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Abstrakt

Bakalafska prace obsahuje informace o rtiznych metodach izolace nukleovych kyselin
a zaméfuje se predevSim na metodu, ktera umoziiuje izolovat nukleové kyseliny pomoci
paramagnetickych ¢astic. Zahrnuje informace o nejlepSich podminkdch pro ziskani
dostate¢ného mnozstvi nukleové kyseliny. Diiraz je kladen také na seznameni se s piistrojem,
ktery slouzi pro automatické pipetovani. Cilem je vytvofit program pro automatické izolovani
nukleovych kyselin pomoci paramagnetickych ¢astic.

Kli¢ova slova: izolace, nukleova kyselina, paramagnetické Castice, automaticka pipetovaci
stanice

Abstrakt

The bachelor thesis includes the information about different methods of the isolation
of nucleic acids and focuses on the method which allows isolating of nucleic acids from
Chinese lantern plant using paramagnetik particles. It includes the information about the best
conditions for gaining sufficient amount of nucleic acid. The emphasis is put on the apparatus
which is used for automated pipetting. The aim is to create a program for automated isolation
of nucleic acids using paramagnetik particles.

Keywords: isolation, nucleic acid, paramagnetic particles, automated pipetting station
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3. Uvod

V dnesni dob¢ se biologie stdva stile vice interdisciplinarni védou. Velky rozvoj
zaznamenava zejména jeji spojeni s informatikou. Toto spojeni pfinasi fadu novych poznatkd,
které¢ umoznuji vyzkum struktury organismi, predevsim jejich genomii. Bioinformatika jako
takova je protkand slozitymi procesy, které vyzaduji vétsi usili pro jejich pochopeni.
Dilezitym predpokladem k porozuméni bioinformatiky jako celku je pochopeni zékladnich
spolecnosti plisobici v této oblasti dostatek financi. Jejich moznym zdrojem jsou internetoveé
stranky spoleCnosti, pusobicich v této oblasti, odborné c¢lanky a knihy vénujici
se biologickému vyzkumu. Pfevdzna c¢ast téchto zdroji je cizojazy¢na. K praktickému
vyzkumu jsou nutné laboratofe vybavené kvalitnimi pfistroji, které umoziuji detailni
zpracovani zkoumaného materidlu a vyhodnoceni odpovidajicich vysledkti. Tato prace byla
zpracovana ve spolupraci s Ustavem chemie a biochemie Mendelovy univerzity v Brné, kde
byla provedena optimalizace podminek nukleové kyseliny, jeji izolace pomoci
paramagnetickych castic a nésledné promyti a odpipetovani ostatnich latek. Samotna izolace
spo¢iva v navazani molekul nukleové kyseliny na tfi odlisné povrchy. V prvnim kroku
dochazi k interakci mezi vzorkem (nukleovou kyselinou) a paramagnetickou castici. Ve
druhém kroku je povrch separovan diky interakci magnetu a paramagnetickych castic,
pficemZ jsou nenavazané molekuly vymyty. V poslednim kroku dochézi k detekci povrchu
pomoci elektrochemie. Tyto procesy vedou k ziskani souboru data, ktery charakterizuje
strukturu nukleové kyseliny.



4. Cile prace

Bakalarska prace je zaméfena na vyvoj zcela novych a originalnich postupli pro
jednoduchou a rychlou izolaci nukleovych kyselin (mRNA) s néslednou elektrochemickou
detekci a bioinformatickym optimalizacnim postupem. Pro feSeni byly vytyCeny nasledujici
dil¢i cile:

» Popsat stav soucasné feSen¢ problematiky

» Seznamit se s manualni pfipravou izolace nukleovych kyselin pomoci
paramagnetickych ¢astic

* Seznamit se s automatickou pipetovaci stanici epMotion

*  Vytvofit program pro izolaci nukleovych kyselin pomoci automatické
pipetovaci stanice epMotion

*  Optimalizovat podminky navazani nukleovych kyselin na paramagnetické
Castice a jejich uvolnéni



5. Teoreticky uvod

5.1. Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny (NK) jsou biopolymery, které nesou genetickou informaci.
Zakladnimi jednotkami jsou nukelosidy a nukelotidy. Nulekosidy obsahuji dusikatou bazi
a pentosu spojenou N — glykosidovou vazbou. Nukleotidy jsou derivaty nukleotidd, u kterych
se vaze esterovou vazbou kyselina fosfore¢na. Nukleotidy a nukleosidy mohou v bunkéch
plnit riizné funkce. Zucastnuji se prenosu vodiku (NAD - nikotinamidadenindinukleotid, FAD
— flavinadenindinukleotid) a pfenosu charakteristickych skupin (-NH;). Podileji se také
na biosyntéze bilkovin, sacharidi a lipidt. Jsou také soucasti prenosu volné chemické energie
v burice. Je jiZ obecné znamo, Ze nukleotidy mohou obsahovat i vice fosfatovych skupin,
z nichz je velmi vyznamnd ATP (adenosintrifosfat). U n¢hoz, diky hydrolyze se z ATP
uvolnuje energie a vznikda ADP (adenosindifosfat) a fosfat [1]. NK jsou polynukleotidy
slozené z n¢kolika desitek az milionti nukleotidl. Jednotlivé nukleotidy se v nich spojuji
fosfodiesterovymi vazbami. Retézce viech nukleovych kyselin jsou sloZeny z pravidelng se
opakujici sekvence fosfat — pentosa. Ukolem nukleovych kyselin je uchovavani a predavani
genetické informace. Kazdy fetézec mé svlij 5° — konec a 3’ — konec. Na 5’ — konci ma
nukleotid volnou fosfatovou skupinu a na opa¢ném konci fetézce je nukleotid s hydroxylovou
skupinou. Mezi zékladni rozliSovaci prvky patii rozdéleni do dvou tiid. Prvni tfidu tvofii
deoxyribonukleové kyseliny a druhou tfidu tvofi ribonukleové kyseliny [2].

5.2. Deoxyribonukleova kyselina

Deoxyribonukleova kyselina (DNA), viz

Obrazek 1, je nositelkou genetické informace vSech zivych organismii kromé viri, u
nichz mize hrat tuto Ulohu ribonukleova kyselina (RNA). DNA ve své struktuie koduje
bunkdm jejich funkci. Vlastnosti celého organismu jsou ptfedurovany zménou genové
exprese. U organizmil jako jsou rostliny a zivoCichové je genomova DNA ulozena uvniti
bunécéného jadra. U bakterii se DNA nachazi volné v cytoplazmé. DNA ma strukturu
dvojsSroubovice tvotené dvéma fetézci nukleotidii. Jednotlivé nukleotidy se skladaji ze tii
slozek:

nukleové baze (dusikaté slouceniny),
fosfatu (vazebny zbytek kyseliny fosforecné),
deoxyribozy (pétiuhlikaty cukr).

V DNA se vyskytuji v raznych kombinacich ¢tyfi nukleové baze rozdélené do dvou

skupin. U prvnich dvou je zakladem purin. V Cistém stavu je to krystalickd zasadita latka
a jeji derivaty jsou soucasti nukleovych kyselin. Druhé dvé jsou derivaty pyrimidinu [3].
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Coher = fostdtovd strnkiura

Obrazek 1: Dvojsroubovice DNA [4]

5.3. Ribonukleova kyselina

Ribonukleova kyselina (mRNA), viz

Obrazek 2, se uplatiiuje pii syntéze bilkovin. Molekuly RNA jsou tvofeny
ribonukleotidy spojenymi fosfodiesterovou vazbou a jejich sekvence je ddna prepisem
sekvenci DNA. RNA obsahuje misto thyminu bdzi uracil, ktery je stejné jako thymin
komplementarni k adeninu a vytvaii stejné vodikové vazby. Molekuly RNA jsou
jednotetézcové, pouze néckteré molekuly virh obsahuji dvé antiparalelni vldkna RNA
vytvarejici dvojsroubovici. I kdyZz je RNA jednofetézcovd, mohou se vni vyskytovat
intramolekularni komplementarni useky a tedy i dvojSroubovicové tuseky, které davaji
vzniknout vlasenkdm. Ve dvojSroubovicovych RNA se mohou vyskytovat i neobvyklé
parovani bazi guanin — cytosin a komplementarita mezi protilehlymi castmi tvoficimi
dvojsroubovici mize byt neuplnd. RNA plni v bunice fadu funkci podminéné riiznou formou
RNA [5].

Obrazek 2: Jednoretezova RNA [4]
-11 -



Mediatorova RNA (informacni, messenger, mRNA)

Hlavni vyznam mRNA spociva vtom, Ze prendsi genetickou informaci, kterd je
obsazena v genech. Pfenos probiha z jadra do cytoplasmy, kde se pak na ribozomech podle
mRNA syntetizuje protein. mRNA obsahuje pouze jeden fetézec, ktery vznika transkripci
podle DNA (zachovani principu parovani bazi). Je ptesnou kopii strukturniho genu, ktery
poskytuje informaci o syntéze proteinu. Pro kazdy protein proto existuje specifickdi mRNA.
Kazda z 21 standardnich aminokyselin je ve struktufe mRNA vyjadiena tripletem tj. trojici
po sobé¢ jdoucich bazi, ktery je oznacovan jako kodon. Triplety se tvofi kombinaci ¢ty bazi,
znichz je mozno ziskat 64 koédujicich tripletd. Tti slouzi, jako signél k ukonceni syntézy
a zbyvajicich 61 koduje aminokyseliny [6][7].

Transferova RNA

Mezi dalsi typ RNA se fadi tRNA, kterd je nejmensi a sklad4 se z n¢kolika desitek
nukleotidd. Hlavni vyznam tRNA spoc¢iva v tom, ze specificky vazou aminokyseliny, prenasi
je na ribosom a zarazuji je do polypeptidového fetézce. Ucastni se procesu translace. V kazdé
buiice se nachdzi nejméné¢ 21 tRNA, tj. nejméné jedna tRNA pro kazdou aminokyselinu. Je
vSak znamo vice nez 60 riznych typti tRNA (odpovida to poctu kodont). Struktura tRNA
pfipomina jetelovy trojlistek [2][8].

Ribosomovad RNA

Poslednim typem RNA je rRNA, kterd patii k nejrozsifenéjSim ribonukleonovym
kyselindam v buiice. Predstavuje az 80% vSech RNA. Vyskytuji se v n¢kolika typech, které se
odliSuji velikosti 1 sloZzenim béazi a charakterizuji se pomoci specifické konstanty
S (sedimentacni konstanty). Jsou strukturdlni soucasti podjednotek ribosomt, na jejichz
povrchu probiha translace. rRNA je jednovlaknova, ale urcité casti molekul maji strukturu
dvojité¢ Sroubovice. Vznikd v jadérku. Sekvenace rRNA umoziiuje védciim nahlédnout
do pribuzenskych vztahti mezi biologickymi druhy, protoze geny, které ji koduji, maji nizkou
variabilitu. Geny pro rRNA jsou kédovany na tzv. rtDNA [2][8].

-12 -



5.4. Usti‘edni dogma molekularni biologie

Je zékladni idea molekularni biologie, viz Obrazek 3, kde dochazi k prenosu genetické
informace bud’ z nukleové kyseliny do nukleové kyseliny nebo z nukleové kyseliny do
proteinu, ale zpétny prenos z proteinu do nukleové kyseliny nelze provést. Geneticka
informace byva zakoédovana v dvojsroubovicové molekule DNA. Retézce DNA jsou spojeny
komplementarnim parovanim. Pokud dochdzi k bunécnému déleni, DNA se replikuje a
genetickd informace je preddvana dcefinym buitkam. U retrovirti existuje reverzni transkripce,
kde je informace piepisovana z RNA do DNA. V procesu transkripce je informace
komplementarné prepsana do heterogenni jaderné RNA, ktera se stdva po vystiizeni intrond,
funk¢ni mediatorovou — mRNA a prechazi do cytoplasmy, kde se spoji s ribosomy a probéhne
translace, nebo-li proteosyntéza. Transkripce a translace jsou tedy procesy, kterymi buiika
realizuje své genetické instrukce zapsané v DNA. Informace mRNA se pteklada z jazyku bazi
do jazyka aminokyselin. Komplementarné piepsany triplet bazi do mRNA se nazyva kodon.
Kazdy kodon, kromé STOP kodoént, v sekvenci mRNA koduje specifickou aminokyselinu
a geneticky kod se nepiekryva. K ukonceni translace dojde pomoci terminacniho kodonu.
Polypeptidovy fetézec podléha posttranslacnim upravam, coz vede k rozStépeni fetézce,
ke zkraceni nebo glykosylaci. Vedou k produkci proteinti z jednoho genu [9][10].
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Obrazek 3: Ustiedni dogma molekuldarni biologie [9]

Vztah nukleovych kyselin a proteind je mezi sebou takovy, Zze zajiStuji zakladni
funkce zivych soustav, a to pfeménu latek, metabolismus a reprodukci. Genetickéd informace
se potomstvem dédi jen prostfednictvim nukleovych kyselin. Biosyntéza nukleovych kyselin
a proteinil v Zivé soustave je zavisla na enzymech a na nukleovych kyselinach jako nositelich
genetické informace [10].
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5.5. Metody pro charakterizaci nukleovych kyselin

Studium NK by nebylo umoznéno bez kvantitativni a kvalitativni izolace. Pro dalsi
charakterizaci NK se pouzivaji pfedevSim nasledujici techniky. Spektrofotometrie, PCR,
elektroforéza a sekvenovani.

Spektrofotometrie: Jedna se o stanoveni vlastnosti vzorku, napt. koncentrace urcité latky, na
zéklad¢ pohlcovani svétla o urcité¢ vinové délce. Energeticky nejndrocnéjsi jsou piechody
mezi elektronovymi energetickymi hladinami. Bézné€ jsou zptsobeny absorpci ultrafialového
(190 az 400 nm) a viditelného zatreni (400 az 800 nm). U méfeni DNA se pohybuje vlnova
délka okolo 260 - 280 nm. V klinické biochemii je z optickych metod nejuzivanéjsi absorpéni
spektrofotometrie. Jde o optickou metodu stanoveni latky absorbujicich elektromagnetické
zafeni. Mnozstvi absorbovaného zéteni o urcité vinové délce zavisi na charakteru a mnozstvi
absorbujici latky. Méfeni se provadi pti konstantni vinové délce, kterd odpovida maximu
absorpce stanovované latky.

Polymerazova retézova reakce (PCR): Principem této metody je enzymaticka amplifikace
DNA in vitro syntézou mnoha kopii vybrané sekvence DNA v cyklické reakci o tfech
teplotnich fazich. DNA amplifikace spoc¢iva v cyklickém opakovani 3 krokl: denaturace,
hybridizace a syntézy chyb¢jiciho komplementarniho tuseku DNA. Kazda typicka PCR zac¢ina
tepelnou denaturaci vzorkii DNA na dva jednoduché fetézce pti teplot¢ 95 °C. Reakce je
zalozena na schopnosti dvojvldknové DNA denaturovat pii vysoké teploté a opctovné
renaturovat po snizeni teploty pii zachovani pravidla komplementarity bazi. Jestlize jsou
znamy nukleotidové sekvence na koncich urc¢itého iseku DNA, je mozné tsek amplifikovat
pomoci této polymerdzové ftetézové reakce. Dalsi faze spociva v ochlazeni vzorku
na 30 az 65 °C. Pii této teplot¢ dochazi k nasednuti primerti na komplementarni 3" konce
cilové DNA. Dal§im krokem je syntéza novych vlaken, ktera katalyzuje termostabilni DNA
polymerdzu. Je vyuzivana ve vSech odvétvich védy. Od zakladniho vyzkumu tykajiciho se
izolace geni, pies aplikovany geneticky vyzkum, klinické discipliny, az k archeologii
a k dalsimu vyuziti [14][15]. Hlavni vyhodou PCR, ze které t¢zi také I¢kaiska diagnostika, je
jeji vysoka citlivost. Protoze dokaze z pouhych 2 vlaken vytvoftit po 30 cyklech 230 molekul.
Naopak jeji nevyhodou je, ze nedokaze efektivné syntetizovat produkty delsi
nez cca 3-15 tisic pard bazi [15]. Po PCR obvykle provadime kontrolu vysledku
elektroforézou na agar6zovém, piipadné polyakrylamidovém gelu.

Elektroforéza: Vyuziva schopnosti nabitych ¢astic migrovat v elektrickém poli. Vzhledem k
tomu, Ze rychlost pohybu cCastic je zavisla na velikosti ndboje a velikosti molekuly, razné
velké a rizné€ nabité molekuly se budou pohybovat odliSnou rychlosti. Miizeme proto
elektroforézu vyuzivat k separaci latek a to piedevSim pro analytické ucely [14].
Elektroforéza DNA rozdé€luje vlakna DNA podle délky. Molekuly DNA maji zaporny naboj
a tak kdyz se rizné dlouhé kousky vlaken DNA daji do gelového prostiedi, tak v ném po
zapnuti stejnosmérného elektrického proudu za¢nou pomalu migrovat. Cim jsou iseky DNA
kratsi, tim se v tomto gelu, ktery zde funguje jako molekularni sit’, pohybuji rychleji. Kratké
molekuly DNA sitem snadno projdou a doputuji v gelu od startu nejdale. Stejné dlouhé useky
se pohybuji stejnou rychlosti a tak pokud jich je ve sledovaném vzorku vice, vytvoti po urcité
dobé v gelu prouzek. Tak se da napftiklad ur¢ovat, zda se ve vzorku vyskytuji urcité varianty
znamych gent, zda vzorek patii vySetfovanému jedinci a nebo tieba i to, zda nejsou nékteré
geny poskozeny a proveéfovaného necekd ncktera z geneticky Sitenych nemoci. Mezi vyhody
patfi minimalni spotfeba vzorku, rychlost, snadna vizualizace. Naopak mezi nevyhody patfii
omezena reprezentativnost vzorku a senzitivita [ 14][16].
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Sekvenovani: Metody sekvenovani slouzi k pfesnému uréeni nukleotidové sekvence
jakéhokoliv izolovaného fragmentu DNA nebo RNA. Je nejpiesnéjSim, avSak pracovné
presné potadi bazi v urcitém useku DNA. Dva zékladni principy sekvenaénich metod (za oba
byla udélena Nobelova cena). Tzv. ,,dideoxy* metoda (Sangerova) je enzymova metoda, jejiz
vyuziti v souCasné dobé zcela zastinilo druhou, chemickou metodu (Maxam-Gilbertova
metoda). V dneSni dobé existuje vice sekvenacnich metod, napt. pyrosekvenovani (zaloZena
na sekvenaci syntézou komplementarni DNA. Jde o jednu z prvnich metod, ktera se zacala
rozvijet jako alternativa ke klasické Sangerové metod€), sekvenacni Cipy (mikro¢ipy mohou
byt efektivné vyuzity pro detekci mutaci a polymorfismu, také pro sekvenacni analyzy.
Princip techniky DNA Cipii spoc¢iva v hybridiza¢ni reakci mezi vzorkem DNA a sekvencné
specifickymi DNA sondami, které jsou navazany na povrchu Cipu exprese). Vyhoda
sekvenovani tkvi v tom, Ze za prvé pifindsi informaci o nejzakladnéjsi struktufe genetického
materialu, za druhé mnozstvi zkoumanych znakd (nukleotidd) je velmi vysoké, za tieti je
relativné jednoduché ziskat informace o evolu¢nich procesech. Nevyhoda spociva v casové
naro¢nosti a vysoké cené [16].

5.6. Izolace nukleovych kyselin

Izolace nukleovych kyselin je nezbytnym a velmi dilezitym krokem k jejimu dalSimu
zkoumani pomoci PCR, elektroforézy a sekvenovani. Pro izolaci nukleovych kyselin bylo
vypracovano mnoho metod. Mezi nejpouzivanéjsi patii vsolovani a vysolovani, sraZeni
organickymi rozpoustédly, fenol — chloroformova metoda a adsorpce na silikat a dnes stale
vice pouzivanou metodu zaloZenou na paramagnetickych ¢asticich [17].[17]

5.6.1. Izolace DNA

K porozuméni genetické informaci je potfeba zacit nejprve izolaci DNA. Pii izolaci
DNA se bere podobnost DNA s ostatnimi biopolymery. Vybiraji se tedy metody s vysokou
selektivitou a citlivosti. Pfi izolaci nukleové kyseliny je tfeba volit metodu v zavislosti
na pozadované Cistot¢ a mnozstvi finalni nukleové kyseliny a na typu bunék, z nichz ma byt
nukleova kyselina izolovana. Ve velké mife by se méla zohlediiovat také Casovd naroc¢nost
1zola¢niho procesu a celkova ekonomické stranka.

Vétsinou se izoluje DNA, kterda je pfitomna v nitrobunééném obsahu. Prvnim krokem
by méla byt lyza bunék, ze kterych je mozno ziskat DNA. U zivociSnych bunék staci obvykle
rozpusténi biomembran pomoci detergentu. Detergenty se vyskytuji ve formé SDS
(dodecylsulfatu sodného) nebo mohou byt iontové povahy, ale byvaji také jako nenabité
detergenty. Pro lyzu pevnych castic musi byt pouzita néjaka forma mechanické sily,
napf. protfepavanim na vortexu se sklenénymi kulickami, drcenim tkan¢ zmrazené tekutym
dusikem v tieci misce. Také se k roztoku pfidava enzym proteindza K, ktery $tépi bilkoviny.
Bunéény obsah vcetné nukleovych kyselin se z lyzovanych bunék uvolni do pufrovaného
roztoku, ktery kromé detergentu obsahuje EDTA. Ta komplexné vaze ionty vapniku, které
jsou potiebné jako kofaktor nukleaz [18]. DalSim krokem je precipitace DNA etanolem a jeji
nasledné promyti. Nakonec se DNA rozpusti ve vhodném pufru. Cistota a koncentrace DNA
se zjisti spektrofotometricky. K oddé€leni izolované latky zroztoku lze docilit docasnou
denaturaci. Pouzit mizeme teplotni denaturaci, techniku vsolovani a vysolovani nebo srazeni
organickymi rozpoustédly. Nukleové kyseliny absorbuji UV zéfeni s maximem absorbance
v oblasti vlnové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm. Stupen Cistoty
nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbance pti 260 a 280 nm [18].

-15-



Odstranéni RNA: RNA a DNA jsou velmi podobné makrmolekuly. Proto lze smés téchto
dvou latek ziskat jednoduse. Pokud chceme ziskat pouze DNA, ptfiddme pro odstranéni RNA
enzym ribonukleaza (RNaza), ktery $tépi RNA na smés oligonukleotiddi, aniz by zménil
vlastnosti molekuly DNA [18].

Fenol - chloroformova extrakce: U fenol — chloroformové extrakce je postup nasledujici.
Vzorky prochazi homogenizaci a lyzaci. K vyslednému lyzatu se piidava fenol, chloroform
a izoamylalkohol. Chloroform se nemisi s vodnym roztokem bunécného lyzatu a smés
se rozdeli na dvé faze. Prvni faze se nazyva horni vodnéa a druha faze dolni chloroformova.
Poté se provede protfepani, pii némz dojde k miseni fazi a fenol srazi proteiny pfitomné
ve vodném lyzatu. Chloroformova faze nastane po pfidani izoamylalkoholu, ktery zvysi
rozpustnost fenolu v chloroformu. Po protiepani je roztok odstfedén pro oddé€leni fazi
a na rozhrani se objevi bily prstenec srazenych proteinti. V horni vodné fazi se nachéazeji
nukleové kyseliny, které jsou preneseny do Cisté zkumavky. Pro dokonalé odstranéni proteint
se metoda musi opakovat neustalym pfiddvanim smési fenolu-chloroformu-izoamylalkoholu
a protiepavanim tak dlouho, dokud se na rozhrani nepfestane objevovat bila bilkovinna
srazenina. U izolace z hub, rostlin a n€kterych bakterii je nutné odstranit i polysacharidy.
Meélo by také ke konci dojit k pouziti smési chloroformu s izoamylakoholem, jako na zacatku
v poméru 24:1, aby doSlo k odstranéni fenolu, ktery by mohl interagovat napft. s pouzitym
enzymem. Z pieciSténého vodného roztoku je mozné nukleové kyseliny vysrazet ptidanim
koncentrovan¢ho etanolu. Po centrifugaci se na dné zkumavky objevi mlécné zkaleny
sediment. S nukleovymi kyselinami se srazeji i soli, které zvysuji G€innost srazeni nukleovych
kyselin, coZ mé za nasledek bilé zbarveni. Poté se musi soli vymyt 70% etanolem. Cisté
nukleové kyseliny je mozné po odsati supernatantu rozpustit ve vod¢é nebo ve vhodném pufru.
Protoze vice nez 95% objemu nukleovych kyselin v bunice tvoii RNA, pfevazuje RNA
1 v tomto roztoku. Pokud chceme pracovat s ¢istou DNA, tak RNA odstranime plisobenim
RNézy a pokud chceme pracovat pouze s Cistou RNA pouzijeme pro odstranéni DNA praveé

vvvvvv

nukleovych kyselin.

Vsolovani a vysolovani: Pii vsolovani dochédzi k vzestupu rozpustnosti bilkoviny pii
zvySovani koncentrace soli v oblasti nizkych koncentraci. Razné bilkoviny se navzajem lisi
odezvou na ptidavek soli. Vysolovani se Casto pouziva pro frakcionaci globulind, které
se nachazeji ve vodé¢ a mohou byt rozpustény zvySovanim iontové sily roztoku. Uvedena
metoda vSak ma svd omezeni. Pfitomnost nékterych iontl totiZ rozpustnost proteini naopak
zvysuje. Nékteré ionty vyvolavaji denaturaci (a poskozeni) bilkovin a tim znemoziuji jejich
dalsi vyuziti. V takovych piipadech je nutno zvolit bud’ jinou sil, nebo jinou separacni
metodu. Musi byt zachovan soucin rozpustnosti. Nejcastéji se pouziva siran amonny kviili
jeho malym denatura¢nim u¢inkiim. K izolaci nukleovych kyselin je vhodna koncentrace asi
30% mnozstvi potfebného ke vzniku nasyceného roztoku, vyssi obsah vede k nechténému
srazeni proteind [21].
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Obrazek 4: Vsolovani a vysolovani [22]

Srazeni organickymi rozpoustédly: Tato metoda je zaloZzena na jejich schopnosti sniZit
dielektrickou konstantu prostiedi. Tim se zvySuji intramolekuldrni elektrostatické interakce
nabitych skupin a tedy dochdzi ke snizovani rozpustnosti. Nejzndméjsi je pouziti ethanolu,
tzv. etanolové srazeni. V soucasné dobé je ale ethanol nahrazovan Setrnéj$imi organickymi

rozpoustédly [20].

Adsorpce na kremicitan: Mezi dal$i metody izolace DNA patii adsorpce na kiemicitan.
Je zalozena na pfitomnosti chaotropnich soli (zvySena koncentrace miize navodit denaturaci
proteinl), které jsou pfilnuty na kiemicitanovy povrch. K roztoku se zlyzovanym bunéénym
obsahem se pridava chaotropni sl a suspenze kiemicitanovych ¢astic. Pii protiepani dochazi
ke zméné DNA na castice. Ostatni slouceniny zistavaji v roztoku a mizeme je odstranit.
Castice nechame usadit nebo pouZijeme centrifugy pro urychleni. Poté odsajeme roztok
nad Casticemi a propldchneme novou dévkou pufru s chaotropnimi solemi. Po opétovné
centrifugaci a odsati roztoku zlstava na casticich ¢istda DNA. DNA z povrchu ¢astic uvolnime
pfidanim vhodného pufru, ktery nebude obsahovat chaotropni soli. Po odstfedéni zlstanou
na dné€ jen samotné Castice a nad nimi bude ¢isty roztok DNA [19]. Pii adsorpci na kiemicitan
je vyhodou jejich rychlost a pohodlnost. Na této metod¢ jsou zalozeny kity (komer¢ni
soupravy) pro extrakce DNA. Kity jsou pouzivané na konkrétni typ a mnozstvi vzorku
a ziskavaji se standardizované vysledky. Vyhoda souvisi také s tim, ze pro kity se pouzivaji
nastavce do mikrozkumavek, obsahujici jemny filtr, ktery zadrzi kifemicitanové Castice.

5.6.2. Izolace RNA

vvvvvv

jako je RT-PCR, RNA mapovani, in vitro preklad a konstrukce cDNA knihovny je ziskani
vysoce kvalitni, neporusené RNA. Uspé&$nd izolace RNA by méla zahrnovat nékolik
dilezitych krokt, jak pted, tak po skutecném cisténi RNA. Izolace jako takova se u RNA

Bunky jsou lyzovany nebo homogenizovany v pfitomnosti roztoku fenolu a guanidium
isothiokyandtu. Ptidani chloroformu a nasledna kratka centrifugace vedou k separaci vzorku
do tfi fazi: 1. vodni faze, obsahujici RNA, 2. interfaze, obsahujici DNA a 3. organické faze,
obsahujici proteiny. RNA je izolovana z vodni faze precipitaci pomoci izopropanolu. Hlavnim
problémem pfi izolaci RNA jsou RNazy — vSudy pfitomné a velmi odolné enzymy, Stépici
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RNA. RNézy jsou velmi stabilni. Zachovavaji si velkou ¢ast své aktivity i po povateni,
mohou byt stabilni i v Sirokém rozmezi pH a renaturuji snadno po chemické dentauraci.
RNazy se vyskytuji v nadobkach a v roztocich, které ptichazeji do styku se vzorkem a RNazy
samotného vzorku. VSechny vodné roztoky a materidl, které pfijdou do styku
se zpracovavanym vzorkem, proto musi byt zbaveny RNaz. Pro izolaci Ize opét pouzit
fenol-chloroformovou extrakei. Fenol musi mit vyssi teplotu a musi byt kysely. Takze se
ziska roztok vsech typti RNA, tj. tzv. celkovd RNA, kterou lze zbavit kontaminujici DNA
pusobenim DNdazy. Tento enzym §tépi jednovlaknové a dvouvldknové fetézce DNA za vzniku
mono- a oligonukleotidd. DNéaza I v piitomnosti Mg”" hydrolyzuje kazdy z fetézci
dvouvlaknové DNA nezavisle a nahodné. Jako piiklad pouZiti 1ze uvést odstranéni stopovych
mnozstvi DNA z preparatii RNA. Nejcastéjsim cilem izolace je obvykle ziskadni samostatné
mRNA, kterd se pouziva napf. pro sledovani exprese konkrétnich genl nebo pro ptipravu
cDNA apod. Izolace samostatné mRNA je zaloZena na pritomnosti tzv. polyA sekvence
na 3’-konci vSech molekul mRNA. Proto 1ze mRNA z roztoku "vychytat" vazbou na kratké
komplementarni polyT-fetézce [18][19]. Ostatni latky lze potom odstranit opakovanym
promyvanim, tak jako pfi adsorpci DNA na silikatové Castice. Izolace lze provadét pomoci
komercnich kitl. Vzorky RNA je potieba i po izolaci chranit proti pisobeni RNaz
skladovanim pfi -80 °C. Mohou se také chranit pomoci specifického inhibitoru RNaz. Metody
pro izolaci RNA se pouzivaji podobné jako u izolace DNA, které jsou popsany u izolace
DNA. U RNA dochazi k delsi izolaci oproti DNA. Vyskyt vét§siho mnozstvi promyvacich
proteini, RNA poskytuje uzite¢né informace o akumulaci transkriptu a jeho stabilité. Pomaha
i pfi objasiiovani nepiedpokladanych fenotypovych projevii. Extrakce mRNA z oblasti
zivotniho prosttedi predstavuje velkou vyzvu pro analyzu bakteridlnich gent z Zivych buné¢k
[24]. Mizeme vSak fici, Ze pouziti paramagnetickych ¢astic k izolaci ndm z urcitého hlediska
urychli cely proces. Izolace pomoci paramagnetickych astic je vysvétlena v nasledujici
kapitole.
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6. Paramagnetické Castice

Magnetizovatelné Castice (MPs — magnetic particles), viz Obrazek 5, pronikaji
do vSech védeckych odvétvi. Velké uplatnéni se nachdzi hlavné v izolaci, separaci
a transportu od nukleovych kyselin, proteinti aZz po celé buiiky. Siroké uplatnéni nalézaji
v biomedicinskych a biotechnologickych oborech, zabyvajici se syntézou a rGznym
pusobenim na MPs. Timto MPs propojuji jednotlivé védecké discipliny. Mezi prvni prace
popisujici aplikaci magnetickych castic pochdzeji z pocatku 20. stoleti, kdy H.A. Lowenstam
pouzil biochemicky precipitovany magnetit, slouzici jako radula u zubt chitont. V roce 1975
R. Blakemore objevil bakterii Magnetospirillum gryphiswaldense, ktera je schopna vytvaret
sférické krystaly magnetitu o velikosti 50 nm [27]. Bakterie vytvaii fetizky magnetickych
castic, které ji slouzi k tomu, aby byla vyrovnana soubézné se zemskym magnetickym pdlem.
Bylo zjisténo, ze tyto bakterie plavou na severni polokouli vzdy k severu zatimco na jizni
polokouli je tomu naopak. V soucasnosti jsou tyto bakterie velkym stfedem zajmu.
V 70. letech se MPs naplno zacaly rozsifovat v biologickych a medicinskych oborech [25].
MPs pro biologickou separaci se sklddaji z jednoho nebo vice magnetickych jader
s povrchovou upravou matice polymert, kiemiku nebo hydroxylapatitu s terminalem
funkcionalizovanych skupin. Magnetické jadro se tedy obecné skladd bud’ z magnetitu
(FesO4), nebo maghemite (gamma Fe,O3) se superparamagnetickymi  nebo
feromagnetickymi vlastnostmi. Superparamagnetismus je definovéan jako dvojpdlovy moment
dastice,
kterd se pohybuje rychleji v jadie v disledku tepelné excitace. Neexistuje zddny magneticky
moment pro makroskopické Casy. Tyto Castice jsou non-magnetické, kdyz magnetické pole
je aplikovano ve wvngjSim prostiedi. Magnetické oddéleni MPs ¢ésticemi je idedlni
pro automatizované stanoveni nebo analytické systémy, které budou hrat velmi dtlezitou roli
v blizké budoucnosti. Vyhody u superparamagnetickych castic jsou ve snadné resuspenzi,
ve velké ploSe, pomalé sedimentaci a v rovnomérném rozlozeni ¢astic v suspenznich médiich.
Jakmile se magnetizované Castice chovaji jako malé magnety, tak tvoii agregaty nebo miiz
[26].

Obrazek 5: Struktura MPs castic [26]
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6.1. Izolace NK zaloZena na magnetizovatelnych casticich

Pro izolaci nukleovych kyselin byly vypracovany rizné postupy vychdzejici
z odstranéni interferujicich proteini a nésledného vysrazeni alkoholem nebo ionty tézkych
kovl. Klasicka izolace nukleovych kyselin vykazuje stile nejvyssi vytézky nukleové
kyseliny, ale je Casové narocna a vnasi do postupu fadu systematickych chyb zplsobenych
lidskym faktorem. Tento zdvazny problém je feSen nckolika rtiznymi zplsoby, piedevsim
za vyuziti pevnych sorbentli a nejnovéji pomoci MPs [28]. 1zolace biomolekul pomoci MPs
je zaloZena na interakci mezi ¢asticemi izolovanou biomolekulou a na vnéj$im magnetickém
poli. Umoziuji navazani rOznych bioreaktivnich molekul diky jejich afinité
k modifikovanému povrchu pfimo z biologického materidlu. MPs zna¢né zkracuji dobu
izolace oproti konvencnim metoddm, které jsou popsany vyse. Rozméry MPs se mohou
pohybovat v (nm) az (um). Atomy (drasliku, sodiku, hliniku), které mirné zesiluji magnetické
pole, maji své vlastni magnetické pole. VnéjsSim magnetickym polem by tedy bylo mozné je
uspotadat tak, aby doSlo k souhlasné orientaci magnetickych poli jednotlivych atomi, a tim
1 ke znacnému zesileni magnetického pole v latce. Ve skute¢nosti tento stav nenastava - brani
mu tepelny pohyb. Magnetické pole v paramagnetické latce neni mozné zesilit ani vnéj$im
polem o velké magnetické indukci. Magnetické castice (oxidy Zeleza) v magnetickém poli
se pritdhnou k magnetu a po néjakém cCase se od magnetu pusti a disperguji. Ztraci
magnetické vlastnosti (neshlukuji se).

Castice Foleza

b A4

Obrazek 6: Cdstice Zeleza a jejich zachyceni v okoli magnetu

Pro dokonalé wvyuziti MPs k zachyceni rtznych biomolekul je jejich povrch
modifikovan. Objevuje se zde i vrstva polymeru, kterd je chranéna proti vnéjSimu prostiedi
napiiklad proti oxidaci. Modifikace povrchu je zavisla na izolované latce. NejCastéjsi
modifikaci povrchu MPs jsou proteiny, protilatky a oligonukleotidy. Vyhody magnetickych
separacnich technik spocivaji vtom, Zze jsou rychlé a jednoduché v manipulaci
se vzorkovacimi lahvickami a je moznost pracovat i s velkymi i malymi objemy vzorkl bez
nutnosti ¢asoveé naro¢ného odstfed’ovani. Vynechanim téchto krokl se podstatné zkracuje Cas
ziskani cilenych biomolekul a navic se piedejde jejich ptipadnému fyzikalnimu nebo
biologickému poskozeni.
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6.2. Syntéza a modifikace povrchu magnetickych ¢astic

MPs z oxidu kovu jsou v popiedi z4jmu, vzhledem k jejich netoxicité na rozdil
od jinych kovi (kobalt ¢i nikl), které vSak maji lepsi magnetické vlastnosti. Zakladni metody
syntézy zahrnuji postupy, které jsou zalozené na:

a) usazovani ¢astic v plynné fazi,

b) litografii,

¢) mikroemulsi,

d) sonochemické syntéze

e) hydrolytické reakci [29] [30] [31]

Zakladni postup chemické syntézy MPs z magnetitu je zaloZen na hydrolytické reakci.
Ptiprava téchto Castic se sklada z nasledujicich krokd — nejdiive probéhne koprecipitace
magnetitu pii 80°C ve vodném roztoku Fe** a Fe’" iontli v prostredi 25% hydroxidu
amonného. Vzniknou tak malé Castice magnetitu. Ty se dal prostorové stabilizuji pomoci
kyseliny laourové, kyseliny myristové nebo pomoci kyseliny olejové. Dal se musi jednotlivé
castice oddélit od zbylého roztoku, to se provadi dekantaci tj. volnym usazovanim. Roztok
nad Casticemi se pak odsaje, pfidd se promyvaci roztok a postup se opakuje. Tento postup je
Casto vyuzivan v mnoha laboratofich a umoznuje pfipravit magnetické Castice pro aplikace
v biologii. Dal$im krokem je modifikace jejich povrchu, ktera nasleduje po jejich stabilizaci.
Vyrazné se tim zasahuje do jejich biokompatibility. Teprve tento krok déla z Castic pravy
nastroj pro jejich vyuziti. Pokrytim tenkou vrstvou zlata na komer¢ni Castice se zlepSuje
prichyceni protilatek na povrch ¢astic a ucinné se tak redukuje nespecificka adsorpce [32].
Pro dal$i modifikace povrchu se vyuzivaji hlavné polymery, organické latky a nejriznéjsi
pokovovani [33].

6.3. Separace pomoci MPs ¢astic

V separac¢nich metodach se nejcastéji vyuzivaji dva zplisoby modifikace MPs ¢astic.
Prvni z nich vyzaduje pouziti nabitého kovového povrchu pro elektrostatickou adsorpci
biomolekul. Modifikaci MPs v roztoku toulenu vyvolavajici husty amino povlak na povrchu
castic. Takto vzniklé NH,-MPs jsou pfidany k extraktu DNA a na zéklad¢ elektrostatické
interakce mezi negativné¢ nabitou DNA a pozitivné nabitou skupinou NH, navdzanou MPs.
Tato metoda na rozdil od jinych konvencnich extrakénich metod, nepouziva k promyvani
a uvolnéni DNA organickych roztokti. Tim eliminuje vliv organickych roztoki na naslednou
detekci signdlu. Podobné metody elektrostatické adsorpce zalozené na DNA extrakci
pouzivaji polyamidamin dendrimermodifikovany MPs [34][40]. Dalsi metody modifikace
povrchu MPs zahrnuji navazéani specifické skupiny umoziujici vazat konkrétni biomolekuly.
Mezi, které patii aktivni chemické skupiny (karboxyl a aminoskupiny), které se mohou
kovalentn¢ védzat na biomolekuly v pfitomnosti specifickych cross-linking ¢inidel.
Streptavidin / Avidin ligandy, které se mohou specificky vazat na biotinylizované
biomolekuly. Tyto metody jsou obvykle pouzivany k imobilizaci specifickych receptort
pro zachyceni cilovych molekul jako tfeba DNA sonda k cilové DNA a protilatka k antigenu.
Komer¢ni MPs pouzité v magnetické separaci jsou typické paramagnetické castice s velikosti
v mikrometrech (1-10 pm) a jsou vybaveny polymernim obalem na wvné&jSi strané
magnetického nanocasticového jadra. Tyto na zakdzku délané magnetické Castice jsou
modifikovany pomoci riznych vazebnych skupin pro specifické chemické vazby. Porovnani
fyzikalnich a chemickych znakl nékterych komeréné dostupnych MPs bylo zhodnoceno [35].
Chemicky syntetizovany oxid zeleza pro MPs muze byt vytvafen pomoci magnetickych
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bakterii - bakteridlni magnetické nanocastice (BMPs) [36]. BMPs jsou feromagnetické
Castice, které maji uniformni tvar a velikost od 50 — 100 nm. Zjevné pfirozend lipidova
dvojvrstva membrany fosfatidylethanolamin na vnéjsi strané Castice ji poskytuje velmi dobrou
disperzi ve vodnim roztoku a umoziiuje, tak BMPs slouzit jako substrat pro kovalentni vazbu
s biomolekulami [37]. Jiné MPs jako tieba MFe,O4 (M = Co nebo Mn) Co Fe,O4
superparamagnetické nanocastice byly syntetizovany a zkoumany pro biosenzorové aplikace.
Nicméné¢ procedury syntéz téchto c¢astic jsou pomérné slozité a drahé ve srovnani
s nanocasticemi z oxidi zeleza [38][39].

Frapipetovans roctofa KVA P
Vzorek RNA de nove zhumevky

5 promyptim

IMagnesickd lroface 1

7@ - 10 pff veovku

U Hybrighzacn reelok, e
Vrarek RNA a MPy Sistios Prigddnf elufrrho padrg
Q RNA 3o wife no fdstice : O :

Obrazek 7: Izolace RNA pomoci paramagnetickych castic
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7. Materialy a metody

7.1. Chemikalie

Vsechny pouzivané chemikélie byly ACS Ccistoty a spolecné s parafilmem byly
zakoupeny od firmy (Sigma-Aldrich, USA). Jednotlivé koncentrace poly(A) byly
pripravovany ze zasobniho roztoku o koncentraci 100 pg/ml z lyofilizované poly(A)
(0,5 mg/ml) Mr = 400 000 (Sigma-Aldrich, Cesk4 republika) a rozpustény ve vodé ACS
Cistoty. VSe bylo skladovano ve tmé pii - 20°C. Koncentrace zdsobnich roztokl nukleovych
kyselin byla stanovena spektrofotometricky pii vinové délce 260 nm na ptistroji SPECORD
210/205 (Anglie). Deionizovana voda byla demineralizovand pomoci reversni osmozy
za pouziti piistroje Aqua Osmotic 02 (Aqua Osmotic, Tisnov, Ceskéd republika) a nasledné
purifikovana za pouziti Millipore RG (Millipore Corp., USA, 18 MQ) — MiliQ voda. pH bylo
méfeno  na piistroji WTW inoLab (Weilheim, Germany).

Pufry pouzité pro experimenty: a) fosfatovy pufr: 0,1 M NaCl + 50 mM Na,HPO, +
NaH,PO4 a 0,2 M NaCl + 100 mM Na,HPO, + NaH,POy4; b) acetitovy pufr: 0,2 M
CH;COOH + 0,2 M CH3COONa.

Pouzité pufry pro izolaci NK pomoci MPs: a) pufr €.1 — promyvaci fosfatovy pufr - 0,05 M
Na,HPO4 + 0,05 M NaH;POy4 b) pufr ¢.2 — hybridizace a eluce — 0,1 M Na,HPO4 + 0,1 M
NaH,POy ¢) pufr ¢.3 — hybridiza¢ni roztok — 0,1 M Na,HPO4 + 0,1 M NaH,PO4 + 0,5 M
NaCl + 0,6M guanidium thiocynate + 0,15 M Trizma baze upravena pomoci HCI na pH = 7,5
d) pufr ¢. 4 — eluéni roztok — 10 mM Tris HCI pH = 8. Ostatni pouzité chemikélie byly
ziskany v Cistoté ACS od spolecnosti Sigma- Aldrich.

Izolace nukleovych kyselin probihala na magnetickych casticich viral DNA/RNA,
food, DNA plant, DNA blood a DNA tissue vSechny zakoupené od firmy Chemagen (USA).

7.2. Pristroje

7.2.1. Elektrochemicka detekce na rtut’ové elektrodé

Elektrochemické stanoveni s visici rtutovou kapkovou elektrodou (HMDE; s plochou
kapky 0,4 mm?®) jako pracovni elektrodou bylo provedeno pomoci pfistroje AUTOLAB
analyzatoru (EcoChemie, Holandsko), ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko).
Byla pouzivédna pracovni cela s tfielektrodovym zapojenim. Referencni elektroda byla
Ag/AgCl/3M KCI a pomocna elektroda byla uhlikova ty¢inka. Zakladni elektrolyt acetatovy
pufr (pH = 5,0). K analyze nukleovych kyselin bylo vyuZito adsorptivni pfenosové techniky,
kde probihda akumulace vzorku na visici rtutové kapkové elektrodé¢ (HMDE). Pro vlastni
meéteni se odebralo 5 pl pfipraveného vzorku nukleové kyseliny, toto mnozstvi se dalo na
parafilm, poté se vzorek adsorboval na kapku. Nasledn¢ byla rtutova kapka omyta v ACS
vodé a ponoiena do elektrolytu, kde byla pfed méfenim deoxygenovana pomoci probublavani
argonem (99.999%) nasyceného vodou po dobu 120 s. Pak nésledovala vlastni detekce.
Vsechny experimenty byly provadény pii laboratorni teploté. Tato metoda je selektivni
a umoznuje pouziti velmi malého mnozstvi vzorku v fddech n€kolika mikrolita.
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7.2.2. Pristrojové vybaveni pro izolaci NK pomoci MPs

Izolace probihala v RNA/DNA UV cleaner box UVT od firmy BioSan (Litva).
Pro centrifugaci a tfepani vzorkad byla vyuzita centrifuga multi-spin MSC-3000 Biosan
(Litva), ktera byla umisténa v RNA/DNA UV cleaner box UVT-S-AR. Paramagnetické
Castice byly pfitahovany pomoci magnetického stojanu MPC — S (Magnetic Particle
Concentrator) byl vyroben firmou Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway. Eluce probihala
za konstantni teploty 55°C, za vyuziti Thermomixer 5355 Comfort/ Compact (Eppendorf
Némecko). Nastaveni tohoto pfistroje: doba eluce 10 minut, po 90 s byly vzorky 10 sekund
ttepany pii otdCkach 850 rpm/min.

pH roztokii se méfilo na pH-metru WTW inoLab Level 3 (Weilheim, Némecko), ktery
byl ve spojeni s osobnim pocitaCem. Pro métfeni byla pouzita elektroda (pH — Electrode
SenTix H, pH 0..14/0..100°C/3 mol/l KCL.

7.3. Biologicky material

Pro izolaci NK zrealného vzorku byla vyuZita explantitovd kultura z mochyné
zidovské (Physalis anlkekengii, Solanaceae) zakoupené od firmy Semo, a. s. (Smrzice, Ceska
republika). Odvozeni kalusu probihalo néasledovné: Semena byla oplachnuta destilovanou
vodou, poté umisténa na michacce (IKA, RTC Basic, Némecko) v destilované vodé
s n€kolika kapkami surfaktantu Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA) po dobu 30 minut. Poté byla
semena za sterilnich podminek (laminarni box s HEPA filtrem, Chirana, Ceska republika)
oplachnuta sterilni destilovanou vodou a inkubovéana po dobu 20 min. ve sterilnim roztoku
SAVA (15%, v/v) na tiepagce (136 ot.min™', Unimax 1010, Heidolph Instruments, Némecko).
Poté byla tfikrat oplachnuta sterilni destilovanou vodou a napasazovana na standardni pevné
Murashige and Skoog (MS) kultiva¢ni médium nasledujiciho sloZeni:

Tabulka 1: Slozeni MS

Vzorky MnozZstvi| Misto vyroby
Médium MS (vCetné makroelementii, mikroelementt a Duchefa,
vitaminl) 4,405 g/l Holandsko
Tamda, Ceska
Sacharoza 30 g/l republika
Duchefa,
Gelrit 2,7 g/l Holandsko

pH kultivaéniho média bylo upraveno na 5,6 (HCI/KOH, Sigma-Aldrich, USA, 3510
pH Meter, Jenway, Velka Britanie). Médium bylo sterilizovano v autoklavu AUT 26/2
(Chirana, Ceska republika) po dobu 20 minut (teplota 120 °C). Kultivace probihala
v Erlenmayerovych banikach (250 ml) s 50 ml kultivatniho média v kultivaénim boxu
(Luminex, Ceska republika), s osvétlenim 5,000 luxd (zafivky Lumilux, Osram, Ceska
republika) s délkou fotoperiody 14 hod., teplotou 24+-0,5 °C. Po wvykliceni semen
a nasledném ristu (3 tydny) byly rostliny opé€t za sterilnich podminek rozdéleny na jednotlivé
rostlinné organy, ty byly rozdéleny na cca 5 m segmenty, Tyto segmenty byly na pasdzovany
na pevné kultivatni médium stejné jako v predchozim ptipad€, tzn. MS suplementované
sachar6zou a gelritem, ale navic obohacené thiaminem (0,9 mg.l'l, Sigma-Aldrich, USA),
kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou (Duchefa, Holandsko) a KH,PO4 (Sigma-Aldrich, USA)
s cilem navodit kalogenezi, tzn. tvorbu kalusu. Kalusy byly odvozeny z listovych ¢epeli, délka
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subkultivace byla zrustovych charakteristik stanovena na 25 dni na suplementovaném
MS médiu.

7.4. Automaticka pipetovaci stanice epMotion

Pro automatickou izolaci byl vyuzit pfistroj epMotion 5075 od firmy Eppendorf
z Némecka. Tento pfistroj obsahuje rtizné druhy pfisluSenstvi, které je kompatibilni
s automatickou pipetovaci stanici. Pro naSe ucely byly pouzity PCR desticky
(Eppendorf — Némecko). Promega magnet (Eppendorf — Némecko). Thermo stojanek
o velikosti 1,5 ml (Eppendorf — Némecko). Module Reservoir (Eppendorf — Némecko).
Spi¢ky o velikosti 50 pl, 300 pl a 1000 ul (Eppendorf — Némecko). Pipetovaci hlava
o velikosti 50 pl s rozsahem 2 - 50 ul (Eppendorf — Némecko), pipetovaci hlava o velikosti
300 pl s rozsahem 20 - 300 pl (Eppendorf — Némecko) a pipetovaci hlava 1000 pl s rozsah
70 - 1000 ul (Eppendorf - Némecko).

epMotion umoziuje rychlé, presné a reprodukovatelné pipetovani a davkovani
kapalin. Pouziva se pro purifikacni procesy a ptipravu vzorki, bez chyb zpiisobenych lidskym
faktorem. Pipetovani je mozné do riznych formati zkumavek a destiCek napf. 96 jamek,
384 jamek a dalSi. Zalezi pouze na vlastnim nastaveni uzivatele. Pfenos muze probihat
ze zkumavek do destiCek 1 x 96, mikrozkumavek a obracené. Lze provadét pienos
i ze zkumavek 1 x 384 do desti¢ek o stejné velikosti. Redéni nebo promichani se miize
nastavit v softwaru. Objemy lze nastavit od (1) 2 pl do 1000 pl (pipetovanim a davkovanim).
Pipetovani a davkovani probiha bez kontaktu s povrchem. Vyska hladiny se snima opticky.
Umoziuje bezkontaktni rozeznavani hladiny kapalin v riznych jamkéch. Jedna se o Cistsi
proces oproti manudlnimu pouziti a Setfi drahé vodivé Spicky. Rozeznava nejen vyménné
hlavice, ale i jednotlivé formaty zkumavek, drzdky reagencii a drzdky vzorki. Programy
je mozno ulozit a prenaSet pomoci Multi-Media Card (MMC). Automaticka pipetovaci stanice
je ukézana na Obrazek 8.
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Obrazek 8: Automaticka pipetovaci stanice — epMotion
Pro obsluhu epMotionu je k dispozici uzivatelské rozhrani, které ndm umoziuje

nastaveni pfistroje dle naSich parametrii. O jednotlivych mozZnostech bude pojedndno
v nasledujicim textu.
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8. Vysledky a diskuse

8.1. Manualni priprava izolace NK — navrh postupu

Piipravime si paramagnetické Castice v zavislosti na poctu vzorkll (jeden
vzorek = 20 pl). K ¢asticim ptidame stejné mnozstvi fosfatového pufru ¢.1. MPs s pufrem
promichame pomoci pipety 15 krat a umistime na magneticky stojanek (MPC - S). Po
pritahnuti MPs ke stén¢ zkumavky odsajeme veskery roztok. Ve zkumavce nam poté zistanou
jen MPs. Pridame opét fosfatovy pufr ¢.1 promichame pomoci pipety 15 krat a po umisténi
na magneticky stojanek  odsajeme roztok. Promyvani pomoci  fosfatového
pufru ¢.1 provedeme jesté jednou. Po poslednim promyti a odsati roztoku do odpadu ptidame
podle poctu vzorkli vazebny pufr (na kazdy vzorek 20 pl). Zkumavku opatrné protfepeme
v ruce az do rozptyleni MPs v pufru. Nyni rozpipetujeme takto piipravené MPs (podle poctu
vzorki, na kazdy vzorek vzdy 20 pl MPs) do pfedem pfipravenych zkumavek se vzorky.
Vzorek je slozen z vazebného roztoku a z vlastniho vzorku NK v poméru 20:1. Jednotlivé
vzorky promichame pipetou 15 krat a nechdme stat pii pokojové teploté¢ 5 min. Po skonceni
vazebné interakce pfemistime vzorky na magneticky stojanek a vazebny roztok odsajeme. NK
jsou nyni navazany na MPs. Nyni provedeme promyvéani MPs i s navdzanym vzorkem stejné,
jak jsme ucinili na zacatku. Opét se promyvaci kroky provedou dvakrat. Po druhém promyti
ptiddme ke kazdému vzorku fosfatovy pufr €.2. (elu¢ni roztok) o objemu 100 pl. Zkumavky
se vzorky umistime na 55 °C podobu 10 min. na termoblok. Po skonceni eluce dame
zkumavky na magneticky stojanek a odsajeme vysledny roztok obsahujici nds vzorek NK do
novych a ¢istych zkumavek. Témito kroky jsme ziskali ¢istou NK, se kterou se miize nasledné
pracovat. V nasem piipad€ elektrochemicky detekovat. Tento postup slouzil jako zakladni
schéma pro pracovani s MPs.

8.2. Optimalizace podminek pro izolaci nukleovych kyselin pomoci
paramagnetickych ¢astic a matematicka analyza dat

Po navrhnuti zakladniho postupu izolace jsme nyni mohli pfistoupit k optimalizaci
jednotlivych parametri. U vétSiny vysledkii jsme porovnavali ucinnost odchycené NK
vzhledem k provedenému experimentu. Vysledky jsou vyhodnoceny pomoci chybovych
usecek, podle rovnice regrese, hodnoty spolehlivosti. Je zde proveden také vypocet
smérodatné odchylky a vypocet medianu pro kazdou odezvu signélu.

Chyboveé usecky slouzi k zakreslenti liSicich se udajti od pozadovaného pribéhu. Lze je
zakreslit do grafu ke kazdému datovému bodu tady. U zavislosti ucinnosti na pH
hybridiza¢niho roztoku, koncentraci NaCl ve vazebném roztoku, na Case, na sile tfepani MSC
- 3000 a na ruznych druzich paramagnetickych ¢astic jsou zobrazeny pétiprocentni kladné
1 zaporné chyby.

Provedli jsme také vypocet linedrni regrese (kalibracni kiivky), ktera predstavuje
aproximaci danych hodnot polynomem prvniho fadu (pifimkou) metodou nejmensich ctverci.
Jinak feceno, jednad se o prolozeni né€kolika bodl v grafu takovou ptfimkou, aby soucet
druhych mocnin odchylek jednotlivych boda od pfimky byl minimalni. Pro tcely linearni
regrese se pocitaji dva typy souctu ¢tvercii. Soucet ctvercl pro regresni odhady se pocita jako
suma druhych mocnin odchylek ptivodnich hodnot zavislé proménné od jejiho priméru:

SSy(x;) = Z(yf —m(y))’ (6.1)
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Soucet Ctvercl rezidui (nebo také chyb) regresniho odhadu se oproti piedchozimu
souctu pocita jako suma druhych mocnin rozdilt regresnich odhadii od ptivodnich hodnot dat:

SSy(x;) = Z(y,- - »(x,))’ (6.2)

Regrese u Obrazek 14 je y = 3,5643x + 9,3151. Hodnota spolehlivosti je indikator od 0
do 1 udavajici, jak ptesné odpovidaji ziskané vysledky. Hodnota spolehlivosti u Obrdzek 14
se rovna R* = 0,9678. Tyto hodnoty jsou zobrazeny i u Obrdzek 20.

Také se provedl vypocet smeérodatne odchylky a medianu pro kazdy experiment.
Smérodatna odchylka je definovana jako druha odmocnina rozdilnosti. To znamena, Ze to je
kotenovy stfedni ¢tverec (RMS) odchylka od aritmetického priméru. Smérodatna odchylka je
vzdy kladné ¢islo (nebo nula) a je vZdy zmétena ve stejnych jednotkach jako origindlni data.
Naptiklad, jestlize data jsou méfeni délek v metrech, smérodatnd odchylka bude také méiena
v metrech. Smérodatna odchylka se vypocita pomoci:

o= %ﬁ:(xi—;f (6.3)

Smérodatna odchylka se pro Obrazek 9 rovnala o = 108,27 nA.

Také se u kazdého experimentu vypocital medidn. Prostiedni hodnota uspofadané fady
hodnot. Pro nalezeni medidnu dan¢ho souboru staci hodnoty sefadit podle velikosti a vzit
hodnotu, kterd se naléza uprostied seznamu. Pokud ma soubor sudy pocet prvki, obvykle se
za median oznacuje aritmeticky primér hodnot na mistech n/2 a n/2+1. V piipadé rozdéleni
pravdépodobnosti je medianem ¢islo m, které splituje rovnost P(X <m) > 0,5 a P(X > m) >
0,5. V ptipad¢ spojitého rozdéleni zadaného hustotou pravdépodobnosti f pro median plati:

[ rax =05 (6.4)

Medidn se pro Obrdazek 9 rovnal 406,17.

U kalibra¢nich kiivek mame zobrazeny smérnice piimky. Je to tangens uhlu, ktery
svira dana pfimka (nerovnobézna s osou y) s kladnym smérem osy x pravouhlych soufadnic.
Smérnicovy tvar ptimky je y = kx + g, Cislo k predstavuje smérnici ptimky. Je-1i k>0, jedna se
o rostouci funkci, a naopak, je-li k<0, jde o funkci klesajici. Je-li k=0, je ptfimka rovnob&zna
s osou x. Pfimku rovnobéZnou s osou y nelze pomoci smérnice vyjadfit. V naSem pitipad€ je
u obou kalibra¢nich ktivek £>0, jedna se tedy o rostouci funkeci.
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8.2.1. Vliv pH vazebného pufru na izolaci nukleovych kyselin

V tomto experimentu bylo testovano pH vazebného roztoku na kone¢ny vytézek NK.
Navrhli jsme tyto hodnoty pH: (pH = 6; pH =35; pH =4; pH = 3 a pH = 2). Aplikovana
koncentrace NK byla 5 pug/ml. Podle vyhodnocenych vysledkt se zjistilo, ze pti pH = 2 se NK
nejlépe vazi na MPs. Podle tohoto vysledku jsme zvolili nové rozmezi pH, které se
pohybovalo od pH = 2 a bylo zvySovéno po krocich 0,2 az k pH = 3. Pti detekci u pH 2,2 — 3
byla zjisténa velmi mald ucinnost zachycené NK (do 10%). Pfi pH = 2 vazebného pufru
ucinnost zachyceni NK na paramagnetické ¢astice vzrostla na 50%. V nésledném experimentu
byl sledovan efekt nizkého pH vazebného pufru na ucinnost izolace. Hodnota pH se ménila
op¢t po krocich 0,2 od pH = 1 az k pH = 2. Jak Ize rozpoznat z vykreslené¢ho grafu nejvetsi
vliv pH na izolaci NK se pohyboval kolem hodnoty pH = 1,6. Pii této hodnoté pH doslo
k optimalnimu mnoZstvi odchycené nukleové kyseliny a proto byl vazebny pufr o pH=1,6
dale pouzivan.

Zavislost u€innosti na pH vazebného roztoku
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<
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g
3]
£
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=]
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=]
2
0

g 25 -

0 _

1 1,2 1,4 1,6 1,8 2
pH vazebného roztoku

Obrazek 9: Zavislost ucinnosti izolace NK na pH hybridizacniho roztoku (Vzorky vazebného
roztoku mély pH = 1; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8; 2. Hodnota smérodatné odchylky byla 108,27 nA
a median se rovnal 406,17)
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8.2.2. Vliv iontové sily v pouzivaném vazebném pufru na izolaci
nukleovych kyselin

Dalsi parametr, ktery ovlivituje uc¢innost izolace NK je iontova sila. Provedli jsme
experiment, ktery byl zaloZeny na vytvoteni dvaceti odliSnych koncentraci NaCl. Koncentrace
NaCl se pohybovaly v rozmezi 50 - 1000 mM a ménily se po 50 mM. Pufr mél hodnotu
pH = 1,6 s témito zménami se mohla provést izolace podle kapitoly 8.1. Potom se provedla
elektrochemicka detekce u ziskanych vzorki, kde byla pouzita koncentrace
NaCl 50 — 450 mM, kde se jevilo nejlépe pouzit NaCl o koncentraci 450 mM. Dale se
zvySovala koncentrace NaCl az ke koncentraci 1000 mM. Ze ziskanych vysledki se nakonec
mezi sebou porovnaly hodnoty o koncentracich 450 mM a 8§50 mM. Bylo vytvofeno 6 vzorkd,
které obsahovaly koncentraci NaCl 450 mM a kaZdy znich byl zméfen. Potom bylo
vytvofeno 6 vzorkli o koncentraci 850 mM a opét kazdy z nich byl zméfen. Zjistilo se, Ze
vazbu NK na MPs ovliviiuje vice iontova sila o koncentraci 850 mM NaCl oproti koncentraci
450 mM NaCl. V dalSich experimentech jsme pouzivali pH vazebného roztoku
1,6 a koncentraci NaCl 850 mM.

Zavislost u€innosti na koncentraci NaCl ve vazebném roztoku
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Obrazek 10: Zavislost ucinnosti izolace NK na koncentraci NaCl ve vazebném roztoku
(Vzorky obsahovaly NaCl o koncentraci 50 — 1000 mM. V tomto méfeni byla nejvyssi
ucinnost odchyceni u koncentrace 850mM. Hodnota smérodatné odchylky byla o= 74,34 nA
a median se rovnal 263,17)

-30 -



8.2.3. Vliv doby interakce NK s magnetickymi ¢asticemi

Dal$im a velmi dulezitym parametrem, ktery jsme sledovali, byla doba, po kterou
probihalo navazovani NK na MPs. Casové useky byly zvoleny od 5 min. do 30 min. Vazba
probihala ve vazebném pufru pH = 1,6 a koncentraci NaCl 850 mM. Opét se provedla izolace
podle kapitoly 8.1. Na zdkladé¢ matematického vyhodnoceni vysledkl z elektrochemického
méteni se ukéazala byt nejvhodnéjsi doba akumulace NK na MPs 15 min. Graf znazornujici
zéavislost doby interakce na Gi€innosti izolace je ukazan na Obrazek 11.

Zavislost u¢innosti na dobé akumulace
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Obrazek 11: Zavislost ucinnosti odchycené NK na case (Vzorky byly akumulovany
v riiznych &asovych podminkéach. Casy byly od 5 do 30 min, po 5 minutovych krocich. Pi
1zolaci byla nejvyssi ucinnost odchyceni NK v ¢ase 15 minut. Hodnota smérodatné odchylky
byla 33,80 nA a median se rovnal 325,26)

Soucasti postupu bylo také sledovéani izolacnich podminek na pfistroji MSC - 3000.
Timto pokusem jsme chtéli ovéfit vliv tfepani vzorku na izolaci NK. Zvolili jsme podminky
ttepani definované na pfistroji MSC — 3000 pod znackou Medium, Soft a Hard. Tyto vzorky
byly nésledné porovnany proti kontrole tj. pfiprava vzorku bez tfepani. Doba interakce NK
s MPs byla zvolena podle pfedchozich experimenti na 15 min. Podle analyzy lze fici, Ze
ttepani vzorku béhem interakce NK s MPs md vyznamny vliv na celkovém mnoZstvi ziskané
NK, pficemz nejvétsi mnozstvi ziskané NK bylo u nastaveni funkce Hard
(

Obrazek 12). Jak lze vidét na zavislosti uc¢innosti odchycené NK, tak pomoci funkce
Hard se odchytilo o 60% vice NK nez pfi podminkéch bez tfepani MPs.
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Zavislost u€innosti na sile tfepani
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Obrazek 12: Zavislost ucinnosti izolace NK na sile trepani pomoci pristroje MSC — 3000.
Sila tfepani byla u pfistroje MSC - 3000 nastavena na nasledujici funkce Medium, Soft
a Hard. Porovnavali se s hodnotou bez tfepani. Hodnota smérodatné odchylky byla 93,11 nA
a median se rovnal 351,67)

8.2.4. Vliv riznych druhi paramagnetickych ¢astic na vazbu NK

Byly provedeny experimenty s rtizn¢ modifikovanymi MPs pro zachyceni NK. Bylo
pouzito 5 riznych druhli paramagnetickych ¢astic. Prvni ¢astice se nazyvaly Food, druhy druh
Castic se nazyval Plant, tfeti Blood 250, ¢tvrty Viral a paty Tissue. Pii analyze jsme
porovnavali mezi sebou Uc€innosti odchycené NK vzhledem k pouzitym druhim MPs.
Z vysledkil vyplyva, Ze dostate€né mnozstvi NK jsme ziskali po pouziti Viral ¢astic, G€innost
ziskané NK se pohybovala kolem 70%. Naopak nezadouci vytézek poskytovaly castice
Tissue. Timto experimentem jsme mohli piejit k zavérecnému pokusu, zdali jsme schopni
izolovat rtizné mnozstvi NK.
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Zavislost u€innosti na druhu MPs
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Obrazek 13: Zavislost ucinnosti izolace NK na ruznych druzich paramagnetickych castic
(Pouziti riznych druhtt MPs. Mnozstvi odchycené NK linearné stoupal az k ¢asticim Viral,
kde doslo k nejoptimalnéjsimu zachyceni NK. Naopak vliv ¢astic Tissue mél nejmensi vliv na
navazani NK. Hodnota smérodatné odchylky byla 110,27 nA a medidn se rovnal 410,67)

8.2.5. Zavislost odezvy signalu na koncentraci NK izolované pomoci
paramagnetickych ¢astic

Po provedeni optimaliza¢nich krokl jsme ziskali postup a sloZeni roztokd, pomoci
kterych jsme schopni izolovat nejvétsi mozné mnozstvi NK. Abychom ovéfili spravnost
postupu, provedli jsme experiment, kde jsme sledovali schopnost izolovat riizné koncentrace
NK pomoci MPs. Redénim bylo piipraveno 10 riiznych koncentraci NK 100; 75; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 a 0,39 pg/ml. Po elektrochemické detekci ziskanych vzorkil byly
data vyhodnocena a sestrojena kalibracni kiivka (Obrazek 14). Odezva signalu linearné roste
do koncentrace 25 pg/ml podle rovnice y = 3,5643x + 9,3151 s faktorem spolehlivosti
R?=10,9678. Od koncentrace 25 pg/ml do 100 pg/ml je nartst signalu velmi pozvolny. Timto
experimentem jsme potvrdili u¢innost postupu izolace NK na syntetickych molekulach. Proto
jsme mohli ptistoupit k izolaci NK z redlného vzorku.
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Zavislost proudu na koncentraci
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Obrazek 14: Kalibracni krivka A) Zéavislost proudu (nA) na koncentraci 0 -700 pg/ml a B)
zavislost proudu (nA) na koncentraci 0 — 25 pg/ml. U obrazku B je zobrazena hodnota regrese
a hodnota spolehlivosti. Hodnota smérodatné odchylky byla 38,37 nA a median se rovnal
49,05)

8.3. Izolace nukleovych kyselin z realnych vzorki

Po kompletni optimalizaci postupu izolace NK jsme tento postup mohli aplikovat
na redlné vzorky. Jako redlny vzorek nam poslouzila explantatova kultura Mochyné Zidovskeé
(Physalis anlkekengii, Solanaceae). Funkcnost celého postupu jsme ovéfili jednoduchym
experimentem, kdy bylo méteno celkové mnozstvi NK v riznych mnozstvich vzorku. Podle
kalibra¢ni kiivky y = 3,5643x + 9,3151 byl vypocitan celkovy obsah NK ve vzorku.
Na Obrazek 15 pozorujeme, Ze se vzriistajicim mnozstvi vzorku roste i mnozstvi NK.

-34 -



Izolace NK z realnych vzork{
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Obrazek 15: Izolace NK z riizného mnozstvi explantatové kultury Mochyné Zidovské
(Physalis anlkekengii, Solanaceae)

8.4. Vysledny postup izolace NK pomoci paramagnetickych ¢astic

Z ptedchozich vysledkli je zfejmé, Ze pro izolaci nukleovych kyselin byly
vypracovany razné postupy. Klasickd izolace vykazuje stile nejvyssi vytézky nukleové
kyseliny, ale je ¢asové naro¢na a vnasi do postupu fadu systematickych chyb zplsobenych
lidskym faktorem. Tento zdvazny problém je feSen nékolika riznymi zpisoby, piredevs§im
za vyuziti pevnych adsorbentil a nejnovéji pomoci paramagnetickych ¢astic. Na zakladé vSech
ziskanych vysledkt v pfedlozenych experimentech v pfedchozim textu, jsme mohli sestavit
zavéreCny a pevné stanoveny postup [28]. Konecnd verze postupu pro izolaci je popsana
v nasledujicim textu.

8.4.1. Optimalizovany postup manualni izolace pomoci
paramagnetickych ¢astic

Nejprve se pfipravi samotny vzorek, ktery se skladd z 95 pl vazebného pufru
(pH = 2, NaCl = 850 mM), k pufru se pfida 5 pul NK. (mize se pouzit jakékoliv mnozstvi
vzorku, ale vzdy zachovat pomér pufr : vzorek, 20:1). K tomuto roztoku se piida 20 pl
paramagnetickych ¢astic (Viral). Smés MPs, vazebného pufru a vzorku se 10 — 15 krat
promixuje pomoci pipety a vloZi se na 15 minut na MSC-3000 ( nastaveni: 1000 otacek,
4 sekundy otaceni, Vortex Hard 20 sekund a 45 cykld). Po skonceni 15 minut se
mikrozkumavka pfenese na magneticky stojanek a odpipetuje se celkovy obsah roztoku do
odpadu. V mikrozkumavce zistanou pouze ¢astice s navazanym vzorkem. K témto MPs se
pfida 100 pl promyvaciho roztoku pufr €.1. a po odebrani mikrozkumavky z magnetického
stojanku se pomoci pipety 10 — 15 krat obsah promixuje. Mikrozkumavka se opét vlozi na
magneticky stojanek a odsaje se veskery obsah roztoku do odpadu, krom¢ MPs. Tento
promyvaci krok se zopakuje jesté jednou. Ptida se stejné mnozstvi elu¢niho roztoku, jako bylo
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vzorku a vazebného pufru dohromady a vzorek se umisti po dobu 10 min. a 55 °C na
Thermoblok. Po skonceni eluce se mikrozkumavka vrati na magneticky stojanek a odpipetuje
se veskery roztok (nas vzorek s NK) do nové mikrozkumavky. Nakonec se provede detekce
pomoci elektrochemie a vyhodnoceni ziskanych dat.

Obrazek 16: Pracovni prostiedi pro provedeni manualni izolace NK pomoci MPs (Provedeni
veskeré manualni pfipravy izolace NK probéhl zde)

8.5. Izolace pomoci automatické pipetovaci stanice

Druhy tkol byl zaloZen na sezndmeni se s automatickym prostfedim pipetovaci stanice
a vytvorenim odpovidajiciho programu (viz pfilohy) pro Gspésnou izolaci nukleovych kyselin.
V dnesni dob¢ si metody Zadaji pIn¢ automatizované postupy, které fesi Cas a experimentalni
chybu. Automaticky postup izolace NK paramagnetickymi ¢asticemi se provedl pomoci
komer¢né dostupné automatické pipetovaci stanice. Pro vyuziti programovacich ptikazi,
simula¢niho prostiedi a nastavovani parametrti si musime sestavit protokol s postupem izolace
NK.

Programovani

Programovani Ize provadét skupinou specialnich ptikazt v prostiedi Windows na PC.
Jesté pfedtim neZ se zaCne programovat, je nezbytné definovat Labware, ktery je dileZitou
soucasti programového baliku. Obsahuje definovani polohy pipetovacich hlav, nosice Spicek,
mikrotitracni desticky, vanicky, drzdky vanicek, zkumavky, racky, termobloky pro zkumavky
nebo mikrotitraéni drzaky adaptéru. V programu jsou ulozena geometricka data, aby bylo
mozné spravné davkovat kapaliny. Tyto informace se ukladaji do uzlu epMotion a mohou se
kdykoliv oteviit. Pro programovani metod lze vybrat ¢asti, které jsou k dispozici z uzlu
béhem instalace. Potom se béhem programovani objevi pouze tyto ¢asti. Vybér se zjednodusi
a lze jej 1 ménit. K ¢astem z vyroby lze pfidavat i dalsi jednotky editované uZivatelem. Ty si
musi uzivatel nastavit dopiedu, nez pusti software epBlue. Editace je mozna pomoci béznych
ptikazii. Mezi né patii pipetovani, vicendsobné davkovani. Technické zéklady pro tyto
piikazy (napf. rychlost davkovani, vyska SpiCky pro nasati nebo davkovani kapaliny,
vypusténi zbytkové kapaliny), které musi byt specificky naprogramovany a specifikovany,
jako parametry davkovani pro danou tiidu kapalin. Specifické davkovaci vzorce, jako
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vicendsobné prenosy z jedné jamky nebo zkumavky pro ptenos vzorku, vkladani mikrotitracni
desticky nebo rackli horizontalné nebo vertikalné 1ze definovat graficky. Program metody se
skladd z komponent ,,pracovni plocha” a ,,procedura”. Pracovni plocha se na zacatku plni
Spickami, racky a mikrotitra¢nimi destickami. Procedura se skladé ze sekvence ptikazl, které
se nazyvaji ,,SampleTransfer’” a , ReagentTransfer’’. Ptikazy jsou charakteristické
davkovacim objemem nebo typem kapaliny.

Simulaéni prostiedi

Simulacni prostiedi, viz Obrazek 17, slouzi ke kontrole programu. Uzivatel si ho miize
spustit v tom piipadé, kdyz si neni jisty ve svém postupu programovani nebo se mu nezda, co
pristroj déla pti redlném uzivani. Také si lze ovéfit, jestli jsou spravné nastaveny velikosti
objemu u jednotlivych krokii a jestli funguje pipetovani a program spravné. UmoZiluje
neplytvat se vzorky nebo s drahym materidlem. Simulacni prostfedi je vytvoiené ve formé
3D, ale je stale ve fazi vyvoje.

Shrvbations [5075_RS535] [hop' MELL Parama_casedeny's Prograneaarant (1] dws

Bemdaion ' Conbrel ' Ram ™ Procedre ¢ workiable

mm . [i |::::f:m-"m P Seet 10 B

L

Obrazek 17: Simulace programu
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8.5.1. Programovaci prikazy

Pracovni postup je definovan po sobé jdoucimi piikazy. K dispozici jsou nasledujici
piikazy.

Pocet vzorki — definovani poctu vzorktl a po¢tu davkovacich krokt pro nasledujici
I ptikazy v proceduie.

S

Transfer vzorku — transfer nékolika pozic ze zdroje do nékolika pozic cile.
Nejprve jsou kapaliny nasaty z desticky A a jsou vypustény do desticky B.

c

Redéni - modifikace ptikazu ,,Sample Transfer” pro zjednoduSeni programovani
fedicich fad.

Pool - prenos kapaliny z n¢kolika zdrojovych pozic do cilové pozice.

- &

Pool do jediného cile — transfer kapaliny z nékolika zdrojovych pozic do jediné
cilové pozice.

=3

I Mix — prikaz k mixovani, ktery je nezavisly.

Transport — zména umisténi labwaru. Obvykle se jedna o transport mezi pracovni
plochou s labwarem a prazdnou parkovaci pozici.

13

Teplota — nastaveni teploty na bloku pro fizené temperovani.

4

Cekani - ¢ekaci doba mezi piikazy, po uplynuti nastaveného &asu nasleduje dalsi
krok.

L
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Komentar — neni piikazem pro pfistroj. Je to fadek s libovolnou informaci pro
uzivatele zafazenou v procedure. Napf. pro zadani informace specifické pro metodu.

Intervence uzivatele — PferuSeni davkovaci sekvence. Pozadavek na otevieni
@ ¢elniho krytu pfi potiebé provedeni externich krokd.

Soucasti programovacich ptikazl je také nutnost ovladat a znat, co se vyskytuje na
pracovni ploSe, viz Obrazek 18, a také co si lze nastavit u programovacich ptikazl. Je to
popsano v nasledujicim textu.

Worktable (5075_65535)

1 2 3 4 5 6

. p1000_1 tip2300_1 tipa0_1

3 [
O elole/® | |

R8SaR00ac0t
Tubz_1 Tube_1 Height_1
r | | l BN A 2300 20 0 2300
| | G0 0 0 200 200 g8

Thermo_1 pc

Themo_2

13 12 11 10 9

Obrazek 18: Pracovni plocha

Tabulka 2: Ndzvy pracovnich ndstroju, které jsou zobrazeny v pracovni plose

Nastroje Nastroje
1 - Gripper (Pfenasec) 8 — Magnet
2 - Pipetovaci hlavy 9 - PCR desticka 2
3 - Spicky o objemu 1000 pl 10 - Thermoadapter 2
4 - Spicky o objemu 300 pl 11 - PCR desticka 1
5 - Eppendorf stojanek 1,5 pul 12 - Thermoadapter 1
6 - Spicky o objemu 50 pl 13 — Odpadni nadoba
7 - Lazn¢ o objemu 7x30 ml
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Kazdy piikaz ma vlastni sestavu parametrii, které se nastavuji. Obrazek 19 ukazuje
prostiedi, kde se nastavuji tyto parametry.

Pool one Destination
Pipet. Tool: f-TS_EU v [] Filter Tips Standard

Wolume: ;- BOO 3 | |__1| »| Tow-wise column-wize
Transfer Type:  (*) Fipette Mullidispernse () Mulliagpirate
Source: ch[gg_g w Drestination: ! Tubs_1 v]

[ Iregular Destinatian-Pattern

[] Inegular Source-Pattern

Parameter Options Mlix Liquid Type

[ Apply Changes l [ Dizcard Chanhges ]

Obrazek 19: Prostiedi pro nastavovani parametrii

Ve slozce Parametr, viz Obrazek 19, si lze nastavit velikost pouzitych Spicek. Dale se
zde nastavuje velikost objemu, ktery ma byt pfenaSen a typ pienosu (jaké bude davkovani
a pipetovani). Stanoveno je také, ze které pracovni pozice (tedy z jaké desticky), do které
pracovni pozice. Souvisi s pfedem zadanym vybavenim pracovni plochy (labware).

8.6. Navrh protokolu pro automatickou izolaci nukleovych Kyselin
za vyuziti paramagnetickych ¢astic na zakladé vypracované a
optimalizované metodiky

Vytvofili jsme univerzalni program pomoci softwaru dodavaného k automatické
pipetovaci stanici. Dale bylo nutné cely program vyzkouSet a optimalizovat jednotlivé
technické parametry nastaveni. Postup vychazi zoptimalizace, ktera byla provedena
pii manualni izolaci. Popis vysledného postupu je v nasledujicim textu.

8.6.1. Postup izolace nukleovych kyselin pomoci automatické pipetovaci
stanice

Ptipravi se pufry a vzorky, které budou potteba pro izolaci NK. Manualné¢ se
napipetuje 500 pl paramagnetickych ¢astic do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a nasledné se
umisti na pozici 1 ve stojanku. Zde je také umistén vazebny a elu¢ni roztok. Do vanicky 1
o objemu 30 ml se napipetuje promyvaci pufr ¢.1. Pozice 2 ve vaniéce slouzi jako odpad.
Na zacatku se nastavi teplota na pozicich TEMP 1 na 5 °C a na pozici TEMP 3 na 25 °C.
Pipetou o velikosti 300 pl se napipetuje 60 pl magnetickych ¢astic do PCR desticky na pozici
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C4 do pozice 1. Pipeta o velikosti 300 pl napipetuje 60 ul promyvaciho pufru do PCR
desticky do pozice 1 a MPs promixuje spolu s pufrem. Gripper (zatfizeni pro pienos desticek
na rizné pozice) prenese desticku na magneticky adaptér. Dojde k pfitdhnuti castic
k magnetu. Pomoci pipety o velikosti 300 pul se odpipetuje 120 pl roztoku bez MPs
do odpadu, ktery je soucasti vanicky v pozici 2. Promyvaci krok se dvakrat opakuje pomoci
promyvaciho pufru. Pipetou o velikosti 300 ul se napipetuje 60 pl pufru do pozice 1
a nasledn¢ se pufr s MPs promixuje. Poté je PCR desticka pifenesena zpozice C4
na magneticky adaptér, kde se zachyti pouze MPs a roztok je odpipetovan do odpadu.
Nasledné je PCR desticka gripperem pifenesena zpét na pozici C4. Nasleduje napipetovani
promyvaciho pufru do PCR desticky v pozici 1 a roztok se 12 krat promixuje. Poté se pipetou
o velikosti 50 pl rozpipetuje promyvaci pufr spolecné s MPs do dalSich pozic v PCR desticce
po 20 ul. Po rozpipetovani je PCR desticka pienesena na magneticky adaptér. Po ptitahnuti
MPs ke sténé desticky se roztok odpipetuje do odpadu. PCR desticka je dale pienesena zpét
na pozici C4 a do jednotlivych pozic je nepipetovano 95 ul vazebného pufru a 5 pl vzorku
a provede se promixovani (nejméne 10 krat) v kazdé pozici. PCR desti¢ka se pienese pomoci
grriperu na magneticky adaptér a roztok se odsaje do odpadu. V této chvili grriper pfenese
PCR desticku na pozici TEMP 1, kde zlistane po dobu 15 min. Po 15 minutich
grriper pfenese PCR desticku zpatky na magneticky adaptér, kde dojde k zachyceni MPs
k magnetu. Poté se zbytek smési odsaje do odpadu. Na pozici TEMP 1 se zméni teplota na
55 °C. PCR desticka se z adaptéru prenese grriperem zpét na pozici C4. Nasleduje promyvani
pomoci pipety o objemu 300 pl, kterd nepipetuje 60 pl promyvaciho pufru do kazdé pozice
PCR desti€ky. Po provedeni pipetovani a promixovani v kazdé pozici se PCR desticka
pfenese na magneticky adaptér. Potom se odpipetuje zbyvajici roztok do odpadu. Opét se
desticka vrati zpét na pozici C4. Pipetou o objemu 300 pl se do kazdé pozice PCR desticky
napipetuje eluéni roztok ze stojanku eppendorf. V kazdé pozici probéhne mixovani. Pred
prenesenim se PCR desticka uzavie. Poté se pfenese na zahtdtou pozici TEMP 1, kde je
teplota 55 °C a probéhne eluce. Doba je 10 min. Z PCR desticky se odstrani uzaver a prenese
se na magneticky adaptér, po zachyceni MPs se odpipetuje roztok do nové PCR desticky,
ktera je umisténa na TEMP 2 a je neustéle chlazena na 5 °C. Timto krokem je postup ukoncen
a ziskany vzorek muze byt dale zpracovavan v nasem ptipad¢ elektrochemicky zméten.
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8.6.2. Zavislost odezvy signalu na koncentraci NK pomoci
paramagnetickych ¢astic na epMotion

Po provedeni manudlni izolace NK pomoci MPs se provedla izolace NK pomoci
paramagnetickych ¢astic, automaticky. K tomu ndm poslouzila automatické pipetovaci stanice
epMotion. Diky tomuto pfistroji bychom meéli ziskat vétsi mnozstvi NK. Abychom ovétili
spravnost postupu pro automatickou izolaci, provedli jsme experiment, kde jsme sledovali
schopnost izolovat riizné koncentrace NK pomoci MPs. Redénim bylo ptipraveno 10 riiznych
koncentraci NK 100; 75; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 a 0,39 pg/ml.
Po elektrochemické detekei ziskanych vzorkll byla data vyhodnocena a sestrojena kalibra¢ni
kiivka viz Obrazek 20. Odezva signélu linedrné roste do koncentrace 50 pg/ml podle rovnice
y = 9829x + 42134 sfaktorem spolehlivosti R* = 0,998. Od koncentrace
50 pg/ml do 100 pg/ml je nartst signdlu velmi pozvolny. Lze tedy fici, Ze naSe snazeni bylo
uspéSné a program pro automatickou izolaci NK kyselin funguje. Rozdil ve faktoru
spolehlivosti se lisi 0 0,0302.

Zavislost proudu na koncentraci

Proud [nA]
—_ ) w IS 9
s 8 8 8 8 8

A
T T T T
0 25 50 75 100
Koncentrace [mM] . .
Zavislost proudu na koncentraci
500 - y=9,829x +4,2134
R’ =0,998
— 400
o 300 1
8
=
A~ 200 + B
100 -
0 T T T
0 15 30 45

Koncentrace [mM]

Obrazek 20: Kalibracni kirivka A) Zavislost proudu (nA) na koncentraci 0 -/00 pg/ml a B)
zavislost proudu (nA) na koncentraci 0 — 50 pg/ml. U obrazku B je zobrazena hodnota regrese
a hodnota spolehlivosti. Hodnota smérodatné odchylky byla 205,02 nA a median se rovnal
101,95.
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9. Zavér a shrnuti

Izolace NK hraje dulezitou roli vjejich studiu. Prace je zaméfena piedevSim
na rychlou izolaci a detekci pomoci paramagnetickych castic (MPs) castic. Pomoci
paramagnetickych castic lze provést izolaci plné automaticky. Tato prace byla zamétena
na vytvofeni zcela unikatniho postupu prostfednictvim komeréné dostupnych MPs castic.
Vzhledem k faktu, ze podminky pro tento postup byly pfesné definovany, coz komerc¢ni kity
neumoznuji, protoZze neni zndmé jejich sloZeni, bylo nutné se zaméfit na optimalizaci
podminek. Tato prace popisuje vytvofeni a optimalizaci zcela nového postupu.
roztoku, dle naSich vysledkd je nejvhodnéjsi pH 1,6; ii) iontova sila, v provedenych
experimentech simulovala NaCl a vysledna optimalni koncentrace byla 850 mM a iii) doba
akumulace, pro nase experimenty je optimalnich 15 min. Bylo studovano ptlisobeni tfepani na
izolaci NK pomoci MPs za vyuziti pfistroje, ktery umi tfepat a centrifugovat. UmozZiluje
nastavit tfepani do tfech poloh a) Hard, b) Medium a c) Soft. Po analyze ziskanych dat jsem
zjistil, Ze se zvySujici se silou tfepani, roste i U¢innost izolace NK oproti netfepanym
vzorkim. V této praci prob¢hlo také porovnani rtiznych druhii MPs. Nejvétsi uspésnost
uchyceni NK méli MPs ¢astice typu Viral a na zaklad¢ téchto vysledkl byl vytvoteny postup
pro izolaci NK pomoci MPs. Potom jsem vytvofil postup pro automatickou izolaci pomoci
MPs. Nakonec byly vytvoteny kalibracni kiivky, které se vyhodnotili. Podle dostupnych
vysledki se potvrdila domnénka, ze ucinnost zachyceni NK bude vétsi u provedeni
automatické izolace. Uéinnost zachyceni NK pomoci epMotionu byla stanovena na 80%.
Paramagnetické castice ve spojeni s automatickou pipetovaci stanici jsou tedy vhodné
pro izolaci NK, jak naznacuji vysledky, jez jsem popsal ve své bakalaiské praci vyse.
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10. Seznam zkratek

MPs
NK
DNA
RNA
BMP
mRNA
tRNA
rRNA
PCR
ATP
ADP

paramagnetické castice

nukleova kyselina

kyselina deoxyribonukleova
kyselina ribonukleova
feromagnetické Castice
mediatorova ribonukleova kyselina
transférova ribonukleova kyselina
ribozémova ribonukleova kyselina
polymerazova fetézova reakce
adenosintrifosfat

adenosindifosfat
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