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Magnetic micro and nanoparticles for unique sequences barcoding
This review is focused on identification of bacterial species by their antigenes by barcoding
oligonucleotides by application of magnetic micro and nanoparticles. In the first part of this

review is discussed the structures and types of magnetic particles and their synthesis. In
the next and the most important part we described the principle and the existing status of
barcoding system and antigenes markers for identification of organisms such as animals,
plants and microorganisms.
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Uvod

Magnetizovatelné mikro a nanocastice jsou
v soucasnosti jednim z nejvyuzivanéjsich na-
stroji moderniho biochemického a molekular-
né biologického vyzkumu. Postupné se jejich
vyuziti dostava i do 1ékarské praxe, kde jsou
v podobé kontrastnich latek vyuzivany pro
zobrazovani pomoci magnetické rezonance! ¢i
cilenému transportu 1é¢iv2. Tyto Castice nalézaji
vyuziti hlavné v separaci a transportu jednot-
livych molekul (nukleové kyseliny, proteiny),
ale i celych bunék. Pro své fyzikalni vlastnosti
a moznosti modifikace povrchu jsou nedilnou
soucasti diagnostiky, kde jsou vyuzivany pro
extrakci biologicky dtilezitych latek z télnich
tekutin®. Magnetizovatelné mikro a nanocastice
predstavuji nové unikatni nastroje pro separaci
anaslednou senzitivni detekci biomolekul DNA,
proteint a metaboliti. V nasledujicich letech I1ze
ocekavat jejich dalsi velmi vyznamny rozvoj*.

Pod nazvem biobarcode assay se ukryva
technologie, kterd je kombinaci imunochemic-
kych reakci a polymerazové retézové reakce
(Obr. 1). Jedna se o metodu ¢asové naro¢nou,
ale na druhou stranu je jeji nespornou vyhodou
vysoka citlivost, ktera je priblizné 100krat vyssi
nez ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay) metody®. Metoda je zaloZzena na send-
vi¢ové imunoreakci‘. Sledovany analyt se vaze
pomoci specifickych protilatek mezi magnetic-
kou partikuli a ¢astici zna¢enou urc¢itou DNA
sekvenci, barkédem DNA. Pro multiplexniana-
lyzu ma kazdy méteny parametr svou vlastni
dvojici partikuli. Vznikly imunokomplex se z
roztoku separuje ptisobenim magnetického
pole. K detekci se vyuziva pro analyt specificka
nukleotidova sekvence uvolnéna z partikuli.
Pro stanoveni bark6dové DNA je mozné vyuziti
béznych metod a modifikaci PCR (polymerase
chain reaction) techniky®. Hebert et al. (2003) je
toho nazoru, Ze taxonomicky systém se hrouti,
aproto je diilezité vénovat se vyvoji identifikace
azarazovanibakterii pomocioligonukleotido-
vych sekvenci”®. Naopak Packer et al. (2009)
tvrdi, Ze nyné€jsi systematika bakteridlnich
druht je bezproblémova®. Nicméné zda se, Ze
zacinajici faze vyvoje pouzivani barkédovani
je velmi efektivni. Vzhledem k velmi Siroké
biodiverzité€ bylo ale zatim zahajeno velmi malo
experimenttl. Rozvoj digitalizace bark6dovani
je tak stdle v pocatcich™®.
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Obr. ¢. 2: Izolace oligonukleotidu pomoci komplementarnich oligonukleotidii na magnetické ¢astici a na ¢astici s barkédovymi oligonukleotidy,
komplementarnimi zdroven na stanovovany oligonukleotid. Magnetickou separaci s naslednou detekci navazani odseparovaného oligonukleotidu
ke komplementarnim olligonukleotidiim pomoci rtiznych metod.
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Spojenim magnetickych nosicti, v podobé mag-
netickych nano (velikost do 100 nm) a mikro
Castic, s biologicky aktivnilatkou Ize dosahnout
unikatnich vlastnosti vzniklych materiali vyu-
zitelnych v biochemii, molekularni a bunéc¢né
biologii, nanobiotechnologii, nanomedicin€ a
jinde'”18. Cilové molekuly je tak mozné separo-
vat i ze slozitych biologickych systémii jako jsou
bunéc¢né suspenze, homogenity ¢i fermentacni
média®. NejcastéjSimi materialy pro pripravu
magnetickych nosict biologicky aktivnich 14-
tek jsou biokompatibilni magnetické oxidy
zeleza - magnetit a maghemit?, s prislusnou
modifikaci s vhodnou afinitou k vazané latce?!.
Unikatni magnetické vlastnosti nanocastic,
spolu s jejich velkym specifickym povrchem
umoznujicim navazat velké mnozstviligandu,
jsou podstatou jejich vyuziti jako efektivnich
nosi¢t pro ucinnou a rychlou imobilizaci a
separaci biologicky aktivnich latek?2.

Modifikace magnetickych ¢astic pro
barkédovani

K detekci organismil prostrednictvim barko-
dovani pomoci magnetickych ¢éstic se bézné
pouziva jako vhodna modifikace magnetickych
¢astic streptavidin, ktery tvori silnou specific-
kou vazbu s biotinem, na ktery je mozné navazat
prislusny, biotinem modifikovany oligonuk-
leotid slouzici k zachyceni komplementarniho
proteinu?3. DalSim vhodnym modifikatorem
povrchu magnetickych ¢astic je zlato, nebo
pouziti zlatych mikro ¢i nano ¢astic. Prislusny
oligonukleotid znaceny thiolovou skupinou
zajisti pevnou vazbu mezi zlatou ¢astici a oli-
gonukleotidem?4. Dalsi moznosti modifikace
magnetickych ¢astic pro vazbu s oligonukleo-
tidy je pouziti 3-aminopropyltrietboxysilane
(APTES) nebo 3-[2-(2-aminoethylamino)-ethy-
lamino]-propyluimethoxysilane (AEEA) tvori-
ci povrchové amino skupiny, které zachycuji
oligonukleotidy?s.

Barkodovani unikatnich sekvenci
Mikrobiologické rozmanitosti a barko-
dovani DNA pro mikrobialni spolecen-
stva

Barko6dovani se pouziva jako ucinny nastroj
pro identifikaci jizznamych druhti a objevovani
druhti novych. Rozpoznavanivzorki vede diky
proteinové rozmanitosti k alternativnimu
postupu identifikace od jednotlivého kmene
az ke konkrétnimu poddruhu organismu?®.
Unikatnimi sekvencemi jsou geny, které se v
haploidnim genomu vyskytuji pouze v jedné
kopiinebo n€kolika malo kopiich. Také to mohou
byt antigeny specifické pro jednotlivé druhy?’
a diky jim a jejich vazby ke komplementarnim
oligonukleotidiim nebo protilatkam Ize tyto
druhy pomociknihoven zaradit?®. Zna¢ny pocet
bakterii neni kultivovatelny, protoZe netvori
kolonie na agarovych zivnych ptidach. Proto je
velkou vyzvou pro mikrobiology vyvijet dalsi
moznosti identifikace bakterii bez jakékoliv
selektivity?, jen diky pouziti specifickych
antigent®°.

Barkédovani unikatnich sekvenci
Klicem barkédovani je separace antigenti
sendvic¢ovou metodou pomoci Castic, na kte-
rych jsou navizany oligonukleotidy. Castice
nesou specifické protilatky. Vtomto pripadé je
protilatka komplementarni ke stanovovanému
druhu bakterie, k jeho specifickému povrchu?*.
K protilatkam na modifikované magnetické
Castici je navazana protilatka, pomoci které
chceme stanovit pritomnost antigenu, ktery je
typicky pro stanovované buriky. Antigen sta-
novované buriky, je zachycen dalsi, specifictéjsi
protilatkou, ktera je navazana na dalsi ¢astici s
oligonukleotidy. Tento magneticky komplex je
odseparovan z roztoku obsahujici prebytecné
Castice s dvouretézcovym oligonukleotidem a
ziskame roztok pouze s komplexem obsahujici
antigen. Denaturaci dvoutetézcovych oligo-
nukleotidi je ziskan komplex s magnetickou
Castici, antigenem a s ¢astici, ktera je pokryta
jiZz jednotetézcovymi oligonukleotidy a oddé-
lené jednotetézcové oligonukleotidy. Komplex
s magnetickou c¢astici, antigenem a Castici s
jednoretézcovym oligonukleotidem je magne-
ticky odseparovan a roztok obsahujici pouze
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jednotetézcové oligonukleotidy je pouzit pro
detekci®'33. Tyto oligonukleotidy mohou byt
potvrzeny pomoci elektrochemickych metod3,
kolorimetricky®s, gelovou elektroforézou®¢nebo
pomoci DNA microarray®” (Obr. 1).

Na stanovovany oligonukleotid je navazan
oligonukleotid komplementarnik levému konci
stanovovaného oligonukleotidu na modifiko-
vané magnetické ¢astici. Pravy konec stanovo-
vaného oligonukleotidu je zachycen druhym
komplementarnim oligonukleotidem na dalsi
¢astici modifikované barkédy. Vznikly mag-
neticky sendvicovy komplex je odseparovan
z roztoku obsahujici prebytecné nenavazané
¢astice komplementarni k pravému konci oli-
gonukleotidu. Po odstépeni jednotetézcovych
barkdédii z ¢astic dochazi k magnetické separaci
magnetického komplexu®®3°a nasledna detekce
pritomnych barkdédi stejnymi metodami jako
je zminéno vyse (Obr. 2).

Lze tedy poznamenat, Ze metoda je vyuzitel-
na jak pro stanoveni oligonukleotidii, tak pro
jakykoliv dalsi antigen.

Porovnani rutinni identifikace
bakterialnich druhti s barkédovanim

Hlavnim problémem pii konven¢niidentifika-
ci druhi je fenotypova flexibilita a geneticka va-
riabilita znaka, které vedou k identifikaci jinych
druhti organismii, coz smétuje k nepresnym
vysledktim*°. Naopak pouziti metody barkédo-
vani DNA se priidentifikaci druhti ukazalo byt
rychlejsi, presnéjsi, z ekonomického hlediska
vyhodnéjsi a casové nenaroc¢né. Automatizo-
vany proces barkédovani miize klasifikovat
velké pocCty vzorkt ve stejnou dobu, naptiklad
1000 a vice vzorkti za den. Bark6dovani je tedy
podle vseho perspektivni metoda ve srovnani
s tradi¢nimi postupy*’.

Zaveér

Barkédovani DNA poskytuje taxonomicky
vyznam, vysledky v populacni genetice, fy-
logenezi a vypocetni biologii pro zdznam na
zakladé barkédu. Zpocatku bylo barkédovani
DNA navrzeno pro identifikaci zivoc¢ichi, kdy
Hebert et al. (2003) testovali gen k identifikaci
druhii ptakt pomoci barkédovani DNA. Védci
zkouseli gen mitochondrialniho cytochromu

c oxidazy (COI), ktery vykazuje nizsi vnitro-
druhovou variabilitu bazi neZ mimodruhovou
a slouzi globalné€ jako jadro bioidentifikace
zvirat’. Od té doby byla COI sekvence vyuzita
jako indikator u vétsiny zivociSnych kmenti,
véetné obratlovcii*? a bezobratlych*:. V uply-
nulych letech se barkédovani projevilo jako
atraktivni nastroj, ktery pomtze vyresit ta-
xonomické nejasnosti’, ukazat biodiverzitu
a podporit aplikaci ochrany ptirody***°. Da-
tabaze sekvenci DNA se rozrusta o vice nez
100 000 vzorkii za rok. Identifikace organismii
pomoci jejich antigent a protilatek miiZe pro-
bihat stejnym zptisobem jako snimac ¢arového
kédu v supermarketu’®. To znamena, ze musi
byt stale rozvijena digitalizace bark6di DNA.
Tak by mohla byt v budoucnu pro identifikaci
vzorki pouZita jakasi Cteci zatizeni, ktera podle
databaze urci, diky detekované sekvenci DNA,
druh organismu. Prvni etapou tohoto systému
je vytvoreni spojeni identifikace unikatni sek-
vence pomoci barkédovani DNA s digitalizac-
nimi zatrizenimi*®. S rozvojem sekvenovani a
vypocetni techniky maji védci jak z raznych
genomickych center, tak z akademickych obci
standardizované sekvence DNA pro identifikaci
mikroorganismt pomocikratkych sekvenci’.
Mnoho sekvenci, unikatnich pro vybrany druh
mikroorganismu, je evidovano ve verejnych
databazich. Identifikace bakterialnich druhi
pomoci digitalniho bark6dovani DNA je vizi
modernich identifika¢nich technik, a proto
je treba podstupovat vyzkumné kroky, které
pomohou tuto metodu zavést do odveétvi vyza-
dujicich presnou a rychlou identifikaci bakterii
jako je 1ékarska, potravinarska, ekologicka ¢i
environmentalni praxe.

Tato prdce byla financovdna z projektu
PGS18_2013.

The authors declare they have no potential
conflicts of interests concerning drugs, pro-
ducts, services or another research outputs in
this study.

The Editorial Board declares that the ma-
nuscript met the ICMJE ,uniform reguire-
ments“ for biomedical papers.



Cihalovi et al.

Literatura

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Yezhelyev M. V., Gao X., Xing Y., Al-Hajj A., Nie
S. M., O‘Regan R. M.: Lancet Oncology, 7, 657
(2006).

Gupta A. K., Gupta M.: Biomaterials, 26, 3995
(2005).

HsingI. M., Xu Y., Zhao W. T.: Electroanalysis, 19,
755 (2007).

Hill H. D., Mirkin C. A.: Nature Protocols, 1, 324
(2006).

Tang S. X., Zhao J. Q., Storhoff J. J., Norris P. J.,
Little R. F., Yarchoan R., Stramer S. L., Patno T.,
Domanus M., Dhar A., Mirkin C. A., Hewlett I.
K.:Jaids-Journal of Acquired Immune Deficiency
Syndromes, 46, 231 (2007).

Nam J. M., Thaxton C. S., Mirkin C. A.: Science,
301, 1884 (2003).

Hebert P. D. N., Cywinska A., Ball S. L., DeWaard
J. R.: Proceedings of the Royal Society B-Biological
Sciences, 270, 313 (2003).

Hebert P. D. N., Ratnasingham S., deWaard J.
R.: Proceedings of the Royal Society B-Biological
Sciences, 270, S96 (2003).

Packer L., Gibbs ]J., Sheffield C., Hanner R.:
Molecular Ecology Resources, 9, 42 (2009).
Merker J. D., O‘Grady N., Gojenola L., Dao M.,
Lenta R., Yeakley J. M., Schrijver I.: Peer], 1, €91
(2013).

Vainshtein M., Belova N., Kulakovskaya T., Suzina
N., Sorokin V.: Journal of Industrial Microbiology
& Biotechnology, 41, 657 (2014).

Kilianova M., Prucek R., Filip J., Kolarik J., Kvitek
L., Panacek A., Tucek J., Zboril R.: Chemosphere,
93,2690 (2013).

Asgharinezhad A. A., Mollazadeh N.,
Ebrahimzadeh H., Mirbabaei F., Shekari N.:
Journal of chromatography. A, 1338, 1 (2014).
Maschke M.: (2014).

Tasoglu S., Gurkan U. A., Wang S. Q., Demirci U.:
Chemical Society Reviews, 42, 5788 (2013).
Belinsky M. I.: Chemical Physics, 325, 326 (2006).
Tamada J., Oaku Y., Mishima F., Akiyama Y.,
KiomyOsako M., Shimamura M., Nakagami
H., Nishijima S.: Ieee Transactions on Applied
Superconductivity, 24, (2014).

Song Z.L.,Zhao X. H.,Liu W.N., Ding D., Bian X.,
Liang H., Zhang X. B., Chen Z., Tan W. H.: Small,
9,951 (2013).

Rittich B., Spanova A.: Journal of Separation
Science, 36, 2472 (2013).

Schwalbe M., Pachmann K., Hoffken K., Clement
J. H.: Journal of Physics-Condensed Matter, 18,
$2865 (2006).

Pecova M., Zajoncova L., Polakova K., Cuda J.,
Safarikova M., Sebela M., Safarik I.: Chemicke
Listy, 105, 524 (2011).

Hamoudeh M., Fessi H.: Journal of Colloid and
Interface Science, 300, 584 (2006).
GongP.].,Peng Z. Y., Wang Y., Qiao R.,Mao W. X.,
QianH.S.,Zhang M. Y.,Li C. C., Shi S. Y.: Journal
of Nanoparticle Research, 15, (2013).
Loo].F.C.,LauP.M.,Ho H. P.,Kong S. K.: Talanta,
115,159 (2013).

Nakagawa T., Tanaka T., Niwa D., Osaka
T., Takeyama H., Matsunaga T.: Journal of

26.

27.

28.
29.

30.

31.

32.
33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.

42.

43.

44,
45.

46.

47.

Biotechnology, 116, 105 (2005).

Aliabadian M., Beentjes K. K., Roselaar C. S. K.,
van Brandwijk H., Nijman V., Vonk R.: Zookeys,
25 (2013).

Berman H. F., Riley L. W.: Bmc Microbiology, 13,
(2013).

Godfray H. C.].: Nature, 420, 461 (2002).
Schloss P. D., Handelsman J.: Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 68, 686 (2004).
Curtin K., Samowitz W. S., Wolff R. K., Ulrich C.
M., Caan B. ]., Potter J. D., Slattery M. L.: Cancer
Epidemiology Biomarkers & Prevention, 18, 3384
(2009).

Wang Y., Mao H. J., Zang G. Q., Zhang H. L., Jin
Q. H., Zhao J. L.: Chinese Journal of Analytical
Chemistry, 38,1133 (2010).

Walsh P. C.: Journal of Urology, 183, 1838 (2010).
Thaxton C. S., Elghanian R., Thomas A. D.,
Stoeva S. I., Lee J. S., Smith N. D., Schaeffer A.
J., Klocker H., Horninger W., Bartsch G., Mirkin
C. A.: Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 106,
18437 (2009).

Mir L. M., Bureau M. F., Rangara R., Schwartz B.
T., Scherman D.: Comptes Rendus De L Academie
Des Sciences Serie lii-Sciences De La Vie-Life
Sciences, 321, 893 (1998).

Thavanathan J., Huang N. M., Thong K. L.:
Biosensors & Bioelectronics, 55,91 (2014).
Rocha M. S., Cavalcante A. G., Silva R.,Ramos E.
B.: The journal of physical chemistry. B, 118, 4832
(2014).

Kiyama R., Zhu Y.: Cellular and molecular life
sciences : CMLS, 71, 2065 (2014).

Liu Z. B., Zhou B., Wang H. Q., Lu F., Liu T. J.,
Song C. X., Leng X. G.: Journal of Nanoparticle
Research, 15, (2013).

Pratiwi F. W., Rijiravanich P., Somasundrum M.,
Surareungchai W.: Analyst, 138, 5011 (2013).
Crainey J. L., Mattos-Gloria A., Hamada N., Luz
S. L. B.: Acta Tropica, 131, 47 (2014).

Tautz D., Arctander P., Minelli A., Thomas R. H.,
Vogler A. P.: Trends in Ecology & Evolution, 18,
70 (2003).

Hebert P. D. N., Stoeckle M. Y., Zemlak T. S.,
Francis C. M.: Plos Biology, 2, 1657 (2004).
Hajibabaei M., Janzen D. H., BurnsJ. M., Hallwachs
W., Hebert P. D. N.: Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of
America, 103, 968 (2006).

Plaisance L., Knowlton N., Paulay G., Meyer C.:
Coral Reefs, 28,977 (2009).

Hebert P.D.N.,deWaard]. R., Landry]. F.: Biology
Letters, 6, 359 (2010).

Chen S., Guo B., Zhang G., Yan Z., Luo G., Sun
S.,Wu H., Huang L., Pang X., Chen J.: Zhongguo
Zhong yao za zhi = Zhongguo zhongyao zazhi
= China journal of Chinese materia medica, 37,
1043 (2012).

Kharytonchyk S., Pedersen F. S.: Rna-a Publication
of the Rna Society, 16,572 (2010).

37



38

Journal of Metallomics and Nanotechnologies 2014, 2, 32—38

@@ Clanek je volné S&i-
@ ritelny pod licenci

Creative Commons
(BY-NC-ND). Musi vSak byt uveden autor a
dokument nelze meénit a pouzivat pro komer¢-
ni ticCely.




