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ÚVOD  

Narůstající význam paramagnetických mikro a nanočástic vzhledem k jejich široké 

působnosti, od separace a izolace celých buněk (bakterií), proteinů, virových částic, nukleových 

kyselin až po magnetickou zobrazovací resonanci a magnetickou hypertermii, ukazuje na jejich 

stále výraznější využívání v pokročilých technologiích. Mezi ně bezesporu patří i technologie 

senzorů, neboť jednoduché, selektivní, senzitivní senzory a biosenzory představují unikátní 

nástroje pro rychlou detekci vybraného analytu i v poměrně složité matrici (Adam, a kol., 2005, 

Kizek, a kol., 2003, Kravcukova, a kol., 2008, Polohova a Snejdarkova, 2008, Vopalensky, a kol., 

2007, Zajoncova a Sebela, 2007). Unikátnost nabývá na významu, pokud existuje možnost 

napojení vhodného a spolehlivého senzoru do automatizovaného režimu. V uvedeném procesu 

automatizace dochází k výraznému snížení kontaminace vzorku a experimentálních chyb 

způsobených lidským faktorem, což je důležité i v analýze nukleových kyselin (DNA, RNA) jak 

pro účely diagnostické, tak kriminalistické (Huska, a kol., 2008). Proto odběr vzorku a následná 

izolace analytu představuje jeden z klíčových momentů analýzy. Vzhledem ke stále zvětšujícímu 

se tlaku na snížení množství materiálu dostupného k analýze (vlas, kapka krevního séra či krve, 

několik málo buněk tkáně) výrazným způsobem narůstá možnost kontaminace vzorku 

personálem. Získaný falešně pozitivní výsledek pak může ovlivnit závěry vyšetřování nebo návrh 

léčebného postupu. Možnou změnu do procesu izolace nukleových kyselin mohou přinést 

paramagnetické částice (Palecek a Fojta, 2007). Ukazuje se, že propojení paramagnetických 

částic s elektrochemickou detekcí přináší jednoduchý postup izolace sledovaných molekul 

(Huska, a kol., 2009, Palecek, a kol., 2002, Palecek, a kol., 2002, Palecek a Jelen, 2002, Palecek, 

a kol., 2002, Palecek, a kol., 2004). Celý systém izolace je možné rozdělit do tří samostatných 
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kroků vázaných na tři různé povrchy. První krok je podmíněn povrchem, kde dochází k  interakci 

mezi vzorkem (nukleovou kyselinou) a paramagnetickou částicí, druhý krok povrchem, kdy k 

separaci dochází díky interakci magnetu a paramagnetických částic, zatímco nevázané molekuly 

jsou ze systému vymyty. Posledním krok – detekce – je reprezentovaný povrchem vysoce 

účinného elektrochemického detektoru.  

Kromě DNA je nečastěji studovanou nukleovou kyselinou RNA, konkrétněji pak RNA 

významná pro sledování exprese genů (mRNA – messenger RNA). Magnetická separace nabízí 

velmi elegantní cestu jak zachycovat cílenou nukleovou kyselinu z krve, kosti, kostní dřeně, 

buněčných kultur, rostlinných pletiv a dalších biologických materiálů před dalším zpracováním, 

jako je např. její amplifikace nebo detekce. Molekula mRNA je na 3´- konci ukončena řetězcem z 

50 – 250 adenin-nukleotidů (polyadenylační sekvence). Pomocí této sekvence můžeme velmi 

snadno mRNA zachytit na paramagnetické mikročástice nesoucí řetězec thyminů. Následnou 

tepelnou denaturací lze zachycenou mRNA z paramagnetických částic uvolnit a následně s ní 

dále pracovat za využití analytických nebo molekulárně-biologických technik (Huska, a kol., 

2007,2009,  Prusa, a kol., 2008). 
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GENOM, TRANSKRIPTOM, PROTEOM 

Věda postupně přechází od poznání genomu k transkriptomu a dál k proteomu. Dnes je 

podle International sequencing consortium zcela osekvenováno kolem 700 organizmů a další 

stovky se očekávají do konce roku 2012. Mezi nejčastěji sekvencované organizmy patří 

prokaryota a to hlavně z důvodu jejich patogenity, dále mezi důležité organismy, které byly 

osekvenovány patří organismy modelové jako je Drosophila Melanogaster a Arabidopsis 

thaliana. Velmi důležitou skupinou jsou kulturní plodiny zde byl zatím plně osekvenován genom 

rýže a kukuřice. Samozřejmě nejdůležitějším organizmem, který byl osekvenován je člověk. 

Oborem, který se zabívá stanovením úplného genetického kódu daného organizmu se nazývá 

genomika. Tato vědní disciplína se ještě dál dělí na genomiku strukturní a funkční. Genomika 

však začala nevyhovovat v oblasti exprese genu a na základě informací, které popsala genomika 

se začal rozvíjet nový vědní obor transkriptomika (Huska, 2009).  

 

Transkriptomika 

Transkriptomika se zabývá sledováním exprese genů, hledáním rozdílů v genové expresi 

za různých podmínek, v různých stádiích vývoje a v různých orgánech. Transkriptom je pak 

soubor všech mRNA přítomných v daném okamžiku v dané buňce, pletivu, orgánu. Transkriptom 

vytváří šablonu pro syntézu proteinů tedy proteomu. U eukaryot se mRNAs váží 

k polyribosomům (polysomům) kde se podrobí translaci výsledkem jsou pak proteiny. Naproti 

tomu translatačně inaktivované mRNAs jsou asociovány k samostatným ribozomům 

(monosomy). Konstantní tok mRNA molekul mezi těmito dvěma stavy  je klíčový v regulaci 

syntézy proteinů. Další faktory hrající roli během translace mRNA jako je jednoduchý rozklad 

mRNA v reakci na různé podněty můžou mít významný vliv na konečném množství 

syntetizovaných proteinů. Navíc post-transkripční úpravy jako alternativní sestřih mRNA zvyšují 

rozmanitost proteinů, které mohou být syntetizovány z určitého množství genů. Z těchto důvodů 

se v poslední době začala velmi intenzivně vyvíjet i oblast vědy nazvaná proteomika, zabývající 

se expresí genetické informace na úrovni proteinů. Je ale velmi důležité znát primární molekuly 
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mRNA zodpovědné za syntézu základních proteinů. (Adam, a kol., 2003, Adkins, a kol., 2002, 

Anderson a Seilhamer, 1996, Gygi, a kol., 1999, Ross, 1995, Zong, a kol., 1999) 

Genomika, transkriptomika i proteomika jsou navzájem propojené vědní disciplíny, které 

pomohou pochopit celistvost organizmů na molekulární úrovni. Každý tento vědní obor přispívá 

svým dílčím příspěvkem. Bez genomiky bychom nevěděli sekvence a umístění genu na 

chromozómu bez transkriptomiky bychom neznali expresi jednotlivých genů a bez proteomiky 

bychom neznali konečnou expresi, strukturu a interakce jednotlivých proteinů.  

Sledování exprese genů je však stále významné. Uvážíme-li, že stále platí to, aby se 

protein mohl realizovat musí projít přes molekulu mRNA a pokud dojde k neočekávaným 

situacím, jako je například náhlý vliv stresových faktorů na organizmus, dochází v buňce ke 

změně metabolismu a potřebě syntetizovat nové enzymy, proteiny, struktury. Jedena molekula 

mRNA není schopna toto všechno realizovat, a tudíž profil exprese se začne významně měnit od 

stavu, kdy se nachází organizmus v optimálních podmínkách. Zvyšuje se tak podíl aktivních 

mRNA. (Guhaniyogi a Brewer, 2001, Zhou, a kol., 1998) 

 

Metody sledování exprese 

Od začátku 90. let 20. století se vyvinulo mnoho různých metod schopných detekovat a 

kvantifikovat míru genové exprese, jako je DD differential dysplay (diferenciální display), SAGE 

serial analysis of gene expression (sériová analýza genové exprese), rapid analysis of gene 

expression (SAGE). RT-PCR, Northern blotting, S1 nuclease protection assay (S1 test ochrany 

před účinkem nukleázy) a DNA Microarrays/ genové čipy. Porozumění funkci genu je založeno 

na expresi a regulaci daného genu v souvislosti k mnoha dalším souvisejícím a nesouvisejícím 

genů. Obecně je to nazýváno jako global gene profiling. Porozumění funkce genu je mnohem 

složitější než pouhé objasnění jeho základní struktury, je třeba pochopit, jak je exprese 

kontrolována a jak exprese ovlivňuje další geny a skupiny genů. (Alwine, a kol., 1977), (Berk a 

Sharp, 1977), (Adams, a kol., 1991), (Okubo, a kol., 1992), (Velculescu, a kol., 1995) 

 

Genové čipy 



 

 CZ.1.07/2.4.00/31.0023   
Tento projekt je spolufinancován z Evropského sociálního fondu a státního rozpočtu České 

republiky. 

 

 Genové čipy nebo také microarrays se zavádějí v polovině 90. let minulého století. 

Jejich rozvoj byl indukován většími nároky genomiky, kdy pro pochopení komplexnosti nestačilo 

sledovat expresy jednoho genu, ale všech genů celého genomu. Micrroarray se začínají 

intenzivně rozvíjet společně s osekvenovanými organizmy. Zavedením těchto metod se 

intenzivně rozvijí i funkční genomika následována transkriptomikou. Následující kapitola se bude 

zabývat principem microarray. (Epstein, a kol., 2002)  

 Genové čipy lze rozdělit podle typu sledované molekuly na i) DNA microarrays – 

analýza DNA pro určení změny v počtu kopií genů nebo chromozomů ii) mRNA microarray 

(expresní microarray) – analýza cDNA nebo přímo mRNA, pro určení konkrétní exprese genů 

v daném okamžiku. My se budeme zabývat technikami expresních čipů.  

 Principem expresních čipů je imobilizace cDNA (tj. mRNA převedená pomocí enzymu 

RNa reverzní transkriptázou zpět na cDNA) nebo krátkých syntetických specifických 

deoxyoligonukleotidů odvozených z dané mRNA na skleněnou mikrotitrační destičku. Analýza 

daného vzorku pak probíhá na základě hybridizace značeného vzorku (cDNA, mRNA) 

reprezentující exprimované geny s imobilizovanými komplementárními sekvencemi (proby, 

sondy) (Obr.1). (Schena, a kol., 1995), (Nuwaysir, a kol., 1999), (DeRisi, a kol., 1996) 

 Hlavní rozdíl mezi cDNA a oligonukleotidy je v jejich přípravě a množství. cDNA se 

musí nejprve nesyntetizovat pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR) následně se musí 

purifikovat a naznačit sondou. Velikost fragmentů se pohybuje mezi 500 a 2000 bp. Malé 

množství každé cDNA je pak imobilizováno na známé místo skleněné mikrotitrační destičky za 

pomocí robota nebo manuálně. Výsledný čip obsahuje desetitisíce takto upevněných cDNA. 

Array založené na deoxyoligonukleotidech o velikosti 20 až 25 bp, jsou konstruovány buď 

pomocí robotického spotovače nebo speciální metodou přímo (in situ) syntézy na skleněný 

povrch pomocí procesu fotolitografie (technologie Affymetrix). Výsledný čip může obsahovat až 

statisíce těchto prób na ploše 1.6 cm
2
. (Kim a Watkinson, 2002), (Epstein, a kol., 2002), 

(Nuwaysir, a kol., 1999) 

 Izolace a následná detekce cDNA se nejčastěji provádí ze dvou izolovaných vzorků, 

z kontrolního a testovaného, kde se předpokládá změna v expresi. cDNA z kontrolního vzorku se 
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značí zelenou fluorescenční barvou a cDNA z testovaného vzorku barvou červenou. 

(Ramaswawy, 2004). Detekce sledovaných čipů pak probíhá měřením exitovaného záření 

fluorescenčních sond o dané vlnové délce, po ozáření dvěma lasery. Pomocí počítačového 

softwaru jsou pak vyhodnocována data. Detekují se tři druhy barev i) zelená - exprese genů 

pouze kontrolního vzorku ii) červená – exprese genů pouze testovaného a iii) žlutá – exprese 

genů z kontrolního i testovaného vzorku. (Obr. 1.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1. Schéma principu expresních čipů. Příprava vzorku ze dvou vzorků,naznačení, 

hybridizace, vyhodnocení dat - Detekují se tři druhy barev: zelená - exprese genů pouze 

kontrolního vzorku ,červená – exprese genů pouze testovaného a  žlutá – exprese genů 

z kontrolního i testovaného vzorku. 
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STRES ROSTLINNÝCH ORGANIZMŮ 

 Rostliny se setkávají s širokou řadou environmentálních podnětů, přičemž některé z nich 

jsou pro ně škodlivé. Na rozdíl od živočichů nejsou rostliny schopny se přemístit z místa namísto 

a vyhnout se tak negativnímu působení okolního prostředí. (Goh, a kol., 2003). Na rostliny 

působí jak biotické (viry, baktérie, houby, okus hmyzem či býložravci) tak abiotické vlivy 

(počasí, koncentrace iontů, živin atd.). Odpověď rostlny na stresové faktory je zprostředkována 

pomocí mnoha fyziologických změn zahrnující regulaci genové exprese, změnou složení 

plazmatické membrány, změnou množství fytohormonů a změny množství vody. Nejdříve 

dochází k syntéze stresových molekul (e.g. kyselina salicylová, jasmonová). Takový signál je 

předán do buněčného jádra kde dochází k aktivaci signalizačních kaskád vedoucích k 

specifickým transkripčním faktorům. Specifický transkripční faktor je vázán do promotoru 

stresového genu a dochází ke spuštění procesu transkripce. Vznikající molekuly mRNA jsou z 

jádra transporovány do cytoplasmy kde je na ribosomech syntetizován stresový protein 

stimulující odolnost proti stresovému faktoru (Obr. 1). To zřejmě koreluje s adaptačními 

strategiemi rostlin, které byly z velké části k těmto stresům tolerantní. Mezi významné stresové 

látky patří především těžké kovy dostávající se do prostředí antropogenní činností. (Huska, 2009, 

Singh, a kol., 2002) 
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Obr. 2. Zjednodušené schéma stresové kaskády u rostlin vystavených abiotickému a biotickému 

stresu. Rostlina po zaznamenání stresového tlaku zahájí uvolnění nízkomolekulárních stresových 

molekul (a). Takové molekuly jsou přeneseny do buněčného jádra a aktivují genovou expresi 

stresového genu (b). Syntetizovaná molekula mRNA je z jádra uvolněna do cytoplasmy a na 

ribozomech dochází k translaci stresového proteinu (c). Stresový protein zvyšuje odolnost 

napadené rostliny vůči stresovému faktoru (d). 
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Vliv těžkých kovů na rostlinný organizmus 

 

Antropogenní činnost ovlivňuje přímo nebo nepřímo nejen jednotlivé organismy, ale také 

celou populaci nebo komunity. Technologický vývoj přispívá k zdokonalujícímu se standardu 

žití, také ale sebou přináší mnoho negativních dopadů na ekosystém (Macek, a kol., 2008). Jeden 

z těchto efektů je znečištění ovzduší, půdy a vody různými typy odpady a nežádoucími látkami 

jako jsou právě těžké kovy a jejich sloučeniny. Díky neustálé kontaminaci prostředí těžkými 

kovy trvající převážně od konce minulého století se každoročně na celém světě uvolňují 22 000 

tun kadmia, 954 000 tun mědi, 796 000 tun olova a 1 372 000 tun zinku (Kovalchuk, a kol., 

2005). Jsou to alarmující čísla vzhledem k tomu, že většina těchto kovů se dostává dál do 

potravního řetězce, až do přímého kontaktu s člověkem. Hlavními pomyslnými přenašeči těchto 

látek v potravním řetězci člověka jsou zemědělské plodiny. Těžké kovy (ρ > 5 g.cm
–3

) jsou jedny 

z nejvíce toxickými a nežádoucími látkami znečišťující zemědělské plodiny (Greger a Ogren, 

1991, Zehnalek, a kol., 2004). Jsou přírodními složkami Zemské kůry a nemohou být 

degradovány nebo rozloženy. Těžké kovy jsou také nebezpečné, protože mají tendenci se 

bioakumulovat. Proto půda bohatá na těžké kovy znamená hrozbu pro rostliny. Toxické účinky 

iontů těžkých kovů na rostliny souvisejí s poškozením fotosyntetického systému, inhibicí aktivity 

klíčových enzymů pro rostlinný metabolismus. Zvyšující se koncentrace iontů těžkých kovů v 

rostlinných pletivech má za následky aktivaci ochranných mechanizmů, hlavně syntézy na 

cystein bohatých peptidů jako glutathion nebo fytochelatiny a nebo metalothioneiny (10-12) 

(Meister a Anderson, 1983), (Cobbett, 2000, Grill, a kol., 1985, Supalkova, a kol., 2008), (Zitka, 

a kol., 2007), (Diopan, a kol., 2007, Supalkova, a kol., 2007, Zimeri, a kol., 2005). Kromě toho 

rostliny vykazující větší toleranci k těžkým kovům mohou být využívány pro fytoremediační 

technologie (Zitka, a kol., 2007), (Babula, a kol., 2008, Kizek a Adam, 2007, Supalkova, a kol., 

2007, Supalkova, a kol., 2007).  

Těžké kovy významně zpomalují růst rostliny a snižují tak výnos plodin. Toxické 

působení může být přisuzováno jejich cytotoxickým nebo genotoxickým účinkům. Toxicita kovů 
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do značné míry závisí na jejich schopnosti měnit svoje oxidativní stavy a tudíž se zúčastňovat 

redoxních reakcí Fentonovy reakce. Kovy jako třeba železo a měď se považují za kofaktory 

v přeměně peroxidu vodíku na hydroxilový radikál OH
*-

, extrémně toxickou molekulu (Kieffer, a 

kol., 2008). Genotoxické působení těžkých kovů spočívá v jejich schopnosti způsobit poškození 

DNA vedoucí až ke změně genetického materiálu (Supalkova, a kol., 2007), (Meister a Anderson, 

1983), (Slesak, a kol., 2007), (Kieffer, a kol., 2008). Nepřetržité vystavování se těžkým kovů by 

mohlo významně přispívat k dědičným změnám mnoha fenotypických vlastnostech u potomstva 

(plodu) vystavených rostlin. Proto pochopení mutagenity těžkých kovů je velmi důležité 

v enviromentálních studiích. K nejvíce studovaným kovům patří kadmium a olovo. Analýza 

toxicity Cd a Pb je mimořádně důležitá, oba jsou neesenciální kovy, které se mohou akumulovat 

v organismu a mají dlouhý biologický poločas rozpadu Cd 18 – 30let, Pb 1500 let . Cd se snadno 

dostává do kořenů, kde je mnoha rostlinami velká část Cd zablokována. Určitá část se přesto 

dostává dál přes xylem do listů (Kovalchuk, a kol., 2005), (Babula, a kol., 2008), (Greger a 

Ogren, 1991). Jakmile se Cd dostává do rostliny inhibuje kořen a nadzemní část a často 

způsobuje opad listů, chlorózu a celkové odumírání (Cobbett, 2000). Vliv na růst je spojen s 

potlačením buněčného prodlužování, tento proces způsobují ireverzibilní inhibice protonové 

pumpy. Chloróza je částečně spojena s deficiencí Fe a také vysoký obsah Cd v prostředí 

způsobuje snížení obsahu železa v rostlině . Toxické působení Cd je často spojeno s oxidativním 

poškozením prostřednictvím vznikajících kyslíkových radikálů ROS, jako je H2O2, peroxid 

vodíku, (O
.
2

-
) superoxidový anion a hydroxilový radilál (.OH) (Slesak, a kol., 2007), (Kovalchuk, 

a kol., 2005). Tyto reaktivní molekuly, zejména hydroxylový radikál, působí destruktivně na 

lipidy, nukleové kyseliny a proteiny.  ROS nejsou jen toxickými vedlejšími produkty 

metabolismu, ale fungují také jako signální molekuly kontrolující obranné procesy rostlinného 

organismu a hrají významnou roli v procesu programované buněčné smrti. ROS mají přímý 

toxický účinek na patogenní organismus a podílejí se aktivně na strukturálním zesílení rostlinné 

buněčné stěny1. Ochranu před oxidačním po.kozením organismu aktivními formami kyslíku 

zajišťuje řada antioxidačních obranných systémů lokalizovaných v různých buněčných 

strukturách. Mezi velmi účinné antioxidanty řadíme askorbát, β-karoten, redukovaný glutation a 
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α-tokoferol12,13. Specializované enzymy jako superoxiddismutasa (EC 1.15.1.1), peroxidasa 

(EC 1.11.1.7), katalasa (EC 1.11.1.6) a enzymy askorbát-glutathionového cyklu zabezpečují 

univerzální obranu rostlin (Piterkova, a kol., 2005). Protože redoxní potenciál Cd je příliš nízký, 

nato aby se přímo podílel na Fentonově-Redoxní reakci, symtomy oxidativního stresu jsou spíše 

důsledkem zásahu do antioxidačních enzymů a spotřebovávání antioxidačních molekul 

(Kovalchuk, a kol., 2005). Dalšími účinky toxicity Cd jsou na Zn/Ca-dependentní a Zn/Ca-

závazné enzymy a molekuly, vzhledem k chemické podobnosti mezi Cd a těmito elementy a 

následné kompetice na kofaktor enzymů. Dálší toxické účinky Cd vycházejí z jeho vysoké afinity 

k thiolům, které mohou způsobit inaktivaci důležitých enzymů pomocí vazby Cd na 

sulphydrylové-skupiny (-SH). Na druhé straně jsou rostliny schopny detoxikovat a odstraňovat 

Cd z potenciálně nebezpečných míst pomocí vysoké afinity Cd právě k thiolům syntézou 

glutationu (GSH), nebo phytochelatnů. GSH je důležitá antioxidční molekula syntetizovaná z 

aminokyselin glutamátu, cysteinu a glycinu v metabolické dráze Halliwell-Asada. Fytochelatiny 

jsou enzymaticky syntetizované polypeptidy s chopností vázat těžké kovy. Základní strukturou 

fytochelatimu je (glu-(Cys)) n-Gly.  Phytochelatiny a GSH mohou chelatovat Cd, a tím 

detoxifikavat cytosol to je dosaženo nahromaděním se chelát-polypeptid komplexů ve vakuole. 

Proteiny podílející se na degradaci oxidačně modifikovaných bílkovin z ubiquitin / proteázovou 

dráhou měly zvýšenou syntézu, což naznačuje, že stres způsobený kadmiem indukuje senescenci. 

U buněčných kultur Arabidopsis thaliana, které byly vystaveny různým koncentracím Cd, byly 

pozorovány na úrovni proteomu aktivace metabolizmu uhlíku, dusíku a síry. Nejvýrazněji mezi 

zvýšenými syntézami bílkoviny byly enzymy zapojené do biosyntézy glutamátu, cysteinu a 

glycinu, a u prekursorů, které jsou potřebné pro tvorbu  GSH a fytochelatinů (Lewandowska, a 

kol., 2007), (Goh, a kol., 2003) (Huska, 2009),  

 Pro takové účely je potřebné využívat vhodných nástrojů pro sledování exprese 

stresových genů na úrovni mRNA nebo výsledného proteinového produktu. Nejběžnější je 

sledování hladiny mRNA většinou pomocí technik využívající polymerázové řetězové reakce 

(PCR, nebo real time-PCR). Proto, abychom byli schopni takové detekce je potřebné izolovat 
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dostatečného množství nedegradované celkové mRNA s minimální kontaminací nežádoucími 

nukleovými kyselinami. 

 

 PARAMAGNETICKÉ ČÁSTICE 

Magnetizovatelné částice (MPs – magnetic particles) pronikají do všech vědeckých 

odvětví. Nalézají využití hlavně v izolaci, separaci a transportu od nukleových kyselin, proteinů 

až po celé buňky. Široké uplatnění nalézají v biomedicínských a biotechnologických oborech, 

které využívají produkty od laboratoří (chemických, fyzikálních, biofyzikálních, 

fyzikálněchemických až po laboratoře zaměřené na studium materiálů) zabývající se synthesou a 

různých modifikací povrchu MPs. Tímto MPs propojují jednotlivé vědecké disciplíny. Mezi 

první práce popisující aplikaci magnetických částic pocházejí z počátku 60 let 20 století, kdy 

H.A. Lowenstam použil biochemicky precipitovaný magnetit, sloužící jako radula zubů chitonů. 

V roce 1975 R. Blakemore objevil bakterii Magnetospirillum gryphiswaldense, která je schopna 

vytvářet sférické krystaly magnetitu (Fe3O4) o velikosti 50 nm (Blakemore, 1975). Bakterie 

vytváří řetízky magnetických částic, které ji slouží k tomu, aby byla vyrovnaná souběžně se 

zemským magnetickým pólem. Bylo zjištěno, že tyto bakterie plavou na severní polokouli vždy 

k severu zatímco na jižní polokouli je tomu naopak.  V současnosti jsou tyto bakterie velkým 

středem zájmu. Od poloviny 70 let se pak MPs naplno začaly rozšiřovat hlavně v biologických a 

medicínských oborech (Obata, a kol., 2002), (Safarik a Safarikova, 1999), (Moroz, a kol., 2002), 

(Pamme, 2006). 

 

Syntéza a modifikace povrchu magnetických částic 

Nejčastějším materiálem používaným na výrobu MPs pro biologické aplikace patří oxidy 

železa magnetit (Fe3O4) nebo jeho oxidovaná forma maghemit (γ-Fe2O3) (Gupta a Gupta, 2005). 

MPs z oxidu kovu se dostaly do popředí zájmu, protože nejsou toxické na rozdíl od jiných kovů 

(kobalt či nikl), které na druhou stranu zase mají lepší magnetické vlastnosti.  
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Základní metody syntézy zahrnují postupy, které jsou založené na i) usazování částic v 

plynné fázi, ii) litografii, iii) mikroemulsi, iiii) sonochemické syntézy a iiiii) hydrolytické reakce 

(Stolnik, a kol., 1995), (Lee, a kol., 2001), (Rishton, a kol., 1996), (Kang, a kol., 1996)   

Základní postup chemické syntézy MPs z magnetitu je založen na hydrolytické reakci. 

Příprava těchto částic se skládá z následujících kroků – nejdříve proběhne koprecipitace 

magnetitu při 80°C ve vodném roztoku Fe
2+

 a Fe
3+

 iontů v prostředí 25% NH4OH. Vzniknou tak 

částečky magnetitu. Ty se dál prostorově stabilizují pomocí LA (kyselina laourová, MA (kyselina 

marystová nebo pomocí OA (kyselina olejová). Dál se musí jednotlivé částice oddělit od zbylého 

roztoku, to se provádí dekantací tj. volným usazováním. Roztok nad částicemi se pak odsaje, 

přidá se promývací roztok a postup se opakuje. Tento postup je často využíván v mnoha 

laboratořích a umožňuje připravit magnetické částice pro bioaplikace.  

Dalším krokem, jestliže jsou magnetické částice nasyntetizovány a stabilizovány, je 

modifikace jejich povrchu, což výrazně zasahuje do jejich biokompatibility. Teprve tento krok 

dělá z částic pravý nástroj pro jejich využití. Například modifikace proteinem laktoferinem nebo 

ceruloplasmidem připevněného na povrch superparamagnetických nanočástic (Fe2O3, o průměru 

13.5 nm) poskytují částicím stabilizaci v pokojové teplotě a snižují nespecifickou endocytózu in 

vivo (Gupta a Gupta, 2005). Pokrytím tenkou vrstvou zlata na komerční částice (Fe2O3 o 

průměru 4,5 mm) zlepšuje přichycení protilátek na povrch částic a účinně se tak redukuje 

nespecifická adsorpce (Zhang a Meyerhoff, 2006). Pro další modifikace povrchu se využívají 

hlavně polymery, organické látky a nejrůznější pokovování (Gupta a Gupta, 2005).  

 

Separace látek založená na magnetizovatelných částicích  

Pro aplikaci MPs v separačních metododách se nejčastěji využívají dva způsoby 

modifikace. První z nich vyžaduje použití nabitého kovového povrchu pro elektrostatickou 

adsorpci biomolekul. Matsunaga et. Al. použil látku aminosilan 3-[2-2-aminoethy(amino)-

ethylamino-propyetrimethoxysilan] k modifikaci MPs v roztoku toulenu vyvolávající hustý 

amino povlak na povrchu částic (Nakagawa, a kol., 2006). Takto vzniklé NH2-MPs jsou přidány 
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k extraktu DNA a na základě elektrostatické interakce mezi negativně nabitou DNA a pozitivně 

nabitou skupinou NH2 navázanou MPs. Tato metoda na rozdíl od jiných konvenčních extrakčních 

metod nepoužívá k promývání a uvolnění DNA organických roztoků. Tím eliminuje vliv 

organických roztoků na následnou detekci signálu. Podobné metody elektrostatické adsorpce 

založené na DNA extrakci používají polyamidamin dendrimermodifikovaný MPs (Yoza, a kol., 

2003, Yoza, a kol., 2003, Yoza, a kol., 2002).  

Další metody modifikace povrchu MPs zahrnují navázání specifické skupiny umožňující 

vázat konkrétní biomolekuly. Například: i) aktivní chemické skupiny (karboxyl a aminoskupiny), 

které se mohou kovalentně vázat na biomolekuly v přítomnosti specifických Cross-linking činidel 

(EDAC), ii) Streptavidin / Avidin ligandy, které se mohou specificky vázat na biotinilyzované 

biomolekuly. Tyto metody jsou obvykle používány k imobilizaci specifických receptorů pro 

zachycení cílových molekul jako třeba DNA sonda k cílové DNA a protilátka k antigenu. 

Komerční MPs použité v magnetické separaci jsou typické paramagnetické částice s velikostí 

v mikrometrech (1-10 mm) a jsou vybaveny polymerním obalem na vnější straně magnetického 

nanočásticového jádra. Tyto na zakázku dělané magnetické částice jsou modifikovány pomocí 

různých vazebných skupin pro specifické chemické vazby. Porovnání fyzikálních a chemických 

znaků některých komerčně dostupných MPs bylo zhodnoceno (Sole, a kol., 2001). Chemicky 

syntetizovaný oxid železa pro MPs může být vytvářen pomocí magnetických bakterií - 

bakteriální magnetické nanočástice (BMPs) (Matsunaga a Takeyama, 1998), (Nakamura a 

Matsunaga, 1993). BMPs jsou feromagnetické částice, které mají uniformní tvar a velikost od 50 

– 100 nm. Zjevně přirozená lipidová dvojvrstva membrány fosfatidylethanolamin na vnější straně 

částice jí poskytuje velmi dobrou disperzi ve vodním roztoku a umožňuje tak BMPs sloužit jako 

substrát pro kovalentní vazbu s biomolekulami (Matsunaga, a kol., 1996). Jiné MPs jako třeba 

MFe2O4 (M = Co nebo Mn) Co Fe2O4 superparamagnetické nanočástice  byly syntetizovány a 

zkoumány pro bisenzorové aplikace. Nicméně procedury syntéz těchto částic jsou poměrně 

složité a drahé ve srovnání s nanočásticemi z oxidů železa (Grancharov, a kol., 2005) (Gu, a kol., 

2006). 
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Biosenzory pro detekci specifické sekvence nukleových kyselin za využití za 

využití magnetické separace ve spojení s elektrochemickou detekcí   

Tato sekce je zaměřena na magnetickou separaci jako základ pro elektrochemický DNA 

biosenzor. Magnetická separace umožňuje vytvořit jednoduchý DNA bisenzor založený na 

elegantním způsobu zachycení cílené nukleové kyseliny (tj. DNA a RNA) z krve, kosti, kostní 

dřeně, buněčných kultur, rostlinných pletiv a jiných surových vzorků před tím než se podniknou 

kroky jako je cílená amplifikace nebo detekce. To významně redukuje celkové nakládání s časem 

pro zpracování vzorku (Deggerdal a Larsen, 1997) (Smit, a kol., 2000). Povrch MPs má na rozdíl 

od jednoduchého povrchu pevné elektrody velký povrch což MPs propůjčuje vysokou separační 

schopnost. MPs navíc nabízí další povrch pro imobilizaci DNA a elektrochemickou detekci 

(Fojta, a kol., 2002). Tato dvou povrchová strategie zlepšuje výkon senzoru v několika rovinách. 

V tradičním elektrochemickém DNA biosenzoru je povrch pevných elektrod (kovové, uhlíkové 

nebo chemicky modifikováné elektrody) nejdříve namodifikován jednořetězcovou DNA 

(ssDNA) sondou pomocí různých imobilizačních metod jako je adsorpce, kovalentní vazba, 

sestavením – interakcí avidin – biotin nebo zachycení polymerem) (Cai, a kol., 2004) 

Hybridizace a následující elektrochemická detekce jsou provedeny na stejné elektrodě. Nicméně 

DNA film na povrchu elektrody může interferovat s transdukčním elektrochemickým signálem 

z elektrody. Ve dvoupovrchovém přístupu jsou ssDNA sondy imobilizovány na povrch MPs. 

Hybridizace mezi volnou cílovou molekulou a na MPs navázanou DNA sondou, která se nachází 

v kapalné fázi má vyšší schopnost hybridizace než na pevné elektrody. Po té co je DNA navázána 

na povrch částic a nedetekována povrchem elektrody, nemůže hybridizovaná DNA působit na 

transdukci signálu. Elektrochemické přístupy pro detekci specifických sekvencích jsou dobře 

popsány (Drummond, a kol., 2003).  

Hlavní metody detekce zahrnují: i) přímá detekce oxidačních signálů z purinových bází 

(A, G) cílové DNA. ii) měření elektrochemických signálů elektroaktivních značek (sond) – nebo 

enzymů a iii) detekci elektrochemických změn (impedance, proudu, kapacitance) na elektrodu.  
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Erdem et al., ukazuje magnetickou separaci, která je založena na elektrochemickém DNA 

bisenzoru za účelem detekce specifické DNA sekvence související se Salmonelózou pomocí 

měření oxidačního signálu guaninu na malém magnetu obsahující skleněnou uhlíkovou elektrodu 

(mGCE) (Erdem, a kol., 2006) (Huska, 2009.)  
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