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Izolace chripkového proteinu pomoci paramagnetickych ¢astic

Modifikované paramagnetické ¢astice
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Modifikované paramagnetické Castice - detail

Paramagnetické ¢astice (MPS)

nejcastéji vyrobené z magnetitu nebo maghemitu

jsou vyuzivany pro izolaci, separaci a transport molekul
(nukleovych kyselin, proteinti) nebo i celych bunck

MPs jsou schopny reagovat na vnéjsi magnetické pole, cehoz se
vyuziva pro efektivni separaci molekul ze vzorku

velikost ¢astic se pohybuje v rozsahu 1-100nm (nanocastice) nebo
1-100 um (mikrocastice)

Castice a na n¢ navazané molekuly se mohou rychle aglomerovat
nebo resuspendovat v médiu v zavislosti na zménu vnéjsiho
magnetického pole

tyto magnetické vlastnosti MPS se Siroce pouZzivaji pti izolaci
nukleovych kyselin, proteinti a dalSich molekul. Vyhodou
magnetické separace je moznost modifikace povrchu MPs (tedy
obaleni povrchu latkou biologického plivodu, kterd ma afinitu k
latce, kterou pottebujeme izolovat



Principy izolace pomoci MPs
- vyuziva se afinity dvou latek (streptavidin-biotin, antigen-protilatka, enzym-substrat)
- jestlize potfebujeme izolovat antigen — mtizeme MPs modifikovat protilatkou

- jestlize potiebujeme izolovat DNA — modifikujeme jeden konec DNA biotinem a povrch
MPs modifikujeme streptavidinem

Tento zplisob izolace biomolekul je ve spojeni s detekci (napf.: elektrochemickou) méné
narocny na cas a vybaveni laboratote a je vysoce senzitivni. Dalsi velka vyhoda je to, Ze pti
1zolaci ze vzorku nezéleZi na typu matrice ( to co je ve vzorku mimo cilovou molekulu —
proteiny, sacharidy...)

Vyuziti MPs: cileny transport 1é¢iv, genova terapie, diagnostika onemocnéni

Paramagnetické Castice



Chripka
je akutni infekéni onemocnéni zptisobené viry z ¢eledi Orthomyxoviridae
chiipkové viry jsou povazovany za potencionalni piivodce pandemie
nejvetsi pandemii byla Spanélska chiipka (1918)

nebezpeci spoc¢iva v rychlosti mutace chiipkovych virt — az 100x vEét$i v porovnani s ostatnimi (Ebola)
Antivirotika dostupna jsou, ale nékteré subtypy chiipky vykazuji rezistenci az v 70%
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model chfipkového virionu

Schéma chiipkového virionu



Izolace pomoci paramagnetickych ¢astic — vazba chripkového proteinu

Principy izolace pomoci MPs znaceného glykanu

vyuziva se afinity dvou latek (glykan a hemaglutinin)

glykanem je v tomto ptipad¢ zbytek sialove kyseliny,
ktera se vyskytuje na povrchu bun€k plicnich sklipkl

- Hemaglutinin (povrchovy antigen chiipky) vykazuje
vysokou afinitu k sialové kyseling)

- Hemaglutininy i sialova kyseliny jsou druhové
specifické




Izolace od chiipky odvozeného oligonukleotidu pomoci
paramagnetickych Castic

l 3x promyti

vazba glycanu

3x promyti

vazba H5N1
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Electrochemicka detekce proteinu a Cd:

3x promyti

Schéma H5N1-CdS electrochemické izolace a detekce. A streptavidinem znacena magneticka
castice (MPs), B — biotinylovany glycan ktery se navaze ke streptavidinem zna¢ené MPs
(afinita biotin-streptavidin), C — vazba hemaglutininu, ktery byl pfedem znac¢en kvanotvou
teckou (CdS), D —Electrochemicka detekce proteinu (hemaglutinin) a Cd ( z kvantové tecky).



Izolace chripkového proteinu pomoci paramagnetickych ¢astic

Tento zpuisob 1zolace je ve spojeni s detekci (napf-.:
elektrochemickou) méné naro¢ny na ¢as a vybaveni
laboratofe a je vysoce senzitivni. Dalsi velka vyhoda je
to, Ze prfi izolaci ze vzorku nezalezi na typu matrice.

Vyuziti této metody: diagnostika chiipkovych viri
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