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Anotace

Bakalarska prace se zameétuje na optimalizovani metod izolace plazmidové DNA
u bakterii degradujicich chlorované uhlovodiky. Cilem prace je vyzkouSeni
standardizovanych a vlastnich postupd izolace. Bakterialni vzorky jsou ziskany filtraci
podzemni vody z vrtd kontaminovanych lokalit. Plazmidova DNA je izolovana
komercnimi extrakénimi kity. Méfeni probiha amplifikaéni metodou polymerazové
fetézové reakce v redlném Case. Vysledky experimentalni ¢asti prace ukazuji, ze pouziti
standardnich postupti komer¢né dostupnych extrak¢nich kit je nedostatecné, jelikoz
extrahuji veskery geneticky material. ReSeni nabizi aplikace enzymu exonukleazy, jenz
odstrani linearni chromozomalni DNA, zatimco nefragmentovanou kruznicovou

plazmidovou DNA zachova.
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Annotation

The bachelor thesis focuses on optimizing methods for isolating plasmid DNA in
bacteria degrading chlorinated hydrocarbons. The aim of the thesis is to evaluate
standardized and custom isolation procedures. Bacterial samples are obtained from
filtration of groundwater from wells at contaminated sites. Plasmid DNA is isolated using
commercial extraction kits. Measurement is conducted using the real-time polymerase
chain reaction (PCR) amplification method. The results of the experimental part of the
thesis indicate that the use of standard procedures with commercially available extraction
kits is inadequate because they extract all genetic material. The solution involves the
application of the exonuclease enzyme, which removes linear chromosomal DNA while

unfragmented preserving circular plasmid DNA.
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UuvoD

Izolace plazmidové DNA z komplexnich environmentalnich bakterialnich vzorkd, neni
dosud standardizovanou a bézné vyuzivanou metodou. Existuji komeréni firmy, které se
zabyvaji vyrobou izola¢nich kit, umoziujicich izolaci nejrozsifenéjsich, nejvice
prostudovanych ¢i prumyslove vyuzivanych mikroorganismu.

Absence existence postupu pro izolaci environmentalnich vzorkd muize byt pro tispésné
feseni urcitych vyzkumnych projekti limitujici.

Jednim z nich je i projekt RNDr. Aleny Sevci, Ph.D. z Technické univerzity v Liberci
pod nazvem “Kdo je ten zodpovédny? Propojeni pfemény organochlorovych sloucenin s
konkrétnimi bakterialnimi populacemi”, pod zkratkou GACR 22-00150S.

Existuje vice druhti bakterii, jez obsahuji enzymy, tzv. reduktivni dehalogenazy, které
v anaerobnich podminkach odstépuji atom chloru v jednotlivych biodegradacnich krocich u
organickych  chlorovanych sloucCenin. Pfikladem je pravdépodobny karcinogen
tetrachlorethylen (PCE), jez je stale Castym kontaminantem pud. Nicméné vysledkem jejich
¢innosti je mnohdy preména téchto sloucenin na jesté vice nebezpecné latky, mezi néz patii i
hepatotoxicky vinylchlorid s prokdzanymi karcinogennimi vlastnostmi. V pfiirodé byly
nalezeny pouhé dva bakterialni druhy, jez zvladaji pravé posledni biodegradacni krok, jimz je
rozklad vinylchloridu na ethen, ktery je na rozdil od predeslych latek pro zivé organismy
neskodny.

Vzhledem k tomu, ze se v ramci projektu zkouma ptitomnost reduktivnich dehalogenéaz
na plazmidech a moznost prenosu plazmidii mezi bakteriemi pro posledni biodegradac¢ni krok,
je pouziti optimalnich postupt izolace naprosto kliCové.

Nalezeni moznosti optimalizace dosud pouZzivanych postupt, aby bylo mozné izolovat
plazmidovou DNA z environmentalnich vzorkl, je proto cilem mé bakalarské prace. Na
Oddé¢leni genetiky a molekularni diagnostiky v Krajské nemocnici Liberec budu teoreticky 1
prakticky proskolen v manipulaci s laboratorni technikou, pripravé vzorkd, technikou izolace
bakterialni DNA, metodach jejiho métfeni a vyhodnoceni. Poté navazu spolupraci s genetickou
laboratofi na Oddé&leni aplikované biologie Ustavu pro nanomaterialy, pokrogilé technologie a
inovace Technické univerzity v Liberci a ve spolupraci s obéma pracovisti se budu zabyvat
feSenim problematiky.

V teoretické Casti nejprve predstavim obecné prokaryotické jednobunécné organismy a

cilené bakterialni druhy. Nasledné popisu zakladni strukturu, metabolismus a zptsoby pfenosu
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genetické informace. Dale charakterizuji sledované chemické kontaminanty a na zavér uvedu
piehled jednotlivych metod genetické analyzy. V experimentalni ¢asti provedu filtraci vzorkd
pies filtradni aparaturu, extrakci plazmidové DNA ze vzorkl a méteni jeji koncentrace, kvality

a délky plazmidovych markera.
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TEORETICKA CAST
1.1. Vznik prokaryotnich organismu

Zivot na zemi vznikl pfed 3,5 az 3,9 miliardami let. Experiment z roku 1953 prokazal,
Ze je mozné vytvorit aminokyseliny a sacharidy v prostfedi elektrickych vyboji ze smési
vodiku, amoniaku, methanu a vody. Mezi vyzkumniky je nejroz§irené€j§i nazor ze prvotni
molekulou byla ribonukleova kyselina (RNA), jelikoz slouzi jako informacni molekula a
zaroven muze disponovat enzymatickou aktivitou. Pozdéji byla vytlacena stabiln€jsi molekulou
DNA ve funkci informacni a bilkovinami ve funkci katalytické.

Zdali byla prvni primitivni forma metabolismu zajiStovana bilkovinami anebo
informace o sekvenci proteinti pro uchovavani a replikovani zistava zahadou. Hypotéza, ze
primitivni formy zivota byly jednoduché metabolické fetézce uzaviené v membranach je dnes
povazovana za prekonanou.

Mezi dal§i pravdépodobnéj§i hypotézy patii vznik zivota v okoli podmoiskych
pruduchd, pasobeni mineralnich katalyzatora (jily) ¢i pfenos Zivota na planetu z jiného mista
ve vesmiru v ramci teorie panspermie.

Nejprimitivnéjsi organismy byly pravdépodobné malé jednoretézcové RNA molekuly
(viroidy) nebo jiné jednoduché viry slozené z proteinového obalu a informac¢ni molekuly uvnitf
plasté. Schopnost samoreplikace mohla byt pozdé&ji ztracena pii prechodu k parazitickému
zpusobu zivota. Prvni autotrofni organismy se objevily v obdobi zhruba pied 3,1 miliardami let
a eukaryotické buiiky o jednu miliardu let pozdéji. Podle endosymbiotické hypotézy doslo ke
vzniku ¢aste¢né semiautonomnich organel (mitochondrie, plastidy) vstupem prokaryotni butiky
do primitivni eukaryotni buriky. O uplné sobéstacnosti nelze mluvit, jelikoz se vétSina jejich
genetického materialu (regula¢ni geny) presunula do jadra buiiky. Zachovali si pfedev§im geny
pro vlastni replikaci nezavislou na chromozomalni DNA hostitelské buriky.

Univerzalni geneticky kod spoleény vSem organismim obsahuje 64 kodont pro
koédovani 20 esencidlnich aminokyselin. Mezi zédkladni vlastnosti takového genetického kodu
spada degenerace genetického kodu (vétSina aminokyselin kdédovana vice kodony) a
skuteCnost, ze skupiny kodont kodujicich jednu aminokyselinu se vétSinou odlisuji ve treti
pozici kodonu (Panczak et al., 2013).

Zivé soustavy se dnes rozli§uji na bun&éné a nebunééné typy. Mezi nebunééné formy

zivota se dnes tadi virusoidy, viroidy a viry. Soustavy bunécné se dale rozliSuji na
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mnohobunééné ¢i jednobunécné. Podle velikosti a struktury jadra jesté rozliSujeme
prokaryotické a eukaryotické buiky. Doména predstavuje nejvysSsi taxon v hierarchické
klasifikaci zivych soustav. Tato moderni klasifikace byla uréena s pomoci analyzy genti rRNA
ribozomalnich podjednotek eukaryot a prokaryot. V soucasnosti délime organismy do tfi
domén, Archea, Bakterie a Eukaryota, viry jsou mimo tuto klasifikaci jakozto nitrobunécni
parazité. Svédsky biolog Carl von Linné zalozil dodnes pouzivanou binominalni nomenklaturu,
kdy se odborny nazev kazdého organismu sklada z rodového a druhového jména. Na zékladé
spole¢nych znakd jsou druhy dale fazeny do dalSich kategorii, ve vzestupném poradi do Celedi,

rada, tfid, oddé€leni, kmend, fisi a na nejvyssi pricce pravé domén (Otova et al., 2014).

1.2. Bakterie

Bakterie je typickym zastupcem prokaryot, dle star§i systematiky organismu
skladajicich se pouze zjedné bunky. Oproti eukaryotim nema bakterie jadérko ani jaderny obal,
pouze chromozom (nukleoid), coz doklada jiz fecky puvod jména znamenajici “primitivni
jadro”. Nedéli se mitozou, ma odlisnou strukturu chromozomut a spfazeny transkripCni i
translacni proces. Velikost genomu bakterii se uvadi mezi 0,5 az 10 mega bazemi (Mb)-
Vyznam bakterii ve vnéj§im prostfedi a jejich vliv na lidské zdravi je enormni. Prvni bakterii,
jejiz jenom byl kompletné prostudovan, byla v roce 1995 Haemophilus influenzae. Mezi velmi
vyznamny modelovy organismus genetického vyzkumu patii predevsim bakterie Escherichia
coli, diky které byli popsany mechanismy replikace DNA, transkripce ¢i translace neboli
syntézy proteint

Bakterie jakozto prokaryotni bunky dosahuji velikosti kolem jednoho az 10 mikrometra
a jejich struktura je celkové primitivnéjsi oproti eukaryotnim buiikdm. Rozdil je dale naptiklad
ve struktufe biomembran. Kromé cytoplazmatické membrany chrani cytoplazmu bakterii navic
vnejs§i bunécnd sténa z peptydoglykanového polymeru (mureinu), umoziujici pobyt v
hypotonickém prostiedi. Diky rozdilim ve struktufe bakterialni stény je mozné jejich rozliSeni
pomoci Gramova diferencialniho barveni. Bakterie s liposacharidovym pouzdrem jsou
gramnegativni, zatimco s peptidoglykanovou sténou grampozitivni. Dale mohou bakterie
obsahovat dodatecnou polysacharidovou ochrannou kapsulu, na povrchu stény fimbrie
umoziujici adhezi na buiiku hostitele nebo biciky zajiStujici aktivni pohyb. Rozdilny tvar
bakterii (kulovité, tyCinkovité) a jejich poCet v kolonii (koky, diplokoky atd.) je dalezitym

taxonomickym meéfitkem. Jelikoz bakterie nemaji klasicky cytoskelet, je jejich chromozom
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uchycen pouze v jednom misté cytoplazmatické membrany, které je mistem pocatku replikace
(OriC). Nejvyznamnéj§imi a takika jedinymi pomyslnymi organelami bakterii jsou ribozomy
umoziujici syntézu proteint. Skladaji se z velké a malé podjednotky, oznaCené pomoci
Svedbergovy konstanty na zakladé sedimentacniho koeficientu jako 50S a 30S. Mala
podjednotka se dale sklada z jedné molekuly RNA a 21 proteint. Gen pro tuto molekulu RNA
se nazyva 16S rRNA, je pfitomen u vSech bakterii a vyuziva se v molekularni diagnostice jako
taxonomicky marker. Vyuziva se specifického slozeni genu obsahujiciho konzervované a
variabilni useky. Pomoci sekvence variabilnich Gsekd, ve kterych se mohou hromadit mutace
bez vlivu na funkci ribozomu, 1ze zaradit bakterie do jednotlivych taxont. Tato metoda ma ale
i své limitace a v nékterych pripadech nelze bakterie spolehlivé oddélit.

V neposledni fadé mohou byt bakterie vybavené riznymi chemoreceptory, diky nimz
mohou reagovat na vnéj$i i vnitini podnéty. Dodnes bylo popsano vice nez 6000 druhti bakterii
s nejriznéjsi ulohou v ekosystémech od degradace a recyklace latek po zpusobovani
nejriznéjSich onemocnéni. Jejich vznik se datuje pred zhruba 3 miliardami let (Kohoutova et

al., 2019).

1.2.1. Bakteridlni bunécna sténa

Zakladni stavebni latkou bunécné stény bakterii je peptidoglykan (murein), miizka
peptidicky spojenych polysacharidovych fetézct. Grampozitivni bakterie maji vyrazné vetsi
vrstvu peptidoglykanu ve své sténé€, navic s kolmymi fetézci lipoteichoové a teichoové kyseliny.
V piipadé Gramova barveni dochazi k jejich zvyraznéni do modré fialové barvy, jelikoz
krystalova violet’ s jodem neprochazi pii odbarveni bunécnou sténou.

Gramnegativni bakterie obsahuji zevni fosfolipidovou membranu a slabsi vrstvu
peptidoglykanu v ramci periplazmatického prostoru mezi vnéj§i a vnitfnim membranou.
Rizové zbarveni pii gramové barveni nastava v dasledku vymyti krystalové violeti s jodem, a

nasledného piidani karbolfuchsinu (Hurych a Sticha, 2020).

1.2.2. Metabolismus bakterii

Mikroorganismy se déli do nékolika skupin na zakladé vyuzivani rtznych zdroji
energie, molekul pro prenos elektront v ramci redoxnich reakci (reduk¢ni ekvivalenty) a zdroji

uhliku. Fototrofni mikroorganismy vyuzivaji svételnou energii, kdezto chemotrofni energii
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chemickych vazeb. Litotrofové ziskavaji redukcni ekvivalenty z anorganickych sloucenin a
organotrofni naopak z organickych. Recyklaci latek v piirode zajist'uji tfi skupiny bakterii.

Heterotrofni bakterie, ziskavajici uhlik z organickych slouc¢enin. Ty mohou byt také
puvodci infek¢nich onemocnéni u jinych organisma. Uhlik z oxidu uhli¢itého béhem procesu
fotosyntézy dokazou vazat autotrofni bakterie. A posledni skupina mixotrofnich bakterii dokaze
ziskavat uhlik heterotrofné i autotrofné.

Dalsi dulezité déleni bakterii je na zakladé potieby kysliku v procesu metabolismu
(aerobni) a nevyzadujicich kyslik (anaerobni).

Prototrofni bakterie jsou schopné vytvaret vSechny zivotné nezbytné latky na
minimalnim mnozstvi pidy. Na zavér bakterie, které mohou rast vylu¢né v prostiedi obsahujici
latku, kterou nedokdzou sami syntetizovat, nazyvame auxotrofni.

Neptiznivé podminky prezivaji bakterie v endosporach, jez tvoii prespora s kopii

chromozomu a funk¢nich struktur uvnitt pevného pouzdra (Kohoutova et al., 2019).

1.3. Replikace DNA u bakterii

Jak jiz bylo feCeno dneS$ni poznatky o replikaci DNA méame diky studiu bakterie
Escherichia coli. Komplex proteina tGcastnicich se replikace nazyvame replisom. Nejprve se
pti zahajeni replikace oddéli jednotliva vlakna dvousroubovice DNA v misté zvaném replikacni
vidlice a semikonzervativni replikaci dojde k wvytvofeni dvou dcefinych kruhovych
obsahuje dvé sekvence. Jednu sekvenci tvofenou trojrepeticnim tandemem 13 bp. SloZenou
predevsim z dusikatych bazi adeninu a thyminu, které se parujici dvéma vodikovymi mustky.
A druhou sekvenci o ¢tyfech 9 bp usecich pro navazani proteint vazajicich DNA s DNA-
polymerazou. Replikujici se usek DNA z jednoho mista nazyvame replikonem a misto tvorené
dvéma dcefinymi dvoufetézci replikacni bublinou.

Rozvinuti dvouSroubovice DNA zajistuji DNA helikazy za spotieby ATP.
Topoizomeraza 1 katalyzuje piferuSeni a opétovné napojeni jednoho fetézce, zatimco
Topoizomeraza 2 obou fetézci DNA a zaroven jejich otoCeni. SSB proteiny (Single Strand
Binding Proteins) se vazou na jednofetézcovou DNA a brani vytvotfeni vazby mezi nukleotidy
jednovlaknové DNA, jez by piekazeli jeji replikaci. DNA-primasa poté zahaji syntézu

komplementarniho kratkého tiseku RNA k DNA ptivodniho fetézce neboli primeru.
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DNA polymeraza 1 (Kornbergiiv enzym) katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby 3°’OH
konce primeru a 5’fosfatu deoxyribonukleotidu a jakozto zaroven nukledza umoziuje opravu
poskozené DNA. Uplatnéni DNA polymerazy 2 je pii replikaci poSkozené DNA. Dal§i DNA-
polymeraza 3 zodpovida za semikonzervativni replikaci zabranénim odpoutani DNA
polymerazy od templatu, katalyzou napojeni trifosfonukleotidii na 3°OH konec a kontrolou
spravného zarazeni nukleotidii v novém fetézci.

Primozomy maji ulohu pfi tvorbé Okazakiho fragmentt, Gsekd nove replikované DNA
na zpozd'ujicim se vlakné, které jsou pozdé€ji pospojovany v kontinudlni fetézec (Obr. 1).

DNA-polymeraza s exonukledzovou aktivitou vystipuje primery mezi useky DNA a
dosyntetizovava komplementarni fet€zec na uvolnéné misto s pomoci volného 3’OH konce od
pfedchoziho useku DNA. DNA-ligdiza nakonec spoji useky nového fetézce katalyzou
kovalentni fosfodiesterové vazby.

P11 konjugaci bakterii se uplatiiuje replikace mechanismem otacejici se kruznice, kdy
jeden fetézec kruhové DNA (intaktni) slouzi jako matrice pro syntézu komplementarniho
fetézce a druhy fetézec preruSi endonukledza v misté signalni sekvence. Helikdza prerusi
vodikové mustky z vazby s intaktnim fetézcem, oddéli 5' konec preruseného fetézce a 3' OH
konec je primerem pro syntézu komplementarniho fetézce k matrici s DNA polymerazou 3.
Odvijejici se fetézec jednovlaknové DNA je v buiice pfijemce diskontinualné doplnén
komplementarnim fetézcem.

Reprodukeni cyklus trva u kazdého bakteridlniho rodu odliSnou dobu v zavislosti na
fyziologickych aspektech (generani dob€), optimalni ristové teploté, dostupnosti zivin,
vné&jsich podminek (pH) a pritomnosti inhibitort (antibiotika, produkty vlastniho metabolismu
atd.). Za ptiznivych podminek trva reprodukéni cyklus u Escherichia coli 20 minut, zatimco
napiiklad Mycobacterium tuberculosis 15 az 20 hodin. Ackoliv se bakterie déli nepohlavné je
u nich mozna rekombinace genetického materidlu parasexualnimi mechanismy, jako je

konjugace, transdukce a transformace (Kohoutova et al., 2019).
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Obr. 1: Asymetrie v syntéze vedoucich a zaostavajicich vlaken. Prevzato a upraveno (Morgan O. D., 2007)
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1.3.1. Transkripce

Transkripcni jednotkou je segment DNA transkribujici se ve formé jedné molekuly
RNA, pficemZz muze obsahovat jeden nebo sérii sousedicich genti. Tento proces obsahuje
U prokaryot je charakteristicka syntéza RNAc, jez je katalyzovana transkriptazou ve sméru od
5 do 3 konce.

Prvnim krokem transkripce je navazani Sigma faktoru na promotor a kompletace RNA-
polymerazy navazujicimi polypeptidy. Jejim pusobenim dochazi k despiralizovani kratkého
useku DNA dvousroubovice, preruseni vodikovych mustkil v tomto misté a vytvoreni vazby
mezi nukleotidy pivodni DNA a vznikajici RNA. Konsenzualni sekvence jsou dvé
konzervované sekvence promotorti prokaryot, které se od téch eukaryotnich odliSuji
uniformnich strukturou. Na pozici -10 pamétového fetézce se jedna o takzvany TATA box
(TATAAT), na ktery se vaze Sigma faktor a na pozici -35 Pribnow box (TTGACA),
napomabhajici rozvinuti a oddélovani fetézcti DNA.

Béhem elongace dochézi k syntéze RNA ve sméru od 5° do 3’ konce RNA-polymerazou
v misté¢ transkripcni bubliny. Polymeraza nejprve despiralizuyje DNA, dochazi ke
komplementarnimu nasedani volnych nukleotidu, nasledné ji opét respiralizuje a jejim posunem
po vlaknu DNA dochazi k prodluzovani vznikajici RNA. Ukonceni transkripce dochézi
pusobenim terminacniho signalu (stop kodonu) na mRNA. DNA prokaryot neobsahuje introny
a noveé vznikla RNA neprochazi dodateCnymi posttranskripnimi Gpravami pred translaci

(Kohoutova et al., 2019).
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Obr. 2: Transkripce: iniciace. Prevzato a upraveno (Forluvoft, 2007)
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Obr. 3: Transkripce: elongace. Prevzato a upraveno (Forluvoft, 2007)
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Obr. 4: Transkripce: terminace. Prevzato a upraveno (Forluvoft, 2007)

1.3.2. Translace

Transkripce 1 translace probiha témeér ve stejném cCase na stejném misté. Translaci
zajistuji ribozomy slozené z malych a velkych podjednotek, které se pfi translaci spojuji a po
dokonceni translace opétovné rozpadaji. Pro uspésnou translaci je nezbytny dostatek energie a
vSech potifebnych aminokyselin. Prvnim krokem translace je vznik komplexu ribozom-mRNA
po vytvoreni peptidové vazby mezi prvnimi dvéma aminokyselinami nové vznikajiciho
polypeptidu. Jako prvni je u prokaryot zafazovan formylmethionin (fMet), ktery byva pozd¢ji
z vysledného polypeptidu odstépen. Pti elongaci dochazi nejprve k napojeni aminoacyl-tRNA
na uvolnéné vazebné misto ribozomu, vytvoreni peptidické vazby mezi timto poslednim
enzymem a aminokyselinou téhoz enzymu na vazebném miste ribozomu a jeho posunuti o jeden
kodon po mRNA. Zarovei se odpouta volna tRNA, syntetizovany polypeptid se z ni uvolni v
poslednim misté na jiné misto. Posledni aminokyselina polypeptidu, jenz je navazana z tRNA
se pfesune z pocatecniho mista do posledniho mista, ¢imz se prvotni misto uvolni pro vazbu
dalsi aminoacyl-tRNA a cely proces se béhem elongace cyklicky opakuje.

Enzymy potiebné pro ziskani energie Stépenim energeticky bohatych sloucenin
katabolickou reakci u bakterialni buriky jsou tvofeny pouze v piipadé vyskytu vyuzitelného
substratu. Enzymy prenasejici a S§tépici substrat pfes bunéfnou membranu se nazyvaji

induktivni a cely regulacni proces je indukci. V pfipadé nadbytku latek dochéazi k potlaceni
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transkripce genti pro enzymy v mechanismu regulace anabolickych reakci (represe). Regulace
genove exprese umoziuje pusobeni pozitivni a negativni kontroly, kdy urcity podnét expresi
dalsich gent podnécuje Ci zastavuje. Tuto regulaci v urcité metabolické draze kontroluji dva
geny, regulator kodujici protein represor a operator na n¢jz se vaze. Pokud k tomuto stavu dojde,
zabrani navazani RNA polymerazy na promotor strukturnich gend a tim zahajeni jejich

transkripce (Kohoutova et al., 2019).

1.4. Horizontalni prenos genetické informace u
bakterii

1.4.1. Transformace

Jedna se o aktivni enzymaticky fizeny proces s velkou energetickou narocnosti, u
bakterii geneticky vybavenych pro tento zptsob prenosu. Konkrétné je nezbytna pfitomnost
kompetencnich proteinti (Com), které prislusny fetézec DNA chrani pred degradaci a zaclenuji
do chromozomu recipientni builkky. Volna exogenni geneticka informace je pohlcena a

vmezetena do vlastniho bakteridlniho genomu (Snustad a Simmons, 2017).

1.4.2. Konjugace

Genetickou informaci mohou predat pouze bakterie obsahujici F faktor, ktery je
predpokladem tvorby fimbrii umoziujicich kontakt mezi bakteriemi, diky kterému se vytvori
cytoplazmaticky mustek (pilus), pres ktery dojde k prenosu jednovlaknové kopie DNA, jejiz
komplementarni fetézec se dosyntetizuje v buice piijemce. Béhem tohoto procesu dochazi
casto k rekombinaci obou chromozomii (Hfr bakterie = high frequency of recombination).
Bakterie se mohou odliSovat v poradi predavanych gent, jelikoZz muze byt faktor inkorporovan
na odliSna mista chromozomu, pficemz pocet predanych a rekombinovanych gent zavisi na

dobé¢ konjugace (Kohoutova et al., 2019).

1.4.3. Transdukce

Geneticka informace muze byt také prenesena pomoci bakteriofagi ve formé

transdukce. Délime ji na generalizovanou, pii které je prenasena libovolna cast DNA hostitelské
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bunky virionem a dale na specializovanou, pfi niz jsou prenaseny pouze urcité ¢asti DNA. Tento
zpusob pfenosu je mozny pouze v prubéhu lyzogenniho cyklu reprodukce viru. Pisobenim
bakteriofaga na bakterii dochazi k fragmentaci jeji DNA, jejiz cast se muize be&hem
komplementace virové DNA ¢i RNA vmezefit do proteinovych obalti nové vzniklého viru a
navazani DNA-polymerazy, nemuze se v prenesené bunce replikovat. K dédicné zméné dojde
v pripadé, ze se donorova DNA vmeéstna rekombinaci do chromozomu hostitelské buiky

(Kohoutova et al., 2019).

1.5. Testovaci bakterialni druh

1.5.1. Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis nalezi mezi obligatné intracelularni parazity, jelikoz sama
nedokaze syntetizovat ATP. Onemocnéni, ktera muze zpusobovat zalezi na konkrétnim
sérotypu, nejcasteji se jednd o ocni zanéty (trachomy) ¢i uretritidy, které mohou vést az k
neplodnosti. Bunééna membrana se podoba ¢astecné membrané gramnegativnich bakterii,
nicméné neobsahuje peptidoglykan. Kultivace na umélych pidach neni mozna, pouzivaji se
proto tkanové kultury. K diagnostice piitomnosti gent této bakterie slouzi metoda PCR z
neinvazivniho biologického vzorku (Hurych a Sticha, 2020). V diivéjsich studiich byla velikost
bézného plazmidu udavana na 7,4 kbp a ve formé 10 kopii na jeden 660 bp chromozom (Palmer
a Falkow, 1986). Nov¢jsi studie metodou alkalické lyze a qPCR gzjistili velikost tohoto
kryptického plazmidu na 7,5 kbp a pocet kopii témet shodny s hodnotou velikosti, tedy az 7,6
kopii na chromozom (Pickett et al., 2005). Ve Svédsku byl zaznamenan vyskyt nové varianty
sérotypu E této bakterie, s deleci 377 bp plazmidové DNA pro kontrolu prubéhu amplifikace
(NAATs), u které nebyla mozna detekce plazmidu béznymi komer¢né molekularné
diagnostickymi testy. Nasledna studie nalezla vysoce konzervovanou oblast plazmidu CDS2,

ktera je vhodna pro vyvoj budoucich diagnostickych nastroji (Seth-Smith et al., 2009).
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1.6. Sledované bakterialni druhy
1.6.1. Dehalococcoides

Dehalorespiracni bakterie Dehalococcoides ziskavaji energii oxidaci atomu vodiku
spolu s reduk¢ni dehalogenaci halogenovanych uhlovodikt (dfive halokarbonatt). Jako jediné
znamé bakterie dokazou redukovat chlorované dioxiny. Nejvétsi pozornosti se jim dostava diky
jejich schopnosti bioremediace tetrachlorethenu (PCE) a trichlorethenu (TCE) pfes
dichlorethen (DCE) a vinylchlorid az na neSkodny ethen (Cheng a He 2009).

1.6.2. Dehalogenimonas

Jedna se o dalsi druh bakterie schopné bioremediace polychlorovanych alkant jako je
1,2,3-trichlorpropan (Chen et al., 2022). Prvnim izolovanou kulturou a typickym zastupcem je
Dehalogenimonas lykanthroporepellens, jenz svému pojmenovani vdéci za svij Cesnekovy
zapach, ktery v umélecké beletrii odpuzuje vlkodlaky. Toto aroma vytvareji slouCeniny
(diallylsulfidu, allylmethylsulfidu atd.), pfi dehalogenaci 1,2,3-trichlorpropanu na allylchlorid
(Moe et al., 2009)

1.7. Plazmidy

Bakterie obsahuji jeden cirkularni chromozom s mnohonédsobné spiralizovanou
dvousroubovici DNA, ulozeny v nukleoidu. U nékterych bakterii, archei a méné Casto u
nekterych eukaryot (kvasinky, fasy, prvoci) se v cytoplazmé vyskytuje jesté dalsi typ DNA,
ktery se replikuje nezéavisle na chromozomu. Tato DNA je mala, kruhova a nazyva se plazmid.
U vybranych druht bakterii jsou znamy i plazmidy linearniho typu, jejichz existence byva v
nejruznéjsSich zdrojich Casto opomijena. Diive byly oznaCovany jako utvary, jez nejsou pro
zivot bakterie nezbytné, ale dnes je jiz toto tvrzeni znac¢né diskutabilni (Dib et al. (2015).

Plazmidy mohou poskytovat bakteriim fadu pozitivnich funkci zajistujicich selektivni
vyhodu, dalo by se fict az superschopnosti, mezi néz spada rezistence na antibiotika a tézké
kovy, produkce toxinti a bakteriocint, tvorba oxidacnich a degradacnich latek, adherentnich
nebo kolonizac¢nich struktur, fixovani atmosférického dusiku, vytvareni produkci riznych

pigmentt a tim vycet moznosti zdaleka nekonci. Tyto vlastnosti se mohou snadno S§ifit mezi
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jednotlivymi bakteriemi — uplatfiuji se totiz pfi horizontalni vymeéné genetické informace, to
znamena, ze jsou ruznymi mechanismy pfedavany mezi bakterialnimi burikami.

Pokud plazmidy obsahuji spole¢né s hlavnim chromozomem inzertni sekvence (IS),
mohou inkorporovat plazmidy do jinych plazmidi nebo do hlavniho chromozomu skrze
homologni rekombinaci (transpozony). IS elementy mohou obsahovat pouze gen enzymu
transponazy a repetitivni koncové sekvence umoziujici inzerci transpozonu do fetézce DNA.
Inzertni sekvence jsou rozpoznany transponazou a prerusi u nich obé vlakna kruhové molekuly
DNA plazmidu v¢etné hlavniho chromozomu, coz umoziiuje spojeni tohoto elementu s hlavnim
chromozomem nebo plazmidem v rozs§tépeném misté. Do chromozomt muze byt zaclenén cely
plazmid, pokud transpozony obsahuji i1 strukturni geny, ty se pak nazyvaji epizomy.
Transpozony mohou byt zafazeny na rizna mista hlavniho chromozomu, jelikoz obecné
obsahuji vétsi pocet inzertnich sekvenci.

Muzeme rozlisit dva hlavni druhy plazmida. Fertilni plazmidy (F) koduji proteiny
umoziujici konjugaci bakterii a tim predani DNA z buiiky donorové (darce, F+) do recipientni
(ptijemce, F-). Donorové bakterie (F faktor) jsou charakteristické povrchovymi fimbriemi (sex
pili) umoznujicimi konjugaci. Rezistentni plazmidy (R) obsahuji geny pro rezistenci vici
raznym latkam, nejCastéji antibiotikim. Jelikoz tyto plazmidy mivaji také F faktor, mohou se
predavat konjugaci také mezi riznymi bakterialnimi kmeny (Rosypal, 1997).

Plazmidy fadime mezi replikony, jelikoz obsahuji jeden replikacni pocatek (ori).
Skladaji se vétSinou z kruhové dvouvlaknové spiralizované molekuly dvousroubovicové DNA,
o velikosti od 1,5 do néekolika set kilo bazi (kbp), dosahuji tak menSich rozméri nez
prokaryoticky chromozom — v porovnani napt. s chromozomem bakterie Escherichia coli, s
velikosti kolem 4,6 miliont part bazi (OPENAI, ChatGPT-3.5). Velké plazmidy byvaji v jedné
kopii, zatimco malé ve vice kopiich. Pocet kopii plazmidu na jeden chromozom bakterie je pro
daného hostitele charakteristicky a slouzi k rozliseni na zéklad€ plazmidového ¢Cisla (Kapralek,
1999).

Burka poskytujici jiné buiice Cast genomu prostiednictvim plazmidu se oznacuje jako
donorova, zatimco burika pfijimajici plazmid je recipientni. Nejb€znéj§im typem pienosu je
konjugace u vétSich plazmidd, ktera je uskuteCnovana interakci specializovanych vlaken

(pilust) bunky donorové s proteinovymi receptory recipientni buriky (Rosypal, 1997).
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1.8. Replikace plazmidové DNA

Replikace plazmid( mize byt nezavisla na chromozomu bakterii. Zajimavosti je, ze
ptibuzné plazmidy jsou nekompatibilni a jejich udrzeni v témze hostiteli je tak nestabilni.
Velikost plazmida do zna¢né miry determinuje jejich schopnost konjugace. Plazmidy vétsi nez
40 kbp byvaji konjugativni s autonomnim kédovanim veskerych nezbytnych funkcei pro svoji
replikaci a déli se shodné jako chromozom bakterii. Plazmidy mensi nez 7 kbp tuto schopnost
obvykle nemaji, déli se nahodile a jsou zavislé na aparatech hostitelské buniky (Julak, 2006).

Replikace plazmidové DNA probiha nejCastéji posunem replikacni vidlice po
kruznicové matrici, nazyva se tak replikaci ota¢ivou kruznici. Zacina na replika¢nim pocatku
(or1), kde specificky Rep-protein zahaji hydrolyzu jedné fosfodiesterové vazby pozitivniho
DNA-fetézce, coz vede k uvolnéni jeho 5’konce a nasledného vytlateni 3’koncem nové
syntetizovaného fetézce prodluzovaného polymeraci. Rep protein nasledné hydrolyzuje dalsi
fosfodiesterovou vazbu v termina¢nim useku ori, kde je spojen vytlaCeny pozitivni matricovy
fetézec s nasyntetizovanym pozitivnim fet€zcem podle negativniho matricového fetézce. Volné
konce pozitivnich fetézcli se nakonec spoji na zakladé komplementarity katalytickym tGc¢inkem
DNA-ligazy. Vysledkem je pozitivni kruznicovy DNA fetézec a nova molekula plazmidu, jenz
muze vstoupit do nového replikacniho cyklu. Negativni fetézec vytlaceného pozitivniho fetézce
se dosyntetizuje Okazakiho fragmenty skrze bunécné proteiny a tato komplexni molekula

plazmidu se rovnéz muaze dale replikovat. (Rosypal, 1997).

1.9. lzolace plazmidové DNA

Dnes je znamo mnoho metod izolace plazmidové DNA, ale vSechny maji zakladni
kostru stejnou. Samotnému procesu piedchazi extrakce bakteridlni kultury ¢i kultivace

konkrétniho druhu, lyze izolovanych bakterii a nasledna purifikace plazmidové DNA.

1.9.1. Metoda rychlého varu

Jiz dlouho zndmou moznosti izolace plazmidové DNA z bakterie Escherichia coli je
tzv. metoda rychlého varu. Kultivované bakteridlni buriky jsou pifeneseny do
mikrocentrifugacni zkumavky a vareny po dobu 5 minut pfi 100 °C. Po ochlazeni se odstrani

nerozpustna srazenina. Bakterialni RNA je oddélena centrifugaci pii vysokych otackach
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(12000g) a naslednym dvoukrokovym cisténim ethanolem a centrifugaci je izolace témer
dokoncena. Na zavér je plazmidova DNA ziskana srazenim isopropanelem a naslednym
resuspendovanim v pufru. Metoda rychlého varu oddéluje plazmidovou DNA od
chromozomalni diky rozdilu ve velikosti a struktufe molekul. Plazmidova DNA je menSi a
kruhova, coz ji umoznuje zastat v supernatantu po centrifugaci, zatimco vé€tSi a linearni
chromozomalni DNA ma tendenci sedimentovat s bunéénymi zbytky. (Holmes. a Quigley,
1981). Omezenim této metody je piitomnost endonukleazy A u nékterych bakterialnich kmend,
jenz muze i po vystaveni varu vydrzet aktivni a v soucinnosti s ionty hoi¢iku izolovanou

plazmidovou DNA degradovat (ChatGPT-3.5).

1.9.2. Metoda fenol-chloroformové extrakce

Tomu lze zabranit druhou metodou, jenz spociva ve vystaveni bunééného materialu
odsolovacimu ¢inidlu (napf. fenol ¢i chloroform). Fenol slouzi k denaturaci proteinii a
chloroform k odstranéni hydrofobnich molekul. Centrifugaci se oddéli organicka a vodna faze,
ve které je izolovana plazmidova DNA obsazena. Nevyhodou této metody je zejména prace s

toxickymi latkami, ale také delsi doba celého procesu (Beranek, 2016).

1.9.3. Metoda alkalické lyze

Tato metoda je zalozena na faktu, ze vétSina chromozomalni DNA, bakterialnich
proteinti a SDS precipituje pfi neutralizaci siln¢ alkalického roztoku pomoci octanu draselného,
kdezto plazmidova DNA ziistava v roztoku.

Bakterie obsahujici plazmid jsou kultivovany v tekutém médiu obsahujicim vhodné
antibiotikum pro zjisténi preziti vyluéné bunék obsahujicich plazmidy. Vzorek je dale
centrifugovan, aby se pelety bakterialnich bunék odd¢lily od kultivacniho média. Bakterialni
pelety jsou resuspendovany v pufru obsahujicim Tris-HCl, EDTA a RNAzu. Tris-HCI udrzuje
stabilni pH, EDTA chelatuje (vytvoreni stabilni kruhové struktury) dvojmocné kationty, které
jsou esencialni pro stabilitu bun&éné stény a RNAza degraduje RNA. Resuspendované buiiky
jsou smichany s alkalickym pufrem obsahujicim NaOH a SDS (sodium dodecyl sulfate). NaOH
narusuje bunécné stény a denaturuje DNA a proteiny, zatimco SDS solubilizuje (pfevod do
rozpustné formy) bunécné membrany a denaturuje proteiny. Alkalicka smés je neutralizovana

pridanim kyselého pufru, ktery obsahuje octan draselny. Octan draselny snizuje pH, coz vede
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k precipitaci denaturovanych chromozomalnich DNA a proteini. Plazmidova DNA zlstava
rozpus§téna vzhledem k mensim rozmérim a muaze rychle reassociovat. Smés je centrifugovana,
aby se oddélily vysrazené materidly (chromozomalni DNA, proteiny a bunécné zbytky) od
supernatantu obsahujiciho plazmidovou DNA. Supernatant obsahujici plazmidovou DNA je
peclivé odsat, aby se minimalizovala kontaminace vysrazenym materialem. Plazmidova DNA
v supernatantu je precipitovana (vytvoreni srazeniny) pfidanim isopropanolu nebo ethanolu.
DNA je pak ziskana centrifugaci. DNA pelet je oplachnut ethanolem, aby se odstranily zbytky
soli a dalSich necistot. Po odstranéni ethanolu je DNA pelet vysuSen a nasledné rozpustén ve
vhodném pufru, kterym je naptiklad TE pufr nebo voda (Birnboim a Doly, 1979).

Obecné lze fici, ze je tato metoda rychla a Gi¢inna (Green a Sambrook, 2012).

1.9.4. Metoda komerénich kitu

Dnes jiz existuje velké mnozstvi vyrobcti komer¢nich izolacnich kitd pro plazmidovou
DNA, které obsahuji veskeré potfebné reagencie (lyzacni, promyvaci i elu¢ni pufry). Nukleové
kyseliny jsou v jednotlivych krocich adsorbovany na svrchni vrstvé modifikovaného silikagelu,
diky ¢emuz lze odstranit nepotiebny sediment az do posledniho kroku. Cely extrakéni proces
je diky plné automatizaci casové nejefektivn€jSim v porovnani s ostatnimi metodami, ale za

cenu vys$ich finan¢nich naklada (Beranek, 2016).

1.10. Chlorované uhlovodiky

V zivotnim prostfedi dnes chlorované uhlovodiky, zkracené CIU, zaujimaji piedni
misto na stupnici nejrozsifenéjSich kontaminanti, v duasledku jejich nezodpovédného
vyuzivani. Dominantni postaveni ma zejména tetrachlorethylen (PCE), €asto nazyvan téz jako
perchlorethylen, a trichlorethylen (TCE), slouzici jako rozpoustédla, odmastovadla a Cistidla
odévu. Obée latky jsou kvuli svym hydrofobnim vlastnostem nerozpustné ve vod€ a pronikaji
do znaénych podzemnich hloubek (Dolinova, 2018). Aktualné nejefektivnéj§i metodu jejich
odstranovani z kontaminovanych lokalit, je kombinace chemickych i biologickych prostiedki.
S pomoci nastroji molekularni genetiky pak 1ze prubéh celé biodegradacni reakce monitorovat,

predikovat budouci vyvoj a upravit jej na zakladée vysledku pro zefektivnéni sana¢niho procesu.
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Casto se lze v podzemni vodé kontaminovanych lokalit setkat i se sekundarni
kontaminaci, zptisobenou pii rozkladu perchlorethylenu na dichlorethylen a trichloretylenu na
vinylchlorid, jenz dosahuji oproti t€ém ptivodnim podstatné vyssi toxicity (Obr. 5).

Proces biodegradace probihd nejCastéji anaerobni cestou, ale ani aerobni podminky
nejsou vyloucené. Za anaerobnich podminek se PCE a TCE pfemériuje dichlorethylen, dale na
vinylchlorid az nakonec do podoby etylenu, metabolickymi procesy riznych bakterialnich
spolecenstev, na zaklade vlastnosti konkrétniho prostfedi. Chlorované uhlovodiky pfijimaji za
anaerobnich podminek elektrony, zatimco v aerobni rezimu je odevzdavaji. Vyuziti
autochtonnich bakterialnich kultur, je nejen levné;si, oproti aplikaci chemického sanacniho
prostiedku, ale také environmentalné Setrné, coz lze molekularné-genetickymi metodami
vizualizovat. Aby mohla reduktivni dehalogenace prob&hnout, je nezbytny zdroj elektronu
(vodiku) z fermentace organickych latek. Atomy vodiku jsou odevzdavany chlorovanym
uhlovodikiim a uvolnéna reak¢ni energie slouzi bakteriim k rastu. Biogeochemické procesy a
mnozstvi lokalniho vodiku rychlost procesu ovliviiyji. (Dolinova et al., 2016) Snizenim
rychlosti nebo jen ¢astecnou dechloraci ¢i jejich oboustrannou kombinaci dochazi k hromadéni
toxickych meziproduktd, které dokazou degradovat na méné Skodlivy ethen zatim jediné dva
rody kmene Chloroflexi, a to Dehalococcoides a Dehalogenimonas (Czinnerova et al., 2022).
Jiné druhy, jako Dehalobacter spp., Desulfitobacterium spp. apod. degraduji pouze specificky
chlorovany uhlovodik. Aerobni degradaci vinylchloridu, ptisobenim enzymd mono- a
dioxygenazy, zvladne vétsi mnozstvi bakterialnich druhl, mezi ty vyznamné uved'me
Mycobacterium sp. a Pseudomonas aeruginosa, nicméné pii ni existuje riziko tékani
halogenovych uhlovodikti do vnéjsiho prostiedi.

Vyhodna pro okoli, ale méné pro bakterie samotné, je kometabolicka biodegradace
chlorovanych uhlovodiku, které vstupuji do zcela odlisnych bakterialnich metabolickych drah,
a jsou tak degradovany zaroven napf. se sirou, zelezem atd. Z této degradace CIU neziskavaji
bakterie zadnou energii a jakmile se vyrazné snizi koncentrace primarniho substratu (toluen,
methan apod.), cely kometabolicky proces se zastavi. (Dolinova et al., 2016). Vysledky
poslednich studii uvadeji, ze aplikace substrati s organickymi zdroji uhliku (glycerolu,
syrovatky, emulze rostlinnych oleju atd.) vyznamné zvysuje proces redukcni dechlorace. Je to
dano jeho vysokou spotiebou kysliku (CHSK, 950 g/l), obsahem prospé$ného organického
uhliku, emisemi iont vodiku a nizkou pofizovaci cenou. (Czinnerova et al., 2022). Pro odbér
a izolaci bakterialnich DNA vzorkll z podzemni vody byly vyvinuty specialni nanovlaknové
nosice biomasy, které jsou umistény v podzemnich vrtech kontaminovanych lokalit (Dolinova,

2018). Ve svém experimentu se pokusim izolovat plazmidovou DNA s pomoci druhé varianty,
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kterou je filtrace dovezené vody ve vysokokapacitnich ampulich pfes filtracni papir s pomoci

filtracni aparatury.

Obr. 5: Proces biodegradace chlorovanych uhlovodikii v piidé. Prevzato a upraveno (Dolinova I. et al., 2017)
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1.11. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je dnes nejuzivanéjsi metodou genetické analyzy
skrze amplifikaci specifickych usekit DNA, jelikoz je levnéjsi oproti ostatnim metodam a
umoziuje analyzu z velmi malého mnozstvi vzorku.

Pro provedeni standardni reakce je zapotiebi n€kolika zakladnich slozek. V prvé fadé
templatova DNA, ve které je obsazena cilova sekvence. Jeji mnozstvi by se melo pohybovat
mezi 25 az 100 ng na 100 pl smési, ale lze teoreticky pouzit jeden jediny pikogram.

Dal§i komponentou jsou oligonukleotidové primery, jednovlaknové molekuly DNA
(ssDNA) o délce priblizné 20 nukleotidd, jenz vymezuji tsek pro amplifikaci. Jsou zapotiebi
dva, po rozvolnéni DNA koédujici (forward/upstream) primer, vazajici se na pocatecni usek 5'
konec cilového useku DNA a antikodujici (reverse/downstream) primer, ktery se vaze na
opacny 3' konec. Je nezbytna jejich komplementarita k usekiim protilehlych vlaken DNA, ale
zaroven je nekomplementarita 3’ konci obou primert, jinak by doSlo ke tvorbé jejich
dimerovych molekul. Dilezita je rovnéz teplota nasedani na templatovou DNA, jez by se mezi
nimi neméla li§it o vice nez 2 °C.

Enzym, bez kterého by tato metoda nemohla fungovat a jenz proSel dlouhou historii
vyvoje je DNA-polymeraza, ktera syntetizuje novy komplementarni fetézec k pavodnimu. Na
zacatku vyvoje se pouzivali termolabilni polymerazy, které jak jiz ndzev napovida, pii teplotach
prevysujicich 37 °C nevratng denaturovali. ReSenim se nakonec stali termostabilni polymerazy.
Nejrozsitenéj§i termostabilni Tag DNA polymeraza 1 byla vyvinuta z bakterie Thermus
aquaticus z gejzirnich pramenti narodniho parku Yellowstone. Mezi jeji vyznamné katalytické
inhibitory nalezi alkoholy, heparin, fenol, melanin ¢i dokonce chlorofyl a jiné huminové latky.
Duvodem, proc je jeji pouziti v ramci PCR vyhodné, je absence 3 — 5’ nukleazové aktivity,
zvySujici polymeracni rychlost a vyuzitelnost modifikovanych nukleotidi. Jeji optimalni
pracovni teplota se udava 72 °C a pii teploté 95 °C, slouzici k rozvolnéni templatu DNA, klesa
jeji biologicky potencial az po 40 minutach. Pfi denaturacnich krocich do 60 sekund, v
zavislosti na dob& ohfevu reak¢niho plastového podkladu a délky budouciho produktu, je tak
jeji aktivita po 40 opakujicich se reakcich stale zachovana. Neni tak nutné dodatecné pridavat
enzym, ¢imz se riziko nechténych kontaminaci vyznamné snizilo. Charakteristicky profil tii
teplot u PCR vznikl navic potiebou hybridizace primera pfi teploté¢ mezi 50 az 65 °C. Mezi
dalsi pouzivané termostabilni polymerazy s vysokou piesnosti patii jeji modifikovana verze

fragment Stoffelové, Tth polymeraza z bakterie Thermus thermophilus a Pfu polymeraza z
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Pyrococcus furiosus. Slozité tuseky DNA feCi Bst polymeraza z bakterie Bacillus
stearothermophilus a funkci reverzni transkripce umoziuje Tth polymeraza z Thermus
thermophilus.

Reakéni pufry maji vyznamnou roli pro udrzeni optimalniho pH, stabilizaci teploty,
udrzeni iontovych sil a ochrané DNA polymerazy ptred degradaci. Podobné uc¢inky maji 1 soli
s monovalentnimi kationty.

Deoxynukleotidtrifosfaty (ANTPs) jsou substratem pro DNA-polymerazu. Pravé z nich
vznikaji nova amplifikovana vlakna DNA. Pokud jich je v reakéni smeési nadmérné mnozstvi,
paradoxné snizuji pfesnost DNA polymerazy, cemuz se lze vyvarovat vyssi koncentraci
horecnatych kationti. Byvaji jimi chlorid nebo siran hotecnaty a krome toho, ze aktivuji ¢innost
polymerazy, pomahaji také stabilizovat vazebnou interakci primerd s cilovou DNA.

Nakonec byvaji soucasti reakce aditiva snizujici hromadéni nukleovych kyselin na
povrchu zkumavek, latky dekontaminacni a snizujici teplotu tani dvoufetézcové DNA.

Amplifikace probiha opakujicimi se cykly v pfistroji termalni cycler, skladajicich se z
denaturace DNA, pfipojeni primeri a elongace. Prvni pfistroje fungovaly na principu
enzymatické aktivity termolabilnich polymeraz a dvou vodnich lazni (denatura¢ni a
polymeracni). Pokrocilejsi systémy umoznili pouzivani topné spiraly, ale bylo nutné na vickach
zkumavek aplikovat mineralni oleje, které branili vyparu smeési a kondenzaci par na vickach pii
vysokych teplotach. S nastupem termostabilnich polymeraz doslo vlivem konstrukcnich zmén
k vyraznému usnadnéni prace a zkraceni doby celé reakce (Beranek, 2016).

Cely proces PCR popisuje prilozeny obrazek (Obr. 6). Nejprve je vzorek DNA zahtat
na teplotu 94°C k preruSeni vodikovych vazeb v fetézci a rozvolnéni dvousroubovice. V dalsim
kroku dojde ke snizeni teploty na zhruba 60°C pro pfipojeni komplementarnich primert k 3°
koncti obou vlaken templatové DNA. V zavéreCném procesu elongace DNA-polymeraza
syntetizuje novy fetézec za idealni teploty pro danou polymerazu (72 °C pro Tag). Po tomto
cyklu, ktery casové trva do jedné minuty, dochazi ke zdvojnasobeni mnozstvi dané DNA a cely
proces se opakuje do vycCerpani zdrojovych slozek (Kohoutova et al., 2019). Takto lze
amplifikovat i sekvence RNA jsou-li pfevedeny s pomoci reverzni transkriptazy do cDNA
replikatd. Nevyhodou této metody je omezena velikost templatu, nutnost znalosti
ohranicujicich usekt amplifikace, absolutni Cistota vzorku a absence jakékoliv opravy chyb

(Pritchard a Korf, 2013).
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1.12. Real-time PCR (qPCR)

Real-time PCR umoziuje vyuziti interkalaénich barviv, hydrolyzacnich nebo
hybridizacnich sond pro pozorovani procesu a vysledku v readlném cCase. Je dokonce mozné
fluorescenc¢ni znaCeni primert, a vyuzit tak moznosti “dva v jednom”. Nejbé€znéji vyuzivana
interkalacni barviva jsou SYBR Green, Ethidiumbromid, Amplifluor a v posledni dob¢ zeyména
EvaGreen. Jejich pfednosti je niz$i cena a univerzalni pouziti za cenu nizsi specificnosti, v
ptfipadé kontaminace nespecifickymi produkty, jelikoz se vazou na veskerou dsDNA.

Sondy rozliSujeme hydrolyza¢ni a hybridiza¢ni. Hydrolyzni sondy (TaqgMan) vyuzivaji
specifickou sekvenci nukleotidi, ktera hybridizuje s cilovou DNA nebo RNA béhem PCR.
Hybridiza¢ni sondy FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) funguji jako molekularni
majaky na principu zmény struktury pfi  hybridizaci s cilovou sekvenci.

Mezi piistrojové vybaveni patii termocykler, zdroj zafeni a detektor zaznamenavajici
fluorescencné excitujici se fotony. Pro pfesnou regulaci teploty z topné spiraly, halogenové
lampy nebo dnes pouzivaného termobloku a LED lampy, postauje chlazeni nasavanym

vné¢js§im vzduchem. (Beranek, 2016).

1.12.1. Analyza pomoci hydrolyzacnich sond

Pti této metodé je vyuzita jednofetézcova komplementarni sonda, kterd ma na 5 konci
kovalentné€ umistény fluorescenéni zafi¢ a na 3° konci zhase¢. Zhase¢ zachycuje excitované
elektrony svételného zdroje (nejcastéji LED dioda), aby zabranil detekci signalu detektorem v
ptipadé celistvé sondy. Mezi zhaSeCem a zaficem dochéazi k velmi kratkému nezafivému
prenosu energie, coz je oznacovano jako FRET (fluorescence resonance energy transfer). DNA
polymeraza béhem elongace odstépi 5° konec sondy, ¢imz uvolni zafi¢ do roztoku. Uvolnény
zafi¢ pii excitaci elektrony vyzatuje fotony specifické vinové délky, které jsou zachyceny
detektorem. Sondy jsou slozeny z 20-30 nukleotid, s nadpolovi¢nim obsahem guaninu a
cytosinu. Jejich teplota tani by méla byt vyssi zhruba o 5 °C oproti obéma primerim, aby byla
ucinnost hydrolyzy maximalni. Dnes se pro jejich lepsi vlastnosti Casto aplikuji syntetické
derivaty z peptidovych nukleovych kyselin (PNA) nebo locked nucleic acids (LNA), které
zvySsuji teplotu tani sond 0 6—8 °C, coz umoziiuje pouzivat kratsi sondy. Annealing i polymerace
probiha pii stejné teploté a délka vyslednych amplikont se pohybuje mezi 100 a 300 bazemi
(bp).
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Systém Universal ProbeLibrary nabizi trochu odliSny princip, obsahujici 165
hydrolyza¢nich sond dlouhych 8—9 nukleotidi. Tento pocet nukleotidu je dostateny, aby se

sondy hybridizovaly na jedinecnych pozicich v genomu vici primerim. (Beranek, 2016).

1.12.2.  Analyza pomoci hybridizacnich FRET sond

Zde je principem piitomnost dvou sousedicich sond (max. 3 nukleotidy
vzdalenych) na témze DNA templatu, jez si predavaji energii a uvoliluji tak slabé fluorescencni
zafeni. Na obou sondach musi byt umisténa prislusna znacka. Detek¢ni sonda ma na 3’ konci
fluorescein. Kotvici sonda je na stejném misté fosforylovana pro zabranéni annealingu a na
svém 5’ konci disponuje specifickym fluoroforem. Ten je pifijemcem excitovaného zafeni,
pokud dojde k hybridizaci sond u DNA, jemuz piedchazi excitace donorovych elektrona
pusobenim LED diodového zateni. Tim dojde k uvolnéni elektront patiicné vinové délky, jez

jsou detekovany (Beranek, 2016).

1.12.3.  Kvantitativni analyza skrze Real-time PCR

Vstupni mnozstvi templatové DNA je vyhodnoceno na zakladé prekonané mezni
hodnoty detekce (threshold) v exponencialni fazi PCR, kdy osa X udava pocet reak¢nich cykla,
osa Y detekovany fluorescencni signal (Obr. 7). RychlejSimu piekonani tohoto milniku
napomaha vyssi potateéni mnozstvi molekul DNA reakéni smési. Cim mensi pocet téchto cykla
Ct (cycle threshold) bude, tim pravdépodobnéji obsahovala reakéni smés cileny templat a
nikoliv ndhodné amplifikované kontaminanty (Beranek, 2016).

Pomoci Real-time PCR tak Ize sledovat zménu narustu ¢i poklesu poctu kopii gent ve

smésném vzorku DNA pro biodegradaci chlorovanych uhlovodikd.
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Obr. 7: Priklad ziskanych dat metodou qPCR. Prevzato a upraveno (Markova K., 2023)

1.13. Digitalni PCR

Pii této metodé¢ dochazi k paralelni amplifikaci DNA v oddéleném prostoru
(mikroreaktor) kapky olejové emulze, jamky mikrotitracni desticky nebo sektoru Cipového
kanalku. V piipadé metody Real-time PCR se pro kvantifikaci vyhodnocuje mnozstvi pivodni
DNA, které se prepocitava na pocet kopii extrahované DNA, zatimco v pfipadé¢ digitalni PCR
je principem distribuce templatu do mnoha kompartmentt a absolutni kvantifikace na zakladé
poctu pozitivnich a negativnich kompartmentd na konci PCR. V pfipadé€ spravné optimalizace
amplifika¢ni reakce nabizi tato metoda minimalni riziko nahodné chyby a analyzu z velmi

malého mnozstvi vzorku, se kterym by si ostatni metody hafe poradili (Beranek, 2016).

1.14. Sekvenovani DNA

Poradi nukleotid sledovanych usekii DNA je mozné stanovit jejich sekvenovanim,
které proslo za dobu své existence dlouhym vyvojem. Prvnimi metodami byla separace molekul
NK ultracentrifugaci v sachardze nebo chloridu cesia, chromatografickymi a elektroforetickymi
principy. Takto bylo mozné analyzovat pouze kratké nukleotidové useky.

V roce 1977 Frederick Sanger vytvoril metodu sekvenovani, za niz dostal v roce 1980
Nobelovu cenu. Zakladem je modifikovana replikace DNA — v replikacni smési jsou smichany
standardni deoxyribonukleotidtrifosfaty (dINTPs) se specialnimi dideoxyribonukleotidfosfaty
(ddNPTs). Ty si jsou navzdjem chemicky podobné, avSak chybéjici OH skupina ddNTP
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neumoziuje dal§i pokraovani replikace. Nahodné se zaclefiujici fluorescenéné znacené
ddNTPs ukoncuji reakci za vzniku rtizné dlouhych fragmenti. Analyzou pomoci kapilarni
elektroforézy jsou poté sefazeny jednotlivé fragmenty podle délky, takze koncové nukleotidy
postupné se prodluzujicich fragmenti vytvori celistvou fadu. Fluorescencni piky znacici
jednotlivé baze koncovych ddNTPs umozni odecist vyslednou sekvenci.

Gilbertovo degrada¢ni sekvenovani vyuzivalo oznaCeni konci DNA molekul
radioaktivnim fosforem polynukleotidovou kinazou a terminalni transferazou. Po denaturaci a
elektroforéze se na fotograficky papir provedl zaznam radioaktivniho zafeni a porovnavala se
mobilita fragmenti NK na zaklad¢ specifickych degradacnich drah pro puriny a pyrimidiny ve
Ctyfech zkumavkach Z divodu toxickych reagencii a vysoké degradacni teploté NK nebylo
mozné tuto metodu automatizovat.

Na kratké fragmenty DNA (80-200 nukleotidl) je mozné pouzit metodu
pyrosekvenovani. kdy dochéazi k detekci kratkého svételného zablesku po preménée latky
luciferinu na oxyluciferin enzymem luciferaza za pfitomnosti ATP.

Sekvenacni metody nové generace (Next Generation Sequencing) umoziiuje detailni
analyzu komplexnich bakterialnich vzorkd (metagenom) nebo konkrétnich kment bakterii, aniz
by bylo nutné klonovat sledované useky DNA do vektorti s naslednou bunécnou kultivaci.
Omezenim této metody je minimalni vstupni koncentrace 2 ng- pl-1 izolované DNA, jinak hrozi
zkresleni realnych vysledku.

Ve sledovaném projektu byly cilem enzymy s degrada¢nim tc¢inkem na chlorované
uhlovodiky. K tomuto acelu, bylo pouzito i sekvenovani nové generace zalozené na méfeni
zmény pH vzorku zafizenim Ion Torrent, zpusobené uvolnénim vodikovych protont pfi

amplifikaci po kazdém napojeni baze (Beranek, 2016).
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1.15. Gelova elektroforéza

Nukleové kyseliny se pfi vystaveni stejnosmérného elektrického pole v separacnim
médiu pohybuji k anodé€ rozdilnou rychlosti, jelikoz nemaji jednotné prostorové usporadani
(konformact) a velikost, coz umoziuje jejich identifikaci urenim délky sekvence. Standardnim
separatnim meédiem je agardzovy gel, ktery se pfipravuje z praskové agarodzy (polymer z
moiskych ftas) a jednoho =z pufra (TBE, TAE, TPE), které se skladaji z
tris(hydroxymethyl)aminomethanu (TRIS) a kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), a lisi
se pouze v ve treti slozce, kterou je kyselina borita, octova nebo fosfore¢na. Pufr je smés
kyselych nebo zasaditych soli udrzujicich stabilni pH (Oxford Reference).

Dal$im bézné pouzivanym médiem je polyakrylamidovy gel, ktery nabizi rozliSeni
nukleovych kyselin (max. 500 nukleotidovych fetézct), které maji mezi sebou rozdil pouhého
jednoho nukleotidu, ale jejich piiprava je slozit€jsi a pribéh separace pomalejsi oproti gelim
agarozovym.

Elektroforéza probihd v prostoru plastové separacni kazety (vany) v horizontalnim,
pfipadné vertikalnim usporadani pii napéti 5-20 voltt na jeden centimetr gelu a teploté do 30
°C. Vyhodnoceni probiha z digitalniho zaznamu po ptusobeni monochromatického zareni UV
transiluminatoru (254-366 nm) na nukleotidové fragmenty, které jsou predem oznaceny
interkala¢nimi barvivy. Bé€zné pouzivany ethidiumbromid a akridinova oranz byly nahrazeny
bezpecnéjSimi alternativami, z nichz nejpouzivanéjsi barvou je SYBR Green. Pipetovanim se
vlozi vzorky o objemu 10-20 ul do ptipravenych gelovych zlabka spolu s vkladacim pufrem
(loading buffer) z viskozni latky urychlujici sedimentaci vzorku a barvy zvyraziujici separacni
proces (Orange G, bromfenolova modi apod.). Délka fragmenti NK je urCena porovnanim s
velikostnim markeru, ktery musi byt v jedné z jamek gelu pfitomen.

Modernéjsi kapilarni elektroforéza pracuje pii napéti 5-15 kV a teploté do 60 °C.
Nukleové kyseliny jsou oznaceny fluorofory (fluorescein, rhodamin apod.) a vizualizovany po
jejich ozareni spektralné kompatibilnim laserem (argonovy, helium-neonovy ¢i polovodicovy)

fotonovou emisni aktivitou fluoroforti (Beranek, 2016).
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1.16. Meéreni izolované DNA

Spektrofotometrie je jednou z nejvice vyuzivanych rychlych a neinvazivnich metod
meéfeni izolované DNA, ktera vyuziva absorpéni vlastnosti nukleovych kyselin v ultrafialové
oblasti spektra. DNA absorbuje UV svétlo pii vinové délce 260 nm a spektrofotometr mefi
absorbanci (A260), ktera je pfimo imérna koncentraci DNA v roztoku. Pomér absorbance pri
260 nm a 280 nm (A260/A280) se pouziva k hodnoceni Cistoty DNA, pficemz Cistda DNA ma
pomér piiblizné 1,8.

Fluorometrie je citlivéjsi metoda schopna detekovat velmi nizké koncentrace DNA.
Vyuziva fluorescen¢ni barviva (SYBR Green apod.), ktera se specificky vazou na dsDNA a pfi
excitaci emituji svétlo. Intenzita fluorescencniho signalu je pfimo iméma koncentraci DNA

Pii agarozové gelové elektroforéze jsou DNA fragmenty separovany na zakladé
velikosti pfi prichodu agarézovym gelem v elektrickém poli pro vyhodnoceni kvality daného
vzorku. Pfed samotnym procesem elektroforézy je gel obarven specifickym barvivem, které se
vaze na DNA a vizualizovan pod UV svétlem.

Pokrocilejsi metodou je kapilarni elektroforéza, kdy jsou DNA fragmenty separovany
v uzké kapilare naplnéné polymernim gelem v elektrickém poli a detekovany na zaklad¢ jejich
fluorescen¢niho znaceni.

Na zavér kvantitativni PCR (qPCR) je metodou, ktera nejenze kvantifikuje DNA, ale
také umoznuje specifickou detekci cilové sekvence. Specificka amplifikace cilové sekvence
pomoci PCR v realném case sleduje narist fluorescencniho signalu pii kazdém replikacnim

cyklu (Beranek, 2016).
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EXPERIMENTALNI CAST

2. Metodika

Mezi pouzivané vyzkumné metody nalezi filtrace vzorkl z kontaminované podzemni
vody pres filtrani aparaturu, izolace plazmidové nukleové kyseliny (NK), métfeni koncentrace
a kvality izolované plazmidové NK pomoci spektrofotometrie, métfeni délky plazmidové NK
elektroforézou a kontrolni amplifikace izolatu polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Dalsi
metoda, kterou bylo nutné pouzit, patii aplikace exonukleazy pro odstranéni chromozomalni
DNA.

Vystupnimi daty je koncentrace NK v ng/ul, dale hodnota poméru 260/230 udavajici
Cistotu nukleové kyseliny (kvalitni vzorky dosahuji numerické hodnoty indexu lomu 2,0),
pomér 260/280, jez udava piipadnou kontaminaci solemi (idealni index lomu 1,8), Ct/Cq
hodnota z real-time PCR a snimky z elektroforézy.

Dominantni metodou organizace sbéru dat je zaCastnéné pozorovani a zpracovanymi
daty jsou nominalni proménné. ReserSe odbornych clankt byla provedena pomoci prestizni
internetové databaze Web of Science a odborné literatura byla vybrana pomoci online
vyhledavaciho katalogu Krajské védecké knihovny v Liberci a Univerzitni knihovny Technické

univerzity v Liberci.
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3. Pripravna cast
3.1. Skoleni

Nez bylo mozné piejit k jakymkoliv praktickym ¢innostem, bylo nutné absolvovat
komplexni bezpecnostni Skoleni prace nejen v laboratofi, ale celkové ve zdravotnickém
zafizeni. Pfedevsim s pokyny pfi vstupu do objektu v rezimu ochranného pasma. Po vstupu do
objektu jsem obdrzel vlastni pracovni odév, pridélenou Satni skrinku a obstaral si pracovni
obuv. Poté jsem byl v doprovodu pani primarky na prohlidce celého oddéleni a seznamen s
veskerym personalem. Po zaskoleni v bezpeCnosti prace a pozarni ochran€ jsem byl na zavér
kratce seznamen s metodou kapilarni elektroforézy na pfistroji MultiNa. Princip spociva v
rozdéleni fragmenti DNA, které putuji agarovym gelem na zakladé elektrického pole. Dale mi
byl predstaven piistroj C1000 Thermal Cycler a CFX96 Real-time PCR system, jehoz funkci
je rozmnozeni (amplifikaci) vzorku DNA metodou polymerazové fetézové reakce (Obr. 8 a

Obr. 9)

Obr. 8: C1000 Thermal Cycler, CFX96 Real-time PCR system (Maras F., 2022)
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Obr. 9: C1000 Thermal Cycler, CFX96 Real-time PCR systém (Maras F., 2022)
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3.2. Pipetovani

Nezbytnou pomuickou nejen v genetické laboratofi jsou automatické pipety (Obr. 10,
Obr. 11). Na pracovi§ti OGMD KNL byla pouzivéana pipeta od firmy Eppendorf Nichipet EX
II. Kazda pipeta a k ni pfisluSejici §picka je schopna nabrat urc¢ité mnozstvi vzorku. Nejmensi
mozné mnozstvi je od 0,1 ul do 10 ul. Stfedni hodnotou je 20 ul az 200 pl. Nejvyssi mozna
hodnota je od 100 ul do 1000 ul. Koleckem se nastavuje pozadovany objem, jehoz hodnota je
zobrazena v &iselniku. Spicky se nasazuji na pipetu pied pipetovanim, v zadném piipadé se
nepipetuje bez §picky, doslo by ke kontaminaci vnitinich &asti piistroje. Spicky obsahuii filtr,
ktery zabrafiuje vniknuti vzorku do vnitini ¢asti pristroje a vyteceni latky pfi orientaci Spicky
smérem dolu. Existuji rizné druhy pipet napiiklad osmikanalova, pro pipetovani osmi vzorkt
najednou.

Nejprve jsou pied kazdou praci nasazeny ochranné rukavice, nejCastéji z latexu.
Veskera prace probihda v laminarnim (biohazard) boxu se zapnutym odvétravanim, pro
zabranéni kontaminace mistnosti a zdravi pracovnika. U drazSich a kvalitnéjSich $picek je
mozné jejich nasazeni zatlaCenim pipety do Spicky pfimo v krabici, u levn€jSich modelt je
nutné nasazeni manualné druhou rukou. Zmacknutim pistu do prvni polohy a jeho podrzenim
se pipeta pfipravi na nasati vzorku. V této chvili se Spicka s pipetou vlozi do zkumavky se
vzorkem a povolenim pistu dojde k nasati vzorku. Pti pfenaseni pipety je nutné dbat na to, aby
se zbyte¢n¢ neobracela a drzela Spickou dolt, aby nedoslo k moznému tniku vzorku. Poté se
pipeta se Spickou vpravi do predpfipravené zkumavky a domacknutim pistem do druhé polohy
dojde k vypusténi veskerého obsahu. Vypousténi latky probiha po sténé zkumavky tak, aby se
zabranilo tvoreni bublin, kvili kterym by byla hife pozorovatelna konzistence roztoku.
Druhym pistem tzv. vyhazovacem dojde k vyjmuti pouzité Spicky, kterou je nutné po pouziti
vyhodit do koSe na nebezpecny odpad.

Nez jsem mohl prejit k realnym vzorkiim, musel jsem se naucit zaklady pipetovani. K
tomuto ucelu poslouzil trénink pipetovani barviv. S pomoci pipety jsem nabral pozadované
mnozstvi barviva a pridal do zkumavky s vodou. Roztok jsem dale zvortexoval (protrepal) a
zcentrifugoval. Takto pfipraveny roztok jsem pipetou s osmi nasadami v pozadovaném
mnozstvi rovnomérné presunul do pfipravené mikrotitracni desticky s 96 jamkami. Osvojil

jsem si tedy zakladni dovednosti manipulace s laboratorni technikou a pfipravy vzorku.
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Obr. 10: Standardni vybaveni molekularni a genetické laboratore v lamindrnim boxu (Maras F., 2022)

Obr. 11: Standardni vybaveni molekularni a genetické laboratore v lamindrnim boxu (Maras F., 2022)
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3.3. Filtrace vzorkli z kontaminované podzemni vody

Bakterialni vzorky jsou ziskavany filtraci podzemni vody z hlubinnych vrtd. Prvni
krokem je zkontrolovani filtra¢ni aparatury. Pro filtraci je vyuzit membranovy filtr s velikosti
pora 0,22 um (DURAPORE PVDF Membrane). Na kazdy vzorek se pouziva vlastni odmérny
valec, ostatni pomucky jsou pred pouzitim na dalsi vzorek dezinfikovany ethanolem.

Membranovy filtr se polozi na aparaturu vycentrovany na stfed a veSkeré soucasti
nadoby se vrati na své misto. Hlavnim spinadem se zapne vyvéva a az poté, co podtlak ve
filtracni aparatufe dosahne uspokojivé hladiny, se vlije vzorek do filtra¢ni nadoby po 100 ml.

Nasledné se otevie kohoutek uzavéru, ¢imz je filtrace zahéjena.

3.4. Vaieni nanovlakennych nosicl biomasy

Pti své praci budu vyhradné pracovat s filtraCnimi papiry, ze kterych se budu pokouset
extrahovat plazmidovou DNA. Abych komplexné chapal proces a cile vyzkumného projektu,
vyzkousel jsem si vazeni nanovlakennych nosict biomasy, které predstavuji druhou moznost
ziskani vzorkd. Tyto nosice slouzi jako umély biofilm pro rist bakterii. Sledované bakterie se
totiz v pudé vyskytuji nejcastéji ve forme biofilmu a je tedy Zadouci, aby byl srovnan rozdil
koncentrace bakterii mezi nosi¢em a vodnym roztokem.

Nosi¢ je smotek nanovlaken umistény ve valcovité patroné se zavazim. Patrona je
umisténa do podzemniho vrtu na kontaminované lokalité tak, aby byla pod hladinou podzemni
vody. Na nanovldknech, které maji velky povrch, narostou béhem inkubace autochtonni
bakterie pfirozen¢ se vyskytujici v pidnim zvodnélém prostredi. Odbérna mista jsou v urcitych
hloubkach na pfesnych neménnych soutradnicich.

Vyhodou nosi¢ biomasy je skuteCnost, Zze se nemusi Cerpadlem ziskavat podzemni
voda v dlouhodobém Casovém méfitku. V bézném pripade se totiz odebira veskera stojata voda,
ale pro potteby vyzkumu se sbiré az ta voda, jenz natece na uvolnéné misto.

Mefici pfiistroj je nejprve na zacatku zapnut a kalibrovan pomoci piislusného tlacitka.
Pripravenda prazdna zkumavka se umisti na vahu a vytaruje. Poté je nosi¢ opatrné vyjmut z
plastového sacku a prenesen do dané zkumavky, ta je nasledn€ umisténa na podlozku méficiho
pfistroje. Po uzavieni bezpecnostnich dvitek je po zmacknuti pozadovaného tlacitka zméfena

hmotnost daného nosice.
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Nosi¢ z kontaminovaného zdroje se pozdéji pfenese na nekontaminovany a bude se

sledovat potencialni horizontalni ptenos sledovanych gent.

3.5. Polymerazova retézova reakce (PCR) a kontrola
ziskanych extraktti

V ramci tréninku metody qPCR jsem byl zaSkolen v analyze faktoru I a V (funkc¢ni
proteiny pro srazeni krve) anonymizovanych kontrolnich vzorku.

Déle jsem byl seznamen s postupem meéfeni Cistoty a koncentrace izolované DNA
spektrofotometrickou metodou. Nejprve jsem zvortexoval MasterMix, smés potiebnych
reagencii (predev§im Taq DNA polymeraza a optimalizovany reak¢ni pufr) a spolu s interni
kontrolou v pozadovaném mnozstvi pienesl pipetou do PCR stripti (zkumavek s vickem).
Nasledné jsem vzorky a interni kontrolu napipetoval do jamek s MasterMixem. Takto
ptipravené vzorky jsem umistil do piistroje CFX96 a spustil PCR. Vysledek predstavuji zelené
a ¢ervené kiivky, kdy samostatna zelena kiivka znamena wild-type vysledek, zelena a Cervena
kiivka znaci heterozygota a samostatna Cervena krivka homozygota pro dané onemocnéni ¢i
mutaci. VyzkousSel jsem si dale praci se spektrofotometrem Nanodrop 2000 (Thermo scientific),
ktery slouzi k méfeni Cistoty a koncentrace izolované DNA pruchodem svétla pies vzorek. Na
kovovou tecku uprostred kolecka se pipetuji 2 ul vzorku. Vysledna kiivka by méla byt idealné
ve tvaru sinusoidy. Pomér 260/280 co nejblize hodnoté 1,8 znaci, ze je vzorek bez znecisténi
proteiny. Pomér 260/230 s hodnotami pfiblizn€ 2,0 absenci kontaminace latkami s absorbanci
230 nm. Pred pouzitim a po pouziti se kovova tecka Cisti destilovanou vodou. Na zaveér jsem
byl seznamen s postupem vySetteni pritomnosti viru SARS-CoV-2 z anonymizovaného vzorku

rovnéz metodou PCR.
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3.6. lzolace DNA z granulocytt

Dalsi naplni mého skoleni byla izolace DNA z granulocyti kitem na izolaci DNA
z télnich tekutin (Kit for isolation of DNA from body fluids) od firmy Generi Biotech. Nejprve
jsem si pfipravil veSkeré vybaveni a chemikalie temperoval na pozadovanou teplotu. Opatrné
jsem napipetoval dvé separacni latky a nakonec anonymizovanou plnou krev. Centrifugaci jsem
ziskal oddélené frakce plné krve a hustotniho média, z nichz jsem se pokusil napipetovat pouze
prouzek granulocytd v supernatantu (Obr. 12). Na konci prvni faze probéhlo tfikolové
promyvani fyziologickym roztokem a centrifugace. V druhé fazi jsem s pomoci proteinazy K a
pufru BL1 provedl lyzu vzorku. Vzorek jsem déale promyl za pomoci 96% ethanolu Roztok byl
centrifugovan na 1 min pfi 11000xg (v kazdém kroku stejny pocet otacek) pro navazani DNA,
jez byla nasledné promyvana pufrem BL2 (centrifugace 1 minutu) a BL3 (centrifugace 2
minuty). V elu¢nim kroku byl pfidan vytemperovany pufr BL4 na 70°C, inkubace 1 minutu na
pokojovou teplotu a provedena zavérecna centrifugace.

Nasledovalo méfeni vzorki v pfistroji Nanodrop 2000. Vzhledem k tomu, Ze pro
potfeby nacviku byly pouzity starSi vzorky krve, hodnoty koncentrace a Cistota nukleovych
kyselin byly velmi nizké. Pti druhém pokusu jiz byly vysledky koncentraci i kvality izolované
DNA mnohem vys$i, Dale jsem se seznamil s novym pfistrojem SD Biosensor — Standard M 10,
jenz z lidského vzorku izoluje nukleovou kyselinu, nasledné¢ amplifikuje a fluorescencné
vyhodnoti v realném case (Obr. 13). Dale jsem se seznamil s piipravou agar6zovych geld,
slouzicich k procisténi DNA, jelikoz ta jako jedina projde cestickami uvnitt gelu, zatimco

necistoty gel nepropusti.
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Obr. 12: Izolace DNA z granulocytii (Maras F., 2022)

Obr. 13: SD Biosensor — Standard M10 (Maras F., 2022)
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3.7. lzolace plazmidové DNA z Klebsiella pneumoniae

Jelikoz jsem byl v predeslych praktickych cvicenich zrucny, poprvé jsem vyzkousel
izolaci plazmidi z ESBL (ANTB rezistentni bakterie Klebsiella pneumoniae)
z anonymizovaného kontrolniho vzorku. Izolace probehla s pomoci kitu NucleoSpin® Plasmid,
a vybran postup pro high-copy plazmid DNA z Escherichia coli, jelikoz jsou obé bakterie
gramnegativni plus s vyjimkou absence bi¢iki pomémé podobné. Postup byl shodny s izolaci
DNA z granulocytu, tedy centrifugace vzorku s promyvacimi pufry vybraného extrakcniho
kitu.

Dalsi den probéhlo méfeni uspéSnosti predeslé izolace plazmidi a seznameni s
postupem centralniho pfijmu materialu, jednotlivymi typy vzorkd a zpiisoby jejich zpracovani
a uchovani. Méteni probéhlo na pfistroji MultiNa metodou elektroforézy, kdy zaporn€ nabita
DNA pod napétim prochazi agar6zovym gelem ke kladné anod¢.

Bohuzel se nepodatilo naméfit zadné hodnoty, a tak nasledujici den probéhla odborna
porada (brainstorming).

Po odborné debaté, vzhledem k minulému nezdaru, bylo rozhodnuto, ze jako modelovy
testovaci organismus poslouzi bakterie Chlamydia trachomatis, jelikoz s jistotou plazmidy
obsahuje, ale bude zapotiebi vytvoreni metodiky oveéfeni pfitomnosti plazmidi bez

chromozomalni DNA.

3.8. lzolace DNA z parafinovych blocku

Abych se seznamil s riznymi metodami izolace nukleovych kyselin, byl jsem zaskolen
i v metodé izolovani DNA z parafinovych blocku.

Jak je jiz zvykem, nejprve bylo potreba si piipravit veskeré vybaveni a jednotlivé
chemikalie temperovat na pozadovanou teplotu. Parafinové blocky jiz byly pfipravené na
oddéleni patologie. Mym ukolem bylo pfidani deparafinizaéniho roztoku a nasledna
centrifugace se vzorkem. Nasledovala inkubace 3 minuty pfi 56 C° a ochlazeni na pokojovou
teplotu. Po ptidani pufru ATL bylo provedeno vortexovani a centrifugace.

Do spodni Cisté faze se pridala proteinaza K a s roztokem promichala pipetovanim. Po
tomto kroku byla inkubace roztoku 1 hodinu pii 56 C° a poté 1 hodinu pii 90 °C. Poté byla
spodni Cista faze prenesena do nové mikrozkumavky a dukladné zvortexovana s AL pufrem a

96% ethanolem. Cely objem lyzatu byl opatrné prenesen do specialni kolonky a prob&hla
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centrifugace. Kolonka se opatrné otevrela, pfidal se pufr AW1 a nasledovala centrifugace.
Stejny krok se opakoval s pufrem AW2. Po dalsi centrifugaci a pfidani pufru ATE byl na zavér

roztok temperovan po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté a zcentrifugovan.

3.9. Kolonkova izolace DNA

Dalsi tréninkovou metodou pred izolaci bakterialni plazmidové DNA byla zvolena
kolonkova izolace DNA. Ta se bézn¢ pouziva v piipad€ poruchy automatického izolatoru nebo
pokud se pii izolaci na automatickém izolatoru neziska dostatecné mnozstvi DNA pro
provedeni PCR reakce. Byl pouzit High Pure PCR Template Kit, jenz nevyzaduje separaci
leukocyttd a vyuziva vzorek plné nesrazlivé krve. Nejprve jsou lyzovany erytrocyty, genomova
DNA je absorbovana na membranu kolonky, n€kolikrat promyta a poté eluovava z membrany

kolonky do roztoku.

3.10. lzolace plazmidové DNA komercnim extrakénim
kitem

Na samotnou izolaci plazmidt extrakéni kit od firmy Elisabeth Pharmacon (Eligene).
Pti izolaci plazmidové DNA s pomoci extrakéniho kitu firmy Elisabeth Pharmacon (Eligene)
je prvnim krokem centrifugace 1 minutu pii 12000xg a odsati sedimentu. Nasleduje
vortexovani vzorkl a napipetovani 250 ul Resuspension Buffer NP1. Tekutina je pipetou
prenesena do nové Eppendorfovy zkumavky (epinky) a pifidano 250 pl Lysis Buffer EP2.
Zkumavka se v ruce osmkrat prevrati (invertuje) pro promichani reagencii a ponechava se 4
minuty pii pokojové teploté. Poté se napipetuje 350 pl neutralization Buffer EP3, znovu se
zkumavka invertuje a centrifuguje 10 minut pfi 12000xg. Nasleduje pieneseni a promyvaci
krok na kolonce se sbérnou zkumavkou. Nejprve probéhne centrifugace 1 minutu pti 12000xg.
Sediment je odstranén a kolonka umisténa zpét do stejné sbérné zkumavky. Do kolonky se
napipetuje 500 ul Wash Buffer EP4 a vse se centrifuguje 1 minutu pfi 12000xg. Opétovné
prob&hne odstranéni sedimentu a navraceni kolonky. Az po dalsi centrifugaci 2 minutu pfi
12000%g se kolonka pienese do nové sbérné zkumavky. V zavérecném kroku se do kolonky
napipetuje 50 pl Elution Buffer EP6, smés se inkubuje 1 minutu pii pokojové teploté a pro vétsi

vytézek nasledné 5 minut v termostatu pii 60 °C. Na zavér probéhne posledni centrifugace 1
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minutu pii 10000xg. Izolovana plazmidova DNA se navaze do sbérné zkumavky a kolonka se

odstrani.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Filtrace a priprava vzorki z kontaminované
podzemni vody

Pfi bé&zném postupu se filtruje objem o velikosti 0,5 I, nicméné jsme s odbornou
Skolitelkou vyzkouSeli prefiltrovat rovnou cely objem, jenz €ini néco malo pres jeden litr.
Museli jsme byt pfi praci velmi dikladni, jelikoz v nékolika minulych pfipadech se prefiltrovat
cely vzorek nepodarilo, kvili zaneseni filtru.

Vzorek HV-59 mél celkovy objem 1120 ml. Vzorek MV-5 mél celkovy objem o trochu vyssi,
tojest 1150 ml. Na zavér se odmérné valce umyly saponatem a nasledné destilovanou vodou

Byl jsem proskolen, ze vzorky budou uskladnény v -80°C a je nutné je po rozmrazeni
zpracovat, ptipadné druhy den jsou-li uchovany ve lednicce. Vzorky byly ziskany z podzemnich
vrtd v pud€, do které byly aplikovany zivné roztoky a oba bakterialni rody schopné
biodegradace chlorovanych uhlovodikl, jejichz plazmidové geny byly sledovany
(Dehalococcoides a Dehalogenimonas).

Dalsi den mélo podle pivodniho planu dojit k izolaci DNA z donesenych vzorka HV-
59 filtrA (Jablonec) a MV-5-filtrA (Touzim), nicméné nebyl znam idealni postup extrakce
bakterialnich vzorka z filtracniho papiru.

Nasledovala proto odborna porada a nakonec byl rozhodnut nasledujici postup.
Filtracni papir se vzorky byl rozstfihan na mensi kusy a ty byly umistény do zkumavky s 1,5
ml PCR vody. Poté doslo k centrifugaci a vortexovani, aby doslo k uvolnéni bakterii do roztoku.

Takto predpfiipravené vzorky byly poté umistény do hlubokomraziciho boxu pfi teplote -80°C.

4.2. lzolace plazmidové DNA ze vzorku HV-59 filtrA a
MV-5-filtrA

Dalsi tyden probéhla izolace plazmidové DNA z minulych redlnych bakterialnich
vzork: HV-59 filtrA (Jablonec) a MV-5-filtrA (Touzim) extrakcnim kitem od firmy Elisabeth
Pharmacon (Eligene). Byla vyuzita nova centrifuga Eppendorf MiniSpin. Zmrazené vzorky v

roztoku PCR vody a kousku filtracniho papiru jsem se pokusil uvolnit manualné pomoci
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steticky.
Soucasti extrakcnich kit byvaji mnohdy extrakéni kulicky. V pfistim pokusu by se tak
mohla vyzkouSet extrakce s jejich pomoci. Rozdily ve vlastnostech kuli¢ek raznych

komerc¢nich kit vyjma velikosti by mély byt zanedbatelné.

4.3. lzolace plazmidové DNA z Chlamydia trachomatis

Samostatné¢ za odborného dohledu jsem provedl izolaci plazmidové DNA z modelového
testovaciho organismu, kterym byla bakterie Chlamydia trachomatis z anonymizovaného
kontrolniho vzorku, pro porovnani vysledki s predeslymi vzorky. Rozhodli jsme se pro
Chlamydie z toho divodu, Ze obecné obsahuji velké mnozstvi plazmidu. Na izolaci byl pouzit
kit NucleoSpin® Plasmid. K vyhodnocen vzorkii z kontaminovanych lokalit a vzorku

testovaciho organismu dojde najednou.

4.4. Koncentrace a kvalita izolované plazmidové DNA

Podle predchoziho planu probéhlo méteni izolovanych vzorki (HV-59 filtrA, MV-5-
filtrA a Chlamydia trachomatis) spektrofotometrickou metodou na pfistroji Nanodrop 2000.

Vysledky vzorku testovaci bakterie Chlamydia trachomatis dopadly velmi dobfe,
podafilo se naméfit koncentraci plazmidové DNA o hodnoté 874,3 ng/ul. Pomér 260/280,
udavajici Cistotu NK (kontaminaci proteiny), dosahoval hodnoty 1,83 a pomér 260/230,
udavajici kontaminaci solemi, na 2,28. Vzhledem k tomu, ze by mél pomér 260/280 byt co
nejblize hodnoté 1,8 a pomér 260/230 hodnoté 2,0 1ze konstatovat, ze izolovany vzorek
plazmidové DNA dosahuje vysoké kvality. Vysledky realnych vzorkti HV-59 filtrA (Jablonec)
a MV-5-filtrA (Touzim) dopadly hiife, coz mohlo mit za nasledek nekolik faktorti. Jednak je
meéfeni na pfistroji Nanodrop obecné méné spolehlivé nez z pfistroje MultiNa. Dale nebyly
vzorky ithned zpracovany po rozmrazeni a zvoleny postup oddéleni vzorku od filtru rovnéz
nebyl idedlni. Vzorek z Jablonce mél hodnoty koncentrace 8,3 ng/ul, pomér 260/280 na 0,96 a
pomer 260/230 na 0,38. Vzorek z Touzimi mél vSechny hodnoty lepsi, pfiCemz koncentrace

¢inila 22,9 ng/pl, poméry 260/280 na 1,45 a pomér 260/230 na 0,77.
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4.5. lzolace plazmidové DNA ze vzorku MV-1D

Nejprve probéhla filtrace dovezené podzemni vody pro ziskani bakterialnich vzorka s
pomoci filtrani aparatury pfes 0,22 mm membranovy filtr (Merck Millipore).

Nasledné probéhla extrakce vzorkli z membranovych filtri vlastni metodou, ktera
predstavovala mechanické tfepani se sklenénymi kulickami a izolaci plazmidové DNA pomoci
kitu NucleoSpin® Plasmid. Extrakce vzorku z filtru probéhla ve dvou pokusech. Filtr MV-1D
A byl rozstiihan a vlozen do 5 ml zkumavky s 10 sklenénymi kuli¢kami a filtr MV-1D B do 50
ml zkumavky rovnéz s deseti kulickami. Ttepani prob&hlo v ne€kolika opakovanich s riznou
hodnotou rpm (pocet otdcek motoru) v lyzacnim pufru. Obé zkumavky byly tiepany pti 500
rpm po dobu péti minut, poté po dobu 5 minut pfi 100 rpm a nakonec 2000 rpm. Nasledovala
izolace plazmidové DNA vybranym extrakénim kitem. Mnozstvi potfebnych reagencii bylo
spocitano na 500 mg vzorku, 978 pl Sodium phosphate Buffer a 122 pul MT Buffer to Lysing
Matrix E Tube.

Z vysledki tabulky je patrné (Obr. 14), ze lepsiho vytézku (koncentrace DNA) bylo
dosazeno z filtru MV-1D B (64 ng/ul) oproti filtru MV-1D A (29,7 ng/ul), jelikoz bylo mozné
pouzit mensi zkumavku, jejiz rozméry umoznily dodate€nou homogenizaci pii rychlosti 3040
rpm po dobu 30 s.

Na zékladé analyzy produktu metodou PCR a pozitivniho vysledku na pfitomnost 16S
ribozomalni DNA bylo zji§téno, ze nami vyzkouSeny extrak¢ni kit na extrachromozomalni
DNA izoloval veskery geneticky material, nikoliv pouze plazmidy. Problém by mohl byt také
s ostatnimi extrakénimi kity, pravdépodobné tak bude nutné vymyslet jiny postup.

Nasledujici tyden béhem reSerse a studia odborné literatury bylo zjisténo, ze plazmidové
kity jsou na extrakci vyhradné z bakterie Escherichia coli, tedy gramnegativnich bakterii.
Nebudou tedy schopné extrahovat DNA z grampozitivnich bakterii.

Jako mozné feSeni bylo navrhnuta kombinace bézného extrak¢niho kitu, odstranéni

genomoveé DNA a nasledna amplifikace plazmidu.
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Obr. 14: Vysledky méreni koncentrace DNA vzorkii z kontaminovanych lokalit (MV-1D-A a MV-1D-B)

4.6. Aplikace exonukleazy na vzorky testovaciho
organismu

Po zvazeni vSech moznych feseni bylo rozhodnuto, ze chromozoméalni DNA bude odstranéna
z produktu dodate¢n€ enzymem exonukleazou.

Vzhledem k tomu, ze plazmidy nasich bakterii jsou kruhového tvaru a nikoliv
linearniho, exonukledza by je neméla degradovat, jelikoz nemaji volné konce, na néz by mohla
nasednout.

Byl zvolen enzym Exonuclease V (RecBCD) od firmy BioTech a.s. Pfed zapocetim budoucich
experimentd byla na elektroforetickém pristroji TapeStation ovéfena specifita pouzitych
plazmidovych primert oriT a trfA.

Nasledné byla zméfena koncentrace DNA fluorometrem Qubit 2.0 u vzorkt 03-1231,
03-2002 a .03-2529. U vzorku 03-1231 byla koncentrace nejvyssi 107 ng/ul, jelikoz byl pfi
izolaci pfidan dodateCny krok s pufrem PR. Vzorek 03-2002 byl v nejnizsi koncentraci 3,67
ng/pl a vzorek 03-2529 mél koncentraci vyssi v hodnoté 19,3 ng/ul. V zavislosti na zméfené
koncentraci bylo spocitano potiebné mnozstvi reagencii pii nasledné aplikaci exonukleazy.
Jelikoz bylo vzorku 03-1231 vice, byl rozdélen do dvou verzi. V prvni verzi A byla reakce

ponechana po dobu 30 minut, tak jako u zbylych dvou vzorkd, a ve verzi B po dobu 60 minut.
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Obr. 15: Vzorky z nemocnice testovaciho organismu po osetieni exonukledzou a vyhodnoceni gPCR pro 16S
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Obr. 16: Vzorky z nemocnice testovaciho organismu po oSetieni exonukleazou a vyhodnoceni gPCR pro 16S a
plazmidovy marker Chlamydii

Z vysledkt qPCR je patrné (Obr. 15 a Obr. 16), ze DNA genu 168, ktera se nachazi v
bakterialnim chromozomu, byla u vzorkli 2002-A a 2529-A kompletné odstranéna. Marker na
Chlamydie, ktery se nachazi i1 na plazmidech, poklesl, ale stale dosahuje mezni hodnoty pro

detekci, z Cehoz lze usuzovat, ze se plazmidy podafilo izolovat.
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4.7. Aplikace exonukleazy na vzorky z kontaminovanych
lokalit

Standardnim postupem byla extrahovana DNA ze vzorkt 5184 a 5366 komer¢nim kitem
Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals). Vzorek 5184 byl rozdélen na tfi vzorky 5184
A, 5185 B a 5186 C. Vzorek 5366 byl rozdé€len na tii vzorky 5366 A, 5367 B a 5368 C. NTC
(no template control) predstavuje negativni kontrolu pro pfitomnost kontaminace (zadna
pridanda DNA). Na tyto vzorky byla nasledné aplikovana exonukleaza. Vysledky zobrazuje
obrazek nize (Obr. 17: Vzorky z kontaminovanych lokalit po oSetfeni exonukledzou a

vyhodnoceni qPCR pro 16S a vcrA).

DMNA oSetfenad exonukleazou
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5184 51B4A 5185B 5186C 5366 53BBA 5367 B 536EC

Ln

165 mvcrA

Obr. 17: Vzorky z kontaminovanych lokalit po oSetieni exonukledzou a vyhodnoceni gPCR pro 16S a ver4

Stejné vzorky byly podrobeny analyze skrze qPCR na pfitomnost markert, které jsou
zarucené¢ soucasti plazmidové DNA. Jedna se o replikacni pocatek oriT a transkripcni faktor
trfA. Nejprve byla elektroforézou ovérena specifita dovezenych plazmidovych primert oriT a
trf A pfi rizné annealingové teploté (Obr. 18: Elektroforéza DNA 5366 Obr. 19: Elektroforéza
DNA 5184, Obr. 20: Elektroforéza DNA E328 a Obr. 21: Elektroforéza DNA 5184).
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Obr. 18: Elektroforéza DNA 5366

oriT— 110 bp — DNA 5184
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Obr. 19: Elektroforéza DNA 5184

trfA2 — 241 bp — DNA E328
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Obr. 20: Elektroforéza DNA E328

trfA2 — 241 bp — DNA 5184
56 58 60 62 64
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Obr. 21: Elektroforéza DNA 5184

Z vysledki gPCR na nize uvedeném grafu je patrné (Obr. 22: Vzorky z
kontaminovanych lokalit po oSetfeni exonukledzou a vyhodnoceni gPCR pro 168, verA, oriT a
trfA), ze se chromozomalni DNA podafilo odstranit (16S). Enzymaticka aktivita exonukleazy
rovnéz odstranila marker pro vinylchlorid reduktazu (verA), ale i oba markery pro plazmidovou

DNA, replikacni pocatek (oriT) a transkripéni faktor (trfA2).
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Exonukleaza odstrafiuje veskerou DNA, ktera ma volny konec, proto odstranila i
plazmidy, které jsou ziejmé fragmentovany beéhem izola¢niho procesu, pravdépodobné

mechanicky pfi tfepani s kulickami.

Vysledky plazmidovych markert po aplikaci
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Obr. 22: Vzorky z kontaminovanych lokalit po oSetreni exonukledzou a vyhodnoceni gPCR pro 16S, verA, oriT a

1fA

61



ZAVER

V experimentalni ¢asti prace bylo ovéfeno, ze komercni extrak¢ni kity pro izolaci
plazmidové DNA funguji pouze na gramnegativni bakterialni kultury. Grampozitivni bakterie,
které byly soucasti autochtonnich bakterialnich kultur z kontaminované podzemni vody, maji
obecné siln€jsi bunénou sténu, a proto nelze pouzit na izolaci bakterialni plazmidové DNA
z environmentalnich smésnych vzorka standardni postupy.

U vzorkli z kontaminovanych lokalit doslo aplikaci exonukleazy k uspéSnému
odstranéni chromozomalni DNA. Plazmidova DNA byla fragmentovana vlivem mechanického
tfepani pro uvolnéni vzorku z filtr, kvili ¢emuz neméla kruhovou strukturu a exonukleaza ji
svoji enzymatickou aktivitou taktéz odstranila.

Ukolem navazujiciho vyzkumu bude nalézt Setrn&j$i metodu, ktera by uvolnila
plazmidovou DNA bez jeji fragmentace. Nejnovéjsi vysledky naznacuji jako vychodisko
vyuziti chemické cesty, napiiklad enzymatickou lyzu bakterialnich bunék, jez by narusila
bunécné stény, ale zaroveni uSetfila kruhovou plazmidovou DNA. Tyto zavéry nepochybné

pomohou pii hledani kone¢ného feseni v budoucim vyzkumu.
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