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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva vyuzitim kvantovych teek jako nosi¢u cytostaticky ak-
tivnich slou¢enin. V ramci experimentalni ¢asti byly pfipraveny metodou ,,bottom up* dva
typy uhlikovych kvantovych tecek. Prvni typ kvantovych tecek byl pfipraven pyroly-
zou kyseliny citronové, druhy typ byl pfipraven pyrolyzou kyseliny citronové spolu
s glycinem. Dale byly ptipraveny kvantové tecky obsahujici biologicky aktivni latku komplex
chlorid chloro(diethtylentriamino)méd’naty. K charakterizaci byly vyuzity metody EPR spek-
troskopie, infracervené spektroskopie, optické emisni spektrometrie s indukéné vazanou
plazmou a také elementarni analyza. Testovani cytotoxicity vybranych slouc¢enin bylo prove-
deno na bunééné linii odvozené od akutni T-lymfoblastické leukemie MOLT-4 pomoci WST-
1 testu.

KLICOVA SLOVA

kvantové tecky, kyselina citronova, glycin, méd’naty komplex, MOLT-4

TITLE

Synthesis and study of biological activity of carbon quantum dots.

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the use of quantum dots as a carrier of cytostatically active
compounds. In the experimental part were prepared two types of carbon quantum dots by
,,bottom up* method. First type of quantum dots was prepared by pyrolysis of citric acid and
second type was prepared by pyrolysis of citric acid together with glycine. Furthermore, there
were prepared carbon quantum dots which contain biological active compound chlo-
ro(diethylentriamine)copper(ll) chloride (CuDETA). For characterization was used methods
of EPR spectroscopy, infrared spectroscopy, optical emission spectrometry with inductively
coupled plasma and elementary analysis. Cytotoxicity testing was performed on a cell line
derived from acute T-lymphoblastic leukemia called MOLT-4 by use the WST-1 assay.

KEYWORDS

quantum dots, citric acid, glycine, copper complex, MOLT-4.
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UvVOD

Studium nanomateriald je jednou ze stale se rozvijejicich a intenzivné zkoumanych véd-
nich disciplin. Diky svym unikatnim vlastnostem maji Sirokou $kalu uplatnéni. Lze je vyuzit
nejen v elektrotechnickém, textilnim a chemickém pramyslu, ale také ve zdravotnictvi, kde
nanocastice hraji dtlezitou roli pfi vyvoji cilené¢ dopravy lé¢iv. Uhlikové kvantové tecky jsou
nanocastice, které jsou tvoreny z biogennich prvki, ptedevsim z uhliku. V medicin€ se mohou
uplatnit diky své schopnosti pronikat do cilovych organt a tkani pfi cileném transportu 1é¢iv
adiky svym fluorescenénim vlastnostem se mohou uplatnit také jako kontrastni latky

v Iékaiské diagnostice ¢i jako nosiée pro biologicky aktivni latky.

Tato bakalaiska prace se zabyva moznym vyuzitim kvantovych tecek jako nosice anti-
tumorovych 1éCiv. V ramci této prace byly pfipraveny rizné druhy uhlikovych kvantovych
teCek, cytostaticky aktivni méd’naty komplex a nasledné latky vzniklé jejich kombinaci.
Kvantové tecky, méd’naty komplex i sloucenina vznikld jejich interakci byly testovany na

bunécné linii odvozené od akutni T-lymfoblastické leukemie S nazvem MOLT-4.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Nanomaterialy

Nanomaterialy lze v zakladé popsat jako materialy, jejichz velikost se minimalné v jednom
rozméru pohybuje v rozmezi 1-100 nm [1]. Obor, ktery se zabyva studiem, syntézou, charak-
terizaci a aplikaci nanomaterialii se nazyva nanotechnologie. Nanotechnologie se rychle Sifi
arozviji, jejim cilem je fidit jednotlivé atomy a molekuly pfi vytvafeni cilovych struk-
tur, a proto uz v dnesni dobé existuje velky pocet vyrobkli obsahujici nanomaterialy. Nano-
materidly maji Sirokou Skalu vyuziti. Lze je vyuzit v elektrotechnickém, textilnim
a chemickém prumyslu, ale také ve zdravotnictvi. Nanomateridly, které jsou zaloZeny na lu-
miniscenci, pfitahuji pozornost skrze jejich unikatni vlastnosti a jejich vyuziti. Do této katego-
rie nanomaterialii patii napt. uhlikové nanotrubky, nanodiamanty [2] spolu s uhlikovymi
kvantovymi teckami [3]. Vyznacuji se nizkou toxicitou, vysokou luminiscenci, vysokou che-
mickou stalosti a pfedev§im snadnou pfipravou [4]. Mnoho nanomateriali miZzeme nalézt
také volné v pfirodé. Mezi jejich nejvétsi pfirodni zdroje patii predevsim vulkanickd aktivita,
eroze Ci lesni pozary. Dale mohou vznikat také biologickymi procesy, pfedev§sim mikrobialni

aktivitou [5].

1.2 Priprava uhlikovych materiali

Pii pfipravé uhlikovych nanomateriald se pouZivaji dv€ metody ptipravy. Metoda ,,top-
down* a metoda ,,bottom-up*. U metody top-down se cileny produkt ziskava z vétsich, mak-
roskopickych materialti, které se postupné, pomoci riznych metod, mezi které patii napt. mle-
ti, zmensuji az na samotny produkt. Principem piipravy nanomaterialti metodou bottom-up je,
ze se vysledné nanomaterialy tvofi z vychoziho materialu pomoci tzv. samouspofadani. Prin-
cip této metody lze prirovnat ke stavbé budovy z cihel [6]. Do této metody lze zaradit i pyro-
lyzu, ktera byla vyuzita v experimentalni ¢asti této prace pfi pripravé uhlikovych kvantovych

teCek.

1.3  Uhlikové kvantové tecky (CQD)

CQD jsou struktury s velikosti v fadech nanometrti. Vyznacuji se vybornou schopnosti flu-
orescence a emise jediné CQD miize byt detekovana za pouziti fluorescencniho mikroskopu

[4]. Jejich vyska se obvykle pohybuje v rozmezi 0,5 — 2 nm a §itka se pohybuje kolem 15 nm.
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Jejich velikost 1ze ovlivnit pfedevs$im slozenim reakéni smési a teplotou. Slozeni kvantovych
tecek vychazi z metod ptipravy a z prekurzori, ze kterych se CQD pripravuji [3]. Nejcasté)-
$imi prvky tvorici CQD je mimo uhliku, kysliku a vodiku také dusik [7].

1.3.1 Vlastnosti CQD

CQD jsou unikatni zejména kvili svym vlastnostem. Kvantové tecky patii mezi fluorofory,
coz jsou latky schopné absorbovat fotony ze svételného zareni a nasledné emitovat zareni
0 jiné vlnové délce [8]. Pracuji na principu excitace elektronti do vys$si energetické hladiny pti
pusobeni fotonli z vnéjsiho svételného zareni. CQD lze Gcinné excitovat UV zdrojem, kdy
v UV oblasti svétla vykazuji vysokou absorbanci. Pii névratu z vyssi energetické hladiny do
své puvodni, niz8i energetické hladiny, dochazi k uvoliiovéani energie emisi elektromagnetic-
kého zafeni. Toto emisni zafeni ma obvykle delsi vinovou délku, nez je vinova délka zafeni
potiebna k jejich excitaci. Rozdil mezi emisni a excitaéni vinovou délkou mtze byt v fadu az
stovek nm. Mensi CQD emituji na kratsi vlnové délce, jako je napiiklad modra
(430 az 500 nm), a velikostné v&tsi tecky emituji na delsi vinové délce, jako je napiiklad cer-
vena (625 az 740 nm).

Velikost CQD a spolu s tim tedy i emisni vinovou délku Ize ovlivnit sloZenim reakéni smé-
si a také délkou zahfivani. Pfi intenzivnéj$im nebo delsim zahfivani dochazi ke vzniku vétsich
CQD. Pii jejich uplné karbonizaci pak vznika ¢erny grafenoxid (GO) (obr. 1). CQD jsou
vlastn¢ grafenové platy o velikosti mensi nez 100 nm. [9], ale obecné maji mnohem mensi

velikost a vykazuji mnohem silngjsi fotoluminiscenéni aktivitu nez GO.

‘ol ¢ kyselina citrénova

pyrolvza

n=tplna karbonizacs X tplna karbonizace

GQaDs Go

Obrazek 1 Syntéza CQD a GO pyrolyzou kyseliny citronové [4]
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V posledni dobé byl u CQD zaznamenan také proces fotodegradace. Fotodegradace je zni-
¢eni fluoroforu, ktery znemoziluje pozorovani znac¢ek pod mikroskopem. Mezi dalsi zajima-
vou vlastnost CQD patii blikani. Blikani je proces, pifi kterém se opakované aktivuje
a inaktivuje fluorescence, a tim jsou pak pozorovatelné svétlé a temné periody [10].

Tyto vlastnosti umoziiuji novou generaci experimenti s fluorescenénim zobrazenim
Vv biologii, coz by mohlo pomoci rozpoznat biologickou funkci proteini na molekularni Grov-

ni.

1.3.2 Vyuziti

Kvantové tecky vykazuji vysoky potencial pro pouziti v mnoha biologickych a klinickych
aplikacich. Nachézeji uplatnéni ve fluorescenéni mikroskopii €i pfi imunochemickych stano-
venich, kdy je mozné stanovit sou¢asné i nékolik analytli v jednom kroku. Radové lze vice
analytil stanovit pomoci fluorescen¢nich mikrocastic, které zahrnuji kvantové tecky emitujici
na ruznych vinovych délkach [11]. U fluorescen¢niho znaceni bun¢k je mnohem snadnéji
proveditelna metoda vnéjsiho fluorescenéniho znaceni na rozdil od vnitiniho fluorescenéniho
znaceni. U vnitiniho znaceni je problémem piedev§im dopraveni CQD do cytoplazmy, pro
dopraveni se pouZiva metoda dopravy pomoci mikroinjekci ¢i metoda nespecifické pinocyto-
zy. Pti znaceni proteintt CQD musi zustat zachovana jejich enzymova aktivita [12].

V biologii je mozné CQD pouzit také ke znaceni jednotlivych malych molekul, jako jsou
napi. aminokyseliny, glukosa ¢i dopamin. Pfi sledovani jednotlivych molekul jsou cilové mo-
lekuly, které jsou pfedmétem zajmu, oznaceny kvantovou teckou. Jednotlivé zmény se sleduji
optickym fluorescenénim mikroskopem. Kvantové tecky mohou nachazet uplatnéni pfi vyuzi-
ti jako biosenzory pro monitorovani dynamickych procest, mezi které patii zmény pH
a teploty, koncentrace jednotlivych iontt ¢i K monitorovani apoptozy. Kvantové tecky posky-
tuji ptimy ptistup k vlivu intracelularni mikrostruktury nebo extracelularni stimulace na po-
hyb cilového proteinu [13].

Kvantové tecky nachazeji uplatnéni také ve farmacii pii cileném transportu 1é¢iv. Pti nedo-
statecné zacilené doprave 1€kt k postizenym tkanim, jako tomu byva napf. u chemoterapie,
muze dochdzet ke vzniku nepiijemnych vedlejSich uc¢inkl u pacienta, jako je napf. snizend
imunita ¢i kognitivni dysfunkce. Proto lze tuto metodu vyuzit k potencidlnim aplikacim
Vv protinadorové 1€¢be, ktera piitahuje velky zdjem o vyzkum. Ideédlni systém pro transport

1é¢iv by mél vykazovat stabilitu pied fyziologickymi vlivy, mé¢l by byt rozpustny a dispergo-
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vatelny ve vaskuldrnim systému proto, aby se zajistila interakce S misty postizenymi tumo-
rem. Také by mél byt specificky a selektivni vzhledem k rakovinnym bunkam.

Rakovina je vysledkem nekontrolovatelného mnozeni malignich buné¢k, které maji schop-
nost metastazovat, a tim se rozsitit i do dalSich ¢asti lidského téla. Kazdy rok piibude vice nez
10 miliént novych ptipadi, ale v poslednich péti letech byla zaznamenana mensi umrtnost
vzhledem k lepsimu porozuméni této problematiky a také diky vylepseni diagnostickych zafi-
zeni a 1éCby. V dnesni dobé se rakovina 1é¢i predevsim chirurgickym zakrokem, chemoterapii
¢1 radioterapii, nebo také jejich kombinaci. Konven¢ni chemoterapie pracuje na zakladé zasa-
hu do syntézy DNA a mitdzy, coz vede ke smrti rakovinnych bunék. Vznik nanotechnologii
m¢l hluboky dopad na rakovinnou terapii obecné. Srovnanim s konvenénimi chemoterapeuti-
ky, nosi¢e z nanomaterialii prokazuji potencial ptfedev§im pro zlepSeni 1écby pii soucasném
zabranéni toxicity v normalnich buiikach v dasledku vlastnosti, jako je napt. vysoka selektivni
akumulace v nadorech prostfednictvim zlepSené permeability.

Nanomedicina je rapidné rozvijejici se oblasti mediciny. Nanoc¢astice maji unikatni biolo-
gické vlastnosti jako je mala velikost a velky povrch vzhledem k jejich objemu, coz umoziuje
vazat, absorbovat a nést latky napt. Iéky, DNA, RNA ¢i proteiny. Nanocastice pouzivané pii
chemoterapii se mohou rozdélit do dvou skupin, které jsou upravené pro cileny a necileny
transport 1éCiv. Fluorescencni nanocastice, jako jsou kvantové tecky, jsou slibné pro cileni
a sledovani dopravy 1éku skrze jejich fyzikalné chemické vlastnosti, jako je napf. jednotna
velikost, biokompatibilita a schopnost fotoluminiscence. Hlavni vyzvou pfi pouziti CQD
v biologickych aplikacich je ale jejich vyssi tendence agregovat a jejich nespecificka adsorpce
[14], [15]. Povrch CQD je obvykle obalen polarnimi skupinami, které umoziuji rozpustnost
ve vodé, a také tyto skupiny zvysSuji biologickou aktivitu [16]. CQD jako nosi¢ biologicky
aktivni latky.

Vzhledem Kk potencialnim aplikacim kvantovych tecek pii lécbé rakoviny, komplex pre-
chodného kovu, ktery je schopen zprostfedkovat St€peni DNA, pftitahuje velky zajem o vy-
zkum [17]. Prostfednictvim riznych spektroskopickych metod bylo zjisténo, ze CQD podpo-
ruji redukci iontd médi a urychluji tak jejich reakci s O,, pfiCemz se tvofi superoxidové
anionty a také radikaly s médi. Tyto reaktivni formy kysliku nasledné oxiduji molekuly DNA.
Zlepseni redukce médnatych komplexti lze pficist koordinaci CQD s méd’natym centrem
komplexu, coz vede k G¢innému pienosu elektront z elektrony bohatého CQD na piitomny
komplex mé&di. Porozuménim role CQD pii $t€peni DNA by mohlo byt slibné pro protinado-
rovou terapii. Unikatni trojrozmérné struktury komplexti kovii umoziuji pfipravu vysoce ak-

tivnich $tépnych ¢inidel DNA s vysokou selektivitou pro sekvence a struktury DNA [18].
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Nicméné zlepSeni nukledzové aktivity a specificity komplexu pfechodného kovu pro DNA
sekvence a struktury ziistava i nadale vyzvou [19].

Chlorid chloro(diethtylentriamino)méd’naty (komplex CuDETA) (obr. 2), ktery byl studo-
van v ramci této bakalaiské prace, je jiz v literatufe popsan. Je znama jeho piiprava i struktu-

ra. Jednd se o komplex s centrdlnim atomem Cu(Il), jez je obklopen tiemi atomy dusiku

-
L
NH-Cu-—-ClI ClI

I
NH

a jednoho chloru.

Obrazek 2 Komplex CUDETA

Bylo zjisténo, Ze na mechanismu Stépeni DNA se podileji reaktivni formy kysliku.
V experimentu [18], ve kterém védci zkoumali, které reaktivni formy kysliku se zapojuji do
mechanismu $tépeni DNA bylo odhaleno, ze se béhem reakce muize zapojit superoxidovy
anion i hydroxylovy radikal [20][21].

Vysledky vyzkumi naznacuji, Ze radikal asociovany s kovem se pravdépodobné podili na
Stépeni DNA spolu s méd’natymi komplexy v ptitomnosti CQD. Pii provedeni toho samého
experimentu za anaerobnich podminek nebylo pozorovano zadné $tépeni DNA v pfitomnosti
CQD, coz naznacuje, ze by mohlo dochazet ke §tépeni DNA za ptitomnosti kysliku jako oxi-
da¢niho ¢inidla.

Obecn¢ se predpokladd, ze komplexy médi, které mohou Sté€pit molekuly DNA pomoci
oxidace, jsou nejprve redukovany z Cu" (L) na Cu' (L), a pak nésledné atakovany kyslikem,
generuji superoxidové anionty a radikaly s médi v jejich centru [22], [23]. Tyto dva typy ak-
tivnich forem kysliku jsou odpovédné za nasledné oxidace molekul DNA. Pokud jsou ptitom-
né CQD, je produkovano vice radikalt. To Ize pripisovat reakci komplexu médi s Oz, nebo
redukci médnatého centra. Je ziejmé, ze musi dochézet ke vzajemné interakci mezi komplexy
a CQD. CQD interaguji s komplexy a urychluji redukei Cu'(L) na Cu' (L). Bez CQD samotny
komplex neni dostatecné aktivni k produkci radikalt, a neni schopen oxidovat DNA moleku-

lu.
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Funkéni mechanismus CQD pfi §tépeni DNA komplexem médi spociva ziejmé ve zvyseni
afinity komplexu k DNA, nebo ve zvyseni procesu redukce kovového centra vedouci k vytvo-

feni reaktivnich skupin kysliku [18].

1.4 Biologicka aktivita slou¢enin médi

Komplexni slou¢eniny obsahujici méd’ na sebe v posledni dob¢ pfitahuji pozornost skrze
jejich vlastnosti, které je mozné potencialné vyuzit pii 1é¢bé rakoviny. Bylo prokdzéano, ze
nekteré komplexni slouceniny médi ve spojeni s cu®* vykazuji mnohem vyss$i G¢innost nez
doposud vyuzivana cisplatina, jejiz zadsadni problém spociva v silné toxicité. Bylo zjisténo, ze
tyto aktivni komplexy zabranuji syntéze DNA v zavislosti na jejich koncentraci [24].

Diky tomuto jejich potencidlu se mnoho vyzkum pokousi o vytvofeni novych l1é€ivych 14-
tek, jejichZ soucasti je pravé meéd napt. jiz od roku 1980 probihd mnoho vyzkumi zabyvaji-
cich se problematikou onemocnéni Diabetes mellitus, jejichZ cilem je vyvoj novych 1é¢iv na
bazi médi, které by nahradily doposud pouzivané inzulinové injekce [25].

Je prokézano, ze méd’naté slouceniny vykazuji silny antimikrobialni G¢inek, diky kterému
pusobi na plisn¢, bakterie, houby a viry. Mechanismus, jakym tyto patogeny ni¢i, zatim neni
presné znam, ale probihajici studie naznacuji, ze pfi inaktivaci viru dochazi k interakci atomu
meédi s dulezitou proteinovou slozkou viru, napt. s virovym fagem, pii které dochézi k jejimu
oxidativnimu zniceni, nebo muize zplsobit inhibici Zivotné dilezité bilkoviny viru (napft.
HIV-1 proteazy, kterd je nezbytna pro replikaci viru HIV). Mechanismus ni¢eni bakterii zatim
také neni dobfe znamy, ale probihajici studie naznacuji, ze by méd’naté ionty mohly narusovat
osmotickou rovnovahu burky a zptsobit tak unikani glutamatu a drasliku skrze vné;jsi bakte-

rialni membranu [29].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie, laboratorni material a pristroje

e Kyselina citronova mohohydrat p.a (Penta, Chrudim)

e Glycin p.a. (Lach-Ner, Neratovice)

e Demineralizovana voda Cistd (Ze zasob KALCH)

e CuCl; - 2H,0 p.a. (Lach-Ner, Neratovice)

e Isopropanol >99,7% (Lach-Ner, Neratovice)

e Diethylentriamin 99% (Sigma-Aldrich)

e Aceton p.a. (Lach-Ner, Neratovice)

e Diethylether p.a. (Penta s.r.o0.)

e M¢édium pro bunéénou linii MOLT-4 — IMDM (PAA Laboratories GmbH, Rakousko)
s 10 ml fetalniho séra (Sigma-Aldrich, USA), glutamin 2 mmol/l v objemu 0,5 ml
(Sigma-Aldrich, USA), streptomycin/penicilin 0,5 ml (Sigma-Aldrich, USA) a 39 ml
IMDM

e Cinidlo WST-1 (Roche Applied Science, Svycarsko)

e DMSO (Sigma-Aldrich, USA)

e PBS (sterilni fosfatovy pufr, pH 7,4) (PAA Laboratories GmbH, Rakousko)

e Ultrazvukova Cisticka Elma Elmasonic S30H (Elma Schmidbauer, Singen, Némecko)

e Susarna Memmert UNB 500 (Memmert, Schwabach, Némecko)

e Analyticka vaha KERN ABJ-NM (KERN & SOHN, Balingen, Némecko)

e Laboratorni vaha KERN 1200-2N (KERN & SOHN, Balingen, Némecko)

¢ Digitalni konduktometr GLF100 (GHM-Greisinger, Praha, CR)

e Magnetické michadlo Heidolph MR Hei-Standard (Heidolph, Schwabach, Némecko)

e Dialysis tubing Membra-Cel(TM), 77mm (Carl Roth GmbH & Co. KG)

e Laminarni box Jouan MSC 12 (Trigon-Plus, CR)

e Inkubator Thermo Forma Direct Heat (Trigon-Plus, CR)

e Davkovaci pipetor Dispenser Multiflo (BioTek, CR)

e Spektrofotometr Infinity 200 (Tecan, Svycarsko)

e Hlubokomrazici box (Sanyo, Japonsko)

e Tiepacka Vortex 3 (IKA, Sigma-Aldrich, USA)

e Mikroskop (Carl Zeiss Jena, Némecko)
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Biirkerova komura (Meopta)

Sada pipet (Eppendorf AG, Némecko)
e Mikrotitracni desticka Corning 384 Flat Transparent (PPT)
e Plynovy kahan Fuego SCS basic (Trigon-Plus, CR)

2.2 Pouzité instrumentalni metody

2.2.1 EPR spektroskopie

EPR spektra latek obsahujici paramagnetické centrum byla méfena pomoci EPR spektro-
metru Miniscope MS 300 (Magnettech GmbH) v X-pasmu zdroje mikrovinného zafeni pii
mikrovinné frekvenci kolem 9,5 GHz ve sklenénych mikrokapilarach za laboratorni teploty
a Vv kapalné fazi.

Kalibrace pfistroje byla provedena na N,N-difenyl-N"-pikrylhydrazyl s piesnosti na 3 dese-

tinn4 mista.

2.2.2 I1CP OES

Méieni obsahu médi bylo provedeno optickou emisni spektrometrii S indukéné vazanym
plazmatem (ICP OES) pomoci pfistroje Integra XL 2, ktera k atomizaci, ionizaci vzorku
a nasledné excitaci atomil a iontll vyuziva indukéné€ vazanou plazmu. Rozsah kalibraci pro
méteni bylo v rozmezi 0,1 — 10 ppm. K méfeni obsahu médi byl vyuzit standard Plasma CAL
(SCP Science) o koncentraci 1 g/l. Atomové spektralni ¢ary pro méd’ se nachazi v rozsahu
vinovych délek 324,754 nm a 327,396 nm s detek¢énim limitem 0,005 mg/I.

2.2.3 Elementarni analyza (EA)

Kvantové tecky byly méteny na pfistroji EA 1108 Fisons. EA je metoda slouzici k prukazu
pfitomnosti jednotlivych prvka ve vzorku. Vzorek pro analyzu musi byt homogenni a suchy.
Vystupem je zastoupeni jednotlivych prvkl v absolutnich procentech vztazenych na navazku

vzorku.
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2.2.4 Infracervena spektroskopie (IR)

Metoda, ktera slouzi k identifikaci, ovéfeni Cistoty a studiu funkénich skupin organickych
i anorganickych latek a to v plynné, pevné i kapalné fazi. K méfeni byl vyuzit infracerveny
spektroskop Nicolet Impact 400D (SpectraLab Scientific, Milpitas, USA). Vyuziva interakce
infraCerveného zareni (vinocet 12500 az 20 cm™, vlnova délka 800 az 0,5 nm) se studovanym
vzorkem, kdy po absorbovani energie dochazi k vazebnym vibracim, na zaklad¢ kterych, do-
chazi ke tvorbé charakteristickych pasu ve spektrech. Vysledna spektra znazornuji zavislost

transmitance nebo absorbance na vlnoc¢tu absorbovaného zareni.

2.2.5 WST-1 metoda

Jedna se o presnou a jednoduchou metodu, pii které se pouziva reakéni ¢inidlo tetrazoliova
sul 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium sodna stl neboli
WST-1 pro spektrofotometrické kvantifikace jejich zivotaschopnosti. Tato metoda je zaloZena
na $té€peni tetrazoliové soli, ktera je v zivych buikach redukovana mitochondrialnimi dehyd-
rogenazami na stabilni formazan (viz obr. 3), ktery je ukazatelem poctu zivych bunék. Mé&ii se

absorbance vzniklého formazanu na spektrofotometru pii vinové délce 440 nm [26].

I NO: I O\‘ /@/ NO:
O dehydrogenaza NH
SO:Na

—N

> Il |
N N N
SO;Na
NAD ' —  NADH
SO:Na SO;s;Na
WST-1 Formazan

Obrazek 3 Stépeni tetrazoliové soli na formazan pomoci bunééné dehydrogenazy; NADH: nikotinamidade-
nindinukleotid [27]

Tato metoda byla provedena na bunécéné linii MOLT-4. Jedn4 se o buiiky odvozené od
akutni T-lymfoblastické leukemie s expresi znakii CD1, CD2, CD3 A, B, C, CD4, CD5, CD6
a CD7. Dalsi jejich vlastnosti je pfitomnost proteinu p53 a také vysoka produkce deoxynukle-
otidyl transferazy, ktera ptipojuje deoxynukleotidy ke 3" koncim v molekulach DNA, pii-

¢emz nevyzaduje Zadnou matrici ani primer [28].
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2.3  Priprava uhlikovych kvantovych tecek (CQD)

Do 250ml baiky bylo navazeno mnozstvi 60 g kyseliny citréonové (0,3123 mol) a vlozeno
na elektromagnetickou michacku do hlinikového bloku. Toto mnozstvi bylo za stalého mi-
chani pyrolyzovéno 1,5 hod pfi teploté 200 °C. O par minut pozdéji byla kyselina citronova
zkapalnéna a bylo mozné pozorovat zménu barvy z bledé Zluté do oranzové. Po pyrolyze byla
pfidana do horkého roztoku demineralizovana voda v mnozstvi cca 30 ml. V dals$im kroku
byla smés neutralizovana pomoci malych piidavka pecickového NaOH na hodnotu pH = 7,00.
Ziskany roztok byl pieveden do dialyzatni membrany o priméru 77 mm. Nasledna dialyza
probihala ve tfech cyklech ve tfech litrech demineralizované vody. Prubézné byla kontrolova-
na jeji hodnota vodivosti (I — 450 puS/ecm™, Il — 136 uS/cm™, 111 — 7 pS/em™). Ziskany roztok
byl zkoncentrovan na vakuové odparce na objem cca 120 ml, zfiltrovan pomoci Blichnerovy
nalevky a pteveden do uzaviratelné nadoby. Susina 2,8 mg/ml; EA nalezeno (C 41,30 %, H
3,78 %); IR (ATR, cm™) 3400w, 2966vw, 1690s, 1577vs, 1403m; EPR (H;0) Ais, = 74.2 G,
Oiso = 2.107.

2.4  Priprava uhlikovych kvantovych te¢ek s glycinem v poméru 1:1
(CQDGIy(1:1))

Do 250ml banky bylo navazeno mnozstvi 40,05 g (0,2084 mol) kyseliny citronové a 14,29 g
(0,1903 mol) glycinu a vlozeno do hlinikového bloku na elektromagnetickou michacku. Tato
smés byla za stalého michani pyrolyzovana 1,5 hod pfi teploté 200 °C. Smés méla na zacatku
pyrolyzy barvu do Cervena, ale postupem ¢asu tmavla na tmavé hnédou barvu. Po pyrolyze
byla pfidana do horkého roztoku demineralizovana voda v mnozstvi cca 30 ml. V dal§im kro-
ku byla smés neutralizovana pomoci malych ptidavki pecickového NaOH z ptivodni hodnoty
pH 0,06 na hodnotu pH = 7,00. Ziskany roztok byl pfeveden do dialyza¢ni membrany 0 pru-
meéru 77 mm. Nasledna dialyza probihala ve ¢tyfech cyklech s pouzitim tii litrt demineralizo-
vané vody. Prib&zné byla kontrolovana jeji hodnota vodivosti (I — 780 uS/cm™, Il —
328 pS/em™, 11— 157 uS/em™, IV - 12 pS/em™). Ziskany roztok byl zkoncentrovéan na va-
kuové odparce na objem cca 150 ml, zfiltrovan pomoci Biichnerovy nalevky a pfeveden do
uzaviratelné nadoby. Susina 2,5 mg/ml; EA nalezeno (C 34,81 %, H 3,08 % aN 4,71 %);
IR (ATR, cm™) 3400m, 1699s, 1602vs, 1508vw, 1422m, 1389m, 1337vw, 1313vw, 1085vw;
EPR (H20) Aiso = 75.1 G, giso = 2.105.
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2.5 Priprava uhlikovych kvantovych tecek s glycinem v poméru 1:4
(CQDGIly(1:4))

Mnozstvi 40 g kyseliny citronové (0,2081 mol) a 57,16 g glycinu (0,7614 mol) bylo nava-
zeno do 250 ml banky a vloZeno na elektromagnetickou michacku do hlinikového bloku. Tato
smés byla pyrolyzovana za stalého michani po dobu 1,5 hod pfi teploté 200 °C. Smés méla na
zacCatku pyrolyzy barvu do Cervena, ale postupem casu pyrolyzy tmavla az na velmi tmaveé
hnédou barvu. Po pyrolyze bylo ptidano k horkému roztoku cca 30 ml demineralizované vody
a vznikla srazenina byla rozdispergovand pomoci ultrazvuku. V dal$im kroku byla smés ne-
utralizovana pomoci malych ptidavkl pecickového NaOH z ptivodni hodnoty pH 1,96 na
hodnotu pH = 7,00. Ziskany roztok byl pfeveden do dialyzaéni membrany o priméru 77 mm.
Nasledna dialyza probihala v osmi cyklech s pouzitim tii litri demineralizované vody. Jeji
hodnota vodivosti byla prib&zné kontrolovana (I — 1527 pS/em™, Il — 1020 pS/em™, 111 —
922 uS/em™, IV — 727 uS/em™, V — 561 uS/em™, VI — 269 pS/cm™ VIl — 98 pS/cm™, VIII —
2,4 uS/em™). Ziskany roztok byl zkoncentrovan na vakuové odparce na objem cca 150 ml,
zfiltrovan pomoci Biichnerovy nalevky a pieveden do uzaviratelné nadoby. Susina 2,1 mg/ml;
EA nalezeno (C 37,81 %, H 4,04 % a N 12,21 %); IR (ATR, cm'l) 3280m, 3090vw, 2944vw,
1696s, 1644 vs, 1606w, 1564m, 1541m, 1420m, 1256w, 1183w, 1029w;

EPR (H,0)Aiso = 73.1 G, giso = 2.108.

2.6  Priprava méd’natého komplexu (CuDETA)

Do Erlenmayerovy baiky bylo navazeno mnozstvi 9 g CuCl, . 2 H,O (0,0528 mol) a roz-
pusténo za nepietrzitého michani ve 150 ml isopropanolu. Nasledné bylo pomoci injekéni
stiikacky prikapavano 9 ml diethylentriaminu (DETA) (0,0837 mol). Postupné doslo ke zmé¢-
né barvy roztoku z ptivodné zelené do modré barvy. Pozdéji byl pozorovan i vznik sraZeniny.
Vznikla suspenze byla zfiltrovana pres fritu S3. Odfiltrovana modra srazenina byla tfikrat
promyta acetonem a jednou etherem. Zfiltrovany roztok byl odpafen na vakuové rota¢ni od-
parce na minimalni objem. Vznikla suspenze byla zpracovana obdobnym zpiisobem jako
pii pfedchozi izolaci prvniho podilu produktu. Ziskané podily byly slouceny, vysuseny
Vv exsikatoru a nasledné¢ prevedeny do Schlenkovy banky z divodu jejich hygroskopicity.
Komplex je dobie rozpustny v polarnich rozpoustédlech (voda, methanol,dimethylsulfoxid)

a nerozpustny v nepolarnich rozpoustédlech (dichlormethan, hexan, acetonitril, diethylether).
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EPR (H.0)Ais, = 71.9 G, gix = 2.110, IR (ATR, cm™) 3395vs, 3242vs, 3145s, 2952vw,
2887 vw, 2116vw, 1594w, 1473vw, 1464vw, 1453vw, 1145vw, 1093w, 1029w

2.7 Priprava uhlikovych kvantovych tecek s méd’natym komplexem

(CQD — CuDETA)

Do Erlenmayerovy barky bylo navazeno 2,53 g komplexu CuDETA (0,0106 mol) a smi-
chano se 100 ml CQD. Nasledné byla banka uzaviena a umisténa na elektromagnetickou mi-
chacku na cca 15 hod. Po této dobé byl roztok CuDETA a CQD pieveden do dialyzacni
membrany o priméru 77 mm. Nasledné dialyza probihala v péti cyklech s pouzitim tii litrd
demineralizované vody, jejiz hodnota vodivosti byla prib&zné kontrolovana (I — 850 pS/cm™,
Il — 535 pS/em™, 111 — 272 pS/em™ | IV — 124 pS/em™, V — 8,4 pS/em™). Nésledng byl roz-
tok umistén na vakuovou odparku, zkoncentrovan na cca 130 ml, zfiltrovan pomoci Biichne-
rovy nalevky a preveden do uzaviratelné nadoby. SuSina 2,9 mg/ml; ICP (Cu) 281,2 pg/ml;
IR (ATR, cm™) 3403w, 3313w, 3260m, 3174w, 2944vw, 2890vw, 1700s, 1561s, 1395m,
1093w, 1030w, 738m, 610vs.

2.8 Interakce uhlikovych kvantovych tecek s glycinem 1:1 a méd’natym
komplexem (CQDGIy(1:1) —- CuDETA)

Bylo navazeno 2,53 g komplexu CuDETA (0,0106 mol) a smichano se 100 ml CQD-
Gly(1:1) v Erlenmayerové barice. Nasledné byla batika uzaviena a umisténa na elektromagne-
tickou michacku na cca 15 hod. Po této dob& byl roztok preveden do dialyzacni membrany o
priméru 77 mm. Nasledna dialyza probihala v péti cyklech s pouzitim t#i litrd demineralizo-
vané vody, jejiz hodnota vodivosti byla prib&zné kontrolovana (I — 737 pS/cm™, Il — 547
pS/cm'l, I -338 pS/cm’l, IV - 126 pS/cm'l, V-10 uS/cm'l). Nasledné byl roztok zkoncen-
trovan na cca 200 ml na vakuové odparce, zfiltrovan pomoci Biichnerovy nalevky a pteveden
do uzaviratelné nadoby. Susina 3,4 mg/ml; ICP (Cu) 352,7 ug/ml; IR (ATR, cm™) 3270m,
2945w, 2891vw, 1767vw, 1694s, 1597vs, 1459vw, 1383m, 1335vw, 1305w, 12,61vw,
1180vw, 1156vw, 1093vw, 1030vw, 1000vw.
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2.9 Intrakce uhlikovych kvantovych te¢ek s glycinem 1:4 a méd’natym

komplexem (CQDGIy(1:4) - CuDETA)

Bylo navazeno 2,53 g komplexu CuDETA (0,0106 mol) a smichano se 100 ml CQD-
Gly(1:4) v Erlenmayerové bance. Nasledné byla baiika uzaviena a umisténa na elektromagne-
tickou michacku na cca 15 hod. Po této dobé byl roztok preveden do dialyza¢ni membrany 0
pruméru 77 mm. Nasledna dialyza probihala v péti cyklech s pouzitim tii litrd demineralizo-
vané vody. Jeji hodnota vodivosti byla prib&zné kontrolovana (I — 797 uS/em™, Il —
584 uS/cm’t, 111 —310 pS/em™, IV — 118 pS/em™, V — 11 uS/em™). Nasledn& byl roztok
zkoncentrovan na cca 200 ml na vakuové odparce, zfiltrovan pomoci Biichnerovy nalevky
apreveden do uzaviratelné nadoby. SuSina 2,9 mg/ml; IR (ATR, Cm‘l) 3280s, 3091w,
2944vw, 1692s, 1646vs, 1561m, 1421w, 1389w, 1258vw, 1180vw, 1094vw, 1028vw, 901vw,
738vw, 610w, 568vw.

2.10 Stanoveni cytotoxicity pomoci WST-1

Pro bunéénou linii MOLT-4 bylo pouzito kultivaéni médium IMDM (Iskova modifikace
Dulbeccova média) s20% fetdlnim telecim sérem, L-glutaminem a penicili-
nem/streptomycinem. Jejich kultivace byla provadéna pasazovanim, kdy k 50 pl suspenzi
bun¢k bylo ptidano 50 ul trypanové modii. Po promichani nasledovalo pocitani bunék
v Biirkerové komtrce, kde bylo v 50 stiednich ¢tvercich spocitano mnozstvi bunék, jejichz
mnozstvi bylo vyjadieno jako podet bungk - 10* v 1 ml kultivagniho média. Kazdy den byla

tato kultura upravena na koncentraci 2 - 10° bun&k v 1 ml kultivaéniho média.

Z roztoku testovanych CQD byly pfipraveny tii zasobni roztoky o koncentraci 1000 pg/ml,
100 ug/ml a 10 pg/ml. Tyto roztoky byly spolu s kultiva¢nim médiem piemistény do 96 jam-
kové mikrotitra¢ni destic¢ky tak, aby jejich vysledna koncentrace byla 0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10, 15,
22, 33, a 50 pg/ml (30 000 bunék na jednu jamku). Dale byla do mikrotitra¢ni desticky napi-
petovana kontrola, kterd se skladala pouze z neovlivnénych bungk, a déle také pouze Cisté
kultivacni médium, které ndm poslouzilo jako blank. Nasledn€ byla mikrotitra¢ni desticka
umisténa na 24 h do termostatu pii 37 °C a 5% CO,. Po této dobé bylo ptidano do kazdé jam-
ky 10 pl roztoku WST-1, které bylo pfipraveno smichanim WST-1 a PBS v poméru 1:4
a nasledn¢ byla mikrotitra¢ni desticka znovu umisténa na 3 hodiny do termostatu za stejnych
podminek (37 °C a 5% COy). Po skonceni této inkubacni doby byla zméfena absorbance pfi

vlnové délce 440 nm. Kazda koncentrace byla méfena V tetraplikatu a byla vypocitana jejich
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prumérna hodnota absorbance i s odpovidajici smérodatnou odchylkou ze tfech na sobé& neza-

vislych métenich.

2.10.1 Tabulky vysledkii

Tabulka 1 Primérné hodnoty viability spolu se smérodatnou odchylkou bunék MOLT-4 pti aplikaci riznych
koncentraci CQD a CQD — CuDETA ziskané testem WST-1.

CQD CQD - CuDETA

Koncentrace | Viabilita | Smér. odchylka | Viabilita Smér. odchylka
(ng/ml) (%) (%) (%) (%)
0,1 103,1 11 99,8 5,1
0,5 97,9 1,5 83,2 3,2
1,0 102,3 2,1 70,3 5,2
2,0 101,1 2,7 52,8 1,8
5,0 100,8 2,9 29,2 3,1
10,0 99,2 1,7 10,7 39
15,0 98,3 3,6 53 4,2
22,0 101,1 2,7 3,1 2,3
33,0 100,4 0,9 1,9 2,3
50,0 98,2 0,4 1,2 1,1
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Tabulka 2 Primérné hodnoty viability bunék MOLT-4 pfi ruzné koncentraci komplexu CuDETA ziskané
testem WST-1.

CuDETA
Koncentrace | Viabilita | Smér. odchylka

(nmol/l) (%) (%)
0,1 103,8 52
0,5 101,2 3,3
1,0 105,1 5,1
2,0 101,2 18
5,0 96,3 3,2
10,0 73,6 3,8
15,0 52,3 4,2
22,0 40,3 2,3
33,0 25,1 2,3

50,0 12,4 1
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3 DISKUSE

Studium nanomateriald je jednou ze stale se rozvijejicich a intenzivné zkoumanych véd-
nich disciplin. Diky svym malym rozmérim nanomaterialy disponuji unikatnimi vlastnostmi,
diky kterym nachazeji uplatnéni nejen v chemickém a potravinarském primyslu, ale také ve
zdravotnictvi, kde se o¢ekava, ze nanomaterialy jako jsou napt. CQD pfiinesou doslova revo-
luci, a to skrze jejich unikatni fyzikalné chemické vlastnosti. Diky svym vlastnostem mohou
nanomateridly vstupovat do bunék v cilovych organech a tkanich, mohou se uplatnit jako no-
si¢ kontrastni latky v 1ékaiské diagnostice ¢i jako nosic 1éCiv.

Na zéklad¢ provedené literarni reSerSe spojené S moznostmi pracovisté, byla pozornost
zamétena na piipravu uhlikovych kvantovych tecek, jejich vyuziti jako nosice cytostaticky
aktivni slouCeniny a stanoveni jejich biologické aktivity na bunééné linii
MOLT-4.

Uhlikové kvantové tecky (CQD) byly pfipraveny jednoduchou meto-
dou bottom-up pyrolyzou kyseliny citronové pii teploté 200 °C, nasled-
nou neutralizaci ziskaného roztoku pomoci NaOH a nékolikanasobnou
dialyzou v demineralizované vodé. Pfi dialyze byla prubézné kontrolova-
na hodnota vodivosti. Dialyza byla ukoncena, kdyz vodivost roztoku kles-

la pod hodnotu 12 uS/cm™. Uspé&$nost piipravy CQD byla prokazana jed-

noduchym testem, kdy byl roztok osvicen UV svétlem o vlnové délce
L L. Obriazek 4 Modra
365 nm a nasledné doslo k emitaci vyrazné modré luminiscence (obr. 4).

luminiscence CQD
Na zékladé¢ srovnani s literaturou miZeme odhadovat, Ze velikost pfipra-
venych CQD je mensi nez 15 nm [4]. CQD pfipravené z kyseliny citronové
obsahuji karboxylové skupiny. Jednoznaény dtikaz o téchto funkénich sku-
pinach podavaji namétena IR spektra, ktera obsahuji charakteristické vib-
race v(C=0) pro CQD 1706 cm™; v(C=0) pro CQD — CuDETA 1700 cm™;
v(C=0) pro CQDGIy(1:1) 1699 cm™; v(C=0) pro CQDGly(1:1) —
CuDETA 1694 cm™, v(C=0) pro CQDGly(1:4) — CUDETA 1692 cm™.

Jak vyplyva z provedené literarni reserSe, pritomnost funkénich skupin

pro pouziti kvantovych tecek jako nosice 1éCiva je dulezitd. Pro zavedeni

aminové funkéni skupiny byla uskuteénéna ptiprava fizenou pyrolyzou Obrizek 5 Modré
ekvimolarni smési kyseliny citronové s glycinem (CQDGIy(1:1)). Po- luminiscen-
stup experimentu byl shodny jako v pfipadé piipravy CQD. Pfitomnost ce CQDGIy(1:1)

dusiku ve struktufe kvantovych tecek byla potvrzena elementarni
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analyzou (34,81 % C, 3,08 % H a 4,71 % N). Roztok osviceny UV svét-
lem poskytuje, obdobné jako v ptipadé CQD, modrou luminiscenci
(obr. 5).

V dalsim kroku bylo zkouSeno zvySeni mnozstvi glycinu pfi piiprave

kvantovych tecek. Obdobnou technikou byl pfipraven vzorek s Ctyina-

sobnym molarnim piebytkem glycinu oproti kyselin¢ citronové (CQD-

Gly(1:4)). Zvyseni mnozstvi pfitomného dusiku bylo potvrzeno elemen-

tarni analyzou (37,81 % C, 4,04 % H a 12,21 % N). I tento osviceny vzo-
Obrazek 6 Modra

luminiscence CQD-
Pokus s vétsim molarnim piebytkem glycinu nebyl Gspésny z divodu Gly(1:4)

rek pod UV svétlem vykazoval modrou luminiscenci (obr. 6).

karbonizace taveniny.
Komplex médi byl pfipraven podle postupu uvedeného v literatufe [30] reakei chloridu

meéd’natého s diethylentriaminem (DETA) podle nasledujici rovnice (viz schéma 1).
NH
CUCIZ' 2H20 + HzN/\/ V\NH2 —_— NH-Cu-Cl Cl

Schéma 1 Pfiprava komplexu CuDETA reakci chloridu méd’natého s diethylentriaminem

Identita komplexu CuDETA byla jednoznacné potvrzena EPR spektroskopii. EPR spektro-
skopie (elektronova paramagnetickd rezonance) patii do skupiny magnetickych rezonan¢nich
metod. Jednd se o nejpouzivangjsi spektralni metodu pro studium sloucenin s neparovym
elektronem.

Experimentalni izotropni spektrum obsahuje 4 linie v souladu s pfedpokladanou interakci
neparového elektronu s centralnim atomem Cu s jadernym spinem 3/2. S vyuzitim piesnéjs$iho
odectu, pomoci derivace ptuvodniho spektra (obr. 7), byly ziskany magnetické parametry pro
komplex CuDETA ve vodném roztoku Ajs, = 71.9 G a gis, = 2.110.

CuDETA
—— 1. derivace

dY/dt

T T T T T
290 300 310 320 330 340 350 360
B [mT]

Obrazek 7 EPR spektrum komplexu CuDETA a jeho prvni derivace
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dY/dt

Dale byla studovana moznost vyuzit kvantové tecky jako nosi¢ méd’natého komplexu. Byl
vytvofen vodny roztok CuDETA a CQD (resp. CQDGly(1:1), CQDGly(1:4)). Smés byla mi-
chéna 15 h a pak dialyzovana v demineralizované vod¢. Dialyza byla ukon¢ena, kdyz hodnota
vodivosti klesla pod hodnotu 12 uS/cm™. I tyto vzorky byly osviceny UV svétlem a poskytuiji,

obdobn¢ jako v pfipad¢ samotnych kvantovych te¢ek, modrou luminiscenci (obr. 8).

Obrazek 8 Luminiscence; z leva: demineralizovana voda, CQD — CuDETA, CQD-
Gly(1:1) - CuDETA, CQDGly(1:4) — CuDETA a komplex CuDETA

Ptitomnost médi byla ve vSech piipadech prokdzdna EPR spektroskopii. Z uvedenych
spekter (obr. 9 az 11) je patrné, Ze Se ve vSech tiech piipadech jedna o stejny charakter spektra
obsahujiciho Ctyfi pasy. Byly nalezeny magnetické parametry Aiso = 74,2 G a giso = 2,107 pro
CQD — CuDETA, Aiss = 75,1 G a giso = 2,105 pro CQDGIy(1:1) — CuDETA a Ais, = 73,1 G,
Oiso = 2,108 pro CQDGIy(1:4) — CuDETA, které odpovidaji parametrim nalezenych pro kom-

plex CUDETA. Z toho je patrné, Ze integrita méd’natého komplexu ztlistala zachovana.

——CQD - CuDETA —— CQDGIy(1:1) - CuDETA
.\(“
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Obrazek 10 EPR spektrum CQD — CUDETA Obrazek 9 EPR spektrum CQDGly(1:1) — CuUDETA
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CQDGly(1:4)— CuDETA
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Obrazek 11 EPR spektrum CQDGIy(1:4) — CUDETA

Obdobné i v infraervenych spektrech byly nalezeny pasy pochézejici, jak z méd’natého

komplexu CuDETA, tak i z odpovidajicich kvantovych te¢ek CQD, CQDGIy(1:1) a CQD-

Gly(1:4) (obr. 12).
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Obrazek 12 Infracervena spektra vSech ptipravenych produkti
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Metodou optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem bylo stanoveno
mnozstvi médi ve vzorcich CQD — CuDETA, CQDGIy(1:1) — CUDETA a CQDGly(1:4) —
CuDETA (tabulka 3).

Tabulka 3 Stanoveni koncentrace médi metodou ICP OES

Cu (ng/ml)
CQD - CuDETA 281,2
CQDGly(1:1) — CuDETA 352,7
CQDGly(1:4) — CuDETA 98,31

Studium cytotoxicity

Pro zjisténi moznosti vyuziti uhlikovych tecek jako potencionalni nosi¢e byla jako mode-
lova sloucenina zvolena CQD — CuDETA. Dale byly testovany i jednotlivé soucasti tzn.,
CQD a komplex CuDETA. Biologicka aktivita byla stanovena pomoci WST-1 testu na bu-
nééné linii MOLT-4, odvozené od bunécné linie T-lymfoblastické leukémie. Pro ptipravu
roztokd a nasledné vyhodnoceni bylo nutné stanovit susinu v ptipad¢ vzorki CQD a CQD —
CuDETA. Byly stanoveny hodnoty suSiny 2,8 mg/l pro CQD a 2,9 mg/l pro CQD —
CuDETA. Kazd4 koncentrace byla provedena V tetraplikatu a byla vypocitana jejich primér-
na hodnota spolu se smérodatnou odchylkou. Ziskand data byla zpracovana do grafii v pro-
gramu Origin Pro 9 v modulu ,,Analysis* (graf 1-3). Grafy vyjadiuji zavislost viability bun¢k
MOLT-4 na koncentraci testované¢ho komplexu.

V ptipadé¢ CQD nebyl v méfeném rozsahu zaznamenan pokles Zivotaschopnosti bun&k
(graf 1). Coz znamena, ze piipadna polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (ICsp) je veétSi nez
50 pg/ml.

T T ro]
00

801
704

= QD-MOLT4
60+ IC50 > 50 pg/ml
LT -
40
30
20
104

Zivotaschopnost [%]

T
0.1 1 10
koncentrace komplexu [ug/ml]

Graf 1 Testovani cytotoxicity CQD na buné¢né linii
MOLT-4
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V piipad¢ slouc¢enin CuDETA a CQD — CuDETA byl nalezen piedpokladany prubéh kle-
sajici viability s rostouci koncentraci méfené latky. Data byla prolozena pteddefinovanou
sigmoidni funkci ,,Hilll1*“. Z téchto graft (graf 2 a 3) byly ode¢teny hodnoty polovi¢ni inhi-
bi¢cni  koncentrace (ICsp). Pro slouceninu CuDETA byla nalezena hodnota

IC5017 + 1,0 umol/ml a pro CQD — CuDETA byla nalezena hodnota I1Csy 2,1 + 0,1 ug/ml.

110 110
~ 100 - — 100
& =
7 90 = QDCUDETA - MOLT4 5 901
2 ] —— Fit - Hil1 2 ]
g % IC50 = 2,1+ 0,1 ugliml g %
=2,1+0, 'm| N
S 704 1o S 704 I
(2] (72} \
© © \
© 604 A 8 604
> 2
-7 Y S \I\ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, N Ij ,,,,,,,,,
N\
40 L 40 - X
304 30 ] * CuDETA-MOLT4
— Fit - Hill 1
201 20 IC50 = 17,4 + 1,0 umol/l \j
10 - 10 -
O T T T O T T T
0.1 1 10 0.1 1 10
koncentrace komplexu [ug/ml] koncentrace komplexu [umol/l]
Graf 3 Zavislost Zivotaschopnosti bun¢k MOLT-4 Graf 2 Zavislost zivotaschopnosti bunék MOLT-4

na koncentraci CQD — CUDETA na koncentraci komplexu CUDETA

Ziskané hodnoty jsou vSak z divodu rozdilnych vstupnich jednotek g a mol téZko porovna-

telné. Proto byly hodnoty ICsy pfepocitany na pg respektive na umol médi (tabulka 4).

Tabulka 4 Piepocet ICsg na mnozstvi navazané médi z komplexu CUDETA

I1Cs0 (ug Cu/ml) I1Cs0 (Mol Cu/ml) ICs0 (umol Cu/l)
CuDETA 1,1057 0,0173 17,4
CQD - CuDETA 0,2036 3,20-10° 32

Z tohoto porovnani plyne zajimavy vysledek. Sloucenina CQD — CuDETA vykazuje témét
okrat vEtsi cytostatickou aktivitu nez samotny komplex CuDETA, coz naznacuje, ze potenci-

onalni nosi¢ zvySuje biologickou aktivitu tohoto typu cytostatického 1éCiva.
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ZAVER

Tato bakalaiska prace je zaméfena na ptipravu a studium biologickych vlastnosti uhliko-
vych kvantovych tecek a jejich vyuziti v mediciné jako nosi¢e 1é¢iv. Experimentalni ¢ast je
vénovana pripravé dvou typt kvantovych tecek. Oba typy byly piipraveny fizenou pyrolyzou
kyseliny citronové. Vzhledem k tomu, Ze pfitomnost funkénich skupin je pro pouziti CQD
jako nosice 1éCiva velmi dilezita, byly piipraveny I CQD se zavedenou aminovou funkéni
skupinou pyrolyzou kyseliny citronové a glycinu (CQDGIy(1:1)). Bylo vyzkouseno také zvy-
Seni molarniho zastoupeni glycinu pii ptipravé (CQDGIy(1:4)). Jako biologicky aktivni latka
byl ptipraven chlorid chloro(diethtylentriamino)médnaty (komplex CuDETA). Dalsim kro-
kem byla interakce kvantovych te¢ek s komplexem CuDETA.

Usp&sna piiprava byla ovéfena osvicenim produkti UV svétlem za soucasné emise modré
luminiscence. Charakterizace jednotlivych kvantovych teéek pomoci infraervené spektros-
kopie ukazala, ze se na vSech méfenych spektrech nachazi pas charakteristickych vibraci
v(C=0), coz ukazuje na ptitomnost karboxylovych skupin. Elementarni analyzou se potvrdilo,
ze zvySenim mnozstvi glycinu pii pfipraveé se také zvysi zastoupeni dusiku ve struktufe kvan-
tovych teéek. EPR spektroskopii bylo mozné pozorovat ve vsech tiech piipadech (CQD —
CuDETA, CQDGIly(1:1) — CuDETA, CQDGly(1:4) — CuDETA) stejny charakter spektra ob-
sahujiciho Ctyfi pasy, které jsou charakteristické pro pfitomnost médi.

V dalsim kroku se sledovala biologicka aktivita kvantovych tecek na bunécné linii odvoze-
né od akutni T-lymfoblastické leukémie s ndzvem MOLT-4 pomoci WST-1 testu. V piipadé
samotnych CQD nebyl v méfeném rozsahu koncentraci zaznamenan pokles Zivotaschopnosti
bun¢k, coz znamena, ze piipadna poloviéni inhibi¢ni koncentrace (ICsp) by mohla byt vétsi
nez 50 ug/ml. Pro komplex CuDETA byla nalezena hodnota ICso= 17 + 1,0 umol/ml a pro
CQD — CuDETA byla nalezena hodnota hodnota 1Csp = 2,1 + 0,1 pg/ml. Po pfepoctu na stej-
né jednotky vztazené k obsahu médi bylo zjisténo, Ze slouc¢enina CQD — CuDETA vykazuje
az 6krat vétsi cytostatickou aktivitu nez samotny komplex CuDETA. Z toho vyplyva, ze CQD
muze slouzit nejen jako nosic 1é¢iva, ale mize i zvySovat Géinnost tohoto typu cytostatického

1éciva.
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