro vytvoieni in situ filmu. Nejlepsi vysledky byly pozorovany po piidani 1 M HCI a Bi(lll)
(0,5 mg/l). Na elektrodu byl vlozen depozi¢ni potencial -1,1 V po dobu 300 sekund. V tomto
kroku doslo K vytvofeni bismutového filmu aakumulaci kadmia na povrchu pracovni
elektrody. Nasledné byl vlozen potencial od -1,10 V po -0,65 V a byla zaznamenana

proudova odezva. V tomto usporadani bylo dosazeno limitu detekce biotinu 1,4 nM [87].

Kvantové tecky (PbS a CdSe/ZnS) pouzili Kokkinos a kol. (2015) jako znacky pii
stanoveni C reaktivniho proteinu (CRP). Pro jejich detekci pouzili tisténé elektrody
s uhlikovou pracovni elektrodu s in situ vytvofenym bismutovym filmem metodou anodické
rozpoustéci voltametrie. Celé stanoveni bylo zaloZeno na principu sendvicové QLISA metody
(quantum dot-linked immunosorbent assay). Na povrchu pracovni elektrody byly
imobilizovany specifické protilatky proti CRP. Po pfidani vzorku obsahujiciho CRP doslo
ke specifické reakci za tvorby imunokomplexu fixovaného na povrchu pracovni elektrody.
V dalsim kroku byly ptidany biotinem znacené sekundarni protilatky proti CRP. Po jejich
navazani byl k takto vytvorenému komplexu pfidan konjugat streptavidinu s kvantovymi
teCkami. Detekce spocivala v Pb(I1)/Cd(ll) z kvantovych tecek, redukci iontli na povrchu
pracovni elektrody a zaznamenani proudové odezvy pii opétovném uvolnéni do roztoku.
Reakce probihala v prostiedi 0,1 M acetatového pufru (pH 4,5) obsahujiciho Bi(lll)
o koncentraci 1 mg/l, k uvolnéni Pb(II)/Cd(Il) z jadra kvantové tecky byla pouzita 0,05 M
HNO3z a vlozenim depozi¢niho potencialu -1,4 V po dobu 360 sekund doslo k vytvoireni
smésného kovového filmu na povrchu pracovni elektrody. LepSich vysledkd dosahli
pii pouziti PbS kvantovych tec¢ek. Linearita byla v rozmezi koncentraci CRP 0,2 — 100 ng/ml
s limitem detekce 0,05 ng/ml. Tato metoda byla také ovéfena analyzou realnych vzorki
lidského séra obsahujicich CRP [88].

Se zajimavou moznosti pfisli Kokkinos a kol. (2016), kteti navrhli systém pro detekci dvou
riznych analytd ve vzorku Vramci jedné analyzy na jedné elektrod¢. I pii této praci byly
pouzity tisténé uhlikové elektrody s bismutovym filmem v kombinaci se dvéma druhy
kvantovych tecek pouzitych jako znacky pro cilové analyty. Stanoveni kvantovych tec¢ek bylo

zalozené na anodické rozpoustéci voltametrii. Pii praci pouzili kvantové teCky CdSe/ZnS
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a PbS, které byly konjugovany se streptavidinem. Systém pouZili pro stanoveni hovéziho
kaseinu (BC) a imunoglobulinu G (IgG) jako modelovych proteinid. Schéma a princip jsou
uvedeny na Obr. 19. Vlastni analyza zahrnovala navazani biotinem znacenych protilatek
s cilovymi analyty na oddélenych ter¢icich mimo pracovni elektrodu. K takto vytvorenému
imunokomplexu byl ptidan streptavidin konjugovany s kvantovymi teCkami, ktery se navazal
na biotinylované protilatky. Dalsi krok zahrnoval okyseleni 0,1 M HCI pro uvolnéni
Pb(I1)/Cd(I). Nasledné¢ byly oba roztoky obsahujici Pb(Il) a Cd(Il) pfidany k0,1 M
acetatovému pufru (pH 4,5) a ,slozeny” na tisténou elektrodu. Bi(Ill) byl jiz soucasti
tiskového materidlu pfi vyrobé vlastniho senzoru. VloZenim depozi¢niho potencidlu -1,4 V
po dobu 240 sekund doslo k redukci Bi(lll), Pb(Il) a Cd(Il) a vytvofeni kovového filmu
na povrchu pracovni elektrody. Po ukonceni depozice bylo na pracovni elektrodu vlozeno
kladné napéti. Potencial byl v rozmezi od -1,2 V po -0,3 V a byla zaznamenana proudova
odezva pro oba kovy a tedy analyty. Pro oba analyty bylo dosazeno nizkych limitt detekce,
konkrétné 0,04 pg/ml pro kasein a 0,02 ug/ml pro 1gG [89]. Toto uspofadani ukazuje

potencial kvantovych tecek v analyze vice analytli sou¢asné v jednom stanoveni.
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Obr. 19: Schéma principu detekce hovéziho kaseinu a IgG v ramci jedné elektrody. (pievzato z: [89])

Kvantové tecky v kombinaci s tisténymi elektrodami s uhlikovou pracovni elektrodou
modifikovanou bismutovym filmem se osvédcCily také pfi stanoveni lidského 1gG (Medina-
Sanchez a kol., 2016), kdy CdSe/ZnS kvantové tecky byly pouzity jako znacka a cela analyza
probihala v mikro pratokovém systému. Princip analyzy spocival v sendvi¢ovém uspotadani.
Protilatky proti IgG byly imobilizovany na magnetickych ¢asticich a po pfidani vzorku
obsahujiciho IgG dosSlo k vychytani 1gG na imobilizovanych protilatkdch. Po ptidani
sekundarnich biotinylovanych protildtek doSlo k vytvofeni komplexu, ke kterému byly

nasledné pfidany kvantové tecky konjugované se streptavidinem, ktery se specificky vazal

41



na biotinylované sekundarni protilatky. Doslo tak ke specifickému oznaceni imunokomplexi.
Naslednou aplikaci 1 M HCI doslo k uvolnéni Cd(ll) z kvantové tecky. Kadmium uvolnéné
pusobenim kyseliny bylo detegovano anodickou rozpoustéci voltametrii S pouzitim tisténé
uhlikové elektrody sin situ vytvofenym bismutovym filmem umisténé na vystupu mikro
prutokového systému. Byl vlozen depoziéni potencial -1,1 V po dobu 400 sekund. Nasledné
bylo vlozeno kladné napéti a byl zaznamenan potencial od -1,1 V do -0,15 V a prubéh byl
zaznamenan na voltamogram. Touto metodou bylo dosazeno detek¢niho limitu IgG 3,5 ng/ml

[90].

Analyzou kvantovych tecek na tiSténych senzorech s uhlikovou pracovni elektrodou
modifikovanou bismutovym filmem vytvofenym in Situ se zabyvala Korecka a kol. V této
praci se zamétili na detekci a kvantifikaci lidského epididymalniho proteinu 4 (HE4), ktery je
dalezitym diagnostickym markerem pii detekci karcinomu ovarii. Kvantové tecky CdSe/ZnS
zde byly pouzity k oznaceni sekundarnich protilatek anti-HE4 IgG. Takto piipraveny konjugat
byl nasledné piidan k imunokomplexu primarni protilatky anti-HE4 1gG imobilizované
na magnetickych casticich — protein HE4 vychytany ze vzorku. Navazanim znacenych
protildtek  na  imunokomplex  doSlo  kvytvofeni  findlniho  imunokomplexu
anti-HE4 1gG — HE4 — anti-HE4 1gG®9S¢"S, Nasledny postup zahrnoval uvolnéni Cd(II)
zjadra QDs iknubaci v kyselém prostiedi HCI, davkovani na povrch tisténého senzoru
a spusténi analyzy. Samotna analyza byla provedena metodou anodické rozpoustéci
voltametrie. Méfeni probihalo v pfitomnosti 0,1 M HCl a 0,1 M octanového pufru (pH 4,5)
s pridavkem 500 ppb Bi(III). Na elektrodu byl vlozen potencial -1,0 V po dobu 120 sekund,
kdy dosSlo kredukci kadmia a bismutu na povrchu pracovni elektrody. Nasledné bylo
na elektrodu vlozeno kladné napéti a sledovala se proudova odezva. Skenovéani bylo
ukonceno na potencidlu -0,15 V a cely priibéh analyzy byl zaznamenan na voltamogram.
Pii této metodé dosahli linearity v rozmezi koncentraci proteinu HE4 0,02 — 20 nM a limitu
detekce proteinu HE4 5,27 pM [91].

Kombinace kvantovych te¢ek a tisténych elektrod s uhlikovou pracovni elektrodou
s bismutovym filmem se osvédcila také pii elektrochemické detekci DNA metodou anodické
rozpoustéci voltametrie (Kokkinos a kol., 2015). Podstatou analyzy byla imobilizace sondy
(jednovlaknové DNA) na povrchu uhlikové pracovni elektrody. K takto imobilizované sondé
byl nasledné pfidan roztok obsahujici biotinylovany cilovy oligonukleotid. Na zakladé
pravidel komplementarity doSlo k navazani cilového oligonukleotidu na sondu na povrchu

uhlikové pracovni elektrody. V dal§im kroku byl ptfidan konjugat streptavidinu s kvantovymi
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teCkami (PbS). Ptidavek 0,01 M HCI vedl k uvolnéni Pb(Il) z kvantovych tecek. V dal§im
kroku byl ptfidan 0,1 M acetatovy pufr (pH 4,5) obsahujici Bi(lll) o koncentraci 1 mg/l.
Na elektrodu byl vloZen potencial -1,4 V po dobu 360 sekund a doslo k redukci kovi
na povrchu pracovni elektrody. Zména potencialu byla zaznamendna v rozmezi hodnot -1,0 V
az -0,4 V. V tomto kroku doslo k uvolnéni Pb(II) do roztoku a zaznamenani signalu. Zavislost
proudové odezvy Pb(II) na koncentraci cilové DNA vykazovala linearitu v rozmezi

koncentraci od 0,1 pM po 10 nM s limitem detekce 0,03 pM [92].

Dobrych vysledkii bylo rovnéz dosazeno pii detekci cizorodé nekddujici RNA pomoci
kvantovych tecek Vkombinaci s tiSténymi senzory s uhlikovou pracovni elektrodou
modifikovanou in situ vytvofenym bismutovym filmem metodou anodické rozpoustéci
voltametrie (Vijian a kol., 2016). Byla detegovana nekodujici RNA bakterii Vibrio cholerae,
Salmonella sp. a Shigella sp. Pomoci specificky upravenych primert (modifikace thiolovou
skupinou na 5¢ konci) pouzitych v PCR reakci bylo mozné oznacit cilové molekuly RNA
konjugaci s kvantovymi teCkami (PbS, CdS nebo ZnS). Dalsim dulezitym krokem byla
imobilizace komplementarnich oligonukleotidi (sond) na povrchu pracovni uhlikové
elektrody. Po ptfidani vzorku obsahujiciho zna¢enou RNA (kazdy druh kvantové tecky byl
konjugovan s jednim konkrétnim druhem patogenni nekodujici RNA) doslo na zakladé
pravidel komplementarity k hybridizaci na povrchu pracovni elektrody. Nasledny postup
spocival v rozpusténi kvantové teCky a uvolnéni kovd, jejich elektrodepozici na povrchu
pracovni elektrody, ndsledném uvolnéni zpét do roztoku a zaznamenani piislusnych signald.
Bismutovy film byl vytvofen in situ aplikaci Bi(lll) o koncentraci 1 mg/l. Pro rozpusténi
kvantové tecky byla pouzita HNOs. Pii analyze bylo dosazeno dobrych vysledku s vysokou
rozliSovaci schopnosti elektrody pro vSechny tii kovy, a tedy ipro vSechny tii druhy
nekodujici RNA. Tato technika by v budoucnu mohla byt pouzita pro analyzu PCR produkti

jednotliveé i ve smésich [93].

Kvantové teCky (CdSe a CdSe/ZnS) byly analyzovany na tiSténych elektrodach
s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou in situ vytvofenym bismutovym filmem také
Vv praci Martin-Yergy a kol. (2015). Cilem prace byla detekce, kvantifikace a charakterizace
velikosti pouzitych kvantovych tecek metodou diferencné pulsni voltamerie ve vodném
prostiedi 1 v prostfedi organického rozpoustédla. V piipad€ stanoveni v organickém
rozpoustédle bylo nejdiive nutné odstranit veskeré rozpoustédlo (v tomto pripadé CHCl3)
odpatrenim. Reakce probihala v prosttedi 0,1 M acetatového pufru (pH 5) s ptidavkem Bi(III)
v koncentraci 1 mg/l. Uvolnéni Cd(ll) z kvantové tecky bylo dosazeno ptidanim 1 M HCIO4
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(pro stanoveni v organickém prostiedi, s ndslednou neutralizaci pomoci NaOH) a 1 M HCl
(pro stanoveni ve vodném prostiedi). VloZzenim depozi¢niho potencialu -1,3 V po dobu
200 sekund (pro stanoveni koncentrace) a 120 sekund (pro stanoveni velikosti) doslo
K vytvofeni filmu na povrchu pracovni elektrody. V nasledujicim kroku byl vlozen potencial
od -1,3 V do -0,8 V (prostiedi organického rozpoustédla) nebo od -1,1 V do -0,8 V (vodné

prostiedi) a doslo k zaznamenani proudové odezvy. Této techniky by bylo mozné v budoucnu

vvvvv
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Pristroje a pomiicky

- pH metr model Orion 420A plus (Orion Research Inc, Beverly, USA)

- vahy KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

- analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Géttingen, Némecko)

- denzitometr ChemiDoc™ XRS+ System s Image Lab™ softwarem (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

- centrifuga miniSpin (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

- magneticky separator Dynal — MPC-S (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)

- rotator Grant-Bio PTR-30 (Wolf-Laboratories, UK)

- potenciostat PalmSens (PalmSens, Houten, Nizozemi)

- potenciostat EmStat Blue (PalmSens, Houten, Nizozemi)

- tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou
rtutovym filmem (C(Hg)-C-Ag/AgCl) (IS-HM1, PalmSens, Nizozemi)

- tisténé tfielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(OHT-000, Orion High Technologies, Spanélsko)

- tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(DRP C-110, DropSens, Spanélsko)

- software PSTrace (PalmSens, Houten, Nizozemi)

- aparatura pro diskontinualni elektroforézu Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad, USA)

- zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, USA)

- tfepacka — multifunkéni Orbital Shaker, PSU-20i (Biosan, Lotyssko)

- ultrazvuk — SONOREX DIGITECH (Bandelin, Berlin, Némecko)
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2.2 Elektrochemicka analyza ionti kovi na tiSténych tiielektrodovych

senzorech

Pro analyzu modelovych vzorkl obsahujici ionty kovi a jejich smési byly zvoleny tiSténé
tiielektrodové senzory IS-HM1, DRP C-110 a OHT-000. lonty kovi byly detegovany

metodou anodické rozpoustéci voltametrie.

2.2.1 Elektrochemicka analyza ionti kovii na tiSténych tiielektrodovych
senzorech se rtutovym filmem
Potieby:
- Tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou

rtutovym filmem (C(Hg)-C-Ag/AgCl) (IS-HM1, PalmSens, Nizozemi)

Chemikalie:

- Kyselina chlorovodikova p. a. (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

- Standardni roztok In(lll) (Indium atomic absorption standard solution)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Standardni roztok Pb(II) (Lead atomic absorption standard solution) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

- Standardni roztok Cd(II) (Cadmium standard solution) (Merc KGaA, Darmstadt,
Germany)

- Standardni roztok Zn(II) (Zinc atomic absorption standard solution) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

Roztoky:
0,02 M HCI, 0,1 M HCI, 0,5 M HCI, 1 M HCI

-1 ppm Ph(11), Cd(11), In(111), Zn(11)
- 10 ppm Pb(11), Cd(11), In(I11)
- 1000 ppm Pb(I1), Cd(I1), In(I11)

Postup:

Vzorky byly ptipraveny z piisluSnych zasobnich roztoka standardu kovi v koncentracich
1 — 1000 ppb In(I1) a Cd(lI), 1 — 100 ppb Pb(I1), 1 — 20 ppb Zn(Il). Kovy byly analyzovany
individualné i ve smésich v pfitomnosti 0,1 M HCI v celkovém objemu 50 pl. Pfed méfenim
vzorkl bylo nutné provést dvou-krokové ptecisténi elektrody s pouzitim 50 pul 20 mM HCl

nasledované méfenim slepého vzorku (50 pl 0,1 M HCI), pti¢emz samotné ionty kovi byly
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analyzovany metodou square wave anodické rozpoustéci voltametrie. Elektroda byla mezi
méfenim jednotlivych vzorkt promyta 3x 0,1 M HCI. Precisténi elektrody i samotné méteni
vzorkl bylo provadéno podle parametri uvedenych v Tabulce 1. Vzniklé voltamogramy byly
vyhodnocovany v programu PsTrace. Proudové odezvy pro pfislusné ionty kovit byly
odeéteny pii potencialech: -0,5 V pro Pb(ll), -0,7 V pro Cd(ll), -0,6 V pro In(lll) a -1,1 V pro

zn(1).

Tabulka 1: Parametry analyzy s tiSténymi tiielektrodovymi senzory 1S-HM1

Precisténi Precisténi Méreni

elektrody 1 elektrody 2
E stav -0,15V -0,15V -0,15V
t stav 30s 30s 45s
E depozice 1,1V 1,1V 1,0V (-1,4 V Zn(1))
t depozice 300s 0s 120 s (Cd(ID), Pb(I1), Zn(11))

180 s (In(111))
t ekvilibrace 5s 5s 5s
E pocatecni 1,1V 1,1V -1,0 V (-1,4 V Zn(1l))
E koncovy -0,15V -0,15V -0,15V
E skok 0,003 V 0,003 V 0,003 V (Cd(I1), Pb(Il),
(In(111))
(0,005 V Zn(ll))

Amplituda 0,02805 V 0,02805 V 0,02805 V
Frekvence 20 Hz 15 Hz 25 Hz

2.2.2 Elektrochemicka analyza ionti kovii na tiSténych tiielektrodovych
senzorech DRP C-110 s in situ/ex situ vytvoienym bismutovym nebo
antimonovym filmem

Potfeby:
- Tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(DRP C-110, DropSens, Spanélsko)

Chemikalie:

- Kyselina chlorovodikova p. a. (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

- Standardni roztok Pb(II) (Lead atomic absorption standard solution) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
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- Standardni roztok Cd(II) (Cadmium standard solution) (Merc KGaA, Darmstadt,
Germany)

- Standardni roztok Bi(IIl) (Bismuth nitrate pentahydrate) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

- Standardni roztok Sb(IIT) (Antimony standard solution) (Merc KGaA, Darmstadt,
Germany)

- Ostatni chemikdlie &istoty p. a. (Penta, Chrudim, CR)

Roztoky:
- 0,1 MHCI, 05 MHCI, 1 MHCI

- 0,1 M octanovy pufr pH 4,4
- 5 ppm Bi(I), Sb(II)

- 1 ppm Pb(I1), Cd(ll)

- 10 ppm Pb(11), Cd(l1)

Postup:
a) Detekce iontd kovi na DRP C-110 s in situ vytvofenym bismutovym nebo

antimonovym filmem

Vzorky byly pfipraveny =z pfislusnych zasobnich roztokli standard kovl
Vv koncentracich 1 — 100 ppb Cd(ll) a Pb(ll). Kovy byly analyzovany individualné
i ve sm¢sich po piidavku 500 ppb Bi(lll) nebo Sb(lll) v pfitomnosti 0,1 M HCI

Vv celkovém objemu 100 pl.

Dalsi testovanou variantou bylo méfeni vzork Vv koncentracich 20 — 100 ppb
pro Cd(Il) a Pb(ll) s ptidavkem 500 ppb Bi(III) v roztoku octanového pufru okyselené¢ho
10 u1 0,1 M HCI o celkovém objemu 100 pl.

b) Detekce ionti kovih na DRP C-110 s ex situ vytvofenym bismutovym nebo

antimonovym filmem

Vzorky pro elektrochemické meéteni byly pfipraveny z pfisluSnych standardi kovi
Vv koncentracich 10 — 100 ppb Cd(ll) a Pb(ll). Pfed samotnym méfenim byl povrch
pracovni elektrody nejprve modifikovan bismutovym nebo antimonovym filmem
vytvofenym elektrodepozici ze 100 plroztoku obsahujiciho Bi(lll) nebo Sb(lll)
0 koncentraci 500 ppb za podminek uvedenych v Tabulce 2. Poté byla elektroda promyta
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2x 0,1 M HCI apfipravena pro analyzu. Kovy byly analyzovany individualné

i ve smésich v ptitomnosti 0,1 M HCI v celkovém objemu 100 pl.

lonty kovl byly analyzovany metodou square wave anodické rozpoustéci voltametrie. Cely

objem modelového vzorku byl nanasen na tiStény tiiclektrodovy senzor a samotné méfeni

vzorkli probihalo podle parametri uvedenych v Tabulce 2. Vzniklé voltamogramy

byly vyhodnocovany v programu PsTrace. Proudové odezvy pro piislusné ionty kovi byly

odecteny pii potencialech: -0,6 V pro Pb(ll) a -0,87 V pro Cd(l1).

Tabulka 2: Parametry analyzy S tiSténymi tiielektrodovymi senzory DRP C-110

Méreni vzorka (In situ a Tvorba filmu EX situ
Ex situ film) (bismutovy i antimonovy)
E stav -0,15V -0,15V
t stav 0s 0s
E depozice -10V -08V
t depozice 120s 300s
t ekvilibrace 2s 2s
E pocatecni -10V -10V
E koncovy 00V 0,0Vv
E skok 0,003 V 0,003 V
Amplituda 0,02805 V 0,02805 V
Frekvence 25Hz 25 Hz

2.2.3 Elektrochemicka analyza ionti kovu

na tisténych trielektrodovych

senzorech OHT-000 s in situ/ex situ vytvorenym bismutovym nebo
antimonovym filmem

Potfeby:

- Tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(OHT-000, Orion High Technologies, Spanélsko)

Chemikalie:

- Kyselina chlorovodikova p. a. (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

- Standardni roztok Pb(II) (Lead atomic absorption standard solution) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
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- Standardni roztok Cd(II) (Cadmium standard solution) (Merc KGaA, Darmstadt,
Germany)

- Standardni roztok Zn(II) (Zinc atomic absorption standard solution) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

- Standardni roztok Bi(IIT) (Bismuth nitrate pentahydrate) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

- Standardni roztok Sb(III) (Antimony standard solution) (Merc KGaA, Darmstadt,
Germany)

Roztoky:
- 0,1 MHCI, 1MHCI

- 5ppm Bi(lll), Sb(lI)
-1 ppm Pb(ll), Cd(I1), Zn(lI)
- 10 ppm Pb(11), Cd(l1)

Postup:
a) Detekce iontid kova na OHT-000 s in situ vytvofenym bismutovym nebo

antimonovym filmem

Vzorky pro elektrochemické méteni byly pfipraveny z pfislusnych standardd kovu
Vv koncentracich 1 — 100 ppb Cd(I1) a Pb(Il). Pfed samotnym mé&fenim bylo nutné provést
precisténi elektrody metodou SWV s pouzitim 100 pl 0,1 M HCI (deset cykla)
nasledované méfenim slepého vzorku (100 pl 0,1 M HCI). Kovy byly analyzovany
individualné i ve smé&sich po piidavku 500 ppb Bi(lll) nebo Sh(lll) v pfitomnosti 0,1 M
HCI v celkovém objemu 100 pl. Mezi jednotlivymi méfenimi byla elektroda promyta
2x 0,1 M HCI.

b) Detekce iontt kovi na OHT-000 s ex situ vytvofenym bismutovym nebo

antimonovym filmem

Vzorky pro elektrochemické méfeni byly pfipraveny z pfislusnych standardt kovi
Vv koncentracich 10 — 100 ppb pro Cd(Il) a Pb(Il) a 1 — 10 ppb pro Zn(Il). Pro optimalni
fungovani elektrody bylo nutné provést jeji deseti-krokové piecisténi metodou SWV
s pouzitim 100 ul 0,1 M HCI. Povrch pracovni elektrody byl nésledné¢ modifikovan
bismutovym nebo antimonovym filmem vytvofenym elektrodepozici ze 100 pl roztoku

obsahujiciho Bi(lll) nebo Sb(lll) o koncentraci 500 ppb za podminek uvedenych
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v Tabulce 3. Poté byla elektroda promyta 2x 0,1 M HCI a vlastni analyzu iontd kovi jesté

predchézelo méteni slepého vzorku (100 pl 0,1 M HCI). Kovy byly analyzovany

individualné i ve smésich v pritomnosti 0,1 M HCI v celkovém objemu 100 ul. Mezi

jednotlivymi méfenimi byla elektroda promyta 2x 0,1 M HCI.

lonty kovii byly analyzovany metodou square wave anodické rozpoustéci voltametrie. Cely

objem modelového vzorku byl nanasen na tiStény tiiclektrodovy senzor a samotné méfeni

vzorkil probihalo podle parametri uvedenych v Tabulce 3. Vzniklé¢ voltamogramy byly

vyhodnocovany v programu PsTrace. Proudové odezvy pro pfislusné ionty kovi byly

odecteny pii potencialech: -0,6 V pro Pb(ll), -0,87 V pro Cd(Il) a -1,1 V pro Zn(ll).

Tabulka 3: Parametry analyzy s ti§ténymi tfielektrodovymi senzory OHT-000

Precisténi Méreni vzorku Tvorba filmu Ex
elektrody (In situ a Ex situ situ
film) (bismutovy
i antimonovy)
E stav -0,15Vv -0,15V -0,15Vv
t stav 0s 0s 0s
(45 s Zn(11))
E depozice -10V -10V -08V
(-1,4 V Zn(Il))
t depozice 0s 120's 300s
t ekvilibrace 2s 2s 2s
(5sZn(l1))
E pocatecni -10V -10V -10V
(-1,4 V Zn(I1))
E koncovy 0,0V 00V 0,0V
(0,15 V Zn(11))
E skok 0,003V 0,003 V 0,003 V
(0,005 V Zn(I1))
Amplituda 0,02805 V 0,02805 V 0,02805 V
Frekvence 25 Hz 25 Hz 25 Hz
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2.3 Analyza kvantovych teCek na tiSténych elektrodach sin situ/ex situ

vytvoienym bismutovym nebo antimonovym filmem

Pro analyzu vzorku roztokd kvantovych teéek (QDs) byly zvoleny tisténé tiielektrodové

senzory DRP C-110 a OHT-000. Kvantové tecky byly analyzovany metodou square wave

anodické rozpoustéci voltametrie. Vzniklé voltamogramy byly vyhodnocovany Vv programu

PsTrace.

Potieby:

Tisténé trielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(OHT-000, Orion High Technologies, Spanélsko)

Tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(DRP C-110, DropSens, Spanélsko)

Chemikalie:

Kyselina chlorovodikova p. a. (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Standardni roztok Bi(III) (Bismuth nitrate pentahydrate) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

Standardni roztok Sb(III) (Antimony standard solution) (Merc KGaA, Darmstadt,
Germany)

Kvantové tecky PbS-PEG-COOH (Suzhou Xingshuo Nanotech Co., Suzhou Industrial
Park, Cina)

Kvantové tecky PbS-PEG-NH2 (Suzhou Xingshuo Nanotech Co., Suzhou Industrial
Park, Cina)

Kvantové tetky CdTe-MPA (CEITEC, Brno, CR)

Kvantové teCky CdS/ZnS-PEG-NH: (Suzhou Xingshuo Nanotech Co., Suzhou
Industrial Park, Cina)

Kvantové tetky CdTe-GSH (CEITEC, Brno, CR)

Roztoky:

1 M HCI

5 ppm Bi(111), Sh(I11)

0,1 nM PbS-PEG-COOH
0,1 nM PbS-PEG-NH;

6 pg/ml CdTe-MPA

0,1 nM CdS/ZnS-PEG-NH;
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- 500 pg/ml CdTe-GSH

Postup:
a) Elektrochemickd analyza kvantovych tecek na tiSténych senzorech DRP C-110

a OHT-000 s in situ vytvoifenym bismutovym nebo antimonovym filmem

Na tisténych elektrodach DRP C-110 a OHT-000 s in situ vytvofenym bismutovym
nebo antimonovym filmem bylo analyzovano rtizné mnozstvi QDs (2, 5 a 10 pl). QDs
byly méfeny samostatné i ve smésich obsahujicich rizné pomeéry jednotlivych typi QDs.
Celkovy objem vzorku po ptidavku 500 ppb Bi(III) nebo Sb(III) a 10 ul 1 M HCI byl
100 pl. Vzorek byl analyzovan po tfi minutové inkubaci. Parametry analyzy a podrobny
postup meéfeni na elektrodaich DRP C-110 a OHT-000 je uveden vV kapitolach 2.2.2
a223.

b) Elektrochemickd analyza kvantovych tedek na tisténych senzorech DRP C-110

a OHT-000 s ex situ vytvoifenym bismutovym nebo antimonovym filmem

Na tisténych elektrodach DRP C-110 a OHT-000 s ex situ vytvofenym bismutovym
nebo antimonovym filmem bylo analyzovano rtizné mnozstvi QDs (2, 5 a 10 pl). QDs
byly méfeny samostatné i ve smésich obsahujicich rizné pomeéry jednotlivych QDs.
Celkovy reakéni objem po pfidavku 10 pl 1 M HCI byl 100 pl. Vzorek byl analyzovan
po tii minutové inkubaci na elektrodé modifikované Bi(III) nebo Sb(IIl) filmem
vytvofenym elektrodepozici zroztokti ptislusnych kovii o koncentraci 500 ppb.
Parametry analyzy a podrobny postup méfeni na elektrodach DRP C-110 a OHT-000 je
uveden v kapitolach 2.2.2 a 2.2.3.

2.4 Konjugace protilatek s kvantovymi te¢kami

2.4.1 Neorientovana vazba jednokrokovou karbodiimidovou metodou

Potteby:
- Protein LoBind Tubes (2 ml) (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Chemikalie:

- Polyklonalni krali¢i protilatky anti-AFP 1gG (pAb anti-AFP) (1 mg/ml, YoProteins,
Huddinge, Svédsko)

- 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)
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Kvantové tecky PbS-PEG-NH: (Suzhou Xingshuo Nanotech Co., Suzhou Industrial
Park, Cina)

Kvantové te¢ky CdTe-GSH (CEITEC, Brno, CR)

Ostatni chemikalie &istoty p. a. (Penta, Chrudim, CR)

Roztoky:

0,1 M fostatovy pufr pH 7,3
10 nM PbS-PEG-NH>
10 mg/ml CdTe-GSH

Postup:
K 50 pg pAb anti-AFP byl pfidan 1 mg EDC pfedem rozpustény ve 100 ul 0,1 M

fosfatového pufru pH 7,3. Takto pfipravena smés byla inkubovana pfi laboratorni teploté

10 minut na rotatoru. Po inkubaci byl cely objem rozdélen na 2x 75 ul. K jednomu alikvotu
aktivovanych protilatek byly piidany 4 ul PbS-PEG-NH2 QDs a k druhému 20 pl CdTe-GSH
QDs, oba roztoky byly doplnény 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,3 na 400 pl. Z obou smési

byl odebran ptvodni vzorek (10 pl) na SDS-PAGE analyzu pro ovéteni konjugace. Zbyla

smés byla inkubovana pfes noc pii 4 °C na rotatoru. Po inkubaci byl opét odebran vzorek
(10 i) na SDS-PAGE analyzu.

2.4.2 Orientovana vazba po oxidaci protilatek pomoci jodistanu sodného

Potieby:

Odolovaci kolonky Amicon Ultra-0,5 ml, 100 K (Merck Millipore, Billerica,
Massachusetts, USA)
Protein LoBind Tubes (2 ml) (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Chemikalie:
Polyklonalni krali¢i protilatky anti-AFP 1gG (1 mg/ml, YoProteins, Huddinge,
Svédsko)
Monoklonalni mysi protilatky anti-AFP 1gG (klon 5H7) (4 mg/ml, HyTest, Turku,
Finland)

Jodistan sodny (NalO4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kvantové tecky PbS-PEG-NH2 (Suzhou Xingshuo Nanotech Co., Suzhou Industrial
Park, Cina)

Kvantové te¢ky CdTe-GSH (CEITEC, Brno, CR)
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- Ostatni chemikalie &istoty p. a. (Penta, Chrudim, CR a Lach-Ner, Neratovice, CR)

Roztoky:

- 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
- 10 nM PbS-PEG-NH:

- 10 mg/ml CdTe-GSH

Postup:
20 pg protilatek bylo nafedéno do 150 pl 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3. K protilatkdm

bylo pfidano 1,25 mg jodistanu sodného pifedem rozpusténého ve 100 ul 0,1 M fosfatového
pufru pH 7,3. Piipravena smés byla inkubovana 30 minut pfi laboratorni teploté za mirného
otaceni na rotatoru ve tm¢. Po inkubaci byla reakce zastavena piidanim 0,5 pl ethylenglykolu.
Zoxidované protilatky byly zbaveny oxidac¢niho ¢inidla S pouzitim odsolovacich kolonek
Amincon 100 K, kde se postupovalo podle pokynti vyrobce. Roztok protilatek byl
napipetovan do horni c¢asti kolonky a byla provedena desetiminutova centrifugace
pii 13 000 rpm. Ve druhém kroku byla kolonka otocena a umisténa do nové mikrozkumavky
anasledovala centrifugace 5 minut pfi 3 500 rpm. Ziskané piecisténé protilatky byly
rozdéleny na dva alikvoty. K jednomu byly piidany 4 ul PbS-PEG-NH, QDs a k druhému
20 ul CdTe-GSH QDs, oba roztoky byly doplnény 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,3
na celkovy objem 400 ul. Pro ovéfeni konjugace byl odebran puvodni vzorek (10 pl)
pro SDS-PAGE. Zbyla smés byla inkubovana pies noc pii 4 °C na rotatoru. Po inkubaci byl
opét odebran vzorek (10 ul) na SDS-PAGE analyzu.

Z dtvodu velké sorpce reakéni smési na stény béznych mikrozkumavek byly pouzivany
mikrozkumavky Protein LoBind Tubes supravenym povrchem stén pomoci specialniho
polymeru, ktery vytvaii hydrofilni film a minimalizuje nespecifickou sorpci na plastovy

povrch zkumavky. Ve stejnych mikrozkumavkach byly pfipravené konjugaty i skladovany.

2.5 Imobilizace antigenu AFP nebo anti-AFP protilatek na magnetické
Castice
Potieby:
- Magnetické ¢astice SIMAG — Carboxyl (1 pum, Chemicell, Berlin, Némecko)
- Protein LoBind Tubes (2 ml) (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Chemikalie:
- AFP (o-fetoprotein) (1 mg/ml, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
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- Monoklonalni mysi protilatky anti-AFP 1gG (klon 4A3) (4,3 mg/ml, HyTest, Turku,
Finland)

- 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

- N-hydroxysulfosuccinimid sodny (S-NHS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- 2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid hydrate (MES) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

- Ostatni chemikalie &istoty p. a. (Penta, Chrudim, CR a Lach-Ner, Neratovice, CR)

Roztoky:

- 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
- 0,1MPBSpufrpH7,4

- 0,1MMESpH5

Postup:
1 mg magnetickych castic SIMAG — Carboxyl byl 5x promyt 1 ml 0,1 M MES pH 5.

Separace magnetickych castic byla provadéna s pouzitim magnetického separatoru.
K promytym magnetickym c¢asticim bylo postupné piidano 7,5 mg EDC rozpusténého
ve 300 ul 0,1 M MES pH 5 a 1,25 mg S-NHS rozpusténého ve 200 ul 0,1 M MES pH 5.
Suspenze magnetickych castic byla inkubovéana pti laboratorni teploté na rotatoru ve tmé
po dobu 30 minut. Po inkubaci byly ¢astice promyty 2x 1 ml 0,1 M MES pH 5. K ¢asticim
bylo nasledn¢ pfidano 50 pg AFP nebo monoklonalnich anti-AFP protilatek pfedem
rozpuSténych v1 ml 0,1 M MES pH 5. Pro ovéfeni konjugace byl odebran pivodni vzorek
(10 ul) pro SDS-PAGE. Imobilizace probihala pies noc pii teploté 4 °C za mirného otaceni
na rotatoru. Po inkubaci byly magnetické ¢astice promyty 2x 1 ml 0,1 M MES pH5a 2x 1 ml
PBS pH 7,4. Vzorek po imobilizaci a vSechny promyvaci frakce byly odebrany a uchovany
pro SDS-PAGE analyzu.

2.6 Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostredi dodecylsulfatu

sodného (SDS-PAGE)

Chemikalie:
- Akrylamid (CsHsNO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- N,N’-methylen-bis-akrylamid (C7H10N202) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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- Tris(hydroxymethyl) - aminomethan (C4H11NO3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

- Dodecylsulfat sodny (SDS, C12H2sNa04S) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

- Persiran amonny ((NH4)2S20s) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

- N,N,N’,N’- tetramethylethylendiamin (TEMED, CsH1sN2) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

- Standard molekulovych hmotnosti Precision Plus ProteinTM Standards — Unstained,
Mr 10 — 250 kDa, (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- Ostatni chemikalie &istoty p. a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Roztoky:
- roztok A: 30 % smés akrylamidu a N,N’-methylen-bis-akrylamidu

- roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr pH 8,8 (iprava pH pomoci 6 M HCI)

- roztok C: 1,0 M Tris-HCI pufr pH 6,8 (aprava pH pomoci 6 M HCI)

- roztok D: 10 % roztok SDS

- roztok E: 10 % roztok persiranu amonného (pfipravit vzdy Cerstvy)

- 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

elektrodovy pufr pH 8,3 — 8,6: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin a 0,1 % SDS

Postup:
Nejdtive byl ve zkumavce ptipraven délici gel (10 %) smichanim roztokt podle Tabulky 4.

Do zkumavky byla postupné napipetovana destilovana voda a roztoky A, B, D, TEMED
a na zaver roztok E. Smés byla promichdna a napipetovana po rysku do prostoru mezi dvé
skla fixovana ve stojanku. Nasledné byl nality gel ptevrstven destilovanou vodou az po okraj
kryciho skla. Gel zpolymeroval béhem 20 - 30 minut a mezi gelem a vodou se vytvofilo ostré
rozhrani. Pfebyte¢na voda nad délicim gelem byla odsata filtraénim papirem. V nasledujicim
kroku byl podle Tabulky 4 ptipraven zaostfovaci gel (5 %). Do zkumavky byly opét postupné
napipetovany roztoky ve stejném potadi, jako pii pripravé dé€lictho gelu. Smés byla
promichana a napipetovana do prostoru mezi dvé skla na delici gel az po okraj kryciho skla.
V zavéru byla mezi dvé skla vlozena Sablona (,,hifebinek™) pro vytvofeni jamek
Vv zaostfovacim gelu. Po ukonceni polymerace (pfiblizné 15 minut) byla $ablona vyjmuta, skla
s gelem byla umisténa do stojanku, ktery byl vlozen do elektroforetické aparatury (,,vany*).
Do vany a prostoru mezi skly s gely byl nalit elektrodovy pufr po oznacené rysky tak, ze

pufrem byly zaplnény i davkovaci jamky v zaostfovacim gelu.
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Tabulka 4: Piiprava geli pro SDS-PAGE

Zaostiovaci gel Délici gel
5 % (ml) 10 % (ml)

Destilovana voda 1,4 2,0
Roztok A 0,33 1,65
Roztok B - 1,25
Roztok C 0,25 -
Roztok D 0,02 0,05
Roztok E 0,02 0,05
TEMED 0,002 0,002

Vzorky pro elektroforetické déleni byly pfipraveny smichanim roztoku vzorku
a vzorkového roztoku v poméru 1:1 (v/v). Smés byla povatrena po dobu 3 minut. Standard
molekulovych hmotnosti (marker) byl na gel davkovan bez povafeni. Pomoci Hamiltonovy
stiikacky byly na gel davkovany jednotlivé roztoky vzorkta (15 ul) a markeru (4 ul). Hodnota
konstantniho napéti byla nastavena na 180 V a proud na 30 mA (pro jeden gel) a bylo
spusténo elektroforetické déleni. Déleni bylo ukonceno po doputovani bromfenolové modii
po spodni okraj skel (cca 50 minut). Po ukonceni déleni byly gely vyjmuty a pfeneseny

do Petriho misky, ve které probihalo barveni gelu.
Barveni gelu pomoci roztoku amoniakalniho stiibra

Chemikalie:

- Kyselina octova (Lach-Ner, Neratovice, CR)

- Ethanol (bez oznaceni)

- Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Dusiénan st¥ibrny p. a. (Penta, Chrudim, CR)

- Amoniak (Merc KGaA, Darmstadt, Germany)

- Hydroxid sodny p. a. (Penta, Chrudim, CR)

- Kyselina citronova (Penta, Chrudim, CR)

- Formaldehyd (Penta, Chrudim, CR)

Roztoky:

- Fixaéni roztok: 5 % kyselina octova + 50 % ethanol (skladovat pfi laboratorni teplot¢)

- 10 % roztok glutaraldehydu (nutno piipravovat vzdy Cerstvy)
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Roztok amoniakédlniho stfibra: 20 % dusi¢nan stfibrny byl pfikapavan k roztoku

(21 ml destilované vody, 1,4 ml vodného roztoku amoniaku a 239 ul 9 M hydroxidu
sodného) az do vzniku svétle hnédého zékalu. Poté byl roztok doplnén na 100 ml
destilovanou vodou.

Vyvolavaci roztok: 0,05 % kyselina citronova + 0,04 % formaldehyd (nutno skladovat

pii pokojové teploté a v tmavé lahvi)

Ustalovaci roztok: 5 % kyselina octova

Postup:

Po elektroforetickém d¢leni byl gel proplachnut vodou a fixovan pii 4 °C ve fixa¢nim

roztoku pies noc. Po fixaci byl gel zpétné rehydratovan v destilované vodé po dobu 30 minut

pii laboratorni teploté. Po rehydrataci nasledovala inkubace v roztoku 10 % glutaradehydu

po dobu 30 minut. Nasledné byl gel promyvan destilovanou vodou (6% 10 minut) a inkubovan

Vv roztoku amoniakalniho stiibra po dobu 15 minut. Poté byl gel oplachnut destilovanou vodou

a prelit vyvolavacim roztokem. Po vyvolani gelu do pozadované intenzity proteinovych

prouzktl byl vyvolavaci roztok slit a gel byl prelit ustalovacim roztokem, ktery umoznuje delsi

dobu skladovani gelu. Gel byl vyfocen a denzitometricky vyhodnocen na stanici Bio-Rad

Chemidoc XRS+ a software Image Lab.

2.7 Optimalizace Fedéni konjugatu anti-AFPRP na tisténych elektrodach

s in situ vytvoienym bismutovym nebo antimonovym filmem

Potieby:

Tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(OHT-000, Orion High Technologies, Spanélsko)

Tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(DRP C-110, DropSens, Spanélsko)

Magnetické ¢astice SIMAG — Carboxyl s imobilizovanym AFP (viz. kapitola 2.5)
Polyklonalni krali¢i anti-AFP 1gG nebo monoklonalni mysi anti-AFP 1gG (klon 5H7)
protilatky konjugované s kvantovymi teckami PbS-PEG-NH; nebo CdTe-GSH
(viz. kapitola 2.4)

Protein LoBind Tubes (2 ml) (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Chemikalie:

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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- TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Kyselina chlorovodikova (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

- Standardni roztok Bi(lll) (Bismuth nitrate pentahydrate) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

- Standardni roztok Sb(IIT) (Antimony standard solution) (Merc KGaA, Darmstadt,
Germany)

- Ostatni chemikdlie &istoty p. a. (Penta, Chrudim, CR)

Roztoky:

- 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

- 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 1 M NaCl

- 0,1 MHCI

- blokacni roztok: 0,2 % BSA + 0,1 % Tween 20 v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3
- 5 ppm Bi(lll), Sb(IlI)

Postup:
Castice SIMAG — Carboxyl s navazanym antigenem AFP (1 pg) byly promyty 5x 1 ml

0,1 M fosfatového pufru pH 7,3. K promytym ¢asticim byly piidany piislusné objemy
konjugati v rozmezi koncentraci protilatek 1 az 6 ug a bloka¢ni roztok v objemu 500 pl.
Vzorky byly doplnény do 1 ml 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,3 a nésledn¢ inkubovany
60 minut pfi laboratorni teploté na rotatoru. Po inkubaci byl nosi¢ promyt 2x 1 ml 0,1 M
fosfatového pufru pH 7,3 s 1 M NaCl a 3x 1 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3. Dalsi krok
zahrnoval pfidani 100 pl roztoku 0,1 M HCI sobsahem 500 ppb Bi(lll) nebo Sh(lll).
Nasledovala tfi minutova inkubace a poté byl roztok davkovan na tisténou elektrodu a byla
spusténa analyza. Podminky analyzy vcéetné parametrii nastavenych pii méfeni
na jednotlivych elektrodach byly stejné jako Vkapitolach 2.2.2 a 2.2.3. Vzniklé

voltamogramy byly vyhodnocovany v programu PsTrace.
2.8 Elektrochemicka detekce a-fetoproteinu na tiSténych elektrodach
S in situ vytvoienym bismutovym nebo antimonovym filmem

Potieby:
- Tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(OHT-000, Orion High Technologies, Spanélsko)
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Tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(DRP C-110, DropSens, Spanélsko)

Magnetické castice SIMAG — Carboxyl s imobilizovanymi monoklonalnimi mysimi
protilatkami anti-AFP IgG (klon 4A3) (viz. kapitola 2.5)

Protein LoBind Tubes (2 ml) (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Chemikélie:

AFP (o-fetoprotein) (1 mg/ml, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Monoklonalni mysi protilatky anti-AFP IgG (klon 5H7) konjugované s kvantovymi
teckami PbS-PEG-NH: (viz. kapitola 2.4)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina chlorovodikova (HCI) (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Standardni roztok Bi(III) (Bismuth nitrate pentahydrate) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

Standardni roztok Sb(IIT) (Antimony standard solution) (Merc KGaA, Darmstadt,
Germany)

Ostatni chemikalie &istoty p. a. (Penta, Chrudim, CR)

Roztoky:

0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 1 M NaCl

0,1 M HCI

blokacni roztok: 0,2 % BSA + 0,1 % Tween 20 v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3
5 ppm (Bi(111), Sb(l11))

Postup:
Castice SIMAG — Carboxyl s navazanymi monoklondlnimi protilatkami anti-AFP (2 pg)

byly promyty 5x 1 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3. K promytym ¢asticim byl pfidan

antigen AFP v koncentracich od 1 ng do 500 ng a blokac¢ni roztok v objemu 500 ul. Vzorky

byly doplnény na objem 1 ml 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,3 a inkubovany 60 minut

pii laboratorni teploté na rotatoru. Po inkubaci byl nosi¢ promyt 3x 1 ml 0,1 M fosfatového

pufru pH 7,3. Poté byl k nosi¢i pfidan konjugit v objemu 40 pl (2 ug mAb anti-AFPPPS QPs)

a blokacni roztok v objemu 500 pl. Vzorky byly doplnény na objem 1 ml 0,1 M fosfatovym

pufrem pH 7,3 a inkubovany 60 minut pii laboratorni teploté¢ na rotatoru. Nasledny postup
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zahrnoval promyti nosi¢e 2 x 1 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3s1 M NaCl a 3 x 1 ml
0,1 M fosfatového pufru pH 7,3. Po promyti bylo k ¢asticim ptidano 100 ul roztoku 0,1 M
HCI s obsahem 500 ppb Bi(lll) nebo Sh(l11). Vzorky byly inkubovany tii minuty a davkovany
na povrch tisténého tiielektrodového senzoru. Podminky analyzy vcéetné¢ parametra
nastavenych pii méfeni na jednotlivych elektrodach jsou uvedeny v kapitolach 2.2.2 a 2.2.3.

Vzniklé voltamogramy byly vyhodnocovany v programu PsTrace.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Naplni této diplomové prace bylo testovani vybranych tisténych ttielektrodovych senzort
s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou bismutovym nebo antimonovym filmem.
Byly testovany jednordzové komercni tfielektrodové tist€né senzory s uhlikovou pracovni
elektrodou DRP C-110 (DropSens, Spanélsko) a OHT-000 (Orion High Technologies,
Spanélsko). Byly vyzkouSeny dvé varianty piipravy téchto filmd (in situ a ex situ). Takto
modifikované elektrody byly pouzity nejprve pro analyzu roztokii kovovych iont
individudlné i ve smési a nasledné kvantovych tecek, a to jednotlivé nebo ve smési. Jako

elektrochemické detekéni metoda byla pouzita square wave anodické rozpoustéci voltametrie.

Analyza roztokti kovovych iontli pfed samotnou analyzou kvantovych tecek byla diilezita,
protoze pravé tyto kovy jsou Casto vyuzivany pii konstrukci kvantovych teCek a jejich
analyzou jsme ziskali pfedstavu o funkcénosti modifikovanych elektrod pifi analyze
kvantovych te¢ek. Po analyze vzorkid obsahujicich ionty kovii jsme se zaméfili
na elektrochemickou analyzu kvantovych teéek PbS-PEG-NH,, CdS/ZnS-PEG-NH;
a PbS-PEG-COOH od spole¢nosti Suzhou Xingshuo Nanotech Co. (Suzhou Industrial Park,
Cina) a kvantovych teek CdTe-GSH a CdTe-MPA od spolenosti CEITEC (Brno, CR).
Kvantové tecky byly analyzovany jednotlivé 1 ve smésich o rtizné koncentraci za podminek

testovanych pro smési iontt.

Dalsi cast prace byla zaméfena na pouziti testovanych kvantovych tecek pro ptipravu
konjugatli, ptfesnéji tzv. sekundarnich protilatek znacenych kvantovymi teCkami. Tyto
znalené protilatky byly nasledné vyuzivany jako protilatky umoziujici detekci proteinu
a-fetoproteinu pomoci imunomagnetického senzoru. Ten V principu sestdva z primarnich
anti-AFP protilatek imobilizovanych na magnetickych ¢asticich, pomoci kterych je ze vzorku
vychytan stanovovany protein, ktery je nasledné detegovan pomoci piipravenych konjugatt.
V piipadé pouziti smési kvantovych tecek z riznych materidlll lze stanovit vice proteinl
ze vzorku soucasné. To je umoznéno rozdilnymi detekénimi potencialy kovovych iontl, které
tvofi kvantové teCky. Ztoho divodu byly testovany smeési kvantovych teCek a byly

optimalizovany podminky detekce.

Na zéklad¢ analyzy kvantovych te¢ek a porovnani voltamogramil jsme vybrali kvantové
teCky, které vyhovuji naSim pozadavkim pro vytvofeni konjugitu a soucasné jsme

eliminovali nevhodné kvantové tecky. Pro tvorbu konjugitu byly vybrany dva druhy
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kvantovych tecek. Jednalo se o kvantové teCky PbS-PEG-NH: (Suzhou Xingshuo Nanotech
Co., Suzhou Industrial Park, Cina) a CdTe-GSH (CEITEC, Brno, CR). Tyto kvantové tecky
byly nasledn¢ pouzity pro 0Oznaceni polyklonalnich krali¢ich protilatek anti-AFP 1gG
(YoProteins, Huddinge, Svédsko) nebo monoklonalnich mysich protilatek anti-AFP IgG
(klon 5H7) (HyTest, Turku, Finland). Testovani ptipravenych konjugati zahrnovalo ovéfeni
jejich funkénosti a schopnosti vazat antigen i po oznaceni kvantovymi te¢kami. Toto ovéfeni
bylo provedeno detekci vzniklého imunokomplexu prostiednictvim elektrochemické detekce

iontll kovl, uvolnénych z jadra kvantovych te¢ek v kyselém prostiedi.

Nejprve byl konjugat testovan pii sestaveni tzv. polovicniho imunokomplexu tvofené¢ho
antigenem AFP imobilizovanym na magnetickych &asticich a anti-AFPRPS, Po testovani
polovi¢niho imunokomplexu a optimalizaci fedéni konjugatu byl konjugat pouzit pii detekci

finalniho imunokomplexu anti-AFP — AFP — anti-AFPPs,

3.1 Elektrochemicka analyza ionti kovi na tiSténych trielektrodovych

senzorech

3.1.1 Analyza ionti kovii na tiSténych elektrodach se rtutovym filmem

Tisténé senzory IS-HM1 jsou komeréné dostupné a primarné vyrobcem doporucované pro
tento druh aplikaci. Tyto senzory jsou standardné pouzivany v naSich laboratofich, a proto
byly zvoleny pro pocatecni experimenty. Na senzorech I1S-HM1 byly analyzovany roztoky
obsahujici ionty kova Cd(II), Pb(Il), In(Ill) a Zn(Il) (viz. kapitola 2.2.1). Vzorky byly
analyzovany v objemu 50 pl. Zaznamy analyz jsou uvedeny na Obr. 20 — 22. Proudové
odezvy byly zaznamenany pii potencidlu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné
-0,7 V pro Cd(l1), -0,5 V pro Pb(ll) a -0,6 V pro In(lll). Pfesné hodnoty proudovych odezev
jednotlivych iontti kovil jsou uvedeny v Tabulce 5. Proudové odezvy pro Zn(I) nebylo mozné

ze zaznamu odecist.
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Tabulka 5: Souhrnna data analyzy jednotlivych kovovych ionta Cd(ll), Pb(ll) a In(1ll) na IS-MH1
se rtutovym filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany pifi potencialu odpovidajicimu maximu
vysky piku. Konkrétné -0,7 V pro Cd(ll), -0,5 V pro Pb(ll) a-0,6 V pro In(llI).

Proud [nA]
cd(l) Pb(I1) In(I11) Zn(11)
(viz. Obr. 22) (viz. Obr. 22) (viz. Obr. 22)
Koncentrace 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.
[ppb] méfeni | méfeni | méfeni | méfeni | méieni | méieni | méfeni | méfeni
1 0,327 0,385 0,557 0,501 0 0 0 0
10 3,390 3,715 5,890 5,965 0 0 0 0
100 33,665 | 34,441 | 59,496 | 53,081 1,121 1,613 0 0
80,0 -
70,0 1 e Cd(I1) - 1 ppb (1)
60,0 1 ===Cd(Il) - 1 ppb (2)
] Cd(11) - 10 ppb (1)
50,0 7 Cd(l1) - 10 ppb (2)
ENIE cd(11) - 100 ppb (1)
3 ] Cd(11) - 100 ppb (2)
& 30,0 -
20,0 -
100 é /_/
0;0 : ’ ’ ’ ’ T ’ ’ ’ ’ T ’ ’ ’ ’ T ’ ’ ’ ’ T ’
1,1 0,9 0,7 0,5 0,3
Potencial/V

Obr. 20: Voltamogram detekce Cd(ll) v rozmezi koncentraci 1 — 100 ppb na IS-HM1 se rtutovym
filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné
-0,7 V pro Cd(ll).
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80,0 -
. Pb(ll) - 1 ppb (1)

70,0 - Pb(ll) - 1 ppb (2)

] Pb(Il) - 10 ppb (1)
] e P(11) - 10 ppb (2)
50,0 - Pb(ll) - 100 ppb (1)

60,0 ]

% 40,0 _ Pb(ll) - 100 ppb (2)
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Potencial/V

Obr. 21: Voltamogram detekce Pb(ll) v rozmezi koncentraci 1 — 100 ppb na IS-HM1 se rtutovym
filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné
-0,5 V pro Ph(1l).

80,0 -
0.0 s [0 (111) - 1 ppb (1)
R ——In(lll) - 1 ppb (2)
60,0 - In{111) - 10 ppb (1)
50,0 In(111) - 10 ppb (2)
g 400 ] s [ (111) - 100 ppb (1)
s 300§ In(111) - 100 ppb (2)
g
o ]
20,0
: AN
10,0 -
0;0 ] ’ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1,1 0,9 0,7 0,5 0,3

Potencial/V

Obr. 22: Voltamogram detekce In(I1l) v rozmezi koncentraci 1 — 100 ppb na IS-HM1 se rtutovym

filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné
-0,6 V pro In(l11).
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Po analyze jednotlivych iontli kovli samostatné jsme provadéli také analyzu jejich smési,
kdy byly jednotlivé ionty kovt piidavany ve stejnych koncentracich (Obr. 23). Divodem bylo
ovéteni, zda bude mozné analyzovat ionty kovu (a nasledné pak kvantové teCky) ve smési

vedle sebe v ramci analyzy na jedné elektrode.

80.0 e=Cd(11)/Pb(Il) - 10 ppb (1)
70,0 4 —Cd(11)/Pb(l1) - 10 ppb (2)
60,0 - cd(11)/Pb(ll) - 20 ppb (1)
50,0 cd(11)/Pb(il) - 20 ppb (2)
< 300 - Cal(11)/Pbi{ll) - 50 ppb (1)
T 300 ] cd(11)/Pb(il) - 50 ppb (2)
g 20,05
10,0 - Y/ \ Y o\
o
1,1 0,9 0,7 0,5 0,3

Potencial/V

Obr. 23: Voltamogram simultanni analyzy Cd(l1) a Pb(Il) v rozmezi koncentraci 10 — 50 ppb na IS-HM1
se rtutovym filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky
piku. Konkrétné -0,7 V pro Cd(I1) a-0,5 V pro Pb(ll).

Tisténé senzory IS-HM1 se osvédcCily pii analyze modelovych vzorkli obsahujicich ionty
Cd(II) a Pb(Il) jednotlivé i ve smésich. Pfi porovnani proudovych odezev pro In(III)
s proudovymi odezvami pro Cd(II) a Pb(Il) pfi stejnych koncentracich danych ionti mizeme
pozorovat vyrazné niz$i signaly pro In(I11) (viz. Tabulka 5 a Obr. 20 — 22). Senzor 1S-HM1
tedy neni vhodny pro analyzu iontd In(IIl) z divodu nizké citlivosti. Podobnych, dokonce
horsich vysledkd bylo dosazeno pii analyze vzorkt obsahujicich Zn(I). Ani zde nebylo
dosazeno kvalitnich dobfe definovatelnych pikd, podle kterych by bylo mozné kvantifikovat

Zn(I1) ve vzorku. Navic zde byly pozorovany parazitni piky a dvojpiky (data nejsou uvedena).

3.1.2 Analyza ionti kovi na tisténych elektrodach DRP C-110 s in situ/ex situ
vytvofenym bismutovym nebo antimonovym filmem

Po analyzéach iontii kovi na tisténych senzorech IS-HM1 jsme se jiz zaméfili na piipravu

a testovani bismutového a antimonového filmu, kterym byla modifikovana pracovni uhlikova

elektroda tisténych senzorit DRP C-110 od firmy DropSens a poté i OHT-000 firmy Orion

High Technologies. Bismut a antimon byly zvoleny jako méné toxicka alternativa

ke rtutovému filmu.
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V této casti jsme nejprve pouzili senzory DRP C-110 pro analyzu vzorkli obsahujicich
ionty kova Cd(IT) a Pb(II). Kovy byly analyzovany individualné i ve smésich podle postupu

uvedeného v experimentalni ¢asti (viz. kapitola 2.2.2)

Povrch pracovni uhlikové elektrody byl v tomto pfipadé modifikovan bismutovym nebo
antimonovym filmem, vytvofenym in situ nebo ex situ zroztoku obsahujiciho 500 ppb
Bi(I1)/Sb(1I1). Tvorba filmu in situ byla zaloZzena na elektrodepozici bismutu/antimonu
soucasn¢ s analyzovanymi latkami (ionty kovi) z roztoku. V piipadé ex situ filmu probiha
elektrodepozice samostatné — pied vlastni analyzou vzorku. Pfi praci jsme se soustiedili
na porovnani typu pouzitého filmu (bismutovy nebo antimonovy) a zpiisobu jeho piipravy
(in situ nebo ex situ). Proudové odezvy byly zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu
maximu vysky piku. Konkrétné -0,85 V (+/- 0,02 V) pro Cd(ll) a -0,6 V pro Pb(ll). Pfesné
hodnoty jsou uvedeny v Tabulkach 6 a 7.

Tabulka 6: Souhrnna data analyzy jednotlivych kovovych iontd Cd(Il) a Pb(ll) na DRP C-110
S in situ nebo ex situ vytvofenym bismutovym filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany
pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,85 V pro Cd(ll) a -0,6 V pro Pb(ll).
Pozn.: proskrtnuté pole = dana koncentrace nebyla métena.

Proud [pnA]
In situ EX situ
Koncentrace
[opb] cd(In Pb(11) cd() Pb(I1)
1 0 0,353 - -
10 0 2,116 0 72,503
+ vyskyt parazitniho
piku s vrcholem pii
potencialu -0,5 V
50 2,861 5,674
_ — + vyskyt parazitniho
piku s vrcholem pii
potencialu -0,5 V
100 13,477 39,449 4,171 17,362
+ vyskyt parazitniho
piku s vrcholem pti
potencialu -0,5 V

68




Tabulka 7: Souhrnna data analyzy jednotlivych kovovych iontd Cd(Il) a Pb(Il) na DRP C-110
S in situ nebo ex situ vytvofenym antimonovym filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany
pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,85 V pro Cd(ll) a -0,6 V pro Pb(ll).
Pozn.: proskrtnuté pole = dana koncentrace nebyla métena.

Proud [nA]
In situ Ex situ
Koncentrace Cd(In Pb(Il) Cd(in) Pb(IT)
[PpDb]
1 _ _ _ _
10 0,402 9,064 0,113 1,620
+ vyskyt parazitniho
piku s vrcholem pii
potencialu -0,6 V
50 13,813 15,837 10,222 14,345
+ vyskyt parazitniho
piku s vrcholem pii
potencialu -0,6 V
100 28,301 24,554 29,856 93,519
+ vyskyt parazitniho
piku s vrcholem pii
potencialu -0,6 V

Po analyze Cd(II) a Pb(Il) individualné byly ionty analyzovany i ve smésich, kdy byl
kazdy z iontl nejprve piridan ve stejné a pak v riznych koncentracich. Nasim cilem bylo opét
ovéteni, zda bude mozné analyzovat kovové ionty (potazmo kvantové tecky) ve smési vedle
sebe vramci analyzy na jedné elektrodé. Zaznamy simultannich analyz na DRP C-110

s bismutovym nebo antimonovym filmem vytvofenym in situ nebo ex situ jsou uvedeny
na Obr. 24.
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1,0 0,8 0,6 0,4 0,2

Potencial/V

Obr. 24: Voltamogramy simultanni analyzy Cd(II) a Pb(II) vrozmezi koncentraci 20 — 100 ppb
na DRP C-110 sin situ vytvofenym bismutovym (A) nebo antimonovym (B) filmem a na DRP C-110
S ex situ vytvofenym bismutovym (C) nebo antimonovym (D) filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany
pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,85 V (+/- 0,02 V) pro Cd(ll) a -0,6 V

pro Ph(ll).

Dalsi testovanou variantou bylo méteni modelovych vzorkd obsahujicich Cd(IT) a Pb(II)

v prostfedi octanového pufru (viz. kapitola 2.2.2). V tomto piipadé byla pracovni uhlikova

elektroda modifikovana in situ vytvofenym bismutovym filmem (Obr. 25). Duvodem

pro zkouSeni analyzy v prostfedi octanového pufru bylo to, Ze tato metoda byla v literatuie

zminéna [54,74,78]
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60,0 1 e Cdl(11)/Ph(I1) - 20 ppb (1)

500 e Cd(11)/Pb(Il) - 20 ppb (2)

] e Cd(11)/Pb(I1) - 50 ppb (1)

40,0 e Cdl(11)/Pb (1) - 50 ppb (2)

< o0 = Cd(11)/Pb(Il) - 100 ppb (1)

T e Cdl(11)/Pb(I1) - 100 ppb (2)
2 200 ]
10,0

-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 0,2
Potencial/V

Obr. 25: Voltamogram simultanni analyzy Cd(Il) a Pb(ll) vrozmezi koncentraci 20 — 100 ppb
na DRP C-110 s in situ vytvofenym bismutovym filmem V prostiedi octanového pufru. Proudové odezvy
byly zaznamenany pti potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,85 V pro Cd(ll) a-0,6 V
pro Pb(ll).

| vptipadé méfeni v prostiedi octanového pufru bylo dosazeno kvalitnich, dobie
definovatelnych a oddé€lenych pikli pro oba ionty (Obr. 25) a miize byt tedy pouzito. Tato
skutec¢nost koresponduje s literaturou. Nicméné v nasi aplikaci s danym druhem elektrod se

na rozdil od literatury neprokazala vyssi citlivost metody.

Porovnani zdznam meéfeni na DRP C-110 s bismutovym nebo antimonovym filmem
vytvofenym in situ ukazuje, ze nejlepSich vysledki pti detekci iontd Cd(II) individualné bylo
dosazeno s DRP C-110 s in situ vytvofenym antimonovym filmem (Tabulka 7). Pii detekci
Pb(Il) individualné se osvedcil in situ vytvoreny bismutovy film (Tabulka 6). V ptipadé
pouziti ex situ filmu nebylo dosaZzeno tak kvalitnich a dobfe definovatelnych pikt ani pro
jeden ze dvou kovil pfi porovnani s in situ vytvofenymi filmy. Proudové odezvy nebyly

linearni, a navic bylo mozné pozorovat parazitni piky (zejména pii detekci Cd(II)).

Pfi simultdnni analyze Cd(II) a Pb(II) jsme dosahli nejlepSich vysledktt s DRP C-110
s in situ vytvofenym bismutovym filmem (Obr. 24 A). V tomto ptipad¢ byly piky nejvyssi,
dobfe definovatelné, bez vyskytu parazitnich pikd a proudova odezva rostla linearné se
zvysujici se koncentraci iontl kovil ve vzorku. V pfipadé pouziti ex situ filmia (bismutového
i antimonového) (Obr. 24 C a D) bylo dosaZzeno nizSich signali nez s in situ filmy. Pti
pohledu na zdznamy na Obr. 24 mizeme vidét, Zze pti simultanni analyze Cd(II) a Pb(II) bylo
ve vSech piipadech dosazeno ostrych, dobie definovatelnych pikti a nevyskytovaly se zde

parazitni piky.

71



3.1.3 Analyza ionti kovi na tiSténych elektrodach OHT-000 s in situ/ex situ

vytvoienym bismutovym nebo antimonovym filmem

Po analyzdch na DRP C-110 jsme pfesli na testovani senzort OHT-000. I na téchto
senzorech byly analyzovany vzorky obsahujici ionty Cd(Il) a Pb(ll) a navic jeste Zn(ll).
Stejné¢ jako tomu bylo pfi analyzach na DRP C-110, i zde jsme testovali bismutovy
a antimonovy film vytvofeny in Situ nebo ex situ zroztoku obsahujiciho Bi(IIl)/Sb(III)
v koncentraci 500 ppb (viz. kapitola 2.2.3) a sledovali jejich vliv na vystupni signal. Roztoky
iontd kovl byly analyzovany individualné v koncentracich uvedenych v Tabulkach 8 a 9
apoté i ve smésich (Obr. 26). Proudové odezvy byly zaznamenany pii potencialu
odpovidajicimu maximu piku. Konkrétn¢ -0,85 V (+/- 0,02 V) pro Cd(ll) a -0,6 V
(+/- 0,02 V) pro Pb(ll). Pti pouziti téchto elektrod byl pozorovan nepatrny posun potencialu

maxima piku v radmci jedné série analyz na jedné elektrod¢.

Tabulka 8: Souhrnna data analyzy jednotlivych kovovych iontd Cd(Il) a Pb(ll) a Zn(ll)
na OHT-000 s in situ nebo ex situ vytvofenym bismutovym filmem. Proudové odezvy byly
zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu maximu piku. Konkrétné -0,85 V (+/- 0,02 V) pro Cd(ll)
a-0,6 V (+/- 0,02 V) pro Pb(ll). Pozn.: proskrtnuté pole = dana koncentrace nebyla métena.

Proud [nA]
In situ Ex situ
Koncentrace
[ppb] cd(ln Pb(Il) Cd(in) Pb(I1) Zn(l1)

1 0 0,085 - - 1ppb=0
10 1,521 0,657 2,112 1,359 3ppb=0
50 - - 16,551 14,964 5ppb=0
100 31,153 28,918 32,079 27,399 -
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Tabulka 9: Souhrnna data analyzy jednotlivych kovovych iontd Cd(llI) a Pb(ll) na OHT-000
sin situ nebo ex situ vytvofenym antimonovym filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany
pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,85 V (+/- 0,02 V) pro Cd(ll) a-0,6 V
(+/- 0,02 V) pro Pb(ll). Pozn.: proskrtnuté pole = dana koncentrace nebyla méfena.

Proud [pnA]
In situ Ex situ
Koncentrace
b
[Ppb] cd(in Pb(I1) cd(l) Pb(I1)
1 _ _ _ _
10 0,772 0,198 1,158 1,361
50 7,015 2,681 12,595 10,445
100 13,784 9,561 24,006 18,111
40,0 - 40,0
A ——cd(11)/Ph(ll) - 20 ppb (1) ]
= Cd(11)/Pb(ll) - 20 ppb (2) ]
300 1 e Cl{11)/Pb(11) - 50 ppb (1) 300 7
e cd(in)/Pb(ll) - 20 ppb
Cd{11)/Pbill) - 50 ppb (2) 1
2 200 1 Cd(11)/Pb(11) - 100 ppb {1) 3 200 1 T Cau/Pu) -0 ppb
S 3 ; ——Cd(11}/Pb(1l) - 100 ppb
3 ——Ccd(Il/Pb{il) - 100ppb (2) 3
* 100 ] * 100 ]
0,0 T T T 0,0 ] T T T T
-1,0 0,8 0,4 0,2 1,0 08 0,6 04 0,2
Potencial/V Potencial/V
40,0 - C 40,0
30,0 1 Caft)/Pbiit) - 20 ppb 30,0 - cd(11)/Pb{ll) - 20 ppb
< ——Cd{11)/Pb(ll) - 50 ppb === Cd(1)/eb{1l) - 50 ppb
20,0 - 3 200 .
'g CaPbil) - 100 ppb .%_ cd(i1)/Pb{ll) - 100 ppb
a a
100 1 /\ 10,0 - /
0,0 /\ S —_— — 0,0 | — = s i
1,0 08 0,6 0,4 02 1,0 08 06 0,4 0,2
Potencial/V Potencial/V

Obr. 26: Voltamogramy simultanni analyzy Cd(II) a Pb(II) v rozmezi koncentraci 20 — 100 ppb
na OHT-000 s in situ vytvofenym bismutovym (A) nebo antimonovym (B) filmem a na DRP C-110 s ex situ
vytvofenym bismutovym (C) nebo antimonovym (D) filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany
pti potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,85 V pro Cd(ll) a -0,6 V (+/- 0,02 V)

pro Pb(1l).
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Jak ukazuji vysledky (viz Obr. 26) meétfeni vzorkli obsahujicich Cd(Il) a Pb(II)
na elektrodach OHT-000 s in situ vytvofenym bismutovym (A) filmem, bylo dosazeno
vysoké proudové odezvy na pritomnost Pb(II) jiz pti nizkych koncentracich. Piky pro Pb(II)
byly ostré a dobte definovatelné. Naopak piky pro Cd(II) ostré nebyly a pii vyssi koncentraci
Cd(II) se vyskytoval dvojpik. Proudova odezva i pro vyssi koncentrace byla pro Cd(ll)
vyrazn¢ mensi nez pro Pb(Il). Pii pohledu na zdznam je viditelné, ze pik nema pozadovany

tvar, coz velmi zkresluje moznost piesné kvantifikace Cd(ll) ve vzorku.

Pii porovnani vysledkd simultanni analyzy Cd(I) a Pb(II) s méfenim na DRP C-110
s in situ vytvofenym bismutovym filmem (Obr. 24 A) bylo dosazeno lepSich vysledku se
senzorem DRP C-110. Proudové odezvy byly v tomto piipadé vyssi pro oba kovy a nebyly
zde pozorovany zadné parazitni piky nebo dvojpiky. Tyto elektrody se tedy jevi jako

vhodng;jsi pro naSe aplikace.

Pii porovnani OHT-000 s in situ vytvofenym bismutovym (A) nebo antimonovym (B)
filmem je zifejmé, ze pii pouziti OHT-000 s in situ vytvofenym antimonovym filmem (B)
doslo k vyraznému zlepSeni elektrochemickych vlastnosti senzoru. Bylo zde dosazeno vyssich
signala pti detekci Cd(I1). Piky jsou ostré, bez jakékoliv deformace. RovnéZ proudové odezvy
rostly linearné s rostouci koncentraci danych iontl kovil ve vzorku. Porovnanim in situ
vytvofenych antimonovych filmi na OHT-000 (Obr. 26 B) a DRP C-110 (Obr. 24 B) je
ziejmé, Ze lepSich vysledkt bylo dosazeno s pouzitim DRP C-110. Piky pro oba ionty byly

V tomto piipad¢ vyssi.

Pfi pohledu na zaznamy méteni vzorkid obsahujicich ionty Cd(II) a Pb(I) na OHT-000
s bismutovym (C) nebo antimonovym (D) filmem vytvofenym eX Situ je mozné pozorovat
dobfe definovatelné piky pro Pb(Il) pro oba typy filma. Pro Cd(Il) jsou proudové odezvy
Vv pfipadé pouziti obou modifikaci (C) i (D) vyrazné nizsi nez pro Pb(Il). Piky nemaji zcela
idealni tvar a rovnéz citlivost stanoveni je nizkd. Nicméné i navzdory nizké citlivosti je
zachovana linearita narastu proudovych odezev v zavislosti na koncentraci danych ionti kovi

ve vzorku.

Pfi porovnani zdznamii méteni se senzorem OHT-000 s bismutovym nebo antimonovym
filmem vytvofenym in Situ nebo ex situ mizeme konstatovat, Zze pro analyzu vzorki
sobsahem Cd(II) a Pb(Il) ve smési je jednoznacné¢ OHT-000 sin situ vytvofenym
antimonovym filmem (Obr. 26 B) vhodnéjsi volbou. Naopak pokud jsou ionty Cd(Il) a Pb(Il)

detegovany individualné, je vhodné&jsi pouziti senzoru OHT-000 s in situ, piipadné ex situ
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vytvofenym bismutovym filmem (Tabulka 8 a 9). Nicméné z divodu ¢asové narocnosti

piipravy ex situ filmu je in situ film vhodné&;jsi variantou.

Na tisténych senzorech OHT-000 sex situ vytvofenym bismutovym filmem byly
analyzovany také vzorky obsahujici zinek (viz. kapitola 2.2.3). Nicmén¢ se ukazalo, Ze takto
modifikovand elektroda neni pro analyzu vzork obsahujicich Zn(Il) vhodna. Na zakladé

vysledkti méteni nebylo mozné piesné stanovit obsah zinku ve vzorku (Obr. 27).

100,0 -
80,0 -
] Zn(ll) - 1 ppb
60.0 7 = 7n(ll) - 3 ppb
=1 3 Zn(ll) - 5 ppb
~, 3
T 400 -
g
[- 9
- | /
0,0 -
20,0
1,4 1,2 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,0

Potencial/V

Obr. 27: Voltamogram detekce Zn(I1) v rozmezi koncentraci 1 — 5 ppb na OHT-000 s ex situ vytvofenym
bismutovym filmem.

3.2 Analyza kvantovych tecek na tiSténych elektrodach sin situ/ex situ

vytvorenym bismutovym nebo antimonovym filmem

Po analyze iontd kovi jsme pfistoupili k elektrochemické analyze kvantovych tecek.
Pro testovani byly zvoleny komeréné dostupné kvantové teCky PbS-PEG-NH;
a CdS/ZnS-PEG-NH2 od spole¢nosti Suzhou Xingshuo Nanotech Co. (Suzhou Industrial
Park, Cina) a kvantové te¢ky CdTe-GSH syntetizované v laboratofich CEITEC (Brno, CR)
(Obr. 28 a 29). Kvantové tecky byly analyzovany jednotliveé i ve smésich o riizné koncentraci
metodou anodické rozpoustéci voltametrie po piedchozi inkubaci s 0,1 M HCI, kdy doslo
K rozpusténi obalu kvantové teCky a uvolnéni iontd kovi, které tvofily jeji jadro (v nasem
ptipadé¢ Cd(Il) a Pb(Il)). Analyza byla provedena na senzorech DRP C-110 a OHT-000
s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou bismutovym nebo antimonovym filmem
vytvofenym in situ nebo ex situ (viz. kapitola 2.3). Vzorky jednotlivych kvantovych tecek pro
analyzu byly pfipraveny ze zasobnich roztokti o koncentracich: 0,1 nM PbS-PEG-NH,
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0,1 nM CdS/ZnS-PEG-NH; a 100 pg/ml CdTe-GSH odebranim vzdy stejného objemu
roztoku kvantovych tecek od kazdého druhu. Ptiprava vzorku pak byla pro vSechny jednotlivé
vzorky stejna, tj. piidavek 0,1 M HCI a roztoku Bi(ll1)/Sb(I1l) o koncentraci 500 ppb
do celkového objemu 100 pl v piipadé in situ filmu. V ptipad¢ ex situ filmu byla pfidana
pouze 0,1 M HCI do celkového objemu 100 pl nebot' film byl vytvofen piedem
elektrodepozici bismutu nebo antimonu (viz. kapitola 2.2.2 a 2.2.3). Proudové odezvy byly
zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku, konkrétné -0,85 V
(+/- 0,02 V) pro Cd(ll) a-0,6 V (+/- 0,02 V) pro Pb(ll).
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40,00 -

1 e C4S/ZNS-PEG-NH2 a PhS-PEG-NH2 - 5 il
< 30,00 | e (1S /ZNS-PEG-NH2 a PhS-PEG-NH2 - 10 pl
—_
=]
= 4
® 20,00 -

s ]
10,00 1
0,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T°7T
1,0 0,8 0,6 0,4 0,2
Potencial/V

Obr. 28: Voltamogram simultanni analyzy dvou druhti kvantovych te¢ek (CdS/ZnS-PEG-NH;
a PbS-PEG-NHy) ptidanych v objemu 5 a 10 pl na DRP C-110 s in situ vytvofenym bismutovym filmem.
Proudové odezvy byly zaznamendny pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné
-0,6 V pro Pb(Il). Cd(l1) QDs neposkytly zadnou proudovou odezvu.

Jelikoz kvantové tecky CdS/ZnS-PEG-NH: neposkytly zadny signal, pfistoupili jsme
K testovani jiného druhu kvantovych tecek s Cd(Il) jadrem. Témito teCkami byly CdTe-GSH
syntetizované v laboratotich CEITEC (Brno, CR). Zaznam analyzy kvantovych teéek
CdTe-GSH spolu s CdS/ZnS-PEG-NH; a PbS-PEG-NH2 na OHT-000 s in situ vytvoifenym

bismutovym filmem je na Obr. 29.
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Obr. 29: Voltamogram analyzy kvantovych te¢ek CdTe-GSH, PbS-PEG-NH, a CdS/ZnS-PEG-NH,
ptidanych v objemu 10 ul na OHT-000 s in situ vytvofenym bismutovym filmem. Proudové odezvy byly
zaznamenany pii potencidlu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,85 V pro Cd(Il) a -0,58 V
pro Pb(ll).

Na zéznamu analyzy mulzeme pozorovat pik odpovidajici Cd(ll) (CdTe-GSH)
pii potencidlu -0,85 V a pik odpovidajici Pb(II) (PbS-PEG-NH,) pii potencialu -0,58 V.
Komer¢ni kvantové tecky CdS/ZnS-PEG-NH: ani v tomto ptipadé neposkytly zadny signal
a z dalsich testovani byly vyfazeny. Ze zdznamu je rovnéz patrnd relativné nizka proudova
odezva pro CdTe-GSH ve srovnani s PbS-PEG-NH: pfi stejném piidavaném objemu
do modelového vzorku. Nizké signaly pro Cd(II) mohly byt v tomto ptipadé zapfti¢inény tim,
7ze nezname piesnou molarni koncentraci kvantovych tecek CdTe-GSH. Na zakladé této

skute¢nosti jsme se rozhodli pro dal§i analyzu zvysit koncentraci zasobniho roztoku

CdTe-GSH 5x (tedy na 500 pg/ml).

Na zakladé vysledku analyz kvantovych tecek (viz. Obr. 28 a 29) jsme pro dal$i pouziti pii
analyze vyradili kvantové teCky CdS/ZnS-PEG-NH,, které neposkytovaly signal a dale se
vénovali pouze analyze kvantovych teCek CdTe-GSH a PbS-PEG-NH. na senzorech
DRP C-110 a OHT-000 modifikovanych bismutovym nebo antimonovym filmem
vytvoifenym in situ nebo ex situ. Vzorky jednotlivych kvantovych tecek byly ptipraveny
pridanim 2, 5 a 10 pl od kazdého druhu z pfipravenych zasobnich roztoki a doplnény
na objem 100 pl 0,1 M HCI a roztokem Bi(l11)/Sb(111) o koncentraci 500 ppb v ptipadé in situ
filmu. V piipadé ex situ filmu byla ptidana pouze 0,1 M HCIl. Nasledovala tfi minutova
inkubace a samotna analyza. Pfi méfenich jsme pozorovali vliv pouzitého filmu na danych
elektrodach na vystupni signal, a zda proudové odezvy rostou linearné s rostoucim objemem

piidavanych roztokd danych kvantovych tecek. Soucasné jsme se zaméfili na hodnoceni
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zaznami ve smyslu pozorovani

atypickych a parazitnich pikl. Ziaznamy méfeni

na DRP C-110 jsou uvedeny na Obr. 30. M¢tfeni na OHT-000 pak na Obr. 31.

Proud/pA

Proud/pA

50,0

e Cd-QDs/Pb-QDs - 2 pl

40,0
s Cl-QDS/Pb-QDS - 5 pl
30,0
= (Cd-QDs/Pb-QDs - 10 pl
20,0
10,0
00 +—/—"7—"7"—"+—7r—""""T 17T T T T T T T T
-1,0 0,8 0,6 0,4 0,2
Potencial/V
50,0 -
C s Cd-QDs/Pb-QDs - 2 pl
40,0 A

e Cd-QDs/Pb-QDs - 5 pl

e Cd-QDs/Pb-QDs - 10 pl

0,0

-1,0 0,8 -0,6 -0,4 -0,2
Potencial /v

Proud/pA

Proud/pA

e Cd-QDs/Ph-QDs - 2 pl

e C-QDS/Ph-QDs - 5 pl

=== Cd-QDs/Pb-QDs

Ww+——7T T

1,0 0,8 0,6 0,4 0,2
Potencial/V
50,0 4 D
40,0 1 = Cd-QDs/Pb-QDs - 2 pl
e Cd-QDs/Pb-QDs - 5 pl

30,0 e Cd-QDs/Pb-QDs - 10 pl

20,0

100 1

00 ————————————————————————
-1,0 0,8 0,6 0,4 0,2

Potencial/V

Obr. 30: Voltamogramy simultanni analyzy kvantovych teéek CdTe-GSH a PbS-PEG-NH; ptidanych
v objemu 2, 5 a 10 pl na DRP C-110 s in situ vytvofenym bismutovym (A) nebo antimonovym (B) filmem
ana DRP C-110 s ex situ vytvofenym bismutovym (C) nebo antimonovym (D) filmem. Proudové odezvy
byly zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,85 V pro Cd(ll) a-0,6 V

pro Pb(ll).
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Obr. 31: Voltamogramy simultanni analyzy kvantovych tecek CdTe-GSH a PbS-PEG-NH; piidanych
vobjemu 2, 5 a 10 ul na OHT-000 s in situ vytvofenym bismutovym (A) nebo antimonovym (B) filmem
ana OHT-000 s ex situ vytvofenym bismutovym (C) nebo antimonovym (D) filmem. Proudové odezvy byly
zaznamenany pii potencidlu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,83 V pro Cd(ll) a -0,58 V
pro Pb(ll).

Pfi porovnani zdznami simultanni analyzy kvantovych tecek CdTe-GSH a PbS-PEG-NH;
na tisténych senzorech DRP C-110 (Obr. 30) a OHT-000 (Obr. 31) suhlikovou pracovni
elektrodou modifikovanou bismutovym nebo antimonovym filmem vytvofenym in situ nebo
ex situ bylo dosazeno ve vSech ptipadech ostrych, dobie definovatelnych pikti pro oba kovy
(Cd(11) i Pb(11)) bez vyskytu parazitnich pikd. Pfi detailnim porovnani zaznamu je patrné, ze
nejlepsich vysledkd bylo dosazeno pti analyze na senzoru DRP C-110 s in situ vytvofenym
bismutovym filmem (Obr. 30 A). Soucasné zde bylo mozné pozorovat nejvyssi vzajemné
vysky pikti obou kovii. Také méfeni s DRP C-110 s in situ vytvofenym antimonovym filmem
(Obr. 30 B) prineslo slibné vysledky. V tomto pripadé bylo dosazeno vyssi proudové odezvy
pro Cd(ll) nez pii pouziti DRP C-110 s in situ vytvofenym bismutovym filmem (Obr. 30 A).
Naopak signal pro Pb(II) byl v tomto piipadé nizsi.

Vedle analyzy kvantovych tecek s amino funkénimi skupinami byly na stejnych senzorech
se stejnymi modifikacemi analyzovany také kvantové tecky s karboxylovymi funkénimi

skupinami CdTe-MPA a PbS-PEG-COOH od spole¢nosti Suzhou Xingshuo Nanotech Co.
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(Suzhou Industrial Park, Cina). Modelové vzorky s obsahem jednotlivych kvantovych tedek
byly piipraveny ze zasobnich roztokd o koncentracich: 0,1 nM PbS-PEG-COOH a 6 ug/ml
CdTe-MPA. Jednotlivé kvantové te¢ky byly pfidany v objemu 2, 5 a 10 ul od kazdého druhu
Z ptipravenych zéasobnich roztoki a doplnény na objem 100 pl 0,1 M HCI a roztokem
Bi(I1)/Sb(111) o koncentraci 500 ppb v piipadé in situ filmu. V ptipadé ex situ filmu byla
piidana pouze 0,1 M HCI. Nasledovala tii minutova inkubace a poté samotnd analyza.
Zaznamy simultanni analyzy kvantovych CdTe-MPA a PbS-PEG-COOH na DRP C-110 jsou
uvedeny na Obr. 32. Zaznamy méteni na OHT-000 pak na Obr. 33.
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Obr. 32: Voltamogramy simultanni analyzy kvantovych te¢ek CdTe-MPA a PbS-PEG-COOH ptidanych
vobjemu 2, 5 a 10 pl na DRP C-110 s in situ vytvofenym bismutovym (A) nebo antimonovym (B) filmem
ana DRP C-110 s ex situ vytvofenym bismutovym (C) nebo antimonovym (D) filmem. Proudové odezvy
byly zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,87 V pro Cd(ll) a -0,6 V
pro Ph(ll).
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Obr. 33: Voltamogramy simultanni analyzy kvantovych te¢ek CdTe-MPA a PbS-PEG-COOH ptidanych
vobjemu 2, 5 a 10 ul na OHT-000 s in situ vytvofenym bismutovym (A) nebo antimonovym (B) filmem
ana OHT-000 s ex situ vytvofenym bismutovym (C) nebo antimonovym (D) filmem. Proudové odezvy byly
zaznamenany pii potencialu odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,83 V pro Cd(ll) a -0,58 V
pro Ph(ll).

V piipad¢ vSech provadénych analyz kvantovych tecek CdTe-MPA a PbS-PEG-COOH
(viz. Obr. 32 a 33) bylo dosazeno ostrych, dobfe definovatelnych pikd s vyjimkou méfeni
na DRP C-110 sex situ vytvofenym bismutovym filmem, kdy po pfidavku 5 pl roztoku
kvantovych tecek poskytla elektroda nestandardni, deformovany pik. Ve vSech ostatnich
analyzach se proudové odezvy linearn¢ zvySovaly s rostoucim pfidavanym objemem roztokti
danych kvantovych tecek do vzorku. NejlepsSich vysledkd pifi analyze kvantovych teCek
CdTe-MPA a PbS-PEG-COOH na tisténych senzorech DRP C-110 a OHT-000 bylo dosazeno
za pouziti DRP C-110 s in situ vytvofenym antimonovym filmem (Obr. 32 B). V tomto
piipad¢ byly piky pro Cd(Il) i Pb(Il) ostré, dobie definovatelné a jejich vzajemna vyska byla

nejvyssi ze vSech testovanych variant.

3.3 Konjugace protilatek s kvantovymi teCkami

Na zékladé vysledkli analyz kvantovych tecek jsme pro piipravu konjugati vybrali
kvantové tecky CdTe-GSH a PbS-PEG-NH;. Samotna konjugace byla provedena pomoci

dvou metod. Jednou ztestovanych variant byla neorientovana vazba jednokrokovou
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karbodiimidovou metodou (viz. kapitola 2.4.1). Timto zpusobem byly oznaceny polyklonalni
krali¢i protilatky anti-AFP kvantovymi teCkami CdTe-GSH a PbS-PEG-NH,. Druhou
variantou piipravy konjugiti byla orientovana vazba s vyuzitim oxidovanych protilatek
pomoci jodistanu sodného (viz. kapitola 2.4.2). Touto metodou byly kvantovymi teckami
CdTe-GSH a PbS-PEG-NH2 oznaceny polyklonalni krali¢i protilatky —anti-AFP
a monoklonalni mysi protilatky anti-AFP (klon 5H7). Pfipravené konjugaty byly analyzovany
pomoci SDS-PAGE pro ovéteni G¢innosti konjugace (Obr. 34).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
—— 250 kDa
Poradi: e 150 kDa
— 100 kDa
2. Konjugat - Cd-QDs - mAb AFP — 75 kDa
4, Konjugat - Pb-QDs - mAb AFP e 50 kDa
6. Puvodni vzorek - mAb AFP — 37 kDa
9. Molekulovy marker (10 - 250 kDa) . **
3 pe— 25 kDa
20 kDa
15 kDa
10 kDa

Obr. 34: SDS-PAGE pro ovéfeni u¢innosti konjugace monoklonalnich protilatek anti-AFP (klon 5H7)
s kvantovymi te¢kami CdTe-GSH a PbS-PEG-NHz. 10 % polyakrylamidovy délici gel, barveno roztokem
amoniakalniho stfibra. Jamky 1, 3, 5, 7, 8 a 10 jsou prazdné.

3.4 Imobilizace antigenu AFP na magnetické castice

Funkénost piipravenych konjugat, tedy prokazani skuteCnosti, Ze 1 po oznaceni
kvantovymi teckami protilatky neztraci schopnost vazat antigen, byla ovéfena sestavenim
imunokomplexu mezi antigenem AFP, ktery byl imobilizovan na magnetickych ¢asticich
SIMAG — Carboxyl a pfipravenymi protilatkami anti-AFP, oznacenymi kvantovymi teCkami.
Magnetické Castice s imobilizovanym antigenem AFP pak slouzily i pro optimalizaci fedéni
konjugatu, tedy mnozstvi protilatek, které je pak optimdlni pro budouci aplikaci pfi
sestavovani finalniho imunosenzoru pro stanoveni AFP. Pro kontrolu t¢innosti imobilizace
antigenu AFP byla provedena SDS-PAGE analyza (Obr. 35).

82



3 4 5 6 7 8 9 10
... 250kDa
Poradi: s 150kDa
ww. 100 kDa
3. Vazebna frakce S 75 kDa
4. Promyvaci frakce
5.Promyvaci frakce
st s 50 kDa
6.Promyvaci frakce
7.Promyvaci frakce s 37 kDa
8. Puvodni vzorek
10. Molekulovy marker
(10 - 250 kDa) s 25 kDa
0 20 kDa
. 15 kDa

Obr. 35: SDS-PAGE - ovéfeni imobilizace antigenu AFP na SiMAG - Carboxyl. 10 %
polyakrylamidovy délici gel, barveno roztokem amoniakalniho stiibra. Jamka 9 je prazdna.

Pii porovnani vazebné frakce (jamka 3), promyvacich frakci (jamky 4 — 7) a jamky
s pivodnim vzorkem (jamka 8) muzeme vidét jasny prouzek v jamce s ptivodnim vzorkem
odpovidajici a-fetoproteinu, ktery ma molekulovou hmotnost 69 kDa. V ostatnich jamkach se
tento prouzek nevyskytuje, nebo neni tak vyrazny jako v jamce 7. To naznacuje vysokou
uspéSnost imobilizace antigenu AFP na magnetické Ccastice. Pfi  denzitometrickém
vyhodnoceni byla u¢innost imobilizace 100 % (Obr. 35). Pozn.: Jamky 1 a 2 byly ze zaznamu
zamérn¢ odstranény. V téchto jamkach byl analyzovan konjugat z jiné analyzy a nebylo tieba

jej zde uvadet.

3.5 Optimalizace Fedéni konjugatu anti-AFPR™ na ti§ténych elektrodach

s in situ vytvoienym bismutovym nebo antimonovym filmem

Prostfednictvim sestaveni poloviéniho imunokomplexu antigen AFP — mAb anti-AFP?P®
(PbS-PEG-NH2 nebo CdTe-GSH) byla ovéfena funkénost pripravenych konjugati a jejich
optimalni fedéni. Vznikly imunokomplex byl nasledné detegovan pomoci elektrochemické
detekce iontt kova Cd(II) a Pb(II) uvolnénych z kvantovych tecek v kyselém prostiedi.
Na zaklad¢ predchozich analyz samotnych kvantovych tecek PbS-PEG-NH. a CdTe-GSH
byly pro analyzu pouzity tisténé senzory DRP C-110 a OHT-000 sin situ vytvofenym
bismutovym nebo antimonovym filmem a byly odecteny proudové odezvy pro dané kovy

na jednotlivych elektrodach.
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Konjugaty byly testovany v rozmezi koncentraci protilatek 1 — 6 pg, které byly pfidavany
k 1 pg antigenu AFP imobilizovaného na magnetickych casticich. Na zakladé
elektrochemické analyzy poloviéniho imunokomplexu, tj. antigen AFP — mAb anti-AFPRPs
jsme dospéli k zavéru, ze ani jeden z konjugati ptipravenych z polyklonalnich krali¢ich
protilatek anti-AFP nebyl funkéni. Pfi elektrochemické analyze nebyly pozorovany zadné
signaly pro Cd(Il) ani pro Pb(ll). Ani pfi analyze konjugat ptipravenych z monoklonalnich
mySich protilatek anti-AFP (klon 5H7) nebyly funkéni oba. Pouze konjugat piipraveny
s pouzitim kvantovych tecek PbS-PEG-NH> poskytl pii elektrochemické analyze
imunokomplexu proudovou odezvu. Zaznamy analyz (A, B, C, D) v¢etné kalibra¢nich ptimek
(A*, B*, C*, D*) jsou uvedeny na Obr. 36.
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Obr. 36: Voltamogramy — optimalizace fedéni konjugatu v rozmezi koncentraci monoklonalnich mysich
protilatek (klon 5H7) 1 — 6 pg oznadenych kvantovymi te¢kami PbS-PEG-NH, na senzoru DRP C-110
sin situ vytvofenym bismutovym (A) nebo antimonovym (B) filmem a na senzoru OHT-000 sin situ
vytvofenym bismutovym (C) nebo antimonovym (D) filmem. Kalibraéni pfimky: DRP C-110 sin situ
vytvofenym bismutovym (A*) nebo antimonovym (B*) filmem a OHT-000 sin situ vytvofenym
bismutovym (C*) nebo antimonovym (D*) filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany pfi potencialu
odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,58 V (+/- 0,02 V) pro Pb(ll).
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Z voltamogramii je ziejmé, ze nejlepsich vysledkt bylo dosazeno se senzorem DRP C-110
s in situ vytvofenym bismutovym filmem (Obr. 36 A). Piky byly ostré, dobte definovatelné
arovnéz jejich vyska byla ze vSech testovanych variant nejvyssi. Nicméné také senzor
DRP C-110 s in situ vytvofenym antimonovym filmem (Obr. 36 B) poskytl pti analyze dobré
vysledky. V obou piipadech bylo v nejvyssim bod¢ kalibrace, tedy po pfidani 6 pg konjugatu,
dosazeno proudové odezvy piesahujici 115 pA. Senzor OHT-000 sin situ vytvofenym
bismutovym (Obr. 36 C) i antimonovym (Obr. 36 D) filmem vykazoval pii elektrochemické
detekci imunokomplexu nizsi citlivost. V nejvyssim bod¢ kalibrace, tedy pfi analyze 6 pg
konjugatu byla proudova odezva v piipadé obou filmi (C i D) pouze cca 20 pA. Nicméné
i vtomto piipadé byly piky ostré a dobie definovatelné bez vyskytu parazitnich pikd. Pfi
méfeni na vSech typech elektrod s bismutovym i antimonovym filmem bylo dosaZeno
linearity v rozmezi koncentraci konjugatu 1 — 6 pg. Optimalni mnozstvi pfidanych znacenych
protildtek pro budouci aplikaci pifi sestavovani finalniho imunokomplexu bylo zvoleno

mnozstvi 2 pg mAb anti-AFPPPS QDs,

r wr

3.6 Imobilizace anti-AFP protilatek na magnetické ¢astice

Imobilizované monoklonalni mysi protilatky anti-AFP (klon 4A3) slouzily pro vychytani
a-fetoproteinu z ptipraveného modelového vzorku pfi sestaveni finalniho imunosenzoru
tvofeného primarnimi anti-AFP protilatkami imobilizovanymi na magnetickych ¢asticich,
a-fetoproteinem (AFP) jako antigenem vychytanym ze vzorku a kvantovymi teckami
znaCenymi sekundarnimi protilatkami anti-AFP. Pro kontrolu u¢innosti imobilizace protilatek

byla provedena SDS-PAGE analyza (Obr. 37).
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Obr. 37: SDS-PAGE — ovéteni imobilizace monoklonalnich mysich protilatek anti-AFP (klon 4A3)
na SIMAG — Carboxyl. 10 % polyakrylamidovy délici gel, barveno roztokem amoniakalniho stiibra. Jamky
1, 8 a 10 jsou prazdné.

Pii porovnani vazebné frakce (jamka 2), promyvacich frakci (jamky 3 — 6) a jamky
s puvodnim vzorkem (jamka 7) je viditelny jasny prouzek v jamce s puvodnim vzorkem,
zatimco v ostatnich jamkéach se tento prouzek nevyskytuje (nebo neni tak vyrazny).
To naznacuje vysoké procento Uspé&Snosti imobilizace protilatek na magnetické Castice. Pti
denzitometrickém vyhodnoceni byla imobilizace protilaitek na magnetické ¢astice uspésna

z 89 %. Doslo tedy k navazani 44,5 pg z ptivodniho mnozstvi 50 pg (Obr. 37).

3.7 Detekce a-fetoproteinu na tisténych elektrodach s in situ vytvoirenym

bismutovym nebo antimonovym filmem

Po vybéru vhodného konjugatu a optimalizaci jeho fedéni jsme se jiz zaméfili na sestaveni
celého imunokomplexu jehoZ podstatou byla samotna detekce a-fetoproteinu v pfipraveném
modelovém vzorku. Na zaklad¢ ptedchozich analyz byl jako nejvhodnéjsi zvolen konjugat
skladajici se z monoklonalnich mysich protilatek anti-AFP (klon 5H7) zna¢enych kvantovymi
teCkami PbS-PEG-NH.,. Optimalni koncentrace pfidavaného konjugatu byla na podkladé
vysledkil (viz. kapitola 3.5) zvolena 2 pg mAb anti-AFPS @0 Cely systém byl pak tvofen
imobilizovanymi primarnimi monoklonalnimi protilatkami anti-AFP (klon 4A3) (2 pg)
na magnetickych ¢asticich SIMAG — Carboxyl, které slouzily pro vychytani o-fetoproteinu
zevzorku a ktakto vytvofenému imunokomplexu byl nasledné piidan konjugat, tedy
mAb anti-AFPPS QDS Nasledna elektrochemicka detekce vzniklého imunokomplexu byla
zprostiedkovana detekci iontl Pb(II) uvolnénych z kvantovych te¢ek pusobenim HCI.
Analyza byla provedena na tisténych senzorech DRP C-110 a OHT-000 s in situ vytvofenym

87



bismutovym nebo antimonovym filmem (viz. Kkapitola 2.8). Zaznamy analyz vcetné

kalibra¢nich pfimek jsou uvedeny na Obr. 38.
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Obr. 38: Voltamogramy — elektrochemicka detekce a-fetoproteinu v rozmezi koncentraci 1 — 200 ng
na senzoru DRP C-110 s in situ vytvofenym bismutovym (A) nebo antimonovym (B) filmem a na OHT-000
sin situ vytvofenym bismutovym (C) nebo antimonovym (D) filmem. Kalibra¢ni pfimky: DRP C-110
s in situ vytvofenym bismutovym (A*) nebo antimonovym (B*) filmem a OHT-000 s in situ vytvofenym
bismutovym (C*) nebo antimonovym (D*) filmem. Proudové odezvy byly zaznamenany pii potencialu
odpovidajicimu maximu vysky piku. Konkrétné -0,6 V pro Pb(ll).
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Pti porovnani zaznamu elektrochemické detekce a-fetoproteinu oznaceného konjugatem
mADb anti-AFPPS QP na senzorech DRP C-110 a OHT-000 je ziejmé, Ze nejlepsich vysledkt
bylo dosazeno za pouziti senzoru DRP C-110 sin situ vytvofenym bismutovym filmem
(Obr. 38 A). Piky byly v tomto piipad¢ ostré, dobfe definovatelné a bez vyskytu parazitnich
pikd. Proudova odezva rostla linearné s rostouci koncentraci o-fetoproteinu ve vzorku.
Dobrych vysledki bylo rovnéZz dosazeno také se senzorem DRP C-110 s in situ vytvofenym
antimonovym filmem (Obr. 38 B), ale proudové odezvy byly vyrazné nizsi. V ptipadé pouziti
senzort OHT-000 s in situ bismutovym (Obr. 38 C) i antimonovym (Obr. 38 D) filmem byla
pozorovana vyrazné nizsi citlivost a schopnost detegovat findlni imunokomplex. Piky v tomto
piipad¢ nebyly ostré a bylo mozné pozorovat parazitni piky. Nicméné 1 zde rostla proudova

odezva linearn¢ s rostouci koncentraci a-fetoproteinu ve vzorku.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla modifikace pracovni uhlikové elektrody komercéné
dodévanych tisténych senzord DRP C-110 a OHT-000 bismutovym nebo antimonovym
filmem. Oba typy filmu byly vytvofeny elektrodepozici z roztoku metodou piipravy in situ
nebo ex situ. Takto modifikované tisténé elektrody byly nejprve pouzity pii analyzach vzorku
obsahujicich ionty kovi. lonty kovli byly analyzovany samostatné a nasledné i ve smésich.
Poté byly tyto senzory pouzity pii analyze kvantovych tecek. V této praci bylo testovano
nékolik druhti kvantovych tecek a cilem bylo vytipovani nejvhodnéjsich kvantovych tecek,
které mohou byt pouzity jako elektroaktivni znacky protilatek (tzv. konjugatu) pii sestaveni
elektrochemického imunosenzoru pro detekci proteinového antigenu. V ramci optimalizaci
jsme se soustiedili na nalezeni nejvhodnéjsiho senzoru pro analyzu danych vzorkd. Detekéni

metodou byla v téchto piipadech anodicka rozpoustéci voltametrie.

Pii simutltdnni analyze iontd kovli Cd(II) a Pb(Il) bylo nejlepSich vysledki dosazeno
s pouzitim DRP C-110 sin situ vytvofenym bismutovym filmem. Také antimonovym film
vytvofeny na DRP C-110 in situ poskytl pfi analyze dobré vysledky. V piipadé pouziti
OHT-000 byla pozorovana niz8i citlivost senzori a rovnéz vyskyt parazitnich pika.
Pii analyzach kvantovych tecek bylo nejlepSich vysledkd dosazeno na DRP C-110 s in situ

vytvofenym bismutovym, pfipadné antimonovym filmem.

V dalsi Casti prace jsme se jiz zaméfili na pfipravu konjugatl, tedy sekunddrnich
kvantovymi teCkami znacenych protilatek, konkrétné anti-AFP 1gG. Na zaklad¢ predeslych
analyz jsme pro pfipravu konjugati pouzili kvantové teCky PbS-PEG-NH, a CdTe-GSH.
V préci jsme se soustfedili na vybér vhodnych protilatek pro ptipravu konjugatu, vhodné
metody konjugace kvantovych tecek s protilatkami a po konjugaci také na ovéteni funkénosti
pfipravenych konjugati elektrochemicky. NejlepSich vysledki bylo dosazeno pfi pouziti
monoklonalnich mysich protilatek (mAb anti-AFP IgG) (klon 5H7), které byly kvantovymi
teckami ozna¢eny metodou orientované vazby S vyuzitim oxidace protilatek pomoci jodistanu
sodného. Ovéteni t¢innosti konjugace elektrochemicky pies tvorbu imunokomplexu antigen
AFP — mAb anti-AFP 1gG®® potvrdilo funké&nost pfipraveného konjugitu, a to konkrétné
pii pouziti kvantovych te¢ek PbS-PEG-NH2. V tomto uspoifadani bylo také optimalizovano
fedéni konjugatu pro budouci vyuziti pfi sestaveni findlniho imunosenzoru. Pfi téchto
analyzach se opét nejvice osvédcily senzory DRP C-110 sin situ vytvofenym bismutovym

nebo antimonovym filmem. Na zavér byly vSechny poznatky ziskané pii optimalizacnich
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krocich vyuzity pii sestaveni celého imunosenzoru pro detekci o-fetoproteinu (AFP).
K zachytu antigenu AFP byly pouzity primarni monoklonalni mysi protilatky (mAb anti-AFP
IgG) (klon 4A3) imobilizované na magnetickych casticich. A pro detekci vzniklého

imunokomplexu byl pouzit ptipraveny konjugat.

Pro samotnou elektrochemickou detekci byly opét pouzity dva druhy tisténych senzori
(DRP C-110 a OHT-000) s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou in situ vytvofenym
bismutovym nebo antimonovym filmem, z nichZ, podobné& jako v ptedeslych analyzach, bylo
nejlepSich vysledkti dosazeno s pouzitim senzoru DRP C-110 sin situ vytvofenym
bismutovym filmem. Nicméné také V ptipadé pouziti senzoru DRP C-110 sin situ
vytvofenym antimonovym filmem bylo dosazeno dobrych vysledki, ale S niz§imi
proudovymi odezvami. V piipadé analyzy na DRP C-110 s in situ vytvofenym bismutovym
I antimonovym filmem byla citlivost senzoru vrozmezi koncentraci a-fetoproteinu

1-200 ng.
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