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Pokrocilé materialy v izolaci nukleovych kyselin
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Izolace nukleovych kyselin

Poloautomaticka Automaticka

Promyvani
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Optimalizace elektrochemické detekce nukleovych Kyselin

A B C
Square wave voltametrie o5 100 - { { {
S~ ~ 90 7 ,'{
= = ,
= 75 = ;
< < 80 - {
< [ ’
- S S
= Z 70 - '
1000 (nA) 55 - {
60 - {
I I I I I I I I 1 35 '/ T T 50 ‘ ‘
Potencial (V) Frekvence (Hz) Doba akumulace (s)
D E F
110 110 8
_ y = 0.5302x + 0.1444
) 100 - R2=10.9901
100 - 4 T g
J
L i 4 g %0 ;
Z S § 2 &
= « =7
290 1 o S 2 80 -
2 R
i e > >
) >~ S
> bt 70
80 -
60 -
70 7 T T T T T T 50 f 1 T T
4035 30025 201510 3.6 38 42 44 46 48 5 52 0 5 10 15
Teplota (°C) pH Koncentrace poly(A) (ng/ml)

D. Huska et al. (2009) Talanta, 79, 402-411. ESECLY



Je separace zaloZena na paramagnetickych
casticich v kombinaci s elektrochemickou
detekci vyuzitelna pro analyzu realnych
vzorku?
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Izolace mRNA z realného vzorku
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I1. Rostlinné obranné mechanismy
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Fytochelatiny

Sirany

¢ Vyznamny rostlinny peptid, ktery ma
I zakladni strukturu (y-Glu-Cys) -Gly. '
. Dipeptidicka  repetice  glutamové
Methionin kyseliny a cysteinu (y-Glu-Cys) se '
muiZe opakovat 2 az 11krat.
o Molekula glutathionu (y-Glu-Cys-Gly)

—
1

Protein | je substratem pro syntézu |
/ fytochelatinti.
Redukovany glutathion . Hlavni funkce této skupiny peptida je
: detoxikace tézkych kov, kterd probiha

vazbou na thiolové skupiny peptidui

schopnost interakce.

__________________________________________________________________

Fytochelatin2 geErmw



Fytochelatin syntaza
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Jak komplexné hodnotit reakci rostliny na
pritomnost tézkeho kovu?
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Tabakova BY-2 bunécna line

Kultivace BY-2 bunék s pfidavkem rtiznych koncentraci Cd(II) iontd béhem
tfidenni kultivace v tekutém médiu Murashige and Skoog.

5uM 10 uM 25uM 50 uM 100 uM

Zivotnost bunék — stanovena pomoci esterazové aktivity

Celkovy obsah Cd(II) v BY-2 bunkach — stanoven pomoci diferen¢ni
pulzni voltametrie

Obsah fytochelatinu2 jako produktu fytochelatin syntazy — stanoven
pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou
detekci

O. Zitka, et al. (2011) J. Hazard. Mat., 192, 794-800. ESEFY



Aktivace fytochelatin syntazy

Homogenizace

N, (D Fosfatovy pufr
% s trikarboxy(ethyl)
fosfinem Postup pripravy vzorku

Buriky BY-2

po kultivaci s Cd(IT)

ionty

Piidavek redukovaného glutathionu
k alikvotiim (mM)

Supernatant g \ . Pridavek Cd
Centrifugace \ \ > + inkubace
: 30 min.

35 C

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekei

O. Zitka, et al. (2011) J. Hazard. Mat., 192, 794-800. ESEFY




K, fytochelatin syntazy
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II1. Zivoc¢iSné obranné mechanismy
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Metalothionein — protein

. Intracelularni, nizkomolekularni, na cystein velmi bohatfi\protein (6 — 10 kDa).

. Metalothionein se sklada ze dvou vazebnych domén — a a B

. N-terminalni ¢ast peptidu — B-doména; tii vazebna mista pro }l\yojmocné ionty.

. C-terminalni ¢ast peptidu — a-doména; ¢tyfi vazebna mista pro\dvojmocné ionty kov.

. Nejcastejsi repetice: cystein(C)—serin(S)—cystein(C).

20 e / : e

B - doména /

Pocet aminokyselin

C §S K G AT N E M P D Q 1

Aminokyseliny

C — cystein, S — serin, K — lysin, G — glycin, A — alanin, T — threonin, N — asparagin, E — kyselina
] Y gly parag y
glutamova, M — methionin, P — prolin, D — kyselina asparagova, Q — glutamin, I — isoleucin)

J. Petrlova, et al. (2006) Electrochim. Acta, 51, 5112-5119. ESIERAY



Detoxikace tézkych kovu

ledvina

(f) T vylouceni
(e)

tézké kovy (Zn, Cd, Pb, Cu ?)

@ @

fosforylace? | 2 MT (a) Vstup iontl kovu do buiiky. !
(b) Ionty interaguji s inhibitorem
syntézy metalothioneinu (MTI).
(c) Spusténi transkripéniho faktoru
(MTEF-1) spojeného

! s metaloresponsivnim elementem !
. (MRE). i

(d) Syntéza mRNA pro translaci MT.

' () MT se vazi ion tézkych kovi, !
! komplex MT-iont t&zkého kovu je !
transportovan do ledviny nebo !
’ k regulaénim proteiniim zavislym |

jadro - ! N
- _J IR . na té¢zkém kovu (f).

cytoplasma

V. Adam, et al. (2010) TRAC-Trends Anal. Chem., 29, 409-418.
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Jak studovat ulohu tohoto proteinu v bunce?
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Tepelna denaturace a prenosova technika

N

visici rtut’ova
/\ 15 kapka vzorku po kapkova elektroda
t

epelné denaturaci

1 s

| =S
parafilm 20C Adsorpce p¥i 10 °C
mikroskopické sklo
Co(IN)
RS,Co Iihliltkova Ag/AgCl/
cektred L1/ smkai L]
Cat2 == D - ==
. omyvani
Brdic¢kova
reakce
-0.3 0.8 13 1.8
Potencial (V)

J. Petrlova, et al. (2006) Electrochim. Acta, 51, 5112-5119.
V. Adam, et al. (2008) Sensors, 8, 2293-2305. ESIERAY



Cisplatina a bunéc¢né lini
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A. Navazani B. Pridani C. Izolace cilové
protilatek vzorku molekuly
1(-‘: “;ig;{j @ 60 min
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M. Masarik et al. (2011) Electrophoresis, 32, 3576-3588.



Optimalizace postupu izolace
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Analyza prostatické buné n linle 22Rv1
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v’ Multi-instrumentalni pfistup

v Nové materidly zaloZené na nanotechnologiich

v’ In situ a on line detekce

v" Praktické aplikace
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Pedagogicky rozvoj oboru vyucovanych na

Agronomické fakulté

v Vyuziti moderni a robustni analytické, biochemické a biologické
instrumentace v zakladni vyuce Anorganické a Analytické

chemie a Biochemie.

v' Unikatni pfistroje ve specializovanych chemickych a
biochemickych predmétech (Bioanalyticka chemie,
Biotechnologie zivotniho prostifedi, Biosenzory, Biochemické

pokrocilé praktikum).

v’ Bakalaiské a diplomové prace.



Pedagogicky rozvoj oboru vyucovanych na

Agronomické fakulté

Moderni
instrumentace

Nadani
studenti
Biotechnologie rostlin Chemie a technologie potravin
Biotechnologie Zivocichl Jakost a zdravotni nezavadnost potravin
Zootechnika \J
Pedagogicky rozvoj
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Pedagogicky rozvoj oboru Zemédélska chemie na

Agronomické fakulté
Vychova mladych védeckych pracovniku

v' Rozvoj izola¢nich a separa¢nich postupi zaloZzenych na

pokrocilych materialech.

v Lab-on-chip technologie, aplikace in situ.

v Prakticka  aplikace, studium  biochemickych  procesu

v organismech vSech urovni.

EECIY



Védecky rozvoj oboru Zemédélska chemie na

Agronomické fakulté

Zakladni vyzkum (grantové projekty narodni i evropské)

GA CR 522/07/0692 ,.Studium tvorby thiolovych slou¢enin u rostlin —
uplatnéni pfi remediacnich technologiich*

EU 7H10021,,MAS, Nanoelectronics for mobile AAL-Systems*

Zemédélska chemie

Aplikovany vyzkum Zahranicni spoluprace
NAZV QI91A032 ,,Vybér John Innes Institute (Prof. Kopfiva)
rezistentnich genotypt merunék The estacion experimental del
k PPV s trzni kvalitou plodu Zaidin (Dr. Ferrol)
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Pedagogicky a védecky rozvoj oboru Zemédélska

chemie na Agronomické fakulté
In vivo zobrazovaci technologie

Kvantova tecka — quantum\dot, ohrani¢ena oblast polovodice
o priméru kolem 30 nm a vySce 8 nm, schopna v disledku
niz§i energie ve srovnani energii vodivostniho pasu
okolniho polovodice vazat elektrony. DiileZitou vlastnosti je
také opticka schopnost te¢ek se zabarvovat.

http://www.carestream.com

Intenzita signalu > 100 000
Excitace (440 nm), Emise (790 nm)

" kontrola § 10puM 100 pM
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Laborator metalomiky a nanotechnologzz
Prosinec 2005 Cerven 2007 Duben 2008

Z4ti 2010
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D¢kujt za pozornost'
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