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ABSTRAKT

Diplomovéa prace snazvem ,Vyuziti fluorescen¢nich metod pro studium proteinovych
interakci je zaméfena na Vyuziti fluorescen¢nich metod pro studium proteinovych interakci
pomoci elektromigracnich metod a Forsterova resonanc¢niho pienosu energie (FRET). Cilem
této prace bylo vytvoteni biokonjugatu proteinu metallothioneinu (MT) s kvantovymi teckami
(QDs) a komerénimi barvivy. Mezi témito konjugaty byl nasledné studovan FRET. QDs byly
syntetizovany za pusobeni UV zafeni a konjugace s MT byla provedena pies karbodiimidovy
zerolengthcrooss-linker (EDC/sulfo-NHS), ktery slouzi k aktivaci karboxylovych skupin
a umoznuje biokonjugaci ligandu kovalentni vazbou. Diky vysokému podilu cysteini v MT,
ma tento protein velmi vysokou afinitu ke koviim. Podili se také na vychytavani volnych
radikald a jsou i studie, které dokazuji, ze dochazi ke zvysené expresi MT v oblasti rakovinnych
bunék-nadorii. Pozornost byla vénovana i studiu dimerizace MT, kterd vede k pochopeni
oxidativni dimerizace MT a tim mutzZe pfispét k pochopeni vzniku volnych radikala v téle
a k prohloubeni znalosti o neurodegenerativnich poruchach jako je Parkinsnova nebo,
Alzheimerova choroba ¢i amyotroficka lateralni skleréza. Vznik dimeru MT, byl potvrzen
pfenosem energie mezi donorem (QDs) aakceptorem (komeréni barvivo-cyanin) skrze
fyzikalni jev FRET i pomoci MALDI-TOF-MS.

ABSTRACT

The diploma thesis "Use of fluorescence methods for the study of protein interactions” is
focused on the use of fluorescence methods for the study of protein interactions using
electromigration methods and Forster resonance energy transfer (FRET). The aim of this work
was to create a bioconjugate of metallothionein (MT) protein with quantum dots (QDs) and
commercial dyes. FRET was subsequently studied between these conjugates. QDs were
synthesized under UV light and conjugation with MT was performed via a carbodiimide
zerolengthcrooss-linker (EDC / sulfo-NHS), which serves to activate carboxyl groups and
allows bioconjugation of the ligand by covalent bonding. Due to the high proportion of
cysteines in MT, this protein has a very high affinity for metals. It is also involved in scavenging
free radicals and there are studies that show that MT is overexpressed in cancer cells. Attention
was also paid to the study of MT dimerization, which leads to an understanding of oxidative
dimerization of MT and thus can contribute to understanding the formation of free radicals in
the body and to deepen the knowledge about neurodegenerative disorders such as Parkinson's
or Alzheimer's disease or amyotrophic lateral sclerosis. The formation of the MT dimer was
confirmed by energy transfer between the donor (QDs) and the acceptor (commercial dye-
cyanine) through the physical phenomenon of FRET and MALDI-TOF-MS.
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1.

Vypracovani literarni reSerSe na vyuziti fluorescen¢nich metod pro studium
proteinovych interakeci.

Na zakladé resSerse zvolit fluorescen¢ni latky s vhodnymi optickymi vlastnostmi pro
Forstertiv resonancni pienos energie (FRET).

Konjugace metallothioneinu s kvantovymi te¢kami a komer¢nimi fluorofory pro FRET
a charakterizace téchto vzniklych konjugat.

Studium proteinovych interakci pomoci FRET prostiednictvim fluorescencni
spektrofotometrie a kapilarni elektroforézy s fluorescencni detekci.

Zhodnoceni dosazenych vysledkl z hlediska moznosti vyuziti FRET pfi studiu interakci
proteint.
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UvVOD

Fluorescenéni metody jsou stale vice vyuzivany v mnoha disciplinach. Nachazi uplatnéni pro
studium struktury a vlastnosti polymernich materiali, v analytické chemii se Siroce Vyuzivaji
predevSim V environmentéalni analyze a bioanalyze. Fluorescencni metody lze pouzit pro
stanoveni autofluorescencnich sloucenin, ale i téch nefluorescenénich za pouziti vhodnych
fluorescencnich znacek. Fluorescencni emise zahrnuje méfeni svétla na tmavém pozadi a neni
zaloZena na rozdilovych métenich jako vétSina absorpénich technik (napft. IR spektroskopie,
NMR spektroskopie, UV-VIS spektrofotometrie), a tak detekce mize byt dosazeno na velmi
nizké arovni. V posledni dob¢ byla dokonce publikovana fluorescenni méfeni jednotlivych
molekul. V chemické analyze se fluorescenéni spektroskopie téméf vyhradné pouziva pro
kvantifikaci nizkych koncentraci (<10° M) analyti v homogennich roztocich. Jsou-li pfitomny
vyssi koncentrace fluoroforii, miize byt kvantitativni aplikace této techniky ohrozena
v disledku intermolekularnich interakci nebo optickych efektt (napt. efekt vnitiniho filtru).
Intenzita a spektralni vlastnosti fluorescence jsou velmi citlivé na interakci excitovanych
molekul s jinymi excitovanymi molekulami, molekulami v zakladnim stavu a s molekulami
rozpoustédla. VSechny tyto interakce omezuji kvantitativni aplikaci techniky, ale na druhou
stranu poskytuji moznosti ke studiu dalSich aspektt zajmového systému [1]. Pfikladem je
fluorescenéni rezonancni ptenos energie (FRET), ktery slouzi k pfenosu energie bez zafeni,
pficemz energie vychazi z excitovaného donoru na akceptor, ktery je vysledkem dipol-dip6l
interakci mezi molekulami donoru a akceptoru. Pouze v piipadé tésné blizkosti téchto molekul
je umoznén efektivni pfenos energie mezi donorovymi a akceptorovymi skupinami. Kvantové
tecky (QDs) a organické fluorofory, jako jsou cyaninova barviva, jsou §iroce vyuzivany jako
FRET sondy pro mnohé chemické a biologické aplikace, jako je studium strukturnich zmén
proteind nebo pro snimani a zobrazovani molekularnich interakci. Navic bylo prokazano, ze
FRET ma silny potencial v biosensingu, vyvoji vicebarevnych fluorescen¢nich sond, strukturni
analyze makromolekul, studiu interakci mezi molekulami a pti detekci gend. V této praci byl
pro zkoumani proteinovych interakci pouzit systém FRET a jako modelovy protein byl zvolen
metallothionein. Proces byl monitorovan kapilarni elektroforézou (CE) spojenou s laserem
indukovanou fluorescen¢ni detekci. Metalothioneiny (MTs) jsou nizkomolekularni proteiny
slozené z 61 aminokyselin, znichz 30 % tvofi cysteiny. Cysteiny hraji klicovou roli
v homeostaze kovil, nebot’ diky pfitomnosti sulthydrydovych skupin vykazuje vysokou afinitu
ke koviim. Diky disulfidovym vazbam mohou MT vytvértet dimery (a/nebo vyssi oligomery),
které mohou byt tvofeny bud’ v oxida¢nich (napf. ptitomnost NO nebo peroxidu vodiku) nebo
neoxidaénich podminkéach (piidani prebytek Cd?*). Studium jejich strukturdlniho uspofadani
muze pomoci pochopit vyvoj oxida¢niho stresu a mechanismu transportu toxickych kovt.
Kromé toho tvorba oligomerl (stejné€ jako jejich struktury) mohou hrét dileZitou roli v fadé
neurologickych poruch jako je Alzheimerova choroba a amyotroficka laterdlni skleroza.



1 FLUORESCENCE

1.1 Princip

Fluorescence je jednim z projevii interakci elektromagnetického zaieni s hmotou, kdy spolecné
s fosforescenci ptispiva k pochopeni molekuldrni struktury a chemickych interakci. Faktorem
ovliviiyjicim fluorescenci je chemicka struktura. Dr. D. M. Hercules predstavil vztah mezi
strukturou a luminiscenci, ve kterém prokazal, Ze fluorescence a fosforescence jsou
konkurenéni procesy. Tézké atomy v molekule maji tendenci snizovat vytézek fluorescence
azvysSovat vytézek fosforescence. Prostfedi molekuly (teplota, viskozita a polarita
rozpoustédla) hraje dilezitou roli pfi urCovani povahy luminiscence a kvantového vytézku.
Bylo dokazano, ze ke zvySeni energie fluorescence pii nizkych teplotach ve srovnani s energii
pfi pokojové teploté¢ dochazi diky emisim ze ,stavu Franck-Condon“. Pokud je teplota
dostate¢n¢ snizena, doba potiebna k preorientovani molekul rozpoustédla mize byt delsi nez
Zivotnost excitovaného stavu a budou pozorovany urcité emise ze stavu Franck-Condon (FC)
[2]. FC princip se vztahuje k interakci mezi elektronickymi a vibra¢nimi pohyby. FC uvadi, ze
elektronické pfechody jsou o tolik rychlejsi nez pohyby jaderné, Ze miZzeme povazovat jadra
za pevna béhem prechodu. K elektronickému ptechodu také pravdépodobné dojde, kdyz jsou
jadra v krajnich polohach na potencialové energetické kiivce. RozloZeni naboje v molekule,
kterd nasleduje po elektronovém piechodu, méa za nésledek zménu Coulombickych sil na
jadrech a zplsobuje zmény ve vibracnim stavu molekuly. Spole¢ny vyskyt elektronickych
a vibraénich pfechodli, nazyvanych vibra¢ni ptfechody, vede k vibracni struktuie
elektronickych pasem. FC princip pomaha analyzovat tyto vibraéni piechody a vysvétluje
rozlozeni intenzity ve vibra¢nich pasmech (Obrazek 1) [3]. Dalsim dulezitym faktorem, ktery
zdtraznil Dr. D. M. Herkules, kazda organicka molekula ma pouze jeden zakladni stav, ale ma
fadu excitovanych stavll. Ve vétsing€ ptipadi muze byt prvni excitovany stav oznacen jako stav
T, 7 nebo m, tt*. Faktory prostfedi, jako je polarita rozpoustédla, mohou urcit povahu
nejniz§iho excitovaného stavu singletu, a tedy luminiscenéni charakteristiky [2].
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Obrazek 1: (a) RozloZeni intenzity ve vibraénich stavech podle Franck—Condonova principu, (b)
Kvantové mechanické vysvétleni Franck—Condonova principu.

Pii fluorescenci dochazi k emisi fotonil z excitované molekuly beze zmény multiplicity.
Multiplicita vyjadiuje stav, ve kterém se elektron nachazi, miize byt bud’ singletova (parové
elektrony) nebo tripletova (neparové elektrony). K fluorescencni emisi dochdzi nejcastéji
z excitovaného elektronového stavu Si1. Molekula v zakladnim stavu So absorbuje svétlo, ¢imz
dochazi k ptenosu elektronu do excitovaného stavu S1, ktery ma stejnou multiplicitu spinu jako
zakladni stav. Fluorescenéni spektrum ma kvuli ztraté energie v excitovaném stavu nizsi energii
nez absorpéni spektrum. Nachazi se tedy na vyssich vinovych délkach a dochazi ke vzniku
mezery mezi maximem prvniho absorpéniho pasma a maximem emisniho pasma, coz vyjadiuje

Stokestiv posun. Obecné jsou rozdily mezi vibra¢nimi hladinami natolik podobné, ze se
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uplatiiuje pravidlo ,,zrcadlového obrazu®. Excitované molekuly zGstavaji po urcitou dobu ve
stavu S: a poté dochazi k emitovani fotonu nebo podstoupeni jinych deexcitacnich procest
(vnitini konverze akftizeni mezi systémy). Kromé fluorescence muize dochazet také
k fosforescenci, pii které dochazi ke zméné multiplicity spinu, obvykle z tripletu na singlet
nebo naopak [4, 5]. Energetické piechody jsou znazornény v Jablonského diagramu.
Jablonského diagram vyjadiuje uspotradani energetickych hladin do sloupct, kdy kazdy sloupec
ptredstavuje specifickou spinovou multiplicitu. Jak 1ze vidét na obrazku 2, tu¢né vodorovné ¢ary
znazornuji elektronovy stav (S1,Sz,...) pficemz jednoduché Cary vyjadiuji vibracni energie,
které jsou spojeny s elektronovym stavem.

Dle Jablonského diagramu existuje n€kolik riznych cest, jak muze elektron pfijmout
a poté rozptylit energii z fotonu urcité¢ vinové délky. U vétSiny diagrami je prvnim krokem
absorbance fotonu vychazejiciho ze =zakladniho -elektronického stavu 0 urCité energii
a poslednim krokem je piechod zpét do zakladniho elektronického stavu. Absorbance je stav,
pii kterém je elektron excitovan z niz$i energetické tirovné na vyssi energetickou hladinu [6],

[7]1
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Obrazek 2: Schéma Jablonského diagramu. Prechod oznaceny Cislem 1 znazoriiuje vibracni
relaxace, pfi¢emz molekula piechazi na zakladni hladinu p¥islusného excitovaného stavu. Cislo 2
je vnitini konverzi, jedna se o pfechod z druhého excitovaného stavu (S2) do prvniho (S;). Prechod
mezi systémy predstavuje ¢islo 3. Dochazi k pfechodu ze singletového (energeticky vyssiho) do
tripletového (energeticky nizsiho) stavu. Prechody bez ucasti fotonu, tj. neradiac¢ni piechody
vyobrazuje Cislo 4.
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1.2 HOMO/LUMO interakce

Pii pfechodech z excitovaného stavu ¢i zméné multiplicity spinu dochazi ke ztratam energie.
Aby doslo k minimalizaci téchto ztrat, vyuziva se piekryv nejvy$siho obsazeného
molekulového orbitalu zvaného HOMO, a nejnizsiho neobsazeného molekulového orbitalu,
LUMO. Bézna strategie minimalizace energie zahrnuje zavedeni donorovych a akceptorovych
skupin, které mohou odd¢lit nejvyssi obsazené a nejnizs§i neobsazené molekularni orbitaly
(HOMO, respektive LUMO) a snizit interakci vymény mezi jednotlivé obsazenymi
molekulovymi orbitaly (SOMO) v excitovanych stavech. Mechanismus interakce HOMO
aLUMO vysvétluje obrazek 3. Takova strategie vSak zvySuje strukturdlni relaxaci
V excitovanych stavech a zvySuje Stokestv posun, coz vede k rozsifeni maxim luminiscence.
Toho 1ze dosahnout kombinaci donorovych a akceptorovych skupin se slabymi interakcemi,
které maji komplikovanou geometrii a nekonjugovana spojeni [8, 9].

Vymeénnd interakce je zavislad na Symetrii prostorové vinové funkce LUMO a HOMO
elektronti. Ve stavu singletu je prostorova dvouelektronova vinova funkce symetricka (protoze
spinova vinova funkce je antisymetrickd) a ve stavu tripletd je antisymetricka. Velikost
vyménné interakce je funkci orbitalniho prekryti. Typicky se ve fluorescenc¢nich molekulach
oba orbitaly $ifi po celé molekule, takze existuje velké orbitalni piekryti [10]. Rozdil energie
mezi HOMO a LUMO je dan hnaci silou procesu zhaseni fluorescence. Pii fotoexcitaci
molekulového senzoru elektron piechazi na vyssi energetickou drahu. Pti absenci zhasece je
reverzni piechod doprovazen fotoluminiscenci. Pii kontaktu elektronu s zhaseci se excitovany
elektron molekulového senzoru vraci do zakladniho stavu, ktery se neucastni pfechodu mezi
jednotlivymi energetickymi stavy, coZ je pozorovano jako zhaseni fluorescence [11].

Navrat do
zékladniho ' ", -
LUMO stavu . Fotoluminiscence
. Absorpce fotonu _
[ —— —
N % Pritomnost
zhagece : Zhageci
HOMO \ s .. fluorescence
Zakladni stav Excitovany stav ' Hnaci - .
sila
' ——
Zhagee

Obrazek 3: Mechanismus zhaseni fluorescence S kontaktem chemického senzoru za vyuziti
LUMO a HOMO fluorescence [11]
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2 ELEKTRONOVE TRANSFERY - PRINCIP PET, BRET, FRET

Fluorescencni metody maji Siroké vyuziti v biochemickém a biofyzikdlnim odvétvi, ale
i v klinické chemii nebo pii genetickych analyzach. Pfedev§im umoznuji sledovani strukturnich
a konformacnich zmén, kdy vyuzivaji pienosu elektronové excitatni energie mezi donorem
a fluoreskujicim akceptorem. Na tomto principu mizeme studovat struktury proteint,
polynukleotidi, DNA, protein-protein interakce, DNA-protein interakce a flize membran.
Posledni dobou fluorescen¢ni metody nahrazuji radionuklidové zafice v 1€katstvi, a to zejména
Vv oblasti neurovéd [13]. Jak jiz bylo zminéno, vhodna kombinace donort a akceptori, piispiva
k mechanismu HOMO/LUMO, ktery vyuziva pravé zmifiovany pienos energie. Pfi
elektronovych transferech dochazi k pienosu elektronti mezi ionty a molekulami v roztoku.
Teorie elektronovych transferii byla nejdiive formulovéana tak, aby feSila reakce pienosu
elektroni ve vnéjsi sféfe (outer sphere), pfi nichz dochazi k ptenosu elektroni z donoru
a akceptoru, kdy tyto molekuly ziistavaji nedotené a pouze méni sviij naboj. Nedochazi tak
k velkym strukturalnim zménam. K pienosu elektrontt vnéjsi sférou dochazi u molekul, které
netvoii kovalentni vazby, ligandové mustky a nepodléhaji substituci. Vné&jsi sféra vyZzaduje
mensi mnozstvi energie, nebot’ nedochazi k tvorbé ¢i preformovani vazeb, ale pouze ke vzniku
elektrostatickych interakci, van der Waalsovych sil nebo vodikovych vazeb. Teorie pozdéji
zahrnovala i ptenosy elektront vnitini sférou (inner sphere), ve kterych se bere v tivahu zména
vzdalenosti nebo geometrie elektronovych obalii donorii a akceptorti. Pfenos elektronli je
umoznén prostfednictvim komplexu ligandt, zejména tvorbou ligandovych mustkt, které
lamou a tvoii nové vazby [14].

K elektronovym transferim dochazi pfi redoxnich reakcich, u nichz se jedna o neutralni
molekuly, a tak mohou byt elektrostatické sily ignorovany. Navic lze povazovat bud’ donor (D)
nebo akceptor (A) za fotoexcitovany (fotonem indukovany elektronovy pienos, PET). Kromé
zmény energii v poCatecnim stavu plati principy stejné jako pro pfenos elektront v zékladnim
1 excitovaném stavu. Aby mohla reakce probéhnout, musi D a A spolecné difundovat. Tvofii
komplex, obvykle kineticky, nestabilni, solvatovany, ktery se elektronovym pienosem
transformu je, a nakonec se oddéli difuzi [14]. Interakce donort a akceptorti ve fotonovém poli
dala vzniknout ne jednomu, ale n¢kolika dileZitym jevim ve fotochemii- absorpci pienosu
naboje, exciplexiim (dimerni nebo heterodimerni kratkodobé komplexy, které mohou byt
generovany v excitovaném stavu, ale disociuji v zakladnim stavu) a fotoindukovaému pienosu
elektronti. Krom¢ jevu PET mezi elektronové transfery patii bioluminiscen¢ni rezonanéni
ptenos energie (BRET) i Forsterv pfenos rezonanéni energie (FRET) [15].

14



2.1 Fluorescencni fotoindukovany pienos (PET)

Za fluorescencni fotoindukovany pienos elektronii (PET) se povazuji molekularni systémy, kde
vazba iontl vede k naruSeni konkurence mezi deexcitatnimi cestami fluorescence
a elektronovym pienosem. PET pii dostatecné velkych interakcich s fluorescenci soupeti
0 deaktivaci excitované fluoroforové skupiny. Aby mohlo dojit k deaktivaci, musi nejdiive
dojit knavazani na vazebné misto (receptor), kde dochazi k interakci fotond [15].
Predpokladem pro ptenos je dostatecny zdroj energie, diky kterému dojde k excitaci fluoroforu
a prechodu elektronu na nejnizs$i obsazeny molekularni orbital (LUMO). Princip PET je
znazornén na obrazku 4. Tento jev umoznuje pienos elektronll z nevazaného receptoru do
excitovaného fluoroforu nebo naopak, tak aby pfenos elektrond byl termodynamicky
i Kineticky pfiznivy. Vazba cilovych molekul (tj. proton, kation, anion, organicky substrat) na
receptor méni termodynamiku tak, ze PET jiz neni proveditelny. Urovei energie analytu,
vazan¢ho v nejvySe obsazeném orbitalu, klesd a vznikd mechanismus pro pfepinani mezi
stavem ON/OFF [16].
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Obrazek 4: Fotoindukovany elektronovy pfenos. Jsou zndzornény dvé termodynamické situace.
Po excitaci svétlem: (A) PET z donoru elektronti do excitovaného stavu fluorescence ve stavu

—_

OFF; (B) stridava oxidace donoru elektronti na radikalni kation zptisobuje pokles energetické
hladiny vedouci k emisi svétla (fluorescence ve stavu ON) [16].

2.2 Bioluminiscen¢ni rezonanéni pienos energie (BRET)

BRET zahrnuje pfenos rezonan¢ni energie mezi bioluminiscenénim darcem a fluorescencnim
akceptorem. Jedna se o jev Siroce vyuzivany pro studium interakci protein-protein [17].
Proteiny jsou nejprve geneticky modifikovany za vzniku faznich proteini bud’ s luciferdzovou
znackou nebo fluorescenéni znackou, naptiklad GFP (zeleny fluorescenéni protein) [18]. Stejné
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jako u metody FRET musi byt splnény podminky, tj. dostatecna vzdalenost a pekryv emisniho
a excita¢niho spektra, coz znazornuje obrazek 5 [19]. BRET se ptirozené vyskytuje u nékterych
moiskych druhti (naptiklad u Renilla reniformis), kdy vysledkem je neradia¢ni pfenos energie
mezi luminiscenénim darcem (Renilla luciferase- Rluc) a fluorescenénim akceptorovym
proteinem GFP [20]. V ptipadé¢ BRET je darcem luciferaza, ktera ptimo emituje fotony, takze
externi excitace neni nutnd. Tato luminiscence katalyzovana luciferdzou vyuziva substrat
a miize excitovat akceptorovy fluorofor pfenosem rezonan¢ni energie, pokud jsou luciferaza
a fluorofor v tésné blizkosti a pokud luminiscenéni emisni spektrum luciferazy vhodné
prekryva absorpcni spektrum akceptorového fluoroforu. BRET nezahrnuje optické buzeni,
veskeré svétlo musi byt emitované fluoroforem. Z tohoto diivodu je BRET teoreticky lepsi nez
FRET pro kvantifikaci pfenosu energie. Jednou z nejdulezitéjSich vyhod BRET oproti FRET
je, fakt, ze relativni Grovné exprese donorovych a akceptorovych partnerti 1ze kvantifikovat
nezavisle (darce pomoci luminiscence a akceptor pomoci fluorescence) [21].

U BRET, na rozdil od FRET, mlze nastat absence signalu mezi dvéma receptory, coz
nutné neznamena, ze tyto receptory spolu neinteraguji [14]. Potencialni vyhodou BRET je
moznost absence pouziti excitaéniho zdroje svétla. BRET je proto vyhodngjsi pro bunky, které
jsou bud’ fotoresponzivni (napt. sitnice nebo jakakoli fotoreceptivni tkan) nebo mohou byt
poskoditelné vinovou délkou svétla pouzitého k excitaci [17, 21]. BRET se vyuziva zejména
pro tkané, které maji silnou autofluorescenci kvuli vSudypfitomnym fluorescencnim
molekulam, jako je NADH, kolagen a flaviny. V rostlinnych buiikdch je BRET obzvlasté
slibny, protoze vysoce fluorescencni fotosyntetické pigmenty a sloueniny bunééné stény
pievladajici v rostlinach mohou interferovat s testy zalozenymi na FRET [21]. BRET vyuziva
jako akceptory fluorescen¢ni proteiny, organicka barviva nebo nanocastice (kvantové tecky-
QDs). Vyhodou QDs je nastavitelnd emise v zavislosti na velikosti, vynikajici jas a vysoka
fotostabilita. Kombinace QDs s bioluminiscenénimi proteiny poskytla pfilezitosti pro
zobrazovani in vivo [22].
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Obrazek 5: Znazornéni mechanismu rezonanéniho pfenosu energie mezi proteiny v interakci
a bez interakce [20]
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2.3 Forsteriv rezonanéni pienos energie (FRET)

Jedna se o fluorescen¢ni technologii, ktera se diky své vysoké citlivosti a selektivité, Siroce
vyuziva v lékarské diagnostice, pii monitorovani zivotniho prostfedi i v oblasti bezpecnosti
potravin. Diky vysoké citlivosti, specificité a rychlé odezvé jsou fluorescenéni technologie
vyuzivany jako biosenzory. Biosenzory zalozené na FRET maji jedinecné vyhody, jako je
jednoduchost a homogenni analyza, ¢imz umoziuji kvantitativni méfeni in vitro a také in vivo
Vv bunkach. Jsou ale také vhodné pro diagnostiku onemocnéni, ovéfovani Cistoty 1€kt a hraji
prominentni roli v nanomaterialech a dalSich biologickych aplikacich. Fluorescen¢ni signal
snadno interferuje s mnoha faktory, zejména s okolnim prostfedim (pH a teplota). Nicméné
pomérné Siroké fluorescencni spektrum ztézuje presné stanoveni poméru dvou fluorescencnich
maxim, coz muze Caste¢né vyiesit FRET, protoZe jedina excitace ve FRET mize vést k delsi
emisi [23].

2.3.1 Princip FRET

Principem Forsterova pfenosu rezonanéni energie je pfenos energie mezi ¢asticemi molekul
citlivych na svétlo. Donorem je fluorofor, ktery je zpocatku ve svém elektronicky excitovaném
stavu a az po absorbci energie dochazi k prenosu energie do akceptorového chromoforu.
Utinnost FRET zavisi na nékolika faktorech, tj. spektralni pfekryv emisniho spektra donoru
a absorpéniho spektra akceptoru, vzdalenost mezi donorem a akceptorem (<10 nm) ana
orientaci dipoélového momentu emise donoru a absorpéniho dipdlového momentu akceptoru.
V tradi¢nim FRET dochazi k pfenosu energie mezi jednim donorem a jednim akceptorem [23].
Ptenos energie mezi emisi donoru a absorpci akceptoru je znazornén v Jablonského diagramu
na obrazku 6 [24]. U paru donor-akceptor je uc¢innost FRET nepfimo timérna Sesté mocniné
jejich vzdalenosti. Z toho vyplyva, Ze fluorescencni metoda FRET je extrémné citlivd na
vzdalenost mezi donorem a akceptorem. Ve studiich se ukézalo, ze FRET je efektivni cestou
pro pienos energie Vv jednotlivych molekulach, kvantovych teckach, proteinech a jejich
derivatech, enzymech a systémech v fadech nano-rozméri nebo nanomaterialech. Tyto studie
rovnéz ukazaly, ze jakmile jsou molekuly dostate¢né blizko tak, aby dochéazelo k vazbé, muize
byt excitacni energie prenasena mezi molekulami v roztoku, v polymerech s chromoforickymi
skupinami, v krystalickych materialech a v rozhranich mezi vrstvami. Nedavno byl navrzen
model pro FRET na bazi nanomaterialti, které by zahrnovaly pary donoru (D) a vice akceptora
(A), nebo obracené. Jinymi slovy, dochazelo by k pfenosu energie z vice donori na jeden
akceptor [23, 25].
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Obrazek 6: Schéma prenosu rezonanc¢ni energie v Jablonského diagramu. Absorpcni a emisni
ptechody jsou zaznamenany plnymi svislymi Sipkami (zelenymi a Cervenymi), zatimco vibracni
relaxace je oznaéena zlutymi vinovkami. Nezativé piechody jsou nakresleny pireruSovanymi
Carami. V pfitomnosti vhodného akceptoru dochazi k pfenosu energie z excitovaného donoru
fluoroforu na akceptor bez emitovani fotonu [24].

2.3.2 Donory a akceptory vhodné pro FRET

Jako u vétSiny jevi i FRET upfednostituje donory a akceptory, které umoznuji zvySeni

fluorescence, Siroké absorpéni spektrum ¢i vysoky extinkéni koeficient. Nejzadanéjsi jsou
fluorescen¢ni molekuly s nejvétsim Stokesovym posunem, protoze zietelné odd€luji excitacni
a emisni vinové délky.

2.3.2.1 Organické fluorofory

Mezi vhodné donory z ultrafialové oblasti (UV) se fadi barviva, jako jsou kumariny, pyreny
a naftaleny. Z infracervené oblasti spektra (NIR) to jsou cyaniny (Cy3; Cy3,5; Cy5,5)
arhodamin. Akceptory FRET mohou byt organické latky, jako je kyselina 4- (4'-
dimethylaminofenylazo) benzoova (Dabcyl) a 4- dimethylaminoazobenzen-4'-sulfonyl
(Dabsyl), barviva ATTO, zhasece ,,Cerné diry” (BHQ-3, BHQ-5) a kovové materialy, naptiklad
nanocastice zlata v disledku Sirokého absorpéniho spektra [23, 26]. V posledni dobé, s pfijetim
intraopera¢niho a endoskopického fluorescenéniho zobrazovani, se indocyaninova zelen (ICG)
pouziva v onkologickych postupech pro lokalizaci lymfatickych uzlin pro biopsii a vedeni
resekce rakovinné tkané. Cyaninova barviva se obecné snadno syntetizuji, ladi vinovou délku
a jsou biokompatibilni. Proto se vétSina komercnich fluorescencnich sond pro zobrazovani in
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vivo sklada z NIR cyaninovych barviv. Typicka cyaninova barviva se skladaji ze dvou
aromatickych heterocyklt obsahujicich dusik jako nabité chromofory, které ptisobi jako donory
I akceptory elektrond. Dva aromatické kruhy jsou spojeny lichym poctem methinovych skupin,
ve kterych jsou m -elektrony rozmistény po atomech, které produkuji delokalizovany kation v
methinovém fetézci. V zavislosti na délce methinového fetézce absorbuji cyaninova barviva ve
viditelném infraCervené oblasti elektromagnetického spektra. VétSina téchto cyaninovych
barviv vykazuje uzké absorpéni pasy a vysoké extinkéni koeficienty (soucet koeficientu
absorpce arozptylu daného prostiedi), ale nizké kvantové vytézky. Ke zlepSeni jasu
cyaninovych barviv se do cyklohexenylovych skupin zavedou methinového fetézce
s funkénimi modifikatory, jako jsou karboxylové a sulfonatové skupiny. Kromé zlepSené
rozpustnosti ve vodé, fotostability a kvantového vytézku tyto zmény zvysSuji vSestrannost
a umoznuji konjugaci barviv na cilové skupiny, jako jsou peptidy a protilatky [27].

Cyaniny jsou Siroce pouzivany pro vyvoj NIR sond, v€etn¢ modifikace nanomateriald,
nebo vykazovani multifunkéniho chovani, diky ¢emuz je cyanin dulezitym fluoroforem pro
In vivo zobrazovani. Nejbéznéjsi struktury pro cyaninové latky obsahuji heptamethinovy skelet.
Molekularni struktura poskytuje cyaninovému ¢inidlu mnoho vyhod:

1) Dlouha excita¢ni (650 nm ~ 750 nm) a emisni (700 nm ~ 800 nm) vlnova délka, diky
¢emuz jsou cyaninové fluorofory vhodné pro proniknuti do tkané béhem experimenti in vivo.
Kromé toho muze modifikace cyaninu vést k posunu emise do oblasti NIR-Il. Optické
vlastnosti cyaninovych barviv jako takové ¢ini z fluoroforu vynikajici volbu pii navrhovani
sond.

2) Cyaninova struktura obsahuje 6 mist, kterd jsou snadno modifikovana pro vyvoj
prepinatelnych fluorescencnich systému, zacileni analytu, umoziujicich variaci fyzikalnich
vlastnosti a usnadnéni dodavani Ié¢iva. Navic se mohou cyaniny nachazet v symetrickych ¢&i
asymetrickych strukturach.

3) Cyaniny vykazuji vynikajici vlastnosti, v€etné vytvateni tepla a singletového kysliku
za vhodnych podminek, lze je tedy pouzit pro fotodynamickou terapii (PDT) a fototermalni
terapii (PTT). S témito mnoha strukturdlnimi vyhodami se cyanin pouZiva k pfipravé
molekularnich ¢inidel nebo kompozitnich materiald pro diagnostiku i 1é¢bu in vivo, coz
usnadiiuje jeho pouziti pro biologicky a lékaisky vyzkum [28].

2.3.2.2 Fluorescencni proteiny

Dal$i moznosti donorti a akceptort jsou fluorescenéni proteiny (FP), jako jsou Cayn FP, Green
FP, Blue FP a Yellow FP. Fluorescence je obvykle zplisobena aromatickymi aminokyselinami
nebo vazbou prostetickych skupin (NADH, FAD nebo pyridoxalfosfat). Nicméné nékolik tiid
proteinlt vykazuji wvnitini fluorescenci pii delSich vlnovych délkach. Mezi FP patii
fykobiliproteiny, coz jsou intenzivné fluoreskujici proteiny z modrozelenych a ¢ervenych fas.
Tyto proteiny jsou obsazeny ve fykobilizomech, které pohlcuji svétlo, jez neni absorbovano
chlorofylem. Fykobilizomy siln¢ absorbuji od 470 do 650 nm. Po odstranéni z fykobilizomu se
vSak fykobiliproteiny stavaji vysoce fluoreskujicimi, vykazuji vysoké vytézky a jsou az 20x
jasnéjsi nez fluorescein [29]. Velikost vSech FP, nehledé na typ nebo vliv genetické manipulace,
se pohybuje v rozmezi 25 kDa. FP jsou mnohem vétsi ve srovnani s organickymi fluorofory
napt. fluoresceinem nebo Texas Red, které maji primérnou velikost kolem 1 kDa. Navzdory
své pomérné velké velikosti jsou prospésné pro mnoho aplikaci, zejména pro zobrazovani
zivych bunék a celych zvifat. FP jsou genetické znacky a lze je tedy ,,zabudovat* pomoci
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transgennich piistupll. ProtoZze se v buiice vytvaii interakce protein-protein nebo dochézi ke
konformacnim zménam jednotlivych proteini v zivych bunkéach, neni nutné znaceni
exogennimi latkami ani postupy fixace a permeabilizace, které jsou vyzadovany pro
struktura je nezbytna pro vyvoj a udrzovani jeho fluorescence. Struktura FP sestava z polarnich
aminokyselin, které vazou molekuly vody a uzaviraji se za vzniku imidazolového kruhu [30].

2.3.2.3 Lanthanoidové fluorofory

Lanthanoidové fluorofory je mozné vyuzivat jako barviva s dlouhou Zivotnosti. Jedna se
predevsim o kationty lanthanoidd, jako je terbium, cer, prazeodym a europium, které vykazuji
jednotliva spektra atomti. Zména spektra nezavisi na polarité a nedochazi ke zhaseni kyslikem.
Pti excitaci lanthanoidti dochazi nejdiiv k navazani iontii na chelatory, které obsahuji fluorofor.
Poté je excitacni energie pfenesena na lanthanoidy, avsak tato energie musi byt optimalni, tak
aby byl lanthanoid vyexcitovan, tedy vybuzen do excitované¢ho stavu. Divodem vzniku
chelatorového komplexu je zvySeni kvantového vytézku fluorescence premistovanim molekul
vody, coz snizuje zhaseni a umoznuje navazani lanthanoidu na jiné molekuly [30]. Lanthanoidy
jsou v pigmentech ptitomny ve dvou formach. V prvnim piipadé lanthanoidy plni pouze funkci
chromofort. U druhého typu jsou lanthanoidy pfitomny ve slou¢eninach ve formé donoru tak
I ve form¢ akceptoru. Do prvni skupiny se fadi Sirokd skupina pyrochlorovych sloucenin,
zejména titanicitany lanthanoida s pyrochlorovou strukturou LnzTi2O7. Z dosud provedenych
studii, bylo zjisténo, Ze tyto slouceniny umoznuji zluté, oranzové a také fialové zbarveni.
Rovnéz studovanou skupinou sloucenin jsou také perovskity, odvozené od mineralu CaTiO:s.
Druhou skupinou, kde lanthanoidy jsou pfitomny jak v donoru, tak i v akceptoru, jsou
slouceniny, jejichz podstatou je fluoritova miizka CeO2a chromoforem jsou ionty prazeodymu.
Pigment vznika vysokoteplotni kalcinaci roztoku oxidu ceru a praseodymu. Zbarveni zavisi na
mnozstvi praseodymu, které tvoti Sirokou paletu odstinli od rizoveé oranZového, ptes cihlovou
az po hnédou. Tonty rtuznych lanthanoidd, zejména terbia (Tb), dysprosia (Dy), ittria (Y)
a europia (Eu), které ptisobi jako chromofory, jsou nanaseny na fluoritovou miizku, diky ¢emuz
vykazuji vysokou termickou stabilitu (>1500 °C) a také chemickou odolnost. Jedna se
0 slouceniny popsané vzorcem Ce1xLnxO2. Nejpouzivanéjsi jsou ionty terbia, které ve funkci
chromoforu poskytuje syté oranzové odstiny i po aplikaci do keramickych glazur &i ionty Eu®*
poskytujici modry odstin [31].

2.3.2.4 Kvantové a uhlikové teCky

Mezi dal$i donory a akceptory patii fluorescencni nanocastice jako jsou kvantové a uhlikové
tecky (CDs) [23].

2.3.2.4.1 Uhlikové tecky

Uhlikové tecky (CDs) jsou kvazisférické nanocastice S velikosti mensi nez 10nm. Obsahuji na
svém povrchu velké mnozstvi karboxylovych skupin (Obrazek 7), coz umoziuje rozpustnost
ve vodé¢ a interakce s organickymi, anorganickymi, polymernimi ¢i biologickymi molekulami
[32]. CDs maji jedinecné optické vlastnosti, napfiklad laditelné ana excitaci zavislé
vicebarevné emise. Tyto vlastnosti vyplyvaji z kvantového nebo konjugovaného omezeni -
domény. Ve srovnani s organickymi sondami ¢i QDs typu CdSe vykazuji lepsi biokompabilitu,
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propustnost buiitkami a nizkou toxicitu. CDs se rovnéz pouzivaji k detekci analytd, bio-
zobrazovani a transportu 1¢kt. Tyto aplikace jsou zalozeny na principu interakce mezi analyty
a CDs, kdy dochazi bud’ ke snizeni fluorescence (zhasenim), anebo ke zvyseni fluorescence.
K prenosu energie mezi jednotlivymi analyty mize dochazet pomoci metod FRET, Dexterova
ptenosu energie (DET) nebo Povrchového pienosu energie (SET). DET je jev zalozeny na
prenosu elektronil, nikoli pfenosu fotont, a proto vyzaduje shodu mezi redoxnimi potencialy
donoru a akceptoru. SET je pomérné novy proces. Nejcastéji Se pozoruje u kovovych
nanocastic (nanocastice stiibra ¢i zlata) nebo u nanocastic zahrnujicich kovovy povrch
a molekularni dipdl [32].

Obrazek 7: Schéma C-te¢ek A) po povrchové oxida¢ni upravé a B) po pasivaci povrchu.

Uhlikové kvantové teCky mohou byt syntetizovany rliznymi zpusoby,
tj. elektrochemickou  karbonizaci, laserovou ablaci, mikrovinnym  zafenim i
hydro/solvotermalni Gpravou. Uhlikové tecky mizeme dé€lit na nékolik typt v zavislosti na
charakteru a mnozstvi pfitomného uhliku (fullereny, nanodiamanty, uhlikové nanotrubicky)
[32]. Zakladem vsech grafitovych forem je grafen, ktery tvofi jednu vrstvu atomd uhliku
ve dvojrozmérné miizce. Miizka ptipomina plastev s velkou plochou pfistupnou z obou stran
pro adsorpci molekul [34]. Oproti QDs, je obrovskou vyhodou uhlikovych tecek, ze nejsou
toxické, coz umoznuje vyuziti jako fluorescen¢nich znadek v lidském organismu. CDs
prokazaly u¢innost V ruznych aplikacich, nebot' vykazuji fotoluminiscenci pfipominajici
vlastnosti QDs a povrchové oxidovanych kiemicitych nanokrystalti. Uhlikové tecky byly
objeveny nahodné pii ¢isténi uhlikovych nanotrubicek (SWCNTs) vyrobenych metodami
obloukového vyboje. Pti gelové elektroforéze doslo k rozdéleni suspenze SWCNTS na tii rizné
skupiny nanomateriall, které se jevily rozdilnymi fluorescennimi vlastnostmi v zavislosti na
velikosti ¢astic [32].

Nevyhodou uhlikovych tecek je, ze vykazuji Spatnou stabilitu, pouze n€kolik tydnti. Je
tedy obtizné dlouhodobé¢ kontrolovat vlastnosti CDs. Techniky pouzivané k vyrobé CDs, jako
je karbonizace a pyrolyza, vedou ke slozitym molekularnim strukturam, které mize byt obtizné

22



interpretovat pomoci charakteriza¢nich technik, jako je nukledrni magnetickd rezonance
(NMR) a IR spektroskopie. Riizné zdroje uhliku, struktury a povrchové ligandy pouzivané pii
vyrobé CDs také ovliviuji jejich chemické, elektrické a optické vlastnosti. Rizné povrchové
skupiny zpisobuji i odlisné reakce na hodnotu pH. Dalsi nevyhodou je velka spotieba energie
a slozitost provozu pti syntéze uhlikovych tecek [35].

Nanodiamanty

Krom¢ materiali zndmych jako uhlikové tecky neboli uhlikové nanocastice, byly objeveny
dal$i nanomateridly na bazi uhliku, které maji podobnou velikost i povrchovou funk¢nost jako
CDs. Jednd se o nanodiamanty (NDs). Struktura obsahuje pfiblizné 98 % uhliku a zbyla
procenta tvoti vodik, kyslik a dusik [32]. Jejich velikost a slozeni jim umoziuje fungovat jako
terapeutické nosi¢e. ND byly také hodnoceny in vivo pro hlubsi posouzeni bezpeénosti
nanocastic. Diky témto vlastnostem jsou zvlasté uzitecné v oblasti 1écby rakoviny, kdy
prokézaly schopnost zprostfedkovat dodavku 1€k, které jsou jinak nerozpustné ve vod¢. Kromé
vyuzivani NDs jako nosicu 1é¢iv se vyuzivaji pro genetickou terapii pro dodévani sloucenin,
jako je plazmidova DNA a SiRNA. NDs se vyuzivaji jako fluorescen¢ni sondy, nebot’ vykazuji
vysokou fotostabilitu, nanodisperzi a biokompatibilitu [36].

Uhlikové nanotrubicky

Uhlikové nanotrubi¢ky (CNTS) jsou pravidelné a symetrické struktury skladajici se vyhradné
z kovalentn¢ vazanych atoma uhliku sestavenych do valcového tvaru s nanometrickymi
rozméry. CNTSs jsou bud’ uhlikové nanotrubice s vice st¢tnami (MWCNTS), nebo uhlikové
nanotrubice s jednou sténou (SWCNTS), které se uplatiiuji v modernich nanotechnologiich.
CNT jsou nepolarni povahy s vysokymi poméry délky/ priméru a jsou rozpustné pouze
v nékolika organickych rozpoustédlech, jako jsou dimethylformamid, dimethylacetamid
a dimethylpyrrolidon [34]. SWCNTs se vyuzivaji pii biologickém zobrazovani
a optoelektronice [37].

Fullereny

Fullereny (FLNS) jsou stabilni shluky skladajici se z atomu uhliku o hybridizaci typu sp?, které
jsou usporddany do trojrozmérnych struktur s tvary uzavienych do pétithelnikovych
a Sestihrannych cyklu. FLNS maji mnohé vyhody, diky tepelné stabilité, hydrofobicité, obtizné
oxidovatelnosti, schopnosti interakce akceptor-darce a maji velky pomér povrch/objem [34].
Fullereny diky charakteristickym rysim, velikosti, sférickému tvaru, elektronové struktute,
vysoké symetrii a polarizovatelnosti ptisobi jako akceptory pii pfenosu energie. K FRETu
dochazi nejéastéji s aromatickymi latkami bohatymi na elektrony (donor) nebo interakcemi
prostiednictvim elektronového paru z nevazaného orbitalu heteroatomu.

Existuje vyzkum, ktery studuje pfenos energie z kumarinu Caso na fulleren Ceo
s riznymi koncentracemi a dobou jejich rozpadu. Bylo zjisténo, ze se zvySujicim se mnozstvim
fullerenu dochazi ke vzniku dimert a trimeru, jejich Zivotnost je kratkodoba, u¢innost prenosu
energie je maximalni na hranici tvorby dimeru. Vyzkumy jsou zaméfeny zejména na mozny
ucinek prenosu fluorescenéni rezonanéni energie (FRET) Cso S kumarinem Caso [38].
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2.3.2.5 Kvantové tecky

Kvantové tecky jsou Castice nebo nanokrystaly polovodicového charakteru v rozmezi 2 az 10
nm. Velikost QDs se odviji od zptsobu jejich syntézy, teploty, asu piipravy a typu ligandu.
Vykazuji jedine¢né vlastnosti, diky kterym maji vyuziti v biologii a analytické chemii
a uplatiuji se jako fluorescen¢ni sondy. Nékteré optické a chemické vlastnosti QDS jsou vSak
zcela vyjimecné, coz umoznuje navrhovat nové analytické metody pro detekci iontd, bakterif,
vird, nukleotidovych sekvenci, proteint a jinych analytti. Velkou roli hraji ve fluorescenéni
mikroskopii pii zobrazovani specificky zvyraznénych biologickych objektt a struktur.
Elektrony QDs jsou uzavieny ve kvantovych slupkach, protoze poloméry téchto nanokrystali
jsou mensi nez Bohrtiv polomér. Bohrtiv polomér vyjadiuje nejpravdépodobnéjsi vzdalenost
elektronti od protonu v atomu vodiku. Obecné u QDs plati, Ze se zmenSujici velikosti krystalu
se zvySuje rozdil v energii mezi valen¢nimi pasy. K excitaci QDs je za potiebi vice energie,
nicmén¢ po navratu do zdkladniho stavu se uvolni jesté vic energie, coz zpusobuje posun
vlnovych délek vyzaieného svétla.
Ce
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Obrazek 8: Rozlozeni energetickych hladin v QDs [39]

Z toho diivodu mohou QDs stejného typu vyzatovat riznou barvu, praveé v zavislosti na
velikosti krystalti. QDs s velikosti okolo 2 nm vykazuji modré zatreni (380 az 440nm), zatimco
Castice o velikosti 6 nm vykazuji cervenou emisi 0 vinové délce 605 az 630 nm [39, 40].
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Na zakladé sloZeni a struktury miizeme QDs rozdélit do tii skupin:

e QDs typu,,core*
e  core-shell”
e legované QDs

,Core*“ jsou kvantové tecky s jednim typem polovodice, ktery tvofi jadro (core),
napiiklad: CdTe, CdSe, CdS, ZnS (CdSe a CdS patii k nejvice prozkoumanym nanocasticim)
[39]. ,.Core/shell jsou kvantové tecky tvofené jadrem a obalem napi.: CdTe/ZnS,
CdSe/zZnS,CdTe/CdS/ZnS. Jadro je tvoieno polovodi¢em (napt. CdTe), které urcuje toxicitu
QDs. Strukturu, morfologii a spektralni vlastnosti kvantovych tecek 1ze ovlivnit obalem, jenz
mize byt tvofen né€kolika vrstvami atomut jiného typu polovodice (Casto ZnS kvuli nizké
toxicité a snadné syntéze). Veskeré zmény struktury ,,core/shell” ovlivituji emisni maximum
struktury, atim méni jeho optické vlastnosti. Obal ZnS miiZze nejen zlepsit fluorescenéni
vlastnosti kvantovych tecek, snizit jejich toxicitu, ale také zabranit interakci mezi kovovym
jadrem a médiem nebo tvorbé volnych ionti [41]. RovnéZz obal kvantovych te¢ek poskytuje
funk¢ni skupiny (volné -COOH a volné -NH2 skupiny), které umoznuji interakce napiiklad
s molekulami Ié¢iva. Povrchova modifikace je zprostfedkovana pomoci kovalentni a/nebo
nekovalentni vazby a méni vlastnosti molekul 1é¢iv. Dodéni 1é€iv je zprostfedkovéano pasivnim,
usnadnénym a aktivnim transportem. Povrch mize byt potazen hydrofilnimi, hydrofobnimi
a amfifilnimi ligandy, které mohou byt déale spojeny s proteiny, 1éky, protilatkami a dal§imi
slou¢eninami (Obrazek 9). Prostfednictvim vnéjsiho polovodi¢ového materialu dochazi ke
konjugaci, ¢imz poskytuje vazbu 1é¢iva s cilenou molekulou. Diky struktufe ,,core/shell” se
mohou QDs vyuzivat ve farmaceutické oblasti, pro zobrazovani, transportu 1é¢iv a diagnostice,
nebot’ pravé obal snizuje toxicitu QDs. Prvni klinické studie technologie kvantovych tecek
u lidi byly schvaleny v roce 2011 a vyuzivaji se pfedev§im u chemoterapeutik a cytotoxickych
1€kt pro lepsi farmakologicky ucinek [42].
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Obrazek 9: Povrchové interakce QDs [42]

Legované QDs jsou polovodi¢ové nanomateridly s homogennim sloZenim, u kterych
muze dochéazet ke zménam optickych a elektronickych vlastnosti pouze zménou struktury nebo
slozeni bez zmény velikosti. Tyto polovodicové kvantové tecky vytvofené legovanim dvou
polovodi¢t s riznymi energiemi zak4zaného péasu vykazuji zajimavé vlastnosti odlisné od
vlastnosti jejich matetskych polovodicl. Legované QDs se od kvantovych tecek typu ,,core*
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li$i ve slozeni, nebot’ do legovanovych QDs jsou vclenény dalsi kompozity napt. Zn do
nanokrystali CdSe (ZnxCdixSe) Legované nanokrystaly tedy maji nové a dalsi vlastnosti
laditelné slozenim [43].

2.3.2.5.1 Aplikace QDs

vvvvvv

struktufe jadro/obal mohou byt QDs fotostabilnéj$i nez fluorescenéni barviva. Vykazuji také
uz8i luminiscenci, §ir$i a spojité absorpéni spektrum a mohou byt naladény na blizkou
infraCervenou oblast se stale vysokou kvantovou ucinnosti. Ze vSech téchto diivodu existuje
mnoho moznosti pro modifikaci povrchu kvantovych tecek, coz je €ini specifickymi pro
zobrazovani konkrétnich biologickych cila.

Tradi¢néj$i oblasti pouziti polovodict jsou elektroopticka zafizeni, jako jsou svételné
diody (LED), fotovoltaika a lasery. Koloidni povaha QDs otevira cestu k levnému a rozsahlému
zpracovani tenkych polovodic¢ovych filmt pomoci stiikacich nebo tiskovych metod. Vyzvou je
spojit jejich dobré optické vlastnosti se stejné dobrymi elektronickymi vlastnostmi [44]. Emisni
vlastnosti QDs, kterym se zadna tfida organickych chromoforti nevyrovna, vedou k vytvoreni
hybridnich organickych/anorganickych LED diod obsahujicich QDs. Zkouméani vykonu QD-
LED odhalil i jejich potencial stat se technologickou platformou pro vytvéfeni svételnych
zaricl. QD-LED se vyuzivaji v obrazovkach a televizorech, kdy zasadni roli ma modra vrstva,
ktera emituje svétlo (slouzi jako zdroj podsviceni obrazovek). Modré QDs umoziuji vyzarovat
min Skodlivého svétla a zaroven zlepsit pokryti pozorovacich thli a barev [45, 46].

Koloidni kvantové tecky maji také jedine¢né vlastnosti v infradervené oblasti. Ve
viditelném a UV spektralnim rozsahu mohou mit molekuly organického barviva téméer 100%
u¢innost fotoluminiscence, nicméné v blizké infracervené oblasti dosahuji QDs mnohem
vysSich intenzit fluorescence. Je to proto, ze molekuly organického barviva maji
vysokofrekvenéni vibrace, které se silné spojuji s elektronickymi ptechody. Anorganické
kvantové tecky vyrobené zpolovodiCovych materiald s tézkymi atomy a mezerami
Vv infraerveném pasmu maji velmi nizké vibraéni frekvence a nékteré, jako jsou PbSe, mohou

vvvvv
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2.3.3 Aplikace FRET

V ramci biologickych aplikaci jsou QDs $iroce vyuzivany s Forsterovymi sondami a senzory
pro pienos rezonancni energie. Ackoli QDS mohou fungovat jako akceptory pro vybrané
donorové molekuly, jako jsou luminiscen¢ni lanthanidové komplexy a bioluminiscenéni nebo
chemiluminiscenéni substraty, funguji i jako donorové molekuly pro akceptory fluorescencnich
barviv a proteinti (Obrazek 10). Vyhodou QDs, jako donorit FRET, je flexibilita excitace QDs
pfi vinovych délkach, které minimalizuji pfimé buzeni akceptorového barviva a maji schopnost
optimalizovat spektralni piekryti QDS mezi emisi a absorpci akceptorového barviva bez
zavedeni problematického prekryvu mezi jejich emisemi [48].

# Em 690 nm
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Obrazek 10: Schematické znazornéni ptenosu energie QD na molekulu barviva (MB) v
NIR[48]

FRET se rovnéZ objevuje mezi CDs a zhaSecem v zakladnim stavu, kdy se emisni
spektrum CDs piekryva s absorpénim spektrem zhaSece. FRET se vyskytuje na velké
vzdalenosti i bez pfitomnosti fotonti diky interakcim dipo6l-dipdl mezi CDs a zhaSecem.
Vzdalenost mezi CDs a zh4SeCem se pohybuje v rozmezi 10 A— 100 A. Pi piekryti
fluorescenéniho spektra CDs a absorpéniho spektra zhasece dochazi ke snizeni zivotnosti az
zhasnuti fluorescence CDs, coz odpovida teorii FRET, kdy dochazi k pienosu energie [33].
Metoda FRET ma Siroké vyuziti ve fluorescenéni mikroskopii, zejména pii studiu proteinovych
interakci v bunikach. Diky fluorescenénim proteinim lze zmapovat a kvantifikovat interakce
v zivych bunkach a uchovat informace tykajici se distribuce molekul [49].

Diky vzajemnym interakcim proteinli dochdzi ke vzniku oligomert. Oligomerni
proteiny se skladaji z vice podjednotek (polypeptidové fetézce), které mohou byt stejné (homo-
oligomerni protein) nebo odlisné (hetero-oligomerni protein) a ptredstavuji vyznamnou C¢ést
bunéénych proteind. VéEtsina oligomernich proteinii a v podstaté vSechny homo-oligomerni
proteiny jsou symetrické. DuleZitou roli pfi oligomeraci zastavaji van der Waalsovy sily,
vodikové i solné mustky a hydrofobni interakce [50]. Nadale se v této praci budu zabyvat
proteinem metallothioneinem, ktery dle dostupné literatury mize tvofit dimery a/nebo vyssi
oligomery.
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3 METALLOTHIONEIN (MT)

Metallothioneiny (MT) jsou skupinou nizkomolekularnich intracelularnich proteinti (6—7 kDa)
bohatych na cystein (30 %), tvofici typické sekvence: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-
X-Cys-Cys, kdy X predstavuje jinou aminokyselinu nez cystein, které jsou u ¢lovéka kédovany
rodinou genti obsahujicich alesponi 10 funk¢nich izoforem [51, 52]. Cysteiny hraji klicovou roli
v homeostaze kovu, nebot’ piitomnost sulfhydrydovych skupin vykazuje vysokou afinitu ke
koviim, zejména zinku a médi [53, 54]. VSechny organismy obsahuji regula¢ni mechanismy,
které tidi homeostazu kovovych iontii. Pravé metallothionein z velké ¢asti zprostfedkovana
piebytek iontd zinku v sav¢ich buiikach, tim Ze chelatuje a izoluje piebyte¢ny kov z bunééného
prostiedi. Syntéza metallothioneinu je indukovana piebytkem zinku aje regulovana
prostiednictvim prvku metal-response element (MRE) transkripénim faktorem MTF-1 (MRE-
binding transcription factor 1), ktery obsahuje Sest CyszHis; zinkovych prstd. MTF-1 se podili
na reakcich oxidaéniho stresu, hypoxii a tvorbé aminokyselin. Rovnéz je citlivy na kovy, kdy
pii nedostatku zinku dava impulz k regulaci transkripéniho aktivatoru. Dochazi tak k uvolnéni
zinku z C-terminalniho konce proteinu MT [55].

MT je také typicky pro buné¢nou proliferaci, chrani buiiky pied cytotoxickymi ucinky
reaktivnich forem kysliku, ionizujicim zafenim, elektrofilnimi protirakovinovymi Iéky,
mutageny a tézkymi kovy. Piisobi jako antioxidant, zasobnik kovl pro syntézu enzymi, je
citlivy na zmény v redoxnim stavu bunck a na oxida¢ni mista v MT, a také umoziuje transport
zinku z MT na mista s nizkou afinitou Kk jinym proteiniim [53]. Zinek je dulezitym stopovym
prvkem, ktery je vyzadovan vice nez 300 enzymy a transkrip¢nimi faktory. Studie ukézaly, Ze
zvySeni zinku (prostfednictvim suplementace nebo geneticky podporujici syntézu MT)
v pankreatu zabranuje rozvoji diabetu [56]. Nedavno bylo zjisténo, ze MT pfi starnuti
pfednostné vaze zinek nez méd’, a proto je biologickd dostupnost zinku nizka. Pfi zanétu
a u Downova syndromu je MT pfitomen ve vysokych koncentracich oproti nizkému poétu iontt
zinku. Naopak pfi starnuti dochazi k sniZzeni obsahu MT a uspokojivé biologické dostupnosti
iontl zinku. Proto zinek vdzany na MT ma zésadni vyznam pro imunokompetenci, coz vede
K snizeni imunity a vyskytu chorob souvisejicich s vékem [53]. Jiz od 1957, kdy byl
metallothionein (MT) objeven, byly znamy jedine¢né vlastnosti tohoto proteinu [57]. Exprese
a indukce té€chto proteint jsou rovnéz spojovany s ochranou proti poskozeni DNA, oxida¢nim
stresem a apoptozou. Navic MT miiZze potencidlné aktivovat urcité transkripéni faktory
darovanim zinku. Ackoli MT je cytosolicky protein, mize byt pfechodné translokovan do
bun&éného jadra b&hem bun&iné proliferace a diferenciace. Rada studii prokazala zvysenou
expresi MT v rtiznych lidskych nadorech prsu, tlustého stieva, ledvin, jater, plic, nosohltanu,
vajecnikil, prostaty, slinnych zlaz, varlat, stitné zlazy a mocového méchyte. Exprese MT tedy
neni univerzalni pro vSechny lidské nadory, ale miZe zaviset na stavu diferenciace
a proliferativnim indexu nadort spolu s dalsimi tkanovymi faktory a genovymi mutacemi.
U urcitych nadort, jako je karcinom zarodecnych bunék, exprese MT tizce souvisi se stupném
nadoru a proliferani aktivitou. Exprese MT tedy muize byt potencidlnim prognostickym
markerem pro urcité nadory [52].

Metallothionein se déli podle své primarni struktury a organismu, z které¢ho pochazeji.
Struktura MT je slozena ze dvou polynuklearnich domén. Domény jsou oznacovany jako alfa
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() a beta (B). Doména a obsahuje o dva sulfhydrylové zbytky vice nez P doména, coz
zpusobuje rozdilny pocet vazajicich se iont (sedm atomti Cd nebo Zn a dvanact atomt Cu).
Afinita, stechiometrie a specificita riznych kovi vazanych na MT jsou dilezité vlastnosti
charakterizujici fyziologické vlastnosti tohoto proteinu. Odlisné struktury izoforem MT maji
ruzné funkce ve stejném organismu, tkani nebo bunice. Kromé neobvyklé charakteristiky vazani
kovu vykazuji izoformy také neocekavané velké rozdily ve srovnani S tim, pokud je na MT
navazan Zn, Cd ¢i Cu [58, 59].

3.1 lzoformy MT

V lidském téle se metallothionein vyskytuje ve ¢tyfech hlavnich izoformach- MT-1, MT-2,
MT-3 a MT-4, které jsou kodovany geny umisténymi na chromozomu 16q13. Jednotlivé
izoformy se lisi délkou fetézce aminokyselin, molekularni hmotnosti ¢i navdzanymi kovy.
Z téchto ctyt izoforem jsou MT-1 a MT-2 vSudypfitomné v riznych tkanich, zatimco MT-3
a MT-4 jsou minoritni izoformy s omezenou expresi ve specializovanych buiikach a tkédnich,
jako je mozek, reproduk¢ni organy a vrstveny dlazdicovy epitel. MT-1 obsahuje osm znamych
funkénich (sub)izoforem (MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1H, MT-1M a MT-
1X). Nejvice rozsifenou formou MT v lidském organizmu je MT-2. I1zoformy MT-1 a MT-2
maji jedinec¢né struktury, diky kterym reguluji atomy dvojmocnych kovi (Zn a Cd), podileji se
na bunécné transkripci, detoxikuji t€zké kovy a posiluji imunitni funkci. MT-3 byl nejprve
purifikovan a charakterizovén jako riistovy inhibicni faktor (GIF) v lidském mozku az pozd¢ji
byl oznacen jako tfeti izoforma MT. Hlavni funkci izoformy MT-3 je programovani smrti
mozkovych bun¢k. MT-4 byl objeven ve stratifikovaném dlazdicovém epitelu v kazi, jicnu
a jazyku. Kromé rozdilu ve strukturach a ve vyskytu jednotlivych izoforem je i rozdil v jejich
reakcich. MT-1 a MT-2 jsou bazaln¢ exprimovany a vysoce indukovany fadou stimuld véetné
kovli, hormoni, cytokind, riistovych faktord, oxidantt, stresu a ozareni, zatimco MT-3 a MT-4
jsou konstitutivné exprimovany navzdory zménam signalu in vitro nebo in vivo [60, 61]. Dalsi
rozdily 1ze nalézt na Grovni exprese a lokalizace jednotlivych (sub)izoforem MT, které se lisi
na intracelularni arovni (cytosol, jadro, mitochondrie a lysozomy) ataké v jednotlivych
tkanich.

S rostoucimi znalostmi vyvstavaji otazky tykajici se ucelu vysokého poctu
(sub)izoforem a gentt MT. I kdyz byly nalezeny rozdily mezi afinitou k zinku a dal$im kovim
mezi jednotlivymi izoformami, stejné jako citlivost k antioxidantim, tyto rozdily
neospravedliuji tak vysoky pocet izoforem. Ve vétsing€ sav€ich genomt je pfitomna jedna kopie
MT-2, MT-3, MT-4 a vice kopii MT-1. Konkrétné v lidském genomu je pfitomno tfinact gend
MT-1, z nichZ 5 jsou pseudogeny. Nové genové funkce vznikaji z mutaci, které méni sekvenci
genového produktu nebo ovliviluji genovou expresi [62]. Pfi diagnostice a terapii nadoru je
dalezité¢ o jakou konkrétni izoformu se jedna, nebot’ kazda izoforma Ci (sub)izoforma je
ptfitomna u jiného typu rakoviny. Napiiklad dle studii bylo dokazano, ze MT-2A reguluje
progresi nadoru u rakoviny Zaludku a kolorektalniho karcinomu, snizena exprese MT-1E ma za
nasledek rakovinu prostaty, MT-1G se nachazi u karcinomu §titné Zlazy, rakoviny prostaty,
jicnu a hepatocelularniho karcinomu. U karcinomu Zaludku se prokézala snizend exprese MT-

3 atd.[60].
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3.2 Role MT u rakoviny

Jak jiz byly zminény mnohé funkce MT, jak souvisejici s jejich vysokou afinitou k t€zkym
kovliim, tak s fizenim bunééné homeostazy zinku/médi (nezbytna pro bunécnou proliferaci
a diferenciaci), pusobi také jako antioxidanty k ochrané bun¢k pifed volnymi radikaly
a oxidacnim stresem generovanym mutageny, antineoplastickymi Iéky a zafenim. MT se
mohou také vazat na kadmium, rtut’, platinu nebo jiné podobné tézké kovy, aby chranily buiiky
a tkané pred toxicitou tézkych kovl. Navic MT hraji ochrannou roli proti poSkozeni DNA
a apoptoze. Hromadné studie naznacuji, Ze tyto funkce MT maji duleZitou roli v karcinogenezi
a 1écbe¢ rakoviny. MT se ucastni procesu karcinogeneze a hraji kritickou roli v riistu nadoru,
progresi, metastdzovani a rezistenci vici I€kiim. Pro pochopeni komplikovaného vztahu mezi
rakovinou a MT je nutné poskytnout komplexni pohled na expresi a funkce izoforem MT
Vv riznych nadorovych tkanich.

Mnohé studie prokazaly, ze zmény v expresi MT jsou spojeny s procesem
karcinogeneze a progrese rakoviny. Karcinogeneze je proces tvorby nadorti pifeménou
normalnich bunék na bunky rakovinné. Tyto zmény at’ uz na bunécné, genetické anebo
epigenetické Urovni naruSuji rovnovdhu mezi proliferaci a apoptézou (napf. mutacemi
a epimutacemi) a piispivaji tak k rozvoji rakoviny. Exprese MT v8ak neni univerzalni u vSech
lidskych zhoubnych nadort. Studie ukazaly, ze zvySena regulace exprese MT je typicka pro
rakovinu prsu, nosohltanu, vaje¢nikti, mo¢ového méchyie a melanomu, zatimco u jinych
nadord, jako je hepatocelularni karcinom, rakovina prostaty a papilarni karcinom §titné zlazy,
jeregulace exprese MT snizend. Diferencialni exprese MT zavisi na typu a diferenciaénim stavu
nadort, stejné¢ jako na dalSich environmentdlnich stimulech a/nebo genovych mutacich.
Nicméné lepsi pochopeni zmén v expresi konkrétnich izoforem MT u riznych typd nadora
muze pomoci identifikovat specifické terapeutické cile a zvratit progresi nddoru. Naptiklad
cytoplazmaticky MT dosahl maximalni hladiny béhem pfechodu bunééného cyklu G1/S, coz je
obdobi, kdy se buiiky pfipravuji na syntézu DNA, ¢imz prokazaly fyziologickou roli MT
Vv proliferaci nddorovych bun¢k. Studie ukazaly, ze zinek je nutny pro fazovy piechod G1/S.
MT mize prenaset Zn?* na transkripéni faktory, jako je HIF-1a a nadorové supresory (p53).
Nadmérna exprese MT je konzistentné spojena s piitomnosti mutantniho p53 u rakoviny prsu,
antiapoptotickymi ucinky, diferenciaci, proliferaci, progresi a Spatnou prognézou. Kromé toho
muze exprese MT také chranit rakovinné bunky pted fadou proapoptotickych stimuld, jako jsou
chemoterapeutika, té¢zké kovy, oxidaéni stres a zafeni. Lze tedy predpokladat, ze MT reguluje
dodavku zinku pro proteiny a aktivitu transkripénich faktori zavislych na zinku k modulaci
rastu a proliferace nadorovych bungk [60, 63].
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Dale bylo zjisténo, Ze snizend regulace exprese MT-2A v buiikach rakoviny prsu by
mohla vyvolat zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1, aby se inhiboval rtst rakovinnych bun¢k.
MT se také ucastni bunécéné proliferace. MT taky miize pusobit jako donor zinku pro
transkripcni faktory. P53 je transkripéni faktor vazajici zinek, ktery mlize inhibovat progresi
bunécného cyklu a indukovat apoptézu v reakci na poskozeni DNA. MT mohou odstranovat
zinkové ionty z molekul proteinu p53, coz vede ke zménam v prostorové struktuie p53, coz
vede k jeho inaktivaci a tim k nekontrolované proliferaci bunék [60].

V posledni dobé¢, s popularitou terapeutik na bazi kovti, se staly pfredmétem zajmu MT
detoxikac¢ni vlastnosti kovil. To se déje zejména U protirakovinnych 1é¢iv na bazi platiny, jako
je cisplatina, u které¢ se MT podili na své znamé 1€kové rezistenci. Pochopeni vazebnych
vlastnosti MT s kovy proto miize vést k navrhu uc¢inné€jSich terapeutickych ptistupt a lepSimu
pochopeni poskozeni ledvin zpisobené¢ho kovy [57]. Platinové léky, vcetné cisplatiny,
karboplatiny a oxaliplatiny, jsou dobfe znama chemoterapeutika. PouZzivaji se k 1é¢bé¢ mnoha
lidskych nadorovych onemocnéni, po celd desetileti. Jsou také G¢inné proti riznym typim
rakoviny, véetn¢ lymfomi a sarkomd. Jejich prostiedek ptisobeni byl spojen se schopnosti
zesitovat reaktivni centrum purinovych zbytki (N7) atim zpisobit poskozeni DNA
v rakovinnych buiik4ch, blokovat bunécné déleni a nésledné indukovat apoptozu. Intracelularni
hladina MT muze hrat dileZitou roli v modulaci bunééné odezvy na cilena antineoplasticka
¢inidla DNA. Predpoklada se, Ze protinadorova aktivita cisplatiny je zpiisobena jeji interakci
s chromozomalni DNA. Stale neni jisté, které izoformy MT jsou zvySené v buiikach se ziskanou
rezistenci k platinovym Iékiim. AvsSak hladiny MT koreluji s citlivosti lidskych nadort
a bunécnych linii na platinové 1éky. Rezistence na cisplatinu zastava hlavni ptekazkou u¢inné
1é¢by mnoha typt rakoviny. Bunécnd inaktivace cisplatiny a nésledna sekvestrace mohou byt
zprosttedkovany MT, které chelatuji platinu a zabrafuji interakci s DNA nadorovych bun¢k
[63].

Oxaliplatina a karboplatinové derivaty cisplatiny maji podobny mechanismus G¢inku,
lisi se vSak strukturou a toxicitou. Diive bylo pozorovano, zZe intracelularni mechanismy,
kterymi se bunky stavaji odolnymi vaci karboplating, zahrnuji zvySené mnozstvi léCiva
detoxifikace thiolovymi skupinami MT a zlepSena tolerance k poskozeni jadra, coz vede
k sou¢asnému snizeni apoptozy a snizené akumulaci intracelularni karboplatiny. Dale je znamo,
ze opakované podavani cisplatiny pii 1€c¢bé lidskych nadori mocového méchyte vyvolava
letalni a renalni toxicitu. Chemoterapie s pouzitim cisplatiny se slou¢eninami na bazi bismutu
s tkanové specifickymi induktory MT, vykazuji velmi nizkou nezddouci toxicitu proti
pokrocilému karcinomu mocového méchyte. Chang a spol navic prokazali, Ze citrat bismutity
Zn?* potencialné snizuje toxicitu vyvolanou cisplatinou [63].
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Ackoli platinové 1éky jsou velmi ucinné pii likvidaci rakovinnych bunék, jejich pouziti
je omezeno zavaznymi vedlejsimi G€inky pii chemoterapii. Nezddouci uinky jsou zplisobeny
pfedev§im nespecifi¢nosti 1éCiva, protoze postihuje zdravé builky, a pfitom ni¢i bunky
nadorové. Tyto nezddouci vedlejsi €inky omezuji davkovani platinovych 1€kt a také jejich
terapeutickou aplikaci. Inhibici 1éka interakci s MTS znazoriiuje obrazek 11. Proto je dilezité
vyvinout ¢inidla zacilena na nador, ktera dokazou ptekonat souvisejici omezeni [64].

Dimer MT-1A

~— N

Doxorubicin

p: \"_'p\j
Oxidovany sulfhydryl ¥

Obrazek 11: Inhibice 1€k pfimou interakci s MT. Reaktivni meziprodukty doxorubicinu
(zelené) interaguji s mono- a dimerem MT-1A prostfednictvim sulfhydrylové oxidace [64].

3.3 Oligomerizace MT

V tvodu kapitoly bylo uvedeno, ze MT je z30% tvofen cysteinem. Diky reaktivité
cysteinovych postrannich fetézci mohou MTs vytvaiet dimery. Dimery mohou vznikat bud’
oxidativnim (nap¥. NO) nebo neoxidativnim zptisobem (piidavek piebytku Zn?" a/nebo Cd?").
Vznik dimeru neoxidativnim zpisobem byl potvrzen nizkoteplotni nuklearni magnetickou
rezonanci zalozenou na detekci intermolekularnich signald vznikajicich sdilenim protont na
rozhrani dimeru, kde kovové ionty byly rozmistény mezi dvéma molekulami MT. Existuje
| fada studii, které charakterizovaly stabilni dimery MT—2 a MT-3 pomoci oxidace, ale piesny
vyznam dimerizace MT oxidativnim zpiisobem neni jasny [65, 66]. AvSak byl pozorovan rozdil
mezi plné¢ metalovanym a ¢astecné demetalovanym MT. Asymetricka distribuce iontli zinku
navazanych na MT poukazala, ze beta-domény MT ve vétSi mife tvoii mezitetézcové vazby
ligandii nez ionty ve stabilnéjsi alfa-doméné a jsou tedy snadnéji pfenaseny mezi polypeptidy.
Vznikla disulfidova vazba pfispiva k vyssi pravdépodobnosti srazky a diky uvolnéni energie
dochazi k dimerizaci [67].

Oligomery mohou byt jednotky slozené¢ ze stejnych proteinovych podjednotek
(homooligomery), nebo z riznych proteini znacenych heterooligomery. Stabilita oligomeru
zavisi na koncentraci, pH, teplot¢ a poc¢tu podjednotek. Aby oligomerizace mohla probéhnout,
musi buiikky obsahovat regulacni faktory, které zplsobuji zmény v struktufe a tim ovliviiuji
vlastnosti jednotlivych oligomert. Regula¢ni faktory mohou byt inhibitory anebo naopak
aktivatory vzniku oligomerQ. Inhibovat oligomerizaci je moZzné za pouziti kompetitivnich
molekul, které se vazou pfimo na oligomerizacni mista proteintl, ¢imz zabraiuji jejich vzajemné
interakci. Ke stabilizaci oligomernich molekul jsou vyuzivany ligandy, které tvofi vazby
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(,,mosty*) mezi podjednotkami oligomeru atim ji upevnuji, nebo se vazou na jednotlivé
monomery a cestou alosterickych strukturnich zmén proteinti zvysuji jejich afinitu [68]. Tvorba
dimerit muze byt dulezitd pro funkci metallothioneinti jako oxidoredukénich mediatord
Vv signalnich drahach. Proto byly zkoumany mechanismy dimerizace, protoze mohou pomoci
pochopit roli oxida¢niho stresu nebo transportu toxickych kovii pfi rozvoji fady onemocnéni
a poruch (napf. rakoviny nebo neurologickych onemocnéni vcetné Parkinsonovy choroby
a amyotrofické lateralni sklerozy [65, 68]. V této praci byla vyuzita k ovéteni vzniku oligomeru
MT Kkapilarni elektroforéza s laserem indukovanou fluorescenéni detekci (CE-LIF)
a hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s pruletovym
hmotnostnim analyzatorem (MALDI-TOF-MS).

4 ELEKTROFORETICKE METODY

Elektroforetické metody jsou skupina analytickych technik, které lze pouzit pro analyzu
komplexnich smési a cisténi malych mnozstvi materidlu. Za vhodnych podminek Ize
elektroforézu pouzit ke studiu téméi jakékoliv tfidy molekul od jednoduchych anorganickych
soli po nukleové kyseliny, viry a dokonce 1 vEtsi Castice, agregaty a celé buniky. Jako analyticky
nastroj je elektroforéza nekomplikovana a relativné rychla technika. Pouziva se pfedevsim pro
analyzu a ¢isténi velmi velkych molekul, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny, ale mize byt
také aplikovana na jednodus$s$i molekuly vcetné nabitych sacharidl, aminokyselin, peptida,
nukleotidl, organickych kyselin a zasad, 1€k, pesticidii a anorganickych iontt (tj. vSe, co mize
nést naboj). Pro monitorovani a analyzu elektroforetickych separaci byly vyvinuty vysoce
citlivé detekéni metody. Hlavnimi oblastmi pouziti jsou proto biologicky a biochemicky
vyzkum, farmakologie, soudni 1ékaistvi, klinické vyzkumy, veterindrni véda, molekularni
biologie a kontrola potravin (v€etn¢ otazek autentizace potravin).

Elektroforéza znamena migraci nabitych molekul a ¢astic pod vlivem elektrického pole.
Popisuje pohyb nabitych molekul/Castic v roztoku prostiednictvim elektrického pole naptic
smési, pficemz pohyb je produktem ndboje na Castici a pouzité intenzity pole. Za podminek
konstantni rychlosti je tato hnaci sila vyvazena tfeci silou (odpor viskézniho prostiedi)
separacniho média. ProtoZe se molekuly v elektrickém poli pohybuji rychlosti, kterd zavisi na
jejich naboji, tvaru a velikosti, byla v mnoha oblastech vyvinuta elektroforéza pro molekularni
separace. Béhem tohoto procesu jsou latky obvykle ve vodném roztoku a nabité molekuly
migruji ve sméru elektrody s opacnym nabojem (tj. kationty ke katodé a anionty k anod¢). Kvtli
jejich ménicim se nabojim a hmotnostem budou rtizné molekuly a Castice smési migrovat
riznou rychlosti a nasledné budou rozdéleny do jednotlivych frakci. Elektroforeticka
pohyblivost je charakteristickym a rozhodujicim parametrem kazdé nabité molekuly. Zavisi na
hodnotach pK (logaritmicka mira disociacni konstanty kyseliny) nabitych skupin a velikosti
molekuly/¢astice. Elektroforetickd mobilita je vyznamné ovlivnéna riznymi parametry (napf.
typem, koncentraci a hodnotou pH pufru, teplotou a intenzitou pole béhem elektroforetické
separace apovahou nosného materidlu pouzitého pro elektroforézu). V zavislosti na pH
systému jsou aminokyseliny kladné nabité, nemaji zadny Cisty naboj nebo jsou nabité zaporné.
To je zplisobeno skutecnosti, ze karboxylové postranni skupiny aminokyselin jsou neutralni pfi
nizkych hodnotach pH (pod izoelektrickym bodem, pl), ale jsou zaporné nabité pii vysokych

33



hodnotach pH (nad pl slouceniny). Biomolekuly, jako jsou peptidy a proteiny, které se skladaji
Z mnoha aminokyselin, nesou ¢isty kladny naboj pti pH pod jejich pl a zdporny naboj nad
hodnotami jejich pl. Pfi urcité hodnoté pH (odpovidajici jejich pI) nebudou mit tyto amfoterni
molekuly zadny naboj a nebudou dale migrovat. U kompozitnich proteinti (napf. glyko-,
nukleo- a fosfoproteinil) je ¢isty naboj také ovlivnén cukernymi nebo nukleovymi kyselinami
a stupném fosforylace. Elektroforetické separace se provadéji bud’ ve volném roztoku (jako

Vv kapildrnich a volné priitokovych systémech) nebo v nosnych matricich (napt. agar6zové nebo
polyakrylamidové gely) [69].

4.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je analytickd technika, kterda oddé€luje ionty na zakladé jejich
elektroforetické mobility s pouzitim piilozeného napéti. Elektroforetickd pohyblivost je zavisla
na naboji molekuly, viskozité a poloméru atomu. Rychlost, kterou se ¢astice pohybuje, je pfimo
umérna pouzitému elektrickému poli, ¢im véEtsi je intenzita pole, tim rychlejsi je pohyblivost.
Neutralni ¢astice nejsou ovlivnény elektrickym polem, ale pohybuji se s elektroosmotickym
tokem. Kapilarni elektroforéza se hojné vyuziva, nebot’ poskytuje rychlé vysledky a separaci
s vysokym rozlisenim [70]. Mezi primarni prvky zakladniho CE pfistroje patii tizka kiemenna
kapilara, dvé lahvicky s pufrem a dvé elektrody piipojené k vysokonapétovému napajecimu
zdroji. Zakladni schéma CE je na obrazku 12. CE systémy mohou obsahovat laserovy excita¢ni
zdroj, fluorescencni detektor, autosampler pro drZzeni zkumavek nebo tacu se vzorky a pocitac
pro tizeni vstiikovani a detekce vzorku. CE kapilary jsou vyrobeny z oxidu kiemicitého a jsou
potazeny polyamidem, vyjma malé oblasti zvané detekéni okno, diky ¢emuz jsou kapilary
odolngjsi a Ize s nimi 1épe manipulovat [71].

Zdroj
® G

vysokého napéti
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Rezervoar pufru
Obrazek 12: Zakladni schéma kapilarni elektroforézy [72]

Mezi metody pouZzivané k zavedeni vzorkd do kapilary patii proces znamy jako
elektrokinetick¢ déavkovani, kdy je konec kapilary ponofen do kapalného vzorku po
definovanou dobu a do vzorku se piivede napéti. Elektrokinetické davkovani vzorku spociva
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v aplikaci davkovaciho napéti po stanovenou dobu. Pfi elektrokinetickém davkovani zavisi
nadavkované mnozstvi na elektromigracnim i elektroosmotickém toku. Pokud mé vzorek nizsi
pohyblivost nez elektrolyt, ktery se nachazi v kapilafe, 1ze elektrokinetické davkovani vyuzit
k a¢innému zakoncentrovani iontt vzorku. Elektrokinetické davkovani vykazuje zpravidla
niz8i reprodukovatelnost. Nejpouzivanéj§im procesem je hydrodynamické zavadéni vzorku.
Proces spociva ve vytvoreni ptetlaku na vstupu ¢i podtlakem na vystupu separacni kapilary.
Zménu tlaku Ize uskuteénit pomoci stlaceného plynu, vyvévy nebo prostym zvysSenim polohy
nadobky se vzorkem oproti nddobce s elektrolytem na vystupu. Pobliz katodového konce
kapilary je umistén detektor. Vzdalenost od anodového konce kapilary k detektoru se nazyva
efektivni délka kapilary. Mnozstvi vzorku musi byt udrzovano nizsi nez 3-4 % objemu kapilary,
aby byla separa¢ni u¢innost vysoka. Detekce zahrnuje UV-VIS nebo laserem indukovanou
fluorescenci (LIF), elektrochemickéou, vodivostni a hmotnostné spektrometrickou (MS)
detekci. Ac¢koli jsou MS a LIF preferovany kvili vyssi selektivité a citlivosti, spektrofotometrie
je nejpouzivanéjSim detekénim systémem. Mohou byt pouzity rizné principy separace;
umoziujici separaci nabitych, neutralnich, polarnich nebo hydrofobnich analytti v z&vislosti na
typu kapilarni kolony a separa¢niho pufru [73, 74].

4.1.1 Aplikace CE

Elektroforéza je jednou z nejpopularnéjSich metod separace, identifikace a Cisténi vzorka
proteind a nukleovych kyselin. Pocatecni techniky papirové elektroforézy, acetatem celulozy
a skrobovym gelem byly pozdé&ji nahrazeny pokroc¢ilymi chemikaliemi, jako je polyakrylamid
a agardza, coz umoznilo vzniku metod jako je gelova elektroforéza, gradientova gelova
elektroforéza, imunoelektroforéza, izoelektrickd fokusace a dvourozmérna (2D) gelova
elektroforéza [75]. CE se pouziva k separaci proteinu a peptidi. CE separace je zaloZena na
nekolika elektroforetickych parametrech. Vysledky separace jsou zalozeny na zdklad¢ Cistoty
vzorku a znalosti o daném proteinu. Znalost izoelektrického bodu proteinu umoziuje vybér
vhodného pufru a fokusaci pH gradientu, ktery je generovan uvniti kapilary béhem
elektroforézy. Pti detekci proteindi muze nastat, Ze jsou proteiny adsorbovany povrchem
kapilary (silanolové skupiny SiO~). Pfidavkem iontového detergentu, jako je SDS (dodecylsiran
sodny), ziskaji proteiny zaporny naboj a tim se zabrani adsorpci.

Kapilarni elektroforéza rovnéz slouzi k rychlé diagnostice nékterych onemocnéni na
zakladé charakteristickych profilt biologicky aktivnich latek, sledovani 1é¢iv v biologickych
tekutinach, stanoveni Cdistoty farmaceutickych produkti ahleddni biomarkerd rtznych
onemocnéni  (napf.  mikroalbuminurie,  Parkinsonova  a Alzheimerova  choroba,
feochromocytom, neuroblastom, moc¢ové kameny). Kapilarni elektroforéza je Gspésna i pti
identifikaci 1€kt a marker onemocnéni, kdyz je spojena s hmotnostni spektrometrickou
detekci. Nedavny vyzkum vyvinul kapilarni elektroforézu spojenou s detekci hmotnostni
spektrometrie pro pouziti pii ur¢ovani metabolickych a biochemickych profilt, proteomickych
profili, profild moci a elektroforetickych a chromatografickych profila [76].

Mezi aplikace techniky CE patii 1 forenzni chemie a toxikologie. Vyjimecna sila
separace a rozliSeni, rychld doba analyzy, jednoduchost, vSestrannost, nizké hmotnostni limity
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detekce (LOD), minimalni pozadavky na vzorek a moznost piimého vstfikovani vzorku bez
slozité predupravy vzorku ¢ini CE atraktivni metodologii pro forenzni analyzy [77].

V ramci této diplomové prace byla vyuzita CE Beckman Capillary Electrophoresis
PACE MDQ, jejichz schéma je zndzornéno na obrazku 13.
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Obrazek 13: Princip kapilarni elektroforézy Beckman PACE MDQ [78]

V kapilarni elektroforéze Beckman lze pouzit rizné emisni a excitacni filtry. Nejvice se
pouzivaji ,,Long pass* filtry pro emisi a ,,Short pass* pro excitaci, kdy filtry propoustéji vinové
délky nad (LP) nebo pod (SP) urcitou vinovou délku. Pravé diky moznosti vyuziti riznych
optickych filtri, je tato CE vhodné pro studium FRET

V ramci diplomové prace byly pomoci kapilarni elektroforézy Beckman PACE MDQ
studovany proteinové interakce MT s QDs a komer¢nimi barvivy.
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5 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRICKE METODY

Spektrometrické metody jsou zaloZeny na interakci hmoty a zafeni. Hmotnostni spektrometrie
interaguje ionty v plynné fazi podle jejich poméru hmotnosti a naboje s elektrickym ¢i
magnetickym polem. Vystupem je hmotnostni spektrum, kde 0sa X zobrazuje pomér m/z
(hmotnost/naboj) a 0sa y intenzitu signalu.

Principialn¢ u spektrometrickych metod dochazi nejprve k ionizaci v iontovém zdroji,
nasleduje transport iontd do analyzatoru, kde dochazi k separaci. Nakonec ionty dorazi
k detektoru, kde je intenzita iontového svazku pievedena na elektricky méfitelnou veli¢inu.
Spektrometrické metody se pouzivaji pro urc¢eni hmotnosti ¢astic, ¢i stanoveni elementarniho
sloZeni vzorku nebo molekuly, a pro objasnéni chemické struktury molekul, jako jsou peptidy
ajiné chemické slouceniny. V poslednich desetiletich jsou rozvijeny techniky umoziujici
desorpci a ionizaci termolabilnich vysokomolekularnich latek.

51 MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF-MS neboli Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time-of-Flight.
Obecnym principem je produkce, separace a detekce iontli v plynné fazi. Tradicné se k pienosu
molekul do plynné faze pouzivaji metody tepelného odpafovéani. Klasickymi metodami
ionizace jsou elektronové ionizace (EI) a chemicka ionizace (CI). Az do vynalezu ,,m¢kkych*
ionizacnich technik, jako je hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS)
a MALDI-MS, nebyly hmotnostni spektrometrické nastroje Siroce zvazovany pro rutinni
aplikace v biologickych védach. MALDI-TOF-MS je oznacovana jako ,,me¢kka“ ionizacni
technika, protoze zplsobuje minimalni nebo zadnou fragmentaci a umoziuje identifikaci
molekularnich iontd analytl ive slozitych smésich biopolymert. Princip metody spociva
v aplikaci vzorku do krystalické struktury malych organickych slou¢enin (matrice) a vlozeni na
vodivou kovovou desti¢ku. Krystaly jsou ozafovany nanosekundovym laserovym paprskem.
Energie laseru zptsobuje strukturalni rozklad ozareného krystalu a vytvafi ,,oblak* ¢astic, ze
kterého jsou ionty extrahovany elektrickym polem. Mechanismus procesu desorpce neni zcela
objasnén. Nejlépe se da popsat jako pfeména laserové energie na vibra¢ni oscilaci molekul
krystalu. To mé za nésledek rozpad krystalu. Po zrychleni elektrickym polem se ionty pohybuyji
cestou bez pole, a nakonec dopadnou na detektor (napt. nasobice sekundarnich elektronti nebo
kanalové desky). Hmotnosti iontd (poméry hmotnosti k naboji [m/z]) se typicky vypocitavaji
métenim jejich TOF (detektor doby letu), ktery je delsi pro vétsi molekuly neZ pro mensi (za
predpokladu, Ze jejich pocateéni energie jsou identické) [79, 80]. MALDI-TOF-MS ma Siroké
vyuzit ve vyzkumu peptidi a proteinti astale vice ve vyzkumu nukleovych kyselin.
Detekovatelné hmotnosti se pohybuji od 400 Da do vice nez 350 kDa, coz z ni ¢ini velmi
uzitecnou techniku ve vyzkumu proteomu. Pfi vyzkumu peptidi je MALDI-TOF-MS velmi
napomocna pii objasniovani struktury, protoze K fragmentaci dochazi v peptidech piednostné
na peptidovych vazbach [81]. Vyuziti metody MALDI-TOF-MS v této praci spocivala
Vv ovéteni vzniku dimeru, popf. trimerd a vyssich oligomerd metallothioneinu.
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EXPERIMENTALNI CAST

Materialy
Borohydrid sodny Sigma Aldrich (USA) 99,9 %
Octan kademnaty Sigma Aldrich (USA) 99,9 %
Octan zineCnaty Sigma Aldrich (USA) 99,0 %
Kyselina merkaptosukcinova (MSA) Sigma Aldrich (USA) 99,0 %
Dodecylsulfat sodny Sigma Aldrich (USA) 99,0 %
Dexahydrat tetraboritu sodného Sigma Aldrich (USA) 99,5 %
Dihydrogen fosfore¢nan sodny Sigma Aldrich (USA)
Hydrogen fosfore¢nan sodny Sigma Aldrich (USA)
N-Hydroxysulfosuccimide sodium (Sulfo- Sigma Aldrich (USA) 98%
NHS)
Hydroxid sodny Sigma Aldrich
Kyselina chlorovodikova (HCI) Sigma Aldrich (USA)
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'- Sigma Aldrich (USA)
ethylcarbodiimide hydrochloride EDC
Amoniak (NHs) Lach-Ner, s.r.o (C2) 25%

MT-1F human University of Wroctaw
MT- 2A human University of Wroctaw
MT-3 human University of Wroctaw
Cyanin 3.5 Sigma Aldrich (USA)

6.2 Pristroje

e Microplate Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader (BioTek, USA)
e Beckman Capillary Electrophoresis PACE MDQ
e MALDI-TOF/TOF hmotnostni spektrometr ultrafleXtreme

6.3 Metody
6.3.1 Priprava QDs pomoci UV zareni

QDs byly pfipraveny smichanim jednotlivych komponentd, tj. 43ul 6mM octanu zine¢natého,
7ul 6mM octanu kademnatého, 25ul 0,1mM fosfatového pufru o pH 7 a 25 pl kyseliny
mercaptosukciniové (MSA) o koncentraci 16mM. Roztoky byly pfidavany v uvedeném poftadi,
pipetovany do jamek mikrotitracnich UV desticek. Po piipravé pozadovaného mnozstvi QDs
(poctu zaplnénych jamek) byla mikrotitraéni UV destic¢ka se vzorky ozafena v transiluminatoru
pti vinové délce 254 nm po dobu 5 minut.
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6.3.2 Precisténi QDs

Pro ziskani ¢istych QDs je nutné se zbavit nezadoucich interferentd. Postup piecisténi QDs byl
nasledujici: do Cisté, suché a zvazené mikrozkumavky byl napipetovan roztok QDs, ke kterému
byl ptidan isopropanol ve dvojnasobném mnozstvi. Smés byla protiepavana pii laboratorni
teploté po dobu 10 minut a nasledné zcentrifugovana 10 minut pti 9000 otackach. Ze vzniklého
roztoku byl odebran supernatant a zbyly pelet QDs byl vloZzen do termobloku pii 30°C po dobu
12 hodin. Poté byla stanovena hmotnostni koncentrace jednotlivych QDs a vysuseny pelet byl
rozpustén ve fosfatovém pufru.

6.3.3 Priprava konjugiatu QDs s MT

Pro vznik konjugatu je nejdfive zapotiebi aktivovat pfislusné skupiny (NHz2 a COOH),
prostiednictvim karbodiimidového zero-lengthcrooss linkeru (EDC/sulfo-NHS). Linker je
slozen ze dvou roztoki. Prvnim roztokem je 0,6 mM EDC, ktery byl pfipraven smichanim 6ul
20 mM EDC a 194 pl MiliQ vody. Druhym roztokem je NHS o koncentraci 1,2 mM. Byl
pfipraven nafedénim z 50 mM a to v poméru 4,8 pul 50 mM NHS a 195,2ul MiliQ vody. Z obou
pripravenych roztokli bylo napipetovano 10 pl do roztoku piecisténych QDs, které byly
rozpustény ve 300 ul fosfatového pufru, a smés byla tfepana 20 minut pii laboratorni teplot¢.
Poté byly k roztoku pfidany rizné isoformy MT (MT-1F, MT-2A a MT-3 o koncentracich
1 mg/ml) v objemu 150 pl a dalSich 60 minut se smés protiepavala pii laboratorni teploté.

6.3.4 Priprava konjugatu QDs s komer¢nimi barvivy

Komer¢ni barvivo Cyanin 3,5 bylo rozpusténo v 1 ml fosfatového pufru (PB) o pH 9. Do
jednotlivych eppendorf zkumavek bylo napipetovano 245 ul roztoku barviv (koncentrace
barviv nebyla vyrobcem uvedena) a pridany ruzné izoformy MT (MT-1F, MT-2A a MT-3
0 koncentracich 1 mg/ml) o objemu 250 pl. Konjugéit vznikl po 20 minutach tfepani pii
laboratorni teploté (25°C).

6.3.5 Charakterizace QDs a Cy3,5

Pro ovéfeni optimalnich optickych vlastnosti donoru (QDs) a akceptoru (Cy3,5) byl vyuzit
ptistroj Synergy H1 Hybrid Reader (BioTek, USA). 100 ul vzorku bylo analyzovano
vV 96— jamkové mikrotitracni destiéce s plochym dnem CoStar (Corning, USA). Na pfistroji
byly zaznamenany absorpcni a emisni spektra pro QDs (max. Aex= 350 nm, max. Aem=470
nm) a pro Cyanin 3,5 (max. Aex= 570 nm, max. Aem=590 nm). Rovnéz byl experimentalné
ovéten nutny spektralni ptekryv mezi emisnim spektrem QDs a absorpénim spektrem Cy3,5.
Vsechna méteni byla provedena pii standardni laboratorni teploté 25 © C.

6.3.6 Ovéreni Fosterova prenosu energie mezi konjugaty
1) Fluorescenéni spektrofotometrie

Analyza byla provedena na pfistroji Synergy H1 Hybrid Reader (BioTek, USA). 100 ul
vzorku bylo analyzovano v 96—jamkové mikrotitracni desti¢ce s plochym dnem CoStar
(Corning, USA). Na pfistroji byla zaznamenana emisni spektra pro komplex donoru (QDs-
MT) s akceptorem (Cy3,5MT), pti excitaci Aex= 350 nm, a emisi Aem= 400-700nm.
Vsechna méteni byla provedena pii standardni laboratorni teploté 25 ° C.
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2) CE-LIF

Na zatizeni Beckman Capillary Electrophoresis PACE MDQ bylo ovéfeno, zda mezi
jednotlivymi konjugaty dochazi k ptenosu energie neboli k FRET. Jak jiz vyse v této praci

bylo uvedeno, FRET funguje na principu pienosu energie mezi donorem a akceptorem.

V tomto piipad¢ je konjugat MT s QDs povazovan za donor a konjugat MT s komer¢nimi
barvivy za akceptor. Aby mohlo dojit k pfenosu energie, musi byt QDs vyexcitovany

vhodnou vlnovou délkou, coZz umoznila zkonstruovana LED o vlnové délce 375 nm.

Nasledné¢, aby bylo mozné zaznamenat pouze signal akceptoru, nikoliv donoru, byl pouzit
emisni LP filtr 550 nm. Podminky CE analyzy jsou uvedeny v tabulce 2

Tabulka 1: Specifikace LED

vysoce u¢inna LED H2A1-H375-E

Elektricky vykon 1 Watt
Vlnové délka 375 nm
Vystupni vykon 200 mwW
Napéti 350 mA
Proud 37V
Uhel pohledu ¢ +/- 75°
velikost Cipu 1x1 mm?
Primér 20 mm

Lambertova vysoka kupolova ¢ocka

Mechanicky kompatibilni s mnoha
kolima¢nimi ¢ockami

Tabulka 2: Podminky CE

Kapilara Délka 48 cm
Efektivni déleka 37,5 cm
Proplach 120 s BGE 20 psi (20mM boratovy pufr
0 pH9)
Dévkovani 1psi4's
Napéti 20 kV
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Obrazek 14: Zavislost vystupniho vykonu LED na vinové délce
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6.3.7 Interakce proteini s kadmiem

Ke konjugatu MT-1F s QDs (vysledna koncentrace MT-1F 0.33 mg/ml a QDs 0,77 mg/ml) a ke
konjugatu MT-1F s Cy3,5 (vysledna koncentrace MT-1F 0.5 mg/ml) bylo pfidano 0,05 mM
Cd?* a nasledné byl vzorek ponechan po dobu 30 dni pii teploté 4 °C. Nasledné bylo provedeno
ovéteni FRET interakce na zafizeni Beckman Capillary Electrophoresis PACE MDQ.

6.3.8 Interakce proteini s cytostatiky

Ke konjugatu MT-3 s QDs (vysledna koncentrace MT—-3 0.33 mg/ml a QDs 0,53 mg/ml)
a konjugatu MT-3 s Cy3,5 (koncentrace MT—3 0.5 mg/ml) byl ptidan 0.015 mg/ml roztok
cisplatiny a nasledné byl vzorek tfepan po dobu 2 hodin pii pokojové teploté 25 °C. Nasledné
bylo provedeno ovéteni FRET interakce pomoci fluorescencni spektrofotometrie a CE-LIF.

6.3.9 Ovéreni dimerizace/oligomerizace MTs pomoci MALDI-TOF-MS

MT-1F(1pl, 0.1 mg/ml) a MT-1F s Cd?* (0.12 mg/ml) byly méfeny bezprostiedné po piipravé
a navic vzorek MT-1F s Cd?*byl zméfen po tydenni a mésiéni inkubaci pii 4 °C. Vzorky byly
pipetovany na MALDI desti¢ku z nerezové oceli za pomoci matrice (Bruker Daltonik GmbH,
Brémy, Némecko). Po vysuSeni pfi laboratorni teploté byl ke kazdému vzorku pfidan 1 pl
roztoku matrice (10 mg kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové v 1 ml 3:7 acetonitril/voda a 0,1%
kyselina trifluoroctova) a desti¢ka byla ponechana k zaschnuti pfi laboratorni teploté 25 °C.
Tvorba dimeru MT-1F byla dale potvrzena analyzou MALDI TOF-MS za pouziti pfistroje
ultrafleXtreme (Bruker Daltonik GmbH, Brémy, Némecko) vybaveného laserem (pracujicim
pii vlnové délce 355 nm, s napétim25 kV, maximalni energie 43,2 pJ a opakovaci frekvence
2000 Hz) v line4arnim rezimu kladnych ionti. Externi kalibrace pomoci proteinové standardni
smési [ a II (Bruker Daltonik, Brémy, Némecko) byla aplikovana v rozsahu m/z 1-30 kDa. Pro
kazdy vzorek bylo secteno celkem 3000 spekter pomoci rastrového vzoru Random Walka data
byla nasledné analyzovana pomoci softwaru Flex Analysis.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Detekce protein-proteinové interakce dovoluje hloubé&ji prozkoumat strukturu a fadu
variabilnich a komplexnich dé&jti, pfevazné v ramci biologickych funkcich. Signaly jsou
prenaseny pomoci proteinovych interakci signalnich molekul. Pfinos novych informaci o téchto
interakcich zleps$i pochopeni riznych onemocnéni a mize byt zdkladem pro nové terapeutické
ptistupy. Velké mnozstvi proteini je zapojeno v procesech bunéc¢né signalizace a transdukce
signalu z vn¢jSiho prostiedi do nitra bunky. Od objeveni primarni struktury zeleného
fluorescen¢niho proteinu se v poslednich 20. letech fluorescen¢ni proteiny a jejich riiznorodé
aplikace stavaji nepostradatelnymi pii zkoumani a popisovani molekularnich bunéénych dé;ji,
bunécné fyziologie, bunécnych interakci a signalizaci v zivych buiikach a malych organizmech

182].

Fluorescen¢ni znacky je mozné konjugovat nebo fiizovat s nejriizn€jsimi molekulami
aje tak mozné studovat ruzné typy vazeb— od protein-proteinovych interakci (antigen-
protilatka, ligand-receptor), pies DNA nebo RNA hybridizaci az po vazby proteinu s DNA
anebo RNA. Mezi fluorescen¢éni sondy se tadi i QDs, které emituji pfi ruznych vinovych
délkach, a tim Ize stanovit n€kolik analyti v jednom kroku. QDs se rovnéz pouzivaji jako sondy
pro FRET, kdy dochézi k pfenosu energie mezi excitovanym donorem na akceptor. Tim ze QDs
emituji i pfi nizkych vinovych délkach mohou piedat energii organickym barviviim, ktera jsou
excitovany pfi vysSich vinovych délkach. Diky protein-proteinové interakci metallothioneinii
a snadné biokonjugaci s fluorescen¢nimi znackami, je mozné pozorovat fyzikalni jev FRET.
Tento resonanéni pienos energie byl uz mnohokrat studovan v ramci proteint, a dokonce byl
také jiz vyuzit ke zkoumani struktury MTs a jeho funkci v zivych buiikdch pomoci
fluorescenénich sond zvanych Alexa, inkorporovanych do struktury MTs [23, 83, 84].

Navic konjugaty MTs s fluorofory umoziuji pochopit oxidativni dimerizace MTS.
Oligomerizace MTs je obecné dosud velmi malo prostudovany jev, ktery ale hraje zasadni roli
v ramci biologickych dé&ju. Jelikoz MTs ovliviiuji mnoho biologickych pochodu, $irsi studium
oligomerizace tohoto proteinu by napomohla k pochopeni dalSich tloh metallothioneinu
v organismech. At uz se jedna o neurodegenerativni onemocnéni nebo 1ékové resistence pii
1é€be nddorovych onemocnéni. Praveé v tomto kontextu je nutné zminit, ze existuji studie, které
dokazuji, ze dochazi ke zvysené expresi MT v oblasti rakovinnych bunék nadori [85]. Diky
velkému poctu sulfhydrylovych skupin v proteinu, je MT atraktivnim mistem pro reakce
ruznych kovovych iontl a elektrofilnich ¢inidel, v¢éetné komplexti platiny, kterd je soucasti
cytostatik. Metallothioneiny hraji vyznamnou roli pfi transportu a pii detoxikaci organizmu
vystaveného puisobeni t€zkych kovi v toxickych koncentracich. Mira exprese metallothioneint
ajejich schopnost vazat kovy mize byt mimo jiné naruSena zménami na Urovni DNA.
Nadmérna exprese MT muze vést k ochrané¢ bun€k a byt cennym markerem pro véasnou
diagnostiku nadorovych onemocnéni [82].
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7.1 Priprava QDs pomoci UV zareni

QDs byly piipraveny smichanim jednotlivych komponentt uvedenych v kapitole 6.3.1. Bylo
pfipraveno pét roztokit QDs o riznych koncentracich. Jednotlivé koncentrace jsou uvedeny
v Tabulka 3. Po ozafeni v transiluminatoru, bylo ziejmé (Obrazek 15), ze ptipravené QDs
emituji modrozelené zaieni a koncentrace QDs ma vliv na intenzitu zareni.

Tabulka 3: Koncentrace QDs

Koncentrace
Kvantové tecky [mg/mi]
QDs 1 0,2
QDs 2 0,42
QDs 3 0,79
QDs 4 0,94
QDs 5 1,15

Obrazek 15: ZnCd QDs o riizné koncentraci

Pomoci multifunkéniho modularniho readeru bylo zméteno absorpéni a emisni spektrum QDs
(Obrazek 16). Z grafu je patrné, ze QDs absorbuji pfi vinové délce 340-380nm. Emisni
maximum QDs bylo pii 470 nm.
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Obrazek 16: Spektrofotometrické stanoveni absorpéniho a emisniho spektra ZnCd QD
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7.2 Priprava konjugatu MT a QDs

Vznik konjugatu spociva ve vyuziti karbodiimidového zero-lengthcrooss linkeru
(EDC/sulfo-NHS). Karbodiimidy se pouzivaji pii vytvafeni konjugati ke zprostiedkovani
vazeb mezi dvéma molekulami proteinu, mezi peptidem a proteinem, mezi oligonukleotidem
a proteinem, mezi biomolekulou a povrchem nebo ¢astici nebo jakoukoli kombinaci. EDC (1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimidhydrochlorid) je nejpouzivanéjsi karbodiimid
pro konjugaci biologickych latek obsahujicich karboxylaty a aminy. EDC v kombinaci se sulfo-
NHS (N-hydroxysulfosukcinimid), ktery aktivuje karboxylové kyseliny, tvofi stabilni esterovy
meziprodukt, jenz umoznuje t¢innou konjugaci s primarnimi aminy pii fyziologickém pH [86].
Dochézi tedy k aktivaci karboxylovych skupin obsazenych v QDs aaminovych skupin
obsazenych v MT. Z dosavadnich studii vyplyvd, Ze interakce kvantovych tecek
a metallothioneini jsou zéavislé predev§im na velikosti zvolenych QDs. Rovnéz je
pravdépodobné, ze tvorba komplextd mezi QDs a MTs vychazi ptedevsim ze strukturdlnich
a konformac¢nich zmén MTs, které jsou nasledné zodpovédné za stabilizaci a tvorbu komplexu
[87]. Z obrazku 17 je patrné, ze QDs s nejvyssi koncentraci vykazovaly i nejvyssi intenzitu
fluorescence.
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Obrazek 17: Emisni spektrum Zn Cd QDs a riznych koncentracich
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7.3 Priprava konjugatu MT s komer¢nimi barvivy

Ke konjugaci s MT bylo jako komer¢ni barvivo vybrano Cyanin 3,5. Jedna se o syntetické
barvivo, které je obvykle tvofeno dusikem a casti konjugovaného fetézce heterocyklického
systému, jako je imidazol, pyridin, pyrrol, chinolin a thiazol. Cyaninova barviva se pouZzivaji
ke znaceni proteinti, protilatek, peptidl, sond nukleovych kyselin a jakéhokoli druhu dalSich
biomolekul, které se pouzivaji v riznych technikach detekce fluorescence. Excitaéni maximum
cyaninu 3,5 je pfi vinové délce 570 nm a emisni maximum pii 590 nm, coz dokazuji ziskana
spektra (Obrazek 18).
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Obrazek 18: Spektrofotometrické stanoveni absorpéniho a emisniho spektra Cy3,5

Jak jiz dtive bylo zminéno, FRET potiebuje vhodnou kombinaci akceptoru a donoru.
Nejzadangjsi jsou fluorescencni molekuly s nejvétsim Stokesovym posunem, protoze zietelné
oddéluji excitatni a emisni vlnové délky, coz splituji spektra cyanind tak i QDs. U¢innost FRET
zavisi prevazné€ na spektralnim piekryvu emisniho spektra donoru a absorpéniho spektra
akceptoru a vzdalenosti mezi donorem a akceptorem (<10 nm). Z absorp¢nich a emisnich
spekter vyplyva, ze se mize jednat o vhodnou kombinaci donoru (QDs) a akceptoru (cyaniny).
Teoreticky spektralni piekryv emisniho spektra QDs a absorpéniho spektra cyaninu 3,5

znédzornuje obrazek 19.
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QDs- Donor Cy3,5 -AKkceptor

Spektralni piekryv

Obrazek 19: Schéma spektralniho piekryvu donoru (QDs) a akceptoru (Cy3,5)

Obrazek 20 naopak znazoriiuje experimentalné potvrzeny spektralni prekryv mezi
absorpénim spektrem akceptoru (Cy 3.5) a emisnim spektrem donoru (QDs). Z grafu je patrné,
zZe spektralni prekryv je maximalni.
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Obrazek 20: Emisni spektrum donoru (QDs) a absorp¢ni spektrum akceptoru (Cy3,5)

Pouze v ptipadé, Zze mezi emisnim spektrem QDs (donoru)a absorpénim spektrem Cy3,5
(akceptoru) je dostatecny spektralni prekryv, dochazi k u¢innému pienosu energie z donoru na
akceptor. Na zdklad¢ ptedchozich experimentii bylo potvrzeno, ze QDs s MT mohou byt

pouzity jako donor a Cy3,5 s MT jako akceptor. Dal§i podminkou je dostate¢na blizkost
fluorescen¢nich sond donoru a akceptoru. Pokud jsou QDs a Cy3,5 voln€ v roztocich, je
pozorovana nizsi intenzita fluorescence, nebot” ¢astice libovolné migruji. V piipad€ navazani

QDs a Cy3,5 na MTs, dochéazi nasledné k interakci proteint a diky tomu jsou molekuly QDs

a Cy3,5 blize u sebe. Lze tedy pozorovat vyssi signal intenzity fluorescence zptisobené
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pfenosem energie mezi donorem a akceptorem. Schematické znazornéni této situace
predstavuje obrazek 21.

FRET ;
Excitace Emise (590nm)
(375nm) /_\
- )
‘ | = © = @

Emise (590nm)

Excitace U . A\

Obrazek 21: Schéma pienosu energie mezi donorem a akceptorem
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Experimentalni znadzornéni vySe popsané situace je znazornéno na obrazku 21.
V piipadé MT oligomerizace dojde tedy k FRET kvili tésné blizkosti donorovych
a akceptorovych fluoroforti. Na druhou stranu, pokud nedojde k oligomerizaci, vzdalenost
fluoroford je vétsi, nez je pozadovano pro FRET, asignal tak dosahuje nizSich intenzit
fluorescence. Na obrazku 22 je patrny rozdilmezi konjugatem samotnych QDs s Cy3,5
a konjugatem donoru (QDs-MT) aakceprotu (Cy3,5-MT). V piipadé konjugath
s metallothioneinem je pravdépodobny vySe zmizeny mechanismus oligomerizace, ktery
zvysuje signal akceptoru pii emisi 590 nm a naopak snizuje intenzitu fluorescence pii emisi
470 nm, coz je oblast emise donoru. Pfi smichani QDs s Cy3,5 bez metallothioneinu nedochazi
k oligomerizaci proteinu a fluorofory nejsou proto tak v tésné blizkosti, protoze v roztoku
libovolné migruji.
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Obrazek 22: Emisni spektrum konjugatu QDs a Cy3,5 a konjugatu akceptoru (Cy3,5-MT)
a donoru (QDs-MTSs)

50



Fakt, Ze mezi donorovymi a akceptorovymi molekulami dochazi k FRET, potvrzuje
| obrazek 23. Konjugat je tvofen akceptorem (MT-2 s cyaninem 3,5) a donorem (MT-2 s QDs,
pti¢emz Koncentrace QDs 3 ¢ini 0,79mg/ml). Zelena kiivka pfedstavuje konjugat donoru, tedy
QDs3 a MT-2A a Cervend ktivka akceptor, tj. konjugat Cy3,5 a MT-2A. Na modré kiivce
muzeme pozorovat spojeni konjugatu pienos energie mezi nimi, kdy v oblasti 500 nm se
objevuje emisni spektrum QDs, které se 2,5x snizilo v porovnani samotného konjugatu (zelené
kfivky). Nicméné doslo k nariistu intenzity fluorescence pii emisi akceptoru 590 nm, coz
potvrzuje UspésSny prenos energie mezi jednotlivymi konjugaty. Divodem je pravdépodobné
vznik dimeru mezi molekulami MT. Vznikem dimeru doslo k pevnéjsimu spojeni molekul,
diky ¢emuz jsou akceptor a donor v bliz§im kontaktu, a tim pozorujeme vyssi signal FRET.
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Obrazek 23: Emisni spektrum akceptoru, donoru a jejich konjugatu
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Vyssi koncentrace QDs mé rovnéz za nasledek zvySeni intenzity fluorescence cyaninu.
Cim vétsi mnozstvi QDs je v roztoku piitomnych, tim pravdépodobné dochazi k vétsimu
mnozstvi uvolilované energie molekulou donoru. Jak zndzornuje obrazek 24, konjugat s QDs
0 koncentraci 1,15 mg/ml (QDs5) zptisobil zna¢ny ndrast intenzity fluorescence pii emisi
akceptoru 590 nm a naopak sniZeni intenzity fluorescence pfi emisi donoru 470 nm, na rozdil
od konjugatu s QDs o koncentraci0,79 mg/ml (QDs3).
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Obrazek 24 Emisni spektrum konjugatu a jejich smési s riznymi koncentracemi QDs
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742 CE-LIF

Protoze zvySeni signalu akceptoru detekované fluorescencni spektroskopii je sice potvrzeni
FRET, nicméné nikoliv dimerizace metallothioneinu, byla pro analyzu vyuzita rovnéz CE-LIF
k prokazani stabilniho spojeni dvou molekul MT.

Pomoci kapilarni elektroforézy (Obrazek 25) byl ovéfen vznik vazeb mezi jednotlivymi
konjugaty i smési konjugati. Jelikoz byla pouzita LED 375 nm a emisni filtr Long pass 550
nm, tak by videdlnim pfipadé nemél byt detekovan signal donoru aani akceptoru
V nepiitomnosti donoru. Nicméné na obrazku 25 mizeme vidét, ze donor (QDs-MT) migruje
Vv ¢ase 5 minut a signal je tedy detekovatelny. Cy3,5-MT (akceptor) migruje v 3,9 minut¢, tedy
o néco diive nez donor, nebot QDs dodavaji donoru siln€¢ zaporny naboj a dojdou tak
k detektoru pozdé&ji. Patrny signal akceptoru lze vysvétlit tim, Ze kromé svého absorpéniho
maxima 590 nm, absorbuje nepatrné¢ také v oblasti 350-400 nm. A ZnCd QDs, které byly
nasyntetizovany, maji Siroké emisni pasy, a tak jsou na detektoru zachyceny navzdory
emisnimu filtru 550 LP. Po smichani konjugati donoru a akceptoru (Cy3,5MT+QDs-MT), vSak
dochazi k absenci signalu donoru a je patrna vyssi intenzita fluorescence akceptoru (2,5x vyssi
signal oproti signalu akceptoru v absenci donoru). Rovnéz doslo k nepatrnému posunu
vV migra¢nim ¢ase (4. minuta) konjugéatu Cy3,5MT + QDs-MT.
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Obrazek 25: Elektroferogram zobrazujici proteinové interakce konjugati MT s QDs a Cy3,5
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7.4.3 Studium proteinovych interakci s kadmiem

Kadmium (Cd) je extrémné toxicky prvek, pficemZz jeho pfitomnost muze zpusobit
karcinogenitu, teratogenitu, mutagenitu a endokrinni a reprodukéni poskozeni. Cd nelze
biotransformovat, a proto biologické mechanismy musi mit jinou povahu, nez rozklad na mén¢é
toxické nebo snadnéji vyluCované produkty. Mechanismy pro homeostazu kovt, dostupnych
pouze ve stopovém mnozstvi, jsou nutné pro zachovani transportu a skladovani téchto kovi
Vv netoxické form¢. Za tyto mechanismy jsou casto zodpovédné proteiny. Cd v biologickém
systému sleduje drahy zinku (Zn), v mensi mife médi (Cu), a tak se bude nachazet ve spojeni
s proteiny, které se ucastni metabolismu esencialnich stopovych prvkd. Metallothionein je
nejznamgéjsi z téchto proteint a jeho nedostatek v sav¢ich tkanich, zptisobuje zvySeni citlivosti
na toxické Gi¢inky Cd. Mnohé studie prokazuji, Ze pti expozici metalotioneinu kadmiu dochazi
prevazné ke spojeni, za vzniku komplexu, ktery je relativné biologicky inertni. Predpoklada se,
ze systtm MT detoxikuje Cd prostiednictvim indukovatelné vazby s vysokou afinitou,
a nedostatek ¢i nizké hladiny cysteinu v proteinu mohou snizovat afinitu a také kapacitu pro
sekvestraci Cd v cilovych tkanich. To mize umoznit Cd lepsi pfistup ke specifickym
molekularnim cilim. V ptipad¢ karcinogeneze Cd se predpoklada, ze molekularnim cilem je
DNA [88].

Kadmium potencialné zpusobuje mutace a chromozomalni delece. Jeho toxicita
zahrnuje vycCerpani redukovaného glutathionu (GSH) azptsobuje zvySeni produkce
reaktivnich druht kysliku (ROS), jako jsou superoxidové ionty, peroxid vodiku a hydroxylové
radikaly. Tim ze, metallothionein obsahuje velké mnozstvi cysteinu (sulfhydrylovych skupin)
pusobi jako lapa¢ volnych radikali. Zachycuje hydroxylové a superoxidové radikaly. Proto
bunky, které obsahuji metallothioneiny, jsou obecné odolné vici toxicité kadmia. Nicméné
kadmium mize indukovat produkci ROS a vést k oxidaénimu stresu. Tento mechanismus miize
vyjadtovat roli kadmia v organové toxicité, karcinogenité a apoptotické bunééné smrti [89].

Z biologického hlediska je dimerizace/oligomerizace proteinti zodpovédna za urcité
vitalni funkce, protoze selhani spravné interakce muize dokonce vést k rozvoji onemocnéni.
Cilem bylo ovéfit, zda se zvysi tvorba dimerit MT jako proteinu potencialné souvisejiciho
s rozvojem celé fady onemocnéni, po inkubaci tohoto proteinu s ionty Cd?*. Studie poskytuji
diikazy o tvorbé neoxidativni dimerni formy MT pfi vystaveni volnym iontim Cd, kdy dochazi
k rychlému pteskupeni monomerni struktury. Lze predpokladat, ze kovem zménéné
monomerni formy MT se nesirné ligandy, napf. kyslik, uc€astni koordinace kovi [90].
Oxidativni dimerizace a vytvoteni disulfidovych mustki by oproti tomu mohla byt o néco méné
stabilni. Na obrazku 26 je ukadzano schematické znazornéni oxidativni a neoxidativni

dimerizace a tvorbu takzvanych , kovovych mustki“ mezi jednotlivymi proteiny pomoci iontt
Cd?* [65].
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Obrazek 26: Schematické znazornéni oxidativni dimerizace (A) a neoxidativni dimerizace (B)
metallothioneinu

Zvysend tvorba dimertt MT po inkubaci s Cd?* byla ovéfena na CE-LIF, kdy opét doslo
znatelnému nartistu signalu MT, vtomto pifipadé¢ konjugatu Cy3,5-MT-1 a QDs-MT-1
(Obrazek 27). Pridavkem kadmia doslo pravdépodobné ke vzniku kadmiovych mdstkd,
které spojuji MT, a nasledné ke zvySeni intenzity fluorescence. Vznik takzvanych kovovych
mustkil po inkubaci MTs s ionty kadmia a tim zvySené oligomerizaci MTs, byl jiz diive
potvrzen [91]. Lze také vidét, ze doslo ke sniZzeni mnozstvi volného barviva Cy3,5, které se
S nejvétsi pravdépodobnosti navazalo na metallothionein. Po ptfidavku kadmia se snizil
I migracni ¢as konjugatu, coz je jen dalsi dikaz zvySeného mnozstvi MT.
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Obrazek 27: Charakterizace interakce konjugatii s kadmiem pomoci CE

7.4.4  Studium proteinovych interakei s cytostatiky

Platinova protinddorova 1é¢iva se Siroce pouzivaji k 1é¢bé riznych typi nadorovych
onemocnéni. Nicméné v prib&hu tspésné 1écby je prekazkou nefrotoxicita (poskozeni tkané
ledvin, zejména u ledvin oslabenych né&jakym chorobnym procesem nebo ifadou léki
a kontrastnich latek) a rozvoj nadorové rezistence k lékim. MT je atraktivnim mistem pro
reakce riznych kovovych ionti a elektrofilnich ¢inidel, véetné komplext platiny. Tvorbou Pt-
MT je zvazovano snizeni nefrotoxicity, ale mize naopak dochazet k rozvoji 1ékové rezistence,
a tedy netspésné 1é¢be. Bylo provedeno mnoho vyzkumii reakei Pt (IT) komplexti, zejména cis-
dichlordiamin platiny (11) (CDDP), s MTs in vivo a in vitro. Zda se, ze PtzMT nebo PtioMT
muze vzniknout, kdyz komplexy Pt (I) reaguji se Zn7MT, Cd7MT nebo apoMT in vitro a Pt
(IT) ma tetrathiolatovou koordinaci v MT. Ve studii bylo zjisténo, ze ionty Pt maji vysokou
afinitu k MT, atak jejich reakci vznikaji komplexy monomerniho ¢i oligomerniho produktu
[92]. Protinadorovy efekt cis-platiny je dan jeho vazbou do DNA, ¢imz dochazi k zabranéni
replikace DNA. Predpoklada se, Ze cisplatina mize pravdépodobné stimulovat transkripci MT
genu.
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Obrazek 28: Nahrazeni Zn nebo Cd ze struktury MT [93]

Obrazek 29 a obrazek 30 potvrzuji, ze pfidanim cisplatiny do komplexu konjugéati MT
s QDs a MT s Cy3,5 dochazi k vytlaceni kadmia nebo zinku ze struktury kvili vyssi afinité,
pfi¢emz se Snejvetsi pravdépodobnosti narusi kadmiové mustky a mize dojit k rozpadu
dimeru. Dikazem je posun piku v migratnim Case arovnéz snizeni intenzity fluorescence
konjugéati. Nicméné studium interakce s cytostatiky bude vyZadovat dalSi experimenty
a vyzkum.
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Obrazek 30: Emisni spektrum konjugatu MT-QDs s MT-Cy3,5 po interakci s Cd?* a Cisplatinou
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7.5 Studium proteinovych oligomert pomoci MALDI -TOF-MS

Kromé¢ vzniku konjugéatu detekovanych kapilarni elektroforézou, byl pomoci MALDI-MS
ovéten 1 vznik dimeru metallothioneinu. Pfipraveny roztok MT byl naddvkovan na vodivou

MALDI destic¢ku spole¢né s ptislusnym roztokem matrice.

Za uéelem ovéfeni tvorby dimeru nebo vyssiho oligomeru po inkubaci MT s Cd?*, byla

provedena hmotnostné spektrometricka analyza. Jak je vidét na obrazku 31, intenzita signalu
v m/z 12000 (coz odpovida molekule dimeru metallothioneinu, se vyznamné zvysila ve vzorku
MT po 1 tydnu skladovani s Cd?* za anerobnich podminek (Obrazek 31 A). Dokonce byla
pozorovana tvorba vyssich oligomert, jako jsou trimery (m/z 18000).
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Obrazek 31: MALDI-TOF-MS profil metallothioneinu méfeny ihned (B) a po tydnu inkubace
s Cd?(A)
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Obrazek 32 zobrazuje zaznam z MALDI-TOF-MS, kdy byl vzorek MT inkubovan
s Cd?"po dobu jednoho mésice (Servena kiivka). V tomto p¥ipadé je z grafu patrné, Ze doslo jak
k mnohonasobnému nardstu dimert, tak ivyS$ich oligomert. To potvrzuje teorii, ze po
dlouhodobé inkubaci metallothioneinu s ionty kadmia, dochazi ke vzniku tzv. inter- a intra-
molekularnich ,.kovovych mustku‘ a nasledné oligomerizaci [91].
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Obrizek 32: MALDI-TOF-MS profil metallothioneinu méfeny po mési¢ni inkubaci s Cd?
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8 ZAVER

Diplomovéa prace byla zaméfena na studium proteinovych interakci pomoci Forsterova
resonan¢niho pienosu energic (FRET) studovaném fluorescen¢ni spektrometrii kapilarni
elektroforézou s laserem indukovanou fluorescenéni detekei.

V teoretické Casti byla vypracovana reSerSe zamétfend na metallothionein, kvantové
tecky, jejich vyuziti v oblasti znaceni proteini a diagnostiky, elektronové trasnfery, zejména
Forsteriv pienos rezonanéni energie. Cast literarni reSerSe byla rovndZ vénovana
metallothioneinu, cytostatikim a vlivu MT na naddorova onemocnéni.

Experimentalni ¢ast byla soustfedéna na vytvofeni konjugatd metallothioneinu
s kvantovymi teCkami a konjugata metallothioneinu s organickymi cyaninovymi fluorofory.
Mezi konjugaty byla studovéana interakce metallothioneinu pomoci FRET. Pfenos energie byl
umoznén diky excitaci ZnCd QDs nami nasyntetizovanych a navazanych na MT ¢ili donoru.
Piijeti energie excitovaného donoru akceptorem, bylo umoznéno pomoci cyaninii navazanych
na MTs. Kvantové tecky byly ptipraveny v péti riiznych koncentracich. Koncentrace QDs méla
vliv na intenzitu konjugatu vzniklého mezi MT a QDs. Cim vys§i koncentrace QDs, tim vice
energie bylo pfedano a byl vykazovan vyssi signal akceptoru. Konjugace mezi QDs a MTs byla
zprostfedkovana pomoci karbodiimidového zero-lengthcrooss-linkeru (EDC/sulfo-NHS), ktery
slouzi k aktivaci karboxylovych skupin atim umoznuje biokonjugaci ligandu kovalentni
vazbou. Déle byl pfipraven konjugit MT s komerénimi barvivy. S pouzitim téchto konjugatt
byly studovany interakce MT. Bylo ovéfeno, ze MT tvofi dimery. Diky vzniklym dimertim,
tedy vazbam mezi molekulami MT, mohlo dojit k daleko intenzivnéj$imu pfenosu energie mezi
donorem a akceptorem. Tvorba dimeru a vyssich oligomert byla ovéfena i na MALDI-TOF-
MS, ktera dokazala pfitomnost jak dimeru metallothioneinu, tak i trimeru. Zméfenim vzorku
po mé&sicni inkubaci s kadmiem doslo k zfetelnym narGstim oligomert MT.

K vytvofenym konjugatim byl pfidan 0,05 mM roztok kadmia za Géelem interakce
s MT. Kromé roztokl kadmia, byly pfidany i roztoky cytostatik, konkrétné cisplatiny. Cilem
bylo prohloubit pochopeni vlastnosti reakce komplext platiny (I1) s metallothioneinem a role,
kterou mize metallothionein hrat v bunééné rezistenci vici této téide 1é¢iv a v ochrané hostitele
pred toxicitou cytostatik. Pfidanim cisplatiny do konjugati metallothioneinu doslo k vytlaceni
kadmia ze struktury, rozpadnu vzniklych dimerd a zalenéni platiny do struktury.
V ptedchozich publikacich bylo zjisténo, ze u nadorti a nddorovych onemocnéni je zvySena
exprese MT. Navazanim cytostatik piimo do struktur konjugatd MT by moznd umoznilo
zavedeni cytostatik pfimo na misto ur€eni a sniZeni jejich toxicity na okolni nenaddorové tkané.
Otazkou vsak stale ziistdva vliv MTs na sniZeni Uc€innosti cytostatik a tim mensi GspéSnost
1écby.

FRET se pouziva v fad¢ aplikaci (analyza struktury a konformace proteinti, zkoumani
interakci receptor-ligand). Vyhodou FRET je, Ze ho I1ze pouzit v kombinaci s mikroskopii a tim
jej 1ze provadét v butice za fyziologickych podminek. V porovnani s ostatnimi metodami studia
proteinovych interakci, poskytuje FRET mikroskopie navic také informace o lokalizaci
interagujicich proteint v buiice. Spojuje tak v sobé vyhody nekolika riznych metod, napf.
afinitni chromatografie, charakterizujici vzajemné interakce proteind a imunochemického
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signalu, a také pro zjisténi piitomnosti dvou studovanych proteind na stejném misté v butice
[94].
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SEZNAM ZKRATEK

FRET Forsteriv rezonan¢ni pfenos energie
MT Metallothionein

MTs Metallothioneiny

QDs (quantum dots) Kvantové tecky

Cys Cystein

MRE- metal responsive element Prvek reagujici s kovem

MTF-1- metal regulatory transcription Regulac¢ni transkripéni faktor- kovu

factor-1

MALDI-TOF-MS Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace

IR Infracervénad oblast

NMR Nukledrnimagnetické rezonance

HOMO Nejvyssi obsazeny molekularni orbital

LUMO Nejniz$i obsazeny molekularni orbital

PET Fluorescenc¢ni fotoindukovany pienos

BRET Bioluminiscen¢ni rezonancni pienos energie

A Akceptor

D Donor

GFP (GFP) Zeleny fluorescenéni protein

CDs Uhlikové tcky

FP Fluorescenc¢ni potein

DET Dextertiv pfenos energie

SET Povrchovy pienos energie

ND Nanodiamanty

CNT Uhlikové nanotrubicky

SWNT Uhlikové nanotrubicky s jednou sténou

MWNT Uhlikové nanotrubi¢ky s vice sténymi

EET Pienos excitaéni energie

FLN Fullereny

GIF Ristovy inhibi¢ni faktor

LP Long pass- ,,dlouhy filtr*

SP Short pass- , kratky filtr

EOF Elektroosmoticky tok

CE Kapilarni elektroforéza

FC princip Franck-Condontv princip

LIF Laserem indukovana fluorescence

ESI lonizace elektrosprejem

UV-VIS Ultrafialovo-viditelna spektroskopie

MS Hmotnostni detekce

HCI Kyselina chlorovodikova

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide

NH3 Amoniak
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MSA
Sulfo-NHS
ul

mg

mi

mM

M

mbar

kv
nm

mV

Kyseliny mercaptosukciniové
N-Hydroxioulfosuccimide sodium
Mikrolitr

Miligram

Mililitr

Milimol

Mol

Milibar

Sekunda

Kilovolt

Nanometr

Mikroampér

Milivolt
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