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Abstrakt

Nukleové kyseliny jsou zcela jedine¢nou slozkou kazdého organismu. Urcuji jeho vzhled, chovani
nebo naptiklad dispozice k riznym chorobam. I pies jejich dulezitost je stale mnoho informaci,
které o nukleovych kyselinadch nejsou znamy. Pro zkoumani nukleovych kyselin je nutné je ocistit
od vsech ostatnich sloZzek organismu. Bézné metody izolace a purifikace nukleovych kyselin jsou
ale Casto pracné a Casové narocné, proto se noveé vyvijeji postupy vyuzivajici magnetickou
separaci. Bakalafskd prace se zabyva magnetizovatelnymi mikro- a nanocasticemi a jejich
vyuzitim pravé v oblasti izolace a purifikace nukleovych kyselin. V praci jsou shrnuty obecné
podminky této izolace a jsou zde uvedeny metody detekce nukleovych kyselin se zaméfenim na
elektrochemické metody. Je prezentovan vhodny postup pro izolaci a purifikaci nukleovych
kyselin vyuzivajici magnetizovatelné ¢astice a detekci pomoci square-wave voltametrie.

V praktické casti bakalaiské prace byl tento postup optimalizovan pro dosazeni
maximalni vytéznosti. Optimalizovany byly kroky promyvani, imobilizace a eluce. Bylo
zjisténo, Ze pro promyti ¢astic pred imobilizaci nukleovych kyselin na jejich povrch byl
vhodnym roztokem fosfatovy pufr. Imobilizace probihala po dobu 5 minut pfi teploté 20 °C a
mikrozkumavka béhem ni byla intenzivné tfepana. Imobiliza¢ni roztok byl sloZzen z 0,1M
Na;HPO4 + 0,1M NaH,PO,, 0,6M guanidium thiokyanatu, 0,15M Tris-HCl o pH 7,5 a 2,5M
CsCl. Pro promyti komplexu castice-nukleova kyselina po imobilizaci bylo vhodné pouziti
SM NaCl. Eluce probihala po dobu 15 minut pfi teplot¢ 99 °C a optimalnim elucnim
roztokem byl Tris-EDTA o pH 9,1.

Klicova slova

Izolace nukleovych kyselin, magnetizovatelné castice, adsorpce na silikat, square-wave

volumetrie, adsorptivni prenosova technika



Abstract

Nucleic acids are a completely unique component of every organism. They determine the
appearance, behaviour or disposition to a certain disease. Despite their importance, there is
still a lot of information unknown. In order to study the nucleic acids, they need to be purified
from other components of the organism. The routine methods of isolation and purification are
often laborious and time consuming; therefore experiments with magnetic separation are
carried out. This thesis deals with magnetic micro- and nanoparticles and their application in
this field. General conditions of this isolation are summarized in the thesis. Detection methods
of nucleic acids are listed, focusing on electrochemical methods. A procedure for isolation
and purification of nucleic acids using magnetic particles and square-wave voltammetry is
described.

This procedure was modified in experimental part of the thesis to achieve the
maximum yield. Partial steps including washing, immobilization and elution were optimized.
Results showed that the phosphate buffer was optimal for washing of beads before
immobilization of nucleic acids on their surface. The optimal immobilization was carried out
for 5 minutes at 20 °C and microtube needed to be firmly shaken during the process.
Immobilization solution composed of 0.1M Na,HPO, + 0.1M NaH,PO,, 0.6M guanidinium
thiocyanate, 0.15M Trizma base adjusted by HCI on pH 7.5 and 2.5M CsCI. 5M NaCl was
optimal for washing of the complex “beads-nucleic acid” after the immobilization. Elution
was carried out for 15 minutes at 99 °C and the highest yield was obtained using elution

solution composed of Tris-EDTA pH at 9.1.
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1 UVOD

Jiz od svého objeveni pied vice nez 140 lety jsou nukleové kyseliny predmétem neustalého
zkoumani. Diky rozvoji genomiky doslo k sekvenovéani genomu ¢loveka i dalSich organismt.
Riznym modernim biochemickym a molekularné biologickym metodam musi casto
piedchazet izolace nukleové kyseliny. Velmi Casto je nutné ziskat nukleové kyseliny pouze
z n¢kolika malo bungk, je proto nezbytné tyto molekuly amplifikovat, k ¢emuz se vyuziva
polymerazové ftetézové reakce (PCR). Slozky smési potifebné pro amplifikaci ale mohou
ovlivnit naslednou analyzu, proto je potieba nukleové kyseliny z roztoku izolovat.

Spravné provedena izolace nukleovych kyselin tak stoji na poc¢atku mnoha metod
molekularni biologie, at’ se jednd o testovani nové vyvijenych protinddorovych 1é¢iv nebo
identifikaci pachatelt trestnych ¢ind. Pfitom ale provést izolaci bez kontaminace nebo rovnou
znehodnoceni vzorku neni snadné. Kazdy si jist¢ dokéze predstavit disledky kontaminace
ale pro clovéka, ktery neni ,,z oboru® vidét dllezitost Cistoty vzorku v experimentalnim
vyzkumu.

Pro izolaci nukleovych kyselin je mozné pouzit mnoho metod, bézné metody, jako je
fenol-chloroformova extrakce, adsorpce na silikat za pouziti chaotropnich soli nebo iontova
chromatografie, jsou ale Casto ¢asové naro¢né a velmi pracné a navic pii nich muze dojit ke
kontaminaci vzorku nebo neni mozné je miniaturizovat a vytvofit tak lab-on-chip. Nové se
tedy vyvijeji postupy vyuzivajici magnetickou separaci. Tyto postupy jsou velmi rychlé a
snadné, je také mozné je miniaturizovat a integrovat na ¢ip.

V préci je navrzen vhodny postup pro izolaci PCR amplikonii o délce 500 bp pomoci
magnetizovatelnych mikrocastic, jejichz povrch je modifikovan pomoci silanolovych skupin.
Postup tak vyuzivd vyhod magnetické separace a skuteCnosti, Ze DNA se v pifitomnosti

roztokll s velkou iontovou silou a za urcitého pH adsorbuje na silikat.
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2 NUKLEOVE KYSELINY

Nukleové kyseliny jsou biomolekuly s vysokou variabilitou sekundarni struktury. Jejich
vyznam spoc¢ivd v kédovani genetické informace, proto patii mezi zcela nepostradatelné
biopolymery zivych soustav [1]. Monomery nukleovych kyselin se oznacuji jako nukleotidy a
jsou slozeny ze tii hlavnich casti: fosfatové skupiny, pentdzy a dusikaté baze. Dusikaté baze
se rozdéluji na bicyklické puriny a monocyklické pyrimidiny. Mezi puriny patii adenin a
guanin, mezi pyrimidiny cytozin, tymin a uracil.

V ptirodé se vyskytuji nukleové kyseliny dvou typt: deoxyribonukleova kyselina
(DNA) a ribonukleovéa kyselina (RNA), pficemz se od sebe lisi cukernou slozkou. RNA
obsahuje ribézu, kdezto DNA deoxyriboézu. Také se lisi dusikatymi bazemi, v DNA se

nachazi adenin, guanin, tymin a cytosin, zatimco v RNA se misto tyminu nachazi uracil.

2.1 RNA

RNA existuje obvykle jako jednovlaknovy polymer. U nékterych organismi mize RNA
slouzit jako nositelka genetické informace, ¢astéji je nezbytna pro genovou expresi. Existuje 5
typti molekul RNA, které se ucastni genové exprese. Ta se sklada z transkripce a translace,
pticemz transkripce je ptfenos genetické informace z DNA do RNA a translace pienos

informace z RNA do proteinu. K translaci dochazi na organelach zvanych ribozomy [2].

2.1.1 Mediatorova RNA

Mediatorova RNA (mMRNA) slouzi k pfenosu genetické informace do mista syntézy proteint
V cytoplazmé, tedy do ribozomt. Produktem transkripce je primarni transkript, ktery byva u
eukaryot nasledné zpracovan odstépovanim urcitych sekvenci a modifikaci obou koncd.
Primarni transkript se oznacuje jako pre-mRNA nebo hnRNA. Nekodujici sekvence v pre-
mRNA se oznacuji jako introny, kddujici jako exony. Sestiithové reakce probihaji

v makromolekularnich strukturach zvanych spliceozomy.
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Ukolem MRNA je uréovani pofadi aminokyselin v proteinu, ktery je produktem
genové exprese. Sekvence mRNA se da rozd€lit na useky o délce tfi nukleotidi zvané
kodony, pticemz kazdy kodon koéduje pfi translaci jednu konkrétni aminokyselinu. Na 3’
konci kazdé mRNA se nachazi usek adenylové kyseliny v délce 20-200 nukleotidt, ktery se
nazyva poly(A) zakonceni [2].

2.1.2 Ostatni typy RNA

Ribozomova RNA (rRNA) je strukturni a katalytickou sloZzkou ribozomii. Transferova RNA
(tRNA) je mala molekula, ktera slouzi k pfenosu aminokyselin pii translaci. Karboxylové
skupiny aminokyselin jsou navdzany na 3’-hydroxylové konce tRNA, kterd je schopna
rozeznat kodon mRNA a prezentuje aminokyselinu v konfiguraci usnadiujici tvorbu
peptidové vazby. Mala jaderna RNA (snRNA) je strukturni slozkou spliceozomu.. Mikro RNA
(miRNA) jsou kratké jednovldknové sekvence, které blokuji expresi komplementarnich

MRNA [2].

2.2 DNA

DNA ma oproti RNA vys§i urovenn uspotfadani, obvykle jde o dvouvlaknovy polymer
(Sroubovice) [2], ve kterém se kolem sebe navzajem obtaceji dva polynukleotidové fetézce ve
spirale. Strukturni podjednotky jsou od sebe rozmistény v pravidelnych vzdalenostech
0,34 nm podél osy molekuly. Tato konformace se nazyva B-DNA a DNA ji zaujima za
fyziologickych podminek, tedy ve vodnych roztocich o nizké koncentraci soli. Jednotlivé
polynukleotidové fetézce jsou tvofeny typickou sekvenci nukleotidii, spojenych
fosfodiesterovymi vazbami, které propojuji sousedni deoxyribdzy. Fosfodiesterové vazby jsou
typem kovalentni vazby, coZ je silnd chemicka vazba tvofena sdilenim elektroni mezi atomy.
Dv¢ nukleotidova vlakna jsou spojena vodikovymi vazbami mezi pary bazi, coz jsou slabé
vazebné interakce mezi elektronegativnim atomem a atomem vodiku, ktery je kovalentné

navdzany k dalSimu elektronegativnimu atomu. Vodikové vazby se vytvafeji mezi
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komplementarnimi bazemi. Adenin s tyminem jsou tak ve svych béznych strukturnich stavech

spojeny dvéma vodikovymi vazbami, cytosin s guaninem tiemi (Obrazek 2.1 [2]).
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Obrazek 2.1 Vodikové vazby mezi pary bazi

Pary bazi se nad sebou nachazeji zhruba ve vzdalenosti 0,34 nm, pfi¢emz na jedné
otacce Sroubovice se nachazi ptiblizné¢ 10,4 pard bazi (bp). Vlakna DNA jsou antiparalelni.
Na DNA se nachazi maly a velky zlabek, které jsou dulezité pfi interakcich DNA s proteiny
regulujicimi genovou expresi [2].

Dvojita Sroubovice DNA je stabilni nejen diky vodikovym vazbam, ale i hydrofobnim
interakcim, které se tvofi mezi sousednimi pary bazi a jejich vznik zapficinuje jev zvany
stacking neboli stohovani. Tyto vazby se tvoii vlivem delokalizovaného systému nt-elektronti
na cyklech bazi [3]. Roviny part bazi jsou relativné nepolarni, proto maji tendenci v polarnim
pufrovaném prostiredi tvotit hydrofobni vazby, ¢imz zvysi stabilitu molekuly DNA.

Konformace molekul DNA je velmi flexibilni, méni se totiz v zavislosti na okolnim
prostiedi vlivem tvorby hydrofobnich vazeb. Pti vysokych koncentracich soli nebo v ¢asteéné

dehydratovaném stavu je mozné nalézt A-DNA, ktera je pravoto¢ivou dvousroubovici, kde na
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jednu otacku piipadne 11 bp. Je kratsi a silngjsi nez B-DNA a ma prumér 2,3 nm. Forma Z-
DNA je pak levotoc¢iva dvousroubovice, ktera se vyskytuje ve Sroubovicich bohatych na C:G
a G:C pary bazi a obsahujicich stfidajici se puriny a pyrimidiny. Nachazi se zde 12 bp na
jednu otacku, pramér je 1,8 nm a ma jediny hluboky zlabek [1,2].
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3 METODY IZOLACE A PURIFIKACE
NUKLEOVYCH KYSELIN

Dalsi cast této prace je vénovana srovnani moznosti izolace a purifikace nukleovych kyselin
béZnymi metodami a nové vyvijenymi postupy, které vyuzivaji magnetizovatelné mikro- a
nanocastice. Metod pro izolaci nukleovych kyselin existuje mnoho, naptiklad fenol-
chloroformova extrakce [4], vysolovani [5], adsorpce na silikat za pouziti chaotropnich soli
[6], iontova chromatografie [7], a nové se také se experimentuje S pouzitim
magnetizovatelnych c¢astic [8]. Nejdiive jsou ale uvedeny obecné podminky izolace

nukleovych kyselin.

3.1 Obecné podminky izolace nukleovych kyselin

vvvvvv

uspésnou izolaci je vzdy nejdiive nutné narusit buiikky nebo celé tkang, ve kterych se nukleové
kyseliny nachazi. Toto naruseni musi byt zaroven Setrné, aby nedoslo k poskozeni nukleovych
kyselin. Pro rozklad bun€k a uvolnéni jejich obsahu je mozné pouzit detergenty, které rozrusi
membrany, nebo rGzné fyzikalné-chemické postupy (napiiklad pouziti ultrazvuku).
Detergenty mohou byt iontové povahy, napiiklad dodecylsiran sodny (SDS) nebo soli
Zlucovych kyselin [9].

Degradaci nukleovych kyselin je nutné zabranit béhem celého procesu jejich izolace,
musi se tedy zajistit takové podminky, aby k ni nedoslo. Tyto podminky by mély co nejvice
odpovidat fyziologickym hodnotam a jednou znich je inaktivace nukleaz, jako je
ribonukleaza pii izolaci RNA a deoxyribonukledza pii izolaci DNA. Pro tuto inaktivaci se
pouzivé kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), ktera plisobi jako chelatacni ¢inidlo, vaze
se na dvojmocné kovové ionty v roztoku (napiiklad Ca®"), &imz dojde ke sniZeni jejich

reaktivity. Tyto ionty ptisobi jako kofaktory vyse uvedenych nukleaz [10].
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Dale musi byt zajiSténa optimdlni teplota a pH roztokli, ve kterych je DNA
uchovavana, aby nedoSlo k jeji denaturaci. Pfi zahtivani roztoku, ve kterém se nachazi
dvousroubovice DNA, na urcitou teplotu dojde ke kolapsu nativni dvouietézcové struktury
DNA, oddéleni komplementarnich fetézci DNA a jejich sbaleni do ndhodného uspotadani.
Denaturaci dojde ke zméné fyzikalné-chemickych vlastnosti roztoki DNA, napiiklad
viskozity a absorp¢niho spektra. Teplota tani duplexu je zavisla na celé fad¢ faktord, jako je
povaha solventu, koncentrace a typ pfitomnych iontt, pH, nebo obsah GC a AT para [11].
Nesmi také dojit k mechanickému poskozeni nukleovych kyselin. Dalsim krokem izolace a
purifikace nukleovych kyselin je denaturace nukleoproteinovych komplexa.

Nutné je také ocisténi od kontaminantd, jako jsou slozky lyzatu pfi izolaci nukleovych
kyselin z bunék nebo tkani, PCR smés pii izolaci PCR produktu, uhlovodiky nebo ostatni
typy nukleovych kyselin. Pfi rozkladu bunék se v roztoku spolu s nukleovymi kyselinami
nachazi i celd fada dalSich chemickych latek, které byly uvolnény z buiiky a ty je potieba
odstranit. Kontaminantem mohou byt i jiné nukleové kyseliny. Pfi izolaci DNA je tak potieba
odstranit RNA, ktera v bunkdach ptevazuje. Pro jeji odstranéni se pouziva enzym ribonukledza.
Obdobn¢ pii izolaci RNA je potieba odstranit DNA pomoci deoxyribonukleazy. Také je nutné
odlisit jednotlivé typy RNA. Nejcastéji se izoluje mRNA, u které se vyuziva jejiho poly(A)
zakonceni. mRNA je tak mozné izolovat pomoci vazby na komplementarni poly(T) fetézce
[10].

Zvlastni pozornost je tfeba vénovat izolaci RNA, protoze jde o velmi nestabilni
molekulu s velmi kratkym polo¢asem rozpadu po extrakci z bun€k nebo tkani. Ribonukleazy
jsou enzymy nachazejici se v krvi, vSech tkanich a vétSiné bakterii a plisni v bézném
prostiedi. Jde o teplotné stabilni enzymy, které nevyZaduji kofaktory. Inaktivace je mozné

docilit pouzitim guanidin thiokyanatu nebo fenolu a SDS [12].

3.2 Fenol-chloroformova extrakce

Stale jesté velmi pouzivanou metodou je fenol-chloroformova extrakce. Slouzi k odstranéni

vsech nezadoucich slozek roztoku, ve kterém se nukleova kyselina nachazi. K roztoku se
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ptidava smés fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu. Fenol slouzi ke srazeni proteint a
chloroform k extrakci lipida. Isoamylalkohol zvySuje rozpustnost fenolu v chloroformu.
Roztok fenolu musi byt Cisty, nesméji se v ném nachazet zaddné odpadové produkty vzniklé
oxidaci a upravuje se u n¢j pH podle typu izolované nukleové kyseliny.

Nukleova kyselina je uchovavana ve vodném roztoku. Chloroform, coz je organické
rozpoustédlo, se s nim nemisi a smé&s se tak rozdéli na dvé faze, kdy nahoie je faze vodna a
dole chloroformova. Protiepanim se tyto faze promisi a dojde k vysrazeni proteini fenolem.
Po odstfedéni se faze odd¢li, pficemz na jejich rozhrani se vytvofi prstenec proteind. Horni
vodna faze obsahujici nukleové kyseliny je pfenesena do Cisté mikrozkumavky.

Ve vodné fazi se mohou nachdzet stopové zbytky fenolu, je tedy nutné ji extrahovat
smési chloroformu a isoamylalkoholu pro jeho odstranéni. Fenol totiz miZe narusit funk¢énost
enzymu v naslednych biochemickych reakcich.

Nukleové kyseliny jsou nasledné precipitovany pomoci koncentrovaného etanolu. Po
odstfedéni se na dné mikrozkumavky objevi mlééné zkaleny sediment. Bilé zbarveni ma
vlivem koprecipitujicich se soli. PO odstranéni supernatantu je pfidan vhodny pufr, ve kterém
jsou nukleové kyseliny rozpustény [10].

Tradi¢ni fenol-chloroformova extrakce je pracna a Casové ndroCna. Vyzaduje také
velké mnozstvi spotiebniho materialu a je u ni ¢astéjsi kontaminace mezi jednotlivymi vzorky
nez u jinych metod [13]. Neni vhodna pro malé mnozstvi roztoku nukleovych kyselin

(naptiklad 10 ul).

3.3 Adsorpce na silikat

Dnes je tato metoda jiz nejcastéjSim zpusobem izolace nukleovych kyselin. Vychazi
z premisy, ze se DNA v pfitomnosti roztokt s velkou iontovou silou (jako jsou chaotropni
soli) a za ur¢itého pH adsorbuje na silikatovy povrch a Vv pfitomnosti roztokd s malou
iontovou silou (napiiklad voda) je z néj eluovana [14]. Chaotropni soli (napiiklad guanidin
thiokyanat) jsou iontové slouceniny snizujici strukturovanost vody. K roztoku nukleovych

kyselin, které je tfeba purifikovat, jsou ptidany chaotropni soli, suspenze silikatovych ¢astic
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nebo sklenénych vlaken a pufr pro udrzeni konstantni hodnoty pH. Smés je protiepana pro
usnadnéni imobilizace DNA na ¢astice. Odstiedénim ¢astice sedimentuji a zbytek roztoku je
odsat. Castice se promyji pufrem s obsahem chaotropnich soli. Po odsati pufru zdstane na
povrchu c¢astic DNA, kterou je mozné uvolnit pfidanim vody nebo vhodného pufru
neobsahujiciho chaotropni soli a dal§im odstfedénim. Pfi adsorpci DNA na silikat se uplatiiuji
elektrostatické interakce, dehydratace DNA a povrchu silikdtu a vodikové vazby mezi
povrchem DNA a silikatu [15].

Tato metoda je rychla, jednoducha a pohodlna, jsou na ni Casto zalozeny komercni
soupravy pro izolaci DNA. Metoda ma dobrou reprodukovatelnost a nevyzaduje specialni

vybaveni laboratofe. Kontaminace mezi jednotlivymi vzorky neni pfili§ ¢ast [16].

3.4 Magneticka separace

K magnetické separaci nukleovych kyselin se pouZzivaji magnetizovatelné castice (MPS), coz
jsou struktury o rozmérech fadové nanometrti az mikrometrti, které maji paramagnetické nebo
superparamagnetické vlastnosti. Pokud se MPs nachazeji v roztoku, mohou se jednoduse
rozptylovat nebo shlukovat v zavislosti na piisobeni vnéjsiho magnetického pole. Povrch MPs
je mozné modifikovat riznymi latkami, ¢imz je zajiSténa specifickd izolace danych
biomolekul, virad nebo bun¢k [17]. MPs maji i fadu jinych vyuZiti, jako je cileny transport
genti [18] nebo 1éCiv, oprava tkani, detoxikace biologickych tekutin [19] a zobrazovani

pomoci nuklearni magnetické rezonance [20].

3.4.1 Magnetické litky

Kazdy elektron v atomu mé orbitalni dipolovy magneticky moment a spinovy magneticky
dipdlovy moment, coz jsou vektory, jejichz vyslednice se vektorové sklada s vyslednicemi
ostatnich elektronli v atomu a obdobné pro vSechny atomy ve vzorku latky. Pokud soucet
vSech téchto magnetickych dipolovych momenti vytvaii makroskopické magnetické pole,

latka je oznaCovana jako magneticka. Existuji 3 hlavni typy magnetismu: diamagnetismus,
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paramagnetismus a feromagnetismus. Diamagnetismus vykazuji vSechny latky, ale je velmi
slaby, proto je snadno prekryt jinym typem magnetismu.

Atomy latek vykazujicich paramagnetismus maji magneticky dipolovy moment i bez
pusobeni vnéjsiho magnetického pole, ale tyto momenty jsou orientovany ndhodné, takze
vysledné magnetické pole latky je nulové. Plsobenim vné&jsiho magnetického pole se
dipélové momenty uspofadaji ve sméru vné&jSiho pole. Po odstranéni pusobeni vnéjSiho
magnetického pole toto dipdlové usporadani zanika, a latka tak jiz magnetické pole netvoii.

Pro feromagnetické latky je typické, ze nékteré jejich elektrony sefadi souhlasné své
vysledné magnetické dipdlové momenty a vytvoii tzv. domény. Pisobenim vnéjSiho
magnetického pole jsou magnetické momenty téchto domén sefazeny a je tak vytvoreno silné
magnetické pole. Po odstranéni plsobeni vnéj$iho magnetického pole je toto uspotadani
magnetickych dipolovych momenti pevazné zachovano [21].

Superparamagnetismus vykazuji shluky feromagnetickych nebo ferimagnetickych
nanoCastic. U dostatecné¢ malych nanocastic se miize smér magnetickych dipolovych
momentl ménit vlivem fluktuaci teploty. Bez piitomnosti vnéjsiho magnetického pole je
jejich magnetické pole nulové. V pfitomnosti vnéjs§iho magnetického pole jsou pak
magnetické dipoélové momenty sefazeny v jeho sméru, pricemz vysledné magnetické pole je

mnohem vys§i nez u paramagnetickych latek [22].

3.4.2 Syntéza magnetizovatelnych Cdstic

Vyuziti MPs je zavislé na jejich fyzikalné chemickych vlastnostech, jako je velikost ¢astic i
magnetizace nebo morfologie povrchu. Nejcastéj§im  materidlem pro  vyrobu
superparamagnetickych ¢astic jsou oxidy kovi, jako je maghemit (y-Fe,O3) nebo magnetit
(Fes04). Zelezné &astice o rozmérech do 10 nm vykazuji superparamagnetismus, zatimco
viadech pum vykazuji feromagnetismus. Nanocastice z oxidi zeleza je mozné snadno
syntetizovat a upravovat jejich velikost podle velikosti biomolekul, se kterymi maji
interagovat (protein 5-50 nm, virus 20-450 nm a bunky 10-100 um [17]). Metody syntézy
zahrnuji naptiklad litografii elektronovym paprskem [23], mikroemulzi, sonochemickou

syntézu a hydrolytické reakce [19].
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Mikroemulze je termodynamicky stabilni izotropni disperze dvou nemisitelnych
kapalin. V mikroemulzi typu voda v oleji je vodna faze rozptylena v podobé kapek o velikosti
1-50 nm, které jsou obklopeny vrstvou surfaktantovych molekul. Po za¢lenéni rozpustné soli
kovu do vodné faze mikroemulze, se ta usadi ve vodnich mikrokapkach obklopenych olejem.
Mikrokapky se neustale rozpadaji, splyvaji a opét se rozpadaji. Pokud jsou 2 reaktanty
rozpu$tény ve stejnych mikroemulzich typu voda v oleji, po promichani vytvoii precipitat.
Rust castic v mikroemulzi zavisi na agregaci jader a vymény mezi jednotlivymi kapkami.
Mikroemulzi je mozné syntetizovat superparamagnetické nanocastice z oxidu zeleza, které
maji uniformni chemické a fyzikalni vlastnosti. Velikost nanocastic zavisi na velikosti
vodniho jadra micel, takze mtze byt velmi uniformni i méné nez 15 nm [19].

Hydrolyticka reakce je zaloZena na koprecipitaci Fe?* a Fe** ve vodnych solnych
roztocich pfidanim zasady. Velikost, tvar a kompozici nanocastic je mozné ovlivnit typem
pouzité soli (chlorid, sulfat, nitrid, perchlorat), dale pomdrem Fe?* a Fe®*, hodnotou pH a
iontovou silou roztoku, ve kterém reakce probiha. Bézné je piidana zasada do roztoku
chloridi Fe?* a Fe** v molarnim poméru 1:2. Je precipitovan magnetit, ktery ma ¢ernou barvu.
Kompletni precipitace nastava kolem pH 9 az 14 a v neoxidujicim prostiedi zbaveném kysliku
je udrzen molarni pomér 1:2. Oxidace radikalné¢ méni fyzikalni a chemické vlastnosti Castic,
proto a také pro zabranéni jejich aglomerace, je jejich povrch pokryt organickymi a
anorganickymi molekulami jiz béhem precipitace. Z prostifedi je odstranén kyslik pomoci
probublavani dusikem. V dasledku odstranéni kysliku je také redukovana velikost vzniklych
¢astic v porovnani s ostatnimi metodami syntézy. Za optimalnich podminek syntézy se
v saturovaném médiu zformuje krystalické jadro, které dale roste. Tento rist je uskutecnén
ptidavanim a odstraiovanim jednotlivych monomert, jako jsou atomy, ionty nebo molekuly.
Sila, ktera zptisobuje disoluci monomert, se zvysuje se snizujici se velikosti ¢astic. Pokud se
tedy v roztoku nachazeji Castice riznych velikosti, vétsi ¢astice budou rist na ukor mensich

[19].
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3.4.3 Modifikace povrchu magnetizovatelnych castic

Po syntéze nanocastic je vyzadovana modifikace jejich povrchu pro stabilizaci in vivo a in
vitro i pro zvySeni jejich biokompatibility. Samotné ¢astice maji hydrofobni povrch s velkym
pomérem povrchu ¢astice vaci jejimu objemu. Mezi jednotlivymi MPs dochazi
k hydrofobnim interakcim, a vytvaieji tak shluky, ¢imz se zvétSuje jejich objem. Jednotlivé
shluky vykazuji silné feromagnetické vlastnosti (mezi nimi je dip6l-dipolova pfitazlivost).
Pokud se k sob¢ piiblizi dva vétsi shluky, kazda jejich Castice je dale magnetizovana vlivem
magnetického pole sousedniho shluku, ¢imz jsou zesileny agregacni vlastnosti. Mezi
Casticemi tak vznikaji nejen Van der Waalsovy interakce, ale i magneticka pfitazlivost,
modifikace jejich povrchu je tedy nepostradatelna pro eliminaci téchto vlastnosti. Pro
stabilizaci MPs je ¢asto potieba velkd hustota pokryti povrchu. Jiz pfi syntéze Castic tedy byva
pridan stabilizator, napiiklad polymer nebo surfaktant pro zabranéni agregace vytvorenych
¢astic [19].

Napiiklad pfi modifikaci pomoci proteinu laktoferinu jsou ¢astice stabilni pti pokojové
teploté a je redukovana nespecificka endocytdza in vivo. Pokryti komerénich tosylovanych
polystyrenovych MPs vrstvou zlata zlepSuje orientaci ptipojeni protilatek k povrchu Castic a
redukuje nespecifickou adsorpci [17] a pokryti polyetylen glykolem zlepSuje biokompatibilitu
¢astic [19].

Pro magnetickou separaci existuji dva mozné zpisoby modifikace pro pfipojeni
biomolekul. Jedna z nich zahrnuje pokryti nabitou vrstvou pro elektrostatickou adsorpci
molekul. Touto vrstvou mize byt napiiklad aminosilan pro pouziti v roztoku toluenu. Takto
modifikované Céstice mohou byt pouzity pro izolaci DNA na zdklad¢ elektrostatickych
interakci mezi zaporné nabitou DNA a kladné nabitymi ¢asticemi s navdzanou skupinou NHo.
Tato metoda nevyzaduje pouziti organického rozpoustédla pro oddéleni DNA sekvenci, takZe
je eliminovan jeho vliv pii pozd¢jsi detekei. Pro izolaci na zakladé¢ elektrostatickych interakci
je mozné pouzit také polyamidoamin dendrimer pro modifikaci povrchu MPs [17]. Pro izolaci
DNA je mozné modifikovat povrch silanolovymi skupinami.

Druhym zptsobem je modifikace ¢astic specifickymi skupinami biomolekul. Mohou
byt pouzity aktivni chemické skupiny (jako je karboxylova nebo amino skupina), které tvori
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kovalentni vazby s biomolekulami za pfitomnosti specifickych reagentii. Dale se povrch MPs
muze modifikovat streptavidinem nebo avidinem, ktery specificky véaze biotinylované
biomolekuly. Pro izolaci mRNA se vyuziva modifikace povrchu poly(T) fetézci. EXistuje i
mnoho jinych ptikladd tohoto zpisobu modifikace. Tato metoda je cCasto pouzivana pro
imobilizovani specifickych receptort pro izolaci cilovych molekul [17].

Existuje nékolik firem zabyvajicich se ptipravou komerénich MPs pouzivanych pro
magnetickou separaci. Casto jde 0 paramagnetické astice o rozmérech nékolika mikrometri
s pokrytim povrchu polymery a jadrem tvofenym magnetickou nanocastici. Modifikovany

mohou byt mnoha riznymi molekulami pro specifickou izolaci daného produktu [17].
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4 METODY DETEKCE NUKLEOVYCH
KYSELIN

4.1 Polymerazova retézova reakce

Pro detekci nukleovych kyselin je ¢asto nutna jejich amplifikace. Tu je mozné in vitro
provadét napiiklad pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR). Béhem nékolika hodin je
mozné sekvence (at’ jiz jde o geny nebo negenové sekvence) amplifikovat i milionkrat nebo
vicekrat. Je nutné znat kratké nukleotidové sekvence ohraniCujici usek, ktery mé byt
amplifikovan. Je totiz potieba vyrobit syntetické oligonukleotidy zvané primery, které budou
komplementarni K témto znamym hrani¢nim sekvencim. Metoda PCR je velmi vyznamna
napiiklad v prenatalni diagnostice pti diagnostice dédi¢nych onemocnéni, kdy se vychazi
z velmi malého mnozstvi DNA. Dal$im vyznamnym vyuzitim PCR jsou forenzni pfipady.

Metoda zahrnuje tii kroky, které probihaji v opakujicich se cyklech. Prvnim krokem je
denaturace, pfi které jsou rozdéleny fetézce DNA rozpadem vodikovych mustkd mezi vlakny
pfi teploté 92-95 °C. Doba denaturace se lisi v zavislosti na délce amplifikovaného fetézce
v rozmezi 15-60 sekund. Prvni denaturace probiha delsi dobu, pro zajisténi uplného oddéleni
fetézcl.

Druhym krokem je hybridizace, pii které se na denaturovana vlakna DNA navazou
oligonukleotidové primery. Hybridizace probiha pii 50-60 °C s nadbytkem primerd. Teplota
se lisi v zavislosti na poétu a typu bazi primertu, pfili§ nizka teplota sniZuje specificitu
(primery totiZ nasednou i na sekvence, které jsou komplementarni jen z¢asti), kdezto pfilis
vysoka zamezi amplifikaci. Doba hybridizace se obvykle pohybuje v rozmezi 30-60 sekund.

Tretim krokem je polymerace, ktera probiha obvykle pti 70-72 °C po dobu 1-1,5
minuty, kdy DNA-polymeraza replikuje usek DNA mezi komplementarnimi misty

k primerim. Primer obsahuje volnou 3’-OH skupinu potiebnou pro kovalentni navéazani
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dal$iho nukleotidu a nasledné prodluzovani fetézce a denaturovana DNA zde funguje jako
templat.

Po probéhnuti téchto tfi krokti nasleduje dalsi cyklus. Amplifikace je exponencialni,
jelikoz z jedné dvousroubovice vzniknou po jednom cyklu dvé a z kazdé v dalsim cyklu opét
dvé. Po 30 amplifikacich tak vznikne vice nez miliarda kopii sekvence DNA. Posledni
polymerace probiha delsi dobu pro dokonceni vsech syntéz.

Jako replikdza se pouziva termostabilni DNA-polymeraza z termofilni bakterie
Thermus aquaticus, ktera je také nazyvana Tag-polymeraza. Ta zustava aktivni i béhem
denaturac¢niho kroku na rozdil naptiklad od DNA-polymerazy I z bakterie Escherichia coli.

Ptistroje pro PCR pojmou velké mnozstvi vzorkli a jsou fizeny jen postupnym
stiidanim teploty. Amplifikace specifickych sekvenci je tak jednoduchd a rychla. Nevyhodou
je, ze Tag-polymeraza nema korekéni aktivitu, a tak produkuje pii replikaci chyby s vyssi
Cetnosti nez je obvyklé in vivo nebo u jinych polymeraz. Druhou nevyhodou je, ze Tag-
polymeraza net¢inné amplifikuje useky delsi nez nékolik tisic nukleotidovych sekvenci [2].

PCR je mozné pouzit i k detekci vytvorenych amplikonii za pouziti real-time PCR,
kdy se sleduje navyseni fluorescence barviv nebo sondy po jednotlivych prob&hnutych

cyklech. Intenzita zafeni je imérnd mnozstvi produktu [24].

4.2 Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, pfi které je vyuzivano schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se
Vv elektrickém poli. Rychlost pohybu ¢astic je zavisla na velikosti ndboje a velikosti molekuly.
Elektroforéza se pouziva pro separaci latek, které je mozné nasledné kvantifikovat. Podle
prostiedi, ve kterém separace probihd, se elektroforetické metody déli na papirovou
elektroforézu, gelovou elektroforézu a kapilarni elektroforézu. Pomoci elektroforézy je mozné

jednodusSe ovéfit uspesnost PCR.
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4.2.1 Gelova elektroforéza

Gel pro gelovou elektroforézu byva nejcastéji vyroben z agarosy nebo polyakrylamidu.
Redéné agarosové gely jsou jednoduché na piipravu a dostateéné rigidni v nizkych
koncentracich. Pouzivaji se k separaci velkych makromolekul, jako jsou pravé nukleové
kyseliny az do velikosti 20 kb. DNA je zaporné nabita, v elektrickém poli se tedy bude
pohybovat smérem ke kladnému polu, piicemz kratké useky se pohybuji rychleji nez tseky
dlouhé.

Elektroforéza musi probihat ve vodném roztoku o stalém pH, pro naplnéni
elektroforetické vany a piipravu gelu se tedy pouzivaji pufry, které neutralizuji ionty H* a
OH’, které vznikaji hydrolyzou vody na elektrodach. Hustotu gelu je potieba pfizplisobit
velikosti molekul, které se separuji, velké molekuly tedy vyzaduji fid$i gel a malé hustsi.
Elektroforéza také musi probihat po dostate¢nou dobu pro zvyraznéni rozdilt v rychlosti
putovani rizn¢ velkych molekul gelem. Poloha separovanych molekul zavisi tedy nejen na
jejich velikosti, ale 1 sile pouzitého elektrického pole a dobé elektroforézy. Pii predem
nezndmé velikosti molekul je tedy tfeba srovnani s velikosti zndmych molekul, k ¢emuz jsou

vyuzivany markery molekulové hmotnosti [10].

4.2.2 Vizualizace gelu

Po separaci gelovou elektroforézou je analyt pouhym okem neviditelny, pro jeho kvantifikaci
se tedy pouzivd barveni gelu, popiipad¢ radioaktivni znaceni analytu. Je mozné pouzit
ethidium bromid, coz je fluorescenéni barvivo, které se specificky vaze na nukleové kyseliny.
Je totiz schopno interkalovat mezi ploché pary bazi v molekule DNA poptipade
dvouvlaknové tseky molekuly RNA. Tato jeho schopnost je vyznamna praveé pro vizualizaci
nukleovych kyselin.

Ethidium bromid se do gelu ptidava jiz pfi jeho piiprave, nukleové kyseliny se tak
obarvi ihned po spusténi elektroforézy. Elektroforézu je tedy mozné kdykoliv prerusit a stav
separace zkontrolovat na UV-transluminatoru, coz je plochy zdroj UV zafeni. Zaroven ale
ptitomnost ethidium bromidu ve struktufe nukleovych kyselin ovliviiuje jejich pohyblivost

v gelu, pfedevsim u nelinearnich molekul. Druhd nevyhoda pouziti ethidium bromidu je ta, ze
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slabé fluoreskuji i jeho volné molekuly ptitomné v gelu. Navic jsou tyto volné molekuly
kladné nabité, takze postupuji ve sméru opacném ke sméru pohybu nukleovych kyselin, ¢imz
vznikd ostré rozhrani mezi Casti gelu bez ethidium bromidu, které ma cerné pozadi, a Casti
obsahujici volné molekuly ethidium bromidu, ktera méa oranzové pozadi. Pro zvySeni kvality
nasledné fotografie je tak lepsi obarvit nukleové kyseliny v 14zni s ethidium bromidem az po
skonCeni elektroforézy Snaslednym odstranénim piebytecnych molekul promytim

Vv destilované vodé [10].

4.3 Spektrofotometrie

Nejjednodussi a nejvice pouzivany zpusob detekce nukleovych kyselin je pomoci
spektrofotometrie. Tato metoda je zalozena na premise, Zze aromatické struktury bazi
specificky absorbuji UV-zéieni urcitych vinovych délek, pfi¢emz intenzitu absorpce je mozné
méfit spektrofotometrem.

Nukleové kyseliny specificky absorbuji UV-zafeni prostfednictvim konjugovanych
elektrontl, které se nachazeji nad a pod rovinou bazi v jejich struktufe. Tyto elektrony jsou
charakteristicky uspofadany, coz vede ktomu, ze nukleové kyseliny rizné intenzivné
absorbuji energii fotonti riznych vinovych délek. Po vyneseni absorbance cistého vodného
roztoku nukleovych kyselin pfi riznych vinovych délkach do grafu je ziskana charakteristicka
kiivka s vrcholem pifi vlnové délce 260 nm. Hodnota absorbance je piimo zavisld na
koncentraci nukleovych kyselin ve vzorku.

Jsou-li v roztoku pouze nukleové kyseliny, mira absorpce odpovida jejich koncentraci.
Casto je ale roztok kontaminovan bilkovinami, jejichz aromatické aminokyseliny fenylalanin
a tyrosin také specificky absorbuji UV-zéfeni. Intenzita absorpce nukleovych kyselin a
bilkovin se lisi pti riznych vlnovych délkéch, Cistotu vzorku je tedy mozné posoudit z poméru
absorbanci pfi vinovych délkach 260 nm a 280 nm. Pomér absorbanci pii téchto vlnovych
délkach je charakteristicky pro vzorek nukleovych kyselin vzhledem k charakteristickému
tvaru absorpcni kiivky. Tento tvar je stejny bez ohledu na koncentraci, je tedy stejny i

uvedeny pomér absorbanci. Hodnota absorbance pfti vinové délce 260 nm u ¢istého roztoku je
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dvojnésobnd oproti absorbanci pii vinové délce 280 nm. Po znecisténi bilkovinami
obsahujicimi aromatické aminokyseliny, absorbuje roztok vice pii vinové délce 280 nm.

RNA i DNA absorbuji UV-zareni viceméné shodn¢, pro stanoveni koncentrace pouze
jedné slozky je tedy zapotiebi druhou z roztoku odstranit. Zptusob vypoctu koncentrace zavisi
na tom, zda je nukleovou kyselinou DNA nebo RNA, zda je molekula jednovldknova nebo

dvouvlaknova a zda je znama sekvence, pfipadné molekulova hmotnost molekuly [25].

4.4 Elektrochemické metody

Elektrochemické metody spocivaji v méteni elektrickych veli¢in, jako je proud, potencial
nebo naboj, a jejich vztahu schemickymi veli¢inami. Elektrochemické metody jsou
V soucasnosti velmi popularni, naptiklad pro konstrukci chemosenzort a biosenzorti.
Elektrochemické procesy se odehravaji na rozhrani elektrod a roztoku. Vzdy je
vytvofena elektrochemicka cela slozena ze dvou az ¢tyft elektrod a elektrolytu, ktery obsahuje
vzorek. Povrch elektrody uskute¢fiuje prevod mezi vodivosti iontovou (v elektrolytu) a
vodivosti elektronovou. Jedna elektroda méa vzdy konstantni potencial, tedy potencial
nezavisly na vlastnostech vzorku, a oznaCuje se tedy jako referentni. Potencial druhé
elektrody se méni v zavislosti na vlastnostech vzorku, oznacuje se tedy jako pracovni [26].
Voltametrie a polarografie jsou metody, pfi nichz se sleduje zavislost proudu
prochazejiciho pracovni elektrodou ponofenou v analyzovaném roztoku na potencialu, ktery
se na tuto elektrodu vklad4d z vngjs$iho zdroje. Elektrochemicky ¢lanek musi obsahovat
pracovni elektrodu ponofenou do analytu a referentni elektrodu, ktera je spojena s roztokem
pomoci solného miistku. Tomuto uspotfadani se tfika dvouelektrodové. Pokud se piida také
pomocna elektroda, oznaCuje se takovéto uspofadani jako tiielektrodové. Potencial
nepolarizovatelné referentni elektrody je konstantni, se zmé&nou vloZeného napéti se tak méni
pouze potenciadl pracovni elektrody. Ten ale neni moZné piresné meéfit, protoze pii
dvouelektrodovém zapojeni se pii pruchodu ¢ast vlozeného napéti ztrati na odporu analytu.
U tiielektrodového zapojeni prochdzi proud pouze mezi pomocnou a pracovni elektrodou a

skutecny potencidl pracovni elektrody je tak mozné vici potencialu referentni elektrody
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zméfit. Pracovni elektrody mohou byt rtutové nebo z tuhych materialii. Pfi pouziti kapajici
rtutové kapkové elektrody (DME) se jedna o polarografii, kdezto pii pouziti visici rtutové
kapkové elektrody (HMDE) nebo tuhych elektrod se jedna o voltametrii. Rtutové elektrody
jsou vhodné pro stanoveni latek katodickou redukci pfi negativnich potencidlech, vodik se zde
totiz redukuje s velkym prepétim, platinové a uhlikové jsou pak vhodné pro stanoveni latek
anodickou oxidaci. Povrch rtuti je homogenni, hladky a je mozné jej snadno obnovit.
Referentni elektrody byvaji elektrody II. druhu, naptiklad argentchloridova nebo kalomelova.
Pomocné elektrody byvaji z inertniho materialu, napiiklad z platiny nebo uhliku ve tvaru
plisku nebo dratku [27].

Proudova odezva pii polarizaci elektrody je slozena se slozek kapacitniho a
faradayického proudu. Kapacitni proud je nutny pro nabiti elektrody na dany potencial, ¢imz
se na jejim povrchu vytvoii elektricka dvojvrstva. Faradayicky proud je vysledkem
redukéniho nebo oxidacniho dé€je na elektrodé a jeho velikost je dana velikosti naboje, ktery je
vyménovan mezi elektrodou a roztokem, za jednotku ¢asu [26].

Pokud v analytu neni latka, ktera by se oxidovala nebo redukovala, neprobiha
elektrodova reakce a elektrodou prochazi pouze kapacitni proud. Pokud se v okoli elektrody
nachazi latka, ktera se pii urcitém potencialu oxiduje nebo redukuje (vyména elektronu mezi
elektrodou a ionty), dojde k depolarizaci elektrody a za¢ne ji prochazet faradayicky proud.
Velikost tohoto proudu je mirou koncentrace dané latky. Ktivka, zobrazujici zavislost proudu
na vlozeném potencidlu se nazyva voltamogram a pfitomnost analytu se na ni projevi
voltametrickou vinou [27].

Existuji dva hlavni typy elektrochemickych metod: potenciometrické a techniky
s fizenym potencidlem. Potenciometrické metody jsou techniky s nulovym proudem, ve
kterych je informace o vzorku ziskdna pomoci méfeni potencidlu, ktery se vytvofi na
membrané elektrody. Existuje mnoho riznych materiali pro vyrobu membran, a kazdy z nich
je vhodny pro rozpoznavani jiného iontu.

Principem metod s fizenym potencialem je sledovani transportu iontd na rozhrani
elektrody a vzorku za dynamickych podminek (pfi nenulovém proudu). Potencial elektrod je

zde pouzit pro vyvolani transportu elektronu a méfi se vysledny proud, vyvolava tak
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oxida¢né-redukéni déj. Vysledny proud odrazi miru, kterou se elektrony pohybuji skrz
rozhrani elektrody a vzorku.

Mezi metody s fizenym potencialem patii chronoamperometrie, cyklicka, pulzni, AC,
rozpoustéci voltametrie/polarografie nebo pritokova analyza. Mezi techniky pulzni
voltametrie/polarografie pak patii normalni pulzni, diferen¢ni pulzni, square-wave nebo
staircase voltametrie/polarografie. Mezi techniky rozpoustéci voltametrie/polarografie patii
anodicka, katodicka, potenciometricka, adsorpéni a abrazivni rozpoustéci voltametrie [26].

Pro elektroanalyzu DNA je mozné pouzit rizné metody voltametrie/polarografie, jako
je cyklicka, linear sweep, eliminacni, diferencni pulzni, AC, adsorp¢ni rozpoustéci, square-
wave voltametrie/polarografie a chronopotenciometrie [28]. Tato prace je zaméfena na
square-wave voltametrii/polarografii, ktera bude vyuzita pro feseni praktické ¢asti zavérecné

prace.

4.4.1 Square-wave voltametrie/polarografie

Pii square-wave voltametrii je na elektrodu vloZen potencial linearné se ménici s ¢asem a ten
se moduluje sttidavym napétim pravouhlého tvaru o malé amplitudé¢ (asi 10 mV, Obrazek 4.1)
a frekvenci zhruba 100 Hz [27]. Béhem jednoho cyklu je proud méten dvakrat, poprvé na
konci doptedného pulzu a podruhé na konci zpétného pulzu. Zpétny pulz zplsobuje opacnou
reakci produktu nez proud dopiedny. Do voltamogramu jsou vynaseny rozdily obou meéteni

Vv zavislosti na napéti. Hodnota proudu piku na voltamogramu je umérna koncentraci analytu.
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potencial

¢as
Obrazek 4.1 Potencialovy program p¥i square-wave voltametrii/polarografii

Metoda je velmi senzitivni, jelikoz vysledny proud je vyssi nez obé slozky proudu
zvlast (doptedna i zpétnd). Také efektivné eliminuje kapacitni slozku proudu, je tedy mozné
dosahnout velmi nizké detekéni limity. Proudy namétené pomoci square-wave voltametrie
jsou priblizn€ 4x vyssi nez ty naméfené pomoci diferenéni pulzni voltametrie (DPV).

Velkou vyhodou této metody je jeji rychlost. Efektivni rychlost polarizace je dana
souc¢inem frekvence square-wave (v jednotkach Hz) a vysky viny. Doba analyzy je tak velmi
redukovana, je mozné vykreslit cely voltamogram béhem nékolika vtetin (u DPV jde 0 2 az 3
minuty). Cely voltamogram tak muize byt ziskan pomoci jediné kapky rtuti [26].

Square-wave voltametrie je nejlep$i pulzni metodou, jelikoz efektivitu eliminace
kapacitniho proudu ma shodnou s DPV, ale ma lehce vyssi senzitivitu, je rychlejsi a je mozné
Ji pouzit s riznymi druhy materiali elektrod, pfi¢emz nejvétsi reprodukovatelnost a nejnizsi
limity detekce ma méfeni pomoci rtutové elektrody. Pro analyzu DNA jde o jednu z metod

v

detekce DNA pomoci square-wave voltametrie Obrazek 4.2.
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Obrazek 4.2 Typicky voltamogram DNA naméfeny pomoci square-wave voltametrie
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5 MATERIAL A METODY

Tato Cast prace je vénovana materialu a piistrojovému vybaveni pouzitému pro
vypracovani experimentalni ¢asti bakalaiské prace. Jsou zde uvedeny metody pro piipravu

vzorku, izolaci nukleovych kyselin z n¢j a detekci téchto nukleovych kyselin.

5.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly v ACS ¢istoté potfizeny od firmy Sigma-Aldrich Chemical
Co. (MO, USA), pokud neni uvedeno jinak. Parafilm pro elektrochemické méfeni byl také od
firmy Sigma-Aldrich Chemical Co. (MO, USA).

DNA bakteriofagu A o délce 48 502 bp byla pofizena od firmy New England BioLabs
Inc. (MA, USA). Smés pro PCR byla pfipravena pomoci Taq PCR Kit firmy New England
Biolabs Inc. (MA, USA). Primery pro PCR bakteriofagu A byly syntetizovany firmou Sigma-
Aldrich Chemical Co. (MO, USA). Sekvence ,forward primeru®“ byla nasledujici:5'-
CCTGCTCTGCCGCTTCACGC-3". Sekvence ,reverse primeru“ byla nasledujici: 5'-
TCCGGATAAAAACGTCGATGACATTTGC-3".

Pro promyvani ¢astic byly pouzity nasledujici roztoky: a) fosfatovy pufr I: 0,1M NaCl
+ 0,05M NayHPO, + 0,05M NaH,PO4; b) 1x Taq pufr: 0,01M Tris-HCI, 0,05M KCI, 0,015M
MgCl,, pH 8,3 (BioLabs,USA); c) H,O; d) 5M NacCl.

Pro optimalizaci imobiliza¢niho roztoku byly pouzity: a) 0,1M Na,HPO, + 0,1M
NaH,POy4; b) 0,6M guanidin thiokyanat; ¢) 0,15M Tris-HCI (pH 7,5); d) 0,5M NacCl,
e) 1,25M NacCl; f) 2,5M NaCl; g) 3M NaCl; h) 4M NacCl; i) 5M NaCl; j) 2,5M LiCl; k) 2,5M
CsCl; 1) 2,5M KCI; m) 2,5M SrCly; n) 2,5M CaCls; 0) 70 % etanol.

Jako elu¢ni roztoky byly pouzity: a) fosfatovy pufr II: 0,2M NaCl + 0,1M Na;HPO, +
0,1M NaH,POy; b) Tris-EDTA: 0,01M Tris + 1-10*M EDTA (pH 6,62; 7,45; 8,02; 8,99;
9,14; 9,58; 10,19; 10,74; 10,9; 11,21); c) 0,01M Tris-HCI (pH 8,96).

Pro elektrochemické méteni byl pouzit acetatovy pufr S nasledujicim slozenim: 0,2M

CH3COOH + 0,2M CH3COONa, pH 5.
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5.2 Magnetizovatelné castice

Pro izolaci vzorku (specificky PCR produkt o délce 500 bp) byly pouzity &astice Dynabeads®

MyOne Silane (Invitrogen, Norsko) a magneticky stojan Magnetic Particle Concentrator-S
(Invitrogen, Oslo). Vsechny experimenty byly provedeny v RNA/DNA UV cleaner box UVT-
S-AR (Biosan, Lotyssko).

Dynabeads® MyOne Silane jsou uniformni &stice o praméru 1,15 pm vyrobené
z polystyrenu se sitovanou strukturou S rovnomérné rozptylenym magnetickym materialem,
kterym byl oxid zeleza. Povrch je u téchto ¢astic modifikovan pomoci silanolovych skupin,
takze Gastice se projevuji podobnymi vlastnostmi jako silikat. Castice byly dodany o
koncentraci 40 mg/ml ve vod¢ obsahujici jako konzervant 0,02 % NaNj3 a byly skladovany pii
teploté 2-8 °C. Obrazek 5.1 ukazuje snimek téchto ¢astic porizeny skenovacim elektronovym

mikroskopem.

SEM HV: 15.0 kV WD: 10. 58 mm %J MIRA3 TESCAN

View field: 115 um SEM MAG: 5.01 k -
w esoLUTE " I TESCAN

SM: RESOLUTION Det: BSE

Obrazek 5.1 Snimek &astic Dynabeads® MyOne Silane poFizeny skenovacim elektronovym mikroskopem
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5.3 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy R 160 P (Sartorius research, Germany)

e Autoklav Tuttnauer 2540 el (Schoeller Instruments, s.r.o., CR)
e Mastercycler ®ep realplex* S (Eppendorf, Némecko)

e RNA/DNA UV cleaner box UVT-S-AR (Biosan, Loty$sko)

e Multi spin MSC-6000 (Biosan, Loty$sko)

e Thermomixer 5355 Comfort/Compact (Eppendorf, Némecko)
e AUTOLAB PGS30 Analyzer (Eco Chemie, Nizozemsko)

e VA Stand 663 (Metrohm,Svycarsko)

e Specord 210 (Analytic Jena AG, Némecko)

5.4 Priprava vzorku pro izolaci nukleovych Kkyselin

V praci doslo k optimalizaci izolace specifického PCR produktu pomoci magnetizovatelnych
castic. Specificky PCR produkt o délce 500 bp byl ziskan pomoci piistroje Mastercycler® ep
realplex* S (Eppendorf, Némecko). Smés pro PCR byla pfipravena nasledovné: a) 40, 75
ulH,0; b) 5 pl10x Taq pufru; c) 1 ul0,010M dNTP; d) 1 pul 1-10°M forward primeru; e) 1
ul1-10°M reverse primeru; f) 0,25 pl Taq polymeréazy; g) 1 pul vzorku (DNA bakteriofaga ).
VSechny chemikalie byly pfed pfidanim do reakéni smési protiepany a odstiedény,
s vyjimkou Taq polymerazy, ktera byla pouze odstfedéna.

Vytvofena reakéni smés byla promichana a vlozena do pfistroje, na kterém byl
nastaven nasledujici teplotni profil: pocate¢ni denaturace probihala po dobu 2 minut pfi
95 °C, poté probéhlo 60 cykli s denaturaci po dobu 15 spii 95 °C, hybridizaci po dobu
15 s pii 64 °C a polymeraci po dobu 45 s pii 72 °C. Zavére¢na polymerace probihala po dobu
5 minut pfi 72 °C. PCR produkt byl nasledné kratkodobé¢ skladovéan pfi teploté 4 °C az do
dal$iho pouziti. Pro dlouhodobé skladovani byla pouZita teplota -20 °C.
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5.5 Izolace nukleovych kyselin pomoci magnetizovatelnych
Castic

Existuje mnoho riznych postupi pro izolaci a purifikaci nukleovych kyselin pomoci
magnetizovatelnych castic. Kazdy vyrobce pro svij produkt uvaddi mirn€ odlisny postup.
Vsechny metody ale maji spoleény princip. Castice jsou vzdy nejdiive promytim oddéleny od
roztoku, ve kterém byly uchovany. Nasleduje imobilizace, kdy se Castice piidaji k roztoku
nukleovych kyselin, které je potieba purifikovat. Céstice s jiz navazanymi nukleovymi
kyselinami se opét promyji pro odstranéni kontaminantt a poslednim krokem je eluce, kdy se
nukleové kyseliny uvoliuji do cistého roztoku. Vychozi postup, ktery byl pouzit pro
experimentalni ¢ast této prace, je podle [29]. Uvedeny postup Vviz Obrazek 5.2.

Po =zajisténi rovnomérné disperze MPs v uchovavacim roztoku bylo do
mikrozkumavky umisténo 10 pl MPs. Mikrozkumavka se poté umistila na magneticky stojan,
kde vlivem ptisobeni vnéjsiho magnetického pole doslo ke zmagnetizovani MPs. Ty pfilnuly
ke sténé¢ zkumavky pfilehlé k magnetickému stojanu, a bylo tak mozné z mikrozkumavky
odstranit piebytecny uchovavaci roztok.

Nasledné byla zkumavka odstranéna z vnéjsiho magnetického pole, k MPs bylo
pfidéno 20 pl promyvaciho roztoku, a manualné byla zajiSténa rovnomérnd disperze MPs
V promyvacim roztoku. Poté byla zkumavka opét umisténa na magneticky stojan a promyvaci
roztok byl odstranén. Nasledné se pfidal Cisty promyvaci roztok, ale disperze MPs byla
tentokrat provedena automaticky, tfepanim a naslednym odstfedénim na pfistroji Multi spin
MSC-6000 (Biosan, LotySsko). Tiepani bylo nastaveno na nejsilngjsi stupeni a probihalo po
dobu 20 s, odstfedéni probihalo pfi centrifugacni sile 285 g po dobu 1 sekundy. Celé
promyvani (s manudlni i automatickou disperzi €astic) bylo nasledné dvakrat zopakovano.
Celkové tedy byly ¢astice promyty 6X.

Imobilizace je krokem, pfi kterém dochézi k samotné izolaci a purifikaci nukleovych
kyselin. Na zéklad¢ afinity nukleovych kyselin k latce, kterou byl modifikovan povrch MPs,
dojde k jejich pevnému navazani na ¢astice, pokud se nachazeji ve vhodném prostiedi. Pro

jeho zajisténi bylo po odstranéni zbytkti promyvaciho roztoku pfidano 10 ul roztoku
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imobilizacniho a 10 pul samotného vzorku. Imobilizace probihala v nékolika cyklech po
urc¢itou dobu. Kazdy cyklus sestaval z tiepani na nejslabsim stupni po dobu 20 s, s naslednym
odstfedénim pii centrifugacni sile 285 g po dobu 1 s.

Po imobilizaci nasledovalo promyti Castic s navazanymi nukleovymi kyselinami. Vyse
uvedeny postup promyti byl opét proveden tiikrat, Castice tedy byly 6x promyty. K promytym
¢asticim s navazanymi nukleovymi kyselinami bylo poté piiddno 30 pl elu¢niho roztoku a
eluce probihala pii zahtati po urCitou dobu na pfistroji Thermomixer 5355 (Eppendorf,
Némecko). Vlivem teploty a pH elu¢niho roztoku byly nukleové kyseliny uvolnény z Castic
do eluéniho roztoku. Magnetizovatelné céstice byly uchyceny ke sténdm zkumavky
plusobenim vnéjsitho magnetického pole a roztok obsahujici pouze nukleové kyseliny byl

pfenesen do Cisté zkumavky a dale elektrochemicky analyzovan.
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Obrazek 5.2 Schéma postupu izolace nukleovych Kyselin pomoci magnetizovatelnych c&astic. A MPs
nachazejici se v uchovavacim roztoku; B Promyti ¢astic pro odstranéni zbytki uchovavaciho roztoku;
C Pfidani vzorku, ktery je nutné izolovat; D Trepani a odstfedéni po uréitou dobu; E Imobilizace
nukleové Kkyseliny na MPs; F Promyti ¢astic s navazanou nukleovou Kyselinou pro odstranéni
kontaminanti a nenavazanych molekul; G Zahiati mikrozkumavky pro eluci nukleové kyseliny z ¢astic;

H Odsati nukleové kyseliny; | Predani nukleové kyseliny do ¢isté mikrozkumavky.
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5.6 Elektrochemicka detekce

Pro detekci vytézku izolace DNA byla pouzita elektrochemicka analyza provedena pomoci
adsorptivni pfenosové techniky na analyzatoru AUTOLAB PGS30 Analyzer (Eco Chemie,
Nizozemsko) propojeném s VA Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Pro méfeni bylo pouZito
standardni tfielektrodové zapojeni, kde jako pracovni elektroda slouzila visici rtutova
kapkova elektroda (HMDE), pomocna elektroda byla platinova a jako referentni byla pouzita
argentchloridova elektroda.

Pti adsorptivni pienosové technice se nukleové kyseliny adsorbuji na povrch pracovni
elektrody. K adsorpci dochazelo na parafilmu, na ktery byla nanesena 5 ul kapka vzorku, ke
které byla pfilozena pracovni elektroda. Adsorpce probihala po dobu 2 minut. Po adsorpci
byla elektroda oddélena od vzorku a omyta v destilované vodé pro odstranéni zbytku analytu,
ktery se neadsorboval na povrchu rtutové kapky. Po omyti byla elektroda pfenesena do
roztoku elektrolytu. Jako elektrolyt slouzil acetatovy pufr pH 5, ktery je vhodny pro analyzu
nukleovych kyselin. Schéma adsorptivni pfenosové techniky viz Obrazek 5.3.

V elektrolytu doslo k detekci DNA pomoci square-wave voltametrie. Analyza
probéhla za nasledujicich parametrii: pocatecni potencial byl 0 V, koncovy potencial byl -
1,8 V, potencialovy krok byl 0,00459 V. Pouzita amplituda byla 0,02505 V a frekvence 280
Hz. Ze vzniklého zdznamu byla odectena vyska piku v oblasti ptiblizné -1,4 V, jejiz hodnoty

byly vyneseny do pfisluSného grafu.
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Obrazek 5.3 Schéma adsorptivni pienosové techniky. 1 Pomocna elektroda; 2 Pracovni elektroda; 3
Referencni elektroda; A Naneseni vzorku na parafilm; B Adsorpce nukleové kyseliny na povrch pracovni

elektrody; C Omyti pracovni elektrody; D Ponoieni pracovni elektrody do elektrolytu a méieni.

5.7 Spektrofotometrické stanoveni absorbance PCR

produktu v zavislosti na jeho teploté

Pro stanoveni zavislosti absorbance PCR produktu na jeho teploté¢ byl pouzit pfistroj
Specord 210 (Analytic Jena AG, Némecko). PCR produkt se nachazel v roztoku Tris-EDTA
o pH 9,1, ktery byl béhem optimalizace uren jako vhodny elu¢ni roztok. Referencnim
vzorkem byl roztok Tris-EDTA. Méfeni absorbance probihalo pfi vinové délce 260 nm, pii
které dochazi k nejvétsi absorbanci molekulami DNA. 200 ul PCR produktu bylo vzdy
zahfato na uréitou teplotu pomoci pristroje Thermomixer 5355 Comfort/Compact

(Eppendorf, Némecko) a poté byla zmétfena jeho absorbance.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V této ¢asti bakalaiské prace budou uvedeny vysledky experimentti vedoucich k optimalizaci
navrzené metody izolace nukleovych kyselin pomoci magnetizovatelnych ¢astic. Pro dosazeni
maximalniho vytézku izolace DNA byly optimalizovany kroky promyvani, imobilizace a
eluce. Detekce vytéZku izolace byla u vSech experimentli provedena pomoci square-wave
voltametrie. Z kazdého experimentu byl vzdy pik o nejvyssi hodnoté urcen jako 100 % a

ostatni hodnoty s nim byly porovnavany.

6.1 Vychozi podminky izolace nukleovych kyselin pomoci
magnetizovatelnych Castic

Jako promyvaci roztok pfed imobilizaci amplikond byl pouzit fostfatovy pufr I, k 10 pl ¢astic
bylo pifidano 20 pl tohoto roztoku a ¢astice byly 3x promyty vySe uvedenym postupem
S jejich manualni i automatickou rovnomérnou disperzi v roztoku.

Po odstranéni zbytkt promyvaciho roztoku bylo pfidino 10 pl vzorku, a 10 pl
imobiliza¢niho roztoku, ktery byl slozen z 0,1M Na,HPO, + 0,1M NaH,PO,; 0,6M guanidin
thiokyanat; 0,15M Tris HCI pH 7,5 a soli vimobilizaénim roztoku byla 0,5M NaCl.
Imobilizace probihala pfi teplot¢ 20 °C po dobu 40 minut a mikrozkumavka byla tfepana
pouze jemné.

Po imobilizaci nasledovalo opakované promyti castic s navazanymi nukleovymi
kyselinami 20 ul fosfatového pufru I. Po promyti bylo k ¢asticim ptidano 30 pl fosfatového
pufru I1, jehoz pH bylo 6,5 a eluce probihala po dobu 5 minut pfi teploté 85 °C.
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6.2 Optimalizace promyvani ¢astic

6.2.1 Vliv promyvaciho roztoku

Nejdiive bylo optimalizovano pouziti promyvacich roztokii pted imobilizaci amplikont a po
ni. Pro experimenty byly jako promyvaci roztoky pouzity fosfatovy pufr I, Taq pufr, H,O a
5M NacCl. V grafech je zobrazena zavislost v§ech promyvacich roztokl pied imobilizaci vzdy
na jednom promyvacim roztoku po imobilizaci (Obrazek 6.1) Pouziti SM NaCl jako
promyvaciho roztoku po imobilizaci vedlo k vétsi vytéznosti ve srovnani s ostatnimi roztoky
Vv priméru o 42 %. Nejvyssi ucinnosti izolace bylo dosazeno, pokud byly castice ptred
imobilizaci amplikon promyty pomoci fosfatového pufru I a po ni pomoci SM NaCl. Pro
relativni srovndni promyvacich roztokli byla tato maximalni hodnota vytéZznosti uvazovana
jako 100 %. Pti pouziti H,O jako promyvaciho roztoku pied imobilizaci a SM NaCl po ni byla
ucinnost izolace DNA také vysoka, ale lepsi opakovatelnosti méfeni bylo dosazeno pfi pouziti
fosfatového pufru I, kdy byla smérodatna odchylka stanoveni (RSD) pro 5 méfeni 10,4 %. Pti
pouziti H,O byla RSD 18,1 %. Opakovatelnost byla dale zlepSena pii promyti ¢astic pied
imobilizaci Taq pufrem (RSD 2,7 %) nebo 5M NaCl (RSD 2,6 %) a po ni 5M NaCl, ale
vytézek izolace byl za téchto podminek nizsi nez v pfedchozim piipad€ (34-37 %). Nejlepsi
opakovatelnosti méfeni bylo dosazeno pii promyti ¢astic pred imobilizaci Taq pufrem a po ni
fosfatovym pufrem I (RSD 1,2 %), ale vytézek izolace byl za téchto podminek nizky
(23,5 %). Naopak nejhorsi opakovatelnosti méfeni (RSD 18,1 %) bylo dosaZzeno promytim
Castic pied imobilizaci pomoci H,O a po imobilizaci pomoci 5M roztoku NacCl.

Optimalni je pouziti fosfatového pufru I jako promyvaciho roztoku pied imobilizaci
amplikonli a SM NaCl jako promyvaciho roztoku po imobilizaci. Pfed imobilizaci amplikont
je potieba zajistit, aby byl roztok pouzity pro promyti ¢astic schopen odstranit vSechny zbytky
uchovavaciho roztoku, obsahujiciho azid sodny. K tomu je vhodné voda nebo praveé fosfatovy
pufr. Po imobilizaci amplikonti je nutné zajistit velkou iontovou silu promyvaciho roztoku,
aby nebyla nukleova kyselina uvoliiovana z ¢astic do roztoku a tak odplavena spolu
s kontaminanty a nenavazanymi molekulami [30]. NaCl mél z promyvacich roztokd nejvyssi
iontovou silu, proto je vhodny pro toto promyti.
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Ostatni podminky izolace byly nasledujici: imobilizace probihala po dobu 15 minut pfi
pokojové teploté za soucasného intenzivniho tfepani. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1M Na,HPO,
+ 0,1M NaH;POy; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 1,25M NaCl.
Elu¢nim roztokem byl Tris-EDTA pH 10,9 a eluce probihala po dobu 5 minut.
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Obrazek 6.1 Vliv promyvacich roztoki pred imobilizaci a po ni na vytézek izolace. A: Po imobilizaci byl
pouzit SM NaCl; B: Po imobilizaci byla pouzita H,O; C: Po imobilizaci byl pouzit Tag pufr; D: Po

imobilizaci byl pouzit fosfatovy pufr I
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6.2.2 VIiv poctu promyvacich krokii
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Obrazek 6.2 Vliv poétu promyvacich kroku

V tomto experimentu byl sledovan vliv poctu promyti ¢astic na vytézek izolace. Obrazek 6.2
ukazuje zavislost vysky piku elektrochemické detekce na poctu promyti Castic. Vyssi
vytéznosti bylo dosazeno, pokud byly castice promyty 3x a jejich rovnomérna disperze
Vv roztoku byla zajisténa manualné. RSD byla pti manualni disperzi a promyti 3x26,4 %, pii
promyti 6x 25,9 %, ale vytéznost byla pfi tomto promyti jen 70,7 %.

Optimalni je, aby byly ¢astice promyty 3x a jejich disperze v promyvacim roztoku
byla zajisténa manualné. Pii dalSich promytich po imobilizaci mize dojit k uvolnéni
navazanych nukleovych kyselin z ¢astic do promyvaciho roztoku, zejména pokud je disperze
zajiSténa na pristroji Multi spin MSC-6000 (Biosan, LotySsko), kde je mikrozkumavka
intenzivné tfepana.

Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pted imobilizaci byl
fostatovy pufr I, po ni 5SM NaCl. Imobilizace probihala 15 minut pfi 20 °C. Imobiliza¢ni
roztok byl 0,1M Na,HPO, + 0,1M NaH,PO,; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH
7,5 a 2,5 CsCl. Elu¢nim roztokem byl Tris-EDTA pH 9,1 a eluce probihala po dobu 5 minut

pii teploté 85 °C.
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6.3 Optimalizace imobilizace nukleové kyseliny na ¢astice

Pro optimalizaci imobilizace nukleové kyseliny na ¢astice byly sledovany vliv tfepani béhem
imobilizace, vliv teploty pfi ni, vliv doby imobilizace, vliv slozeni imobiliza¢niho roztoku,

vliv koncentrace NaCl v imobilizaénim roztoku a vliv pouzitého chloridu alkalického kovu.

6.3.1 Vliv tiepani béhem imobilizace
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Obrazek 6.3 Vliv tiepani béhem imobilizace

V tomto experimentu byl sledovan vliv tfepani na pfistroji Multi spin MSC-6000 (Biosan,
Lotyssko) béhem imobilizace amplikont na vytézek izolace. Obrazek 6.3 zobrazuje zavislost
vysky piku elektrochemické detekce na tfepani béhem imobilizace. Vys$si vytéznosti bylo
dosaZeno, pokud byla mikrozkumavka intenzivné ttepana. Tato hodnota vytéZnosti tak byla
vzata jako 100 %. RSD byla pfti tfepani mikrozkumavky 9 %, pfi jejim netfepani 0,1 %, ale
vytézek izolace byl pii netiepani signifikantné¢ mensi (1 %).

Optimalni je, aby byla béhem imobilizace mikrozkumavka intenzivné tfepana. Pfi
ttepani dojde k promichani nukleové kyseliny a astic ve vzorku, ¢imzZ je 1épe zpfistupnén
povrch castic, a ¢astice s nukleovou kyselinou jsou vhodné prostorové orientovany.
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Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pfed imobilizaci byl
fosfatovy pufr I, po ni 5M NaCl. Imobilizace probihala po dobu 15 minut pii pokojové
teploté. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1M Na,HPO,4 + 0,1M NaH,PQ,; 0,6M guanidin thiokyanat;
0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 1,25M NaCl. Elu¢nim roztokem byl Tris-EDTA pH 10 a eluce
probihala po dobu 5 minut pfi teploté 85 °C.

6.3.2 Vliv teploty p¥i imobilizaci
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Obrazek 6.4 Vliv teploty imobilizace

V experimentu byl sledovan vliv teploty pfi imobilizaci amplikonti na vytézek izolace. Pro
experiment byly zvoleny teploty v rozsahu 5 — 99 °C. Obrazek 6.4 zobrazuje zavislost vysky
piku na teploté pfi imobilizaci. Nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno, pokud byla teplota pfi
imobilizaci 20 °C. Tato hodnota byla uvazovéana jako 100 % a RSD pii ni byla 26,7 %.
Nejlepsi opakovatelnost (RSD 7,8 %) byla pii teplot¢ 10 °C, ale vytéZnost byla mala
(37,1 %). Nejnizsi vytéznost byla pii teploté 60 °C s RSD 8,8 %. Nejhorsi opakovatelnost
byla pii teploté 90 °C (RSD 30,3 %). VytéZznost byla pfi této teploté 51,2 %.

Optimalni je imobilizace amplikont ptfi 20 °C. Pfi chlazeni vzorku muze byt

zpomalena kinetika reakce PCR produktu se silanolovymi skupinami a tim snizeni vytéznosti.
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V grafu zéavislosti absorbance PCR produktu na jeho teploté (Obrazek 6.5) je vidét zlom
piiblizné pii teploté 62 °C. Pravdépodobné pii této teplot¢ dochédzi ke kolapsu terciarni
struktury PCR produktu a nejsou tak vhodné podminky pro jeji imobilizaci na ¢astice. Teplota
tani pouzittho PCR produktu je 81 °C, pii této teploté se 50 % produktu nachazi
V jednotetézcové a 50 % v dvouietézcové formé. Pii dalSim zvySovani teploty roste podil
jednotetézcové formy PCR produktu, a tedy nartsta koncentrace molekul DNA. Proto pii

dalsim zvySovani teploty vytéznost rostla.
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Obrazek 6.5 Zavislost absorbance PCR produktu na jeho teploté

Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pfed imobilizaci byl
fosfatovy pufr I, po ni SM NaCl. Imobilizace probihala po dobu 5 minut za souc¢asného
intenzivniho tfepani. Imobilizacni roztok byl 0,1M Na,HPO, + 0,1IM NaH,PO,; 0,6M
guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 2,5M CsCl. Elu¢nim roztokem byl Tris-EDTA
pH 9,1 a eluce probihala po dobu 5 minut pfi teploté 99 °C.
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6.3.3 Vliv sloZeni imobilizacniho roztoku
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Obrazek 6.6 Vliv slozeni imobiliza¢niho roztoku

V experimentu byl sledovan vliv slozeni imobiliza¢niho roztoku na mnozstvi izolovaného
amplikonu (Obrazek 6.6). Jeden imobiliza¢ni roztok byl 70 % etanol, druhy byl slozen ze 4
slozek (0,1M Na;HPO, + 0,1M NaH,PO,; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5
a 2,5M NacCl), ve tietim ptipadé nebyl pouzit zadny imobiliza¢ni roztok. Nejvyssi vytéznosti
bylo dosazeno, pokud byl pouzit ¢tyt slozkovy imobiliza¢ni roztok. Tato hodnota byla vzata
jako 100 % a RSD zde byla 6,6 %. Vytéznost byla niz$i, pokud nebyl pouzit zadny
imobilizaéni roztok (66 %), kdy byla RSD 17,2 %. Oproti tomu pii pouziti etanolu byla
vytéznost 0,3 % a RSD 0,03 %. Pouziti etanolu jako imobilizaéniho roztoku tedy neni
vhodné.

Optimalni je pouziti uvedeného ¢tyi slozkového imobiliza¢niho roztoku. Jednou ze
slozek tohoto roztoku je chaotropni stl guanidin thiokyanat, ktera méni hydratacni obal DNA
a silanolovych skupin na povrchu ¢astic a tim umoznuje imobilizaci [15]. Dalsi slozky
roztoku jsou vhodné pro udrzeni konstantniho pH a pottebné iontové sily. Pokud imobiliza¢ni

roztok chybi, vytéznost izolace je tim snizena. Firma Beckman Coulter pro izolaci DNA
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pomoci svych castic doporucuje pouzivat jako imobiliza¢ni roztok 70 % etanol. Ten pro
pouZiti s &asticemi Dynabeads® MyOne Silane neni vhodny, vlivem etanolu dojde k uvolnéni
piipadné navazanych nukleovych kyselin zpét do roztoku.

Ostatni podminky izolace byly nésledujici: promyvaci roztok byl fosfatovy pufr L
Imobilizace probihala po dobu 15 minut pii pokojové teploté za soucasného intenzivniho
ttepani. Elu¢nim roztokem byl Tris-EDTA pH 9,5 a eluce probihala po dobu 5 minut pfi
teplote 85 °C.

6.3.4 Vliv doby imobilizace

140 +

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

20 -

o -
5 10 15 20 30 40

Doba imobilizace (min)

Vyska piku (%)

Obrazek 6.7 Vliv doby imobilizace

Nasledné byl sledovan vliv doby imobilizace na vytézek izolace (Obrazek 6.7). Sledované
doby byly 5, 10, 15, 20, 30 a 40 minut. Z grafu vyplyva, Ze doba imobilizace nema na vytézek
izolace vliv, alespoil vrozmezi ndmi zkoumanych intervali. Nejvyssi vytéZnosti bylo
dosazeno pti imobilizaci po dobu 20 minut, tato hodnota byla uvazovana jako 100 % a RSD

byla 21,8 %. Ostatni vytéZnosti se pohybovaly vV rozmezi 80-96 % a RSD v rozmezi 3-21 %.
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Pro zkraceni celého postupu je optimalni imobilizace po dobu 5 minut. Kinetika
imobilizace nukleové kyseliny na povrch ¢astic je rychla, staéi tedy kratka doba imobilizace
(i 30 s [30]), a poté se jiz dalsi molekuly nukleové kyseliny na ¢astice nenavazou.

Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pied imobilizaci byl
fosfatovy pufr I, po ni SM NaCl. Imobilizace probihala pii pokojové teploté za soucasného
intenzivniho tfepani. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1M Na,HPO, + 0,1M NaH,PO,; 0,6M
guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 2,5M CsClI. Elu¢nim roztokem byl Tris-EDTA
pH 9,1 a eluce probihala po dobu 5 minut pfi teploté 85 °C.

6.3.5 VIiv koncentrace soli v imobilizacnim roztoku
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Obrazek 6.8 Vliv koncentrace NaCl v imobiliza¢nim roztoku

V experimentu byl sledovan vliv koncentrace NaCl v imobiliza¢nim roztoku (Obrazek 6.8).
Koncentrace byly 0,5, 1,25, 2,5, 3, 4 a 5M. Nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno pii pouZiti
2,5M NaCl v imobiliza¢nim roztoku. Tato hodnota byla brana jako 100 %, RSD byla 34,4 %.
Vysoké vytéznosti bylo dosazeno také pii pouziti 3, 4 nebo 5M NaCl (vytéznost 90-97 %,
RSD 29-38 %). Nejlepsi opakovatelnosti bylo dosazeno pii pouziti 0,5M NaCl (RSD 13,2 %),
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ale vytéznost byla jen 44 %. Naopak nejhors$i opakovatelnosti bylo dosazeno pii pouziti
1,25M NaCl (RSD 40,2 %) a také vytézek izolace byl nizsi (68,7 %).

Optimalni je pouziti 2,5M NaCl jako jedné ze Ctyt slozek imobiliza¢niho roztoku. Se
vzristajici koncentraci NaCl v roztoku roste také iontova sila a ta ma vliv na imobilizaci
nukleové kyseliny na ¢astice. Pfi dal§im zvySovani koncentrace ale jiz iontova sila neroste.

Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pfed imobilizaci byl
fosfatovy pufr I, po ni SM NaCl. Imobilizace probihala po dobu 15 minut pii pokojové teploté
za soucasného intenzivniho tfepani. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1M NaHPO, + 0,1M
NaH,POy; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a rtizné koncentrace NaCl.
Elu¢nim roztokem byl Tris-EDTA pH 9,1 a eluce probihala po dobu 5 minut pfi teploté
85 °C.

6.3.6 Vliv pouZitého chloridu alkalického kovu
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Obrazek 6.9 Vliv pouZitého chloridu alkalického kovu

V tomto experimentu byl dale sledovan vliv iontové sily imobiliza¢niho roztoku na vytéZek
izolace. Byly pfipraveny roztoky rdznych chloridd alkalickych kovi (LiCl, NaCl, KCI a

CsCl), o koncentraci 2,5M, ktera byla v pfedchozim experimentu vyhodnocena jako
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optimalni. Vytéznost rostla se vzrustajici relativni atomovou hmotnosti (Obrazek 6.9).
Nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno pii pouziti CsCl, tato hodnota byla uvazovana jako 100 %
a RSD byla 19,5 %. Nejlepsi opakovatelnosti (RSD 2,1 %) bylo dosazeno pfi pouziti LiCl
v porovnani s CsCl, ale vytézek izolace byl nejmensi (14,6 %).

Optimalni je pouziti 2,5M CsCl jako jedné ze ¢tyt slozek imobiliza¢niho roztoku. Se
vzrastajici relativni atomovou hmotnosti chloridu roste také iontova sila jeho roztoku a tim
vytéznost izolace.

Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok ptfed imobilizaci byl
fostatovy pufr I, po ni SM NaCl. Imobilizace probihala po dobu 15 minut pti pokojové teploté
za soucasného intenzivniho tfepani. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1M Na,HPO, + 0,1M
NaH,PO4; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 2,5M chloridy riznych
alkalickych kovu (Li, Na, K a Cs). Elu¢nim roztokem byl Tris-EDTA pH 9,1 a eluce
probihala po dobu 5 minut pfi teploté 85 °C.
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6.4 Optimalizace eluce nukleové Kyseliny z Castic

Pro optimalizaci eluce nukleové kyseliny z ¢astic byly sledovany vliv slozeni elu¢niho

roztoku, vliv pH elu¢niho roztoku Tris-EDTA, vliv doby eluce a vliv teploty eluce.

6.4.1 Vliv sloZeni elucniho roztoku
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Obrazek 6.10 Vliv sloZeni elu¢niho roztoku

Pti optimalizaci eluce byly nejprve porovnavany roztoky fosfatového pufru I a Tris-EDTA 0
pH 6,5 a Tris-HCl a Tris-EDTA o pH 9. Z vysledku je ziejmé, Ze vy$$i ucinnosti izolace bylo
dosahovano pii pouziti roztoku Tris-EDTA ve srovnani s ostatnimi roztoky (Obrazek 6.10).
Relativni maximalni hodnota vytéZnosti (100 %) byla stanovena u roztoku Tris-EDTA o0
pH 9. U stejného roztoku o pH 6,5 byla vytéznost 36,9 %. Nejlepsi opakovatelnost byla
dosazena pii pouziti roztoku Tris-HC1 (RSD 1,4 %) v porovnani s Tris-EDTA o pH 9 (RSD
20,5 %), ale vytéznost je nizka (15,2 %).

Optimalni je pouziti roztoku Tris-EDTA jako eluéniho roztoku. EDTA funguje jako
chelata¢ni Cinidlo, takze inaktivuje nukleazy, které mohou DNA degradovat. Ptitomnost
EDTA v roztoku muze také ovlivnit elektrochemickou detekci.
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Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pfed imobilizaci byl
fosfatovy pufr I, po ni SM NaCl. Imobilizace probihala po dobu 15 minut pii pokojové teploté
za soucasného intenzivniho tfepani. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1M NaHPO, + 0,1M
NaH,POy; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 2,5M NaCl. Eluce probihala
po dobu 5 minut pti teploté 85 °C.

6.4.2 Vliv pH elucniho roztoku Tris-EDTA
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Obrazek 6.11 Vliv pH elué¢niho roztoku

Dale bylo optimalizovano pH elu¢niho roztoku Tris-EDTA, jelikoz v pfedchozim
experimentu byl ziejmy jeho vliv na vytézek izolace. Z vysledka vyplyva, ze se zvySujicim se
pH bylo dosazeno vyssi vytéznosti izolace (Obrazek 6.11). Nejvyssi relativni Gi¢innost izolace
(100 %) byla zjisténa u hodnoty pH 9,6, ale doslo k vyraznému zhorSeni opakovatelnosti
méteni (RSD 61,4 %). Obdobné pii pouziti roztoku o pfili§ nizkém pH byla také
9,1bylo dosazeno dobré vytéznosti izolace (89,9 %) i opakovatelnosti méfeni (RSD 22,7 %),
ackoliv nejlepsi opakovatelnosti méfeni (RSD 11,8 %) bylo dosaZeno pfi pouziti elu¢niho

roztoku o pH 8, ale vytézek izolace byl nizsi (76,9 %).
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Optimalni je pouziti roztoku Tris-EDTA 0 pH 9,1 jako elu¢niho roztoku. V zasaditém
prostfedi maji silanolové skupiny na povrchu ¢astic zadporny naboj a vlivem elektrostatickych
sil dojde k odpuzovani ¢astic a taktéz zaporné nabité nukleové kyseliny. Proto je pro elu¢ni
roztok vhodné zéasadité pH.

Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pied imobilizaci byl
fosfatovy pufr I, po ni 5M NaCl. Imobilizace probihala po dobu 15 minut pfi pokojové teploté
za soucasného intenzivniho tfepani. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1IM NaHPO, + 0,1M
NaH,POy4; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 2,5M NaCl. Elu¢nim
roztokem byl Tris-EDTA a eluce probihala po dobu 5 minut pfi teploté 85 °C.

6.4.3 Vliv doby eluce

180 ~
160 -

140 -

120 -
100 -
0 n T i T T T T 1
5 10 15 20 25 30

Doba eluce (min)

Vyska piku (%)
H (o)) [0e]
o o o

N
o
I

Obrazek 6.12 Vliv doby eluce

V experimentu byl sledovan vliv doby eluce na vytézek izolace. Byly zvoleny doby 5, 10, 15,
20, 25 a 30 minut. Se vzrustajici dobou eluce rostla vytéznost izolace (Obrazek 6.12).
Nejvyssi relativni Gc¢innost izolace (100 %) byla zjisténa, pokud eluce probihala po dobu 30
minut. Za téchto podminek ale byla zaroven nejhorsi opakovatelnost (RSD 57 %). Obdobné

byla horsi opakovatelnost pii 25minutové eluci (41,6 %). Nejmensi vytézek byl pti Sminutové
58



eluci (74,9 %). Nejlepsi opakovatelnosti bylo dosazeno pti 10minutové eluci (RSD 10,4 %),
vytéznost byla 79,2 %. Dobré vytéznosti bylo dosazeno pii 15minutové eluci (93,7 %) a RSD
byla 18 %.

Optimalni je eluce probihajici po dobu 15 minut. Pro uvolnéni nukleové kyseliny
Z Castic je zapotiebi delsi ¢as nez pro jeji imobilizaci, jelikoz kinetika této reakce je pomalejsi.
Se vzristajici dobou eluce se zvySuje i vytézek, ale zaroven se zhorSuje opakovatelnost.

Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pfed imobilizaci byl
fostatovy pufr I, po ni 5M NaCl. Imobilizace probihala po dobu 5 minut pii pokojové teplote
za soucasného intenzivniho tfepani. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1M NaHPO, + 0,1M
NaH,POy4; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 2,5M CsCIl. Elu¢nim
roztokem byl Tris-EDTA pH 9,1 a eluce probihala pfi teploté 85 °C.

6.4.4 Vliv tiepani p¥i eluci
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Obrazek 6.13 Vliv tfepani p¥i eluci

Dale byl sledovan vliv tfepani na ptistroji Thermomixer 5355 Comfort/Compact (Eppendorf,
Némecko) béhem eluce nukleové kyseliny z ¢astic do roztoku na vytézek izolace. Obrazek
6.13 doklada zavislost vytéznosti nukleové kyseliny na tfepani béhem eluce. Vyssi vytéznosti
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bylo dosazeno, pokud byla mikrozkumavka intenzivné tfepana. Tato hodnota vytéznosti tak
byla vzata jako 100 %. RSD byla pfi tfepani mikrozkumavky 2,4 %, pfi jejim netiepani 6,5
%, ale vytézek izolace byl pii netiepani jen 20,1 %.

Optimalni je, aby byla béhem eluce mikrozkumavka intenzivné tfepana. Tiepani
napomaha uvolnéni nukleové kyseliny z ¢astic do elu¢niho roztoku, takze méné nukleové
kyseliny ziistane po eluci ptichyceno k casticim.

Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pred imobilizaci byl
fostatovy pufr I, po ni 5SM NaCl. Imobilizace probihala po dobu 5 minut pti pokojové teploté
za soucasného intenzivniho tfepani. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1M NaHPO, + 0,1M
NaH,POy4; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 2,5M CsCl. Elu¢nim
roztokem byl Tris-EDTA pH 9,1 a eluce probihala po dobu 5 minut pfi teploté 99 °C.

6.4.5 Vliv teploty eluce
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Obrazek 6.14 Vliv teploty eluce

Nakonec byl sledovan vliv teploty eluce na vytézek izolace. Byly zvoleny teploty 20, 35, 50,
70, 85 a 99 °C. Se vzrustajici teplotou eluce rostla vytéznost izolace, jak doklada Obrazek

6.14. Nejvyssi vytézek byl, pokud eluce probihala pii teploté 99 °C, proto byla tato hodnota
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ur¢ena pro dalsi srovnani jako 100 % a i opakovatelnost byla za téchto podminek nejlepsi
(RSD 3,5 %). Naopak nejhors$i opakovatelnost byla pii teploté 85 °C (RSD 19,6 %). Nejnizsi
vytézek byl pii teploté eluce 20 °C (36,8 %) s RSD 6,1 %.

Optimalni je eluce pfi teploté¢ 99 °C. Se zvysujici se teplotou dochazi k rozvolnéni
dvousroubovice nukleové kyseliny a tim K uvolnéni jednovlaknovych fetézcti do elucniho
roztoku.

Ostatni podminky izolace byly nasledujici: promyvaci roztok pfed imobilizaci byl
fostatovy pufr I, po ni 5M NaCl. Imobilizace probihala po dobu 5 minut pii pokojové teploté
za soucasného intenzivniho tfepani. Imobiliza¢ni roztok byl 0,1M NaHPO, + 0,1M
NaH,POy4; 0,6M guanidin thiokyanat; 0,15M Tris-HCI pH 7,5 a 2,5M CsCIl. Elu¢nim
roztokem byl Tris-EDTA pH 9,1 a eluce probihala po dobu 5 minut.

6.5 Optimalizované podminky izolace nukleovych Kyselin
pomoci magnetizovatelnych Castic

Jako promyvaci roztok pied imobilizaci amplikond byl pouzit fosfatovy pufr I, k 10 pl ¢astic
bylo tedy pfidano 20 pl tohoto roztoku a manualné byla zajisténa rovnomérna disperze MPs
v ném. Nasledn¢ se mikrozkumavka umistila na magneticky stojan a promyvaci roztok byl
odstranén. Toto promyvani bylo 2% zopakovéano.

Po odstranéni zbytkl promyvaciho roztoku bylo pfidano 10 pl vzorku, ktery bylo tieba
purifikovat, a 10 ul imobiliza¢niho roztoku, jehoz sloZeni bylo stejné jako u vychozi metody,
jen jako sil v ném byl pouzit 2,5M CsCl. Optimalni byla Sminutova imobilizace pfi teploté
20 °C a mikrozkumavka b&hem ni byla intenzivné tiepana.

Po imobilizaci nasledovalo promyti ¢astic s navazanymi nukleovymi kyselinami 20 pl
5M NaCl. Promyti bylo opét 2x zopakovano.

Po promyti bylo k ¢asticim pfidano 30 pl eluéniho roztoku Tris-EDTA o pH 9,1 a
eluce probihala po dobu 15 minut pfi teploté¢ 99 °C. Béhem eluce byla mikrozkumavka

intenzivné tiepana.
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Obrazek 6.15 Srovnani navratnosti vychozi a optimalizované metody

Byla stanovena navratnost optimalizované metody, ktera byla srovnana s navratnosti
pivodni metody, jak doklada Obrazek 6.15. Navratnost piivodni metody byla 1,7 % s RSD
0,5 %. Po optimalizaci se navratnost zvysila na 28,7 % sRSD 1,6 %. Pii pouziti
optimalizované metody tedy doslo k vyraznému zvysSeni navratnosti za cenu lehkého zhorSeni
opakovatelnosti.

Pro vypocet limitu detekce optimalizované metody byl pouzit vzorec 1 [31], kde o je
smérodatna odchylka Sumu a m je smérnice kalibraéni zavislosti. Limit detekce pro

optimalizovanou metodu je 1 pg/ml.
LOD =3 1
m ( ) '

Pro vypocet limitu stanovitelnosti optimalizované metody byl pouzit vzorec 2 [31],
kde o je smérodatna odchylka Sumu a m je smérnice kalibraéni zavislosti. Limit

stanovitelnosti pro optimalizovanou metodu je 3 pg/ml.
LOQ =10 2
)

Pti optimalizovani postupu doslo také k jeho vyraznému zkraceni. Promyti ¢astic pied

i po imobilizaci bylo provedeno jen 3x oproti ptivodnimu poctu 6 promyti a rovhomérna
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disperze Castic v promyvacim roztoku byla zajiSténa pouze manualné, ¢imz se celé¢ promyti
Casové zkratilo. Imobilizace v optimalizovaném postupu je Sminutova oproti vychozi
40minutové. I piesto, ze eluce probiha delsi dobu nez ve vychozi metodé (15 minut oproti 5
minutam), ¢asova naro¢nost celého postupu je nizsi (30 minut oproti ptivodnim 75 minutam).

Piehledné srovnani vychozi a optimalizované metody viz Tabulka 6.1.

Tabulka 6.1 Srovnani vychozi a optimalizované metody

Metoda Vychozi Optimalizovana
Promyti pied Promyvaci roztok Fosfatovy pufr I Fosfatovy pufr I
imobilizaci Pocet promyti ¢astic 6 3
Imobilizace Sul 0,5M NaCl 2,5M CsCl
Doba [min] 40 5
Teplota [°C] 20 20
Trepani slabé silné
Promyti po Promyvaci roztok Fosfatovy pufr I 5M NaCl
imobilizaci Pocet promyti ¢astic 6 3
Eluce Eluéni roztok Fosfatovy pufr II Tris-EDTA
pH elu¢niho roztoku 6,5 9,1
Doba [min] 5 15
Teplota [°C] 85 99
Trepani zadné silné
Navratnost metody[%0] 1,7 28,7
Doba trvani metody[min] 75 30
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7 ZAVER

Mnoho védeckych pracovist’ se dnes zabyva studiem nukleovych kyselin, zejména
DNA. Casto je ale vzorku jen malé mnozstvi, musi proto dojit k jeho amplifikaci. Po
provedeni PCR jsou nukleové kyseliny znecisténé zbytky PCR smési, pro jejichz odstranéni
mohou byt vyuzity magnetizovatelné Castice.

Prace se zabyva nukleovymi kyselinami a moznostmi jejich izolace a detekce.
V literarni reSersi jsou porovnany bézné metody izolace nukleovych kyselin s nové vyvijenou
magnetickou separaci. Jsou zde také popsany obecné podminky izolace a purifikace
nukleovych kyselin. Z literarni reSerSe vyplyva, ze magnetizovatelné ¢astice jsou vhodné pro
izolaci a purifikaci nukleovych kyselin, protoze pfi jejich pouziti je minimalizovana moznost
kontaminace vzorkd, postup je technicky i ¢asové nenaro¢ny a je mozné jej miniaturizovat a
automatizovat.

Nésledné je v praci navrzena metoda izolace nukleovych kyselin, kterd vyuziva
magnetizovatelné castice. Pro detekci nukleovych kyselin byla zvolena square-wave
voltametrie. Metoda izolace nukleovych kyselin je v experimentalni ¢asti optimalizovana pro
dosazeni co nejvétsi vytéznosti. Optimalizovany jsou kroky promyvani, imobilizace a eluce.
Byla tak vyvinuta velmi rychla a senzitivni metoda, jejiz navratnost je vyznamné vyssi nez
navratnost vychozi metody. Casova naroénost metody je nizsi nez u vychozi metody.

Optimalizovany postup muze byt vyuzit pii dal$im studiu nukleovych kyselin,
naptiklad studiu interakce DNA s platinovymi cytostatiky pomoci fluorescence kvantovych
tecek nebo pfi sekvenovani genomu riznych organismi. Postup muze byt také vyuzit pro

izolaci DNA z realnych vzorkd.

64



SEZNAM LITERATURY

[1]
[2]
[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

NECAS, O. Obecna biologie pro lékaiské fakulty, H&H, Praha, 2000. 555 s. ISBN
80-86022-46-3.

SNUSTAD, D.P. a SIMMONS, M.J. Genetika, Nakladatelstvi Masarykovy univerzity,
Brno, 2009. 894 s. ISBN 978-80-210-4852-2.

WINTJENS, R., LIEVIN, J., ROOMAN, M. a BUISINE, E. Contribution of cation-n
interactions to the stability of protein-DNA complexes. Journal of Molecular Biology,
2000, ro¢. 302, €. 2, s. 393-408. ISSN 0022-2836.

COOMBS, N.J., GOUGH, A.C. a PRIMROSE, J.N. Optimisation of DNA and RNA
extraction from archival formalin-fixed tissue. Nucleic Acids Research, 1999, ro¢. 27,
¢. 16, s. 3. ISSN 1362-4962.

RIVERO, E.R.C., NEVES, A.C., SILVA-VALENZUELA, M.G., SOUSA, S.O.M. a
NUNES, F.D. Simple salting-out method for DNA extraction from formalin-fixed,
paraffin-embedded tissues. Pathology Research and Practice, 2006, ro¢. 202, ¢. 7, s.
523-529. ISSN 0344-0338.

YANG, D.Y., ENG, B., WAYE, J.S., DUDAR, J.C. a SAUNDERS, S.R. Technical
note: Improved DNA extraction from ancient bones using silica-based spin columns.
American Journal of Physical Anthropology, 1998, ro¢. 105, ¢. 4, s. 539-543. ISSN
0002-9483.

LEVISON, P.R., BADGER, S.E., HATHI, P., DAVIES, M.J., BRUCE, IJ. a
GRIMM, V. New approaches to the isolation of DNA by ion-exchange
chromatography. Journal of Chromatography A, 1998, ro¢. 827, ¢. 2, s. 337-344.
ISSN 0021-9673.

BERENSMEIER, S. Magnetic particles for the separation and purification of nucleic
acids. Applied Microbiology and Biotechnology, 2006, ro¢. 73, €. 3, s. 495-504. ISSN
0175-7598.

GUYOT, C. a STIEGER, B. Interaction of bile salts with rat canalicular membrane
vesicles: Evidence for bile salt resistant microdomains. Journal of Hepatology, 2011,
ro€. 55, ¢. 6, s. 1368-1376. ISSN 0168-8278.

BURDYCHOVA, R. a SLADKOVA, P. Mikrobiologickd analyza potravin,
Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita v Brng, Brno, 2007. s. 208. ISBN 978-
80-7375-116-6

MALY, J. Molekuldrni a bunécnd biologie, Univerzita Jana Evangelisty Purkyng, Usti
nad Labem 2006. 65 s.

TAN, S.C. a YIAP, B.C. DNA, RNA, and Protein Extraction: The Past and The
Present. Journal of Biomedicine and Biotechnology, 2009, ro¢. 2009, ¢. 2009, s. 10.
ISSN 1110-7243.

KRAMVIS, A., BUKOFZER, S. a KEW, M.C. Comparison of hepatitis B virus DNA
extractions from serum by the QlAamp blood kit, GeneReleaser, and the phenol-
chloroform method. Journal of Clinical Microbiology, 1996, ro¢. 34, ¢. 11, s. 2731-
2733. ISSN 0095-1137.

65



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]
[27]

[28]

SHAW, KJ., THAIN, L., DOCKER, P.T., DYER, C.E., GREENMAN, J,

GREENWAY, G.M. a HASWELL, S.J. The use of carrier RNA to enhance DNA

extraction from microfluidic-based silica monoliths. Analytica Chimica Acta, 2009,

ro¢. 652, ¢. 1-2, s. 231-233. ISSN 0003-2670.

MELZAK, K.A., SHERWOOD, C.S., TURNER, R.F.B. a HAYNES, C.A. Driving

forces for DNA adsorption to silica in perchlorate solutions. Journal of Colloid and

Interface Science, 1996, ro¢. 181, ¢. 2, s. 635-644. ISSN 0021-9797.

BOOM, R., SOL, CJA., SALIMANS, MM.M., JANSEN, C.L,

WERTHEIMVANDILLEN, P.M.E. a VANDERNOORDAA, J. Rapid and simple

method for purification of nucleic-acids. Journal of Clinical Microbiology, 1990, roc.

28, ¢. 3,s. 495-503. ISSN 0095-1137.

HSING, .M., XU, Y. a ZHAO, W.T. Micro- and nano-magnetic particles for

applications in biosensing. Electroanalysis, 2007, ro¢. 19, ¢. 7-8, s. 755-768. ISSN

1040-0397.

SCHERER, F., ANTON, M., SCHILLINGER, U., HENKEL, J., BERGEMANN, C.,

KRUGER, A., GANSBACHER, B. a PLANK, C. Magnetofection: enhancing and

targeting gene delivery by magnetic force in vitro and in vivo. Gene Therapy, 2002,

roc. 9, €. 2, s. 102-109. ISSN 0969-7128.

GUPTA, AK. a GUPTA, M. Synthesis and surface engineering of iron oxide

nanoparticles for biomedical applications. Biomaterials, 2005, ro¢. 26, ¢. 18, s. 3995-

4021. ISSN 0142-9612.

YEZHELYEV, M.V., GAO, X., XING, Y., AL-HAJJ, A., NIE, S.M. a O'REGAN,

R.M. Emerging use of nanoparticles in diagnosis and treatment of breast cancer.

Lancet Oncology, 2006, ro¢. 7, ¢. 8, s. 657-667. ISSN 1470-2045.

HALLIDAY, D., RESNICK, R. a WALKER, J. Fyzika: Vysokoskolskd ucebnice

obecne fyziky, Vutium, Brno, 2000. 1254 s. ISBN 80-214-1869-9.

BOWLES, J., JACKSON, M., CHEN, A. a SOLHEID, P. Interpretation of Low-

Temperature Data Part 1: Superparamagnetism and Paramagnetism. The IRM

Quarterly, 2009, ro¢. 19, ¢. 3, s. 5. ISSN 2152-1972.

CHOU, S.Y., KRAUSS, P.R. a KONG, L.S. Nanolithographically defined magnetic

structures and quantum magnetic disk. Journal of Applied Physics, 1996, roc¢. 79, ¢. 8,

s. 6101-6106. ISSN 0021-8979.

HEID, C.A., STEVENS, J., LIVAK, K.J. a WILLIAMS, P.M. Real time quantitative

PCR. Genome Research, 1996, ro¢. 6, ¢. 10, s. 986-994. ISSN 1054-9803.

NI, Y.N., LIN, D.Q. a KOKOT, S. Synchronous fluorescence and UV-vis

spectrometric study of the competitive interaction of chlorpromazine hydrochloride

and Neutral Red with DNA using chemometrics approaches. Talanta, 2005, ro¢. 65, ¢.

5, s. 1295-1302. ISSN 0039-9140.

WANG, J. Analytical electrochemistry, John Wiley & Sons, Hoboken, New Jersey,

2006. 272 s. ISBN 978-0471678793.

BAREK, J., OPEKAR, F. a STULIK, K. Elektroanalytickd chemie, Karolinum, Praha,

2005. 188 s. ISBN 80-246-1146-5.

HYNEK, D., PRASEK, J., KOUDELKA, P., CHOMOUCKA, J., TRNKOVA, L.,

ADAM, V., HUBALEK, J. a KIZEK, R. Advantages and progress in the analysis of
66



[29]

[30]

[31]

DNA by using mercury and amalgam electrodes. Current Physical Chemistry, 2011,
ro¢. 1, ¢. 4, s. 299-324. ISSN 1877-9476.

HUSKA, D., HUBALEK, J., ADAM, V., VAJTR, D., HORNA, A., TRNKOVA, L.,
HAVEL, L. a KIZEK, R. Automated nucleic acids isolation using paramagnetic
microparticles coupled with electrochemical detection. Talanta, 2009, ro¢. 79, €. 2, s.
402-411. ISSN 0039-9140.

HAWKINS, T. DNA purification and isolation using magnetic particles, Whitehead
Institute for Biomedical Research, Cambridge, Mass., USA, 1998, pp. 16.
POHANKA, M. Zaklady statistiky laboratornich experimenti. Vojenské zdravotnické
listy, 2010, ro¢. LXXIX, ¢. 2, s. 60-63. ISSN 0372-7025.

67



SEZNAM ZKRATEK

AC sttidavy proud

bp parti bazi

DME kapajici rtutova kapkova elektroda
DNA deoxyribonukleova kyselina

DPV diferencné pulzni voltametrie

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
HMDE visici rtutova kapkova elektroda

kb kilobazi

mMiRNA mikro RNA

MPs magnetic particles, magnetizovatelné ¢astice
mRNA medidtorova ribonukleova kyselina
PCR polymerazova fetézova reakce
pre-mRNA, hnRNA primarni transkript RNA
RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribozomova RNA

RSD smérodatnd odchylka stanoveni

SDS dodecylsiran sodny

snRNA malé jaderna RNA

tRNA transferovd RNA

SEZNAM SYMBOLU

Y gama
A lambda
u mikro

T pi
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