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ABSTRACT

The aim of this study was designed hybridizatiosagsconsisting of probe modified magnetic
particles (MPs) and specific oligonucleotide labeby quantum dots (QDs), and their application
in the detection of avian influenza virus (H5N1ypectively influenza derived oligonucleotide
(ODN). There were two basic steps used in the ag$ajsolation of specific oligonucleotide
(target) by anti-sense bounded MPs and (ii) tadgétction by QDs marker. It was optimized the
efficiency of hybridization temperatures betweeti aanses and target influenza oligonucleotide.
QDs labeled target was detected by electrocheraicalysis. Our results show that MPs based
automatic isolation together with electrochemiagtedtion is available tool for influenza detection.
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uvoD

Chripka je infekkni onemoc#ni zpisobené RNA viry Zeledi Orthomyxoviridae. Gipkové viry
zpasobuji akutni infeéni onemocwni hornich cest dychacich (Osterholm a Henders6i?2,2
Peiris, a kol., 2012) ai$ise kapénkovou infekci v sezénnich epidemiich.cifak proti clipce
existuje, ale nechranickovaného jedince po cely Zivot, j&idnd pouze jeden rok a to diky
mutainim znménam, které zrni strukturu viru Bhem jednoho roku tak, Ze pouziti stejné vakciny i
néasledujici rok by bylo nginné (Feng, a kol., 2011, Ghendon, 1994)tigtové viry (respektive
jejich povrchové antigeny) velmi snadno podléhajianim zménam prostednictvim antigenniho
driftu a shiftu. Diky ¢&mto znménam niize snadno dojit k vyt¥eni nového dhipkového subtypu
jako v pipact varianty HSN1 (HPAI - highly pathogenic avian indhza). Extrémhnakazliva a
nebezpé&na onemockni, mezi které HPAI bezpochyby piatvyzaduji neustaly vyvoj rychlejsich a
spolehlivjSich metod detekce (Fouchier, a kol., 2012, Kadaeol., 2010, Peiris, a kol., 2012).

Pro izolaci cilové DNA jsokasto vyuzivany hybridizai testy (zaloZzené na hybridizaci sonda +
cilova molekula DNA), které pro izolaci DNA pouzjivaondou modifikované magnetickéstice
(MPs) (Elghanian, a kol., 1997, Katz a Willner, 2DOMPs jsou povazované za vhodny nastroj pro
izolaci cilové DNA (Ahmed, a kol., 1992, Ossendaapkol., 1989, Xu, a kol., 2003). Vyhodou
magnetické izolace je moznost modifikovat povrchsMitim snizit adsobrci interferujicich latek z
matrice vzorku (Drbohlavova, a kol., 2009, Hsingoh, 2007).

Pro detekci DNA setasto vyuziva vazby dvou afinitnich latek, hapbiotin-avidin, protein
(substrat)-enzyme, antigen-protilatka. DalSi mo#indstekce je pouziti fluoresasm znaky nebo
jinych opticky aktivnich latek jako jsou kvantow&ky (QDs) (Hicks, 1984, Lim, a kol., 2009).
QDs jsou stal&astji vyuzivany jako fluorescemi znaky k detekci cilovych molekul a to diky
svym unikatnim optickym vlastnostem a Sirokému $pelpouziti (Agrawal, a kol., 2007,
Bakalova, a kol., 2005, Peterson, a kol., 2001,diya, a kol., 2011, Steel, a kol., 2000). Pro nasi
aplikaci nebyly dlezité optické vlastnosti QDs, ale elektroaktivifajich kovové casti.
Elektroaktivitu nevykazuji pouze kovy, ale ¢které latky biologického jvodu , mezi tyto latky
pati i DNA. K detekci cilové molekuly (QDs zteného clipkového oligonukleotidu) byla
vybrana elektrochemicka analyza. Byly pouZity dwltametrické metody. Pro stanoveni kovové
¢asti QDs byla vybrana metoda dife¢ahpulsni voltametrie (DPV) (Bruland, 1992, Maninan, a
kol., 2004). Pro stanoveni igpkového oligonukleotidu byla vybrana metoda sqavave
voltametrie (SWV).

Detekce DNA je dlezitou sodasti diagnostiky virovych, bakterialnich a genetickizanych
onemocgni (Wang, a kol., 2003). V seasné dob je pra¥ elektrochemie povazovana za jednu z
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nejcitlivéjSich metod pro detekci nukleovych kyseliniin®a detekce DNA je mnohem mén
efektivrgjSi nez detekce DNA ziané pomoci QDs (Drbohlavova, a kol., 2009). Wjuzit
elektrochemického ziani pro citliwjSi detekci otevird nové moznosti pro diagnostikiAba pro
bioanalyzu obeah(Wang, a kol., 2003).

Cilem naSi studie byla izolace a detekce SHemého specicfického tipkového oligonukleotidu
pomoci CdS kvantovychdek.

MATERIAL A METODIKA
1. Pfiprava CdS kvantovych ek

Chemikalie a oligonukleotidy, které jsou popsanystedii byly objednany od firmy Sigma —
Aldrich (St.Louis, USA). CdS QDs bylyfipraveny podle modifikované metody (Li, a kol., Zp0
Dusicnan kademnaty Cd(N - 4H0O (0.03085 g, 0.1 mM) byl rozpuétv ACS voa (25 ml). 3-
merkaptopropionova kyselina (35 pl, 0,4 mM) bylastalého michani postuprptidavana do
roztoku. Poté bylo pH upraveno na 9.11 pomoci 1M; NH5 ml). Sulfid sodny N& - 9HO
(0,02402 g, 0,1 mM) byl rozpust ve 23 ml ACS vody a potom bytifgvan do prvniho roztoku za
stalého michani. Ziskaly jsme Zluty roztok CdS Qidsry byl skladovan v temnutigeplot 4 °C.

2. Priprava CdS zné&eného clfipkového oligonukleotidu (ODN-SH-Cd)

ODN-SH H5N1 5-Th CTTCTTCTCTCTCCTTGAGG -3°(100 PO pg/ml) byl smichan s
roztokem CdS QDs (100 pl). $mobou roztok byla michana po dobu 24 ki pokojové teplat
(Vortex Genie2 (Scientific Industries, USA)). Naih byl roztok dialyzovan proti 2000 ml miliQ
vody (24 h, 4 °C) na membranovém filtru Milliporeéd®5 pm VSWP. Bhem dialyzy byl roztok
ziredin na objem 800 pl.i&diny roztok byl nasledhzakoncentrovan na 500 pl finalniho objemu s
vyuzitim odstedivého filtr&niho zaizeni Amicon Ultra 3k (Millipore). Nakonec byl vzak
centrifugovan (5417R (Eppendorféidecko)) s nasledujicimi podminkami 15 min, 4500 ,rpm
15°C.

3. Automatické izolace ODN-SH-Cd

Pro izolaci clipkového oligonukleotidu byla pouzita automatickfgtovaci stanice EP motion
5075 (Eppendorf, Bmecko) s originalnim vybavenim.

V izolagnim procesu byly pouZity tyto pufry: fosfatovy pufr0,1 M NaCl + 0,05 M NgHPQ, +
0,05 M NaHPQ;; fosfatovy pufr Il: 0,2 M NaCl + 0,1 M N&IPQ, + 0,1 M NaHPQ;; hybridizani
roztok: 100 mM NgHPQ, + 100 mM NaHPQ,, 0,5 M NaCl, 0.6 M Guanidium thiocyanat, 0,15 M
Trizma. pH tohoto roztoku bylo upravené pomoci H&hodnotu 7,5.

Postup izolace byl néasledujici: 10 pl magnetickyéstic Dynabeads Oligo € (Invitrogen,
Norsko) bylo napipetovano do jamek v mikrod&sti (PCR 96, Eppendorf,dwhecko). Destika
byla prenesena na magnet a byl odpipetovan uchovavacikraatastic. Poté bylyastice tikrat

promyty 20 pl fosfatového pufru I. Po promyéistic nasledovala prvni hybridizace. 10 pl poly A
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modifikovaného anti sense H5N1 oligonucleotidu gul@ybridiza&niho pufru bylo napipetovano

do jamek v destce a smis byla inkubovana (15 min, 25 °C, pipetovani). Hdslalo trojité
promyti 20 pl fosfatovym pufrem | a potom druha tigizace: 10 pl kadmiem zdeného H5N1
oligonukleotidu a 10 pl hybridizaiho pufru bylo pidano do jamek a s#s byla opt inkubovana
(15 min, 25 °C, pipetting), nasledovalo trojnasbbpromyti 20 pl fosfatového pufru I. V
poslednim kroku bylo do jamekigano 30 pl elaniho roztoku (fosfatovy pufr Il) a sfs byla
inkubovana (5 min, 85 °C)Po eleuci (uvoléni cilové molekuly od magnetickyctastic) byla
desttka prenesena na magnet a&@luprodukt z kazdé jamky byk@nesen do nové jamky. Tento
postup byl navrzen v souladu s nasSidgdqrhozimi publikacen{iAdam, a kol., 2010, Huska, a kol.,
2009, Janicek, a kol., 2010).

4. Metody pro detekci CA a Cd piku (ODN-SH-Cd)

VSechna n¥eni byla provedena v elektrochemické cele ve standia ¥ielektrodovém zapojeni.
Jako pracovni elektroda byla pouzitatdva (HMDE) elektroda, jako refer&mi argentchloridova
(Ag/AQCI/3M KCI) elektroda a jako pomocna uhlikoeektroda. Mieni probihalo v prostdi
acetatového pufru (0,2 M GHOOH + 0,2 M CHCOONa (pH 5.0)) aip teplott 25 °C. Red
kazdym ngienim byly vzorky probublany pomoci argonu (99.9920 s). K elektrochemické
detekci byla pouzita néasledujici izzeni: 663 VA Stand, 800 Dosino, 846 Dosing Intezfa
(Metrohm, Svycarsko) a vysledky byly zpracovany peirsoftwaru GPES.

K detekci CA piku byla pouzita metoda square wawedtammetrie (SWV) s nésledujicimi
parametry: pdateini potencial 0 V; koncovy potencial -1,85 V; frekee 10 Hz; potencialovy
krok 0,005 V; amplituda 0,025 V.

Pro elektrochemickou detekci Cd piku byla pouZiigerdnini pulzni voltammetrie (DPV).
Parametry detekce byly nasledujici:¢gmni potencial -0,9 V; koncovy potencial -0,45 V;
depozéni potencial -0,9 V; délka depozice 240 s; equalibf ¢as 5 s; modulmi ¢as 0,06 ¢asovy
interval 0,2 s; potencialovy krok 0,002 V; modiiaamplituda 0,025.

VYSLEDKY A DISKUZE

Byla navrzena a popséna metoda zaloZzend na izeladetekci specifické DNA zdaené
kvantovymi tékami (CdS). K izolaci DNA byly pouZzity magnetickéstice, jejichz povrch byl
modifikovan sondou (anti sendettzec). Tato metoda byla aplikovana pro izolaci aeklgt
subtypu ptai chiipky (H5N1 chipkového oligonukleotidu). Hybridizai komplex se skladal ze
Syt kroku: (i) vazba poly T modifikovanych MPs s poly A mfikbvanou sondou (anti-sesnse
oligonukleotid), vazba mezi MPs a sodnou byla vigwna diky komplementaditT a A bazi, (ii)
CdS QDs zn&eni cilového oligonukleotidu, (iii) zachyceni CdSwa®ného clipkového
oligonukleotidu, a (iiii) elektrochemické detekoaviovécasti QDs pomoci DPV a elektrochemicka
detekce chipkového ologonukleotidu (Obr. 1).
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Priprava CdS kvantovych dek (Cd QDs) byla prvnim krokem experimentatidisti. DalSim
krokem bylo ozn&eni chipkového oligonukleotidu pomoci QDs (CdS). Posledkirokem byla
plné automatizovand metoda izolace spojena s elekmoickeu detekci dhipkového
oligonukleotidu (ODN-SH-Cd).

Obrazek¢.1: Schéma izolace a detekce H5N1 oligonukleot@DN-SH-CdS). A — vazba Anti
H5NZetezce (sonda) na magnetickdéstice diky A-T komplementatiB + C — vazba ODN-SH-Cd
na magnetickéastice na které byl navazan Anti H5SN1, D — elektemoicka detekce ODN a Cd.

A

?,

TTTTTTT
AAAAAAA

Anti HSN1

SI1

A a e Vavavava v SH

o
Qo

Flektrachemickd detekee CA pikua Cd piki ODN-SH-CS

Pro detekci ODN-SH-Cd byla vybrana elektrochemiekélyza. Pro studium tohoto komplexu
byly pouzity d¥ voltametrické metody. Pro kadmium (Cd pik) bylaupita diferegni pulzni
voltametrie (DPV) a pro detekci oligonukleotidu ageiwave voltametrie (SWV). Pro ®metody
byl optimalizovantas akumulace (CA pik 120s, Cd pik 30@3pazeks.2). Nasledovalo stanoveni
limitu detekce pro CA pik (0.0019 pg/ml ODN-SH-C@brazek.3) a Cd pik (0.0157 pg/ml
ODN-SH-Cd) Obrazek.4).
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Obrazek:.2: Cast A: Optimalizacéasu akumulace (s) pro CA pik ODN-SHl § ODN-SH-Cd €).
Céast B: Optimalizaceasu akumulace (s) pro Cd pik ODN-SH-@}J koncentrace obou ODN byla
2ug/ml. Pro detekci CA piku byla pouZita metoda SYd detekci Cd piku DPVCast C:

Porovnani realnych voltamogran©DN-SH ¢) a ODN-SH-Cd~).
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Obrazeke.3: Limit detekce pro CA pikeY ODN-SH a ¢) ODN-SH-Cd. Pdatecni koncentrace
obou ODN byla 2ug/ml.
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Obrazeke.4: Limit detekce pro Cd pikkYODN-SH-Cd. Péateni koncentrace ODN byla 2pg/ml.
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Electrochemické charakterizace oligonukleotidu (G8MN) a zn&eného oligonukleotidu (ODN-
SH-Cd) (Obrazek ¢.2, Cast C) prokazala zréné rozdily mezi voltamogramy. Na ODN-SH
voltamogramu rizeme pozorovat jen jeden pik - CA pik (potenci&l348 + 0.002 V). Na ODN-
SH-Cd voltamogramu fizeme pozorovat dva piky. Prvni pik odpovida kad{@u pik - potencial:
-0.58 + 0.005 V) a druhy, odpovidajici nukleové édyrss - CA pik (potencial: -1.362 + 0.002 V).
Byl pozorovan rozdil mezi CA pikem zteného i nezngného oligonukleotidu. ODN bez QDs
vykazuje ¥tSi a uzsi CA pik, nez je tomu u 2eaého ODN. Také pozice CA piku se liSila (QDs
znateny ODN: -1.362V, nezitany ODN: -1.348 V) (Obrazek ¢.3). Jediny rozdil mezi
oligonukleotidy spdival ve vazly CdS na 5° SH zany konec ODN. Z toho vyplyva, ze &na
signalu CA piku musi byt Zisobena vazbou CdS, ale tento jev zatim neni zgsl&tlen.

Hybridizasni proces je ovliven fadou podminek, jako teplot&as, michani, pH a slozeni
hybridizatniho pufru. NaSim cilem byla optimalizace teplotybfidizacni reakce. Hybridizai
reakce byla celkenityfikrat opakovéana a tofptéchto teplotach: 15 °C; 20 °C; 25 °C and 30 °C
(Obrazek¢. 5). Jako nejefektivgjSi byla vybrana teplota 25 °C. Tato teplota bylaoimem
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efektivrgjsi, nez teplota 30 °C, a to #wbdu toho, Ze teplota tani £ chiipkového oligonukleotidu
byla 28°C.

Obrazek¢.5: Cast A: Detekce mnozstvi ODN-SH-Cd molekul (*)0mko funkce péateni
koncentrace ODN-SH-Cd (ug/mbjgul hybridizaci vztazené k CA pikiast B: MnoZstvi ODN-SH-
Cd molekul (*10¥) jako funkce koncentrace ODN-SH-Cd (ug/ml) vztdZe@d piku.
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Sledovanym parametrem a indikatorem této optimedizayly vySka CA a Cd piku. Se stoupajici
teplotou (do 25 °C) rostegiinnost hybridizace cilové molekuly (ODN-SH-Cd) &yfomu i vySka
CA a Cd piku. i citlivost na teplotni zémy bthem hybridizace vykazuje detekované kadmium
z QDs znaky nez samotny oligonukleotid. Z&eni cilovych molekul pomoci kvantovychiék ve
spojeni s izolaci pomoci MPgauistavuje unikatni a citlivy analyticky nastroj.

ZAVER

Byla navrzena a optimalizovdna metoda pro izolagidrkiem zn&ného clipkového
oligonukleotidu s vyuzitim automatické pipetovatarsce. Byl pozorovan dinek hybridiza&ni
teploty (druh& hybridizace) na vySku detekovanéAcaGCd piku. S rostouci teplotou se zvySovala
kinnost hybridizace a tim i vySka CA a Cd piku. dvySek obou pikbyl pozorovan pouze do
teploty tani hybridizovaného oligonukleotidu, jefjiddnota byla v naSentipads 28°C. Navrzeny a

optimalizovany postup, zaloZeny na izolaci sondadlifikovanych MPs, by mohl byt pouzit jako
miniaturizovany elektroanalyticky nastroj pro ryahldetekci cilového oligonukleotidu.
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