5.4. Gelova elektroforéza

Prace gelové elektroforézy byly provadény ve dvou fazich. Prvni, podstatné ¢asove
naro¢néjsi fazi, byla pfiprava (syntéza) vzorku nanocastic pro fazi druhou a to analyzu

ziskanych nanocastic.

5.4.1. Tvorba gelu

O rychlosti pohybu ¢astic rozhoduje schopnost pronikat v porech gelu za piisobeni
elektrického napéti. Pro experimenty bylo vybrano pouziti agar6zového gelu. Byla zvolena

obvykle pouzivana procentudlni koncentrace gelového nosice — we, = 1% roztok agarozy.

Pottebné mnozstvi agardzy (250 mg) pro vyrobu gelu je nutné rozpustit v tlumivém
roztoku, ktery bude pozdé&ji pouzit pti samotné elektroforéze, v tomto piipadé se jednd
o tlumivy roztok TRIS. Agar6zovy prasek se v tlumivém roztoku velmi Spatné€ rozpousti,
je tedy nutné zvySeni teploty a zapojeni mechanické sily. Obojiho docilime pouzitim
magnetické michacky s topnym zatizenim a magnetického michadélka. V procesu zahiivani
a michani je nezbytné ponechat smés alespont 20 minut, aby bylo zabranéno nedostate¢nému
promichani smési a tim Spatné vyrobenému gelu. Po ukonceni zahtivani smési se necha
kadinka s obsahem velmi kratce zchladnout a poté je obsah kadinky prelit do plastové
nadobky s gumovymi zabranami, které zabranuji odtoku smési z nadobky. Po naliti smési
na plastovou nadobku je tieba vlozit do pozadované polohy tzv. hiebinek, ktery zajistuje
vytvofeni dér v gelu, do kterych bude poté za pomoci mikropipety nanesen analyzovany

vzorek.

Nutnou podminkou ke spravné provedenému experimentu je také spravné zatuhnuti
gelu. Gel by mél tuhnout nejméné 30 minut, coZ je doba dostacujici k pottebnému zatuhnuti
a také k tvorbé pord, jimiz poté, pod vlivem konstantniho napéti, migruje vzorek z hiebinkem
vytvofené¢ diry. Po dostateném zatuhnuti gelu jsou odejmuty gumové zabrany a plastova
nadobka je i s gelem vloZzena do zbytku aparatury a zalita tlumivym roztokem, ktery
byl pouZit pfi rozpousténi agardzy. Aparatura by méla byt naplnéna tak, aby vyska hladiny
tlumivého roztoku nesahala vySe nez 1 cm nad gel (viz obrazek 8). V zavislosti
na velikosti aparatury je volen hiebinek a tim také odpovidajici pocet dér. Také s timto

aspektem je tfeba pocitat a pfi analyze modifikovaného vzorku uvazit piitomnost



standardniho analytu. Standardni hiebinek vytvoii 16 dér, je tedy dobfe mozné rozvrhnout

pocet dér uréenych pro davkovani standardniho analytu a jeho pfipadnych modifikaci.

Jak jiz bylo zminéno, prace s agar6zovym gelem neni nebezpeénd a neni nutné
ze zdravotniho hlediska pouzivat zvlastni bezpecnostni prvky. Z hlediska kvality analyzy
ovSem neni mozné pracovat s gelem po vyjmuti z aparatury bez ochrannych rukavic.
Pti velmi Castych biologickych analyzach nukleovych kyselin, proteini apod. by kontaktem
s lidskou kuzi a proteiny z pokozky doslo k poskozeni gelu, coz by vedlo ke zkresleni

vysledku pti skenovani.

5.4.2. Priprava vzorku nanocastic

Vzorek nanocastic pro naslednou analyzu byl vyroben z chemikalie dodané firmou
Sigma-Aldrich, Némecko. Jednalo se o hexahydrat chloridu tris(bipyridin) ruthenatého,
zkracené Rubpy (obrazek 12). Cilem bylo pfipravit monodisperzni silikatové nanocastice,
které by bylo mozné modifikovat. Bylo zvoleno, Ze Rubpy bude modifikovano
na Rubpy—SiO,—COOH tzv. karboxylaci. Bylo by samoziejm¢ mozné provést 1 jiné procesy

jako naptiklad nitrifikace, nitridace ¢i jiné upravy.

Obrazek 12: Strukturni vzorec hexahydratu chloridu tris(bipyridin) ruthenatého [36]

Piiprava vzorku nanocastic Rubpy—SiO,—COOH byla casové velmi naroc¢na.

Jednotlivé ukony byly rozdéleny do 3 dni.

1. den
Prvni ukon piedstavovala ptiprava roztoku Rubpy o latkové koncentraci 1.107 mol/l
rozpusténim piislusné navazky v deionizované vod€. Nasledné¢ byla pfipravena smeés

cyklohexanu, Igepalu, TEOS, Rubpy o ¢ = 1.10% mol/l a NH4OH (viz tabulka 3).



Latka Objem Doba michani
Cyklohexan 8250 pul 0 min
Igepal 650 pul 0 min
TEOS 60 ul 30 min
1.10* mol/l Rubpy 40 pl 20 min
NH4OH 40 pul 0 min

Tabulka 3: Tabulka pfidanych objemil a doba michani

Do vialky o objemu 10 ml bylo mikropipetami napipetovano 8,25 ml cyklohexanu,
0,65 ml Igepalu a 0,06 ml TEOS. Poté bylo vlozeno dikladné oplachnuté magnetické
michadélko a celd smés byla pi1 laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut ponechana
na magnetické michaGce. Nasledoval piidavek smési 0,04 ml Rubpy o ¢ = 1.107 mol/l
a dalSich 20 min michani. Nakonec se ptida jesté 0,04 ml NH4OH. Po vSech ptidavcich smés
zustava 24 hodin pii laboratorni teploté na michacce pii 450 ot/min. Timto zplsobem

byl ziskan vzorek nanocastic Rubpy-SiO,.

2. den

Nasleduje proces karboxylace, tedy obohaceni slouc¢eniny o CO, ve formé¢ R—COO™.
Do smési, ktera byla stale promichavana na michacce, byl jesté jednou ptidan TEOS
(0,054 ml) a ptesn¢ po dalSich tfech hodinach bylo ptidano 0,018 ml CEST. Pro jesté lepsi
promichani byla vialka ponoiena do sonifika¢niho zatizeni (piistroj, ktery vyuziva ultrazvuku
k ,,rozbiti* ptipadnych nezadoucich agregatii). Pisobeni ultrazvuku bylo ponechano ptiblizné

15 — 20 minut, poté se vialka se smési na dalSich 24 hodin vrati na magnetickou michacku.

3. den

Jiz dostatecné promichand smés byla nasledné promyvana alkoholem, konkrétné
propan-2-olem. Propan-2-ol se zvolil zamérné, kvili nizs§i cené proti béznému ethanolu.
Smés se alkoholem promyva nékolikrat. Nasledujici tabulka 4 ukazuje jednotlivé ptidavky

propan-2-olu.



Pridavek Promyvaci latka

1. ptidavek 10 ml propan-2-olu

2. pridavek 20 ml propan-2-olu

3. pfidavek 20 ml deionizované vody
4. ptidavek 20 ml deionizované vody

Tabulka 4: Ptidavky promyvacich latek ve tietim dnu piipravy vzorku

Promyvani propan-2-olem by bylo mozné provést 1 tfikrat, nicméné i dvojité promyti
je dostatecné. Po kazdém ptidavku promyvaciho cinidla nasleduje dikladnd dekantace
kapaliny nad vysraZenym peletem v minizkumavce. Po dvou ptidavcich propan-2-olu
nasleduji dva ptidavky deionizované vody, ktera je €istSi nez destilovand voda. (Destilovana
voda neni pro ucel promyvani a presné¢ dané pripravy dostatetné cistd). Po poslednim
piidavku deionizované vody a dekantaci je vznikly pelet dispergovan ve 2 ml deionizované
vody v kazdé minizkumavce. VSechny minizkumavky je nutné poté v centrifuze nejméné
minutu ponechat vlivu odstfedivé sily pfi 10 000 ot/min. Poté je tieba znovu vSechny
minizkumavky vlozit do sonifika¢niho zafizeni na nejméné 15 minut. Po ukonceni piisobeni

ultrazvuku byl jiz ziskdn vzorek nanocastic, ktery mize byt dale analyzovan.

5.4.3. Analyza nanocastic gelovou elektroforézou

Po dokonceni ptipravy vzorku nasledovala analyza vyrobeného vzorku, kdy bylo
nutné na elektroforéze ovérit, jestli byla syntéza tuspéSna. Nejprve byla tieba opét nutna
piiprava gelu, tak jak bylo popsano vyse, tedy rozpusténi 250 mg agardzy v tlumivém roztoku
TRIS na magnetické michacce s topnym zatizenim, nasledné tuhnuti gelu ve formé a jeho

zaliti dal$im tlumivym roztokem v aparature.

Velmi dilezitou ¢asti pfed zahdjenim analyzy bylo nadavkovani vzorku do jamek
vytvofenych hiebinkem pfi tuhnuti gelu. Tu hraje dtlezitou roli glycerol, ktery zde plni funkci
»zadrzovatele. Jeho ukolem je zabranit eluci vzorku z jamky do volného roztoku.
Objem davek do jednotlivych jamek se pohybuje v fadu pl. Po pfipojeni ke zdroji napéti
bylo zvoleno napéti 100 V, ¢emuz na displeji odpovidal elektricky proud 17 — 18 mA.
Pod vlivem napéti o zvolené hodnoté byl gel s nanesenymi objemy vzorku ponechan

30 minut. Béhem této ptlhodiny analyza probih4 bez vnéjSich zasaht.



Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut i1 s plastovou formou. Z plastové formy
bylo tieba jej opatrné sejmout, aby nedoslo k jeho poruseni (roztrhnuti, pAdu na zem apod.),
a tedy k znehodnoceni celé analyzy, ptipadné nutnosti jejiho opakovani. Pfi snimani gelu
bylo nutno pracovat jiz s jednordzovymi rukavicemi kvali zabranéni kontaktu gelu
s biologickym materialem. Tyto jednordzové rukavice jsou dulezité také pro spolehlivost
skeneru se softwarem Pharos FX, nebot’ pfistroj mize byt vyuzivan vice pracovisti a mohlo
by dojit ke znehodnoceni také jejich analyz. V neposledni fadé¢ by zminény skener mohl
Spatn¢ oskenovat ziskany gelovy elektroforeogram. Gel musi byt také sejmut do Cisté
nadobky, nelze pracovat se zne¢isténou nadobkou. Dusledky by byly obdobné jako v ptipadé

prace s gelem bez pouziti jednorazovych rukavic.

Skenovani probiha pomérné rychle. Jedinymi parametry nutnymi k nastaveni je oblast,
kterou ma skener na své plose zaméfit, citlivost laserovych filtrti a poté také intenzita obrazu.
Jediny mozny problém vznikly skenovanim miize nastat v softwarovém vybaveni jinych
pocitact, jelikoz software Pharos FX vytvaii soubory, které nejsou kompatibilni s béznym
softwarovym vybavenim ostatnich pocitact, a je tedy nutné konvertovat ziskany soubor tak,
aby s nim bylo mozné pracovat i na jinych pocitacich.

Pti oskenovani nasSeho syntetizované¢ho vzorku softwarem Pharos FX byl ziskan obraz

uvedeny na obrazku 13.
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Obrazek 13: Elektroforeogram syntetizovaného vzorku



Ziskany elektroforeogram byl vyhodnocen se zavérem, ze se podafilo uspésné
ptipravit vzorek obsahujici nanocastice. Lze tak usoudit dle jasné viditelné migrace
z puvodniho mista nadavkovéni do gelu do jiné pozice. Opaéné stanovisko, o netispéSnosti
syntézy, by bylo zaujato v pfipad¢, Zze by na elektroforeogramu bylo viditelné pouze ptivodni
nadavkovani bez viditelné migrace. Zjisténi, ze byl spravné ptipraven vzorek obsahujici
nanocastice, vedlo k sméfovani nasledujicich experimentl a to k testim stability ziskanych

nanocastic.

5.4.4. Test stability ziskanych nanoc¢astic

Aby bylo mozZné uvazovat o moznosti vyuziti ziskanych nanocastic, bylo nutné ovéfit,
zda nanoCastice podléhaji vyrazné vnéjSim vlivim nebo jim vice ¢i méné odolavaji.
Byla vybrana niZe uvedena 3 prostiedi.

Z puvodniho vzorku byl pipetovan stejny objem, ktery byl nasledné fedén a rozpustén
v ruznych chemikdliich — ve fosforeCnanovém tlumivém roztoku, ve fosfore¢nanovém

tlumivém roztoku s ptidavkem chloridu sodného (fosfore¢nan/NaCl) a ve vodé.

Tlumivy roztok fosfore¢nanu o latkové koncentraci ¢ = 5.107> mol/l byl pfipraven
rozpusténim 195 mg dihydratu dihydrogenfosforeCnanu sodného v tlumivém roztoku TRIS.
Druhy tlumivy roztok (fosfore¢nan/NaCl) byl pfipraven rozpusSténim 195 mg dihydratu
dihydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho a 219,4 mg chloridu sodné¢ho. Také tato navazend mnozstvi
byla rozpuSténa v tlumivém roztoku TRIS. Timto byl ziskdn tlumivy roztok o latkové

koncentraci ¢ = 5.102 mol/l fosfat/0,150 mol/l NaCl.

Oba roztoky byly na magnetické michacce titrovany koncentrovanym hydroxidem

sodnym o latkové koncentraci 10 mol/l do pH = 7.4.

Nésledna analyza elektroforézou spocivala v testu pfitomnosti nano¢éstic ve vsech
prostiedich. Pfi analyze byly pro vétsi prehlednost pouzity dva hiebinky pro vytvotfeni dvou
fad jamek. Pivodni vzorek byl konfrontovan se vSemi tfemi modifikacemi pfi jedné analyze.
Obrazek 14 s pomoci Sipek ukazuje, jak po tfech dnech, kdy byly nanocastice ponechany
v novych prostfedich, se projevily disledky pro jejich stabilitu a existenci. Ve vSech
ptipadech se jednalo o desetindsobné fedéni, pouze u vody bylo zifedéni stonasobné. Kazda
jamka byla opét obsazena smési vzorku a glycerolu. Tentokrat byl pouzit glycerol s pfimési

bromthymolové modti, ¢imz bylo zajisténo lepsi pozorovani pouhym okem.
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Obrazek 14: Elektroforeogram analyzy nanocastic v prosttedi tlumivych roztoki a vody

Standard ... oznacuje pivodné pfipraveny vzorek bez fedéni,
X ... oznacuje vzorek nanocastic ve fosforecnanovém tlumivém roztoku,
Y ... oznacuje vzorek nanocastic v tlumivém roztoku fosforecnan/NacCl,

Z ... oznacuje vzorek nanocastic ve vode.

Z obrazku 14 bylo zjisténo, ze nanocastice odolaly pti laboratorni teploté a stavajicim
ziedéni v obou dvou tlumivych roztocich (fosforecnanovy a fosfore¢nan/NaCl). Ve vodé
nanocastice zustaly také, nicméné v mnohem menSim mnozstvi, coz bylo pravdépodobné
zpusobeno jejich pfilis nizkou koncentraci v novém prostiedi v disledku vétSiho ziedéni

(100nésobné).

Obdobny experiment byl proveden také pozdéji po vice nezZ mésici, aby bylo mozno
urcit, zda se jedna opravdu o stabilni nanocastice, ¢imz by bylo mozné se pokusit navrhnout
dalsi sméfovani vyzkumu, popf. i jejich mozné vyuziti. Proto byly parametry testu rozsifeny
o vliv koncentrace, tj. bylo testovdno desetindsobné, stonasobné a tisicindsobné ziedéni
(viz obrazek 15).

Pro zjisténi vlivu fedéni byly opét piipraveny vzorky nanocastic v jednotlivych
tlumivych roztocich a vod¢, tentokrat ovSem s vySe zminénymi fedénimi. I nyni byly
pro vyssi ptrehlednost vytvoieny v gelu dvé fady jamek. Elektroforéza probihala pouze

15 minut. Divodem zkraceni obvyklého casu byla pomérné mald vzdéalenost mezi dvéma
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fadami jamek, kterou by béhem ptilhodinového plisobeni napéti mohly vzorky snadno

prekonat, a tim by opét celd analyza musela byt provedena znovu.

Stejn¢ jako v predchozich analyzach byl vzorek smichdn s glycerolem a smés

davkovana mikropipetou do jamek. Objem jedné davky vzorku odpovidal desitkdm pl.
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Obrazek 15: Elektroforeogram stability nanocastic pii riznych ziedénich

Stand ... oznacuje pivodni nefedény vzorek,

X ... oznacuje vzorek nanocastic ve fosfore¢nanovém tlumivém roztoku desetinasobné ziedény,

X" oznacuje vzorek nanocastic ve fosforeCnanovém tlumivém roztoku stondsobné ziedény,

X" oznacuje vzorek nanocastic ve fosforecnanovém tlumivém roztoku tisicindsobné ziedény;

Y ... oznacuje vzorek nanocastic v tlumivém roztoku fosforecnan/NaCl desetinasobné ziedény,

Y’ oznacuje vzorek nanocastic v tlumivém roztoku fosforecnan/NaCl stonasobné zfedény,

Y~ oznacuje vzorek nanocastic v tlumivém roztoku fosfore€nan/NaCl tisicinasobné¢ zifedény;
Z ... oznacuje vzorek nanocastic ve vod¢ desetinasobné ziedeény,

7’ oznacuje vzorek nanocastic ve vodeé stonasobné ziedény,

Z’" oznacuje vzorek nanocastic ve vode tisicinasobné ziedény.



