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ABSTRACT

Recently, approaches utilizing paramagnetic beads have been suggested for detection of
nucleic acids. Paramagnetic beads are mono-dispersive, polymerous particles which have
stable and defined surface enabling adsorption and/or linking of different bio-reactive
molecules. The aim of this work was to suggest electrochemical sensor to analysis of total
content of mRNA. The suggested sensor utilized paramagnetic micro-beads coupled with
electrochemical detection of adenine to study of transcriptome (total mRNA). The optimal
time of hybridization of nucleic acid on the surface of beads has been investigated.
Effectiveness of the analysis was sufficient, whereas acetate buffer was the optimal
supporting electrolyte. The detection limit was about 1 ng per ml. The method has been
finally used for analysis of samples of plants treated by heavy metals.
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ABSTRAKT

Nedavno byly vyuzity paramagnetické kulicky pro detekci nukleovych kyselin. Tyto kulicky
jsou monodisperzni, polymerni c¢astice, které maji stabilni a definovany povrch, ktery
umoziiuje adsorpci nebo vazby rlznych bioreaktivnich molekul. Cilem této prace bylo
navrhnuti elektrochemického senzoru pro analyzu celkového obsahu mRNA. Navrzeny
senzor vyuzival paramagnetické mikrocastice ve spojeni s elektrochemickou detekci adeninu
kyselin na povrch kuli¢ek byl studovan. Efektivity analyzy provadéné v acetatovém pufru
byla dostatecnd. Detek¢éni limit nami navrzeného senzoru se pohyboval okolo 1 ng na ml.
Navrzeny senzor byl na zavér vyuzit pro analyzu redlnych vzorkl rostlin, které byly
vystaveny pusobeni stresu zpusobeného tézkymi kovy.

Klic¢ova slova: mRNA, hybridizace, elektrochemicka detekce, mikro-kulicky.



UvVOD

V roce 1869 byla izolovana molekula deoxyribonukleové kyseliny. Vyzkum v této
oblasti rychle pokraoval a vroce 1953 byla popsana struktura molekuly DNA. Soucasné
technologie umozinuji velmi rychlé rozpoznani sekvence bazi v fetézci DNA. V soucasné
dob¢ je znama uplnad struktura témér stovky genomti vcetné ¢loveéka. Kromé tradicnich
molekularné-biologickych pfistupti se uplatituje celd fada metod a postupil, mezi néz patii i
elektrochemickd analyza. Jako prvni publikoval elektrochemické chovani nukleovych kyselin
na rtutové pracovni elektrodé¢ v roce 1960 Palecek [1,2]. Od té doby je této problematice
vénovana znacna pozornost [3-5]. Nejvyznamnéjsi aplikaci je predevsim konstrukce levnych
a rychlych biosenzorti pro analyzu specifické¢ sekvence DNA. Pro tento ucel byly zcela
neddvno vyvinuty postupy, vyuzivajici povrchu paramagnetickych kuli¢ek [6-8].
Paramagnetické¢ kulicky jsou monodisperzni polymerni ¢éstice, zajiStujici staly a
definovatelny povrch pro adsorpci nebo spojovani riiznych bioreaktivnich molekul. Tim
zajiStuji maximalni stupenl G€innosti a reprodukovatelnosti v kvantitativnim rozboru. Spravna
selekce NK je dilezita pro dalsi studium NK jako je detekce, exprese gend, hledani urcité
sekvence. Pro vyrazné zvySeni senzitivity pozorovanych signali je vyuZzivano rozdilnych
zpisobli modifikace DNA redoxnimi znackami, jako jsou komplexy osmia, ruthenia [9-11].
Komplexy vétSinou vyvoldvaji katalytické reakce, které mnohondsobné zvysSuji senzitivitu
stanoveni modifikované nukleové kyseliny. Navic byla v n¢kolika minulych letech aplikovana
eliminacni voltametrie pro analyzu nukleovych kyselin, pfedev§im pro pochopeni zakladnich
procest, které probihaji na povrchu pracovni elektrody.

Cilem na$i prace bylo a) navrzeni postupu pro izolaci mRNA z biologického
materialu, b) stanoveni celkového mnozstvi mRNA ve vzorku smrkovych embryi.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

VSechny chemikalie pouzité v experimentu byly od firmy Sigma Aldrich Chemical
Corp. USA (Cistota ACS). Pufry: a) fosfatovy na Gpravu paramagnetickych — kulicek: 0,1 M
NaCl + 50 mM Na,HPO4 + NaH,PO4 a 0,2 M NaCl + 100 mM Na,HPO4 + NaH,POys; b)
acetatovy na méteni vzorkt: 0,2 M CH3;COOH + 0,2 M CH3COONa. Roztoky pro méfeni
byly pfipraveny rozpusténim chemikalii v ACS vodé. Daéle byly pouZity paramagnetické
mikrocastice Dynabeads Oligo (dT),s (DBT) a magneticky stojan Dynal MPC-S (Magnetic
Particle Concentrator) od firmy Dynal, Oslo, Norsko.

Elektrochemicka analyza

Elektrochemické méfeni bylo provadéno na AUTOLABu (EcoChemie, Holandsko) ve
spojeni s VA Stantand 663 (Metrohm, Svycarsko) v tiielektrodovém zapojeni. Jako pracovni
elektroda byla pouzita visici rtutova kapkova elektroda — HMDE (plocha Hg kapky = 0,4



mm?), referentni elektroda (Ag/AgCl, 3M KCl) a uhlikova ty&inka jako pomocna elektroda.
Vsechna elektrochemickd méfeni byla provedena v acetditovém pufru pH = 4 za vyuziti
techniky adsorptivniho pienosu. Analyzované vzorky byly deoxygenovany pro méfeni
pomoci probublavani argonem (99.999%) nasyceného vodou po dobu 120 s. VSechny
experimenty byly provadény pii pokojové teploté.

Rostlinny materidl

Byly vyuzity kultury ranych somatickych embryi smrku ztepilého (Picea abies /L./
Karst.), klony 2/32 a 3/5 H, a smrku pichlavého (Picea pungens Engelm.), klon PE 14. Klony
2/32 a 3/5 H pochazi ze smrku ztepilého horského klimaxového typu z pokusné plochy v
Beskydach. Klon PE 14 byl odvozen ze smrku pichlavého, byla pouzita zrald semena ze
vzrostlého stromu Picea pungens Engelm. ’Argentea’ v aredlu Mendlovy zemédélské a
lesnické univerzity v Brné. Kultury jsou udrzovany za striktné sterilnich podminek (flow box
Galaire HF 36) tim zpusobem, Ze se vZdy po 14 dnech kultivace pasazuji. Pfi pasazi jsou z
hornich partii shluki ranych somatickych embryi (SRSE) odebirany casti s vyvinutymi
skupinami embryonalnich bun¢k o hmotnosti pfiblizn€ 2,5 — 5,0 mg a pfenaSeny na novou
Petriho misku s LP/2 médiem. SRSE jsou kultivovany ve tmé pii teplot¢ 23+£2 °C. Pii
experimentech byly SRSE kultivovany ve sterilnich plastovych Petriho miskach (primér 90
mm, 30 ml LP/2 média).

Kultivaéni médium

Vsechny vyse uvedené kultury jsou dlouhodobé kultivovany na kultivacnim médiu
LP/2, které je modifikovano 9 puM 2,4-dichlorfenoxyoctovou kyselinou a 4,4 puM
benzylaminopurinem. Pfi pfipravé kultivaéniho média byly anorganické i organické slozky
rozpustény v deionizované destilované vodé, pH bylo upraveno na hodnotu 5,7 — 5,8 pomoci
KOH/HCI (pH metr Schott CG 842). Nasledné byla anorganicka ¢ast média sterilizovana pfi
teploté¢ 121°C a tlaku 100 kPa po dobu 30 minut (Tuttnauer 3870 EA); organicka cast byla
sterilizovdna membranovou filtraci (Whatman Puradisc 25 AS 0,2 um).

Analyza obrazu SRSE

Pro zjisténi plochy jednotlivych SRSE byla nutna digitalizace obrazu kazdé Petriho
misky. Digitalizace byla provadéna pomoci kamery CCD Sony (UPV-GDS 8 000) a
programu GRAB-IT. Pro vyhodnoceni jednotlivych ploch byl vyuzit program IMAGE —
PRO. Plochy byly zjistovany na zadatku a poté v pribéhu experimentu. Udaje byly dale
zpracovany v programu Microsoft Excel; vysledkem byl primérny ptirtistek SRSE.

Priprava vzorkii

Pro i izolaci mRNA byla smrkova embrya (200 mg) byla pfenesena do sterilnich
mikrozkumavek a néasledné homogenizovana v 0,5 ml 50 mM fosfatovém pufru po dobu 2
minut pomoci pfistroje Ultra turax T8 IKA WERKE (maximalni otacky) za stalého chlazeni



na ledu. Vznikly homogenat byl fedén100krat vychlazenym sterilnim fosfatovym pufrem.
Takto pripraveny vzorek byl vyuzit pro analyzu obsahu mRNA.

VYSLEDKY A DISKUZE

Elektrochemicka detekce studované DNA

Je znamo, Ze DNA poskytuje na rtutové elektrodé redukéni signdl adeninu a cytosinu
kolem potencidlu -1,4 V a oxidacni signél redukéniho produktu guaninu se signalem kolem
potencialu -0,2 V. Elektrochemicka detekce piedstavuje néstroj pro senzitivni analyzu DNA a
je vhodna pro studium realnych vzorkii. Pro nase Gcely jsme se nejdiive zaméfili na hledani
co nejvhodnéjsich podminek vazby nukleové kyseliny (mRNA) na povrch paramagnetickych
castic. Pro tento ucel jsme si zvolili poly(A) jako velmi vhodnou molekulu simulujici redlnou
mRNA. Nukleova kyselina (poly(A)) byla méfena pomoci cyklické voltametrie na rtutové
kapkové visici elektrodé¢ ve spojeni s pfenosovou technikou. Byly sledovany zavislosti
rychlosti polarizace elektrody (od 20 do 320 mV/s) v acetitovém pufru (pH 4,0). Na
voltamogramech jsme ziskali charakteristicky velmi dobfe vyvinuty redukéni signal adeninu
pfi potencidlu -1,33 V. Na ziskana experimentalni data byla vyuzita eliminac¢ni voltametrie.
Eleimina¢ni voltametrie potvrdila, Ze poly(A) je na povrch pracovni elektrody adsorbovana.
V dalSich experimentech jsme sledovali zmény vysky signalu na riznych koncentracich
poly(A) (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg/ml). Z téchto dat jsme ziskali line4rni
zavislos y = 5.2x + 362.6. Proto, aby bylo mozné analyzovat mRNA v redlném vzorku, je
potiebné zajistit jeji rychlé a velmi selektivni zachyceni. Velmi vhodné jsou paramagnetické
¢astice (DBT), které maji na svém povrchu ukotveny fetézec T(»s). Molekuly mRNA (obsahuji
vzdy sekvenci Ajs) interaguji s fetézce Tpsynavazanym na DBT.

Piiprava DBT pro analyzu mRNA

V praci jsme se zaméfili na nalezeni co nejvhodnéjSich podminek ptipravy povrchu
DBT. Zvolili jsme velmi maly objem DBT (10 pl). DBT byly promyty 20 ul 0,1 M NaCl + 50
mM Na,HPO, + NaH,PO4 (pH = 7), poté se DBT separovaly v magnetickém stojanu (Dynal
MPC - S) a ¢iry roztok se odsal. Pridalo se opét 20 pl stejného promyvaciho roztoku a vzorek
se tfepal na (Vortexu — Genie 2) stupen 6 po dobu 2 minut, pak se kratce centrifugoval a Ciry
roztok se opét odsal. Cely postup se 3krat opakoval. Po tfetim opakovani se k takto
ptipravenym DBT ptidal vzorek testované poly(A).

Proces hybridizace mRNA na DBT

Hybridizace mRNA spociva ve vazbé poly(A) konce na poly(T) sekvenci, kterou
nesou DBT. V nasem experimentu jsme zvolili pocate¢ni dobu hybridizace 30 min (podle
koncentraci 100 pg/ml, jelikoZz poskytovala dobie definované signaly v acetatovém pufru.
Abychom mohli zméfit mnoZzstvi navdzané poly(A) na DBT, museli jsme ji eluovat z DBT do
roztoku. Jako elu¢ni roztok jsme zvolili 20 pl eluéni roztok jsme zvolili 20 pl 0,1 M NaCl +



50 mM Na,HPO4 + NaH,PO4 (pH = 7). Denaturace probihala pii 85°C po dobu 5 min. Po
ukonceni denaturace se vzorek kratce centrifugoval a vznikly supernatant se pienesl do nové
mikrozkumavky. Odebralo se 5 pl a nasledovala elektrochemicka detekce.

Obr. 1 Zavislost mnoZzstvi poly(A) ve vzorku na dobé hybridizace.
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Zavislost mnoZstvi poly(A) ve vzorku na dobé hybridizace

Zajimalo nas, jaké mnozstvi poly(A) ziskdme pfi znamé vstupni koncentraci 50 pugpory
ayml jestlize zménime dobu hybridizace na 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 min.
Zjistili jsme, ze po deseti minutové hybridizaci ziskdme maximalni vytézek poly(A) na DBT.

Opakovatelnost pokusu ma u téchto technologickych postupt velky vyznam. Zvolili
jsme dva ¢asy hybridizace (6 a 10 min). Z vysledkd vyplyva, ze reprodukovatelnost vysledki
kolisa. To je spojeno s celou fadou experimentalnich chyb, od povrchu DBT, procesu
hybridizace a elektroanalytické detekce (Obr. 1). Dale byly studovany rozdilné koncentrace
poly(A) (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 a 90 pgroy ayml). Z téchto dat jsme ziskali linearni
zavislost s rovnici regrese y = 0.6768x + 19.059.

Obr. 2 Schéma postupu izolace mRNA pomoci DBT.
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Analyza obsahu mRNA v somatickych embryich smrku

Néami pfipravené homogenaty bun¢k riznych klonti smrku byly ptidany k pfipravenym
DBT. Hybridizace mRNA k povrchu DBT probihala po dobu 30 min. Poté byly DBT ttikrat
promyty 20 ul 0,1 M NaCl + 50 mM Na,HPO4 + NaH,PO4 (pH = 7). K takto pfipravenym
DBT bylo ptfidano 20 ul 50 mM Na,HPO4 + NaH,PO4 (pH = 7). Denaturace probihala pfi
85°C po dobu 5 min. Po ukonceni denaturace se vzorek kratce centrifugoval a vznikly
supernatant se pifenesl do nové mikrozkumavky. Odebralo se 5 pl a nasledovala
elektrochemicka detekce (Obr.2). Experimentalné se nam podatfilo pomoci DBT zachytit a
elektrochemicky analyzovat hladiny mRNA. U jednotlivych smrkovych klond byly
transkriptomové hladiny rizné.

ZAVER

Piedpokladame, Ze izolace celkové mRNA (transkriptomu) z daného vzorku tkané
(pletiva) a jeji néslednd detekce nam umozni rozpoznat vliv riznych vnéjSich faktord na
organizmus. Lze pfedpokladat, ze pravé paramagnetické kulicky (DBT) jsou pro tuto izolaci
jednoduchym, vysoce selektivnim a rychlym néstrojem. Navic bude mozné zvysit selektivitu
a senzitivitu stanoveni vyuzitim eliminacni voltametrie [14-18].
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