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ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast shrnuje dosavadni poznatky pro praktické vyuziti magnetickych nosict
v molekularni diagnostice. Zahrnuje jak jiz pouzivané metody, tak i metody s potenciadlnim
vyuzitim do budoucna. V experimentalni ¢ésti bylo testovano vyuziti magnetickych nosicu
pro izolaci DNA z mlé¢ného vyrobku a bakterialni kultury. Bylo potvrzeno, Ze magnetickymi
nosi¢i byla izolovana DNA v kvalit¢ a mnozstvi vhodném pro provedeni polymerazové
fetézové reakce.

ABSTRACT

The theoretical part summarizes the current knowledge for practical use of magnetic
carriers in molecular diagnostics. It includes both already used methods and methods with
potential for the future. In the experimental part was tested by use of magnetic media for
isolation of DNA from a dairy product and a bacterial culture. It was confirmed that the
magnetic carrier DNA was isolated in quantity and quality suitable for carrying out
polymerase chain reaction.
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1 UVOD

Magnetické nosice maji jedinené magnetické vlastnosti a schopnosti interakce
s biomolekulami. Maji mikro- az nanorozméry. VétSinou se skladaji ze tfi hlavnich Casti, a to
jadra tvofeného superparamagnetickym nebo paramagnetickym kovem, povrchovym krytim
(naptiklad organickymi polymery) a funkénimi skupinami, které =zajiStuji interakci
s analytem. Magnetické nosi¢e jsou vhodnym nastrojem pro separaci a purifikaci DNA.
Na rozdil od klasické fenol-chloroformové extrakce, jde o rychlej$i metodu se ziskem ¢istSiho
analytu. Fenol-chloroformovéa extrakce je Casové naro¢na a je nutné provést fadu krokd,
abychom vy-izolovali ¢istou DNA ze vzorku. Navic se pracuje s toxickymi chemikéliemi a
s velkym poctem krokii roste i moznost chyby a kontaminace vzorku. Z tohoto pohledu
se magnetické nosi¢e jevi jako lep$i volba. Dal§i vyhodou je, ze povrchové upravené
magnetickych nosi¢e miizeme funkcionalizovat podle potieby v zavislosti na povaze analytu a
pouzité aplikaci a docilit tak optimalnich podminek pro separaci.

Jednim z moznych zplisobll vyuZziti magnetickych nosicu je jiz zminéna izolace DNA, coz
je dulezity krok pro pouziti v dalSich moznych aplikacich. Vyuziti nachazi v molekularni
diagnostice mikroorganismi a vird, a to napiiklad pii kontrole potravinovych vyrobka, at’ uz
pro zjisténi prospésnych mikroorganismii (probiotické kultury v mléénych vyrobcich a
potravinovych doplicich), tak mikroorganismt patogennich, které mohou potraviny zkazit.
Dale pfi genovych manipulacich (Slechténi rostlin), v 1€¢kafské diagnostice a 1€¢bé (nosi¢
1é¢iv), v environmentélnich védach (¢isténi vody od polutantli), biotechnologii (produkce
enzymt, kontrola vyrobkil), kriminalistice (urCeni pachatele), pfipadné dalSich odvétvich.
DNA izolovand pomoci magnetickych nosicii dosahuje vysoké kvality, ktera je potifebna pro
amplifikaci DNA pomoci PCR, ligaci DNA fragmentli do plazmidovych vektord, pfipravu
DNA sond nebo pro piimé sekvencovani [1-6], [15].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Magnetické nosice

Magnetické nosic¢e se obvykle skladaji ze tii hlavnich ¢asti. Z jadra, které je tvofeno
magnetickym materidlem, povrchovym materidlem, kterym je jadro pokryto a bréani
pfipadnym nezddoucim interakcim a funkénimi skupinami, které zajiStuji pozadovanou
reaktivitu s analytem. Jadro nemusi byt nutné pokryto polymerni vrstvou, zalezi vzdy, pro
jakou aplikaci bude pouzito. Zakladni schematicky popis magnetického nosi¢e je mozno
znazornit timto obrazkem (Obrazek 1). [1]

Magneticke
jadro

Polymerni vrstva

Organické raménko /"
Funkéni molekula (ligand)

Obrazek 1: Schematické znazornéni magnetického nosice. Prevzato z [7].

2.1.1 Magnetické jadro

Magnetické jadro je tvofeno materidlem vykazujicim paramagnetické popiipade
superparamagnetické vlastnosti. Paramagnetické latky vykazuji magnetické vlastnosti jen
v pfitomnosti magnetického pole a po odstranéni vnéjSiho magnetického pole nevykazuji
zadny zbytkovy magnetismus. Supermagnetické latky vykazuji kombinaci paramagnetickych
a feromagnetickych vlastnosti a po odstranéni vnéj$iho magnetického pole nevykazuji témet
zadny zbytkovy magnetismus. Této vlastnosti 1ze vyuzit a magnetické nosi¢e dle potieby
separovat ze vorku pomoci magnetického separdtoru. Zato v nepiitomnosti magnetického
zdroje nosice nevykazuji zbytkovy magnetismus a nedochdzi k jejich nechténé agregaci [8].
Castice maji mikro- aZ nanorozméry a jsou anorganické povahy. Superparamagnetické
materidly jsou nejCastéji zalozeny na oxidech Zeleza, jako je napfiklad magnetit Fe;Os,
maghemit y-Fe,Os, ferity — MO-Fe,O (M: Co, Cu, Mn, atd.) pfipraveny spolu srazenim M*" a
M>" soli a Lag 75519 2sMnO3; manganatého peroskvitu. Materialy zaloZené na oxidech Zeleza
jsou relativné bezpecné, netoxické a obvykle dobie tolerovany in vivo. Na druhou stranu
nékteré druhy nanocastic mizou poSkodit DNA. Jsou znamy piipady, kdy oxid titanicity
rozbil dvou-Sroubovici DNA, a u kobaltu zelezitého se ukazalo, Ze vykazuje genotoxické
pusobeni na jaterni tkan. [1]



2.1.2 Povrchové materialy

Magnetické jadro je vhodné pokryt biokompatibilnimi polymery, které brani nezddoucim
reakcim s analytem, zivym systémem, popiipad¢ zabrani pifipadné inhibici pfi polymerové
retézcoveé reakci (PCR). Jako ptiklad mizeme uvést kyselinu alginovou, poly(vinylalkohol),
dextran a dalsi nizko ¢i vysoko molekularni slouceniny. Povrchové materidly dale zlepSuji
koloidni stabilitu ve fysiologickych médiich, zabranuji ptipadné toxicit¢ a minimalizuji
absorpci proteinu na povrch nanocastic. Zvlasté polyethylenglykoly (PEGs) s dlouhymi
polymernimi fetézci které jsou vysoce rozpustné ve vodé a netoxické, nachdzi vyznam
aplikaci stabilizujici systém a roznos 1€¢iv biologickymi molekulami. Kryci vrstva mize byt
dale pripravena z inertnich materiala, jako je fosforecnan vapenaty nebo apatit. Vzacné se
muzeme setkat s nanocasticemi pokrytymi zlatem, které jsou obvykle funkcionalizovany
oligonukleotidy s thiolovou skupinou na jednom konci a jedno-fetézcovym nukleotidem.
Nanocastice oxidu zelezitého pokrytého zlatem s imobilizovanou DNA sondou byly pouzity
jako soucast elektrochemického DNA biosenzoru. [1]

2.1.3 Funkcionalizace

Funkéni skupiny zajiStuji reaktivitu s pozadovanym analytem a jsou ukotveny na
povrchovém krytu magnetickych castic. Povrch muize byt funkcionalizovan pozitivné
nabitymi molekulami jako jsou napiiklad amino skupiny (-NH,), které zvysuji
elektrostatickou afinitu k fosfatové pateti DNA pifipadné RNA (je negativné nabitd) a
umoziuji tak separaci a purifikaci DNA/RNA ze vzorku. I zaporné nabita funkcni skupina
jako je naptiklad skupina karboxylova (-COOH) muze byt ptekvapivé pouzita pro izolaci
nukleovych kyselin, plasmidové DNA a bakteridlni DNA z rtiznych komplexnich vzorka. Je
vSak nezbytné dodrzet podminky kondenzace DNA, kdy je nutna ptitomnost PEG 6000 (nebo
PEG 8000) a NaCl. [1]

2.2 Praktické vyuziti magnetickych nosic¢i

2.2.1 Izolace/purifikace DNA

Izolace DNA je dulezity krok pro mnohé dalsi aplikace. DNA Ize izolovat z rGznych
vzorkl, jako jsou napiiklad vyrobky denni spotieby, piida, mikroorganismy a télni tekutiny.
DNA lze ze vzorku izolovat pomoci magnetickych nosi¢ii s vhodnymi funkénimi skupinami.
Vzorek obsahujici DNA se smichd s magnetickymi ¢asticemi. Po dob¢ potfebné na navazani
DNA na nosic¢e se vzorek umisti do magnetického separatoru, kde magnet drzi Castice na
misté a supernatant obsahujici necistoty se odebere. Potom se piida promyvaci roztok pro
dikladn¢ promyti a zbaveni vSech necistot, ktery se nasledné odebere jako v predchozim
pripadé€. Nakonec se ptida pufr, do kterého se DNA eluuje, DNA obsaZena v tomto pufru se
odebere a miiZze pouzit pro riizné aplikace. [1], [8]

2.2.2 Pouziti v biotechnologii

Na magnetické nosice je mozno imobilizovat enzymy. Ty je mozno umistit do nékterych
typt reaktori se substratem a po ukonceni reakce je vyjmou pomoci magnetického
separatoru, coz je vyhodné naptiklad pii pouziti drahych enzymi, které je mozno pak
opakované pouzivat anebo v ptipad¢ kdy potfebujeme odstranit enzym z produktu. [9]



2.2.3 Aplikace magnetickych nosi¢i v mediciné

2.2.3.1 Diagnostika rakoviny

Na magnetické nosice je mozné imobilizovat protilatky. Pokud je ve vzorku obsazen
prislusny antigen navaze se na danou protilatku umisténou na nosi¢i. Timto zplisobem jde
stanovit pfislusné antigeny ve vzorku. Naptiklad karcinom jater je mozno stanovit na zakladé
zvysené koncentrace antigenu o-fotoproteinu (APF) obsazeném v krevnim séru. [9]

2.2.3.2 Cileny nosic léciv

Pfi podani perordlnim nebo injekci mohou byt nékteré ¢asti 1éCiva zniCena, nedostatecné
absorbovana nebo nedostate¢né distribuovana. Léciva navazana na magnetickych nosicich
mohou byt 1épe navigovana na potiebné misto a zvysit, tak ucinnost 1é¢iva a zaroven snizit
jeho toxicitu. Nosi€ 1é€iv je mozno kombinovat s metodou uvedenou déle. [10]

Schéma pouziti magnetickych nanocastic jako nosice 1é€iv a aplikaci metody magnetické
zprostfedkované hypertermie je uvedeno na Obrazku 2 [10].

(a) - (b)

TRENDS in Bisdechmology |

Obrazek 2: PouZiti magnetickych nanocastic in vivo v terapeutickych aplikacich a) Cileny nosi¢ 1é¢iv:
magnetické Castice jsou spojeny s terapeutickymi molekulami (zobrazeny jako oranZové kulicky), které
plisobi jako nosi¢e pro podavani léki, po podani jsou ¢astice soustifedény do cilového organu (O) pomoci
magnetu (M). b) Magneticky zprostifedkovana hypertermie: systémové podiavané magnetické castice
(¢erné kuli¢ky) se hromadi v nadoru (T), Castice v nadoru se pak zah¥ivaji (ilustruje zména barvy kuli¢ek
na Cerveno) pomoci externi aplikace stiidavého magnetického pole (AMF) a to ma za nasledek smrt

nadorovych bunék. Prevzato z [10].

2.2.3.3 Magneticky zprostiedkovand hypertermie

Tuto metodu je mozné vyuzit k selektivnimu ni¢eni nadorovych bunék. Castice magnetitu
je mozné aplikovat pfimo do nadoru a ty jsou pak vystaveny externimu stiidavému

v

magnetickému poli, pti kterém se zahtivaji. Nadorové bunky jsou citlivéjsi a jsou usmrceny
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pti teplotich nad 43 °C, zatimco normalni buiiky pfi téchto vysSich teplotach piezivaji.
Na magnetické Castice 1ze také imobilizovat konjugované protilatky (imunolipozomy), které
jsou dostatecné¢ specifické pro nadorové antigeny vystavené na povrchu nadorovych bunék.
Magnetické castice se "nalepi" na nador a pak se aplikuje stfidavé magnetické pole jako
v predeslém piipadé. Tato metoda v jistych ptipadech prosla 3. fazi klinické studie a lze
pouzit naptiklad k 1é¢bé rakoviny prsu, rakoviny délozniho ¢ipku a sarkomt mékkych tkani.
Dalsi zajimavou aplikaci je vyuziti magnetickych lipidovych nanocéstic ve kterych je
umisténo 1é¢ivo. Ty jsou pii t€lesné teploté v pevném skupenstvi, ale taji ptiblizné pti 45 az
55 °C. Tyto castice s 1éCivem se spoji se super-paramagnetickymi y-Fe,O3; nanocasticemi a
jsou na urceném misté nasledné vystaveny externimu stfidavému magnetickému poli, pfi
kterém uvolnované teplo rozpusti lipidovou schranku a uvolni 1é¢ivo fizenym zptasobem [10].

2.2.3.4 Magnetic particle imaging

Magnetic particle imaging (MPI) neboli metoda zobrazovani pomoci magnetickych castic
se jevi jako potencidlni zobrazovaci metoda, kterd by mohla vylepSit a doplnit dalsi
zobrazovaci metody jako je tomografie a MRI. Pfi tomografii se Casto pouzivaji latky pro
zlepSeni kontrastu a mohou u nékterych jedinct vyvolat alergické reakce a navic pacienta
zatézuji radiénim zatenim. Metoda MPI je zatim ve fazi pokust na labolatornich hlodavcich.
Tento unikatni vyzkum provadi v Centru pokrocilého preklinického zobrazovani na
1. Iékaiské fakult¢ Univerzity Karlovy v Praze. Pti testech se pouzivaji superparamagnetické
nanocastice oxidu Zeleza tzv. SPIONs, které by mohly nahradit dosud pouzivané kontrastni
latky. [16], [17]

2.3 Polymerazova retézcova reakce

Polymerazova fetézcova reakce nebo-li PCR je metoda, pfi které se amplifikuje vybrany
usek DNA. Pfistroj, ve kterém probihd PCR se nazyva termocyklér. Do termocykléru se vlozi
reakéni smés pro PCR a naprogramuje se na pfislusné teploty a Casy potfebné pro danou
reakci. Metoda PCR je zalozena na tfech hlavnich fazich. V prvni fazi dochéazi k denaturaci
dvousrobovice DNA pfi teploté 94 °C. Vodikové mistky mezi badzemi drzici pohromadé
dvousrobovici DNA se vlivem vysoké teploty rozdéli a vzniknou dvé samostatné vlakna
DNA. Ve druhé fazi se teplota snizi na (50 - 60 °C) a na jednotllivé vldkna v urcitém
specifickém misté se hybridizuji (pfipoji) primery. A ve tieti fazi se teplota zvysi
na (65 —75 °C) a za pritomnosti DNA-polymerasy dochdzi k syntéze novych fetézci DNA.
Tyto ti1 faze se cyklicky opakuji. Schéma PCR reakce je zobrazeno na (Obrazku 3) [14].
Vétsinou jde o 25 az 35 cykl, &imz dostaneme az 10° kopii vybraného useku DNA.
Produktem PCR jsou fragmenty DNA o urcité velikosti ozna¢ované také jako amplikony. Jde
o velikost desitek az tisice parti bazi (bp). Reakéni smés pro PCR se skadd z téchto
komponent: DNA matrice, primeri, DNA-polymerasy, 3’'-deoxynukleosid-5'-trifosfatt, Mg*"
iontl, pufru pro PCR a vody pro PCR. DNA matrice oznacovana taktéz jako DNA templat je
vlastné vzorek DNA, ktery slouzi jako ptedloha pro syntézu novych fetézcii DNA. Primery
jsou oligonukleotidy skladajici se z 20 — 30 nukleotidii. Pro reakci jsou potieba dva primery,
které oznac¢i mista kde se m4ji zacit syntetizovat nové vlakna. Sekvence nukleotidli v primeru
je specificka, tak aby byly baze komplementarni k DNA templatu. DNA-polymerasa
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je enzym, ktery katalyzuje reakci a syntetyzuje novou DNA. Syntéza nové DNA probihé ve
sméru 5 — 3’. Pro PCR je potifeba pouzit termostabilni enzymy. Jako nejcastéji se pouziva
Taqg DNA-polymerasa, ktera je izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Dale je
mozno pouzit Vent-polymerasu a Pfu-polymerasu, které byly taktéz ziskany z termofilnich
bakterii. 3"-deoxynukleosid-5"-trifosfaty oznaCované také souhrné pod zkratkou jako dNTP
popiipade konkrétné podle obsazené baze jako dATP, dCTP, dGTP, dTTP. Jednotlivé dNTP
slouzi jako zakladni stavebni prvky pro tvorbu nové DNA. Mg®* ionty jsou nezbytné pro
¢innost polymerasy. Koncentrace musi byt v optimalnim rozpéti, coz se urcuje v zavislosti na
pouzitych primerech a vzorku DNA. Pufr pro PCR optimalizuje prostfedi pro DNA
polymerasu. Nejcastéji se skladda z 1,5mM MgCl,, 50 mM KCI a 10 mM Tris-HCI
o pH 8,3 - 8,8. Miize obsahovat i Tween 20, acetamid, Zelatinu nebo albumin.Voda pro PCR
je sterilni a zbavena iontd. Slouzi k doplnéni PCR smési na dany objem. [3], [8], [14].

PCR smés muizeme pfipravit bud’ smichanim 7 vySe uvedenych komponent nebo vyuzit
preddptipravené mixy, které jiz obsahuji smés 4 komponet obsahujici DNA-polymerasu, smés
dNTP v ekvimolarnich mnozstvich, Mg*" ionti a pufru pro PCR. Oznadeni miize nést napt.
PPP master mix. Pouziti je vhodné zvlast pro ptipravu vétsiho poctu vzorkti pro PCR. [8]

Za objev polymerazové fetézcové reakce roku 1986 vdécime Kary Banks Mullisovi, coz
usnadlilo rozvoj novych obort. Za PCR mu byla nasledné roku 1993 udélena Nobelova cena
za chemii. [14]

cilova DNA

s

IH 95 °C

LD DL LD LU denaturace -
50 °C
pripojeni
Primer/ M
e primery
i
T
L

Wm

Taq-polymerasal Mg?*, ANTP

‘ opakovani cyklu

4 kopie DNA 8 16 32

Obrazek 3: Schéma PCR zobrazujici zakladni 3 faze reakce. Pievzato z [14].
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3 CIiL PRACE

Cilem teoretické Casti prace bylo shrnout poznatky pro vyuziti magnetickych nosicu.
V experimentalni ¢asti provést izolaci DNA zmlééného vyrobku pomoci magnetickych
¢astic, nasledné jeji amplifikaci pomoci metody PCR a vyhodnotit poznatky formou diskuze.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1 Magnetické nosice

Na izolaci DNA bylo pouzito 5 rtiznych druhi castic a jejich vlastnosti jsou uvedeny
v (Tabulka 1). Ztoho 3 mikrogastice byly syntetizovany na Ustavu makromolekularni
chemie, Akademie véd CR tymem Ing. Danicla Horika, CSc. a jsou uréeny pro
biotechnologické aplikace. Jedna se o castice Fkol 770x, Fkol 1350x a Fkol B100ox. Dalsi
dvé &astice byly komeréni. Castice Dynabeads® DNA DIRECT " Universal, (Dynal, Norsko)
a &astice MPG®™ uncoated (MCPG0510), (Millipore Corp., USA).

Tabulka 1: Vlastnosti ¢astic pouzitych pro izolaci DNA

ramér

Castice (%l;:;l.) [)ézi:::lc)e l(l;/Sctli)lgz)l PDI -(ﬁn(lz/l(?g})l Polymer
Fkol 770x 10,02 2,23 2,42 1,81 0,76 P(HEMA-co-GMA)
Fkol 1350x 11,00 1,16 1,27 1,05 2,61 PGMA
Fkol B100ox 5,36 0,70 0,81 1,16 0,67 PGMA
Dynabeads”
DNA N 20 4,50 1,5 - - PS
DIRECT
MPG"” - 5,00 - - - -

Fe (%) je hmotnostni obsah Zeleza v magnetickém nosi¢i, PDI je index polydispersity (pomér
hmotnosti a po¢tu nosi¢i primérné velikosti), P(HEMA-co-GMA) je poly(hydroxyethylmethykrylat-co-
glycidylmethakrylat), PGMA je poly(glycidylmethakrylat), PS je polystyren

4.1.2 Bakterialni kultury a DNA

Bakteridlni kultury pouZité pro izolaci DNA byly nésledujici:

Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 (ziskana z Kolekce primyslovych mikroorganismu
(LOCK), Polsko)

Lactobacillus casei ssp casei CCM 7088" (ziskana z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM),
Brno, CR)

Dale byla pouzita DNA (pozitivni kontrola pfi PCR):

Lactobacillus gasseri K7 (koncentrace DNA10 ng/ul)

Bifidobacterium longum CCM 4990 (koncentrace DNA 10 ng/ul)

Vzorky DNA pouZité pro pozitivni kontrolu byly ziskany od doc. RNDr. Aleny Spanové CSc.

4.1.3 Vyrobek
Mlécny vyrobek Imunel, jogurtovy probioticky ndpoj, ptichut’ jahoda, slazeny, obsahujici
kulturu Synbiotec. Tento vyrobek obsahuje podle vyrobce dva specifické kmeny a to
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Lactobacillus rhamnosus IMC 501® a Lactobacillus paracasei IMC 502 [11]. Vyrobek je
zobrazen na Obrazku 4.

‘_k:
N, =
ey 62

. E .
$'§, : gl stadijen dvé
q: c e
\F 5

Obrazek 4: Vyrobek Imunel, jogurtovy probioticky napoj. Prevzato z [12].

4.1.4 Chemkalie

destilovana voda (VUT FCH, Brno, CR)
fenol (pH = 7,8 — 8,2), (Lachema, Brno CR)
ethanol (Penta, Chrudim, CR)

agaroza (Serva, Heidelberg, SRN)

SDS (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA)
proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)
ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA)
EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)
chloroform (Penta, Chrudim, CR)
isoamylalkohol (Lachema, Brno CR)

octan sodny (Lachema, Brno CR)

PEG 6000 (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA)
NaCl (Lachema, Brno CR)

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

4.1.4.1 Komponenty pro PCR

voda pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)

PPP master mix (Top-Bio, Praha, CR) o slozeni 150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM
(NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP,
400 uM dTTP, 100 U/ml Taq Purple DNA polymerasy, stabilizatory a aditiva.

primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

Sekvence primerti jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Tabulka 2: pouzité primery specifické pro doménu Bacteria [13].

délka produktu
Pri K , ,
rimer Sekvence (5" — 3) PCR
F_eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 466 b
R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTGTT P

4.1.5 Pristroje

termocyklér MJ Research Programme Cycler PTP-100 (Watertown, USA)
UltraLum EB-20E UV transilluminator (Paramout, USA)

Elektroforetickd vana model Owl D2 Wide Gel System s elekrtickym zdrojem
centrifuga MINI spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Némecko)

Termostat — Mini incubator (Labnet, 37 USA)

Analytické vahy Kern ew (Novot,, SK)

Laboratorni vahy B0430 (Ohaus, USA)

Magneticky separator Dynal (Oslo, Norsko)

NanoPhotometer™ (Implen, Némecko)

mikrovlnna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

fotoaparat FUJIFILM digital camera FINEPIX F660EXR (Tokyo, Japonsko)
a dal$i bézné laboratorni pomticky

4.1.6 Roztoky

Névody na piipravu roztokil jsou pievzaty ze skript doc. Spanové a doc. Ritticha [8].

4.1.6.1 Roztoky pro kultivaci

MRS médium

Pro piipravu 1 litru roztoku bylo pouzito 52 g MRS brothu ktery byl rozpustén
v destilované vodé a pH upraveno 1 M NaOH na hodnotu 6,5. Médium bylo sterilizovano 20
minut pii 121 °C.
MRS agar

Do MRS média byl pfidan agar v mnozstvi 15 g/l. Hodnota pH byla upravena 1 M NaOH
na hodnotu 6,5 a médium bylo nasledné¢ sterilizovano 20 minut pii 121 °C.

4.1.6.2 Roztoky pro hrubou lyzy bakteridalnich bunék

1 M Tris-HCI (pH 7,8

12,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 70 ml destilované vody a pH upraveno koncentrovanou
HCI na hodnotu 7,8. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml a sterilizovan
20 minut pii 121 °C.
0,5 M EDTA (pH 8,0)

186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody a pH bylo upraveno pomoci
NaOH na hodnotu pH 8,0. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 1 litru a
sterilizovan 20 minut pti 121 °C.
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Lyzaéni roztok A

Roztok byl ptipraven smichanim ze zasobnich roztokti (1 M Tris-HCI pH 7,8 a 0,5 M
EDTA (pH 8,0). Na ptipravu bylo pouzito 1 ml 1 M Tris-HCl a 1 ml 0,5 M EDTA. Nasledné
byl roztok doplnén sterilni vodou na kone¢ny objem 100 ml.
Lyzaéni roztok B

K lyza¢nimu roztoku A byl pfidan lysozym, tak aby byla vyslednou koncentrace lysozymu
3,0 mg/ml. Roztok se ptipravuje vzdy Cerstvy.
Roztok proteinazy K

Bylo navazeno 10 mg proteinazy K, kterd byla rozpusSténa v 1 ml sterilni destilované vody.
Roztok byl uchovavan pifi -20 °C a pied pouzitim nafedén na kone¢nou koncentraci
100 pl/ml.
SDS (20 %)

20 g dodecyl sulfatu sodného (SDS) bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody pfi
soucasném zahiivani na 68 °C a pH bylo pomoci HCI upraveno na hodnotu 7,0. Roztok byl
doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml a rozd¢€len do alikvotnich podila.

4.1.6.3 Roztoky pro izolaci bakterialni DNA fenol-chloroformovou metodou

CIZ

Roztok byl pfipraven smichdnim chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1.
Fenol (pH 7,8)

Ptedestilovany fenol nasyceny TE pufrem o pH 7,8.

Roztok octanu sodného (3 M)

40,81 g octanu sodného bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody a pH bylo upraveno
ledovou kyselinu octovou na hodnotu 5,2. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na
vysledny objem 100 ml a dale byl sterilizovan 20 minut pii 121 °C.

TE pufr

Roztok byl pfipraven smichanim 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,2ml 0,5M EDTA

(pH 8,0) a doplnén sterilni destilovanou vodou do 100 ml.

4.1.6.4 Roztoky pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosicu

5 M NacCl

58,4 g NaCl bylo rozpusténo ve 150 ml destilované vody. Roztok byl doplnén destilovanou
vodou na 200 ml a nésledné¢ sterilizovan v autoklavu (121 °C/15 minut).
40 % PEG 6000

40 g PEG 6000 bylo rozpusténo v 60 ml destilované vody. Roztok byl doplnén
destilovanou vodou na 100 ml. Roztok byl uchovévan pti 4 °C.
70 % ethanol

Byl piipraven smichdnim 96 % ethanolu s destilovanou vodou.
TE pufr

Roztok byl piipraven smichanim 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,2ml 0,5 M EDTA
(pH 8,0) a doplnén sterilni destilovanou vodou do 100 ml.
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4.1.6.5 Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu
0,5xTBE pufr

V 600 ml destilované vody bylo rozpuSténo 54 g Tris-baze; 27,5 g kyseliny borité
a napipetovano 20 ml 0,5M EDTA (pH 8,0). Roztok byl doplnén na necely litr, bylo
upraveno pH na 8,0 pomoci 1 M NaOH a doplnén na celkovy objem 1 litru. Pfed pouzitim byl
TBE pufr 10krat nafedén destilovanou vodou na koncentraci 0,5 M.
barvivo Gold view (SBS Genetech, Cina)
Nanaseci pufr Yellow load (6xkoncentrovany), (Top-Bio, Praha, CR)

Obsahuje barvivo orange G.
Barvici lazen ethidiumbromidu

100 pl roztoku ethidiumbromidu (5 mg/ml) bylo ziedéno 500 ml destilované vody.
DNA standard (100 bp), (Malamité, Moravské Prusy, CR)

Obsahoval fragmenty DNA o velikostech 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1200 a 1500 bp.

4.2 Metody

Pouzité metody jsou s mensimi upravami pievzaty ze skript doc. Spanové a doc. Ritticha [8].

4.2.1 Kultivace bunék rodu Lactobacillus

Do 50 ml tekut¢ého MRS (de Mann, Rogosa, Sharp) média bylo naockovano 500 pl kultury
Lactobacillus casei ssp casei CCM 7088" (Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908). Kultivace
probihala 2 dny pii 37 °C.

4.2.2 Kontrola ¢istoty bakterialni kultury

Bakteridlni kultura Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 narostla v tekutém zivném
médiu byla naockovana pomoci kiizového roztéru na Petriho misku s pevnym MRS (de
Mann, Rogosa, Sharp) agarem a kultivovana pii 37°C 2 dny.

4.2.3 Lyze bakteridlnich bunék

a. 1 ml bunétné kultury v 1,5 ml Eppendorfové zkumavce bylo centrifugovano pfii
10 000 ot/min po dobu 3 minut.

b. Supernatant byl opatrné slit a sediment se nechal dobte okapat.

Sediment byl resuspendovéan v 1 ml lyza¢niho roztoku A. Nejprve bylo pfidano 100 pl

lyzacniho roztoku A, dobfe promichano a nasledné piidano zbyvajicich 900 pl

a suspenze byla opét promichana.

Suspenze byla centrifugovana pii 13 400 ot/min po dobu 3 minut.

e

K sedimentu bylo piidano 500 ul lyza¢niho roztoku B a dokonale resuspendovano.
Vzorek byl inkubovan asi 30 minut pti laboratorni teplot¢, za ob¢asného promichani.
K suspenzi bylo ptidano 12,5 ul 20% SDS a 5 pl proteinasy K (100 pg/ml) a vzorek
byl promichén.

h. Vzorek byl inkubovan pii 55 °C do projasnéni roztoku 30 minut za obcasné¢ho
promichani.

© ™o A
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4.2.4

4.2.6

4.2.7

Fenolova extrakce bakterialni DNA

K 500 pl lyzatu bun€k Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 byl pfidan stejny objem
fenolu (pH 7,8). Smés byla kyvavym pohybem opatrné promichdvana 4 minuty.

Sm¢és byla centrifugovana pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut. Doslo k oddéleni fazi.
Byla odebrana vrchni vodni faze s obsahem nukleovych kyselin do Ccisté
Eppendorfovy zkumavky.

Vodné faze byla doplnéna TE pufrem na objem 500 pl a poté bylo ptidano 700 ul CIZ.
Smés byla opatrné promichdvana 4 minuty kyvavym pohybem.

Sm¢és byla centrifugovana pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut.

Horni vodna faze byla odebrana do ¢isté Eppendorfovy zkumavky.

Srazeni DNA ethanolem

Pomoci automatické pipety byl zméten objem vzorku DNA ve zkumavce a celkovy
objem byl upraven TE pufrem na 400 pl.

Ke vzorku bylo piidano 20 pl 3 M octanu sodného (1/20 objemu vzorku) a vzorek byl
promichan.

DNA byla srazena pfi -20 °C po dobu 15 minut.

Sm¢és byla centrifugovana pti 14 500 ot/min po dobu 15 minut (pii 4 °C). Opatrné byl
slit supernatant a dal se pracovalo jen se sedimentem.

Sediment DNA byl vysusen v exikatoru.

Nakonec byla DNA rozpusténa v 200 pl TE pufru a uchovéna pti 4 °C.

Piiprava hrubého lyzatu bunék z tekutého mlé¢ného vyrobku

e 7 tekutého mlé¢ného vyrobku byl odebran 1 ml vzorku do 1,5 ml mikrozkumavky.

e Vzorek byl centrifugovan pti 14 000 ot/min po dobu 5 minut.

e Supernatant byl opatrné¢ slit, sediment byl resuspendovdn a promyt 1 ml sterilni
vody a opét centrifugovam jako v predeslém bodu.

e Promyti bylo opakovano celkem pétkrat.

e Ksedimentu byl pfiddin 1 ml lyzaniho roztoku B ve kterém byl sediment
resuspendovan.

e Vzorek byl inkubovéan hodinu pfi laboratorni teploté.

e Ke smési bylo ptidano 50 pl 20 % SDS a 5 pl proteinasy K (1 mg/ml).

e Vzorek byl nasledné inkubovan pii 55 °C do druhého dne.

Metoda magnetické separace DNA

e Slozky separa¢ni smési byly napipetovany do mikrozkumavky v nasledovném
potadi a objemech, které jsou uvedeny v (Tabulce 3). Po promichani komponent
byla smés 10 min inkubovana pfti laboratorni teplot¢.

e Pak byla zkumavka se smési umisténa do magnetického separatoru (se zasuvnym
magnetickym pasem) a magnetické Castice se separovaly 5 min pii laboratorni
teploté.

e Po uplynuté dobé se opatrné¢ odebral supernatant (zkumavka zistala stale
v separatoru).
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Z magnetického separatoru se vyjmul magneticky pads a do mikrozkumavky
s Casticemi bylo pfidano 1000 pl 70% ethanolu.

Vzorek byl promichédn, do separdtoru byl zpét zasunut magneticky pas a
po 30 sekundéch byl ethanol opatrn¢ odebran. Tento krok byl opakovan s pfidanim
500 pl 70% ethanolu.

Po odebrani ethanolu byla zkumavka vyjmuta ze separatoru a ethanol se nechal
odpafit.

DNA adsorbovana na magnetickych casticich byla eluovéana pii laboratorni teploté
po dobu 15 minut do 50 pl TE pufru.

Po 15 minutach byly ¢astice odseparovany pomoci magnetického separatoru a eluat
(supernatant) obsahujici DNA byl odebran do Cisté mikrozkumavky.

Tabulka 3: SloZeni separaéni smési

Hruby lyzat z:
Miééného virobku | Bakteridlni kultury

Komponenta objem (ul)

5 M NaCl 400 200
Hruby lyzat bun¢k (DNA) 100 50
40 % PEG 6000 400 200
Magneticky nosi¢ (2 mg/ml) 100 50
Celkem 1000 500

4.2.8 UV Spektrofotometrie

Tato metoda se pouZziva pro zjiSténi koncentrace DNA a kontrolu ¢istoty izolované DNA,
piipadné k zjiSténi pritomnosti dalSich latek, které by mohly plisobit jako inhibitory PCR.
Nukleové kyseliny (DNA a RNA) maji absorbéni maximum pii 260 nm a z této hodnoty se
urci koncentrace DNA ve vzorku. [8]

Vzorky vyizolované DNA byly pomoci NanoPhotometru™ (Implen) proméfeny v rozmezi
vlnovych délek 220 — 320 nm. Pro méteni bylo pouzito vi¢ko Lid 10 a jako referen¢ni vzorek
byl pouzit TE puft.

4.2.9 Gelova elektroforéza bakterialni DNA

Byl ptipraven 0,8% agarosovy gel (0,8 g agarosy/100 ml 0,5%TBE pufr); suspenze
byla peclivé rozvafena v mikrovinné troub¢, nechala se vychladnout asi na teplotu
60 °C, ptidalo se barvivo Gold view (5 pul), roztok se promichal a nalil se do
elektroforetické vanicky s hifebinkem a nechal se cca 1 hodinu tuhnout. Pied
nanasenim vzorktli na gel byl hfebinek opatrné vyjmut.

V mikrozkumavce bylo smichano 15 pl DNA v TE pufru s 3 pl nanaseciho pufru
(6xkoncentrovany). Smés byla nanesena do komirky gelu.

Gel byl vlozen do elektroforetické vanicky, tak aby zaporné nabitda DNA putovala
k anod€. Vanic¢ka s gelem byla opatrné pievrstvena 0,5xTBE pufrem do vysky
2-3 mm nad gel a byl zapnut zdroj gelové elektroforézy (80 V/cm, cca 2 hodiny).
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e Po skonceni separace byl gel ponofen do roztoku ethidiumbromidu pro dobarveni.

e Gel byl vyjmut a umistén na transiluminator a vyhodnocen v UV svétle pii vinové
délce A =305 nm.

e Byla provedena fotograficka dokumentace gelu.

4.2.10 Polymerazova retézcova rekce pro doménu Bacteria

PCR byla provedena za pouziti primert specifickych pro doménu Bacteria F_eub a R _eub
[13]. Detekce specifickych produktu PCR o velikosti 466 bp byla nasledné¢ provedena
metodou agarosové gelové elektroforézy.

4.2.10.1 Priprava smési pro PCR

e PiisluSné komponenty byly pfidany a smichany v nésledujicim potfadi a objemech
uvedenych v (Tabulka 4).

e DNA matrice ziskana ze vzorki byla pfidana nakonec.

e Negativni kontrola byla pfipravena smichanim prvnich ¢tyf komponent, tvoftici
sm¢s pro PCR a misto DNA matrice byl pfidan 1 pl vody pro PCR.

e Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovand z Lactobacillus gasseri K7
o koncentraci 10 ng/ul. Ve druhém pokusu byla pro pozitivni kontrolu pouzita
DNA Bifidobacterium longum CCM 4990 (koncentrace DNA 10 ng/ul).

e Vsechny komponenty PCR byly pied pouzitim promichany a centrifugovany.

Tabulka 4: komponenty pro pripravu PCR smési

Komponenta Objem (ul)
Voda pro PCR 9,5
PPP master mix 12,5
Primer 1 1,0
Primer 2 1,0
Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0

4.2.10.2 Program PCR pro doménu Bacteria
e PCR smési pripravené v piedchozim postupu byly umistény do termocykléru
s ptisluSnym programem uvedenym v (Tabulka 5). PCR probihala v 30 cyklech.
e Pied prvnim cyklem byla PCR smés zahiatd na 94°C po dobu 5 minut.
V poslednim cyklu byla doba syntézy fetézce DNA prodlouzena na 5 minut.

Tabulka 5: Podminky pro PCR

krok teplota (°C) ¢as (min) pocet cykli
pred 1. cyklem 94 5,0
1. 94 0,5
2. 55 0,5 30
3. 72 1,0
v poslednim 30. cyklu 72 5,0
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4.2.11 Gelova elektroforéza produkti PCR

Byl pfipraven 1,8% agarosovy gel (1,8 g agarosy/100 ml 0,5%TBE pufr); suspenze
byla peclivé rozvafena v mikrovinné troub¢, nechala se vychladnout asi na teplotu
60 °C, piidalo se barvivo Gold view (5 ul), roztok se promichal a nalil se do
elektroforetické vani¢ky s hiebinkem a nechal se cca 1 hodinu tuhnout. Pred
nanasenim vzorktli na gel byl hfebinek opatrné vyjmut.

V mikrozkumavce bylo smichano 25 ul produktu PCR s 5 pl nanaSeciho pufru
(6xkoncentrovany). Smési byly naneseny do komtrek gelu.

Dale byl na gel nanesen hmotnostni standard DNA (100 bp) 5 pl.

Gel byl vlozen do elektroforetické vanicky tak, aby zaporné€ nabita DNA putovala k
anod¢. Vanicka s gelem byla opatrné prevrstvena 0,5xTBE pufrem do vysky
2-3 mm nad gel a byl zapnut zdroj gelové elektroforézy (80 V/cm, cca 2 hodiny).
Po skonceni separace byl gel ponoien do roztoku ethidiumbromidu pro dobarveni.
Gel byl vyjmut a umistén na transiluminator a vyhodnocen v UV svétle pii vinové
délce A = 305 nm.

Byla provedena fotograficka dokumentace gelu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V prvnim pokusu byla paraleln¢ provedena izolace DNA z mlécného vyrobku a fenolova
extrakce z bakterialni kutury Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908. Spolecné byla provedena
PCR a nasledné agarosova gelova elektroforeza PCR produktt. Vysledky a diskuze bude pro
tyto dva kroky tudiz uvedena dohromady jako prvni pokus. Jinak budou uvedeny vysledky
zvlast pro kazdou metodu. Ve druhém pokusu bylo pouzito 5 druhli magnetickych nosica,
pomoci kterych byla isolovand DNA z bakteridlni kultury Lactobacillus casei ssp casei
CCM 7088".

5.1 Vysledky spojené s metodou fenol-chloroformové extrakce

Pro tuto metodu byly provedeny nasledujici kroky: kultivace bakteridlni kultury
Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 podle postupu uvedeného v bodu (4.2.1), kontrola
Cistoty této bakteridlni kultury (4.2.2), lyze bakterialnich bun¢k ¢isté kultury (4.2.3), fenolova
extrakce bakterialni DNA (4.2.4) a srazeni DNA ethanolem (4.2.5). Ziskany vzorek DNA
v TE pufru byl podroben UV spektrometrii (4.2.8), agarosové gelové elektroforéze bakteridlni
DNA (4.2.9), PCR pro doménu Bacteria (4.2.10) a agarosové gelové elektroforéze pro
detekci PCR produktti (4.2.11).

5.1.1 Kontrola ¢istoty bakterialni kultury na MRS agaru

Byla provedena kontrola Cistoty bakterialni kultury Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908
podle bodu (4.2.2). Bakteriadlni kultura narostla v tekutém zivném médiu byla pfenesena
pomoci kiizového roztéru na Petriho misku s pevnym MRS agarem. Po probéhlé kultivaci
bylo zjisténo, ze kultura Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 byla ¢ista, jednotlivé kolonie
byly bil¢ barvy, bez dalsich odlisnych kolonii. Vysledek je mozno vidét na Obrazku 5.

Obriazek 5: MRS agar s koloniemi Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 po kultivaci
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5.1.2 Potvrzeni intaktnosti DNA pomoci agarosové gelové elektroforézy

Konkrétni postup je uveden v bodu (4.2.9). Byl ptipraven 0,8% agarosovy gel na, ktery
byly naneseny vzorky vy-izolované DNA z Cisté bakterialni kultury Lactobacillus rhamnosus
LOCK 0908 pomoci fenolové extrakce. Na (Obrazku 6) je vidét vysledek. V béhu €. 5 byl
vzorek o koncentraci nukleovych kyselin 41 ng/ul. Ostatni vzorky byly kolegi s riznymi

koncentracemi.

Agardzova gelova elektroforéza potvrdila pfitomnost bakteridlni DNA a jeji intaktnost.
Byla detekovana chromosomalni DNA, tak i extrachromosomalni DNA a RNA.

44— chromosomalni DNA

«

extrachromosomalni DNA

-

+— RNA

Obriazek 6: Schéma naneseni vzorki: Béh €. 3 - 4 neznamé vzorky, 5 - vzorek o koncentraci nukleovych

kyselin 41 ng/pl

5.1.3 Stanoveni koncentrace DNA

U izolované¢ DNA z Cisté kultury Lactobacillus rhamnosus pomoci fenol-chloroformové
extrakce byla pomoci NanoPhotometru™ (Implen) zméfena koncentrace a &istota v rozmezi
vinovych délek 220 — 320 nm. Namétené hodnoty jsou uvedeny v (Tabulce 6).

Tabulka 6: Naméi'ené hodnoty absorbance pro vzorek z fenol-chloroformové extrakce

oznaceni A (nm) namériena absorbance
A3 230 0,000
Ao 260 0,058
Ango 280 0,025
Az 320 0,000
A260/280 1,673
koncentrace DNA 41 ng/nl

Z hodnoty Ajeo byla stanovena koncentrace vzorku DNA, ktera ¢inila 41 ng/ul. Z poméru
hodnot Ajsons0 byla stanovena cCistota DNA. Optimalni rozmezi absorbanci s pomérem

Azeonso pii které se povazuje DNA za dostateéné Cistou je 1,8-2. Namétend absorbance byla
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1,673. Kdyz je pomér Ajgnso mensi jak 1,8 poukazuje to na to, ze vzorek mohl byt
kontaminovan proteiny. [8]

5.2 Vysledky pro metodu magnetické separace DNA z mlé¢ného vyrobku

U této metody byly provedeny nasledujici kroky: pfiprava hrubého lyzatu bunék z tekutého
mlécného vyrobku Imunel jogurtovy probioticky napoj podle postupu (4.2.6) a metoda
magnetické separace DNA (4.2.7). Metodou magnetické separace byl ziskan vzorek DNA
v 50 ul TE pufru, ktery byl dale podroben PCR pro doménu Bacteria (4.2.10) a agarosové
gelové elektroforéze pro detekci PCR produkti (4.2.11).

5.2.1 1Izolace DNA z hrubého lyzatu bunék mlééného vyrobku pomoci magnetickych
mikrocastic

Izolace DNA byla provedena z mlééného vyrobku Imunel, jogurtovy probioticky népoj,
prichut’ jahoda, slazeny, obsahujici kulturu Synbiotec. Tento vyrobek obsahuje podle vyrobce
dva specifické kmeny a to Lactobacillus rhamnosus IMC 501% a Lactobacillus paracasei
IMC 502% [11]. DNA bylo izolovano pomoci polyglycidyl methakrylatovych magnetickych
mikrocastic P(GMA) Fkol 1350x (2 mg/ml) zhrubého lyzatu bunék tohoto mlééného
vyrobku.

5.3 Spole¢né vyhodnoceni produkti PCR pro prvni pokus

5.3.1 Polymerazova retézova reakce pro doménu Bacteria

Postup a podminky pro PCR jsou uvedeny v bodu (4.2.10). Jako DNA matrice byla pouzita
DNA vy-izolovana fenolovou extrakei z Cisté bakteridlni kultury Lactobacillus rhamnosus
LOCK 0908, ktera byla zfedéna na koncentraci 10 ng/ul, dale pak DNA vy-izolovana pomoci
magnetickych mikro¢astic P(GMA) Fkol 1350x z hrubého lyzatu bunc¢k mlécného vyrobku
Imunel Smart Drink a jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z Lactobacillus gasseri K7
(10 ng/ul). Produkty PCR byly pak dale porobeny agarosové gelové elektroforéze.

5.3.2 Agarosova gelova elektroforéza pro detekci PCR produktu

Podle postupu (4.2.11) byla provedena agarosova gelova elektroforéza PCR produkti
z predchoziho bodu. Vysledny gel s detekovanymi PCR produkty je zobrazen na (Obrazku 7).
Jednotlivé vysledky jsou v (Tabulce 7).

Tabulka 7: Vysledky detekce PCR produktii z Obrazku 7

Béh metoda izolace detekce PCR
islo vzorek DNA DNA produktii

1 Pozitivni kontrola fenolova extrakce -+

Lbc. gasseri K7 (10 ng/ul)

2 standard DNA

3 Lbc. rhamnosus LOCK 0908 (10 ng/ul) | fenolové extrakce +++

4 negativni kontrola -

5 Imunel Smart Drink magnetické Castice +++
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+++ PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detekovan

466 bp
.‘—

k&
bk,

Obrazek 7: Agaréozova gelova elektroforéza produkti PCR (466 bp) ziskanych po amplifikaci DNA

v

z bakterialni Kkultury a zvyrobku. Schéma naneseni vzorki: Béh ¢. 1 - pozitivni kontrola (DNA
Lactobacillus gasseri K7 (10 ng/nl); 2 - Zebiicek 100 bp; 3 — Lbc. rhamnosus LOCK 0908 (10 ng/pl);

4 — negativni kontrola; 5 — Imunel Smart Drink

Pomoci metody polymerdzové tfetézové reakce byla ovéiena kvalita DNA vy-izolované
z probiotického mlécného vyrobku pomoci magnetického nosi¢e a DNA z Cisté bakterialni
kultury Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 pomoci fenol-chloroformové extrakce. PCR
byla provedena za pouziti primert specifickych pro doménu Bacteria [13]. Jako kontrola byla
pouzita Cistd bakteridlni kultura Lactobacillus gasseri K7. Detekce specifickych produktu
PCR o velikosti 466 bp byla provedena metodou agarozové gelové elektroforézy. U vSech
vzorkd byly detekovany produkty PCR o velikosti 466 bp a potvrzena, tak pfitomnost
bakterialni DNA. U negativni kontroly nebyl detekovan PCR produkt, takze nedoslo ke
kontaminaci ptiddvanych komponent.

5.4 Vysledky pro metodu magnetické separace DNA z bakterialni kultury
pomoci 5 riznych magnetickych nosic¢i (druhy pokus)

Byly provedeny nésledujici kroky: kultivace bakteridlni kultury Lactobacillus casei ssp
casei CCM 7088" podle postupu (4.2.1), 1yze bakterialnich bungk (4.2.3), metoda magnetické
separace pomoci 5 riznych magnetickych nosicii (4.2.7). Metodou magnetické separace byly
ziskany vzorky DNA v 50 pl TE pufru, které byly dale podrobeny UV spektrometrii (4.2.8),
PCR pro doménu Bacteria (4.2.10) a agarosové gelové elektroforéze pro detekci PCR
produktt (4.2.11).

5.4.1 lyze bakterialnich bunék Lactobacillus casei ssp casei CCM 7088"

Bylo piipraveno 10 hrubych lyzath z bakteridlni kultury Lactobacillus casei ssp casei
CCM 7088". Postup byl proveden podle (4.2.3) s nasledujicimi zmé&nami: bod a) a b) byl
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ttikrat opakovan. U bodu h) byla doba inkubace prodlouzena do druhého dne (15 h). Jinak byl
postup stejny.

5.4.2 metoda magnetické separace pomoci 5 riznych magnetickych nosicu

DNA byla vyizolovana z hrubych lyzati bakteridlni kultury Lactobacillus casei ssp casei
CCM 7088" pomoci nasledujich 5 magnetickych nosi¢a Fkol 770x, Fkol 1350x, Fkol
B100ox, Dynabeads® DNA DIRECT Universal a MPG® uncoated (MCPGO0510).
Postupovalo se podle navodu (4.2.7). Kazdy druh céstice byl pouzit na dva hrubé lyzaty
bunék. Bylo tedy ziskéno 10 vzorkil vyizolované DNA, kazdy v 50 ul TE pufru.

5.4.3 Stanoveni koncentrace DNA

U izolované DNA z ¢&isté kultury Lactobacillus casei ssp casei CCM 7088 pomoci 5
magnetickych nosi¢i byla pomoci NanoPhotometru™ (Implen) zméfena koncentrace a
Cistota vrozmezi vlnovych délek 220 — 320 nm. Naméfené hodnoty jsou uvedeny
v (Tabulce 8). Z hodnoty Aje) byly stanoveny koncentrace DNA. Hodnoty koncentrace DNA
se pohybovaly v rozmezi 20-101 ng/ul v zavislosti na pouziti druhu magnetického nosice.
Nejvétsich hodnot koncentraci bylo pii pouziti magnetick¢ého nosi¢e Fkol 1350x. Hodnoty
Aze0280 poukazuji na moznou kontaminaci proteiny. [8]

Tabulka 8: Naméiené hodnoty absorbance pii pouZiti 5 typi nosicu

magneticky nosi¢ | & vz. En];f;?) Azzo | Azeo | Azso | As20 | Azeonso | Az60/230
MPG® 1 38,5 0,119 0,115 | 0,087 | 0,038 1,559 0,945

2 28,0 | 0,083 0,070 | 0,048 | 0,014 1,647 0,812

3 31,3 | 0,080 | 0,079 | 0,056 | 0,017 1,583 1,200

Fkol B100ox 4 | 375 [0,116]0,105]0,079 [ 0,030 | 1,523 | 0,846
Dynabeads® DNA 5 29,8 10,094 | 0,090 | 0,070 | 0,030 1,484 0,934
DIRECT" 6 20,0 | 0,036 | 0,061 | 0,050 | 0,021 1,379 2,667
Fkol 1350x 7 101,0 | 0,277 | 0,310 | 0,240 | 0,108 1,536 1,198

8 95,0 10,237 (0,277 | 0,211 | 0,087 1,532 1,267

Fkol 770x 9 35,0 10,088 | 0,095 0,071 | 0,025 1,537 1,102

10 29,5 | 0,087 | 0,089 | 0,068 | 0,030 1,545 1,004

5.4.4 Polymerazova retézova reakce pro doménu Bacteria

Byla provedena PCR pro doménu Bacteria podle postupu (4.2.10). Jako DNA matrice byla
pouzita DNA izolovana pomoci 5 druht magnetickych mikroc¢astic z hrubého lyzatu bunék
Lactobacillus casei ssp casei CCM 7088" a jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
z Bifidobacterium longum CCM 4990 (10 ng/ul). PCR produkty byly nasledné¢ podrobeny
agarosové gelové elektroforéze.
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5.4.5 Agarosova gelova elektroforéza pro detekci PCR produktii

Podle postupu (4.2.11) byla provedena agarosova gelova elektroforéza PCR produktii
z ptedchoziho bodu. Vysledny gel s detekovanymi PCR produkty je zobrazen na (Obrazku 8).
Jednotlivé vysledky jsou v (Tabulce 9).

1 2 3 4 5 6 7 & 9% 10 11 11 13 14

Obrazek 8: Agarézova gelova elektroforéza produkti PCR (466 bp) ziskanych po amplifikaci DNA
z bakterialni kultury Lactobacillus casei ssp casei CCM 7088". Schéma naneseni vzorki: Béh & 1 — vzorek
(38,5 ng/pl); 2 — vzorek (28 ng/pl); 3 — vzorek (31,3 ng/ul); 4 — vzorek (37,5 ng/nl); 5 — vzorek (29,8 ng/ul);
6 — Zebricek 100 bp; 7 — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium longum CCM 4990 (10 ng/ul));
8 — negativni kontrola; 9 — vzorek (20 ng/nl); 10 — vzorek (101,1 ng/ul); 11 — vzorek (95 ng/ul); 12 — vzorek
(35 ng/nl); 13 — vzorek (29,5 ng/nl); 14 — Zebi'icek 100 bp
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Tabulka 9: Vysledky detekce PCR produktii z Obrazku 8

béh ¢. vzorek DNA o koncentraci (ng/nl) Dﬂfg:ﬁgg&ﬁi Eg;lilgea di::(l)(szlf t?‘iR

1 38,5 MPG" -+

2 28,0 MPG® T

3 31,3 Fkol B100ox +++

4 37,5 Fkol B100ox ++
Dynabeads® DNA Aot

5 29,8 ynDIRE o™

6 standard DNA

7 pozitivni kontrola B. longum CCM 4990 St

(10 ng/ul)

8 negativni kontrola -
Dynabeads” DNA +++

9 20,0 y DIRECT™

10 101,1 Fkol 1350x +++

11 95,0 Fkol 1350x +++

12 35,0 Fkol 770x +++

13 29,5 Fkol 770x +++

14 standard DNA

+++ silnd pozitivni detekce PCR produktu, - negativni detekce PCR produktu

Byla provedena polymerazova ftetézova reakce pro doménu Bacteria s pouzitim
specifickych primera pro tuto reakci [13]. Produkty PCR byly néasledné podrobeny agarosové
gelové elektroforéze. U vSech vzorklt vy-izoloované DNA z Cisté bakteridlni kultury
Lactobacillus casei ssp casei CCM 7088 pomoci 5 riiznych &astic byly detekované produkty
PCR o velikosti 466 bp. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z Bifidobacterium longum
CCM 4990 (10 ng/ul). U vsech vzorkli byla prokdzana pfitomnost bakterialni DNA.
U negativni kontroly k detekci nedoslo, takze kontaminace ptiddvanych komponent se
neprokézala.

5.5 Souhrn

Byla izolovand DNA jak pomoci magnetickych nosicl, tak pomoci klasické fenol-
chloroformové extrakce.

Klasickou fenol-chloroformovou extrakci byla DNA izolovana z ¢isté bakterialni kultury
Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908. Jeji kvalita byla ovéfena agar6zovou gelovou
elektroforézou DNA a koncentrace a Cistota byla potvrzena spektrofotometricky.

Pomoci magnetickych mikrocastic P(GMA) Fkol 1350x byla DNA izolovéna z hrubého
lyzatu buné€k mlé¢ného vyrobku Imunel Smart Drink. DNA byla amplifikovana pomoci PCR
za pouziti primert specifickych pro doménu Bacteria. [13]. U obou vzorkli byla podle
ptedpokladii bakteridlni DNA prokdzana vyskytem PCR produktd o piislusné velikosti
466 bp.
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Ve druhém pokusu bylo pouzito 5 druhli magnetickych nosi¢i pro izolaci DNA
z bakterialni kultury Lactobacillus casei ssp casei CCM 7088". Jednalo se o magnetické
nosi¢e Fkol 77o0x, Fkol 1350x, Fkol B100ox, Dynabeads® DNA DIRECT" Universal a
MPG® uncoated (MCPG0510). Viechny byly vhodné pro izolaci DNA v kvalité dostacujici
pro PCR.
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6 ZAVER

V teoretické Casti prace byla vénovana pozornost popisu magnetickych nosict a jejich
dosavadnimu i potencialnimu praktickému vyuziti do budoucna.

V experimentalni byly pfedstaveny metody izolace DNA jak pomoci klasické fenolové
extrakce, tak pomoci magnetickych nosici.

Mikrobiologicky byla ovétena Cistota bakterialni kultury Lactobacillus rhamnosus LOCK
0908, ktera byla pouzita pro ptipravu hrubého lyzatu bunék ze kterého byla nasledné metodou
fenolové extrakce izolovana DNA. Intaktnost izolované DNA byla potvrzena agar6zovou
gelovou elektroforézou. Spektrofotometricky byla zjiSténa koncentrace vy-izolované DNA,
ktera Cinila 41 ng/pl.

Pomoci magnetickych mikro¢astic P(GMA) Fkol 1350x byla izolovana DNA z hrubého
lyzatu bun¢k mlé¢ného vyrobku Imunel Smart Drink (jogurtovy probioticky napoj). Tento
vyrobek ma obsahovat kulturu Synbiotec se dvéma specifické kmeny a to Lactobacillus
rhamnosus IMC 501® a Lactobacillus paracasei IMC 502% . [11]

Z bakterialni kultury Lactobacillus casei ssp casei CCM 7088" byla vy-izolovana DNA
pomoci 5 riznych magnetickych nosicl. Jednalo se o magnetické nosice Fkol 770x, Fkol
1350x, Fkol B100ox, Dynabeads® DNA DIRECT Universal a MPG® uncoated
(MCPGO0510).

Pomoci PCR za pouziti primert specifickych pro doménu Bacteria bylo potvrzeno, ze
vSech uvedenych ptipadech byla ziskana DNA v kvalité i mnozstvi vhodném pro PCR. [13].
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

bp

DNA
EDTA
MPI
PDI
PEG
P(HEMA-co-GMA)
PS
P(GMA)
PCR
RNA
SDS
SPIONSs
uv

pary bazi

deoxyribonukleova kyselina
ethylendiamintetraoctova kyselina

Magnetic particle imaging

index polydispersity

polyethylenglykol
poly(hydroxyethylmethykrylat-co-glycidylmethakrylat)
polystyren

poly(glycidylmethakrylat)

polymerdzova fetézcova reakce

ribonukleova kyselina

dodecyl sulfat sodny

superparamagnetické nanocastice oxidu zeleza
ultrafialové zafeni
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