ELEKTROCHEMIE

VYUZITI PARAMAGNETICKYCH CASTIC

PRO IZOLACI mRNA

Dalibor HUSKA'2, Jif

i BALOUN'2, Libuse TRNKOVAY, Vojtéch ADAM'3, René KIZEK!

'Ustav chemie a biochemie, 2Ustav biologie rostlin a *Ustav vyzivy zvifat a picninarstvi,
Agronomicka fakulta, Mendelova zemé&dé€lska a lesnicka univerzita v Brné,
“Ustav chemie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno

Studium biomolekul, jako jsou predevsim nukleové kyseliny a proteiny, je zdvislé na jejich kvantitativni a kvalitativni izolaci z nativniho
biologického materidlu. Véda nalézd nové materidly, technologie a postupy, jak izolaci téchto ldtek a sloucenin co nejvice zefektivnit jak na

tirovni rychlosti tak i kvantity a kvality izolace.

Jedny z technologii, které se vice rozsifily mezi $ir§i odbornou
verejnost, jsou metody zalozené na (para)magnetickych ¢asticich
(MPs). MPs jsou ¢astice o velikosti 5 nm—100 wm tvofené z kovo-
vého jddra tim byva nejcastéji gamma-Fe,O, (maghemit) nebo
Fe,O, (magnetit), ale i napiiklad Au. Jadro obaluje vrstva, kterd
ma pripraveny specificky povrch. Ten lze upravit podle toho, jaké
molekuly chceme z daného materialu izolovat (Obr. 1). Samotna
velikost MPs se da prizpisobit podle toho, co izolujeme: 5-50 nm
proteiny; 20-450 nm nukleové kyseliny, viry; 10-100 um buriky.
Princip izolace je zaloZen na fyzikalné-chemickych vlastnostech
MPs. Ty reaguji na vnéj$i magnetické pole a jsou schopny navazat
riizné bioreaktivni molekuly, diky jejich afinité k modifikovanému
povrchu pfimo z biologického materidlu. Samotna izolace pak
probihd nasledovné. MPs se pridaji ke vzorku, kde na sebe navazi
cilené molekuly. Modifikované MPs se nasledné pfitdhnou magne-
tem ke sténé zkumavky a zbyly roztok s nenavazanymi, jinak bézné
interferujicimi latkami, se odstrani. Nésleduje promyvani a konec-
né uvolnéni MPs i s navdzanymi molekulami do nami pfidaného
roztoku. Riznym fyzikdlné-chemickym krokem (denaturace) se
oddéli navazané molekuly od MPs. Tim ziskdme cilené molekuly
a mizeme s nimi dal pracovat (Obr. 2).

Mezi dalsi vyhody MPs patfi to, Ze se vzorek nemusi slozité upra-
vovat (odstfedovanim, dialyzou apod.), jak je tomu u konvencénich
purifika¢nich metod. Vynechanim téchto krokd se podstatné zkra-
cuje Cas ziskani cilenych biomolekul a navic se zmensi riziko jejich
piipadného fyzikalniho nebo biologického poskozeni.

Magnetizovatelné castice v analyze
nukleovych kyselin

MPs jsou velmi vhodné pro rychlou a selektivni izolaci mRNA.
mRNA je jednofetézcova nukleovd kyselina, kterd vznika pre-
psanim z DNA a nese informaci, na jejimz zdkladé se produkuji
proteiny u vSech zivych organismi. Podle konkrétni mRNA,
vyskytujici se v daném okamziku, Ize specificky zjistit aktivitu gent
(genova exprese). K izolaci mRNA pouzivime komercni MPs
oligo(dT)25, které maji na svém povrchu ukotveny nukleotidové
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Obr. 1 - Schematicky znazornéné (para)magnetické c¢astice uréené
pro izolaci nukleovych kyselin
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Obr. 2 — Postup izolace mRNA pomoci paramagnetickych éastic
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1) Homogenizace vzorku. 2) Pfidani MPs k homogenizatu a nasledna hybri-
dizace (navazani mRNA na MPs). 3) Odstranéni interferujicich nenavazanych
latek promyvanim. 4) Uvolnéni navazané mRNA do sterilniho pufru denaturaci.
5) odebrani uvolnéné mRNA. 6) Kvantifikace mRNA pomoci elektrochemie.
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fetézce slozené z 25 thymint. Kazda mRNA ma na jednom svém
konci fetézec slozeny z opakujici se sekvence adenind. Na zakladé
principu komplementarity bazi nukleovych kyselin pak za ur¢itych
podminek dochazi k vazbé fetézce z adenint s fetézcem slozeného
z thymind (hybridizace), jenz je ukotven na MPs. Jakmile ziskdme
cilené molekuly pomoci MPs, je dal§im velmi dilezitym krokem
jejich kvantifikace. Pro kvantifikaci mRNA jsme zvolili elektro-
chemickou metodu square wave voltametrii ve spojeni s adsorp-
tivni prenosovou technikou. Zde probiha akumulace vzorku na
visici rtutovou kapkovou elektrodu (HMDE). Pro vlastni méfeni
se odebralo 5 ul pfipraveného vzorku, toto mnozstvi se dalo na
parafilm, pak se vzorek adsorboval na HMDE. Nésledné byla
HMDE omyta v acetdtovém pufru a ponofena do elektrolytu,
kde probéhlo méfen.

Paramagnetické ¢astice umoznuji rychlou a nendrocnou izolaci
biomolekul ze vzorku. To je velmi dilezité pro dalsi molekularné-
biologické studium, kam patfi predevsim sledovani exprese genid
a hledani urcité sekvence nukleové kyseliny piipadné bodové
mutace. MPs jsou blizkou budoucnosti v snadné a precizni izolaci
biomolekul.
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Abstract:
UTILIZING OF PARAMAGNETIC PARTICLES FOR ISOLATION
OF mRNA

Summary: A studying of bio-molecules such as nucleic acids or proteins depends
on qualitative and quantitative isolation of target molecules from native biolo-
gical material. Scientists discover new materials, technologies and approaches
to make the isolation of such molecules more effective, rapid and accurate.
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