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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Martina Kofinkova

Skolitel: PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Néazev diplomové prace: Studium vlivu chinonii a Quantum Dots ¢astic na prub¢h

chemiluminiscen¢nich reakci

Zamérem této diplomové prace bylo pozorovat a vyhodnotit vliv 9,10-
fenantrenchinonu, dithiothreitolu a Quantum Dots (QD) castic na chemiluminiscen¢ni
(CL) systém, ktery obsahoval roztok peroxidu vodiku, luminolu a hexakyanozelezitanu
draselného. VSechny analyzy byly provedeny pomoci pritokové metody sekvencni
injekéni analyzy (SIA). Chemiluminiscenéni zafeni luminolu bylo zalozeno na jeho
oxidaci peroxidem vodiku za katalyzy Fe"'(CN)s. Existuje také jests jiny CL systém,
ktery se podafilo vyvinout japonskym védcim s vyuzitim chinonu, luminolu a
dithiothreitolu. Zajmem této prace bylo tedy reprodukovat vysledky, kterych dosahli
autofi japonské studie, avSak s pouzitim metody SIA nebyly shleddny srovnatelné
vysledky méfeni. Fenantrenchinon ovliviioval CL signal ve smyslu zkraceni délky
dosvitu a tim lze také vysvétlit rozdily v hodnotach plochy pod pikem u jednotlivych
méfeni. Roztok dithiothreitolu ovlivnil CL signal tak, Ze jen mirn¢ zkracoval délku
dosvitu. U roztokd s Quantum Dots ¢asticemi bylo pozorovano, Ze ¢im méné je roztok
QD c¢astic natedén, tim vice klesa hodnota plochy pod pikem a tim vice je zkracovéana
délka dosvitu CL signalu. QD c¢astice by se mohly uplatnit v pritokovém systému
v souvislosti s dobrou opakovatelnosti vysledkti méteni. Vliv na vysku CL signalu bude
Vv piipad¢ systému s luminolem nutno dale testovat z pohledu QD c¢éstic s nizSimi
emisnimi maximy, které budou 1épe odpovidat emisi zafeni v uvedeném systému, ktera

je nejintenzivnéjsi pii 425 nm.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Martina Kofinkova

Supervisor: PharmDr. Hana Sklenatrova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Study of quinone and Quantum Dots particles effects on

chemiluminescence reaction

A purpose of this Diploma Thesis was to observe and interpret the influence of
9,10-phenanthrenequinone,  dithiothreitol and Quantum Dots (QDs) on
chemiluminescent (CL) system, which contained hydrogen peroxide, luminol and
potassium ferricyanide. All analyses were performed by the flow method of sequential
injection analysis (SIA). The chemiluminescent emission of luminol was based on its
oxidation by hydrogen peroxide during the catalysis by Fe''(CN)s. There is also
different CL system, which has been developed by Japanese scientists, consisting
quinone, luminol and dithiothreitol. The interest of this thesis was reproducing the
results, which were reached by authors of the Japanese study, however with the use of
SIA method the results of measurements were not comparable. The 9,10-
phenanthrenequinone influenced the CL signal in the sense of shortening the emission
length and thereby it is possible to evaluate the difference between the sizes of peak
area in single measurements. The solution of dithiothreitol influenced the CL signal in
terms of emission length slight shortening. QDs solutions effect was observed with
following results: the less diluted QDs solution caused the largest decrease of the peak
area and the more shortened emission length of the CL signal. The QDs could be
applied in the flow system with good repeatability of the measured results. In case of
the CL system with luminol the influence on peak height should be tested with respect

to QDs with lower emission maxima, which will correspond to the emission at 425 nm.



SEZNAM ZKRATEK

AQ — antrachinon

ATP — adenosintrifosfat

CFU — kolonie tvofici jednotky (Colony Forming Unit)

CL — chemiluminiscen¢ni

DEP — castice ve vyfukovych plynech naftovych motori (Diesel Exhaust Particles)
DLS — dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering)

DNA — deoxyribonukleové kyselina

DTT — dithiothreitol

ECD — detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector)

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

ESR — elektronova spinova rezonance (Electron Spin Resonance)

FCH — fenantrenchinon

FIA — prutokova injek¢ni analyza (Flow Injection Analysis)

FL — fluorescencni

GC-MS — spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Gas Chromatography
with Mass Spectrometry)

HPLC — vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

IgG — imunoglobulin G

IUPAC — Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii (International Union of Pure and
Applied Chemistry)

LED — dioda emitujici svétlo (Light-Emitting Diode)

MK — menachinon

NQ — naftochinon

ODS - oktadecyl-silikagel

PC — pocita¢ (Personal Computer)

PM3 5 — Castice s aerodynamickym prumérem 2,5 um (Particulate Matter)

PO-CL — peroxyoxalatova chemiluminiscen¢ni detekce

PQ — plastochinon

PQQ — pyrrolchinolinchinon



PTFE — polytetrafluorethylen = teflon

QD — kvantové tecky (Quantum Dots)

ROS - reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

RSD - relativni smérodatna odchylka (Relative Standard Deviation)

SEM - skenovaci elektronovy mikroskop (Scanning Electron Microscope)

SIA — sekvenéni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis)

SRM 1649a — standardni referen¢ni material (Standard Reference Material)
TEM - transmisni elektronovy mikroskop (Transmission Electron Microscope)

UV — ultrafialovy


http://www.med.muni.cz/patfyz/pdf/anj/ros.pdf
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1. UVOD



Chemiluminiscence se li§i od ostatnich luminiscen¢nich jevu tim, Ze excitace
fotond je vyvolana chemickou reakci [1]. Analyticky systém zaloZzeny na
chemiluminiscenéni (CL) luminolové reakci je vhodny pro stanoveni mnoha sloucenin.
Metoda je velmi citliva (citlivéj$i nez napiiklad izotopové metody) a jednoducha na
provedeni, proto nasla své uplatnéni v fadé laboratornich aplikaci.

V této praci byl pouzit CL systém, ktery obsahoval peroxid vodiku (oxidaéni
¢inidlo), luminol a hexakyanozelezitan draselny, ktery zde vystupoval jako katalyzator
reakce. Pomoci pritokové metody SIA (sekvencni injek¢ni analyza) byl studovéan vliv
fenantrenchinonu, dithiothreitolu a Quantum Dots c¢astic na uvedeny CL systém.
Metoda SIA je zalozena na kombinaci davkovani ptesného objemu roztoku vzorku
(studované latky) a reak¢niho c¢inidla do toku nosného proudu. Kontrolovana disperze a
pfesné dodrzovani konstantnich experimentdlnich podminek pak zarucuji vysokou
reprodukovatelnost vysledk.

Chinony jsou latky, které pomahaji udrzovat zdkladni biologické funkce v téle
¢loveka, zivocichi a rostlin, jsou také pouzivany v primyslovych odvétvich, nachazeji
se V herbicidech, bélicich latkdch a kosmetice, ze zplodin vyfukovych motorti se
dostavaji do ovzdusi. Struktury chinont se také vyskytuji v nékterych farmaceutickych
ptipravcich a potravnich doplicich [13]. Nastava tak potfeba monitorovani téchto latek
Vv biologickém materialu, v terapeutickych preparatech a v Zivotnim prosttedi, a timto se
také zabyvaji autofi odbornych analytickych studii.

Quantum Dots castice (kvantové tecky) jsou anorganické nanokrystaly
z polovodi¢ového materidlu, u kterych byly nalezeny vyznamné optoelektronické
vlastnosti, které se daji vyuzit v biologickych védach a viadé¢ primyslovych
technologii. V poslednich letech se ve svété staly stfedem zajmu rtiznych chemicko-
technologickych tUstavli €i univerzit a probihd intenzivni studium jejich unikatnich

vlastnosti.



CiL A POPIS ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Cilem bylo zreprodukovat data obsazena v odborném japonském ¢lanku z roku
2008, ktera se tykala chemiluminiscenéniho stanoveni chinonii a optimalizovat
koncentrace roztokli pouzivanych ¢inidel a studovanych latek. V teoretické ¢asti bylo
ukolem obecné predstavit vlastnosti chinoni a Quantum Dots Ccastic, a také
charakterizovat chemiluminiscen¢ni déj. V odborné literatuie bylo tc¢elem vyhledat
chemiluminiscenc¢ni reakce, kterymi lze chinony stanovit nebo reakce zaloZené na
chemiluminiscenci, kterymi se stanovuji jiné latky, za pomoci chinontl. Ukolem bylo
také predstavit pratokovou analytickou metodu SIA (sekvencni injekéni analyza),
popsat jeji zakladni komponenty, princip na jakém metoda pracuje a jeji uplatnéni

V praxi.

Zadéanim diplomové prace bylo studovat vliv fenantrenchinonu, dithiothreitolu a
Quantum Dots ¢astic na chemiluminiscen¢ni systém s peroxidem vodiku, luminolem a
hexakyanozelezitanem draselnym pomoci systému SIA, ktery byl sestaven na Katedfe

analytické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.



2. TEORETICKA CAST
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2.1. Chemiluminiscence

Luminiscen¢ni analyza je zalozena na méfeni luminiscenéniho zareni, které
zkoumany vzorek emituje. Luminiscenci rozumime vlastni zafeni latky ve viditelné
oblasti spektra nebo blizko ni, které zpravidla vznikd po nebo pfi ozafeni této latky.
Luminiscen¢ni zafeni neni tepelnym zafenim, ma jinou vinovou délku nez zéafeni
primarni a trva i po pieruseni primarniho zafeni. Excitaci miize vyvolat energie svételna
(fotoluminiscence — fluorescence a fosforescence), tepelna (termoluminiscence),
mechanickd (mechanoluminiscence), biochemicka (bioluminiscence) nebo miize byt
excitace zpusobena elektrickym polem (elektroluminiscence). Zdrojem excitace u
chemiluminiscence je energie pochazejici z chemické reakce [2, 3]. Kvantovy vytézek
luminiscence odpovida podilu poctu vyzafenych fotoni a excitovanych molekul (u
piirodnich systémt mize dosahovat az 90%) [4].

Chemiluminiscence (CL) je definovana jako proces, pfi kterém je produkovano
elektromagnetické zafeni v UV, viditelné nebo blizké infrafervené oblasti. Produkce
elektromagnetického zafeni je nasledkem chemické reakce, pii které se jeden
z reak¢nich produktti dostane do excitovaného stavu (energeticky bohatsi stav) a pfi
pfechodu na zékladni energetickou hladinu se prebytecnd energie tohoto méné
stabilniho intermediatu uvolni ve formé fotonl. Za normalnich okolnosti se uvolnéné
energie z exotermické reakce uvolfiuje ve formé tepla, chemiluminiscence tedy neni
béznym jevem [5].

Mezi faktory, které ovliviiuji chemiluminiscenci, patfi chemicka struktura CL
prekurzoru, povaha a koncentrace ostatnich substratl podilejicich se na CL reakci,
vybér katalyzatoru, hydrofobicita rozpoustédla a slozek roztoku, pfitomnost kovovych

iontt, pH a iontova sila, a také teplota [6].

2.1.1. Mechanismus a vznik chemiluminiscence

Chemiluminiscence je emise elektromagnetického zarfeni, které vznika
exotermickou chemickou reakci, kterd miize byt provedena v pevném, kapalném nebo
plynném systému. Podstata chemiluminiscence byla v poslednich letech obséhle
vysvétlena Vv fadé odbornych studii. Existuji dva hlavni druhy — pfima a nepiima
chemiluminiscence. Pfi pifimé chemiluminiscenci spolu reaguji dva reaktanty (A a B),
obvykle to byva substrat (chemiluminiscen¢ni prekurzor) a oxidant. Vznikd pfi tom
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meziprodukt (I) v excitovaném stavu, ktery se po pifechodu do zakladniho stavu zméni v
produkt (P) a emituji se fotony. Reakce s luminolem je piikladem pro tuto formu
chemiluminiscence [7].

A+ B — [I]* — P + svétlo

V piipadé nepiimé chemiluminiscence je energie excitované molekuly
intermediatu pfenesena na vhodny fluoreskujici akceptor (F) a ten pak z excitovaného
stavu piechazi do zakladniho energetického stavu a dochazi k emisi fotond [6]. Tato CL

reakce je G¢inngjsi a jedna se naptiklad o peroxyoxalatovou reakci.

A+ B — [I]* + F - [F]* — F + svétlo

Jakmile je molekula konvertovana do stavu excitovaného meziproduktu ma
nékolik moznosti, jak se vratit do zakladniho energetického stavu [7]. Teorie zafivych a
nezafivych prechodi v molekule je vysvétlena pomoci Jablonského diagramu na
obrazku €. 1.

Po absorpci fotonu excitovana molekula velmi rychle pfedava ziskanou energii
svému okoli a tzv. nezafivymi piechody (vnitini konverze a mezisystémovy prechod)
nasledovanymi vibra¢ni relaxaci se dostava postupné do nizSich excitovanych stavi.
Pomalejsi byva vétSinou az nezafivy prechod ze zdkladni vibra¢ni hladiny prvého
excitovaného stavu S; do zékladniho stavu Sp. Teprve mezi témito hladinami se vedle
nezafivych prechodli mize uplatnit prechod spojeny s vyzafenim (emisi) fotonu -
fluorescence. Doba dosvitu fluorescence po preruseni excitace byva fadove 10° az 107
s. VétSinou az z hladiny S; se piipadné uplatni 1 nezafivy mezisystémovy piechod do
nekterého z tripletnich stavii. Zativy prechod ze zakladni vibrac¢ni hladiny nejnizS§iho
tripletniho stavu T; do zakladniho stavu So m4 dlouhou dobu dosvitu fadu 10°az 10" s a
je oznaCovan jako fosforescence [8].

Aby byla emise z chemické reakce pozorovatelna, musi byt splnény tii zakladni
pozadavky:

1) Chemiluminiscenéni prekurzor by mél byt schopen pfijmout energii uvolnénou
z reakce a prejit do excitovaného stavu — t€innost procesu by méla byt dostatecné velka.
2) Reakce musi byt exotermicka — S vyménou volné energie v rozmezi 170-300 kJ/ mol.
3) Deaktiva¢ni procesy chemiluminiscenéniho zatfeni jako molekularni disociace,
spontanni izomerizace, fyzikalni zhaseni, a také kompetitivni nezativé piechody (intra-

a intermolekularni pfenos energie) by méli byt udrzovany na minimu [7].
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Obr. ¢. 1: Schéma zarivych a nezarivych prechodii mezi elektronové vibracnimi stavy
V molekule (Jablonského diagram): C — chemiluminiscence, F — fluorescence, P —
fosforescence, VR — vibracni relaxace, IC — vnitini konverze, ISC — mezisystémovy
prechod, Sy — zakladni singletovy stav, S1,S; — excitované singletove stavy, Ti,T, —
excitované tripletové stavy, — zarivé (radiacni) prechody (s ucasti fotonu), ~7 nezarivé
(non-radiacni) prechody (bez ucasti fotonu), [7].

2.1.2. Chemiluminiscencni stanoveni chinonu

Chinony jsou latky, které pomahaji udrZovat zakladni biologické funkce v téle
¢loveéka, zivocichti a rostlin. Patfi mezi né ubichinon (koenzym Qip), ktery vykonava
funkci nosice elektronti v mitochondriich v elektronovém transportnim fetézci, ucastni
se produkce energie v buiice a pusobi jako antioxidant. Koenzym Qi je biologicky
aktivni lipofilni latka, v téle vznika z kyseliny mevalonové. Ubichinon je tvofen hlavné
v jatrech a dodavan bunkam, které ho potiebuji. Relativné vysokd koncentrace
ubichinonu je i v jinych tkanich, napfiklad v myokardu, ledvinach, pankreatu. Ma
antioxidacni ucinky, chrani cirkulujici lipoproteiny proti oxida¢nimu poskozeni. Jeho
stanoveni v lidské plazm& mize byt uZitecné pro zjisténi biologické dostupnosti
ubichinonu a pro casnou diagnézu nékterych onemocnéni. Plazmaticka hladina
koenzymu Qo je vyznamné niz§i u pacienta z hypertyreoidismem, melanomem,
cystickou fibrézou, fenylketonurii a mevalonickou acidurii, nez u zdravych lidi.
Ubichinon je také predepisovany pacientim s chorobami srdce (napt. pfi kongestivnim
srdecnim selhani). Pro rutinni kontrolu kvality ubichinonovych piipravka je potieba
rychlé a spolehlivé analytické metody [9, 10, 13].
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Dale sem patfi naftochinonovy derivat fylochinon (vitamin Kj), ktery je
Vv organismu dulezity pro koagulaci krve a podili se na procesu kostni mineralizace.
Vitamin K se podili na karboxylaci zbytkid kyseliny glutamové u nékterych
hemokoagula¢nich faktora (F II, VII, IX, X). Je pottebny pro kostni kalcifikaci, nebot’
zminénd karboxylace kyseliny glutamové je soucasti vazby vapniku v kostech. V
organizmu se také podili na oxidativni fosforylaci. Fylochinon (K;) a menachinon (K)
patfi mezi pfirozené vitaminy rozpustné v tucich. Fylochinon (vitamin K;) je
syntetizovan rostlinami a pfijiman potravou, jeho vstfebavani v tenkém stieve je zavislé
na resorpci tukti. Menachinon (vitamin K;, MK-n) je tvofen riznymi druhy bakterii (E.
coli) a aktinomycetami v tenkém a tlustém stievé. Fylochinon a menachinon jsou
stabilni vii¢i teplu a reduk¢énim agens, avSak jsou velmi citlivé na UV zafeni, oxidaci a
jsou také rozkladany varem. Rozdil mezi vitaminem K; a K; je hlavné v délce
postranniho fetézce, ktery urcuje jeho dostupnost v biologickych systémech a polocas
aktivity. Stejné ucinky maji i synteticky vyrobené vitaminy, které jsou rozpustné ve
vodg, ptikladem je menadion (vitamin K3) obsazeny v pfipravku Kanavit [11, 12].

Dalsi biologicky vyznamnou latkou je pyrrolchinolinchinon (PQQ), redoxni
kofaktor dehydrogendaz u bakterii. PQQ je v nanogramovém mnoZstvi piitomen
v savCich tkanich, mléce arostlinich — jeho funkce =zatim neni dostatecné
prostudovana. Ziejmé& ma vliv na rast organismu a ma téz antioxidacni tc¢inky [13, 14,
15]. Velmi dobfe je znamé esencidlni podstata plastochinonu (PQ), ktery je soucasti
thylakoidti a GiCastni se pfenosu elektroni a protont pti fotosyntéze [16].

Také nékteré farmaceutické ptipravky maji chinonovou strukturu, patii sem
napiiklad antracyklinové derivaty doxorubicin a daunorubicin, které jsou vyuzivany pro
1é¢bu nadorovych onemocnéni [13].

Chinony jsou také pouzivany v primyslovych odvétvich, nachéazeji se
V herbicidech, bélicich latkdch a kosmetice. Kromé toho se chinony nachéazeji
Vv Zivotnim prostfedi a v mnoha studiich bylo prokazano, ze maji Skodlivé ucinky na
zdravi ¢loveéka. Chinony piisobi jako moZné inhibitory nékterych biologickych funkci,
ovlivituji takto aktivitu signalni kaskddy oxidu dusnatého (NO-syntdzu) a sekreci
progesteronu. Chinony jsou v biologickych systémech schopné produkovat ROS, ¢imz
V organismu zpusobuji oxidacni stres — superoxidovy aniont a hydroxylovy radikal
pfispivaji k poskozeni plic. Chinony jsou také obsazeny ve vyfukovych plynech
naftovych motord (DEP — diesel exhaust particles), patii mezi né naptiklad 9,10-

fenantrenchinon, 1,2-naftochinon, 1,4-naftochinon a 9,10-antrachinon. Expozice DEP
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muze byt pti¢inou zesileni odpovedi viici alergenim a stava se tak rizikovym faktorem
pro vznik astmatu [13, 17, 18].

V odborné literatuie byla nalezena senzitivni a selektivni metoda pro stanoveni
chinonli. Metoda byla zaloZzena na vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) b&hem
redoxni reakce mezi chinonem a dithiothreitolem jako redukénim ¢inidlem [13]. Chinon
je redukovan redukénim Cinidlem DTT na semichinonovy radikal, ten je za aerobnich
podminek oxidovan zpatky na chinon, rozpustény kyslik je pfeménén na superoxidovy
anion, se kterym reaguje luminol a dochazi k silné luminiscenci. Chemiluminiscence
byla intenzivni, dlouhotrvajici a byla pfimo umérnd koncentraci chinonu. Struktura
chinonti se dala velmi dobfe odlisit podle svych chemiluminiscen¢nich vlastnosti.
Chemiluminiscence byla pozorovana u 9,10-fenantrenchinonu, 1,2-naftochinonu, 1,4-
naftochinonu a také u biologicky vyznamnych chinont (ubichinon), avSak u 9,10

antrachinonu a 1,4-benzochinonu nikoliv [13].

0}
HO. /\SH \ o 0, //\/LNH
I .SH f {\[ 2 [“\3 /|\ ,rLIH
Ho™ Superoxide NH, c[
ot QUinOHC anion Luminol
0 0
HO\ »\S E o~ J\\/
J\/ ,é ’gJ/\,/'[\f e F 02 Luminescence
HO™ L’ xr Dissolved oxygen

Semiquinone radical

Obr. ¢. 2: Schéma CL mechanismu chinonii, [13].
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2.1.2.1. Stanoveni ubichinonu metodou CL ve farmaceutickych
pripravcich

Byla vyvinuta jednoducha a rychléd detekéni metoda pro ubichinon v lé¢ivych
ptipravcich [13], kterou byly analyzovany tablety farmaceutického piipravku japonské
spolecnosti Eisai Pharmaceuticals chemiluminiscen¢ni reakci pomoci HPLC-CL. Jako

luminofor byl pouzit luminol, roztok luminolu byl pfipraven rozpusténim v roztoku

NaOH. Dale byl pro reakci pouzit

100 roztok  ubichinonu  (obsazeny

80

T v méfenych vzorcich), ktery byl

pfipraven rozpusténim v ethanolu,

H;;.l[:I[:Ljl \Lj\ _LH rozpoustédlem pro DTT byl
| | ‘10

acetonitril. Daéle byla vytvofena

6l

40 kalibra¢ni kifivka pro standardni

roztok ubichinonu. Linearni vztah

Relative CL intensity

201 mezi koncentraci a CL intenzitou se
Blank
¢ nachizel v koncentraénim rozsahu

0y 200 100 600 0,3 — 0,6 uM. Korela¢ni koeficient
Time, s byl roven hodnoté 0,997. Detekéni

Obr. ¢. 3: Zobrazeni profilu CL zareni pro ubichinon limit pro ubichinon byl 0,05 uM (9
— maximum CL intenzity bylo dosazeno po 300 s, ’

koncentrace roztoku DTT, luminolu a NaOH byly 20 ng/assay) s ¢asem analyzy 30 s [13].
mM, 400 M a 160 mM, [13].

2.1.2.2. Stanoveni ubichinonu metodou CL v humdnni plazmé

Byla vyvinuta metoda HPLC s chemiluminiscen¢ni detekci (HPLC-CL) pro
stanoveni ubichinonu Vv plazmé [19]. Metoda je zalozena na reakci S luminolem a
chemiluminiscenéni detekci superoxidového aniontu, ktery vznikd béhem redoxni
cyklické reakce mezi ubichinonem a DTT. Kalibra¢ni kfivka pro standardni roztok
ubichinonu vykazovala linearitu v koncentra¢nim rozsahu od 0,09 do 43,2 pg/ ml (0,45
— 216 ng on column) s korelaénim koeficientem 0.999. Detekéni limit (S/N=3) byl 26
ng/ ml (130 pg on column). Detekce ubichinonu na chromatogramu probéhla ztetelné

bez jakychkoliv interferenci [19].
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2.1.2.3. Stanoveni fylochinonu, menachinonu-4 a menachinonu-7
metodou CL v humadnni plazmé

Byla vyvinuta citliva a selektivni metoda HPLC pro stanoveni fylochinonu,
menachinonu-4 a menachinonu-7 (formy vitaminu K;) v humanni plazmé s vyuzitim
post-column peroxyoxalatové chemiluminiscenéni detekce (PO-CL) S naslednym on-
line UV ozafenim [20]. Separace vitaminu K metodou HPLC byla provedena
isokraticky na ODS kolon¢ béhem 35 minut. Jako vnitini standard byl pouzit 2-metyl-3-
pentadecyl-1,4-naftochinon. Detek¢ni limit byl 32, 38 a 85 fmol pro K;, MK-4, MK-7.
Senzitivita a citlivost metody je dostacujici pro aplikaci v klinickych a nutri¢nich
odvétvich [20].

2.1.3. Stanoveni ldtek CL reakci s vyuZitim chinond

V odborné literatuie byla nalezena metoda pro stanoveni ATP s vyuzitim
fotochemické a chemiluminiscenéni reakce v systému pritokové injekéni analyzy
(FIA). Adenosin-5’-trifosfat (ATP) je hlavnim nosi¢em chemické energie vSech zivych
organismii. ATP je vyuzivan béhem svalové kontrakce, je také Siroce rozsifenym
indikéatorem Zijicich bun¢k. Obsah ATP je Casto vyuzivan pro stanoveni mikrobidlni
aktivity v pude, v Cerstvych rybach a také pro kontrolu kvality transfuzniho piipravku
pted jeho podanim pacientovi [21].

Stejnymi autory byla objevena metoda pro stanoveni DNA, ktera opét vyuziva
fotochemické a chemiluminiscenc¢ni reakce v pritokovém systému (FIA). Kvantifikace
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je dtlezita pro mnoho biologickych studii. Metoda
byla také porovnéna s frekventované pouzivanymi manualnimi metodami pro stanoveni
DNA. Se svym limitem detekce se tato metoda muze rovnat postupiim, které vyuzivaji
fluorescen¢ni barvivo ethidiumbromid, Hoechst 33258 nebo metylénovou modt.
Metoda byla pouzita pro stanoveni DNA ve vzorcich z Zivo¢isné tkan€ nebo rostlinnych
extraktl [22].

V zahrani¢ni literatuie byla nalezena metoda, kterd vyuziva chemiluminiscenéni
reakci pro rychlé stanoveni zivych mikroorganismii bez lyzy bunék. Zivé
mikroorganismy mohou redukovat chinon za vzniku chinolu nebo semichinonovych
radikali, které davaji vznik reaktivnim formam kysliku. Mnozstvi produkce ROS bylo

stanoveno luminolovou CL reakci a intenzita luminiscence byla piimo umérnd poctu
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zivych bungk. Citlivost chemiluminiscen¢ni analyzy byla zvySena pouzitim katalyzatort
(ionty kovil) nebo vhodnych chinont (menadion, koenzym Q). Tato analyza spocivala
V4 h kultivaci a centrifugaci (2 x 5 min), dal§$im krokem byla 10 min inkubace
mikroorganismil s chinonem, dale nasledovalo pfidani luminolu do smési a v tento
okamzik zacalo pocitani fotonli (photon counting), které trvalo 2 s. Denzita zivych
bakterii a kvasinek byla stanovena pfiblizn¢ na nékolik tisic CFU/ ml. Analyza ma
velmi jednoduché provedeni a mohla by byt efektivné vyzivana pro stanoveni

zivotaschopnych bakterii a kvasinek [23].

2.1.3.1. Stanoveni ATP metodou CL ve farmaceutickych pripravcich,
mléce a pidé

Metoda je =zalozena na reakci glukoézy sATP katalyzovanou enzymem
hexokinazou a Mg2+ ionty. Glukoza, ktera neni spotfebovana ATP, je nasledné
fotooxidovana pomoci 9,10-antrachinon-2,6-disulfonatu jako senzibilizatoru. Peroxid
vodiku produkovany fotochemickou reakci je monitorovan chemiluminiscencni reakci
S luminolem, kterda je katalyzovand hematinem. Je tu pfimy vztah mezi poklesem
chemiluminiscen¢ni odpovédi a koncentraci ATP v roztoku s konstantni koncentraci
glukozy [21]. V souladu s optimalnimi podminkami, kalibrac¢ni kiivka je linearni
v rozsahu 0,20 — 50,50 mg/ | s rychlosti analyzy 25 vzorkt za hodinu a RSD od 0,62 —
1,42 %. Limit detekce byl 0,07 mg/ 1. Tato citliva, jednoduché a rychld metoda byla
pouzita pro stanoveni ATP ve farmaceutickém pfipravku Atepodin (Medix), dale

Vv kravském a kozim mléce a pro dikaz mikrobialni aktivity v pudé [21].

2.1.3.2. Stanoveni DNA metodou CL v Zivocisnych tkdnich a rostlinném
materidlu

Metoda je zalozena na interakci mezi 9,10-antrachinon-2,6-disulfonatem (AQ) a
DNA, nasleduje fotooxidace ethanolu senzibilizovana AQ molekulami, které jsou
interkalovany do DNA fetézce. Peroxid vodiku produkovany fotochemickou reakci
muze byt monitorovan CL reakei s luminolem, ktera je katalyzovana hematinem. Proces
je velmi jednoduchy, rychly a neni finanéné ndkladny a byl uspokojivé vyuzit pro
stanoveni DNA v zivociSnych tkanich [22]. Je zde linearni vztah mezi poklesem
chemiluminiscence a DNA koncentraci pii konstantni koncentraci antrachinonu. Za

optimalnich podminek je koncentra¢ni linearni rozsah 0,04 — 5,50 mg/ ml s rychlosti
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analyzy 45 vzorkl za hodinu. Hodnota RSD je 0,17 — 1,30 %. Detekéni limit
vypocitany podle doporuceni IUPAC je 17 ng/ ml. Metoda byla pouzita pro stanoveni
DNA, kterd byla extrahovana z kralici tkané€, listi pomerancovniku a australského

stromu nazyvaného ,,flame tree* [22].

2.1.3.3. Detekce Zivotaschopnych mikroorganismii metodou CL
v bakterialnich kulturdach

Vysoké citlivosti této metody bylo dosazeno pomoci Mo-EDTA (komplex
molybdenu s ethylendiamintetraacetatem), menadionu nebo koenzymu Qi. Nafedéna
bakterialni kultura (nebo kultura s kvasinkami) byla smichana s roztokem chinonu,
ktery obsahoval kovové soli (napi. FeSO,), EDTA, NaCl (pH 7,0), smés byla
inkubovana 10 min pfi 37 °C. Potom byl pifidan roztok luminolu s kyselinou boritou
(pH 9,5), chemiluminiscen¢ni intenzita byla stanovena luminometrem za 2 s. Tato
modifikovand chemiluminiscenéni analyza byla pouzita pro detekci nékolika
referencnich kmenti bakterii a kvasinek. Detekéni limit bakteridlni analyzy byl
v rozsahu od 2700 CFU/ ml pro Staphylococcus aureus (ATCC25923) do 25 400 CFU/
ml pro Enterobacter cloacae (IFO13536). Detekéni limit pfi analyze kvasinek se
pohyboval v rozsahu od 300 CFU/ ml pro Candida maltosa (CHA1) do 9000 CFU/ ml
pro Yarrowia lipolytica (CXAU1) [23].

2.1.4. Stanoveni chinond jinou instrumentdlni metodou

Zahrani¢nimi autory bylo popsano né¢kolik technik pro stanoveni chinonl
zahrnujici spektrofluorimetrii, elektronovou spinovou rezonanci (ESR), pritokovou
injekéni analyzu (FIA) s UV detekci, hmotnostni spektrometrii tandemové spojenou
s plynovou chromatografii (GC-MS), HPLC s ultrafialovou (UV), fluorescen¢ni (FL),
chemiluminiscen¢ni (CL) a elektrochemickou (ECD) detekci. Kazda z téchto technik
ma z hlediska citlivosti, rychlosti a jednoduchosti metody svoje vyhody a nevyhody
[13].

UV detekce je méné citlivd a selektivni nez fluorescencni detekce, avSak
chinony nevykazuji zadnou fluorescenci, proto je u HPLC-FL metody pozadovana
konverze chinonu na fluorescen¢ni slouceninu (pre-column derivatiza¢ni reakce).

HPLC-CL metoda je také velmi citlivd a selektivni metoda, vyzaduje vSak fotoreaktor
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pro fotochemickou reakci. HPLC-ECD je dostate¢né citliva metoda pro stanoveni
chinond, ale postrada jednoduchost a rychlost. Nevyhodou GC-MS metody je
komplikovanad derivatizace chinonu na tékavou slouceninu. ESR metoda vyzaduje
specialni a finan¢né nakladny piistroj [13].

V odborné literatufe byla nalezena metoda, ktera byla pouzita k analyze vzorkt
ovzdusi na n€kolika mistech v Jizni Kalifornii, ve standardnim referen¢nim materialu
(SRM 1649a) a ve vzorcich ovzdu$i (PMjys), ziskanych na venkové a v méstskych
castech Los Angeles [24]. Chinony jsou toxikologicky vyznamné komponenty, které
znecistuji vnéjsi ovzdusi. Byly nalezeny v Casticich vyfukovych plyni a v koufi ze
dfeva. Chinony a jejich redukéni produkty, semichinony a hydrochinony, jsou
toxikologicky vyznamné pro jejich schopnost produkovat reaktivni formy kysliku a

tvofit kovalentni vazby s tkanovymi makromolekulami [24].

2.1.4.1. Stanoveni chinonii metodou GC-MS v ovzdusi

Byla piedstavena metoda pro kvantifikaci 1,2-naftochinonu (1,2-NQ), 1,4-
naftochinonu (1,4-NQ), 9,10-antrachinonu (9,10-AQ) a 9,10-fenantrenchinonu (9,10-

PQ), kter¢ jsou pfitomny ve OAc
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2.2. Struktura a rozdéleni nanocastic

Nanocastice jsou struktury, které maji alespon jeden rozmér v fadu jednotek az
stovek nanometru. Lze je délit podle chemického slozeni na kovové, polovodi¢ové —
kvantové tecky (Quantum Dots) a nekovové (uhlikové nanotrubice, nanopény) [25].

V oblasti nanomaterialti se vyuZzivaji nanoc¢astice oxidu kovt (ZrO,, TiO,, SiOy)
predevsim cCastice ve formé nanopraskid. Jedna se napf. o nanoprasky ZrO,, TiO,
pouzivané v kosmetickych krémech, pletovych vodach a opalovacich krémech.
Pfitomnost nanocastic SiO, zabranuje srazeni vody na skle, specidlni vlastnost takto
upraveného skla se da vyuzit napiiklad pro skla automobilt [26].

Nanocéastice ze skupiny uslechtilych kovi (Cu, Ag, Au, Pt, Pd) a skupiny Zeleza
(Fe, Co, Ni) maji fadu potencialnich aplikaci. V ptipad¢ stiibra byla vyvinuta spolehliva
metoda pfipravy nanocastic o velikosti 25 nm, testovanych jako ucinné antibakterialni
¢inidlo. U nanocastic Zeleza byla dokonce vyvinuta metoda jejich poloprovozni vyroby
a povrchovych stabilizaci, a v soucasné dob& jsou tyto nanocéstice testovany jako
ucinny prostfedek dekontaminace podzemnich vod, znecisténych halogenovanymi
uhlovodiky. Protilatky znacené zlatymi nanocdsticemi mohou nalézt uplatnéni v

medicing pfi 16¢bé nadoru ve fotodynamické terapii [25].

2.2.1. Quantum Dots castice

Kvantové tecky jsou velmi malé polovodice, schopné v disledku niz8i energie
ve srovnani s energii vodivostniho pasu okolniho polovodice vézat elektrony. Mohou
nabyvat pouze diskrétnich hodnot energie, podobné jako je tomu u atomu. Kazda tecka
ma omezenou kapacitu, urenou jejimi rozmeéry. Elektrony uvniti teCek vykazuji
kvantové vlastnosti. Zavislost zmény vinové délky emitovaného svétla na velikosti
nanocastic (nanokrystalll) lze dokéazat tak, ze vybudime castice rozptylené v roztoku
ultrafialovym svétlem, a ¢im je rozmér nanokrystalli mensi, tim vice se fluorescence
posouva do modré ¢asti spektra [25, 27]. QD castice jsou tvotfeny polovodiCovym
jaddrem vznikajicim kombinaci prvkl II. a VI. nebo III. a V. skupiny (naptiklad CdSe,
CdTe), kter¢é muze byt stabilizovano obalem z anorganickych soli (CdS a ZnS).
Rozpustnost ve vodé je zajisténa nabitymi organickymi molekulami, které jsou
kovalentn¢ vazany na povrch kvantové tecky pomoci thiolovych skupin. Tyto molekuly
mohou slouzit pro navazani dalSich funk¢nich ligandt nebo biomolekul.
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Obr. ¢. 5: Struktura QD nanocastice a nanokrystal CdSe zobrazeny transmisnim
elektronovym mikroskopem (core — jadro, shell — obal, polymer coating — polymerni
vrstva, biomolecule — biomelukula), [26, 28].

Kvantové tecky se vyuzivaji ve specidlnich soucastkach, které jsou schopny
pracovat s jednotlivymi elektrony ¢i fotony a nachdzeji uplatnéni jako luminiscencni
znacky v analytické chemii, molekularni biologii a mediciné¢ diky svym vybornym
optickym vlastnostem [25, 27]. QD nanokrystaly se vyznacuji uzkymi a symetrickymi
emisnimi spektry a Sirokymi absorpénimi (excitacnimi) spektry. Jejich vyhodou je
zejména jejich fotostabilita, relativné vysoky kvantovy vytéZzek a celkové dobra

chemicka stabilita [27, 28].
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o
Normalized fluorescence emission

Obr. ¢. 6: Emisni spektrum Quantum Dots castic riznych velikosti (plnd cara —
excitace, prerusovana cara — emise),1-8 — velikost castic, osa x (wavelength — vinova
délka), osa y (extinction coefficient — moldarni absorpcni koeficient, [28].
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2.2.2. Vyuziti Quantum Dots cdstic

Kvantové te¢ky nalezly uplatnéni zejména pro konstrukci optoelektronickych
soucastek a pristroji jako lasery a displeje, optické zesilovace, svétlo emitujici diody
(LED) a detektory. V biologickych védach by QD castice mohly nalézt uplatnéni v
mikroskopii, v pritokové cytometrii, také by se daly aplikovat pro fizené uvoliovani
1é¢iv. z 1€kovych forem, fotodynamickou terapii, mapovani tkani, detekci
intracelularnich udélosti v redlném c¢ase (bunécné signalni drahy), sledovani migrace

bunék (kmenové bunky) a pro cilené zobrazovani tumort [29, 30].

2.3. Sekvencni injekéni analyza

Sekvenéni injek¢ni analyza (SIA) je pratokova analyticka metoda, ktera byla
vyvinuta béhem odstranovani nevyhod a nedokonalosti techniky pritokové injekéni
analyzy (FIA). U jejiho vzniku stal kolektiv analytiki z University of Washington
vedeny J. Rizickou a G. D. Marshallem vroce 1990. Sekvenéni injekéni analyza
umoziuje snadnou automatizaci sloZitych postupi sériovych analyz velkého poctu
vzorkl. Tato relativné nova a velmi progresivné rozvijejici se metoda nabizi efektivni
vyuZiti reagencii, snaz$i manipulaci s rizikovymi latkami, minimalizaci odpadu,
flexibilitu (danou snadnou zménou nastavenych parametri pomoci PC) a zna¢nou

robustnost [31, 32].

2.3.1. Princip a zdklad SIA

Sekvenc¢ni injekéni analyza (SIA) je zalozena na koncepci kontrolované disperze
mezi Uzkymi, vzdjemné navazujicimi zoénami vzorkd a reakénich ¢inidel o pfesné
definovanych objemech v reakéni civee o malém vnitinim praméru. Tyto zony s ostrym
rozhranim jsou v prvnim (plnicim) cyklu nasavany v presné definované sekvenci pies 6-
az 10-pozicovy selekéni ventil do kapilary zvané zadrzovaci civka pomoci mikropistové
reverzni pumpy pohanéné piesnym krokovym motorem fizenym pocitaem. Pred

vlastnim méfenim je do dutiny pistové pumpy nasato nosné médium [33].
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Obr. ¢. 7: Zony vzorku (sample), cinidla (reagent) a produktu (product) reakce v SIA
systému pred a po obrdaceni sméru toku nosného proudu (carrier), [33].

Ve druhé méfici fazi jsou pomoci nosného média zony zavedeny pres selekéni
ventil do reakéni civky SIA aparatury, pticemz dojde ke kontrolované disperzi vlivem
difuze, konvekce a michdni. Na rozhrani mezi zénami se ustavi pfesné definovany
koncentra¢ni gradient. Vytvofeny reak¢éni produkt je unaSen nosnou kapalinou do
detektoru, kde je zaznamenavan piechodovy signal. Aparatura mize byt vedle reakéni a
zadrzovaci civky doplnéna o celou fadu dalSich zafizeni umoZnujicich provadéni

separacnich procest [33].

2.3.2. Aplikace SIA ve farmacii a ostatnich oborech

Metoda SIA byla vyuzita pro analyzu v zemé&délstvi, potravindistvi a pro
monitorovani Zivotniho prostfedi. SIA se wuplatnila pfi stanoveni nékterych
anorganickych iontd (Ca®*, Mg?", Fe**, CI', F, NO,, NOs, SO,%, PO,*, SiOs%) ve
vodé¢ povrchové, pitné, a odpadni za Gcelem kontroly jeji kvality. Také byla pouZita pro
stanoveni herbicidl a pro monitorovani fermentacnich procesti. Doporuceny systém pro
monitorovani fermentacnich procesti je miniaturni aparatura (MikroSIA). Pomérné
Casto se v SIA uplatiuji také imunoanalytické reakce, byly vyvinuty specidlni typy
detekénich cel, které umoziuji imobilizaci protilatek nebo antigenti piimo v SIA
systému. Piikladem miZze byt tzv. jet-ring cela, kterd byla vyuzita pro stanoveni sodiku,
lithia, chromu, IgG, glukozy a také pti analyze bun€k ledvinové tkané¢ [31, 34].

Moznost uplatnéni SIA ve farmacii se vztahuje na kontrolu kvality a i¢innosti

1é¢iv, ale také na hodnoceni déle trvajicich stabilitnich studii. Ve vyrobni technologii
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pomaha tato metoda zjistit stejnomernost obsahu ucinné latky v rdznych
farmaceutickych ptipravcich a rychlost jejiho uvoliiovani z dané 1ékové formy
(monitorovani disolu¢niho procesu). Vyznamna je také moznost vyuziti SIA pii studiu
vazby 1é¢iv ¢i toxickych latek na krevni bilkoviny [31].

Sekvencni injekéni analyza je novou generaci prutokové technologie, kterd by
mohla pomoci zavést rutinni analyzu v chemické ocednografii, coz je védecké odvétvi
zabyvajici se chemickymi procesy v moiské vodé. Pro svou nizkou spotiebu reagencii,
minimalizaci odpadu a robustnost je metoda SIA idedlni pro environmentalni

monitorovani na odlehlych mistech oceanu [34].
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. Laboratorni pristroje

Analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko

Ultrazvukova lazen Sonorex RK 100, Bandelin electronic, Némecko

SIA systém:

Pocitac platformy PC AT (IBM kompatibilni) s konfiguraci Pentium 75 MHz, 24 MB
RAM se standardnim vybavenim Windows 98 CZ, nainstalovany specialni karty - PCle
6251 karta pro zpracovani dat (National Instruments Corporation, USA) a PCI 232:2
(Netmos) karta pro komunika¢ni rozhrani SIA systému s pocitacem

Pistové ¢erpadlo Cavro XL-3000 s objemem 2,5 ml

Misici civka z teflonové (PTFE) hadicky o objemu 1,2 ml a vnitinim praméru 0,75 mm
Deseticestny selekéni ventil, VICI VALCO

Detektor Hamamatsu, model H5784-01, Hamamatsu Photonics K. K., Japonsko
Chemiluminiscencni cela navrZzena na Katedie analytické chemie FaF UK v HK a
vyrobena v Mechanickych dilnach FaF UK v HK

Spojovaci materidl — hadi¢ky z teflonu (PTFE) o vnitinim priméru 0,50 a 0,75 mm,

Watrex Praha

3.2. Pouzité chemikalie

Dithiothreitol 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

9,10-Fenantrenchinon 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

Luminol 98%, Fluka BioChemika, Némecko

Peroxid vodiku 30% liquid, Sigma-Aldrich, Némecko

HexakyanoZelezitan draselny 99%, Balex Pardubice Rosice n. Labem, CR

Hydroxid sodny, min. 98%, Penta Chrudim, CR

Ethanol 96%, denaturovany methanolem, Lihovar Pardubice, CR

Quantum Dots Castice s emisnimi maximy 520 nm, 575 nm, 603 nm a 636 nm, roztoky
ptipraveny na Oddéleni bioanalytické instrumentace, Ustavu analytické chemie,

Akademie véd Ceské republiky
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3.3. Priprava roztokd

Pro piipravu vodnych roztokl byla pouzita vysoce Cistd demineralizovand voda
pfipravend na Katedfe analytické chemie FaF UK v HK syst¢émem Millipore Milli-
QRG. Roztoky Quantum Dots castic byly piipraveny do plastovych zkumavek
(Eppendorf), pro ptipravu vSech ostatnich roztokti byly pouzity odmémné barnky.

Vodny roztok peroxidu vodiku je nestaly, proto bylo nutné jej béhem méieni
nékolikrat ptipravovat znovu. VSechny roztoky (kromé roztokli s Quantum Dots
Casticemi a roztoku peroxidu vodiku) byly pfed méfenim vlozeny na 5 minut do

ultrazvukové lazné.

Zasobni roztok hydroxidu sodného o koncentraci 160 mmol/l ptipraven
z navazky 0,7698 g rozpusténim ve vod¢ a doplnénim do 100 ml.

Pracovni roztok hydroxidu sodného o koncentraci 6 mmol/l pfipraven
nafedénim 1 ml 160 mmol/l roztoku NaOH vodou a doplnénim do 25 ml.

Zasobni roztok hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci 20 mmol/I
pfipraven z navazky 0,6585 g rozpusténim ve vodé a doplnénim do 100 ml.

Zésobni roztok peroxidu vodiku o koncentraci 0,3 mol/l pfipraven natfedénim
3 ml 30 % roztoku H,0, vodou a doplnénim do 100 ml.

Pracovni roztok peroxidu vodiku o koncentraci 0,3 mmol/l pfipraven nafedénim
1 ml 0,3 mol/l roztoku H,0O, vodou a doplnénim do 100 ml.

Zésobni roztok luminolu o koncentraci 15 mmol/l pfipraven z navazky 0,0133 g
rozpusténim v 6 mmol/l rozoku NaOH a doplnénim do 5 ml.

Pracovni roztok luminolu o koncentraci 150 pmol/l ptfipraven nafedénim 1 ml
15 mmol/l roztoku luminolu 6 mmol/l roztokem NaOH a doplnénim do 100 ml.

Zasobni roztok luminolu o koncentraci 10 mmol/l pfipraven z navazky 0, 0177 g
rozpu$ténim v 6 mmol/l roztoku NaOH a doplnénim do 10 ml.

Pracovni roztok luminolu o koncentraci 1 mmol/l pfipraven nafedénim 1 ml
10 mmol/l roztoku luminolu 6 mmol/l roztokem NaOH a doplnénim do 10 ml.

Zasobni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 1 mmol/l pfipraven z navazky
0,0209 g rozpusténim v 96% ethanolu a dopIlnénim ethanolem do 100 ml.

Pracovni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 100 pmol/l pfipraven
nafedénim 1 ml 1 mmol/l roztoku fenantrenchinonu 96 % ethanolem a doplnénim do

10 ml.
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Pracovni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 50 pmol/l pfipraven nafedénim
5 ml 100 pmol/l roztoku fenantrenchinonu 96 % ethanolem a doplnénim do 10 ml.
Pracovni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 30 pmol/l pfipraven naiedénim
3 ml 100 pmol/l roztoku fenantrenchinonu 96 % ethanolem a doplnénim do 10 ml.
Pracovni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 10 pmol/l pfipraven nafedénim
1 ml 100 pmol/I roztoku fenantrenchinonu 96 % ethanolem a doplnénim do 10 ml.
Pracovni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 5 pmol/l pfipraven nafedénim
1 ml 50 pmol/l roztoku fenantrenchinonu 96 % ethanolem a doplnénim do 10 ml.
Pracovni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 4 pmol/l pfipraven nafedénim
1 ml 100 pmol/I roztoku fenantrenchinonu 96 % ethanolem a doplnénim do 25 ml.
Pracovni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 3 pmol/l pfipraven nafedénim
1 ml 30 umol/l roztoku fenantrenchinonu 96 % ethanolem a doplnénim do 10 ml.
Pracovni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 1,5 pmo/l pfipraven naredéni
5 ml 3 pmol/l roztoku fenantrenchinonu 96 % ethanolem a doplnénim do 10 ml.
Pracovni roztok fenantrenchinonu o koncentraci 1 pmol/l pfipraven nafedénim
1 ml 10 pmol/l roztoku fenantrenchinonu 96 % ethanolem a doplnénim do 10 ml.
Zasobni roztok dithiothreitolu o koncentraci 25 mmol/l ptipraven z navazky
0,3845 g rozpusténim ve vode a doplnénim do 50 ml.
Pracovni roztok dithiothreitolu o koncentraci 5 mmol/l ptipraven nafedénim
1 ml 25 mmol/l roztoku DTT vodou a doplnénim do 5 ml.
Pracovni roztok dithiothreitolu 0 koncentraci 0,5 mmol/l ptipraven nafedénim
I ml 5 mmol/I roztoku DTT vodou a doplnénim do 10 ml.
Pracovni roztok dithiothreitolu o koncentraci 50 pmol/l pfipraven nafedénim
1 ml 0,5 mmol/l roztoku DTT vodou a doplnénim do 10 ml.
Pracovni roztok dithiothreitolu o koncentraci 5 pmol/l pfipraven nafedénim
1 ml 50 pmol/l roztoku DTT vodou a doplnénim do 10 ml.
Pracovni roztoky I Quantum Dots ¢astic s emisnimi maximy pii 520 nm,
575 nm, 603 nm a 636 nm byly pfipraveny nafedénim 200 pl/1 ml vodou.
Pracovni roztoky II Quantum Dots ¢astic s emisnimi maximy pii 520 nm,
575 nm, 603 nm a 636 nm byly piipraveny nafedénim 200 pl/10 ml vodou.
Pracovni roztoky III Quantum Dots ¢astic s emisnimi maximy pii 520 nm,

575 nm, 603 nm a 636 nm byly pfipraveny nafedénim 10 pl/10 ml vodou.
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3.4. Systéem sestavy SIA

Vstupni jednotkou SIA systému je ¢erpadlo (Cavro XL-3000 s objemem 2,5 ml).
Déle je do sestavy zafazen vicecestny selekéni ventil — nejcastéji 6, 8 a 10-cestné
ventily firmy Vici Valco. Mezi ¢erpadlem a selekénim ventilem byva reakéni misici
civka. Posledni soucasti sestavy je detektor, v tomto piipadé¢ byl pouzit fotondsobic
japonské firmy Hamamatsu Photoniscs. Cely analyticky proces je fizeny pocitatem
S ptislusSnym softwarem.

Princip metody SIA systému a vyuziti sekvenéni injek¢ni analyzy v praxi jsou

podrobn¢ popsany v teoretické ¢asti v kapitole 2.3.

3.4.1. Pritokovy systém

Do sestavy prutokového systému byl zapojen 10-cestny selekéni ventil, ktery
umozioval aspiraci riznych kombinaci roztokti a cinidel. Jednotlivé pozice na
selekénim ventilu byly ocislovany od 1 — 10 (port €. 1 — fenantrenchinon, port ¢. 2 —
dithiothreitol, port ¢. 3 — detekcni cela IN (vstup), port ¢. 4 — nezapojen, port €. 5 —
detekéni cela OUT (vystup), port €. 6 — peroxid vodiku, port €. 7 — vzduch, port ¢. 8 —
odpad, port €. 9 — luminol, port ¢. 10 — hexakyanozelezitan draselny).

Jako cerpadlo byla pouZita pistova pumpa pohanénd piesnym krokovym
elektromotorem [31]. Ventil pistové pumpy byl nejdiive naprogramovan do polohy IN,
tim bylo umoZnéno nasati nosného proudu (demineralizované vody) do rezervoaru
pistového Cerpadla. Nasledné byl dvojcestny ventil prepnut do polohy OUT, ¢imzZ bylo
propojeno Cerpadlo s misici civkou.

Do misici civky pak byly postupné aspirovany roztoky cinidel a studovanych
latek pfes dané porty selekéniho ventilu. Aby se zbranilo nezadouci reakci a iniciaci
chemiluminiscen¢niho zareni jesté pred dopravenim zo6n roztokl do detekéni cely, byly
jednotlivé roztoky v misici civee oddéleny vzduchovou bublinou [6].

Po obraceni pohybu pistu byly zony roztoki prevedeny do detekcni cely, kde
doslo k promiseni studovanych latek a ¢inidel a k pribéhu chemiluminiscenéni reakce.
V tomto okamziku byla do programu zafazena ¢asova pauza (Timer) a detektor zacal

snimat chemiluminiscenéni zafeni.
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Obr. ¢. 8: Schéma SIA systému (obrazek byl prevzat a upraven z casopisu Journal of
Exposure Science and Environmental Epidemiolog — Barry et al. 2008)

Nakonec byl prutokovy systém promyt piebytkem demineralizované vody z
pistové pumpy a cely cyklus se mohl opakovat. K propojeni komponent pritokového
systému byly pouzity teflonové hadicky (PTFE) o vnitinim praméru 0,50 a 0,75 mm.
Pred kazdym méfenim bylo potieba tyto hadicky naplnit pfisluSnymi roztoky €inidel a
studovanych latek.

3.4.2. Detekce a vyhodnoceni signdlu

Chemiluminiscenéni signal byl méfen detektorem Hamamatsu (H5784-01).
Detektor je citlivy v rozmezi vinovych délek 300 — 850 nm. Mezi jeho vyhody patii
vysokd citlivost, nizké pracovni napéti, nizkd spotieba energie, Siroky dynamicky
rozsah méfené intenzity svétla, rychld ¢asova odezva a jednoduché obsluha. Pti dopadu
zéafeni na fotosenzitivni snima¢ detektoru vznika elektricky proud, ktery je veden do
zesilovace a zde je transformovan v napéti. Vyslednd hodnota napéti je znazornéna na

monitoru ve form¢ jednoduchého signalu — piku [6].
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Aby fotokatoda spravné snimala chemiluminiscenéni zafeni, musi byt umisténa
ve tmavém obalu. Pro méfeni bylo tedy pouzito ¢erné a zcela uzaviené nadoby, aby

dovniti nepronikalo svétlo z okoli a neovliviiovalo méfeni chemiluminiscence.

Vyhodnoceni grafického zdznamu
bylo provedeno prostiednictvim programu
FaFSIA 1.0 zalozeném na grafickém
programovacim jazyce LabVIEW [35]. Zde

v modulu Peak Detection byly odeéteny

pikem. Tyto hodnoty jsou zavislé na

(Hamamatsu Photonics. K. K.)

intenzit¢ chemiluminiscence a tedy i na
koncentraci métené¢ho roztoku.

Délka dosvitu je doba, kterd uplyne od ukonceni budiciho impulsu do vyhasnuti
chemiluminiscence. Dosvit je patrny z hodnot plochy piku (hodnocenych za urcity
Casovy usek) — ¢im jsou niz$i, tim signal klesa rychleji. Dobu dosvitu je mozné
dokumentovat pomoci zaznamt méteni, podle tvaru piku lze také odhadnout, o kolik
procent signal klesl za ur¢itou dobu méfeni.

Posouzeni opakovatelnosti vysledkti méfeni bylo provedeno podle vzorci:

100 .s
s= vy Shabi— 22 slel= =2

N(N—-1)

kde s je smérodatna odchylka, N je pocet méfeni, X; — X je absolutni odchylka
jednotlivych vysledkt od aritmetického praméru, S, je relativni smérodatna odchylka
vyjadiena v procentech [6].

Pii hodnoceni vysledkli méfeni byly vyuzity hodnoty velikosti vysky piku a
velikosti plochy pod pikem.

3.4.3. Struktura mériciho cyklu

Zakladni strukturou meéticiho cyklu byla aspirace nosného proudu do pistové
pumpy, aspirace Cinidel, aspirace studovanych latek, transport aspirovanych zon
oddélenych bublinkami vzduchu do detekcni cely, promiseni zon ¢inidel a studované
latky, a vlastni méfeni chemiluminiscen¢niho signalu po dobu 1 minuty, méfici cyklus

byl ukoncen odstranénim vSech roztoku z detek¢ni cely a jejim promytim.
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Vychozi hodnoty nékterych parametrti (objem aspirovaného roztoku, rychlost
pohybu pistové pumpy) a zékladni struktura méficiho cyklu byly ptfevzaty z Diplomové
prace Hany Tomanové z roku 2005. Pro experimentalni ¢ast mé prace bylo pouzito
celkem 6 programi. Na ukdzku byl vybran méfici program, ktery byl vytvofen pro
meéfeni s riznymi koncentracemi roztoku fenantrenchinonu. Byl vytvoten také program

promyvaci, protoze po skonceni méteni bylo vzdy nutné SIA systém promyt vodou.

Byly provedeny celkem 3 cykly méfeni pro jedny reakéni podminky.

syringe pump initialize 0

syringe pump valve position IN vlastni méreni
syringe pump set flow rate [pl/s] 50

syringe pump aspirate[pl] 150 {nosny proud}
Detector on

syringe pump valve position OUT

syringe pump set flow rate [pl/s] 30

multi-port valve set valve position 7 {vzduch}
syringe pump aspirate[pl] 10

multi-port valve set valve position 1 {chinon}
syringe pump aspirate[pl] 10

multi-port valve set valve position 7 {vzduch}
syringe pump aspirate[pl] 10

multi-port valve set valve position 6 {peroxid}
syringe pump aspirate[pl] 40

multi - port valve set valve position 7 {vzduch}
syringe pump aspirate[pl] 10

Detector on

multi-port valve set valve position 9 {luminol}
syringe pump aspirate[pul] 30

multi-port valve set valve position 7 {vzduch}
syringe pump aspirate[pl] 10

multi-port valve set valve position 10 {hexakyanozelezitan}
syringe pump aspirate[pl] 10

multi-port valve set valve position 7 {vzduch}
syringe pump aspirate[pl] 10

syringe pump set flow rate [pl/s] 50

multi-port valve set valve position 3 {cela IN}
syringe pump empty syringe

Timer pause [s] 60

multi-port valve set valve position 5 {cela OUT}
syringe pump aspirate[pl] 300

multi-port valve set valve position 8 {odpad}
syringe pump set flow rate [ul/s] 60

syringe pump

empty syringe
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syringe pump valve position IN promyti detekéni cely

syringe pump aspirate[pl] 500 {nosny proud}
syringe pump valve position OUT

multi - port valve set valve position 3 {cela IN}
syringe pump dispense [ul] 250

multi-port valve set valve position 5 {cela OUT}
syringe pump aspirate[ul] 300

multi-port valve set valve position 8 {odpad}
syringe pump empty syringe

3.5. Studium chemiluminiscence chinonti

Japonsti védci Kishikawa a kol. se zabyvali chemiluminiscen¢ni metodou pro
stanoveni chinonti, ktera byla zalozena na vzniku reaktivnich forem kysliku béhem
redoxniho cyklu chinonu. Déle studovali stanoveni ubichinonu ve farmaceutickych
ptipravcich chemiluminiscenéni metodou. K méfeni vyuzivali systém HPLC-CL.
K vytvofeni CL reakce pouzili tyto chemikalie: 9,10-fenantrenchinon, luminol a
dithiothreitol. Smichanim fenantrenchinonu a luminolu dosahli po pfidani DTT velmi
silné a dlouhotrvajici chemiluminiscence, jejiZ intenzita byla umérna koncentraci
fenantrenchinonu [13].

Aby bylo mozné tuto metodu vyzkouset na systému SIA, pracovalo se pouze
s vodnymi a ethanolickymi roztoky, coZz se shodovalo se studii. Vyjimkou byl DTT,
ktery m¢l byt piivodné rozpustén v acetonitrilu. ProtoZze se vyraznd chemiluminiscence
dlouho neobjevovala, cely experiment byl proveden s DTT rozpusténém v acetonitrilu.
Vysledek byl opét negativni. Chovani systému s fenantrenchinonem, luminolem a DTT
bylo vysvétleno moznym vyskytem rusivych iontl v pouzivané demineralizované vode¢.
Proto byl pouzit jiz odzkouSeny systém s peroxidem vodiku, luminolem a
hexakyanozelezitanem draselnym, a také byl studovan vliv fenantrenchinonu a DTT na

tento zékladni systém.

3.5.1. Popis zakladniho systému s luminolem

Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalazindion/5-aminoftalylhydrazid) je uz
dlouhou dobu frekventovan¢ pouzivan jako chemiluminiscen¢ni ¢inidlo.
Chemiluminiscencni zafeni luminolu je zaloZeno na jeho oxidaci peroxidem vodiku za

katalyzy Fe"'(CN)s nebo pomoci jinych katalyzatort (Cu", Co", Fe'). Predpokladanym
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zaficem je 3-aminoftaldtovy anion v excitovaném stavu, jehoz emisni maximum se
nachazi pti 425 nm [5].

Zakladni systém s luminolem, ktery byl pouzivan k méfeni, obsahoval roztok
peroxidu vodiku o koncentraci 0,3 mmol/l, roztok luminolu o koncentraci 1 mmol/l a

roztok hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci 20 mmol/I.

*
NH, O NH, O NH, O
Oxidation, OH- - I
NH o |, o , light
NH  Catalyst, inhibitor, 0 : 0 (425 nm)
enhancer, cofactor
0 0 O
Luminol 3-aminophthalate 3-aminophthalate
excited state ground state

Obr. ¢. 10: Schéma CL reakce luminolu, [5].

3.5.2. Testovdni zmény reakcnich podminek

Byl pozorovan vliv riznych koncentraci luminolu v zékladnim systému, do
které¢ho byly postupné ptidavany roztoky fenantrenchinonu o koncentracich 1 pmol/l,
1,5 pmol/l, 3 pmol/l, 4 pmol/l, 5 umol/l a 10 umol/l. Obdobné bylo postupovano s
roztoky DTT o koncentracich 5 pmol/l, 50 pumol/l, 0,5 mmol/l, 5 mmol/l, 25 mmol/I.
Podle japonského ¢lanku byl pfipraven roztok luminolu o koncentraci 150 pmol/l, a
dale roztok luminolu o koncentraci 1 mmol/l.

Byly studovany rizné kombinace koncentraci roztokli luminolu s rznymi
koncentracemi roztoktli fenantrenchinonu a DTT. Koncentrace roztoku peroxidu vodiku
a hexakyanozelezitanu draselného v zédkladnim systému se neménily. Méfeni bylo

provadéno pti pracovnim napéti 420 a 500 mV.
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3.6. Optimalizace parametrii chemiluminiscencni
detekce metodou SIA (Sequential Injection Analysis)

Pro méfeni v SIA systému byla optimalizovana koncentrace roztokti luminolu,
fenantrenchinonu a DTT. Vychozi hodnoty aspirovanych objemt roztokt c¢inidel,
rychlosti pohybu pistové pumpy a jednotlivé kroky v méficim cyklu byly pievzaty
z Diplomové prace Hany Tomanové (2005) [6].

3.6.1. Vliv koncentrace fenantrenchinonu na plochu a vysku
signdlu, na délku dosvitu a na opakovatelnost méreni

Bylo testovéno, jestli budou mit rizné koncentrace fenantrenchinonu vliv na
zakladni systém, ktery obsahoval 0,3 mmol/l roztok peroxidu vodiku, 1 mmol/l roztok
luminolu a 20 mmol/l roztok hexakyanoZzelezitanu draselného. Test byl zaméfen na
velikost plochy pod pikem, na jeho vysku, na délku dosvitu a opakovatelnost. Méteni
bylo provedeno sroztoky fenantrenchinonu o koncentracich 1 pmol/l, 1,5 pumol/1,

3 umol/1, 4 umol/1, 5 umol/l a 10 umol/I.

3.6.2. Vliv koncentrace dithiothreitolu na plochu a vysku
signdlu, na délku dosvitu a opakovatelnost méreni

Pro méfeni byly pouZity roztoky dithiothreitolu o koncentracich 5 pmol/l, 50
umol/l, 0,5 mmol/l, 5 mmol/l, 25 mmol/l. Koncentrace roztokt ¢inidel v zdkladnim
systému s luminolem a ostatni parametry v naprogramovaném meéficim cyklu zlstaly
konstantni. Test byl také zaméfen na délku snimani CL signdlu a hodnoceni

opakovatelnosti méteni.

3.7. Studium vlivu Quantum Dots castic

Quantum Dots castice maji jedine¢né optické vlastnosti vyuzitelné pro rizné
bioanalytické aplikace. V poslednich letech se ve svété staly sttedem z4jmu raznych
chemicko-technologickych ustavii a univerzit. Mohou byt pouzity napiiklad v optické

fluorescencni  mikroskopii  pro studium bun€k, jako =zesilovace intenzity
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luminiscen¢niho zéfeni, v dekontaminacnich technologiich nebo pro medicinské a
farmaceutické ucely [30].

Velikost QD c¢astic mize ovliviovat jejich optické vlastnosti a je také klicovym
parametrem, ktery urcuje spektralni pozici a Cistotu fotoluminiscence. Velikost QD
Castic je obecné pocitdna s pouzitim konvencnich technik jako SEM (skenovaci
elektronovy mikroskop), TEM (transmisni elektronovy mikroskop) a DLS (dynamicky
rozptyl svétla) [36].

Obr. ¢. 11: Roztoky Quantum Dots o riizné velikosti — velikost QD castic a jejich emisni
maximum roste od modré k c¢ervené, [30].

Test vlivu QD ¢astic byl proveden s roztoky, které byly pfipraveny na Odd¢leni
bioanalytické instrumentace - Ustav analytické chemie, AV CR. Byl zkouman vliv QD
¢astic o ruznych emisnich maximech a rizného nafedéni roztoku QD castic na
chemiluminiscen¢ni signal v zakladnim systému, ktery obsahoval roztoky peroxidu

vodiku, luminolu a hexakyanozZelezitanu draselného.

3.7.1. Vliv koncentrace Quantum Dots ¢dstic na plochu a
vysku signdlu, na délku dosvitu a opakovatelnost méreni

K dispozici byly Quantum Dots ¢astice s emisnimi maximy 520 nm, 575 nm,
603 nm a 636 nm. Méfeni bylo provedeno s pracovnimi roztoky I, které byly pfipraveny
nafedénim 200 pl/ 1 ml vodou, dale s pracovnimi roztoky II, které byly pfipraveny
nafedénim 200 pl/ 10 ml vodou a s pracovnimi roztoky III, které byly pfipraveny
nafedénim 10 pl/ 10 ml vodou. Bylo pozorovano, jak se castice budou chovat
Vv prosttedi zakladniho systému, ktery obsahoval 0,3 mM roztok peroxidu vodiku, 1 mM
roztok luminolu a 20 mM roztok hexakyanozelezitanu draselného. Byl také testovan
vliv QD ¢astic na hodnotu vysky piku, na velikost plochy pod pikem, na délku dosvitu a

na opakovatelnost méteni.
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4. VYSLEDKY MERENI A DISKUSE
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4.1. Vliv koncentrace fenantrenchinonu na plochu a vysku
signdlu, na délku dosvitu a na opakovatelnost méreni

Pro méfeni byly pouzity tyto roztoky: 0,3 mM peroxid vodiku, 1 mM luminol
Vv 6 mM hydroxidu sodném, 20 mM hexakyanozelezitan draselny a fenantrenchinon
rozpustény v 96 % ethanolu. Byl testovan vliv riznych koncentraci roztokl
fenantrenchinonu na chemiluminiscencni signal zakladniho systému obsahujiciho
roztok peroxidu vodiku, luminolu a hexakyanoZelezitanu draselného. Bylo aspirovano
40 pl peroxidu vodiku, 30 pl luminolu, 10 pl hexakyanoZzelezitanu draselného a 10 pl
fenantrenchinonu. Pracovni napéti detektoru bylo nastaveno na 500 mV. CL signal byl
hodnocen po dobu jedné minuty, po uplynuti této doby byl obsah detekéni cely

odstranén do odpadu — coz odpovidé poklesu CL signalu na zékladni hladinu.

Tab. ¢. 1: Vliv fenantrenchinonu o koncentraci 1 uM

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 3,12 3,03 3,07 3,07 0,05 1,47
plocha pod pikem| 78,47 84,94 90,12 84,51 5,84 6,91

Tab. ¢. 2: Vliv fenantrenchinonu o koncentraci 1,5 uM

1 2 3 )} s s, [%]
vyska piku 3,03 2,93 2,88 2,95 0,08 2,59
plocha pod pikem| 75,94 85,96 88,18 83,36 6,52 7,82

Tab. ¢. 3: Vliv fenantrenchinonu o koncentraci 3 uM

1 2 3 )} s s, [%]
vyska piku 3,19 3,12 2,99 3,10 0,10 3,27
plocha pod pikem| 92,81 78,73 86,35 85,96 7,05 8,20

Tab. ¢. 4: Vliv fenantrenchinonu o koncentraci 4 pM

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 2,75 2,57 2,80 2,71 0,12 4,47
plocha pod pikem 87,81 71,11 82,97 80,63 8,59 10,66

Tab. ¢. 5: Vliv fenantrenchinonu o koncentraci 5 uM

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 2,80 3,07 2,95 2,94 0,14 4,60
plocha pod pikem| 82,84 92,70 80,85 85,46 6,35 7,42
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Tab. ¢. 6: Vliv fenantrenchinonu o koncentraci 10 pM

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 2,69 2,87 2,96 2,84 0,14 4,84
plocha pod pikem| 71,60 86,88 93,87 84,12 11,39 13,54

Tab. ¢. 7: Chemiluminiscence v zakladnim systému (0,3 mM peroxid vodiku, ImM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan)

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 3,04 3,23 3,31 3,19 0,14 4,34
plocha pod pikem| 144,21 149,72 152,20 148,71 4,09 2,75

4,0

3,5

30 =

2,5

" 00:06:40,0

Obr. ¢. 12: Ukazka zaznamu mereni s fenantrenchinonem (1uM fenantrenchinon a
zakladni systém), pracovni napéti 500mV

Obr. ¢. 13: Ukdzka zaznamu méreni — zakladni systéem (0,3 mM peroxid vodiku, 1 mM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan draselny), pracovni napéti 500 mV
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Tab. ¢. 8: Vyhodnoceni vlivu koncentrace fenantrenchinonu na plochu a vysku signalu
— souhrnna tabulka

c (uM) | vyska piku (@) S s, [%] plocha (@) S s, [%]
1 3,07 0,05 1,47 84,51 5,84 6,91
1,5 2,95 0,08 2,59 83,36 6,52 7,82
3 3,10 0,10 3,27 85,96 7,05 8,02
4 2,71 0,12 4,47 80,63 8,59 10,66
5 2,94 0,14 4,60 85,46 6,35 7,42
10 2,84 0,14 4,84 84,12 11,31 13,54
zs 3,19 0,14 4,34 148,71 4,09 2,75

*(c — koncentrace, @ — pramérna hodnota plochy a vysky piku, s — smérodatna

odchylka, s; — relativni smérodatna odchylka, zs — zakladni systém bez FCH)

é 3,30 +

vyska piku
3,20
3,10
3,00

2,90

2,80

2,70

2,60 T T T T T 1
0] 2 4 6 8 10 12

koncentrace FCH {umol/l)
A

Obr. ¢. 14: Zavislost vysky CL signalu na koncentraci fenantrenchinonu v zakladnim systému
[peroxid, luminol, hexakyanozelezitan]
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Obr. ¢. 15: Zavislost plochy CL signalu (hodnocené po dobu 60 s) na koncentraci
fenantrenchinonu v zakladnim systému [peroxid, luminol, hexakyanozelezitan]

Z hodnot v tabulce ¢. 8 vyplyva, Ze mezi koncentraci fenantrenchinonu a
plochou pod pikem nelze vysledovat zadnou zavislost, ale u koncentraci 1 pM a 3 uM
lze vypozorovat, ze primérna hodnota vysky piku se pfiblizovala primérnym hodnotam
vysky piku zdkladniho systému, ktery obsahoval peroxid vodiku, luminol a
hexakyanoZelezitan draselny.

Hodnota relativni smérodatné odchylky pii hodnoceni vysky piku byla u vSech
méfeni mensi nez 5 %. Pfi hodnoceni plochy piku se hodnoty RSD pohybovaly od 2,75
do 13554 % - hodnoty vyssi nez 5 % se pritom vyskytovaly u méfeni
s fenantrenchinonem, ktery CL signal ovliviluje ve smyslu zkraceni délky dosvitu a tim

také l1ze vysvétlit rozdily v hodnotach plochy pod pikem u jednotlivych méfeni.
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4.2. Vliv koncentrace dithiothreitolu na plochu a vysku
signdlu, na délku dosvitu a opakovatelnost méreni

Pro méfeni byly pouzity roztoky o téchto koncentracich: 0,3 mM peroxid
vodiku, 1 mM luminol v 6 mM hydroxidu sodném, 20 mM hexakyanoZelezitan draselny
a dithiothreitol rozpustény ve vod¢€. Byl testovan vliv riznych koncentraci roztoktt DTT
na chemiluminiscenc¢ni signal zdkladniho systému obsahujiciho peroxid vodiku, luminol
a hexakyanozelezitan draselny. Pracovni napéti detektoru bylo nastaveno na 420 mV —
pfi vlastnim métfeni dosSlo ke zméné nastaveni pracovniho napéti vlivem vyssiho CL
signalu nové ptipraveného 0,3 mM peroxidu vodiku.

CL signal byl hodnocen po dobu jedné minuty (Tab. ¢. 9 — 14), po uplynuti této
doby byl obsah detekéni cely odstranén do odpadu — coz odpovida poklesu CL signalu
na zdkladni hladinu. Také bylo vyzkouseno prodlouzeni ¢asové pauzy v méficim cyklu

na 3 minuty a na zaznamu bylo pozorovano, jak se zménily parametry CL signalu (zde

bylo jesté pouzito napéti S00 mV).

Tab. €. 9: Vliv dithiothreitolu o koncentraci 5 uM

1 2 3 )} s s, [%]
vyska piku 3,86 4,03 4,08 3,99 0,09 2,36
plocha pod pikem| 64,55 66,09 67,08 65,91 1,04 1,58
Tab. ¢. 10: Vliv dithiothreitolu o koncentraci 50 uM
1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 3,45 3,41 3,68 3,51 0,12 3,39
plocha pod pikem| 59,14 61,27 60,66 60,36 0,90 1,48
Tab. ¢. 11: Vliv dithiothreitolu o koncentraci 0,5 mM
1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 3,38 3,62 3,55 3,52 0,10 2,87
plocha pod pikem| 57,43 59,43 59,56 58,81 0,97 1,66
Tab. ¢. 12: Vliv dithiothreitolu o koncentraci 5 mM
1 2 3 @ s s, [%]
vySka piku 3,5 3,69 3,49 3,56 0,09 2,58
plocha pod pikem| 61,74 61,94 61,74 61,81 0,09 0,15
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Tab. & 13: Vliv dithiothreitolu o koncentraci 25 mM

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 3,48 3,62 3,46 3,52 0,07 2,02
plocha pod pikem| 59,31 61,28 60,11 60,23 0,81 1,34

Tab. ¢. 14: Chemiluminiscence v zakladnim systému (0,3 mM peroxid vodiku, 1mM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan)

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 4,1 3,95 4,26 4,10 0,13 3,08
plocha pod pikem| 67,87 68,58 68,8 68,42 0,40 0,58

000 ;1000

|
040,10

Obr. ¢. 16: Ukazka zaznamu mereni s dithithreitolem (5 uM dithiothreitol a zdakladni

system), pracovni napéti 420 mV
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Obr. ¢. 17:Ukazka zaznamu méreni — zakladni systéem (0,3 mM peroxid vodiku, 1 mM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan draselny), pracovni napéti 420 mV
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Tab. €. 15: Vyhodnoceni vlivu koncentrace dithiothreitolu na plochu a vysku signalu —
souhrnna tabulka

c (mM) |vyska piku (D) s s, [%] plocha (@) s s, [%]
0,005 3,99 0,09 2,36 65,91 1,04 1,58
0,050 3,51 0,12 3,39 60,36 0,90 1,48
0,5 3,52 0,10 2,87 58,81 0,97 1,66
5 3,56 0,09 2,58 61,81 0,09 0,15
25 3,52 0,07 2,02 60,23 0,81 1,34
zs 4,10 0,13 3,08 68,42 0,40 0,58

* (c — koncentrace, @ — primé&rna hodnota plochy a vysky piku, s — smérodatna

odchylka, s; — relativni smérodatna odchylka, zs — zakladni systém bez dithiothreitolu)
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o
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Obr. ¢. 18: Zavislost vysky CL signalu na koncentraci dithiothreitolu v zakladnim
systemu [peroxid, luminol, hexakyanozelezitan]
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Obr. ¢. 19: Zavislost plochy CL signdlu (hodnocené po dobu 60 s) na koncentraci
dithiothreitolu v zakladnim systému [peroxid, luminol, hexakyanoZelezitan]

Béhem testovani vlivu koncentrace DTT na zékladni systém s luminolem bylo
vyzkouseno prodlouzeni ¢asové pauzy (Timer) v méticim cyklu z 60 s na 180 s. Bylo
pozorovano, jak tato zména ovlivni CL signal (hodnotu plochy pod pikem) a relativni
smérodatnou odchylku.

Meéfeni bylo provedeno za téchto podminek: 0,3 mM peroxid vodiku, 150 uM
luminol, 20 mM hexakyanoZelezitan draselny a 50 uM DTT. Napéti bylo nastaveno na

500 mV.

Tab. €. 16: ProdlouZeni doby méfeni signalu u 50 uM DTT na 3 min

1 2 3 @ s s, [%]
vyika piku 2,44 2,02 2,12 2,19 0,22 10,00
plocha pod pikem| 239,93 228,32 226,16 231,47 7,41 3,20

Tab. ¢. 17: Chemiluminiscence v zakladnim systému (0,3 mM peroxid vodiku, 150 uM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan) — doba méteni signdlu 3 minuty

1 2 3 @ s s, [%]
vysSka piku 2,08 2,12 2,09 2,10 0,02 0,99
plocha pod pikem | 229,93 234,00 232,01 231,98 2,04 0,88
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Obr. ¢. 20: Ukdzka zdaznamu meéreni s dithithreitolem s casovou pauzou 3 minuty
(50 uM DTT a zakladni systém), pracovni napéti 500 mV

Obr. ¢. 21: Ukdzka zaznamu méreni — zakladni systéem (0,3 mmol/l peroxid vodiku,
1 mmol/l luminol, 20 mmol/l hexakyanozelezitan draselny), pracovni napéti 500 mV
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Z hodnot v tabulce ¢. 15 lze vysledovat, ze parametrim zakladniho systému
S luminolem se nejvice blizi méfeni s roztoky DTT o koncentracich 5 uM a 5 mM.
Velikost RSD pii hodnoceni vysky piku byla u vSech méfeni mensi nez 4 %. Pii
hodnoceni plochy piku se hodnoty RSD pohybovaly do 2 %. Méteni s dithiothreitolem
ovlivnilo CL signal tak, ze jen mirn¢ zkracovalo délku dosvitu. Z hodnot v souhrnné
tabulce je vidét, ze primérné hodnoty ploch pod pikem jednotlivych méteni s roztoky
DTT se vyznamné nelisi od primémé hodnoty plochy pod pikem naméfené u
zakladniho systému s luminolem.

Z hodnot v tabulkach ¢. 15, 16 a 17 je podle hodnot relativnich smérodatnych
odchylek vidét, Ze pii Casové pauze 180 s doslo u méfeni s roztokem DTT ke zvySeni
velikosti RSD proti méfeni s nastavenou pauzou na 60 s. Naopak u méfeni se zdkladnim
syst¢émem (bez DTT) byly hodnoty RSD pfti casové pauze 180 s nizsi. Pii prodlouzeni
délky casové pauzy na 3 minuty roztok DTT vyznamné nezkracoval délku dosvitu, coz

je vidét podle podobnych hodnot ploch pod pikem.
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4.3. Vliv koncentrace Quantum Dots cdstic na plochu a
vysku signadlu, na délku dosvitu a opakovatelnost méreni

Pro méfeni byly pouzity tyto roztoky: 0,3 mM peroxid vodiku, 1 mM luminol
v 6 mM hydroxidu sodném, 20 mM hexakyanozelezitan draselny a vodné roztoky
Quantum Dots Castic. Byl testovan vliv riizného nafedéni roztokt QD ¢astic vodou na
chemiluminiscenc¢ni signal zakladniho systému obsahujiciho peroxid vodiku, luminol a
hexakyanozelezitan draselny. Pracovni napéti detektoru bylo nastaveno na 420 mV. CL
signal byl hodnocen po dobu jedné minuty, po uplynuti této doby byl obsah detekéni
cely odstranén do odpadu — coz odpovida poklesu chemiluminiscen¢niho signalu na

zakladni hladinu.

4.3.1. Quantum Dots castice s emisnim maximem pri 520 nm

Me¢fteni bylo provedeno s pracovnimi roztoky Quantum Dots Castic, které byly
pfipraveny nafedénim vodou postupem I-III. Emisni maximum QD ¢éstic bylo 520 nm.
Vysledky méfeni byly porovnany s naméfenymi hodnotami u zékladniho systému

S luminolem, ktery neobsahoval QD ¢astice.

Tab. ¢. 18: Vliv Quantum Dots ¢astic pfipravenych nafedénim postupem I

1 2 3 )} s sy [%]

vyska piku 3,79 3,78 3,66 3,74 0,06 1,58

plocha pod pikem| 29,16 27,96 28,59 28,57 0,49 1,72
Tab. €. 19: Vliv Quantum Dots ¢astic pfipravenych nafedénim postupem II

1 2 3 @ s s, [%]

vyska piku 4,14 4,11 4,04 4,10 0,04 1,02

plocha pod pikem| 57,02 56,46 56,07 56,52 0,39 0,69
Tab.¢. 20: Vliv Quantum Dots ¢astic pfipravenych naredénim postupem III

1 2 3 @ s s, [%]

vyska piku 4,02 4,13 4,06 4,07 0,05 1,12

plocha pod pikem| 65,56 65,54 64,76 65,29 0,37 0,57
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Tab. ¢. 21: Chemiluminiscence v zakladnim systému (0,3 mM peroxid vodiku, ImM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan)

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 4,1 3,95 4,26 4,10 0,13 3,08
plocha pod pikem| 67,87 68,58 68,8 68,42 0,40 0,58

Tab. ¢. 22: Vyhodnoceni vlivu nafedénych Quantum Dots ¢éstic s emisnim maximem

520 nm na plochu a vysku signalu — souhrnna tabulka

fedéni p:’ky 5'2‘;) s ¢ [%] p';’(;)ha s sc[%] | n/p %]

l 3,74 0,06 1,58 | 2857 | 0,49 1,72 | -58,10

I 4,10 0,04 1,02 | 5652 | 0,39 069 | -17,39

i 4,07 0,05 1,12 | 6529 | 0,37 057 | -457
25 4,10 0,13 308 | 6842 | 0,40 0,58 -

*(c — koncentrace, @ — pramérna hodnota plochy a vysky piku, s — smérodatna

odchylka, s; — relativni smérodatna odchylka, n/p — nartst resp. pokles plochy pod

pikem proti zakladnimu systému, zs — zakladni systém bez QD Ccastic)

Obr. ¢. 22: Ukdazka zaznamu mereni s Quantum Dots casticemi s emisnim maximem 520
nm (QD castice naredené postupem I a zakladni systém), pracovni napéti 420 mV
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Obr. ¢. 23: Ukazka zaznamu mereni — zdkladni systéem (0,3 mM peroxid vodiku, 1 mM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan draselny), pracovni napéti 420 mV
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Obr. ¢. 24: Zavislost vysky CL signalu na redeni Quantum Dots castic s emisnim
maximem 520 nm v zdkladnim systému s luminolem
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Obr. ¢. 25: Zavislost plochy CL signadlu (hodnocené po dobu 60 s) na redeni Quantum
Dots castic s emisnim maximem 520 nm v zdkladnim systému S luminolem

Hodnoty v tabulce ¢. 22 znazornuji, Ze parametrim zakladniho systému, ktery
obsahoval roztoky peroxidu vodiku, luminolu a hexakyanoZelezitanu draselného, se
nejvice blizi méfeni s roztokem QD ¢astic, ktery byl pfipraven nafedénim postupem IlI.
Velikost RSD pii hodnoceni vysky piku byla u vSech méfeni mensi nez 4 %. Pfi
hodnoceni plochy piku se hodnoty RSD pohybovaly od 0,57 do 1,72 %. Z hodnot ploch
pod pikem je zietelné, Ze koncentrovangjsi roztoky QD c¢astic ovlivnily CL signal tak,

ze znacn€ zkracovaly délku dosvitu.

4.3.2. Quantum Dots cdstice s emisnim maximem pfi 575 nm

Megéfteni bylo provedeno s pracovnimi roztoky Quantum Dots Castic, které byly
pfipraveny nafedénim vodou postupem I-III. Emisni maximum QD c¢éstic bylo 575 nm.
Vysledky méfeni byly porovnany s naméfenymi hodnotami u zékladniho systému

S luminolem, ktery neobsahoval QD c¢éstice.
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Tab. €. 23: Vliv Quantum Dots ¢astic piipravenych nafedénim postupem I

1 2 3 ) s sr [%]
vyska piku 3,35 3,23 3,41 3,33 0,07 2,25
plocha piku 33,7 32,86 32,72 33,09 0,43 1,31
Tab. €. 24: Vliv Quantum Dots ¢astic piipravenych nafedénim postupem II

1 2 3 ) s sr [%]
vyska piku 3,94 3,9 3,89 3,91 0,02 0,55
plocha piku 52,63 52,82 53,07 52,84 0,18 0,34
Tab.¢. 25: Vliv Quantum Dots ¢éstic pfipravenych nafedénim postupem III

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 3,97 3,89 3,93 3,93 0,03 0,83
plocha piku 72,09 72,81 71,68 72,19 0,47 0,65

Tab. ¢. 26: Chemiluminiscence v zakladnim systému (0,3 mM peroxid vodiku, ImM
luminol, 20 mM hexakyanoZelezitan)

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 4,1 3,95 4,26 4,10 0,13 3,08
plocha piku 67,87 68,58 68,8 68,42 0,40 0,58

Tab. €. 27: Vyhodnoceni vlivu nafedénych Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem

575 nm na plochu a vysku signalu — souhrnna tabulka

Fedéni p:,’lf' j';‘;) s ¢ [%] p'z’;)ha s s:[%] | n/p[%]
| 3,33 0,07 2,25 | 3309 | 007 1,31 | -51,63
I 3,91 0,02 055 | 52,84 | 0,02 034 | -22,77
i 3,93 0,03 083 | 7219 | o047 0,65 | +5,51
zs 4,10 0,13 308 | 6842 | 0,40 0,58 -

*(c — koncentrace, @ — pramérna hodnota plochy a vysky piku, s — smérodatna

odchylka, s; — relativni smérodatna odchylka, n/p — nartst resp. pokles plochy pod

pikem proti zékladnimu systému, zs — zdkladni systém bez QD ¢astic)
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Obr. ¢. 26: Ukdzka zaznamu méreni s Quantum Dots Cdsticemi s emisnim maximem 575
nm (QD castice naredené postupem 111 a zdkladni systém), pracovni napéti 420 mV

Obr. ¢. 27:Ukazka zaznamu méreni — zakladni systém (0,3 mM peroxid vodiku, 1 mM
luminol, 20 mM hexakyanoZelezitan draselny), pracovni napéti 420 mV
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Obr. ¢. 28: Zavislost vysky CL signalu na redeni Quantum Dots castic s emisnim

maximem 575 nm v zdkladnim systému s luminolem
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Obr. ¢. 29: Zavislost plochy CL signdlu (hodnocené po dobu 60 s) na redéni Quantum
Dots castic s emisnim maximem 575 nm v zakladnim systému s luminolem




Z hodnot v tabulce ¢. 27 je zfejmé, ze parametrim zakladniho systému s
luminolem, se také nejvice blizi méfeni s roztokem QD c¢astic, ktery byl pfipraven
nafedénim postupem III — primérnad hodnota plochy piku dokonce mirné piesahla
pramérnou hodnotu plochy piku namétenou u zékladniho systému. Pii hodnoceni vysky
piku byla velikost RSD u vSech méteni mensi nez 4 %. Pii hodnoceni plochy piku se
hodnoty RSD pohybovaly od 0,34 do 1,31 %. Cim méné je roztok QD &astic nafedén,
tim vice klesa hodnota plochy pod pikem. CL signal je tedy opét ovlivnén ve smyslu

zkraceni doby dosvitu.

4.3.3. Quantum Dots cCdstice s emisnim maximem pfi 603 nm

Mg¢fteni bylo provedeno s pracovnimi roztoky Quantum Dots ¢astic, které byly
pfipraveny nafedénim vodou postupem I-III. Emisni maximum QD c¢éstic bylo 603 nm.
Vysledky meétfeni byly porovnany s naméfenymi hodnotami u zdkladniho systému

S luminolem, ktery neobsahoval QD c¢éstice.

Tab. €. 28: Vliv Quantum Dots ¢astic pfipravenych nafedénim postupem I

1 2 3 @ s sy [%]
vyska piku 1,98 1,88 1,89 1,92 0,04 2,35
plocha piku 17,93 17,38 16,9 17,40 0,42 2,42

Tab. €. 29: Vliv Quantum Dots ¢astic pfipravenych nafedénim postupem II

1 2 3 @ s sy [%]
vyska piku 2,34 2,41 2,41 2,39 0,03 1,38
plocha piku 41,06 40,95 40,55 40,85 0,22 0,54

Tab.¢. 30: Vliv Quantum Dots ¢astic pfipravenych nafedénim postupem III

1 2 3 @ s s, [%]
vyska piku 2,51 2,47 2,49 2,49 0,02 0,66
plocha piku 47,5 45,02 45,06 45,86 1,16 2,53
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Tab. €. 31: Chemiluminiscence v zdkladnim systému (0,3 mM peroxid vodiku, ImM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan)

1 2 3 @ S sr [%]
vyska piku 2,73 2,7 2,8 2,74 0,04 1,53
plocha piku 51,4 49,67 49,53 50,20 0,85 1,69

Tab. ¢. 32: Vyhodnoceni vlivu nafedénych Quantum Dots ¢éstic s emisnim maximem

603 nm na plochu a vysku signalu — souhrnna tabulka

fedéni pmlz?a) s ¢ [%] p'&;‘a s sc[%] | n/p %]

| 1,92 0,04 235 | 17,40 | 0,42 2,42 | -6533

I 2,39 0,03 1,38 | 40,85 | 0,22 0,54 | -18,62

i 2,49 0,02 066 | 4586 | 1,116 2,53 | -865
25 2,74 0,04 1,53 | 5020 | 0,85 1,69 -

*(c — koncentrace, @ — primérna hodnota plochy a vysky piku, s — smérodatna

odchylka, s; — relativni smérodatna odchylka, n/p — nartst resp. pokles plochy pod

pikem proti zékladnimu systému, zs — zékladni systém bez QD ¢astic)

Obr. ¢. 30: Ukazka zaznamu mereni s Quantum Dots casticemi s emisnim maximem 603
nm (QD castice naredené postupem I a zakladni systém), pracovni napéti 420 mV
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Obr. ¢. 31:Ukdzka zaznamu méreni — zakladni systéem (0,3 mM peroxid vodiku, 1 mM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan draselny), pracovni napéti 420 mV
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Obr. ¢. 32: Zavislost vysky CL signalu na redéni Quantum Dots castic s emisnim
maximem 603 nm v zakladnim systému s luminolem

-58 -



plocha piku
50

40

20

10 A

Lan]

-50 0] 50 100 150 200 250

fedéniQD ¢astic (ul/ml)

\_ J

Obr. ¢. 33: Zavislost plochy CL signdlu (hodnocené po dobu 60 s) na redéni Quantum
Dots cdastic s emisnim maximem 603 nm v zakladnim systému s luminolem

Z hodnot vtabulce ¢. 32 je zfejmé, Ze parametrim zakladniho systému
obsahujiciho roztoky peroxidu vodiku, luminolu a hexakyanozelezitanu draselného, se
opct nejvice blizi méfeni s roztokem QD castic, ktery byl pfipraven nafedénim
postupem I11. Pti hodnoceni vysky piku byla velikost RSD u vSech méfeni mensi nez 3
%. Pii hodnoceni plochy piku se hodnoty RSD pohybovaly od 0,54 do 2,53 %. Cim
méné je roztok QD ¢astic nafedén, tim vice klesa hodnota plochy pod pikem. CL signal
je tedy ovlivnén ve smyslu zkraceni doby dosvitu. Nejvice nafedény roztok QD ¢astic
zkracoval délku dosvitu jen mirné, avSak nejméné nafedény roztok QD castic (roztok I)

délku dosvitu zkracoval znac¢né.

4.3.4. Quantum Dots castice s emisnim maximem pfi 636 nm

Megéfteni bylo provedeno s pracovnimi roztoky Quantum Dots Castic, které byly
pfipraveny nafedénim vodou postupem I-III. Emisni maximum QD ¢astic bylo 636 nm.
Vysledky méfeni byly porovndny s naméfenymi hodnotami u zdkladniho systému

S luminolem, ktery neobsahoval QD ¢astice.
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Tab. €. 33: Vliv Quantum Dots ¢astic piipravenych nafedénim postupem I

1 2 3 )} s s, [%]
vyska piku 1,86 1,93 1,9 1,90 0,03 1,51
plocha piku 17,61 17,55 17,65 17,60 0,04 0,23
Tab. ¢. 34: VIiv Quantum Dots ¢astic pripravenych nafedénim postupem II

1 2 3 @ s st [%]
vyska piku 2,42 2,48 2,5 2,47 0,03 1,38
plocha piku 42,66 42,44 42,73 42,61 0,12 0,29
Tab.¢. 35: Vliv Quantum Dots ¢astic pfipravenych nafedénim postupem I11

1 2 3 @ S s, [%]
vyska piku 2,64 2,57 2,52 2,58 0,05 1,91
plocha piku 49,22 47,78 48,5 48,50 0,59 1,21

Tab. ¢. 36: Chemiluminiscence v zakladnim systému (0,3 mM peroxid vodiku, ImM
luminol, 20 mM hexakyanoZelezitan)

1 2 3 )} s s, [%]
vyska piku 2,73 2,7 2,8 2,74 0,04 1,53
plocha piku 51,4 49,67 49,53 50,20 0,85 1,69

Tab. €. 37: Vyhodnoceni vlivu nafedénych Quantum Dots ¢astic s emisni maximem 636
nm na plochu a vySku signalu — souhrnna tabulka

fedéni p:’kyj';;) s ¢ [%] p';’(;)ha s sc[%] | n/p %]

l 1,90 0,03 1,51 | 17,60 | 0,04 0,23 | -64,94

I 2,47 0,03 138 | 4261 | 0,12 029 | -15,12

i 2,58 0,05 1,91 | 4850 | 0,59 121 | -3,39
25 2,74 0,04 1,53 | 5020 | 0,85 1,69 .

*(c — koncentrace, @ — pramérna hodnota plochy a vysky piku, s — smérodatna

odchylka, s; — relativni smérodatna odchylka, n/p — narust resp. pokles plochy pod

pikem oproti zakladnimu systému, zs — zakladni systém bez QD castic)
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Obr. ¢. 34: Ukdzka zaznamu méreni s Quantum Dots Cdsticemi s emisnim maximem 636
nm (QD castice naredené postupem I a zakladni systém), pracovni napéti 420 mV
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Obr. ¢. 35:Ukdzka zaznamu meéreni — zakladni systéem (0,3 mM peroxid vodiku, 1 mM
luminol, 20 mM hexakyanozelezitan draselny), pracovni napéti 420 mV

-61-



>
vyska piku |
2,5
2 -
1,5 -
1 -
0,5 -

T 0 T T T T 1

-50 0 50 100 150 200 250

fedéniQD é&astic (ul/ml)
AN /

Obr. ¢. 36: Zavislost vysky CL signadlu na redéni Quantum Dots ¢astic s emisnim
maximem 636 nm v zdkladnim systému s luminolem
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Obr. ¢. 37: Zavislost plochy CL signdlu (hodnocené po dobu 60 s) na redéni Quantum
Dots castic s emisnim maximem 636 nm v zakladnim systéemu s luminolem

Hodnoty vtabulce ¢. 37 wukazuji, ze parametrim zakladniho systému

S luminolem se nejvice blizi méfeni s roztokem QD castic, ktery byl pfipraven

natedénim postupem III. Velikost RSD pii hodnoceni vysky piku byla u vS§ech méfeni
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mensi nez 2 %. Pii hodnoceni plochy piku se hodnoty RSD pohybovaly od 0,23 do 1,69
%. Podobné jako u ptedchozich méfeni bylo z hodnot ploch pod pikem zfetelné, ze
méné natfedéné roztoky QD castic ovliviiovaly CL signal tak, Ze znacné zkracovaly

délku dosvitu.

Tab. ¢. 38: Procentudlni narast/ pokles plochy pod pikem pii méfeni s QD casticemi
(520, 575, 603 a 636 nm) piipravenymi nafedénim postupem I-III proti zédkladnimu
systému — souhrnnd tabulka

emisni maximum QD c¢astic [nm]
fedéni 520 575 603 636
nardst/ pokles | - 58,10 -51,63 - 65,33 -64,94
plochy pod pikem I -17,39 -22,77 - 18,62 -15,12
[%] I _4,57 +5,51 -8,65 -3,39

U vSech pouzivanych QD c¢éstic byly ziskany obdobné vysledky. Ze souhrnné
tabulky ¢. 38 vyplyva, Ze nejvétsi pokles plochy pod pikem byl zaznamenan u QD
Castic, které byly nafedény postupem | a dosahoval hodnot od 51,63 do 65,33 %
V porovnani se zdkladnim syst¢émem. U QD ¢astic nafedénych postupem II byl tento
pokles nizsi a jeho hodnoty se pohybovaly od 17,39 do 22,77 %. Nejmensi hodnoty
poklesu plochy pod pikem byly nalezeny u QD ¢éstic nafedénych postupem III a tento
pokles ¢inil 3,39 % az 8,65 % proti zakladnimu systému. V piipad¢ Castic s emisnim
maximem 575 nm bylo zaznamenano nepatrné zvySeni CL signélu o 5,51 % ve srovnani
se zékladnim systémem.

Zpohledu riznych emisnich maxim QD ¢&astic lze z vypocitanych
procentualnich poklest usoudit, ze hodnoty poklest zistaly téméf stejné a jejich vliv na
vlnovou délku CL signalu luminolu v zdkladnim systému je podobny. CL signal byl
proti zakladnimu systému mirné zesilen jen v jednom piipadé, a to u QD Ccastic
S emisnim maximem 575 nm.

Aspirace Quantum Dots v pratokovém systému probiha velmi dobfe a nebylo
pozorovano ani usazovani téchto ¢astic v SIA systému. QD c¢astice by se mohly uplatnit
v priutokovém systému v souvislosti s dobrou opakovatelnosti vysledki métfeni. Vliv na
vySku CL signalu bude v pfipadé systému s luminolem nutno dale testovat z pohledu
QD castic sniz§imi emisnimi maximy, které budou Iépe odpovidat emisi zéafeni

Vv uvedeném systému, ktera je nejintenzivnéjsi pti 425 nm.
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SOUHRN

V této diplomové praci byl nejprve studovan CL systém podle japonského
odborného ¢lanku (Kishikawa a kol. 2008, [13]). Japonsti védci s pouzitim HPLC
metody navrhli novy CL systém, ktery obsahoval chinon, luminol, dithiothreitol a
vytvofili tim senzitivni a selektivni CL stanoveni pro nékteré latky s chinonovou
strukturou. Ukolem této prace bylo reprodukovat vysledky méfeni uvedené japonské
studie a pozorovat tento systém v podminkach pritokového systému SIA za pouziti
specialni detekeni cely.

Byl testovan CL systém, ktery obsahoval 1 uM roztok 9,10-fenantrenchinonu,
ImM roztok luminolu a 50 uM DTT, avSak nebyly shledany srovnatelné vysledky
méfeni s japonskou studii. Chovéni tohoto CL systému bylo objasnéno moznym
vyskytem ruSivych iontll v pouzivané demineralizované vod¢, dal§im vysvétlenim by
mohlo byt pouziti vody jako rozpoustédla pro ptipravu DTT, ackoliv piivodni roztok
DTT (podle japonské studie) byl pfipraven pomoci organického rozpoustédla -
acetonitrilu. V priatokovém systému by dlouhodobé pouzivani tohoto rozpoustédla
mohlo naleptat soucdsti aparatury SIA, zejména detekcni cely, a naméteny signél by byl
zkresleny.

Experimentalni ¢ast byla dale zaméfena na studium vlivu fenantrenchinonu,
dithiothreitolu a Quantum Dots ¢astic na jiz odzkouSeny CL systém, ktery obsahoval
0,3 mM roztok peroxidu vodiku, 1 mM roztok luminolu, 20 mM roztok
hexakyanozelezitanu draselného, pro méfeni byla vyuzita SIA metoda. Byl sledovan
vliv uvedenych latek na vySku a plochu CL signalu, na délku dosvitu a na
opakovatelnost méteni. Testovanim se zjistilo, Ze roztoky téchto studovanych latek
mély spiSe negativni vliv na pouzivany CL systém ve smyslu zmenSeni velikosti plochy
pod pikem a zkraceni doby dosvitu.

Naproti tomu pfi prodlouzeni délky sledovani CL signalu na 180 s roztok DTT
vyznamn¢ nezkracoval délku dosvitu, ale =zaroven dochazelo ke zhorSeni
opakovatelnosti (ve srovnani s méfenim po dobu 60 s). Vliv na vysku CL signalu bude
Vv pfipad€¢ systému s luminolem nutno déle testovat z pohledu QD c¢astic s niz$imi
emisnimi maximy, které budou 1épe odpovidat emisi zafeni v uvedeném systému, ktera

je nejintenzivngjsi pii 425 nm.
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V teoretické Casti této diplomové prace byly obecné charakterizovany vlastnosti
chinonti a Quantum Dots ¢astic, dale byl ptiblizen princip a aplikace pritokové metody
SIA. Potiebné informace pro teoretickou cast byly ziskany z Ceské, prevazné vsak ze
zahrani¢ni odborné literatury, k vyhledavani ¢lanku z védeckych Casopisti byla pouzita
databaze ScienceDirect a SpringerLink.

Tato diplomova prace se zabyvala odbornym ¢lankem, kde autofi Kishikawa a
kol. pfedstavili novy CL systém, ktery obsahoval chinon, luminol a dithiothreitol. Tento
systém byl odzkousen v podminkach SIA systému, vysledky méfeni se vSak s touto
studii neshodovali. Experimentalni ¢ast se dale pomoci pritokové metody SIA vénovala
studiu chemiluminiscen¢nich reakci v CL systému, ktery obsahoval peroxid vodiku,
luminol a hexakyanozelezitan draselny, a také studiem vlivu fenantrenchinonu,
dithiothreitolu a QD ¢astic na uvedeny chemiluminiscenéni systém. Roztoky
studovanych latek fenantrenchinonu a DTT nemély vyrazny pozitivni vliv na pouzivany
CL systém. Roztoky QD c¢astic by se mohly uplatnit v pratokovém systému

v souvislosti s dobrou opakovatelnosti vysledki méteni.
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