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Izolace nukleovych kyselin pomoci riznych magnetickych ¢astic
Anotace

Magnetické ¢astice jsou castice s velikosti od nm do mm, reagujici na vnéjsi magnetické pole.
Nejcastéji jsou tvofeny zoxidu Zeleznatého ¢i Zelezitého, podle toho jsou bud
paramagnetické, nebo ferromagnetické. Povrch takovychto castic lez modifikovat
biologickymi latkami a tim usnadnit vazbu bioaktivnich molekul. Modifikace povrchu ¢astice
muze byt dvojiho charakteru, modifikace vznikem elektrické obalové vrstvy nebo modifikace
biomolekulou (specifick4 vazba k cilové molekule).
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Obr. 1: Moznosti modifikace povrchu magnetické ¢astice

Jednou z nejvétsSich vyhod je Siroké spektrum vyuziti modifikovanych magnetickych ¢astic
pro separaci nejruznéjSich latek anorganické (ionty t€zkych kovill) az po organickou povahu
(biomolekuly, proteiny). Magnetické Castice mohou hrat kli¢ovou roli 1 v pribéhu jinych
procest, napf. pfi hledani vhodného aptameru pro cilovou molekulu. V tomto ptipadé je
mozné Castice vyuzit na separaci analytu ve vzorku a usnadnéni procesu SELEX, pfi kterém
se vyhledava vysoce selektivni a specificka oligonukleotidova sekvence pro urcitou cilovou
molekulu.
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Pouzité chemikalie
e voda, ACS
e promyvaci roztok
e hybridizacni roztok (imobiliza¢ni)
e vzorek (nukleova kyselina, ptipadné oligonukleotid)
¢ clucni roztok (vétSinou voda ACS Cistoty nebo fosfatovy pufr)
e magnetické Castice se specifickou modifikaci povrchu vhodnou pro izolaci vybrané

DNA nebo RNA molekuly
Pracovni postup
Izolace nukleovych kyselin pomoci modifikovanych magnetickych ¢astic

Promyvaci krok 1

1) do jamky mikrotitra¢ni desticky napipetujeme 10 pl rozsuspendovanych magnetickych
castic

2) desticku pfilozime na magnet a pockame az se vSechny ¢astice z roztoku ptitdhnou ke
stén¢ desticky (roztok v jamce bude Ciry, nezabarveny)

3) pipetou opatrné¢ odstranime uchovavaci roztok tak, aby vjamce nebyla Zzadna
prebytecna tekutina

4) do téZe jamky napipetujeme 10 pl promyvaciho roztoku, desticku sejmeme z magnetu
a pipetou rozsuspendujeme usazené ¢astice v promyvacim roztoku

5) po fadném promichani polozime mikrotitra¢ni desticku zpét na magnet

6) po pritahnuti ¢astic na sténu jamky odsajeme piebyte¢nou tekutinu z jamky

7) promyvani provedeme celkem 3x

Hybridizacni krok

1) Po odpipetovani promyvaciho roztoku pfiddme k magnetickym ¢Casticim vzorek a
hybridizacni (imobiliza¢ni) roztok v celkovém objemu 30 pl a castice opatrné
rozsuspendujeme

2) Mikrotitracni desticku umistime na ttepacku, aby vzorky byly promichavany po celou
dobu inkubace

3) Vzorek nechame hybridizovat po uréenou dobu (podle typu vzorku a modifikace
povrchu ¢astice) pii laboratorni teploté

Promyvaci krok 2

1) Po ukonceni hybridizace pfemistime mikrotitracni desticku z tfepacky na magnet, po
pritdhnuti ¢astic ke stén¢ jamky odsajeme nenavédzanou ¢ast vzorku (retentat)
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2) Po odsati retentatu ptidame k Casticim promyvaci roztok a castice opatrne

rozsuspenzujeme.
3) Desticku opét prilozime na magnet a odpipetujeme promyvaci roztok pryc.
4) Postup promyti provedeme 3x.

Elucni krok

1) Po odstranéni zbytku promyvaciho roztoku ptidame k ¢asticim 10 pl elu¢niho roztoku
(voda ACS Cdistoty, fosfatovy pufr).

2) Castice rozsuspendujeme a vzorek zahiivame na 85 °C po dobu 5 minut za stdlého
trepani

3) Po uplynuti elu¢ni doby polozime mikrotitracni desticku na magnet a pockame, az se
castice zbavené navazaného vzorku pfitdhnou ke sténé€ jamky

4) Opatrné odpipetujeme vznikly eluat s obsahem vyizolované nukleové kyseliny ¢i
oligonukleotidu

5) Vyizolovana nukleova kyselina je timto pfipravena k dalSimu pouziti
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Obr. 2: Obecné schéma izolace NK pomoci magnetickych kulicek
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