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Anotace

Tato prace se zabyva virem afrického moru prasat a metodami detekce tohoto viru. Cilem
prace je ovérit funkCnost zachyceni nukleové kyseliny za vyuZiti supermagnetickych
nanocastic pro detekci viru afrického moru prasat. Vyzkumem v této oblasti mtiZeme prispét
k vytvoreni nové, rychlejsi a jednodusSsi detekcni metody. Toho chceme docilit pomoci
elektrochemickych metod. V praci pouzivame dvé rGzné metody, linedrni voltametrii
a chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzu.

Klicova slova

africky mor prasat; elektrochemickd detekce nukleovych kyselin; nanocastice; virus; virus
afrického moru prasat

Annotation

This work is about the African swine fever virus and its detection methods. The goal of this
work is to verify the functionality of the detection of the African swine fever virus using
nucleic acid capture on super-magnetic nanoparticles. By research in this area, we can
contribute to the development of new, faster and simpler detection method. We want
to achieve it using electrochemical methods. We use two different methods in this work,
linear sweep voltammetry and chronopotentiometric stripping analysis.

Keywords

African swine fever; African swine fever virus; Electrochemical detection of nucleic acid;
nanoparticles; Virus
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Uvop

Viry jsou hrozbou v podobé nebezpecnych onemocnéni u ¢lovéka i u ostatnich Zivocicht.
Vyskyt virt mize mit vliv i na ekonomiku a funkcénost spolecnosti, jak naptiklad ukazuje
i pravé probihajici pandemie onemocnéni COVID-19 zptlisobend virem SARS-CoV-2.
Zéakladni podminkou pro tspésné zastaveni virt je identifikace nakaZenych jedinct a jejich
nasledna izolace. Proto je potieba hledat snadné a rychlé zpiisoby, jak testovat pritomnost
vira.

Africky mor prasat (AMP) se vyznacuje vysokou letalitou dosahujici az 100 % u vnimavych
jedincd. Onemocnéni se projevuje hemoragickou horeckou, cyanotickymi skvrnami na kazi
a krvacenim na sliznicich a organech. V Evropé nema AMP takové dopady na ekonomiku
ana hospodarsky primysl, protoZe se zde vyskytuje predevS§im mezi divokymi prasaty.
I pfesto zde za celou dobu vyskytu AMP (do 18.6. 2020) na nakazu uhynulo, nebo bylo
utraceno celkem 1 383 372 prasat."! V Asii je situace vyrazné jind, nebot AMP se zde
vyskytuje predevSim v chovech domacich prasat. Za celou dobu vyskytu (do 18.6. 2020)
AMP zde v souvislosti s ndkazou uhynulo nebo bylo utraceno 6 733 791 kust.!! Na AMP
v soucasné dobé neexistuje vakcina'?, a proto je v boji s nim jeho rychla a v¢asnd identifikace
jedinou zbrani. V ohniscich vyskytu se Casto musi pristupovat k likvidaci chovii, které byly
nakaze AMP vystaveny. Vyskyty ohnisek AMP maji tedy velké socioekonomické dopady
Proto je potfebné na AMP najit snadnou a rychlou metodu detekce vhodnou pro praci pfimo
v terénu (na farmach).



1 CiL PRACE

VSechny v soucCasné dobé pouZivané detek¢ni metody tohoto viru vyZaduji laboratorni zazemi
a vzorky lze odebirat pouze z uhynulych nebo utracenych prasat. VétSina soucasnych metod
také vyZaduje amplifikaci virové DNA, coZ je hlavni dtivod, pro¢ jsou tak narocné, pomalé
a nakladné. Proto je cilem naSi prace ovérit funkcnost casti detekcni metody vyuZivajici
pozlacené Au-SPION nanocastice, jako povrch pro prfimou detekci pritomnosti DNA viru
afrického moru prasat. Vyzkumem v této oblasti miiZeme prispét k vytvoreni nové, rychlejsi
a jednodussi detekcni metody. Toho chceme docilit pomoci elektrochemickych metod.

Cilem prace je ovérit funkcnost zachyceni nukleové kyseliny za vyuZiti paramagnetickych
nanocastic pro detekci viru afrického moru prasat. Pro dosaZeni tohoto cile byly navrZzeny
nasledujici podcile:

Vypracovat prehled literatury zaméreny na téma detekce AMP

Optimalizovat metodu detekce DNA za vyuziti riznych elektrochemickych metod
Optimalizovat zptisoby vazby DNA na magnetické Castice

Optimalizovat uvolnéni DNA z magnetickych castic

Aplikovat navrzeny zptsob detekce na PCR fragment z readlnych vzorki
Aplikovat optimalizovany pristup na analyzu realnych vzorki

Matematicky a statisticky zpracovat a vyhodnotit ziskana data

No kW=



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Africky mor prasat

AMP je nebezpecné onemocnéni s vysokou letalitou (az 100 %), které se vyskytuje
v populacich domacich a divokych prasat. Jedna se o virové onemocnéni zptisobené virem
afrického moru prasat (VAMP)

2.2 Vlastnosti viru Afrického moru prasat

Virus AMP je DNA obaleny virus z Celedi Asfarviridae. Replikuje se v cytoplazmé
nakazZenych bunék. Jeho nukleoproteinové jadro ma primeér 70 — 100 nm a vnéjsi obalka jeho
virionu pak 175 — 215 nm. Genom viru AMP se sklada z jedné molekuly dvouvlaknové DNA
a obsahuje 170 — 194 tisic part bazi", které koduji vice nez 150 proteind.™
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Obr. 1: ZjednoduSené schéma viru afrického moru prasat. Genomovd nukleovd kyselina
(DNA) s jadernymi proteiny. Matrix je tvoren proteiny pp220 app62, vnéjsi obal je tvoren
pl7, p54, pE248R a p21. Kapsida je tvorena p72, pE12R a pB438L

Dokéze prezit dlouho dobu na materidlech biologického ptivodu. Proto Casto byvaji zdrojem
nakazy nedostateCné tepelné upravené potraviny obsahujici vepfové maso. Virus dobie
odolava chladu. V chlazeném mase preziva az nékolik tydnti. Naopak Spatné snasi vyssi
teploty, pfi 60 °C je inaktivovén za 20 min."

2.3 Klinické priznaky onemocnéni
AMP ma celou fadu klinickych pfiznakd, které zavisi na typu viru, plemeni zvitete, ale i jeho

télesné kondici. Mezi priznaky u prasete domaciho a prasete divokého nejsou Zadné rozdily.
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U prasete savanového onemocnéni probiha zcela bezpfiznakové. Vice virulentni kmeny viru,

N 24

Priznaky se objevuji po uplynuti inkubacni doby, ktera ¢inni 4 — 19 dnt.

Mluvime o nékolika forméach priibéhu onemocnéni. Preakutni formé, ktera ma velice rychly
prubéh, nasledovany nahlym dhynem. Akutni formé s rychlym priibéhem a thynem zvitete,
ktery nastava do nékolika dniti. Chronické formé, ktera probiha velice pozvolna a zvite ji Casto
prezije. Akutni a preakutni formy onemocnéni se projevuji vysokou horeckou s télesnou
teplotou pohybujici se mezi 40 aZ 42 °C, zaZivacimi potiZemi, prestanim pfijimani potravy,
poruchami dychéani a hlavné krvacenim v kizZi a vnitinich organech. Samice mohou zmetat.
Krvaceni mtize zplisobovat vyskyt cyanotickych loZisek, ktera miizeme pozorovat jako skvrny
na kiiZi zejména v oblasti koncetin, usnich boltct, bficha a hrudniku. (Obr. 2) U akutni formy
nastava umrti po 4 — 10 dnech od vyskytu pfiznak. U preakutni formy mtize dochézet
k nghlému thynu i pfed objevenim prvnich pfiznakd.”) U méné virulentnich kmend
zpusobujicich chronickou formu nemoci se objevuji jen mirnéjsi priznaky v podobé zvySené
teploty, skleslosti a nechuti k prijimani potravy. Tyto pfiznaky lze snadno povaZovat za
priznaky jinych onemocnéni, a proto nemusi na AMP viibec vzniknout podezieni. Prasata,
ktera prodélaji tento priibéh onemocnéni, nebo ho prekonaji asymptomaticky, se mohou stat
prenaSecem viru.”

Obr. 2: Projevy AMP: krvdceni na usnich boltcich a vnitrni krvdceni v oblasti ledvin

Dostupné pod licenci Public Domain z https://en.wikipedia.org/wiki/File:African_swine_fever_ears.jpg a

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:African_swine_fever_necropsy.jpg

2.4 Prenos viru AMP

Virus se Sifi bez rozdilu mezi prasaty divokymi i domacimi. Virus se prenasi vystavenim
zdravého jedince zdroji ndkazy. To miiZze byt virus pritomny ve vepfovém mase a dalSich
potravinach. Aby nedoSlo k nakaze prasat, nikdy by se nemély vyhazovat zbytky jidla do
volné prirody nebo je vyuZivat pro vyzivu zvirat. Nakazu mtizZe také zpisobit pobyt zvitete
v prostorach, kde dfive byl nakaZeny jedinec. (Obr. 3) K pfenosu casto dochazi také pri
vystaveni zdravého jedince zvifeti, které prodélalo chronickou ¢i asymptomatickou formu
onemocnéni.

AMP se miuze pfenaSet i pomoci mezipfenaSeCe, tzv. vektoru, kterym je KklisStak rodu
Ornithodoros. Klist'dk se nakazi virem prisatim se na nakazené zvire. (Obr. 3) Virus se v ném
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nasledné mnoZi stejné jako v praseti a v nékterych pripadech muze byt pro klistdka infekce
i fatalni. Infikovany kliStdk nasledné prenese infekci na doposud zdravé prase. Tomuto lze
bréanit jesté hife, neZ pfimému prenosu.”

Cyklus
prirodni
(divoky)

Kontaminovana téla
Infikovand divoka v zvifat a odpad z jidla

prasata
Vnimava domaci

a divoka prasata Pfenos dopravou,

ﬁ lidmi
Cyklus viru na ‘; l-( /
farméach
ﬁ Kontaminované
vybaveni a vozidla

Vektor
(kliste)

Infikovana domaci
prasata

Obr. 3: Pravdépodobny cyklus prenosu viru afrického moru prasat. S prirozenym cyklem
cirkulace viru v divoké populaci, na jatkdch, stravovacim systému a farmdch.

2.5 Rozsireni AMP

Virus pochazi z Afriky, kde se vyskytuje v praseti savanovém (Phacochoerus africanus),
ovSem jen jako asymptomaticky.” Kvili globalizaci byl ale pfenesen na prase domaci,
u kterého ma v drtivé vétSiné pripadt fatdlni pribéh. Proto jsou v mistech jeho vyskytu
zavadéna protiepidemicka opatfeni®. Pfesto se vSak, zejména v minulych letech, vyskytla
ohniska nemoci v Evropé, kde v souvislosti s virem uhynulo, nebo bylo utraceno 1 383 372
zvirat'. Je$té horsi situace je v Asii, kde v souvislosti s virem uhynulo jiZ 6 733 791 prasat.™

V minulosti byla mimoafricka ohniska spiSe vzacnosti. V druhé poloviné 20. stoleti se nékolik
ohnisek objevilo ve Spanélsku a Portugalsku a ojedinélé p¥ipady také v Belgii, Francii, na
Malté, v Nizozemsku a Italii. Ty se vSak vidy, aZ na vyjimku, kterou je italsky ostrov
Sardinie, kde mé& onemocnéni endemicky vyskyt, podafilo potlacit. A to hlavné diky riznym
protindkazovym opatfenim.”® V dubnu 2007 se AMP opét objevil mimo Afriku, a sice
v Gruzii. Odtud se nasledné rozsifil do Ruska, Arménie, Azerbajdzanu, na Ukrajinu,
do Béloruska, Estonska, Litvy, LotySska a Polska. V roce 2017 se AMP objevil i v Ceské
republice.”
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Pocty hiaSenych pripadd afrického moru prasat v Evopé
2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
doméci divoké doméci divoké doméci divoké doméci divoké doméci divoké doméci divoké doméci divoké
Belgie 0| 0| 0| 0| [y [y 0| 0| 0| 163] 0| 479 [y 0
Bulharsko 0} 0| [y 0] [y [y 0| 0| 1] 5| 41 78] 38| 44
Cesko 0| 0| 0| [y 0| Y 0| 202 0| 28] 0| 0| [y 0
Estonsko 0} 41 18 723 6| 1052} 3| 637, 0| 231 0| 71 [y 0
Italie 40 70| 16 76| 22] 166 18] 110 25| 67] 1] 26 [y 0
Litva 6) 45| 13| 111 19 303 30] 1328 51 1446 19| 403 [y 0
Loty3sko 32] 148 10| 753 3| 865 8| 947 10| 685 1] 290 1789 66{
Madarsko 0O} 0| Y [y [y [y 0| 0] 0| 138] 0| 1239 [y 643
Polsko 2| 31 1] 53] 20| 80) 81 741 109 2443 48| 1909} [y 1319
Rumunsko 0} 0| [y 0] 0| [y 2) 0] 1164 182 1555 543 7| 6400
Slovensko 0| 0| 0| [y [y [y 0| 0| 0| 0f 11 15j 2| 21
Srbsko 0| 0| 0| [y [y Y 0| 0| 0| 0f 18 0| 58] 6
Ukrajina chyhbi relevantni tdaje 124 37] 105| 41] 39 10} 112 3
Celkem 0] 335] 58] 1716] 70] 2466) 266 2002] 1465) 5429 1733] 5063] 2006 8501

Obr. 4: Tabulka hldsenych pripadiit AMP napri¢ Evropou. Data prevzata z FAO v letech
2014 - 2020.

V grafu (Obr. 5) vidime jednotlivé epidemie AMP. Dobre viditelné jsou zejména epidemie
v Evropé v letech 2012 a 2019, kdy se VAMP vyskytoval zejména u prasete divokého.
Epidemie zroku 2011 v Africe byla zplisobena dovezenim zapadnich prasat domaécich
za UCelem vytvoreni chovi. Kvili béZznému vyskytu VAMP v populaci prasat na africkém
kontinentu vSak byla tato zvirata rychle nakazena a nasledné uhynula. ZataZeni AMP do Asie
vroce 2019 se projevilo vyraznymi uhyny ve zdejSich chovech. Asijska epidemie stale
probiha a doposud se ji nedafi zastavit ani zpomalit.

Uhynula nebo utracend prasat v souvislosti s AMP v jednotlivych letech
700000

600000
500000
400000

300000

kusd prasat

200000

100000 x
0 —_— / e
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019  2020*

— Afrika Asie Evropa

Obr. 5: Graf zobrazujici rocni pocet prasat nakaZenych AMP pro jednotlivé kontinenty. Data
prevzata od FAO (2008 — 2020).

2.6 Protiepidemicka opatreni proti Sifreni AMP

Vzhledem k tomu, Ze neexistuje Zadna lécba ani ockovani, jsou opatfeni branici Sireni AMP
jedinou moZnosti, jak proti tomuto viru bojovat. Kviili vysoké nakaZlivosti je pfi zjiSténi
vyskytu AMP v chovu nafizena jeho likvidace. V pripadé vyskytu ohniska viru v populaci
divokych prasat, byly v minulosti vedeny rozsahlé operace, které mély za cil likvidaci
veSkerych divokych prasat v dané oblasti. DalSi opatteni zavedena ve statech EU jsou: zakaz
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dovozu prasat a tepelné nezpracovanych vyrobkl z veprového masa z oblasti s vyskytem
pravidelna kontrola zdravotniho stavu zvirat, zjiSténi pricin pfi vyskytu nahlého thynu nebo
zmateného chovani zvitfat v chovu ¢ dezinfekce prostor, ve kterych se chovana prasata
vyskytuji.”

2.7 Elektrochemicka detekce nukleovych kyselin

Elektrochemie je odvétvi chemie, které se zabyva procesy probihajici mezi elektrodami
a elektrolytem. MiiZeme se zabyvat tim, jaké procesy jsou vyvolany pfi puSténi proudu mezi
elektrodami nebo naopak tim, jak probihajici procesy ovlivni protékajici proud. Diky tomu,
Ze jsem schopni méfit i velice malé zmény v protékajicim proudu (v fadech pA a nA), mohou
byt elektrochemické metody vyuZivany k velmi citlivé detekci analytu.

Elektrochemicka detekce nukleovych kyselin je zaloZena na redoxnich vlastnostech
nukleovych bazi.”! Skoro do konce 50. let minulého stoleti byly nukleové Kkyseliny
povaZované za elektrochemicky inertni a priliS velké, aby je bylo moZné analyzovat pomoci
elektrochemie. V roce 1958 Prof. Emil PaleCek zjistil, Ze nukleové baze adenin a cytosin
se elektrochemicky redukuji. ° Typické reduk¢ni signdly adeninu a cytosinu™ jsou
pozorovatelné jako signdl s maximem v oblasti okolo —1,3 V."" Kromé toho Prof. Trnkova
popsala detailni chovani guaninu, ktery se na rtutové elektrodé nejdfive redukuje
v negativhim potencidlu a vytvoreny produkt se nasledné oxiduje. V roce 1986 Irena
Postbieglova s Prof. Paleckem navrhla techniku adsorpcniho prenosu, kdy je nukleova
kyselina ve formé malé kapky (3-10 pl) akumulovand na pracovni elektrodu. Metoda
umozZnila vyrazné zvyseni senzitivity a selektivity elektrochemické detekce.">'* Pozdéji Brett
a dalsi navrhli elektrochemickou analyzu nukleovych kyselin na pevnych elektrodach
(uhlikovych), kde bylo jiZ moZzné rozlisit viechny béze nukleovych kyselin (A, C, T, G).['>
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3 SOUCASNE METODY DETEKCE VIRU AMP

K detekci viru VAMP se v souCasné dobé pouZiva cela fada metod. Pro vétSinu z nich
je nutnd amplifikace virové DNA, aby bylo moZzno VAMP v daném vzorku identifikovat.
To vyZaduje laboratorni zazemi a zasadné prodluZuje cas potfebny pro zjiSténi pritomnosti
viru ve vzorku.

3.1 PCR

K amplifikaci DNA se u AMP, ale i celé fady jinych virl pouZiva polymerazova retézova
reakce, anglicky polymerase chain reaction (PCR). Pfi PCR dochazi k mnohonasobnému
zmnoZeni useku DNA, ktery musi byt oznacen primery. Pro virovou detekci jsou vybirany
a nasledné mnoZeny takové tseky, které jsou pro dany virus specifické. Tedy k jejich
amplifikaci dojde jen tehdy, pokud je ve vzorku skutecné DNA daného viru. PCR je zaloZena
na cyklickém opakovani tfi krokt. Denaturace, pfi které se zvySenim teploty na 94 — 98 °C
dvousroubovice DNA rozvolni na jednovlaknovou DNA. Nasleduje nasednuti primert, které
probiha pri teploté 50 — 65 °C. Tretim krokem je samotna syntéza DNA za pomoci
polymerazy, kdy vznikaji komplementdrni vlidkna k ptvodnim vlakniim DNA."” Vlastni
detekci amplifikované DNA pak lze provést celou fadou zptsobti. Piikladem je analyza
sekvence DNA, po které je jasné vidét, zda je hledana sekvence ve vzorku pritomna.
K sekvenovani byva casto pouZivana elektroforéza na agarézovém gelu. Dalsi,
a v soucasnosti nejpouzivanéjsi, metodou detekce virti pomoci PCR je prokazani pritomnosti
amplifikované sekvence primo v priibéhu PCR reakce. Mluvime o tzv. real-time PCR (rPCR),
tedy PCR v redlném case. rPCR funguje vétSinou diky navazani cilenych fluorescen¢nich
oligonukleotidovych sond na hledany tsek DNA. Fluorescencni sonda je jiZ snadno
detekovatelna. Pro detekci VAMP pomoci rPCR je hojné vyuzivan TagMan test, ktery
dosahuje limitu detekce p¥i 7 pl vzorku."® 9!

3.2 LAMP

Dalsi pouZivanou metodou amplifikace DNA pro naslednou detekci viru je loop-mediated
isothermal amplification (LAMP), ¢esky smyckou zprostiedkovana isotermdlni amplifikace.
Jeji vyhoda spociva ve stalé teploté pri amplifikaci, takZe k jejimu provedeni neni potfeba
termocykler. Pro detekci VAMP byla vyvinuta metoda pouzivajici LAMP, ktera amplifikaci
cilila na gen VP37. Ten je pro VAMP specificky. Tato metoda dosahuje limitu detekce
u 330 kopii zminéného genu."”

3.3 Prokazani pritomnosti viru pomoci pritomnosti jeho protilatek

Pritomnost protilatek miiZe dokazat pritomnost viru v organismu. Metod detekce protilatek
proti AMP existuje cela fada, napriklad fluorescencni test na protilatky, fluorescent antibody
test (FAT), ¢i antigenovy test ELISA, obé tyto metody jsou oviem méné citlivé neZ vySe
zminéné testy a mohou vyjit faleSné pozitivné i za pritomnosti jinych vird zptsobujicich jina

onemocnéni.*!
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Material

Vsechny pouzité chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
v ACS Cdistoté (napr: Na,HPO, - 2H,0, NaH,PO, - H,O, NaCl, acetat sodny, kyselina octova,
monohydrat kyseliny citronové, hydroxid amonny, tetrahydrogenboritan sodny, amoniak, nonahydrat
dusicitanu Zelezitého, hydroxid amonny, kyselina zlatita, kyselina tetrachlorzlatita, citrat trisodny ).
K rozpousténi chemikalii, fedéni vzorkii apod. byla pouzZivana vyhradné deionizovana voda
s rezistivitou 18,2 MQ-cm ¢iSténa pomoci ELGA LC197 biofiltru (dale jen voda).

Byla pouZita fada biologickych vzorkl, pro vzorky obsahujici nukleové kyseliny bylo
pouzito:

Kufeci DNA z erytrocyti (gDNA). Ze zasobniho roztoku kufeci DNA o koncentraci
100 pg/ml bylo fedénim vodou vytvoreno 20 vzorki gDNA o rtiznych koncentracich (100,
10, 1 a 0 pg/ml). Vzorkim byla pridélena nahodna cisla.

PCR fragment (fPCR) VAMP o velikosti 250 bp (base pairs; pari bazi) pripraveny
pomoci primerd KING R (5' GAT ACC ACA AGA TC(AG) GCC GT 3') a KING F
(5'CTG CTC ATG GTA TCA ATC TTA TCG A 3'), po tvodni denaturaci pri 95 °C
po dobu 4 min probihaly PCR cykly 95 °C, 30 sec; 58 °C, 30 sec; 72°C, 1 min, béhem
amplifikace probéhlo 35 cykli. Vysledny fragment vcetné primert byl:

CTGCTCATGGTATCAATCTTATCGATAAGTTTCCATCAAAGTTCTGCAGCTCTT

ACATACCCTTCCACTACGGAGGCAATGCAATTAAAACCCCCGATGATCCGGGT
GCGATGATGATTACCTTTGCTTTGAAGCCACGGGAGGAATACCAACCCAGTGG
TCATATTAACGTATCCAGAGCAAGAGAATTTTATATTAGTTGGGACACGGATT

ACGTGGGGTCTATCACTACGGCRGATCTTGTGGTATC

Genomova DNA VAMP (vDNA), ktera byla ziskana izolaci a purifikaci z bunécné
kultury. Vzorek byl poskytnut Vyzkumnym tstavem veterinarniho lékarstvi. vDNA bylo
za UcCelem urceni koncentrace pomoci spektrometrie nejdfive ur¢ena absorbance pfi vinové
délce 260 nm. Ta byla rovna 1,81. Podle absorbance pri 260 nm Ize dopocitat koncentraci
daného vzorku DNA. Koncentrace vzorku byla stanovena na 90,5 pg/ml. Vzorec
pro vypocet koncentrace dvouretézcové DNA z absorbance pfi 260 nm, kde a je
absorbance a x je koncentrace DNA:

50a = x

Pro pripravu vzorkl a praci s nimi byly pouzivany mikrozkumavky, pipetové Spicky a jiny
laboratorni plast od znacky EPPENDORF. K pfipravé vzorki a pro néaslednd méfeni byly
pouzity pristroje AUTOLAB 101 kombinaci s VA Stand 663, Biosan Multi-Rotator RS-60,
ultrazvukova lazei VWR USC-TH, ThermoMixer F1.5, VOLTCRAFT PH-100 ATC pH-
metr, magnetickd michacka Eppendorf.
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4.1.1 Priprava fosfatového pufru (pH 7; 0,15 M)

Navézi se 0,6674 g Na,HPO, - 2H,0 a rozpusti se ve vodé v odmérné barice o objemu 25 ml.
Nasledné se navazi 0,585 g NaH,PO, - H,O a také se rozpusti ve vodé v odmérné barice
o objemu 25 ml. Poté se navazi 0,4383 g NaCl a prevede se do odmérné baiiky o objemu 25
ml. Do ni se pak prida 14,45 ml roztoku Na,HPO, a barika se doplni roztokem NaH,PO,
po rysku, prida se tedy 10,55 ml roztoku. Hodnota pH se ovéfi pomoci pH-metru.

4.1.2 Priprava Acetatového pufru (pH 5; 0,2 M)

Navazi se 11,048 g acetatu sodného a 3,922 g kyseliny octové, tyto dvé sloZzky se prevedou
do odmérné barky o objemu 1000 ml a rozpusti se ve vodé. Hodnota pH se zkontroluje
pomoci pH-metru.

4.1.3 Priprava Mcllvainova pufru (pH 5,9; 0,2 M)

s~

Navazi se 21,011 g monohydratu kyseliny citronové a rozpusti se ve vodé v odmérné barice
o objemu 1000 ml. Nasledné se navazi 35,58 g Na,HPO, - 2H,O a rozpusti se ve vodé
v odmérné bafice o objemu 1000 ml. Poté se do odmérné barniky o objemu 1000 ml prelije
680 ml roztoku Na,HPO,, baiika se doplni po rysku roztokem kys. citronové, prida se tedy
320 ml. Hodnota pH se ovéri pomoci pH-metru a pripadné se upravi pridanim kysele, resp.
bazické slozky pufru.

4.1.4 Priprava supemagnetickych nanocastic Fe,0;

Pro pripravu Castic je nutné pripravit 3,5% roztok NH;. Do falkonky (50 ml) se napipetuje
2,8 ml 25% hydroxidu amonného a doplni se vodou na objem 20 ml, cili prida se 17,2 ml
vody. Do jednorazové plastové navaZovaci lodicky se navazi 0,4 g tetrahydroboritanu
sodného. Tato navazka se prevede do falkonky s 3,5% roztokem amoniaku a v tomto
se rozpusti. Pipetou se odebere roztok z falkonky a oplachne se navazovaci lodicka, aby na ni
nezlstala chemikalie. Na navaZovaci jednorazovou plastovou lodicku se navazi 2,992
g dusicnanu Zelezitého nonahydratu. Do kadinky o objemu 250 ml se odméfi 160 ml vody
a kadinka se umisti na magnetickou michacku, do kadinky se vloZi michadélko a zapne
se michani pfi 300 rpm. Navazka dusi¢nanu Zelezitého nonahydratu se presype do kadinky
s vodou. Aby byla prevedena celd navazka, nabere se pipetou roztok v kadince a vaZenka
se opatrné oplachne tak, aby na ni nic nezistalo. Za stalého michéni se necha rozpustit. Déle
se naredi roztok hydroxidu amonného na koncentraci 3,5 % a to tak, Ze se pouZije
koncentrovany roztok 25% hydroxidu amonného. Do kadinky, kde se micha dusi¢nan
Zelezity rozpusStény ve vodé, se postupné napipetuje 20 ml rozpusSténého tetrahydroboritan
v 3,5% amoniaku. Thned po pridavku rozpusSténého tetrahydroboritanu probiha reakce
a roztok se méni v tmavé hnédy. Kadinka se prikryje hodinovym sklickem. Micha se 5 minut
a poté se nastavi ohfev na 100° C. Zahtiva se za stalého michani po dobu 2 hodin. Poté
se vypne zahfivani a michani probihd do dalSiho dne (alespoii 12 hodin). Nasledujici den
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se michani zastavi, pomoci magnetu se vynda magnetické michadélko. Castice se separuj
magnetem a tfikrat se promyji vodou. Promyti se provede tak, Ze se na dno kadinky z vnéjsi
strany priloZi magnet a Ceka se, aZ se magnetické Castice usadi. Roztok se vylije. Magnet se
odstrani a pomoci stficky se Castice proplachnou vodou. Nakonec jsou v kadince pouze
separované Castice bez roztoku. Takto jsou Castice pripravené pro modifikaci zlatem.

4.1.5 Modifikace SPION zlatem

Pro modifikaci Castic zlatem je potfeba pripravit 1mM roztok kyseliny zlatité. Na navaZovaci
plastovou vaZenku se navazi 0,0158 g HAuCl,, navazka se prevede do falkonky (50 ml)
arozpusti se ve 40 ml vody. Roztok se uchovava v chladu a temnu. Nasledné je potfeba
pripravit roztok citratu trisodného. Do mikrozkumavky Eppendorf se navazi (1,5 ml) 0,265 g
citratu trisodného dihydrat a rozpusti v 10 ml vody. Roztok se uchovava v chladu. Do kadinky
k promytym separovanym casticim SPION se vlozi michadélko. Za michani se prida
k ¢asticim 40 ml roztoku kyseliny tetrachlorozlatité o koncentraci 1 mM. Michani probiha
3 hodiny pti 300 rpm, kdy je kadinka zakryta hodinovym sklickem. Po tfech hodinach
sepfidi 1 ml roztoku citratu trisodného dihydratu. Po zakryti hodinovym sklickem
se pokraCuje v michani do dalSiho dne, tedy minimalné 12 hodin, pfi laboratorni teploté
a 300 rpm. DalSi den se Castice separuji magnetem a tfikrat promyji vodou. Po tfetim promyti
se Castice separuji a roztok se odlije. Samotné Castice v kadince se daji suSit na magnetickou
michacku, na které se nastavi teplota 40 °C.

Pipetou se pridd NaBH,

Michani 300 rpm
2h 100 (¢
Michani 300 rpm . M\chanl 300 rpm 6 é
. P 12 h, lab. teplota "pmmy" ni
2

Za michani se prida HAuCl, Prida se NA,Ca

Michani 300 rpm
2h100°C
M\chanl 300rpm, 3h Michani 300 rpom 6x promyvani H,0 se odlije a ¢astice]
12 h, lab. teplota H,0 se vysudi pfi 40°C
H,0 H,0
&X

Obr. 6: Schéma pripravy Au-SPION nanocdstic pro zachyceni DNA. Ionty Zeleza jsou
za michani redukovany borohydridem. Vytvorené nanocdstice jsou zachyceny na magnet
a ndsledné promyty. Modifikace povrchu bylo provedeno pridavkem kyseliny chlorozlatité

a ndsledné modifikovan citronanem sodnym. Modifikované nanocdstice jsou promyty

a vysuseny.
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4.2 Elektrochemické méreni

Elektrochemické meéfeni probihala na elektrochemickém analyzatoru AUTOLAB 101
ve spojeni 663 VA Stand. Na ném bylo pouZito tii elektrodové zapojeni, ve kterém byla
pracovni elektroda kapka rtuti (hanging mercury drop electrode, HMDE) o povrchu 0,4 mm?,
referencni elektroda Ag/AgCl/3 M KCI a pomocna grafitova elektroda. Jako elektrolyt byl
pouZit pufr, pro rizna méfeni se pufry lisily.

4.2.1 Voltametrie

Voltametrie je jednou z elektrochemickych metod, kterou 1ze spolehlivé prokazat pritomnost
nukleovych kyselin. Detekce nukleovych kyselin pomoci voltametrie je zaloZena
na redoxnich vlastnostech nukleovych béazi.” P¥i voltametrii protékda proud mezi pracovni
a pomocnou elektrodou a méri se potencial na referencni elektrodé. Z naméfenych hodnot
potencidlu je vytvorena voltametrickd kiivka. Krivka mutzZe byt charakteristicka
pro pritomnost specifickych latek v elektrolytu. (Obr. 7) Elektrolytem, ve kterém probiha
analyza je acetatovy pufr (pH 5, 0,2M).

5E-07

-5E-07

-1E-06

Proud (A)

-1.5E-06

-2E-06—

-2.5E-06

1.7 14 11
Potencial (V)

Obr. 7: Typicka DPV krivka zobrazujici piky CA a P pri voltametrickém méreni vzorku DNA
(1 pg/ml). Acetatovy pufr, pH 5,0, rychlost polarizace 25 mV/s, doba akumulace 120 s.
Meéreni probihalo v elektrochemické nddobce.
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4.2.2 Chronopotenciometricka rozpoustéci analyza

Druhou elektrochemickou metodou, ktera umoZiuje detekci nukleovych kyselin,
je chronopotenciometrickd rozpouStéci analyza (chronopotenciometric stripping analysis,
CPSA). Pii CPSA dochazi ptisobenim konstantniho proudu ke katalytické reakci nukleovych
kyselin v elektrolytu. Priibéhem reakce dochazi ke zméné napéti na elektrodach. Vznikla
kiivka vyobrazuje zavislost napéti (potencidlu) na Case reakce.””” Derivaci prevracené kfivky
(tedy t/E) je pak vysledny signal, tedy zavislost 6t/0E na potencialu. (Obr. 8) Pik H, ktery zde
za pritomnosti nukleovych kyselin vznika pfi potencidlu —1,75 V se tvofi i pfi minimalnich
koncentracich. CPSA analyza DNA probiha v prostfedi MCllvainova pufru (pH 5,9).

Signal dt/dE (s/V)
10 000

N

-1.70 -1.68 -1.66
Potencial (V)

Obr. 8 :Typicka CPSA krivka zobrazujici pik H DNA (1 ug/ml). Mcllvanoviiv pufr, pH 5,9;
doba akumulace 60 s; aplikovany proud 5 pA a doba méreni 120 s. Méreni probihalo v
elektrochemické nddobce.

4.2.3 Technika adsorpcniho prenosu

Pfi méfeni technikou adsorpcniho prenosu je kapka vzorku nanesena na parafilm. Pracovni
elektroda je ponofena pfimo do vzorku a je ponechan urcity Cas (Cas akumulace), aby se DNA
ze vzorku adsorbovala pfimo na povrch pracovni elektrody. Nasledné je modifikovana
elektroda oplachnuta, aby se odmyly nenavazané nizkomolekularni latky. Nasledné meéreni
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probih4 jiZ jako pri b&Zné voltametrii.'*'* (Obr. 9) Vyhodou techniky adsorpcniho pFenosu
je moZnost pouZiti vyrazné niz§iho mnoZstvi vzorku (pouze 5 pl).

e " El}\ﬂﬂ/

roztok DNA

I'I'
i'I'
i'I'

Adsorbce Omyti Detekce DNA
DNA na elektrody na elektrodé
elektrodu

Obr. 9 Typické schéma prenosové techniky pro analyzu DNA. 1 — nemodifikovand pracovni
elektroda; 2 — pracovni elektroda je modifikovdna DNA; 3 — odstranéni nenavdzanych molekul na
pracovni elektrodu; 4 — premisténi modifikované elektrody do mérici nddobky

4.3 Statické zpracovani dat

VSechna data byla nahrana do laboratorniho informacniho systému QuinsLab, kde byla
nasledné zpracovana a vyhodnocena. KaZdy vzorek byl méfen n = 3. K naslednému
vyhodnoceni byl pouZit primér z naméfenych hodnot. Uspé$nost detekce metody byla
posuzovana na zakladé tzv. ROC (Receiver Operating Characteristic) kfivky, kterd ukazuje
zavislost pravdépodobnosti faleSné pozitivnhiho vysledku na pravdépodobnosti skutecné

pozitivniho vysledku. Cim lépe se vysledna plocha pod kfivkou bliZi jedné, tim spolehlivéjsi
dana detek¢ni metoda je. !

K vizualizaci rozdéleni hodnot pfi méfeni vice skupin vzorkd (napf. méfeni dvaceti vzorki
rozdélenych do ¢tyf skupin podle koncentrace) pouZivame tzv. boxploty, neboli krabicové
grafy. Boxploty zobrazuji median v dané skupiné vzorki a nasledné rozptyl od této hodnoty
u jednotlivych méreni. ,,Krabice“ okolo medianu vymezuji druhy a treti kvartil, tedy 50 %
hodnot, z kazdé strany medianu 25 %.** To znamend, Ze ¢im je ,krabice“ kolem priiméru
mensi, tim vice jsou hodnoty v dané skupiné vzorkli konzistentni, a tedy je dané méreni

owr

spolehlivé;jsi.

U jednotlivych detekcnich metod jsme zjiStovali i limit detekce (LOD) a limit kvantifikace
(LOQ). LOD urcuje mnoZstvi vzorku, pfi kterém jsme schopni danou latku ve vzorku
detekovat. LOD se rovna trojnasobku Sumu, tedy hodnoté pri nulové koncentraci. LOQ urcuje
mnoZstvi vzorku, pfi kterém jsme schopni z naméfenych hodnot urcit mnoZstvi dané latky
ve vzorku. LOQ se rovna pétinasobku Sumu, tedy hodnoté pri nulové koncentraci.
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5 VYSLEDKY

5.1 Elektrochemické stanoveni DNA

Elektrochemicka analyza nukleovych kyselin je dlouhodobé studovana. Pro naSi praci jsme
vychazeli z diive publikovanych vysledkt profesorem Paleckem.”® '*** Vzorek obsahujici
nukleovou kyselinu byl aplikovan do elektrochemické néadobky s acetdtovym pufrem
(pH 5,0). Na voltamogramech byly pozorovany redoxni signaly adeninu a cytosinu pri
potencialu kolem —1,3 V. Pro zvySeni senzitivity byla pro analyzu nukleové kyseliny vyuZzita
technika adsorpcniho prenosu. Krivka vznikajici za pfitomnosti DNA (10 mg/ml) v analytu
se vyznacuje zejména dvéma piky. Pik CA vznikajici pfi potencialu —1,3 V, ktery je vyvolan
redoxni reakci cytosinu a adeninu. Druhym signalem je katalyticky pik P vznikajici pri
potencidlu —1,5 V. Vzniklé signaly tedy dokazuji pFitomnost dvou bazi nukleovych kyselin.
Dokazuji tedy pfitomnost nukleovych Kkyselin, v tomto pfipadé DNA. !

Pro optimalizaci techniky adsorpcniho prenosu byla vytvorena zavislost vysky signald piku
CA a P na dobé akumulace kapky vzorku (10 pl) na elektrodu. Vzorky fPCR VAMP
o koncentraci 1 pg/ml byly méfeny 30, 60, 120, 240, 480, 720 s. Bylo zjiSténo, Ze s dobou
akumulace roste vyska obou signali. (Obr.10) Z naméfenych hodnot byla vytvorena kiivka,
z které jsme odvodili, Ze pFi akumulaci del$i neZ 12 min jiZ signal neroste. (Obr. 11)

A B
0 0
// — t=30s
207 205
< < = t=60s
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3.4]3.07 §—4E—05 t= 120 S
E 5 t=240s
6E-07 -6E-05 t=480s
— t=720s
-8E-07 -8E-05
-1.45 -14 -1.35 -1.3 -1.25 -1.8 -1.7 -1.6 -1.5
Potencial (V) Potencial (V)

Obr. 10: Zména vysky a tvaru pikii CA (A) a P (B) s dobou akumulace vzorku na
elektrodu
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Obr. 11: Zavislost vysky pikii CA (A) a P (B) na dobé akumulace vzorku na elektrodu

Vzorek obsahujici nukleovou kyselinu byl akumulovan pfimo na povrch pracovni elektrody.
Po urceném case jsou nenaadsorbované molekuly odmyty. Nasledné je nukleovou kyselinou
modifikovand elektroda prenesena do acetatového pufru. Na voltametrickém zaznamu byly
ziskany signaly kolem potencialu —1,35 V pro CA pik a —1,55 pro P pik.
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Obr. 12: Schéma elektrochemické detekce VAMP. Magnetické castice SPION vykazuji dobrou
interakci s DNA. Zachycend DNA je ndsledné uvolnéna a elektrochemicky identifikovdna.
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5.1.1 Voltametricka analyza nukleové kyseliny AMP

Byly pripraveny vzorky fPCR o riznych koncentracich (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 a 10 pg/ml)
ty byly voltametricky méfeny za pomoci techniky adsorpcniho prenosu pfi dobé akumulace
120 s. U pikdi CA i P s rostouci koncentraci rostl signal. Zavislost vysky signalu obou piki
byla linedrné zavisla na koncentraci fPCR ve vzorku. (Obr. 13) Signaly pika se pohybovaly
u piku CA okolo potencialu —1,35 V a u piku P —1,55 V. Bylo dosaZeno detek¢niho limitu
200 fmol v 5 pl vzorku.

A B
100' 3500.
80 | o 3000
< i < 2500]
] =
§ 60 = 2000
g Ny
75 » 1000
20
500 {
o+& - 0 —
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Koncentrace (pg/ml) Koncentrace (pg/ml)

Obr. 13: Zavislost vysky signdlii pikii CA (A) a P (B) na koncentraci PCR fragmentu VAMP

5.1.2 CPSA analyza nukleové kyseliny AMP

Provedli jsem fasu experimentalnich méfeni, abychom zjistili, jaké parametry CPSA ovliviiuji
detekci DNA. Zjistili jsme, Ze vySka piku H a to, zda pik viibec vznikne je ovlivnéno tfemi
faktory. Jsou jimi velkost proudu pouZitého pro analyzu, délka trvani analyzy a koncentrace
DNA.

5.1.2.1 Méreni vysky signalu piku H p¥i raznych velikostech proudu

Byly zméfeny rtzné koncentrace DNA pfi rozdilnych aplikovanych proudech. Byla méfena
zavislost vySky signalu na velikosti aplikovaného proudu. Byly pouZity vzorky DNA
o koncentraci 1 pg/ml p¥i case trvani analyzy 360 s pro vzorky s proudem 1,2 a3 pAa 180 s
pro vzorky méfené s proudem 4, 5, 10 a 15 pA. Zjistili jsme, Ze u riznych koncentraci DNA
jsou vhodné jiné proudy pro ziskani signalu piku H. P¥i pouZiti vysSSiho proudu jsme
prichézeli o citlivost a zejména u nizSich koncentraci DNA pik H u pfili§ vysokych proudi
viibec nevznikal. (Obr. 14) Zjistili jsme, Ze pro koncentrace <10 pg/ml DNA je idealni proud
o velikosti 10 pA. Tyto koncentrace bychom mohli ocekavat u redlnych vzorkd, proto jsem
dale méfili s proudem 10 pA.
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Obr. 14: Zmeény signdlu piku H pri riiznych aplikovanych proudech pi casech méreni 360s
(A)a 180 s (B)

5.1.2.2 Meéreni zavislosti vysky signalu piku H na dobé trvani analyzy

Druhym faktorem ovliviiujici vysledny signal byla délka trvani analyzy. PFi pfiliS kratkém
casu méreni byla zména potencialu v Case tak mala, Ze po nasledné derivaci nebyl ziskan pik.

Vytvorili jsme zavislost vySky signalu piku H na dobé trvani analyzy. (Obr. 15) Méfeni
probihala pfi 15 pA na vzorcich o koncentraci 10 pg/ml DNA. Méfeni probihala pfi dobach
trvani analyzy 120, 180, 240, 300 a 360 s. Zjistili jsme, Ze minimalni Cas pro fadné probéhnuti
reakce, tedy fadné vykresleni piku, je 180 s ¢i 240 s. Pfi prodluZovani Casu analyzy se sice
dale zvySoval signal, nicméné jsme jiZ nepozorovali Zadné zlepSeni v citlivosti, akorat
se zbytecné prodluZoval doba nutna ke zméfeni jednoho vzorku.
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Obr. 15: Zména signdlu piku H v zavislosti na case méreni pro vzorky DNA o koncentracich 5
ug/ml (A) a 10 ug/ml (B)

5.1.2.3 Méreni zavislosti vysky signalu piku H na koncentraci DNA

Tretim faktorem ovliviiujici vysledek je koncentrace DNA. Obecné plati, Ze zachovame-li pro
vSechna méfeni stejny proud a Cas, s rostouci koncentraci DNA se bude zvySovat signal
piku H. Pro pochopeni chovani signalu piku H jsme z hodnot zméfenych pfi analyze
s parametry (I = 10 pA; t = 180 s) vytvorili zavislost vysky signalu na koncentraci DNA
ve vzorku pro koncentrace 1 — 10 pg/ml DNA. Vzorky byly méfeny v prostiedi Mcllvainova
pufru (pH 5,9, 2 ml). Vznikla zavislost vysky signalu na koncentraci se jevila jako linedrni
(y=139,01x + 2085,49). (Obr. 16)
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Obr. 16: Zavislost vysky signdlu piku H na koncetraci DNA v analytu
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5.1.2.4 Shrnuti vysledkti z méreni pomoci CPSA

Zjistili jsme, Ze CPSA se ukazala byt vhodnou metodou pro prokazani pritomnosti DNA
v elektrolytu, nebot’ reakce vytvarejici pik H zacina i pti velice nizkych koncentracich DNA
v analytu (50 pmol/l). P¥i pouZiti techniky adsorp¢éniho pfenosu v kombinaci s CPSA, jsme
byli schopni dosahnout detek¢niho limitu 20 fmol v 10 pl vzorku.

5.2 Optimalizace vazby na castice

Abychom urychlili a zjednodusili detekci viru, chceme pouZit metodu pfimé detekce, tedy
takovou, kterd by nevyzadovala amplifikaci virové DNA. PouZivame supermagnetické
nanonocastice jako povrch pro zachyceni viru, respektive jeho DNA. Pro Gcely této prace,
navazujeme na Au-SPION pouze DNA, abychom ovéfili vazbu DNA na castice a naslednou
funkcénost elektrochemickych metod pro detekci. Pro tispéSnou vazbu negativné nabité DNA
na negativné nabity povrch ¢astic jsou Castice nejprve modifikovany Na* ionty z fosfatového
pufru a povrch ¢astic ma tedy vysledné kladny ndboj. Na takovyto povrch se pak snadno vazi
nukleové kyseliny ¢i protilatky, které maji zaporny naboj.”' (Obr. 17)

Zkoumali jsme uspésnost vazby pri riznych podminkach. Za ucelem urychleni modifikace
jsme zkoumali dobu nutnou pro modifikaci ¢astic. Byly sledovany riizné doby interakce (30,
60, 120, 180, 300 s) pfi relativné vysoké koncentraci 10 pg/ml. Signal DNA byl patrny jiZ pri
dobé modifikace elektrody 60 s. U¢elem nasi metody je detekce nukleové kyseliny z viru. Pro
tento ucCel je vyZadovana citlivost, fadové mensSi neZ 10 pg/ml. Proto byla metoda déle
optimalizovana pfi delSich casech interakce DNA s casticemi (5, 15, 30 a 60 min).
Maximalniho signalu nukleovych kyselin bylo dosaZeno pri 30 min. Pfi delSi dobé interakce
jiz nedochazelo k zadné dalsi vazbé DNA na Au-SPION. Na zakladé téchto pokust jsme
stanovili tento standardni operacni postup pro vazbu DNA na Au-SPION:

5 mg Au-SPION bylo promichano s 1 ml fosfatového pufru (pH 7.0, 0,2 M). Z divodu
rozruSeni agregatii byla smés umisténa na 20 minut do ultrazvukové lazné (25 °C, 45 kHz).
Homogenizované Ccastice se rozdélily do mikrozkumavek po 100 pl, tedy v kazdé
mikrozkumavce bylo 500 pg Au-SPION. Zkumavky byly umistény na neodymovy magnet
a roztok byl odpipetovan. Do kaZzdé mikrozkumavky s 500 pg nanocastic bylo ptridano 500 pl
vzorku. Za ucelem navazani DNA ze vzorki na Au-SPION naocastice byly zkumavky
umistény na 30 min do multirotatoru pri 25 °C, 50 rpm a 15 s vibra¢nim pulsem kaZdych 20 s.
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Obr. 17: Schéma vazby DNA nebo protildtek na ¢dstice modifikované kationty Na* (B) V
pripadé, Ze cdstice nebudou modifikovdny Na* kationty, DNA ani protildatky se nebudou moci
navazat (A)

5.3 Optimalizace uvolnéni DNA z castic

Abychom se zbavili nezadoucich latek, které mohou byt obsaZeny ve vzorku, je nutné Au-
SPION s navazanym virem, popiipadé DNA, promyt. Tim se ujistime, Ze ve vzorku zlistanou
pouze Castice a to, co je na nich navazano. Magnetické vlastnosti astic zasadné zjednodusSuji
promyvaci krok. Po promyti je z viru na casticich uvolnéna nukleova kyselina viru. Je-li tedy
ve vzorku nukleova kyselina, mtiZzeme s jistotou tvrdit, Ze pochazi pravé z VAMP.

Byly zkoumany podminky pro uvolnéni DNA z Castic. Zkoumali jsme rizné Casy tepelného
uvolnéni DNA pri 100 °C. Pti 300 rpm byly sledovany casy 5, 15, 30 a 60 min. Maximalni
signal nukleovych kyselin, tedy Cas za ktery se z Au-SPION uvolni vSechna DNA byl
stanoven na 15 min. Za tcelem urychleni uvolnéni byly vyzkouSeny i kratsi casy (60, 120,
180 a 300 s) pri vysSich otackach (1000 rpm). U tohot pokusu bylo maximalniho vysledku
dosaZeno pri 300 s. Signal zde byl vSak znac¢né horSiho, neZ pfi 15 min a 300 rpm. S ohledem
na zachovani citlivosti detek¢ni metody jsme proto dale pracovali s uvolnénim pti 300 rpm
a 15 min. Na zakladé téchto vysledkt byl stanoven nasledujici standardni operacni postup pro
promyti a nasledné uvolnéni DNA z Castic:

Zkumavky se umisti na magnet a odebere se tekutina. K promyvani pouzivame fosfatovy pufr
(pH 7.0, 0,2 M) 500 pl. Zkumavka se umisti na tfepacku (25 °C, 90 s, 300 rpm). Tento
promyvaci proces se opakuje celkem tfikrat. DNA je uvolnéna pomoci tepla do elu¢niho
pufru. K casticim je pridano 50 pl Mcllvainova pufru (pH 5,9) pro méfeni CPSA nebo
acetatového pufru (pH 7), kdyZ chceme vzorky méfit voltametrii. Zkumavky jsou umistény
do termomixeru. Uvolnéni probihalo po dobu 15 min pfi 100 °C a michani 350 rpm. Pfi
tepelném uvolnéni miZe dojit k rozdéleni DNA na kratsi tiseky. To ovSem nijak neovlivni
moznost tseky DNA nasledné detekovat. Roztok pufru s DNA uvolnéné z castic je pomoci
neodymového magnetu oddélen od castic a prepipetovan do novych zkumavek.
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Obr. 18: Navazani DNA na Au-SPION nanocdstice a po promyti ndsledné uvolnéni DNA
z castic

5.4 Urceni pritomnosti DNA ve vzorku

Pro ovéreni naSi detek¢ni metody je klicova citliva detekce nukleovych kyselin. Proto jsme
pro ovéreni jeho spolehlivosti a citlivosti navrhli fadu experimenta.

5.4.1 Selektivita a senzitivita CPSA analyzy gDNA

Nejprve jsme provedli experiment s gDNA. Pro ovéreni spolehlivosti rozpoznani pozitivnich
vzorkl (s obsahem DNA) od negativnich vzorkl (bez obsahu DNA). Z hodnot naméfenych
pro jednotlivé vzorky byly vytvoreny primeéry, ty byly nasledné zpracovany do ROC kiivek,
které nam ukazuji, s jakou jistotou jsme schopni odliSit pozitivni vzorky od negativnich
vzorka.

Ze zasobniho roztoku gDNA o koncentraci 100 pg/ml bylo fedénim vodou vytvoreno
20 vzorki gDNA o rtiznych koncentracich (100, 10, 1 a 0 pg/ml). Vzorkim byla pridélena
nahodna cisla. Vzorky byly méfeny pomoci CPSA prfi proudu 10 pA a dobé trvani analyzy
180 s. Elektrolyt byla smés Mcllvainova pufru (pH 5,9 1800 pl) a vzorku (200 pl). Pfidanim
vzorku k pufru byly tedy vysledné koncentrace ziedény na 10; 1; 0,1 a u pg/ml DNA.
Po kazdém mérenim byl vyménén pufr za novy a elektrody omyty roztokem ethanolu (70%)
a nasledné oplachnuty vodou. Zjistili jsme, Ze u vzorkii bez pritomnosti DNA nebyl
pozorovan Zadny signal. P¥i aplikovani proudu 10, 5 pA. V pripadé, Ze jsme aplikovali DNA
(100 pg/ml) byl ziskany signaly pfi potencialu —1,7 V prfi vSech testovanych aplikovanych
proudech. PFi koncentraci DNA 10 pg/ml se signal vyskytoval u potencialu —1,75 V u vSech
testovanych proudt. PFi koncentraci 0,1 pg/ml se pak signal pohyboval okolo potencidlu
-1,85 V.

U méfeni vzorku v nadobce jsme z namérenych hodnot byli schopni jasné rozliSit mezi
negativnimi a pozitivnimi vzorky (100%). U negativnich vzorkd nedochazelo k reakci
a vzniku piku H. U pozitivnich vzorkt se pik objevoval ve 100 %. Urceni, do jaké skupiny
vzorkli podle koncentrace (10; 1; 0,1 pg/ml) vzorek paii se na zdkladé vysky signalu
nepodafilo, nicméné skupinu vzorku bylo mozZné urcit na zakladé potencialu u kterého pik H
vznikal. (Obr. 19)
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Obr. 19: ROC kfivky ukazujici specifitu méreni na zdkladé na zdkladeé vysky signdlu piku H
(A) a na zakladé potencidalu u kterého se pik H objevuje (B).

5.4.2 Senzitivita a selektivita stanoveni gDNA a vDNA po vazbé na Au-SPION

Nasledné bylo treba ovérit, zda jsme schopni DNA detekovat i po vazbé na Au-SPION. Pokus
byl nejprve proveden na gDNA. Stejny experiment byl nasledné proveden i s vDNA. Cilem
tohoto experimentu bylo rozpoznat negativni vzorky, tedy vzorky neobsahujici Zadnou DNA
od vzorkl pozitivnich, tedy vzorkii s DNA. Z hodnot naméfenych pro jednotlivé vzorky
(n =10) byly vytvoreny primeéry, ty byly nasledné zpracovany do ROC kiivek, které nam
ukazuji, s jakou jistotou jsme schopni odliSit pozitivni vzorky od negativnich.

Bylo pripraveno celkem 10 vzorkid gDNA nebo vDNA v koncentracich (10; 1; 0,1 a 0 pg/ml
DNA). Kazdému vzorku bylo prifazeno ndhodné Cislo. Podle vySe zminénych postupti byly
pripraveny Au-SPION. Ty byly podle vySe zminéného postupu modifikovany vzorky s gDNA
a vDNA. Castice byly podle vyse zminéného postupu promyty a nasledné z nich byla DNA
uvolnéna. Vzorky byly meéfeny pomoci CPSA s pouZitim metody adsorpcniho prenosu.
Elektroda byla modifikovana kapkou vzorku o objemu 5 pl po dobu 60 s. Nasledna analyza
probihala po dobu 180 s pfi proudu 10 pA v Mcllvainové pufru (pH 5,9). Kazdy vzorek byl
méfen celkem tfikrat a pro nasledné vyhodnoceni byl pouZit priimér téchto hodnot.

Po navazani vzorkdi s gDNA na Au-SPION jsme se 100% tspésnosti byli schopni rozlisit
negativni vzorky od pozitivnich. (Obr. 20) Zména potencialu, u kterého H pik vznika
u jednotlivych skupin vzorki jiz nebyla tak patrna jako u méfeni v nadobce, bylo ale mozné
stale rozliSit vzorky s nejvyssi koncentraci (10 pg/ml), u kterych signal vznikal u potencialu
-1,7 V, od vzorki s nejmensi koncentraci (0,1 pg/ml), u kterych signal vznikal u potencialu
-1,85 V. (Obr. 21)
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Obr. 20: ROC krivky ukazujici specifitu méreni na zdakladé na zdkladeé vysky signdlu piku H
(A) a na zakladé potencialu u kterého se pik H objevuje (B) pro méreni na kureci DNA po
vazbé na Au-SPION
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Obr. 21: Zména potencidlu u kterého se H pik vyskytuje mezi jednotlivymi skupinami vzorkii
pro méreni na kureci DNA po vazbé na Au-SPION

U vzorki vDNA jsme byly schopni se 100% uspésnosti rozliSit negativni vzorky
od pozitivnich (Obr. 22), avSak rozpoznani, do jaké skupiny dany vzorek patfi jiz nebylo
mozné. (Obr. 23) Signal piku H vznikal u vSech skupin pozitivnich vzorkd u potencidlu
—1,7 V. Timto jsme dokazali, Ze jsme schopni spolehlivé rozliSit pozitivni vzorky od vzorku
negativnich, tudiZ tato ¢ast naSi metody pro detekci VAMP je zjevné spolehliv4, nebot’ jsme
dosahovali stoprocentnich vysledkd.
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Obr. 22: ROC kfivky ukazujici specifitu méreni na zdkladé na zdkladeé vysky signdlu piku H
(A) a na zdkladé potencidlu u kterého se pik H objevuje (B) pro méreni na DNA AMPV po
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Obr. 23: Zména potencidlu, u kterého se H pik vyskytuje mezi jednotlivymi skupinami vzorkii
pro méreni na DNA AMPV po vazbé na Au-SPION
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6 DISKUSE

VAMP se prirozené vyskytuje na africkém kontinentu v praseti savanovém (Phacochoerus
africanus) a to bez symptomi onemocnéni. Populace prasete savanového tak slouZi jako
rezervoar tohoto viru. Byl zaznamenan prenos VAMP na vektora, kterym je klisStak rodu
Ornithodoros.” Takto se patrné virus roz$ifil na ostatni druhy prasat. U nékterych kmend
VAMP miize u zvifat po prodélani onemocnéni vznikat pfirozend imunita,”® nicméné
vzhledem k velice vysoké letalité AMP neni tato skutecnost Fadné prozkoumana.

Mimo Afriku se AMP objevil naposledy v roce 2007 v Gruzii a od té doby se ho v Evropé
a Asii nepodarilo zcela vymytit. Na obrazku 5 miZeme vidét jednotlivé epidemie v Evropé,
pfi kterych se AMP vyskytoval zejména u prasat divokych. Diky rozsahlym
protiepidemickym opatfenim se zde vZdy povedlo dostat epidemii pod kontrolu. Oproti tomu
v Asii, zejména pak v Ciné a Vietnamu, kde se AMP vyskytl ve vétsi mife od roku 2019
se toto onemocnéni Sifi ohromnou rychlosti a zptisobuje obrovské ztraty v podobé thynu
celych chovii.!! P¥i¢inou tohoto masivniho $ifeni miiZou byt podminky snadného kontaktu
mezi zviraty v porovnani s evropskymi chovy, které pravé kvili Siteni AMP podléhaji
piisnym regulacim.” U nds se brani v Sifenim AMP Ffadou protiepidemickych opatfeni.
Ty zahrnuji dezinfekcni reZimy, zékaz vstupu nepovolanych osob do chovti, Likvidaci zvirat,
ktera se dostala do styku s nakaZenymi jedinci. To v praxi znamend, Ze v pripadé vyskytu
AMP v chovu je cely chov zlikvidovan.? Toto opatfeni je ovSem hiife proveditelné u volné
Zijicich prasat divokych, coZ mélo za nasledek masivni odlovy a likvidaci divocaki v letech
2017 a 2018.*"

Rychlé a jednoznacnd identifikace nakaZenych zvitat je v soucasnosti jednou z mala mozZnosti
v boji s AMP. VAMP je také hledan v potravinach, nebot’ ty mohou ukazovat na nakazené
chovy a v pripadé, Ze se dostanou do potravy zvirat, mohou byt také zdrojem zavleCeni
infekce a vznik novych ohnisek nékazy."

V soucasnosti je nejpouzivané€jSi detekce pomoci PCR a rPCR, ta ovSem vyZaduje odbér
spravného vzorku, nasledné izolaci a amplifikaci nukleovych kyselin, coZz je casové
a technicky naroc¢ny proces. Proto je potfeba hledat nové, rychlejsi a jednodussi detekcni
metody."®"!

Pro detekci VAMP existuji i jiné elektrochemické metody, které vyuZivaji zmény vlastnosti
kfemenného krystalu, v pfipadé pritomnosti virovych proteind. Tyto metody osahuji fadové
stejnych detekcnich limitd,*3" jsou nicméné zaloZeny na elektrochemickych vlastnostech
proteinti obsaZenych na obalu viru. Metody detekce na zakladé prokazani pfitomnosti DNA
nicméné byvaji obecné spolehlivéjsi. Tyto metody navic vidy vyZaduji dobfe vybavené
laboratorni zazemi a Casové nejsou rychlejsi nez detekce pomoci PCR testli. Oproti tomu nase

metoda ma potencidl pfi dalSim vyvoji fungovat i v terénu.

V této praci jsem se zabyval elektrochemickou detekci, ktera by mohla prinést zjednoduSeni
detekCnich metod. Virovou nukleovou kyselinu zde analyzujeme pfimo, bez nutnosti
amplifikace. K tomu jsme vyuZivali metody identifikace nukleové kyseliny voltametrii
a CPSA. Autori Palecek, Fojta a dalsi pri voltametrické analyze DNA pozorovali signal pri
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potenciadlu -1,3 V, ktery je zptsobeny redukci cytosinu a adeninu. Déle Fojta pozoroval
katalyticky signal P pfi potencialu —1,5 V. VSechny tyto signaly bylo moZné potvrdit jak na
gDNA, PCR tak vDNA. Pro zvyseni citlivosti detekce DNA by mohla byt vhodna CPSA
pro méfeni katalytického vylucovéani vodiku ze zdkladniho elektrolytu."* Typicky signal
DNA (pik H) vznika kolem potencialu —1,75 V. Oproti tomu naSe metoda ma potencial pri
dalSim vyvoji byt pouZitelna i v terénu.
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7 ZAVER

Podarilo se ovérit schopnost zachyceni DNA na Au-SPION. Vytvoreny komplex umoznil
procisténi vzorku od neZadoucich latek a nasledné analyzovat zachycenou DNA. Pri pouZiti
metody adsorpcniho prenosu (akumulace kapky o objemu 5 pl na elektrodu po dobu 60 s)
v kombinaci s méfenim CPSA (proud pouZity pri analyze byl 10 pA a doba trvani analyzy
180 s) jsem dosahli nizkého detekcéniho limitu DNA (20 fmol v 5 pl).

Prokazali jsme uZiteCnost elektrochemickych metod pro detekci nukleovych kyselin. Zejména
pak chronopotenciometricka analyza se ukazala jako velice citliva diky vzniku katalytické
reakci (pik H). Dalsi rozvoj této metody by mohl ptinést zvySeni citlivosti a rychlosti detekce
VAMP.

Dalsi praci v této oblasti by mohla vniknout spolehlivda metoda pro detekci VAMP, ktera by
nevyzZadovala amplifikaci nukleovych kyselin. Metoda by mohla byt provadéna s htie
vybavenym a eventualné i Zadnym laboratornim zazemim. Jen tim, Ze neni potfeba
amplifikace nukleové kyseliny, se doba potfebna pro detekci virové DNA vyrazné zkrati.
KdyZ by se nam povedlo optimalizovat naSi metodu tak, aby mohla byt provedena na 3D
tiSténém Cipu Cas detekce by se jesté zkratil.

Slibné vysledky této prace vybizeji k dalSimu rozvoji zde popsané metody. Nabizi se vyzkum
a optimalizace vazby VAMP na protilatku na Au-SPION, coZ by nas o dalsi krok pribliZilo
k zavedeni selektivnéjsi detekcni metody tohoto viru. Tim bychom prispéli v boji s Sifenim
ndkazy AMP, nebot’ v Casna detekce je v zamezeni Sifeni nemoci.
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