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ABSTRAKT

Teoretickd cast’” diplomovej prace bola zamerand na magnetické nosice zlozené
z magnetického jadra pokrytého polymérnou vrstvou, vyuzivané prevazne v medicinskych,
molekularno-biologickych a biochemickych aplikaciach. Enkapsulacia jadra je pre uvedené
aplikacie podstatnd z dovodu =znizenia neSpecifickej adsorbcie proteinov, zvysenia
biokompatiblity a moznej funkcionalizacie magnetickych nosicov.

V experimentélnej Casti prace bola amplifikovand DNA (E.coli) pomocou polymerazove;j
ret'azovej reakcie v realnom ¢ase (PCR v redlnom case) v pritomnosti magnetickych nosic¢ov
pokrytych kopolymérom polyhydroxymetakryldtom-glycidylmetakryldtom (P(HEMA-co-
GMA)) s obsahom alebo bez obsahu karboxylovych funkénych skupin. Inhibi¢ny efekt
magnetickych nosi¢ov rdéznej koncentracie v PCR zmesi bol vyhodnocovany z hodnot
parametrov kalibraénych priamok ziskanych regresnou analyzou. Pritomnost Specifického
produktu PCR bola overovana agar6zovou gélovou elektroforézou. Viacsina magnetickych
nosicov bez obsahu karboxylovych skupin zhéasala fluorescenciu v rozsahu koncentracii 2,0 —
4,0 pgul’ vPCR zmesi, inhibicia amplifikicie DNA sa nepreukizala asi teda
biokompatibilné. Magnetické nosice s obsahom karboxylovych skupin zhasali fluorescenciu
uZ pri niz§ich koncentraciach, v rozsahu 0,4 — 4,0 pg.ul”" v PCR zmesi. Bola preukdzana ich
inhibicia amplifikacie v rozsahu koncentracii 2,0 — 4,0 ug.ul”' v PCR zmesi, od koncentracie
0,8 pg.ul™ v PCR zmesi inhibicia nenastala a nosiGe s biokompatibilné. Vysledky nezaviseli
od charakteristickych vlastnosti magnetickych nosicov ale od pritomnosti karboxylovych
skupin na povrchu nosica a stupna pokrytia magnetického jadra polymérom. PCR v redlnom
Case sa preukdzala ako ucinny nastroj pre Stidium enkapsuldcie magnetického jadra a vplyvu
funkénych skupin na povrchu polymérnej vrstvy.

KEUCOVE SLOVA

magnetické nosice, PCR v redlnom Case, izolacia DNA, pokrytie magnetického jadra



ABSTRACT

The theoretical part of the diploma thesis was focused on core-shell type magnetic carriers,
used mainly in medical, molecular-biological and biochemical applications. Encapsulation of
the core is essential for these applications due to the decrease od non-specific protein
adsorbtion, increase of biocompatibility and the possible functionalization of magnetic
carriers.

In the experimental part, the DNA (E. coli) was amplified by real-time PCR in the presence of
poly(hydroxymethacrylate-co-glycidylmethacrylate) (P(HEMA-co-GMA)) magnetic carriers
with/without carboxyl groups. The inhibitory effect of different concentrations of magnetic
carriers in the PCR mixture was evaluated from the calibration curve parameter values
obtained by regression analysis. The presence of a specific PCR product was verified by
agarose gel electrophoresis. Most of magnetic carriers without carboxyl groups extinguished
the fluorescence in the concentration range of 2,0 — 4,0 pg.ul”" in the PCR mixture, without
inhibition of DNA amplification - the carriers were biocompatible. Magnetic carriers with
carboxyl groups extinguished the fluorescence in the lower concentration range (0,4 — 4,0
pg.ul” in the PCR mixture). Their inhibition of amplification was in the concentration range
0f 2,0 — 4,0 pg.pul™ in the PCR mixture, from the concentration 0,8 pug.ul™ in the PCR mixture,
the inhibition did not occur and the carriers were biocompatible. The results do not depend on
the characteristic properties of the magnetic carriers but on the presence of the carboxyl
groups on the surface of the carrier and the degree of coverage of the magnetic core by the
polymer. Real-time PCR has become an effective tool for studying magnetic core
encapsulation and the influence of functional groups on the surface of the polymeric layer.

KEYWORDS

magnetic carriers, real-time PCR, DNA isolation, magnetic core covering
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1. UVOD

Magnetické nosice sa vyuzivaju kvoli ich reakcidm na vonkajsie podnety. Vyuziva sa hlavne
ich reakcia na intenzitu magnetického pola. Predmetom zaujmu su prevazne
superparamagnetické nosice, ktoré vykazuji magnetické vlastnosti len v pritomnosti
magnetického pola. Zo Struktirneho hladiska je znamych niekolko typov magnetickych
nosicov. Pre biochemické, molekuldrno-biologické a medicinske aplikacie st pouzivané
prevazne  magnetické nosice zlozené z magnetického jadra  enkapsulovaného
v nemagnetickom, najCastejSie polymérnom matrixe. Enkapsuldcia magnetického jadra je
vyhodna z viacerych dovodov. Pre zachovanie superparamagnetickych vlastnosti je podstatné
znizenie schopnosti tvorby zhlukov azniZzend oxiddcia magnetického materidlu. Pre
molekularno-biologické a medicinske aplikacie je podstatnd ich biokompatibilita, nizka
nespecifickd adsorbcia proteinov a pritomnost’ funkénych skupin. Uvedené vlastnosti sa
zavisia od vyberu materidlu pouzitého na enkapsulaciu a od stupnia pokrytia magnetického
jadra. Povrch magnetickych nosi¢ov moze byt dodatocne funkcionalizovany chemickycmi
funkénymi skupinami, afinitnymi ligandami, oligonukleotidmi alebo protilatkami.
Modifikacia povrchu nosi¢ov je uskutoCnend s ohladom na ich potenciondlne vyuZitie.
Struktira a vlastnosti magnetickych nosi¢ov zavisia aj od zvolenej metédy ich pripravy.

Magnetické nosice st vyuzivané hlavne pre in vitro aplikécie, ktoré zahfnaju extrakciu na
pevnej faze a totalne mikroanalytické systémy. Pred redlnym vyuzitim magnetickych nosicov
je vhodné uskutoénit’ $tadium ich vlastnosti. Stadium zahffia charakterizaciu velkosti,
Struktiry a chemického zlozenia magnetického jadra, Struktiry polymérneho povrchu,
vel'kosti atvaru nosiCov a funkcionalizacie. Vzhladom na to, Ze si magnetické nosice
vyuzivané pre in vitro aj in vivo aplikdcie, je nutné uskutocnit’ testovanie biokompatiblilty. /n
vitro testovanie je uprednostiiované pred in vivo testovanim. PCR v redlnom ¢ase sa pre svoju
citlivost’ na inhibitory syntézy DNA stala 0Cinnym nastrojom testovania biokompatibility
magnetickych nosicov.

Predmetom $tudia boli magnetické nosice P(HEMA-co-GMA) salebo bez obsahu
karboxylovych funkénych skupin. Vysledky PCR v realnom c¢ase poskytuju informacie
o miere enkapsulacie magnetickych jadier a vplyve funkénych skupin na amplifikdciu DNA
polymerazovou retazovou reakciou.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Magnetické nosice

Vroku 1973 tim P. J. Robinsona po prvy krat pouzil magnetické nosice
v biotechnologickej aplikacii [1]. Od tej doby postupne narastd trend v skimani vlastnosti,
syntézy apouzitia magnetickych nosiCov v prevazne biochemickych, medicinskych
a molekularno-biologickych aplikaciach.

Magnetické nosic¢e su zlozené z dvoch casti, magnetickej a nemagnetickej, najcastejSie
polymérnej cCasti. Ich spojenim ziskavaju magnetické nosice vlastnosti oboch materialov [2].
Zo struktarneho hl'adiska mozeme nosice rozdelit’ na niekol’ko typov (Obr. 1).

(a)

O magneticky material
O neporézny nemagneticky material

‘ porézny nemagneticky material

Obr. 1: Zakladné typy magnetickych nosicov. Upravené podla [3]

Prvy typ nosicov (Obr. la) obsahuje magnetické jadro enkapsulované vo vrstve
neporézneho nemagnetického materidlu. Druhy typ (Obr. 1b) obsahuje heterogénne
rozptylené magnetické cCastice v neporéznom matrixe, priCom je mozné dosiahnut aj
homogénne rozptylenie Castic [2]. Na Obr. lc je zobrazené magnetické jadro pokryté
nemagnetickymi neporéznymi Casticami. Treti typ je znamy aj v obratenej Struktire, kde jadro
tvori polymérny materidl a na povrchu sa nachadzaji magnetické Castice [4]. Odstranenim
nemagnetického jadra vznikaji duté magnetické nosie [2]. Stvrty typ (Obr. 1d) obsahuje
magnetické Castice v poréznom nemagnetickom matrixe. Posledny typ (Obr. le) pripomina
prvy typ magnetickych nosiov, av§ak magnetické jadro je pokryté polymérnymi ret'azcami
pripominajicimi vlasocnice [4].



V predkladanej zaverecnej praci bol testovany prvy typ magnetickych nosic¢ov (Obr. 1a)
s enkapsulovanym magnetickym jadrom, ktory je najCastejSie vyuzivany pre biochemické,
molekularno-biologické a medicinske aplikacie.

2.1.1 Magnetické jadro

Pre svoju vysoku hodnotu magnetického nasytenia su cisté kovy (Ni, Co, Fe) zdanlivo
najvyhodnej$im materidlom pre pripravu magnetickych jadier. Ich nevyhodou je vSak vysoka
citlivost’ na oxidaciu a toxicita [5, 6]. Preto st preferovanym magnetickym materidlom ferity,
pre ich jednoduchost’ pripravy, odolnost’ vo¢i oxidacii, biokompatibilitu a priazniva cenu [7].
Chemicky vzorec feritov je vyjadreny ako MO- Fe,O3, pricom M = Co, Cu, Mn, Fe atd’. [8].
Vlastnosti feritov zavisia od ich chemického zlozenia, tvaru, velkosti, stupnia kryStalizacie
[2].

Ferit znamy ako magnetit obsahuje M = Fe. Magnetit (Fe;O,) je Cierny feromagneticky
oxid zeleza s inverznou spinelovou Struktirou obsahujuci zeleznaté a zelezité iony [8]. Je
najcCastejSie pripraveny alkalickou koprecipitaciou Fe*" a Fe" soli [4], ktord moZeme vyjadrit
uvedenou rovnicou (1).

2Fe’"+Fe?"™+80H —Fe;0,4+4H,0 (1)

Schopnost” vytvarat' kryStaliky magnetitu maji aj niektoré baktérie, pochadzajiice zo
sedimentov z mora, napr. Magnetospirillum magneticum (AMB-1). Spomenutd baktéria
vytvara intracelularne magnetické nanocastice s vel'kost'ou 50 az 100 nm [9, 10].

Z magnetitu ako prekurzora je mozné vytvorit maghemit (y-Fe;Os;), nacervenaly
¢iernohnedy feromagneticky oxid Zeleza. Jeho vlastnosti si podobné magnetitu [9] a vd’aka
jeho podobnosti s magnetitom je zarad’ovany medzi ferity, napriek jeho odlisnému zloZeniu.
Maghemit je pripravovany oxidaciou magnetitu za pouzitia peroxidu vodika [12], alebo
dusi¢nanu Zelezitého [13] ako oxidacného c¢inidla. Maghemit je stabilnejsi ako magnetit
a preto je pre biologické aplikacie vhodnejsi. Vyhodou magnetitu a maghemitu je ich vysoka
hodnotu nasytenia magnetizacie (80-100 A.m>kg"), o je o dva rady vyssie ako iné oxidy
kovov [9]. Magnetické jadro urcuje magnetické vlastnosti nosicov.

2.1.1.1 Magnetické vlastnosti

Magnetickd susceptibilita (y,) popisuje chovanie materidlu v pritomnosti vonkajSieho
magnetického pol'a a méZeme ju vyjadrit uvedenou rovnicou (2).

o= @)

Kde M je stupeit magnetizacie a H je intenzita magnetického pol'a [4].

Podl'a hodnoty magnetickej susceptibility delime latky do troch zakladnych skupin [14]:
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e diamagnetické - y,,~10°
e paramagnetické - y,,= 0 az 0,01
e feromagnetické - y,, ~10°

Diamagnetické a paramagnetické latky su pre magneticky tok prestupné a za normalnych
podmienok maju hodnotu magnetického nasytenia (M) velmi nizku. Vykazuji linearnu
zavislost’ magnetizacie na intenzite magnetického pol'a, ktort mézeme vyjadrit’ ako (3) [4]

M=yx,H- 3)

m

Feromagnetické latky je mozné magneticky nasytit, navySe vykazuju remanentnt
(zbytkovll) magnetizaciu (M,) . Zavislost magnetizacie na intenzite magnetického pola je
vyjadrena hysteréznou krivkou [4]. Remanentna magnetizacia je prieseCnik hysteréznej
krivky so zvislou osou magnetizacie (Obr. 2).

A

M
M
/- }H'Is
M:

feromagneticke

s paramagneticke

s— cperparamagneticke

Obr. 2: Graf zavislosti magnetizdcie na intenzite magnetického pola s vyznacenymi krivkami
magnetizdacie pre paramagneticke, superparamagnetické a feromagnetické materialy. Upravené podla

[15]

Superparamagnetické latky maji kombinaciu paramagnetickych a feromagnetickych
vlastnosti. Tak ako u feromagnetickych latok je ich magnetizacia po dosiahnuti magnetického
nasytenia konstantna. Na druht stranu, tak ako paramagnetické latky nevykazuji hysterézny
charakter a nemaju remanentni magnetizaciu [4].

Magnetické spravanie je zapriCinené spontannou orientdciou nekompenzovanych
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magnetickych momentov atbmov do magnetickych domén v pritomnosti magnetického pola.
Vicsie castice si multidoménové, obsahuji viac domén opaénych spinov. Domény su
oddelené doménovymi stenami. MenSie Castice obsahuju len jednu doménu. Tvorba
doménovych stien je energeticky vyhodnd od takzvaného kritického priemeru castic (D),
ktory z&visi od chemického zlozenia a tvaru magnetického materidlu [2].

Po vlozeni castic do magnetického pola sa spiny jednodoménovych castic orientuju
jednym smerom. Vé&cSie cCastice tato schopnost’ nemaju, ¢im sa stani prestupnymi pre
magenticky tok — feromagnetickymi. MenSie Castice su su vdaka obsahu jednej domény
superparamagnetické [2, 16]. Orientécia spinov ¢astic roznych velkosti je nazorne popisana
na Obr. 3.

Feromagnetické Superparamagnetické

Obr. 3: Spravanie castic odlisnych velkosti v pritomnosti a bez pritomnosti magnetického pola.
Upravené podla [16]

>

magnetického pola

V pritomnosti

Bez pritomného
magnetického pola

Superparamagnetické vlastnosti nezavisia len od obsahu domén. Dalsim dolezitym
parametrom magnetickych castic je ich schopnost’ odoldvat demagnetizacii, takzvana
koercivita (H.:). Malé jednodoménové cCastice maji takmer nulovi koercivitu asu teda
superparamagnetické. S velkostou jednodoménovych castic rastie ich hodnota koercivity.
Multidoménové Castice vykazuju koercivitu za kazdych okolnosti [17]. Zavislost’ koercivity
na priemere magnetickych Castic je zobrazena na Obr. 4.

12



He jednodoménove multidoménové

superpara-
magnetické

De D

Obr. 4: Graf zavislosti koerciivity (H.) na priemere magnetickych castic (D) s vyznacenym kritickym
priemerom magnetickych castic (D.). Upravené podla [16]

Vo vSeobecnosti, superparamagnetické vlastnosti vykazuju krystaly oxidov Zeleza s
priemerom mensim ako 30 nm. Tieto krystaly st nazyvané superparamagnetické nanocastice
oxidov zeleza (,,superparamagnetic iron oxide nanoparticles — SPION®) [4].
Superparamagnetické Castice su po odstraneni magnetického pola relativne jednoducho
dispergovateI'né. Rovnako dokazu vo vode alebo v nepolarnych roztokoch vytvarat’ koloidné
disperzie - magnetické fluidné sytémy [8].

Vyhodou magnetickych jednodoménovych nanocastic je ich spominand takmer nulova
koercivita, remanentna magnetizcia a schopnost’ tvorit’ koloidné disperzie. Dalsou vyhodou
je, ze v pripade naviazania molekul na ich povrch, maji na tieto nulovy vplyv. Nevyhodou je
ich mensSia magneticka sila, ktora hlavne vo viskdznych sytémoch modze byt’ problematicka.
Pri pouziti magnetickych Castic na separané techniky, tieto trvaji aZz desiatky mintt.
Z Casového hladiska je vyhodnejSie pouzivanie vacsich Castic [2].

2.1.2 Enkapsulacia magnetickych jadier

K enkapsulécii magnetickych cCastic sa pristupuje z mnohych dovodov. Jednym z nich je
prevencia proti agregacii. Vo vSeobecnosti, samotné SPION agreguji na zéklade dipolovych
interakcii  aich velkého pomeru povrchu kobjemu. Agregaciou stracaji  svoje
superparamagnetické vlastnosti a schopnost’ tvorby koloidnych systémov [18].

Ako bolo uZz spomenuté, ferity resp. oxidy Zeleza si menej nachylné na oxidaciu.
Pritomnost Fe®" v magnetite moZe zapri¢init' oxidaciu na hematit (a-Fe,O3), ktory je
nemagneticky [19]. Bolo dokdzané, Ze enkapsulované magnetické Castice su stabilnejSie voci
oxidacii v porovnani so samotnymi magnetickymi ¢asticami [20].

Magnetické Castice tvorené oxidmi zeleza su relativne bezpecné, netoxické a dobre
tolerovate'né pri pouZiti in vivo [8]. AvSak, napriklad castice feritu kobaltnatého su
genotoxické pre tkaniva pecene [21]. Pri pouziti magnetickych nosi¢ov v medicinskych
aplikéciach enkapsulacia brani priamemu styku magnetickych ¢astic a l'udského tela, ¢im sa
zniZuje ich potenciondalna toxicita [22].
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Dal§im parametrom je nutnost’ nizkej nepefickej adsorbcie proteinov. Tato skutoénost’ je
vel'mi dolezitd pri pouziti magnetickych nosi¢ov in vivo. Enkapsulacia brani fagocytujucim
bunkdm oznacit’ magnetické nosi¢e ako cudzi materidl atie vd’aka tomu dlhSie cirkuluja
v krvnom obehu [23].

Enkapsuldcia magnetickych castic nezabezpeci len ich biokompatibilitu, ale aj lepSiu
redlnu vyuzitelnost. Hydroxylové skupiny samotnych castic oxidov Zeleza majii nizku
schopnost’ viazat' nukleové kyseliny alebo lieciva [20]. Pokrytim polymérnym matrixom
s obsahom hydroxylovych funk¢énych skupin sa zvysi mnozstvo naviazanej substancie [19].
Navyse polymér zabezpeéi rovnaky naboj na povrchu Ccastice, ¢im sa tieto stadvaju
stabilnejSimi v koloidnych disperziach [24].

2.1.2.1 Material pouZivany na enkapsulaciu

Pre pokrytie magnetickych castic je vyuzivany cely rad organickych a anorganickych
materidlov. Najviac vyuzivané su prirodné a syntetické polyméry s obsahom funkénych
skupin. Historicky najcastejSie pouzivanym  polymérom je polystyrén. Nevyhodami
polystyrénu st napriklad néro¢nd chemickd modifikécia Specifickymi ligandami a
neSpecifickd absorbcia proteinov. Nevyhody polystyrénu viedli k mySlienke pouzitia
polyhydroxyetylmetakrylatu (P(HEMA)) pre pokrytie magnetickych castic [4]. P(HEMA) je
spojeny s objavom mékkych kontaknych SoSoviek vedcom O. Wichterlem. Polymér je znamy
svojou mechanickou stabilitou, netoxickostou, biokompatibilitou a nizkou neSpecifickou
adsorbciou proteinov [25]. Hydroxylovda skupina hydroxymetakryldtu zabezpecuje
hydrofilnost P(HEMA) a zarovenl umoznuje chemické modifikacie. Kopolymerizaciou 2-
hydroxyetylmetakryldtu s inymi monomérmi vznikaju kopolyméry rozliénych fyzikéalnych
a chemickych vlastnosti [26].

Schopnost P(HEMA) vytvarat kopolyméry bola vyuzitd na pripravu magnetickych
nosicov s obsahom kopolyméru polyhydroxyetylmetakrylat-glycidylmetakrylatu (P(HEMA-
co-GMA)) (Obr. 5) [27]. Epoxy skupina glycidylmetakrylatu taktiez umoziuje jeho chemické
modifikacie [26].

CH, - i CH,
o] i
CH,—C CH,—C

| |
L cug b g el

O — CH, —CH, O — CH, —CH— CH,
‘ : S e

OH
HEMA GMA

Obr. 5: Struktiirny vzorec kopolyméru hydroxyetylmetakrylatu-glycidylmetakrylatu [28]

Medzi d’al§ie biokompatibilné polyméry patri napriklad polyvinylalkohol [29], dextran
[30] a kyselina mlie¢na [4].
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2.1.2.2 Funkcionalizacia nosic¢ov

Ako bolo spomenuté, uz samotnym pokrytim magnetickej Castice polymérom je tato
funkcionalizovand, napr. -COOH, —OH a —NH, skupinami. Funk¢né skupiny uréuji chemické
vlastnosti, akymi st hydrofobnost’ alebo hydrofilnost’ ¢i afinita [31].

Funkcionaliziciou sa magnetické nosice stavaju lepSie vyuzitel'né pre biologické aplikacie.
Pre ziadticu Specifickil vdzbu proteinov na nosi¢ je vyuzivana couplingova reakcia medzi
funkénymi skupinami nosi¢a a —NH, alebo —SH skupinami proteinov za pritomnosti
couplingového Cinidla (glutaraldehydu, karbodiimidu atd’.) [31]. Proteiny sa viazu na
hydrofébny povrch nosi¢ov [32]. Rovnako je mozné povrch magnetického nosica
modifikovat’ afinitnymi ligandami ako napriklad biotin, histidin alebo streptavidin [31],
pricom napriklad trypsin [33], gelatin [34] alebo gluthation [35] su dostupné pri komeréne
pouzivanych magnetickych nosicoch. Nosi¢e modifikované protilatkami st pouzivané na
izolaciu buniek tvoriacich antigén, pricom izolacia prebicha na zaklade Specifickej
imunochemickej reakcie. Znacenie magnetickych nosi¢ov oligonukleotidmi je pouzivané pre
separaciu a purifikaciu Specifickych nukleovych kyselin parovanim bazi [36]. Moznosti
funkcionalizacie st tiez schématicky zobrazené na Obr. 6, v kapitole ponimajicej o in vitro
aplikaciach magnetickych nosicov.

V pripade P(HEMA-co-GMA) je mozné pritomnt hydroxylovi skupina oxidovat na
karboxylovll skupinu v kyslom prostredi vodného roztoku magnanistanu draselného [37].
Vzhl'adom na to, ze hydrofilny povrch P(HEMA-co-GMA) nosi¢a ma negativny néaboj, tak
ako DNA, nebola predpokladand vyuzitelnost magnetickych nosi¢ov pre tento ucel [8].
Napriek tomu boli magnetické nosice s obsahom karboxylovych skupin uspesne vyuzité na
izolaciu produktov PCR [38], plazmidovej DNA [39] a bakteridlnej DNA zrdznych
komplexnych vzoriek [37, 40, 41].

2.1.3 Metody pripravy magnetickych nosi¢ov

Zvolena metdda pripravy magnetickych nosi¢ov sa odvija od toho, aky typ nosi¢a chceme
dosiahnut’. Neexistuje univerzalna metdda pre vSetky typy nosicov, ktord zaroven zabezpeci
vSetky poZadované vlastnosti nosica ako st dokladné enkapsulacia magnetického jadra, uplna
biokompatibilita, ziaduca velkost' a monodisperznost. Afinita pouZit¢tho monoméru alebo
polyméru k magnetickému jadru zavisi od funkénych skupin, elektrostatickych interakcii
a reak¢ného prostredia [4]. Vo vSeobecnosti su zname tri zdkladné metody pripravy nosicov:

e syntéza z predpripravené¢ho polyméru a magnetickych castic,
e syntéza v polymérnom matrixe,
e syntéza polyméru v pritomnosti magnetickych castic [2, 4].

Pod prvi metddu spadaja techniky zvané separécia faz, odparovanie rozpustadla, premena
roztoku na gél (,,sol-gel transition*) a ,,layer-by-layer “ technika. Pre pripravu magnetickych
nosi¢ov s obsahom magnetického jadra pokrytého polymérnou vrstvou je mozné tiez vyuzit
,, layer-by-layer techniku. Principom je pokryvanie magnetického jadra viacerymi vrstvami
polyméru, zaloZzené na elektrostatickych interakcidch. Thiinemann a kol. UspeSne pokryli
magnetické jadra z maghemitu vrstvou polyetyléniminu a néasledne blokovym kopolymérom
polyetylénoxid-polyglutdimovou kyselinou [42].
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Druhd metdéda je zalozenda na tvorbe kryStalov oxidov Zeleza priamo v polymérnom
matrixe. NajCastejsie je vyuzivana alkalické koprecipitacia zelezitych a Zzeleznatych soli, ktora
je sa pouziva aj pri syntéze samotnych magnetickych jadier. Vyhodou je, Ze pripravou
magnetickych Castic in-situ v polymérnom matrixe tato limituje velkost vytvaranych
magnetickych castic. Vd’aka tomu je zabezpecena lepSia uniformita ako v pripade pripravy
samotnych Castic mimo polymérny matrix. V pripade magnetickych nosi¢ov s magnetickym
jadrom v polymérnom matrixe prebiecha najprv samotnd syntéza magnetickych castic
v roztoku polyméru a nasledne po ukonceni syntézy su tieto pokryté vrstvou polyméru [2].

Vo vSeobecnosti su techniky syntézy polyméru v pritomnosti magnetickych castic delené
na suspenzné, emulzné, miniemulzné, mikroemulzné a disperzné. Je dblezité si uvedomit’, ze
magnetické Castice maji vplyv na reakénu kinetiku, zrazanie polyméru a celkovu stabilitu
systému. Rovnako je podstatné, aby magnetické Castice mali vyssSiu afinitu k monomérom
tvoriacim polyméry ako k ostatnym zlozkdm systému (emulgatory, stabilizatory). Pre
magnetické nosi¢e s obsahom magnetického jadra pokrytého polymérnou vrstvou je Gspesne
vyuzivanou technikou disperzna polymerizacia. Vyhodou tejto techniky je ziskanie
mikrocastic jednotnych rozmerov a jednoduchost’ ich pripravy. NajdolezitejSim parametrom
pre disperznu polymerizaciu je vyber vhodného reakéného média, v ktorom je pouzity
monomér rozpustny a magnetické cCastice so vznikajicim polymérom su nerozpustné.
Zahriatim polymeriza¢nej zmesi dochadza k rozkladu iniciatora a postupnému vzniku
oligomérov. Oligoméry vytvaraju retazce, ktoré pri prekroceni kritickej dizky retazca
vytvaraju zhluky. Pocas tvorby zhukov dochadza k adsorbcii stabilizatora na vznikajicich
primarnych magnetickych nosi¢och. V pripade, ze je tvorba novych primarnych nosicov
dokoncend, nastava postupné zviacSovanie vytvorenych nosi¢ov a ziskavanie ich uniformne;j
velkosti [4].

Disperzna polymerizacia bola pouzitd pre pripravu neporéznych magnetickych nosi¢ov
s magnetickym jadrom tvorenym maghemitom a polymérnou vrstvou tvorenou kopolymérom
P(HEMA-co-GMA). Polymeriza¢na zmes bola tvorena monomérmi 2-
hydroxyetylmetakrylatom (HEMA) a glycidylmetakryldtom (GMA) v zmesi toluénu s 2-
metylpropan-1-olom, koloidnymi nanocasticami magnetitu alebo maghemitu pokrytymi
kyselinou olejovou, stabilizatorom aceto-butyratom celuldozy a inicidtorom reakcie
dibenzoylperoxidom. Polymerizécia prebieha pocas 16 hodin, pri 70 °C [40, 43].

2.1.4 Vyuzitie magnetickych nosicov

Zakladné rozdelenie vyuzitia magnetickych nosicov pre biologické a medicinske aplikacie
je pouzitie in vivo a in vitro. Magnetické nosi€e su pouZivané hlavne pre in vitro aplikacie
zahfiajlce izoldciu a zakoncentrovanie buniek a biomolekul (DNA, proteiny atd’.) a totalne
mikroanalytické systémy. Medzi in vivo aplikéacie patri magneticka rezonancia (,, magnetic
resonance imaging — MRI ), transport lieCiv a hypertermia.

2.1.4.1 Invitro aplikacie

Spravna priprava vzoriek je pre samotnu analyzu nevyhnutny krok, ktory pri nespradvnom
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prevedeni moze ovplyvnit celkové vysledky Biologické vzorky su cCasto komplexné a
obsahuju vel'mi malé mnozstvo analytu. Preto okrem samotnej izolacie analytu zo vzorky je
dolezit¢ jeho zakoncentrovanie. Izolaciou a zakoncentrovanim sa znizi vplyv moznych
interferujucich latok pritomnych vo vzorke [44]. Bezne pouzivané techniky pripravy vzoriek
zahtnaju elektroforézu [45], ultrafiltraciu [46], zrazanie [47] alebo extrakéné techniky [48].
Kazda z tychto technik ma svoje vyhody a nevyhody. Napriklad klasicka izoldcia DNA fenol-
chléroformovou extrakciou a naslednou precipiticiou etanolom je zdihavd, hlavne pri
priprave vel'kého mnozstva vzoriek [8]. Navyse pri extrakcii DNA z komplexnych vzoriek
moOze nastat’ sucasna extrakcia interferujucich latok spolu s DNA, ¢im je ovplyvnena
amplifikacia v PCR [49]. RieSenim je pouzitie chromatografickych technik alebo extrakcie na
pevnej faze (,solid-phase extraction — SPE®). Gélova permeacna chromatografia
a ibnovovymenna chromatografia je o nie¢o zdihavejsia a komplikovanejsia ako SPE [8].
Magnetické nosice v SPE su pouzivané ako alternativa konvencnych sorbentov, ktoré nie
vzdy prinesi uspokojivé vysledky [44]. Na Obr. 6 je zobrazend schéma od syntézy
magnetickych Castic aZ po pouzitie v SPE pre rdzne analyty.

Fe&'  Syntéza Enkapsulacia Funkcionalizicia
———

Magneticka ¢astica

*:* g cvn ; ?
f-‘ g <~ Analjza
- - “
Vazba s analytom Magnetickd separacia
—_— -
¢ Ehicia
. ‘ —> Opitovné pouzitie
7>
\ . .
w Hydrofébna skupina 27— Oligonukleotid Y  Protitétka €  Afinity ligand
A 2w 2, v
S A3 Protein/enzym '/, Nukleova kyselina ® Bunka ¥ Bioaktivna latka

Obr. 6: Schématické zobrazenie pripravy magnetickych nosicov a ich vyuzitie v SPE. Upravené podla

[31]

SPE techniky st delené na priame a nepriame. Pri priamej technike st magnetické nosice
ponechané v médiu so separovatelnymi zlozkami pocas urc¢itého ¢asu. Analyt sa naviaze na
nosi¢e a vznikd komplex nosi¢-analyt. Pri nepriamej technike sa napr. bunka naviaZe na
primarnu protilatku. Po pridani magnetickych nosi¢ov s naviazanou sekundarnou protilatkou
bunka reaguje na sekundarnu protilaitku na nosici, v dosledku vysSej afinity. Pri oboch
metodach je vzniknuty komplex nosi¢-analyt separovany magnetickym polom a nasledne je
analyt eluovany do nového vodného roztoku rozpustadla [2, 31].

Magnetické nosice mozu byt vyuzivané aj v totadlnych mikroanalytickych systémoch, kam
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spadaja napriklad laboratérium na CcCipe (,,lab-on-chip‘), mikrofluidné systémy alebo
biosenzory. Tieto zariadenia a systémy maji malé rozmery a odolnll, automatizovanu
mechaniku. Sa l'ahko prenosné a nie su drahé, ¢o ich predurcuje na pouzitie v diagnostike
a nanomedicine [18]. Magnetické nosi¢e v mikroanalytickych systémoch zlepSuju limity
detekcie, citlivost’ a skracuju ¢as analyzy [3].

2.1.4.2 In vivo aplikacie

Magneticka rezonancia patri medzi efektivne zobrazovacie techniky pouzivané v
diagnostike, klinickej medicine a biomedicinskom vyskume [2]. S MRI dokazeme odlisit’
zdravé tkaniva od patologickych. Dolezitou sucastou MRI su kontrastné latky, ktoré sluzia na
skratenie relaxacnych c¢asov okolitych protonov. Na zdklade relaxacnych procesov su
kontrastné latky delené¢ na T1 a T2. SPION maji schopnost’ skratit’ ¢as T2 relaxacie [50].
NajpouzivanejSie su nosi¢e sjadrom z magnetitu, pokryté vrstvou dextranu [51] alebo
silikonu [7]. Superparamagnetick¢ nosi¢e su vhodné napriklad pre detekciu metastaz
v nezvicSenych lymfatickych uzlindch. Zdravé tkanivo vykazuje signal, zatial’ ¢o metastazy
zostani nezobrazené [52]. Z ekonomickych dovodov nie st kontrastné latky s obsahom
SPION v MRI az tak vyuzivané [53]. AvSak ferumumoxytol s obsahom SPION, ktory je
pouzivany na liecbu anémie pacientov s chronickou renalnou insuficienciou je pouzitelny aj
ako kontrastnd latka pri diagnostike pankreatitidy [54].

Napriek sucastnym terapeutickym a diagnostickych moZznostiam v Eurdpe narastd pocet
umrti na rakovinu. Systémovo aplikovana chemoterapia nezabezpeci dostato¢nt koncentraciu
lieCiva v mieste vyskytu tumoru anavySe ma negativny vplyv na cely organizmus.
Magnetické nosic¢e st slubnym rieSenim riadeného transportu lieiv v organizme. Riadenym
transportom je mozné lieCit’ rakovinu aj vysoko cytotoxickymi latkami [53]. Po intravendzne;j
aplikécii su castice pomocou vonkajSiecho magnetického pola dopravené na urené miesto
[55]. Kratko po ich akumulécii na ur€enom mieste sa molekuly lie¢iva postupne uvoliuju
[56]. SU zndme tri r6zne mechanizmy uvolfiovania lieciv z magnetickych nosicov - difuzia,
postupné odburavanie a napuciavanie nasledované difuziou. Difuizia znamena rozpustanie
molekul lieciva v telesnych tekutinach aich uvolnenie z nosi¢ov. Postupné odburavanie
nastava, ked’ je vysokomolekularny polymér s obsahom lie¢iv postupne hydrolyzovany. Pre
napuciavanie su pouzivané vysusSené nosice, ktoré v tele nasledne uvolnia liecivo difiziou
[57,58]. Nevyhodou pouZitia magnetickych nosicov je, Ze ich transport a uvolnovanie lieCiva
z nich nie je vzdy jednoduché [53].

Hypertermia spociva v zahriati kancer6zneho tkaniva pomocou vonkajSieho magnetického
pol'a na teplotu 42 az 46 °C. Bunky patologického tkaniva st narusené a nasledne aplikovana
chemoterapia a radioterapia je UcCinnejSia. Problémom hypertermie je komplikované
selektivne zahriatie patologického tkaniva bez naruSenia okolitych tkaniv. RieSenim je
pouzitie magnetickych nosiCov akumulovanych v tkanive tumoru [59]. Vzhladom na
schopnost’ magnetickych nosi¢ov transportovat’ a uvolfiovat’ lie¢ivd na uréenom mieste, je
tato vyuziteI'na v spojeni s hypertermiou. Nosi¢e s obsahom chemoterapeutika su zhriate
pomocou vonkajSieho magnetického pol'a, ¢o robi chemoterapiu ucinnejSiou. Tento spdsob
terapie je vel'mi €inny pre ohranicené nadory [60, 61].
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2.1.5 Stadium vlastnosti magnetickych nositov

Magnetické vlastnosti nosicov s vyhodnocované supravodivym kvantovym
magnetometrom [62]. Ziskané magnetizacné krivky (Obr. 2) potvrdia alebo vyvratia
pozadované superparamagnetické vlastnosti. Magnetizacné krivky sluzia aj pre vyhodnotenie
velkosti kryStdlov oxidov zeleza pritomnych v nosi¢i [63]. Velkost a Struktiru krystalov
mozeme urcit’ aj rontgenovou difrakciou [64]. Polymér na povrchu magnetickej Castice moze
skomplikovat' identifikdciu krystalov oxidov Zeleza touto metdédou [65]. Sirokouhlova
difrakcia sliuzi na charakterizaciu krystalickych Struktir magnetickej Casti aj polymérnej Casti
nosica, naopak malouhlova difrakcia sluzi na sledovanie pérov poréznych polymérov nosica
[66]. Nevyhodou rontgenovej difrakcie je nemoznost’ odliSenia maghemitu od magnetitu,
kvoli ich zhodnej inverznej spinelovej Struktare [67]. Pre odliSenie magnetitu od maghemitu
je vyuzivana Maossbauerova spektroskopia [64]. Fotoelektronova spektroskopia alebo
energeticky disperzna rontgenova spektroskopia slizi na urCenie chemického zlozenia
magnetického materialu [31].

Najviac vyuzivanou metddou pre charakterizaciu velkosti a tvaru magnetickych castic
alebo magnetickych nosicov je transmisna elektrénova mikroskopia (TEM) a skenovacia
elektronova mikroskopia (SEM). TEM poskytuje snimky s vy$§im rozliSenim ako SEM [64].
Zo snimok mézeme vypocitat’ primernu hodnotu priemeru nosica D, (4) a priemernt hodnotu
hmotnosti nosi¢a D,, (5),

_XN;D;
N;Df
DS ®

kde N; je pocet Castic s velkost'ou D;. Z priemernej hodnoty priemeru a priemernej hodnoty
hmotnosti ziskame index polydisperzity PDI (6) [40].

PDI= Dy 6
D, (6)

Ak sa hodnota PDI pohybuje v rozmedzi od 1,00 do 1,05 je systém povazovany za
monodisperzny [40]. Uniformita vo velkosti a tvare nosi¢ov ma vplyv na ich magnetické
vlastnosti [31].

V pripade dodatocnej funkcionalizacie je tato rovnako overovana. Napriklad v pripade
pouzitia streptavidinu ako afinitného ligandu je tento detekovany v pouZitom roztoku UV
spektorofotometriou pred apo imobilizacii na magnetické nosiCe [68]. Pri chemicke;j
funkcionalizacii magnetickych nosicov ~COOH skupinami, st tieto stanovené titracne [40].

Magnetické nosi¢e st dalej sledované s ohladom na ich vyuZitie vin vivo ain vitro
aplikaciach. In vitro §tidie su preferované pred in vivo Stidiami z dovodu ich jednoduchosti,
priaznivej ceny, dostupnosti a etiky ich pouzitia [69]. PCR v redlnom ¢ase sa stala u¢innou
metodou pre in vitro Stadium vplyvu magentickych nosi¢ov na syntézu DNA. V pripade
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pritomnosti inhibitorov PCR je znizena efektivnost' amplifikacie, ktorda moze viest az
k faloSne negativnym vysledkom [70]. Iony zeleza maju preukédzatelne negativny vplyv na
PCR, preto sa pri nedostatocnej enkapsulacii magnetického jadra ovplyviiuje priebeh a
citlivost PCR [71, 72].

2.1.5.1 Polymerazova ret’azova reakcia v realnom case

Polymerazova retazova reakcia (PCR) patri medzi najvyznamnejSie techniky pouzivané
v molekularnej biologii. V PCR sa vyuziva schopnost DNA polymerazy syntetizovat’ nové
vybrané tseky DNA z povodného malého mnozstva DNA alebo RNA (pri RNA je nutné
pouzit’ reverznu transkriptazu, na tvorbu komplementarnej DNA) [73].

PCR vyzaduje niekol’ko komponentov:
e DNA templat - obsahuje DNA fragment, ktory ma byt amplifikovany
e primery- kratke Gseky jednovldknovej DNA
e DNA polymeraza — termostabilnd DNA polymeraza (7Tag DNA polymeraza,

Pfu DNA polymeraza), pre svoju exonukledzovu aktivitu vyzaduje horecnaté
iony
e deoxynukleotid trifosfaty (dNTPs) -  stavebné kamene k syntéze DNA
amplikoénu [73, 74].
DNA polymeraza byva casto zmieSand spolus nukleotidmi, hore¢natymi i6nmi,
stabilizatormi v roztoku zvanom master mix [73].

PCR reakcia je zalozena na troch zakladnych krokoch:

1. krok — denaturdcia, pocas ktorej z dvojvldknovej DNA vznika jednovldknova.
Prebicha zvycajne pri 95 °C.

2. krok — hybridizacia, pri ktorej primery nasadaji na DNA templat. Zvolena teplota
zavisi od teploty topenia primerov, najcastejSie sa pohybuje medzi 45 az 60 °C.

3. krok — elongacia, poCas ktorej DNA polymeraza vytvara komplementarne vlakno
nasadanim nukleotidov za 3" koniec primerov. Prebieha pri 72 °C [73, 74].

Vsetky kroky st cyklicky zopakované asi 40 krat. Pocet cyklov sa odvyja od
pozadovaného mnoZstva PCR produktu, od pociatocného mnoZstva kopii a Gcinnosti
amplifikacie. Mnozstvo PCR produktu rastie exponencidlne, pokial nedosiahne tzv. plato
fazu, v ktorej sa mnozstvo amplifikovanej DNA nemeni [73]. Vhodné je pouzitie predizenej
denaturéacie v prvom cykle a prediZenej elongacie pri poslednom cykle. Predizena denaturacia
zabezpec¢i kompletnu denaturaciu templatu, avSak prili§ dlha denaturacia mdze sposobit’ stratu
enzymatickej aktivity DNA polymerazy. PrediZzena elongicia slizi na dosyntetizovanie
neuplnych amplikénov [75].

Pri konven¢nej PCR prebieha detekcia a kvantifikacia PCR produktu az po skonceni PCR
napr. pomocou gélovej elektroforézy. Naopak pri PCR v redlnom case (,, real-time PCR*) je
mnozstvo PCR produktu merané po kazdom cykle [73]. Detekcia PCR produktu prebieha
vd’aka pritomnosti fluorescencnej molekuly v PCR zmesi. S rastiicim mnoZstvom DNA stipa
fluorescencny signal. Fluorescencné latky mozu byt pouzité vo forme farbiv viazicich sa na

20



DNA (SYBR Green I, SYTO-9), fluorescencne znacenych primerov (AmpliFluor, LUX,
Scorpions) alebo fluorescenéne znacenych sond (TagMan, molekuldrne majaky). NajcastejSie
pouzivané¢ je DNA viazuce farbivo SYBR Green I alebo fluorescencne znacena sonda
TagMan [76].

2.1.5.1.1 Interkalacné farbiva

Interkalacné farbiva sa neSpecificky viazu na aktkolvek dsDNA. Samotné farbivo
v roztoku emituje malé mnoZzstvo fluorescencie, avSak po vézbe s dsDNA fluorescencia
vzrastie 1000 ndasobne. NavysSe fluorescenny signal priamo Umerne rastie s mnozstvom
amplifikovanej DNA [73, 77]. Princip fungovania farbiva interkalacného farbiva SYBR
Green I je schématicky zobrazeny na Obr. 7.

Obr. 7: Princip fungovania farbiva SYBR Green I. V' 1. kroku farbivo emituje minimdlne Ziarenie. V 2.
kroku sa pocas syntézy novych vidkien interkaluje do dsDNA [73]

Vo vseobecnosti, vyhodou fluorescenénych farbiv je ich jednoduché pouzitie.
Fluorescencné sondy a primery musia byt Specidlne nadizajnované a nie su univerzalne
pouzitelné. Dalsiou vyhodou je, e fluorescenéné farbiva su lacnejsie ako sondy. Poslednou
vyhodou je ich pouzitie na takzvanu analyzu kriviek topenia (,, melt-curve analysis ) [76].

Hlavnou nevyhodou fluorescencnych farbiv je ich neSpeficickd védzba na akukol'vek
dvojvlakovi DNA, &m je ovplyvnena presnost kvantifikicie. Daliou nevyhodou je
nemoznost’ pouzitia v multiplexnej PCR, pretoze nedokdzeme odlisit’ fluorescencny signal
odliSnych amplikonov pritomnych v PCR zmesi [76].

Od prvého pouzitia interkalaéného farbiva SYBR Green I v PCR v redlnom case [78] bolo
vyuzivanych niekol’ko typov interkalaénych farbiv, medzi ktoré patri napriklad SYTO-9.
V porovnani so SYBR Green I je SYTO-9 pouzite'né v SirSom rozsahu koncentrécii bez toho
aby inhibovalo PCR reakciu. Pri analyze kriviek topenia nema koncentracia SYTO-9 v PCR
zmesi taky vplyv na vysledny tvar kriviek ako interkalacné farbivo SYBR Green I [79].

2.1.5.1.2 Absolutna kvantifikdcia

Priebeh PCR vyjadrujii amplifika¢né krivky (Obr. 8) , zostrojené vynesenim detekovanej
fluorescencie v prisluSnom cykle. Amplifika¢né krivky mézeme rozdelit’ na 4 Casti:
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1. Féaza pozadia (,baseline) — intenzita fluorescencie nedosahuje detekovatelné
hodnoty.

2. Exponencidlna fidza — poc¢et amplikonov dosiahne prah detekcie, inak zvany ako
,threshold cycle” (Cr). Od tohto momentu mnozstvo amplikénov exponencialne
rastie.

3. Linedrna fdza — reakénd rychlost’ sa znizuje v dosledku klesajicej koncentricie
dostupnej DNA polymerazy.

4. Platé faza — mnozstvo amplifikovanej DNA sa nemeni, reakcia dosiahla svoje
maximum [73].

g 1 plato faza
‘O
5
@ 0.75
¥} . ’ -
& linearna faza
o
o 05—
g
)
L 025
baseline exponencialna faza
0 ‘ 1 1 1 I | I | B | 1 I 1 1 ] ] l 1 1 1 ] I T 1
10 20 30 40

pocet cyklov

Obr. 8: Standardna krivka amplifikdcie. Upravené podla [77]

Pre kvantifikaciu je najdolezitejSia spominand hodnota Cr. Hodnotu Cr ziskame zo
zavislosti zlogaritmovanej hodnoty relativnej fluorescencie proti prislusnému cyklu (Obr. 9).
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Obr. 9: Semi-log krivka amplifikacie. Upravené podla [77]

Hodnota Cr je nésledne pouZita pre relativnu alebo absolutnu kvantifikaciu. Pri relativnej
kvantifikacii je zistovany rozdiel v hodnote Cr medzi neznamou vzorkou a referencnou
vzorkou. Pri absolutnej kvantifikacii je zistované pociatocné mnozstvo DNA v neznamej
vzorke. Pre absolutnu kvantifikiciu je nutné neznamu vzorku amplifikovat’ sucastne so sériou
Standardov so zndmou koncentraciou. Zo série Standardov ziskame linedrnou regresiou
kalibra¢nu priamku (,,standard curvey [73]. Kalibra¢na priamka je zostrojend zo zavislosti
hodnét Cr na zlogaritmovanej vychodzej koncentrécii Standardov (Obr. 10).
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Obr. 10: Zobrazenie tvorby kalibracnej priamky pre metodu absolutnej kvantifikacie. Upravené podla

[77]

Pre relevantné vysledky absolttnej kvantifikdcie je nutné pouzitie aspon troch, najlepsie

piatich az desiatich sériovych riedeni [77]. Statisticky ziskané hodnoty parametov kalibra¢nej
priamky s porovnavané s optimalnymi hodnotami parametrov, uvedenymi v Tab. 1

Tab. 1: Parametre charakterizujuce kalibracnu priamku [80, 81]

Parametre charakterizujace

kalibra¢nu priamku

Optimalne hodnoty parametrov

Sklon kalibra¢nej priamky (M) -3,9az-3,0
Korelacny koeficient (RZ) +0,99
Reak¢nd Gcinnost’ (7. e.) 80-110%
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V rovnici kalibracnej priamky vo formate y = —bx + a, parameter b vyjadruje sklon
kalibracnej priamky (,,slope‘) [82]. Reakéna ucinnost (,,efficiency”) je stanovovand zo
sklonu kalibra¢nej priamky pomocou uvedenej rovnice (6) [80]:

1
r.e.= 100 —1 (7)

Ak je hodnota M=-3,33, tak . e. bola 100%, z ¢oho vyplyva, Ze pocet PCR produktov sa
kazdym cyklom zdvojnasobil [81]. Pri §tadiu vplyvu magnetickych nosi¢ov pomocou PCR v
redlnom Case su sledované a vyhodnocované hodnoty parametrov kalibratnych priamok a
porovnavané s optimalnymi hodnotami v Tab. 2.

2.1.5.1.3 Analyza kriviek topenia

Analyza kriviek topenia je spojend s pouZzitim fluorescennych farbiv a je vykonand po
PCR reakcii. Produkt PCR je postupne zahrievany, ¢im je dsDNA denaturovana.
Denaturaciou sa uvoliiuje naviazané interkalacné farbivo a klesa hodnota fluorescencie [73].
Derivaciou krivky topenia ziskame teplotu topenia produktov PCR (7,) (Obr. 11).

KRIVKA TOPENIA DERIVACIA KRIVKY TOPENIA
Specificke
nedpecifické produlcty
produkty //

druha derivacia

mtenzita fluorescencie
intenzity fluorescencie

2L T . S

teplota

Obr. 11: Analyza kriviek topenia. Upravené podla [77]

Porovnanim tepl6t topenia PCR produktov neznamych vzoriek s pozitivnou kontrolou
ziskame informdciu o pritomnosti Specifickych alebo ne$pecifickych produktov PCR vo
vzorke. Ak je vo vzorkach pritomny len Specificky PCR produkt, analyza kriviek topenia
obsahuje len jeden pik. V negativnej kontrole vznikaju piky s nizkou intenzitou fluorescencie,
ktoré zvycajne poukazuji na diméry primerov. Tuto skuto¢nost’ je vhodné potvrdit’
agardzovou gélovou elektroforézou [77].
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3. CIEL PRACE

Cielom diplomovej prace je Stidium enkapsulacie magnetickych jadier nano-
a mikrocastic vhodnych pre aplikdcie v molekuldrnej diagnostike, hlavne pre izolaciu DNA
zroznych komplexnych vzoriek. Funkcénost' castic, respektive stupenn pokrytia ich
magnetickych jadier vybranym polymérom a teda schopnost’ negativne ovplyviiovat’ syntézu
DNA, bude testovana pomocou polymerazovej retazovej reakcie v realnom cCase.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Material

4.1.1 Bakterialna DNA
o FEscherichia coli (D4889) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

4.1.2 Magnetické nosice

Magnetické nosi¢e boli pripravené Ing. Horakom, Csc. na Ustave makromolekularne;
chémie AV CR v Prahe. Ich vlastnosti st uvedené v Tab. 2.

Tab. 2: Charakteristické viastnosti pouZitych nosicov

Magneticky : Fe D, | -COOH

n(g)sié ' Polymér | .oy | PPT [ DaCum) o | (mM/g)
Fkol 71 057 | 1,02 | 120 | 1,22 :
Fkol 72 072 | 1,00 | 216 | 2,8 :
Fkol 73 PUIEMA 836 | 1,08 | 2,67 | 288 :
Fkol 102 VA 1346 | 117|311 | 364 :
Fkol 103 2050 | 133 | 3,72 | 495 :

Fkol 770x 1002 | 109 223 24| 076

Legenda: PDI — index polydisperzity, D, — pocet nosicov priemernej velkosti, D,, — hmotnost nosicov

priemernej velkosti, -COOH — karboxylova skupina

Snimky magnetickych nosi¢ov uvedené na Obr. 12, vytvorené pomocou skenovacieho
elektronového mikroskopu boli dodané Ing. Horakom.
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Fkol 103 Fkol 770x

Obr. 12: Snimky magnetickych nosicov P(HEMA-co-GMA) vytvorené skenovacim elektronovym
mikroskopom

4.1.3 Komponenty pre PCR v redlnom ¢ase
e SYTO-9 qPCR 2x Master Mix (dvakrat koncentrovany: 150mM Tris-HCI (pH 8,8;
25°C); 40mM (NH4),SOy4; 0,02% Tween 20; SmM MgCly; 400uM dATP; 400uM
dCTP; 400uM dGTP; 400uM dTTP, Tag DNA polymerdaza (50 U/ml),
monoklonélna protilatka anti-Taq (38nM); farbivo SYTO-9; stabilizatory a aditiva)
(Top-Bio, Praha, CR)
e Primery Specifické pre doménu Bacteria (F_eub, R _eub) [82] (Generi Biotech,
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Hradec Kralové, CR)
Voda pre PCR (Top-Bio, Praha, CR)

4.1.3.1 Chemikalie pre agarézovu gélovu elektroforézu

Tris-hydroxymethyl-aminomethan — Tris-baza (Serva, Heidelberg, Nemecko)
Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)
Kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (Serva, Heidelberg, Nemecko)

Chemikalie boli pouzité na pripravu 5x koncentrovaného TBE tlmivého roztoku
(54 g Tris-HCl; 27,5 g H3BO3; 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0); doplnené na 1000 ml
destilovanou vodou), ktory sa pred pouzitim 10x zriedi destilovanou vodou

Agardza (Serva, Heidelberg, Nemecko)

Nanégaci (stop) tlmivy roztok (Top-Bio, Praha, CR)
Standard 100 bp (Malamité, Moravské Prusy, CR)
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

4.1.4 Pristroje a pomocky

Mikropipety Discovery HTL roznych objemov (PZ HTL, Varsava, Pol'sko)
Mikropipety Finnpipette F1 a F2 rdéznych objemov (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

DNA/RNA UV box (Biosan, Riga, LotySsko)

Centrifuga FVL-2400N Combi-Spin/Vortex (bioSan, Riga, Litva)

Cycler Rotor-gene 6000 (Corbett Life Science, Concord, USA)

Transluminator EB-20E (Ultra Lum, Claremount, USA)

Zariadenie pre elektroforézu OWL (Own Scientific, Woburn, USA)

Zdroj elektrického napétia pre elektroforézu Easy-Cast, model OSP-300 (Own
Scientific, Woburn, USA)

Fotoaparat (Fuji FinePix X10)

Laboratdérne sklo a umelohmotné laboratérne pomocky

4.2 Metédy

4.2.1 PCR v realnom ¢ase

PCR v redlnom ¢ase bola pouzitd k overeniu biokompatiblity testovanych magnetickych
nosi¢ov. Ak nedoSlo k amplifikacii pouzitej DNA, tak magnetické nosi¢e amplifikdciu
inhibujt alebo dochadza k zhaSaniu fluorescencie tymito nosi¢mi. Pomocou PCR v redlnom
Case ziskame kalibracni priamku spolu s parametrami, pomocou ktorych dokazeme
prebehnuta reakciu zhodnotit’.

1.

Pred pipetovanim boli roztoky temperované na laboratornu teplotu a kratko
zcentrifugované.

2. Do vychladeného chladiaceho blocka boli rozlozené stripy a pipetované sady PCR
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zmesi, ktoré boli pripravované v dvoch paralelach pre kazda koncentraciu DNA
(100 ng.ul™ — 1 pg.pl™, desiatkové riedenie). Poradie a objemy komponentov su
uvedené v Tab. 3.

Tab. 3: Zlozenie zmesi pre PCR v redlnom case

korr;:);::;fl ta Komponent Objem [pl]
1. voda pre PCR 9,5
2 SYTO-9 qPCR 2x Master Mix 12,5
3. primer F_eub 1,0
4. primer R _eub 1,0
5 DNA matrica 1,0
Celkovy objem PCR zmesi 25

3. Rovnakym sposobom boli pripravené sady PCR zmesi s obsahom nosic¢ov, kde boli
pipetované roztoky s koncentraciou 20 mg.ml™ alebo 2 mg.ml" alebo 0,2 mg.ml™.
Boli pipetované objemy 0,5; 1,0; 2,5; 5 ul nosicov, pricom objem vody pre PCR bol

upraveny tak, aby PCR zmes mala celkovy objem 25 pl.

Rovnakym spdsobom bola pripravenad v dvoch paralelach negativna kontrola, kde
DNA bola nahradené rovnakym objemom vody pre PCR. Stripy boli umiestnené do
rotora a zaistené. Po vlozeni do cycleru bol tento spousteny podl'a programu
uvedeného v Tab. 4.

Tab. 4: Amplifikacny program pre PCR v redlnom case vrdtane Melt analyzy

lg' :)sll{(:l Krok Amplifikaény program

1 PrediZena denaturacia DNA v prvom cykle 95 °C/5 min

2 Denaturacia DNA 95°C/30's

3 Hybridizacia primerov 55°C/30s

4 Syntéza novych retazcov DNA 72 °C/30's

5 Dosyntetizovanie DNA v poslednom cykle 72 °C/5 min

Pocet cyklov (krok 2 —4) 30

50-99°C/5s

6 Melt analyza
pre kazdy °C

4.2.2 Agarozova gélova elektroforéza

Agarozovd gelova elektroforéza bola pouzitd k overeniu pritomnosti Specifickych
produktov PCR. Pre detekciu produktov PCR (fragmentov o dizke 466 bp) boli pripravené
1,8% gély.
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4.2.2.1 Priprava gélu pre agarozovu gelovu elektroforézu

1.

Asi 1,8 g agardzy bolo navazenych do Erlenmayerovej banky a zmieSanych so 100 ml
0,5x TBE tlmivého roztoku.

Zmes bola rozvarend v mikrovlnnej rure, do Gplného rozpustenia agardzy.

Roztok bol ochladeny na asi 60 °C a naliaty do elektroforetickej vanicky s hrebienkom
tak, aby sa zamedzilo vzniku bublin. Vani¢ka musi byt’ vo vodorovnej polohe.

Gel sa nechal pocas 30 minut ztuhnut’ pri laboratorne;j teplote.

Po stuhnuti gélu bol hrebienok opatrne vybraty.

4.2.2.2 NanaSanie vzoriek na agarozovy gél

l.
2.

Obsah kazdého stripu (25 pl) bol zmieSany s 5 pl nanasacieho tlmivého roztoku.

Zmes z kazdého stripu bola postupne pipetovana do komdrok, pricom na kazdy
agarozovy gél bolo nanesené 5 pl Standardu Malamité 100 bp.

G¢él bol vloZzeny do elektroforetickej vane a zaliaty 0,5x koncentrovanym TBE
tlmivym roztokom asi do vysky 2-3 mm nad agarézovy gél. Elektroforeticka vana
musi byt’ zapojena tak, aby zdporne nabita DNA migrovala smerom k anode.

4.2.2.3 Priebeh elektroforézy

1.

Bol zapnuty zdroj elektrického napétia (60 V) a separacia prebichala, kym nanasaci pufor
nedomigroval asi do 2/3 dizky agarézového gélu.

Po skonceni bol agardzovy gél vybraty z vane a ulozeny do roztoku ethidiumbromidu (0,5
pg/ml) na 30 minat.

Zafarbeny gél bol pozorovany pomocou UV svetla translumindtora a zdokumentovany
fotoaparatom.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 PCR v realnom ¢ase

Boli pripravené PCR zmesi s obsahom DNA E. coli (100 ng.ul™ — 1 pg.ul™, desiatkové
riedenie) a primerov Specifickych pre doménu Bacteria (F_eub, R _eub) [82]. Zmesi boli
pripravené bez obsahu magnetickych nosi¢ov a s obsahom magnetickych nosicov o zvolenych
koncentraciach. Pre kazdy typ nosiCov boli uskuto¢nené 3 merania. Prvé meranie bolo
s pouzitim zasobného roztoku magnetickych nosiGov s koncentraciou 20 mg.ml™, druhé
meranie s roztokom s koncentraciou 2 mg.ml™ a tretie meranie s roztokom s koncentraciou
0,2 mg.ml’. Do vysledkov bola uvadzana vyslednid hodnota koncentracie magnetickych
nosi¢ov v PCR zmesi.

Analyza pristrojom Rotor-Gene 6000 bola zlozend z dvoch casti. Prvou bolo priame
sledovanie amplifikdcie poCas polymerdzovej retazovej reakcie pouzitim fluorescencného
farbiva SYTO-9 pritomného v PCR zmesi, ktorého vysledkom st amplifikacné krivky. Druha
Cast’ bola analyza kriviek topenia, takzvana melt analyza.

5.1.1 Amplifika¢né krivky

Ziskané amplifikacné krivky vyjadruju intenzitu fluorescencie v zéavislosti na prisluSnom
cykle. Amplifika¢cné krivky PCR zmesi bez magnetickych nosi¢ov boli porovnavané
s amplifika¢nymi krivkami PCR zmesi s r6znou koncentraciou magnetickych nosi¢ov. Pre
prehl'adnost’ boli uvedené amplifikacné krivky vybranych koncentracii tak, aby sa
neprekryvali. Po zvazeni boli vynechané amplifikaéné krivky pre 1 pg.ul’ DNA E.coli
z dovodu ziskania presnejSich vysledkov. Ako priklad si na Obr. 13 a Obr. 14 uvedené
amplifikacné krivky pre prvé a druhé meranie s nosi¢mi Fkol 71.
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Pocet cyklov
Znacenie kriviek: 8 0 ug. ul’ nosicov, = 0,8 ug. ul’ nosicov, % 2,0 ug. ul’" nosicov, ¥ 4,0 ug. ul’ nosicov, % neg. kontrola
Obr: 13: Zavislost amplifikicie DNA E.coli (100 ng. ul”' — 10 pg.ul”’) na mnozstve Fkol 71 nosic¢ov v PCR zmesi (prvé meranie)

Obr. 13 uvadza amplifikaéné krivky prvého merania, po amplifikacii DNA bez obsahu nosi¢ov v PCR zmesi a s obsahom nosicov Fkol 71
v PCR zmesi. Amplifika¢né krivky po amplifikacii DNA bez obsahu nosi¢ov boli takmer zhodné s amplifikaénymi krivkami s obsahom 0,4 png.
ul™ nosi¢ov v PCR zmesi, preto boli na obrazku vynechané. Od koncentracie 0,8 pg. pl” nosi¢ov v PCR zmesi dochadza k zvyseniu sklonu
amplifikaénych kriviek, priGom pri koncentracii 4,0 pg. pl™' nosi¢ov v PCR zmesi boli amplifika¢né krivky s koncentraciou DNA 100 pg ul” a
10 pg ul”" vynechané, pretoze ich hodnota intenzity fluorescencie bola velmi nizka. Z obrazku vyplyva, Ze nosi¢e Fkol 71 maju vplyv na
detekovanu intenzitu fluorescencie a je mozny ich vplyv na amplifikaciu DNA E.coli.
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Obr: 14: Zavislost amplifikicie DNA E.coli (100 ng. ul”' — 10 pg.ul’’) na mnozstve Fkol 71 nosic¢ov v PCR zmesi (druhé meranie)

Na Obr. 14 sa nachadzaju amplifika¢né krivky druhého merania po amplifikacii DNA bez obsahu nosi¢ov v PCR zmesi a s nosi¢mi Fkol 71
v PCR zmesi. Vzhl'adom na to, Ze amplifika¢né krivky s obsahom ¢astic kopiruji alebo takmer kopiruju amplifikacné krivky bez obsahu Castic,
boli ako priklad uvedené len amplifikacné krivky s najvys$S§im obsahom castic. Z amplifikaénych kriviek vyplyva, Ze Fkol 71 nosice koncentracie
nizej ako 0,4 pg. pl”' v PCR zmesi nemaju vplyv na intenzitu fluorescencie resp. na amplifikaciu DNA E.coli.

PretoZze pri druhom merani nemala najvysSia koncentracia Fkol 71 nosi¢ov vplyv na intenzitu fluorescencie, nie je priklad amplifika¢nych
kriviek z treticho merania uvedeny.
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Amplifikacné krivky boli Statisticky vyhodnocované metddou tzv. absolutnej kvantifikacie.
Z hodnoét Cr boli pomocou softvéru pristroja Rotor-Gene 6000 ziskané hodnoty parametrov -
reak&nej uéinnosti ( e.), sklonu amplifikaénych kriviek (M) a korelaéného koeficientu (R?).
Pretoze bolo meranie prevedené v dvoch paralelach, bolo mozné vypocitat’ aritmeticky
priemer a smerodajnu odchylku v programe EXCEL. Ziskané hodnoty parametrov kalibracne;j
krivky boli porovnavané s jej optimalnymi hodnotami uvedenymi v Tab. 1. Jednoznacne
nevyhovujice hodnoty sledovanych parametrov boli vyznacené nacerveno, hodnoty, ktoré
sohl'adom na smerodajné odchylky nie st jednozna¢ne nevyhovujuce, su vyznacené
naoranzovo. Rovnako boli ziskané a spracované hodnoty pre kazdé uskutoCnené meranie.
Vypocitané hodnoty kalibracnych priamok su uvedené v Tab. 5 az 10.

Tab. 5: Vypocitané hodnoty parametrov kalibracnych priamok pri roznej koncentrdacii magnetickych
nosicov Fkol 71

v Koncentracia nosicov
Cislo v PCR zmesi r. e. (%) M R’
merania 1
(ng. pl’)
0 83,5+0,5 -3,8+0,0 1,00+0,0
0,4 82,5+0,5 -3,8+0,0 1,00+0,0
1 0,8 84,0+1,0 -3,8+0,0 1,00+0,0
2,0
4,0 88,0+2,0 -3,7+0,1 0,99+0,0
0 81,0+1,0 -3,9+0,1 1,00+0,0
0,04 82,0+1,0 -3,9+0,1 1,00+0,0
2 0,08 83,0+0,0 -3,7+0,0 1,00+0,0
0,2 85,0+0,0 -3,7+0,0 1,00+0,0
0,4 89,5+0,5 -3,6+0,0 1,00+0,0
0 83,0+0,0 -3,8+0,0 0,99+0,0
0,004 86,0+1,0 -3,7+0,0 0,99+0,0
3 0,008 87,0+1,0 -3,7+0,0 1,00+0,0
0,02 89,0+0,0 -3,6+0,0 0,99+0,0
0,04 91,5+0,5 -3,6+0,1 0,99+0,0

Legenda: r. e. — reakcnd uicinnost, M — sklon kalibracnej priamky, R’ — korelacny koeficient

Z prvého merania pre nosi¢e Fkol 71 je viditelnd zmena hodnét vSetkych parametrov
kalibragnej priamky, pri koncentracii nosi¢ov 2,0 pg.ul’ v PCR zmesi. Naopak pri
koncentracii 4,0 pg.ul’ v PCR zmesi boli hodnoty parametrov optimalne. Odchylka
parametrov pri koncentracii 2,0 pg.ul”" v PCR zmesi je pravdepodobne spdsobena pridavkom
vacsiecho mnozstva nosi¢ov pri ich pipetovani, z dovodu nedostatoéného premieSania
suspenzie nosi¢ov (nosice sedimentuju). Tato skutocnost’ potvrdzuje nie len zachovanie
optimalnych parametrov kalibranej priamky pri vysSej koncentracii nosicov, ale aj vysokeé
hodnoty smerodajnych odchylok pri koncentracii 2,0 ug.ul'l nosicov v PCR zmesi.
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Magnetické nosi¢e Fkol 71 pri koncentraciach 0,4 az 4,0 pg.ul’ v PCR zmesi nemali
vyznamny vplyv na detekovant fluorescenciu.

Hodnoty parametrov druhého a treticho merania spiiiajii rozsah optimalnych hodnét a teda
nosice Fkol 71 v koncentraciach 0,004 az 0,4 pg.ul” v PCR zmesi nemali vyznamny vplyv na
detekovanu fluorecenciu.

Z hodnot parametrov kalibra¢nych priamok pre magnetické nosi¢e Fkol 71 vyplyva, ze

tieto nemaji vplyv na intenzitu fluorescencie, respektive na amplifikaciu bakterialnej DNA.
Z toho je mozné usudit’ kvalitné pokrytie polymérom.

Tab. 6: Vypocitané hodnoty parametrov kalibracnych priamok pri roznej koncentracii magnetickych
nosicov Fkol 72

v, Koncentracia nosi¢ov
Cislo v PCR zmesi r. e. (%) M R’
merania 1
(ng. pl’)
0 103,0+2,0 -3,4+40,1 0,99+0,0
0,4 97,0+10,0 -3,740,1 0,96+0,0
1 0,8 93,5+6,5 -3,6+0,2 0,95+0,0
2,0 123,5+6,5 0,84+0,1
4,0 0,92+0,0
0 102,5+5,5 -3,240,1 0,98+0,0
0,04 -3,240,2 0,98+0,0
2 0,08 -3,240,1 0,97+0,0
0,2 111,0+0,0 -3,1+0,0 0,98+0,0
0,4 119,5+0,5 -2,9+0,0 0,97+0,0
0 87,5+0,5 -3,7+0,0 0,97+0,0
0,004 92,0+3,0 -3,6+0,1 0,97+0,0
3 0,008 92,0+1,0 -3,6£0,1 0,97+0,0
0,02 90,5+0,5 -3,6+0,0 0,97+0,0
0,04 92,0+0,0 -3,5+0,0 0,96+0,0

Legenda: r. e. — reakcnd uicinnost, M — sklon kalibracnej priamky, R’ — korelacny koeficient

Pri prvom merani nosi¢ov Fkol 72 dochadzalo k postupnému poklesu parametra R’, aviak
do hodnoty koncentacie 0,8 pg.ul” nosi¢ov v PCR zmesi boli ostatné hodnoty sledovanych
parametrov optimalne. Od koncentracie 2,0 pg.ul”’ nosi¢ov v PCR zmesi nastala vyznamna
zmena hodnét vietkych sledovanych parametrov. Pri koncentracii 4,0 pg.ul” nosi¢ov v PCR
zmesi parametre kalibraénej priamky po zohladneni smerodajnych odchylok nespinaji
optimalne hodnoty. Pri pohl'ade na smerodajné odchylky je zrejmé, ze vysledky parametrov
kalibracnej priamky boli ovplyvnené nepresnym pridavkom magnetickych nosi¢ov do PCR
zmesi, z dovodu ich sedimenticie. Zo ziskanych vysledkov pre prvé meranie vyplyva, ze
magnetické nosice Fkol 72 maji vyznamny vplyv na intenzitu fluorescencie, respektive na
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amplifikaciu bakterialnej DNA len pri koncentraciach 2,0 az 4,0 pg.ul”" nosi¢ov v PCR zmesi.

Druhé meranie poukazuje na urcity vplyv magnetickych nosiCov na detekovanu
fluorescenciu od koncentracie 0,04 az 0,4 pg.ul”’ nosi¢ov v PCR zmesi. Aviak pri prvom
merani sa vyznamny vplyv pri koncentracii 0,4 pg.ul”’ nosi¢ov v PCR zmesi a dokonca ani pri
koncentracii 0,8 pg.ul’ nosi¢ov vPCR zmesi nepreukazal. Smerodajné odchylky pri
koncentracii 0,4 pg.ul” nosi¢ov v PCR zmesi druhého merania nie si zvlast’ vyznamné.
Rozdiely su pravdepodobne spdsobené nespravnym pipetovanim DNA do PCR zmesi,
z dovodu jej sedimentacie ateda magneticky nosice v koncentraciach 0,04 az 0,4 pg.ul’
nosic¢ov v PCR zmesi nemaju vyznamny vplyv na detekovanu fluorescenciu.

Tretie meranie nespiiia optiméalne hodnoty parametra R’, aviak hodnoty parametra 7 e. sa
pohybuji v rozmedzi 87,5+0,5 % pre kalibra¢né priamky bez obsahu nosi¢ov po 92,0+0,0 %
pre kalibraéné priamky s najvy$Sou koncentraciou 0,04 pg.ul” nosi¢ov v PCR zmesi a teda
spifaju optimalne hodnoty. TaktieZ hodnoty M sa nijak zasadne nemenili a boli optimélne.
Magnetické nosite v koncentraciach 0,004 az 0,04 pg.ul”’ nosi¢ov v PCR zmesi nemaju
vyznamny vplyv na detekovant fluorescenciu.

Z hodnét parametrov kalibraénych priamok pre magnetické nosice Fkol 71 vyplyva, ze
tieto maju vplyv na intenzitu detekovanej fluorescencie, respektive na amplifikdciu
bakteridlnej DNA v koncentraciach 2,0 az 4,0 pg.ul™ nosi¢ov v PCR zmesi.

Tab. 7: Vypocitané hodnoty parametrov kalibracnych priamok pri réznej koncentrdcii magnetickych
nosicov Fkol 73

., Koncentracia nosi¢ov
CISIO. v PCR zmesi r. e. (%) M R?
merania 1
(ng. pl)
0 102,5£3,5 -3,4+0,1 0,99+0,0
0,4 96,5+1,5 -3,6+0,1 0,99+0,0
1 0,8 91,5+£2,5 -3,7+0,2 0,93+0,1
2,0 0,99+0,0
4,0 67,0+8,0 -4,6+0,5 0,99+0,0
0 92,0+1,0 -3,6+0,1 1,00+0,0
0,04 96,0+1,0 -3,4+0,0 0,99+0,0
2 0,08 97,0+0,0 -3,4+0,0 1,00+0,0
0,2 102,0+1,0 -3,3+0,0 0,99+0,0
0,4 106,0+0,0 -3,2+0,0 0,99+0,0
0 88,5+0,5 -3,6+0,0 1,00+0,0
0,004 95,5+6,5 -3,5+0,2 0,99+0,0
3 0,008 90,5+0,5 -3,6+0,0 1,00+0,0
0,02 91,0+2,0 -3,6+0,1 1,00+0,0
0,04 96,0+1,0 -3,5+0,1 1,00+0,0

Legenda: r. e. — reakcnd vicinnost, M — sklon kalibracnej priamky, R°— korelacny koeficient
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Prvé meranie s pouZitim nosi¢ov Fkol 73 vyznaGuje pokles parametra R’ pri koncentracii
0,8 pg.ul™! nosi¢ov v PCR zmesi z hodnoty 0,99 na hodnotu 0,93, priom parametre M a 7. e.
spifiali optimalne hodnoty. Pri koncentracii 2,0 pg.ul” nosi¢ov v PCR zmesi nastal pokles
hodnoty parametra . e. z 91,5+2,5 % na 75,0£17,0 % a rovnako poklesla hodnota parametra
M z -3,7£0,2 na -4,3+0,8, pricom hodnota R’ vzrastla na optimalnu. Hodnota R’ ma optimalnu
hodnotu, pretoze kalibracné priamky boli zostrojend z menej ako pdvodych piatich
koncentracii DNA. Dovodom bolo, ze hodnota Ct pre najnizSiu koncentraciu DNA nebola
detekovatelna. Pri pohlade na smerodajné odchylky koncentracii 2,0 a 4,0 pg.ul” nosi¢ov
v PCR zmesi je zrejmé, Ze vysledky parametrov kalibra¢nej priamky boli ovplyvnené
nepresnym pridavkom magnetickych nosicov do PCR zmesi, z dovodu ich sedimentacie.
Z vysledkov je mozné usudit, ze vyznamny vplyv na intenzitu fluorescencie, resp. na
amplifikiciu bakterialnej DNA bol len pri koncentraciach 2,0 az 4,0 pg.ul”' nosi¢ov v PCR
zmesi.

Pri druhom a tretom merani magnetickych nosicov Fkol 73 nebol dokazany vyznamny
vplyv na intenzitu fluorescencie resp. amplifikdciu DNA - hodnoty vsetkych parametrov boli
optimalne.

Z hodno6t parametrov kalibra¢nych kriviek pre magnetické nosice Fkol 73 vyplyva, Ze tieto
maji vplyv na intenzitu detekovanej fluorescencie, resp. na amplifikaciu bakteridlnej DNA
v koncentraciach 2,0 a7 4,0 pg.ul”" nosi¢ov v PCR zmesi.

Tab. 8: Vypocitané hodnoty parametrov kalibracnych priamok pri réznej koncentrdcii magnetickych
nosicov Fkol 102

v Koncentracia nosicov
CiSlo. v PCR zmesi r. e. (%) M R?
merania 1
(ng. pl')
0 83,5+0,0 -3,9+0,0 1,00+0,0
0,4 82,0+0,0 -3,9+0,0 1,00+0,0
1 0,8 83,0+0,0 -3,9+0,0 1,00+0,0
2,0 79,0+2,0 -4,0+0,1 1,00+0,0
4,0 72,5+1,5 -4,2+0,1 1,00+0,0
0 118,5+1,5 -3,1+0,0 0,99+0,0
0,04 119,5+0,5 -3,1+0,1 0,98+0,0
2 0,08 118,0+0,0 -3,1+0,1 0,98+0,0
0,2 115,0+2,0 -3,2+0,1 0,99+0,0
0,4 121,5+1,5 -3,0+0,0 0,98+0,0
0 89,5+1,5 -3,5+0,1 1,00+0,0
0,004 90,5+1,5 -3,6+0,1 1,00+0,0
3 0,008 91,0+0,0 -3,6+0,0 1,00+0,0
0,02 93,5+0,5 -3,5+0,0 1,00+0,0
0,04 99,0+2,0 -3,4+0,1 1,00+0,0

Legenda: r. e. — reakcnd vicinnost, M — sklon kalibracnej priamky, R>— korelacny koeficient
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Pri prvom merani s pouzitim magnetickych nosic¢ov Fkol 102 nastal pokles parametrov 7 e.
a M pri koncentrécii 2,0 pug.ul” nosi¢ov v PCR zmesi. Pri zohl'adneni smerodajnej odchylky
tohto merania nie je inhibicia fluorescencie jednoznacna, ale opat sa predpoklada
sedimentacia magnetickych nosiov, a teda tieto pri koncentracii 2,0 pg.ul” nosi¢ov v PCR
zmesi tieto maji vyznamny vplyv na detekovanu fluorescenciu. Pri koncentracii 4,0 pg.pl™
nosi¢ov v PCR zmesi parametre 7.e. a M nespiiajii optimalne hodnoty a teda maju vyznamny
vplyv na detekovant fluorescenciu. Po¢as prvého merania sa hodnota parametra R’ nemenila.

Pri druhom merani je zrejmé, Ze r e. kalibratnych priamok s nulovou koncentraciou
nosi¢ov nespliia optimalne hodnoty. Vysoka hodnota u¢innosti reakcie moze nastat’ z roznych
dovodov [84]. Zhodnotenim amplifikacnych kriviek, kriviek topenia a vysledkov agar6zovej
gélovej elektorforézy vyplynulo, Ze nepresnost merania bola spdsobend nespravnym
pipetovanim DNA do PCR zmesi.

Pri trefom merani boli hodnoty parametrov kalibra¢nej priamky optimalne.

Napriek tomu, ze druhé meranie nie je mozné spol'ahlivo zhodnotit, z vysledkov prvého
merania pre magnetické nosice Fkol 102 je zrejmy ich vplyv na intenzitu detekovanej
fluorescencie, resp. na amplifikaciu bakteridlnej DNA v koncentraciach 2,0 az 4,0 pg.ul’
nosi¢ov v PCR zmesi.

Tab. 9: Vypocitané hodnoty parametrov kalibracnych priamok pri roznej koncentracii magnetickych
nosicov Fkol 103

v Koncentracia nosicov
CiSlo. v PCR zmesi r. e. (%) M R?
merania q
(ng. pl’™)
0 83,5+3,5 -3,8+0,1 0,99+0,0
0,4 81,0+1,0 0,98+0,0
1 0,8 83,0+1,0 -3,8+0,0 1,00+0,0
2,0 77,0£1,0 -4,1£0,0 0,99+0,0
4,0 0,72+0,3
0 87,0+0,0 -3,7+0,0 1,00+0,0
0,04 86,0+0,0 -3,7+0,0 1,00+0,0
2 0,08 1,00+0,0
0,2 86,0+1,0 -3,7+0,0 1,00+0,0
0,4 88,0+1,0 -3,7+0,1 1,00+0,0
0 86,5+0,5 -3,7+0,0 1,00+0,0
0,004 89,0+4,0 -3,6+0,1 1,00+0,0
3 0,008 86,0+0,0 -3,6+0,0 1,00+0,0
0,02 90,0+0,0 -3,6+0,0 1,00+0,0
0,04 90,0+0,0 -3,6+0,0 1,00+0,0

Legenda: r. e. — reakcnd uicinnost, M — sklon kalibracnej priamky, R°— korelacny koeficient
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Pri prvom merani s pouzitim magnetickych nosi¢ov Fkol 103 nesplnali optimalne hodnoty
parametre 7. e. a M pri koncentrécii 2,0 pg.ul” nosi¢ov v PCR zmesi, priom hodnota R* bola
optimalna. Pri koncentracii 4,0 pg.ul’ nosi¢ov v PCR zmesi nastala vyznamna zmena
vSetkych parametrov kalibracnej priamky. Zohladnenim smerodajnych odchylok by
optimélne parametre jednozna&ne nespiala len hodnota R?, ale vzhl'adom na to, Ze kalibradné
priamky koncentracie 2,0 pg.ul”’ nosi¢ov v PCR zmesi nespifiajii optimalne hodnoty, sa
predpoklada vplyv na intezitu fluorescencie aj pri koncentracii 4,0 pg.ul” nosi¢ov v PCR
zmesi. Odchylky boli sposobené sedimentaciou Castic pri pipetovani.

Pri druhom merani boli splnené optimalne hodnoty parametrov kalibra¢nej priamky, okrem
koncentracie 0,08 pg.ul’ nosi¢ov vPCR zmesi. Vzhladom na vysledky pri ostatnych
koncentraciach sa nepredpoklada vyplyv magnetickych nosi¢ov na detekovanu fluorescenciu,
jedné sa o odchylku merania.

Pri tretom merani sa vplyv magnetickych nosi¢ov na intenzitu detekovanej fluorescencie
nepreukdazal a vSetky parametre kalibra¢nej priamky mali optimalne hodnoty.

Z uvedeného vyplyva, Ze magnetické nosic¢e Fkol 103 maja vplyv na intenzitu detekovanej
fluorescencie, resp. na amplifikaciu bakterialnej DNA len v koncentraciach 2,0 az 4,0 pg.ul’'
nosic¢ov v PCR zmesi.

Tab. 10: Vypocitané hodnoty parametrov kalibracnych priamok pri roznej koncentracii magnetickych
castic Fkol 770x

v Koncentracia nosicov
Cislo v PCR zmesi r. e. (%) M R’
merania 1
(ng. pl’)
0 103,0+0,5 -3,4+0,0 0,99+0,0
0,4 70,5+14,5 -4,7+0,9 0,96+0,0
1 0,8 X X X
2,0 X X X
4,0 X X X
0 77,0+1,0 -4,1+0,1 1,00+0,0
0,04 81,0+1,0 -3,9+0,0 1,00+0,0
2 0,08 81,5+0,5 -3,9+0,0 1,00+0,0
0,2 80,0+0,0 -3,9+0,0 1,00+0,0
0,4 93,0+12,0 0,97+0,0
0 87,5+0,5 -3,7+0,1 0,97+0,0
0,004 92,043,0 -3,6+0,1 0,97+0,0
3 0,008 92,0£1,0 -3,6+0,1 0,97+0,0
0,02 90,5+0,5 -3,6+0,0 0,97+0,0
0,04 92,0+0,0 -3,5+0,0 0,96+0,0

Legenda: r. e. — reakénd vicinnost, M — sklon kalibracnej priamky, R’ — korelacny koeficient, X —

parametre kalibracnych priamok neboli vyhodnotitelné
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Pri prvom merani nespiiali optiméalne hodnoty vietkych parametrov kalibraénej priamky
od koncentracie 0,4 pg.ul’ nosi¢ov v PCR zmesi. Pri pohlade sa smerodajné odchylky je
opit zrejmé sedimentacia nosiGov pocas pipetovania. Od koncentracie 0,8 pg.ul” nosi¢ov
v PCR zmesi bola inhibicia detekovanej fluorescencie také zna¢nd, ze program cycleru Rotor-
Gene 6000 nedokazal zostavit’ kalibra¢nt priamku.

Pri druhom merani parameter » e. a M kalibraénych priamok s nulovou koncentraciou
nosi¢ov nespliia optimalne hodnoty. Od koncentracie 0,04 do 0,2 nosi¢ov v PCR zmesi boli
optimalne hodnoty vSetkych parametrov splnené. V pripade kalibacnych priamok bez obsahu
nosicov sa jedna o odchylku, z dovodu nespravneho pipetovania DNA [85]. Od koncentrécie
0,04 po 0,2 pg.ul” nosi¢ov v PCR zmesi bola podmienka optimalnych hodnét vietkych
parametrov kalibracnej priamky splnend. Zaroven hodnoty parametrov . e. a M nevzrastli do
takej miery, ze by sa tato skutocnost’ dala povazovat za vplyv nosiCov na ziskané hodnoty
parametrov. Pri koncentracii 0,4 pg.ul”"' nosi¢ov v PCR zmesi je zrejma vyznamna zmena
hodnotenych parametrov, pricom parametre M a R’ uZ nesplfiali optimalne hodnoty, tak ako
pri prvom merani.

Pri trefom merani nebola splnena optimalna hodnota R’ ale hodnoty r. e. a M spinaju
optimalne hodnoty. Taktiez sa hodnoty M a 7. e. sa nijak zdsadne nemenili. Magnetické nosice
Fkol 77 ox v koncentraciach 0,004 az 0,04 pg.ul”' nosi¢ov v PCR zmesi nemaju vyznamny
vplyv na detekovanu fluorescenciu.

Z uvedené¢ho vyplyva, Ze magnetické nosi¢e Fkol 770x maji vplyv na intenzitu
detekovanej fluorescencie, resp. na amplifikaciu bakteridlnej DNA len v koncentraciach 0,4
a7 4,0 pgpul’ nosiGov vPCR zmesi. Pretoze nosi¢e Fkol 770x si ako jediné
funkcionalizované karboxylovou skupinou, predpokladd sa prave jej vplyv na intenzitu
detekovanej fluorescencie, respektive na amplifikaciu bakterialnej DNA.

Na zaklade zaverov zvysledkov hodndt parametrov kalibracnych priamok moZeme
magnetické nosice rozdelit’ do troch skupin uvedenych v Tab. 11.

Tab. 11: Rozdelenie magnetickych nosicov do troch skupin na zaklade rozsahu koncentracii nosicov
v PCR zmesi zhdsajucich fluorescenciu

Rozsah koncentracie
Magneticky nosi¢ I,l?s.ié:OY v PCR zmesi - Miera vpl)"vu nosicov n.a
zhasSajucich fluorescenciu detekovanu fluorescenciu
(ng.pl™)
Fkol 71 - nizka
Fkol 72
Fkol 73
2,0-4,0 stredna
Fkol 102
Fkol 103
Fkol 770x 0,4-4,0 vysoka
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5.1.2 Analyza Kriviek topenia

Poslednym krokom kazdého merania bola analyza kriviek topenia, takzvana melt analyza. Sluzi na odliSenie Specifickych a neSpecifickych
produktov PCR. Pre prehladnost’ boli uvedené krivky topenia bez pritomnosti nosicov, s koncentraciou nosi¢ov 0,8 pg.ul-/ PCR zmesi
a negativna kontrola na Obr. 15 a krivky topenia bez pritomnosti nosi¢ov, s koncentraciou nosi¢ov 0,08 pg. plI”! PCR zmesi a negativna kontrola
na Obr. 16 pre magnetické nosice Fkol 71.

Znacenie kriviek: ~& 0 ug. ul’”’ nosicov,, & 0,8 ug. ul”’ nosicov, % neg. kontrola
Obr: 15: Melt analyza DNA E.coli (100 ng. ul’' — 10 pg ul") prvého merania magnetickych nosicov Fkol 71

Melt analyza slizila pre potvrdenie pritomnosti bakteridlnej DNA (E. coli) a vyli¢enie mozZnej kontaminacie PCR zmesi. Obr. 15 potvrdzuje
pritomnost’ bakteridlnej DNA, pri¢om teplota topenia Specifického PCR produktu bola priblizne 88,7 °C. Je moZzné taktiez pozorovat’ pokles
vysky piku kriviek s obsahom magnetickych nosi¢ov s koncentraciou 0,8 pg.ul” PCR zmesi v porovnani s vyskou pikov kriviek bez obsahu
nosi¢ov. Dalej je mozné pozorovat’ aj detekciu nespecifickych produktov PCR, pravdepodobne dimérov primerov.
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Znacenie kriviek: —% 0 ug. ul’" nosicov,, = 0,08 ug. ul’ nosicov, % neg. kontrola
Obr. 16: Melt analyza DNA E.coli (100 ng. ul”’ — 10 pg ul’') druhého merania magnetickych nosicov Fkol 71

Na Obr. 16 st uveden¢ krivky topenia z druhého merania magnetickych nosicov Fkol 71. Na rozdiel od predchadzajuceho obrazka (Obr. 15),
o rad niz8ia koncentracia magnetickych nosi¢ov nemala vplyv na vySku piku kriviek topenia. Teplota topenia Specifického PCR produktu bola
opét priblizne 88,7 °C, rovnako s pozorované aj neSpecifické PCR produkty, pravdepodobne diméry primerov.
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5.2 Agarézova gélova elektroforéza

Z vysledkov parametrov kalibracnej krivky je od urcitej koncentracie magnetickych
nosicov, zrejmy ich vplyv na detekovant fluorescencie. Pre potvrdenie pritomnosti resp.
nepritomnosti $pecifického PCR produktu bola uskutocnend agar6zova gélova elektroforéza
(Obr. 10). Velkost Specifického produktu PCR ma byt’ 466 bp.

A) 123 456 78 910111213141516171819202122232425262728M

<7 100 bp

466 bp =>> <= 500 bp

<Z— 100 bp

B) M 2930 31 32 33 34 35 36 3738 39 40 4142 43 44 45 46

1000 bp ="~

500 bp == <7 466 bp

100bp ==

1000 bp ="

500 bp —= == 466 bp

100 bp ===

Obr. 17: Priklad agarozovej gélovej elektroforézy — detekcia Specifického produktu PCR po
amplifikacii bez pritomnosti a v pritomnosti magnetickych nosicov Fkol 102
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Tab. 12: Schéma nanesenia vzoriek na agarozove gely (Obr. 17) avysledky detekcie Specifického

produktu PCR (466 bp)

Gél Beh Koncentracia Koncentréci-a nosié(?lv Detekcia Specifického
DNA v PCR zmesi (pg. pl™) produktu PCR
1;2 100 ng. pl™ 0 +
3;4 10 ng. pul™! 0 +
56 1 ng. ! 0 +
7; 8 100 pg ! 0 +
9; 10 10 pg ! 0 +
11; 12 1 pg ul™ 0 +
13; 14 100 ng. ! 0,4 +
A) 15; 16 10 ng. pl! 0,4 +
17; 18 1 ng. pl’! 0,4 +
19; 20 100 pg pl™ 0,4 +
21;22 10 pg ! 0,4 +
23; 24 1 pg ! 0,4 +
25;26 100 ng. pl™ 0,8 +
27; 28 10 ng. pl! 0,8 +
M DNA standard 100 bp
29; 30 1 ng. pl’! 0,8 +
31; 32 100 pg ! 0,8 +
33; 34 10 pg pl! 0,8 +
35; 36 1 pg ul’ 0,8 +
37; 38 100 ng. pl™ 2,0 +
39; 40 10 ng. pl™! 2,0 +
41; 42 1 ng. pl” 2,0 +
43; 44 100 pg pl™ 2,0 +
B) 45; 46 10 pg pl! 2,0 +
47; 48 1 pg ! 2,0 +
49; 50 100 ng. pl! 4,0 +
51;52 10 ng. pl™! 4,0 +
53; 54 1 ng. ul” 4,0 +
55; 56 100 pg ! 4,0 +
5758 10 pg pl™ 4,0 +
59; 60 1 pg ul’ 4,0 +
61; 62 0 0 -
M DNA standard 100 bp

Legenda: + detekovany Specificky produkt PCR, - nedetekovany Specificky produkt PCR
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Z Obr. 17 zobrazujiceho agar6zovi gélovu elektroforézu nosi¢ov Fkol 102 vyplyva, ze
intenzita detekovaného Specifického produktu PCR zavisi od koncentracie DNA pipetovanej
do PCR zmesi (Tab. 12). So znizujicou sa koncentraciou DNA sa zvySovala tvorba
nespecifického produktu PCR — dimérov primerov. Pri porovnani vysledkov z PCR zmesi bez
nosi¢ov (beh 1 az 12) s vysledkami s najvyssiou koncentraciou 4,0 pg.pl” nosi¢ov v PCR
zmesi (beh 49 az 60) je zrejmé, ze magnetické nosice nemaju vplyv na amplifikiciu
Specifického ale aj neSpecifického produktu PCR.

A) 123 4567 8 91011121314 15161718 192021 22232425262728 M

<= 1000 bp

466 bp —=> <= 500 bp

< —100 bp

B) M 293031323334353637383940414243444546474849505152535455565758

1000 bp =~

500 bp = <= 466 bp

100 bp =

M 59 60 61 62
©

1000 bp ===
500 bp ==

100 bp ===

Obr. 18: Priklad agarozovej gélovej elektroforézy — detekcia Specifického produktu PCR po
amplifikacii bez pritomnosti a v pritomnosti magnetickych nosicov Fkol 770x

46



Tab. 13: Schéma nanesenia vzoriek na agarozove gely (Obr. 18) avysledky detekcie Specifického

produktu PCR (466 bp)

Gél Beh Koncentracia Koncentréci-a nosié(?lv Detekcia Specifického
DNA v PCR zmesi (pg. pl™) produktu PCR
1;2 100 ng. pl™ 0 +
3;4 10 ng. pul™! 0 +
56 1 ng. ! 0 +
7; 8 100 pg ! 0 +
9; 10 10 pg ! 0 -
11; 12 1 pg ul™ 0 +
13; 14 100 ng. ! 0,4 +
A) 15; 16 10 ng. pl! 0,4 +
17; 18 1 ng. pl’! 0,4 +
19; 20 100 pg pl™ 0,4 +
21;22 10 pg ! 0,4 -
23; 24 1 pg ! 0,4
25;26 100 ng. pl™ 0,8
27; 28 10 ng. pl! 0,8 +
M DNA standard 100 bp
29; 30 1 ng. pl’! 0,8 +
31;32 100 pg ! 0,8
33; 34 10 pg pl! 0,8 +
35; 36 1 pg ul’ 0,8 -
37; 38 100 ng. pl™ 2,0 -
39; 40 10 ng. pl™! 2,0 -
41; 42 1 ng. pl” 2,0 -
43; 44 100 pg pl™ 2,0 -
B) 45; 46 10 pg pl! 2,0 -
47; 48 1 pg ! 2,0 -
49; 50 100 ng. pl! 4,0 -
51;52 10 ng. pl™! 4,0 -
53; 54 1 ng. ul” 4,0 -
55; 56 100 pg ! 4,0 -
57; 58 10 pg pl™ 4,0 -
M DNA standard 100 bp

Legenda: + detekovany Specificky produkt PCR, - nedetekovany Specificky produkt PCR
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Tab. 14: Schéma nanesenia vzoriek na agarozove gely (Obr. 18) avysledky detekcie Specifického
produktu PCR (466 bp)

Gél Beh Koncentracia Koncentréci-a nosié(?lv Detekcia Specifického
DNA v PCR zmesi (pg. pl™) produktu PCR
59; 60 1 pg ul™! 4,0 -
0 61; 62 0 0 -
M DNA standard 100 bp

Legenda: + detekovany Specificky produkt PCR, - nedetekovany Specificky produkt PCR

Na Obr. 18 je zobrazend agardézova gélova elektroforéza nosic¢ov Fkol 770x, kde mozeme
na detekovanych Specifickych produktoch PCR (466 bp) pozorovat mierne odchylky
v pipetovani, ¢o sa prejavilo v zhorsenej detekcii pri koncentraciach 10 a1 pg.ul’ DNA
v PCR zmesi (Tab. 13). Pri koncentraciach 2,0 a 4,0 pg. pl”' nosi¢ov v PCR zmesi neboli
Specifické ani neSpecifické produkty PCR detekované vobec a teda nosice Fkol 770x mali
vplyv na amplifikdciu DNA.

Vysledky detekcie Specifického produktu PCR pomocou agarézovej gélovej elektroforézy
boli porovnavané s vysledkami z PCR v redlnom case (Tab. 15 az 18). Ak Specificky produkt
nebol pomocou agardzovej gélovej elektroforézy detekovany, DNA nebola amplifikovana
a magnetické nosic¢e su inhibitormi amplifikdcie DNA. Ak bol $pecificky produkt pomocou
agarozovej gélovej elektroforézy detekovany, nastalo zhaSanie fluorescencie magnetickymi
nosi¢mi.
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Tab. 15: Vplyv magnetickych nosicov Fkol 71 na zhasanie fluorescencie a amplifikaciu Specifického
PCR produktu

M kv sl Koncentracia nosicov Zhé¥ani Detekcia
agneticky 1slo v PCR zmesi asanie Specifického

nosic merania (ng. uI™) fluorescencie produktu PCR

0 - +

0,4 -

1 0,8 -

2,0 -

4,0 :

0 -

Fkol 71 0.04 -

2 0,08 -

0,2 -

0,4 -

0 -

0,004 -

3 0,008 -

o IR e e e e A R I IR A A

0,02 -

0,04 - +

Legenda: + detekovany Specificky produkt PCR (466 bp)/zaznamenané zhdsanie fluorescencie
vplyvom pritomnosti nosica v PCR zmesi, - nedetekovany Specificky produkt PCR (466 bp)/zhasanie
[fluorescencie vplyvom pritomnosti nosica v PCR zmesi nebolo zaznamenané
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Tab. 16: Vplyv magnetickych nosicov Fkol 72 a Fkol 73 na zhdsanie fluorescencie a amplifikdciu
Specifickéeho PCR produktu

Magneticky
nosic

Cislo
merania

Koncentracia nosicov
v PCR zmesi

(ng. pI'")

ZhaSanie
fluorescencie

Detekcia
Specifického
produktu PCR

Fkol 72

0

+

0,4

0,8

2,0

4,0

0

0,04

0,08

0,2

0,4

0

0,004

0,008

0,02

0,04

Fkol 73

0

0,4

0,8

2,0

4,0

0

0,04

0,08

0,2

0,4

0

0,004

0,008

0,02

e A e e e e I e I o o ol ol A A A T T S I IS I IR I ol o I A

0,04

+

Legenda: + detekovany Specificky produkt PCR (466 bp)/zaznamenané zhdsanie fluorescencie

vplyvom pritomnosti nosica v PCR zmesi, - nedetekovany Specificky produkt PCR (466 bp)/zhasanie

Sfluorescencie vplyvom pritomnosti nosica v PCR zmesi nebolo zaznamenané
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Tab. 17: Vplyv magnetickych nosicov Fkol 102 a Fkol 103 na zhasanie fluorescencie a amplifikdciu
Specifickéeho PCR produktu

L .. Koncentracia nosicov . Detekcia
Magneticky Cislo v PCR zmesi Zhasanie

nosic¢ merania fluorescencie Specifického
(ng. pI'") produktu PCR

0 - +

0,4 -

1 0,8 -

2,0 +

4,0 +

0 -

Fkol 102 0.04 -

2 0,08 -

0,2 -

0,4 -

0 -

0,004 -

3 0,008 -

0,02 -

0,04 -

0 -

0,4 -

1 0,8 -

2,0 +

4,0 +

0 -

0,04 -

0,2 -

0,4 -

0 -

0,004 -

3 0,008 -

e A e e e e I e I o o ol ol A A A T T S I IS I IR I ol o I A

0,02 -

0,04 - +

Legenda: + detekovany Specificky produkt PCR (466 bp)/zaznamenané zhdsanie fluorescencie
vplyvom pritomnosti nosica v PCR zmesi, - nedetekovany Specificky produkt PCR (466 bp)/zhasanie
Sfluorescencie vplyvom pritomnosti nosica v PCR zmesi nebolo zaznamenané
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Tab. 18: Vplyv magnetickych nosicov Fkol 71 na zhasanie fluorescencie a amplifikaciu Specifického
PCR produktu

Magne.ticky éiSIO. Konie;g;c;z:nl:s)islcov Zhasanie . §p]¢)afitfeilc{lc£;1 o
nosi¢ merania (ng. ul™) fluorescencie produktu PCR
0 _ +
0,4 + +
1 0,8 + +
2,0 + -
4,0 + -
0 _ +
0,04 - +
2 0,08 - +
Fkol 77 ox 0,2 - +
0,4 + +
0 - +
0,004 - +
3 0,008 - +
0,02 - +
0,04 - +

Legenda: + detekovany Specificky produkt PCR (466 bp)/zaznamenané zhdsanie fluorescencie
vplyvom pritomnosti nosica v PCR zmesi, - nedetekovany Specificky produkt PCR (466 bp /zhasanie
[fluorescencie vplyvom pritomnosti nosica v PCR zmesi nebolo zaznamenané

Vysledky v Tab. 15 vyjadrujia vplyv magnetickych nosicov Fkol 71 na zhaSanie
fluorescencie a amplifikdciu S$pecifického produktu PCR. Z vysledkov parametrov
kalibracnych priamok z PCR vredlnom case vyplynulo, Ze k zhaSaniu fluorescencie
nedochadza. Amplifikaciu Specifického produktu PCR potvrdila agar6zova gélova
elektroforéza.

V Tab. 16 st uvedené vysledky pre magnetické nosi¢e Fkol 72 a Fkol 73. Rovnako Fkol
72 aFkol 73 nosi¢e zhagali fluorescenciu v rozsahu koncentracii 2,0 — 4,0 pg.ul”’ v PCR
zmesi. Taktiez oba typy nosicov nemali vplyv na amplifikéaciu Specifického produktu PCR.

V Tab. 17 st uvedené vysledky pre magnetické nosi¢e Fkol 102 a Fkol 103. Vysledky s
totozné s magnetickymi nosi¢mi Fkol 72 aFkol 73. ZhaSanie fluorescencie nastalo
v koncentraciach 2,0 — 4,0 pg.ul' nositov vPCR zmesi anedochadzalo k inhibicii
amplifikacie Specifického produktu PCR.

Vysledky posledného typu magnetickych nosi¢ov Fkol 770x st uvedené v Tab. 18. Tieto
nosice ako jediné vplyvali nie len na zhéaSanie fluorescencie v rozsahu koncentracii 0,4 — 4,0
png.ul”! nosi¢ov v PCR zmesi ale v rozsahu koncentrécii 2,0 — 4,0 pg.ul” dokonca inhibovali
amplifikaciu Specifického produktu PCR.
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5.3 Porovnanie charakteristickych  vlastnosti  magnetickych  nosicov
s vysledkami z PCR v reialnom ¢ase

Ako prvy bol posudzovany vplyv hmotnostného podielu zeleza (%) v magnetickych
nosic¢och na zhasanie fluorescencie, respektive amplifikaciu Specifického produktu PCR. Typy
magnetickych nosi¢ov boli na zdklade ich hmotnostného podielu zeleza (%) zoradené v Tab.
19 vzostupne.

Tab. 19: Porovnanie rozsahu koncentracie nosicov v PCR zmesi zhdSajucich fluorescenciu s ich
hmotnostnym podielom Zeleza (%)

., oy Rozsah koncentracie nosi¢ov v PCR zmesi
Magneticky nosi¢ Fe (hm. %) zhagajucich fluorescenciu (pg.ul™)
Fkol 72 0,72 2,0-4,0
Fkol 71 1,57 -
Fkol 73 8,36 2,0-4,0
Fkol 770x 10,02 04-4,0
Fkol 102 13,46 2,0—-4,0
Fkol 103 20,50 2,0-4,0

Vzhl'adom na to, Ze nosi¢e Fkol 103 maji najvyssi obsah Zeleza ale zhasaju fluorescenciu
len v rozsahu koncentracii 2,0 — 4,0 pg.ul™', nepredpokladé sa vyznamny vplyv hmotnostného
podielu zeleza (%) nosi¢a na zhasanie fluorescencie, respektive amplifikaciu Specifického
produktu PCR.

Dalsim posudzovanym parametrom bol index polydisperzity (PDI). So zvySujiicou sa
hodnotou indexu kles4 uniformita castic. Ak sa hodnota PDI pohybuje v rozmedzi 1,00 az
1,05 st nosi¢e monodisperzné. Typy magnetickych nosicov boli na zaklade ich PDI zoradené
v Tab. 20 vzostupne.

Tab. 20: Porovnanie rozsahu koncentrdcie nosicov v PCR zmesi zhdsSajucich fluorescenciu s ich
indexom polydisperzity (PDI)

Magneticky nosié PDI Rozsah koncentracie nosi¢ov v PCR fmesi
zhasajucich fluorescenciu (ng.pul™)

Fkol 72 1,01 2,0-4,0
Fkol 71 1,02 -
Fkol 73 1,08 2,0-4,0

Fkol 770x 1,09 04-4,0
Fkol 102 1,17 2,0-4,0
Fkol 103 1,33 2,0-4,0

Nosice Fkol 103 maji najvyssi index polydisperzity, ale zhaSajii fluorescenciu len
v rozsahu koncentracii 2,0 — 4,0 pg.ul™”, apreto sa nepredpokladd vyznamny vplyv PDI
nosica na zhaSanie fluorescencie, respektive amplifikaciu $pecifického produktu PCR.

Tretim posudzovanym parametrom bola hodnota D, vyjadrujica priemerny pocet nosicov
priemernej vel'kosti. Typy magnetickych nosicov boli na zéklade ich D, zoradené v tabulke
vzostupne (Tab. 21). Vzhl'adom na to, Ze sa poradie na zdklade parametru D, (priemerna
hmotnost’ nosicov priemernej vel'kosti) zhodovalo s poradim podla parametru D,,, parameter
D,, hodnoteny nebol.
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Tab. 21: Porovnanie rozsahu koncentracie nosicov v PCR zmesi zhdsajucich fluorescenciu s ich
hodnotou D,

Magneticky nosié D, (um) Rozsah koncentracie nosicov v PCR fmesi
" zhasajucich fluorescenciu (ug.nl™)

Fkol 71 1,20 -
Fkol 72 2,16 2,0—-4,0

Fkol 770x 2,23 04-4,0
Fkol 73 2,67 2,0—-4,0
Fkol 102 3,11 2,0-4,0
Fkol 103 3,72 2,0-4,0

Vzhl'adom na to, Ze nosi¢e Fkol 103 maji najvyssi obsah Zeleza ale zhasaju fluorescenciu
len v rozsahu koncentracii 2,0 — 4,0 pg.ul”, nepredpoklada sa vyznamny vplyv hmotnostného
podielu Zeleza (%) nosia na zhasanie fluorescencie, respektive amplifikaciu Specifického
produktu PCR.

Poslednym uvadzanim parametrom je obsah karboxylovych skupin. Ako jediné obsahovali
karboxylové skupiny magnetické nosice Fkol 77o0x (Tab. 22).

Tab. 22: Porovnanie rozsahu koncentracie nosicov v PCR zmesi zhdSajucich fluorescenciu s ich
obsahom karboxylovych skupin

Magneticky nosi¢ -COOH Rozsah koncentracie nosicov v PCR %mesi
(mM/g) zhasajucich fluorescenciu (ug.nl™)

Fkol 71 - -
Fkol 72 - 2,0-4,0
Fkol 73 - 2,0-4,0
Fkol 102 - 2,0-4,0
Fkol 103 - 2,0-4,0

Fkol 770x 0,76 0,4—-4,0

Z Tab. 22 vyplyva, Ze vyznamny vplyv na zhé&Sanie fluorescencie ma prave pritomnost’
karboxylovych skupin na povrchu nosi¢a. ZhaSanie fluorescencie pritomnost'ou
karboxylovych skupin mdze byt spésobené naviazanim fluorescen¢ného farbiva SYTO-9 na
povrch nosica. AvSak, Struktura farbiva SYTO-9 nebola doteraz objasnend, preto je zlozité
popisat’ inhibi¢ny mechanizmus v PCR reakcii [79]. Vzhl'adom na to, Ze nosic¢e Fkol 770x
okrem zhaSania fluorescencie tiez inhibovali amplifikdciu, predpokladd sa neSpecificka
adsorbcia proteinu, respektive DNA polymerazy na povrch nosi¢a s obsahom karboxylovych
skupin [27]. NeSpecifickd adsorbcia proteinov karboxylovymi skupinami na porchu nosica
bola popisand v predchadzajucich stadiach [86, 87]. Rovnako bolo zistené, Ze s mnoZstvom
karboxylovych skupin rastie miera inhibicie PCR [86, 88].

Z fotografii zo skenovacieho elektronového mikroskopu uvedenych na Obr. 12 je mozné
posudit’ schopnost’ nosi¢ov vytvarat zhluky. Okrem castic Fkol 102 a Fkol 103 pouzité
magnetické nosice zhluky nijak zvlast’ netvorili. Agregaty nosic¢ov Fkol 103 su vécsie ako
nosi¢ov Fkol 102. Magnetické nosi¢e Fkol 77ox mali ako jediné negativny vplyv na
amplifikaciu DNA a zarovei neagregujli, ¢o znamena, Ze schopnost’ nosicov vytvarat’ zhluky
nema vplyv na amplifikaciu DNA.

Z porovnavania charakteristickych vlastnosti magnetickych nosiCov so ziskanymi
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vysledkami vyplynulo, ze hmotnostny podiel Zeleza, schopnost’ tvorit’ zhluky, PDI, D, a D,,
magnetického nosi¢a nemaji vplyv na zhasanie fluorescencie, respektive amplifikaciu DNA.
Zhodny vysledok rozsahu koncentracie nosi¢ov v PCR zmesi zhasajucich fluorescenciu (2,0 —
4,0 pg.ul™) pre nosi¢e Fkol 72, Fkol 73, Fkol 102 aFkol 102, bez ohladu na ich
charakteristické vlastnosti dokazuje vplyv nosiCov na zhaSanie fluorescencie, respektive
amplifikaciu DNA v zévislosti na stupni pokrytia magnetického jadra polymérom. Rovnako
bol dokazany vplyv pritomnosti karboxylovovych skupin na povrchu nosica, ¢o sa prejavilo
pri nosicoch Fkol 770x nie len zhaSanim fluorescencie, ale aj inhibiciou amplifikacie
produktu PCR. PCR vredlnom case je teda UC¢innd metdda pre stanovenie vplyvu
karboxylovych skupin a stupiia pokrytia magnetického jadra polymérom, a je vhodna pre in
vitro Stadium biokompatibility magnetickych nosicov.
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6. ZAVER

Teoreticka cast’ diplomove] prace pojednava o magnetickych nosi¢och zlozenych
z magnetického jadra pokrytého polymérnou vrstvou. Okrem popisu magnetickych vlastnosti
jadra je zamerand na vplyv enkapsulacie na celkové vlastnosti nosi¢a. Najvicsia pozornost’ je
venovana vplyvu na biokompatibilitu a funkcionalizaciu povrchu nosi¢a. Praca taktiez
popisuje moznosti syntézy a vyuzitia magnetickych nosi¢ov v in vivo a in vitro aplikaciach.
Prave in vitro tesovanie biokompatibility je uprednostiiované pred in vivo testovanim.
Polymerazova retazova reakcia v redlnom Case je vzhladom na svoju citlivost UspeSne
pouzitelnd pre testovanie biokompatibility, respektive enkapsuldcie magnetického jadra
a vplyvu funkénych skupin na DNA pocas amplifikacie.

V experimentalnej cCasti boli pridavkom rdznej koncentracie nosicov do PCR zmesi
testované magnetické nosi¢e Fkol 71, Fkol 72., Fkol 73, Fkol 102, Fkol 103 bez obsahu
karboxylovych skupin a Fkol 770x s obsahom karboxylovych skupin. Na zaklade vysledkov
z PCR v redlnom case boli magnetické nosice rozdelené do troch skupin. Nosice Fkol 71
nemali vyznamny vplyv na detekovanu fluoresenciu, naopak nosic¢e Fkol 72, Fkol 73, Fkol
102, Fkol 103 mali vyznamny vplyv. Nosic¢e Fkol 77ox vel'mi vyznamne vplyvali na intenzitu
fluorescencie a ako jediné inhibovali amplifikéciu Specifického produktu PCR. Vzhl'adom na
to, Ze magnetické nosice Fkol 770x ako jediné obsahovali karboxylova skupinu, predpoklada
sa jej vplyv na zhasanie fluorescencie, respektive na amplifikdciu DNA. Pri porovnavani
rozsahu koncentracie magnetickych nosi¢ov zhasajucich fluorescenciu sich zndmymi
charakeristickymi vlastnostami a snimkami zo SEM vyplynulo, Ze okrem pritomnosti
karboxylovej skupiny na povrchu nosi¢a ma vplyv na zhaSanie fluorescencie stupen pokrytia
magnetického jadra polymérom. PCR v redlnom Case sa preukédzala ako G€innd metoéda pre
Studium stupna pokrytia magnetického jadra a zaroven vplyvu karboxylovych skupin
s oh'adom na biokompatibilitu nosicov.

Uvedené magnetické nosi¢e P(HEMA-co-GMA) bez obsahu karboxylovych skupin st
dostato¢ne pokryté a v testovanych koncentraciach nemaju vplyv na amplifikaciu DNA a teda
ich pritomnost’ v PCR zmesi po extrakcii na pevnej faze nie je pre konvenénti PCR neziaduca.
Pritomnost’” magnetickych nosiCov s obsahom karboxylovych skupin je vzhladom na ich
inhibiciu amplifikacie menej vhodna.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

bp — par bazi

D, — priemerna hodnota priemeru nosica

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dATP — deoxyadenozin trifosfat

dCTP — deoxycytidin trifosfat

dGTP — deoxyguanozin trifostat

dNTPs — deoxynukleotid trifosfaty

dTTP — deoxytimidin trifosfat

Dy, — priemerna hodnota hmotnosti nosica

EDTA — etyléndiamintetraoctova kyselina

H — intenzita magnetického pola

H. - koercivita

M — sklon kalibra¢nej priamky

M - stupen magnetizacie

M; - remanentna magnetizacia

MRI — magnetické rezonancia

M; — magnetické nasytenie

PCR — polymerazova ret'azova reakcia

PDI - index polydisperzity

Pfu DNA polymerdza - termostabilny enzym izolovany z mikroorganizmu Pyrococcus
Sfuriosus

P(HEMA) — polyhydroxyetylmetakrylat
P(HEMA-co-GMA) — kopolymér polyhydroxymetakrylat-glycidylmetakrylat
qPCR — PCR v redlnom case

r. e. — u¢innost’ reakcie

R? — korelaény koeficient

SEM - skenovacia elektronova mikroskopia

SPION — superparamagnetické nanocastice oxidov zeleza

Tag DNA polymerdza — termostabilny enzym izolovany z mikroorganizmu Thermus
aquaticus

TBE - tris-borat-EDTA tlmivy roztok
TEM — transmisna elektrénova mikroskopia
Tm — teplota topenia

UV — ultrafialové Ziarenie
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xm - magnetickd susceptibilita
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