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Abstrakt:

Nanodiamanty patfi krozsahlé skupiné uhlikovych nanomateridll. Mezi jejich
nejvyznamnéjsi vlastnosti patfi chemicka stabilita, biokompatibilita, nizka toxicita,
moznost chemické modifikace povrchu a poté konjugace s rdznymi biologickymi
molekulami, predevSim proteiny. Podstatnd vlastnost nanodiamantd je snadno
detekovatelna stabilni fluorescence bez fotodestrukce, zvlasté fluorescence z tzv. (N-V)
center vzniklych vysokoenergetickym ozafovanim nanodiamantd. Tyto vlastnosti
umoznuji uplatnéni nanodiamantl jako fluorescencnich znacek a sond, umoznuiji cileni
bunék, internalizaci do bunék, pfenos a kontrolované uvolfovani léCiv a také imobilizaci
enzymU. Biomolekuly mohou byt pripojeny na povrch ridznymi zptsoby — nekovalentnimi
interakcemi nebo kovalentné. Jak jiz bylo dfive popsano, nekovalentnimi interakcemi byly
navazany na povrch nanodiamant( rGzné proteiny, jako lysozym, cytochrom c, neurotoxin
nebo antigen. Kovalentni vazbou byly pfipojeny proteiny, glykoproteiny, oligonukleotidy,
vitamin nebo rlstovy hormon. Pfi navazani biomolekuly je zadsadni, aby si ponechala své
vlastnosti, napriklad enzym katalytickou aktivitu. Pripojeni biomolekul pomoci tzv.
oximové ligace, tedy navazani jejich aldehydové skupiny na nanodiamant nesouci
aminooxy skupiny, predstavuje pro tyto ucely vyhodnou variantu z davodu velké
selektivity a stability vazby, efektivnosti pfipojeni za mirnych podminek a zndmého
zplUsobu pfipojeni. Vtéto bakalarské praci je popsana spektrofotometrickd metoda
kvantifikace aminooxy skupin na nanodiamantech, vyuZivajici pyridoxal 5’-fosfat.
V praktické casti je dale popsano modelové navazani proteinu kovalentnimi i

nekovalentnimi vazbami.



Abstract:

Nanodiamonds represent a member of vast group of carbon nanomaterials. They are
characterized by chemical stability, biocompatibility, low toxicity and possibility of surface
chemical modification that enables further conjugation of biomolecules, namely proteins.
The most important property of nanodiamonds is easily detectable fluorescence resistant
towards photobleaching. This luminescence is produced by so called (N-V) centers that
can be formed by irradiation of nanodiamonds using high energy beams. Fluorescence of
nanodiamonds is useful for construction of fluorescent labels and probes, cellular
targeting and internalization, controlled drug delivery as well as enzyme immobilization.
Two main connection modes are suitable for biomolecules’ attachment: non-covalent and
covalent. The first one has been utilized for decoration of nanodiamonds by various
proteins, e.g. lysozyme, cytochrome c, neurotoxin or antigen. The second possibility has
been demonstrated also on various proteins and, furthermore, on glycoproteins,
oligonucleotides, vitamins or growth factor. During the immobilization of biomolecule on
the nanoparticle surface it is crucial to keep its function, for example the catalytic activity
in enzymes. For such purposes, the oxime ligation (connection of aldehyde presented on
biomolecule and aminooxy group bound on nanodiamond surface) represent a
convenient pathway, because of reasonable effectivity of reaction at mild conditions and
well defined way of attachment. In this bachelor thesis, the spectrophotometric
procedure for aminooxy group quantitation on nanodiamonds using pyridoxal-5'-
phosphate was developed. The conjugation of model proteins by covalent and also by

non-covalent bonds is further demonstrated.

(In czech)
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1. SEZNAM ZKRATEK

o-BTX
a7-nAChR
burika A549
APBA

APTS

Boc

BOP

BSA
cND
Cy3
DCC
DCM
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
EDC
Fmoc
FND
FND-Tf
GABAFmoc
HBTU
HEPES

HOBT

o-bungarotoxin

acetylcholinovy receptor reagujici na a7-nikotinovou kyselinu
lidska plicni epitelidIni burika

kyselina aminofenylborita

(3-aminopropyl)trimethoxysilan

terc-butyloxykarbonylova skupina

benzotriazol-1-yl-oxy-tris-(dimethylamino)fosfonium
hexafluorofosfat

hovézi sérovy albumin

karboxylované nanodiamanty

fluorescencni barvivo Cy3

N,N’-dicyklohexylkarbodiimid

dichlormethan

N,N-diisopropylethylamin

4-dimethylaminopyridin

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

1-ethyl-3[3-dimethylaminopropyl] karbodiimid
9-fluorenylmethyloxykarbonylova skupina

fluorescenéni nanodiamanty

fluorescenéni nanodiamanty s navazanym proteinem transferinem
Fmoc-y-aminobutanova kyselina
O-benzotriazol-N,N,N’,N"-tetramethyl-uronium hexafluorofosfat
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]lethan sulfonova kyselina

N-hydroxybenzotriazol
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HRTEM

HSA

LAH

MAP

MTT

NAHasa

ND
NH,-PEG-NH,
NH,-TEG-NH,
NHS

PBS

PNGasa F
PNP-(GIcNAc)s
ROS

SSMCC

TFA

TR

THF

TMR

TNT

transmisni elektronovy mikroskop s vysokym rozlisenim
lidsky sérovy albumin

tetrahydridohlinitan lithny

adhezivni protein musli
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
N-acetyl-B-D-hexosaminidasa

nanodiamanty

diaminopolyethylenglykol

diaminotriethylenglykol

N-hydroxysukcinimid

fosfatovy pufr
peptid-N4-(acetyl-B-glucosaminyl)-asparagin amidasa
p-nitrofenyl penta-N-acetyl-beta-chitopentaglukosid

reaktivni molekuly obsahujici kyslik

sulfosukcinimydyl-4-(N-maleinimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat

kyselina trifluoroctova
receptor pro transferin
tetrahydrofuran
tetramethylrhodamin

2-methyl-1,3,5-trinitrobenzen



2. CiL PRACE

Cilem teoretického Gvodu predkladané bakalaiské prace je charakterizovat nanodiamanty
jako material a vyzdvihnout jejich vlastnosti, které jsou vyznamné pro moziné budouci
biologické aplikace. Ddle ma tato prace zmapovat jiz popsané zplsoby pripojeni
biomolekul na povrch nanodiamant( s dlrazem na konjugdty proteinl s nanodiamanty.
Cilem experimentalni ¢asti je feSeni rGznych zplsobl modifikace povrchu nanodiamant(
aminooxy skupinami, ovéreni jejich pfitomnosti na povrchu pomoci nové metody
vyuzivajici pyridoxal 5’-fosfat a navazani glykosylovaného proteinu holo-transferinu
pomoci jeho aldehydové skupiny k aminooxy skupindm nanodiamant(. DalSim cilem je
ovéreni moznosti navazani proteinu lidského sérového albuminu na povrch

nanodiamantl adsorpci pomoci nekovalentnich vazeb.



3. TEORETICKY UVOD
3.1  OBECNE VLASTNOSTI NANODIAMANTU

Nanodiamanty patfi k rozsahlé skupiné uhlikovych nanomateridlt, ke kterym lze zaradit
napriklad grafen, uhlikové nanotrubky, uhlikova nanovldakna, fullereny a diamantové
nanofilmy. Tyto formy nalezly uplatnéni v biotechnologiich. Nanodiamanty jsou ve
skupiné unikatni z dvodu svych vyjimecénych vlastnosti jako je tvrdost, elektrochemicka
inertnost, odolnost proti korozi, nizky koeficient tfeni nebo vysoka tepelna vodivost [1,2].
Dalsi vyhodou je pomérné levna syntéza ve velkém mnozstvi (1 gram za pfiblizné 1000
korun), kterd umoznuje vyrobu rGzné velkych, fadové nanometrovych ¢astic, s Uzkou
distribuci [3]. K nejdilezitéjSim vlastnostem, kterym se tato prace bude vénovat
podrobnéji, patfi jejich stabilita, biokompatibilita, nizka toxicita, moznost chemické
modifikace povrchu a poté konjugace s rlznymi biologickymi molekulami, predevsim
proteiny. Podstatnd je také dale popsand snadno detekovatelnd fluorescence bez
fotodestrukce pochazejici bud z necistot, tzv. vlastni fluorescence, nebo silngjsi
fluorescence z (N-V) center (z anglického ,nitrogen vacancy”) vzniklych
vysokoenergetickym ozafovanim nanodiamantl, které poté nazyvame fluorescencni
nanodiamanty (FND) [4]. Tyto vlastnosti umozZnuji velmi slibné uplatnéni nanodiamantd
predevsim jako fluorescencnich znacek a sond, umoznuji cileni bunék, internalizaci do

bunék, pfenos a kontrolované uvolfiovani IéCiv a také imobilizaci enzymu.

3.1.1 VYROBA, POST-SYNTETICKE PROCESY A HOMOGENIZACE POVRCHU

Vlastnosti a struktura nanodiamant( zavisi na zpUsobu jejich pfipravy. Mohou vznikat
rastem za vysoké teploty a tlaku okolo zarodec¢ného centra, rozkladem methanu
v mikrovinné plazmé nebo detonaci smési explosiv, predevSim 2-methyl-1,3,5-
trinitrobenzenu (TNT) a 1,3,5-cyklotrimethylentrinitraminu (hexogenu), v pfitomnosti
neoxidujiciho chladiciho média zabranujiciho pfevodu uhliku na grafit [3]. Nanodiamanty
nesou z divodu extrémnich podminek pfi jejich vzniku rlznorodé povrchové skupiny,
nejéastéji karboxylové a hydroxylové skupiny, ketoskupiny, anhydridy a laktony. Po
syntéze je treba odstranit zbytky grafitového a jiného nediamantového uhliku a
nehoflavych kovovych necistot. Aby toto bylo moziné, je tfeba nejprve mechanicky

(rozemletim pomoci kuli¢ek, ultrazvukem) dezintegrovat nanodiamantové agregaty [3].
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Grafiticky (sp?) uhlik Ize odstranit oxidaci na vzduchu pfi vysokych teplotach 400°C, kdy
nedochézi k oxidaci nanodiamantového uhliku (sp?), a vyrazné tedy stoupne pomér
sp>/sp® uhliku. Zarover dojde k oxidaci povrchovych skupin [6]. Vystaveni nanodiamantu
silnym kyselindm na druhé strané pomuze odstranit kovové necistoty a na povrchu vytvari
prevainé karboxylové skupiny [7]. Nejcastéji se jako silnd kyselina pouzivd 9:1 (v:v)
koncentrovand H,SO4: HNOs pii 75°C po dobu 3 dn(, nasleduje reakce nanodiamant(
s 0,1 M NaOH pfi 90°C po dobu 2 hodin a 0,1 M HCIl pfi 90°C také po dobu 2 hodin [8].
Tyto post-syntetické modifikace jsou dulezité také z hlediska toxicity materialu, kterou
kazda necistota zvysuje. UZ v pribéhu Uprav se na nanodiamantech pozméni povrchové
skupiny. Pro dalsi modifikace a konjugace je oviem vyhodné mit jako vychozi material
homogenni povrch, ktery by obsahoval idedlné jeden druh skupin. Existuje mnoho
zplUsobU dosaZeni teoreticky homogenniho povrchu. Ke zlepSeni Cistoty a tvorby
zvyseného mnozstvi napfiklad nasledujicich struktur: NH,, C-H a Cl vtomto poradi na
nanodiamantu vede reakce s rlznymi plyny: s vodikem a amoniakem za zvySené teploty a

chlorem pfi pouziti UV zareni (obr. 1) [9].
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Obr. 1 Povrchové skupiny na nanodiamantu - moznost jejich premény na jiné skupiny a snaha

homogenizovat povrch.

Dalsi moZnosti homogenizace povrchu nanodiamantu je redukce povrchovych
karboxylovych skupin pomoci boranu nebo tetrahydridohlinitanu lithného (LAHu) za

vzniku hydroxylovych skupin [10].



3.1.2 BIOKOMPATIBILITA, CYTOTOXICITA, VNIK DO BUNKY A LOKALIZACE V BUNCE

Dalezitymi vlastnostmi nanodiamantl pro budouci pouziti napfiklad v biomedicinskych
aplikacich jsou biokompatibilita a nizka toxicita. Zvlasté kvuli témto vlastnostem vynikaji
nanodiamanty nad jinymi nanocasticemi. Nanocdstice jsou obecné povazovany za toxické
zvlasté kvlli své malé velikosti, a tedy moZnosti vnikat do bunék a lokalizovat se
v kritickych organeldch. Nanocdstice mohou z dychaciho Ustroji vniknout do nervl a
dokonce mohou prochazet hematoencefalickou bariérou [3]. Nanodiamanty po post-
syntetickych modifikacich (bez necistot) nicméné na zakladé rlznych studii a zjiSténi za
biokompatibilni a netoxické povazovany jsou [1,11]. Nanodiamanty nevyvoldvaji
zanétlivou nebo cytotoxickou odpovéd, neprodukuji znatelné mnozstvi reaktivnich
molekul obsahujicich kyslik (ROS) nebo cytokini a nepusobi v bunikdch morfologické
zmény. Otazkou je ovSem jejich dosud neobjasnény dlouhodoby efekt v organismu i

bunkach, ktery by mohl byt nepfiznivy, a také jejich odolnost vici degradaci [3].

3.1.2.1 TEST CYTOTOXICITY

Jeden z testl pro potvrzeni pouZitelnosti nanodiamantd jako sond v Zivych burikach byl
proveden s karboxylovanymi nanodiamanty (s prdmérem 5 a 100 nm) v lidskych plicnich
epitelidlnich burikdch A549 [1]. Nanodiamanty vnikaji do téchto bunék a akumuluji se bez
zplsobeni Skod. Buniky byly po vystaveni nanodiamantlm inkubovany s roztokem
tetrazoliové soli (MTT z anglického ,3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium
bromid“), kterd se pouZivd pro stanoveni Zivotnosti bunék. Zivé buriky maji aktivni
metabolismus, ktery redukuje MTT v pfitomnosti dimethylsulfoxidu (DMSO) na formazan,
nerozpustnou fialovou latku, kterou je moZno indikovat spektrofotometricky. Po
provedeni experimentu bylo zjisténo, Ze karboxylované nanodiamanty (ani jedné

velikosti) v rozsahu koncentraci 0,1-1000 ug/ml neindukovaly vyznamné bunéénou smrt

[1].
3.1.2.2 ZKOUSKA VYVOLANI APOPTOSY

Ke zkouSce cytotoxicity byl pfidan také test tykajici se vyvolani apoptosy [11]. Buriky A549
byly v Petriho misce inkubovany 48 hodin se 100 nm karboxylovanymi nanodiamanty o

koncentraci 100 ug/ml. Jako pozitivni kontrola byly pouZity bunky inkubované



v pritomnosti 10 uM arsenitanu sodného, lidského karcinogenu vyvolavajiciho apoptosu.
Po promyti bunék fosfatovym pufrem PBS (z anglického ,phosphate buffer saline”) a
inkubaci po dobu 1 hodiny ve 4 % paraformaldehydu pfi 37°C byl cytoskelet (konkrétné
mikrotubuly) obarven barvivem anti-B-tubulin-cyanin Cy3 a jaddra barvivem Hoechst
33258. Zatimco arsenitan sodny, jak bylo vidét pfi pozorovani bunék ve fluorescenénim
mikroskopu (obr. 2), vyvolal v burikdch kondenzaci jader, poruseni cytoskeletu a tvorbu

apoptotickych télisek, buriky inkubované s nanodiamanty nebyly nijak ovlivnény [11].

— —
8um 8 um Bum

Obr. 2 Pozorovani obarvenych bunék (pomoci Cy3 a Hoechst 33258) fluorescenénim mikroskopem. Vievo
je neinkubovana bunka, uprostied burika inkubovana karboxylovanymi nanodiamanty, vpravo burika
inkubovana v arsenitanu sodném. Hvézdicky oznacuji apoptoticka téliska (prevzato z [11]).

3.1.2.3 VNIK DO BUNKY A LOKALIZACE NANODIAMANTU UVNITR

Zpusob internalizace nanodiamantu do burnky byl sledovan napfiklad pomoci
fluorescenéniho nanodiamantu s navazanym transferinem (FND-Tf) [12]. Bylo zjisténo, Ze
takto modifikovany nanodiamant vstupuje do burnky endocytosou pomoci receptoru
(TfR). Toto dulezité zjisténi bylo potvrzeno pomoci pfitomnosti volného transferinu.
Pokud byla burika nejprve vystavena volnému transferinu, transferinu imobilizovaného na
nanodiamantu vniklo do buriky méné. Toto bylo vysvétleno pravé tim, Ze volny i navdzany
transferin vstupuji do bunky stejnou cestou - pomoci receptoru. Pokud je nejprve burka
vystavena volnému transferinu, ¢ast receptord je tim obsazena a neschopna prijmout

transferin navazany na nanodiamantu.

Experiment byl proveden s Hela bunkami a bylo zjisténo, Ze mechanismus vstupu do

bunky se uskutecniuje pomoci klathrinovych vackl, vyZzaduje energii a zavisi na teploté



[12]. Pokud je bunka inkubovéna pfi 4°C, v pritomnosti NaNs (ktery inhibuje Cinnost
ATPsynthasy) nebo za pfitomnosti sacharosy (zndmé tim, Ze narusSuje tvorbu
klathrinovych vack), schopnost bunky prijmout FND-Tf je vyrazné omezend. Tato zjisténi
byla potvrzena i pro nanodiamanty bez konjugatli [13]. Endocytosa zavisla na vstupu do
bunky pomoci klathrinovych vackl byla potvrzena i zjiSténim, Ze po inkubaci buriky
ve filipinu — latce, ktera znemoziuje internalizaci do buniky pomoci kalveol, se nezménilo

mnozstvi nanodiamant( bunkou prijatych [13.14].

Cim vic je k dispozici ¢astic (transferinG navdzanych na nanodiamantu), tim vétsi je jejich
mnozstvi v bunce. Samotné fluorescencni nanodiamanty sice také podléhaji tomuto
trendu, jejich mnozstvi v bunice je ovSsem mnohondsobné nizsi. Prijem c¢astice burnkou
zalezi na velikosti Castice. Vétsi castice jsou bunkou integrovany vyrazné pomaleji nez
mensi Castice. PFi koncentraci ¢astic 25 pg/ml jsou 140 nm nanodiamanty pokryté
transferinem (vykazujici velikost 221 nm) burikou pfijimany vyrazné pomaleji (polocas je
priblizné 1,26 hod) nezZ zlaté nanocastice s velikosti 74 nm obalené transferinem (polocas
vstupu do bunky je 0,75 hodin) [12]. Nanodiamanty, které nejsou konjugovany
s biomolekulou reagujici na specifické receptory na burice, jsou bunkou pfijimany jesté
pomaleji (polocas vstupu do buriky pro 70 nm FND jsou 3 hodiny) [13]. V bunce je vétsina
nanocastic zachycena v endosomu nebo lysosomu, kde tvofi agregaty, a nemizZou se
volné pohybovat v cytoplazmé. Vyjimkou jsou nejmensi ¢astice (5-10 nm), které byly
objeveny volné v cytoplazmé. Tyto malé ¢astice bud unikly z endosomu, nebo byly do
bunky internalizovdny pomoci pasivniho transportu pres vnéjsi membranu. To, Ze malé
nanodiamanty mohou predejit endosomalnimu opouzdreni a vniknout do cytoplasmy, je
nadéji pro transport Iékd k mistu zasahu [14]. DllezZité také je, Ze zadné nanodiamanty

(ani ty nejmensi) nebyly pozorovany uvnitt jadra [13].
3.1.3 OZNACENi POMOCIi NANODIAMANTU

Nanodiamanty se mohou stat v zobrazovani a sledovani biomolekul nadéjnymi nastupci
hojné vyuzivanych nanocastic kvantovych tecek - polovodicu, které vykazuji fluorescenéni
vlastnosti. Mezi vyhody kvantovych tecek patfi fluorescence bez fotodestrukce a jeji
vysoka jasnost oproti tradicnim organickym barvivim. BohuZel pfitomnost tézkého kovu

(vétsinou kadmia), ktery je toxicky, znemoZzniuje pouziti kvantovych tecek pro medicinské



aplikace. Dalsi nevyhodou je zména jejich vlastnosti v zavislosti na modifikacich povrchu.
Naproti tomu nanodiamanty jsou netoxické, biokompatibilni, jejich fluorescence
nepodléha fotodestrukci a dokonce na rozdil od kvantovych tecek nedochazi ani k jejimu
blikdni a zméné po modifikacich povrchu [4]. Velikost nanodiamant( je pfiblizné stejna
jako velikost velkych biomolekul a bunécnych struktur, coz také zdlvodnuje jejich
pouzivani jako sond. Vznikly komplex nanodiamantu a biomolekuly mze interagovat
specificky nebo nespecificky s cilovou molekulou, ¢imz umozini sledovani této interakce

[15].
3.1.3.1 RAMANOVA SPEKTROSKOPIE

Nanodiamanty je mozné oznacit jednotlivé buriky, které je poté mozno vysledovat pomoci
Ramanova rozptylu [1]. Nanodiamanty jsou v tomto pfipadé idedlni nahradou toxickych
kovl (napriklad stfibra) pokrytych aktivnimi barvivy, které se béiné pro tyto ucely
pouzivaji. Nanodiamanty vykazuji v Ramanové spektru snadno vystopovatelny, typicky
velmi intenzivni a Gzky pik pfi 1332 cm™, ktery odpovida sp® uhlikim ve struktufe. Tento
pik maze byt také doprovazen daldimi slabymi piky, které odpovidaji sp® uhlikiim z ne
zcela odstranéné grafitické vrstvy na povrchu (pfi 1355 cm™ a 1575 cm™). Hlavni pik neni
ovlivnén povrchovymi skupinami ani pfipojenymi biomolekulami na nanodiamantu. Jeho
intenzita je ovéem ovlivnéna velikosti primarni ¢astice nanodiamantu. Cim mensi &astice,
tim vice prevlada jeji povrch, na kterém se vyskytuji grafitické uhliky. Intenzita hlavniho
piku se tedy s rostouci velikosti nanodiamantu zmensuje. Pro nanodiamanty mensi nez
50 nm je srovnatelnd s vedlejSimi piky (pro mensi nanodiamanty se tedy tato technika
nepouziva). Ramanova spektroskopie je jednou z moZnosti sledovani pfipojeni napriklad
karboxylovanych nanodiamantl pfimo na burnky A549 a také pfipojeni karboxylovanych
nanodiamant(l pres napojeny lysozym na bakterii Escherichia coli. Po oskenovani vzorku
laserem lze vynést intenzitu piku pfi 1332 cm™ proti vzdalenosti na uréité linii, a tedy
urcit, kde se na linii naléza nanodiamant pfipojeny na sledovany cil (obr. 3, str. 10). Toto

sledovani je neinvazivni, m{ze byt provadéno in vivo [1].
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Obr. 3 Sledovani nanodiamantu (ND) pomoci Ramanovy spektroskopie. (a) obrazek ze skenovaciho
mikroskopu 100 nm nanodiamantu, (b) Ramanovo spektrum 100 nm nanodiamantu, (c) burika A549
s nanodiamanty, (d) vyneseni distribuce intenzity proti vzdalenosti podél linie zakreslené v (c)

(pfevzato z [1]).

3.1.3.2 VLASTNI FLUORESCENCE NANODIAMANTU

Pro sledovani interakce nanodiamantl s burfkou A549 a interakce pomoci lysozymu
k bakterii Escherichia coli byla vyuZita také vlastni fluorescence nanodiamantu [1]. Tato
fluorescence je sice oproti kvantovym teckdm radové méné intenzivni, ale pro méreni
fluorescence konfokdlnim mikroskopem, pro priatokovou cytometrii a zjiSténi, kde presné
se nanodiamanty nachdzi, staci. Vlastni fluorescence nanodiamantu vychazi z pfirodnich
defektll a necistot (dusiku a kysliku), které se ve struktufe nebo na povrchu
nanodiamantu nachazi. Vlastnosti fluorescence se [iSi v zavislosti na velikosti
nanodiamantovych c(astic, a tedy poctu defektd u povrchu. K nejcastéji vyuzivané
fluorescenci karboxylovanych nanodiamant( pfi asi 525 nm dojde po excitaci 488 nm
laserem. Konkrétni experiment (obr. 4, str. 11)) ukazuje, Ze je sledovani pomoci barviva
Cy3 mozné nahradit sledovanim pomoci karboxylovanych nanodiamanti, které se

dostanou do cytoplazmy buriky a oznaci cytoskelet [1].
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Obr. 4 Buiika A549 oznacena rtiznymi znackami. Zleva doprava: jadro buriky obarvené barvivem Hoechst

33258, cytoskelet buriky obarveny anti-B-tubulinem (fluorescenéné znacenym Cy3), burika interagujici
s karboxylovanymi nanodiamanty pfi excitaci 488 nm laserem (fluorescence v rozsahu 500-530 nm), burika
interagujici s karboxylovanymi nanodiamanty pfi excitaci 633 nm laserem (fluorescence v rozsahu 640-720

nm), slouceni Ctyf predchozich obrazka. (prevzato z [1]).
3.1.3.3 FLUORESCENCE Z (N-V) CENTER

Pokud bychom chtéli zvysit intenzitu fluorescence, bylo by treba zvysit pocet zdroju
fluorescence — (N-V) center. Toto je moZné vysokoenergetickym ozafovanim
nanodiamantd svazkem urychlenych ¢astic (naptiklad 40-keV He" paprskem) a naslednym
Zihdanim ve vakuu [16]. Takto oSetfené nanodiamanty se nazyvaji fluorescencni
nanodiamanty a obsahuji mnoho (N-V) defektd uvnitf krystalové mfrizky. Tyto defekty
poskytuji opét neblikajici fluorescenci bez fotodestrukce (obr. 5) svelmi vysokym
kvantovym vytézkem (po osviceni laserem skoro vSechna (N-V) centra emituji zareni),
kterd umoznuje neinvazivni detekci uvnitr Zivé buriky jako napftiklad sledovani endocytdzy

nebo diagnostiku rakoviny [17].

A B
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P | 2 I |
| £ oot
| s
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100- 35-nm FND 2049/ "w ‘ M W
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Y -
o 1T W AP— 04 . ' . . :
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Obr. 5 Stabilita fluorescence FND. (A) Fluorescence 100-nm FND a 35-nm FND je stabilni, pfetrvava az 300
s bez fotodestrukce. Zatimco barvivo Alexa Fluor 546 ptipojena k DNA podlehne fotodestrukci po pouhych
12 s. (B) Prirozliseni 1 ms nebylo zaznamendno zadné blikani fluorescence FND. Je také vidét, Ze 35-nm FND
vykazuiji asi 30 krat mensi fluorescenci nez vétsi 100-nm FND (prevzato z [17]).
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Vysokoenergeticky paprsek vyrazi z krystalové mfizky atom uhliku. Tak vznikne mnoho
volnych mist (,vakanci“), které se pfi nasledném Zihani ve vakuu posouvaji do blizkosti
atomO dusiku (nedistot), které se v mtizce nalézaji po vyrobnich procesech. Mize
vzniknout (N-V)° centrum nebo nejéastéji vyuzivané (N-V) centrum. Toto (N-V) centrum
po ozareni laserem absorbuje kolem 560 nm a emituje fotony kolem 700 nm, coz je oblast
vinovych délek vyrazné separovand od vlastni fluorescence bunék (komponent jako jsou
flaviny, nikotinamid adenin dinukleotidy, porfyriny a mnoho dalSich vytvarejicich signal
v pozadi kolem 500 nm), tedy pro sledovani vyhodna. Intenzita fluorescence na rozdil od
fotostability zavisi na poctu (N-V) center, tedy i velikosti nanocastice (100 nm

nanodiamant m(Ze obsahovat kolem 10% (N-V) center). Meni nanodiamanty budou

vV

3.2  KONJUGACE NANODIAMANTU S BIOMOLEKULAMI
3.2.1 ZPUSOBY PRIPOJENI MOLEKUL NA POVRCH A JEJICH VYUZITi

Jak bylo feceno, povrch nanodiamantl je stabilni a velmi vyhodny pro chemické
modifikace a biokonjugace. Latky se mohou pripojovat na povrch rlznymi zplsoby —
nekovalentnimi interakcemi (adsorpci pomoci elektrostatickych a jinych polarnich vazeb i
hydrofobnich interakci) nebo kovalentné. Navazani molekul nekovalentni vazbou je
jednodussi pfipad nez kovalentni vazbou, protoZe nevyzaduje pfipravu specidlnich spojek

mezi enzymem a povrchem.

Existuje mnoho dlvodu, pro¢ je pripojeni molekuly na povrch Zadouci. NejdUleZitéjsi
priklady navazani biomolekul, pfedevsim protein(i, na nanodiamanty jsou uvedeny na
nasledujicich strankach. Nékteré priklady pouze ukazuji moZnost molekul se na
nanodiamant navazat, ostatni pfiklady vyzdvihuji velmi vyhodna uplatnéni konjugace
biomolekul s nanodiamanty. VSechny priklady ale vyuZzivaji moznosti navdazané molekuly

pomoci nanodiamantu sledovat.

Napriklad enzymy, které jsou vyhodnymi specifickymi biokatalyzatory za mirnych
podminek, maji mnoho nevyhod jako nedostatec¢nou dlouhotrvajici stabilitu za reagujicich
podminek a naro¢nou obnovitelnost a znovupouzitelnost enzymu. Tyto problémy mohou
byt odstranény imobilizaci enzym0 na néjakém povrchu, ktery zvySuje jejich stabilitu,
umoznuje opakované pouziti a snadné oddéleni enzymU ze smési a dokonce muize zlepsit
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jejich vlastnosti [18]. Vyjmenované vyhody se uplatiuji jak pfi nekovalentnim navazani
lysozymu [2,15] a neurotoxinu a-bungarotoxinu [4], tak pfi kovalentni vazbé trypsinu [28]
na povrch nanodiamantu. Kromé enzym( se mizZe na povrch nanodiamantu nekovalentné
navazat také antigen [22]. Nanodiamant v tomto pfipadé vystupuje jako velmi vyhodné
adjuvans udrzujici antigen (konkrétné adhezivni protein musli) ve stabilni konformaci,
ktera zarudi silnou imunitni odpovéd. Silnd interakce mezi proteiny a nanodiamanty se
uplatni v oddélovani proteinli ze smési pomoci nekovalentnich vazeb [19] i glykoprotein(
pomoci kovalentnich vazeb [7]. Na nekovalentni interakci protilatky (navdzané na
nanodiamant) a bakterie je také zaloZzeno oddélovani bakterii z prostredi [23]. A posledni
velmi vyznamnou moznosti uplatnéni vazby nanodiamantu a biomolekul (transferinu [12],
kyseliny listové [29] a rUstového hormonu [30]) je cileni rakovinnych bunék a vstup do
téchto bunék pomoci receptori. Toto uplatnéni ma velky vyznam pro naslednou moznost

vyuziti nanodiamantd jako nosic¢a protirakovinnych latek.
3.2.2 NEKOVALENTNI INTERAKCE MEZI NANODIAMANTEM A BIOMOLEKULOU

Pomoci adsorpce se muZe na velmi reaktivni povrch nanodiamantu pfipojit mnoho
raznych latek - malych (napriklad voda) i velkych organickych molekul. Zalezi na
povrchovych  modifikacich nanodiamantu, jak ochotné adsorbuje molekuly.
Nanodiamanty bez povrchového ndaboje a hydrofilnich skupin umoznujicich poldrni
interakce, napfiklad koncici skupinou —CH, reaguji mnohem méné ochotné neZ
nanodiamanty s nabitymi skupinami. Nanodiamanty, které maji na povrchu skupiny
obsahujici  kyslik, mohou tvofit s molekulami vodikové mdastky [5]. V pfipadé
karboxylovanych nanodiamantd (nejéastéji vyuzivanych modifikovanych nanodiamant()
dochazi k elektrostatickym interakcim mezi zdporné nabitou karboxylovou skupinou a
kladné nabitou skupinou na pfipojované molekule. V ptipadé nekarboxylovanych
nanodiamantli se vice uplatni pfiadsorpci povrchové defekty a nerovnosti.
S nanodiamantem m(Ze interagovat také celd bunka (napfiklad burnika A549).
Mechanismus interakce s bufikou neni zcela zfejmy, pravdépodobné dochazi k interakci
zaporné nabitych karboxylli na karboxylovaném nanodiamantu s pozitivné nabitymi

skupinami na vrchni strané bunééné membrany [1].
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3.2.2.1 NESPECIFICKE NAVAZANI PROTEINU NA POVRCH NANODIAMANTU

Pfi vyuziti nekovalentnich interakci pro navadzani molekul, predevsim proteind, na
nanodiamanty je drobnou nevyhodou pravé nespecificnost interakce — schopnost vice
molekul se navazat pouze kvlli svému naboji na nanodiamant bez vétsiho rozdilu. Tato
nespecificnost interakce se da ovSem i vyuzit, napfiklad v proteomice [19]. Karboxylovany
nanodiamant Ize vyuZit pro oddéleni proteini zroztoku kontaminovaného rlznymi
solemi, pripadné surfaktanty, které ¢asto znemoznuji nasledné stanoveni proteint. Na
zaporné nabity povrch nanodiamantu se mohou nespecificky vazat rGzné proteiny, které
vétSinou byvaji kladné nabité. Tim lze docilit oddéleni proteinl zroztoku a jejich
prekoncentrovani pro nasledné stanoveni, napfiklad pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie. Toto prekoncentrovani ma za ndsledek vyrazné zvyseni citlivosti, navic
neni nutnd separace adsorbovanych proteinli z nanodiamantd, jak bylo ukazano na
roztoku cytochromu c, albuminu a myoglobinu [19]. VSechny tyto proteiny se navazuji na
povrch nanodiamantu nespecificky kvili velmi silnym elektrostatickym interakcim a
nasledné oddéluji z roztoku, nejlépe pfi pH odpovidajicim jejich izoelektrickému bodu pl.
Po centrifugaci a odstranéni supernatantu (tedy nenavazanych molekul) je mozné
nanodiamanty s navazanymi proteiny rovnou bez jakékoli dal$i Upravy smichat s matrici
pro MALDI. ZdGvodu kyselého pH této matrice (obsahujici napfiklad také kyselinu
trifluoroctovou) vznikne repulze mezi stejnymi ndboji na proteinech a povrchem
nanodiamantu a ¢ast proteinl se z povrchu odvaZe. Tyto proteiny potom mohou byt

s pomoci matrice ionizovdny a detekovany s velkou citlivosti bez rusivych efekt( [19].

Nanodiamantové ¢dstice byly pouZity i v ptipadé separace rekombinantniho apoobelinu
(fotoproteinu) a rekombinantni luciferasy z roztoku [20]. Fotoproteiny, které emituji
viditelné svétlo po interakci s Ca** ionty, se vyskytuji v mofskych organismech la¢kovcich.
Tyto proteiny jsou stabilnimi komplexy enzymu (apoproteinu), substratu (koelenterazinu)
a molekuly kysliku. Proteiny luciferasy, které tvofi heterodimery s flavinovym kofaktorem,
se vyskytuji v morskych svétélkujicich bakteriich. Pro tento experiment byly v bakterii
Escherichia coli naklonovdny a exprimovany geny téchto protein(i. Po rozruseni bunék
(ultrazvukem v pripadé luciferasy a mocovinou v pfipadé apoobelinu) a centrifugaci byly
k supernatantu pfidany nanodiamanty, na které se luciferasa a apoobelin navazaly. Tento

postup separace a purifikace je vyrazné rychlejsi neZ tradicni postupy a nevyzZaduje
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specidlni chromatografické vybaveni. Také dochazi zdivodu moZnosti pouZiti pouze
malého mnoiZstvi rozpoustédla pfi desorpci proteind z nanodiamantu k vyhodnému
zakoncentrovani proteind. Navazani proteini na nanodiamant je zde vysvétleno pomoci

iontovych a hydrofébnich interakci [20].
3.2.2.2 VAZBA LYSOZYMU NA NANODIAMANT

Jednim z konkrétnich prikladl pripojeni molekuly (proteinu) pomoci adsorpce je pripojeni
lysozymu (obr. 6) na karboxylovany 5 a 100 nm nanodiamant [15]. K 180-200 uM roztoku
lysozymu ve vodé nebo PBS byl pfidan roztok karboxylovanych nanodiamantl (4-
10 mg/ml). Pro zajisténi maximalni adsorpce byl roztok 2 hodiny michan a poté
zcentrifugovan. Mnozstvi naadsorbovaného lysozymu bylo zjisténo UV/VIS spektrometrii
pfi 280 nm z rozdilu koncentrace pred smichanim s nanodiamanty a po centrifugaci.
Navazani lysozymu je umoznéno elektrostatickymi interakcemi. Karboxylové skupiny
disociuji a vytvari karboxylové ionty, které interaguji s pozitivné nabitymi NH3" skupinami
na lysozymu. Interakci zesiluji i vodikové mustky mezi NH3;" a libovolnymi povrchovymi
skupinami obsahujicimi karbonylovou skupinu. Na mnozZstvi karboxylovych skupin daném

prostredi zavisi schopnost adsorpce.

Obr. 6 Znazornéni lysozymu. Lysozym je mala globularni bilkovina se 129 aminokyselinami, ktera tvofi pét
helixd a tfi antiparalelni B-listy. Ve strukture ma 4 disulfidické mdistky. Na modelu je vidét elektrostaticky
potencidl povrchu, pozitivni je zobrazen modfe, negativni Cervené (pfevzato z http://lysozyme.co.uk/).

Lysozym se lépe absorbuje na nanodiamant v prostfedi PBS o pH = 6,5, kde je vice
disociovanych karboxylovych skupin, nez v kyselejSim prostfedi deionizované vody (pH =
4,5). Na mensi, 5 nm nanodiamant, se také adsorbuje lysozym lépe nez na 100 nm

nanodiamant, protoZze procento povrchovych atom( klesa s rostouci velikosti nanocastice.
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Navazani lysozymu fyzikalni adsorpci bylo potvrzeno pomoci infracervené spektroskopie
[15]. Také v dalsi praci byla studovana adsorpce lysozymu (konkrétné slepic¢iho vaje¢ného
lysozymu HEWL) na nanodiamant a pfevadzné jeho aktivita po navazani [2]. Stejné jako
v pfedchozim experimentu zde bylo vyuZito karboxylovanych nanodiamantl, tedy
nanodiamant( vystavenych silnym oxidacnim kyselinam. Karboxylované nanodiamanty

totiz vykazuji ve vodnych roztocich vyjimecné velkou afinitu k proteintim [19].

Jednim z dGvodU pro pfipojeni enzymu na nanodiamant je moznost nasledné biokatalyzy
(s vyhodou znovupoutzitelnosti enzymu). Je ovsem dulezité zjistit, jak se chova a jakou
aktivitu ma imobilizovany enzym na nanodiamantu. Lysozym je enzym, ktery degraduje
bunécéné stény mikrobidlnich organismd tim, Ze hydrolyzuje jejich duleZitou slozku —
cukerny peptidoglykan. Pro pfipojeni bylo k 1 ml rdznych koncentraci lysozymu pfidano
10 mg nanodiamantl a smés byla 3 hodiny michana pfi pokojové teploté a poté
zcentrifugovana [2]. Mnoistvi navdzaného lysozymu bylo opét zjisténo zrozdilu
absorbanci roztoku lysozymu pred navazanim a absorbanci supernatantu po centrifugaci.
Obsah karboxylovych skupin na povrchu nanodiamantu byl uréen zpétnou
konduktometrickou titraci jako 7 % z celkového poctu povrchovych uhlikd. Vzhledem
ktomu, Ze vrozmezi pH 3 az 11 je lysozym pozitivné nabity (pl = 11) a povrch
nanodiamantu kvali hydrolyzovanym karboxylim zaporné nabity, bylo opét potvrzeno, Ze
elektrostaticka interakce je hlavni silou pfi adsorpci enzymu na nanodiamant. Kromé ni
prispivaji k navazani také vodikové mustky, hydrofobni interakce a sniZeni entropie
systému po navazani. Pfi pH = pl = 11 by pravdépodobné nanodiamant mohl byt pokryt
souvislou vrstvou lysozym{, které se navzajem neodpuzuji. Pti klesajicim pH se lysozymy
z dlvodu stejného naboje odpuzuji, a tedy adsorbuji na povrch v mensich mnoZstvich.
Mnoistvi proteinu, ktery mizZe byt naadsorbovdno na povrch nanodiamantu zavisi na
prostoru pro tento protein, konformacni zméné, kterou pfi navazani mlze podstoupit, a
orientaci pristupujiciho proteinu k povrchu. Pravé konformacni zménou je moind
zpUsobena silna interakce mezi lysozymem a nanodiamantem. Konformacni zména oviem
zmensuje hydrolytickou aktivitu enzymu po navazani. Aktivita lysozymu (at uz volného, ¢i
navazaného na ND) byla mérena kolorimetrickou metodou, ktera vyuziva jako substrat p-
nitrofenyl penta-N-acetyl-beta-chitopentaglukosid (PNP-(GIcNAc)s), ktery rozlozi na
fragmenty (PNP-GIcNAc) [2]. Tyto fragmenty jsou nasledné stanoveny sprazenou reakci

vyuzivajici N-acetyl-B-D-hexosaminidasu (NAHasu), ktera je rozStépi na p-nitrofenolat
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stanovitelny spektrofotometricky (ptfi 405 nm). Tato reakce se provadi asi 4 hodiny ve
0,1 M fosfatovém pufru (pH = 5) a 37°C za prudkého michani a je zastavena pomoci
roztoku Na,COs. Zajimavé je, Ze aktivita enzymu je nizsi pfi nizSim pokryti nanodiamantu.
To lze zd(vodnit tim, Ze lysozym md moznost vyuZit vétsi prostor pfi navazani, dojde
k rozvolnéni enzymu za ucelem pevnéjsiho navazani na povrch - k vétsi konformacni
zméné, a tedy ztraté aktivity. Tuto teorii zmény sekundarni struktury, pfedevsim
rozvolnéni a-Sroubovic, podporuje i experiment provedeny dfive na nanocasticich
silikagelu (obr. 7), na kterych Ilysozym vykazoval stejné zakonitosti jako na
nanodiamantech vtomto experimentu. Zména proteinové struktury a s ni souvisejici

zména aktivity je silné zavisla na velikosti ¢astice, na kterou je protein adsorbovan [21].

Obr. 7 Schematické znazornéni adsorpce lysozymu na povrch nanocastice. Adsorpce na malou ¢3stici
probiha bez zmény konformace, adsorpce na nejvétsi ¢astici probiha s rozsahlym rozvolnénim a-Sroubovic,

a tedy zménou konformace (prevzato z [21]).

Maximalni aktivity 60 % (100 % aktivity odpovida volnému lysozymu) je dosazeno pfi 50 %

pokryti. Toto pokryti je nejvétsi, kterého je mozné dosahnout pfi pH = 5.

Zajimavym feSenim problému ,rozloZeni se” enzymu na povrchu je pridani jiného enzymu
k povrchu nanodiamantu, konkrétné zde zvoleného cytochromu c. Cytochrom c je pouZit
pro zablokovani volnych mist na povrchu nanodiamantu a zplsobi zvySeni aktivity

lysozymu pfi mensim pokryti nanodiamantu lysozymem [2].

3.2.2.3 VAZBA a-BUNGAROTOXINU NA NANODIAMANT

Na karboxylovany nanodiamant se mize velmi silnymi nekovalentnimi elektrostatickymi
interakcemi vazat také pozitivné nabity a-bungarotoxin (a-BTX) postupem podobnym jako

v predchozich pripadech (reakce karboxylovanych nanodiamantli cND o koncentraci
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50 mg/ml s a-BTX o koncentraci 500 pl/ml pfi 2 hodinovém michani za pokojové teploty)
[4]. a-BTX je 74 aminokyselinovy polypeptid, neurotoxin pochazejici z jedovatého hada
z Taiwanu druhu Bungarus multicinctus (¢esky bungar paskovany), ktery specificky blokuje
acetylcholinovy receptor reagujici také na a7-nikotinovou kyselinu (a7-nAChR). Receptor
je exprimovan i v jinych bunkdch neZ nervovych, kde reguluje mnoho fyziologickych
funkci, jako napfiklad bunécné déleni. Navazani a-BTX na nanodiamant lze potvrdit
konfokalnim mikroskopem pomoci kombinace zelené fluorescence karboxylovanych
nanodiamant( a Cervené fluorescence a-BTX s barvivem tetramethylrhodaminem (TMR),

jejichz superpozice poskytne barvu zlutou (obr. 8).

Obr. 8 Obrazky ze skenovaciho konfokalniho mikroskopu komplexu cND-a-BTX-TMR. Poporadé zleva
doprava je vidét zelena fluorescence pti 520-530 nm pochazejici z karboxylovanych nanodiamantd po
excitaci 488 nm laserem; Cervena fluorescence barviva TMR excitovaného pfi 543 nm s emitovanou
fluorescenci pfi 560-580 nm; na pravém obrazku je vidét superpozice pfedchozich dvou fluorescenci. Je
vidét, Ze se cND a TMR vzhledem ke vzniku Zluté barvy vyskytuje na stejnych mistech, tedy dochazi ke

konjugaci a vzniku cND-a-BTX-TMR (ptevzato z [4]).

To, Ze vazba neni kovalentni lze potvrdit pomoci SDS-PAGE elektroforézy, pti které
komplex disociuje. Samotné karboxylované nanodiamanty vnikaji do bunék. Komplex
cND-a-BTX-TMR se ale vaze specificky na a7-nAChR lokalizovany v tomto experimentu na
oocytech z Xenopus laevis a rakovinovych burikdch A549 (obr. 9, str. 19) a blokuje ho -
zabranuje toku vapenatych iontl. To dokazuje, Ze a-BTX navdzany na nanodiamant

neztrdci svoji aktivitu [4].
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cND

cND-o-BTX-TMR

Obr. 9 Detekce karboxylovanych nanodiamantt (cND) a komplexu cND-a-BTX-TMR v burice A549 pomoci

skenovaci konfokalni mikroskopie. Vlevo je jadro obarvené pomoci Hoechst 33258, zelena barva oznacuje

vyskyt cND a Cervena vyskyt TMR (pfi stejnych hodnotach vinovych délek jako na obr. 13), vpravo je ukdzan
prekryv predchozich obrazkl. Toto dokazuje, Ze cND vnikaji do bunék, zatimco cND-a-BTX-TMR jsou

lokalizovany na povrchu na a7-nAChR (prevzato z [4]).

3.2.2.4 ANTIGEN NAVAZANY NA NANODIAMANTU

V dalsSim experimentu byl nanodiamant vyuzit jako adjuvans pro antigen pfi vyvolani
imunitni odpovédi u organismu [22]. PouZivané adjuvanty, tedy latky zvysujici imunitni
odpovéd, maji mnoho nevyhod - méni konformace navazaného antigenu nebo brani
daleZity povrchovy epitop, ktery je podstatny pro vyvolani imunitni odpovédi. Jako
antigen byl vtomto experimentu pouzit adhezivni protein musli (MAP — z anglického
,mussel adhesive protein®), ktery navdzan na béiné pouzivané adjuvanty vyvoldva pouze
slabou imunitni odpovéd. Z tohoto dlivodu byl oznacen za bezpecny material pro vyuziti
v organismu, nebo napfiklad jako inhibitor koroze. PFfi pouZiti modifikovaného
nanodiamantu jako adjuvantu byla ale na adhezivni protein musli vyvoldna silna imunitni
odpovéd. Na nanodiamant (1 mg/ml) byla vtomto pfipadé navdzana pouhym smichanim
250 mM roztok disacharidu cellobiosy. Navazani cellobiosy na nanodiamant bylo
potvrzeno pomoci transmisniho elektronového mikroskopu s vysokym rozliSenim, kde je
vidét, Ze vrstva cellobiosy neni vSude stejné Sirokd. To je pravdépodobné zplsobeno tim,
Ze povrch nanodiamantového krystalu také neni uniformni a jednotlivé ¢asti maji riznou

povrchovou energii (na rizné plochy nanokrystalu se cellobiosa tedy adsorbuje rtizné).

Cellobiosa tvofi povrch, ktery umoznuje navazat pomoci vodikovych mUstk( antigen MAP,
ktery je udrZzovdn v nedenaturovaném stavu. Takto modifikovany nanodiamant udrzuje
antigen a jeho dulezZité povrchové skupiny pristupné. MAP je hydrofilni protein, ktery se

sklada z opakovanych podjednotek a je atypicky tim, Ze skoro vSechny jeho aminokyseliny
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nesou hydroxylovou skupinu nebo aminoskupinu, obé jsou donory vodikovych mustkd.
MAP (1 mg v2,5 ml 0,1 M octové kyseliny) byl zde navdzan smichanim s1 mg
nanodiamantu modifikovanym cellobiosou v1 ml pfi 4°C a za michani. Smés byla
nasledné dialyzovana proti fosfatovému pufru. MAP na adjuvantu byl poté vpichnut
novozélandskému bilému krdlikovi, ktery vyrobil protilatky analyzované pomoci ELISY. Ta
ukazala vysokou schopnost imobilizovaného MAP vazat krdli¢i protilatky, na rozdil od
imobilizovaného hovéziho sérového albuminu, ktery protilatky vdze nespecificky. Dle
tohoto experimentu bylo mozno vyvinout novy zpuUsob purifikace MAP zaloZeny na

protilatkach [22].
3.2.2.5 PROTILATKA NAVAZANA NA NANODIAMANTU

Protilatkou pokryty nanodiamant muzZe slouZit jako efektivni sledovaci zafizeni pro
pritomnost bakterii (patogent) vyskytujicich se napfiklad v jidle, které se na protilatku
specificky vazi [23]. Kralici protilatka byla na plasmou oxidovany (pfi 400°C) nanodiamant
navazana pomoci nespecifickych interakci zahrnujicich nekovalentni vazby jako vodikové
mustky, hydrofobni interakce, van der Waalsovy sily nebo elektrostatické interakce. Tento
komplex nanodiamantu s krali¢i protilatkou je dostatecné stabilni na to, aby se na ngj
vazaly bakterie Salmonella typhimurium a Staphylococcus aureus. Navazani protilatek
bylo ovéfeno pomoci ELISY a navdzani bakterie pomoci skenovaci elektronové

mikroskopie [23].
3.2.2.6 NANODIAMANT POKRYTY POLY-L-LYSINEM

Casto vyuZivany karboxylovany nanodiamant lze modifikovat tak, aby jeho povrch byl
kladné nabity. Na zdporné nabité karboxylové ionty se muzZe elektrostatickymi
interakcemi a pomoci vodikovych mulstkd velmi silné adsorbovat poly-L-lysin (obr. 10,
str. 21). Dojde tak k dekoraci povrchu nanodiamantu aminoskupinami. Naadsorbovany
poly-L-lysin zachovava svou reaktivitu a je moZno na néj navazat dalsi latky, pouZit tedy
poly-L-lysin pouze jako spojeni mezi nanodiamantem a dalSi molekulou, ktera by se na
nanodiamant sama nenavazala [5]. Vzhledem k tomu, Ze poly-L-lysinem modifikovany
povrch nanodiamantu md hodné pozitivné nabitych skupin, mize se na néj opét

nekovalentné elektrostatickymi interakcemi vazat napriklad molekula DNA [24].
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Obr. 10 Na karboxylovany nanodiamant elektrostatickymi interakcemi navazany poly-L-lysin. Na poly-L-

lysin je poté dale moZno pfipojovat dalsi molekuly, at uz nekovalentné nebo kovalentné.

Tvorba takovychto stabilnich komplexd muze byt vyuZita k oddélovani a prekoncentrovani
oligonukleotidli zroztoku kontaminovaného vétsinou kladné nabitymi proteiny.
Oligonukleotidy se na povrch nanodiamantu pokrytého poly-L-lysinem adsorbuji |épe pfi
nizsim pH. Pro naslednou charakterizaci oligonukleotidli pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrii je nutné oligonukleotidy od nanodiamantu oddélit, coz bylo docileno pfi
zvySenych teplotach vroztoku hydroxidu amonného. Takovato metoda oddélovani
oligonukleotidli od proteinli a prekoncentrovavani oligonukleotidd pro hmotnostni
spektrometrii je vyhodnéjsi nez pouzivany systém biotin-streptavidin. Biotinylované DNA
molekuly jsou oddéleny z roztoku pomoci velké afinity k streptavidinu. Velkou nevyhodou
této metody na rozdil od metody vyuZivajici nanodiamanty ale je, Ze DNA molekuly, které

nejsou biotinylované nebo jsou nezndmé, z roztoku nelze oddélit [24].
3.2.3 POPSANA KOVALENTNIi PRIPOJENI BIOMOLEKUL NA NANODIAMANT

Kovalentni pfipojeni znamend oproti nekovalentnimu vétsi specificnost, pevnost vazby i
spojek a pripojeni neni vidy pfili§ efektivni [25]. Jako spojky (obr. 11, str. 22) jsou v ddle
popsanych v pfikladech pouzivany nasledujici slouéeniny: sulfosukcinimydyl-4-(N-
maleinimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat (SSMCC) pouZity v pripadé vazby DNA a
lysozymu;  N,N’-dicyklohexylkarbodiimid  (DCC) pro pfipojeni  biotinu;  (3-
aminopropyl)trimethoxysilan (APTS) v pfipadé navazani aminokyseliny a jako pfedstupen
pro vazbu glykoprotein(; kyselina aminofenylboritda (APBA) pro vazbu glykoproteind.
Nejcastéji pouzivana Cinidla pro aktivaci koncovych skupin a naslednou tvorbu amidové

vazby jsou N-hydroxysukcinimid (NHS) a 1-ethyl-3[3-dimethylaminopropyl] karbodiimid
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(EDC), kterd jsou pouzitd ve vSech zbyvajicich pfikladech vazeb biomolekul na
nanodiamanty at v kombinaci s dfive zminénymi spojkami (v pfipadé lysozymu a

glykoprotein(l), ¢i samotna (u transferinu, trypsinu, kyseliny listové, ridstového hormonu).

r )
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/_/7 A N-OH
M=C=MN
_
)

| -gttryl-3-[3-dimethylaminopropyl) karbodiimic (EDC) Rl-bydromysukcinimicd (MHS)
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H D'BH OH |
kyselina aminofenylborita (APBA) [ 3-aminopropyltrimethoxysilan (APTS)
ONa O 0
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sulfozukcinimidyl-4-(N-maleinimidomethyll

M M -dicyklohexylkarbodimid (DCC) Cyklohexan-1-karbosylat (SEMCE)

Obr. 11 Struktury spojek mezi biomolekulou a povrchem nanodiamantu vyuzivanych pro kovalentni

modifikace.

3.2.3.1 PRIPOJENI OLIGONUKLEOTIDU PRES VINYLOVOU SLOUCENINU

Kovalentné se na povrch mohou pfipojit r(zné mensi molekuly. Napftiklad
nanodiamantovy film majici na povrchu vodiky (-CH) za ozafovani UV svétlem muize
reagovat s vinylovymi slouc¢eninami (obr. 12), na jejichz konci mUize byt mnoho riznych

skupin (alkyly, -NH,, COOH a dalsi) [5].

X
CH-n
\\\rﬂ\ (CHy)
HHH ﬂf H H ¥ = Alkyl, NHz, COOH,...
| | | by |

Obr. 12 Reakce na povrchu nanodiamantu. Hydrogenovany nanodiamantovy film reaguje pti fotochemické

reakci s vinylovou slouceninou, na jejimz konci mdze byt mnoho rdznych funkénich skupin.
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Tyto skupiny mohou byt dale modifikovany. Pokud je koneénou skupinou aminoskupina,
muUZe se na ni navazat kovalentné pomoci dalSi spojky SSMCC DNA (na 5’konci
modifikovana thiolem) (obr. 13). NHS-esterova skupina ve spojce reaguje specificky
s aminoskupinou na povrchu nanodiamantu za tvorby amidové vazby. Maleinimid poté
reaguje s thiolovou skupinou na oligonukleotidech DNA [26]. DNA-modifikované tenké
nanodiamantové filmy vykazuji oproti jinym v mikroelektronice pouzivanym materialim
(kfemik, zlato, sklo, sklovity uhlik) vybornou chemickou stabilitu (i po nékolikanasobné
hybridizaci a denaturaci) a predevsim selektivitu. DNA navdzand na povrchu byla
inkubovana s fluorescencné znacenymi komplementarnimi a nekomplementarnimi
oligonukleotidy s 16 bazemi. Bylo zjisténo, Zze nedochazi k navazani nekomplementarnich
usekl (obsahujicich v sekvenci 4 nekomplementarni baze) na DNA imobilizovanou na

povrchu. Navazany oligonukleotid tedy stale vykazuje selektivitu pfi parovani bazi [26].
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Obr. 13 Vazba DNA molekuly na povrch nanodiamantu. Na aminoskupinu na nanodiamantu se pomoci

heterobifunkéni spojky (SSMCC) navaze thiolem modifikovana DNA.
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3.2.3.2 VAZBA BIOTINU NA POVRCH NANODIAMANTU

Na hydroxylovaném nanodiamantu muizZe dojit ke kovalentnimu pfipojeni biotinu na
povrch nanodiamantu [27]. Vtomto experimentu byla vyuZita esterifikace mezi

hydroxylovou skupinou na nanodiamantu a karboxylovou skupinou na biotinu (obr. 14).

HM
o]
\T:—
0 s MH

X

HN™ "NH

DCC
CH,Cl, ’
5 COOH 2

Obr. 14 Navazani biotinu esterifikaci na hydroxylovany povrch nanodiamantu.

Povrch nanodiamantu byl pred vazbou s biotinem aktivovan DCC. Pfipojeni biotinu na
povrch bylo ovéfeno pomoci vysoce efektivniho navazani fluorescenéné (fykoerythrinem)
znaceného streptavidinu na biotin. To bylo pozorovano pomoci fluorescencniho
mikroskopu. Pro zajisténi specifity interakce biotin-streptavidin byl biotinem pokryty
povrch nanodiamantu nejprve blokovan hovézim sérovym albuminem (BSA) kvdli

zamezeni nespecifického navazani streptavidinu na povrch nanodiamantu [27].
3.2.3.3 SYNTEZA KRATKEHO PEPTIDU NA POVRCHU NANODIAMANTU

To, Ze na nanodiamantu lze pfimo vystavét kratky peptid, bylo pfedvedeno v dals$im
experimentu [10]. Hydroxylovany nanodiamant byl nejprve modifikovan kondenzacni
reakci s Casto pouzivanou molekulou APTS. Na tuto molekulu se poté navazala prvni
aminokyselina chranénd 9-fluorenylmethyloxykarbonylovou (Fmoc) skupinou. Na tuto
aminokyselinu ochrdnénou ndasledné pomoci piperidinu a N,N-dimethylformamid (DMF)
se pripojila dalsi Fmoc-chrdnéna aminokyselina (obr. 15, str. 25). Reakce ovSsem neni
stereospecifickd. Aby nevznikla racemickd smés, musely by se pouZit jiné podminky.
DalezitéjSim problémem je, Zze danym reakcim nepodléhaji vSechny skupiny na povrchu,
dochazi tedy postupné ke snizovani pokryti kyZzenymi skupinami. Povrch nanodiamantu je

ve vysledku pokryt smési rlznych peptidovych retézc(i [10].
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Obr. 15 Vystavba kratkého peptidu na hydroxylovaném povrchu nanodiamantu modifikovaném
siloxanovych fetézcem. Jednotlivé reakce zahrnuji a)(Me0);Si-(CH,)s-NH, v acetonu, 43 hod za pokojové
teploty, b) FmocGly-Cl v pyridinu a tetrahydrofuranu (THF), 19 hod za pokojové teploty, c) 1) 20% DMF-

piperidin, 30 min za pokojové teploty, 2) FmocPhe-Cl v pyridinu a THF, 24 hod za pokojové teploty, d) 20%
DMF-piperidin, 30 min za pokojové teploty, 2) FmocGly-Cl v pyridinu a THF, 18 hod za pokojové teploty, e)
20% DMF-piperidin, 30 min za pokojové teploty, 2) FmocPhe-Cl v pyridinu a THF, 17 hod za pokojové teploty
(pfevzato z [10]).

3.2.3.4VAZBA CYTOCHROMU C NA POVRCH NANODIAMANTU

Jednou z moznosti pripojeni (imobilizace) proteinu na nanodiamant je pfripojeni
cytochromu c. Pfipojeni cytochromu c¢ na povrch nanodiamantu bylo jiZz jednou zminéno
v souvislosti s nespecifickym oddélenim rlznych proteind zroztoku pfi vyuziti
v proteomice [19], kde je vyuZito predevsim elektrostatickych interakci mezi zdporné
nabitym povrchem nanodiamantu a kladné nabitymi skupinami na cytochromu c
(konkrétné 19 lysiny). Uplatni se zde také vodikové mastky mezi NH3* skupinami
cytochromu c¢ a skupinami na povrchu nanodiamantu obsahujicimi CO skupinu.
Cytochrom c Ize ale také na nanodiamant opét modifikovany poly-L-lysinem (obr. 10,
str. 21) navazat pomoci heterobifunkéni spojky, tedy kovalentné [25]. Bylo zjiSténo, Ze ne
véechny NH;" skupiny poly-L-lysinu participuji na interakci s nanodiamantem, co? potvrdil
i test. Pfi tomto testu se na volné aminoskupiny navazalo barvivo AlexaFluor 488, které
obsahuje sukcinimidovy (NHS) ester reagujici pouze s primarnimi aminy (obr. 16, str. 26).
To, Ze se barvivo navazalo, tedy Ze poly-L-lysin obsahuje volné aminoskupiny, je vidét
pomoci konfokdlniho skenovaciho fluorescenéniho mikroskopu, v kterém lze pozorovat

fluorescenci pochazejici z barviva navazaného na &asticich.
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Obr. 16 Schematické znazornéni povrchovych kovalentnich modifikaci na nanodiamantu. V prvnim kroku
probiha modifikace povrchu poly-L-lysinem navazanym predevsim kvali elektrostatickym interakcim. Volné
NH;" skupiny mohou reagovat se NHS esterem, ktery je soucasti barviva. Volnad aminoskupina muize také
reagovat s jednou €¢asti heterobifunkéni spojky, zatimco jeho druha ¢ast reaguje s thiolovou skupinou

volného cysteinu na cytochromu c (prevzato z [25]).

Volné NH3" skupiny poly-L-lysinu tedy mohou reagovat s heterobifunkéni spojkou SSCMM.
Cytochrom c obsahuje volnou thiolovou skupinu na cysteinu 102, kterou je moiné jej
kovalentné navazat na maleinimid na heterobifunkéni spojce (obr. 16). Toto spojeni je

pravdépodobné mozZné uplatnit i u jinych protein( s thiolovou skupinou.

Nanodiamanty vtomto experimentu byly jako obvykle karboxylovdny a oxidovany
roztokem 9:1 (v:v) H,SO, a HNOs; pfi 75°C po 3 dny. 70 mg karboxylovanych
nanodiamant( bylo na 30 minut smichano s 30 mg poly-L-lysinu v 10 ml kyseliny borité pfi
pH = 8,5 [25]. Nanodiamanty modifikované aminoskupinami (70 mg) reagovaly poté 1
hodinu v 10 ml PBS (pfi pH = 8,5) s 2,2 mg SSMCC. Nanodiamanty s touto spojkou po dobu
1 hodiny reagovaly s 26 uM roztokem cytochromuc pochazejiciho ze Saccharomyces
cerevisiage a poté promyty deionizovanou vodou. Takto pripravené nanodiamanty
s kovalentné navazanym cytochromem c¢ byly porovnany s karboxylovanymi

nanodiamanty, na které byl cytochrom c¢ navazdn pouze adsorpci. Mira navazani
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cytochromu c adsorpci na povrch 100 nm nanodiamantu byla uréena z rozdilu absorbanci
roztokll cytochromu c¢ pfed a po navazani na nanodiamant. Absorbance roztoku po
nekovalentnim navdzdni na nanodiamant byla skoro nulovd, na nanodiamant se
adsorboval skoro vSechen cytochrom c¢, a to svelkou afinitou. Presto, Ze metoda
nekovalentni adsorpce se zdd byt Uc¢innd, nanodiamanty modifikované kovalentné
cytochromem ¢ mély lepsi vlastnosti. Hustota navazani cytochromu c na nanodiamant je
vyrazné vyssi v pfipadé kovalentni vazby, coZ je vidét z hodnoty absorbance amidovych
pasl. Také stabilita absorbance, tedy navazaného cytochromu na povrchu, je v pfipadé
kovalentni vazby lepsi. | po péti mésicich ponechani pfi snizené teploté se absorbance
nezménila, coz také ukazuje nanodiamant jako vhodnou ¢astici pro imobilizaci. Pokud
cytochrom c, ktery vykazuje absorpci pfi 409 nm (Soretliv pas), zméni svoji konformaci
(denaturuje), hodnota vinové délky absorpce se lehce posune. Napftiklad po denaturaci
proteinu kyselym prostfedim (pH = 2) cytochrom c absorbuje pfi 395 nm. Po navazani na
nanodiamant se ovSem vinova délka, pfi které protein absorbuje, nezméni. Z toho Ize
usuzovat, Ze na povrchu nanodiamantu protein nezdenaturoval, a pokud zménil svoji

konformaci, tak jen nepatrné [25].
3.2.3.5 SPECIFICKE VAZANI GLYKOPROTEINU NA NANODIAMANTY

Modifikaci vyuZiti nespecifického vazani proteinl na nanodiamant je jiz specifictéjsi
navazani glykoproteini na povrch nanodiamantu opét za ucelem oddéleni glykoproteint
ze smési a mozZnosti jejich ndsledné analyzy pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie [7]. Sdioly sacharidi v bazickém prostfedi reaguji vysoce specificky
derivaty kyseliny fenylborité za tvorby komplext (v kyselém prostfedi je mozno reakci
obratit). V konkrétnim experimentu byla na nanodiamant kovalentné navazdna kyselina
aminofenylboritd (APBA) pro specifické kovalentni zachyceni glykoproteinl z roztoku tak,
Zze 5 mg karboxylovanych nanodiamant(l bylo v 1 ml dioxanu smichdno s 17 mg NHS a
nasledné byly nanodiamanty aktivovany pomoci 30 mg EDC. Reakce probihala za rychlého
michani 1 hodinu pfi pokojové teploté. Az poté bylo pfes noc a pfi 4°C k modifikovanym
nanodiamantlm pfiddno 20 mg APBA (obr. 17, str. 28). VylepSenim tohoto postupu, pro
jesté specifictéjsi a ucinnéjsi zachyceni glykoprotein(i z roztoku, je vlozeni alkylového
fetézce mezi nanodiamant a kyselinu boritou. Takovéto nanodiamanty byly pfipraveny

v nékolika krocich.
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Obr. 17 Znazornéni pfripravy nanodiamantu modifikovaného kyselinou aminofenylboritou (APBA-ND)
z karboxylovanych (oxidovanych) nanodiamantd.

Smichanim 0,5 g karboxylovanych nanodiamantd s 10 ml 5 % roztoku APTS v suchém
toluenu za pomoci ultrazvuku, po centrifugaci a mnoha promytich acetonem vznikly
nanodiamanty APTS-ND. 50 mg APTS-ND dale reagovalo s sukcinanhydridem. Na takto
modifikované nanodiamanty byla navazana APBA postupem stejnym jako je popsan vyse
(obr. 18). Na 1 g vzniklych nanodiamantl je moZno zroztoku navazat az 350 mg
glykoproteinli, na rozdil od nespecifickymi interakcemi navazanych 200mg na 1 g

nemodifikovaného nanodiamantu.
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Obr. 18 Znazornéni pfipravy nanodiamantu modifikovaného kyselinou aminofenylboritou na alkylovém

¥

(silanovém) Fetézci z oxidovanych nanodiamantt.

Experiment byl proveden s roztokem ovalbuminu (glykoproteinu), fetuinu (glykoproteinu)
a BSA (neglykosylovaného proteinu) o riznych koncentracich ve fosfatovém pufru [7].
Nanodiamanty reagovaly stimto roztokem tfi hodiny za michani ndasledovaném
centrifugaci. Mnozstvi adsorbovanych proteint bylo zjisténo z rozdilu absorbance roztoku

proteinu pred navdzanim na nanodiamant a po centrifugaci nasledujici po navazani
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proteinl na nanodiamant. Ziskané nanodiamanty byly poté analyzovany také pomoci

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Mira adsorpce na rlizné typy nanodiamantl (karboxylovany ND, ND-APBA, ND-alkylovy
fetézec-APBA) je vidét na obr. 19. Ve vSech trech pfipadech dochazi pfi nizkych
koncentracich roztoku ovalbuminu k rychlé adsorpci na povrch. Nejlépe se pfi pH = 9
adsorbuje ovalbumin na povrchu ND-alkylovy fetézec-APBA. Nejhorsi adsorpce je
v pripadé ND-APBA. Lepsi adsorpce je na karboxylovany nanodiamant. | kdyz pfi pH = 9
jsou nanodiamant i protein zdporné nabity, protein je na povrch nanodiamantu
adsorbovéan. Na adsorpci se tedy musi podilet i jiné molekularni interakce jako vodikové

vazby a hydrofdbni interakce.
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Obr. 19 Mnoistvi ovalbuminu navazaného na nanodiamant (a) oxidovany, (b) s kyselinou
aminofenylboritou, (c) modifikovany kyselinou aminofenylboritou na alkylovém fetézci (pfevzato z [7]).

V pfipadé adsorpce fetuinu na tyto tfi typy nanodiamant(, vykazuji karboxylované
nanodiamanty  nejnizSi mnoZstvi adsorpce. V kaidém pfipadé je pro adsorpci
glykoproteinli vidy nejucinnéjsi kyselina fenylborita na alkylovém retézci. Vysledky také
potvrzuji, Ze vyrazné omezuje (a¢ ne Uplné) nespecifickou interakci s neglykosylovanymi
proteiny — BSA se na takto modifikovany nanodiamant adsorbuje vyrazné méné nez fetuin
nebo ovalbumin. Podobné vysledky potvrzuje i hmotnostni spektrometrie, pro kterou je
prekoncentrace proteind vyhodna kvdli zvyseni selektivity. Uloha alkylového fetézce je
vytvofit kolem nanodiamantu obalku z pfislusnych funkénich skupin, poskytnout tedy
navazujicim se glykoproteinlim vétsi prostor. Takovato obalka navic zabrani nespecifické
interakci protein(i pfimo na povrch (protoZe se zvysi vzdalenost mezi opacnymi ndboji na

nanodiamantu a proteinech, elektrostatické interakce se proto nemohou uplatnit), a tedy
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zvysi selektivitu procesu. Poutziti alkylového retézce ma ale také nevyhodu, snizuje kvali
své hydrofobicité rozpustnost nanodiamantd v roztoku. Bylo by tedy vhodnéjsi najit
néjakou hydrofilni spojku, ktera by plnila stejnou funkci — omezovala by nespecifické

interakce, ale rozpustnost nanodiamantl by nezhorsovala [7].
3.2.3.6 IMOBILIZACE TRYPSINU NA POVRCHU NANODIAMANTU

Jednim z pfikladd kovalentni imobilizace enzymu na povrchu nanodiamantu je pfipojeni
trypsinu [28]. V. mnoha pracich je popsana imobilizace enzymu na rlznych nosicich, jako
jsou porézni kulicky, porézni silikonova matrice, rizné membrany a polymery. Tyto nosice
ovsem nejsou vzdy vyhodné, zvlast kvili své Spatné biokompatibilité. Navazat enzym na
nanodiamant, ktery je biokompatibilni a netoxicky a ma malé castice, se ale jevi jako
vyhodnd moznost. Enzym by mohl byt na nanodiamant adsorbovan nebo kovalentné
navazan. Adsorpce je vyhodna pro svoji jednoduchost, ale jeji velkou nevyhodou je mozna
desorpce enzymu z povrchu. Kovalentni vazba je naproti tomu vyrazné stabilnéjsi. Enzym
byl kovalentné imobilizovan tak, Ze 1 mg detonacnich nanodiamantl (3-10 nm) a 7 mg
NHS bylo rozpusténo v 50 mM MES pufru (pH = 6,1) za pomoci ultrazvuku a pro aktivaci
nanodiamantu bylo pfidano 8 mg EDC [28]. Smés byla inkubovana za michani a pokojové
teploty po dobu 1 hodiny a poté zcentrifugovana. K precipitatu byly pfidany 2 mg enzymu

a inkubovany pfi snizené teploté 4°C za michani 6 hodin (obr. 20).
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Obr. 20 Naznaceni vzniku karboxylového nanodiamantu, jeho aktivace EDC a reakce s NHS za vzniku
aktivniho esteru, se kterym nasledné reaguje enzym pomoci své aminoskupiny.

MnozZstvi imobilizovaného enzymu bylo opét zjisténo z rozdilu mnozZstvi enzymu v roztoku

pred a po navazani a bylo vypocitdno jako navazani 223+30 ug enzymu/mg
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nanodiamantu. DuleZité je, Ze vtomto experimentu bylo ukdzano, Ze imobilizovany
trypsin vyrazné nezménil svoji katalytickou aktivitu, je tedy dale schopny stépit proteiny, a
to dokonce slepsi ucinnosti nez volny trypsin. Afinita enzymu k substratu popsana
Michaelisovou konstantou (K.,) se pro imobilizovany trypsin Stépici kasein lehce zvysila
(127,7 mg/ml oproti 67,9 mg/ml pro volny enzym). Toto muZe byt zdivodnéno kombinaci
raznych efektd jako je chemickd modifikace imobilizovaného enzymu a blizkého okoli
aktivniho mista. Maximalni rychlost reakce (Vmax) se€ pro imobilizovany enzym sniZila
(353,5 oproti 1303,8 pg/min). Obé hodnoty imobilizovaného enzymu jsou ovsem stejného
fadu jako u volného enzymu. To naznacuje, Ze katalytickd aktivita imobilizovaného

enzymu nebyla navazanim vyrazné zhorsena [28].

Pfi Stépeni trypsinem v roztoku je nutné ponechavat nizké koncentrace enzymu, aby se
predeslo autolyze enzymu. Z divodu nizkych koncentraci enzymu je nutné Stépeni
provadét velmi dlouhou dobu, tfeba i pfes noc. Delsi doba Stépeni ale vede k nechténym
jevim jako nespecifickému Stépeni, transpeptidaci, deaminaci a oxidaci. Imobilizovany
enzym vsak vykazuje lepsi termalni a chemickou stabilitu a jeho intermolekularni vazby
jsou pomoci nanodiamantu stabilizovany. Kvuli témto vlastnostem a také zjisténi, Ze
imobilizovany enzym nepodléhd autolyze, je moZno ho pouzit ve vyssich koncentracich a
kratSich inkubacnich ¢asech (napfiklad misto 12 hodin s volnym enzymem inkubace pouze
5 minut simobilizovanym enzymem). Dalsi vyhodou imobilizovaného enzymu je, Ze

zGstava aktivnim i pfi opakovaném pouZiti a je snadné ho odstranit z roztoku.

Vsechny vyhody imobilizace enzymu na nanodiamantu je moZno vyuzit pro vysoce
ucinnou proteolyzu ndsledovanou hmotnostni spektrometrii, jak bylo ukazdno na
myoglobinu a hovézim sérovém albuminu pouZitém v experimentu [28]. Z porovnani
spekter, které byly ziskdny z hmotnostni spektrometrie po proteolyze, je mozné vidét, Ze
Stépeni proteind trypsinem imobilizovanym po dobu 5 minut je srovnatelnd nebo
dokonce ucinnéjsi nez stépeni proteind trypsinem v roztoku po dobu 12 hodin. Obé tyto
inkubace protein s trypsinem jsou také vyrazné ucinnéjSi nez 5 minutova Stépeni
protein(l trypsinem imobilizovanym na poréznich kulickdch. Na nanodiamanty byl také
kovalentné navazan enzym peptid-N4-(acetyl-B-glucosaminyl)-asparagin amidasa
(PNGasa F), ktery odstrarfiuje N-glykany zglykoproteind. PNGasa F navazana na

nanodiamant odsStépila za 10 min v podstaté veskeré glykosylace proteinu fetuinu, na
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rozdil od volné PNGasy F, ktera za 6 hodin inkubace protein jen ¢astecné deglykosylovala.

Imobilizovany enzym tedy opét dosahl lepSich vlastnosti nez enzym volny [28].

3.2.3.7 CILENi RAKOVINNYCH BUNEK POMOCI TRANSFERINU, FOLATU A RUSTOVEHO
HORMONU

Li a Zhou, jejichz experiment byl jiz jednou zminén v souvislosti se zkoumdnim
internalizace modifikovanych nanodiamantd do bunék, rozpustili oxidované
karboxylované fluorescenéni nanodiamanty (3,5 mg) v 1 ml PBS (pH = 7,4) a pfidali k nim
7 mg EDC pro aktivaci povrchovych karboxylovych skupin a poté 2 mg transferinu [12].
Mnozstvi navdzaného transferinu urcili z rozdilu koncentrace transferinu v roztoku pred a
po navazani. Transferin kovalentné navazany na fluorescenc¢ni nanodiamant (140 nm)
muze cilit rakovinné bunky pomoci specifického receptoru (TfR), ktery je ve vétsi mire
exprimovan na povrchu raznych rakovinnych bunék. Toto cileni rakovinnych bunék a vnik

dovnitf mizZe nasledné slouZit pro prenos lék( a terapeutickych genl [12].

Ve vétsi mire je na rakovinovych bunkach exprimovan také receptor pro kyselinu listovou,
proto dalsi mozZnost v cileni rakovinovych bunék je pfipojit na nanodiamant kyselinu
listovou [29]. Kyselina listovda ma vysokou afinitu pro své receptory, kterymi je i
s nanodiamantem pfijimana. Proto i zde plati obecné pravidlo, Ze pokud je burika
inkubovana také v prostfedi samotné kyseliny listové, nanodiamantu je do burky pfijato
z divodu obsazeni nékterych receptorl méné. Na rozdil od oxidovanych nanodiamant
bez dalsi konjugace nebo nanodiamant(i s navdzanym transferinem, které vstupuji do
bunky pomoci klathrinovych vackd, nanodiamanty konjugované s kyselinou listovou
vstupuji do bunky endocytosou pomoci kaveol. Pfed pfipojenim kyseliny listové byl na
oxidovany nanodiamant aktivovany pomoci NHS a EDC pfipojen diaminovany
polyethylenglykol (NH,-PEG-NH,). Na vznikly FND-PEG-NH; byla poté pres termindlni amin

navdazana kyselina listova (nejprve aktivovana stejné jako predtim nanodiamant) [29].

Kovalentni pripojeni rlstového hormonu na nanodiamant mizZe pomoci v cileni, a tedy
identifikaci a lokalizaci rakovinnych bunék v brzkém stadiu, na kterych je ve zvySené mire
exprimovan i receptor pro rastovy hormon [30]. Po kovalentnim pfipojeni
rekombinantniho rybiho ristového hormonu (obdoby lidského ristového hormonu) na

karboxylovany nanodiamant, byla pomoci Ramanova rozptylu studovana interakce
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modifikovaného nanodiamantu s bunfkou A549. Kovalentni amidovd vazba mezi
nanodiamantem a rdstovym hormonem je umoznéna pomoci EDC a NHS. Samotné
karboxylované nanodiamanty vnikly do buriky A549, zatimco komplex nanodiamantu

s rlistovym hormonem zUstal na povrchu buriky, kde reagoval s receptorem.

3.2.4 KOVALENTNi PRIPOJENI PROTEINU NA NANODIAMANT POMOCI AMINOOXY
SKUPINY

Ve vSech vySe popsanych pfipadech kovalentnich ptipojeni biomolekul na nanodiamant
pomoci rdznych spojek si navazané biomolekuly ponechavaji své vlastnosti. Napfiklad
imobilizovany trypsin na nanodiamantu vyrazné neméni svoji katalytickou aktivitu a
vyznacuje se navic mnohymi jinymi vlastnostmi spojenymi s imobilizaci jako vétsi
stabilitou a mozZnosti kratSi doby Stépeni proteind [28]. Zamezeni ztraty vlastnosti
biomolekul, predevsim u protein(, je pfi pripojeni na nanodiamant zasadni. Pfipojeni
pomoci aminooxy skupiny na nanodiamantu a aldehydové skupiny na glykosylované

biomolekule (obr. 21) by mohlo byt dobrym resenim hned z nékolika diivodu.
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Obr. 21 PFipojeni proteinu aldehydovou skupinou na aminooxy skupinu nanodiamantu.

Nejcastéji pouzivané Cinidlo k pfipojovani NHS muZe reagovat se vSemi stericky
pristupnymi aminoskupinami lysinu, které se na proteinu vyskytuji. Protein se muze
navazat na nanodiamant i pomoci vice aminoskupin zaroven, coZ je velka nevyhoda
tohoto zpUsobu pfipojeni. Vazba pomoci aminooxy skupiny je na druhou stranu velmi
selektivni. Aldehydova skupina se bud’ vyskytuje ve strukture glykosylovaného proteinu
pfi otevirdni koncového cyklického monosacharidu, nebo ji Ize pfipravit Stépenim 1,2-
diolu v sacharidu (obr. 28, str. 40) [31]. Glykosylovany protein holotransferin ma po
Stépeni 1,2-diolu napriklad pouze jednu aldehydovou skupinu, kterd zarucuje, Ze se

protein na nanodiamant navaie jednim znamym, presné definovanym a vyhodnym
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zpUsobem umoznujici vystaveni proteinu do prostoru. Znama efektivnost pfipojeni,
stabilita vazby a také velmi mirné podminky vzniku vazby bez nutnosti pouziti Cinidel pfi

fyziologickém pH jsou dalsimi vyhodami [32,33].

V pfipadé pfipojovani biomolekul na nanodiamanty pomoci aminooxy skupiny je vhodné
znat mnoizstvi aminooxy skupin na povrchu nanodiamantu. Metoda kvantifikace
aminooxy skupiny na pevné fazi oviem nebyla, na rozdil od kvantifikace v roztoku, dosud
popsana. Pokusili jsme se proto modifikovat metodu v roztoku vyuzivajici pyridoxal 5°-

fosfat [34] pro pouziti na nanocasticich nebo pevné fazi (obr. 22).
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Obr. 22 Schéma reakce analytické kvantifikace pomoci pyridoxal 5’ -fosfatu. Pyridoxal 5'-fosfat reaguje s 2-
aminobutan-1-olem za vzniku Schiffovy baze a poté s aminooxy skupinami modifikovanych nanodiamantt
za vzniku aldoximu. Tento aldoxim je reakci s hydroxylaminem uvolnén z nanocastic nebo pevné faze a

vznikly produkt stanoven spektrofotometricky.

Pyridoxal 5’-fosfat nejprve tvofi se 2-aminobutan-1-olem Schiffovu bazi. Nadbytek 2-
aminobutan-1-olu  zajisStuje  selektivitu reakce saminooxy skupinami  oproti
aminoskupinam, které by mohly byt pfitomné na povrchu. Schiffova baze reaguje
s aminooxy skupinou na nanocasticich nebo pevné fazi za tvorby aldoximu. Po separaci
zroztoku je aldoxim rozstépen hydroxylaminem a nové vznikly aldoxim stanoven
spektrofotometricky pfi 330 nm. Hydroxylamin, kterého je v reakci opét velky nadbytek,
je v zasaditém pH kolem 12 velmi silny nukleofil [34]. Jeho reakce s pyridoxal 5°- fosfatem
je o mnoho fadu rychlejsi nez reakce pyridoxal 5°- fosfatu s O-alkyl aminooxy
slouéeninami vazanymi navic na povrch pevné faze, ktera zhorSuje moznost pristupu

reagujicich skupin k sobé.
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4, MATERIAL A METODY
4.1  CHEMIKALIE A PRISTROJE

Pyridoxal 5°-fosfat, 2-aminobutan-1-ol, kyselina citronova, hydroxylamin hydrochlorid,
N,N’-dicyklohexylkarbodiimid (DCC), N-hydroxysukcinimid (NHS), Boc-aminooxy octova
kyselina, pryskyfice TentaGel, O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetramethyl-uronium
hexafluorofosfat (HBTU), N,N-diisopropylethylamin (DIPEA), 4-dimethylaminopyridin
(DMAP), piperidin, L-askorbat sodny (+), hydrazin hydrat, Igepal CO 890,
poly(vinylpyrrolidon) 10000, tetraethyl-orthosilikdt, (3-aminopropyl)triethoxysilan,
benzotriazol-1-yl-oxy-tris-(dimethylamino) fosfonium hexafluorofosfat (BOP), threo-1,4-
dimerkapto-2,3-butandiol, 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yllethan sulfonova kyselina
(HEPES), poly(vinylalkohol) 13000-23000, N,N-dimethylformamid (DMF), jodistan sodny,
lidsky holo-transferin a lidsky sérovy albumin zbaveny mastnych kyselin (HSA) byly ziskany
od Sigma Aldrich (Schnelldorf, Némecko). Fmoc-aminooxy octova kyselina od PolyPeptide
Group (Strasburk, Francie), N-hydroxybenzotriazol (HOBT) od Iris Biotech (Marktredwitz,
Némecko), vstupni nanodiamanty od MicroDiamant (Lengwil, Svycarsko). 1Im2Py,
diaminotriethylenglykol (NH,-TEG-NH,) a Fmoc-y-aminobutanova kyselina byly k dispozici

v laboratofi.

Jako rozpoustédla byly vyuZity v HPLC kvalité od Lach-Ner (Neratovice, Ceskd republika)
dimethylsulfoxid, dichlormethan (DCM), dioxan a methanol. Ethanol pro UV spektroskopii
byl od firmy Penta (Praha, Ceskd republika). Dale byly pouzity v chemické laboratofi bézné

dostupné chemikalie.

PouZité pfistroje: ultrazvukovy homogenizator UP200S od firmy Hielscher (Teltow,
Némecko), ultracentrifuga model Hermle Z36HK (Wehingen, Némecko) a Eppendorf 5430
(Hamburg, Némecko), sonikacni lazenn Elmasonic P 60 H (Singen, Némecko), pH metr
Jenway 3505 (Stone, Velka Britanie), pfistroj na méreni rozptylu ZetaSizer Nano ZS
(Worcestershire, Velkd Britanie) a spektrofotometr Specord 210 analytic jena (Jena,

Némecko).
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4.2  STANOVENi AMINOOXY SKUPIN NA PEVNE FAZI

Pyridoxal 5'-fosfat (findlni koncentrace 4 mM) byl rozpustén v pufru A (80 mM 2-
aminobutan-1-ol, 0,1 M kyselina citronovd, pH = 5,5 upraveno pomoci NaOH) a vznikajici
Schiffova baze byla ponechana se 15 minut tvofit. 1 ml tohoto roztoku byl pfidan vzdy ke
2 mg pevné faze (nanodiamantim nebo pryskyfici TentaGelu - zesitovanému
polyethylenglykolu). Vzorky obsahujici nanodiamanty byly sonikovany na ultrazvukovém
homogenizdtoru po dobu 2 min, vzorky obsahujici nanodiamanty modifikované
silikagelem byly sonikovany v sonikacni [azni po dobu 2 min. Smés byla 1 hodinu za
laboratorni teploty michana a poté byly vzorky tfikrat promyty vodou. K promyté pevné
fazi byl pridan pufr B (150 mM hydroxylamin, 1 M NaOH), aby s ni 15 minut reagoval (obr.
22, str. 34). Vzorky obsahujici nanodiamanty byly pred reakci sonikovany. Po centrifugaci

(5 min, 30 000 x g) byla zmérena absorbance supernatantu od 260 do 420 nm.

4.3 MODIFIKACE NANODIAMANTU A PRYSKYRICE TENTAGELU PRO ANALYTICKE
STANOVENI AMINOOXY SKUPIN

100 mg karboxylovanych nanodiamantl (upravenych klasickou oxida¢ni metodou - 3
denni reakce pfi 75°C se smési H,SO,4 : HNO3 (9:1) nasledovana reakci s 0,1 M NaOH po
dobu 2 hodin pfi 90°C a 0,1 M HCI opét po dobu 2 hodin pfi 90°C [8]) bylo rozpusténo
v 12 ml DMSO a smichano s 200 mg DCC a 200 mg NHS. Po 30 minutdch byl pfidan
diaminotriethylenglykol (NH,-TEG-NH,) a smés reagovala 1 den pfi laboratorni teploté.
Nanodiamanty byly nasledné promyty smési DMSO : dichlormethan (DCM) (1:1) a suSeny
na vzduchu. Touto procedurou vznikly nanodiamanty, které byly modifikovany

aminoskupinami (obr. 23).

Q ?H a

OH 8] MH.
} Y HNT ™ g™ u AN%OWGWNH:

HOOC —COOH Ny o M

{ \ DCC, NHS, DME0 ‘_‘_",,-"""'QN o OH
H o

COOH —

H,N

Obr. 23 Reakce karboxylovanych nanodiamanti s diaminotriethylenglykolem v pfitomnosti DCC, NHS a

DMSO za vzniku nanodiamant( modifikovanych aminoskupinami na koncich retézca.

90 mg téchto nanodiamantll bylo ddle modifikovano (obr. 24, str. 37) na aminooxy

skupiny chranéné terc-butyloxykarbonylovou skupinou (Boc). 230 mg Boc-aminooxy
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octové kyseliny, 560 mg NHS a 1 g DCC v 30 ml DMF reagovalo po dobu 1 hodiny pfi
laboratorni teploté a bylo pfiddano k nanodiamantim ukonéenym aminoskupinou,
s kterymi smés reagovala 2 hodiny za laboratorni teploty. Nanodiamanty byly ndsledné
trikrdt promyty DMF, tfikrdt DCM a suSeny na vzduchu. Odchranéni aminooxy skupiny
bylo provedeno dvéma zplisoby — dvouhodinovou reakci za pokojové teploty s 10 ml 4 M

HCl v dioxanu a 5 ml 20% kyseliny trifluoroctové (TFA) v DCM.

H
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o LA S o
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H DEE, MHE, DMF H
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f,J.L O N _NH,
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HE v digxanu

nebo TFA v DSk

Obr. 24 Pfeména nanodiamantt terminovanych aminoskupinou na nanodiamanty ukonéené aminooxy

skupinou.

Pro povrchovou modifikaci 1 g pryskytice TentaGelu (obr. 25), kterda ma na svém povrchu
hydroxylovou skupinu (s pokrytim priblizné 0,26 mmol/g), bylo pouZito 423 mg Fmoc-y-
aminobutanové kyseliny (GABAFmoc), 493 mg O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetramethyl-
uronium hexafluorofosfatu (HBTU), 0,45 ml N,N-diisopropylethylaminu (DIPEA), 3,2 mg 4-
dimethylaminopyridinu (DMAP) v 10 ml DMF. Reakce probihala po dobu 24 hodin pfi

laboratorni teploté. Pryskyftice byla poté promyta v DMF, DCM, methanolu a opét DCM.

GABAF moc,
HBETU, DFEA,

DhSF, DhiF 0 piperidiny DhF 0
.713H ., \TI,/‘\\/\NHFch . ., WNH?_
o o]

)'\/ﬂ ,lL,é

./ \nf"\/"*m ©-NHEoc

DCC, HHS, DhF

_TFAvDOM ., ‘.n/\u-"\ »JJ\/ ~NH,

Obr. 25 Modifikace hydroxylovych skupin TentaGelu pfes aminoskupiny na aminooxy skupiny.
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Odchranéni aminoskupiny bylo uskute¢néno pomoci 15 ml 20% piperidinu v suchém DMF
béhem 30 minut za laboratorni teploty. Pryskyfice byla opét promyta v DMF, DCM,
methanolu a DCM. K1 g této pryskyfice byla pfidana smés vznikld béhem 1 hodiny za
laboratorni teploty ze 497 mg Boc-aminooxy octové kyseliny, 1,197 g NHS a 2,683 g DCC
v 15 ml DMF. Po reakci pfi laboratorni teploté trvajici 2 hodiny byla pryskyfice opét
promyta DMF, DCM, methanolem a DCM. Odchranéni aminooxy skupiny bylo provedeno
pomoci 10 ml 20% TFA v DCM. Pryskyfice byla kone¢né promyta v DCM, methanolu a
DCM. S takto vzniklymi nanodiamanty a TentaGelem bylo provedeno stanoveni aminooxy

skupin na pevné fazi dle dfive popsaného postupu.

4.4  ODLISNY zPUSOB PRIPRAVY NANODIAMANTU MODIFIKOVANYCH AMINOOXY
SKUPINAMI

54 mg alkynylovanych nanodiamant( bylo sonikovano na ultrazvukovém homogenizatoru
v 0,6 ml DMSO. Mezitim bylo smichano 120 pl vody, 3 il 100 mM CuSO4 a 15 pl 20 mM
ligandu 1Im2Py [35]. K nanodiamantidm v DMSO bylo pfidano 250 pl 100 mM 2-(3-
azidopropoxy) ftalimidu, 46 ul predpfipravené smési CuSO4 a 1Im2Py a 50 ul 100 mM

askorbatu sodného (obr. 26).

A midnaté oty
1Im2 Py, N=N
F'.1—N3 + HQ — H askaorbat sodny N.- P
smés wody Ry Ry
a Oms0

Obr. 26 Reakce alkynylovanych nanodiamanti s 2-(3-azidopropoxy) ftalimidem. A naznacuje pribéh této
reakce, B je vzorec 2-(3-azidopropoxy) ftalimidu, C znazornuje alkynylované nanodiamanty a D ligand

1Im2Py (obsahujici ve strukture benzimidazol a 2 pyridiny).
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Smés byla protfepana, 12 hodin inkubovana bez pfistupu vzduchu a poté dvakrat promyta
smési DMSO:DCM (1:1) a trikrat vodou. Nanodiamanty byly poté sonikovany na
ultrazvukovém homogenizdtoru v1 ml vody (koncentrace pfiblizné 50 mg/ml).
Odchranéni bylo provedeno dvéma zplsoby. V prvnim ptipadé bylo k 100 pl smési
(ekvivalentu 5 mg nanodiamant() pfidano 100 pl methanolu a 100 ul hydrazin hydratu.
V druhém ptipadé bylo k 100 ul smési pridano 40 ul vody, 60 ul detergentu Igepalu CO
890 (s finalIni koncentraci 20 mM) a 100 ul hydrazin hydratu. Smés byla v obou pfipadech
sonikovdna na ultrazvukovém homogenizatoru, inkubovana 2 hodiny pfi 60 °C a promyta
trikrat vodou. S takto vzniklymi nanodiamanty bylo provedeno stanoveni aminooxy skupin

na pevné fazi dle drive popsaného postupu.

4.5 POKRYVANI NANODIAMANTU VRSTVOU SILIKAGELU A NASLEDNE ZAVEDENI
AMINOOXY SKUPINY NA JEJICH POVRCH

Smés karboxylovanych nanodiamant( ve vodé (2mg/ml) byla podrobena ultrazvukovému
homogenizatoru. Mezitim byl pfipraven roztok poly(vinylpyrrolidonu) (25 mg/ml), ktery
byl dvé hodiny pti 80°C michan a poté sonikovan na ultrazvukovém homogenizatoru po
dobu 20 minut. 34 ml vody bylo smichano s 1 ml koloidu nanodiamant( a 650 pl roztokem
poly(vinylpyrrolidonu) a 10 minut sonikovano na ultrazvukovém homogenizatoru [36].
Smés byla poté centrifugovana (30 min, 40 000 x g, 15°C a nasledné v mensim objemu 30
min, 30000 x g) a peleta prfevedena do 2 ml ethanolu. Za michani bylo k této smési
pridano 84 pl amoniaku (4,2 % roztok amoniaku v ethanolu) a 20 pl smési tetraethyl-
orthosilikatu a (3-aminopropyl)triethoxysilanu (v objemovém poméru 3:1). Vzorek byl

12 hodin inkubovan za laboratorni teploty pfi michani.

Po navazani (3-aminopropyl)triethoxysilanu na nanodiamant byla na aminoskupinu
amidovou vazbou navdzana chranénd kyselina aminooxy octova. 2 mg nanodiamantu
pokrytych silikou a promytych v DMF reagovaly v1 ml DMF 24 hodin za michani a pfi
laboratorni teploté s napfed smichanymi Cinidly potfebnymi pro vznik amidické vazby:
1 mg Fmoc-aminooxy octové kyseliny, 2,42 mg DIPEA, 0,817 mg N-hydroxybenzotriazolu
(HOBT) a 3,6 mg benzotriazol-1-yl-oxy-tris-(dimethylamino) fosfonium hexafluorofosfatu
(BOP) [37]. Po reakci byly nanodiamanty dvakrat promyty DMF. Fmoc-aminooxy skupina

byla odchranéna tak (obr. 27, str. 40), Ze ke 2 mg modifikovanych nanodiamant( v 2 ml
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DMF byl pfidano 400 pl piperidinu (20 % piperidin v DMF) a 100 pl threo-1,4-dimerkapto-
2,3-butandiolu.

wrstwa zillcagelu

O O

20% piperidin v CrhiF 0
© - ’”\\«f T
H'f”\“' “NHFmoc ﬁ NH;

nanodiamant
Obr. 27 Odstépeni chranici skupiny Fmoc z aminooxy skupiny na silikou obaleném nanodiamantu.

Smés reagovala 30 minut (prvnich 10 minut v sonikacni lazni), poté byla zcentrifugovana
(5 min, 10000 x g) a vsupernatantu promérena absorbance od 260 nm do 400 nm.
S takto modifikovanymi nanodiamanty bylo také provedeno stanoveni aminooxy skupin

na pevné fazi dle drive popsaného postupu.

4.6  NAVAZANIi PROTEINU HOLO-TRANSFERINU NA NANODIAMANT POKRYTY
SILIKAGELEM A MODIFIKOVANY AMINOOXY SKUPINAMI

Holo-transferin byl rozpustén v 15 ml 0,1 M acetatovém pufru o pH = 5,5 (2 mg/ml).
K vychlazenému roztoku byl po kapkach pridan vychlazeny roztok jodistanu sodného

(findIni koncentrace 1 mM), smés byla inkubovdna 30 minut na ledu za tmy (obr. 28) [31].

HO o
HD:;DH 1 mm NalD, HO, O H
HO© X )eNHAC
- JNHAC  4°C o=y
-
X - 0 OH

Th Cn D

Obr. 28 Reakce glykosylovaného holo-transferinu (Tfn) s jodistanem sodnym. Stépenim diolovych

uskupeni vznika aldehydova skupina na holo-transferinu.

Roztok byl po reakci zakoncentrovan na pfiblizné 0,5 ml pomoci centrifugaéni kyvety
s 10 000 filtrem Amicon, Millipore (podle navodu pfi 3000 x g po dobu 40 min, 10 min a
5 min) kvali zamezeni dalsi reakce jodistanu sodného s proteinem. Vysledny objem byl
dialyzovdn (membrana 5000 Daltond) proti 0,1 M pufru vytvorenému z 2-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yllethan sulfonové kyseliny (HEPES) o pH = 7,2 (dosazeno
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pomoci NaOH). Po 12 hodinach dialyzy bylo pfidano k 1 ml roztoku proteinu v HEPES
pufru pomalu 1 ml nanodiamantd (1 mg/ml) ve vodé s rozpusténym poly(vinylalkoholem)
13000 (24 mg/ml). Poly(vinylalkohol) byl rozpoustén ve vodé dvé hodiny pfi 80°C za
michani a poté sonikovan na ultrazvukovém homogenizdtoru po dobu 20 minut.
Nanodiamanty byly v roztoku poly(vinylalkoholu) pred reakci s proteinem inkubovany po
dobu 2 hodin. Reakce proteinl s nanodiamanty probihala pres vikend, béhem této doby
se vysraZzela z roztoku ¢ast nanodiamantud, které byly stoceny centrifugaci (2 min, 800 x g).
Supernatant byl dialyzovan 24 hodin (membrana 300 000 Dalton() proti vodé tak, aby se
odstranil zroztoku volny nenavdzany holo-transferin. Vtéto dobé se opét cast
nanodiamantU srazila, ty byly odstranény centrifugaci (2 min, 800 x g) a v supernatantu

proméren rozptyl.

4.7  NAVAZANI PROTEINU LIDSKEHO SEROVEHO ALBUMINU (HSA) NA NANODIAMANT
POMOCI ELEKTROSTATICKYCH INTERAKCI

Ke karboxylovanym nanodiamantim ve vodé (1 mg/ml) predem sonikovanym na
ultrazvukovém homogenizatoru (2 hod) byl ptidan roztok HSA v hmotnostnim poméru 1:1
[38]. pH vzniklé smési bylo upraveno na 5,7 a roztok byl pfes noc dialyzovan (membrana
300 000 Daltont) proti vodé. Navazani proteinu na nanodiamant bylo ovéfeno pomoci
aminokyselinové analyzy, proméfenim rozptylu vzorku a infraterveného spektra vzorku.
V paralelnim pokusu byl ke karboxylovanym nanodiamantidm ve vodé (1 mg/ml) predem
sonikovanym na ultrazvukovém homogenizatoru (2 hod) pfidan roztok HSA
v hmotnostnim poméru 1:1. pH roztoku nebylo upravovdno. Roztok byl pres noc

dialyzovan (membrana 300 000 Dalton() proti pufru PBS.
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5. VYSLEDKY

Stanoveni aminooxy skupin pomoci pyridoxal 5°-fosfatu na pevné fazi bylo nejprve
provedeno na nanodiamantech a TentaGelu modifikovanych aminoskupinami a aminooxy

skupinami metodou popsanou v kapitole 4.3.

1,4
12 4L\ —— TentaGel NH2
14\ T TN —— TentaGel O-NH2
0084\ /N —— ND NH2
2
B 06 N\ N\ —— ND ONH-BOC
o
2 0,4 ND O-NH2
© (HCl/dioxan)
0,2 —— ND O-NH2
(TFA/DCM)
0 T T T T T T 1
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vinova délka (nm)

Obr. 29 Zobrazeni absorpcniho spektra pfi stanoveni aminooxy skupin na nanodiamantech a TentaGelu
metodou pomoci pyridoxal 5" -fosfatu popsanou v kapitole 4.2. TentaGel NH2 znaci pryskyfici
modifikovanou aminoskupinou, TentaGel O-NH2 oznacuje pryskyfici modifikovanou aminooxy skupinami.

Obdobné znadeni plati i pro nanodiamanty (ND).

Jak je vidét na obr. 29, pti 330 nm, kde absorbuje aldoxim, absorbuje jediny vzorek, a to
aminooxy skupinami modifikovany TentaGel. Lehce zvySenou absorbanci ma pti 330 nm i
TentaGel modifikovany aminoskupinami. Zadny vzorek nanodiamantd v této oblasti

vyrazné neabsorbuje.

Dalsi stanoveni aminooxy skupin pomoci pyridoxal 5°-fosfatu (obr. 30, str. 43) bylo
provedeno na nové pfipravenych nanodiamantech vzniklych z alkynylovanych
nanodiamant(l reagujicich se 2-(3-azidopropoxy) ftalimidem (kapitola 4.4). Jako pozitivni
kontrola byl opét zvolen TentaGel, ktery absorbuje ve zkoumané oblasti vyrazné vice nez
modifikované nanodiamanty. Maximum absorpce TentaGelu je ovSsem posunuté oproti
predpokladu a predchozimu pokusu doprava na pfiblizné 350 nm. Nové modifikované

nanodiamanty opét nevykazuji pfi 330 nm absorpci.
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Obr. 30 Zobrazeni absorpcniho spektra pfi stanoveni aminooxy skupin na nové modifikovanych
nanodiamantech (vzniklych z alkynylovanych nanodiamantt a 2-(3-azidopropoxy) ftalimidu) a TentaGelu
metodou pomoci pyridoxal 5" -fosfatu popsanou v kapitole 4.2. TentaGel O NH2 oznacuje pryskyfici

s navazanou aminooxy skupinou. ND ONH2 oznacuje nanodiamant s navazanou aminooxy skupinou.
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Obr. 31 Zobrazeni absorpcniho spektra pfi sledovani odstépeni chranici skupiny Fmoc metodou popsanou
v kapitole 4.5. Graf a zobrazuje absorbanci chranici skupiny Fmoc odstépené z nanodiamantu ND O-NH-
Fmoc i absorbanci slepého vzorku bez chranici skupiny Fmoc. Graf b zobrazuje absorpcni kfivku chranici

skupiny Fmoc po odecteni slepého vzorku. Je vidét, Ze maximum absorpce se pohybuje pfi 290 nm.
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Navazani kyseliny aminooxy octové chranéné skupinou Fmoc na nanodiamant pokryty
vrstvou silikagelu bylo ovéfeno promérenim absorbance pfi 290 nm, kde absorbuje
odstépena skupina Fmoc (obr. 31, str. 43). Po odstépeni skupiny Fmoc bylo na vzniklych
aminooxy skupindch provedeno opét stanoveni pomoci pyridoxal 5 -fosfatu, které je
zobrazeno na obr. 32. Jako pozitivni kontrola bylo opét vyuzito TentaGelu. V tomto
pfipadé absorbuji oba vzorky pfi 330 nm, jak vzorek pochazejici z modifikované
pryskyfice, tak vzorek pochazejici z modifikovanych nanodiamant(. Jejich spektrum ma

ovsem lehce jiny pribéh.

Navazani holo-transferinu aldehydovou skupinou na aminooxy skupinu modifikovaného
nanodiamantu nebylo prokazano. Po odstranéni nenavazaného proteinu, v roztoku

nezbyly neagregované nanodiamantové ¢astice, jak bylo zjisténo promérenim rozptylu.
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Obr. 32 Zobrazeni absorpcniho spektra pfi stanoveni aminooxy skupin na nanodiamantech pokrytych
silikou (ND O-NH2) a TentaGelu (TentaGel O-NH2) metodou pomoci pyridoxal 5’-fosfatu popsanou
v kapitole 4.2.

Po navazani lidského sérového albuminu na nanodiamant byl zméren rozptyl svétla, ktery
naznacuje navazani proteinu na nanodiamant (obr. 33, str. 45). Na tomto obrazku je vidét
cervend krivka znacici distribuci velikosti proteinu albuminu, zelena kfivka odpovidajici
karboxylovanym nanodiamantlim bez navazaného proteinu. Modra kfivka predstavuje na
nanodiamantu navazany albumin. Byla také provedena kvantitativni aminokyselinova
analyza po kyselé hydrolyze, zkteré bylo vypocitdno, Ze se navdzalo na 1 mg

nanodiamantu 0,5 mg lidského sérového albuminu, coz je 48% na pocatku pridaného
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mnozstvi lidského sérového albuminu. Proméreni infracerveného spektra také naznacilo
navazani lidského sérového albuminu. V pfipadé navazani proteinu na nanodiamant a

nasledné dialyzy do pufru PBS, vzorek zlstal koloidni.

intenzita (%)
i [a}
I
——"]
P
I

100 1000 10000

primer (nm

Obr. 33 Charakterizace nekovalentniho navazani albuminu na nanodiamant pomoci rozptylu svétla.
Cervena kiivka ukazuje distribuci velikosti proteinu albuminu, zelena kivka karboxylované nanodiamanty a

modra krivka albumin navazany na nanodiamant.

45



6. DISKUZE

Moznost pouziti metody pro stanoveni aminooxy skupin pomoci pyridoxal 5 -fosfatu
(obr. 22, str. 34) byla ovéfena na TentaGelu. Tato pevna faze s navdzanymi aminooxy
skupinami vykazovala silnou absorpci pfi 330 nm (obr. 29 — str. 42, obr. 30 — str. 43). Pro
tuto metodu je podstatné, aby vSechna Schiffova baze vytvorena z pyridoxal 5’ -fosfatu a
2-aminobutan-1-olu, i vSechen pfipadné nezreagovany pyridoxal 5'-fosfat a 2-
aminobutan-1-ol byly odmyty a ve vzorku zUstal pouze pyridoxal 5’ -fosfat navazany na
aminooxy skupinu na nanodiamantu. Lehce zvySend absorbance pryskytice modifikované
aminoskupinami v porovnani s ostatnimi neabsorbujicimi vzorky (obr. 29, str. 42)
naznacuje, Zze reakce Schiffovy baze s aminooxy skupinami neni zcela selektivni. Je ale
vidét, Ze reakce s aminooxy skupinami je silné preferovand. Pravdépodobnost vzniku
Schiffovy baze na povrchu nanodiamantu s aminoskupinami je kvali sterickym zabranam a
velkému prebytku reaktivnéjsiho 2-aminobutan-1-olu témér zanedbatelnd. Prvni
stanoveni aminooxy skupin na povrchu nanodiamantlli dopadlo negativné (obr. 29,
str. 42). Z tohoto stanoveni (vzhledem k pozitivnimu vysledku stanoveni aminooxy skupin
na TentaGelu) by vyplyvalo, Ze na takto modifikovaném nanodiamantu (obr. 23 — str. 36,
obr. 44 — str. 37) se nevyskytuji aminooxy skupiny. Bylo tedy Zadouci pokusit se zavést
aminooxy skupiny na povrch jinym zplUsobem. Zvolena byla reakce alkynylovanych
nanodiamant( (obr. 26, str. 38) s azidem obsahujici chrdnénou aminooxy skupinu a
nasledné odchranéni této skupiny hydrazin hydratem. Stanoveni aminooxy skupin na
téchto nové pfipravenych nanodiamantech oviem opét neprokdzalo jejich pfitomnost na

povrchu.

Na povrchu nanodiamant(, jak jiz bylo dfive feceno, se vyskytuji rlzné skupiny jako
karboxylové a hydroxylové skupiny, ketoskupiny, anhydridy a laktony. | po oxidaci povrch
nanodiamant(l neni zcela homogenni. Je proto moziné, Ze vznikajici aminooxy skupiny
hned reaguji s ketony taktéz prfitomnymi na povrchu nanodiamantd za vzniku ketoximu.
Aminooxy skupiny na TentaGelu mohou byt detekovany, protoze na povrchu pryskyfice
zadné ketoskupiny nejsou. Zcela monofunkcionalizovat povrch nanodiamant(l a odstranit
vSechny ketoskupiny je témér nemozné. Z toho dlvodu je vhodné povrch nanodiamantd
nécim obalit, aby se jeho povrchové skupiny nemohly Gcastnit naslednych reakci. VSechny

vlastnosti, které se tykaji podstaty nanodiamant(, predevsim fluorescence z (N-V) center,
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by v takovém pripadé mély zlstat zachovany. Pokryvani rliznych nanocastic (naptiklad
zlata) vrstvou silikagelu jiz bylo popsano drive [36], nanodiamanty pokryté vrstvou
silikagelu byly pfipraveny nové. Pfitomnost 3-(2-aminopropyl) triethoxysilanu ve smési
pro pokryti nanodiamant( silikagelem umoznuje nasledné pomoci amidové vazby navazat
slou¢eninu obsahujici chrdnénou aminooxy skupinu. Navdzani této slouceniny bylo
ovéreno spektrofotometricky pfi pfiblizné 290 nm po odstépeni chranici skupiny Fmoc
(obr. 31, str. 43). Stanoveni aminooxy skupin na takto modifikovanych nanodiamantech jiz
bylo Uspésné (obr. 32, str. 44), nanodiamanty tedy obsahuji aminooxy skupiny. Maximum
absorbance pfi 330 nm je pro stanoveni podstatné a z neznamého dlivodu odlisny prabéh
krivky absorbance nanodiamantli a TentaGelu neni pro tuto chvili dllezity. Ovéreni
pfitomnosti a kompatibility aminooxy skupin na povrchu nanodiamantu pokrytého
vrstvou silikagelu utvrzuje v hypotéze, Zze aminooxy skupiny nejsou chemicky kompatibilni

s oxidovanym povrchem nanodiamantu.

Navazani holo-transferinu na nanodiamant mdze umoznit jeho sledovani k cilové bunce.
Holo-transferin, ktery vaze dva Zelezité kationty a slouzi jako jejich prenasec, je
rozpoznavan specifickymi receptory a je jejich prostrednictvim efektivné pfijiman do
bunék. ProtoZe se receptory vyskytuji na rakovinovych burnkach ve zvysené mire, je
mozno vysledovat vyskyt takovych bunék [12,31]. Vyhodou proteinu holo-transferinu je
jeho absorbance ve viditelné oblasti, na které se nanodiamant nepodili. Pfipadné
navazani proteinu by tedy bylo mozné snadno sledovat. Nanodiamanty obalené vrstvou
silikagelu jsou udrZovany stale vsuchém DMF, protoZe vrstva silikagelu ve vodé
hydrolyzuje. Reakce nanodiamantl s proteinem ovSem musi probihat ve vodném
prostiedi. Z toho dlvodu byl k nanodiamantim pridan vodny roztok poly(vinylalkoholu),
ktery mél udrzet stabilni koloid a zabranit nanodiamantlim agregovat, coZ se nepodafilo.
Postupem casu se vSechny nanodiamanty vysrazely ve viditelné ¢astice. Proteiny obalujici
nanodiamant by také mély pfispét k udrzeni stabilniho koloidu. K navazani protein( ale

zfejmé nedojde dfive neZ ke vzajemnému spojeni ¢astic a hydrolyze jejich povrchu.

Jako dalSi moZnost zabranéni precipitace bude na silikagel v nevodném prostredi
pfipojena vrstva polyethylenglykolu, kterd by mohla mechanicky zabranit kontaktu

reaktivnich fazi ¢astic kvali jejich vétsi vzdalenosti. Pfipadné kyselina hyaluronova, stéla
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v DMF, muze slouzit k ochranéni silikou obaleného nanodiamantu ve vodném prostredi.

Zaroven i kyselina hyaluronova se da vyuzit k cileni rakovinovych bunék.

Ovéfrit navazani lidského sérového albuminu na nanodiamant pomoci méfreni rozptylu
svétla je komplikované, nebot k intenzité rozptylu svétla prispivaji kromé vlastnich ¢astic
také jejich interakce. Zméreny posun velikosti ¢astice (obr. 33, str. 45) nemusi byt tedy
ovlivnén pouze skute¢nou zménou velikosti ¢astice, nicméné zména z takového divodu je
pravdépodobna. Posun velikosti ¢astic nanodiamantu po smichani s proteinem k vyssim
hodnotdm priméru naznacuje vazbu proteinu. Primér nové modifikované castice je

7 s v

ovsem vétsi nez dle ocekavani, v ¢éemz hraji pravdépodobné roli nové vzniklé interakce
mezi casticemi. Navdzani proteinu na nanodiamant ovéfuje spiSe aminokyselinova
analyza, kterd je ovSsem zaloZena na predpokladu, Ze vSechen volny nenavazany albumin
byl z roztoku odstranén dialyzou pres noc. Aminokyselinovd analyza ukazala, Ze 48 %
albuminu smichaného s nanodiamanty se navazalo (0,5 mg albuminu na 1 mg
nanodiamantll). Nejdulezitéjsim vysledkem navazani proteinu na nanodiamant je ovsem
stalost nanodiamantu v pufru PBS. Roztok nanodiamantl obalenych albuminem je v PBS
staly i po nékolik dni. Nanodiamant bez navdzaného proteinu netvofi v PBS ani v jiném

prostredi s iontovou silou stabilni Ciry koloid a okamzité se z roztoku vysrazi. Protein vSak

dokazZe precipitaci zabranit, coZ je nutné pro budouci aplikace nanodiamant.
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7. ZAVER

V praktické casti jsem se pokusila demonstrovat dvé moZnosti navazani proteind na
nanodiamanty. Prvni variantou byla kovalentni vazba mezi aldehydovou skupinou na
glykosylované molekule proteinu a aminooxy skupinou na nanodiamantu. Tato vazba byla
zvolena kvuli velké selektivité, stabilité, moznym mirnym podminkdm pti vzniku a
zachovani vlastnosti biomolekuly. V rdmci tohoto postupu jsem ovéfila moznost pouziti
metody vyuZivajici pyridoxal 5°-fosfat pro stanoveni aminooxy skupin na povrchu
nanocastic a jiné pevné faze. Aminooxy skupiny nejsou ziejmé kompatibilni s povrchem
oxidovaného nanodiamantu. Ztoho dlvodu bylo nutné pfipravit nové nanodiamanty,
jejichz povrch by s Zadoucimi aminooxy skupinami neinteragoval. Tyto nové
nanodiamanty, pokryté vrstvou silikagelu, umoznily diky kompatibilité aminooxy skupin
na svém povrchu pokus o navazani proteinu holo-transferinu aldehydovou skupinou.
Problémem nanodiamant( obalenych silikagelem je jejich nestalost ve vodném prostredi,
nezbytném pro navazovany protein. Nanodiamanty se vdosud provedenych
experimentech ve vodném prostredi vysrazely, a tedy nejsou vyuzitelné pro dalsi aplikace.
Pred zkoumanim mozZnosti pfipojeni proteinl na nanodiamant je potfeba zabranit jejich

precipitaci z roztoku.

Druhou variantou bylo navazani proteinu lidského sérového albuminu na nanodiamant
nespecifickymi interakcemi. Metody, kterymi navdzani proteinu bylo ovéfovano,
konjugaci proteinu na nanodiamant potvrdily. Vyznamnym uUspéchem byla v tomto
pfipadé stdlost konjugatu nanodiamant(i s proteinem v prostfedi siontovou silou,

konkrétné v pufru PBS.
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