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ABSTRAKT

Biokonjugacni reakce jsou dlouhodobé pouzivané k znac¢eni biomolekul pomoci
fluorescencnich znacek, které spojuji rizné biomolekuly k sob¢ za vzniku riznych povrcht
nebo mikroskopickych koralk. Béhem nékolika desetileti vyzkumu byly vyvinuty metody,
které ndm umoziuji konjugovat riizné funkéni skupiny rdznych molekul pfi mirnych
zménach reakénich podminek. Cilem této prace je predstavit nékteré z téchto technik

a optimalizovat obecné pouzivané metody pro naSe specifické ucely. Proto jsme zvolili dvé
fluorescencni barviva, eosin Y a fluorescein, a pokusili se optimalizovat podminky jejich
konjugace k ethylendiaminu a N-hydroxylsukcimidu za pouziti moderniho karbodiimidu,
kondenzac¢ni reakci s N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride jako
kondenzacnim c¢inidlem. Reakce byly sledovany pomoci separace agar6zovou
elektroforézou s naslednou fluorescenéni detekci. Tato metoda ukazala o¢ekavany prib¢h
obou reakci. Pokus o prokazani reakéniho produktu hmotnostni spektrometrii (MS) vSak
selhal, nejspiSe z technickych ditvodd, které je tfeba v budoucnu vyftesit. V piipadé
pozd¢jsiho potvrzeni syntetizovaného produktu MS, jak produkty, tak optimalizované
metody budou pouzity pro fluorescen¢ni znac¢eni biomolekul, které jsou v nasem zajmu,

a jejich konjugace s polystyrénovymi mikro¢asticemi za i¢elem manipulace pomoci

optickych pinzet.

Klicova slova: elektroforéza, hmotnostni spektrometr, opticka pinzeta, eosin, fluorescein



ABSTRACT

Bioconjugation reactions have been long time used to labeling the biomolecules

By fluorescent marks, connecting different biomolecules to each other, attaching them

to various surfaces or microscopic beads. During several decades of research manifold

of methods have been developed that allow us to conjugate various functional groups

of different molecules at mild reaction conditions with higher or lower specificity.

The aim of this thesis is to introduce several of these techniques to our laboratory

and to optimize the generally used methods for our specific purposes. Therefore, we chose
two fluorescent dyes, eosin Y and fluorescein, and tried to optimize the conditions of their
conjugation to ethylendiamine and N-hydroxylsuccimide using the carbodiimide moderated
condenzetion reaction with N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochlo-
ride as the condensation agent. The reactions were monitored by means of the separation by
agarose electrophoresis with fluorescent detection. This method showed the expected
performance of both the reactions. However, the attempt to prove the reaction product

by mass spectrometry (MS) failed, most likely due to the technical reasons that have to be
solved in the future. In case of later confirmation of the synthesized product by MS both
the products and the optimized methods will be used for fluorescent labeling of biomolecules
of our interest and their conjugation to polystyrene microparticles for the purpose

of manipulation by optical tweezers.

Keywords: electrophoresis, mass spectrometer, optical tweezers, eosin, fluorescein
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UvVOD

Cilem prace bylo zavedeni metody konjugace proteinovych molekul s polystyrenovymi
mikroc¢asticemi a fluorescencnimi znackami do praxe v laboratornich podminkach nasi
fakulty. Prvnim krokem byla zvolena tvorba amidovych a fosforamidovych vazeb

v pritomnosti karbodiimidi (EDC), z divodu jejich vyuzitelnosti pro modifikace proteini
1 nukleovych kyselin. Na poc¢atku byla za modelovy systém pouzita reakce eosinu nebo
fluoresceinu s ethylendiaminem. Produkt této reakce se da dale vyuzit jako meziprodukt
pro fluorescen¢ni znaceni. Diky fluorescenci Ize tento produkt snadno detekovat
elektroforeticky. V prvni fazi celého experimentu bylo postupovéano ptimo. Provadéné
spojeni pomoci EDC ptimo s karboxylovou skupinou eosinu nebo fluoresceinu

s aminoskupinou ethylendiaminu. Byl pouzit nadbytek ethylendiaminu aby se zamezilo
spojeni soucasné na obou reaktivnich koncich. Jelikoz reakce ma mit za nasledek zménu

naboje byl tento produkt testovan elektroforeticky.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOKONJUGACNI REAKCE

Biokonjugace je obecné oznaceni pro spojeni biomolekul s jinymi molekulami, které nesou
na svém konci pozadovanou skupinu pro cilové vyuziti. Biokonjugace se d¢li na dva
nasledné kroky. Béhem prvniho kroku se jedna o vhodné navéazani reaktivni skupiny.
Naésleduje druhy krok pfidanim zvolené biomolekuly pro vznik biokonjugatu. RozliSujeme
slouceniny s jednim aktivnim centrem pro vazbu a slouceniny s vice aktivnimi centry.

U sloucenin s vice aktivnimi centry je tieba zjistit, kterd centra reaguji pfednostné. Toho se
dosahuje analyzou biokonjugatu pomoci hmotnostniho spektrometru, diky rozdilim

v molekulovych hmotnostech vzniklych slouc¢enin. Toto neni nutné u sloucenin s pouze
jednim aktivnim mistem pro vazbu. K samotnému spojeni dvou biomolekul jsou zapotiebi

¢inidla, kterd dokézi spojit povrchové skupiny na dvou rtiznych biomolekulach [23].

1.1 Primé spojeni

Spojeni biomolekul bez mustkové spojovaci skupiny se nazyva zero lenght crosslinkers.
Konkrétnéji se jedna o spojeni karbodiimidu, karbonyldiimidazolu nebo aldehydu s amino-

skupinou [23].

Obrazek |: Zjednodugena ukazka pfimeho spojeni (23]

R-CHO + NH; — R-CH(OH)NH> (1)

Rovnice (1) znazornuje reakci aldehydu s amoniakem za vzniku nestalé aminohydroxy-
slouceniny, kterou je nutno nasledné¢ stabilizovat v zavislosti na pouzité zasadé€. R znaci

uhlikaty fetézec aldehydu.

Ri-NH; + R>-CHO — R;-N=CH-R> + H>O (2)

Rovnice (2) znazornuje reakci aldehydu s primarnim aminem za vzniku slouc¢enin
nazyvanych Schiffovy zasady. R znaci substituent u primarnich amind. R, znaci uhlikaty

fetézec aldehydu.
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1.2 Spojeni pomoci mistku

Spojeni biomolekul spojovacim mitistkem lze provadét pomoci molekul s pozadovanou

definovanou délkou. Mustky jsou tvofeny bifunkénimi ¢inidly, nazyvanymi linker [23].

(brazek 2: Ziednodusend ukazka spojeni pomoci mastku [23]

1.2.1 Homobifunkéni sit'ujici ¢inidla

Jedna se o symetrickd €inidla se dvéma shodnymi funkénimi skupinami. Jednim koncem se
spojuji s biomolekulou A a druhym koncem s biomolekulou B. Pozadovany je vznik pouze
A-B konjugatli. Reakce mohou byt provadéné jednokrokoveé. VSechny slozky se smichaji
dohromady s ¢astym vznikem oligomernich produktii. Druhym zptsobem je postupné
provadéni reakce. Biomolekula A se smichd s konjugacnim ¢inidlem, necha se probéhnout
modifikace a az poté se ptida biomolekula B. Komplikaci téchto reakci je nestabilita
reaktivnich skupin ve vodném prostiedi. I pies nedostatky se v praxi tspé$né pouzivaji.

Nejkratsi spojeni, fadove pod 1 nm, tvoii N,N*‘-disukcinimidylkarbonat (DSC).
e O
cs s
N.. ~N
/] 8] O N)
O DSC (”]

(brazek 3: N.N'-disukcinimidylkarbonat (DSC) [23]

Karboxylové skupiny, které jsou aktivované N-hydroxysuctinimidovou skupinou (NHS)

jsou velmi reaktivni k nukleofilnim —NH; skupindm [23].

N o o O\\\\l"} R—NH, R—NH j ([1
1 2 2 RI -~ R
_ | { T R "y
§’N\O/JJ\\Z)J\.O#'N - I'-Il"-ll H Zz N
0 0

I Y H

NHS NHS

(brazek 4: Obecna struktura vzniku spojeni molekul ppmoci homobifunkéniho Einidla, kde z znaéi toto

¢inidlo [23]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

1.2.2 Heterobifunkéni sit’ujici ¢inidla

Jedna se o Cinidla s odlisSnymi funk¢énimi skupinami na obou koncich. Dochazi ke spojeni
s riznymi funkénimi skupinami konjugovanych biomolekul. Pouziti byva realizovano ve
dvou az tfech krocich, tim se vyrazn¢ omezi vznik oligomernich produktt.

Cinidlo je smichano s prvni biomolekulou, kterou derivatizuje svou reaktivngj$i skupinou.
Odstranéni nadbytku ¢inidla je provadéno napt.: gelovou filtraci. Nasledné je pridana druha
biomolekula, kterd reaguje s druhou funk¢ni skupinou, obvykle stabilnéjsi, sitovaciho
¢inidla. Diky variabilité reaktivnich skupin lze 1épe vybrat cilové misto. Pro aminoskupiny
se pouzivaji latky s pfitomnosti NHS skupiny v kombinaci pro vice moznosti s SH skupinami

[23].

R'—SH
H
R—N k RN
xﬁ.— > _::E:"_"'-_‘.
0 —s  N= o =3
s—, ) S—R
-.___? __N—\.
NHS 5=

Obrazek 9: N-sukcinimidyl-3-(2-pyridylditiopropionat) (SPDP) poskytuje amidovou vazbu s biomolekulou

nesouci -NHy skupinu a disulfidovou vazbu s molekulou nesouci -SH skupinu [23]
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1.3 Modifikace nukleovych Kyselin

Nukleové kyseliny (DNA a RNA) jsou tvoieny jednotlivymi nukleotidy spojenymi
fosfodiesterovou vazbou mezi zbytky sacharidovych kruhti. Zakladni slozku tvofi purinové

a pyrimidinové baze. Purinovymi jsou adenin a guanin.

NH-»
N \N
0
N N

Pyrimidinovymi bazemi jsou cytosin, thymin a uracil.

Adenin

Obrazek B: Purinové baze

NH, 0 o)

~N

/g Cytosin | /IE Thymin | /IE Uracil
O H O ” O

(brazek 7: Pyrimidinove baze

N
H

Spojenim s molekulou sacharidu, ribézou nebo deoxyriboézou, vznikaji nukleosidy.
Ptipojenim fosfatu vznikaji nukleotidy, naptiklad adenosin monofosfat. Méng casté je

vyuZiti sacharidové ¢asti 2’ hydroxyl u RNA.

NH,
A N
NII\JNJ;'\ZQD/S'S)M:}J/

2" hydroxyl schazi o—P—O0

u DNA (deoxy ...) <& =, O

=

HO 3' konec
oO—p—0

~,

Obréazek 8: Modifikagni reakce RNA na ¢asti fetézce obsahujici 2' hydroxyl. Modré vinovky znadi

pokracovani Fetézce molekuly RNA pFes zbytky kyseliny trihydrogenfosforeéné [23).
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1.3.1 Pyrimidinové baze

Casti molekul se mohou stét cilem ataku elektrofilnich nebo nukleofilnich ¢inidel.
Elektrofilnimi ¢inidly oznacujeme latky nesouci ¢astecny nebo cely kladny naboj napt. HCI,
NH} . Nukleofilnimi ¢inidly oznacujeme latky nesouci nevazebné elektronové pary nebo
obsahujici IT elektrony napt. HoO, CN". V nésledujicim schématu jsou pozice atakované
elektrofilnimi ¢inidly znaceny pomoci ¢ervenych Sipek. Naproti tomu pozice atakované

nukleofilnimi ¢inidly zna¢eny pomoci modrych Sipek.

\0’/ N e
\H\N “ N > ~ \N\ ChH,

N

|
/,C:)\Tl \ C))\N | J\T |\\

U ~ |c\/’o T

Obrazek 9: Atak ¢asti molekul elektrofilnimi (¢ervenymi Sipkami) a nukleofilnimi (modrymi Sipkami)
&imidly [23].

Konkrétnéjsim ptikladem mtize byt provedend nukleofilni substituce v pozici C6 u molekuly

uracilu, ktera aktivuje C5 pozici pro elektrofilni atak.

0 - O
Y Y
HN X~ HNT Ty oy« HN -HX  HN
O T ) r ) N O N

X X

(bréazek 10: Nukleofilni substituce v CB pozici u uracilu s néslednym atakem Ca pozice pro elektrofilni

atak [23).
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1.3.2 Reakce cytosinu s hydrogen-sifi¢itanem

Reakcei cytosinu s hydrogen sifi¢itanem dochdzi ke vzniku sulfonovaného derivatu.

V ptitomnosti nukleofilu (aminu) dochazi k transaminaci, zaroven vznikd moznost zavést
funk¢ni skupiny. Naproti tomu v slab¢ kyselém prosttedi dojde k hydrolyze aminoskupiny
na C4 pozici a nasledné po alkalizaci k odstépeni hydrogen siti¢itanu. Cely proces miizeme

souhrnné nazvat konverzi na uracil.

R
/
HN
HNE
NH‘:— J\ J\ I
H, NH, 0 N so; o
. HSO, T

N SO
| | H,O _ 0
HSO
+ I +
O SO Q T

Obrazek II: Ke vzniku sulfonovaného derivatu v pritomnosti nukleofilu (aminu) dochézi pomoci transaminace. V slabé

kyselé hydrolyze aminoskupiny na C4 a nasledné po alkalizaci se odstépi hydrogen sificitan. Probéhne konverze

na uracil [23].
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1.3.3 Halogenace cytosinu

Jednou z moznosti vpraveni reaktivni aminoskupiny v postrannim fetézci je halogenace.

Provadi se ve vodném roztoku jodu nebo bromu. Poslednim krokem je zde substituce

diaminem.

2 MNH,
H
Br
N O N = N e
1 ;_4[\ EEN )
QO

Obréazek 12: Substituce diaminu jako posledni reakce pfi halogenaci cytosinu [23].
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1.3.4 Modifikace DNA

In vitro enzymova syntéza DNA polymerazou se provadi pomoci komplementarniho
templatového vldkna. Do reakéni smési jsou piidavany pozménéné nukleotidy, schopné
parovani, které do struktury DNA vnasi zddané funkc¢ni skupiny. Pokud je vyzadovano
spravné parovani je stupen substituce maximaln¢ 30-40 modifikovanych mist na tisic bazi.

Prilis velké vclenéni znacenych bazi byva nevyhodné pro hybridizacni reakei.

. ~N N
L H E 5
a° M o
. = biotin-11-dUTP
Tf-.i#\b— g— ‘3_?'?_— o—iln?_—OH
oH o © © o HM “_INH
ETH (|:|: N g
N-::5:"' —M . .
o e = biotin-14-dATP
N
IV D“.?'ﬁ “D—E—c::— E—:::— E—DH
—_, & b b
NE3
_,_Ir_\,]_H2 N —
r[i ” X CINs
':-N.--' Bl .
= 8-aminohexyl-dATP
!# D“?‘A“‘o—ﬁ— o—ﬁ—:::— E—DH y
— b bk

Obrazek 13: Derivatizovaneé baze [23]

1.3.5 Znaceni v prubéhu PCR

Polymerazova fetézova reakce je nejucinnéjsi metodou pro znaceni DNA, za soucasného
mnozeni piivodni DNA. Do reak¢éni smési se bud’ pridaji znacené nukleotidy, nebo pouze
znacené primery, pocatecni konce fetézciit DNA. V pribchu koncového znaceni je snahou

zamezit modifikaci uprostied fetézce. Vyuziva se i pro radioaktivni znaceni.
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1.3.6 Fosforamidova metoda

Aminy spolu s aktivaci fosfaitu EDC vedou ke vzniku fosforamidii. Fosforamidy vykazuji

prodlouzenou zivotnost ve vodném prostiedi a dobrou reaktivnost s aminy.

e

O
I .
—O—P—OH N N

a H,C N7 EDC

oligonukleotid
s 5'-P;

H,C~ TN
- O
aktlvm_ EDC } /\/-\J_D_P_DH
fosfodiester N |
imidazol [l | N

Obrazek |4: Pribéh fosforamidové metody (23]

Reakci lze provést také s imidazolem, coz vede ke vzniku fosforimidazolidového produktu.

o)
[
/\/\/*O_T’_OH cystamin
? '] S NH,
H‘?N,-f\v/ NH, E | HZNAV/ Sr"’\‘/ 2

diamin

. .

Obrazek 15: Vnaseni amino nebo thioskupiny na kanec DNA [23]
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1.3.7 Modifikace RNA

Molekuly RNA jsou priméarné jedno fetézcové s kratkymi vzajemné propletenymi
komplementarnimi sekvencemi. Diky parovani mohou vznikat tiidimenzionalni struktury
(smycky a vlasenky). Na rozdil od molekuly DNA ma diolové uskupeni v molekule ribdzy,
umoznujici specifické oxidace jodistanem, na reaktivni aldehydové skupiny. Vhodna
orientace struktury umoziuje vytvaret vazebna mista, komplementarni k jinym molekuldm.
Tyto sekvence nazyvame aptamery. Vyuziva se jiz piedev§im v pribchu ockovani diky

v

moznosti vymeény protilatek. Nejvyznamnéjsi je aptamer s navdzanym trombinem.

1.3.8 Vnaseni reaktivnich skupin

V priibéhu konjugace bilkovin se vyuzivaji heterobifunk¢ni ¢inidla, ktera vyzaduji rozdilné
koncové skupiny obou reaktantii. Jedna z molekul v reakci je pfedem vhodné upravena.
Thiolace neboli zavadéni —SH skupiny. Pro derivatizaci hydroxylovych skupin

v polysacharidovych matricich je vyuzivana kyselina chlor-octova, tim vznikne molekula
obsahujici dvé rozdilné koncové skupiny, které jsou schopné dal reagovat cilenym

mechanismem.

. o O
R—OH + c \H/ S o\)\ )
= "0

IS -HCl

(brazek I6: Derivatizace hydroxylovych skupin pomoci kyseliny chlor octove [23].
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1.4 Modifikace karboxylu

Reakce probihajici s karbodiimidy jsou velmi rychlé. Soucasné s nimi probiha i hydrolyza.
Bohuzel nejsme schopni dostate¢né fidit pribeéh, vzhledem k rychlosti. Z tohoto diivodu se

konjugace provad¢ji pies stabilnéjsi meziprodukty, pfedevsim s molekulami NHS [23].

R [EDC ... ethyi-N,N-dimethyl-

/J% -3-aminopropylkarbodiimid F -~ y
""" : ] I..CH,

O "«.1 o

alkohol

R'—OH

0 0 0
JJ\ RI )J\ /RI )’I\ R‘
R o~ R N R s~
H H
ester amid thioester hydrazid

(brazek I7: Aktivace karboxylu karbodiimidem 23]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

2 karbonyldiimidazol
sulfo-NHS )J\ ... dal$i moznost
o) /Sog' R C j\w N/\\
. N

r

HO—N

N
/\;
+ EDC

O/: S0,
0O
jf\ ’
N
R o~
0]

Obréazek I18: Vznik NHS derivatt [23]

O

=

Vznikajici NHS-derivaty nebo imidazolové derivaty vykazuji velmi dobrou stabilitu
ve vodném prostiedi a ochotu reagovat napt. s aminoskupinou za vzniku amind. Na trhu je
dostupné cela fada NHS-aktivovanych molekul, které se daji velmi jednoduSe konjugovat

s cilovou biomolekulou (R’-NH>») [23].

S0,
o) R'—NH o
0 L ?
)L N : R
R o~ \ R H
o

NHS

Obrazek 19: Reakce NHS s biomolekulou [23]
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1.5 Reaktivni skupiny

Vnéseni reaktivnich skupin mtze probihat pfirozen¢. Reaktivni skupiny biomolekuly
nemusi dostaCovat pro zamyslené syntetické postupy. V ptipadé konjugace bilkovin se Casto
jedna o heterobifunk¢ni Cinidla, kterd vyzaduji rizné koncové skupiny obou partnert.

U jednoho z reakénich partnert se pfedem provede zavedeni pottebné skupiny. Nejbéznéjsi
konverze karboxylu se provadi pomoci diaminti v pfitomnosti karbodiimidu. Dochézi

ke vzniku amidové vazby. Druhd koncovéa skupina ztistava volné k dispozici. Konverze
karboxylové skupiny na aminoskupiny vyrazné ovliviiuje celkovy nédboj biomolekuly, coz

byva zamyslenym ucelem modifikace [23].

1.6 Fluorescenéni znacky

Navazovani fluorescenénich znacek se provadi kovalentné. Klasicky pouzivanymi jsou
organicka barviva, fluorescen¢ni bilkoviny ¢i chelaty lanthanoidd. Jsou dobie rozpustné

ve vodé. Maji snadné pouziti, mnoho existujicich protokoll a aktivovanych forem.
Nevyhodou jsou Siroké spektralni pasy a snadna fotolyza. Déle se daji pouzit moderni
fluorescencéni znacky, kam fadime polovodicové kvantové tecky, anorganické nanocastice
upravené lanthanoidy, nanocastice latexu a kfemicitanl s navazanymi fluorofory. Moderni
fluorescen¢ni znacky jsou vyuZivané zejména diky pokroku v oblasti materidlovych véd.
Nejcasteji se uplatiiuji k fluorescenénimu znaceni proteinti, ke kterym jsou navazany pomoci

kovalentni vazby.
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1.6.1 Fluorescein

Fluorescein je nejcastéji pouzivanym fluoroforem. Hlavnimi vyhodami jsou vysoka
absorbance a nizka cena. Fluorescein-5-isothiokyanat spolu s -NH> skupinou tvoii

thiomocovinové uskupeni.

R—NH,

Obrazek 20: Vznik thiomo&ovinového uskupeni [23]

v

Vyhodngjsi je vyuziti NHS-fluoresceinu s rychlej$im prubéhem reakci a stabilngjsim

produktem.

Obrazek 21: NHS-fluorescein [23]

Na aldehydové nebo oxoskupiny se navazuje fluorescein-5-thiosemikarbazit za vzniku
hydrazinové vazby. Je pouzitelny pro znac¢eni DNA nebo RNA po jejich aktivaci hydrogen
sifi¢itanem. Fluorescein podléha fotolyze v rozmezi n¢kolika minut. Dochéazi k vyraznému
poklesu signalu pod hodnotou pH = 7. Isomery mohou komplikovat geometrii vazby

k proteinim, s nasledkem prodlouZeni ¢asu v priitbéhu migrace gelem. Fluorescein neni pfili$

vhodny pro velmi citlivé aplikace.
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1.6.2 Rhodaminy

Na rozdil od fluoresceinu mohou nést misto kyslikovych atomil na postrannim cyklu atomy
dusiku. Diky moZnosti raznych substituentti je dostupna velka skala variant. Ve srovnani
s fluoresceinem probihd emise na delSich vinovych délkach. Jsou pouzitelné pro techniky
s dvojim znacenim. Vykazuji vyssi stabilitu nez fluorescein. Fluoreskuji v infracervené

oblasti.

1.6.3 Kvantové tecky

Jedna se o moderni fluoreskujici polovodi¢ové nanokrystaly. Jsou mensi nez 10 nm a svym
kvantovym chovanim se nachdzi mezi polovodici a izolovanymi atomy [23]. U polovodici
pozorujeme valencni a vodivostni pas oddélené energetickou dirou (Eg). Vlivem excitace
elektronu dojde k jeho pfechodu z valenéni do vodivostni hladiny, spolu se vznikem kladné
nabité diry ve valenénim pasu. Vyhodami nanotecek oproti klasickym fluorescenénim
znackam jsou vysoky jas, uzké emisni pasy pod 30 nm, jsou stabilni a nepodléhaji
fotodegradaci. Pro konjugaci s biomolekulami se nanéseji reaktivni vrstvy

napft.: hexadecylamin.
1.7 Vyuziti

1.7.1 Fluorescencni metody

V soucasnosti maji Siroké vyuZiti v oblasti vyzkumu i praktické aplikace [23].

1.7.1.1 Bio analytické metody

V klinické chemii se jedna o fluorogenni substraty pfi stanoveni enzymi. Imunochemickymi
metodami jsou ELISA a FIA fluorescen¢ni imunoanalyza. Genetickd analyza, DNA bioCipy

a monitorovani prostfedi pomoci fluorescen¢nich barviv [23].

1.7.1.2 Biomedicina

Identifikace a separace bunék v prutokové cytometrii. Zobrazovani bunénych komponent
ve fluorescen¢ni mikroskopii a analyze obrazu. Konformace a dynamika bunéénych systému

[23].
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2 ELEKTROFOREZA

Poprvé tuto metodu publikoval v roce 1937 svédsky chemik Arne Tiselius. Nasledné v roce
1948 ziskal Nobelovu cenu za praci o separaci proteini pomoci elektroforézy. Jedna se

o pohyb molekul vlivem elektrického pole. Rychlost jejich pohybu zavisi na velikosti naboje
a velikosti ¢astice. Pouziva se k separaci velkych molekul (proteiny, nukleové kyseliny) a
malych nabitych molekul (cukry, peptidy, nukleotidy). V oblasti separace proteinil se jedna
o nenahraditelnou metodu. Pro vypocet rychlosti pohybu lze pouzit vztah pifedevsim pro
koloidni Castice:

v Er€o ]

u=g=c—=-¢ (3) 3]

Kde: U-pohyblivost iontu

V-line4rni rychlost pohybu &astice [m.s™!]
E-intenzita elektrického pole [V.m™]

c-konstanta zavisla na tvaru ¢astic a na tloust’ce elektrické dvojvrstvy
., e . €
E-relativni permitivita kapaliny = e
0

€o-permitivita vakua [8,8.10"12 F.m™]
D-viskozita prostfedi [Pa.s]

C-elektrokineticky potencial [V]

Pro molekulové ionty s jednozna¢né danym nébojem lze pohyblivost vyjadfit vztahem:

4 [21]

__lzIF

f
Kde: z- je ndbojové Cislo iontu [-]
F- Faradayova konstanta [96 485 C.mol™']

[ -frikéni koeficient vztazeny na 1 mol ionth

Pro ionty kulovitého tvaru lze s vyuzitim Stokesova vzorce pro frikéni koeficient preveést

vztah (4) do tvaru:

|z|F
lp— (5) [21]

Kde: r-je polomér iontu [m]

N4-Avogadrova konstanta[6,022.10%* mol™]
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Elektroforetické metody se dé€li na nékolik dil¢ich typl. V nasem ptipadé se jedna

o gelovou elektroforézu fazenou mezi elektroforézu na nosici. Je provadéna na agarosovém
gelu. Agarosovy gel je tvofen natazenymi cukernymi polymery, které jsou navzajem
spojeny nekovalentnimi vodikovymi mustky a hydrofobnimi vazbami. V takto vytvorené
siti se nachdzi propustné péry pro umoznéni presunu vzorkil v gelu, jehoz hlavni slozkou
je voda (99 %), mensinovou slozkou sit’ z agarosy. Pti migraci molekul skrz gel se
uplatnuji vodikové miustky a hydrofobni vazby. Dochazi k separaci makromolekuldrnich
komplexii migraci k opacné nabité elektrod€. Gelova elektroforéza se da dale délit do dvou
typti. Nativni gelova elektroforéza je metoda bez pouziti denaturacnich ¢inidel.
Pohyblivost proteinil zde zavisi na jejich celkovém naboji, velikosti, tvaru a velikosti pora
v gelu. Naproti ni se dd pouzit SDS gelové elektroforéza kde dochazi k denaturaci
dodecylsiranem sodnym a [-merkaptoetanolem, v disledku jeho plisobeni zanikaji
disulfidické vazby. Pohyblivost proteint zde zavisi na molekulové hmotnosti polypeptido-
vych fetézcl. Tato metoda je vhodné pro analyzu makromolekularnich komplexti. V naSem
ptipadé se jedna o metodu nejblize agarosové elektroforéze DNA, kde dochazi k migraci
zaporn¢ nabitych ionti smérem k anodé. Dals$i metodou elektroforézy je kapilarni
elektroforéza. Opét se jedna o pohyb elektricky nabitych latek vlivem piivedeni
elektrického proudu. Avsak tentokrat jsou zkoumaneé latky umistény ve vodivém médiu,
kapilafe naplnéné elektrolytem nebo gelem. Jevem doprovazejicim reakci je osmoticky
tok. Na vnitinim povrchu kapilary v misté styku s vodivym roztokem vznika elektricka
dvojvrstva. Na stén¢ kapilary se nachdzi nepohyblivy plosny zaporny elektricky naboj.
Kladné ionty se ptipoji ke stén¢ kapilary, ¢imz vytvoii druhou vrstvu dvojvrstvy

na povrchu kapilary. Vznikla pohybliva vrstvi¢ka prochazi kapilarou a bere sebou cely
prifez kapaliny v kapilafe. Dochézi k putovani celého roztoku z kapilary. Na rozdil

od ostatnich metod elektroforézy, kde putuji pouze ionty [3].
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Schéma zapojeni elektroforézy

anoda
+ / katoda\

/ deska se vzorky,  vzorky pufr \

AN 4 \
— N

T

(brazek 22: Schema zapojeni elektroforézy
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3 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Je to metoda fyzikalné-chemické k ur¢eni hmotnosti molekul a atomi jejich prevedenim

na ionty. K produkeci iont dochazi v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru. Nasledné
reaguji vzniklé ionty s jinymi ionty ¢i elektrickym nebo magnetickym polem. Pfistroj je
urcen k separaci iontil na zakladé¢ jejich efektivni hmotnosti. Hodnota efektivni hmotnosti
se sklada z podilu hmotnosti iontu k protonovému cislu. Po urceni této hodnoty jsou veskeré
ionty identifikovany a pomoci vhodného pocitacového programu pievedeny na graficky
vystup. Ve vysledném grafu hmotnostniho spektra jsou na svislou osu zaznamenany hodnoty
relativni intenzity v procentech a na vodorovnou osu hodnoty efektivni hmotnosti. Uvniti
spektrometru je po celou dobu méteni udrzovano vakuum pomoci kontinualné pracujicich
pump. Cely pftistroj se sklada z nékolika €asti, jak je uvedeno na obrazku 23: Schéma

hmotnostniho spektrometru.

hmotnostni

Hmotnostni
spektrum

Relativni Intenzita

| | &— m/z |

(brazek 23: Schéma hmotnostniho spektrometru (6]
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3.1 Popis funk¢nich ¢asti hmotnostniho spektrometru

3.1.1 Iontovy zdroj

Zde dochazi k preméné molekul na ionty. Ionizaci 1ze provadét nékolika zpiisoby: ndrazem
elektront, plisobenim elektrostatického pole, chemickou ionizaci, narazem rychlymi atomy
nebo ionty, elektrosprejem, termosprejem, ionizaci laserem za pfitomnosti matrice.

V piipadé naSeho méieni je pouzivana ionizace elektrosprejem. Vyuziva se pro latky
sttedn¢ polarniho az iontového charakteru s hodnotou molekulové hmotnosti fadové

Ve statisicich. Dochazi k tvorb¢ vicendsobné nabitych iontt. Jedna se o velmi Setrnou
ionizac¢ni techniku. Diky tomu ji l1ze vyuzit u biologickych sloucenin (proteiny, nukleové
kyseliny, peptidy, sacharidy). Rozpustény analyt se pfivadi na kovovou kapilaru, na kterou
se ptivadi napéti 3 — 5 kV. Vznikaji kapi¢ky nesouci na povrchu velké mnoZstvi ndboji.
Odparenim rozpoustédla dochazi ke zvySeni hustoty povrchového naboje, pti dosazeni
kritické hodnoty dochazi k tzv. Coulombické explozi, rozpadu na jesté mensi kapicky

s rozdélenim ptivodnich nabojli. Opakovanim uvedeného procesu dochazi k uvolnéni iontii

[10].

Evaporation imme=e=)>  Analyte ion ejected
lont P ’
P - on
Zmlzuijici plyn . i . s . -
\
Il i
Aerosol . Susici plyn
\';.E;”
J:-" .‘: LT
Kapilara

(brazek 24: Schéema iontového zdroje [10]
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3.1.2 Hmotnostni analyzator

Slouzi k rozd€lovani iontd vzniklych v iontovém zdroji v rizném Case a prostoru. Muze
se jednat o prilletovy analyzator, kvadrupolovy analyzator ¢i iontovou past. V ptipade
naSeho méfeni je pouzivana iontova past. Dochazi k zadrzovani iontti na elektrodach pomoci

napéti a jejich nasledné analyze. Ziskavame strukturni informace o sledované latce.

vstupni 3 B
elektroda e * T /J IVW ‘
A L7 otvor pro >
F 5 i — vstup
stredova __, . ]
- lekt
elektroda © % elektronu
otvory pro
. - unik iontl do
vystupni _* detektoru
elektroda e \ "
elec

(brazek 25: Schéma iontové pasti [6]

3.1.3 Detektor

Zachycuje vysledny analogovy signal pfimo umérny poc¢tu dopadajicich iontl. Diive byla
pouzivana fotograficka desti¢ka. V dnesni dobé€ se vyuzivéa Faradayova klicka nebo

elektronovy nasobi¢ (nejpouzivanéjsi).
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3.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Jedna se o dva hmotnostni spektrometry spojené do série pomoci kolizni cely. Cely sytém
se poté oznacuje jako MS/MS nebo MS?. Slouzi k blizsi specifikaci analyzované latky.
Nejprve dojde k rozdéleni matetskych (prekurzorovych) iontt a vybéru jednoho z nich.
Zvoleny matetsky iont je dale podroben fragmentaci v kolizni cele. Fragmentace matetského
iontu je nejcastéji realizovana pomoci kolizniho plynu. Takto vzniklé dcefiné ionty jsou
rozdélovany v druhém analyzatoru. Vysledné spektrum obsahuje dcefiné ionty pouze

z jednoho matef'ského iontu. V ptipad¢ pouziti iontové pasti jako hmotnostniho analyzatoru,
coz je i ptipad experimentl provadénych v ramci nasich méfeni, je mozné provadét

i vicendsobnou fragmentaci a tedy méfit spektra MS®, MS*, atd.

disociace

Dy, D3 Dy Dy Dg

DET.

(brazek 26: Zjednodugené schéma tandemového hmotnostniho spektrometru [22]
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4 OPTICKA PAST

V zékladnim principu se jedna o cilené zaméteni jediného laserového paprsku

Do konkrétniho mista v optické pasti rozmérove v fadech nano- az mikrometrd.

Toto zaméfeni je mozné i skrz opticky neprihledné prostiedi. O opticky neprihledném
prostfedi mluvime ve chvili, kdy objekty svételné vinéni pohlcuji nebo ho odrézi od povrchu
zpét do prostiedi. Dochézi k zachyceni objektli s vy$S§im indexem lomu, nez ma okolni
médium. Z tohoto diivodu jsou k fokusaci vyuzivané objektivy s vysokou numerickou
aperturou. Velka cast experimentll je provadéna olejovymi imerznimi objektivy s numeric-
kou aperturou 1,2 — 1,5 a zvétSenim 60x az 100x. Prostorové manipulace s zivymi i nezivymi
mikro objekty se dosahuje zménou polohy ohniska svazku napt. systémem vychylovacich
zrcatek, akustooptickymi deflektory nebo fazovymi maskami. Aparaturu Ize snadno
kombinovat s pozorovanim vzorku pomoci optického mikroskopu. Lze pozorovat piimo
zkoumany objekt bez dodate¢nych tuprav [19]. Bohuzel vétsina biomolekul je optickym
mikroskopem velmi Spatné pozorovatelnd, z tohoto ditvodu se provadi jejich znaceni
fluorescencnimi slouceninami. Ziskame tak vyrazné snadnéjsi vizualizaci, coZ ma za nésle-
dek kvalitn€jsi zhodnoceni celého pozorovaného déje. V nasi laboratofi v soucasné dobé
probihaji dokoncovaci prace na sestaveni tohoto zatizeni. Konjugaty syntetizované v ramci
této prace budou pouzity v experimentech na ném

provadénych.

trap

center
ktra

laser light

Obrazek 27: Princip zachyceni ¢astic v optické pasti 23]
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Lampa a kondenzor — pro piipad

klasického optického pozorovani

filtr

Dichroické zrcadlo Kvadrantovy fotodiodovy detektor (QPD)

— pro ptesné urceni polohy ¢astice

kondensor I\ ) =

objektiv polarizator || Dichroické zrcadlo

Opticky izolator

H_1-/

[}

¢ocka \ /

CCD kamera — z dtivodu nevhodného pozorovani

pomoci okularu, pfi nechténém odrazu mize do- Laser pro projekci ¢astice na detektor,

jit k poSkozeni zraku laserovym paprskem, citli- popfipadé excitaci fluorescence

3¢
IE:___,]l
Dichroické zrcadlo T I:SE > %
-
i

vost a mozZnost pofizovani snimkii a videi je

hlavni pfednosti Laser pro tvorbu pasti

/

Akustoopticky deflektor (AOD) — vychyluje
smér laserového paprsku ve dvou smérech,
¢imz tidi jeho pohyb v ohniskové roviné€ ve

sme€ruosxav

Obrazek 28: Schéma opticke pasti [24]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 POUZITE METODY, PRISTROJE A CHEMIKALIE

5.1 Pouzité pristroje a chemikalie pro pfipravu vzorki

Elektroforéza: CONSORT 400V-400Ma e844

pHmetr: JENWAY, pH meter 3305

Transluminator: VILBER LOURMAT, TCP-20.M
Centrifuga: Hettich ZENTRIFUGEN, ROTANTA 460R
Hmotnostni spektrometr: Bruker Daltonics, AMAZON

Eosin Y: Molarni hmotnost M= 332,31 g.mol!. Sumarni vzorec CioH;20s. Vyrobce
LACHEMA N. P. BRNO. V celém textu je ozna¢ovan pouze eosin.

Fluorescein: Zpisobuje vazné podrazdéni o¢i. Rozpustny ve vodé. Molarni hmotnost

M= 724,132 g.mol"'. Sumarni vzorec C20HsBr4Os.
HO O 0
20e
. COOH

Ethylendiamin: PouZit 99%. Molarni hmotnost M= 60,10 g.mol"!. Sumarni vzorec C2HgN>.

NH;

P

H,N

EDC: N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride. Molarni hmotnost
M= 191,70 g.mol!. Sumérni vzorec krystalické formy CsHi7N3.HCl. Vyrobce SIGMA-
ALDRICH.

NHS: N-Hydroxysuccinimide. Molarni hmotnost M= 115,09 g.mol™'. Sumdrni vzorec

C4H5NOs.
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MES: 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid. Molarni hmotnost M= 195,20 g.mol™'. Sumérni
vzorec CsH13NO4S. Vyrobce SIGMA.

RV

ON/\/S “OH

O

Agarosa: Vyrobce Lonza.

OH OH o
Q
H
H HO
n
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5.2 Priprava zasobnich roztoku

Vychozi roztok eosinu a fluoresceinu byl michdn v poméru 10 mg chemikalie na 1 ml
destilované vody.

Pufr 0,1 MES byl michén v nésledujicim poméru chemikalii 100 ml destilované vody, 50 ml
50% glycerolu a 1,952 g MES. Nasledné bylo vloZzeno magnetické michadlo a hodnota pH
upravena na pozadovanou hodnotu (4,7; 6) ptiddnim 1 mol NaOH (hydroxidu sodného) za

soucasného méfeni pH pomoci pH metru.

5.3 Bio konjugacni reakce

Vzorky byly michany v nasledujicim poméru: 10 pl pfipraveného roztoku eosinu nebo
fluoresceinu, 4 pl etylendiaminu, 2 mg EDC (pro spravny pribéh experimentu je potfeba
mit Cerstvé EDC) a 86 pl pufru pH = 4,7. Celkovy objem tvotil 100 pl. Déle byly vzorky
michany v poméru: 10 pl pfipraveného roztoku eosinu nebo fluoresceinu,

0,4 ul etylendiaminu, 2 mg EDC (pro spravny pribéh experimentu je potieba mit Cerstvé
EDC) a90 pl pufru pH=4,7. Celkovy objem tvofil 100 pl. Analogicky byly vzorky michany
v poméru: 10 pl ptipraveného roztoku eosinu nebo fluoresceinu, 0,4 pl etylendiaminu, 2 mg
EDC (pro spravny pritbéh experimentu je potieba mit ¢erstvé EDC) a 390 ul pufru pH =4,7.
Pti vymeére reakéniho prostiedi, pufru, za vodu byly pouZity néasledujici pomery:

10 ul ptipraveného roztoku eosinu nebo fluoresceinu, 4 pl etylendiaminu, 2 mg EDC (pro
spravny pribéh experimentu je potieba mit cerstvé EDC) a 86 pl vody. Etylendiamin byl
pridavan v nadbytku vzhledem k roztoku eosinu nebo fluoresceinu. Pro kontrolu byly
pripraveny slepé pokusy ve stejném poméru jako u vzorki s vynechanim EDC. Po smichani
byly vzorky nechany dvé hodiny reagovat. Vysledné reaktanty jsou reprezentovany obrazekem
28:Vysledek elektroforézy foceny na transluminatoru. Kromé piedchozich reakci byla pouZita i metoda
obsahujici stabilni meziprodukt, ve které se nejprve navaze NHS na karboxyl. Hlavni
vyhodou této metody je moZnost izolace meziproduktu pfed navdzanim druhé molekuly.
Diky této moznosti Ize tento meziprodukt zbavit zbytkli nezddoucich chemikalii, predevsim
EDC. Vzorky byly michany v nasledujicim poméru: 10 pl pfipraveného roztoku eosinu nebo
fluoresceinu, 4 pl etylendiaminu, 2 mg EDC (pro spravny prib¢h experimentu je potieba
mit cerstvé EDC) a 90 pl pufru pH = 6. Celkovy objem tvofil 100 pul. Etylendiamin byl
pfidavan v nadbytku vzhledem k roztoku eosinu nebo fluoresceinu, zaroven byl do roztok

pridavan s 15 minutovym spozdénim oproti ostatnim reaktantim. Pro kontrolu byly
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ptipraveny slepé pokusy ve stejném pomeéru jako u vzorkl s vynechdnim EDC. Po smichani

byly vzorky nechany dvé hodiny reagovat.

5.4 Elektroforéza

5.4.1 Priprava gelu pro elektroforézu

Pro vlastni elektroforézu byl ptfipraven agar, smichanim 0,48 g agaru se 40 ml pufru.

Po smichani byla smés nechana jednu minutu rozpoustét v mikrovinné troubé na 800 W.
Nasledné byla na ptedvazkach doplnéna vodou do shodné hmotnosti jako pted ohfevem.
Smés byla nalita do upevnéného stojanu na vzorky a vlozen hieben. Takto byla sestava

ponechana 15 minut zchladnout.

5.4.2 Priibéh elektroforézy

Vlastni elektroforéza byla spusténa na 30 minut. Elektricky zdroj napojeny na
elektroforetickou vanu byl nastaven na napéti 400 V a proud 10 mA.

Po zchladnuti agaru byly vzorky v objemu 10 pl spolu s 50% glycerolem 10 pl vpraveny
do vzniklych jamek, nasledné byla celd soustava vzorkl vloZena do elektroforetické vany a
provedena vlastni elektroforéza. Po dobéhnuti elektroforézy byly vzorky vyjmuty i s agarem

vlozeny na transluminator a potizeny fotografie se zaznamem migrace vzorkda.

5.5 Separace vzorku z agaru

Po poftizeni fotografii na transluminatoru byly vzorky pomoci ¢epele vytiznuty z agaru.
Pro odstranéni zbytkd agaru z vyfiznutych castic byly pouzita metoda extrakce do vody.
Vzorky s byly vpraveny do zkumavek a zality vodou. Takto pfipravené zkumavky byly
Nejprve vlozeny na tiepacku. Po ukonceni tiepani byly ze zkumavek pomoci pinzety

vyjmuty zbytky agaru.

5.6 Hmotnostni spektrometr

Extrahované vzorky byly nasledné analyzovany na hmotnostnim spektrometru.
Pied nastfikem do hmotnostniho spektrometru byly nafedény na koncentraci 500 ng. ml™! a
smichany s metanolem v objemovém poméru 1:1. Ve spektrech byly identifikovany piky

patiici reagujicim latkdm a bylo posouzeno, zda reakce probéhla podle ocekavani.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vysledky reakci
Z pocatku provadéni experimentu jsme se pokusili o celou biokonjugaéni reakci. Presnéji
feCeno provedeni vSech dil¢ich reakci zaroven. Z posunu konjugatii skrz gel, jak je

reprezentovano na obrazeku 30:Vysledek elektroforézy foceny na transluminatoru se tento

pokus jevil jako zdarny.

Obrazek 29:Vysledek elektroforézy foceny na transluminatoru

Vzorky Fazeny z leva doprava
. 86 pl pufr pH = 4,7 + 10 pl roztoku eosinu +2 mg EDC 13 min reakce + 4 pl ethylendiaminu
2. 86 pl pufr pH = 4,7 + 10 pl roztoku eosinu 13 min reakce + 4 pl ethylendiaminu
3. 86 plvoda + 10 pl roztoku eosinu + 2 mg EDC 15 min reakce + 4 pl ethylendiaminu
4. 86 plvoda + 10 pl roztoku eosinu 15 min reakce + 4 pl ethylendiaminu
3. 90 pl pufr pH = 4,7 + 10 pl roztoku eosinu + 2 mg EDC 13 min reakce + 0.4 pl ethylendiaminu
B. 90 pl pufr pH = 4,7 + 10 pl roztoku eosinu 15 min reakce + 0.4 pl ethylendiaminu
7.390 pl pufr pH = 4,7 +10 pl roztoku eosinu + 2 mg EDC 13 min reakce + 0.4 pl ethylendiaminu
8. 390 pl pufr pH = 47+ 10 pl roztoku eosinu 19 min reakce + 0.4 pl ethylendiaminu
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Obrazek 29:Vysledek elektroforézy foceny na transluminéatoru repzentuje reakce
provadeéné v pocatcich méteni, kdy jsme se pokouseli o provedeni celé biokonjugace

v jednom kroku. Z obrazku je znatelny posun molekul ze zakladnich poloh smérem

k anodé¢. U roztokti obsahujicich EDC ¢ast objemu je elektricky neutralni a tim padem
nemigruje z vychozich poloh. Zaroven jsou zde znatelné i produkty zhruba uprostred
vyznacené ¢ervenym ovalem. Piivodni nezreagované molekuly v disledku svého
zaporné¢ho migruji nejrychleji, nejvzdalendjsi polohy. Malé ¢ast molekul zreagovala jen
z Casti, coz zmensilo jeji ndboj a zpomalilo migraci. Molekuly, u nichz probé¢hla reakce

zcela ztratily néboj a ze zadkladnich poloh nemigruji. Zaroven je z obrazku patrné, Ze

v Cisté vode reakce neprobiha, tiebaze pro jiné molekuly je tato moznost v literatufe
popséna. Schéma reakce je zahrnuto v obrazku 17. Z diivodu eliminace prabéhu reakce na
obou aminoskupinéach ethylendiaminu, byl ethylendiamin pfidavan ve vSech pokusech ve

vyrazném nadbytku oproti eosinu. Vzorky podrobené elektroforéze byly nasledné
podrobeny analyze na hmotnostnim spektrometru. Vysledky z pokust reprezentované

obrazky 29. a 30. ndm neposkytly prikazné vysledky. Byly zde znat charakteristické piky
pro eosin a fluorescein, ale veSkeré ostatni neodpovidaly poZzadovanym konjugatim, které

mély vzniknout v disledku ptidavanych chemikalii. K tomuto vysledku jsme dosli
porovnanim s pfedem vypoctenymi hodnotami i1 s uvaZenim riznych izotoptli u prvki.
Ptiklady jsou uvedeny pfimo u grafti 1. — 5. pro zékladni roztoky, které jako jediné
rozumng¢ vysly. Protoze hmotnostni spektrometrie nepotvrdila vznik oekavanych
produkt, rozhodli jsme se reakci rozdélit do mezikrokti a postupné se ujistovat

0 spravném pritbéhu.
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Obrazek 30: Vysledek elektroforézy foceny na transluminatoru

Vzorky Fazeny z leva doprava

. 90 pl pufr pH = 6 + 10 pl roztoku eosinu + 2 mg EDC 15 min reakce + 4 pl ethylendiaminu
+ 3 pl NHS

2. 90 pl pufr pH = 6 + 10 pl roztoku eosinu + 2 mg EDC 15 min reakce + 4 pl ethylendiaminu
+4 pI NHS

3. 90 pl pufr pH = B + 10 pl roztoku eosinu 13 min reakce + 4 pl ethylendiaminu

Na obrazku 30: Vysledek elektroforézy foceny na transluminatoru je uveden prvni
z mezikrokt pro reakci eosinu s molekulou NHS. Molekuly NHS svym navdzanim rusi

naboj COO™, na molekule ziistane pouze O naboj. Ke vzniku zcela neutralnich molekul
zde nedochézi. Obecné schéma této reakce je reprezentovano obrazekem19: Reakce NHS

s biomolekulou [23].
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Pro blizsi predstavu uvedeme jesté obrazek 31: Molekula eosinu s vyzna¢enim mist se

zapornymi naboji.

(brézek 3I: Molekula eosinu s vyznacenim mist se zapornymi nabaji

Obrazek 31: Molekula eosinu s vyznacenim mist se zapornymi naboji zobrazuje umisténi
jednoho zaporného néboje na karboxylu a druhého na disociované OH skupin€. Navazanim
ethylendiaminu dochazi k eliminaci jednoho zédporného naboje za soucasného dodani
kladného naboje na protonované skupiné NH3, tim padem je sloucenina elektricky
neutralni. Slouceniny oznacené ¢ervenym ovalem by mohly byt napft. bifunkéni konjugaty
ve kterych je na kazdém konci EDA jeden eosin. Takové slouceniny maji naboj 2-, ale
objemné;jsi coz mize zpomalit migraci skrz gel. Pokud dojde pouze k navazani NHS dojde
k zruSeni naboje karboxylu a zbyde ndboj 1-. V drahach 1 a 2 je jasn¢ patrny posun
zreagovanych i nezreagovanych molekul. Nezreagované molekuly se nachéazi

ve vodorovné piimce spolu se vSemi nezreagovanymi molekulami z drahy 3. V draze ¢islo

3 neprobehla reakce z diivodu absence EDC, tato slouzi jako negativni kontrola.
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6.2 Optické pozorovani roztoki

Obrazek $2: Zkumavky s roztokem eosinu po reakci s NHS a nasledné extrakci do vody p¥ed analyzou na
hmatnostnim spektrometru.

Zde je nadzorng vidét extrahovany eosin po pribéhu reakce s NHS. Tyto vzorky byly nasledné
vlozeny na analyzu do hmotnostniho spektrometru. Fluorescence roztokti prokazuje
ptitomnost molekul eosinu v extraktu, byt’ sama neprokazuje spravny reakéni produkt.
Tento postup extrakce vzorkl z agaru po elektroforéze byl provadén u vSech reakci

v prub&hu provadéni experimentu.
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6.3 Vysledky analyzy hmotnostnich spekter

Provedena elektroforéza u pokust nam fika, zda molekula nese naboj ¢i ne, ale uz nam netika
nic o0 molarni hmotnosti a tim padem o vzniklych produktech reakci. V nasich pokusech

se provedlo prokézat snizeni zdporného naboje u fluorescencnich sloucen, u nékterych
dokonce vznikly elektricky neutralni molekuly. V zddném z provadénych pokusti ndm
neptevazil kladny naboj. Abychom ziskaly hodnotu molekulovych hmotnosti vzniklych
produkti a nasledné mohli zhodnotit porovnanim s vypocCty, jaké konjugaty skutecné
vznikly. Bylo nutné provést analyzu pomoci hmotnostniho spektrometru. Tyto vysledky jsou

reprezentovany grafy 1. - 5.

Infans. +MS5, 0.1-0.7min #{2-10)

x10%) 6707

1+ 1+ 1+
1349 2128 72

3547 11205

200 400 800 B0 ' 1000 ' 1200 ' 1400

Graf l:Zasobni roztok eosinu s charakteristickymi piky mezi hodnotami 600 a 700 na ose m/z

Pik zobrazujici charakteristické hodnoty eosinu je vyznacen modrou Sipkou.

V roztoku cistého eosinu byl identifikovan pik odpovidajici jeho molekulové hmotnosti,
ktery byl nasledné jednoznacné identifikovan diky charakteristické izotopové struktufe.
S vyuzitim této struktury jsme chtély identifikovat produkty reakce, ale v zddném spektru se

nevyskytovala. Z tohoto diivodu se nepodafilo reakéni produkty dokazat.

miz
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Graf 2: Zasobni roztok eosinu s vétsim rozlisenim pred zakladnim pikem v pozitivnim modu

RozlozZeni pikli ndm vyznacuje zastoupeni molekul eosinu s riznym zastoupenim izotopii
bromu (Br). Br se vyskytuje ve formé nékolika izotopt, z nichz dva v pfirodni izotopové
smesi vyrazné dominuji. Budeme uvazovat pouze stabilni 32Br (lehky Br) zastoupeny z 51%
a 81Br (t&zky Br) zastoupeny z 49%. Rozdil v poétu navéazanych lehkych a tézkych izotopti
Br mé za nasledek rozloZeni viditelné v Grafu 2. Molarni hmotnosti vzniklych sloucenin
mohou nabyvat hodnot: 644, 646, 648, 650 a 652. V nasledujicich pomérech

(Iehky Br : té¢zky Br): 4:0, 3:1, 2:2, 1:3 a 0:4. M¢éfeni bylo provedeno v pozitivnim modu,
v némz je naboj molekule dodan navazanim jednoho ¢&i nékolika H', pfipadné dalSich,

nejéastéji Na* ¢ K.
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Graf 3: Zasobni roztok eosinu s vétsim rozlisenim za zakladnim pikem
Piky v modrém kruhu znadi eosin s izotopy sodiku (Na). Relativni atomovéa hmotnost
Mye = 23. Atomy sodiku nahradily protony v molekule eosinu. Piky v &erveném kruhu znaéi eosin s izotopy drasliku

(K). Relativni atomova hmotnost My = 39.
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Graf 4: Zasobni roztok eosinu s charakteristickym pikem ve velkém rozligeni v negativaim modu

Mg¢fteni bylo provedeno v negativnim moédu, coz je patrno z ¢isla 1- zapsaného nad

naméfenymi hodnotami. Timto zptisobem se znaci ztrata protont.

Shodné jako eosin byly podrobeny analyze hmotnostnich spekter i roztoky obsahujici

fluorescein. Jeho pfitomnost byla opét prokdzana pomoci svételkovani roztok

na transluminatoru.
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Graf 9: Zasobni roztok fluoresceinu

V porovnani s predchozimi grafy pro eosin se u fluoresceinu nevyskytuje struktura nybrz

pouze jeden charakteristicky pik, jelikoz fluorescein neobsahuje prvky majici vice izotopt

srovnateln€ zastoupenych v ptirodni izotopové smési. Bohuzel ani v ptipadé fluoresceinu se

nepodaftilo prokazat pfitomnost reak¢énich produktl v roztocich.
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DISKUZE

Cilem prace bylo ziskani vhodnych biokonjugatti pro manipulaci optickou pinzetou. Protoze
jde o kol pomérné rozsahly, bylo cilem této prace zavést nékteré uzitecné reakce konjugacni
chemie a optimalizovat podminky jejich provedeni. S ohledem na snadnost analyzy produktt
a meziproduktl byly pro uvodni pokusy zvoleny fluorescein a eosin, tedy latky, které
vykazuji fluorescenci, a navic méni béhem reakce méni svlij nabojovy stav. To umoziiuje
jejich separaci pomoci gelové elektroforézy a fluorescencni detekci UV zatrenim. Eosin diky
pfitomnosti ¢tyf atomd Br v molekule rovnéz vykazuje zcela charakteristickou strukturu
v hmotnostnim spektru. Jako konjugacni partner byla zvolena molekula ethylendiaminu,
ktera pti vazbé na karboxylovou skupinu eosinu nejen méni naboj molekuly, ale vysledny
produkt miiZze byt pouzit pro konjugace s dal§imi biomolekulami. Kondenzac¢ni reakce byla
provadéna s vyuzitim karbodiimidové chemie, jako kondenzac¢ni ¢inidlo bylo pouzito EDC.
Pti ptimé reakci fluoresceinu s ethalendiaminem za ptitomnosti EDC byly optimalizovany
reakéni podminky a s pomoci elektroforézy bylo zjisténo, Ze latka, kterd vykazuje vlastnosti
ptedpokladaného produktu nejlépe vznika za nadbytku EDA, pouziti ¢erstvého EDC a

v reakénim pufru o pH = 6. U roztoki obsahujicich EDC je ¢ast objemu elektricky neutralni
a tim padem nemigruje z vychozich poloh. Pivodni nezreagované molekuly v disledku
svého zaporného migruji nejrychleji, nejlépe znatelné ve slepych pokusech bez EDC, které
slouzi zejména pro kontrolu. Molekuly, u nichZ probéhla reakce zcela ztratily naboj a

ze zékladnich poloh nemigruji. V Cisté vodé reakce neprobiha, tfebaze pro jiné molekuly je
tato moznost v literatufe popsana. Schéma reakce je zahrnuto v obrazku 17. Z divodu
eliminace prib¢hu reakce na obou aminoskupinach ethylendiaminu, byl ethylendiamin
pfidavan ve vSech pokusech ve vyrazném nadbytku oproti eosinu. Jako vyznamny faktor

se ukazalo 1 stafi pouzitého EDC. Pozadovanych vysledkl se dosahovalo pouze pii pouZiti
Cerstvého. Obdobna reakce s podobnymi vysledky byla provedena také s fluoresceinem.
Produkt reakce byl dale extrahovéan z gelu po elektroforéze a testovan na pfitomnost
pfedpokladaného konjugatu metodou hmotnostni spektrometrie. V namétenych spektrech
vSak struktura eozinovych pikl nebyla detekovana, stejné jako ani pik odpovidajici
konjugatu s fluoresceinem v druhém piipad¢€. Toto pozorovani je v rozporu s pfimym
optickym pozorovanim intenzivni fluorescence extraktu, ktery byl pro hmotnostni analyzu
pouzit. Ta totiz svéd¢i o tom, Ze molekula eosinu je ve vzorku nutné pfitomna, byt nemusi
tvofit spravny reakcni produkt. Proto by méla byt ve spektru detekovana.

Je tedy pravdépodobné, Ze pfi¢inou tohoto nesouladu je néjaky technicky problém
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v hmotnostni spektrometrii, ktery bude muset byt identifikovan a odstranén (viz téz nize).
Jelikoz pozadovany produkt nebyl prokazan, byla zvolena varianta reakce s reaktivnim
meziproduktem, ktery vznikd vazbou NHS na karboxylovou skupinu v piitomnosti EDC.
Tento meziprodukt se podatilo pfipravit a prokdzat metodou gelové elektroforézy a byly
opét nalezeny podminky jeho ptipravy. Nasledné ovéieni hmotnostni spektrometrii

po extrakci z gelu vSak opét neposkytlo predpokladany vysledek, produkt opét ne byl

ve spektru nalezen, jakoZ ani nespravné zreagovana nebo nezreagovana molekula eosinu.
Fluorescence vzork pfitom pozorovana byla. Vysvétleni nezdatilych hmotnostnich analyz
neni zcela ziejmé, je ale pravdépodobné, ze doslo k potlaceni signalu sledovanych molekul
kontaminujicimi latkami. K tomuto jevu mize v hmotnostni spektrometrii dochdzet, pokud
je ve vzorku pfitomna latka, kterd ma vyrazné vyssi signdl, ptistroj se totiz pfizpisobi jeho
intenzit€ a nizsi signdly zaniknou v Sumu. Toto znec€iSténi mohlo byt pfitomno v samotném
ptistroji (v druhém piipadé€ opravdu ke znecisténi kratce pted nasim pokusem doslo),
pravdépodobnéjsi je ale nezadouci vliv nékteré ze slozek nasSeho extraktu. V budoucnu tedy
bude nezbytné podrobit extrakt detailnéjsi analyze a pokusit se zjistit, ktera latka je pro
analyzu nevhodné a jak by bylo tfeba postupovat, aby vysledku bylo dosazeno. Jednou
z moznosti je napf. sprazeni hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii
(LC-MS), protoze v tomto ptipadé jsou slozky ptivodni analyzované smési pred vstupem do
spektrometru rozdéleny, takze s danou latkou je nastfikovano jen velmi malé mnoZstvi
necistot. Jinym moZnym vysvétlenim se v ptipadé prvni reakce jevila moZnost, Ze v disledku
pfitomnosti zbytku nezreagovaného EDC v okamZziku davkovani na elektroforézu mohlo
dojit k navazani eosinu/fluoresceinu na kratsi fragmenty agarosy, které potom byly
nasttiknuty do spektrometru. Tyto latky by jednak mohly mit hmotnost mimo piedpokladany
rozsah, jednak by $lo o vice latek s nejednoznaénym signalem. Tuto hypotézu podporuje

1 okolnost, ze latky v elektroforéze nemigrovaly (coZ ale nemély ani z diivodu nulového
naboje). Na druhou stranu se vSak tato teorie jevi nepravdépodobna proto, Ze stejny problém
nastal 1 v druhém ptipadé€, kdy bylo EDC po reakci inaktivovano a latka v gelu migrovala.
Identifikaci latek pomoci hmotnostni spektrometrie bude tedy jesté tieba lépe propracovat,
aby byla spolehlivé pouZitelna a ddvala moznost optimalizovat podminky biokonjuga¢nich
reakci pro dalsi pouziti. Tyto vysledky vychazely v celku piesvédc¢ive pii elektroforéze,

bohuZel velmi zdhadné pfi analyze hmotnostnim spektrometrem.
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Pti analyze spekter byly znatelné piky pro nezreagované fluorescencni latky, ale zadné piky
pro vzniklé konjugéty i s uvazenim izotopu ptitomnych prvka. Nachazely se zde piky o nizsi
molarni hmotnosti nez pozorované slouc¢eniny. Ty nas samoziejm¢ nezajimaly, ukazovaly
pouze pritomnost pfitomnost pridavanych latek a jejich reakce mezi sebou. Zarazejici byly
predevsim piky s hodnotami vyrazné vys$simi nez vypoctené moznosti, objevily se zde piky
s témer trojnasobnou hodnotou oproti eosinu. Z téchto divodii jsme se pro dalsi pokusy
rozhodly proces bio konjugace rozd¢lit do dil¢ich krokd, které se budou analyzovat ihned po
jejich provedeni. Dale pro citlivéjsi kontrolu vysledki z hlediska pozorovatele byl pouzivan
pouze eosin. Prvni dil¢i rekci byla reakce eosinu s NHS. Po jejim prob&hnuti byly znatelné
pozadované vysledky po probehnuti elektroforézy a potizeni fotografii na transluminatoru,
coz reprezentuje obrazek 31. Nasledné byly tyto vzorky pfipraveny pro analyzu na hmot-
nostnim spektrometru, kde se bohuzel nepodafila prokazat ani ptitomnost fluoreskujiho
eosinu. Eosin tam byt musel, jelikoz tyto vzorku po umisténi na transluminator fluoreskuji,
jak je zaznamenéano na obrazku 32. Obrazek 32. byl potizen pted jednou z analyz na
hmotnostnim spektrometru, aby byla pfitomnost eosinu jasné prokazana. Ukézalo se,

ze neuspokojivé vysledky dava v poslednich mésicich hmotnosti spektrometr i pro ostatni
méfeni na ném provadénd. Tento nepiijemny fakt je pracovniky fakulty intenzivné feSen.
BohuzZel pro nase pokusy to znamend nemoZznost postoupit dal. Potfebujeme mit jistotu
spravného priabéhu veskerych dil¢ich reakci. Nicméné u pokust kde se da fict, Ze hmotnostni
spektrometr nebyl zanesen €i znecistén, nam nevysly fadné vysledky. To mize byt
zpiisobeno reakci s nizkomolekularnimi zbytky agardzy nebo nepiedpokladanym navazova-
nim reaktantl. Pro vylepSeni této charakteristiky je mozné zaradit chromatografii pred
hmotnostni spektrometr. Chromatografie nam predem rozd¢li jednotlivé molekuly. Analyze
hmotnostnim spektrometrem budou rozdélené molekuly pfesnéji analyzovany z hlediska
zastoupeni izotopli prvkll ucastnicich se reakce. V kazdém ptipad€ je nutné provést jeste
analyzu hmotnostnim spektrometrem u v§ech dosud provedenych pokust, ¢ehoz z Casovych

divodi nebylo dosazeno.
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ZAVER

V pribéhu provadéni experimentu byly nalezeny optimalni podminky pro pfipravu
vybranych konjugétii metodou karbodiimidivé chemie. Jednalo se zejména o navazani
molekul fluoresceinu a eosinu na molekuly ethylendiaminu nebo NHS. VSechny dil¢i kroky
provadéné v pribehu syntéz byly dovedeny do podminek, kdy ziskame slouc¢eniny
vykazujici pfedpokladané vlastnosti pti analyze gelovou elektroforézou s fluorescen¢ni
detekci. BohuZzel se nepodafilo tyto molekuly prokézat pomoci hmotnostni spektrometrie,

a to z ditvodu technickych problémi, na jejichz odstranéni bude tfeba dale pracovat.

V piipad¢ potvrzeni identity reakcnich produkt budou jak tyto latky, tak i optimalizované
postupy, pouzity v dalSich konjugacnich reakcich k fluorescenénimu znaceni biomolekul a

jejich navazovani na mikrocastice za ucelem experimentli v optické pasti
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

u pohyblivost iontu

v line4rni rychlost pohybu ¢astice [m.s™']
intenzita elektrického pole [V.m™']

c konstanta zavisla na tvaru Castic a na tloust'ce elektrické dvojvrstvy

. e . €
& relativni permitivita kapaliny = e
0

&o permitivita vakua [8,8.10"2F.m™']

D viskozita prostiedi [Pa.s]

¢ elektrokineticky potencial [V]

z je nabojové ¢islo iontu [-]

F Faradayova konstanta [96 485 C.mol!]

f frik¢ni koeficient vztazeny na 1 mol iont
r je polomér iontu [m]

Ny Avogadrova konstanta[6,022.10% mol™]
% procenta

M molarni hmotnost [g.mol™]

NaOH hydroxid sodny

EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride
NHS N-Hydroxysuccinimide

DSC N,N‘-disukcinimidylkarbonat

SPDP N-sukcinimidyl-3-(2-pyridylditiopropionat)
DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

PCR polymerazova fetézova reakce

Eq energetickd dira

Br brom

Na  sodik

K draslik
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