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ABSTRACT

The prion protein (PrP) is involved in neurodegatien via its conversion from the normal
cellular form, PrPC, to the infectious form, PrP®bjch is the causative agent of the transmissible
spongiform encephalopathies (TSES) including CfeldtzJakob disease (CJD). In spite of great
effort in this field, diagnostics of prion protetaused diseases represents a sort of challenthes In
study, we aimed our attention on studying of prwotein interaction with CdTe quantum dots
(QDs) by voltammetry as a new and extremely semsitool for sensing of these proteins.
Primarily, we characterized fluorescent and elettemnical properties of QDs. Further,
electrochemical study of their interactions wagiedrout to find the most suitable conditions for
sensitive detection of prion proteins. Detectianiti(3 S/N) was estimated as 1 fg in 5 pl. This
makes labelling of proteins with QDs of great intpace due to easy applicability and possibility
to use in miniaturized devices, which can be usesitu. In addition, we also tested stability of the
dotsin vitro andin vivo using our ultrasensitive and optimized electrodkeaiimethod.
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uvoD

Infekeni prionovy ozna&ovany jako Prf je poznénénou formou pirozert se vyskytujiciho prionu
(PrP), ktery se vyskytuje v saich buikach. InfeRnost tohoto proteinu je dana konforina
zmeénou jeho struktury a—helixu u Pr® na konformacp—skladaného listu PFP Vysledkem této
zmeny je mimdéadna odolnost Wi riznym fyzikalnim vlivim, vysoké odolnost proti enzymm
Stépicim protein a schopnost navazovat se na zdrawngyfprionovych proteift a konvertovat je
infekeni formu. Patofyziologické funkce PiPa jejich role v procesech vedouci k degeneraci
mozku u pacierit trpicich genosnymi spongiformnimi encefalopatiemi dosud neloigstaténé
objasgny (Damberger, a kol., 2011, Schreuder, a kol.,619%ezi nejvyznamsi prionové
onemocgni pati Creutzfeldt—-Jacobova nemoc (CJD), Gerstmann—&tier+Scheinker syndrom
a kuru u lidi stejs jako scrapie u ovci a bovinni spongiformni enagfatie u krav (nemoc
Silenych krav). VSechny tyto nevyléelné nemoci jsou Zpsobeny nevratnymi zémami

v mozkové tkani s naslednou tvorbou amyloidnickipl@rusiner, 2012).

Obtiznost diagnostikyéthto onemocEni vyplyva v prvnitad® z dlouhé inkub&ni doby, tedy
obdobi, kdy nejsou patrné Zadn&zpaky, ktera mize trvat od wBkolika mesiai az po cela
desetileti. Ke klinickym fiznakim TSE, které se ovSem objevuji v pakilych stadiich
onemocgni, pati demence a ztrata pohybu a koordinace. Neuropatsi® vySeteni obvykle
odhali hluboké astrocytické gliosy a spongiformméay, které byvaji skdy doprovazené vznikem
amyloidnich plak. Na rozdil od jinych infesnich onemocni zpisobenych viry nebo bakteriemi
je obtizné prionové onemosm diagnostikovat pomoci konvémich metod, jako jsou PCR,
sérologie nebo testy b&tnych kultur. Laboratorni diagnostika TSE je dalemidikovana
nerovnondrnym rozdtlenim pivodai TSE v €lnich tkanich, kdy nejvyssi koncentrace se nachazi
v tkanich nervového systému a velmi nizké koncestrge snadnoifstupnych &linich tekutinach,
jako jsou krev nebo néo(Bannach, a kol., 2012, Dagdanova, a kol., 20Bfihnové onemoami
jsou obvykle diagnostikovany klinicky a néaslédpotvrzeny histopatologickym vygehim
mozkové tkan provadnym post-mortem. Jediny spolehlivy molekularni nearlpro prionové
onemockini je pitomnost abnormalni formy PP patologicky konforméng pozneénené, kteréa
se hromadi v centralnim nervovém systému a v meitéii v lymforetikularni tkani. V fipadech
BSE je k dispozici &kolik komegnich diagnostickych souprav, které jsou zalozeny
na imunochemické detekciiippmnosti Pr v mozkové tkani post-mortem. V smsné dob
neexistuje zadny diagnosticky test pro rychlou aledgivou detekci prionovych chorob u zaf
nebo lidi zé&nich tekutin. Nové diagnostické techniky zZemé na zvySeni citlivosti
a specifénosti PrB° detekce a na identifikaci novych nahradnich uletigsou nyni intenzivéi
vyvijeny (Kubler, a kol., 2003, Sobrova, a kol.,120 Sobrova, a kol., 2012). Jednim ze3sm
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souwasného vyzkumu je dalSi zvySovani citlivosti dosledtupnych tedtnatolik, abychom byli

schopni stanovovat i nepatrna mnozstvi prionu gkser vyskytuji vainich tekutinach. DalSi cestou
je nalézt zjisob, jak vyhledat a identifikovat molekuly, kter abjevi v krvi ve chvili, kdy dojde
k infekci. Nejedna se tedy jen o detekci samotngdbni, ale i fyziologickych znamek jejich
piitomnosti v organizmu (Foster, 2000). Z pohledwtate koncentrace pozmenych prionovych
proteini v télnich tekutindch je velmi nizka, je¢ba hledat zfisoby, jak zvysit citlivost jejich
stanoveni. V poslednich letech se ukazuje, @Ené& zpisoby zn&eni biomolekul pomoci
fluorescegnich &i jinych znaek, je velmi vyhodné pro detekci biomolekul s maihcsnizit
detekni limity o nekolik radi. Kvantové teéky, polovodtové materidly o velikosti jednotek az
desitek nanomelr predstavuji jednu skupingdhto zn&ek. Proto jsme se v naSi préaci zdifnna
moznosti zn&ni prionovych protein pomoci kvantovych tek a néaslednou detekci tohoto
komplexu nejen fluorescénimi metodami, ale igdevsim elektrochemickymi, protoze kvantové
tecky obsahuji #zké kovy, které je mozné velmi citivdetekovat pomoci elektrochemickych

metod.

MATERIAL A METODIKA
Chemikalie

Prionovy protein a dalSi pouzité chemikalie bylkaapeny od Sigma Aldrich (St. Louis, USA).
K piipraw pufri a standardnich roztékprioni byla pouzita voda ACS8istoty od Sigma Aldrich.
Pri piipraw pufri byly pH hodnoty nifeny pomoci fistroje WTW inoLab Level 3 (Weilheim,
Némecko),iizeného péitatem se softwarem (MultiLab Pilot, Weilheimgidecko).

Priprava kvantovych tetek

Pro syntézu kvantovychdek bylo pouZito: 2 ml CdGI(0,04 mol.t) a naedtno do 42 ml. Déle
byl pridan trisodium citrat dihydrat (100 mg), Na&O; (0.01 M, 4 ml), MPA (119 mg) a NaBH
(50 mg). Molamni porer C'MPA/Te byl 1:7:0.25. Roztok byl v uziné skletné reakni
nadobce umish do mikrovinného reaktoru. Parametry syntézy by80 °C, 800 W a 20 minut. Po
dokoreni byly vzorky ochlazeny na 50 °C a déstny pii 25000 RCF po dobug minut.

Elektrochemické mgreni

Vzorky byly analyzovany naffstroji AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemi) vedeni
s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko) v klasickétfielektrodovém usgédani. Pracovni
elektrodou byla visici ritova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0.4 ’mrefererni
elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCI a pomocnou grafitogkektroda.

Adsorptivni p¥enosové technika (AdTS)

Adsorptivni fenosova technika je metoddi piZ je stanovovana latka na pracovni visicfotou
kapkovou elektrodu danou dobu akumulovéna z kapiorkw, poté je febytek vzorku omyt
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a zah4jeno &feni pomoci vybrané elektrochemické techniky v kla&in tielektrodovém zapojeni

(Adam, a kol., 2005). Diky této technice je umaia elektrochemicka analyza z velmi malého
objemu vzorku (3 aZz 10 pl).

Diferenéni pulzni voltametrie (DPV)

Mnozstvi prionovych protein jsme zji¥ovali pomoci DPV. Zakladni elektrolyt byl: 0.5 M
fosfatovy pufr o pH Skale od 5.59 do 8.04, boratpu§r v pH rozgti od 7.09 do 9.11 a acetatovy
pufr o pH Skéle od 3.8 do 5.6. AdTS DPV paramednujnasledujici: g@tesni potencial -0,2 V,
kone&ny potencial-0.8 V, modulovactas 0,057 s,casovy interval 0,2 s, krok potencialu
1,05 mV/s, modukni amplituda 250 mV, fs = 0 V. VeSkeré experimenty byly provny pii
laboratorni teplat (22—24 °C). Standardy pridnbyly pied vlastnim rienim probublavany
argonem (99,999%) po dobu 120 s.

VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci jsme se zaffili na studovani proteily coz jsou biomolekuly ifrozere se vyskytujici

v zivegisnych butkach. Pro tyto &ely jsme vyuzili QD, které maji diky merkaptopropavé
kyselint na svém povrchu vysokou afinituidi proteimim. Smichali jsme prionové proteiny
v porreru 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:7, 1:8, 4:9:10 a nechali interagovat 24 hodin veé tm
pii 35 °C. Tato sms byla nasledhanalyzovana za pomoci adsorptivigmosové techniky (AdTs)
ve spojeni s diferémi pulzni voltametrii. B konstatni koncetraci prionovych protéia zvySujici
se koncentraci kvantovychéek nam voltamogram poskytoval 3 piky (obr. 1Aji BvySovani
koncentrace QD dochéazelo k fistu vSech pik a za&atku tvorby piku 4. Z vysledkje Zejmé, ze
piky 1, 3, 4 jsou fimo Un¥rné koncentraci, coz jeutkzita charakteristika pro posuzovéani
koncentrace prionovych protéin(obr. 1B). Bi posuzovani komplexu QD-prion z pohledu
konstantni koncentrace QD a zvySujici se konceatpamnového proteinu jergmé, Ze u vSech
koncentraci jsou znatelné pouze 3 piky (Pik 1,)2P& 4 se jiz nevyskytuje (obr. 1B). Pik 1 a 3
rostou lineard s rostouci koncentraci prionu, coZz dokazuje zésisha koncentraci prionového
proteinu (obr. 1D). Pik 2 se snizuje s rostoucidenrtiraci prionu. Z vySky pikjasre vyplyva, ze
Pik 1 je nejcitli¥jSi pro posuzovani koncentrace komplexu QD-priantdjsme se za#ili svou
pozornost najit deteki limit. Deteleni limit byl dle kalibr&ni zavislosti, ktera byla &iena

v rozpiti od 1-1¢ do 4 ug/ml (75 fg/5 pl do 20 ng/ul). Ziskana zkbgs byla logaritmicka, coz
mize byt zgsobeno ftomnosti dalSich elektroaktivnictastic. Striktg linearni ¢asti byla
nalezena v intervalu od 0,05 ng/ml do 4 ng/ml. Metekce (3 S/N) byla stanovena 1 fg v 5 ul.
Zn&eni proteii za pomoci QD méa velky vyznam z hlediska snadné&ifelnosti a moznost
vyuziti v miniaturnich zézenich.
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Obr. 1 Zavislost signalu na koncentraci komplexu-g¥on. A) pi konstantni koncentraci prionu
a vzustajici koncentraci QD B) /p konstantni koncentraci QD a zvySujici se koneemtr
prionového proteinu. C, D) zavislosti jednotlivymkuna vySce signalu.
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ZAVER

QD, miniaturni, sétlo emitujici krystalky se jevi jako slibna fluocestni znaka pro bugné

a biomolekularni zngeni. Ve srovnani s organickymi barvivy a fluoresnéni proteiny, maji
QD unikatni optické a elektronické. V této praangs zjistili, ze kvantové t&y maji rovréz
vyborné elektrochemické vlastnosti, diky nimz moliga pouzity jako excelentni elektroaktivni
znatka pro stanoveni prionovych protéinKkomplex QD-protein je vysoce stabilni aibe byt
kvantifikovan ve velmi malych objemech. Tento objewZe otev¥it nové moznosti stanoveni
téchto proteiri a to nejen u zZivdSnych tkani, ale i rezidua na chirurgickych n§gttoa dalSich
typech takto potenciéirkontaminovanych materiél
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