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ABSTRACT

One of the fastest moving branches of nanotechgd®dhe use of quantum dots (QDs). QD’s
unique optical properties make them an excellenviio and in vitro fluorescent labeles in
a variety of biological investigations. Traditionalolecular dyes are generally large, have broad
absorption and emission profiles, low photobleaghhresholds and short lifetime. Therefore, use
of traditional labeles in long term experiments d¢enlimited. In contrast to this, QDs with the
dimensions in the range of 2-10 nm have a broadrptisn with narrow photoluminescence
spectra, high resistance to photobleaching and teigiistance to photo- and chemical degradation.
Originally, QDs were synthesized by organometallay and coated with trioctylphosphine oxide
TOPO to make them biocompatible. But due to hydotyih properties of TOPO, these QDs can
not be directly applied in bioaplications. The mesinmon method for synthesizing water-soluble
QDs is by aquaeous synthesis route. QDs can bectierd with thiol containing molecules, such
as mercaptopropionic acid, dihydrolipoic acid artgthione.

In this study, we synthesized water soluble CdTes @Bated with N-terminal biotin-glutathione.
This type of coating represents a unique combinatibwater soluble, biocompatible QDs with
biotin, which serves as specific linker able tocteaith avidin or streptavidin. Biotin-glutathione-
QDs were prepared by one pot synthesis using sotgilimite and cadmium chloride.
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uvoD

V poslednich letech nachazi nanotechnologie Sitgikétréni nejen v technickych oborech, ale
také oborechifirodnich. V bioanalyze seignaieni sledovanych latek s @gimem vyuzivaji malé
polovoditové ¢astice nazvané kvantové&lky. Kvantové teéky (quantum dots, QD) jsotéstice
velmi malych rozniri (2-10 nm), vyrobené nigstji z CdSe nebo CdTe. Vykazuji vynikajici
fluorescerni vlastnosti. V porovnani s klasickymi organickyifiuorescetinimi znakami jsou

kvantové téky neporovnatekamensi velikosti, maji sijSi fluorescenci a delSi Zivotnost (1,5).

Vzhledem ke svému sloZeni jsou kvantové&kyesami o sob pro Zivy organismus toxické (3).
Takto neupravené jsou také velmi nachylné k intgrak mezi povrchem kvantové ctey

a rozpoudtdlem, ¢imz zn&né klesa jejich luminiscemi schopnost, a to az na 10 — 15 &wquini
hodnoty (9). DalSi nevyhodou je jejich relativnizka rozpustnost ve vodnych roztocich. Z tohoto
aby byly netoxické, zachovaly si luminiséan schopnosti a byly déé rozpustné ve vodnych
roztocich (1, 3, 9). VySe uvedené vlastnosti jsotnym gredpokladem k jejich vyuziti ve vyzkumu
zivych organism. Proto byla vyvinuta celéada postuf, které by nily vést k odstragni toxickych
vlastnosti a lepSi rozpustnosti kvantovycbete Tyto postupy zahrnovalyfedevSim povrchové
Upravy. K pokryti kvantovych tek byly pouzity takové slaieniny jako TOPO, mercaptoacetic
acid (MAA), dihydrolipoic acid DHLA a dal3i (1, &, 8). Uselem tohoto kroku je nejen zlepSeni
vySe uvedenych vlastnosti, ale také @p&vantové téky funkéni skupinou, na kterou by bylo
mozné specificky navazat dal$i biomolekuly. ®dsgjSi funkéni skupinou je vtomto sénu
aminoskupina nebo karboxylova skupina. Na taktoavgmé t&ky lze vhod® navazat nap
peptidy, proteiny nebo protilatky (2,4). Zajimavaeplikaci je konstrukce biosendporkde se
vyuzivd komplexu kvantova dka — peptid a interakce akceptoru a donoru fluamse (9).
Nejmodernjsi vyzkumy se zabyvaji konjugaci kvantovékte na fizné derivaty DNA jako nap
psDNA¢i PNA (7,10).

Vyuziti kvantovych téek mize byt pordrné Siroké a rozmanité. Kazdd metoda ma své vyhody

i nevyhody. Pro vSechny aplikace vSak soubirphati, Ze zakladnim fpdpokladem pro jejich

UspESné pouZiti je syntéza vysoce fluorestdoh a stabilnich kvantovychciek.

MATERIAL A METODIKA

Resiny pro fipravu syntetickych peptidbyly zakoupeny od firmy Applied Biosystem€eiska
republika), aminokyseliny pro syntézu na pevné fagy zakoupeny od firmy Merck(eska
republika). Rozpoustla pro syntézu peptidbyla zakoupena od fimy Biossolve (Holandsko)
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a Sigma Aldrich Ceska republika). Chemikalie gebné na fipravu kvantovych tek byly

zakoupeny od firmy Sigma-Aldricl{eska republika).

K syntéze peptill na pevné fazi byl pouzit automaticky syntetizapaptichi Pioneer Peptide
Synthesizer od firmy PerSeptive Biosystems (USA)alfza cistoty peptidi byla provedena na
HPLC od firmy Shimadzu({eska republika). K analyze byly pouZity nasledujiabilni faze:
A =0,1% TFA, B = 80% acetonitril, 20% voda a 0,08%A. Gradient byl od 2%B do 100% B,
15 minut. Analyzy MS byly provedeny naigtroji Ultraflex Il instrument (Bruker Daltonik,
Germany). 0,6ul vzorku bylo smichano s 24l roztoku matrix (nasyceny roztok alfa-kyano-4-
hydroxyskdicové kyseliny smssi voda/acetonitril 1:1, v/v). Elektroforéza bypmovedena na
piistroji CE (Beckman Coulter, PACE 5500).

VYSLEDKY A DISKUZE

Syntéza biotinylovaného glutathionu

Pro povrchovou Upravu kvantovychééd byl zvolen biotinylovany tripeptid glutathion $8).
Peptid byl pipraven pomoci syntézy na pevné fazi, klasickyntygmsym napojovani aminokyselin
od C-konce peptidu po jeho N-konec.

Uvodni krok syntézy byl proveden s resinem Fmoc-BIBG-PS. Tento resin celkbzjednodusuje
syntézu a znmé redukuje riziko vedlejSich reakci, které by sealinvyskytovaly pi esterifikaci
aminokyseliny pi jejim navazovani na resin. Resin PEG-PS je nawdji strukturou vhodny pro
syntézu na pitoéném systému jakym je Pioneer peptide synthesizalSiDvorba peptidovych
vazeb cystein-glycin a gama glutamova kyselina-eiygtrobihala nasledo¥nFmoc skupina byla
odstragna 20% roztokem piperidinu v dimethylformamide (DM#o dobu 10 minut. Aktivace
piichozi aminokyseliny probihala pomoci 0,05 M romtdM,N-diisopropylethylamin (DIPEA)
v DMF; 0,15 g O-Benzotriazol-N,N,N’,N'-tetramethylFonium-hexafluoro-fosfat (HBTU) a 0,03 g
Hydroxybenzotriazol (HOBt). Molarni patnaminokyseliny (AK) a aktivatdrby!:

AK:HBTU :HOBt:DIPEA=1:1:0,5:2.

Realkéni doba byla 30 minut. Byl pouzittyinasobny molarni fiebytek aminokyselin vzhledem
k navazce resinu. &fitko reakce bylo 0,2 mmol. Na N-konci glutathioraukyselina glutamova
pfipojena na fedchozi cystein ips karboxylovou skupinu postrannitetézce. Z tohoto dvodu
byl pouzit specialni monomer Fmoc-Glu-OtBu, ktema#iuje tvorbu peptidové vazby na gama
karboxylové skupiévySe uvedené aminokyseliny.

Biotinylace peptidu byla provedena manuéta N-konci sekvence. Navazka byla 0,19 mg. Biotin
byl rozpusen v dimetylsulfoxidu za saiasného mirného z#kani roztoku pod tekouci vodou az
do Uplného rozpu&hi biotinu. Aktivatory a roztoky byly nadavkovanypwyklym zpisobem.
Roztok biotinu byl do reakcefiddn manual& Rekce probihala za standardnich podminek (biotin:
HBTU : HOBt : DIPEA=1:1:0,5: 2)&su (30 minut).
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Zawrecna Uprava peptidu zahrnoval&pgni sekvence od resinu¢@ni chranicich skupin OtBu
a Trt z gama glutamové kyseliny a cysteinu, préagpipeptidu z roztoku a jeho lyofilizaci.
Predevsim &peni a precipitace byly wipadt GSH velmi riskantni, neliqpeptid obsahuje cystein,
ktery je velmi nachylny k oxidaci. Sekvence je maponerné kratkd. Bi predchozim pokusu
syntézy samotného glutathionu se nepitmipeptid vysrazet, takze Wtek byl prakticky nulovy.
Obecré plati riziko, ze pray velmi kratké peptidy byva obtizné vysrédzet z rkmtoTFA
a lyofilizovat.

Stpeni biotin—glutathionu probihalo v koncentrovarféAT K potlaseni vedlejSich reakcichem
Stépeni byly zvoleny nésledujictidavky: voda (HPLC grade), fenol, triisopropil sila 3,6-dioxa-
1,8-oktandithiol (89:2:5:2:2). Tyto chemikalie mag Ukol eliminovat uvokné reaktivni zbytky
chréanicich skupin, které mohou byt velmi reaktianmodifikovat vedlejSiettzce aminokyselin
atim zmisobovat tvorbu nezadoucich vedlejSich protlukDoba Stpeni byla vzhledem
k ptitomnosti cysteinu 2 hodiny. Poté byl roztok TFAkaetovan petroleterem a vysrazen
dietyléterem. Ve srovnani se syntézou samotnéhdatblonu, vysrazeni botin-glutathionu
z roztoku TFA probhlo porerné dokie, pravdpodobré diky pritomnosti biotinu, ktery zvysil
molekulovou hmotnost celého peptidu.

Identifikace peptidu a vedlejSich prodiilttyla provedena na MALDI-TOF MS. Kvantifikace byla
provedena na HPLC. ®banalyzy byly vzhledem k délce peptidu pong obtizné. Vysledek
MALDI-TOF MS je na obrazku 1.

Obr.1: MALDI TOF-MS surového biotinylovaného peptidjlutathionu. Neozr@né piky
odpovidaji signdlm matrice HCCA. Pik s relativni molekulovou hmatihd€©63,407 g/mol
odpovida S-S dimeru.
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Pri vétSine MS analyz byl signal hlavniho produktu péga v porovnani se signalem matrice
a objevil se také minoritni pik disulfidickéhaistku. Byla proto odebransasta frakce biotin-GSH
a podrobena analyze. Viz obrazek 2.
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Obr.2: MALDI TOF-Misté frakce biotin-glutathionu.
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K rozpou&ni vzorki pro analyzu a purifikaci byl pouzit DMF nebo kyisel mraverii a nasledné
naedsni 0,1% roztokem TFA.

Z HPLC chromatogramu byla zj&ta vyslednacistota surového produktu vice jak 80 %.
Precisténim se doséhldistoty vice jak 98 %. Viz obrazky 3 a 4.

Obr.3: HPLC chromatogram surového peptidu. V retgém case 4-8 minut je pik DMF.
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Obr.4: HPLC chromatograndistého peptidu. V reténim ¢ase 4 minuty je pik DMF, sase 30
a 32 minut je néstota z mobilni faze, ktera nenfippmna v gvodnim peptidu.
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Priprava kvantovych teéek v prostftedi vody a modifikace peptidem

Kvantové teéky byly pripraveny reakci ve vodném priedi. Vyhodou této metody je, Ze se
provadi sosasr¢ s modifikaci povrchu kvantovych dek. Struktura glutathionu umidje
nekovalentni specifickou vazbu peptidu na povrcarkeovych téek pes SH skupinu cysteinu.
Kvantové téky jsou timto zpsobem vybavené fukkimi skupinami COOH a NH2. Takto
upravena kvantovadka je dolse rozpustna ve véda netoxicka.

Syntézy probihaly za nasledujicich podminek: 33@omtoku CdCI2 (0.04 mol/L) byloiedtno
2,5 ml vody. Za stalého michani bylo naskegiidano: 8 mg citratu sodného, 330 mL,NeO;
(0,01 mol/L), 15 mg biotin-GSH a 3,3 mg NaBHReakce probihalatipteplo& 95 °C po dobu
2,5 hodiny. Vysledkem byl Zluty koloidni roztok kwavych téek pokrytych modifikovanym
peptidem. Komplex biotin-GSH-kvantov&ka byl analyzovan na CE (Beckman Coulter, PACE
5500) (i vinové délce 214 nm, LIF (Arex-488 nmiem-530 nm). Vysledny elektroferogram je
na obrazku 5. Roztok modifikovanych QD podziym sé¥tlem (vlevo) a pod UV lampou
(vpravo).
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Obr.5: A) Elektroferogram biotin-GSH-QD. B) LIV d&te biotin-GSH-QD podébnym sstlem
(vlevo) a UV z&enim (vpravo).
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ZAVER

Byla provedena syntéza modifikovaného peptidu iigtiutathion a jeho navazani na povrch
kvantovych téek. Sowdasré byla provedena podrobna analyza samotného peptidamplexu
peptid-kvantové t&ka. Bylo zjiSno, Ze vysledna redki snmés obsahuje jak komplex kvantova
tecka-peptid, tak také samotny peptid a samotné kvéntaky. Do urité miry dochazi také
k agregaci kvantovych &ek, coz nize byt zfisobeno povrchovymi defekty visledku syntézy.
Vzhledem ké&mto skuténostem by f dalSich pokusech bylo vhodné optimalizovat podmyin
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syntézy a modifikace kvantovyche¢ek z divodu eliminace agregace. K zisk#&igté frakce bude
zapotebi zavést metodiku purifikace komplexu peptid-koaa teka.
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