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ABSTRACT

The discovery of quantum dots (QDs) was a breakthrough event as
it influenced almost every area of our lives. They are used in new
technologies, the food industry, clothing production, and finally in
medicine. Due to their unique properties, QDs are successfully used in the
diagnosis of diseases of various origins - the so-called civilization
diseases, infections and cancers. Quantum dots can also serve as tools to
monitor the proteolytic activity of enzymes, effectively lowering the
detection limit. Our team has been dealing with the proteolytic activity of
enzymes for many years, especially in disease diagnosis, for which we also
use quantum dots. In this article, we presented the main trends in the use
of QDs as diagnostic tools.

Keywords: quantum dots, disease diagnosis, cancerous diseases, infections, diabetes
Stowa kluczowe: kropki kwantowe, diagnostyka chorob, choroby nowotworowe,

infekcje, cukrzyca
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

- kwas asparaginowy

- linia komérkowa gruczolakoraka szyjki macicy zwigzanego z
wirusem brodawczaka ludzkiego

- grafenowe kropki kwantowe domieszkowane borem i azotem
- matryca (ang. charge-coupled device)

- cytokeratyna-7

- przewlekta biataczka szpikowa

- nanoczastek wegla (ang. carbon nanoparticles)

- konkanawalina

- koronawirus (ang. Corona-Virus-Disease-2019)

- weglowe kropki kwantowe (ang. carbon quantum dot)

- kwas deoksyrybonukleinowy

- doksorubicyna

- réznicowa woltamperometria anodowa

- dwuniciowy kwas deoksyrybonukleinowy

- czujnik elektrochemiluminescencji

- test immunoenzymatyczny  (ang.  enzyme-linked
immunosorbent assay)

- bezpromienisty rezonansowy transfer energii (ang. Forster
Resonance Energy Transfer)

- grafenowe kropki kwantowe (ang. graphene quantum dot)

- hemoglobina glikowana

- linia komérkowa wywodzaca si¢ z ludzkich embrionalnych
komorek nerki

- linia komodrkowa wywodzaca si¢ z komorek raka szyjki
macicy

- domena zewnatrzkomérkowa receptora 2 ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu

- peroksydaza chrzanowa

- inwazyjna aspergiloza

- immunoglobulina A

- immunoglobulina G

- linia komorkowa przewlektej biataczki szpikowej

- testy immunologiczne z przeptywem bocznym (ang. lateral

flow assay)

- nanoczasteczki polisterenu domieszkowane lantanowcami

- linia komorkowa wywodzaca si¢
z komorek estrgenozaleznego raka piersi

- mikroRNA

- metaloproteinaza macierzy-2

- rezonans magnetyczny

- mitoksantronem

- grafenowe kropki kwantowe domieszkowane azotem

- kwas fenyloboronowy

- reakcja tancuchowa polimerazy

- pozytonowa tomografia emisyjna

- testowanie w miejscu opieki nad pacjentem (ang. point of
care testing)

- kwas rybonukleinowy
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RT-PCR
siRNA
SKBR3
S-GQD
QD
UCPs

USG

- reakcja fancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja

- krotki interferujacy kwas rybonukleinowy

- linia komorkowa ludzkiego raka sutka

- grafenowe kropki kwantowe domieszkowane siarkg

- kropka kwantowa (ang. quantum dot)

- luminoforéw fosforanowych konwertujacych energie w gore
(ang. up-conversion phosphors)

- ultrasonografia
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WPROWADZENIE

Kropki kwantowe (ang. quantum dots, QDs) to wysoce fluorescencyjne
nanokrysztaty o $rednicy od 2 do 10 nm i intensywnos$ci widma emisji zaleznej od
rozmiaru. W ostatnich latach QD ze wzgledu na swoje unikalne wiasciwosci
optyczne i fizykochemiczne sg coraz szerzej stosowane w celowaniu w komorki,
bioobrazowaniu, dostarczaniu lekéw 1 diagnostyce choroéb [1,2]. Parametry
fotoluminescencyjne QD sa przestrajalne, a dlugos¢ fali ich emisji nieliniowo zalezy
od ich wielkos$ci. Ta z kolei jest kontrolowana przez warunki przygotowania, takie
jak: sktad roztworu czy czas wzrostu krysztatow [3,4,5]. Zaletami QD sa: szerokie
widmo wzbudzenia, waskie i ostre widmo emisji, wysoka jasno$¢ fluorescencji,
odpornos¢ na fotowybielanie samych QD, jak réwniez ich biokoniugatéw oraz
wyjatkowo dlugi czas zycia luminescencji. Mozliwe jest réwniez przylaczenie
czasteczki dwufunkcyjnej do powierzchni QD, co daje mozliwo$¢ dostrojenia
wlasciwosci optycznych QD, a takze stuzy jako kotwica do przytaczania QD do
ligandow kierujacych [6]. Do najczesciej stosowanych kropek kwantowych jako
no$nikdéw substancji biologicznie czynnych nalezg: siarczek kadmu (CdS QDs),
selenek kadmu (CdSe), siarczek cynku (ZnS), tlenek cynku (ZnO), tellurek kadmu
(CdTe) 1 grafen. Wedlug danych literaturowych QD moga by¢ stosowane do
podawania doksorubicyny (DOX), mitoksantronem (MTX), sakwinawiru,
daunorubicyny, S-fluorouracylu [7-10]. Oprécz ukierunkowania lekdéw, QD sg
réwniez skuteczne w dostarczaniu innych biomolekut, takich jak czasteczki siRNA,
w celu blokowania ekspresji genow powodujacych chorobe [11].

Aby otrzymac efektywny uktad kropki kwantowe — substancja biologicznie
czynna, nalezy jednak spetni¢ pewne wymagania. Po pierwsze, powierzchnia kropek
kwantowych musi zosta¢ sfunkcjonalizowana oraz dodatkowo nalezy
zoptymalizowaé ich ksztalt i wielko§¢ [12]. Kropki kwantowe oddziatuja z
bioczasteczkami poprzez roéznego rodzaju mechanizmy, takie jak: wigzania
peptydowe czy mostki disulfidowe, oddzialywania elektrostatyczne, hydrofobowe i
van der Waalsa [13]. Modyfikacja powierzchni ulatwia wlaczenie wielu grup
funkcyjnych 1 zapewnia mozliwo$¢ dostrojenia i poprawy wlasciwosci powierzchni,
takich jak przyczepnos¢, hydrofobowos$¢, a takze zapewnia platforme¢ do dalszej
modyfikacji chemicznej i syntezy na powierzchni. Typowe grupy funkcyjne QD
obejmuja kwasy karboksylowe (-COOH), aminy (-NH»), tiole (-SH), grupy
metoksylowe (-OCH3), etoksylowe (-OC,Hs) i hydroksylowe (-OH).

Ze wzgledu na swoje charakterystyczne wlasciwosci fotoluminescencyjne i zdolno$¢
do wytwarzania biokombatybilnych ukladéow z réznymi biomolekutami, kropki
kwantowe wykazuja ogromny potencjal do zastosowania przy opracowywaniu
nowych testow molekularnych i immunologicznych dla r6znych biomarkerow i pato-
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genow. W ponizszym artykule przedstawimy przyklady zastosowania kropek
kwantowych w diagnostyce.

1. ZASTOSOWANIE KROPEK KWANTOWYCH W DIAGNOSTYCE
CHOROB NOWOTWOROWYCH

Choroby nowotworowe sg jedng z gldownych przyczyn zgondéw na Swiecie
[14]. Dlatego niezwykle istotne jest poszukiwanie skutecznych metod wykrywania
podejrzanych zmian, zwlaszcza na wczesnym etapie choroby, gdy mozliwa jest
skuteczna terapia. Metody stosowane do diagnozowania nowotworéw mozna
podzieli¢ na dwa glowne typy: (i) obrazowanie tkanki nowotworowej i badanie
histopatologiczne oraz (ii) wykrywanie biomarkeréw zwiazanych z nowotworem.
Typowe techniki obrazowe obejmuja: endoskopig, ultrasonografi¢ (USG), badanie
rentgenowskie, obrazowanie fluorescencyjne, rezonans magnetyczny (MRI) i
pozytonowg tomografie emisyjng (PET) [15]. Wykrywanie biomarkerow
zwigzanych z nowotworem obejmuje oznaczanie antygenow, wykrywanie
przeciwcial, kwasow nukleinowych, krazacych komoérek nowotworowych,
pecherzykow zewnatrzkomorkowych i monitorowanie mikrosrodowiska [16]. W
ciggu ostatnich dekad zastosowanie QD w diagnostyce nowotworow szybko si¢
rozwingto. Wykazaty one ogromny potencjat zastosowania w obrazowaniu tkanek
nowotworowych oraz wykrywaniu biomarkeréw i mikrosrodowisk zwigzanych z
nowotworem.

Wang 1 wspodtpracownicy w 2012 roku zaprojektowali biosensor
wykorzystujacy  zjawisko rezonansowego przeniesienia energii  wzbudzenia
(FRET) do oznaczania biomarkera nowotworowego, metaloproteinazy macierzy-2
(MMP-2), w probkach krwi. Uzyto NaYF4:Yb/Er modyfikowanego polietylenoiming
i nanoczastek wegla jako pary donor-akceptor. Zaprojektowana sonda zawierata
specyficzng domeng peptydowa substratu MMP-2, a jej rozszczepienie przez
docelowg proteaze oddzielalo donor energii od akceptora (ryc.1). To z kolei bylo
podstawa ilo§ciowego oznaczenia MMP-2 [17]. MMP-2 jest zdolna do degradacji
kolagenu typu VI i dlatego nie tylko odgrywa kluczowa role w stanach
fizjologicznych i patologicznych, w tym w morfogenezie, reprodukcji i przebudowie
tkanek, ale takze jest jedng z kluczowych metaloproteinaz zaangazowanych w proces
wzrostu, inwazji i powstawania przerzutdow w procesie nowotworzenia [18-20].
Zaproponowany homogeniczny biosensor dla MMP-2 oparty na transferze energii
rezonansu fluorescencji z luminoforéw fosforanowych konwertujacych energie w
gore (ang. up-conversion phosphors, UCPs) do nanoczastek wegla (ang. carbon
nanoparticles, CNPs) eliminuje zaklocenia tta w zlozonych matrycach, takich jak
krew czy osocze i umozliwia bezposrednie zastosowanie czujnika w probkach
biologicznych. Co wigcej, elastyczna konstrukcja czujnika zapewnia rowniez
mozliwo$¢ opracowania systemow do wykrywania innych czasteczek
wykorzystujacych opisany model. Rok pozniej, nanoczastki CaF,:Ce/Tb
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zastosowano do wykrywania receptora aktywatora plazminogenu urokinazy z
imponujaca granica wykrywalnosci ~ 328 pM (podobna poziomem do tej
stwierdzanej w-peziemaech w surowicy pacjentow chorych na raka) [21].

ﬁ ucps o

Rysunek 1  Biosensor FRET UCP—peptyd—CNP do wykrywania MMP-2
Figure 1. UCP—peptide—CNP FRET biosensor for MMP-2 detection

W 2020 r. Freitas i wspotpracownicy wykorzystali QD CdSe/ZnS do
opracowania elektrochemicznych immunosensoréw, ktére moglyby rozpoznawaé
domeng zewngtrzkomorkowa receptora 2 ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu
(HER2-ECD), biomarkera komorek raka piersi. W tej metodzie biomarker HER2-
ECD izolowano za pomocg unieruchomionych przeciwcial. Nastepnie do
znakowania HER2-ECD zastosowano inny zestaw przeciwciat wstepnie potaczonych
z QD CdSe/ZnS poprzez interakcje streptawidyna-biotyna. W kolejnym kroku
dodano mocny kwas, taki jak HCI, aby utatwi¢ uwalnianie jonow kadmu z QD
CdSe/ZnS, co nastgpnie zmierzono za pomoca rdznicowej woltamperometrii
anodowej (DPASV) w celu ilosciowego okreslenia iloSci biomarkerow komorek
nowotworowych [22]. Badania wykazaly, ze podobne metody sa skuteczne w
wykrywaniu pochodzacych z raka piersi komorek i egzosomow obecnych w ludzkiej
surowicy krwi [23,24]. Zatem ten rodzaj nieinwazyjnego wykrywania nowotworow
in vitro mozna zastosowac do wczesnej diagnostyki.

Ostatnie dwie dekady wigzaty si¢ z niezwyklym zainteresowaniem kropkami
weglowymi (CQD). W poréwnaniu do bardziej tradycyjnych markerow (barwniki
fluorescencyjne, biatka fluorescencyjne i kropki kwantowe), CQD wykazuja pewne
wysoce pozadane wlasciwosci, takie jak niezwykta stabilno$¢, biokompatybilnos¢,
kontrolowang fotoluminescencje¢, wyjatkowa wydajnos¢ katalityczng i tatwa do
modyfikowania struktur¢ chemiczng [25-30]. W rezultacie rézne strategie
diagnozowania nowotworu (np. metody immunofluorescencyjne [31], obrazowanie
fluorescencyjne [32,33] i wykrywanie elektrochemiczne) zostalty opracowane w
oparciu 0 CQD. W 2015 r. opracowano sond¢ do wykrywania raka oparta na
kropkach weglowych, sprzezona z czasteczka samokierujaca Asp (kwas asparagino-
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wy), do celowania w nowotwory mézgu. Ten nowy typ kropek weglowych (CQD-
Asp) wykazuje nie tylko doskonatg biokompatybilno$¢ i przestrajalng emisje
petnokolorowych barw, ale takze znaczng zdolnos$¢ celowania w komorki glejaka C6
bez pomocy jakichkolwiek dodatkowych czasteczek kierujacych. Obrazy
fluorescencyjne in vivo wykazaty biodystrybucje CD-Asp o wysokim kontrascie 15
minut po wstrzyknigciu do zyly ogonowej. W miegjscu glejaka wykryto znacznie
silniejszy sygnat fluorescencyjny niz w niezmienionych nowotworowo komoérkach
mozgu. Wskazuje to na zdolnos¢ CQD-Asp do swobodnego przenikania przez
barier¢ krew-mdzg i precyzyjnego celowania w tkanke glejaka [34].

Kilka lat p6zniej, w 2019 roku wykorzystano kropki grafenowe (GQD)
domieszkowane azotem (N-GQD), siarkg (S-GQD) oraz borem i azotem (BN-GQD)
do znakowania komoérek nowotworowych (komérki HeLa i MCF-7) w poréwnaniu z
komoérkami zdrowymi (HEK293). Okazato sie, ze porownujac trzy typy GQD, BN-
GQD znaczaco wplynety na zywotno$¢ komorek HeLa, podczas gdy N-GQD i S-
GQD nie spowodowaly zadnych zmian i1 okazaty si¢ przydatne do celow
diagnostycznych [35]. Ponadto stwierdzono, ze N-GQD i S-GQD wykazuja zmiany
widma emisji indukowane pH — barwa niebieska obserwowana w neutralnym pH, a
zielona w kwasnym §$rodowisku. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze komorki
nowotworowe i ich mikrosrodowisko sg bardziej kwasne, a zalezne od pH zmiany
emisji N-GQD i S-GQD sa niezwykle przydatne do wykrywania raka. Z kolei BN-
GQD nie wykazaly r6znicy pomiedzy komodrkami nowotworowymi a zdrowymi.

Przytoczone przyklady stanowia jedynie niewielki procent zakresu
zastosowania kropek kwantowych w diagnostyce choréb nowotworowych. Coraz
wigksza liczba publikacji wskazuje, jak duze zainteresowanie wéréd naukowcow
wzbudza wykorzystanie QD do wczesnego wykrywania zmian nowotworowych. W
Tabeli 1 przedstawiono przyktady metod diagnostycznych wykorzystujacych kropki
kwantowe, stosowanych w diagnostyce chorob nowotworowych.

Tabela 1. Charakterystyka testow opartych na kropkach kwantowych w diagnostyce nowotworéw
Table 1. The characteristics of quantum dot-based tests for cancer diagnosis

Typ QD Komorki docelowe Zastosowanie Lit.
MoS:; QDs- egzosomalny miRNA czujnik [36]
MXene raka zotadka elektrochemiluminescencji

(ECL)
CulnS/ZnS komorki BEL-7402 sonda do obrazowania [37]

gruczolakoraka szyjki celowanego
macicy zwigzanego z

wirusem brodawczaka

ludzkiego




378 N. GRUBA, W. REJMAK, A. ROMANOWSKA, A. LESNER

Nanodruty Au cytokeratyna-7 (CK- system wykrywania bialek [38]

funkcjonalizowa 7) oparty na oddzialywaniu

ne antygen-przeciwcialo

powierzchniowo

Mn-MoS; komorki nowotworowe obrazowanie MRI in vivo;, [39]
nerek 786-O znakowanie fluorescencyjne

CulnZn,S;z+x komorki nowotworowe znakowanie in vitro [40]

raka piersi SKBR3
HER2-dodatnie

CdS komorki nowotworowe  biosensor elektrochemiczny  [41]
K562 przewlektej
biataczki szpikowej
(CML)

2. ZASTOSOWANIE KROPEK KWANTOWYCH W DIAGNOSTYCE
INFEKCJI

W ostatnich latach rozprzestrzenianie si¢ chorob wywotanych przez
drobnoustroje budzi zaniepokojenie na catym $wiecie. Wykrywanie tego typu
infekcji stato si¢ wyzwaniem dla opieki zdrowotnej ze wzgledu na ich zakazno$¢ i
mozliwos$¢ wystgpowania mutacji.  Konwencjonalne metody diagnostyczne,
obejmuja przede wszystkim techniki mikroskopowe, testy immunoabsorpcyjne
ELISA, immunofluorescencj¢ i analizy PCR. Okazaty si¢ one istotne klinicznie, ale
wykazujg takze pewne ograniczenia, takie jak niska czutoé¢, niska swoistos¢, wysoki
koszt, czasochlonno$¢ procesu, nieprecyzyjne wyniki, zwilaszcza w przypadku
wcezesnej 1 szybkiej diagnostyki chordb zakaznych [42]. Aby przezwyciezy¢ te
ograniczenia, potrzebne sg nowe techniki diagnostyczne. Obiecujgca opcjg wydaja
si¢ biosensory oparte na QD charakteryzujace si¢ wieksza czutoscig i mozliwo$cia
okreslenia stopnia zaawansowania choroby. Biomarkery oparte na kropkach
kwantowych stanowig nieinwazyjna, czula i oplacalng alternatywe, wykazuja
bowiem wysokg stabilno$¢ w probce, wysoka swoistos¢ w wykrywaniu choroby, a
takze przydatno$¢ w diagnostyce jeszcze przed pojawieniem si¢ objawdw [43].

W 2018 roku Bhatnagar i wspolpracownicy zaprojektowali wysoce czuly i
selektywny biosensor do diagnozowania inwazyjnej aspergilozy (IA) wywotywanej
przez Aspergillus fumigatus [44]. Nanobiosensor elektrochemiczny wykrywa
zjadliwy gen docelowy glip (glip-T). Sonda czujnika zostala wytworzona przy uzyciu
1,6-heksanoditiolu stabilizowanego chitozanem, do samodzielnego montazu sond
glip na zlotej elektrodzie za posrednictwem nanoczastek ztota. Zdolno$¢ czujnika do
wykrywania glip-T analizowano na podstawie reakcji hybrydyzacji i sygnalu uzys-



KROPKI KWANTOWE JAKO NARZEDZIA DIAGNOSTYCZNE 379

kanego przy uzyciu biekitu toluidynowego jako czasteczki wskaznikowej. Parametry
analityczne zoptymalizowano pod katem stgzenia glip-T, temperatury, czasu reakcji
i stezenia biekitu toluidynowego. Okazalo si¢, ze nanobiosensor charakteryzuje si¢
wyjatkowa  granica  wykrywalnosci  wynoszaca: 0,32+0,01x1071“M
i 0,81+0,01x10"“M, odpowiednio w buforze standardowym i probee rzeczywiste;.
Czas wykrywania glip-T to zaledwie <20 minut. Czujnik moze by¢ regenerowany
siedmiokrotnie, co wskazuje na jego przydatno$¢ do ponownego uzycia w
diagnostyce, a to z kolei czyni go potencjalnym kandydatem do przeksztalcenia go w
zminiaturyzowane urzgdzenie r¢czne do wykrywania glip-T w miejscach opieki
zdrowotnej [44].

Inne podejscie przedstawit w 2017 roku zespot Liang. Naukowcy zastosowali
bioczujnik fluorescencji sktadajacy si¢ z CQD i kropek kwantowych tellurku kadmu
(CdTe QD) do wykrywania dwuniciowego DNA (dsDNA) wirusa HIV w probkach
osocza. Czujnik sktada si¢ z rozpuszczalnych w wodzie fluorescencyjnych kropek
weglowych (CQD) i kropek kwantowych z tellurku kadmu (CdTe) pokrytych
kwasem 3-merkapropionowym, ktérych maksimum emisji wynosi odpowiednio 435
1 599 nm przy wzbudzeniu pojedynczg falg o dtugosci 360 nm. QD CdTe pokryte
kwasem merkapropionowym najpierw potaczono z mitoksantronem (MTX),
syntetycznym lekiem antrachinonowym, ktéry moze zakldocaé DNA, powodujac
wygaszanie czerwonej fluorescencji przy 599 nm w wyniku przeniesienia elektronow
pomiedzy QD CdTe i MTX. Z kolei intensywnos$¢ fluorescencji zielonej CQD
pozostaje praktycznie stata, umozliwiajagc wykrycie dsDNA. Wzgledny stosunek
intensywnosci fluorescencji jest wprost proporcjonalny do stezenia dsDNA w
zakresie od 0 do 50 nM, a granica wykrywalnosci proponowanej metody wynosi 1,0
nM. Co wigcej, typowe zwiazki organiczne, w tym aminokwasy, nukleotydy,
albumina surowicy bydlgcej, jednoniciowy DNA 1 RNA, nie powodowaty znaczacej
interferencji w trybie detekcji. Nowatorski nanosensor jest prosty, szybki i wygodny,
poniewaz nie wymaga modyfikacji ani dodatkowych procedur dotyczacych badanej
probki [45].

Pandemia COVID-19 pokazala jak istotnym jest dysponowanie szybkimi
narzedziami diagnostycznymi, ktére moznaby zastosowaé w miejscu opieki
zdrowotnej, aby szybko zidentyfikowa¢ zakazone osoby. Istniejace metody
wykrywania tego typu infekcji sa w wiekszosci czasochtonne i czesto charakteryzuja
si¢ niewystarczajacg czutoscig. Testy w miejscu opieki nad pacjentem (POCT)
stanowia obiecujacg alternatywe ze wzgledu na tatwosé obstugi, szybkos$¢ oraz
wysoka swoisto§¢ i czuto$¢. Badania takie mozna wygodnie przeprowadzié¢ przy
16zku pacjenta. Kropki kwantowe (QD), znane ze swoich wlasciwos$ci
multimodalnych, wykazaty potencjal w zakresie zwalczania czy tez hamowania
wirusa COVID-19. W potaczeniu ze specyficznymi przeciwciatami QD umozliwiaja
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bardzo czule wykrywanie antygenéw wirusowych w probkach pacjentow.
Konwencjonalne testy immunologiczne z przeptywem bocznym (LFA) sa szeroko
stosowane w badaniach diagnostycznych ze wzgledu na ich prostote, niski koszt i
przeno$nos¢. Czesto jednak brakuje im czutosci wymaganej do doktadnego wykrycia
niskiego poziomu wiremii. LFA oparte na kropkach kwantowych (QD) okazaty si¢
obiecujaca alternatywa, oferujac znaczny postep w zakresie czulosci i swoistosci
[46].

W 2020 roku Chen i wspolpracownicy opracowali szybki i czuly test
immunologiczny z przeptywem bocznym, ktéry wykorzystuje nanoczasteczki
polisterenu domieszkowane lantanowcami (LNP) do wykrywania IgG anty-SARV-
CoV-2 w ludzkiej surowicy. Rekombinowana fosfoproteing nukleokapsydu SARS-
CoV-2 naniesiono na membrang nitrocelulozowa w celu wychwytu specyficznej IgG.
Mysie przeciwciato przeciw ludzkiej IgG wyznakowano samoorganizujacymi si¢
LNP, ktore stuzyty jako reporter fluorescencyjny. Do tego testu uzyto 100-ul probki
surowicy (rozcienczenie 1:1000), a caly proces wykrywania trwal 10 minut.
Naukowcy przetestowali probki z wykorzystaniem odwrotnej transkrypcji RT-PCR i
poréownali z wynikami uzyskanymi metoda LFA. Okazato si¢, ze jedna z probek
ujemnych zostala uznana za dodatnig pod wzgledem SARS-CoV-2 IgG, natomiast
wyniki dla pozostatych probek byly zgodne z wynikami uzyskanymi metodg RT-
PCR. Zaproponowane rozwigzanie pozwala na szybkie i czule wykrycie przeciwciat
IgG anty-SARS-CoV-2 w ludzkiej surowicy i umozliwia okreslenie zakazenia w
podejrzanych przypadkach [47].

Rok poézniej zespot badawczy Roda opracowat immunosensor LFA z
wykorzystaniem nanoczastek ztota do wykrywania SARS-CoV-2 IgA w surowicy i
$linie. Rekombinowany antygen nukleokapsydowy specyficznie wychwytuje
przeciwciala SARS-CoV-2 w probkach pacjentéw. Znakowana nanozlotem anty-
ludzka IgA ujawnia zwigzang frakcje IgA, a zastosowana podwodjna detekcja
kolorymetryczna 1 chemiluminescencyjna umozliwia niedrogie 1 ultraczule
oznaczanie. Detekcja kolorymetryczna opiera si¢ na prostym urzadzeniu, takim jak
aparat w smartfonie i mierzy sygnat koloru dostarczany przez znakowang anty-ludzka
IgA. Do ultraczutej transdukcji chemiluminescencyjnej uzywa si¢ z kolei
przeno$nego urzadzenia do obrazowania kontaktowego opartego na chtodzonej
matrycy CCD. Dokonuje si¢ pomiaru sygnatu $wietlnego powstalego w wyniku
reakcji znakowanej HRP anty-ludzkiej IgA Z substratem
H>0o/luminol/wzmacniacze. Naukowcy przebadali 25 probek surowicy i 9 probek
sliny pobranych od zakazonych i/lub wyzdrowiatych oséb. Analizg przeprowadzono
za pomocg kolorymetrycznej LFA, ktéra okazata si¢ wystarczajaco czula i
powtarzalna, aby umozliwi¢ potilo§ciowe oznaczenie IgA u 0sob z silna odpowiedzia
serologiczng i we wezesnym stadium COVID-19. Po przej$ciu na wykrywanie che-
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miluminescencji ten sam immunosensor wykazywat wyzsza zdolno$¢ wykrywania,
ujawniajgc obecnos¢ IgA w probkach $liny u zakazonych osob. U pacjentéw objetych
badaniem (n = 4) poziom IgA w §linie korelowal z czasem, jaki uplynal od
rozpoznania oraz z zaawansowaniem choroby. Zaproponowany immunosensor IgA-
LFA moze by¢ przydatny do nieinwazyjnego monitorowania wczesnych odpowiedzi
immunologicznych na  COVID-19 oraz do badania  przydatnosci
diagnostycznej/prognostycznej IgA $liny w kontekécie badan przesiewowych na
duza skale w celu oceny skutecznos$ci szczepionek SARS-CoV-2 [48].

Szybka i precyzyjna identyfikacja osoéb zakazonych pozwala na skuteczng
walke z zakazeniami. Pandemia COVID-19 pokazata jak wazna jest odpowiednia
diagnostyka, pozwalajgca na izolowanie pacjentow. Jednak rozprzestrzeniajace si¢
infekcje to nie tylko wirus SARS-CoV-2, ale rowniez inne drobnoustroje, z ktorymi
swiat nauki toczy nieustanng walke. W Tabeli 2 przedstawiono przyktady metod
diagnostycznych wykorzystujacych kropki kwantowe, stosowanych w diagnostyce
infekcji.

Tabela 2. Charakterystyka testow opartych na kropkach kwantowych w diagnostyce infekcji
Table 2.  The characteristics of quantum dot-based tests for infection diagnosis

Patogen Typ QD Metoda detekcji ~ Limit Lit.
detekcji

Clostridium Cu:Zn-In-S/ ZnS fluorescencyjne 0.001 TU/ml [49]
tetani paski testowe z w 30 minut

przeptywem

bocznym
Staphylococcus CdTe pasek papieru 0.5 ng/ mL [50]
aureus nitrocelulozowego

z kropkami

kwantowymi  z

wizualizacja

fluorescencyjng
Mycobacterium  CdSe/ZnS fluorescencyjne 12.5pg/ L [51]
tuberculosis paski testowe z W mniejniz

przeplywem 10 min

bocznym
Treponema CdTe fluorescencyjne 2 ng/mL [52]
pallidum paski testowe z

przeptywem

bocznym
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Escherichia coli  emitujace kolor fluorescencyjne 300 komérek [53]

czerwony paski testowe z bakteryjnych
kropki przeplywem

kwantowe bocznym

(Qdot 655)

3. ZASTOSOWANIE KROPEK KWANTOWYCH W DIAGNOSTYCE
CUKRZYCY

Cukrzyca jest jednym z najwiekszych problemoéw zdrowia publicznego na catym
Swiecie, stanowigcym globalne obcigzenie i wplywajacym na rozwdj spoteczno-
gospodarczy. Chociaz w niektérych krajach zapadalno$¢ na cukrzyce zaczgta spadac,
to w wiekszosci pozostatych krajow rozwinigtych i rozwijajacych sig, czgstos$¢
wystepowania choroby wzrosta [54]. Cukrzyca jest tez jedng z 10 gtdéwnych przyczyn
zgondw na $wiecie. Wraz z chorobami uktadu krgzenia, nowotworami i chorobami
uktadu oddechowego schorzenia te odpowiadaja za ponad 80% wszystkich
przedwczesnych zgonéw spowodowanych chorobami niezakaznymi [55].
Odpowiednio wczesne rozpoznanie cukrzycy ma kluczowe znaczenie dla
optymalnych wynikéw leczenia pacjentow, a wiarygodne badania diagnostyczne
moga zidentyfikowaé osoby, u ktérych wczesna interwencja obejmujaca zmiang
stylu zycia lub podejécie farmakologiczne moze zapobiec dysglikemii, a nawet
wystapieniu choroby. Wyniki badan wykazaly, ze wczesne leczenie glikemii
zapobiega lub opézZnia szereg powiklan zwigzanych z choroba [56,57].
Konwencjonalne techniki diagnostyki cukrzycy obejmuja analize poziomu glukozy
na czczo, poziomu HbAlc (hemoglobiny glikowanej) lub doustne testy tolerancji
glukozy. W badaniach klinicznych pomiar autoprzeciwciat jest czgsto stosowany
jako test diagnostyczny w celu identyfikacji oséb z wysokim ryzykiem rozwoju
cukrzycy, a w warunkach klinicznych autoprzeciwciata sg czasami wykorzystywane
do rozréznienia os6b chorych na cukrzyce typu 1, gdy charakter choroby jest niejasny
[58]. Metody te sa przez niektorych pacjentdéw uwazane za bolesne, a otrzymane
wyniki moga si¢ rozni¢ w zaleznosci od czynnikow, takich jak wiek, czas badania
czy warunki fizjologiczne [59]. Co wigcej, objawy chorobowe, takie jak
hiperglikemia, czesto stajg si¢ klinicznie widoczne dopiero po wielu latach od
wystapienia choroby, co uniemozliwia wczesng interwencje [60]. Aby
wyeliminowa¢ stabe strony tradycyjnych narzgdzi diagnostycznych, wykorzystano
nanotechnologie, a opracowane testy maja potencjalnie umozliwi¢ wczesniejsze i
nieinwazyjne wykrywanie cukrzycy.
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W 2008 roku Liao i wspotpracownicy opracowali czujnik $wiattowodowy
jednorazowego uzytku, zwany Sencils™, zapewniajacy monitorowanie r6znych
analitow in vivo przez kilka tygodni. Kluczowym elementem uktadu jest przezskorny
swiattowod, ktory umozliwia niezawodny spektroskopowy pomiar reakcji
chemicznych w nanotechnologicznej matrycy polimerowej przymocowanej do
wszczepionego konca $wiattowodu. Sensor jest oparty na QD sfunkcjonalizowanymi
konkanawaling (ConA), wielkosci i elastycznosci zblizonej do wlosa, co umozliwia
dyskretng implantacje w skore w celu cigglego monitorowania poziomu glukozy w
ptynie §rodmiazszowym. W skrocie, glukoza swobodnie dyfunduje do czujnika i
wigze si¢ z ConA, co powoduje zmiane fluorescencji, ktora z kolei koreluje ze
stezeniem glukozy. Czujnik ten z powodzeniem mozna stosowaé do szybkiego i
doktadnego wykrywania zmian st¢zenia glukozy w zakresie 0 — 500 mg/dl, w
warunkach in vitro w roztworach fizjologicznych przez okres do 7 tygodni [61].

W 2017 roku Shehab i wspétpracownicy uzyli grafenowe kropki kwantowe
funkcjonalizowane receptorami kwasu fenyloboronowego (PBS) jako materiat
czujnikowy dla nieenzymatycznego optycznego sensora glukozy. GQD uwazane sg
za dobrg sond¢ wykrywajaca ze wzgledu na ich niskg toksyczno$¢, wysoka
fotoluminancje, rozpuszczalno$¢ w wodzie i doskonate wlasciwosci fotochemiczne.
Opracowany czujnik charakteryzuje si¢ liniowa odpowiedzig na glukozg w zakresie
stezen 440 mM, ze wspdlczynnikiem korelacji na poziomie 0,97 i dolng granica
wykrywalno$ci wynoszacg okoto 3,0 mM [62]. Dwa lata pozniej grupa badacza
Ebrahimiasla  zaproponowata zastosowanie nanokompozytow  grafenowo-
polipirolowych do elektrochemicznego wykrywania insuliny. Metoda pozwala na
monitorowanie stezenia insuliny tak niskiego, jak 1 uM, w oparciu o detekcje
elektrochemiczng wynikajagca z utleniania insuliny. Opracowany czujnik
wykorzystano do analizy surowicy krwi ludzkiej [63].

Innowacyjne podejscie do problemu cigglego pomiaru glukozy przez cukrzykow
przedstawili portugalscy naukowcy. W ramach projektu NANOTEARS opracowali
nieinwazyjne narzgdzie do diagnostyki cukrzycy poprzez wykrywanie glukozy in
vitro we tzach. W poréwnaniu z innymi plynami ustrojowymi tzy sg tatwiej dostgpne
1 mniej podatne na rozcienczenie niz krew czy ptyn §rodmigzszowy. Jest to zatem
warto$ciowa alternatywa w poréwnaniu z koniecznos$cig wielokrotnego nakluwania
palcow igla kazdego dnia w celu monitorowania glikemii. Dodatkowo korzystanie z
telefonu komodrkowego umozliwia systematyczne gromadzenie i zarzadzanie
zapisami poziomu glukozy w formie elektronicznej, co ma na celu ograniczenie
bledéw medycznych i poprawe jakosci opieki. Proponowana metoda opiera si¢ na
wykorzystaniu spektroskopii fluorescencyjnej. Pomiar polega na zmieszaniu tez z
substancja zawierajaca funkcjonalizowane weglowe kropki kwantowe osadzone w
mezoporowatej krzemionce, ktore po oswietleniu przez czujnik optyczny sprzezony
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z kamerg smartfona, staja si¢ fluorescencyjne. Im wyzsze stezenie glukozy, tym
jasniej Swieci probka [64].

Cukrzyca stata si¢ chorobg przewlekts, wymagajaca szybkiego i doktadnego
wykrywania, jak rowniez cigglego monitorowania. Naukowcy nieustannie pracuja
nad udoskonaleniem metod wykrywania choroby, a przede wszystkim poszukuja
takiej, ktora w nieinwazyjny sposob pozwalataby na kontrolowanie glikemii. W
Tabeli 3 zestawiono przyktady wykorzystania kropek kwantowych w sensorach do
pomiaru stezenia glukozy.

Tabela 3. Charakterystyka testow opartych na kropkach kwantowych w diagnostyce cukrzycy
Table 3. The characteristics of quantum dot-based tests for diabetes diagnosis

Probka biologiczna Typ QD Limit detekcji Lit.
Pot CuxO NFs 0.0791 uM [65]
Lzy FexCoyO4-rGO 0.0791 uM [66]
Mocz NiC0204 0.376 uM [67]
Slina CoNi-N@GaN-3S  5uM [68]
Slina SWCNT/rGO/CoPc  0.12 uM [69]
Mocz CuO-IL/rGO 190 uM [70]

3. PODSUMOWANIE

Zastosowanie kropek kwantowych w medycynie nie ogranicza si¢ jedynie

do diagnostyki, ale rowniez do terapii czy monitorowania stanu pacjenta po
wprowadzonym leczeniu. Ponadto QD znajduja zastosowanie w nowoczesnych
technologiach czy elektronice. Co wigcej, ogromny potencjal kropek kwantowych
zostal doceniony przez Szwedzka Akademi¢ Nauk, ktora w 2023 roku Nagrode
Nobla w dziedzinie chemii przyznata trzem naukowcom: Moungi G. Bawendi, Louis
E. Brus oraz Alexei I. Ekimov — wlasénie za odkrycie i synteze QD [71].
W Pracowni Analityki i Nanodiagnostyki Biochemicznej UG rowniez prowadzimy
prace zwigzane z wykorzystaniem kropek kwantowych, przede wszystkim do
monitorowania aktywnosci proteolitycznej okre§lonych enzyméw [72,73], ktora
mozna skorelowaé¢ z dang jednostka chorobowa. Zastosowanie QD w badaniach
enzymatycznych powoduje znaczne zmniejszenie limitu detekcji, co stwarza szanse
na opracowanie niezwykle czutych i precyzyjnych narzgdzi do okre$lania proteaz w
probkach biologicznych. To z kolei moze stanowi¢ podstawg do opracowania
nowych narzedzi diagnostycznych wykorzystujacych QD.
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