VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

VYUZITI MAGNETICKYCH CASTIC PRI IZOLACI
DNA Z VYROBKU Z OBILOVIN

THE APPLICATION OF MAGNETIC PARTICLES FOR DNA ISOLATION FROM CEREAL
PRODUCTS

AUTOR PRACE Bc. Anastasiia Starenkova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. Ing. Bohuslav Rittich, CSc
SUPERVISOR

BRNO 2018



VYSOKE UCEN| FAKULTA
I TECHNICKE CHEMICKA

Zadani diplomoveé prace

Cislo prace: FCH-DIP1232/2017

Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologif
Studentka: Bc. Anastasia Starenkova

Studijni program: Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Potravinarska chemie a biotechnologie
Vedouci prace: doc. Ing. Bohuslav Rittich, CSc.
Akademicky rok: 2017/18

Nazev diplomové prace:

Vyuziti magnetickych ¢astic pfi izolaci DNA z vyrobkul z obilovin

Zadani diplomové prace:

1. Vyhledani a kritické zpracovani dostupné literatury k dané problematice.
2. Izolace DNA z obilovin a vyrobkd z obilovin.

3. Ovéreni kvality izolované DNA pomoci PCR

4. Zpracovani ziskanych experimentalnich vysledku.

5. Vyhodnoceni experimentd formou diskuse.

Termin odevzdani diplomové prace: 7.5.2018

Diplomové prace se odevzdava v dékanem stanoveném pocétu exemplaii na sekretariat Gstavu. Toto
zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Anastasia Starenkova doc. Ing. Bohuslav Rittich, CSc. prof. RNDr. lvana Méarova, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu
V Brné dne 31.1.2018 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

dékan



ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na testovani mikroizolace DNA za pomoci magnetickych
Castic z cerealnich vyrobkt v kvalité vhodné pro polymerazovou fet€zovou reakci (PCR). Pro
analyzu byly vybrany cerealni susenky a vyrobky pro déti. Vzorky byly homogenizovany s
pouzitim plastového kopistu v lyzaénim roztoku s cetyltrimetylammonium bromidem
(CTAB). Homogenaty byly purifikovany smési chloroform-oktanol. Pfi pfipravé homogenatu
byl také testovan vliv isopropanolu. Homogenaty byly pouzity pro izolaci DNA
magnetickymi Casticemi. Byly testovany dva spuisoby separace magnetickych cCastic s
navdzanou DNA (magneticky separdtor a magnetickd jehla). Izolovand DNA byla
analyzovdna spektrofotometricky - byla zjistovana jeji koncentrace a Cistota. Poté byla
oveérovana amplifikovatelnost DNA v PCR. Pro amplifikaci byly pouzity dvé sady primera
specifickych pro rostlinnou ribosomalni DNA. Produkty PCR s ocekavanou délkou 700 a 220
bp byly detegovany agarézovou gelovou elektroforézou. Bylo zjisténo, ze DNA izolovana
ze zrn cerealii, nakli¢enych zrn a cerealnich vyrobki pomoci testovanych magnetickych

nosict byla v kvalité vhodné pro PCR.

ABSTRACT

The thesis has been focused on micro method for isolation of PCR- ready DNA iusing
magnetic particles from cereal products. Cereal biscuits and cereal products for babies were
selected for the analysis. These were homogenized using plastic copist in lysis buffer with
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB). The homogenates were purified using
chloroform- octanol mixture. The effect of isopropanol in the preparation of homogenates was
tested, too. Homogenates were used for DNA isolation by magnetic particles. Two ways to
isolate magnetic particles with bounded DNA (magnetic separator and magnetic needle have
been tested. Isolated DNA was analyzed spectrophotometrically — 1its concentration and
purity were assessed. . After that, amplification of the DNA was tested in PCR. Two sets of
primers specific for plant ribosomal DNA were used for their amplification. PCR products of
expected length 700 bp and 220 bp were detected by agarose gel electrophoresis. It was
shown that DNA isolated from seeds and cereal products using magnetic particles was in

PCR-ready quality.
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1 UVOD

Pro zdravi Clovéka je dulezita autenticita a spravn€ oznaCeni potravin.. Autenticita
potravin je také dualezita pro ochranu tradi¢nich vyrobka. K falSovani potravin dochazi kvuli
ekonomickém zisku, kdy se draha slozka potraviny nahradi levnéjs§i. Takovou nahradou se
klame spotfebitel a muaze mit nevhodné Gcinky na jeho zdravi. Dodrzovani spravného slozeni
a oznacCovani potravin se kontroluje s pomoci legislativy a koncepci systému analyzy rizika a
stanoveni kritickych kontrolnich bod& (HACCP), mezinarodnich standard (IFS Food). Casto
se kontroluje mikrobiologicka kontaminace vyrobkd patogennimi mikroorganismy a
imunologickymi testy pfitomnost alergent a toxint. Metody zaloZené na genetické analyze se

v posledni dobé€ pouzivaji i pro identifikaci falSovanych potravin. [1,2]

Izolace DNA v mnozstvi a kvalit€ vhodné pro PCR jsou dilezité u metod, které se
zalozené na genetické analyze. Existuje mnozstvi metod zalozenych na izolaci DNA z
rostlinného materialu.Zadnou z nich viak nelze pouZivat jako univerzalni pro viechny
rostliny. Pro rtizné druhy rostlin je nutné metodu izolace DNA modifikovat. Klasicka je
metoda izolace DNA pomoci smési s CTAB. Casto se provadi madifikace slozek lyza¢niho
roztoku a jejich koncentraci. Izolace DNA z cerealii a z cerealnich vyrobkil je velmi
komplikovany proces. Hlavnim problémem pii izolaci DNA je skute¢nost,ze zrno obsahuje
velké mnozstvi polysacharidd, polyfenola a proteint. Této latky ovliviiuji koncentraci DNA a
jeji amplikovatelnist nebot’ jsou inhibitory PCR. Aplikdce PCR se specifickymi priméry
umoznila idetifikaci pSenice, jaCmene a ryze v bezlepkovych potravinach [3]. Velmi dulezité
pii izolaci DNA je uvedené latky odstranit nebo alespori snizit jejich koncentraci. Dalsi

problémem pfi izolaci DNA z vyrobkd je jeji degradace pfi tepelném zpracovani. [4,5].



2 TEORETICKA CAST

2.1. FalSovani potravin

Problém falSovani potravinaiskych vyrobku pfislape objevil pifed 300 lety béhem
Velké prumyslové revoluce v Evropé. Vzhledem ke znacné koncentraci pracovniki v
prumyslovych podnicich ve Velké Britanii, Némecku, Belgii a dalSich zemich zapadni Evropy
se v dusledku zvySené spotieby nékterych potravin roz§ifilo  jejich zadmérné
falSovani.Potravinové produkty byly falSovany napf. pfidavanim mouky k pepfi, popele do
Caje, pilin ze stfibra do kavy, médi do marinad, octanu olovnatéhoy a kyseliny skoficové— do
vina a pod. [6]. Béhem devatenactého stoleti, hlavné v Némecku, byl provadén intenzivni
vyzkum, ktery odhalil falSovani potravin. Byla vyvinuta fada fyzikalné-chemickych metod a
byly navrzeny pottebné pfistroje.

V soufasné dob& problém odbornych znalosti o potravinach jiz piekonal zajmy
jednotlivych laboratofi, védeckych instituci a dokonce i statd. Nyni je v centru mezinarodnich
organizaci: Svétova zdravotnickd organizace (WHO), Organizace pro vyzivu a zemeédé€lstvi
(FAO), Program OSN pro zivotni prostfedi (UNEP), Mezinarodni organizace pro normalizaci
(ISO).

V dnesnim svété se pozadavky na kvalitu potravin staly piisn€jSimi. Je dulezité, aby
kvalita potravinafskych vyrobkt byla shodna s pozadavky stanovenymi ve statnich normach a
technickych podminkdch jejich vyroby.

Identifikaci potravinaiskych vyrobku je zjisténi shody jejich vlastnosti, vyznacenych v
pruvodnich dokladech nebo v jinych informacnich prostiedcich, s pozadavky, které byly
vyrobci predlozeny. Jako prostiedek identifikace potravinaiskych vyrobkd se pouZzivaji

normativni technické dokumenty a oznaceni [5,7-10].

2.2. Cerealie a vyobky z nich

2.2.1. Charakteristika

Vsechny znamé obiloviny patii do stejné Celedi Poaceae (lipnicovité), pro kterou se v
nékterych zemich (napf. USA) wuziva starSi oznaCeni Graminae (travy), dal§i botanicka
taxonomie je ale rozliSuje. S tim caste¢né souvisi odlisné slozeni obilného zrna a pfipadné 1

ponékud odlisné fyziologické ptisobeni, véetné alergenni aktivity [11].



Psenice je nejstarsi plodinou, protoze jeji historie saha asi 13 000 lety. Pivodné
rostouci, s nejvetsi pravdépodobnosti ve stiedni Asii, se tato kultura zrnina se rozsifila po
celém svété. Lidé pouzivaji mouku ziskanou z pSenice pro vyrobu chleba a peciva, protoze ve
srovndni s ostatnimi zrninami ma nejlepsi vlastnosti pfi peCeni. Jsou spojeny s vyvazenym
pomérem Skrobu, bilkovin a lepku (glutenu), coz je proteinova latka, ktera vaze tésto.
Psenicné otruby, které se skladaji ze slupek a klicki, jsou bohaté na mineraly, stopové prvky,
bilkoviny a tuky. velkou ¢ast otrub tvoii vladknina (cca 43 %), ktera se skldda z celuldzy,
hemicelulézy a ligninu, Casto jsou soudasti smifenych produktd z roznych obilovin a
snidafiovych cerealii [11-12].

PSeni¢né zrno obsahuje prumémeé 13% bilkovin, 1,9% tuku a vlakniny, 1,8%
mineralnich latkek, mikroprvky jako je Zzelezo a vitaminy. Nejvétsi podil tvoii sacharidy a
polysacharidy, které tvoii 68% obsahu zrna [12].

JeCmen pochézi z Mezopotamie. Jedna se o travnatou rostlinu citlivou na svétlo, ktera
mezi vSemi zrny vyzaduje nejkrat§i ¢as od vysevu az po dozrani zrna. VétSina jeCmene se
pouziva pro ptipravu sladu v pivovarech.

Oves se pochazi z Asie. Ve svych semenech je koncentrovano nejvétsi mnozstvi
rostlinného tukt. Navic je to obilna kultura s nejvétsim mnozstvim zivin. Spolu s vysokou
koncentraci tukd (7%) obsahuji vysoce kvalitni bilkoviny, vitaminy rozpustné v tucich a
stopové prvky, jako je zelezo. Ziidka se pouziva jako potravina celné zrno. Oves se Casto
pouziva k jidlu ve formé ovesnych vlocek, které jsou napt .zakladem miisli.

Pohanka, pfipomina cerealni zrno, ale patfi do celedi rdesnovitych (Polygonaceae)
rodu Fagopyrum. Trojuhelnikové, lesklé hnédé plody obsahuji bilkoviny. Pohanka je
pouzivana jako potravina ve formé celych loupanych obilovin, mouky nebo obilovin. Pouziva
se pii priprave chleba, polévek, knedlikt, nékterych druht klobas a paladinek. V nékterych

zemich je oblibena pohankova kase [12-13].

2.2.2. Vyznam pro zdravi ¢lovéka

Obiloviny tvori zaklad jidelnicku Clovéka jiz po dobu delsi nez je dvanact tisic let a
jsou hlavni slozkou potravy lidi dozivajicich se vysokého véku. Obiloviny pramérné€ obsahuji
60 - 70 % polysacharidi, 8 - 13 % bilkovin a 1 - 5 % tukd. Jsou zdrojem vitaminu skupiny B a

vitaminu E, dale vapniku, zeleza, hot¢iku, médi, zinku a fosforu [12].
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Cerealie obsahuji mnoho vlakniny. Vlaknina, kterd je obsazena v celozrnnych
vyrobcich, ma nezastupitelny vyznam pro zdravi clovéka. Ma totiz pfiznivy vliv na celou fadu
nemoci, predevSim nemoci tykajicich se srdce a cév, cukrovky a prevence rakoviny tlustého
stteva. Strava bohata na vlakninu upravuje zazivani a a mé& pozitivni vliv na stfevni
mikrofloru. Vaze na sebe zluCové kyseliny a cholesterol. Vldknina omezuje vstfebavani
cholesterolu ze stravy Zzivoci$ného puavodu, zachytava molekuly cholesterolu, vaze je a
nasledné odvadi stolici ven. A takto vazana molekula cholesterolu jiz nemuze prejit do krve a
odtud do jater. V jaternich buikach se cholesterol méni na zluCové kyseliny, zlu¢ovodem
putuji tyto kyseliny do stieva. Cast jich odchazi stolici, ale &ast se vstiebava do krve a odtud
zpét do jater [14].

Z nutricniho hlediska, tj. podle vyuZitelnosti (stravitelnosti) sacharidi v lidském
organismu, rozliSujeme sacharidy vyuzitelné (glukosa, fruktosa, sacharosa, maltosa, laktosa,
skrob), Spatné€ vyuzitelné (xylosa, arabinosa, rafinosa, stachyosa) a nevyuzitelné (mannosa,
celulosa, B-glukany, hemicelulosy, pektiny, rezistentni §krob, rostlinné gumy a slizy). V fadé
obilovin se navic vyskytuji biologicky aktivni latky sacharidové povahy jako, jsou
galaktooligosacharidy, fruktooligosacharidy, které mohou vykazovat pozitivni prebiotické
ucinky Z obilovin jsou nejvyznamnéj§im zdrojem proteini pro vyzivu Clovéka v nasich
podminkach v prvni fad€ pSenice a zito. Obsah proteini vnéjSich (subaleuronovych) cCasti
obilného zrna je vyrazn€ vyssi nez u vnitfnich Casti. Proto obsah proteini v mouce znacné
zavisi nejen na druhu a odridé€ rostliny, ale velmi vyznamné i na stupni vymleti mouky a
dalsich faktorech. Tmavé celozrnné mouky maji vyssi obsah proteinti nez bilé, rozdil byva az

4 % [14]. Obsah proteinti ve vybranych cerealnich vyrobcich je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1 Obsah proteint ve vyrobcich z cerealii [15]

Potravina Obsah proteinu (%) Obsah proteinu (%)
rozmezi prumér
PSeni¢na mouka 8,1-12,8 10,1
Zitna mouka 5,1-12,0 9,6
Chléb zitno-psSeniény 47 -11,6 6,7
Svétlé (bézné) pecivo 7,3-9,7 8,5
Cukrarské vyrobky 35-7.8 5,6
Téstoviny 98-12,5 11,8
Ryze bila (loupana) - 7,5
Ryze hnéda (pololoupana, - 7,6

natural)
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2.2.3. Vyrobky z cerealii

Jednd o vSechny vyrobky, které jsou vyrobeny z obilovin. Mouky, které se vyrabi z celého
zrna obsahuji vlakninu, vitaminy, mineralni latky a antioxidanty ve vét§im mnozstvi nez ty, u
kterych se odstrani klicek a obalové vrstvy obilek. Potraviny pfipravené z celozrné mouky

jsou povazovany za zdravé€jsi variantu vyrobku.

2.3. Izolace DNA z rostlinného materialu (cerealii)

Izolace cisté, neporusené a vysoce kvalitni DNA je pro vSechny molekularni studie
velmi dulezita. Cilem prace je ziskani vysoce kvalitni DNA s vysokou molekulovou
hmotnosti z rostlinnych tkdni. Proto bude v dalSim textu vénovdna pozornost této
problematice. Biochemické slozeni rostlinné tkan€ u rtznych rostlinnych druhti se vyrazné
lisi. Pii pouzité jdineho spusobu izolace DNA z riznych druhu rostlin izolace muze mit
neuspesni vysledky. Postup izolace musi byt specialné upraveny pro kazdy rostlinny druh a
dokonce i pro kazdou rostlinou tkan. Proto ze fada rostlinnych druhd vyuzivanych v
potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu obsahuje vysoké mnozstvi
polysacharidi, polyfenold, pigmentd, taninl, alkaloidd, terpenti, flavonoid a chinont.
Vzhledem k pfitomnosti endonukleas mize dochazet k degradaci DNA [16,17]. Nejvétsi podil
na slozitosti izolace DNA z rostlin maji polysacharidy, polyfenoly a proteiny [20]. Po
rozru$eni bunék muze dojit k adsorpci téchto latek na DNA [18,23]. Odstranéni téchto latek
hraje dulezitu roli pfi izolaci vysoce kvalitni DNA z rostlinnych tkani. Pfitomnost
polysacharidi ve vzorku nese sebou nékolik problému. Polysacharidy inhibuji enzymovou
aktivitu Taq DNA polymerasy pii amplifikaci v PCR a také snizuji aktivitu ligas a
restrikénich endonukleas [19]. Piitomnost polysacharidi ve vzorku DNA je charakteristicka

vznikem velmi viskoznich roztoku, které se §patné pipetuji [21,22].

Pro snizeni negativniho vlivu uvedenych litek na kvalitu a kvantitu izolované DNA se
pouziva tada latek: polyvinylpyrrolidon (PVP) a B —mercaptoethanol, isopropanol, manitol,

vySssi koncentrace NaCl a proteinasa K.
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2.4. Magnetické castice

V roce 1970 bylo poprvé popsano pouziti magnitickych Castic pro transport 1éciva do
cilové bunky. V poslednich letech byl zaznamenan rozvoj pouziti
separacnich technik vyuzivajicich magnetické Castice v biomediciné. Magnetické separacni
techniky jsou vyuzivany zejména v biochemii, molekularni a bunécné biologii,
(nano)biotechnologiich, a (nano)mediciné pfedevSim pro jejich rychlost, cenu a vysokou

ucinnost separacniho procesu [25-28].

2.4.1. Vlastnosti

Magnetické Castice se skladaji z magnetického jadra, ochranného obalu a funkéniho
povrchu (Obrazek 1). Magnetické jadro je vétSinou vyrobeno z oxida Zeleza a je zodpoveédné
za interakci s vn&$Sim magnetickym polem. Aby doSlo k ochrané analytu pred stykem s
kovem, je jadro obaleno tenkou ochrannou vrstvou, kterou nejcastéji tvoii polymery
(polystyren, polyakrylové derivaty), organické kyseliny, pfirodni sacharidy ¢&i razné
anorganické matrice. Tato slozka je diamagneticka a jeji vyhodou je, ze muze byt

funkcionalizovana.

-

Magnetické
jadro

Polymerni vrstva
Organické raménko /
Funkéni molekula (ligand)
Obrazek 1: Stavba magnetické Castice

Pramer Castic je obvykle v rozmezi 0,5-10 um. Mezi zakladni vlastnosti patii velikost,

tvar a polydisperzita Castic [28]. Nosi¢e musi byt stabilni v roztocich a biokompatibilni,
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obsahovat vhodné funkéni skupiny, minimalné adsorbovat nespecifické latky, nepodléhat
nezadoucim chemickym preménam a soucasné mit vysoky obsah magnetického plniva, aby

separace v magnetickém poli byla dostatecné rychla a ucinna [29,30].

2.4.2. Princep izolace DNA magnetickymi ¢asticemi

K izolaci DNA se vyuzivaji magnetické nosice s riznymi funkénimi skupinami na
povrchu polymeru, které vykazuji afinitu k cilové nukleové kyseliné. Zvlasté vhodné jsou
Castice, které jsou vyrobeny ze superparamagnetického materialu. Tyto Castice neinteraguji
mezi sebou v nepfitomnosti magnetického pole a jsou dobfe dispergovany v médiu bez
pritomnosti magnetického pole, aniz by dochéazelo k jejich shlukovani.

Neselektivni adsorpce DNA na magnetické nosice funkcionalizované karboxylovymi
skupinami byla s uspéchem pouzita k izolaci DNA. Tyto nosiCe reverzibilné¢ vazi DNA v
ptitomnosti poly(ethylenglykolu) 6000 (PEG 6000) a chloridu sodného (Obrazek 2). Mnozstvi
adsorbované DNA na nosi¢ se méni v zavislosti na koncentraci obou téchto latek. Zména
koncentrace PEG0O00 a NaCl vede ke snizeni aktivity vody a tim dochazi ke kondenzaci
dvousroubovice DNA. Vyvolani kondenzace DNA plsobenim vnéjsi sily muze byt dosazeno
pomoci osmotického tlaku, ktery je vyvoldn neutrdlnim polymerem a monovaletni soli. Pro
navozeni tohoto stavu lze pouzit poly(ethylenglykol 6000 (PEG 6000) a chlorid sodny. Pfi
adsorpci DNA na povrch nosi¢e nedochazi k interakci mezi karboxylovymi a fosfatovymi
skupinami, ale k interakci dusikatych bazi DNA s povrchovymi karboxylovymi skupinami
magnetickych nosici. DNA lze timto zptsobem izolovat z komplexnich vzorktu obsahujici

inhibitory PCR v kvalité vhodné pro PCR a restrikéni analyzu.

y

/
ff- . —= =S
= - -/ Nt 8L N
(‘ PEG/NaCl -5 - 19: (=,
\m — -2 —_— o
\ == B OME .
=3 oL Q-
Dvojvlaknova DNA Magneticka Komplex
Castica DNA-magneticka

Castica

Obrazek 2: Princip izolace DNA pomoci magnetickych castic [31]
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2.5. Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) se stala jednou z nejdulezitéjSich metod
v molekularni biologii. Jedna se o enzymatickou amplifikaci DNA in vitro o syntézu mnoha
kopii vybrané sekvence templatové DNA v cyklické reakci s vyuzitim termostabilni DNA
polymerazy. Umoziiuje az 10° nadsobné pomnozeni fragmentu DNA bé&hem 2-3 hodin. Pro
klasickou PCR je nutné znat nukleotidovou sekvenci fragmentu amplifikované DNA. Na
zakladé této informace je mozné chemicky nasyntetizovat primery, které jsou komplementarni
k 37 a k 5”-koncovymsekvencim useku DNA, ktery ma byt zmnozen [32]. Od 3 konct té€chto
dvou primert, pak dochazi k syntéze novych vldken DNA [34]. Jednotlivé kroky amplifikace
zahrnuji  denaturaci DNA, nasednuti (hybridizaci) primerd a syntézu novych
komplementarnich vlaken DNA polymerazou. Opakovani téchto kroki vede k syntéze PCR
produktll (fragmentti DNA) s konci definovanymi primery, které tvofi hlavni produkt reakce
(amplikon). Dochazi k syntéze i jinych fragmentu, ale jejich mnozstvi se v prubéhu reakce
snizuje a v kone¢ném produktu tvoti zanedbatelné mnozstvi [35].

Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je mozné metodu PCR pouzit pro zjisténi
pritomnosti velmi malého mnozstvi nukleové kyseliny (bun¢k) ve vzorku. Zakladem tspésné
reakce je kvalitni templatovd DNA, t]. neporuSeny usek DNA, ktery ma byt amplifikovan.
Dale je velice dulezitym predpokladem navrzeni vhodnych primert tak, aby byla zajisténa
specifita reakce. Pomoci PCR je mozné detegovat specifické sekvence DNA v pfitomnosti

cizorodé DNA [33-36].

2.5.1. Princip polymerazové retézova reakce (PCR)

Tvorba nukleotid fetézce se provadi pomoci DNA polymerazy. K zahajeni syntézy
jsou potiebné primery. Primery jsou syntetické oligonukleotidy o délce 15-20 nukleotida.
Primery (zpravidla dva -pfimy a reverzni) a jsou komplementarni k casti DNA matrice
ausek DNA omezeny primery bude opakované kopirovan DNA polymerazou. Cil
polymerazy spociva v postupném piidavani nukleotidi, komplementarni DNA matrice. V
jednom teplotnim cyklu jsou syntetizovany dva nové fragmenty DNA. Béhem 25 az 35 cyklu

ve zkumavce se hromadi miliarda kopii cilové DNA [37-39].
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Prvnim krokem je denaturace templatové DNA. Pii vysokych teplotach (90-97 °C)
dochazi k rozvolnéni dvousroubovice a vznikaji dvé jednoretézcové molekuly DNA, na které
mohou v dal§im kroku nasedat primery.

K vazbé (hybridizaci) primera na specifické cilové sekvence dochazi pii 50-60°C.
Teplota vhodna k pfipojeni primert zavisi pfedevsim na délce primerd a na zastoupeni A-T a
G-C para.

Poslednim krokem je syntéza novych fetézci. Cas syntézy zavisi na délce
syntetizovaného fragmentu. V této fazi jsou pfipojovany jednotlivé deoxynukleotidy ve sméru
5‘— 3°. Teplota syntézy novych fetézci DNA probiha v rozmezi 65-75 °C (Obrazek 3) [39-
40].

c G\ 'I.ll"'.l

(e A T l 95°C - Strands separate 1. Denaturing

DNA Sample Primers Nucleotides m

Tag polymerase Mix Buffer PCR Tube

l 55°C - Primers bind template 2. Annea!ing

o

R

l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

Thermal Cycler

Obréazek 3: Princip PCR.

Komponenty pro PCR

Reakeni smés (obvykle v rozmezi 25 — 100 pL) se sklada z nasledujicich slozek:

e Matrice DNA (DNA templat) — makromolekula DNA, podle které se komplementarné
syntetizuji nové fet€ézce DNA. Obsahuje cilova mista pro primery.

e Oligonukleotidové primery — byvaji synteticky pfipravené a jsou komplementarni k
templatové DNA, ktera ma byt amplifikovana. Primery jsou sekvencné specifické.

e DNA polymerasa — katalyzuje syntézu nové DNA ve sméru 5‘— 3’podle sekvence
nukleotidi v komplementarnim fetézci DNA od 5” konce primeru. Ke katalyze se
pouzivaji termostabilni polymerasy.
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e 3’-deoxynukleotid-5-trifosfaty (ANTP) — (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — stavebni
kameny pro syntézu nové DNA. Optimalni koncentrace je 200 uM, tolerancni rozpéti
je 20 - 400 uM. Vysoka koncentrace dNTP (od 4 mM a vySe) pusobi inhibi¢né,
protoze vyvazuje hofec¢naté ionty.

e Mg2+ ionty — jsou nezbytné pro aktivitu DNA polymerasy. Koncentrace Mg2+ musi
byt optimalizovana pro kazdou kombinaci primert a DNA templatu. Obvykle se
pouziva koncentrace 1,5 mM Mg>* Toleranéni rozpéti je 0,5-0,8 mM. Vyssi
koncentrace iontt snizuje specifitu PCR.

e Pufr pro PCR — vytvafi optimalni prostiedi pro DNA polymerasu. Standardni reak¢éni
pufr obsahuje 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 - 8,8), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2. ptipadné
muze jesté obsahovat acetamid, albumin, Zelatinu nebo Tween 20.

® Voda pro PCR - pouzivad se k doplnéni smési pro PCR na pozadovany objem.
Nejvhodngjsi je voda o odporu 18 mQ nebo voda pro injekce CSL 4 [32,41].

2.5.2. Vyhody PCR

e Vysoka citlivost
Citlivost metody spociva v tom, ze muze byt amplifikovana v PCR a cilova sekvence

muze byt detekovana, i kdyz se objevi jednou ve vzorku za 105 bunék.

e Specificita analyzy
Pomoci PCR mozné detekovat specifické infekéni DNA v pfitomnosti DNA jinych
mikroorganismti a DNA hostitelského organismu. Mozné soucasné detekovat DNA

mikroorganismu stejného fadu.

e Univerzalnost metody PCR
Pro PCR diagnostiku infek¢nich onemocnéni nebo dédicné onemocnéni ¢loveka lze pouzit

stejné zafizeni, postupovat podle v§eobecnych postupt pro piipravu a analyzu vzorkt [42-45].

2.6. Detekce produktu PCR pomoci agarozové gelové elektroforézy

Existuje né€kolik zptasobu jak detegovat produkty PCR. Nejjednodussi a a stale hojné
pouzivanou metodou je gelova elektroforéza. Elektroforéza se provadi na agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu. K identifikaci amplikont 1ze pouzit ethidiumbromid. Nekdy se

misto ethidiumbromidu pouzivaji ionty stfibra.
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Agarozova gelovou elektroforézu Ize pouzit k separaci DNA fragmenti podle
velikosti. Metoda gelové elektroforézy je Siroce pouzivana pro separaci nukleovych kyselin:
chromosomélni a plazmidové DNA a RNA. Zapomn¢ nabité¢ molekuly DNA migruji
v elektrickém poli od zdporného pdlu ke kladnému. Sacharido-fosfatova patef nukleovych
kyselin je pficinou rovnomérného rozlozeni negativnich naboji v mokelulach DNA a
RNA. Protoze se zvySujicim se poctem nukleotidi v molekule DNA (RNA) umérné roste i

naboj molekuly, pomér mezi molekulovou hmotnosti a ndbojem je konstantni [45].

2.7. Polymerazova retézova reakce v realném case

Metoda PCR v realném case (qQPCR) je zalozena na monitorovani a kvantitativni analyze
akumulace produkti polymerazové fetézové reakce a na automatickém zaznamenavani a
interpretaci ziskanych vysledkd. Tato metoda nevyzaduje elektroforetickou fazi., . PCR v
realném Case pouzivaji k detekci DNA beéhem amplifikace fluorescencni barvva,

fluorescen¢né znacenéi primery a oligonukleotidové sondy.

Systém detekce produktu v polymerazové retézové reakci "v redlném case" umoziiuje
cyklus po cyklu sledovat akumulaci amplifikované DNA. PCR v realném Case umoziluje

kompletni analyzu vzorku v rozmezi 30 az 120 minut [46-47].

V nasledujicim textu je jako piiklad uvedeno pouziti fluorescen¢né znacené sondy.
Oligonukleotidova sonda je schopna se pfipojit k vnitinimu segmentu cilové DNA. Na 5'-
konci je sonda znaena reporterovym barvivem a na 3'-konci blokujicim Cinidlem. Vzhledem
k tomu, ze se produkt PCR akumuluje, sonda hybridizuje s nim., Vzhledem k blizkosti
reportéru a blokatoru nedochazi k zadné fluorescenci. Vysledkem kopirovani sekvence je, ze
polymerdza dosdhne 5'-konce sondy; 5'-3'-exonukleasova aktivita polymerdzy odpoji
fluorescen¢ni znacku od 3 'konce vzorku ¢imz uvoliuje fluorescencni reportér z jeho spojeni
se signalnim blokatorem, coz vede ke zvySeni fluorescence. Uroveii fluorescence je

proporcionalni specifického reakéniho produktu (Obrazek 4) [46-50].
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Obrazek 4: Princip PCR "v realném case"
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CIL PRACE
Cilem diplomové prace byla izolace DNA za pomoci magnetickych ¢astic z potravinovych

vyrobky z cerealii v kvalité vhodné pro PCR. Pro analyzu byly vybrany celnozrny vyrobky.

V praci byly reseny jednotlivé dil¢i ukoly:

e homogenizace za vyuziti plastového kopistu a piiprava lyzatu bunék pro izolaci DNA,
izolace DNA za vyuziti magnetickych ¢astic.

e spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA a zji§téni kontaminace latkami
inhibujicimi PCR (polyfenoly a proteiny a polysacharidy), ovefeni amplifikovatelnosti

DNA pomoci PCR.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material

4.1.1. Chemikalie

e agardza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)

e cetyltrimethylammonium bromid — CTAB (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e cthanol pro UV spektrofotometrii(Merck, Darmstadt, SRN)

e cthidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e cthylendiaminotetraoctova kyselina — EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)
e fluorescenc¢ni barvivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)

e hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

e isopropanol (PENTA, Praha, CR)

e chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

e chloroform (PENTA, Praha, CR)

e kyselina borita (PENTA, Praha, CR)

e kyselina chlorovodikova (PENTA, Praha, CR)

e oktanol (PENTA, Praha, CR)

e [-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e polyethylenglykol 6000 — PEG 6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Tris-baze (Amresco, Solon, USA)

4.1.2 Magnetické nosice

e magnetické mikrocastice poly (2- hydroxyethylmethakrylat- co- glycidylmethakrylat) -
P(HEMA-co-GMA)

Castice byly syntetizovany na UMCH AV CR v Praze, Ing. D. Hordkem, CSc.
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4.1.3. Pouzity rostlinny material a vyrobky

Rostlinny materidl: a) oves (Avena sativa), b) jeémen (Hordeum vulgare L-), ¢) pSenice
(Triticum spp.), d) pohanka (Paspalum dimidiatum L.) f) Ryze (Oryza L.) (Obrézek 5), byl

ziskan od sukromného farmare na Ukrajing.

Obrazek 5: Rostliny material pouzity pro analyzu.
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Nakli¢ené zrna rostlin ovsa, pSenice, jecmenu, pohanky, ryze (Obrazek 6).

Obrazek 6: Nakli¢ené rostliny ovsa, pSenice, jeCmene, pohanky, ryze .

> Vyrobky (8 riznych) byly ziskany z obchodni sité v CR (Obrazek 3- Obrizek 6).
e Cerealni vyrobky pro déti :, kifupinky z ceredlif (a- kukufi¢né, b- ryzové, c- Spaldové)
(Obrazek 7).

Obrazek 7: Cerealni V}'/rol.)ky pro déti, a) kiupinky kukufi¢né b) kiupinky ryzové c)
ktupinky Spaldové

Spadlové kitupky: $padlova mouka 50%, kukufiéna krupice 50%.
Ryzové kirupky: extrudovana ryzova krupice.

Kukuri¢né krupky: extrudovana kukufi¢na krupice.
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e Hami nemlécna kase krupicova s ovocem (Obrazek 8):

Obrazek 8: Cerealni kase Hami pro déti a tyCinka HIPP

Slozeni vyrobku

Tycinka HIPP: obili 39 % (celozrnna ovesna mouka, mleté pSeni¢né vlocky, ryzova mouka,
kukufi¢né lupinky), jable¢ny koncentrat 20 %, bananové vlocky 19 %, koncentrat broskvoveé

stavy 8 %, rostlinny olej, jablecny prasek 5 % (susSené jablecné pyré 80 %, S§krob).

Cerealni kase Hami: Pseni¢na krupice (75,9 %), cukr, maltodextrin, jahodovy prasek (0,4
%), bananovy prasek (0,3%), broskvovy prasek (0,2%) uhli¢itan vapenaty, smés vitamina: (C,
niacin, E, D-pantothendt vdpenaty, B1, B6, A, kyselina pteroylmonoglutamova (kyselina
listovd), D3, biotin), difosforeCnan zelezity, siran zineCnaty, pfirodni jahodové aroma,

pfirodni bananové aroma, pfirodni broskvové aroma.

e (erealni suSenky ( 2 druhy ) (Obrazek 9):
- BeBe dobré rano extracerealni

-  BeBe rodinné cerealni

Slozeni vyrobku

BeBe dobré rano extracerealni: 1) cerealie 69,8 % [celozrnné cerealie 42,7 % (zitné vlocky
17,5 %, ovesné vlocky 15,3 %, celozrnna drcend pohanka 6,7 %, celozrnna mouka z pSenice
Spaldy 1%, celozrnna je¢na mouka 1%, celozrna pSeni¢nd mouka 1%) pSeni¢na mouka

27,1%], cukr, fepkovy olej,titrinovy cukr, kypfici latky, jedla stl, smés mineralnich latek,
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jecny sladovy sirup, siup z invertniho cukru, smés vitamind (vitamin E, vitamin B1), susené

odstfedéné mléko, (e 500, e 503), emulgatory (s6jovy lecitin), aromat.

BeBe rodinné cerealni: Cerealie 61,6 % (celozrrna pSeni¢na mouka 41,2 %, pSeni¢na mouka
20,4 %), cukr, rostlinny tuk a olej (palmovy, fepkovy), pSeni¢ny Skrob, susené odstredéné

mléko, kyprici latky (e 500, e 503), jedla sil, emulgatory (e 472e, sojovy lecitin), aromat.
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Obrazek 9: Cerealni vyrobky BeBe dobré rano extracerealni a BeBe rodinné cerealni

e RACIO Chlebicky (Obrazek 10):
SlozZeni: cela pSeni¢na zrmal00%. Mize obsahovat stopy soji.

Obrazek 10: Cerealni vyrobky RACIO Chlebicky.
4.1.4 Pristroje a pomucky

e centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, SRN)

e centrifuga MINI (Labnet, New Jersey, USA)

e NanoDrop 2 000 (Termo Scientific, Wilmington, USA)
e mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Polsko)
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mini inkubdtor (Labnet, New Jersey, USA)

thermo cykler Bio-Rad PTC 200 (Bio-Rad Lab., USA)

thermo shaker TS-100C (Biosan, Riga, LV)

zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet, USA)
Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Austrilie)

bézné laboratorni sklo, material a pomucky

transiluminator TVR- 3121 (Spectroline, Albany, USA)

zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer, Loughborough, UK)

magneticky separator Invitrogen Dynal AS (DynalBiotech, Oslo, N6rsko) (kontrola)
mikrovInna trouba PROLINE SM1 17 (SENCOR, CR)

k izolaci magnetickych CcCastic byla pouzita magnetickd jehla se souvisejicim
zafizenim, ktera byla navrzena a zkonstruovana ing. M. Némeckem (Fakulta

Chemicka, VUT Brno)

4.1.5 Roztoky pro izolaci DNA

ethanol (70%)
Bylo smichdno 70 ml 96% ethanolu s 26 mL destilované vody.
lyzaéni roztok s CTAB

1 g CTAB byl rozpustén v 10 mL 0,5 M Tris-HCI, 16 mL 5 M NaCl, 2 mL 0,5 M
EDTA a 42 mL destilované vody.

roztok chloridu sodného (5 M)
Navazka 87,66 g NaCl byla rozpusténa v 300 mL destilované vody.
roztok 40% poly(ethylenglykolu) 6 000 (PEG 6000)

Bylo navazeno 40 g PEG 6 000. Tato navazka byla rozpusténa v 60 mL destilované
vody a objem byl destilovanou vodou doplnén do 100 mL.

smés chloroform-oktanol

Chloroform a oktanol byly smichany v poméru 24:1.

TE pufr

1 L1 1 M Tris-HCI (pH 8,0) byl smichan s 0,2 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0). Roztok byl
doplnén do 100 mL destilovanou vodou. Vysledny roztok byl rozdélen do alikvotnich
podila.
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4.1.6 Komponenty pro PCR a qPCR
DNA polymeréza o koncentraci 1 U L' (TopBio, Praha, CR)

e dNTP smés 10 mM (TopBio, Praha, CR)

e primery 18S for a 5,8S rev (10 pmol uL™') (GENERI BIOTECH, Hradec Kralové,
CR)

e reakéni pufr kompletni (10x koncentrovany) (TopBio, Praha, CR)

Slozeni: 750 mM Tris-HCI (pH 8,8 pti 25 °C), 200 mM (NH4)2SO4, 1% Tween 20, 25
mM MgCl,.

e voda pro PCR (voda pro injekce, Braun, Melsungen, Némecko)
e PCR 2x SYTO-9 Master Mix (TopBio, Praha, CR)

Slozeni: 2krat koncentrovany 150mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 40mM (NH4)2S04,
5mM MgCl12, 400uM dATP, 400uM dCTP, 400uM dGTP, 400uM dTTP, Tag DNA
polymerdza (50 U/ml), monoklonalni protilatka anti-Taq, SYTO-9, stabilizatory a
aditiva.

4.1.7 Roztoky pro agarézovou gelovou elektroforézu
e agardzovy gel (1,2%)
0,6 g agarozy bylo rozpusténo v 50 mL 0,5x TBE pufru.
e DNA standard 100 bp zebiiek (Malamité, Moravské Prusy, CR)

Obsahuje fragmenty DNA délky 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1 200 a 1
400 bp.

e ecthidium bromid 0,5 pg mL!
50 pL ethidium bromidu (10 ng pL! ) bylo smiché4no s 1 L destilované vody.
e TBE pufr (5x)

Navazka 54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité byla rozpusténa v 20 mL EDTA (pH 8,0).
Roztok byl nasledné doplnén do 1 L destilovanou vodou. Pted pouzitim byl pufr zfedén
destilovanou vodou 10x.

e PCR vkladaci pufr Yellow load (TopBio, Praha, CR)

27



4. 2. Metody

4.2.1. Priprava homogenatu bunék

Jako vzorky rostlinného materialu pro pfipravu homogenatu byly pouzité cereélie
(pohanka, jeCmen, oves a pSenice), banan a jablko. Jako vyrobky pouzité pro piipravu

homogenatu byly ty€inka HIPP a kiupinky (Spaldové, ryzové, kukuticné).

Priblizné 0,3 g vzorkd (vazené na prevazkach) bylo preneseno do 1,5 mL
Eppendorfovy zkumavky a bylo pfidano 500 pL lyzaéniho cinidla s CTAB a 1 pL
merkaptoetanolu. Smés byla mechanicky homogenizovana kopistem za snizené teploty ve
vymrazenych termoblocich. Takto upravené vzorky byly inkubovany v termostatu pfi teploté
60 °C po dobu 30 minut. Po ukonceni inkubace bylo ptidano 500 pL. smési chloroform-
oktanol, smé&s promichana (asi 2-5 min.) a centrifugovana pii 14500 ot/10 minut. Supernatant
byl odpipetovan do Cistych Eppendorfovych zkumavek pro dalsi izolaci DNA magnetickymi

Casticemi. Obrazku 11 je uvedeno rozdéleni fazi po centrifugaci.

Obrazek 11: Rozdéleni fazi po centrifugaci homogenati v CTAB s ptidavkem chloroform-
oktanolu.

4.2.2. Izolace DNA pomoci magnetickych nosi¢i v magnetickém separatoru

Pro izolaci DNA z homogenati byly pouZzité magnetické Castice o koncentraci 2 mg
mL!. Separaéni smés byla piipravena do ¢istych Eppendorfovych zkumavek. Slozeni

separacni smési je uvedeno v Tabulce2.

28



Tabulka 2 Slozeni separacni smeési pro izolaci rostlinné DNA z homogenati v magnetickém

separdtoru
Slozka separacni smési Objem [uL]
NaCl (5 M) 200
Homogenat 50
40 % PEG 6000 200
Magnetické astice (2 mg/mL™) 50

Takto pfipravenu smés byla fadné€ promichéana a inkubovana pfi laboratorni teploté po
dobu 15 minut. Zkumavky se smési byli nasledné umistnéné do magnetického separatoru. Po
15 minutach v pritomnosti magnetického pasu byl supernatant opatrné odpipetovan ze
zkumavek tak, aby do pipety nebyly nabrany magnetické Castice, které zustaly na sténé

zkumavky.

Zkumavky bylyvyjmuty ze separatoru a Castice promyty piidanim 500 pL 70 %
ethanolu a zkumavky byly zpatky umistény do magnetického separatoru na dobu 2 min. Po
uplynuti této doby byl ethanol znovu opatrné odpipetovan a postup promyti ethanolem byl
zopakovan jesté jednou. Po odpipetovani ethanolu byly zkumavky nechany dosusit. DNA
navazanou na magnetickych casticich byla eluovana do 100 pL TE pufru po dobu 15 minut
pfi laboratorni teploté. Pomoci magnetického separatoru byly ze smési odseparovany
magnetické Castice (po dobu 2 minuty) a eluat s DNA byl pfevedeni do Cisté Eppendorfovy

zkumavky.

4.2.3. Izolace DNA pomoci magnetickych nosicu magnetickou jehlou.

Pro izolaci DNA z homogenati byly pouZzité magnetické Castice o koncentraci 2 mg
mL! Separacni smés byla pfipravena do <&istych Eppendorfovych zkumavek. Slozeni

separacni smési je uvedeno v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Slozeni separacni smeési pro izolaci rostlinné DNA z homogenatii magnetickou

jehlou
Slozka separacni smési Objem [uL]
NaCl (5 M) 100
Homogenat 25
40 % PEG 6000 100
Magnetické astice (2 mg mL™!) 25

4.2.4. Srazeni DNA isopropanolem

Pti homogenezaci v pufru s CTAB a ptidavku chloroform-oktanolu pro zvySeni Cistoty
izolované DNA byl piidan krok jejiho pfesrazeni isopropanolem. Po odpipetovani
supernatantu do Cistych Eppendorfovych zkumavek bylo pfidano 0,6 objemu isopropanolu a
zkumavky byly nechany stat pii laboratorni téploté po dobu 5 minut. Poté byly zkumavky
otoCeny, smés byla centrifugovana pti 13000 ot/5 minu. DNA precipitovala na dné zkumavky.
Po precisténi byl pridan 1 mL 70% ethanolu, smés byla nechana stat 2 minuty, poté byla smés
centrifugovana pii 13000 ot./5 min. Potom byl supernatant odstranén a sediment DNA osusen.
DNA byla rozpusténa ve 100 pl. TE pufru a pouzita pro dalsi postup izolace DNA

magnetickymi ¢asticemi.

Uvedenym postupem byli pfipravené homogenaty =z jablka, bandnu a cerealii

(pohanka, oves, pSenice, jeCmen).

4.2.5. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované
DNA

Cistota a koncentrace izolované DNA byla stanovena na piistroji NanoDrop 2000.
Pred samotnym stanovenim byla vycisténa Cocka pfistroje, vzorky byly fadné promichany a
jako blank byl pouzit TE pufr. Absorbance a nésledné dal§i parametry, byly stanovené
spektrofotometricky v rozmezi vinovych délek 230-320 nm. Byly odécteny hodnoty Azsonm,
A280nm, A230nm @ pomoci hodnot poméra absorbanci A260nm/ A280nm @ A260nm/ A230nm Stanovena

Cistota izolované DNA.
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4.2.6. Ovéreni kvality izolované DNA amplifikaci pomoci PCR

Jednotlivé vzorky izolované DNA a jejich fedéni byly pouzity jako templat v

polymerazové fetézovéu reakci. Slozky smési pro PCR byly namichany podle Tabulky 4 a

Tabulky 5. Jako pozitivni kontrola byla pouzita rostlinnd DNA izolovana z Nicotiana

tabacum o koncentraci 10 ng L.

~N O R WD

0N NN RN -

Tabulka 4 Slozeni smési pro PCR pro amplifikaci produktu o velikosti 700pb

Slozka smési pro PCR Objem [uL]
Voda pro PCR 16,5
Pufr pro PCR 10x koncetrovany 1,5 uM 2,5
Primer F 18 S (10 pmol puL™) 1,0
Primer R 5,8 S (10 pmol pL') 1,0
Smés dNTP (10 mM) 1,0
Tag DNA polymeréza 1.1 1,0
DNA matrice 2,0
Celkem 25,0

Tabulka 5 Slozeni smési pro PCR pro amlifikaci produktu o velikosti 220 pb

Slozka smési pro PCR Objem [uL]
Voda pro PCR 18,25
Pufr pro PCR kompletni10x koncetrovany 1,5 uM 2,5
DMSO 0,5
Primer F 26 sf (10 pmol pL™!) 0,5
Primer R 26 sr (10 pmol pL™!) 0,5
Smés dNTP (10 mM) 0,5

La DNA polymeraza (5 u pL™') 0,25
DNA matrice 2,0
Celkem 25,0

Ptipravené smési pro PCR byy dobfe promichany a umistény do cykleru; PCR ptebihala v 35

cyklech a v trech fazich:

1. Denaturace (95 °C /405,95 °C/305s)

2. Hybridizace primert (57 °C/40's, 52 °C /30 s)

3. Elongace — syntéza DNA (72 °C /80 s, 72 °C /40 s)

Pted prvnim cyklem byla prodlouzena faziedenaturace o 5 minut pii 95 °C; na zavér po

ukonceni 35 cyklu byla syntéza pii 72 °C prodlouzena o 10 minut. Nésledné byly vzorky
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ochlazeny a udrzovany pfi teploté 10°C, v piipadé potieby zmrazené a uchovavané pii teploté

-20 °C pro dalsi analyzu.

Byl pouzity pary primert (Tabulka ©6) :

Tabulka 6: Primery pro amplifikaci rostlinné DNA [37,38]
Primer Sekvence primeru Produkt PCR (bp)
18S for 5-GCG CTA CAC TGA TGT ATT CAA CGA G-3' 700%
5,8S rev 5'-CGC AACTTG CGT TCA AAG ACT CGA-3'

26S for 220P

5-GAATTC ACC CAA GTGTTG GGA T-3°

268 rev 5- AGA GGC GTT CAG TCA TAA TC-3’

4.2.7. Detekci specifickych produktu PCR agar6zovou gelovou elektroforézou

Produkty PCR detegovdy pomoci elektroforézy na 1,2 % agarozovém gelu (pro
specifické PCR produkty). V 100 mL 0,5 % TBE pufru bylo rozvafeno 1,2 g agar6ézy a po
ochlazeni byo pfidano 0,5 pL barviva Goldview. Gel byl nalit do pfipravené vanicky
s hfebinkem a nechan ztuhnout. Mnozstvi ptipraveného gelu zaviselo od velkosti vanicky: pro
vétsi vaniky bylo zapotifebi 100 mL gelu; pro mensi 70 mL, pfipadné 50 mLl, cemuz se

pfizptsobila i navazka agarozy.

Po ztuhnuti byl odstranén hiebinek a na gel byly do jednotlivych jamek nanaSeny
produkty PCR, které byly pfedtim smichané s 5 pL nanaseciho pufru (v poméru 5:1),
pozitivni a negativni kontrola, pfipravené stejnym zpusobem a standard molekulovych
hmotnosti (5 pL), ktery uz byl smichan s nanaSecim pufrem.. Samotna elektroforéza ptebihala
pfi napéti 80 V po dobu 1,5-2 hod, v zavislosti od velikosti a hustoty gelu. Po probéhnuti
elektroforézy byl gel dobarven v roztoku etidiumu bromidu (0,5 pg mL™), vyhodnocen pod

UV svétlem a fotograficky dokumentovan.
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4.2.8. Ovéreni kvality izolované DNA amplifikaci pomoci qPCR

Jednotlivé vzorky izolované DNA a jejich fedéni byly pouzity jako templat v
polymerazové fetézovéu reakci v realném case. Smés pro qPCR o celkovém objemu 25 ul

sklada se ze komponentt, ktere jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 Slozeni smési pro qPCR pro amlifikaci produktu o velikosti 700 pb

Slozka smési pro PCR Objem [uL]
1 Voda pro PCR 9,5
2 gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio) 12,5
3 Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
4 Primer 2 (10 pmol/ul) 1,0
5 Matrice DNA (10 ng/ul) 1,0

Nasledné byla desitkovym fedénim pripravena kalibra¢ni kiivka z kultury N. Tabacum

v rozsahu 100-0,001 ng/ul (desitkové fedéni).

Pripravené smeési pro qPCR byy dobfe promichany a umistény do cykleru, qPCR
prebihala v 35 cyklech a v tiech fazich:

1. Denaturace (95 °C /30 s)
2. Hybridizace primert (52 °C / 30 s)
3. Elongace — syntéza DNA (72 °C /40 s)

Pted prvnim cyklem byla prodlouzena fazie denaturace o 10 minut pii 95 °C; na zaveér

po ukonceni 35 cyklu byla syntéza pti 72 °C prodlouzena o 5 minut.

Statistické vyhodnoceni vysledki qPCR bylo provedeno pomoci softwaru cykleru
Rotor-gene 6000 (verze 1. 7. 87). Pro kvantifikaci byla pouzita metoda absolutni kvantifikace.
Reak¢ni ucinnost byla vypoctena ze sklonu amplifikacnich kfivek (M). Spolehlivost metody

byla odhadnuta z korelaéniho koeficientu linearni regrese (R?).
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5 Vysledky

5.1 Testovani metody mikroizolaci DNA z ruznych dryhy zrna cerealii

5.1.1 Homogenizace a izolace DNA

Postupem uvedenym v kapitole .. byly pfipraveny homogenaty z raznych rostlinnych
matric (oves, jeCmen, pSenice, pohanka). Priblizné 0,3 g rostlinného materialu se
homogenizovalo za chladu s 500 pl lysa¢niho roztoku s CTAB. Piiprava homogenatl je
uvedena na obrazku 12. K izolaci DNA magnetickymi casticemi bylo pouzito 50 pL

homogenatu.. Vybrané kroky izolace DNA magnetickymi ¢asticemi ze separani zmeési jsou

uvedeny na Obrédzku 13.

Obrazek 12 Priprava homogenata z riznych rostlinnych matric

Magneticky separitor

Magnetické ¢astice s DNA

Separaé’ni smes

Obrazek 13 Izolace DNA magnetickymi Casticemi ze separa¢ni smeési
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5.1.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky méfenim absorpéniho spektra

v rozmezi vinovych délek 220-340 nm, uvedenym v kapitole 4.2.5.

Vysledky spektrofotometrického stanoveni koncentrace a Cistoty DNA jsou uvedené

v Tabulce 8. Absorpcni spektrum DNA je ukazano na Obrazku 14.

0.9 foves

0.8

06

04

10mm Absorbance

0.1

0.0 —_—

-0.1

220 230 240 250 260 270 250 230 300 310 320 330 330
Wavelength (nm)

Obrazek 14 Absorpcni spektrum DNA z zrna cerealif

Tabulka 8 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolovana z
cerealii (0,3 g). DNA byla pfecisténa presrazenim isopropanolem, castice separovany
magntickym separdtorem.

Béh DNA — | Koncetrace 1DNA A260nm A280nm A2600m/ A260nm/
((i r3njg) (ng ul™) A280nm A230nm
1 Pohanka 2,6 0,051 0,038 1,37 1,51
2 Oves 2,3 0,045 0,035 129 2,34
3 JeCmen 1,1 0,022 0,016 1,37 1,43
4 PSenice 1,9 0,037 0,028 1,34 1,68

DNA byla izolovéna v koncetraci 1,1 — 2,6 ng pL'. DNA byla zne¢isténa (Axeo/A2so
1,29-1,37).
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5.1.3 Amplifikovatelnost DNA izolované ze zrna cerealii

DNA presrazena isopropanolem byla pouzita jako templat do smési pro PCR podle
postupu uvedeného v kapitole 4.2.6., Byly pouzity primery pro amplifikaci tiseku o veikosti
700 bp. Vysledky detekce specifickych produkti PCR jsou na Obrazku 15.

Béh DNA zrno (0,3 g) DNA ve Detekce produkti
smési pro PCR
PCR(ng)
1 DNA standard +
2 Pozitivni kontrola (DNA ++

z N.tabacum)

3 Negativni kontrola (bez DNA) -
4 JeCmen 2,2 -
5 PsSenice 3,8 +
6 Pohanka 5,2 -
7 Oves 4,6 -

82345 6/

produkt PCR

Obrazek 15 Agarozova gelova elektroforéza specifickych produkta PCR ( 700 bp).
Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v riizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Po amplifikacii DNA byly detegovany produkty PCR u pozitivni kontroly a pSenice. To

svéd¢i o zneciSténi DNA inhibitory PCR v ostatnich vzorkcich.
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5.2 Testovani metody mikroizolace DNA z ruznych druhi nakli¢enych cerealii

Zrno ovsa, pSenice, jeCmene, ryze a pohanky byly nakli¢ené. Pro izolaci DNA byly pouzity

zeleni klicky.

5.2.1 Homogenizace kli¢ku a izolace DNA

Uvedenym postupem (4.2.1 a 4.2.2) byly pfipravené homogenaty z klickt rtznych
naklicenych rostlinnych matric (oves, jeCmen, pSenice, pohanka, ryze). Pfiprava homogenatu
je uvedena na Obrazku 16 po pfidavku chloroform-oktanolu a pfesrazeni isopropanolem. Pro

izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi bylo pouzito 50 uL. homogenatu.

Homogenat

) - Homi faze s DNA

Dolni faze bez DNA

Obrazek 16 Po centrifugace béhem pfiipravy homogenatu z naklicenych zrn.

5.2.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovend spektrofotometricky postupem, méfenim
absorpcniho spektra v rozmezi vinovych délek 220-340 nm. Vysledky spektrofotometrického
stanoveni koncentrace a Cistoty DNA jsou uvedené v Tabulce 9. Absorp¢ni spektrum DNA je

ukazano na Obrazkul7.
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nakli¢enych cerealii, Castice separovany magntickym separatorem.

Tabulka 9 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolovana z

Béh | DNA - DNA A260nm | A280nm A260nm/ A260nm/
klicky (ng uLh A280nm A2300m
0,32

1 JeCmen 39,8 0,797 0,462 1,73 2,08

2 Ryze 25,4 0,509 0,309 1,65 2,04

3 Pohanka 130,7 2,613 1,422 1,84 1,35

4 PsSenice 23,1 0,462 0,280 1,65 1,85

10mm Absorbance

5.2.3 Amplifikovatelnost DNA izolované z naklicenych cerealii

2.6 {pzenice
24
27 Jiecmen
20
1.8
1.6
14
1.2
1.0
0.e
0.6

n4{ ™ - e

0.2
0.0

e

260

260

Wavelength (nm)

B

T
310

20 3%0

310

Obrazek 17 Absorpcni spektrum DNA z nakli¢enych cerealii popsat kiivky)

DNA byla izovdna v koncentraci 23,1-39,8 ng pL! z vyjimkou pohanky, kde byla
koncentrace 130,7 ng uL™' . DNA byla znegisténa (Az60/A2so 1,65-1,84).

Izolovana DNA byla byla pouzita jako matrice ve smési pro PCR podle postupu

uvedeného v kapitole 4.2.6. s pouzitim primerta 18S for a 58S rev.

Byl amplifikovan

produkt o velikosti 700 bp. Vysledky detekce specifickych produkti PCR jsou uvedeny na
Obrézku 18.
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Obrazek 18 Agarozova gelova elektroforéza specifickych produkti PCR ( 700 bp)

Béh DNA Mnozstvi | Detekce produkta
DNA ve PCR
smési pro
PCR
(ng)
1 DNA standard -
2 Pozitivni kontrola, (DNA z N. tabacum) 2 +
3 Negativni kontrola, (bez DNA) 0 -
4 Ryze nakliend 50,8 -
5 redéni 10x -
6 Pohanka nakli¢ena 261,4 -
7 redéni 10x -
8 JeCmen nakli¢eny 79,6 -
9 redéni 10x -
10 PsSenice naklic¢ena 46,1 +
11 redéni 10x +

34567891011

1500
1000 . -
500 . ” ‘ u v

100

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v riizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

Po amplifikacii DNA izolovanych z homogenati byly detegovany produkty PCR jenom u
pozitivni kontroly a z pSenice. To svédc¢i o pfitomnosti inhibitorit PCR v DNA u ostatnich
vzorku, které zistavaji na sténé zkumavky a dostavaji do TE pufru béhem eluce DNA z Castic

separovanych pomoci magnetického separdtoru.

39



5.3 Testovani metody mikroizolace DNA pomoci magnetické jehly

Magneticka jehla umoziuje vychytani magnetickych Castic s navazanou DNA a jejich

prenesani do Cisté eppendorfky.

5.3.1 Homogenizace vzorku a izolace DNA

Postupem uvedeny v kapitole 4.2.1., 4.23. a 424 byly pfipraveny homogenaty z
nakli¢enych rostlinnych matric a ze zrn cerealii (oves, jeCmen, pSenice, pohanka, ryze). Pro

izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi bylo pouzité 25uL homogenatu.

5.3.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA izolované pomoci
magnetické jehly

Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky zméfenim absorpcniho spektra
v rozmezi vlnovych délek 220-340 nm. Vysledky spektrofotometrického stanoveni
koncentrace a Cistoty DNA jsou uvedené v Tabulce 10 a Tabulce 11. Absorpéni spektrum

DNA je ukdzdno na Obrazku 19 a Obrazku 20.

Obrazek 19 Absorpéni spektrum DNA izolované ze zrna cerealii pomoci magnetické
jehly

co

ryze zmo

10mm Absorbance

20 20 240 o250 20 20 280 2% 300 30 320 0 30
Wavelength (nm)
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Tabulka 10 Spektrofotometrického stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolvané ze

zrn cerealii

Obrazek 20 Absorpcni spektrum DNA izolované z nakliCenych cerealii
magnetické jehly

B | DNA —zrni | Koncetrace DNA A260nm | A280nm | A260nm/A2 | A260nm/A
¢h 0,3 2) (ng uL™h) 80nm 2300m
1 | JeCmen 21,9 0,437 | 0,347 1,26 0,57
2 | Ryze 19,9 0,396 | 0,300 1,32 0,62
3 | Pohanka 13,9 0,278 | 0,204 1,36 0,74
4 | PSenice 490,4 9,809 | 5,448 1,8 1,64
10 psenice klice
9
8
7
3
E 6
£ S
5 4 T
3 ﬁ.\\'\_\
1 — -
0 —
220 230 240 250 260 210 280 290 300 310 30 330 30
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< e - -~
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0.0 e
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pomoci
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Tabulka 11 Spektrofotometrického stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z

naklicenych cerealii pomoci magnetické jehly

Béh DNA - Koncetrace DNA A260nm | A280nm A260nm/ A260nm/
klicky (ng uL™) A280m A2300m
(093 g)_

1 JeCmen 234,1 4,682 2,552 1,83 1,82

2 Ryze 128,2 2,563 1,512 1,69 0,64

3 PsSenice 80,6 1,612 1,192 1,35 1,05

4 Pohanka 88,1 1,763 1,323 1,33 1,15

5 Oves 115,1 2,313 1,495 1,55 1,38

Ze zrni byla magnetickou jehlou izolovdna DNA o nizké koncentraci (13,9-21,9 ng

uL!) s vyjimkou psenice (490 ng pL™t).

Z klick® bylo izolovana DNA ve vyssi koncentraci 80,6 az 517,5 ng uL™! s vyjimkou
pohanky (28,3 ng uL!).

5.3.3 Amplifikovatelnost DNA izolované z zrn cerealii pomoci magnetické

jehly

Z DNA byla piipravena smés pro PCR podle postupu uvedeného, s pouzitim primert
pro amplifikaci useku o veikosti 700 bp. Vysledky detekce specifickych produkti PCR jsou

zobrazeny na Obréazku 21.

Obrazek 21 Agar6zova gelova elektroforéza specifickych produkti PCR ( 700 bp) — DNA
izolovand pomoci magnetické jehly

Béh DNA Mnozstvi Detekce produkta
DNA ve PCR

smés pro i
PCR (ng)

1 DNA standard +

2 Pozitivni kontrola 2 ++

(DNA z N. tabacum)

3 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -

4 Ryze 39,8 -

5 redéni 10x 3,98 -

6 Pohanka 27,8 -

7 fedéni 10x 2,78 -

8 Oves -

9 redéni 10x +

10 JeCmen 43,8 +

11 redéni 10x 4,38 ++
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1500

1000

-produkt PCR

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v riizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

5.3.4 Amplifikovatelnost DNA izolované z naklicenych cerealii pomoci
magnetické jehly

Z DNA byla pripravena smés pro PCR podle postupu uvedenéhov kapitole 4.2.5. s
pouzitim primerov pro amplifikaci useku o velkosti 700 bp. Vysledky detekce specifickych
produkti PCR jsou uvedeny na Obrazku 22.
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Obrazek 22 Agardzova gelova elektroforéza specifickych produkti PCR ( 700 bp) - DNA

izolovanA pomocl magnetické jehly

Béh DNA Mnozstvi Detekce produkta
DNA na PCR
PCR smés
1 DNA standard +
2 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -
3 Pozitivni kontrola (DNA z N. 2 +
tabacum)
4 JeCmen (fedéni 10x) 103,4 T+
5 redéni 100x ++
6 Oves 10x 23.4 ++
7 redéni 100x +
8 P3enice 10x 16,12 T+
9 redéni 100x ++
10 JeCmen 10x 46,8 +++
11 fedéni 100x +
22304 568708 9 1011
1500
1000
W PG ieK
500 X
100

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v riizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan
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5.4 Testovani metody mikroizolace DNA z cerealnich vyrobku

5.4.1 Homogenizace a izolace DNA z cerealnich vyrobku

Uvedenym postupem v kapitole 4.2.1. 4.2.4. Bylo pouzito 50 puL. homogenatu pro
izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi postupem uvedenym v kapitole 4.2.2 a 4.2.3 (Obrazek

23).

Horni faza z DNA

Homogenat

Dolni faza bez DNA

Obrazek 23 Homogenizace a izolace DNA z cerealnich vyrobku

5.4.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA izolované z
cerealnich vyrobkiu

Po izolace byla stanovend koncentrace DNA spektrofotometrickym méfenim
absorpcniho spektra v rozmezi vinovych délek 220-340 nm. Vysledky spektrofotometrického
stanoveni koncentrace a Cistoty DNA jsou uvedeny v Tabulce 12. Absorp¢ni spektrum DNA

je ukdzano na Obrazku 24.
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Tabulka 12 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cCistoty DNA izolované z
cerealnich vyrobka magnetickym separatorem (MS)

Béh | DNA —vyrobku | Koncetrace DNA | Asonm | A280onm |  A260nm/ Ao6onm/
0,32 (ng L™ A280nm A230nm
1 Chlebiicky 79,4 1,588 | 1,156 1,34 0,80
pSenicni
2 BeBe rodinné 10,6 0,212 | 0,115 1,85 0,67
cerealni
3 BeBe dobré rano 18,7 0,375 | 0,253 1,48 1,01
extracerealni
4 Hami kaSe 52 0,103 | 0,055 1,89 0,77
5 Kiupinka ryzova 31,3 0,626 | 0,480 1,30 0,75
6 Kiupinka 17,9 0,359 | 0,260 1,38 0,64
kukuriéna
7 Ktupinka 39,6 0,791 | 0,590 1,34 0,54
Spaldova
8 Tyc¢inka HIPP 14,5 0,290 | 0,230 1,26 0,86

Obrazek 24 Absorpéni spektrum DNA izolované z cerealnich vyrobkii pomoci
magnetického separatoru
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Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky meétrenim absorpéniho spektra
v rozmezi vlnovych délek 220-340 nm. Vysledky spektrofotometrického stanoveni
koncentrace a Cistoty DNA jsou uvedeny v Tabulce 13. Absorp¢ni spektrum DNA je ukazano
na Obrézku 25.

Tabulka 13 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z

cerealnich vyrobka magnetickou jehlou (MJ)

Béh | DNA —vyrobku | Koncetrace DNA | Asonm | A280onm |  A260nm/ Ao6onm/
0,32 (ng LY A280nm A230mm
1 Chlebiicky 110,5 2,210 | 1,606 1,38 1,13
pSenicni
2 BeBe rodinné 93,2 1,865 1,339 1,79 1,15
cerealni
3 BeBe dobré rano 112,2 2,244 1,623 1,38 1,14
extracerealni
4 Hami kaSe 128.,4 2,569 | 1,878 1,87 1,15
5 Ktupinka ryzova 80,1 1,602 | 1,192 1,34 1,01
6 Kiupinka 70,4 1,407 | 1,057 1,33 0,99
kukuriéna
7 Kiupinka 73,1 1,462 | 1,088 1,34 0,72
Spaldova
8 Tyc¢inka HIPP 65,2 1,304 | 0,994 1,31 0,94
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Obrazek 25 Absorpéni spektrum DNA izolované z cerealnich vyrobkii pomoci

magnetické jehly
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5.4.3 Amplifikovatelnost izolované DNA z cerealnich vyrobku 700 bp

Z DNA byla pfipravena smés pro PCR podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.6. s

pouzitim primert pro amplifikaci iseku o veikosti 700 bp. Vysledky detekce specifickych

produkti PCR jsou uvedeny na Obrazku 26.
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Obrazek 26 Agardzova gelova elektroforéza specifickych produkta PCR ( 700 bp)

Béh DNA - vyrobku (0,3 g) Mnozstvi Detekce produktu
DNA ve PCR
smési pro
PCR (ng)

1 DNA standard +

2 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -

3 Pozitivni kontrola 2 +

(DNA z N. tabacum)

4 Chlebicky 158.,8 -

5 fedéni 10x -

6 Bebe rodinné cerealni 21,2 -

7 Bebe extracerealni 37,4 -

8 fedéni 10x -

9 Hami kase 10,4 -
10 Ktupinka Spaldova 79,2 -
11 Tycinka HIPP 29,0 -
12 Krtupinka ryzova 62,6 -
13 Krupinka kukuficna 35,8 -

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v riizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan

2: 34 5 687 8910111213

'!‘“QJ' "'; produkt PCR
. )

5.4.4 Amplifikovatelnost DNA izolované z cerealnich vyrobka 220 bp

Z DNA byla pripravena smés pro PCR podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.6. s
pouzitim primertv pro amplifikaci tseku o velikosti 220 bp. Vysledky detekce specifickych
produkti PCR jsou uvedeny na Obrazku 27 a Obrazku 28.
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Obrazek 27

Agarozova gelova elektroforéza specifickych produkti PCR ( 220 bp)

Béh DNA - vyrobku (0,3 g) Mnozstvi Detekce produkta
DNA ve PCR
smési pro
PCR (ng)
1 DNA standard
2 Pozitivni kontrola 2 ++
(DNA z N. tabacum)

3 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -

4 Hami kase 156,8 +
5 fedéni 10x ++
6 Chlebicky 221,0 -

7 fedénilOx +

8 Bebe rodinné cerealni 186,4 ++
9 fedénilOx ++
10 Bebe extracerealni 2244 ++
11 fedénilOx ++

1500 -
1000 —
500 -
— produkt PCR
100 —

Ry 0 10 9101

Pozn.: +, ++, +++ produkt PCR detegovan v riizné intenzité, — produkt PCR nedetegovan
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Obrazek 28 Agarozova gelova elektroforéza specifickych produkta PCR ( 220 bp)

Béh DNA - vyrobku (0,3 g) Mnozstvi Detekce produkta
DNA ve PCR
smési pro
PCR (ng)
1 DNA standard
2 Pozitivni kontrola 2 ++

(DNA z N. tabacum)

3 Negativni kontrola (bez DNA) - -
4 Ktupinka Spaldova 146,2 -
5 Tycinka HIPP 130,2 -
6 Ktupinka ryzova 160,2 -
7 Ktupinka kukufi¢na 140,8 -

1500-
1000-

500-

-produkt PCR
100-

5.5 Amplifikovatelnost DNA izolovane z cerealnich vyrobki pomoci gPCR

Byla provedena qPCR specificka pro rostlinu DNA pro zjisténi pfesné koncentrace

DNA ve vzorcich cerealniho vyrobku metodou absolutni kvantifikace.

Ze zavislosti hodnoty Ct na koncentraci ve srovnani s kalibracni kiivkou (v rozsahu
100 ng puL! pg uL™), (bod 1 pg uL™!' byl pro vypodet zanedban) byla pomoci softwaru
cykleru Rotor-gene 6000 (verze 1. 7. 87) stanovena koncentrace cilové DNA ve vzorcich v

rozmezi 0,0144-0,422 ng uL~'. Dale byla stanovena hodnota reakéni Gcinnosti na 90 %
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(Efficiency) vypocitana ze sklonu amplifika¢nich kiivek (M). Spolehlivost reakce byla

vypodtena z koreladniho koeficientu linearni regrese (R? ) s hodnotou 0,99 (Obrizek 29 ).

Amplifikacni kiivky — zdvislost intenzity fluorescence na cyklu reakce jsou uvedené

na Obaazku 30 a Obrazku 31.

" T Cycling A.Green (Page 1):
gl e b e sa T — 7 S . N R=0,99540
: . : - R"2=0,99082
o s S T B=18,463
5 ' : : ! Efficiency=0,86

Concentration

Obrazek 29 : Zavislost hodnoty Ct na koncentraci.

Leganda: ¢ervené body — kalibra¢ni kiivka, modré body — analyzované vzorky
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- B0: pk
B1: pk

‘ LT : ! ' 62 pk
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Norm. Fluoro.
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Cycle
Obrazek 30: Amplifikacni kifivky — zavislost mnozstvi fluorescence na cyklu reakce
DNA izolovane z cerealnich vyrobkt

Pro ovéfeni pfitomnosti specifického produktu PCR byla provedena Melt analyza. Byl
detekovan jeden vrchol na kiivkach tani — PCR produkt o teploté tani (Tm) 88,3 °C (Obrazek
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35 a Obrazek 36). Stejné teploty tani dosahoval vrchol pozitivni kontroly (DNA N. tabacum) i
série standardi kalibracni kiivky. Z vysledkd vyplyva, ze byla amplifikovana specificka
rostlina DNA.

dF /dT

30: krupicka rpZova
—— 32 krupicka kukuficna
—— 33 tyéinka
—— 34: krupicka $paldova
— 53 pk
— B0: pk
— B1: pk
— B2 pk
— 71:nk

55 60 £5 95 100

Obrazek 31: Melt analyza — zavislost mnozstvi fluorescence na teplot¢ DNA izolovane
z cerealnich vyrobku

Veskeré vysledky kvantifikace a Melt analyzy pro testované vzorky jsou
uvedeny v Tabulce 14.

Charakteristika Ct ¢ [ng uL1]
vzorku
Kiupinka ryzova 25,27 0,0144
Kiupinka kukufi¢na 23,98 0,0321
Ktupinka Spaldova 19,85 0,422
Tycinka HIPP 21,77 0,1273
Pozitivni kontrola 30,78 15,219
Negativni kontrola 4,2 0,0005
25,57 13,119
Standard 100 ng/ul
22,3 0,696
Standard 10 ng/pl
19,05 0,0914
Standard 1 ng/ul
14,33 0,012
Standard 0,1 ng/pl
Standard 0,01 ng/ul 11,8 0,0024
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6 DISKUZE

6.1 Testovani metody mikro izolace DNA pomoci magnetického separatoru

ze zrn cerealii a z naklicenych zrn cerealii

6.1.1 Testovani izolace a amlifikace DNA ze zrn cerealii pomoci

magnetického separatoru

Béhem izolace DNA ze zrn cerealii byla testovana modifikovana metoda pro izolaci
roslinné DNA s CTAB. Rostlinné vzorky obsahuji velké mnozstvi polysacharida, polyfenolt
a proteina [51]. Tyto latky béhem homogenizace se mohou adsorbovat na DNA - proto je
dutezité jejich odstranéni. Pro odstranéni polysacharidi se pfidava lyzaéni roztok CTAB

s vy$si koncentraci NaCl a merkaptoethanol pro odstranéni polyfenold.

K rozruSeni bunék ze zrn béhem homogenizace vzorku se pouziva plastovy kopist a
DNA se uvoliiuje do roztoku. Aby se predeslo enzymatické degradaci DNA homogenizace se

provédi ve termobloku za chladu [52].

Po homogenizaci se pfida smes chloroform — oktanol a po centrifugaci dojde k rozdéleni
homogenétu do 3 fazi - jednu fazi tvofi chloroform-oktanol , druhou - proteiny a necistoty a
zbytky bunécnych stén, tfeti — vodna faze s DNA (Obrazek 12). Odebrana vodna fize s DNA
byla presrazena isopropanolem a zakoncetrovana ethanolem. Bylo zi§t€éno, ze bez tohoto

kroku byly zméfeny nizké hodnoty koncentraci DNA a DNA byla velmi kontaminovana.

Podle naméfenych koncentraci DNA a kiivek zavislosti absorbance DNA na vlnové
délce (Tabulka 18; Obrazek 14) lze konstatovat, ze DNA byla zneciSténa predev§im
polyfenoly. (nejvyssi hodnota absorbance byla zaznamenana okolo 250 nm).  Nejvyssi
koncentrace DNA byla zméfena u zrn pohanky. Tento vzorek mél pomér A26onm/A280nm =
1,37, coz znamena, ze obsahoval proteiny. U vSech vzorki byla DNA izolovana v

dostatecném mnozstvi pro PCR.
Produkty PCR byly detegovany u pozitivni kontroly a v béhu ¢.5 (Obrazek 15).
Jiné produkty PCR nebyly detegovany - svéd¢i to o pritomnosti inhibitorta v

ostatnich vzorcich izolované DNA.
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6.1.2 Testovani izolace a amlifikace DNA z klicka cerealii pomoci

magnetického separatoru

Postupem uvedenym v kapitolé 4.2.2. bylo izolovdana DNA z naklienych zrn cerealii.

Podle zméfenych kiivek zavislosti absorbance DNA na vinové délce (Tabulka 9;
Obrazek 17) Ize konstatovat, ze izolovana DNA byla kontaminovana doprovodnymi

latkami. Nejvyssi koncentrace DNA byla zjisténa u zrna pohanky.
DNA byla u vSech vzorki izolovana v dostate¢ném mnozstvi pro PCR.

Byla piipravlena smés pro PCR podle postupu v kapitolé 4.2.6. Pro amplifikaci
izolované DNA byly pouzity primery 5.8S a 18S. Produkty PCR byly detegovidny u
pozitivni kontroly a v béhu ¢.11 (Obrazek 18).

Tento béh obshoval amplikon DNA izolované ze nakli¢eného zrna pSenice. Jiné
produkty PCR nebyly detegovany, to zmanema, Ze v ostatnich vzorcich byly pfitomny

inhibitory PCR.

6.2 Testovani izolace a amlifikace DNA z naklicenych zrn cerealii

pomoci magneticky jehly

Postupem uvedenym v kapitolé 421 a 423 bylo izolovina DNA

z nakli¢enyych zrn cerealii.

Magnetické ¢astice s navazanou DNA byly separovany pomoci magnetické jehly.
Izolace pomoci magnetické jehly jsou piesnéjsi, Castice s navazanou DNA se vazi na

jehlu a kontaminujici latky zdastavaji v roztoku..

Po izolaci byla stanovena koncentrace DNA spektrofotometricky(Obriazek 19,

Obrazek 20, TabulkalO a Tabulkall).

Zméftena koncentrace DNA byla nejvyssi u nakli¢enych zrn pSenice. DNA byla u

vsech vzorki izolovana v dostate¢ném mnozstvi pro PCR.
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Izolovana DNA byla pouzita jako templat do smési pro PCR podle postupu v
kapitolé 4.2.6. (Obrazek 21). Produkty PCR byli detegovany u pozitivni kontroly a
v bézich ¢. 9-11.

Béh ¢- 9 obsahoval amplikon z10x fedéné DNA izolované ze zrn ovsa. I kdyz
10x fedény vzorek mél nizsi koncentraci DNA, tak se amplifikoval nebot obsahoval

mensi mnozstvi inhibitoru PCR.

Béhy €. 10 a 11 obsahovaly amplikony DNA izolované ze zrn jeCmene a 10x
fedéné DNA ze zrn jeCmene. Amplikon v béhu ¢.10 byl slabé viditelny protoze obsahval
inhibitory PCR. Amplikon v béhu ¢.11 mél vétsi intenzitu protoze 10x fedény vzorek

obsahoval men§i mnoZstvi inhibitord PCR.

Vysledky amplifikace DNA izolované ze nakli¢enych zrn ceredlii jsou zobrazeny
na Obrazku 22. Produkty PCR byly detegovany u vSech vzorkii DNA pfi fedéni 10x a
100x. To znamena, ze byla izolovana DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR a neobsahovalauje
inhibitory. Obdobnych vysledki bylo také dosazeno v publikace [53], kde nejvyssi

Cistotu méla DNA, ktera byla izolovana z ovocnych lista.

6.3 Testovani izolace a amlifikace DNA z vyrobkiu

Pro analyzu byli vybrani cerealni vyrobky pro déti - kase krupicova znacky Hami,
cerealné-ovocna tyCinka znacky HIPP a kiupky kukufi¢né, Spaldove a ryzové, bézné
cerealni a extracerealni suSenky znacky BeBe a chlebicky znacky Racio. Magnetické

Castice s navazanou DNA byly separovany magnetickou jehlou.

Z vysledkt spektrometrickych méfini je patrné, Ze vSechny vzorky (Castice)
izolované pomoci magnetického separatoru absorbovaly pfi 240-250 nm, coz znamena,
ze vzorky byly zneciStény zfejmé polyfenoly. Amplifikace se téchto vzorkd byly

neuspésné, protoze obsahovaly inhibitory PCR.

Z vysledkt uvedenych v kapitolach 6.1-6.2 vyplyva, ze separace magnetickych
Castic s navazanou DNA pomoci magnetické jehly byla Gspésna. Z tohoto divodu byl

tento postup pouziti pfi izolaci DNA z cerealnich vyrobkt (Tabulka 13 a Obrazek 25).

Nejvyssi koncentraci méla DNA izolovana z kaSe Hami a Chlebicku maximum

absorbance bylo pii 260 nm, coz znamena ze DNA la byla ¢ista. Hodnoty A26onm/A280nm
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se pohybovaly kolem hodnotyl,8. DNA izolovana ze vzorku vyrobkii BeBe rodinné
cerealni a kasi Hami byly bez kontaminantt.VSechny ostatni vzorky absorbovaly kolem

250-260 nm. coz znamena ze byly zneciStény zfejmé polyfenoly.

Z izolované DNA byla pfipravena smes na PCR a kjeji amplifikaci bylyypouzity
primery18S_for a 5,8S_ rev. Po amplifikaci nebyl detegovan zadny produkt PCR.. V
toho to lze vyvodit, Ze DNA izolovana z tepelné oSetfenych vyrobku je casteCné
degradovana. Amplifikace byla tedy provedena za pouziti pfimertupro kratsi tseky

DNA.

Pro amplifikace kratkych useki DNA byly pouzity primery 26S f a 26S r,

pomoci kterych Ize syntetizovat amplikon o velikosti 220 bp.

Po amplifikaci byl detegovan produkt PCR v bézich 2, 4, 5, 7-11. (Obrazek 27).
V bézich. 4 a 5 byly amplikony DNA izolované z détského vyrobku- kaSe krupickové
Hami. Vbéhu ¢ . 7 je slabé viditelny amplikon 10x fedéné DNA izolované ze Chlebicku
Racio (vzorek ziejmée obsahoval inhibitory PCR). V bézich 8 a 9 jsou amplikony DNA
izolované z suSenek BeBe rodinné cerealni. V bézich 10 a 11 jsou amplikony DNA
izolované ze suSenek BeBe extracerealni. U dal§ich produkti nebyly amplikony

detegovany. DNA z tepeln€ zpracovanych vyrobkl byla ziejmé degradovana.

6.4 Amplifikace DNA izolované z cerealnich vyrobki pomoci
qPCR

Na Obrazku 30 jsou uvedeny amplifikac¢ni kiivky DNA izolované z cerealnich
vyrobkl pomoci magnetické jehly - vSechny vzorky DNA se amplifikovaly. Na Obrazku
31 jsou uvedeny kiivky tani produktd PCR Pomoci inflexnich bodl byly stanoveny
hodnoty Tm = 88,3 °C, které jsou hodnoty specifické pro analyzované amplikony.

Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 14.
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7 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo izolovat DNA v kvalité vhodné pro PCR. z ceredlii a
cerealnich vyrobkli pomoci magnetickych ¢astic ~ Bylo zjiSténo, Zze pouzitou
mikrometodou 1ze izolovat DNA z vybranych cerealii a vyrobkt, odpovidajici Cistoty,

ktera je vhodna pro genetickd analyzu pomoci PCR.
Bylo zjisténo, ze krok predsrazeni DNA isopropanolem je dulezity.

Vyssi koncentrace DNA bylo dosazeno pfi izolace magnetickymi Casticemi a jich

separace pomoci magnetické jehly. Nejvhodné&jsi postup je nasledujici:

Homogenizace rostlinného materialu kopisem z ptfidavkem CTAB a merkaptoethamolu,
inkubace 30 min, a centrifugace z pfidavkem smési chloroform-oktanol. Po centrifugaci
odebrand faze byla pfesrazena isopropanolem. DNA byla sorbovdna na povrch
magnetickych castic v prostiedi PEG 6000 a NaCl pfi laboratorni teploté po dobu 15
minut. Pomoci magnetické jehly byla provedena separace, a prenos magnetickych Castic z
navazanou DNA do Cistych Eppndorffovych zkumavek s ethanolem. Promyté magnetické
castice s DNA byly pfeneseny pomoci magnetické jehly do Eppndorffovych zkumavek
DNA byla eluovana 50 uL TE pufru pfi teploté 25°C po dobu 15 minut . Izolovana DNA
byla byla v riznych fedénich pouzita jako templat v PCR za pouziti primert 18S for a
5,8S_rev, a 26S_for a 26S_rev.. Produkty PCR byly detegovdny agar6zovou gelevou

elektroforézou na 1,2% gelu

U tepelné zpracovanych vyrobkd dochazelo k Castecné degradaci DNA, coz ovliviiilo

amplifikovatelnost DNA v PCR.
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9 POUZITE ZKRATKY

zkratka
bp
CTAB
DNA
dNTP
HCl
PCR
MS
MJ
PEG
qPCR
Tm
WHO

FAO
UNEP
ISO
HACCP
IFS Food

vysvétleni zkratky

par bazi (baise pair)
cetyltrimethylammonium bromid
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleosidtrifosfat

kyselina chlorovodikova
polymerazova fetézova reakce
magneticky separator
magneticka jehla
polyethylenglykol

polymeréazova fetézova reakce v realném Case
teplota tani

svétova zdravotnicka organizace

organizace pro vyzivu a zeme&délstvi

program osn pro zivotni prostiedi

mezindrodni organizace pro normalizaci

systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodu

mezindrodny standard
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