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ABSTRACT

Quantum dots (QDs) are nanopatrticles with the dgioers in the range of 2-10 nm. They are used
as a fluorescent label in a variety of biologicalgstigations. QDs have a broad absorption with
narrow photoluminescence spectra, high resistampbatobleaching and high resistance to photo-
and chemical degradation. Nowadays, they are ysowlde of semiconductor core capped with
any organic derivative making the quantum dot watduble. This organic compound covering the
metal core also serves as a linker for furtherwgetion.

Up to now, many efforts have been made to utilizenqum dots as immunochemical sensor. One
of the possible ways is to conjugate the quantutwith antibody. There are several methods of
immuno-quantum dot preparation. The conjugatioargibodies or proteins to quantum dots using
standard linking chemistry can be related to paaédifficulties of working with nanoparticles. We
have investigated an alternative approach of sslémbled immuno-quantum dot preparation using
a peptide as a linker.
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uvoD

Imunochemické metody vyuZzivaji vazbu mezi protitétla antigenem. Pomoci specifické vazby na
znasenou protilatku Ize timto Zgobem stanovit celotadu analyi. S rozvojem nanotechnologie
se ke zné&eni protilatek z&aly vyuZzivat také kvantové dey. Kvantové téky (quantum dots, QD)
jsou nefastji polovodicové castice o rozrfrech 2-10 nm. Struktura kvantovyckie& se zpravidla
sklada z anorganického jadra (CdTe, CdSe, CdSazZmB8ohé dalsi) a svrchni, s&$gji organické
vrstvy, tvaené merkaptopropionovou kyselinou (MPA), glutatieion(GSH), polyetylenglykolem
(PEG) a podobn(Drbohlavova, a kol., 2012, Duan, a kol., 2008, ai kol., 2005, Molaei, a kol.,
2011). Takto upravené vykazuji vynikajici fluoresid vlastnosti. V porovnani s klasickymi
organickymi barvivy maji kvantovédky delSi Zivotnost, izké emisni spektrum a Sirdbsogini
spektrum (Baumle, a kol., 2004, Duan, a kol., 200&kolik poslednich studii se ale také zabyva
jejich nevyhodami a omezenimi, které jsou spjagdpvsim s konjugaci s proteiny, protilatkami a
dalSimi organickymi molekulami. Ukazalo se, Zedejstabilita a fluorescéni vlastnosti mohou
byt negativié ovlivnény pH, teplotou nebo koncentraci soli v roztokub@mavova, a kol., 2009).
CdTe kvantové tiky pokryté MPA, které jsou hofnpouzivany pro své vyborné spektroskopické
vlastnosti a snadnouipravu, jsou v kyselém prdeti (@i pH nizSim jak 3) velmi nestalé &hem
kratké doby ztraceji svoji luminiscenci. Tento éfekni Gplg vyswtlen, ale ma se za to, Ze vlivem
vysoké koncentrace vodikovych iéntztraci povrch kvantovych dek zaporny naboj, dochazi
k naslednému pronikéani vodikovych Katibritloubsji k anorganickému jadru nadéstice, kde
reaguji s thiolovou skupinou MPA. Nasléddochazi k desorpci molekuly MPA od povrchu
¢astice, ta ztraci svoji rozpustnost, dochazi kmaglaci a kompletni ztr&tfotoluminiscence.
Pravdipodobré velmi podobnym nebo shodnym mechanismeisopi také vysoka koncentrace
jontd, nag. Na (Kulvietis, a kol., 2011). # standardnim pouZiti konjugaich ¢inidel (sulfo-
SMCC, sulfo-MBS, EDC) jsou hodnoty pHildzité z hlediska &innosti a specifity reakce. Tudiz
v dosavadnich protokolech konjugace kvantovyaiekes proteiny je nezbytné pouzit tlumivych
roztoki (PBS atd.), které obsahuji pdmé vysokou koncentraci iofit Druhym faktem je, zZe
klasicka konjugéni ¢inidla spojuji napiklad karboxylové skupiny (EDC) nebo thiolové skupi
proteinu (sulfo-SMCC, sulfo-MBS) a amino-skupinyakwovych téek. Na proteinu (protilatce)
tedy mize dojit k této reakci na kterékoliv dostupné skéipBeéhem reakci rize také dochazet ke

vzniku polymet, které se nasledrmohou vysrazet z roztoku (Clapp, a kol., 2006).

VySe uvedené idody vedly k vyvoji metodik zaloZzenych na viegeméns odliSnych postupech
konjugace. Kvantové &y, jejichz povrch je modifikovany MPA, TGA (thidgblic acid) nebo
DHLA (dihydrolipoic acid) na svém povrchu nesou baylové skupiny. Zaporny naboj
karboxylovych skupin zajiije vzajemnou repulzi (Kulvietis, a kol., 2011).|8yprokazano, ze
1191



MENDELNET 2012
jsou-li kvantové téky v roztoku o pH nizS§im nez je pl proteinu (prétily), potom nize dochéazet

k samovolnému navéazani kvantovychiele na povrch proteinu pomoci elektrostatickych sil.
Zaporré nabité téky se vazou na povrch proteinu, ktery nfaganém pH celkovy kladny naboj
(Na, a kol., 2010). Jinyifstup speiva ve vyuziti afinity polyhistidinovéhtettzce ke kovovému
povrchu — tedy povrchu kvantovychéélk. Na C-nebo N-konec proteinu je navazana sekvence
obvykle minimalr péti histiding, ktera zajiguje rychlou a snadnou konjugaci proteinu na kvaéitov

tecky.

Byly také provedeny zajimavé prace, které se snapbdobit firozenou biologickou syntézu
nand@astic. Tvorba anorganické hmoty &etch Zivych organisin je fizena proteiny. fkladem
mohou byt kosti, zuby, ulity, ostny nebo superpagnetické ¢astice v magnetotaktickych
bakteriich (Tamerler a Sarikaya, 2009). Pomocin#écfako je phage display, byla zgsa cela
fada peptidovych sekvenci, které maji vysokou afirittiznym drulim kowi nebo jejich
slowenindm a jsou schopny regulovast nandastic. Stej tak rekteré proteiny jsou schopny se
specificky vazat na jiné proteiny nebo organickdekualy (avidin-biotin,Staphylococcus aureus,
Protein A — lidsky imunoglobulin (HIgG) a jiné). Wgdou ¥chto proces je, zZe probihaji ve
vodném prosedi, nevyZaduji zvySenou teplotu reakce ani zaa@& dhemikalie. Tyto poznatky
byly nedavno vyuzity k syntéze kvantovyclidk, kdy do proteinu A byl zakomponovan peptid
s vysokou afinitou k ZnS. Jednoduchym smichanidekenodifikovanych proteinem A s HigG
vznikl komplex kvantova t&ka-HIgG. Jak bylo uvedeno, proces népbtje Zadnou dalSi
chemickou ani teplotni aktivaci, avSak vyZaduje ifikalci proteinu a navic, vysledny produkt je

pomerné velky (spojeni proteinu A a HIgG) (Zhou, a kol01D).

V nasi praci jsme vyuzili poznatku, Ze hexamer HWRG jehoZ selektivni vazba je srovnatelna
s proteinem A, se specificky vaze na Fc fragmegiGHlYang, a kol., 2005). Provedli jsme syntézu
CdTe kvantovych teek modifikovanych timto peptidem a po naslednémmgedichém smichani
s lidskym imunoglobulinem (HIgG) se pdida identifikovat komplex kvantova t&a — HIgG
(Obr.1).
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Obr. 1: idealizované schéma vazby lidského imurmgiou na kvantovou &&u modifikovanou
peptidem HWRGWVC.
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MATERIAL A METODIKA

Resiny pro pipravu syntetickych peptid byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (USA),
aminokyseliny pro syntézu na pevné fazi byly zalemypod firmy Merck (USA) a Sigma Aldrich
(USA). Rozpoustdla pro syntézu pepticbyla zakoupena od firmy Biossolve (Holandsko) gn&i
Aldrich (USA). Chemikalie pdebné na fipravu kvantovych teek byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich (USA). Lidsky imunoglobulin byl zakipen od firmy Sigma Aldrich (USA).

K syntéze peptitl na pevné fazi byl pouzit automaticky syntetizapaptidi Prelude (Protein
technologies, USA). Analyz&stoty peptidi byla provedena na HPLC od firmy Shimadzu (USA).
K analyze byly pouzity nasledujici mobilni faze=£0,1% TFA, B = 80% acetonitril, 20% voda a
0,08% TFA. Gradient byl od 2%B do 100% B, 15 mirAralyzy MS byly provedeny naiistroji
Ultraflex Ill instrument (Bruker Daltonik, Germany(),6 ul vzorku bylo smichano s 2,4 roztoku
matrix (nasyceny roztok alfa-kyano-4-hydroxyiikové kyseliny srési voda/acetonitril 1:1, v/v).
Elektroforéza byla provedena négtroji CE (Beckman Coulter, PACE 5500).

Syntéza kvantovych &ek modifikovanych peptidem byla provedena na mikmogm systému
Anton Paar (Rakousko).

Méieni kapilarni elektroforézou bylo provedeno na &yst Beckman P/ACE™ MDQ s
absorbasnim detektorem (214 nm) admennou kapilarou (délka 47 cm, efektivni délkacAQ
vnitini pramér 75 pm. 20 mM boréatovy pufr byl pouZzit jako segaiaelektrolyt. Separace byla
provedena ) 20kV a vzorek byl injektovan 20 if8,4 kPa.

Fluorescenni spektra byla #fena na fistroji Tecan Infinite 200 PRO (TECAN, Switzerland)
K analyze bylo pouzito 50 pl vzorku.

Syntéza peptidu HWRGWVC
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Hexamer HWRGWYV vykazuje vysokou afinitu k proteiAu’Yang, a kol., 2005). K jeho napojeni
na CdTe kvantové &¢ky jsme zvolili vazbu pes SH skupinu cysteinu. Cystein jsme umistili na C-
konec peptidu, ktery se zda byt vhodny, protozdepddstupnych informaci je pro vazbu na HIgG
klicovy histidin na N-konci peptidu, ktery by z tohottivodu n¥l zustat volny. Peptid byl
piipraven pomoci syntézy na pevné fazi, klasickymtygmsym napojovani aminokyselin od C-
konce peptidu po jeho N-konec.

Uvodni krok syntézy byl proveden s Rink amide resin Dalsi tvorba peptidovych vazeb
probihala néasledo¥n Fmoc skupina byla odstram 20% roztokem piperidinu v
dimethylformamidu (DMF) po dobu 2 x 2,5 minuty. Akice fichozi aminokyseliny probihala
pomoci 0,05 M roztoku N,N-diisopropylethylaminu ABHA) v DMF; 0,15 g O-Benzotriazol-
N,N,N’,N’-tetramethyl-uronium-hexafluoro-fosfat (HRJ) a 0,03 g Hydroxybenzotriazol (HOB?).
Molarni pongr aminokyseliny (AK) a aktivatdrbyl:

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

Reakéni doba byla 30 minut. Byl pouZityindsobny molarnifebytek aminokyselin vzhledem k
navazce resinu. Btitko reakce bylo 0,1 mmol.

Zawrecna Uprava peptidu zahrnovalagpeni sekvence od resinu,&@ni chranicich skupin
postrannichietszol aminokyselin, precipitaci peptidu dietyléteremyafilizaci. Sgpeni peptidu
probihalo v koncentrované TFA. K paténi vedlejSich reakci&hem Stpeni byly zvoleny
néasledujici gidavky: voda (HPLC grade), fenol, triisopropilsilan 3,6-dioxa-1,8-oktandithiol
(89:2:5:2:2). Tyto chemikalie maji za Ukol elimirdwvolrené zbytky chranicich skupin, které
mohou byt velmi reaktivni a modifikovat vedlej&tizce aminokyselin a tim apobovat tvorbu
nezéadoucich vedlejSich prodiiktDoba Stpeni byla vzhledem kifiomnosti cysteinu 2 hodiny.
Poté byl peptid vysrazen dietylétererfinpo z roztoku TFA. Identifikace peptidu a vedlefsic
produkt byla provedena na MALDI-TOF MS. Kvantifikace byleovedena na HPLC.

Syntéza kvantovych téek

Pro syntézu kvantovych dek modifikovanych peptidem bylo zavedeno mensfitho syntézy
(0,5 ml roztoku). To nam umaavalo &tSi paet opakovani pokuss nizSimi navazkami peptidu a
tim padem mensimi ekonomickymi nakladyipPava kvantovych tek probihala nasledown

2 ml CdC} (0,04 mol.") bylo naedsno do 21 ml. Za stalého michani bylo postupiidano 50 mg

citratu sodného 2 ml N&eQ; (0,01 mol.lY). Z tohoto roztoku bylo nasledrodebrano 0,5 ml. Do
téchto 0,5 ml byly pidany 2 mg peptidu v DMF aigbytek NaBH (2,0 mg). Roztok v uzaené

sklergné reakni nadobce byl umi& do mikrovinného reaktoru. Parametry syntézy byB0°C,

800W a 20 minut. Po dokoeni byly vzorky ochlazeny na 50 °C a dds¥ny prfi 25000 RCF po
dobu @ti minut. Supernatant byl podroben analyzam.

Priprava kvantovych tetek modifikovanych lidskym imunoglobulinem
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Navézani na HIgG praéhlo jednoduchym fidanim 13 pl HIgG do 100 pl kvantovychéed a

néslednymitpanim po dobu dvou hodin.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vyslednacistota surového peptidu byla 70% (obr. 2). Vedlg&dukt byl identifikovan jako
peptid s neodstr&nou chranici skupinou tBu. K odstsmi této skupiny bylo zaptsbi
prodlouzené doby Stipani v TFA. Tento krok se &@&zal jako kontraproduktivni, protozeip
delSim kontaktu s TFA byla uz atakovana samotn&esele peptidu a dochazelo k vedlejSim
reakcim, pravépodobré na cysteinu (obr. 3). Z¢hto divodi bylo pistoupeno k pokusn

s pivodnim peptidem. Struktura peptidu (hmotnostni spek na obr. 4) byla navrzena
néasledovn: sekvence HWRGWV ma podle dostupnych Gdajkazovat vysokou afinitu k Fc
fragmentu HIgG. Blezity z tohoto hlediska je N-konec sekvence sdirstm. Proto byl cystein
ptidan na C-konec peptidu. Cystein, stgjmko u MPA, TGA nebo DHLA, zajifije vazbu peptidu
na kvantovou ftgku. Jako organicka molekula-modifikator také&uje rist (velikost) kvantovych
tecek.

Obr 2: HPLC chromatogram surového peptithWWRGWVC. V retenim case 4-8 minut je pik
DMF.
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Obr. 3: HPLC chromatogram peptiddWRGWVC po prodlouzenén¥@ni chranicich skupin.
Prred samotnym peptidem jsoudtidecistoty vzniklé prodlouzenou dobou Stipani chrahisikupin

mv %

3Petector A Ch2:260nm

F
7 A.Conc.(Method)
4000

B.Conc. (Method) 90
1 |
35001 80
1 F
30007 F7o
2500] F60
] Lo
2000 =
15004 F40
] Fs0
1000 E
1 F20

500
o .

L e e B o e e e e L e e e e e e e e )

0.0 5.0 100 15.0 20.0 250 30.0 35.0 40.0 min

E
| 10
RN,

Obr. 4: MALDI TOF-MS surového peptidu HWRGWVC.

HWR 85701
MH+ (theoretical)= 942,436

I

Navrzeny peptid je ddb rozpustny Wisté vod (HPLC grade) nebo dimetylformamidu (DMF),
ovSem v roztoku reaktahtkvantovych téek je jeho rozpustnost omezena. Proto byl nejprve
rozpustn ve 100 pl DMF a potéfjglan do reaéni snesi. | tak ale doSlo k jehdast&nému
zpstnému vysrazeni, cozgmé omezilo konéné roznéry a luminiscetini vlastnosti téek. Ri
excitaci 480 nm bylo emisni maximum 525 nm (obr.Ngsledné pokusy posunout vinovou délku
emise k vyS§8§im hodnotam pomoci vysSich navazekideepprodlouzeni doby nebo zvySenim
teploty reakce byly jen malo (8mé. Omezena rozpustnost peptidu v &mélsnesi zZejme
neumoduje WtSi nist kvantovych té&ek, picemz ¢ast z nich se spolu s peptidem vysrazela
z roztoku. Tyto pebytky byly odstraény centrifugaci (25000 rcf, 5 minut). Omezena rctpast
peptidu niize byt zapi¢inéna vysokou koncentraci iantv roztoku nebo izoelektrickym bodem
peptidu (8,26), ktery je velmi blizky pH reak sn¥si (8-9).
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Obr. 5: Emise kvantovychdek modifikovanych peptidem HWRGWVC v zavislostimaé délce
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Nasim cilem bylo vytvit metodiku pro syntézu imuno-kvantovychiek, ktera by spfivala

v maximalni jednoduchosti a maximalni spegifieakce. V prvnim kroku jsme provedli syntézu
kvantovych téek, jejichz povrch byl modifikovany peptidem HWRGWY Peptid se na povrch
kvantovych téek vaze thiolovou skupinou cysteinu. Samotna synk&antovych t&ek probihala
pomoci mikrovinného zéni. Tato aktivace je oproti klasickémuiebu v bace rychlejsi a
zaji¥uje rovnondrny ohtev vzorku. Tim je omezena tvorba povrchovych défékhem reakce.
Vysledkem jsou kvantové dky nesouci na svém povrchu peptid, ktery je schogeat se na Fc
fragment lidského imunoglobulinu. Vyhodou je, Zd Faagment, ktery je zodpegny za vazbu na
antigen, by nil zastat volny, tedy aktivni. iPkonjugaci byl jako negativni kontrola pouzit sik&p
1gG (obr.6).
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Obr. 6: Elektroforeogram surového produktu QD-HWR-IgG
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ZAVER

Poddilo se gipravit protilatkou modifikované kvantovédey. Priprava spéivala v jednoduchém
smichani lidského imunoglobulinu s kvantovymékizmi. Princip reakce je zaloZzen na vyuZziti
peptidu HWRGWVC, ktery ma afinitu k Fc fragmentug®l. V prvnim kroku byly fipraveny
kvantové téky modifikované timto peptidem. Peptid byl na jhjipovrch napojenies thiolovou
skupinu cysteinu umi&tého na C-konci peptidu. V druhém kroku bylo smachd3 pl HIgG a
100 pl kvantovych tek. Vyhodou této metodiky je snadna finalfippava imuno-kvantovych
tecek, specificka vazbatek na Fc fragment HIgG a relattvmala velikost vysledného komplexu.
Nevyhodou, ktera by &ea byt prednttem dalSiho vyzkumu, je omezena rozpustnost peptigua
pravdEpodobrg limituje velikost a vlastnosti kvantovycheek.
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