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Uvod

Paramagnetické mikro- a nanocastice jsou — vzhle-
dem k jejich Siroké ptisobnosti od separace a izolace ce-
lych bun¢k (bakterii), proteinl, virovych ¢astic, nukleo-
vych kyselin aZ po magnetickou zobrazovaci rezonanci a
magnetickou hypertermii — stale castéji vyuzivany
v pokro€ilych technologiich. Mezi né bezesporu patii
i technologie senzori, nebot’ jednoduché, selektivni a citli-
vé senzory a biosenzory pfedstavuji unikatni nastroje pro
rychlou detekci vybraného analytu i v pomérné slozité
matrici' . Unikatnost nabyva na vyznamu, pokud existuje
moznost napojeni vhodného a spolehlivého senzoru do
automatizovaného rezimu, ktery umoziuje sniZeni konta-
minace vzorku a experimentalnich chyb zpusobenych lid-
skym faktorem, coz je dulezité i v analyze nukleovych
kyselin (DNA, RNA) jak pro tcely diagnostické, tak kri-
minalistické’. Proto odbér vzorku a nasledna izolace ana-
Iytu piedstavuje jeden zkliCovych momentl analyzy.
Vzhledem ke stdle zvétSujicimu se tlaku na sniZeni mnoz-
stvi materialu dostupného k analyze (vlas, kapka krevniho
séra ¢i krve, n€kolik malo bun¢k tkdn€) vyraznym zplso-
bem nartistd moznost kontaminace vzorku personalem.

Cena Merck

Ziskany falesné pozitivni vysledek pak muze ovlivnit za-
véry vySetfovani nebo navrh 1é¢ebného postupu. MoZnou
zménu do procesu izolace nukleovych kyselin mohou pfi-
nést paramagnetické &astice®. Ukazuje se, Ze propojeni
paramagnetickych c¢astic s elektrochemickou detekei
umoziiuje izolaci sledovanych molekul’'*. Celou izolaci
je mozné rozdélit do tii samostatnych krok vazanych na
tfi rizné povrchy. Prvni krok je podminén povrchem, kdy
dochézi k interakci mezi vzorkem (nukleovou kyselinou)
a paramagnetickou castici, druhy krok povrchem, kdy
k separaci dochazi diky interakci magnetu a paramagnetic-
kych castic, zatimco nevazané molekuly jsou ze systému
vymyty. Posledni krok — detekce — je reprezentovany po-
vrchem vysoce ucinného elektrochemického detektoru
(obr. 1).

Kromé DNA je nejcastéji studovanou nukleovou ky-
selinou RNA, konkrétnéji pak RNA vyznamna pro sledo-
vani exprese geni (mMRNA — messenger RNA). Magnetic-
ka separace nabizi velmi elegantni cestu jak zachycovat
cilenou nukleovou kyselinu zkrve, kosti, kostni dfené,
bunéénych kultur, rostlinnych pletiv a dalSich biologic-
kych materialt pred dal$im zpracovanim, jako je napf. jeji
amplifikace nebo detekce. Molekula mRNA je na 3’-konci
ukoncena fetézcem z 50-250 adenin-nukleotidd (poly-
adenyla¢ni sekvence). Pomoci této sekvence miizeme vel-
mi snadno mRNA zachytit na paramagnetické mikrocasti-
ce nesouci fetézec thymint (obr. 1). Naslednou tepelnou
denaturaci 1ze zachycenou mRNA z paramagnetickych
¢astic uvolnit a nasledné s ni déle pracovat za vyuziti ana-
lytickych nebo molekularné-biologickych technik'>'®.

Cilem této prace je ukdzat aplikaci paramagnetickych
Castic jako zaklad jednoduchého elektrochemického senzo-
ru pro analyzu mRNA.

Experimentalni ¢ast

Chemikalie: Roztoky polyadenylové kyseliny (poly
(A)) byly pfipravovany ze zasobniho roztoku o koncentra-
ci 100 uM z lyofilizované poly(A) (0,5 mgml™) M, =
400 000  (Sigma-Aldrich, = USA).  Oligonukleotidy
s fetézcem 25, 30, 35, 40 adenind byly syntetizovany spo-
leCnosti  Sigma-Aldrich (USA) a preciStény metodou
HPLC. Koncentrace zasobnich roztokd byla stanovena
spektrofotometricky pii vlnové délce 260 nm na pristroji
Specord 210 (Analytic Jena, Némecko).

Pufiry pouzité pro experimenty: a) fosfatovy pufr:
0,1 M-NaCl + 50 mM-Na,HPO, + NaH,PO, a 0,2 M-NacCl
+ 100 mM Na,HPO, + NaH,PO,; b) acetatovy pufi:
0,2 M-CH3COOH + 0,2 M-CH;COONa. Ostatni pouzité
chemikalie byly ziskany v Cistoté ACS od spolecnosti Sig-
ma-Aldrich.

* Dalibor Huiska ziskal 3. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2009 za nejlepsi studentskou praci v oboru analyticka chemie.
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Cena Merck
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Obr. 1. Elektrochemicky senzor pro detekci mRNA vyuZivajici paramagnetické ¢astice. Jednotlivé kroky ukazujici zachyt, oddéleni
a stanoveni mRNA pomoci paramagnetickych ¢astic: interakce (probiha interakce mezi paramagnetickou ¢astici a nukleovou kyselinou),
separace (dochazi k oddéleni specificky zachycenych molekul od ostatnich), detekce (stanoveni zachycené molekuly nukleové kyseliny)

Paramagnetické mikrocdstice byly zakoupeny od
spolec¢nosti Dynal Biotech ASA (Norsko). Povrch téchto
mikrocastic je modifikovan navazanim oligonukleotidové
sekvence (dT)25. Velikost ¢astic je 2,80 + 0,20 pm.

Elektrochemickad detekce na rtutové elektrode: Elek-
trochemické stanoveni s visici rtutovou kapkovou elektro-
dou (HMDE; plocha kapky 0,40 mm?) jako pracovni elek-
trodou bylo provedeno pomoci pfistroje AUTOLAB ana-
lyzator (EcoChemie, Holandsko), ve spojeni s VA-
Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byla pouZivana pracov-
ni cela s tfielektrodovym zapojenim. Referencni elektroda
byla Ag/AgCl/3 M-KCI a pomocna elektroda byla uhliko-
va tyCinka. Zakladni elektrolyt acetatovy pufr (pH 5,0).
LSV parametry: pocatek a konec potencidlového okna:
0V a-1,65V, potencidlovy krok: 5 mV, rychlost polari-
zace: 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 a 600 mV s~

Eliminacni voltametrie: metoda EVLS (eliminacni
voltametrie s linearnim skenem) byla uskute¢néna progra-
mem evls.exe (vytvofen na Ustavu chemie Ptirodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity), z LSV (voltametrie
s linearnim skenem) kiivek registrovanych pii raznych
rychlostech polarizace. Ziskané EVLS zaznamy byly hod-
noceny dle dfive publikovanych praci'’ .

Postup izolace: 1zolace poly(A) byla provadéna po-
moci paramagnetickych ¢astic Dynabeads Oligo (dT)25 od
firmy Dynal Biotech ASA (Norsko). Zachyceni nukleo-
vych kyselin polyA, ODN (oligonukleotidil) a mRNA na
paramagnetické Castice spociva v hybridizaci mezi fetéz-
cem adeninu, kterym je tvofena polyA a fetézcem thymind
ukotvenym na povrchu paramagnetickych ¢astic. Paramag-
netické castice byly pfitahovany magnetickym stojanem
MPC-S (Magnetic Particle Concentrator) firmy Dynal
Biotech ASA  (Norsko).  VSechny  experimenty
s paramagnetickymi Casticemi byly provadény za steril-
nich podminek, které zajistoval RNA/DNA UV cleaner
box UVT-S-AR (Biosan, Litva). Pro centrifugaci a tfepani

vzorkl byla vyuZita centrifuga multi-spin MSC-3000 fir-
my Biosan, Riga, LotySsko, kterd byla umisténa v RNA/
DNA UV boxu UVT-S-AR. Proces denaturace probihal
za konstantni teploty 85 °C za vyuziti piistroje Thermomi-
xer 5355 Comfort/ Compact (Eppendorf , Hamburg, N¢-
mecko).

In vitro kultivace rostlin: Obilky kukufice odridy
Gila (hybrid F1) byly sterilizovany v roztoku 5% chlorna-
nu sodného v biohazard boxu od firmy Schoeller Instru-
ments, Praha. Poté byly omyty v destilované vodé. Takto
pfipravené obilky byly kli¢eny na vlhkém filtra¢nim papi-
ru po dobu sedmi dnl ve tmé pii 23 + 2 °C. Nasledn¢ byla
kazda vykli¢end obilka umisténa do sklenéné zkumavky
s kultiva¢nim médiem obsahujicim CdCl, (0, 5, 10, 25, 50
a 100 pM). Kultivaéni médium, pfipravené podle Murashi-
ge-Skooga®®, obsahovalo pevnou slozku, kterou tvoril ger-
lit. Takto pfipravené experimentdlni rostliny byly umistény
do kultivaéniho boxu (Sanyo, Tokyo, Japonsko) s 14h
osvétlenim 8000 luxt, teplotou vzduchu 22 °C a 60% vlh-
kosti vzduchu a 10h ve tmé s teplotou vzduchu 18 °C
a 60% vlhkosti. VSechny experimenty byly uskutenény
ve tfech nezavislych opakovanich. VSechny chemikalie
pouzité pro kultivaci byly zakoupeny od spolecnosti Du-
chefa (Nizozemi). Suspenzni kultura tabaku linie BY-2
byla udrzovana v tekutém MS médiu. Suspenze (20 ml)
v 50ml Erlenmeyerovych batikach byla umisténa na tie-
pacce Enviromental Shaker — Incubator ES-20 od firmy
Biosan Riga, LotySsko, za téchto kultivaénich podminek:
tma, teplota 27+ 1°C, 1350t min~'. Subkultivace byla
provadéna po 3 nebo 4 dnech pienesenim 2 resp. 1 ml
suspenze do Cerstvého média.

Statistickd analyza dat. Useky a smérnice kalibrag-
nich kfivek studovanych nukleovych kyselin byly testova-
ny t-testem (P < 0,05) programem STATISTICA.CZ 8.0
(StatSoft CR, Praha, Ceské republika).
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Vysledky a diskuse

Izolace mRNA za vyuziti paramagnetickych
mikrocastic

Pro izolaci nukleovych kyselin byly vypracovany
rizné postupy vychazejici z odstranéni interferujicich pro-
teinll a ndsledného vysradzeni alkoholem nebo ionty téz-
kych kovi. Klasicka izolace vykazuje stale nejvyssi vytéz-
ky nukleové kyseliny, ale je ¢asové ndrocnd a vnasi do
postupu fadu systematickych chyb zpisobenych lidskym
faktorem. Tento zavazny problém je fesen nékolika rizny-
mi zpUsoby, pfedevs§im za vyuziti pevnych sorbentl a nej-
noveji pomoci paramagnetickych minicastic, resp. mikro-
¢astic. VyuZiti paramagnetickych mikro€astic pro polo-
automatizovanou izolaci nukleovych kyselin bylo nedavno
popsano v praci Huska a spol.?”. Zkracené je mozné postup
shrnout do nasledujicich krokd: ze zasobniho roztoku se
odebere 10 pl mikroc¢astic do mikrozkumavky, kterd se
prenese do magnetického stojanu, ptida se 20 pl promyva-
ciho roztoku (0,1 M-NaCl + 50 mM-Na,HPO, + 50 mM-
NaH,PO,). Nasledn¢ se mikrozkumavka piesune ze stoja-
nu a kratce protiepe tak, aby se paramagnetické Castice

Cena Merck

v promyvacim roztoku dostatecné rozptylily. Nasleduje
sériec krokti za pouziti pfistroje multispin MSC-3000,
u kterého se stfida centrifugace s tfepanim. Oba procesy se
6x opakuji. Po odstranéni zbylého promyvaciho roztoku se
k paramagnetickym ¢asticim pfida hybridizacni roztok,
ktery je slozen z 0,5 M-NaCl, 0,1 M fosfatového pufru
20,6 M guanidium thiokyanatu. Celkovy objem hybridi-
zacniho roztoku i se vzorkem je 30 ul. Hybridizace probi-
ha opét na pristroji multi-spin MSC-3000 po dobu 40 min.
Po hybridizaci nésleduje stejné promyti paramagnetickych
Castic, které se opét 3x opakuje. Promyté paramagnetické
Castice s navazanou nukleovou kyselinou se umisti na
Thermomixer 5355 a pfi teploté 85 °C po dobu 5 min pro-
biha denaturace. Poté se paramagnetické Castice pritdhnou
magnetickym stojanem a roztok obsahujici pouze mRNA
se odsaje a prenese do nové sterilni mikrozkumavky.

Elektrochemicka detekce mRNA

V nasi praci jsme vyuzili dostupné paramagnetické
¢astice Dynabeads Oligo (dT),s, které maji na svém po-
vrchu ukotven oligonukleotidovy fetézec slozeny
z thyminti. Principem izolace je pak komplementarita mezi
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Obr. 2. (A) LSV zaznamy ODN A25, A30, A35, A40 a poly(A) na HMDE. Jednotlivé ptimky ukazuji zavislost vysky signalu na rych-
losti polarizace mV s pii koncentracich 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625; 0,078125; 0,039063 pg ml™. Vsechny voltamogramy ve
vyseku byly ziskany pii koncentraci 5 pg ml™'. (B) Eliminaéni voltamogramy &tvrté eliminaéni funkce pro studované oligonukleoti-
dy o koncentraci 5 pg mlI™ (rychlosti polarizace 100, 200 a 400 mV s™")
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Tabulka I

Zavislost vysky signalu studovanych oligonukleotidii na jejich koncentraci

Cena Merck

Data Potencial piku ~ Rovnice kalibra¢ni R’ Rozsah LOD® LOQ" Relativni smérodatna
[V] primky linearity [nM] [nM]  odchylka [%; n = 3]
[uM]
polyA »mV5s ~1,32+0,01 I=4898c—4,992" 0,975  0,15-1,25 0,40 1,3 42
polyA 0™V’ ~134+0,01 1=109,0c+1,6637 0,981  0,15-1,25 0,03 0,1 4,5
polyA '00mV5 ~1,38+0,01 1=1795¢c+1,768 0,993  0,15-1,25 0,02 0,07 4.0
polyA 200 ™V ~137+0,02 1=2392c+31,56 0,997  0,15-1,25 025 085 5.1
polyA %0 mVs ~137+0,01  1=320,6c+51,60 0,998  0,15-1,25 0,30 1,0 53
polyA 400 mV5 -1,38+£0,02 1=336,1c+80,85 0,999  0,15-1,25 0,50 1,7 5,1
polyA 300 mVs ~1,39+0,01 1=343,7c+118,0 0,994  0,15-1,25 0,69 2,3 53
polyA 600 mV5 -1,39+0,01  1=380,7c+1323 0,993  0,15-1,25 0,70 2,3 52
PRUMER 0,991 0,36 1,2 4,8
A4( P mVrs -1,38+0,03 I=421,8c—12,48" 0,996  0,03-0,30 0,12 040 4,6
A40 0mVE -1,40+£0,03 I1=811,6c-27,39" 0,982  0,03-0,30 0,14 0,50 54
A40 100mVSs -1,41£0,03 1=1363c-4226" 0,971  0,03-0,30 0,12 040 52
A4( 200mVis —-1,42+0,04 I=2345¢-70,56" 0,953  0,03-0,30 0,12 040 43
A40 300V -1,43+0,04  1=279%c-57,65" 0,967  0,03-030 0,10 035 5.0
A4Q 400V -1,44+0,04 1=3402c-61,17" 0,967  0,03-0,30 0,07 025 4,9
A4( 00 mVis ~1,45+0,04 I1=3478c-3047" 0,973  0,03-0,30 0,04 0,15 4,7
A40 800 mVis 1,46 +0,05 I1=4020c-37,69" 0,985  0,03-0,30 0,04 0,15 4.6
PRUMER 0,974 0,09 030 4.8
A35BmVs ~1,39+0,02 1=226,1c+2,8697 0,953  0,03-0,30 0,03 0,10 53
A3550mVs ~1,40+0,03 1=4973c—-4347" 0971  0,03-030 0,04 0,15 5.4
A35 100mVis -1,42+0,03 1=792,0c+ 14,477 0911  0,03-0,30 0,04 0,15 43
A35200mVis ~1,50+0,18 I1=1425¢+5239" 0,970  0,03-0,30 0,07 025 4,9
A35300mVis ~1,44+0,04 1=1855¢+78,39" 0,965  0,03-0,30 0,09 0,30 5,6
A35400mVis -1,45+0,04 1=2269¢+102,5" 0,967  0,03-0,30 0,09 030 5,1
A35300mVss ~1,46+0,04 1=2507c+132,47 0,968  0,03-0,30 0,11 0,40 53
A35 600mVss ~1,45+0,03 1=2680c+159,3" 0,974  0,03-0,30 0,12 0,40 5,8
PRUMER 0,960 0,07 025 52
A30 2™V -134+0,01 1=63,88c+03917 0,990  0,03-0,30 0,01 0,04 53
A30 0™V ~136+0,02 1=1272c+1,224" 0,984  0,03-0,30 0,02 0,07 5.0
A30 10V -138+0,03 [=266,9c+2,652" 0974  003-030 0,02 0,07 48
A30 200V 1,40 0,03 1=5193c+13,177 0,974  0,03-0,30 0,05 0,17 4,6
A30 300V ~1,41+0,03 1=802,0c+5260 0,992  0,03-0,30 0,01 0,04 53
A30 400V -1,42+0,04 1=1015¢+6,956" 0,990  0,03-0,30 0,01 0,04 54
A30 00V -1,42+0,04 I=1126c+16,43" 0,972  0,03-0,30 0,03 0,10 5,1
A30 600mV5s ~1,41+0,01  I1=1236¢c+19,39" 0,975  0,03-0,30 0,03 0,10 4,9
PRUMER 0,981 0,02 0,07 5,1

*Mez detekce (Limit of Detection — LOD) uréeny jako 3 signal/sum (S/N), kde N vyjadiuje smérodatnou odchylku $umu, ® mez stanovi-
telnosti (Limit of Quantification — LOQ) urceny jako 10 S/N, / — proudova vyska piku (nA), ¢ — koncentrace studované nukleové kyseliny
(ug ml™), @ — asek rovnice kalibraéni kfivky studovanych nukleovych kyselin je statisticky nevyznamny (P < 0,05)
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Tabulka I

Pokracovani

Data Potencial piku  Rovnice kalibra¢ni R’ Rozsah LOD® LOQ" Relativni smérodatna
[V] primky linearity [nM] [nM]  odchylka [%; n = 3]

[uM]

A25 BV -1,38+0,01 1=3083c+6,087" 0,942  0,03-0,30 0,04 0,14 54

A2530mV5s ~1,41+0,03 1=570,1c+6,739" 0,995  0,03-0,30 0,02 0,07 5,6

A25 100mVis ~1,43+0,04 1= 1105¢+20,13" 0,986  0,03-0,30 0,04 0,114 5.0

A25200mVis 1,44 +0,04 1= 2108c+52,697 0,965  0,03-0,30 0,05 0,17 52

A25300mVis -1,45+0,04 1= 2672c+72,78" 0,995  0,03-0,30 0,05 0,17 4,7

A25 400mVis ~1,46+0,04 1= 3010c+120,57 0,987  0,03-0,30 0,08 027 43

A25300mVis ~147+0,05 1= 3746c+12827 0,977  0,03-030 0,07 024 4,1

A25 600mVis -1,47+0,05 1= 388lc+162,67 0,992  0,03-0,30 0,08 027 4,6

PRUMER 0,980 0,05 0,17 4,9

*Mez detekce (Limit of Detection — LOD) uréeny jako 3 signal/sum (S/N), kde N vyjadiuje smérodatnou odchylku $umu, > mez stanovi-
telnosti (Limit of Quantification — LOQ) uréeny jako 10 S/N, I — proudova vyska piku (nA), ¢ — koncentrace studované nukleové kyseliny
(ug mI™), @ — usek rovnice kalibragni kfivky studovanych nukleovych kyselin je statisticky nevyznamny (P < 0,05)

oligoT fetézcem a poly(A) fetézcem obsaZenym na polya-
denylacni sekvenci, jenZ je soucasti kazdé molekuly mR-
NA (obr. 1). Lze tak ziskat 100% cistou molekulu mRNA.
V naSem experimentu jsme nejdiive sledovali interakci
paramagnetickych Castic se syntetickymi oligonukleotidy
(ODN) o ruzné délce tetézce (25, 30, 35, 40 a poly(A)).
Izolované molekuly jednotlivych ODN (podrobny postup
je uveden v ¢asti materialy a metody) byly nasledné elek-
trochemicky analyzovany voltametrii s linedrnim skenem
pfi rdznych rychlostech polarizace (25, 50, 100, 200, 300,
400, 500 a 600 mV s™') a dob& akumulace ODN na HMDE
240 s (obr. 2A). Potencial piku se pohyboval kolem —1,3
az —1,4 'V (vs. Ag/AgCl/3 M-KCIl). Podrobné elektroanaly-
tické hodnoceni studovanych ODN je uvedeno v tab. I
atab. II.

Kalibracni kfivky (/, v zavislosti na koncentraci
ODN) byly linearni (R* = od 0,960 do 0,991, detaily
v tab. I). Useky ziskanych kalibra¢nich kiivek byly statis-
ticky testovany. Statisticky vyznamné useky kalibracnich
kiivek byly naméteny pouze v pripadé poly(A) za vysSich
rychlosti polarizace. Primérné limity detekce se pohybo-
valy od 0,020 do 0,360 nM (3 S/N) a limity kvantifikace
od 0,080 do 1,200 nM (10 S/N). Relativni smerodatna
odchylka stanoveni jednotlivych ODN kolisala od 4,8 do
5,2 %.

Na zaklad¢ zhodnoceni ziskanych voltametrickych
dat (ze zavislosti log I, na log v) bylo mozné potvrdit, Ze
se jednéd o adsorpci kontrolovany elektrodovy proces. Na
zakladé smérnic piimek potencidlu piku vs. logaritmu
rychlosti polarizace jsme vypocetli hodnoty soucinu koefi-
cientu prenosu naboje a poctu elektronii vstupujicich do
nejpomalej$iho kroku (on) pro ireverzibilni elektrodovy
proces redukce (tab. II). Celkovy pocet vyménénych elek-
tront pfi elektroredukci bazi nukleovych kyselin byl 2.
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Pomoci navrzené¢ho elektrochemického senzoru jsme sle-
dovali hladinu mRNA izolované z rostlin tabaku a kukuii-
ce kultivovanych v podminkéch explantitové kultury. Pro
experiment bylo pouzito velmi malé mnozstvi vzorku
(okolo 100 mg) ve tfech nezéavislych opakovéanich. Na
paramagnetickych casticich izolovand mRNA poskytla
redukéni piky (cytosinu a adeninu) linedrné zavislé na
vysce piku a rychlosti polarizace (R? = 0,999) a an bylo
podobné jako u syntetickych ODN (1,73 a 1,74). Pro pies-
n¢j§i charakterizaci elektrodového procesu s prenosem
naboje v adsorbovaném stavu byla voltametricka data
podrobena eliminaéni procedute. Ziskané eliminacni volta-
mogramy pomoci funkce E4 (eliminace kinetického a ka-
pacitniho proudu a zachovani proudu difuzniho) jsou uka-
zany na obr. 2B. Podle tvaru signalu (pik-protipik) je patr-
né, ze se nukleové kyseliny na povrchu elektrody chovaji
jako adsorbované castice.

In vitro kultivované rostliny kukufice v pfitomnosti
kademnatych ionti

NavrZzenym postupem byla izolovina mRNA ze sus-
penzni kultury BY?2 tabdku a z rostlin kukufice bez ovliv-
néni Cd(IT). Na ziskanych voltametrickych zaznamech
byly pozorovany dobie rozliSené piky pfi potencidlu kolem
—1,5 V (vs. Ag/AgCl/3 M-KCl) jak je ukazano na obr. 3A.
Izolované molekuly mRNA tabaku a kukufice byly nasled-
n¢ elektrochemicky analyzovany voltametrii s linearnim
skenem pfi riznych rychlostech polarizace (25, 50, 100,
200, 300, 400, 500 a 600 mV s’l) a dobé akumulace ODN
na HMDE 240 s (obr. 3A). Elektrochemické chovani
mRNA izolované z rostlin tabaku a kukufice je podrobné
popsano v tab. IIl. Pozorované zmény pravdépodobné
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Tabulka IT
Elektrochemické chovani oligonukleotidti na HMDE po jejich separaci za vyuziti paramagnetickych mikrocastic

Nukleova Rovnice A? Elektrodovy R? Rovnice B¢ ad on?
kyselina proces”

polyA’#em  1=0398 log v + 1,825 0,602 0,996 Ep=0,088log v + 1,172 0,39 1,73
polyA>*H&m 1= (.468log v + 1,594 0,283 0,995 Ep=0,061log v+ 1,229 0,56 1,72
polyA "2 reml 1= 0 717log v + 0,838 0,274 0,972 Ep=0,049log v + 1,257 0,69 1,74
polyA “reml 1= 0 726log v + 0,598 0,274 0,952 Ep =0,048log v + 1,262 0,69 1,77
polyA ®*#™ 1= 1 137log v — 0,687 -0,137 0,979 Ep = 0,048log v + 1,260 0,69 1,77
polyA*Sre™ 11 15210g v — 0,861 -0,152 0,978 Ep =0,046log v + 1,264 0,70 1,83
polyA %™ 1= 0 987log v — 0,585 0,013 0,983 Ep=0,046log v + 1,258 0,72 1,78
polyA *¥ ™ 1= 1 069log v — 0,861 —0,69 0,972 Ep = 0,045log v + 1,254 0,78 1,68
PRUMER 0,058 0,978 0,65 1,75
A40 > rem! I1=0,759 log v+ 1,173 0,241 0,995 Ep=0,061log v+ 1,342 0,57 1,71
A4( >3 pemt 1=0,817 log v+ 1,015 0,183 0,995 Ep = 0,060log v + 1,339 0,57 1,72
A4 15 el I1=0,803 log v+ 1,033 0,197 0,998 Ep=0,073log v + 1,273 0,48 1,68
A4( 06 neml I1=0,784 log v+ 1,032 0,216 0,997 Ep =0,055log v + 1,293 0,64 1,69
A40 O3 pe/mt 1=0,725log v + 1,121 0,275 0,989 Ep=0,057log v + 1,285 0,60 1,72
A4 13 ng/ml I1=0,717 log v+ 0,686 0,283 0,998 Ep =0,048log v + 1,287 0,70 1,76
A4Q 08 ne/ml I1=0,877 log v + 0,055 0,123 0,998 Ep =0,049log v + 1,265 0,71 1,70
A40 %M 120,967 log v — 0,452 0,033 0,996 Ep =0,048log v + 1,264 0,70 1,76
PRUMER 0,187 0,996 0,63 1,72
A35 Sreml I1=0,737log v + 1,191 0,263 0,994 Ep=0,065log v + 1,347 0,52 1,75
A35%3 pe/ml 1=10,780log v + 1,022 0,22 0,998 Ep=0,085log v + 1,274 0,39 1,79
A35Breml =0 739l0g v + 1,078 0,261 0,998 Ep =0,050log v + 1,319 0,70 1,69
A35 06neml I1=0,717log v + 1,080 0,283 0,996 Ep=0,050log v + 1,312 0,67 1,76
A35 03 neml I1=10,816log v + 0,791 0,184 0,993 Ep=0,051log v + 1,307 0,67 1,73
A35015 el 1=10,899log v + 0,233 0,101 0,993 Ep=0,052log v+ 1,268 0,64 1,76
A350%vem 1= 0.988log v — 0,090 0,012 0,994 Ep =0,042log v + 1,288 0,81 1,74
A35 00k 1= 0.94110g v — 0,128 0,059 0,971 Ep=0,042log v + 1,283 0,85 1,65
PRUMER 0,173 0,992 065 1,73
A3( > rem! 1=0,529log v + 1,774 0,471 0,983 Ep=0,061log v + 1,325 0,53 1,83
A3(> rem! 1=0,719log v + 1,245 0,281 0,984 Ep=0,065log v + 1,295 0,52 1,75
A3( 125 neml I1=0,762log v + 1,003 0,238 0,997 Ep =0,064log v + 1,257 0,51 1,80
A3( 6 neml 1=10,650log v + 1,045 0,35 0,996 Ep=0,076log v + 1,220 0,42 1,84
A30 O3 rem! 1=0,960log v — 0,018 0,04 0,995 Ep =0,050log v + 1,259 0,68 1,74
A30™#m 1=0,9811og v — 0,295 0,019 0,994 Ep=0,048log v + 1,262 0,70 1,76
A30 O kemt 1= 0,964l0g v - 0,537 0,036 0,992 Ep=0,050log v + 1,258 0,68 1,74
A30 0% 120998 log v — 1,074 0,002 0,987 Ep =0,050log v + 1,261 0,75 1,59
PRUMER 0,180 0,991 0,59 1,75

“Rovnice A — vliv rychlosti polarizace (v) na vysku piku (I), zavislost log I na log v, "elektrodovy proces uréeny jako rozdil mezi teore-
tickou hodnotou 1 — hodnota smérnice piimky, °rovnice B vliv rychlosti polarizace (v) na potencial piku (Ep), zavislost Ep na log v, ‘o =
47,7/Ep—Ep/2; o — koeficient pfenosu naboje
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Tabulka II

PokraCovani

Nukleova Rovnice A*? Elektrodovy R’ Rovnice B¢ a! an?
kyselina proces®

A25 vl 1=10,880log v + 0,807 0,12 0,992 Ep =0,058log v + 1,356 0,59 1,73
A25%3 re/ml I=0913log v+ 0,770 0,087 0,992 Ep =0,056log v+ 1,357 0,59 1,79
A25!2 ne/ml I=0,841log v + 0,946 0,159 0,998 Ep=0,061log v+ 1,347 0,54 1,81
A25 06 ng/ml 1=10,845log v + 0,918 0,155 0,999 Ep=0,063log v + 1,338 0,55 1,69
A25 03 g/l 1=0,840log v + 0,843 0,16 0,993 Ep = 0,050log v + 1,307 0,65 1,81
A25%13 pe/ml I=0,830log v + 0,661 0,17 0,989 Ep =0,050log v + 1,305 0,69 1,71
A25 *08eeml 1= 0 897log v + 0,190 0,103 0,997 Ep=0,041log v + 1,290 0,87 1,66
A25 %Ml 1= 0.98910g v — 0,253 0,011 0,995 Ep=0,043log v + 1,286 0,77 1,79
PRUMER 0,121 0,994 0,65 1,75

“Rovnice A — vliv rychlosti polarizace (v) na vysku piku (I), zavislost log I na log v, "elektrodovy proces uréeny jako rozdil mezi teore-
tickou hodnotou 1 — hodnota smérnice piimky, ®rovnice B vliv rychlosti polarizace (v) na potencial piku (Ep), zavislost Ep na log v, ‘o =

47,7/Ep—Ep/2; o — koeficient pfenosu naboje

Analyza mRNA izolované z rostlin
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Obr. 3. (A) Zavislost vySky signalu (nA) na rychlosti polarizace. Kiivky ve vyseku byly ziskany po izolaci mRNA z rostlin kukufice a
suspenzni kultury tabaku. Navazka vzorku byla 0,2 g. (B) Eliminac¢ni voltamogramy ¢tvrté eliminacni funkce pro realné vzorky pfi
rychlostech polarizace 100, 200 a 400 mV s™'. (C) Fotografie rostlin kuku¥ice vystavenych abiotickému stresu zpiisobeném kadem-
natymi ionty. V zavislosti na dob¢ kultivace a koncentraci Cd(II). (D) LSV z4dznamy realnych vzorkii mRNA z tabdku a kukufice na
HMDE. Zavislost na koncentraci kademnatych ionti (uM) a odezvy signalu (%)
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Tabulka III

Elektrochemické chovani mRNA izolované z rostlin tabaku a kukufice pomoci paramagnetickych mikro¢astic na HMDE

Nukleova kyselina Rovnice A* Elektrodovy R’ Rovnice B¢ ad an!
proces”

mRNA I=1,685¢c — 2,937 ~0,685 0,999 I=0,043c+ 1,264 0,80 1,73

mRNAKukufice I=1,274c — 1,700 -0,274 0,976 I1=0,047c+ 1,260 0,72 1,74

“Rovnice A — vliv rychlosti polarizace (v) na vysku piku (I), zavislost log I na log v, ° elektrodovy proces uréeny jako rozdil mezi teore-
tickou hodnotou 1 —hodnota smérnice ptimky, °rovnice B vliv rychlosti polarizace (v) na potenciél piku (Ep), zavislost Ep na log v, *a =

47,7/(Ep—Ep/2); o — koeficient pfenosu naboje

souvisi s vice slozitymi procesy na pracovnich elektrodach
a také se sekvenci izolovanych mRNA (cit.?®). Ctvrta funk-
ce EVLS u mRNA tabaku a kukufice opét ukazuje typicky
obrazek adsorbované castice — signal ve tvaru piku-
protipiku (obr. 3B).

V dalSim experimentu byly sledovany rostliny kukufi-
ce vystavené abiotickému stresu zptisobenému kademnaty-
mi ionty. Z rstové charakteristiky bylo zfejmé, ze se zvy-
Sujici se koncentraci kademnatych iontd a dobou kultivace
byl rtst rostlin inhibovan a rostliny vykazovaly morfolo-
gické rozdily (mensi pocet listt, degradované ¢asti listu,
celkova inhibice rustu) na rozdil od rostlin kontrolnich
(obr. 3C).

Histochemicky byly sledovdny zmény v pletivech
(thiolovych a flavonoidnich sloucenin). K;[Fe(CN)g] je
v pletivech redukovén latkami s volnymi —SH skupinami
na modie zbarvené redukéni produkty. U kontrolnich rost-
lin byla pfitomnost latek s volnymi —SH skupinami omeze-
na pouze na rhizodermis (pokozka kotene). Vyssi syntéza
latek s —SH skupinami byla pozorovéana v piipad¢ 10 uM
koncentrace Cd(II). Naopak téméf zadné latky s volnymi —
SH skupinami nebyly prokazany u dvou nejvyssich kon-
centraci kadmia. Zde bylo pozorovano, ze v bunkach
mezodermis dochédzelo k syntéze Cervené zbarvenych la-
tek, tj. latek ze skupiny polyfenolii s vyraznymi antioxi-
da¢nimi vlastnostmi (dal$i podrobnosti jsou uvefejnény
v praci Huska a spol.”’).

Vliv zvysujici se koncentrace Cd(II) na rostliny kuku-
fice v nadzemni i podzemni ¢asti ukazuje obr. 3D. V horni
Casti jsou zobrazeny voltamogramy izolované mRNA ze
stonkové a kotfenové Casti kukufice po ovlivnéni Cd(II)
v prvnim dni experimentu. Obsahy mRNA jsou piepocte-
ny na koncentraci poly(A) podle kalibra¢ni kiivky tab. I.
Mnozstvi izolované mRNA se pohybovalo od 10 do
30 ug ml™" po jejich piepodtu na polyA. Z vysledkd se da
pfedpokladat, Ze rostliny vystavené abiotickému stresu
jsou nuceny zvysit syntézu riznych biologicky aktivnich
molekul, jako jsou slouceniny obsahujici volné —SH skupi-
ny (glutathion, fytochelatiny, proteiny podobné metalothi-
oneinu). Rada takovych molekul je syntetizovédna chemic-
kou reakci, av§ak enzymy ucastnici se téchto reakci jsou
genove regulovany. Z téchto pfi¢in je mozné pozorovat
zvySenou expresi urité skupiny gent, které povedou
k naristu hladiny celkové mRNA (transkriptomu)
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v rostlinach. V takto velmi dobie charakterizované mRNA
je mozné hledat specifickou sekvenci konkrétniho genu.
V oblasti stresové reakce na kademnaté ionty u rostlin jsou
to geny spojené s aktivitou thiolovych sloucenin
(glutathionu a fytochelatinu).

Zavér

Izolace a detekce nukleovych kyselin bude hrat stile
vyznamngéjsi roli v oblasti trvale udrzitelnych primyslové
vyuzitelnych technologii. Navrhovany postup vyuzivajici
paramagnetické castice ve spojeni s elektrochemickou
detekci je pro takové ucely velmi vhodny. Pfi pasobeni
stresového faktoru v podobé kademnatych iontd dochazi
ke zvySovani mnozstvi mRNA ve vzorcich.

Prezentované vysledky bylo mozné ziskat za podpory
projektii.  GA CR  102/08/1546 a INCHEMBIOL
MSM0021622412. Za histochemické analyzy autori dekuji
Doc. Petrovi Babulovi z FF VFU v Brné.
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of Agronomy, Mendel University, Brno, “ Department of
Chemistry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno):
Electrochemical Detection of mRNA Isolated from
Plant Tissues Using Paramagnetic Microparticles

The aim of this study was to utilize paramagnetic
microparticles in isolation of mRNA using electrochemical
detection. In this way mRNA from maize seedlings treated
with a Cd(II) salt was isolated. The interaction of para-
magnetic particles with synthetic oligo- and polynucleo-
tides of various chain lengths was investigated. The aver-
age detection limits were 0.020-0.360 nM and the quanti-
fication limits 0.080—1.200 nM.



