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Abstrakt

Polymerase Chain Reaction (PCR) je molekularné biologickd metoda, jejimZ cilem
je namnoZeni neboli amplifikace poZzadovaného Useku DNA. Jedna se o velice citlivou a
specifickou techniku. Nové vzniklé modifikace pracujici na principu PCR techniky jsou
nepostradatelné predeviim pro diagnostiku nékterych virovych, bakteridlnich,
nadorovych, ale i geneticky podminénych onemocnéni.

Cilem mé bakalarské prace je, pochopit cely systém této techniky, popsat jeji
jednotlivé slozky, postup a princip. Hlavnim Gkolem mé prace bylo optimalizovat
metodu tak, aby jeji specifiCnost, pfesnost a jeji vytézek byl co nejvyssi a dostacujici k
dalSimu vyzkumu a analyze. VSechny optimalizani kroky byly provadény pfi
amplifikaci cDNA (Spinacia oleracea) pro geny kddujici proteiny PsbR a PsbQ z
fotosystému 1l vysSich rostlin, slouZici zejména pro vyzkum fotosyntézy. Diky
poznatkm ziskanym béhem jednotlivych optimalizacnich experimentll je mozné
odpovédét, které kroky jsou pro spravnou amplifikaci genli fotosyntetickych proteind
pfinosné a kterym je nutné se vyhnout.

Amplifikace proteinu PsbQ byla zaméfena na optimalizaci chemickymi vlivy,
naopak amplifikace proteinu PsbR byla optimalizovana vlivy fyzikalnimi. Cilové
faktory slouzici pro zlepSeni vytéZnosti PCR produktu spocivaly v pfipadé chemickych
vliv v rozdilnych koncentracich jednotlivych zakladnich slozek reakéni smési, tedy
vychozi DNA, Tag DNA polymerdzy, dNTP, primerech a hofe¢natych iontech.
Navysovani vytézku amplifikace fyzikalnimi vlivy bylo zaméfeno predevsim
na optimalizaci po¢tu cykld, nastaveni spravné teploty annealingu a ¢asu extenze.

V praktické Casti bakalafské prace uvadim celou sérii vyslednych gelll s jasnym
zévérem, které podminky pro amplifikaci produktl byly nejvhodnéjs$i a které naopak
pfinaSeji amplifikaci problémy.

Spravné nastavend metoda byla analyzovana elektroforeticky, a to sledovanim
ostrosti odpovidajiciho pasma a vzniku faleSné negativnich ¢i faleSné pozitivnich

vysledkd.



Pro minimalizaci nezadoucich produktd byly experimentalné ustanoveny pro
amplifikaci proteinu PsbQ za nejvhodnéjsi nasledujici parametry: nejnizsi koncentrace
DNA a to 0,01 pg/pl, pro Tag DNA polymerazu vysledna aktivita 0,05 U/ul. VysSi
hodnoty obou sloZek prinaseji pfi amplifikaci vznik sekundarnich produktd omezujicich
dostateCny vytéZek reakce. Nutnost optimalizace pro amplifikaci kazdého genu
potvrzuje vyhledani spravné koncentrace dNTP. Jako nejoptimalnéjSi koncentrace byla
zvolena 0,2 mM, jen jednou tak vysoka hladina je jiz pro reakci inhibi¢ni. Koncentrace
pouzitych primer(l se jevily jako primo 0mérné, tzn. &im vy$si hladiny v
rozmezi 0,1-2 UM byly pouZity, tim bylo ve sledované oblasti 446 bp dosazeno vyssiho
vytézku vysledného produktu. Studie zaméfené na ustanoveni spradvné koncentrace
hofecnatych iontl upozorfiuji na niz$i hladiny nez 1,5 mM, které plsobi na reakci
maximalné inhibi¢né, vSechny vyssi hladiny garantuji kvalitni vytézek amplifikace.
Stejného zavéru bylo docileno i v pFipadé amplifikace genu PsbQ.

Rovnéz i principy optimalizace PCR fyzikalnimi vlivy a to proteinu PsbR se opiraly
0 poznatky ziskané z védecke literatury zaméfené na tuto problematiku. Idealni teplota
annealingu byla 63° C, jednoznacné zesileni amplifikace pak pFineslo navySovani poctu
cykll. Teprve az 30 probéhlych cykld PCR reakce zaru€uje ve sledované oblasti 290 bp
vznik silného bandu. Kvalitni amplifikaci pak také zajiStuje 2 minuty dlouha extenze,
kratSi doba zaru€uje zisk Z&dného nebo jen nizkého vytézku.

VSechny optimalizované parametry byly vyuZity pro analyzu nékolika nezndmych
vzorkd, v kterych se méla zjistit pFitomnost popsanych gend — PsbR, PsbhQ a tim
potvrdit spravnost optimalizace PCR techniky pro zkoumané geny. Vysledky
optimalizace budou pouZity jako vychozi protokol v laboratofi pro amplifikaci obou

gend.
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Abstract

The polymerase chain reaction (PCR), is a molecular biological method, which is
capable to amplify a particular DNA sequence. Above all, there are recently appeared
modifications working on the principle of PCR, which became indispensable not only
for the diagnosis of some viral, bacterial and tumoral, but also for the diagnosis of
genetically conditioned diseases.

The duty of my bachelor thesis is to understand the whole system of this
technology, to describe its individual parts, process and principle. The main task of my
work was to optimize PCR, in order to achieve its highest specifity, accuracy and yields
of PCR products, which would be sufficient for next research and analysis. All
optimization steps of amplification were done using cDNA (Spinacia oleracea) of
proteins PsbR and PsbQ from photosystem Il of higher plants.

Instead of PsbR, which amplification was optimized with physical impacts, PsbQ
protein was optimized using chemical factors. In the case of these chemical factors used
to improve PCR product yields that were different concentrations of individual
elemental components as: DNA template, Tag DNA polymerase, dNTPs, primers and
magnesium ions. For physical impacts the increase of amplification yields was
concentrated primarily on optimization of number of cycles, the right temperature of
annealing and the time of extesion

In the practical part of this bachelor thesis | present the whole set of resulting gels,
with the clear conclusion, which conditions for amplification of PCR products were the
most suitable, and which on the contrary were problematical.

The well adjusted method was analyzed using the electrophoretic division. Namely
it was observation of sharpness of corresponding band and the formation of negative or
falsely positive results.

For the minimisation of undesirable products were experimentally determined for
amplification of PsbQ gene as the most appropriate the following parameters: the lowest
concentration of DNA (0.001 pg/ul), for Tag DNA polymerase the resulting activity
0.05 U/ul. The higher values of both components bring during the amplification



formation of secondary products, which restrict the yields of reaction. The finding of the
right concentration of dNTPs confirms the need of optimization for amplification of
each gene. As the most suitable concentration was choosen 0.2 mM, only twice higher
levels of this concentration inhibit the reaction. The concentrations of used primers were
corresponding to direct proportion, it means that the higher the levels 0,1-2 uM were
used, the higher the yields of PCR products were obtained in observed 446 bp band.
Some publications focused on the evaluation of the right concentration of magnesium
ions warn us about the fact that the levels lower than 1.5 mM inhibit the reaction. All
higher levels guarantee high-quality yields of amplification. The same conclusion was
reached in the case of amplification of the PsbQ gene.

Also the principles of optimization of amplification of PsbR gene were based on
findings obtained from scientific literature focused on this problematic. The ideal
temperature of annealing was 63 °C, indisputed intensification of amplification was
accomplished owing to the increase of number of cycles. At least 30 cycles of PCR
reaction were sufficient enough to ensure the formation of enough intense 290 bp band.
The high-quality amplification was also ensured by 2 minutes long extension, shorter
time resulted in none or low vyield.

All optimized parameters were used for analysis of several unknown samples,
where the presence of above mentioned genes — PsbR, PsbQ had to be ascertained and
thus confirmed the optimization of PCR method for investigated genes. The results of
optimization will be used in the laboratory like starting protocol.

Keywords: PCR, amplification of DNA, optimization of PCR
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Seznam pouzitych zkratek

A adenin

ATP adenosintrifosfat

bp parl bazi

C cytosin

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
dCTP deoxycytidintrifosfat

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

dATP deoxyadenozintrifosfat

DMSO dimethylsulfoxid

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EtBr ethidium bromid

G guanin

GMO geneticky modifikovany organizmus
dGTP deoxyguanozintrifosfat

kb kilobaze

kDA kilodalton

mM milimol

Mg®* hofecnaté ionty

MRNA mitochondrialni ribonukleova kyselina
ng nanogram

OH skupina hydroxilova skupina

PCR polymerazova fetézova reakce

RFLP stanoveni polymorfizmu délky restrikénich fragmentti
rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina
RNA ribonukleova kyselina

RT-PCR reverzné transkriptdzovd PCR

RW primer reverse primer



ssDNA
dTTP
Ta

Tm
U/ul
uv

pl

thymin

jednoretézcova deoxyribonukleova kyselina
deoxythymidintrifosfat

teplota annealingu

teplota topeni

jednotka enzymové aktivity

ultrafialové zareni

mikrolitr

mikromol

volt
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1. Predmluva

Devadesatd léta minulého stoleti znamenaji predevSim pro klinické laboratore
obrovsky rozvoj pristrojové techniky. Jednd se o analyzatory nabizejici Sirokou Skélu
principielné odlidnych kvalitativnich a kvantitativnich technik s vysokou citlivosti,
velkym detekovatelnym rozsahem celé fady biologickych material(, c¢asto i
s ikterickymi Ci hemolytickymi artefakty. Pro laboranty pak znamenaji snazSi
zpracovatelnost materialu, rychlejSi analyzu a pro lékafe rychleji dostupny vysledek.
Tyto automatické analyzatory jsou soucasti predevSim velkych centralnich laboratofi,
které se stavaji jakousi tovarnou na vysledky. VZzdy mé ale zajimalo, co predchazelo,
nez se tyto metodiky staly tak dokonalymi, jak bylo téZké je zoptimalizovat a nastavit
tak, aby byly dostatecné citlivé, specifické a spolehlivé.

Pravé proto se jednoznaCnym cilem meé bakalarské prace stala technika
optimalizace pomérné mladé laboratorni metody polymerazové fFetézové reakce.
Technikou optimalizace jsem se zabyvala na pracovisti Ustavu fyzikalni biologie
v Novych Hradech, od roku 2012 Ustavu komplexnich systémd, skladajici se
z nékolika Usekové odlisnych laboratofi. Jedna se napf. o Laboratof aplikované
systémové biologie zabyvajici se vyzkumem komplexnich systém( v pFirodni oblasti.
Dilezitym pracovistém tohoto vyzkumného Ustavu je i certifikovand Laboratof
tkanovych kultur, pracujici na komercnich zakazkach a vyzkumnych projektech
v oblasti biokompability materialll a lé¢ebnych G¢ink( probiotik.

Mym pracovistém pro ziskani zkuSenosti v metodé PCR se stala Laboratof
makromolekularni struktury a dynamiky. Ta se vénuje studiu membrénovych a ve vodé
rozpustnych makromolekularnich komplexd a préace laboranta v tomto Useku se tyka
predevsim pFipravy rekombinantnich proteind, jejich purifikaci a krystalizaci.
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2. Uvod

Polymerazovd fetézovd reakce je jednou z metod molekuldrni biologie
pouZivanych k namnoZeni (amplifikaci) specifickeho Useku DNA. Jedna se o
enzymatickou amplifikaci molekuly DNA, v cyklické reakci o tfech teplotnich fazich,

kterd pracuje na podobném principu jako replikace (zdvojeni) molekuly DNA in vivo

(5).

2.1 V/yvoj PCR

KdyZ v roce 1993 Kary Mullis pfebiral Nobelovu cenu z rukou Svédského krale za
objev roku a realizaci polymerazové fetézové reakce (PCR), charakterizoval svij napad,
desetileté Usili a realizaci této metody jako ,soubéh nahod, védecké naivity a série
Stastnych omyld“ (8).

Na vyvoji ocenéné techniky zacind Mullis pracovat v roce 1983, je zaméstnan jako
védec v kalifornské spole€nosti Cetus Corporation a jeho idealni myslenka tkvéla ve
vyuZiti principu duplikace dvojSroubovice DNA, kterd po miliony let pFedava
genetickou informaci v rozsahu dané specifické sekvence. Prvotnim krokem bylo pravé
jeji rozpleteni, které Mullis se svymi spolupracovniky zajistili denaturaci teplem (8, 28).

Tato faze probihajici pfi teploté 94 °C zpUsobuje rozvoliiovani vodikovych mlstkd
spojujici baze komplementarnich nukleotid(l, coz vede k rozpleteni dvojSroubovice
DNA (dsDNA) na jednoretézcovou DNA (ssDNA) (15).

Pro dal$i fazi této technologie vyuZil nékolik postupl a latek, které se samy o sobg
pouzivaly jiz dFive. Jednalo se o vyuziti DNA polymerazy a oligonuklotidd, které byly

12



Pro oznaCeni sekvenci bazi DNA kédujici pozadovanou specifickou informaci
pouZil zminéné oligonukleotidy jako tzv. primery, coZ jsou synteticky vyrobené
sekvence bazi, které jsou komplementarni pravé svym sledem bazi. Prvni primer, ktery
naseda na 5° konec genu je oznaCovan jako 5 primer, forward primer. Druhy primer
nasedajici na 3" konec genu je oznacovan jako 3 primer, reverse primer. Primery tedy
ohraniCuji tsek DNA, ktery ma byt amplifikovan.

Proces, probihajici pfi snizené teploté v rozmezi 40-72° C, pfi kterém dochazi k
navazani primer(, je druhou fazi metody a je oznac¢ovan jako annealing (5).

Pak jiZ staCilo k této smési jednovldknovych molekul DNA s nasednutymi primery
pfidat zakladni stavebni kameny, tj. nukleotidy a enzym DNA polymerazu a za zvysené
teploty doslo k prodluzovani primer podle vychoziho templatu. Z pdvodnich dvou
sekvenci vznikaji tedy treti fazi — extenzi, dvé identické kopie (28). Cyklickym
opakovanim téchto tfi fazi a vyuZitim ziskané, zkopirované DNA z prvniho kola pro
amplifikaci v kole druhém, zajistil Kary Mulis cyklické chovani reakce, odtud termin
polymerdzova fetézova reakce (8).

1
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Obr. €. 1 Kroky polymerazové fetézové reakce
(Zdroj: http://robotika.cz/articles/gerda)
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A pokud do reakce vstoupi teoreticky jen jedna molekula DNA, po 30 cyklech Ize
ziskat az 1 073 741 824 amplikond (5).

Prvni ¢lanek popisujici technologickou ideu PCR byl vydéan v roce 1985 Casopisem
Science, bohuzel, redakcemi ostatnich prestiznich Casopisti byla technologie PCR
oznacena jako pfFili§ neoriginalni, metodicka a ¢asové narocna (15).

Technologie byla automatizovina aZz sestrojenim prvniho termocykleru zvaného
»Mr Cycle“ firmou Cetus Corporation (27). V roce 1986 nastava dalsi prilom ve vyvoji
PCR metody a to objevenim termorezistentni DNA polymerazy z bakterie Thermus
aquaticus, odolné i teplotam 104°C (teplotni optimum annealingu je 72°C). Do této
doby byl termolabilni enzym DNA polymeréza izolovany z bakterie E.coli dodavan do
reakce s kazdym zacinajicim cyklem. | pfes takto vyznamné kroky ve vyvoji byla
metoda patentovana az v ¢ervnu roku 1987 (15).

Rozhodujicim rokem pro dalSi vyvoj a praktické uplatnéni je rok 1993. Spole¢nost
Cetus prodava patentova prava PCR metody spole¢nosti ROCHE Diagnostics (pozdéji
LaRoche), kterd timto okamZikem zakladd v USA ROCHE Molecular Diagnostics
(RMD), INC a ta se stava bez pochyb drzitelkou vedouciho postaveni v technologii a
v know-how PCR techniky.” (8). V soucasné dobé je nepostradatelnou metodou nejen

v biologickych a Iékarskych védach, ale i v kriminalistice a archeologii (29).

2.2 \WuZiti PCR

Metoda polymerazové fetézové reakce patfi dnes mezi primarni metody
molekularni a biologické genetiky. Jedna se o dnes nejpouZzivangjsi molekularné -
biologickou metodu a to pro svou vysokou citlivost, specifitu a rychlost (24). Nutno
podotknout, Ze pfedevsim diky fadé modifikaci odvozenych od principu PCR nahrazuje
tato metoda ¢im dal Castéji techniky slouZici k detekci fady onemocnéni. Mezi oblibené

modifikace vznikajici od roku 1989 patfi stanoveni polymorfizmu délky restrikénich
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fragment( u produktd PCR (PCR-RFLP), nested PCR, reverzné transkripéni PCR (RT-
PCR) nebo metoda slouZici ke kvantifikaci tzv. Real- time PCR, ale i dalsi modifikace
(15).

Tyto dokonalé techniky zaloZené na principu PCR naSly uplatnéni nejen ve
vyzkumu, analyze DNA, klonovéani, archeologii ale i v kontrole kvality potravin,
zemédglstvi, kriminalistice, veterinarni mediciné a dalSich dllezitych oborech (29).

Revoluci vSak zpdsobily hlavné v humanni mediciné. Lékarsky vyzkum a medicina
profituje z PCR predevsim ve dvou oblastech a to v detekci infekénich onemocnéni a
odhalovanim zmén mutaci v genech, také v oblasti detekce vrozenych vyvojovych vad a
dédi¢nych onemocnéni. Principem téchto vysetfeni je tedy amplifikace DNA, RNA ale
také stanoveni genové exprese, dllezZité pro identifikaci subtypl chorob.

Je naprosto zfejmé, Ze metodé PCR pfipada zasadni role v ur€eni presné diagndzy a
v mnoha pFipadech i spravné zvolené léCby (31). JelikoZz umoZfiuje diagnostikovat
onemocnéni v jeho nejéasnéjsich fazi a je schopna specifického priikazu a aktualniho
rozsahu reprodukce viru v organismu, napomaha tak stanovit diagnézu a zahdjit 1écbu
jesté v preklinickém stadiu infekéniho onemocnéni (8). A tim, Ze dokaze detekci i
jediné burky v kolonii 10° normalnich zdravych bunék, je dileZita pro v&asny zachyt
zhoubného onemocnéni nebo pro detekci tzv. zbytkove populace nadoru (12).

Od zaloZeni PCR techniky ubéhlo bezméla 30 let a béhem této doby ziskala
pfedevsim diky ROCHE Diagnostics fadu vysoce citlivych, specifickych a hlavné
rychlych kvantitativnich testll (8). Vyjmenovéavat vsechna onemocnéni, ktera jsou
diagnostikovana metodou PCR a jejimi modifikacemi, by bylo velmi zdlouhave, je
ddlezité podotknout, Ze nékterd vysetieni jsou provadéna jen jednim pracovistém
v republice a jsou Z&déna i Iékafi ze zahraniCi. Mezi takova vySetfeni patfi napriklad
neurofibromatdza typu | a I, syndrom dlouhého QT intervalu nebo maligni hypertemie,
které jsou provadény pouze ve FN Brno, Laboratofi molekularni diagnostiky. VétSina
vySetfeni je v8ak zcela rutinni zaleZitosti napf. mikrobiologicke, virologické nebo

genetické laboratore (31).
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Takovymi rutinnimi vySetfenimi jsou pfedevsim ta, kterd& nemohou byt nahrazena
béZnymi metodami, jako je napf. kultivace. Jsou to predevsim detekce nékterych
bakterii. Mezi nejcastéj$i patfi detekce genll Borrelia burgdorferi, Bordetella pertusis,
mykobakterie, Escherichia coli, Chlamydia trachomatis a dalsi (11).

Velkou detekovatelnou skupinou diky amplifikaci RNA jsou viry. Lze stanovit fadu
virll jako je Herpes simplex, virus Epstein - Barrové, Varicella zoster, adenoviry a
Sirokou skupinu lidskych papilomavir, kterd byla jesté pomérné nedavno
diagnostikovana imunochemicky. Standardné detekovatelné jsou i respiracni viry,
virové meningitidy a virové hepatitidy (17). Musim zde zdlraznit, Ze obrovského
vyvoje doséhl i screening HIV, ktery lze toto technikou analyzovat jiz od roku 1994,
navic v roce 2002 je uveden na trh test na HIV, jehoZ analyticka citlivost je jiz 50 kopii
RNA/mI (8, 18).

Dalsi detekovatelnou skupinou pomoci PCR metody jsou i mykotickd onemocnéni,
mezi nejCastéji stanovované druhy hub pafi napf. Pneumocystis jirovecci, Candida a
Aspergillus (17). Onemocnéni zplisobena témito plvodci se mohla pomoci PCR
techniky stanovovat od roku 1992, kdy jsou komercné nabizeny jednotlivym
pracovistim (8). UrCeni Cytomegalovira metodou ELISA bylo také nahrazeno, protoze
jeho detekce v plazmé PCR technikou je mnohem citlivéjsi a Ize ho stanovit u pacienta,
u kterého jesté onemocnéni neni rozvinuto a pacient je jesté bez klinickych pFiznakd.

Zdlraznuji, ze PCR technika provede prikaz fady infekéniho agens v fadech
nékolika hodin ve srovnani s kultivaci, ktera mliZe trvat az 48 hodin. Navic potfeba
vzorku pro PCR techniku je ve srovnani s kultivaci ale i jinou bézné pouZivanou
metodou opravdu miniméalni (3). PCR testy nahrazuji i metody, u kterych se Cekalo
urcitou dobu, Casto az fadu tydn(l na vzestup titru odpovidajicich protilatek, bézné uz u
klinicky rozvinutého onemocnéni (8). Stejné tak jako vytésriuje takova vysetfeni, jako je
kultivace krevnich kultur, nahrazuje i fadu barvicich, mikroskopickych technik, ¢ehoz je
dikazem napf. mikroskopicky prilkaz obarvenych Mycobacterii tuberculosis pfi
klinickém podezieni tuberkulézy a tuberkul6zni meningitidy. Prvni PCR test pro
diagnostiku této choroby byl komeréné dostupny jiZ v roce 1996 (30).
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Obrovského rozvoje a vyuZiti ziskala i metodika vySetfujici abnormality
v prenatalni diagnostice, jako jsou vrozené malformace, mentalni retardace, Downdyv,
Edward(yv, Pataallv a Turnerlv syndrom. PCR se stava spolehlivou technikou a
nahrazuje cytogeneticka vySetfeni v této oblasti od roku 1990. Detekuje chromozomalni
aneuploidie vySetfenim chromozomu 21, 18, 13, X a Y. Metodiky jsou rychlé, ndkladné
efektivni, nevyZaduji vysoce kvalifikované pracovniky a vysledky podavajici v rozmezi
24 - 68 hodin (1).
Velky vyznam m& PCR metoda pro hematologii, at’ uZ jsou to detekce chronické
myeloidni leukémie, vysetfeni HLA systému, genové exprese krvacivych stavd, atd.
7).

Budoucnost PCR techniky je v fadé obor( stale oteviena, jisté se dockame daleko
citlivéjsich testd, kterymi rychleji diagnostikujeme fadu chorob (15). Dojde k objasnéni
genetické podstaty onemocnéni jako je napf. hypertenze, alergie a dalsi.

V souCasné dobé je ale pouziti jednotlivych PCR technik predevsim
kvantitativnich znacné limitujici. | pfes jejich nesmirny pFinos v oblasti kvality metody,
jeji citlivosti, rychlosti, m& metoda krajni dynamicky rozsah méreni a mezi jednotlivymi
laboratornimi pracovisti je velkd rozmanitost principialné odlisSnych PCR technik, coz

nedovoluje vzajemnou porovnatelnost (31).
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3. Optimalizace metody

Cilem optimalizace metody je nastavit jeji parametry tak, abychom ziskali
naamplifikovany produkt co nejvy3Si kvality a kvantity, postaCujici pro dalSi
zpracovani. DalSim cilem optimalizace metody je nastavit metodu tak, aby se stala
dokonale reprodukovatelnou v €ase i sérii, zabranit vzniku nezadoucich sekundarnich
metabolitd ovliviiujicich kvalitu a mnozstvi vysledného produktu. A docilit, aby se
metoda stala specifickou, presnou (bez fale$né pozitivnich / negativnich vysledkd) a co
nejvice citlivou.

Optimalizace PCR metody spociva v experimentalnim plsobeni chemickych a
fyzikalnich vlivd na jednotlivé slozky reakéni smési a faze PCR reakce (15).

BohuZel, neexistuje jediny soubor podminek, ktery by byl optimalni pro vSechny
nebo alespoi vétSinu PCR reakci. Zavisi od typu jednotlivych slozek - velikosti gen,
vlastnosti primer(, kvalité DNA atd. Nedostate¢nd optimalizace vyusti ve velké
problémy amplifikace, jako je jeji nizk& Gcinnost, pritomnost nespecifickych pasem
nebo rozmazani pozadi, tvorba tzv. primer - dimer(l. Detekce a analyza produktu po
ukonCeni amplifikace je pak nejista, metoda se stdvd tézko reprodukovatelnou a
vyZaduje dal$i metodiky pro pfesnou kvantifikaci produktu (19).

Optimalizace chemickymi vlivy spociva v sérii variabilnich koncentraci jednotlivych
sloZzek reak¢ni smési. Vzhledem k tomu, Ze mezi jednotlivymi slozkami MasterMixu
dochdzi ke slozitym interakcim a jejich paleta pouziti je tak Siroka, je
nepravdépodobné, Ze jeden soubor podminek by byl optimalni pro vSechny amplifikace
(2, 22).

K optimalizaci fyzik&Inimi vlivy pfistupujeme teprve po namichani reakéni smési a
spoCiva v nastaveni podminek v programu termocykleru. Jedna se predevSim o
variabilitu teplot fazi denaturace, annealingu, extenze, jejich doby trvani a jejich
celkovém poctu. Vysledny produkt miZe byt negativné ovlivnén také typem

termocykleru, druhem pouZitych mikrozkumavek, pouZzitim aditiv atd. (5).
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Tato kapitola by méla predstavit souhrn nejpouzivanéjSich optimalizacnich postupd a
principl, které byly oznaceny studiemi vénujici se optimalizaci PCR metody za pravé ty
klicové.

3.1 Optimalizace chemickymi vlivy

Reakéni roztok pro PCR metodu je oznaCovan jako tzv. MasterMix, jeho zékladni
reakeni slozky, bez kterych by Zadnd PCR neprobéhla, jsou: DNA nebo RNA templat,
primery, DNA polymeraza, Ctyfi deoxyribonukleozidtrifosfaty, oznacovany jako dNTP
mix a reakéni roztok obsahujici horecnaté ionty. Samoziejmé mlize navic obsahovat
rlzné primési, jako jsou aditiva, kterd omezuji vznik nezadoucich sekundarnich
produktd (DMSO) nebo mohou zlepSovat podminky pro spravnou c¢innost DNA
polymerazy (glycerol), ale aditivy mlZe byt napf. upravovano i pH MasterMixu.
Zamérem pouZziti téchto latek je tedy zvySeni vytézku a specifity reakce (5).

Jak jiZ bylo uvedeno, typickym postupem optimalizace metody chemickymi vlivy je
meénit jednu nebo vice koncentraci sloZzek zakladni reakéni smési, o kterych je znamo,
Ze prispivaji k co nejlepSimu vysledku reakce. Vysoko na seznamu optimalizainich
proménnych je koncentrace hotecnatych iontd (22).

lonty hof¢iku jsou nejdilezitéjsi slozkou zékladniho reakéniho roztoku, ovliviiuji
specifitu i vytéZzek amplifikace, do reakce jsou vkladany vroztoku MgCl, (Tag
polymerdza), MgSO, (Pfu polymerdza) a jsou potfebné pro udrZeni enzymatické
aktivity DNA polymerazy. Obvykla finalni koncentrace hofecnatych iontli v PCR byva
1 - 5 mM, ta byva navic jeSté zavisla na kombinaci DNA templat a primer, a proto je
zpravidla koncentrace hofecnatych iontl vzdy optimalizovana (5).

lonty hofCiku obvykle nebyvaji soucasti zakladniho reakéniho roztoku dodavaného
vyrobcem DNA polymerazy, ale jsou dodany jako samostatny roztok, coz usnadriuje
pripraveni sady reakcf li§icich se koncentraci Mg?* (23).

V pripadé jejich nizké koncentrace v reakénim roztoku zpravidla PCR reakce vibec
neprobéhne, nebo je jeji vytéZek nedostateCny. Naopak pfi pfilis vysoké koncentraci
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reakce probéhne, ale je charakterizovana rozmazanymi nebo zmnoZenymi bandy na
gelu a to diky amplifikaci nespecifickych produktd. Jejich detekce je pak velmi obtizna
a metoda se stava méné specifickou (20).

Pokud musime v reakci zachovat vyssi hladiny hore¢natych iontl, musime navysit i
mnoZstvi ANTP nebo snizit mnoZstvi DNA polymerézy. JelikoZ jsou u€inky téchto latek
na sobé zcela zavislé, neni jednoduche nastavit koncentrace jednotlivych slozek tak, aby

jejich funkce ve smési byly zachovany (5).

Situace pri optimalizaci je komplikovand i v pfipadé nastaveni spravné koncentrace
roztoku dNTP. Jeho zékladni stavebni slozky dATP, dGTP, dCTP a dTTP jsou
vyrabény komeréné a mohou byt pfidavany do smési bud jednotlivé, nebo jako smés
v ekvimolarnich mnoZzstvich. Roztok dNTP ma negativni naboj a pfi fyziologickém pH
7,2 ma schopnost vazat jednomocné a dvojmocné kationty vcetné hofecnatych iont(
(16, 32). Jelikoz vysoké koncentrace dNTP plisobi na amplifikaci inhibi¢né a to tak, Ze

zvysuji pravdépodobnost tvorby nespecifickych produktll, je Iépe udrZovat nizsi

v v/

koncentrace dNTP v roztoku, které garantuji nejvyssi presnost PCR produktu. Pokud je

v v v

pfi optimalizaci nezbytna jejich vyssi koncentrace, tzn. koncentrace vy3si nez 200 uM

Vv /s

je 1épe ji kompenzovat vyssimi hladinami obou primerd (4).

A pravé diky primerlim Ize pro optimalizaci metody podniknout snad nejvice
optimalizanich krok(. Vybér primerll a zplsob jejich pouziti znacné ovliviiuje
specificnost a Gc€innost PCR metody (33). Kritickym bodem je teplota a Cas fazi
annealingu a extenze ovliviujici kvantitu vysledného produktu, kterd bude podrobnéji
rozebrana v kapitole optimalizace fyzikalnimi vlivy. Pro Gspésné fungovani primer( je
ale zapotfebi i urcit jejich spravnou délku, ta by méla byt v rozmezi 18-30 bazi, jejich
men$i mnozstvi, napf. 15 by zpdsobila vyssi pravdépodobnost Zihani na vice, nez jedné
dopliikové strance v ramci genomu, coz mlze vést k zesileni nespecifickych produktd.
Primer by nemél mit na 3" konci vice jak tfi guaniny nebo cytosiny. Baze nachézejici se
na 5" konci primeru jsou méng ddlezité. U pard primerl musi byt hlavné kontrolovana

komplementarita pomoci vhodného pocitacového softwaru (6).
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Koncentrace primer( v amplifikacni reakci je vétSinou v rozmezi 0,5 — 5 mM. Ve
sprdvné zoptimalizované metodé je vzdy jejich nadbytek; pfiliS vysokd koncentrace
vsak zplsobuje nahromadéni nespecifickych produktd, z diivodl hybridizace primer(
na nespecifickych mistech. Naopak niZsi koncentrace mohou zapfi€init nedostatek

primer( v reakci a vedou k nizs§imu vytézku PCR produktu nebo mizZe reakce dokonce
selhat (4).

Pro optimalni vykon PCR a to zejména z hlediska reprodukovatelnosti a k zisku
dostate¢ného vytézku je dllezitd vazba DNA polymerazy (34). Jeji teplotni optimum
musi byt vzhledem kteploté denaturace, extenze a annealingu velmi rozsahlé.
Denaturace probihajici pFi teplotdch okolo 90° C funkci vétSiny enzymi zcela
deaktivuje. Pravé pro tyto ucely je pouzivan enzym Tag DNA polymeraza, izolovany
z bakterie Thermus aquaticus, Zijici v termalnich pramenech, jejiz teplotni optimum je
75° C a polocas inaktivace pfi 95° C je az 40 minut. Je koenzymem majicim pouze
5 3" polymerdazovou aktivitu a postrada 3" - 5°exonukledzovou aktivitu, z tohoto
ddvodu neméa enzym mozZnost opravovat chyby vzniklé pfi replikaci (24). Kromé Taq
DNA polymerazy jsou dnes dostupné i Pfu a Pwo polymerdzy pochézejici z bakterii
Pyrococcus furiosus a Pyrococcus woesei, majici navic také 3" - 5 exonuklazovou
aktivitu, diky ni pravé dochazi k opravé chybné inkorporovanych deoxynukleotiddl.
BohuZel, maji ale niZ8i schopnost syntetizovat dlouhé Useky DNA.

V soucasné dobé vyrobci polymeraz nabizeji tzv. rekombinantni polymerazy, jejichz
vyroba je zaloZzena na zaneseni genu poZadované polymerazy do bunék bakterii
Escherichia coli, kde nastava jejich exprese a dany protein je nasledovné izolovan a
purifikovan (28, 32).

Presnost DNA polymerazy, tzn. mira spravného zafazeni nukleotid(l, zavisi na
mnoha dal$ich faktorech, jako koncentrace hofecnatych iontl, koncentrace dNTP nebo
pH reakéni smési. Obvykla koncentrace DNA polymerazy je v rozmezi 0,5-5 U (10).

PFi pFiliS nizké koncentraci vznika malo PCR produktu, naopak pouZijeme-li jeji
nadmérné mnozstvi, mizeme ocekavat tvorbu nespecifickych produktl, tedy snizeni

vytéZzku Zadouci DNA (5). Nicméné zahranicni studie z roku 2011 navrhuje pouZiti
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vyssich koncentraci DNA polymerazy pro zlepSeni vynosu produktll v pFipadech, kdy
dochazi k amplifikaci poSkozené DNA nebo v reakcich obsahujici velké mnozstvi
inhibitord (22). Mezi takové inhibitory patfi latky jiz obsazené ve zkumavce
s biologickym materidlem, jako je napf. EDTA nebo samotny heparin ve vzorku krve.
Samotnym inhibitorem PCR reakce je ale ,,strasdk” vSech GMO laboratofi ale i dalSich
pracovist a tim je kontaminace (5).

Z tohoto dlivodu se templatova DNA pridava do reakéni smési jako posledni. Jako
vzorek DNA pro PCR techniku mizZeme pouZit jakoukoliv DNA vyextrahovanou
z bunék nebo hruby bunéény extrakt. DNA miiZze pochazet z Gerstvé tkang, ale i z bunék
archivovanych nékolik desitek let, napf. mikroskopickych preparatd fixovanych
formalinem a zalitych do parafinu, mohou byt vyuZity i mnohem star$i vzorky, napf.
z fosilii (32, 14).

Existuje celd Ffada extrakénich metod, jejichz spoleCnym cilem je uvolnit DNA,
vzorek precistit, pfipadné jeSté zahustit. Napf. pomérné obtizné je ziskavani a Cisténi
DNA z léCivych rostlin vzhledem k tomu, Ze obsahuji Ffadu sekundarnich metabolit(i
jako jsou tFisloviny, alkaloidy, polyfenoly, tzn. latky, které degraduji kvalitu DNA a tim
i snizuji vynos PCR reakce (9).

Mnozstvi templatové DNA vloZené do reak¢ni smési ovliviiuje vytézek i specifitu
reakce, pokud je v reakci pFilis malo DNA napf. méné jak 0,01 ng, vysledkem reakce je
minimalni zisk amplifikace, pokud vloZime do reakce velké mnoZzstvi plivodni DNA
napf. vice jak 1000 ng nebo DNA s vysokou molekularni hmotnosti, Ize okamzité tento
problém diagnostikovat. Na gelu jsou prouzky rozmazané, Spatné detekovatelné a

samoziejmé nachazime fadu sekundarnich produktd (22).

22



3.2 Optimalizace fyzikalnimi vlivy

Stejné tak jako pfi optimalizaci PCR metody pomoci chemickych faktord Ize
provést fadu optimalizacnich krok( pomoci fyzikalnich vliv(.

Vétsinu z nich mizZeme podniknout teprve po namichani zékladni reakéni smési,
tzv. MasterMixu, jsou to pfedevsim jednotlivé faze PCR cyklu ale i jejich samotny
pocet. Jedna se predevsim o teplotni a Casovy profil fazi denaturace, annealingu,
extenze a finalni extenze (5). Reak¢ni objem, zamrazovani a rozmrazovani vzorku, typ a
znaCka termocykleru, druh PCR mikrozkumavek, pfidani barev pro kvalitngjsi
vizualizaci produktll na agarézovém gelu, ale jak jsem se presvédCila i samotna
fotodokumentace, pfinasi Sirokou paletu moznosti pro optimalizaci metody PCR a
Uspésnou detekci jejich produktll (24). V tomto prehledu pouZziji opét vysledky studif
vénujici se problematice optimalizace PCR metody, které jsem nastudovala, Fidila jsem
se jimi a pokusila jsem se je oveéfit v praktické Casti. Tykaji se pfedevSim jednotlivych
¢asovych a teplotnich fazi cykl PCR metody.

Po prvotni denaturaci, kterd obvykle probiha pfi teplotach 92-95° C, nastava tzv.
faze annealingu, neboli faze hybrydizace primer(, pro kterou je ddleZité zvolit spravnou
teplotu i €as. Teplota Zih&ni (Tm), je udana vyrobcem a pohybuje se v rozmezi 55° C az
65°C (6, 24). Pro stanoveni Tm je pouzivana Fada vzorcll, napr.:
Tm = 2°C x (A+T) + 4 x (C+G), kde A, T, C a G predstavuji pfesny pocet zastoupeni
prislusnych bazi v pouZitém primeru. (29). Od takto vypocitané Tm teploty se zpravidla
odeCita 1 - 10° C. JelikoZz slouzi jako hruby odhad, sprdvna Tm musi byt vzdy
optimalizovana sadou teplot blizké teploté vypoctu. Takto empiricky urena teplota,
kterd je oznaCovana jako Ta, je teprve vhodna pro pouZziti k annealingu, pro ktery je
zapotfebi zvolit i spravny Cas (trvani doby annealingu). Ten je fizen pocatecni
koncentraci templatové DNA. Zpravidla postacuje doba 20 — 40 sekund (6).
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Treti fazi cyklu PCR reakce je extenze. Teplotu pro extenzi primer( ur€uje pouzita
DNA polymeraza, obvykle je voblasti 72 °C a dobu trvani extenze urCuje délka
produktu. Zpravidla je to 1 minuta na 1 kb amplifikovaného produktu (24).

VSeobecné studie vénujici se problematice délky trvani jednotlivych fazi potvrzuiji,
Ze Casy denaturace, annealingu a extenze vyzaduji radéji minimalni mnozstvi Cas,
jedna se spiSe o desitky sekund. PFili§ dlouhé ¢asy by byly nehospodarné pro ucinnost
Taq DNA polymeréazy. Védci se ale shoduji, Ze delsi ¢asy téchto fazi jsou ddlezité pro
efektivni zesileni a ziskani vétsiho mnozstvi produktd (22).

Tyto tfi zminéné faze se nékolikrat opakuji v cyklech a jejich pocet vychazi
z poCéatecni koncentrace vychozi templatové DNA. Pfi analytické PCR se béZné pouZiva

v

25 - 30 cykld, nejvice vsak 40. PFi vy$$im poctu cykld se zvySuje mnozstvi a sloZitost
nespecifickych sekundarnich produktd, pfili§ malo cykll zase garantuje nizs$i nebo
dokonce Zadny vynos reakce (10).

V neposledni fadé vysledek PCR zavisi na typu a znacce termocykleru (26). PCR,
kterd byla zoptimalizovana jednim typem termocykleru, nezarucuje dosazeni stejnych

vysledkd na jiném typu (21).
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4. Detekce a analyza vysledného produktu

NejcastéjSimi a nejlevnéjSimi technikami pro vizualizaci jsou barvy integrujici
s DNA, které po excitaci UV svétlem fluoreskuji- napf. ethidium bromid (EtBr), jedna
se o latku silné karcinogenni a mutagenni a prace s ni vyZaduje dodrZovéani ur€itych
bezpeCnostnich pravidel. NovéjSi nekarcinogenni barvy jsou tzv. SYBR Green
(SIGMA-ALDRICH) nebo EZ vision (KRD) (25, 29).

Nejcastéji se PCR produkt analyzuje pomoci elektroforetické separace po obarveni
ethidiem bromidem v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Pfi elektroforéze se
produkty déli podle velikosti ndboje a své relativni molekulové hmotnosti, pficemz
DNA migruje od katody smérem k anodé. Jednotlive DNA produkty se fadi na gelu
podle své velikosti (délky). Rychlost pohybu DNA fragment(l zavisi pravé na
vlastnostech DNA, na koncentraci gelu a pfivedeném napéti (19).
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5. PRAKTICKA CAST

5.1 Metodika prace

5.1.1 Pouzity materiél

AGAROZA (AMBRESCO)
EDTA (DUCHEVA)
ETIDIUM BROMID (SIGMA)
KYSELINA OCTOVA (PENTA)
PCR REAKCNI SLOZKY:
dNTP (TOP-BIO)
PRIMERS (SIGMA)
TAQ DNA POLYMERAZA (TOP- BIO)
TRIS (DUCHEVA)

Low range LADDER
High range LADDER
EZ VISION ONE

(FERMENTAS TERMOFISHER)
(FERMENTAS TERMOFISHER)
(AMBRESCO)

5.1.2 Z&sobni roztoky

ETIDIUM BROMID 10 mg/ml (v temnu, 4°C)
50 X TAE — TRIS-ACETATOVY TLUMIVY ROZTOK:
TRIS 2,00 mol/dm3
EDTA 0,05 mol/dm3
pH 7,8 (ledovou kyselinou octovou)

5.1.3 Nanaseci pufr (5 x koncentrovan)

MASSRULER™ DNA DYE (FERMENTAS TERMOFISHER)
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5.1.4 Technicka vybaveni

FLOW BOX HELA FLOW 30
VYROBNIK LEDU AF 100
PREDVAZKY 440-33

pH ELEKTRODA Sen Tix 41
VORTEX Mr 100

MASTER® pro- Overview-Links
TRANSLUMINATOR
ELEKTROFORETICKA APARATURA
MIKROVLNA TROUBA

SADA MECHANICKYCH PIPET
FOTOAPARAT
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SCOTSMAN

KERN

WTW

HEIDOLPH
EPPENDORF
TRIGON plus
CLEAVER Scientific Ltd
CONCEPT
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5.1.5 Specifikace GMO laboratore

Veskeré analyzy provadéné pro potieby této bakalafské prace probihaly na
pracovisti JU v Novych Hradech, jedna se o tzv. GMO laboratofe 1. kategorie rizika,
Vv jejichZ provozu je nutné dodrZovat specialni Fad.

Tak jako probiha pfed kazdym vstupem do laboratore jakéhokoli pracovisté Skoleni
bezpeCnostnich pravidel o mozZnych rizicich pfi praci s biologickym ¢&i toxickym
materialem, tak i ja bych se rada v tomto popisu zminila o problematice prace v PCR
laboratofi. Jedna se o stejné zasady jako v kazdé laboratofi pracujici s infekénim
materialem, jelikozZ tzv. rekombinantni DNA povaZzujeme za jakysi druh nebezpe¢ného
materialu.

Velkym rizikem pfi praci s DNA a celé PCR techniky je jak&koli kontaminace, at’
uz exogenni nebo nezndmou DNA. JelikoZ je PCR technika velice citliva a specificka,
dojde pf¥i ni v pfipadé amplifikace kontaminovaného vzorku k namnoZzeni i té nezadouci
DNA. Vysledkem takové reakce je vznik sekundarnich produktdi.

Pro minimalizaci téchto nezadoucich produktl jsou doporucovéany standardni
postupy, jako je pouzivani UV svétel za Gcelem dezinfekce pracovnich ploch, prace se
vzorky probihd ve flow boxu, pouZiti jednordzovych rukavic je naprostou
samoziejmosti, striktni pouziti sady pipet ur€enych pouze pro PCR techniku a pfidani
DNA vzorku do zakladni reak¢ni smési jako posledni, v pFipadé sebemensi pochybnosti

0 kontaminaci vzorku je zapotiebi cely experiment zopakovat.

5.1.6 Reak¢ni smés

Reakeni sloZky jsou uchovavany v mrazaku pfi -20°C v nizkych objemech a byly
rozmrazeny tésné pred pipetovanim reak¢ni smési. Postup, pfi kterém jsem namichala
zakladni reak¢ni roztok tzv. Master Mix, musel vZdy dodrZovat urcité pravidla:

1. reagencie se pipetovaly po peclivém rozmrazZeni a promichani

2. vzorek DNA byl pfidan jako posledni pro minimalizaci rizik kontaminace
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3. cela reakeni smés byla uloZena v pfedem vychlazeném stojanku lezicim na
ledové tFisti.
Pro optimalizaci chemickymi vlivy byla napipetovana vzdy urcitd série vzork
liSicich se koncentracemi jednotlivych chemickych sloZek reakeni smési.
Pro optimalizaci metody fyzikalnimi vlivy byly koncentrace reak¢nich smeési ve
vSech vzorcich stejné, rozdilné byly teplotné Casové profily. Jedna se o vyhledavani co
nejlepSich podminek pro amplifikaci a to poétem cykll, teplotou annealingu a ¢asu

extenze.

5.1.7 PCR reakce — termocykler

Ihned po namichéni reakénich smési jsem vzorky vloZila do termocykleru.
Pouzity termocykler méa teplotni rozsah je 4 - 99° C, s moZznou odchylkou 0,2° C,
s nastavitelnym teplotnim gradientem v rozsahu 30 - 99° C, kterého jsem vyuZivala
pfedevsim pro optimalizaci teploty annealingu (viz pfiloha €. 1). Teplotni blok se
vzorky je ohfivan za 1 vtefinu o 4° C, rychlost ochlazovani je 3° C za 1 vtefinu (13).
Pozadovany program se nastavuje manualné, pro kazdou fazi cyklu tedy: Uvodni
denaturaci, denaturaci, nasednuti primerd (annealing), pro extenzi a finalni extenzi musi
byt nastavena poZadovana teplota a Cas zvlast. Tyto Casové a teplotni profily uvadim v

metodice.

5.1.8 Elektroforeticka separace

Analyza PCR produktu je provadéna pomoci horizontalni elektroforézy. lhned po
ukonceni PCR reakce musi byt ke vzorklm pfidan tzv. nanaSeci pufr. K10 pl
analyzovaného vzorku jsem vzdy pfidala 2 pl tohoto pufru a nanesla na gel. Teprve
s timto pufrem mohou byt vzorky dale analyzovany elektroforézou nebo uchovavany
nékolik dni pfi 4° C.

29



Pro analyzu PCR produktl jsem pouZzivala agarézovy gel, pro jehoz vyrobu slouzi
pufr pfipraven ze zasobniho roztoku 50 x TAE, ktery jsem nafedila destilovanou vodou
v poméru 1:50, roztok pro kazdy gel jsem pripravila vZdy Cerstvy. Podle potieby
vysledné koncentrace agar6zového gelu jsem navazila na predvazkach agardzu. Pro
optimalizaci protein(l jsem vyuzivala 1,3 % (0,91 g agarézy) a 0,7 % (0,49 g agar6zy)
jejich koncentrace byla volena podle velikosti fragmentli amplifikovanych gend.
NavadZenou agar6zu jsem prisypala do Erlenmayerovy banky, prilila jsem potfebny
objem 1 x TAE roztoku, zahfivala v mikrovinné troubé aZ do jejiho UpIného rozpusténi
(2-3 min.). Béhem pozvolného ochlazovani rozpusténé agarézy na 60°C jsem si
sestavila elektroforetickou aparaturu. Po vychlazeni jsem agar6zu nalila do aparatury
s pfidavkem 5 pl zasobniho roztoku EtBr (amplifikace PsbQ genu) a nechala tuhnout
cca 45 minut. Pro optimalizaci PCR pro amplifikaci genu PsbR fyzikalnimi vlivy jsem
jako barvici techniku naamplifikovanych produktli vyuZila netoxickou, komeréng
vyrobenou barvu Ez- Vision One, ktera jiZz obsahuje nandSeci pufr a pfi jeji pouZiti se
béhem pripravy gelu pro elektroforézu jiz nemusi pfidavat EtBr. Barva EZ-Vison One
se pridava ke kazdému vzorku ve stejném mnozstvi jako nandSeci pufr (2 pl ku 10 pl).

Po dokonalém ztuhnuti gelu jsem z ného opatrné vyjmula hfebinek, po kterém
zlistaly v gelu jamky pro naneseni vzorkl (viz pfiloha ¢. 3). Gel jsem vlozila do
elektroforetickeé vany a prevrstvila ho 1x TAE roztokem, cca 2-3 mm. Do prvnich jamek
jsem pipetovala tzv. ladder, (obsahuje DNA fragmenty zndmé velikosti a slouzi pro
kontrolu velikosti PCR produktl), jeho velikost jsem volila podle ofekavané velikosti
mnoZeného genu. Po naneseni vzorkl jsem elektroforézu napojila na elektrické napéti
(100V) po dobu cca 25 - 30 minut (viz pfiloha €. 4).

5.1.9 PCR detekce - vizualizace

K detekci produktd slouzi EtBr nebo EZ-Vision One, které se vaZzou na DNA a po
vystaveni UV svétla oranzové/modie fluoreskuji. Vzniklé produkty véetné laddri
vidime na gelu v podobg riizné ostrych a velkych prouzk( (band(), (viz pfiloha ¢. 5, 6).
Pozitivni vysledek v prfipadé optimalizace pfi amplifikaci proteinu PsbR je PCR produkt
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o velikosti 290 bp a pro amplifikaci genu PsbQ je to 446 bp. K jejich identifikaci slouZi
porovnani velikosti bp s ladderem.

Samozrejmosti standardné provedené metody je, Ze vysledny gel neobsahuje Zadné
dalsi sekundarni prouzky, jez jsou znamkou Spatné nastavenych koncentraci
jednotlivych sloZek reakéni smési, nespravné zvoleneho teplotné Casového profilu
nékterych fazi PCR reakce nebo mohou byt také zndmkou kontaminace nékteré slozky
reakéni smési. V téchto pFipadech je tfeba metodu opakovat a spravné optimalizovat.

V kapitole 5.2 a 5.3 tak uvadim kroky pouzité pro optimalizaci pfi amplifikaci
proteind PsbR a PsbQ. U kaZzdého typu optimalizace je uvedena tabulka s reakénim
slozenim vzorkd, v pfipadé optimalizace chemickymi vlivy jsou vidy uvedeny tfi
rozdilné koncentrace slozky, kterou je pradvé amplifikace optimalizovina. Dale je
uvedena tabulka s teplotné ¢asovym profilem, ktery je dllezity predevsim v pFipadé
optimalizace fyzik&lnimi vlivy. Vysledkem kazdé optimalizace je elektroforeticky gel,
ktery byl pro detekci uZitou v této praci fotodokumentovan. Jako diikaz toho, Ze metoda
je dokonale zoptimalizovana, je u obou druhl genli provedena amplifikace ve vice
neznamych vzorcich s rliznym typem DNA.

Ladder - Low Range Ladder, High Range Ladder

MassRuler™ Low Range DNA Ladder, MassRuler™ High Range DNA Ladder,
ready-to-use ready-to-use
bp_ng/20 plng/15 pl ng/10 plng/5 ul bp ng/20 p ng/15 pl ng/10 d ngyS

10000 200 150 100 50

1031 200 150 100 50 —eo00 160 10 80 40

L 900 80 1% 90 45 000 10 0 0 60 W

£ —an @ @ wm 4 p—t 000 100 75 50 %

2 — 700 vs) 35 — Bmmd — 4000 80 60 40 A

2 —Bo0 10 0 6 P, 0 o450 0 15

% 500 200 150 100 50 S50 2 B % 1

g 40 w80 40 2 & e Ly

2 _300 6 45 30 15 8 ) e 24 6 o4
8 g
oy o0 40 o 20 10 pid
L g
2 _ 100 20 15 10 5 L
2 —8 15 2 8 4 2
2 2
2 C
= 3
:{

10 plfane, & cm length gel,
1XTBE, 5 VWem,1.5h 10 pllane, & cm length gel,
1XTAE, 7 Vem, 45 min

Obr. €. 2: Low Range ladder Obr. €. 3: High Range ladder

(Zdroj: www.thermoscientific.com)
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5.2 Reakc¢ni smés pro optimalizaci amplifikace PsbQ genu

Templatova DNA: - protein PsbQ (17kDa) — vektor pET28b+ + PshQ gen

- zakladni konc.: 35 ng/ pl (fedéno na potfebnou koncentraci)

- velikost PsbQ sekvence: 446 bp

Pouzité primery: - PsbQ/SO/NcolFW, Tm° =75,1°C

- PsbQ/SO/BamHIRW, Tm°® = 70,5° C

PouZita teplota anealingu: 67° C — zjisténa optimalizaci teplot 64,7- 71,6° C

Teplotné ¢asovy profil PCR pro optimalizaci amplifikace genu PsbO proteinu:

Tab. €. 1: Teplotné - Casovy profil amplifikace genu PsbQ proteinu.

Teplota Doba Pocet cykl{
Uvodni denaturace 94° C 3 min. 1
Denaturace 94° C 30s
Nasednuti primerd 67°C 30s 30
Extenze 72° C 1 min.
Finalni extenze 72°C 10 min. 1
Ochlazeni 4°C

32



5.2.1 Koncentrace vychozi DNA

Obsah reakénich slozek v 10 ul:

Tab. €. 2: Reak¢ni smés pro optimalizaci koncentrace vychozi DNA.

Cislo vzorku 1 2 3 Vysledné
(z&sobni koncentrace) koncentrace
10 x reakéni pufr 1 1 1 1,5 mM
s 15 mM MgCl2
dNTP (10 mM) 0,2 pl 0,2 pl 0,2 pl 0,2 mM
forward primer FW (10 pM) 1l 1l 1l 1uM
reverse primer RW (10 uM) 1l 1l 1l 1uM
Tag DNA polymeraza 0,1l 0,1l 0,1l (0,05 U/ul)
(G U /ul)
lul z lulz lul z

Templatova DNA (35 ng/ pl) 10- 0,01- 1

(100ug/ul) (0,1 pg/ul)  (10ug/ul) g/ pl
Dest.H20 5,7 ul 5,7 ul 5,7 ul
5.2.2 Koncetrace Taq DNA polymerazy
Obsah reak¢nich sloZek v 10 pl:
Tab. €. 3: Reak¢ni smés pro optimalizaci koncentrace Taq polymerazy.
Cislo vzorku 1 2 3 Vysledné
(z&sobni koncentrace) koncentrace
10 x reaké¢ni pufr s 15 mM 1l 1l 1l 1,5mM
MgCl-
dNTP (10 mM) 0,2ul 02ul  0,2ul 0,2mM
forward primer FW (10 pM) 1l 1l 1l 1uM
reverse primer RW (10 puM) 1l 1l 1l 1uM
Tag DNA polymeraza 25U
(5 U/ O lul O5ul  1pu  (0,05-0,25-0,5 U/ pl)
Templatova DNA (0,1 pg/ul) 1ul 1ul 1ul 0,01 pg/ul

Dest.H20 57ul 53ul 48ul
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5.2.3 Koncentrace primerd.

Obsah reakénich slozek v 10 ul:

Tab. ¢. 4: Reakéni smés pro optimalizaci koncentrace primerd.

Cislo vzorku 1 2 3 Vysledné
(z&sobni koncentrace) koncentrace
10 x reakéni pufr s 15 mM MgClz 1 1 1ul 1,5 mM
dNTP (10 mM) 0,2ul  02ul  0,2ul 0,2mM
forward primer FM (10 pM) 0,1l 1l 2ul 0,1-1,0-0,5 pM
reverse primer RM (10 uM) 0,1l 1l 2ul 0,1-1,0-0,5 pM
Taq DNA polymeréaza O lpul Ol 0,1pl 25U

(5 U/ (0,05 U/pl)
Templatova DNA (0,1 pg/ul) 1l 1l 1l 0,01 po/ul
Dest.H20 75u 57ul 37u

5.2.4 Koncentrace dNTP

Obsah reakénich slozek v 10 ul:

Tab. €. 5: Reakéni smés pro optimalizaci koncentrace dNTP.

Cislo vzorku 1 2 3  Vysledné
(z&sobni koncentrace) koncentrace

10 x reaké¢ni pufr s 15 mM MgClz 1 pl 1l 1ul 1,5mM

dNTP (10 mM) 0,05ul 0,2ul 0,4 pul 0,05-0,2-0,4 mM
forward primer FM (10 pM) 1l 1l 1l 1,0uM

reverse primer RM (10 uM) 1l 1l 1l 1,0uM

Taq DNA polymeréaza (5 U/ pl) 0,1pl  0O1ul O1p 25U (0,05U/ul)
Templatova DNA (0,1 pg/ul) 1l 1l 1l 0,01 pg/ul
Dest.H20 585ul 57u 55ul
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5.2.5 Koncentrace MgCI2

PFiprava MasterMixu:

Tab. €. 6: SloZeni Mastermixu pro optimalizaci koncentrace hofeénatych iontdi.

10 x reakéni pufr bez MgCl2 40 pl
dNTP (10 mM) 8 ul
forward primer FM (10 pM) 40 pl
reverse primer RM (10 uM) 40 pl
Taq DNA polymeréaza (5 U/ pl) 4 ul
Templatova DNA (0,01 pg/ pl) 8 ul
Dest.H20 268 pl
Celkovy objem 408 pul

Tab. ¢. 7: Reakéni smés pro optimalizaci koncentrace hofe¢natych iont(.

Vzorek MasterMix 25 mM PCR H20 Finélni konc.
C. MgCl- MgCl-

1 42 ul 1l 7 ul 0,5 mM

2 42 pl 2 ul 6 ul 1,0 mM

3 42 pl 3 ul 5ul 1,5 mM

4 42 ul 4 ul 4 ul 2,0 mM

5 42 pl 5ul 3 ul 2,5mM

6 42 ul 6 ul 2 ul 3,0 mM

Ziskany PCR produkt se analyzoval pomoci elektroforetického déleni v 1,3 %

agarézovém gelu s pridavkem etidium bromidu pod UV svétlem.
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5.3 Teplotné- Casoveé profily pro optimalizaci amplifikace PsbR

genu

Templatova DNA: - protein PsbR (10kDa) - cDNA
- zékladni koncentrace: 10ng/ul (fedeno na 0,5 pg/ul)

- velikost PsbR sekvence: 290 bp

Pouzité primery: - PsbR/ SO/ NcolFW, Tm° = 65.9 °C
- PsbR/ SO/ BamH1RW, Tm° = 66.9 °C

Reakéni smés PCR pro optimalizaci amplifikace genu PsbR :

Obsah reakénich slozek v 60 pl:

Tab. €. 8: Reak¢éni smés PCR pro optimalizaci amplifikace genu PsbR.

zasobni koncentrace vysledné
koncentrace

10 x reakéni pufr s 15 mM MgClz 6 ul 1,5 mM

dNTP (10 mM) 1,2 pl 0,2mM

forward primer FM (10 pM) 6 ul 1,0uM

reverse primer RM (10 uM) 6 ul 1,0uM

Tag DNA polymeraza (5 U/ul) 0,6 pl 2,5 U (0,05 U/ul)

Templatova DNA (0,5 pg/ul) 1,2 ul 0,01pg/ul

Dest.H20 39,0 pul
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5.3.1 Pocet cykld, teplota annealingu

Tab. ¢.10: Teplotné ¢asovy profil pro optimalizaci poctu cykld a teploty annealingu.

Teplota Doba Pocet cykl{
Uvodni denaturace 94° C 3 min. 1
Denaturace 94° C 30s
60° C, 61° C,

Nasednuti primerdi  62° C,63° C, 30s 20, 25, 30

65° C
Extenze 72° C 2 min
Finalni extenze 72°C 10 min. 1
Ochlazeni 4°C

Ziskany PCR produkt se analyzoval pomoci elektroforetického déleni v 0,7 %
agarézovém gelu s pridavkem EZ-Vision One pod UV svétlem.

5.3.2 Cas extenze, teplota annealingu

Tab. €. 9: Teplotné Casovy profil pro optimalizaci Casu extenze a teploty annealingu.

Teplota Doba Pocet
cykld
Uvodni denaturace 94° C 3 min. 1
Denaturace 94° C 30s
60° C, 61° C,
Nasednuti primerd  62° C,63° C, 30s 30
65° C
Extenze 72° C 30s, 1 min., 1,5 min., 2 min.
Finalni extenze 72°C 10 min. 1
Ochlazeni 4°C

Ziskany PCR produkt se analyzoval pomoci elektroforetického déleni v 0,7 %
agarézovém gelu s pridavkem EZ-Vision One pod UV svétlem.
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6. Viysledky

6.1 Vysledky optimalizace amplifikace genu PsbQ

<= PsbQ 446 bp

<= Nespecificky produkt

6.1.1 Optimalizace koncentrace DNA

1. Low Range ladder
2. High Range ladder
3. DNA, c= 10 pg/ ul
4. DNA, ¢=0,01 pg/ ul
5. DNA, c=1 pg/ ul

1. 2. 3. 4 5.
Obr. €. 4: Optimalizace koncentrace DNA
(Zdroj: vlastni foto)

6.1.2 Optimalizace koncentrace Taq polymerazy

=

1. 2. 3. 4. 5.
Obr. €. 5: Optimalizace koncentrace Taq polymerazy.
(Zdroj: vlastni foto)
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1. Low Range ladder

2. High Range ladder

3. Taq polymeraza 0,05 U/ pl
4. Taq polymeraza 0,25 U/ pl
5. Taq polymeraza 0,5 U/ pl



6.1.3 Optimalizace koncentrace primer(

1. Low Range ladder

2. High Range ladder
3.RW, FW, ¢ =0,1 pM
4. RW,FW,c =1uM
5 RW,FW,c =2 uM

1. 2. 3. 4. 5.

Obr. €. 6: Optimalizace koncentrace primerd
(Zdroj: vlastni foto)

6.1.4 Optimalizace koncentrace dNTP

1. Low Range ladder
2. dNTP, ¢ = 0,05 mM
3.dNTP,c=0,2mM
4. dNTP, ¢ =0,4 mM

1. 2. 3. 4.
Obr. €. 7: Optimalizace koncentrace ANTP
(Zdroj: vlastni foto)



6.1.5 Optimalizace koncentrace horecnatych iont(l

1. 2. 3. 4 5. 6. 7.
Obr. ¢.8: Optimalizace koncentrace hofe¢natych iontd.
(Zdroj: vlastni foto)

1. Low Range ladder 5. MgCl2,c =2,0 mM
2. MgClz, c=0,5mM 6. MgClz, c =2,5 mM
3. MgCl, c=1,0mM 7. MgClz, ¢ = 3,0 mM
4. MgCI2, c=15mM

6.1.6 Navrzeny protokol pro amplifikaci genu PsbQ

Obsah reakénich slozek v 10 pl:

Tab. €. 11: Optimalizovana reakcni smés pro amplifikaci genu PsbQ proteinu u
rozdilnych vzork.

Z&sobni koncentrace PCRv 10ul  Vysledna koncentrace
10 x reaké¢ni pufr s 15 mM MgCl2 1l 1,5 mM MgCl2
dNTP (10 mM) 0,2 pl 0,2mM
forward primer FM (10 pM) 1l 1uM

reverse primer RM (10 pM) 1l 1uM

Taq DNA polymeraza (5 U/ pl) 0,1 pul 2,5U (0,05 U/ul)
Templatova DNA (10 ng/ pl) 1l 0,01 pg/ ul
Dest.H20 57 ul
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Teplotné Casovy profil PCR:

Tab. €. 12: Teplotné - Casovy profil pro amplifikaci genu PsbQ proteinu u rozdilnych
vzork.

Teplota Doba Pocet cykld
Uvodni denaturace 94°C 3 min. 1
Denaturace 94°C 30s
Nasednuti primer( 67°C 30s 30
Extenze 72°C 1 min
Finalni extenze 72°C 10 min. 1
Ochlazeni 4°C

1. Low Range ladder

2. 26 B (obsahuje gen PshQ)

3. pMAL (neobsahuje gen PshQ)
4. JR 2592(obsahuje gen PsbQ)
5. 100BC(neobsahuje gen PsbQ)

1 2. 3. 4 5.

Obr. €. 9: Neznamé vzorky DNA.
(Zdroj: vlastni foto)
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6.2 Vysledky optimalizace amplifikace PsbR genu

e==  PsbR 290 bp
<«== nespecificky produkt

6.2.1 Optimalizace poctu cykld, teploty annealingu

1. Low Range ladder
2.t=60°C
3.t =61°C
4.t= 62°C
5t=63°C
6.t= 65°C

1. 2. 38 4. 5 6.

Obr. ¢. 10: Pocet cykli: 20, gradient teplot
(Zdroj: vlastni foto)

1

. Low Range ladder
0°C

OOk, wWwN R
—~ ~ o~ ~+ —~+

6
61°C
62° C
63°C
65°C

1. 2. 3. 4, S. 6.
Obr. ¢. 11 : Pocet cykl(:25, gradient teplot.
(Zdroj: vlastni foto)
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1. Low Range ladder
2. High Range ladder
3.t=60°C
4.t=61°C

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Obr. ¢. 12 : Pocet cykl(: 30, gradient teplot.
(Zdroj: vlastni foto)

6.2.2 Optimalizace Casu extenze, teploty annealingu.

1. Low Range ladder
2. High Range ladder
3.t=60°C
4.t=61°C
.t=62°C
t=63°C
t=65°C

No o

[ |

1. 2. 3 4. 5. 6. 7.
Obr. €. 13: Cas extenze: 30s, gradient teplot.
(Zdroj: vlastni foto)
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. Low Range ladder
. High Range ladder
t=60°C
t=61°C
t=62°C
t=63°C
. t=65°C

NOUAWN R

<=
==

1. 2 3. 4. S. 6. 7.

Obr. €. 14: Cas extenze 1 min., gradient teplot.
(Zdroj: vlastni foto)

. Low Range ladder
. High Range ladder
. t=60°C
. t=61°C
. t=62°C
. t=63°C
. t=65°C

~NOoO ok owN -

==

1. 2. 3. 4. 5 6 7

Obr. €.15: Cas extenze: 1,5 min., gradient teplot.
(Zdroj: vlastni foto)
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1. Low Range

ladder

2. High Range
&= |adder
t=60°C
t=61°C
t=62°C
.t=63°C
. t=65°C

Nousw

<=
==

. 2 3 4. 5. 6. 7.
Obr. €. 16: Cas extenze: 2 min., gradient teplot.
(Zdroj: vlastni foto)

6.2.3 Navrzeny protokol pro amplifikaci genu PsbR

Obsah reakénich slozek v 10 pl:

Tab. ¢. 13: Reakéni smés pro amplifikaci genu PsbR proteinu u rozdilnych vzork.

PCR v 10ul Vysledné koncentrace
10 x reakéni pufr s 15 mM MgCl2 1l 1,5 mM MgCl2
dNTP (10 mM) 0,2 pul 0,2 mM
forward primer FM (10 pM) 1l 1uM
reverse primer RM (10 uM) 1l 1uM
Taq DNA polymeréaza (5 U/ pl) 0,1l 2,5U (0,05 U/ pl)
Templatova DNA (10 ng/ul) 1l (0,1 pg/ pb 0,01 pg/ ul
Dest.H20 57 ul
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Teplotné ¢asovy profil PCR:

Tab. €. 14: Optimalizovany teplotné asovy profil pro amplifikaci genu PsbR proteinu u
rozdilnych vzorkd.

Teplota Doba Pocet cykl{
Uvodni denaturace 94° C 3 min. 1
Denaturace 94° C 30s
Nasednuti primerd 63°C 30s 30
Extenze 72° C 2 min
Finalni extenze 72°C 10 min. 1
Ochlazeni 4°C

Vzorky pro amplifikaci genu PsbR proteinu:

1. Low Range ladder

2. HispsbR v pBluescript, (obsahuje gen PsbR)

4. pET41a + pbluescript, (obsahuje gen PsbR)

6. HsiPsbR 2, (obsahuje gen PsbR)

8. vector pMAL , (bez pFitomnosti genu PsbR proteinu)
10.vector pCAL, (bez pfitomnosti genu PsbR proteinu)
12.vector JR2592, (bez prfitomnosti genu PsbR proteinu)

1. 2 4. 6 8 10. 12.

Obr. €. 17: Nezndmé vzorky DNA.
(Zdroj: vlastni foto)
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7. Diskuze

Cilem prace bylo optimalizovat PCR metodu pro dvé bilkoviny rdizné velikosti,
popsat vliv chemickych a fyzikalnich faktord na pribéh reakce PCR a porovnat
s dostupnymi literarnimi zdroji a z vysledkd navrhnout protokol, ktery se bude vyuzivat
pro amplifikaci sledovanych gen.

Cilem optimalizace amplifikace jakéhokoli genu pomoci PCR je ziskat PCR
produkt v co nejkratSi dobé, nejlepsi kvalité, nejvyssi vytéznosti a s nejnizsi financni
zatézi. Jednotlivé vysledky optimalizace chemickymi a fyzikalnimi vlivy je nutno
porovnat a vybrat nejvhodnéjsi pro kazdy amplifikovany gen. Na vysledek maji vliv i
mnohé jiné faktory, které nebylo mozné ani v této préci pfedvidat a které musime bréat
do uvahy v bézné laboratorni, hlavné zdravotnické praxi (variabilita lidského genomu).

Modelovymi geny byly geny fotosyntetickych proteinll PsbR a PsbQ. Vliv
chemickych vlivlii byl sledovan pri amplifikaci genu PshQ (446bp), vliv fyzikalnich
faktor(l pfi amplifikaci genu proteinu PsbR (290bp).

Optimalizace PCR metody pro amplifikaci genu PsbQ spocivala v analyze vlivu
rozdilné koncentrace jednotlivych sloZek reak¢éni smési (Taq DNA polymeraza, DNA,
hore¢naté ionty, dNTP, primery). Vysledky optimalizace vhodné koncentrace DNA a
Taq DNA polymerazy se zcela shodovaly s vysledky studie z roku 2011 publikované
v Casopise Genetics and Molecular Research (22). Jako nejvhodnéjSi koncentrace se
zcela jasné potvrdily fadové ty nejnizsi. Pro DNA to je koncentrace 0,01 pg/pl, vyssi
koncentrace, presnéji 1,0 a 10,0 pg/ul, zplsobuji vznik sekundarnich produktd
projevujici se nejenom vyskytem PCR produktu s mensi velikosti, ale i rozmazanim
vysledného bandu (obr. €. 4). V pfipadé Tag DNA polymerdzy, byla stanovena
nejvhodngéjsi rovnéz nejniz8i koncentrace vyjadiena enzymovou aktivitou 0,05 U/ul.
Cim v&tsi mnozstvi polymerazy bylo pouzito, tim vice vznika sekundarnich produktti
(obr. €. 5) a potvrzuje se nutnost kompenzace ostatnimi sloZzkami, napf. vySSimi
hladinami hore¢natych iontd, jak upozorfiuje v jiz zminéné studii Rosli (22).

Celou fadu optimalizacnich krok( Ize provést v pfipadé pouzitych primerd
(Ta, koncentrace, pocet nukleotid(l). V pFipadé pouzitych primer( pro PsbQ gen nebyly
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zkous$ené riizné velikosti fetézcl oligonukleotid(l, ale jenom koncentrace uz navrzenych
primerd. Jejich koncentrace byly pfimo Umérné mnozstvi vzniklého PCR produktu
(obr. €. 6).

Nasledujicim krokem byla optimalizace mnozstvi dNTP, u které se vysledky
shoduji s Bereczkiho studii z roku 2007 (4). Autor upozorfiuje na nebezpeci vzniku
sekundarnich produkt(l opét pfi pouziti vyssich hodnot. V pripadé amplifikace proteinu
PsbQ jsou vyssi hodnoty (0,4 mM) pfic¢inou celkového selhani reakce. Snizime- li ale
inhibi¢ni mnoZstvi dNTP na polovinu, tedy na koncentraci 0,2 mM, ziskavame zcela
ostry band bez nezadoucich produktd (obr. €. 7).

Poslednim krokem byla optimalizace hore¢natych iontl a i zde jsou vysledky zcela
shodné se vSemi studiemi vénujici se jejich optimalizaci. Zcela vylouceny byly
koncentrace mensi nez 1,5 mM (obr. &. 8), zde reakce vibec neprobéhly. Naopak
mnozstvi Vvetsi nez 1,5 mM garantuji kvalitné probéhlou reakci s dostate¢né
amplifikovanym produktem. Pouzivani vysSich mnozstvi MgCl, je ale pro laboratof
nerentabilni a zbyteCné. Optimalizace vSak musi byt provedena vzhledem k vyskytu
pozitivnich vysledk( v pFipadé nékterych PCR reakci i s nizsi koncentraci hore¢natych
iontll, naopak v nékterych pripadech je pro ziskani PCR produktu nutné koncentraci
zvysit. Na zakladé vysledk( optimalizace byly navrZzeny podminky pro amplifikaci genu
PsbQ (tab. €. 11) a vyzkouseny pro analyzu rdznych vzork( DNA (obr. ¢. 9). Analyza
odpovida skute¢nosti - pfitomnost genu PsbQ se potvrdila ve vzorkach DNA (26 B, JR
2592) a nebyly ziskané Zadné vedlejsi produkty.

Vliv fyzikalnich faktord byl zkoumany u amplifikace genu PshR, jehoZ velikost je
jenom 290 bp, sc¢im souvisi i znacné problémy tykajici se navrZeni primerd a
vizualizace PCR produktd. Gely byly analyzovany pomoci fluorescenéni barvicky EZ-
Vision One, kterd nema karcinogenni ucinky, ale nevyhodou je nizsi citlivost, nez je
citlivost karcinogenniho EtBR. Z hlediska bezpe¢nosti prace a ochrany zdravi je vSak
jeji uziti vhodnéjsi, a proto byl protokol pro PsbR optimalizovan s jejim pouzitim.

PFi optimalizaci amplifikace genu PsbR byly sledovany vlivy Ta, pocet cyklll a
délka extenze. Klicovym faktorem uspésnosti PCR reakce je jeji sprdvné nastavena

teplota annealingu (Ta). | kdyZ pro jeji vypocet existuje spousty rovnic a vzorcd,

48



z vysledkll optimalizace teploty je zifejmé, Ze vypocty jsou vzdy jen orientacni a
vhodnou teplotu této faze je tfeba vzdy ovéfit experimentalné. Proto jsem diky teplotné
nastavitelnému gradientu u pouzivaného termocykleru (viz. pfiloha €. 2) vyhledavala
nejucinnéjsi teplotu i v pripadé optimalizace poctu cykll a Casu extenze. Z vysledki
vyplyva (obr. €. 12 a 16), Ze nejoptimalnéjsi teplota pro fazi nasednuti primer( je teplota
63° C.

Nejjednodussi moznost jak ziskat maximalni mnozstvi amplifikovaného produktu
je navyseni poCtu cykld. Napf. Innis (10) pfipousti, Ze jejich nizky pocet mlze byt
nedostatecny, naopak vys$Si poCet mlze zpUsobit i narlst sekundarnich produktd.
K naprosto stejnému zavéru jsem dospéla i ja v pfipadé amplifikace genu PsbR.
20 cykKll (obr. ¢. 10) PCR reakce bylo naprosto nedostacujici, nevznika zadny produkt a
ani navyseni o 5 cykll (obr. €. 11) nepfinasi zadné zesileni v oblasti amplifikovaného
genu, pouze dochazi ke vzniku sekundarnich produkt(. Optimalni vysledek vsak
prichazi pfi 30 opakovanych cyklech (obr. €. 12). U vSech teplot s vyjimkou teploty
60° C vznika pomérné intenzivni band v oblasti 290 bp. Jelikoz je amplifikace opét
doprovazena pomérné intenzivnimi sekundarnimi produkty, pocet cykll jsem
nenavysovala a nejvhodngj$im jsem urcila 30 cykl( PCR reakce.

DalSim krokem pfi vyhledavani nejlepSich podminek pro amplifikaci proteinu PsbR
bylo ur€eni vhodného Casu extenze. Po 30 sekundach dlouhé extenzi se objevuji velmi
slabé prouzky u vsech teplot svyjimkou teploty 61° C. Opét je ale amplifikace
doprovazena nezadoucimi produkty (obr. €. 13). Jednu minutu dlouhd extenze jiz
pfindSi drobné zesileni, ale jak v primarnim PsbR produktu, tak i v sekundarnich
produktech (obr. €. 14). Proto optimalizace byla vyzkouSena i v pfipadé 1,5 minuty. Ta
ale prindSi neCekany vysledek, je doprovazena pomérné intenzivnimi nezadoucimi
prouzky bez pritomnosti genu PsbR (obr. €. 15). Pomérné silné odezvy bylo dosazeno
aZ pri dvou minutové extenzi. PFi ni vznikaji u vSech teplot slabé bandy PsbR proteinu,
doprovazeny opét nezadoucimi produkty (obr. €. 16). JelikoZ je poZadovany gen u
dvouminutové extenze naamplifikovan u vSech teplot, je pravé tento €as zvolen jako

nejoptimalnéjsi. Na zakladé optimalizace byl navrzen teplotné Casovy profil PCR reakce
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a analyzovany rlizné vzorky DNA (obr. ¢. 17). V DNA (HispsbR v pBluescript, pET41a
+ pbluescript, HisPsbR 2) byla pfitomnost PsbR genu potvrzena bez vyskytu
sekundarnich produktd.

Béhem zkoumani fyzikalnich vlivli se ukézalo, Ze je nutno provést optimalizaci
koncentrace primerli a predpokladdme nutnost navrzeni novych primer(, jelikoz
objeveni se sekundarnich produktll je prilis ¢asté, a dokonce vznikaji i u cykll, pfi
kterych se neamplifikuje gen PsbR. Po analyze sekundarnich produktl v oblasti kolem
1000 bp pomoci automatického sekvenatoru se ukézalo, Ze primery nasedaji
nespecificky na nékterou ¢ast cDNA ze Spenatu. PFi analyze vzorki sice sekundarni
produkty nevznikaji, ale v praxi je nutno minimalizovat faleSné pozitivni vysledky i na
méné kvalitni DNA (v naSem pripadé cDNA ze Spendtu) a na dané problematice se
bude dal pokraCovat a optimalizovat jak chemické tak i fyzikalni faktory.
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8. Zavér

Tato bakalarska préce se ve své teoretické Casti zabyva historickymi, uZivatelskymi
a optimalizaCné metodickymi aspekty polymerdzové fetézove reakce.

| pfesto, jak je PCR relativné mladad metoda, je zejmena diky svym modifikacim
nejpouzivangjsi molekularné genetickou technikou.

Vyvoj metod principialné podobnych PCR metodé jde neustdle dopredu, a proto
usuzuji, Ze do budoucna bude wvyuZiti této metody zejména pak v klinickych
laboratofich jesté rozsahlejSi a bude pfinaSet diky svym kvalitdm tedy rychlosti,
specifiCnosti a citlivosti mnoho vyhod, jak pro lékare, tak i pacienta. A to zejména pak
ve spravné a rychle zvolené diagn6ze a vhodné nastavené I6Ché.

Prakticka Cast slouzi jako prehled klicovych optimalizatnich krok(i sméfujicich
k vyhledani téch nejlepsich podminek pro dokonalou amplifikaci geni PsbR a PshQ,
vedouci k co nejvétsimu zisku kvalitni DNA.

JelikoZ i nepatrny rozdil v koncentraci urCité chemické slozky reakéni smési nebo i
rozdil teploty 1° C v urcité teplotni fazi reakce mize metodé spiSe ublizit ¢i dokonce
zastavit, zd(raziuji, Ze potieba vyhledani téch nejlepSich podminek pro PCR je
naprosto samoziejm4, at’ uZ se jedna o jakykoliv gen.
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10. PFilohy

Pfiloha €. 1: Termocykler- Eppendorf (vapo. protect ).
(Zdroj: vlastni foto)

Pfiloha €. 2: Termocykler-vzorky, (teplotni gradient).
(Zdroj: vlastni foto)



Pfiloha &. 3: Agar6zovy gel v elektroforetické vané.
(Zdroj: vlastni foto)

Pfiloha &. 4: Horizontalni elektroforéza pro analyzu DNA vzorkd.
(Zdroj: vlastni foto)



Pfiloha €. 5 Gel pod UV svétlem pfi pouZiti barvy EtBr.
(Zdroj: vlastni foto)

Pfiloha €. 6: Gel pod UV svétlem pfi pouZiti EZ Vision One.
(Zdroj: vlastni foto)



