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Uvod

Africky mor prasat je velice vazné virové onemocné-
ni, které postihuje piislusniky &eledi prasatoviti (Suidae)'.
Smrtnost se pohybuje mezi 60-100 % nakaZenych zviiat®.
Z endemické oblasti subsaharské Afriky se v poslednich
letech rozsifilo ptes zakavkazskou oblast do Ruska, Ciny
i statd Evropské unie®® (obr. 1A). Onemocnéni vyznamné
ovlivnilo ekonomiku svétovych producentd vepiového
masa (v Cing pokles produkce vepiového masa za posledni
ti roky o vice nez 20 %), (obr. 1B)’. I pies veskeré snahy
riznych vyzkumnych tymi dosud neexistuje proti tomuto
onemocnéni vhodné vakcina'®. Mezi metody analyzy vyu-
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zivané pro detekci pfitomnosti viru patfi polymeradzova
fetézova reakce (PCR, cit.'"'?), imunochemické" &i enzy-
matické metody'. Tyto techniky viak vyzaduji odpovida-
jici laboratorni vybaveni a kvalifikovanou obsluhu. Vzhle-
dem k nutnosti rychlé identifikace bakterialnich a virovych
patogend narGsta zajem o vyuziti jednoduchych a uzivatel-
sky privetivych biosenzorl. Ze vzorku je nutné izolovat
virus, ktery lze identifikovat pfimo (mikroskopicky) nebo
je mozné detegovat Casti virionu (obr. 1C) fotometrickou,
fluorescenéni nebo elektrochemickou metodou'*"”. Vhod-
nym vzorkem pro analyzu muze byt télni tekutina nebo
tkan zvitete. Elektrochemické senzory zaloZené na hybri-
dizaci nukleovych kyselin (NK) vyuzivaji ke znaéeni elek-
troaktivnich znacek (kovy, oxidy kovi, enzymy, kvantové
tecky, nano&astice)'* 2! (obr. 1D, 1E). Kvantové tecky
(QD, quantum dots) maji velmi dobré vlastnosti pro pouzi-
t{ v elektrochemické detekci. Povrch CdTe QD (cit.??) lze
modifikovat rdznymi molekulami, a tak je vyuZzivat pro
navrhy biosenzord nukleovych kyselin. Elektrochemické
chovani nukleovych kyselin popsal prof. Palecek pied vice
nez Sedeséti lety” a téchto vlastnosti je nyni hojné vyuzi-
vano pii konstrukci senzord?'. Je znamo, ze NK vytvaieji
strukturni motivy, které je mozné vyuzit pro detekci riiz-
nych analytd (aptamery, kvadruplexy apod.)**?’. Cilem
této prace bylo studium elektrochemického chovani oligo-
nukleotidii specifickych pro genom (DNA) viru afrického
moru prasat a kvantovych tecek a jejich vzdjemné interak-
ce.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Kyselina octova kyselina, trihydrat octanu sodného,
dihydrat octanu kademnatého, merkaptosukcinova kyseli-
na, tetrahydridoboritan sodny, teluri¢itan sodny a hydroxid
amonny, byly zakoupeny od firmy Merck KGaA
(Darmstadt, Némecko). Oligonukleotidy King F  (5'-
CTGCTCATGG-TATCAATCTTATCGA-3', a King R
(5-GATA-CCACAAGATCAGCCGT-3" byly syntetizo-
vany firmou Generi Biotech v PCR kvalité (Hradec Kralo-
vé, Ceska republika), 0,2 mol I acetatovy puftr, pH 5,0, 7
=0,14

Syntéza kvantovych tecek

Smés pro syntézu kvantovych tecek byla pfipravena
smichanim Cd(CH;CO0),2H,0 (20 mmol I'"), merkap-
tosukcinové kyseliny (0,4 mol I'") a NH; (1 mol I'"). Smés
byla promichdna 2 min na elektromagnetické michacce
(VMS-C4, VWR International Ltd., Darmstadt, Némecko),
¢imz doslo ke zbarveni plvodné bezbarvého roztoku.
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Obr. 1. Pandemie viru afrického moru prasat (ASFV) je vaznym globalnim problémem. Je nezbytné hledat vhodné strategie pro
rychlou diagnostiku viru p¥imo v terénu. A) Mapa aktualniho roziiteni ASFV v Evropé, Asii a Africe (Gerven 2018—&ervenec 2019)7.
B) ASFV postihujici zastupce Celedi Suidae (prasatoviti) je pro své socioekonomické dusledky v zemédélské velkovyrobé a vysokou
smrtnost zafazen v kategorii biohazard (BSL3). C) Moznosti neinvazivni diagnostiky ASFV z dostupnych biologickych vzorki (t€lni
tekutina, svalova tkan, potravina apod). D) Metodické pristupy analyzy nukleovych kyselin viru. E) Analytické metody vhodné pro vyuzi-
ti v pfenosnych detektorech. F) Schéma elektrochemické detekce zaloZzené na oligonukleotidové sondé znacené kvantovou teckou pro

identifikaci pfitomnosti virové nukleové kyseliny.

Smés byla dale michana 2 hodiny pro vypuzeni vodiku
jako vedlejsiho produktu reakce. Poté byla smés pipetova-
na po 2ml do sklenénych ampulek (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) steflonovym vickem a uzavérem
(Anton Paar, Graz, Rakousko). Ampulky obsahujici pii-
pravenou smés byly zahfivany v mikrovinné troubé
(120 W, 60-320 s). Barva kvantovych tecek zavisela na
délce mikrovinného ohtevu (2 min — zelené tecky, 3 min —
zluté tecky, 4 min — oranzové tecky a 5 min — Cervené
tecky).

Gelova elektroforéza QD

Pro analyzu byl pouzit elektroforeticky zdroj VWR E
0322-VWR-230 V a mini-horizontalni elektroforeticky
systém (VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA).
Typ gelu: SDS PAGE gel slozeny ze dvou casti
(koncentracni a separacni). Slozeni koncentrac¢niho gelu:
15% (m/V) akrylamid, 0,5% (m/V) bisakrylamid, 0,1%
dodecylsulfat sodny (SDS; m/V), 0,083% N,N,N',N'-
-tetramethylethylendiamin (TEMED; V/V), 0,05% peroxo-
siran amonny (APS; m/V), 0,35 mol ! Tris/HCI, pH 8.8.
Slozeni separa¢niho gelu: 4,5 % akrylamidu (m/V), 0,15 %
bisakrylamidu (m/V), 0,1 % SDS (m/V), 0,1 % TEMED
(V/V), 0,05 % APS (m/V), 0,12 mol I'" Tris/HCI, pH 6,8.
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Testované QD byly ziedény 30% vodnim glycerolem
(v ultracisté vod€) v poméru 2 : 1. Podminky pro elektro-
forézu byly: 100V po dobu 1,5hodiny v elektro-
foretickém pufru (Tris, 0,2mol "' glycin a3 mmol I"'
SDS). Po dokonceni elektroforézy byl gel pienesen do
temné mistnosti, kde byl osvétlen UV lampou, a byla pro-
vedena fotograficka dokumentace (Canon, 12Mpx).

Ptistroje

Pro méteni technikou adsorpéni prenosové rozpouste-
ci diferencni pulsni voltametrie (AdTS DPV, podrobnosti
v praci*®) byl pouzit elektrochemicky analyzator
AUTOLAB 101 ve spojeni s 663 VA Stand (Metrohm,
Herissau, Svycarsko); pracovni elektrodou byla visici rtu-
tova kapkova elektroda (HMDE), pomocnou grafitova
elektroda a referencni Ag/AgCl/3M KCIl. Diferenéni pulsni
voltametrie (DPV) méla nasledujici parametry: (1. proce-
dura) rozsah napéti od 0 V do —1,7 V, vyska pulsu 25 mV,
sitka pulsu 0,05 s, interval vzorkovani proudu 0,025 s, ¢as
mezi pulsy 1 s. (2. procedura) rozsah napéti —1,7 Vaz 0V,
vyska pulsu 0,025V, sitka pulsu 0,05 s, ¢as mezi pulsy
0,5 s. Pro automatizované DPV méfeni (Cd*") byl pouzit
automaticky elektrochemicky analyzator 746 VA Trace
Analyzer (Metrohm, Herissau, Svycarsko). Parametry
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meéfeni: objem vzorku 50 pl, objem acetatového pufru pro
nafedéni vzorku 10 ml, trojnasobné promyti méfici cely
(25 ml); pracovni elektroda HMDE, pomocnéa grafitova
elektroda, referencni elektroda Ag/AgCl/3M KCI. Parame-
try DPV: vyska pulsu 25mV, zacitek méfeni
1,2 V, konec méteni 0 V, potencidlovy krok 4 mV, Sitka
pulsu 40 ms, interval vzorkovani proudu 10 ms, doba pro-
bublani argonem 120 s.

Kontrola dat a statistickd analyza

V8echna experimentalni data byla evidovana a ukla-
déna do laboratorniho informacniho systému Qinslab
(Prevention Medicals, CR). Dostupna experimentalni data
byla zpracovana a vyhodnocena matematicky a statisticky
pfimo v databazi Qinslab. Vylouceni extrémnich hodnot
u souborl dat bylo provedeno Grubbsovym testem. Veske-
r4 méfeni byla provedena nejméné tfikrat. Ziskana data
prezentovand v této praci jsou uvedena jako prameérné
hodnoty. Pro hodnoceni rozdili byla vypoctena pravdépo-
dobnost P. Hodnoty LOD a LOQ a dalsi statistické para-
metry byly stanoveny na hladin€ vyznamnosti 95 %.

Dalsi pouzité metody jsou uvedeny v Dopliiku k této
praci uvefejnéném na www strance casopisu Chemické
Listy.

Vysledky a diskuse

Eivazzadeh-Keihan a spol. sumarizovali dostupna
experimentalni data a trendy v biosenzorovém vyzkumu
zaméfeném na detekei vira®’. Piehled piistupti v detekci
virového ¢i bakterialniho patogenu pfti vyuziti kvantovymi
teCkami znaceného oligonukleotidu je uveden na obr. 1F.
Navic je pro tentosll'léel mozné vyuzit dal§ich nanotechno-

logickych pfistupt” .
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ODN King F a King R byly elektrochemicky analyzo-
vany technikou AdTS DPV. Byla studovana variabilita CA
signalu (redukeni signdl cytosinu a adeninu v oblasti ko-
lem —1,3 V) ODN (1 ug mI™) po dobu 15 dnii z 10 ul kap-
ky (n = 3). Vyhodnoceni dat bylo uskute¢néno regulacnim
diagramem, kde Z4dna z hodnot CA signalu nepfekrocila
hodnotu x + 2SD. Uspokojivé vysledky umoznily studovat
zavislost koncentrace ODN King F vrozsahu 0,4 az
1,75 pg ml™ a ODN King R v rozsahu 0,1 az 0,6 pg ml™
na CA signalu. Ziskané zavislosti vykazovaly linedrni
trend a podrobné jsou popsany v Doplitku v tab. 1.

Kvantové tecky CdTe byly pfipraveny mikrovinnou
syntézou ve 20 riznych barevnych odstinech (od zelenych
az po Cervené). Pro experiment byly QD nejdtive srazeny
a nasledné znovu dispergovany ve vodé. Na zakladé analy-
zy fluorescence byly vybrany QD s nejvétsim Stokesovym
posunem (280 nm) a vysokou relativni intenzitou excitace
a emise (kvantovy vytézek byl 0,25 v porovnani s flu-
oresceinem). Typicky vzhled ziskanych oranzovych kvan-
tovych tecek je na obr. 2A (2Aa — neozafené kvantové
teCky, 2Ab — ozatené kvantové tecky UV zafenim
s vinovou délkou 305 nm). Dalsi podrobnéjsi charakteristi-
ka QD je uvedena v Dopliiku v tab. II. Na obr. 2Ac jsou
patrné QD separované na PAGE gelu, kde je zfetelnd vy-
razna distribuce prevazné cervenych a oranzovych QD.
Stabilita pifipravenych CdTe QD byla zjiStovana jejich
tisknutim na filtraéni papir. Castice vykazovaly flu-
orescen¢ni vlastnosti po vice nez 60 dnech (obr. 2Ad). Na
obr. 2B je znazornéno absorpéni spektrum vybranych QD
s charakteristickym maximem pfi 550 nm.

Byl proveden interakéni experiment (n = 10), kdy byl
méfen signal ODN King F (1 ugml ") a King R (300 ng ml ',
10 pl, 3 min), nasledné byla zkoumaéna interakce mezi:
a) King F a oranzovymi QD (6 umol I'!, 5 pl, 2 min), b)
King R a oranZovymi QD (6 pmol 1", 5 ul, 2 min). Byl
méfen CA signal a signal Cd*" interakce oligonukleotid-
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Obr. 2. Charakterizace mikrovinnou syntézou pripravenych CdTe QD. Fotografie pfirozeného zabarveni (Aa), pod UV svétlem 305
nm (Ab), na agarovém gelu (Ac) a natisklé na filtracni papir (Ad), absorpcni spektrum (B), fedéni roztoku 1:9 ultracistou H,O, délka

optické drahy kyvety 1 cm
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Obr. 3. Studium interakce ODN s CdTe QD. Porovnani zmény CA signalu pro variantu King F, resp. King R a King F/QD, resp. King
R/QD (Aa, Ab). Déle je vyobrazena zména potencialu piku CA signalu (Ba, Bb). Dalsi podrobnosti jsou uvedeny v kapitole Experimen-

talni ¢ast

teCka a QD. Na obr. 3 je znazornén statisticky signifikantni
rozdil signald mezi variantou King F, King R a King F/
QD, King/R/QD. Priumérmny CA signal byl pro King F (33
+5nA)aKing F/ QD (16 £9 nA), P =0,00001 (P je hla-
dina pravdépodobnosti shody vysledkt) a pro King R (22
+ 3 nA) a King R /QD (16 = 9 nA), P = 0,0056, byl také
prokazan rozdil mezi potencialem CA signalu pro variantu
King R a King R s te¢kami, P = 0,0239 (obr. 3Aa, 3Ab).
Déle byla interakce prokdzana méfenim signalu Cd**: pra-
mér King F/QD (62 + 16 nA) a King R/QD (89 + 18 nA).
Byly téZ vzajemné porovnany rozdily potencial CA sku-
piny pii interakci a bez interakce. Toto méfeni neprokazalo
statisticky signifikantni rozdily (obr. 3Ba, 3Bb).

Zavér

Od udéleni Nobelovy ceny za polarografii ub&hlo
60 let a moderni elektrochemické metody jsou nedilnou
soucasti chemického a bioanalytického vyzkumu véetné
nukleovych kyselin®'*?3*. Africky mor prasat jakozto
vysoce nakazlivé virové onemocnéni postihujici divoka
i domaci prasata si zasluhuje velkou pozornost. Byly navr-
zeny a sestrojeny kvantovymi teCkami znacené oligo-
nukleotidové sondy pomoci interakce ODN a QD. Interak-
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ce byla prokazana elektrochemicky, pfi¢emz byl vyuzit
signil CA v oblasti potencialu —1,3V a signal Cd**
v oblasti —0,6 V. Uvedené poznatky je mozné vyuzit pro
navrzeni novych typt biosenzori*>*®,

Internetova verze této prace obsahuje navic doplitujici
¢ast. Pro vyhledani plné verze ¢lanku vcetné prtislusného
Dopliiku je tfeba oteviit aktualni webovou stranku Che-
mickych listt.

Experimentalni prace byla financovana projektem EU
programme for education, training, youth and sport
ERASMUS+ a z projektu MZe QK1920113. Autori dekuji
Dagmar Uhlifové za provedeni experimentii s gelovou
elektroforézou. Za poskytnuti ODN a odbornou konzultaci
autori dekuji Dr. Kralikovi a Dr. Vasickové. Specialni
podékovant patii RNDr. Josefovi Riizickovi za vyvoj labo-
ratorniho informacniho systému (Qinslab) a za statistickou
analyzu experimentalnich dat.

Seznam zkratek

AdTS DPV  adsorpéni pfenosova technika spojena
s diferen¢ni pulsni voltametrii
ASFV virus afrického moru prasat
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CA (signal) redukéni signal cytosinu a adeninu

HMDE visici rtutova kapkova elektroda (hanging
mercury drop electrode)

ODN oligonukleotid

P hladina pravdépodobnosti

QD kvantové tecky
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prevent its spread by using a rapid detection, which can
also be done by unprofessional operators (e.g., farmers).
There are several methodological approaches utilizing
nucleic acid amplification, e.g. PCR or RT-PCR, which
require several technical steps or a high concentration of
pathogen in the sample. Another technique that could
overcome the above problems is the electrochemical nu-
cleic acid detection. In this experimental work, the adsorp-
tive transfer technique was used when the nucleic acid was
accumulated on the electrode and a non-specifically linked
oligonucleotide was washed away. To verify the stability
of the ODN CA signal, the signals for King F and King R
were measured for 15 days and control charts were gener-
ated. No measurement exceeded the 2 SD limit. The re-
sults show good reproducibility of measurements among
individual days. QDs of 5 nm, with an excitation maxi-
mum at 327 nm and an emission maximum at 607 nm with
an absorption maximum at 550 nm interacted with ODN.
The adsorptive transfer technique was used in which the
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oligonucleotide was first bound to the electrode and then
quantum dots was bound to the oligonucleotide, which was
detected by measuring the signal of the separate oligonu-
cleotide probes (King F and King R) (n = 10) and measur-
ing the cadmium signal (n = 10). The oligonucleotide sig-
nals were: King F 33 + 5 nA, King R 22 + 3 nA, King F/
QDs 16 £ 9 nA and King R/QDs 16 £ 5 nA
(oligonucleotide signal) and King F/QDs 62 + 16 nA and
King R/QDs 89 + 18 nA (cadmium signal). These findings
can be used for further experimental work in hybridizing
oligonucleotide probes to viral DNA.

Keywords: adsorptive transfer technique, cyclic voltam-
metry, differential pulse voltammetry, biosensor
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Doplnek

DOPLNEK

Pracovni postupy
UV/Vis spektrofotometrie

Pro méfeni absorpcnich spekter pfipravenych kvanto-
vych tecek byl pouzit spektrofotometr UV-3100PC (VWR
International, Radnor, Pennsylvania, USA). Absorp¢ni
spektrum kvantovych tecek bylo zméfeno v rozsahu 200
az 800 nm, pfi¢emZz charakteristicky pik byl lokalizovan
v oblasti 500-600 nm. Absorp¢ni spektrum ODN bylo
zméfeno v rozsahu 190-400 nm, charakteristicky pik
voblasti 260 nm byt pouzit pro vypocet koncentrace
ODN.

Fluorimetrie

Pro méfeni excitacnich a emisnich spekter pfiprave-
nych kvantovych tecek byl pouZzit fluorimetr Varioskan
LUX (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Vprvnim kroku bylo zméfeno excitatni spektrum
v rozsahu od 200 do 700 nm pfi fixni emisi 750 nm (Cas
méfeni 100 ms, Sifka excitaéniho pasma 5 nm). Nasledné

Tabulka I

byla vybrana hodnota nejvyssi intenzity excitace a pfi této
vlnové délce bylo pfeméteno emisni spektrum. Pro méfeni
byla pouzita 96jamkova desticka (CAT F-0234) od firmy
Institute of Applied Biotechnologies (Praha, Ceska repub-
lika).

Tisk QD

Pro tisk CdTe QD na papir byl pouZit pfistroj Lino-
mat 5 od firmy Camag (Muttenz, Svycarsko). Tisk CdTe
QD mél nasledujici parametry: hnaci plyn — dusik, $itka
pasu 2,5 mm, vzdalenost mezi pasy 5,8 mm, rychlost tisku
10 nls™!, objem CdTe QD pouzity na tisk jednoho pasu
2 ul.

Vysledky

Parametry linearnich rovnic sledovanych ODN v prostfedi acetatového pufru. Modifikace pracovni elektrody byla provede-
na technikou adsorp¢niho pienosu (AdTS DPV) z 10 ul vzorku

Oligo- Koeficienty R? T SD RSD LOD LOQ Pracovni koef. ky P koef. k; P QC
nukleotid regresnich [y.x] [%] rozsah T T koef
rovnic [uM] [5 %]

ki (b) ko (a)

KingF 40,54 -191
KingR  132,6 -2.31

0,9886 0,9943 2,57 6,5 0,28
0,9699 0,9849 821 11,2 0,15

0,92 092-1,75 1,18 2634 *kx 65
0,49 0,49-0,60 0,84 1607  *** 1149

Regresni rovnice ve tvaru: y = kox + k;. Pocet opakovani: n = 3, celkovy pocet analyz: 30; LOD — limit detekce, ur¢eno
metodou ISO; LOQ — limit kvantifikace, uréeno metodou ISO; QC — koeficient linearity; R? — koeficient determinace; r —
korelac¢ni koeficient; RSD — relativni smérodatna odchylka; SD (y,x) — smérodatnd odchylka; P — statisticka vyznamnost,
*— 0,05, ¥** — 0,001, T — statisticky t-test, hodnoty LOD, LOQ a pracovniho rozsahu jsou v jednotkach pM

Tabulka IT

Zéakladni charakteristika pouzitych CdTe QD

Nanocastice Absorbance,  Velikost ¢astic Excitace Emise Posun Kvantovy
pik max [nm] [nm] [nm] [nm] vytézek

CdTe QD 552 5 310 600 290 25,0

Pocet opakovani: n =3
Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic light scattering) byl pouzit k uréeni velikosti nano¢astic
Kvantovy vytézek byl urcen relativné ke kvantovému vytézku fluoresceinu ve vodeé (0,95; resp 95 %)
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