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ABSTRAKT

Prace je zaméfena na magnetické Céstice, které jsou vyuzivany v fadé biotechnologickych
aplikaci. Teoretickd Cast prace pojednava o specifickych vlastnostech téchto Ccastic,
0 materialech, kterymi mohou byt tvofeny a dale jsou zminény nékteré biotechnologické
aplikace vyuzivajici magnetické Castice.

V experimentalni ¢asti byly vyuzity vybrané druhy magnetickych ¢éstic za ti¢elem izolace
nukleovych kyselin. Kvalita izolované DNA s ohledem na ¢istotu byla vyhodnocena za pouziti
metody polymerazové fetézové reakce a jejich modifikaci. Dale byla vyuzita vysokorozliSovaci
analyza kiivek tani (HRM analyza) za Gi¢elem ovéfeni kvality izolované DNA a pro rozliseni
bakterii Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus. Izolace DNA pomoci magnetickych
nosi¢u byla Gspésna, piicemz z hlediska koncentrace byly nejvhodnéjsi komeréné dostupné
mikronosi¢e MPG a magnetické mikrocastice typu Fkol 770x. Z hlediska Cistoty byly pro
izolaci DNA nejlepsi magnetické nanocastice F79/L3-PLL. Bakterialni druhy Lactobacillus
casei a Lactobacillus rhamnosus se pomoci HRM analyzy nepodafilo rozlisit.

ABSTRACT

The thesis is focused on the magnetic particles which are used in several biotechnological
applications. The theoretical part deals with the specific properties of these nanoparticles and
materials of which the nanoparticles can be made. There are also mentioned some of the
biotechnological applications of magnetic particles.

During the experimental part, selected types of magnetic particles were used to isolate nucleic
acid. The quality of the isolated DNA with respect to purity was evaluated using the polymerase
chain reaction and its modifications. High resolution analysis (HRM analysis) was also used to
verify the quality of the isolated DNA and to resolution Lactobacillus casei and Lactobacillus
rhamnosus. DNA isolation using magnetic carriers was successful. Commercially available
MPG microcarriers and magnetic microparticles Fkol 770x were the most suitable. In terms of
purity magnetic nanoparticles F79/L3-PLL were the most suitable for the DNA isolation. The
resolution of bacterial strains of Lactobacillus casei and Lactobacillus rhamnosus was not
successful.
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1 UVOD

Magnetické castice si v posledni dobé ziskavaji vice pozornosti, a to pifevazné v oblastech
biotechnologie, mediciny, inZenyrstvi a v oblastech zivotniho prostfedi. Zasluhu na tomto
rozmachu maji jejich magnetické vlastnosti a jedine¢na velikost.

Biotechnologické aplikace patfi mezi oblasti, které se nejvice soustied’uji na magnetické
¢astice z diivodu jejich potencionalniho vyuziti pii cilené distribuci latek, separaci bunék nebo
molekul, izolaci nukleovych kyselin a mnoho dalsich. Schopnost ¢astic reagovat na piisobeni
vnéjSitho magnetického pole umoznuje jejich fizeny pohyb uvnitf organismu nebo uvnitt
zkoumaného materidlu a tato vlastnost je pro biotechnologické aplikace klicova. Jelikoz jsou
magnetické Castice tvofeny anorganickym materidlem, jako je napf. magnetit, je neméné
dalezitd také povrchova uprava castic, kterd zajiStuje jejich biokompatibilitu a umoziuje
navazani a pfenos potfebnych latek. Kovové magnetické Castice bez povrchové tpravy jsou
nachylné k oxidaci, coz muize vést ke ztraté magnetismu a k agregaci castic.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Magnetické Castice

Aplikace magnetickych ¢astic je zalozena na jejich magnetickych vlastnostech, materialech, ze
kterych jsou Castice tvotfeny, na velikosti a na moznosti navazani dalSich latek na jejich povrch.
Magnetické vlastnosti ¢astic zajisStuje jejich anorganické jadro. Imobilizaci molekul na povrch
magnetickych nosi¢ti umoznuje jejich povrchova uprava, ktera také zajistuje biokompatibilitu
a stabilitu danych nosica. [1]

2.1.1 Magnetické vlastnosti

Podstata magnetismu, jakozto silového plsobeni na nabité Céstice a schopnost nanocéstic
reagovat na pisobeni vnéjSiho magnetického pole se odviji od typu magnetického materialu,
kterym je piislusna Castice tvoiena. Existuji tii zdkladni druhy téchto materialt, délené podle
jejich magnetického momentu a jejich odezvy na magnetické pole - feromagnetické,
diamagnetické a paramagnetické. [2]

2.1.1.1 Diamagnetické materidly

Diamagnetické materidly vykazuji diamagnetismus, coz je magnetismus, ktery je velmi slaby
aneni permanentni. To znamend, Ze pietrvava jen tak dlouho, dokud je pfitomno ptsobeni
magnetického pole. V nepfitomnosti magnetického pole je magneticky moment takovychto
latek nulovy. Magnetické momenty ptlisobiciho pole a diamagnetické latky maji opaény smeér,
coz vyvola zeslabeni vnéjsiho magnetického pole. [2]

2.1.1.2 Feromagnetické materidly

Feromagnetismus patfi mezi nejznaméjsi a nejcastéji se vyskytujici formu magnetismu. Tato
forma magnetismu vykazuje permanentni magneticky moment, tedy i v nepfitomnosti plisobeni
vnéj$iho magnetického pole. Citlivost téchto materialii na piisobeni magnetického pole je velmi
vysokd. To je zpusobeno tim, ze magnetické momenty jednotlivych atomti maji tendenci se
mezi sebou spojovat a orientovat se ve smeru vnéjsiho magnetického pole.

Nekteré latky vykazuji antiferomagnetismus, coz je zvlastni forma feromagnetismu.
V disledku spojovani magnetickych momentd mezi atomy dochédzi k tomu, Ze spiny
sousedicich ¢astic maji obraceny smér. V tomto ptipad¢ nedochazi ke vzniku sit€ magnetickych
momentd, jelikoZ se tyto momenty vzajemné vyrusi. Pfikladem antiferomagnetické latky miize
byt oxid manganaty. [2] Obr. 1 znazoriiuje obraceny smér spint sousedicich atomu.



OQO@
OOOO
SIE1E
OOOO

O

O w
O

=

O

&

O

S
O
O
IS

&

O

Obr. 1 Opa¢né sméry spint sousedicich atomi oxidu manganatého. Pfevzato z [2]

Dalsi formou feromagnetismu je ferimagnetismus. Latky vykazujici tento magnetismus jsou
slouceny z ¢astic s riznym nabojem a jejich magnetické momenty jsou také rozdilné. Diky
tomu se magnetické momenty zcela nevyrusi aVvtomto piipadé dochazi ke vzniku sité
magnetickych momentut. [2] Obr. 2 znazoriiuje magnetické momenty ferimagnetické latky.

®
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Obr. 2 Magnetické momenty ferimagnetického Fe;O,. Pirevzato z [2]

2.1.1.3 Paramagnetické materidly
Paramagnetické materidly se vyznacuji paramagnetismem. Tato forma magnetismu se
vyskytuje jen za pfitomnosti plisobeni vnéjSiho magnetického pole. Atomy tvofici tyto latky
maji permanentni dipélovy moment diky neuplnému vyruseni magnetickych momentt jejich
elektront. Po aplikaci vné&jsiho magnetického pole dojde k nato¢eni magnetickych dipola
ve sméru magnetického pole a tim dojde ke vzniku vysledného magnetického momentu, ktery
ma stejnou orientaci jako byla plivodni orientace vn¢j$iho magnetického pole.
Superparamagnetismus je formou paramagnetismu. Superparamagnetické c¢astice maji
nulovou magnetizaci v nepfitomnosti magnetického pole, avsak po jeho aplikaci je jejich
magnetizace velmi silnd. Také zbytkova magnetizace, tzv. remanence, a odolnost magnetickych
¢astic vii¢i zménam v magnetizaci, tzv. koercivita, je nulova. Tendence k aglomeraci ¢astic se
vtomto pfipadé témér nevyskytuje. [3] Na Obr. 3 je znazornéna zavislost koercivity
na poloméru c¢astice.
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Obr. 3 Zavislost koercivity na poloméru nanoc¢astice. Upraveno dle [4]

2.1.2 Velikost magnetickych ¢astic

Velikost magnetickych ¢astic se pohybuje nejCastéji v nano- av mikroméfitku.
Uptednostiiovana velikost nanonosici je v rozmezi 10 az 20 nm. Takovéto nanoc¢astice jsou
superparamagnetické, maji tedy jednodoménovou strukturu a jejich koercivita i zbytkova
magnetizace je nulova. V ptipadé mikronosic¢t se jejich velikost pohybuje vétSinou v rozmezi
0,1 az 100 pm. Prili§ malé magnetické ¢astice jsou velmi malo citlivé na pisobeni vnéjsiho pole
aprilis velké castice vykazuji odolnost vic¢i pisobeni magnetického pole. [1] Vyhodou
nanocastic je vSak jejich koloidni stabilita, coZz umoZznuje jejich presnéjsi davkovani
Vv porovnani s mikrocasticemi. Vé&t§i Castice mohou mit naopak tendenci sedimentovat.
V poméru k jejich velikosti v§ak maji nano- a mikrocastice obrovsky povrch, na ktery 1ze
navazat rizné latky. Nanocastice jsou vhodnéj$i pro adsorpci malych molekul, naopak
mikrocastice snadné&ji vazou vEétsi molekuly. [5]

2.1.3 Struktura magnetickych ¢astic

Biotechnologické aplikace vyZaduji enkapsulaci magnetickych ¢astic vhodnou biokompatibilni
a biodegradabilni vrstvou. Enkapsulace se provadi budto béhem, nebo po piiprave
magnetickych Castic. Povrchova tprava nosici je dilezitd prevazné ze dvou hlavnich divodd,
ato, aby nedochazelo k agregaci castic, a aby mohly byt Castice vystaveny kontaktu
s biologickym materialem, aniz by dochazelo k nezadoucim vedlej$im efektiim, jako jsou napf.
toxicita nebo riizné mutagenni reakce. Na obal Castic 1ze dale navéazat 1éky nebo jiné molekuly.
Navazani latek je vétSinou zprostfedkovano adsorpci nebo kovalentnimi vazbami. [4] Obr. 4
znazoriuje strukturu ¢astice.
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Obr. 4 Struktura magnetické éastice. Upraveno dle [6]

Magnetické nosice jsou také charakterizovany latkami, které tvofi magnetické jadro Castice
a povrchovou vrstvu. [3]

2.1.3.1 Jddro magnetickych Castic

Jadro magnetickych nosi¢l zodpovidda za magnetické vlastnosti a je schopné reagovat
na piisobeni vnéjsiho magnetického pole. V nepfitomnosti magnetického pole maji Castice
nulovou magnetizaci. Magnetické plnivo tedy musi byt tvofeno materidlem vykazujicim
superparamagnetické vlastnosti. Jadra ¢astic mohou byt tvofena prechodnymi kovy (napf. Fe,
Ni), magnetickymi slitinami (napf. Sm-Co) nebo oxidy kovi (napf. Fe3Os). Nejcastéji
vyuzivanymi jsou jadra tvofena oxidy kovi, jako jsou oxidy Zeleza, manganu, zinku a kobaltu,
nebot’ jsou méné toxicka a méné nachylna k oxidaci oproti ¢istym kovim. [3]

Jadra magnetickych castic tvofena Cistymi kovy, jako naptiklad Zelezem, kobaltem nebo
niklem, vykazuji vysokou hodnotu satura¢ni magnetizace. Oproti tomu jsou ale vysoce toxicka
a nachylna k oxidaci. [3] Kovova jadra jsou vétSinou chranéna vrstvou zlata nebo kiemiku. [7]

Jadra tvofena oxidy Zeleza disponuji vysokou citlivosti na magnetické pole, chemickou
stabilitou, biodegradabilitou, biokompatibilitou, nejsou toxické, nejsou karcinogenni a jejich
ptiprava je relativné snadna. Piikladem muze byt magnetit (FesOs) nebo maghemit (y-Fe203).
Tyto materialy jsou vyuzivany napiiklad pfi magnetické rezonanci jako kontrastni ¢inidla nebo
v ruznych amplifika¢nich technikéach. [3] [5]

Magnetické ¢astice mohou byt také tvofeny kovem dopovanymi oxidy Zeleza. Piikladem
kovem dopovanych oxidi zeleza mohou byt ferit kobaltu (CoFe204), ferit manganu (MnFe204)
a ferit niklu (NiFe204). Tyto materialy disponuji vysokou hodnotou saturacni magnetizace
a chemickou stabilitou. Ferit manganu je citlivéjsi na ptisobeni magnetického pole nez ostatni
ferity, a proto by mohl byt vyuzivan jako ultracitliva sonda pii magnetické rezonanci. Kovem
dopované oxidy zeleza jsou vSak stale studovany, protoze nékteré Castice maji Skodlivy vliv
na DNA. Naptiklad Castice tvofené feritem kobaltu jsou genotoxické pro jaterni tkan. [5]
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2.1.3.2 Povrchova vrstva magnetickych Edstic

Povrchova uprava magnetickych ¢astic hraje klicovou roli pro moznost jejich dalsiho vyuziti
v biotechnologickych aplikacich. Céstice bez této upravy maji tendenci k agregaci kviili jejich
vysoké povrchové energii a jejich hydrofobnim vlastnostem. [7] Shlukovani ¢astic pak vede
k nardstu jejich velikosti a tim ztraceji své superparamagnetické vlastnosti. Magneticka plniva
bez povrchové upravy vykazuji toxické vlastnosti, které jsou v oblastech biotechnologie
nezéadouct.

Povrchova uprava nosicli zavisi na tom, do jakého prosttedi ma byt castice aplikovana nebo
jaka latka ma byt na castici navazana. Povrchovy naboj nosic¢l hraje také dilezitou roli.
Nejvyhodnéjsi je stejny naboj u vSech Castic, nebot’ jejich disperze je diky tomu stabilnéjsi.

Existuje celd fada materiald, které mohou byt pouzity pro povrchovou Gipravu magnetickych
nosicl, jako naptiklad organické i anorganické materidly a polymery. Z anorganickych
materialt muze byt jako ptiklad uveden uhlik, zlato, které je velmi stabilni, nebo oxid kfemicity.
Mezoporézni vlastnosti oxidu kiemicitého zvySuji velikost povrchu ¢astic, aniZ by byla vyrazné
ovlivnéna magnetizace dané ¢astice. [3] Z polymert mohou byt pro povrchovou upravu pouzity
naptiklad kyselina hyaluronova nebo alginova, z polysacharidi albumin, celuléza, chitin nebo
chitosan. Vyhodou téchto materidli je jejich inertnost, biokompatibilita a netoxicita.
Nevyhodou u nékterych z téchto materialtt mize byt jejich nizka mechanicka pevnost. [1]

2.2 Charakteristika magnetickych ¢astic

V predkladané bakalaiské praci budou testovany 4 druhy magnetickych nosi¢ii pro izolaci
DNA. Znanocastic budou pouzity polylysinové ¢astice (F79/L3-PLL) a nanonosice
manganatého peroskvitu pokryté vrstvou silikagelu. Z mikroc¢astic budou testovany komeréné
dostupné MPG castice a glycidylmethakrylatové ¢astice (Fkol 770x%).

Polylysinové nanocastice jsou povrchové modifikované poly(L-lysinem). Byly pfipraveny
srazenim zeleznatych a zelezitych soli spolu s hydroxidem amonnym. Vznikly magnetit byl
oxidovan roztokem chlornanu sodného na maghemit. Na zavér byl pfidan vodny roztok
poly(L-lysinu). [8] Polylysinové Castice I1ze vidét na Obr. 5.

(a) (b)

Obr. 5 TEM snimek a) nanoé¢astic oxidu Zeleza, b) polylysinovych nano¢astic. Pfevzato z [8]

Peroskvitové nanocastice (Lao.7sSro2sMnQOz) byly pfipraveny metodou sol-gel. Nasledné
byly mechanicky a tepelné opracované. Magnetické jadra byla potaZena rovnomérnou vrstvou
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oxidu kiemicitého za pouziti tetracthoxysilanu (TEOS). Koloidn¢ stabilni suspenze byly
ziskany frakcionalizaci Castic dle velikosti. [1] Nosi¢e peroskvitu manganatého potazené
vrstvou silikagelu jsou zobrazeny na Obr. 6.

Obr. 6 Elektronovy snimek nanocastic peroskvitu manganatého La;..SryMnQOs. Prevzato z [1]

P(HEMA-co-GMA) - Poly(hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylatové) mikro-
¢astice byly ziskany disperzni kopolymerizaci polymeri HEMA (hydroxyethylmethakrylat)
aGMA  (glycidylmethakrylat) ve smési toluen-2-methylpropan-1-ol stabilizované
acetat-butyrat celulosy (CAB). Nosice byly dale funkcionalizovany zavedenim karboxylovych
skupin oxidaci methylen hydroxylovych skupin. [1] P(HEMA-co-GMA) ¢astice jsou zobrazeny
na Obr. 7.

N -

Obr. 7 Mikrodastice P(HEMA-co-GMA). Pievzato z [1]

Pro kontrolu byly v této praci pouzity komeréné dostupné magnetické mikronosice
MPG ® uncoated (MCPGO0510), (Millipore Corp., USA). [1]

2.3 Biotechnologické aplikace magnetickych ¢astic
Magnetické castice jsou v biotechnologickych aplikacich stale ¢ast&ji vyuzivany diky moznosti
jejich manipulace prostiednictvim pusobeni vnéjsSiho magnetického pole. Velky povrch
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magnetickych nosi¢i umoziluje navazani cel¢ fady ligandli a dale rychlou imobilizaci
a separaci biologicky aktivnich latek. [1] Vyhodou je také mozZnost automatizace procesu
a snadnd manipulace s magnetickymi nosi¢i. Magnetické separace jsou rychlé, neni tudiz
zapotiebi Casoveé naro¢nych metod jako jsou napiiklad filtrace nebo centrifugace, pii kterych
dochazi ke zfed’ovani vzorku nebo miize dochazet ke ztratam nosic¢t béhem promyvani. [9]

2.3.1 Cilena distribuce latek
Klasické metody a lécebné zplsoby (jako napi. injekéni nebo peroralni podani 1éku) nejsou
schopny dopravit pozadovanou latku nebo 1é€ivo piimo na cilové misto a dané latky jsou
distribuovany i do mist, kde nejsou zapotiebi a kde mohou zpusobovat vedlejsi efekty.
Nedostatecna absorpce 1é¢iva vV pozadované oblasti mize byt dal§im negativnim jevem. Cilené
distribuce latek pomoci magnetickych nosic¢i ptredstavuje vhodnou metodu pro dopraveni
navazané latky na pozadované misto prostiednictvim ptsobeni vnéjsiho magnetického pole. [4]

Magnetické castice nejdiive slouzi jako nosic¢ latky. Dana latka je navazana na povrch Castice
a poté jsou nosie vpraveny do organismu nebo do zkoumaného systému. Nasledné je
aplikovano vnéjsi magnetické pole, pomoci kterého jsou castice dopraveny do cilové
oblasti. [2] V cilové oblasti je pak nutné uvolnéni navazané latky z ¢asticového povrchu, které
je mozné uskutecnit difuzi latky z povrchu ¢éstice do prostredi, degradaci polymerniho obalu
nebo bobtnanim navazanych latek, které je nasledovano jejich difazi. [10]

Vyhodou nanocastic v ptipadé cilené distribuce 1é¢iv je jejich velikost, diky které jsou htife
rozpoznatelné pro fagocyty. Pfili§ malé nanocastice vSak mohou byt odplaveny télnimi
tekutinami z cilené oblasti dfive, nez dojde k uvolnéni pozadované davky 1é¢iva. Mikrocastice
jsou naopak pro fagocytarni bunky snadnéji rozpoznatelné. [4]

2.3.2 Bioseparace
Bioseparace vyuzivajici magnetické Castice jsou rychlé, u€inné a umoziuji separovat rizné
biomolekuly, jako naptiklad proteiny, nukleové kyseliny, sacharidy a jiné biologicky aktivni
latky z jejich pfirozeného prostiedi.

Bioseparace je zalozena na rozdilné afinité cilovych molekul k magnetickym c¢asticim
a k jejich okoli. [2] Separace muze byt provadéna ptimou nebo nepfimou metodou.

Pfimé metoda spociva v tom, Ze se na magnetické nosice nejprve navaze ligand, ktery bude
dale zprostiedkovavat vazbu s cilovymi molekulami. Castice s ligandem jsou na urdity ¢as
inkubovany spolu se vzorkem cilovych molekul. Tyto molekuly se postupné navazou
na ligandy a utvoieny komplex lze dale separovat za pouziti vnéjsiho magnetického pole. [10]
Piima metoda je schematicky znazornéna na Obr. 8.
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Obr. 8 PFima metoda bioseparace. Upraveno dle [2]

V nepiimé metodé nejdiive reaguji cilové molekuly s ligandem. Sekundarni protilatka je
imobilizovana na magnetickych nosicich a tento celek je nasledné ptfidan do roztoku, ve kterém
jsou cilové molekuly navazané na ligandy. Protilatky poté reaguji s ligandy a separace je
provadéna pusobenim vné&jsiho magnetického pole. [11]

Nevyhodou pfi bioseparacich miize byt to, Ze spolu s cilovymi molekulami mnohdy dochazi
k separaci jinych molekul. Naptiklad v piipadé€ izolace DNA miize byt spolu s DNA izolovana
také RNA nebo proteiny. [10]

Vyznamné vyuziti nachdzi bioseparace pomoci magnetickych ¢astic pfi separaci enzymd,
protilatek, nadorovych a kmenovych bunék nebo pii separaci patogennich mikroorganismu
z potravin apod. [9]

2.3.3 Imobilizace biologicky aktivnich latek

Na magnetické nosice byla imobilizovana cela fada vysokomolekularnich i nizkomolekularnich
biologicky aktivnich latek, naptiklad proteiny, protilatky, enzymy, nukleové kyseliny,
hormony, 1é¢iva apod. Jejich imobilizaci lze provadét riznymi zpisoby, jako je napiiklad
imobilizace kovalentnimi vazbami, fyzikalni sorpci anebo zabudovani biologicky aktivnich
latek do magnetické gelové matrice. Tyto gelové matrice jsou tvofeny syntetickymi polymery,
proteiny a polysacharidy a jejich hlavni vyhodou je schopnost zadrzovat vodu, coz je nezbytné
pro uchovani biologické aktivity imobilizovanych latek. Gelova matrice ma vlastnosti blizké
fyziologickym podminkam, diky ¢emuZ se sniZuje riziko denaturace téchto latek. Nevyhodou
gelového prostiedi miize byt postupné uvoliiovani imobilizované latky.

Enzymy jsou vyznamnymi biopolymery a slouzi jako katalyzatory chemickych reakci, které
probihaji v Zivych organismech. Imobilizaci enzymu na magneticky nosi¢ 1ze dosdhnout vyssi
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stability a aktivity enzymu, rozsifeni rozsahu optimalni teploty nebo vyssi afinity enzymu
k substratu. Mezi nejvétsi vyhody imobilizovanych enzymut na magnetickych nosiéich patii to,
ze takto modifikované enzymy lze pouzit opakované, coz se hodi v ptipadé, kdy je vyuzivan
drahy enzym. Dalsi vyhodou je jejich snadnd manipulace na rozdil od volnych enzymi.
To mtize byt vyhodné v ptipad¢, kdy je pfitomnost enzymu ve vysledném produktu nezadouci.
[12] [13]

DalSimi vyznamnymi proteiny jsou protilatky, které se vyuzivaji pro stanoveni biologicky
aktivnich latek a xenobiotik a hraji dilezitou roli v rdmci imunitniho systému. Imobilizace
protilatek na magneticky nosi¢ poskytuje vyhodu v moznosti snadného odstranéni komplexu
antigen-protilatka z roztoku. Problém v tomto pfipadé muize byt s vhodnou orientaci
rozpoznavaciho mista a se zachovanim biologické funkce dané protilatky. Resenim tohoto
problému je vyuziti sekundarni protilatky jakozto spojujiciho prvku mezi pevhym nosi¢em
a primarni protilatkou. Sekundarni protilatka zadroven umoznuje vhodnou orientaci protilatky
primarni. [12]

2.3.4 Izolace a purifikace DNA
Izolace apurifikace DNA je dulezitym krokem pro moznost dalsi prace s nukleovymi
kyselinami, nebot’ nukleové kyseliny se nachazi v biologickém materialu s celou fadou dalSich
latek a biomolekul. DNA miuiZze byt izolovana z rostlin, pudy, tkani, télnich tekutin nebo
z mikroorganismtl. Spolu s DNA se miize na povrch Castic navazat ale také RNA, coz mlze
zkreslovat vysledky dalsi analyzy. Vysoka cistota a kvalita izolované DNA je nezbytna takeé
pro amplifikaci DNA metodou polymerazové fetézoveé reakce.

Velmi ¢asto pouzivanou metodou pro izolaci DNA je fenol-chloroformova extrakce. Tato
metoda je vSak Casove€ narocna a vyzaduje centrifugaci. Z toho diivodu jsou pro izolaci DNA
vyuzivany i jiné metody, mezi které patii i izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic.

Izolace DNA spociva ve dvou krocich. Nejdiive musi dojit k navdzdni molekul DNA
na povrch Castic a nasledné jsou magnetické Castice spolu s DNA odseparovany ze vzorku. Aby
se molekula DNA mohla navazat na magneticky nosi¢, musi tento nosi¢ na svém povrchu nést
vhodné funkéni skupiny.

Povrch magnetickych c¢astic mize byt pokryt oxidem kifemicitym, ktery ma vysokou
vazebnou kapacitu pro molekuly DNA. Z tohoto diivodu jsou tyto ¢astice ¢asto vyuzivany pro
izolaci DNA v fad¢ aplikaci. Piikladem muze byt izolace DNA z pudy nebo z bakterialnich
bunék. Nevyhodou u téchto nosict je to, ze ne vSechny molekuly DNA se z matrice oxidu
kiemicitého eluuji. Urcita ¢ast navazanych nukleovych kyselin zlstava zachycena na povrchu
nosicu.

Magnetické castice mohou byt pokryty také vrstvou polymeru. Velmi ¢asto pouzivanym je
Vtomto piipadé polystyren. Kvili jeho hydrofobnim vlastnostem vSak miZze dochazet
Vv prib¢hu purifikace nukleovych kyselin k navdzani proteinti na magneticky nosic. Dal§imi
Casto pouzivanymi magnetickymi nosici jsou nosic¢e pokryté vrstvou P(HEMA-co-EDMA)
(poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-ethylendimethakrylatu)), P(HEMA-co-GMA)  nebo
PGMA (poly(glycidylmethakrylatu)), jejichz hydroxidové skupiny byly oxidovany
na karboxylové skupiny. Aby vSak mohlo dojit k adsorpci zdporné nabitych molekul DNA
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na karboxylové skupiny, musi byt v reakénim roztoku ptitomen PEG 6000 (polyethylenglykol)
a chlorid sodny. Pomoci téchto magnetickych nosi¢ii byla Gspésné izolovana plazmidova
I bakterialni DNA z riznych komplexnich vzorkd. [5]

2.3.5 Molekularni diagnostika
Magnetické nosice nachdzi uplatnéni také na poli molekuldrni diagnostiky. Vyuzivaji se
k detekci mikroorganismd, pfitomnosti protilatek a antigeni nebo k detekci riznych
onemocnéni. Detekce spociva ve specifické interakci protilatky a antigenu. Magnetické Castice
maji na svém polymernim obalu navdzané primarni protilatky, které specificky interaguji
s ur¢itym antigenem. Po pfidani sekundarni fluorescencné znacené protilatky lze detekovat
ptitomnost hledané latky. [14]

2.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda, kterou experimentalné provedl jako prvni
Kary Mullis v letech 1980. [15] Pribéh PCR je fizen enzymy za ucelem amplifikace kratkych
cilovych usekit DNA. Tato reakce probiha in vitro. Aby mohla byt DNA amplifikovana, je
nutné znat presné poradi nukleotidii daného cilového tiseku DNA. Na zéklad¢ této sekvence
nukleotidi jsou vybrany a do reak¢éni smési piidany kratké oligonukleotidy, které se nazyvaji
primery a které jsou pro hledany usek komplementarni. Primery se na zakladé komplementarity
bazi navazou na cilové misto v molekule DNA. [16] Samotné kopirovani deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) je zprosttedkovano enzymem, ktery se nazyva DNA-polymerdza. Nejcastéji
vyuzivanou je termostabilni Taq DNA-polymeraza, ktera je izolovand z termofilni bakterie
Thermus aquaticus. [15] Amplifikace DNA spociva ve 3 krocich, které se cyklicky opakuji.

Termostabilita pouZitého enzymu je dileZita z toho diivodu, Ze v prvnim kroku PCR musi
byt molekula DNA denaturovana. V pribéhu denaturace je roztok s DNA zahiat na 94 °C,
pficemz se dvouvlaknovd molekula deoxyribonukleové kyseliny rozvolni za vzniku dvou
samostatnych jednovldknovych DNA.

Druhym krokem v amplifikaci DNA je ochlazeni reakéni smési na 50-58 °C a ptidani
primert. Primery se nasledn¢ navdzou dle komplementarity bazi na cilovy usek
jednovlaknovych molekul DNA. Navazané primery slouzi jako zaklad pro syntézu nového
komplementarniho vlakna DNA.

Jakmile dojde k navazani primerd, je reakéni smés zahtfata na 72 °C. DNA polymeraza
nasledné zalind syntetizovat nové vldkno ve sméru 53" pfipojovanim jednotlivych
nukleotidil ke konctim primert dle komplementarity bazi.

Poté co jsou vytvotfeny dvé nové dvouvldknové molekuly deoxyribonukleové kyseliny, je
reakéni smes zahtata znovu na 94 °C, aby mohlo opét dojit k denaturaci a amplifikaci novych
molekul DNA. [17] Pribéh PCR je znazornén na Obr. 9.
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Obr. 9 Princip polymerazové ietézové reakce. Upraveno dle [17]

Pocet amplifikac¢nich produktt tedy vzrista exponencialné a po n cyklech by v reakéni smési
bylo 2" molekul DNA s danou specifickou sekvenci. Ve skute¢nosti vSak po nékolika cyklech
dojde k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného produktu se jiz dile neméni a reakce se
ustali. Pfitomnost amplikonli v reakéni smési u klasické PCR je pak zjistovano vétSinou
stanovenim jejich velikosti pomoci elektroforézy v polyakryamidovém nebo agar6zovém
gelu. [17] Tato metoda je vSak ¢asové naro¢na, proto se i tento fakt stal jednim z divodu, pro¢
byla vyvinuta real-time PCR. [15]

2.4.1 Real-time PCR
Real-time PCR je metoda umoziujici sledovani mnozstvi amplikonti v pribéhu reakce. Odtud
také nazev polymerazova fetézova reakce Vv realném case. Real-time PCR méfi mnoZzstvi
amplikont v pribéhu exponencidlni faze PCR. Mnozstvi produkti PCR zalezi na mnozstvi
templatové DNA, ktera byla do reakce na zacatku ptidana. Existuji rizné zpisoby kvantifikace
produktli v pribéhu PCR, jako jsou naptiklad metody vyuZivajici interkalacni barviva vazajici
se na DNA, fluorescen¢né znac¢ené sondy nebo fluorescenéné znafené primery. Interkalaéni
barviva, fluorescencné znacené sondy a primery jsou latky, které v priabehu amplifikace
vykazuji zménu v intenzité¢ fluorescence. V pribc¢hu PCR je tedy méfena zména intenzity
fluorescen¢niho zafeni na poc¢tu cykli PCR. Srostoucim poctem cykli roste mnozstvi
amplikont a tim vzrusta i intenzita fluorescence. [15]

Real-time PCR je rychla, extrémné citliva metoda, ktera dokaze kvantifikovat DNA ve velmi
Sirokém rozmezi koncentraci a umoznuje analyzu malych mnozstvi vzorku. Pomoci této
metody je mozné stanovit mnozstvi templatové DNA, které bylo v roztoku pfitomno pied
zacatkem PCR.
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Nevyhodou polymerazové tetézové reakce je to, ze v reakéni smesi mohou byt pfitomny
inhibi¢ni latky, které negativné ovliviuji pribéh PCR. Také sekvence primert pouzivanych
v pribéhu amplifikace musi byt pfesnd a specifickd, proto je nutné znat presné potradi
nukleotidu cilového useku DNA. [15] [17]

Real-time PCR nachazi uplatnéni v celé fadé odvétvi. Jako piiklad obort, kde je tato metoda
velmi oblibenou a Casto aplikovanou, lze uvést genetickou analyzu, klonovani a sekvenovani
gent, detekci mikroorganismi, nedilnou soucast tato metoda tvoii také pii detekci
onkologickych onemocnéni a genetickych mutaci. [17]

2.4.2 VysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM)
VysokorozliSovaci analyza kiivek tani je relativné nova post-PCR metoda, ktera se vyuziva
k detekci mutaci a zmén v sekvenci DNA. Tato metoda je velmi citliva a je zalozena na
rozpoznavani malych rozdili ve tvaru kiivek tani a v hodnotach teplot tani jednotlivych
analyzovanych vzorkd. [18] HRM metoda umoziiuje detekci jednonukleotidovych zmén
v sekvencich DNA, ¢imz je umoznéna velmi presna identifikace a specifikace PCR
produktu. [19]

Cilovy usek DNA je nejdiive amplifikovan pomoci real-time PCR za pfitomnosti
fluorescen¢niho barviva. Toto barvivo je vysoce fluoreskujici, pokud je navazané na dSDNA.
V pfipadé, ze navazané neni, nevykazuje témét zadnou fluorescenci. Pravé tyto zmény
Vv intenzité fluorescence umoziuji sledovat prubéh amplifikace DNA. Po poslednim cyklu PCR
je amplifikovany usek DNA zahtivan, ¢imz dochazi k denaturaci dvousroubovice DNA a tim
dochazi k postupnému uvolfiovani fluorescenéniho ¢inidla, a tedy i k poklesu intenzity
fluorescence. K nejvyssimu poklesu intenzity fluorescence dochazi v piipadé dosazeni teploty
tani (Tm) amplifikovaného produktu. Teplota tani je definovana jako teplota, pfi které doslo
obsah GC paru bazi v sekvenci amplikonu. Vysledkem je kiivka zavislosti klesajici intenzity
fluorescence na zvysujici se teploté a tato kiivka se nazyva kiivka tani. Derivaci kiivky tani se
ziska pik, na zakladé¢ kterého se urci teplota tani (Obr. 10). [20]
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Obr. 10 K¥ivka tani (vlevo) a derivace kFivky tani (vpravo). Upraveno dle [21]
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické Casti bakalarské prace bylo vypracovani literarniho prehledu na téma vyuziti
magnetickych nano- a mikrocastic a jejich potencialni a praktické aplikace v biotechnologii.

Experimentalni ¢ast prace byla zamétena na aplikaci vybranych typti magnetickych Castic za
ucelem izolace nukleovych kyselin a vyhodnoceni kvality izolované DNA s ohledem na ¢istotu
a mnozstvi DNA pomoci metody polymerazové feté¢zové reakce.

21



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie
e Agardza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)
e DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e Dodecylsulfat sodny, 10% (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Ethanol, 70% (Penta, Chrudim, CR)
e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Chlorid sodny, 5SM (Lachema, Brno, CR)
e Nanaseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)
e Polyethylen glykol, 40% (PEG 6000) (FLUKA BioChemika, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)
e Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

4.1.2 Pristroje
e Centrifuga FVL-2400N Combi-Spin/Vortex (bioSan, Riga, Litva)
e Centrifuga miniSpin plus 14 500 ot/min (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
e Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
e Exsikator (KIF LAB)
e Inkubaéni box UVC/T-AR, DNA/RNA UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)
e Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)
e LightCycler® Nano
e Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)
e Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)
e Mikropipety Finnpipette F2 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
e Mikrovinna trouba PROLINE SM117
e Minilncubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)
e NanoDrop 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
e Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australie)
e Thermocycler Minicycler™ (BIO-RAD Lab., USA)
e Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA)
e Zatizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)
e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)
e Spicky z umélé hmoty
e Laboratorni sklo
e Dalsi laboratorni pomtcky (bunicina...)
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4.1.4 Roztoky

4.1.4.1 Rozteky pro pripravu hrubych lyzatii bunék
e Lyzaéni pufr I (10 Mm Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0)
e Lyzac¢ni pufr 11 (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0; 3 mg/ml lysozymu)

4.1.4.2 Roztoky pro izolaci DNA
e TE pufr (1 M Tris-HCI (pH 7,8), 0,5 M EDTA (pH 8) a destilovana voda)

4.1.4.3 Roztoky pro gelovou elektroforézu
e 0,5 x TBE pufr (Tris-base (54 g/1), kyselina borita (27,5 g/1), destilovana voda (980 ml)
a0,5 M EDTA (20 ml))

4.1.5 Komponenty pro PCR a qPCR

e (QPCR 2x SYTO 9 Master Mix (2krat koncentrovany 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C),
40 mM (NH4)2SO4, 5 mM MgClz, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP,
400 uM dTTP, Tag DNA polymeraza (50 U/ml), monoklondlni protilatka anti-Taq,
SYTO-9, stabilizatory a aditiva), (TopBio, Praha, CR)

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

e Primery specifické pro doménu Bacteria [22]

e Primery specifické pro rod Lactobacillus [22]

e Primery specifické pro druh Lactobacillus casei [23]

e Primery specifické pro druh Lactobacillus rhamnosus [23] [24]

4.1.6 Magnetické nosice

Pro izolaci DNA byly pouZity 4 typy magnetickych nosi¢i, jejichZ charakteristika je uvedena
v Tab. 1. Magnetické nosi¢e oznacené jako Fkol 77o0x, F79/L3 PLL byly syntetizovany
Ing. Danielem Horakem, CSc. na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze.
Nanonosi¢e manganatého perovskitu Lao.7sSro2sMnOs byly ziskany od Doc. Ing. E. Pollerta,
DrSc. z Fyzikélniho tstavu Akademie véd CR v Praze. Magnetické nosi¢e MPG ® uncoated
(MCPGO0510) byly zakoupeny v komeréni siti (Millipore Corp., USA).
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Tab. 1 Vlastnosti pouZitych ¢astic

Cistice Fe Primér | Koncentrace PDI -COOH -NH:2 Polymer
(%hm.) | ¢astice (mg/ml) (mM/g) (mM/g)

5'7(2)'( 1002 | 223um | 2,00 181 | 0764 - Zf)H;\'\/I/':)

MPG - 5,00 um 2,00 - - - -

F79/L3- 69,8 6,20 nm 0,10 1,37 - 69 8 -

PLL ’

Peroskvit - 6,05 nm 2,00 n - - -

Legenda: Fe (%) je hmotnostni obsah Zeleza v magnetické castici, PDI je index polydispersity (pomér
hmotnosti a poctu nosicii pritmérné velikosti), P(HEMA-co-GMA) je poly(hydroxyethylmethakryidt-co-
ethylendimethakrylat), n — udaj nezjistén.

4.1.7 Pouzité bakterialni kmeny a DNA
V pritbéhu experimentalni &asti prace byly pouzivany bakterialni kmeny ziskané z Ceské sbirky
mikroorganismti (Czech Collection of Microorganisms (CCM)) sidlici na Masarykové
université v Brné (CR):
e Lactobacillus casei ssp. casei CCM 70887
e Lactobacillus rhamnosus CCM 18257

4.1.7.1 PouZité bakterialni kmeny pro pozitivni kontroly

e Lactobacillus gasseri K7 (10 ng/ul)
e Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088" (15,8 ng/pul)
e Lactobacillus rhamnosus CCM 18257 (10 ng/pl)

Izolovana DNA zuvedenych bakteridlnich kmenti byla poskytnuta Ing. Stépankou
Trachtovou, Ph.D.

4.1.8 Kultiva¢ni média

4.1.8.1 MRS médium

MRS médium (Oxoid) bylo ptipraveno podle navodu vyrobce uvedeného na obalu. Médium
bylo nasledn¢ vysterilizovano v autoklavu pti 135 °C po dobu 10 minut.

4.2 Metody
Uvedené postupy byly s ipravami provadény dle prace Spanova a Rittich. [25]

4.2.1 Ozivovani a uchovavani bakterialnich kultur
e Do 3 sklenénych zkumavek bylo steriln€ napipetovano po 10 ml tekut¢ého MRS média.
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Do 2 zkumavek byly naoCkovany pfislusné bakteridlni kultury a posledni zkumavka
slouzila jako slepy vzorek. Kultury byly kultivovany po dobu 48 hodin pfi teploté 37 °C.
Po 48 hodinach bylo 100 ul kazdé bakterialni kultury pfeockovano do 10 ml MRS
média. Pieockované kultury byly kultivovany po dobu 24 hodin pfi teplot¢ 37 °C.
Kultury byly nasledn¢ skladovany pfi teploté 4 °C.

4.2.2 Priprava hrubych lyzati bakterialnich bunék

Do 1,5 ml Eppendorfovych zkumavek bylo napipetovano po 1 ml bakterialni kultury.
Kultura byla centrifugovana pti 13 400 ot/min po dobu 3 minut.

Supernatant byl slit a sediment byl ponechan k okapani.

Sediment byl nasledné rozsuspendovan v 1 ml lyza¢niho pufru A asuspenze byla
centrifugovana pti 13 400 ot/min po dobu 3 minut.

K sedimentu bylo pfidano 500 ul lyza¢niho pufru B asediment byl dokonale
rozsuspendovan.

Vzorky byly inkubovéany 1 hodinu pfi laboratorni teploté.

K suspenzi bylo nasledné piidano 25 ul 10% SDS a 5 pl proteinasy K a vzorky byly
inkubovany pfi 55 °C po dobu 24 hodin.

4.2.3 1zolace DNA z hrubych lyzati bunék pomoci magnetickych nosici

Do 16 Eppendorfovych zkumavek byly napipetovany jednotlivé komponenty podle
Tab. 2 v uvedeném potadi.

Po smichani komponent byly smeési inkubovany pii laboratorni teploté po dobu
15 minut.

Smési byly umistény do magnetického separatoru na 5 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledné byl odebran supernatant a Z magnetického separatoru byl vyjmut magneticky
pés.

Magnetické ¢astice byly promyty 500 pl 70% ethanolu a odseparovany v magnetickém
separatoru.

Ethanol byl odpipetovan a Eppendorfovy zkumavky spolu s ¢asticemi byly umistény
do exsikatoru na vysuseni.

Adsorbovana DNA byla z magnetickych ¢astic eluovana do 50 pl TE pufru (pH 7,8) pii
laboratorni teploté.

Po 24 hodindch byly magnetické nosice odseparovany v magnetickém separatoru
a roztok s DNA byl ptepipetovan do ¢istych Eppendorfovych zkumavek.
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Tab. 2 Slozeni smési pro izolaci DNA

Krok Slozka Podil (hm)
1 Voda 100
2 5 M NaCl 200
3 DNA 50
4 40% PEG 6000 100
5 Magneticky nosic 50
(2 mg/ml)
Celkem 500

4.2.4 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena za pouziti pfistroje NanoDrop
2000c (Thermo Scientific).

Me¢teny objem vzorku DNA byl 2 pl.

Ptistroj byl kalibrovan za pouziti TE puftu.

Absorbance vzorku byla métena pii vinovych délkach 230 nm (vysoka hodnota
absorbance pfi této vinové délce znaci znecisténi fenolem), 260 nm (pfi této vinové
délce absorbuji zafeni nukleové kyseliny maximaln€) a pii 280 nm (maximum
absorbance pii této vinové délce znaci znecisténi proteiny).

4.2.5 Polymerazova ietézova reakce v realném ¢ase (QPCR)

Komponenty pro gPCR byly nejprve rozmrazeny, promichany a kratce zcentrifugvany.
Smés pro qPCR byla pfipravena o celkovém objemu 25 pl.

Potadi jednotlivych komponent pro PCR v realném cCase a jejich objemy byly pouzity
v souladu s doporu¢enim vyrobce pouzittho qPCR SYTO 9 Master Mixu ajsou
uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3 Priprava smési pro qPCR

Objemy (ul)
Komponenta , . Druh Lactobacillus
Doména Bacteria

rhamnosus
1 Voda pro PCR 9,5 55
2 gPCR SYTO 9 12,5 12,5
3 | Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0 1,0
4 | Primer 2 (10 pmol/ul) 1,0 1,0
5 Matrice DNA 1,0 5,0
Celkem 25,0 25,0

26

Jako matrice DNA byla pouzita DNA jednotlivych vzorkd izolovand pomoci

magnetickych nosi¢l. DNA byla do reakéni smési pridavana jako posledni.




Déle byla pripravena negativni kontrola. Matrice DNA byla nahrazena stejnym
mnozstvim vody pro PCR.

4.2.6 Konvencni polymerazova retézova reakce

Komponenty pro PCR byly rozmrazeny, promichany a kratce zcentrifugovany.
Smés pro PCR byla ptipravena o celkovém objemu 25 pl.
Potadi jednotlivych komponent pro PCR a jejich objemy jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4 Priprava smési pro konvenéni PCR

Objemy (pl)
Komponenta Rod Druh. Druh.
. Lactobacillus Lactobacillus
Lactobacillus ]
casei rhamnosus
1 Voda pro PCR 19,0 19,0 19,0
5 10x reakeni I?ufr 25 25 25
kompletni
3 dNTP smés (10 mM) 0,5 0,5 0,5
4 Primer 1 (10 pmol/pl) 0,5 0,5 0,5
Primer 2 (10 pmol/pl) 0,5 0,5 0,5
Taq DNA polymeraza
6 1,0 1,0 1,0
(1 U/ul)
7 Matrice DNA 1,0 1,0 1,0
Celkem 25,0

Jako matrice DNA byla pouzita DNA jednotlivych vzorkii izolovand pomoci
magnetickych nosicl. Do reakéni smési byla DNA pridana jako posledni.

Dale byla pfipravena negativni kontrola. Matrice DNA byla nahrazena stejnym
mnozstvim vody pro PCR.

Pro ptipravu pozitivni kontroly byla jako matrice DNA pouzita DNA ze sbirkového
kmene prislusného rodu nebo druhu.

4.2.6.1 PCR primery

Na ptipravu PCR smési byly pouzity primery specifické pro doménu Bacteria (F_eub,
R_eub) [22], rod Lactobacillus (F_all lact, R_all lact [22]) a pro druhy Lactobacillus
casei (Cas/ParFW, UniverRV [23]) a Lactobacillus rhamnosus (RhamFW, UniverRV
[23]; Pr I, Rha 11 [24]).

Sekvence primera specifickych pro doménu Bacteria jsou uvedeny v Tab. 5 a pro rod
Lactobacillus v Tab. 6. Sekvence primeru specifickych pro druh Lactobacillus casei
jsou uvedeny v Tab. 7 a pro druh Lactobacillus rhamnosus v Tab. 8.
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Tab. 5 Primery specifické pro doménu Bacteria [22]

Primery Sekvence primeru (5°- 3") Velikost PCR produktu
F_eub TCC TAC GGG AGGCAGCAGT 166 b
R_eub GGA CTACCA GGG TATCTAATCCTGTT P

Tab. 6 Primery specifické pro rod Lactobacillus [22]

Primery Sekvence primeri (5°- 3") Velikost PCR produkti
F_alllact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 92b
R_alllact | AAATCT CCG GAT CAAAGC TTACTT AT P
Tab. 7 Primery specifické pro druh Lactobacillus casei [23]
. e o mr A Velikost PCR
Primery Sekvence primerii (5°- 3") produkti
F case IS | CTATAAGTAAGCTTT GATCCGGAGATTT 132 b
R_case IS CTT CCT GCG GGT ACT GAGATGT P
Tab. 8 Primery specifické pro druh Lactobacillus rhamnosus
. Velikost PCR
Primery Sekvence primeru (5°- 3") i)l'o(zlsuktﬁ Reference
RhamFW | TTG CATCTT GAT TTAATT TTG ACC 683 b (23]
UniverRV TTC GCC ACT GGTGTTCTT CC P
Prl CAG ACT GAAAGTCTGACGG
410 a 200 bp [24]
Rha 1l GCG ATGCGAATTTCT ATT ATT

4.2.6.2 PCR programy

e Amplifikace DNA byla provedena pii riznych teplotnich programech v zavislosti na
pouzitych primerech.

e Teplotni program pro doménu Bacteria je uveden v Tab. 9. Teplotni program pro rod
Lactobacillus je uveden v Tab. 10. Teplotni programy pro druh Lactobacillus casei
a druh Lactobacillus rhamnosus jsou uvedeny v Tab. 11 av Tab. 12.

Tab. 9 Teplotni program pro doménu Bacteria

Prodlouzena . té
rodlouzena Denaturace Hybridizace S,yn ve Za, . | Dosyntetizovani
denaturace DNA rimer novych Fetézci DNA
DNA primeru DNA
. 95°C/30 s 55°C/30 s 72 °C/1 min )
95 °C/5 min 72 °C/5 min
30 cykla
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Tab. 10 Teplotni program pro rod Lactobacillus

ProdlouZena .. Synté
rodiouzena Denaturace Hybridizace ,yn f: Zzi . | Dosyntetizovani
denaturace DNA Fimeri novych Fetézcu DNA
DNA P DNA
. 94 °C/30 s 58 °C/30 s 72 °C/1 min .
95 °C/5 min 72 °C/5 min
30 cykla
Tab. 11 Teplotni program pro druh Lactobacillus casei
Prodlouzena - Synté
ouzena Denaturace Hybridizace ,yn f Zz\l, . | Dosyntetizovani
denaturace DNA rimeri novych Fetézcu DNA
DNA primert DNA
. 94 °C/1 min 55 °C/1 min 72 °C/2 min ]
94 °C/5 min 72 °C/10 min
30 cykla
Tab. 12 Teplotni program pro druh Lactobacillus rhamnosus
. Syntéza
Prodl .
Primer dr;na:l:l::;lea Denaturace | Hybridizace novych Dosyntetizovani
y DNA primeri Fetdzei DNA
DNA
RhamFW . 94 °C/1 min | 58 °C/1 min | 72 °C/2 min .
- 94 °C/5 min 72 °C/10 min
UniverRV 35 cykla
Pri . 94 °C/30s 58 °C/30s | 72 °C/1 min .
94 °C/5 min 72 °C/5 min
Rha Il 30 cykla
4.2.7 PCR-HRM

e Smés pro PCR-HRM byla pfipravena stejné jako v pfipadé kvantitativni PCR (bod

4.2.5).

e Byly pouzity dva druhy primerd specifickych pro rod Lactobacillus, a to primery
V1F-HRM, V2F-HRM [26] a primery P1V1, P2V1 [27] (Tab. 13).

Tab. 13 Specifikace primeri pouZzitych pro PCR-HRM

Primery Sekvence primera (5°- 3") V::;?;::;gR Reference
P1V1 GCG GCG TGC CTA ATACATGC

110 bp [27]
P2Vv1 TTC CCC ACG CGTTACTCACC
V1F-HRM CCT AAT ACATGC AAGTCGAACG 100 b [26]
V2R-HRM GGT TACCCACGTGTTACT CACC P
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Byl spustén piislusny gPCR program specificky pro rod Lactobacillus spole¢n¢ s HRM
analyzou. Amplifika¢ni programy pro PCR-HRM jsou uvedeny v Tab. 14.

Tab. 14 Amplifika¢ni programy pro PCR-HRM

. Primery Primery
kcr';l(‘L Krok PIVL, P2V1 | VIF-HRM, V2R-HRM
Amplifikaéni program
1 Prodlouzena denaturace DNA 95 °C/5 min 95 °C/10 min
2 Denaturace DNA 95°C/30s 95°C/10s
3 Hybridizace primeri 52°C/30s 60 °C/15s
4 Syntéza novych fetézci DNA 72 °C/1 min 72 °C/20's
5 Dosyntetizovani DNA 75 °C/5 min 72 °C/2 min
Pocet cyklu (krok 2-4) 35 45
o Pi’:slt::;‘ 60 °C/1 min 55 °C/1 min
6 Ai‘:;fz(;g;;k KKrovk | 0,05 °C/1's 0,25 °C/1 s
onecna
teplota 97 °C 95 °C

Vyhodnoceni vysledki PCR-HRM analyzy bylo provedeno pomoci softwaru
LightCycler® Nano Software 1.1.

4.2.8 Gelova elektroforéza

30

1,6% gel: 1,6 g agar6zy / 100 ml 0,5 TBE pufru

1,6 g agardézy bylo smichano se 100 ml 0,5% TBE pufru, smés byla rozvafena
vV mikrovlnné troub¢ a nalita do vanicky s hiebinkem, kde byla ponechana 30 minut
ztuhnout. Po ztuhnuti byl z gelu odstranén hiebinek.

Jednotlivé vzorky po PCR byly po 15 ul smichany se 3 ul PCR vkladacim pufrem
Yeallow load a smési byly nanaseny na gel.

Na zavér bylo na gel naneseno 5 pul DNA standardu (100 bp).

Gel byl vlozen ve spravné orientaci do elektroforetické vany a prevrstven 0,5x TBE
pufrem.

Takto pfipravena souprava byla zapojena do zdroje stejnoproudého elektrického pole
a elektroforéza probihala po dobu 3 hodin pfi napéti 80 V.

Gel byl po skonceni elektroforézy barven v roztoku ethidium bromidu po dobu
30 minut.

Po dobarveni byl gel pozorovan pod UV svétlem na transilluminatoru, vyhodnocen
a dokumentovan fotograficky.



5 VYSLEDKY

5.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a €istoty izolované bakterialni
DNA

Pouzitim pftistroje NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) byla spektrofotometricky zméiena
absorbance jednotlivych vzorkl izolované DNA. Méieni bylo provedeno v rozmezi vinovych
délek 230 — 280 nm. Na zaklad¢ namétenych absorbanci byly stanoveny koncentrace vzorki
nukleovych kyselin, které jsou uvedeny v Tab. 15, Tab. 16 a Tab. 17. Soucasné byla touto
metodou prokazana ptritomnost bakterialni DNA ve vzorcich. Na Obr. 11 je znazornén vystup
vysledkt z pfistroje NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) pro vzorky Lactobacillus casei
z prvni paralely vzorka.
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Obr. 11 Vystup z p¥istroje NanoDrop 2000c - zavislost absorbance nukleovych kyselin na vinové
délce

Tab. 15 Spektrofotometrické stanoveni nukleovych kyselin (NK) izolovanych z bakterialniho
kmene Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088, které byly pouzity jako DNA matrice pro gPCR
za pouZiti primeri specifickych pro doménu Bacteria

Vzorek | Paralela Magne.ticky Koncentrace Ao | Azso | Aze0/Az280 | A260/A230
nosic NK (ng/pl)

1 F79/L3-PLL 14,7 0,294 | 0,157 1,87 1,26

2 F79/L3-PLL 14,1 0,283 | 0,189 1,50 0,54

1 MPG 13,4 0,269 | 0,150 1,80 1,20
Lbc. 2 MPG 13,1 0,262 | 0,165 1,59 0,85
casei 1 Peroskvit 13,4 0,268 | 0,177 1,51 0,60

2 Peroskvit 13,0 0,260 | 0,159 1,64 0,68

1 Fkol 770x 19,3 0,387 | 0,280 1,38 1,25

2 Fkol 770x 22,2 0,444 | 0,324 1,37 1,19
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Tab. 16 Spektrofotometrické stanoveni nukleovych kyselin (NK) izolovanych z bakterialniho
kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 18257, které byly pouZity jako DNA matrice pro qPCR za

pouziti primeri specifickych pro doménu Bacteria

Vzorek | Paralela Magne.tick)’f Koncentrace Ao | Az280 | A260/A2s0 | Az60/A230
nosic NK (ng/ul)
1 F79/L3-PLL 73 0,147 | 0,084 1,75 0,54
2 F79/L3-PLL 44,2 0,884 | 0,482 1,83 1,72
1 MPG 42,9 0,859 | 0,595 1,44 0,60
Lbc. 2 MPG 18,0 0,359 | 0,244 1,48 2,09
rhamnosus 1 Peroskvit 50,0 1,000 | 0,530 1,89 1,08
2 Peroskvit 39,2 0,783 | 0,439 1,78 0,69
1 Fkol 770x 51,0 1,020 | 0,747 1,37 0,59
2 Fkol 770x 31,7 0,635 | 0,438 1,45 0,91

Tab. 17 Spektrofotometrické stanoveni nukleovych kyselin (NK) izolovanych z bakterialnich
kment Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088" a Lactobacillus rhamnosus CCM 18257, které
byly pouZity jako DNA matrice pro konvenéni PCR za pouZiti primera specifickych pro rod
Lactobacillus, druh Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus a pro gPCR s vyuzitm primeri
specifickych pro druh Lactobacillus rhamnosus

Vzorek Magne.ticky Koncentrace Acso | Azs0 | A260/A280 | Az60/A230
nosic NK (ng/pl)
Fkol 770x 31,3 0,627 | 0,479 1,31 1,67
] Peroskvit 9,6 0,192 | 0,241 0,8 0,62
Lbc. casei
MPG 6,6 0,133 | 0,146 0,91 0,45
F79/L3-PLL 3,5 0,069 | 0,055 1,26 5,25
Fkol 770x 26,3 0,526 | 0,4 1,31 1,26
Peroskvit 41,7 0,834 | 0,665 1,25 0,27
Lbc. rhamnosus
MPG 7,6 0,153 | 0,114 1,34 1,13
F79/L3-PLL 6,6 0,132 | 0,111 1,19 0,58

DNA z bakteridlnich kmenti Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088 a Lactobacillus
rhamnosus CCM 18257 se podaiilo pomoci magnetickych ¢astic uspésné izolovat.

5.2 Polymerazova retézova reakce vV realném case a detekce specifického
produktu PCR

5.2.1 Ovéreni pritomnosti bakterialni DNA domény Bacteria metodou real-time PCR
Pritomnost bakterialni DNA byla ovéfena ve dvou paralelach pro kazdou bunéénou kulturu
metodou polymerazové fetézové reakce V redlném case S vyuzitim primert specifickych pro
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doménu Bacteria (primery F_eub, R_eub [22]) a zaroven byla zjisténa piesna koncentrace
bakteridlni DNA ve vzorcich.

Vzorky DNA o koncentraci vys$i nez 20 ng/ul byly pfed zahajenim qPCR vyiedény na
vyslednou koncentraci 10 ng/ul (objem 50 pl).

Kalibra¢ni ktivka byla sestrojena ze vzorkl bakterialni DNA Escherichia coli (Sigma-
Aldrich) poskytnutych Ing. Stépankou Trachtovou, Ph.D. Vzorky byly vyfedéné desitkovym
fedénim na vyslednou koncentraci v rozsahu 100-0,001 ng/ul. Zavislost intenzity fluorescence
na poctu cykli je zobrazena na Obr. 12, na Obr. 13 je zobrazena zavislost normalizované
fluorescence na poctu cyklu (z divodu piehlednosti jsou zobrazeny pouze kiivky standarda
a vzorku prvni paralely nukleovych kyselin izolovanych z bakterialniho kmene Lactobacillus
casei ssp. casei CCM 70887).
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Obr. 12 Amplifikaé¢ni kiivky qPCR produkti specifickych pro doménu Bacteria
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Obr. 13 Zavislost normalizované fluorescence na po¢tu cykli
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Koncentrace cilové DNA ve vzorcich v rozmezi 0,025-0,586 ng/ul byla stanovena pomoci
softwaru cykleru Rotor-gene 6000 (verze 1.7) ze zavislosti Ct (prahovy cyklus) hodnoty na
koncentraci ve srovnani s kalibra¢ni kiivkou (v rozmezi 100 ng/ul-1 pg/ ul), (bod 0,01 ng/ul
nebyl do vypoctu zahrnut z divodu nespravného nafedéni a tedy i nespravné koncentrace
vzorku). Hodnota reak¢éni ucinnosti (Efficiency) byla vypocitana ze sklonu amplifikac¢nich
kivek (M) a stanovena na 83 %. Déle byla z korelaéniho koeficientu linedrni regrese (R?)
odhadnuta hodnota spolehlivosti reakce priblizné na 0,998 (Obr. 14). Vysledky kvantifikace
jsou uvedeny v Tab. 18.

241473 ------------------ Cycling A.Green (Page 1).

L e e eseessedS e st R=0,99386

2 ! t 1 : R"2=0,99772
"""""""""" ! """"""""" M=-3 827

(b - iriciat itttk ittty B=12,632

164 ----mmmmmemeenees R PRTEREETTERTE _ SCO PP R PR PE PEPP PR PR PR PR Efficiency=0,83

O 144 1 qessseeeseeeaaaas qeemsmme s T e EEETTCECEEEEERETE qressessmeeeneaaae ]

1249 EECCEEEEEEEREE R qemme e qrem e 1

104-q--mmmmeees EEEEE T T T LEEEEEEEE EEE TR T T TEEEEEEEE TR T TR TP Jem s .
5 o SR ELELERCEEE Ry cUL L L CLEE Ly L LD EE R e COLEEELE L et Bh, T e e

6“‘l """"""""" A": """""""""""""""""""" :
-10 10 10 it 10 10

Koncentrace [ng/u]

Legenda: cervené body — analyzované vzorky, modré body — kalibracni krivka

Obr. 14 Zavislost C; hodnoty na koncentraci DNA
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Tab. 18 Vysledky kvantifikace bakterialni DNA jednotlivych vzorki

L, Primér

Vzorek Mai‘;:it;ky Ct ISoNr::e(rI]ltr/a(ie CoNA (ng/pl) ze
g/uh dvou paralel

E. coli 100 ng/ul - 5,34 81,279 -
E. coli 10 ng/ul - 8,84 9,888 -
E. coli 1 ng/ul - 12,30 1,238 -
E. coli 0,1 ng/ul - 16,11 0,125 -
E. coli 0,001 ng/ul - 24,50 0,001 -
Negativni kontrola - - 0,000 -
1 Lbc. caseli F79/L3-PLL 13,54 0,586 0.340
2 Lbc. caseli F79/L3-PLL 16,58 0,094
3 Lbc. rhamnosus F79/L3-PLL 17,55 0,053 0.109
4 Lbc. rhamnosus F79/L3-PLL 15,65 0,165
1 Lbc. caseli MPG 14,68 0,296
2 Lbc. casei MPG 15,41 0,191 0244
3 Lbc. rhamnosus MPG 16,30 0,112
4 Lbc. rhamnosus MPG 13,45 0,620 0,366
1 Lbc. casei Peroskvit 16,19 0,119
2 Lbc. casei Peroskvit 16,35 0,108 01134
3 Lbc. rhamnosus Peroskvit 17,04 0,071
4 Lbc. rhamnosus Peroskvit 18,05 0,039 0.055
1 Lbc. caseli Fkol 770x 16,33 0,109 0.067
2 Lbc. caseli Fkol 770x 18,81 0,025
3 Lbc. rhamnosus Fkol 770x 18,08 0,038 0.050
4 Lbc. rhamnosus Fkol 770x 17,30 0,061

Legenda: I a 2 oznacuji paralelu pro Lbc. casei, 3 a 4 oznacuji paralelu pro Lbc. rhamnosus

Ptitomnost bakterialni DNA ve vzorcich byla ovéfena gelovou elektroforézou na agarosovém
gelu (Obr. 15). Snimek agardzového gelu s PCR produkty vzorkt standarda jsou uvedeny na
Obr. 16. Schéma naneseni vzorkd je uvedeno v Tab. 19 a Tab. 20.
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Produkty PCR 500 bp
466 bp 400 bp
Dimery primeri 100 bp

Obr. 15 Gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro doménu Bacteria

Tab. 19 Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro doménu Bacteria na agarézovy gel
(Obr. 15)

Béh Vzorek DNA Magne.ticky’ Koncentrace DNA Detekce PCR
nosic¢ (ng/pul) produktu
1 1 Lbc. casei F79/L3-PLL 0,586 +
2 1 Lbc. caseli MPG 0,296 +
3 1 Lbc. caseli Peroskvit 0,119 +
4 1 Lbc. caseli Fkol 770x 0,109 +
5 2 Lbc. caseli F79/L3-PLL 0,094 +
6 2 Lbc. caseli MPG 0,191 +
7 2 Lbc. caseli Peroskvit 0,108 +
8 2 Lbc. casei Fkol 770x 0,025 +
9 3 Lbc. rhamnosus F79/L3-PLL 0,053 +
10 | 3Lbc. rhamnosus MPG 0,112 +
11 | 3Lbc. rhamnosus Peroskvit 0,071 +
12 | 3Lbc. rhamnosus Fkol 770x 0,038 +
13 | 4 Lbc. rhamnosus F79/L3-PLL 0,165 +
14 | 4 Lbc. rhamnosus MPG 0,620 +
15 4 Lbc. rhamnosus Peroskvit 0,039 +
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Magneticky Koncentrace DNA Detekce PCR
Béh | Vzorek DNA iosié ’ (ng/ul) produktu
16 4 Lbc. rhamnosus Fkol 770x 0,061 +
17 DNA standard
18 Negativni 0,0 -

Legenda: + produkty PCR byly detekovainy, — produkt PCR nebyly detekovan, 1 a 2 oznacuji paralelu
pro Lbc. casei, 3 a 4 oznacuji paralelu pro Lbc. rhamnosus

1 233 4: 56 "7 8 9 10 31

500 bp
Produkty PCR 400 bp
466 bp
100 bp
Dimery primert

Obr. 16 Gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro doménu Bacteria — vzorky
standardu

Tab. 20 Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro doménu Bacteria na agarézovy gel
(Obr. 16)

Koncentrace DNA Detekce PCR
Béh Vzorek DNA v PCR smési (ng/pl) produktu
1 E. coli 100 ng/ul 81,279 +
2 E. coli 10 ng/pl 9,888 +
3 E. coli 1 ng/ul 1,238 +
4 E. coli 0,1 ng/ul 0,125 +
5 E. coli 0,01 ng/ul N +
6 | E.coli0,001 ng/pl 0,001 +
11 DNA standard +

Legenda: N — koncentrace nezjistéena (koncentrace nebyla zahrnuta do kvantifikace z diivodu
nespravného naredeni vzorku), + produkty PCR byly detekovany, vzorky 7-10 nesouvisi s touto
experimentalni praci
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Gelovou elektroforézou byl detekovan specificky produkt PCR pro doménu Bacteria
(466 bp) a tim byla potvrzena pfitomnost bakterialni DNA ve vzorcich.

5.2.2 Ovéieni pritomnosti DNA bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus metodou
real-time PCR

Pritomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus byla ovéfena metodou real-time
PCR. Pouzitim primert specifickych pro tento druh (primery RhamFW, UniverRV [23]) byly
amplifikovany useky DNA o délce 683 bp. Produkty PCR byly naneseny na agar6zovy gel
a nasledn¢ byla provedena gelova elektroforéza.

Vzorky DNA o koncentraci vys$i nez 20 ng/ul byly pfed zahajenim PCR vyfedény
na vyslednou koncentraci 10 ng/pl a vysledny objem 50 pl. Vysledek gelové elektroforézy lze
vidét na Obr. 17. Schéma naneseni vzorkt je uvedeno v Tab. 21.

1 2 3 B 5 6 7

800 bp
700
iy _| ProduktyPCR
500 bp 683 bp
Dimery
primert

Obr. 17 Vysledek agarézové gelové elektroforézy PCR produkti specifickych pro druh
Lactobacillus rhamnosus [23]
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Tab. 21 Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus rhamnosus

na agarozovy gel

. Magneticky | Koncentrace DNA Detekce PCR
Béh Vzorek DNA rglosié ’ v PCR smési (ng/ul) | produktu
Negativni kontrola 0,0 -
DNA standard

Pozitivni kontrola

3 (Lactobacillus 10,0 +

rhamnosus CCM 18257)

4 Lbc. rhamnosus F79/L3-PLL 6,6 +

5 Lbc. rhamnosus MPG 7,6 +

6 Lbc. rhamnosus Peroskvit 10,0 +

7 Lbc. rhamnosus Fkol 770x 10,0 +

Legenda: + produkty PCR byly detekovany, — produkt PCR nebyly detekovin

Ptitomnost PCR produktt specifickych pro druh Lactobacillus rhamnosus byla prokazana
agarozovou gelovou elektroforézou ve vSech nanesenych vzorcich.

5.3 Konven¢ni PCR a detekce produktu PCR

5.3.1 Ovéieni pritomnosti DNA bakterii rodu Lactobacillus metodou PCR
Piitomnost DNA bakterii rodu Lactobacillus byla ovéfena metodou polymerazové fetézové
reakce. Pouzitim primeri specifickych pro tento rod (primery F_alllact, R_alllact [22]) byly
amplifikovany tseky DNA o délce 92 bp. Produkty PCR byly naneseny na agarozovy gel
a nasledné byla provedena gelova elektroforéza.

Vzorky DNA o koncentraci vyssi nez 20 ng/ul byly pted zahajenim PCR vyfedény
na vyslednou koncentraci 10 ng/ul a vysledny objem 50 pl. Vysledek gelové elektroforézy lze
vidét na Obr. 18. Schéma naneseni vzorku je uvedeno v Tab. 22.
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Obr. 18 Vysledek agarézové gelové elektroforézy PCR produkti specifickych pro rod
Lactobacillus [19]

Tab. 22 Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro rod Lactobacillus na agarézovy gel

Magneticky | Koncentrace DNA | Detekce PCR
Béh Vzorek DNA Iglosié ’ v PCR smési (ng/pl) | produktu
Negativni kontrola 0,0 -
DNA standard
3 Poziti_vni kontrola_l 10,0 N
(Lactobacillus gasseri K7)

4 Lbc. rhamnosus F79/L3-PLL 6,6 +
5 Lbc. rhamnosus MPG 7,6 +
6 Lbc. rhamnosus Peroskvit 10,0 +
7 Lbc. rhamnosus Fkol 770x 10,0 +
8 Lbc. casei F79/L3-PLL 3,5 +
9 Lbc. casei MPG 6,6 +
10 Lbc. casei Peroskvit 9,6 +
11 Lbc. casei Fkol 770x 10,0 +

Legenda: + produkty PCR byly detekovany, — produkt PCR nebyly detekovan
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Pritomnost PCR produkti specifickych pro rod Lactobacillus byla prokazana agar6zovou
gelovou elektroforézou ve vSech nanesenych vzorcich.

5.3.2 Ovéreni pritomnosti DNA bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus metodou PCR
Pritomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus byla ovéfena metodou polymerazové
fetézové reakce. Pouzitim primert specifickych pro tento druh (primery Pr I, Rha Il [24]) byly
amplifikovany useky DNA o délce 410 a 200 bp. Produkty PCR byly naneseny na agardzovy
gel a nasledné byla provedena gelova elektroforéza.

Vzorky DNA o koncentraci vyssi nez 20 ng/ul byly pied zahijenim PCR vyfedény
na vyslednou koncentraci 10 ng/ul a vysledny objem 50 pl. Vysledek gelové elektroforézy Ize
vidét na Obr. 19. Schéma naneseni vzorku je uvedeno v Tab. 23.

L. 23 4 5 & 7

500 bp Produkt PCR
400 bp 410 bp
Produkt PCR

200
i 200 bp

Obr. 19 Vysledek agarozové gelové elektroforézy PCR produkti specifickych pro druh
Lactobacillus rhamnosus [24]

43



Tab. 23 Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus rhamnosus
na agarozovy gel

. Magneticky Koncentrace DNA Detekce PCR
Béh Vzorek DNA rglosié ’ v PCR smési (ng/ul) |  produktu
Negativni kontrola 0,0 -
DNA standard
Pozitivni kontrola
(Lactobacillus
3 rhamnosus 10.0 *
CCM 18257)
4 Lbc. rhamnosus Fkol 770x 10,0 —
5 Lbc. rhamnosus Peroskvit 10,0 —
6 Lbc. rhamnosus MPG 7,6 —
7 Lbc. rhamnosus F79/L3-PLL 6,6 —

Legenda: + produkty PCR byly detekovany, — produkty PCR nebyly detekovany

Ptitomnost PCR produktt specifickych pro druh Lactobacillus rhamnosus byla prokazana
agardzovou gelovou elektroforézou ve vzorku pozitivni kontroly. Produkty PCR v ostatnich
vzorcich nebyly detekovany zifejmé z divodu nizké citlivosti metody PCR za pouziti
uvedenych primerti a podminek amplifikace.

5.3.3 Ovéieni pritomnosti DNA bakterii druhu Lactobacillus casei metodou PCR
Pfitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus casei byla ovéfena metodou polymerazové
fetézové reakce. Pouzitim primert specifickych pro tento druh (primery F_case_lS,
R_case_IS [23]) byly amplifikovany useky DNA o délce 132 bp. Produkty PCR byly naneseny
na agarozovy gel a nasledn¢ byla provedena gelova elektroforéza.

Vzorky DNA o koncentraci vyS$i nez 20 ng/ul byly pfed zahajenim PCR vyfedény
na vyslednou koncentraci 10 ng/ul a vysledny objem 50 pl. Vysledek gelové elektroforézy lze
vidét na Obr. 20. Schéma naneseni vzorku je uvedeno v Tab. 24.
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500 bp

200 bp
Produkt PCR
132 bp 100 bp

Obr. 20 Vysledek agarézové gelové elektroforézy PCR produkti specifickych pro druh
Lactobacillus casei [23]

Tab. 24 Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus casei na agarézovy
gel

Magneticky Koncentrace DNA Detekce PCR
Beh Vzorek DNA ;glosié ’ Vv PCR smési (ng/pl) produktu
1 Lactobacillus caseli Fkol 770x 10,0 +
2 Lactobacillus casei Peroskvit 9,6 +
3 Lactobacillus casei MPG 6,6 +
4 Lactobacillus casei F79/L3-PLL 3,5 +
Pozitivni kontrola
5 (Lactobacillus casei 15,8 +
ssp. casei CCM 7088™)
6 DNA standard
7 Negativni kontrola 0,0 -

Legenda: + produkty PCR byly detekovainy, — produkty PCR nebyly detekoviny

Pfitomnost PCR produktd specifickych pro druh Lactobacillus casei byla prokazana
agarozovou gelovou elektroforézou ve vsech nanesenych vzorcich.
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54 PCR-HRM

Za ucelem rozliSeni bakterialnich druht Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus byla
pouzita PCR-HRM metoda s vyuzitim dvou riznych druhii primerd navrzenych za timto
ucelem, a to primert V1F-HRM, V1R-HRM [26] a primera P1V1, P2V1, [27] Pro pozitivni

kontrolu byla pouzita DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T.

5.4.1 PCR-HRM s vyuzitim primera V1F-HRM a V1R-HRM

Za pouziti této metody a primerd navrzenych pro rozliseni bakterialnich druhti Lactobacillus
casei a Lactobacillus rhamnosus byly zjistény teploty tani charakteristické pro jednotlivé
vzorky. Tyto teploty jsou uvedeny v Tab. 25. Kfivky tani jednotlivych vzorki jsou uvedeny na

Obr. 21.

Tab. 25 Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pri PCR-HRM s vyuzitim primeri

V1F-HRM a V1R-HRM [26]

Pouzité ¢astice pro izolaci

rhamnosus CCM 18257)

Vzorek DNA Tm (°C)
Lactobacillus casei Fkol 770x 82,65
Lactobacillus casei Peroskvit 82,66
Lactobacillus casei MPG 82,67
Lactobacillus casei F79/L3-PLL 82,46
Lactobacillus rhamnosus Fkol 770x 82,55
Lactobacillus rhamnosus Peroskvit 82,52
Lactobacillus rhamnosus MPG 82,31
Lactobacillus rhamnosus F79/L3-PLL 82,30
Pozitivni kontrola (Lactobacillus 82 52

Podle ktivek tani a podle namétenych teplot tani lze fici, ze s vyuzitim primert VIF-HRM a
V1R-HRM se nepodafilo rozlisit bakterialni druhy Lactobacillus casei a Lactobacillus

rhamnosus.
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Obr. 21 K¥ivKky tani jednotlivych vzorki pro PCR-HRM s vyuzitim primera VIF-HRM a V1R-HRM [26]
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5.4.2 PCR-HRM s vyuzitim primeri P1V1 a P2V1
Za pouziti PCR-HRM metody a primerti navrZzenych pro rozliSeni bakteridlnich druha
Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus byly zjistény teploty tani charakteristické pro
jednotlivé vzorky. Tyto teploty jsou uvedeny v Tab. 26. Ktivky tani jednotlivych vzorkd jsou
uvedeny na Obr. 22.

Tab. 26 Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pfi PCR-HRM s vyuZzitim primert
P1V1aP2V1 [27]

Vzorek Pouzité ca?jtl;eA pro izolaci T °C)
Lactobacillus casei Fkol 770x 82,58
Lactobacillus casei Peroskvit 82,62
Lactobacillus casei MPG 82,49
Lactobacillus casei F79/L3-PLL 82,53
Lactobacillus rhamnosus Fkol 770x 82,46
Lactobacillus rhamnosus Peroskvit 82,48
Lactobacillus rhamnosus MPG 82,36
Lactobacillus rhamnosus F79/L3-PLL 82,49
Pozitivni kontrola (Lactobacillus 82 59
rhamnosus CCM 18257) ’

Podle kiivek tani a podle naméfenych teplot tani lze fici, Ze s vyuZitim primerd VIF-HRM
a VIR-HRM se nepodatilo rozlisit bakterialni druhy Lactobacillus casei a Lactobacillus
rhamnosus.
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Obr. 22 K¥ivky tani jednotlivych vzorki pro PCR-HRM s vyuzitim primera P1V1 a P2V1 [27]
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6 DISKUZE

6.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA
Pomoci pfistroje NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) byla spektrofotometricky zméiena

absorbance jednotlivych vzorkl izolované DNA. M¢feni bylo provedeno v rozmezi vinovych
délek 230 — 280 nm.

Celkova koncentrace nukleovych kyselin v jednotlivych vzorcich se pohybovala v rozmezi
3,5-51,0 ng/ul. Nejvyssi koncentrace nukleovych kyselin byla pfitomna ve wvzorcich,
u kterych byly k izolaci nukleovych kyselin vyuzity magnetické mikronosi¢e typu Fkol 770x.
Navazani zaporné nabitych nukleovych kyselin na tyto magnetické nosice, které na svém
povrchu obsahuji -COOH funkéni skupiny, umoZiiuje polymerem a soli indukovana
kondenzace. [5] Dalsim vhodnym nosi¢em pro izolaci nukleovych kyselin jsou magnetické
nano&astice Peroskvit. Castice toho typu obsahuji na svém povrchu Si-OH a Si-O skupiny,
které maji vysokou vazebnou kapacitu pro nukleové kyseliny. [5] Nejniz§i koncentrace byla
naopak namétena ve vzorcich, u kterych byly k izolaci nukleovych kyselin pouzity magnetické
nanocastice typu F79/L3-PLL (Tab. 27). Tato nizkd hodnota koncentrace izolovanych
nukleovych kyselin mohla byt zptisobena tim, Ze samotna vychozi koncentrace magnetického
nosice (0,1 mg/ml) byla niz8i neZ u ostatnich magnetickych nosicu.

Pomér absorbanci Aze0/A2g0 udava Cistotu izolované DNA. Pro ¢istou DNA je hodnota tohoto
poméru 1,8. Nizsi hodnota znaci znecisténi DNA proteiny, které vykazuji absorpéni maximum
pii 280 nm. Vyssi hodnota poméru absorbanci pak znaéi ptitomnost RNA ve vzorku. Pomér
absorbanci A260/A280 pro jednotlivé vzorky je uveden v Tab. 28. Z priméru hodnot A2e0/A2g0
lze vidét, ze z hlediska Cistoty byly pro izolaci DNA nejlepSi magnetické nanocastice
F79/L3-PLL. Nejvice zneCisténé pak byly vzorky, jejichz DNA byla izolovana pomoci
magnetickych mikronosi¢li Fkol 77ox. Pfevaznd vétSina vzork byla zneciSténa proteiny.
Proteiny se v bunééném materialu vyskytuji spolu s nukleovymi kyselinami a vzajemné spolu
interaguji, coz zpusobuje mnohdy obtiznou izolaci NK.

Tab. 27 Koncentrace nukleovych Kyselin izolovanych riznymi typy magnetickych nosicu

W

C Vzorek Fkol 770x | Peroskvit MPG | F79/L3-PLL

1 Lbc. casei 31,3 13,4 13,4 14,7

2 Lbc. casei 22,2 13,0 13,1 14,1

3 Lbc. casei 19,3 9,6 6,6 35
¢ (ng/pl)

4 Lbc. rhamnosus 51,0 50,0 429 442

5 Lbc. rhamnosus 31,7 417 18,0 7,3

6 Lbc. rhamnosus 26,3 39,2 7,6 6,6
Primer ¢ 303 278 16.9 151
(ng/pl)
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Tab. 28 Cistota izolované DNA

W

C. Vzorek Fkol 770x | Peroskvit | MPG | F79/L3-PLL

1 Lbc. casei 1,38 1,51 1,80 1,87

2 Lbc. casei 1,37 1,64 1,59 1,50

3 Lbc. casei 1,31 0,8 0,91 1,26

4| Lbe, hamnosus | * /A0 1,37 1,89 1,44 1,75

5 Lbc. rhamnosus 1,45 1,78 1,48 1,83

6 Lbc. rhamnosus 1,31 1,25 1,34 1,19
Priumér
Aasol Ak 1,365 1,478 1,427 1,567

6.2 Polymerazova ietézova reakce v realném case

Polymerazova fetézova reakce v realném Case specificka pro doménu Bacteria (primery F_eub,
R_eub [22]) byla provedena za u¢elem ovéteni piitomnosti bakterialni DNA a zjisténi piesné
koncentrace izolované bakteridlni DNA v jednotlivych vzorcich.

DNA izolovand magnetickymi nosi¢i byla pomoci primert specifickych pro doménu
Bacteria [22] amplifikovana a PCR produkt byl podroben agarézové gelové elektroforéze.
Pro pozitivni kontrolu byla pouzita bakterialni DNA Escherichia coli (Sigma-Aldrich).
Na 1,6% agar6zovém gelu jsou pro vSechny vzorky izolované DNA 1 pro pozitivni kontrolu
zieteln€ viditelné pasy v oblasti 466 bp. Tyto pasy dokazuji, ze bakterialni DNA byla izolovana
z kultur nalezejicich pod doménu Bacteria. [22]

Vysledky méfeni byly vyhodnoceny pomoci softwaru cykleru Rotor-gene 6000 (verze 1.7).
Kalibra¢ni ktivka (rozsah 100-0,001 ng/ul) byla sestrojena ze vzorkil bakterialni DNA
Escherichia coli (Sigma-Aldrich) poskytnutych Ing. Stépankou Trachtovou, Ph.D.
Pro jednotlivé vzorky byla stanovena hodnota Ci, ktera vyjadiuje prahovy cyklus, pii kterém
dochdzi k statisticky vyznamnému ndarastu fluorescence. V ptipadé prahového cyklu plati,
prahového cyklu odpovidaji plivodnim koncentracim DNA v jednotlivych vzorcich, které se
pohybovaly v rozmezi hodnot 0,025-0,620 ng/ul (Tab. 29). Nejvice DNA bylo pramérné
1zolovano pomoci komer¢nich mikro¢astic MPG, nejméné DNA pak bylo izolovano pomoci
magnetickych mikronosic¢t typu Fkol 770x.

Pomoci spektrofotometrie byly stanoveny koncentrace odpovidajici celkovému obsahu
nukleovych kyselin (DNA i RNA) ve vzorcich. Metoda qPCR stanovuje koncentraci pouze
cilové DNA, coz zptsobuje rozdil mezi hodnotami naméfenymi spektrofotometricky a pomoci
gPCR.
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Tab. 29 Koncentrace izolované DNA

W

C. Vzorek Fkol 770x | Peroskvit MPG F79/L3-PLL

1 Lbc. casei 0,109 0,119 0,296 0,586

2 Lbc. casei 0,025 0,108 0,191 0,094
CDNA (ng/pl)

3 | Lbc. rhamnosus 0,038 0,071 0,112 0,053

4 | Lbc. rhamnosus 0,061 0,039 0,620 0,165
Primér cona | 5eg 0,084 0,305 0.225
(ng/pl)

Metodou polymerazové tfetézové reakce v realném case byla ovétfena také pritomnost DNA
bakterii druhu Lactobacilus rhamnosus. Pomoci primert specifickych pro druh Lactobacillus
rhamnosus [23] byla izolovana bakterialni DNA amplifikovana. PCR produkt byl nanesen
na 1,6% agar6zovy gel a vyhodnocen elektroforeticky. Jako pozitivni kontrola byla pouzita
DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T. Vsechny vzorky izolované DNA maji
na agarézovém gelu jasné viditelné pasy v oblasti 683 bp stejné jako pozitivni kontrola.
V piipadé€ béhu 4 a 5 jsou pasy méné jasné z diivodu nizsi koncentrace DNA ve vzorcich. Pasy
v oblasti 683 bp dokazuji, ze bakterialni DNA byla izolovana z kultur nalezejicich k druhu
Lactobacillus rhamnosus. B&h pro negativni kontrolu nevykazuje jasné viditelny pas
a v prub¢hu prace tedy nedoslo ke kontaminaci negativni kontroly a nebyl potvrzen falesné
pozitivni vysledek.

6.3 Polymerazova iretézova reakce specificka pro rod Lactobacillus

Metodou polymerdzové fetézové reakce byla ovefena pfitomnost DNA bakterii rodu
Lactobacilus. Pomoci primerd specifickych pro rod Lactobacillus [22] byla izolovana
bakterialni DNA amplifikovana. PCR produkt byl nanesen na 1,6% agarézovy gel
a vyhodnocen elektroforeticky. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus
gasseri K7. Vsechny vzorky izolované DNA maji na agar6zovém gelu jasné viditelné pasy
v oblasti 92 bp stejné jako pozitivni kontrola. Tyto pasy dokazuji, Ze bakterialni DNA byla
izolovana z kultur nalezejicich k rodu Lactobacillus. Béh pro negativni kontrolu nevykazuje
jasné viditelny pas a v pribéhu prace tedy nedoslo ke kontaminaci negativni kontroly.

6.4 Polymerazova fetézova reakce specificka pro druh Lactobacillus rhamnosus
Metodou polymerazové ftetézové reakce byla ovéfena ptfitomnost DNA bakterii druhu
Lactobacilus rhamnosus. Pomoci primert specifickych pro druh Lactobacillus rhamnosus [24]
byla izolovana bakterialni DNA amplifikovana. PCR produkt byl nanesen na 1,6% agar6zovy
gel a vyhodnocen elektroforeticky. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus
rhamnosus CCM 18257, Jasné viditelné pasy v oblasti 410 a 200 bp byly detekovany pouze
u pozitivni kontroly. U ostatnich vzorkli k detekci téchto pasti nedoSlo. To mohlo byt
zpusobeno nizkou citlivosti metody polymerdzové fetézové reakce. Béh pro negativni kontrolu
nevykazuje jasné viditelné pasy a v pribéhu prace tedy nedoslo ke kontaminaci negativni
kontroly.
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6.5 Polymerazova ietézova reakce specificka pro druh Lactobacillus casei
Metodou polymerazové fetézové reakce byla také ovéfena pritomnost DNA bakterii druhu
Lactobacilus casei. Pomoci primeri specifickych pro druh Lactobacillus casei [23] byla
izolovand bakterialni DNA amplifikovana. PCR produkt byl nanesen na 1,6% agarézovy gel
a vyhodnocen elektroforeticky. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus casei
ssp. casei CCM 70887. Vsechny vzorky izolované DNA maji na agarézovém gelu viditelné
pasy v oblasti 132 bp stejné jako pozitivni kontrola. Tyto pasy dokazuji, ze bakterialni DNA
byla izolovana z kultur nalezejicich k druhu Lactobacillus casei. Béh pro negativni kontrolu
nevykazuje jasn¢ viditelny péas a v pribéhu prace tedy nedoslo ke kontaminaci negativni
kontroly.

6.6 PCR-HRM s vyuzitim primera V1F-HRM a V1R-HRM

S vyuzitim primerd navrZenych pro rozliSeni bakterii Lactobacillus casei a Lactobacillus
rhamnosus (V1F-HRM, V1R-HRM [26]) byla provedena PCR-HRM metoda. Pro pozitivni
kontrolu byl pouzit kmen Lactobacillus rhamnosus CCM 18257,

Dle naméfenych hodnot teplot tani charakteristickych pro jednotlivé vzorky je ziejmé, ze za
pouziti primertt V1F-HRM a V1R-HRM se nepodafilo rozlisit bakterialni kmeny Lactobacillus
casei ssp. casei CCM 7088" a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825". Ze vzork® bakteridlni
DNA izolované z kmene Lactobacillus casei ssp. casei CCM 70887 vybocuje vzorek, u kterého
byly pro izolaci DNA pouZity magnetické nanocastice F79/L3-PLL. U vzorkl bakteridlni DNA
izolované z kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" vybo¢uji dva vzorky, u kterych byly
pro izolaci DNA pouzity magnetické mikronosice MPG a nanocastice F79/L3-PLL.
Koncentrace DNA izolované pomoci magnetickych nosi¢i MPG a F79/L3-PLL je vyssi nez
u ostatnich vzorkt. Tato skute¢nost ziejmé zpisobila odchylky mezi jednotlivymi vzorky DNA
téhoz bakterialniho druhu.

6.7 PCR-HRM s vyuzitim primera P1V1 a P2V1

Izolovana DNA byla pouZita jako DNA matrice do PCR-HRM s vyuzitim primeri P1V1, P2V1
[27] navrZenych za ucelem rozliSeni bakterii Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus.
Pro pozitivni kontrolu byl pouzit kmen Lactobacillus rhamnosus CCM 1825,

Dle namétenych hodnot teplot tani charakteristickych pro jednotlivé vzorky je ziejmé, ze za
pouziti primertt P1V1 a P2V 1 se nepodafilo rozlisit bakterialni kmeny Lactobacillus casei ssp.
casei CCM 7088" a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825". Teplota tani pro bakteridlni DNA
izolovanou z kmene Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088 pomoci magnetickych &astic
MPG byla stejna jako teplota tani pro bakterialni DNA izolovanou z kmene Lactobacillus
rhamnosus CCM 1825" pomoci magnetickych &astic F79/L3-PLL.
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7 ZAVER
Teoreticka Cast bakalarské prace se zabyva magnetickymi nosici a jejich vlastnostmi. Dale také
pojednava o jejich praktickém a potencionalnim vyuziti v biotechnologiich.

V experimentalni ¢asti byly vyuzity 4 druhy vybranych magnetickych castic pro izolaci
bakterialni DNA. Kvalita izolované bakterialni DNA byla dale vyhodnocena s ohledem na
mnozstvi a Cistotu pouzitim metody polymerazové fetézové reakce a jejich modifikaci. Pomoci
konvencni polymerazové tetézové reakce a specifickych primert byla ovétena prisluSnost
izolované bakterialni DNA k odpovidajicim rodim a druhiim. Dale byla zavedena metoda
PCR-HRM za pouziti dvou sad riznych primerti navrzenych za ucelem rozliSeni bakterii
Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus.

Z hlediska Cistoty byly pro izolaci DNA nejlepsi magnetické nanocastice F79/L3-PLL.
Z hlediska kvantity bylo primérné nejvice DNA izolovdno pomoci komer¢nich mikroc¢astic
MPG a dile pomoci nanocéasti F79/L3-PLL. Pfislusnost izolované bakterialni DNA
k odpovidajicim rodiim a druhtim byla prokazana metodu PCR. Metodou PCR-HRM za pouziti
vybranych sad primert se nepodafilo rozlisit blizce pfibuzné kmeny Lactobacillus casei ssp.
casei CCM 7088T a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825, Testované sady primerti tedy nejsou
vhodné pro tento tcel.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

bp — par bazi

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — 2"-deoxynukleotid-5"-trifosfat

dsDNA — dvojvlaknova DNA

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

GC par — guanino-cytosinovy par

HRM — vysokorozliSovaci analyza kiivek tani

PCR — polymerazova fetézova reakce

gPCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném Case
RNA — ribonukleova kyselina

SDS — dodecyl sulfat sodny

Tag DNA-polymeraza — termostabilni enzym izolovany z bakterie Thermus aquaticus
TBE pufr — Tris-borat-EDTA pufr

TEM — transmisni elektronovy mikroskop

TE pufr — Tris-EDTA pufr

UV — ultrafialové svétlo
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