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Laboratot Metalomiky a Nanotechnologii
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Izolace nukleovych kyselin pomoci automatické pipetovaci stanice EP motion
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).

Jednou z nejvétSich 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 i v pribéhu jinych
procest, napf. pfi hledani vhodného aptameru pro cilovou molekulu. V tomto piipadé je
mozné Castice vyuzit na separaci analytu ve vzorku a usnadnéni procesu SELEX, pfi kterém
se vyhledava vysoce selektivni a specificka oligonukleotidovéa sekvence pro urcitou cilovou
molekulu.

Pouzité chemikalie
e voda, ACS
promyvaci roztok
hybridiza¢ni roztok (imobiliza¢ni)
vzorek (nukleova kyselina, pfipadné oligonukleotid)
eluéni roztok (vétSinou voda ACS Ccistoty nebo fosfatovy pufr)

magnetické castice se specifickou modifikaci povrchu vhodnou pro izolaci vybrané
DNA nebo RNA molekuly
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Pracovni postup

Izolace nukleovych Kyselin magnetickymi ¢asticemi pomoci automatické pipetovaci
stanice EP-motion:

Paramagnetické Castice sudrzovacim roztokem (10 pl) jsou pipetovany do jamky
mikrotitraéni desticky (A1). Mikrotitra¢ni desticka je pomoci pohyblivého ramena pfemisténa
na magneticky drzak, ktery zajiStuje separace paramagnetickych castic od udrZovaciho
roztoku (A2). Tento roztok je odpipetovan pry¢ a k ¢asticim je pfidano 20 ul promyvaciho
roztoku (A3). Mikrotitrac¢ni desticka je odebrana z magnetické podlozky a vzorky jsou kratce
protiepany pro idealni disperzi magnetickych ¢astic v promyvacim roztoku (A4). Promyvaci
krok je né¢kolikrat opakovan (A5-A7). Po promyti jsou paramagnetické Castice pfipraveny
k samotné izolaci nukleovych kyselin (proces hybridizace). Po odstranéni promyvaciho
roztoku (A8-B9) je k paramagnetickym ¢asticim pfidan hybridizacni roztok. Celkovy objem
hybridiza¢ni smési se vzorkem je 30 ul (B10). Hybridizace probih4a 40 minut, do procesu je
zafazeno 1 promychavani a centrifugace (B11). Po hybridizace jsou tfikrat zopakovany
promyvaci kroky (A2-A7). K promytym paramagnetickym c¢asticim s navdzanymi
nukleovymi kyselinami ze vzorku je pfidan elu¢ni roztok (30 pl), (A13). Potom je
mikrotitraéni desticka pfemisténa na Thermomixer 5355. Denaturace probihd po dobu 5 minut
a vzorky jsou zahtaty na 85 °C (C14). Po tepelném piisobeni jsou nukleové kyseliny uvolnény
z paramagnetickych c¢astic do elu¢niho roztoku. Paramagnetické Céstice jsou pomoci
magnetické desticky pfitazeny ke sténdm jamek mikrotitraéni desticky a eluéni roztok
obsahujici nukleovou kyselinu je odpipetovan do vedlejSich jamek (C15-C16). Koncentrace
nukleové kyseliny obsazené v tomto roztoku je stanovena elektrochemicky metodou square
wave voltametrie.

Obr. 1.: Automaticka pipetovaci stanice EP-motion (Eppendorf, Némecko)
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Elecirochermeal
detection

Obr. 2: Schéma izolace nukleovych kyselin paramagnetickymi ¢asticemi pomoci
automatické pipetovaci stanice EP motion.
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