Abstrakt

Cilem diplomové prace byla optimalizace izolace deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
S vyuzitim reversibilni adsorpce nukleovych kyselin na povrch magnetickych nosict
pokrytych funkénimi skupinami. K izolaci DNA bylo ovéfovano pouziti 6 nosi¢i: P(HEMA-
co-GMA) ox, F-kol B 30 ox, F-kol 77 ox, F-kol B100 ox, F-kol 135 ox, pokrytych
karboxylovymi skupinami a Perovskit 439 (pokryty silikagelem). Bakterialni DNA byla
izolovana metodou fenolové extrakce. DNA byla ze vzorkt na magneticky nosi¢ reversibilné
navazana v prostiedi vysoké koncentrace NaCl (5 M) a poly (etylenglykolu) (PEG 6000)
0 kone¢né koncentraci 16 % Vv separa¢ni smési. DNA byla eluovana do TE pufru. Kvalita
izolované DNA magnetickymi c¢asticemi byla ovéfena pomoci amplifikace v PCR. Bylo
zjisténo, ze i kdyZz magnetickymi nosi¢i bylo izolovano ruzné mnozstvi DNA, kvalita
izolované DNA byla vzdy Vv kvalit¢ vhodné pro PCR. Nanocéstice Perovskit 439 mély proti
ostatnim magnetickym nosicim nejlepsi separacni vlastnosti a bylo jimi izolovano nejvétsi
mnozstvi DNA. Pro jejich dalsi vyuziti pfi analyze redlnych vzorku je vSak tieba tyto ¢astice i
metodu izolace dale optimalizovat.

Abstrakt

The aim of work was an optimization of separation deoxyribonucleic acid (DNA) with
the use of nucleic acid reversible adsorption to the surface of magnetic particles coated by
functional groups. Six carriers were verificated for DNA isolation: P (HEMA-co-GMA) ox,
F-kol B 30 ox, F-kol 77 ox, F-kol B100 ox, F-kol 135 ox, coated with carboxyl groups and
Perovskit 439 (coated by silicone). Bacterial DNA was isolated by phenol extraction
procedure, first. DNA was reversibly bond to magnetis carrier in the presence of high
concentration of NaCl ( 5 M) and poly (ethylene glycol) (PEG 6000). The final PEG and
NaCl concentrations of 16.0 % (w/v) and 2.0 M, respectively, were used.DNA was eluted into
TE buffer. The quality of extracted DNA was checked by PCR amplification. It was found out
that although different quantities of DNA were isolated, the quality of isolated DNA was
always compatible with PCR. Nanoparticles Perovskit 439 had the best separative
characteristics in comparison to the other magnetic carriers because highest amounts of DNA
was isolated. However, next optimisation of DNA separation procedure is required for the use
of studied microspheres in real samples.
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1. UVOD

Bakterie rodu Lactobacillus se ve zna¢né mife vyuzivaji pii vyrobé fermentovanych
mlécnych vyrobkil (kysané mléko, syry a jogurty), fermentované zeleniny (okurky a kyselé
zeli), kynutého chleba a nékterych druhui klobas. Rod Lactobacillus se fadi mezi probiotické
bakterie, které mohou mit piiznivé u€inky na zdravi konzumentt.

Bakterie rodu Salmonella jsou patogenni pro ¢lovéka i zvifata a vyvolavaji onemocnéni
nazyvané salmonelozy. Jeji vyskyt mize byt detekovan v syrovych vejcich, mléce a vodé.

Pro potiteby potravinaiskych vyrob je dulezitd rychld identifikace mikroorganismt
pfitomnych v potravin€. Jednou z metod pfesného uréeni slozeni mikroflory potravin je
polymerazova tetézova reakce (PCR). Jedna se o velmi citlivou metodu, pomoci které lze
prokazat i velmi nizké koncentrace cilové DNA V potraviné. Abychom mohli metodu PCR
pouzit, je tieba izolovat DNA ze vzorku v pozadované Cistoté, protoze rizné slozky potravin
mohou inhibovat pribéh PCR a byt pii¢inou falesné negativnich vysledkd. Vhodnym
zptisobem piipravy dostatecné Cisté DNA je separace na magnetickych nosi¢ich. Jedna se o
metodu jednoduchou, rychlou a finanén€ nenaroc¢nou.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Rod Lactobacillus

Do rodu Lactobacillus zafazujeme mlééné bakterie tvotici na pevné kultivaéni padé
vétsinou delsi, tenké tyCinky, Casto seskupené do fetizkli. Jsou grampozitivni, nepohyblivé a
nemaji schopnost tvofit spory. Z hlediska naroki na kyslik povazujeme laktobacily za
mikroaerofilni nebo fakultativné ¢i striktné anaerobni. Mohou se mnozit i v kultivaénim
prostiedi s optimalni hodnotou pH 5,5 - 6,2. Jestlize v§ak pH poklesne pod 4, rlst vétSiny
laktobacili se zastavuje. Optimalni rastova teplota je 30 az 40 °C. Neprodukuji enzym
katalazu, ktera katalyzuje rozklad peroxidu vodiku H,O; na kyslik a vodu [1].

Laktobacily jsou Siroce rozSifené v prostiedi, obzvlasté v nejriznéjSich potravinach
zivocisného nebo rostlinného pivodu, v ndpojich, Cisté i znecisténé vodé, kysaném zeli a
silazich. Bézn¢ osidluji gastrointestinalni trakt ptaki a savcl a vaginu savci, tvoii Cast
normalni ustni flory mnoha teplokrevnych Zzivocichti véetné clovéka. Pouze vzacné jsou
patogenni.

Podle Taxonomického piehledu Prokaryot [2] rod Lactobacillus patti do domény
Bacteria, kmene Firmicutes, tfidy Bacilli, fadu Lactobacillales, ¢eledi Lactobacillaceae. Jeho
blizkymi  pfibuznymi jsou ve stejné celedi rody Paralactobacillus a Pediococcus.
Fylogeneticky ptibuznou celedi je ¢eled” Leuconostocaceae, zahrnujici rody Leuconostoc,
Oenococcus a Weissella [3]. V roce 2005 rod Lactobacillus zahrnoval 100 popsanych druht.

Hlavni nesrovnalosti v taxonomii rodu Lactobacillus je rozdil mezi fylogenetickym
zafazenim a metabolickymi vlastnostmi. Historické déleni rodu Lactobacillus bylo zalozeno
na typu jeho fermentace. Uzndvand ,moderni“ definice byla stanovena Hammesem a
Vogelem (1995) [4], tzn. obligatni homofermentativni laktobacily jsou schopni kvasit hexdzy
téméf vyhradné na kyselinu mlécnou a to Embden-Meyerhof-Parnasovou (EMP) drahou,
zatim co pentdzy a glukonat nejsou schopni kvasit, pro nepfitomnost fosfoketolazy.
Fakultativné heterofermentativni laktobacily odbouravaji hex6zu na mléénou kyselinu EMP
drahou, a jsou také schopni odbourdvat pentozy a neziidka také glukonat diky vlastni aldoze a
fosfoketolaze. Kone¢né obligatné heterofermentativni laktobacily degraduji hexdézu pres
fosfoglukonatovou drahu, produkuji kyselinu mlécnou, etanol nebo kyselinu octovou a oxid
uhlicity, mimo to i pentdzy jsou kvaseny touto cestou.

I. Obligatné homofermentativni:

L. delbruecki subsp. delbruecki — fermentovany rostlinny material
L.delbrueckii subsp. lactis — mléko, syr, granulované krmivo

L. delbrueckii subsp. bulgaricus — jogurt (startér), syr

L. acidophilus — stfevni trakt ¢loveéka a zvifat, tsta a vagina ¢loveéka
L. helveticus — syrové mléko, startér pro syry

Il. Skupina — fakultativn¢ heterofermentativni:
e L. casei —mléko, syr a v potravinach, prostiedi, klinicky material
e L. plantarum — potraviny, prostfedi, fermentovany rostlinny material, klinicky
material
e L. sake — pivodné izolovan jako startér pro sake, dale zjistén v kysaném zeli a
Vv jinych fermentovanych rostlinnych materidlech a v potravinach.



I1l.  Skupina — obligatné heterofermentativni:
e L. buchneri — mléko, syr, fermentovany rostlinny material, lidska tsta
e L. fermentum — mlééné vyrobky, fermentovany rostlinny material, stokové
kaly, tsta a stolice ¢lovéka
o L. kefir —izolovan z kefiru

Anaerobni laktobacily — klinicky vyznamna skupina mléénych tycek (taxonomicky

problematicka)
e L. catenaformis — mikroaerofilni az anaerobni; stolice ¢lovéka, humanni

klinicky material
Rod Lactobacillus ma dlouhou historii bezpe¢ného uzivani a to zejména v mlékarenském
prumyslu a hraje dalezitou roli pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkia. V poslednich
desetiletich jsou hledany nové kmeny laktobacill, které maji pfi uzivani pfiznivy ucinek na
zdravi Cloveéka tzv., probiotické kultury. Mezi pfiznivé ucinky laktobacilli patii inhibice
patogennich mikroorganismt — Salmonella, Shigella, Heliobacter, snizeni nesnasenlivosti
laktézy, stimulace imunitniho systému, snizeni rizika rakoviny tlustého stfeva a asimilaci
cholesterolu [5].

2.2. Rod Salmonella

Do tohoto rodu bakterii ndlezi gramnegativni, nesporulujici tyCinky z cCeledi
Enterobacteriaceae. Rostou na bézné uzivanych pidach. Vsechny druhy salmonel fermentuji
glukosu s tvorbou plynu. Typickou vlastnosti je také produkce sirovodiku. VétSinou vsak
nezkvasuji laktosu [1, 6].

Salmonely jsou primarnimi stfevnimi patogeny clovéka a zvifat, domécich i1 divokych.
Casto se nachézeji v odpadcich ve vodé, v padé. Za vhodnych podminek mohou ve vodé
pfezivat mésice 1 léta. Potraviny mohou byt infikovany primérn€ (surovina pfipravena
z infikovanych zvifat — maso, vejce) nebo sekundarné. Pti sekundarni kontaminaci je zcela
nezévadnd potravina kontaminovand v priabéhu vyrobniho procesu nebo bc¢hem distribuce
exkrementy nemocnych lidi nebo zvitat. Nej€astéjSim zdrojem nakazy jsou masné produkty,
vejce, vajecné vyrobky, mlééné produkty, suSené mléko a také uzeniny. Nékteré sérotypy jsou
uzce adaptovany na svého hostitele napf. S.typhi a S. paratyphi na c¢lovéka, S. dublin
na dobytek, S. choleraesius na prase, S. gallinarium na driibez, ale mnohé sérotypy tuto vazbu
na hostitele nemaji (S. typhimurium, S. enteritidis) [1, 7].

Primdrné zoogenni salmonely zpisobuji onemocnéni zvané salmoneléza. Toto
onemocnéni patii mezi vyznamné alimentarni ndkazy, vyskytuje se na celém svété a to i
vyspélych zemich. Salmonelozy maji charakter enteritidy nebo gastroenteritidy s fidce
kaSovitymi prijmy, také se objevuje zvraceni a nevolnost. Je to infek¢éni onemocnéni
s kratkou inkubac¢ni dobou, ktera se pohybuje v intervalu 6-48 hodin, nejcast¢ji se vsak udava
6-10 hodin. K nakaze dochazi cestou peroralni, tedy usty, a to pozitim kontaminované
potraviny. Salmonely se po vniknuti do zaZivaciho systému pomnozuji v tenkém stieve, kde
Forma bezpfiznakovd se vyskytuje asi u 1-5% nakaZenych osob. Potom jeSté existuje
salmoneldza s lokalni manifestaci postihujici méné nez 1% nemocnych. Obdobi nakaZlivosti
trvd v pribéhu ndkazy. DalSi zavisi na rekonvalescentnim vylucovani, které je extrémné
proménlivé, od nékolika dni po nékolik tydnii. Chronicka nosicstvi (pies rok) jsou vzacna.
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Podani antibiotik neovlivni vylu¢ovani salmonel, aplikace Sirokospektrych antibiotik Casto
prodluzuje pozitivitu v rekonvalescenci.

Zakladem prevence salmonelézovych nakaz jsou dikladnd a soustavna hygienicka
opatfeni tykajici se chovu hospodaiskych zvitat, nezdvadnosti krmiv a vody, sledovani

zdravotniho stavu zvifat a soustavna dezinfekce v chovatelskych a potravinatskych objektech
[1,7,8].

2.3. Struktura DNA

Deoxiribonukleova kyselina (DNA) je chemickym nositelem bunééné genetické
informace. Molekula DNA jako chemicka sloucenina byla objevena v roce 1869 $vycarskym
lékatem Miescherem. AvsSak ziskat Cistou DNA tehdejSimi postupy, aby mola byt dale
zkoumana, bylo nemozné. Objevit charakteristickou, dnes znamou jako sekundarni, strukturu
DNA se podaftilo az v roce 1953 dvéma mladym védcti z Cambridge - Ameri¢anovi Jamesi
Watsonovi a Britovi Francisi Crickovi. Strukturu DNA lze rozdélit podle uspofadani na tii
urovné: primarni, sekundarni a terciarni struktura.

Primarni strukturou DNA  se  rozumi sefazeni deoxyribonukleotidu
Vv polydeoxyribonukleotidovych fetézcich. Genetickd informace je v fetézcich ulozena
prostfednictvim potadi dvou purinovych bazi adeninu a guaninu a dvou pyrimidinovych bazi
cytozinu a tyminu.

V sekundérni struktuie DNA jsou polydeoxyribonukleotidové fetézce spolecné stocené
do dvousroubovice, v niZ jsou orientovany v opa¢nych smérech (antiparaleln¢) a jsou poutany
vodikovymi vazbami mezi urCitymi dvojicemi bazi. Vné&jsi ¢ast DNA fetézce tvoii cukerné
pentdzové kruhy a fosfatové zbytky, diky kterym ma dvousroubovice DNA na svém povrchu
zaporny naboj. Vldkna DNA se pfirozené staci do dvousroubovice, avSak forma stoceni neni
vzdy za vSech podminek stejna. Existuji tfi formy konformaci DNA: A-DNA, B-DNA a Z-
DNA. Konformace A, B jsou pravotocivé, konformace Z je levotociva. Pii vysoké relativni
vihkosti je B-DNA stabilizovana molekulami vody téméf u kazdého atomu schopného
vytvatet s nimi vodikové vazby. Takto se vytvafi kolem dvousroubovice vodni obal. Po
odstranéni molekul vody (dehydrataci) piechazi B-forma na A-formu. U vsech
prokaryotickych a eukaryotickych bun¢k a také v DNA virech se vyskytuje B-konformace.
A-DNA se vyskytuje ve sporach bacili a Z-konformace byla poprvé pozorovana u
syntetického oligomeru.
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Obr.1. Zjednodusené konformacéni schéma typti DNA [9]
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Terciarni struktura DNA je prostorovym uspotfadani sekundarni struktury DNA. Jedna
se o uspotradani vSech atomt molekuly DNA v prostoru bez ohledu na vztahy k ostatnim
molekulam. Tato struktura se také oznacuje nadsroubovice neboli superhelix a vyskytuje se u
prokaryotnich a eukaryotnich bunék. NadSroubovice se muze tvofit jak z linearni tak i
kruznicové dsDNA. Molekula DNA nevyznacujici se nadSroubovicovitym vinutim ma jen
sekundarni strukturu, a to ve formé¢ dvousroubovice a je ozna¢ovana jako relaxovana dsDNA
(Obr. 2) [9, 10].

Obr. 2. Kovalentné uzaviena kruznicovd molekula dsDNA a jeji nadSroubovice [9].
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2.4. Magnetické nosice
2.4.1.Uvod

Poprvé byly magnetické castice, v souvislosti s biotechnologii, pouzity v roce 1973
P.J. Robinsonem [11]. Ve své praci P.J. Robinson pouzil jako magnetickych nosi¢t oxid
zelezity pokryty oxidem kfemicitym a oxid zelezity pokryty celulozou k imobilizaci dvou
enzymu a-chymotrypsinu a p-galaktosidazy pro aplikace v bioreaktorech. Od té doby se
techniky separace latek uzitim magnetickych nosic¢li ve formé mikrocastic a nanocastic stale
vice pro separaci biologickych molekul a bunék. Tyto techniky nasly béhem poslednich
desetileti uplatnéni v mnoha védnich oborech biologie, biochemie, biotechnologie a I¢kafstvi.
Vyhodou uziti magnetickych nosici je rychlost a jednoduchost separace latek z homogennich
I heterogennich materialti. Dalsi vyhodou, napfiklad pfi izolaci bakterialni DNA, je pouziti
minimalniho mnozstvi nebezpe¢nych organickych rozpoustédel (fenol). Z hlediska
instrumentalniho vybaveni nejsou zapotiebi nakladné centrifugy. Celkové se techniky
separace na magnetickych nosi¢ich jevi jako jednoduché, levné a G¢inné [11 - 13].

Existuje fada magnetickych materiali s Sirokym rozsahem magnetickych vlastnosti.
VétSina  magnetickych  nosi€h méa  superparamagnetické  vlastnosti. V nepfitomnosti
jakéhokoliv vnéjsiho magnetického pole se Castice navzajem nijak nepfitahuji a vytvari tak
homogenni suspenzi, ze které mohou byt odstranény zavedenim jakéhokoliv vnéjsiho
magnetického pole ziskaného naptiklad magnetickym separatorem [14].

Magnetické castice se skladaji z magnetického jadérka, které zajistuje Castici jeji
magnetické vlastnosti, ochranného obalu, chranici jadérko pted vné&jsimi vlivy a ptes raménko
navazané aktivni molekuly senzitivni podle potieby k vybranym latkam (Obr. 3).

Obr. 3. Magneticka Castice pro biotechnologické aplikace . Upraveno dle [15]

Magnetické jadérko

Ochranna vrstva
Mezernik

Aktivni molekula (ligand)

Magnetické jadérko, které je zakladem magnetické mikrocastice, je vétSinou tvofeno
materialy na bazi magnetickych oxidi Zeleza (magnetit - Fe3O4 maghemit - y-Fe,Os).
Ptipravené magnetické jadérko by mélo mit poZadovanou velikost a magnetické vlastnosti.

Pro biologické aplikace musi byt ¢astice pokryté piislusSnymi vysoko- nebo nizko-
molekularnimi polymery, aby byly minimalizovany neZadouci a nespecifické interakce kovu
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se slozkami prostiedi. Mezi nejCastéji pouzivané polymery k vytvofeni ochranné vrstvy
magnetickych jadérek patéi poly(glycidyl methakrylat) (PGMA), poly(2-hydroxyethyl
methakrylat) (P(HEMA)), a jejich kopolymery a polystyren.

Polymery P(HEMA) a PGMA se tadi mezi hydrofilni nosice, jejichz vyhodou jsou:
vysoka mechanickd stabilita, biokompatibilita, nizkd nespecifickd adsorpce biologicky
aktivnich latek a Siroké vyuziti pro biomedicinské aplikace. PGMA mé navic vyhodu
ptitomnosti oxiranové skupiny, ktera sice neni pfili§ reaktivni, ale lze ji snadno upravit
hydrolyzou, aminaci, oxidaci atd.

Polymery zalozené na polystyrenu jSOu V soucasnosti nejvice pouzivané, nicméné
jejich hlavnim nedostatkem je hydrofobni interakce s biomolekulami. Navic ptiprava téchto
nosict je velmi komplikovana

Vnéjs$i vrstvu magnetickych castic tvoii aktivni molekuly, na které jsou cilové
molekuly ze vzorku navazany specifickou vazbou. Podle typu funkcionalizovaného povrchu a
uziti 1ze magnetické Castice rozd¢lit (Obr. 4) [16 - 18].

Obr. 4. Typy a uziti magnetickych mikro¢astic. Upraveno dle [17].
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2.4.2. Priprava magnetickych mikrocastic

Vhodnym typem mikrocastic pro izolaci bakterialni DNA je poly(2-hydroxyethyl
methakrylat-co-glycidyl methakrylat) - P(HEMA-co-GMA). K tomuto ucelu lze pouzit
neporézni ¢astice o pruméru 1um, které obsahujici na svém povrchu karboxylové skupiny.

Magnetické mikroc¢astice P(HEMA-co-GMA) se piipravuji disperzni kopolymeraci 2-
hydroxyethyl methakrylatu (HEMA) a glycidyl methakrylatu (GMA) V pfitomnosti Castic
koloidniho magnetitu (FesO4), potaZzenych vrstvickou kyseliny olejové. Reakce je iniciovana
dibenzoylperoxidem a stabilizovana acetat-butyratem celulézy. Dal§im krokem je oxidace
hydroxylovych skupin mikroc¢astic 2% vodnym roztokem manganistanu draselného v kyselém
prostiedi 2M H,SO,4 [16, 19, 20].

Dalsim typem hydrofilnich neporéznich ¢astic je poly(hydroxyethyl methakrylat-co-
ethylendiamin methakrylat) - P(HEMA-co-EDMA). Ptiprava, vlastnosti a pouziti téchto ¢astic
je obdobna jako u ¢astic P(HEMA-co-GMA) [20].

2.4.3. Mechanismus izolace DNA

Nukleové kyseliny mohou existovat ve vice formach. V roztocich o nizké koncentraci
soli (NaCl) a za nepfitomnosti poly(ethylenglykolu) (PEG 6000) se nachazi v hydratované
Sroubovicovité form¢, na magnetické mikrocastice se nevaze. Po ptidani PEG a soli piechazi
Sroubovicovita forma DNA na globularni konformaci, ve které se prostfednictvim vodikovych
vazeb vaze na povrch magnetickych castic. Takto je DNA oddélena od ostatnich slozek
(proteiny, sacharidy a ostatni bunétné slozky). Navic PEG 6000 uptednostiiuje vazbu DNA
pted proteiny a sacharidy na magnetické nosice. Prevedenim magnetickych nosic¢i do pufru
bez PEG a snizkym obsahem soli dochazi k pfechodu DNA z globularni formy zpét na
Sroubovicovou formu a uvolnéni do roztoku. Timto postupem lze ziskat precisténou DNA bez
sacharidu, proteinti a ostatnich kontaminujicich latek [21, 22].

K separaci nukleovych kyselin 1ze pouzit magnetické mikrocastice funkcionalizované
karboxylovymi skupinami. Hlavnimi zastupci téchto nosici jsou P(HEMA-co-GMA) a
P(HEMA-co-EDMA) [17]. Vlastni postup separace DNA se sklada ze tii krok:

1) Vazba nukleovych kyselin na pfidané magnetické Castice ke vzorku.

2) Promyti magnetickych c¢astic s navazanou DNA, pfiCemz nenavazany kontaminujici
material se snadno odstrani odletim. Magnetické ¢astice s DNA jsou poutdny magnetem.

3) Eluce DNA do vhodného pufru a oddéleni magnetickych mikroc¢astic od eluatu
magnetem.

2.5. Polymerazové retézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je molekularné biologicka technika pro
exponencialni amplifikaci DNA, s vyuzitim enzymatické replikace, bez pouziti zivého
organismu (buriky). PCR je technika in vitro, kterou je mozné provést s jakoukoliv DNA. Je
uzivana pro amplifikaci specifické oblasti DNA. Provedeni PCR vyzaduje nékolik hlavnich
komponent [23]:

e DNA templat, ktery obsahuje DNA fragment, ktery bude amplifikovan.
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e Jeden nebo vic primerd, které jsou komplementarni k DNA a vymezuji oblast mezi 5'a 3'
konci DNA templatu, ktera bude amplifikovana.

e DNA polymeraza (napt. Taq polymeraza nebo jina DNA polymeraza s teplotnim
optimem okolo 70°C), ktera katalyzuje syntézu DNA podle komplementarniho fetézce.

e Deoxynukleotid trifosfaty (ANTPs), které slouzi jako stavebni kameny k syntéze
nového fetézce DNA.

e PCR pufr poskytuje vhodné chemické prostiedi pro optimalni aktivitu a stabilitu DNA
polymerazy.

Dale obsahuje:
e Jednomocné kationty - draselné ionty.
e Dvojmocné kationty - hofe¢né ionty.

Cyklus PCR se sklada ze 3 kroku:
(1) Denaturace (94 — 96 °C)
(2) Hybridizace primert (50 — 65 °C)
(3) Syntéza nového fetézce DNA (72 °C)

PCR obvykle sestava ze série 30-35 cykli.

o Pied prvnim cyklem, béhem nastaveni pocatecniho kroku, je PCR smés zahtata na 94-
96 °C po dobu 5 - 10 minut. Tento prvni krok vede k denaturaci DNA templatu a primert, tj.
poruseni vodikovych vazeb mezi komplementarnimi bazemi dvoufetézcové DNA. Nekteré
PCR polymerazy vyzaduji tento krok také pro svou aktivaci. Po tomto kroku nasleduje dalsi
denaturaéni krok 94 — 96 °C po 20 - 30 sekund.

o Po denaturaci nasleduje hybridizace primerti (annealing). V tomto kroku se reakéni
teplota snizi tak, ze primery mohou hybridizovat s komplementarnimi fetézci DNA templatu.
Teplota v tomto kroku zavisi na Tr, (teplota tani) primerti a obvykle se pohybuje mezi 50 — 65
°C po dobu 20 — 40 sekund.

o Po hybridizaci nasleduje syntéza nového fetézce pomoci DNA polymerazy. Teplota v
tomto kroku zavisi na uzité DNA polymeraze. Taq polymeraza ma teplotni optimum 70 — 74
°C; ve vétSiné piipadl, je pouZivana teplota 72 °C. Doba syntézy zavisi jak na DNA
polymeraze, tak na velikosti amplifikovaného DNA fragmentu. Finalni krok syntézy
komplementarniho fetézce se prodluzuje na 5 - 15 minut (v zavislosti na velikosti DNA
templatu). Po amplifikaci 1ze cykler nastavit na teplotu 4 — 10 °C, ktera slouzi K uchovani
produkti PCR. Produkt PCR je analyzovan pomoci agarézové gelové elektroforézy. Zaporné
nabité molekuly DNA putuji v elektrickém poli ke kladné elektrodé.
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3. CIL PRACE

Cilem prace byla purifikace bakteridlni DNA pomoci riznych typli nové
syntetizovanych magnetickych nosi¢t. Postup purifikace bakterialni DNA byl optimalizovan
s cilem ziskat DNA v kvalité vhodné pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Mnozstvi a
kvalita izolované DNA byla ovérena spektrofotometricky a amplifikaci s vyuzitim PCR.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material

4.1.1. Pouzité mikroorganismy

V experimentech byly pouzity tyto kmeny z rodu Lactobacillus: Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei CCDM 212, Lactobacillus delbrueckii CCM 7190" a Lactobacillus
paracasei lock 0919. Dale byla pouzita bakterialni DNA laboratorniho kmene Salmonella
typhimurium LT2-18.

4.1.2. Chemikalie

4.1.3. Chemikalie pro pFipravu roztoki

Agarodza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Serva, Heidelberg, SRN)
Ethanol p.a. (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Ethidiumbromid (EtBr) (Sigma, St.Louis, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Hydroxid sodny (Amresco, Solon, USA)

Chlorid sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Chloroform (Penta, Praha,CR)

Isoamylalkohol (Amresco, Solon, USA)

Kyselina borita (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

Octan sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

M.R.S. Broth (Oxoid, Londyn, Velka Britanie)
Polyethylenglykol (PEG 6000) (Pliva-Lachema, Brno, CR)
Proteinaza K (Sigma, St.Louis, USA)

Tris-baze (Amresco, Solon, USA)

Tris-HCI (Amresco, Solon, USA)

4.1.2.2. Komponenty pro PCR

Voda pro injekce CSL 4 (Biotika, Slovenska Lup&a, SR) - dale oznadovana jako voda
pro PCR

Reakéni pufr kompletni pro Tag DNA polymerasu 1.1 (10x koncentrovany)

dNTP smés (10mM) (Top-Bio, Praha, CR)

Taq DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

DNA standard 100 bp Zebiicek (Malamité, Moravské Prusy, CR)

Oligonukleotidové primery LbLMA 1-rev, R16-1, F_delb IS, R_delb IS, (Generi-
Biotech, Hradec Kralové, CR)

PCR vkladaci pufr Yellow Load (TopBio, Praha, CR)
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4.1.3. Magnetické mikrocastice

Magnetické neporézni mikrocastice P(HEMA-co-GMA) o0x, byly pfipraveny
Ing. Danielem Horakem, CSc z Makromolekularniho ustavu AV CR v Praze. Vlastnosti
testovanych cCastic jsou uvedeny v Tabulce 1. Magnetické Castice Perovskit 439 (pokryté
vrstvou silikagelu) byly piipraveny doc. Ing. Emilem Pollertem, DrSc. z Fyzikalniho tstavu
AV CR v Praze. Castice byly dodany ve formé stabilni suspenze. Jejich velikost byla 24 nm.

Tabulka 1: Charakteristické vlastnosti ptipravenych magnetickych ¢astic

Castice Fe (% hm) | -COOH (mM/g) | Primér (um) | PDI
P(HEMA-co-GMA) 6,6 2,61 1,2 1,10
F-kol B30ox PGMA 6,0 0,42 0,7 1,07

F-kol 77 ox P(HEMA-co-GMA)
10,0 0,76 2,2 1,09

(1:1)

F-kol B 100 ox PGMA 54 0,67 0,7 1,16
F-kol 1350x PGMA 11,0 2,61 1,2 1,10

Pramér c¢astic D, byl stanoven z méfeni nejméné 500 mikrocastic pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu. Rozdéleni velikosti cCastic je charakterizovdno indexem

polydisperzity PDI (PDI = %, kde D, je priméma hmotnost Castic) [16].

n

Obr. 5. Fotografie magnetickych mikroc¢astic P(HEMA-co-GMA) pofizena skenovacim
elektronovym mikroskopem [13].
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4.1.4. Kultivaéni média a roztoky
4.1.4.1. Kultina¢ni média

e MRS médium s 0,05 % cysteinem
V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 52 ¢ MRS médium. Médium bylo sterilizovano
autokldvovanim (121 °C, 20 min), poté byl pfidan cystein (ze zasobniho roztoku
0 koncentraci 5 % byl 100x zfedén na vyslednou koncentraci 0,05 %).

e MRS agar s 0,05 % cysteinem
Do 1000 ml MRS média bylo ptidano 15 g agaru. Médium bylo sterilizovano autoklavovanim
(121 °C, 20 min), poté byl ptidan cystein.

4.1.4.2. Roztoky pro pripravu hrubych lyzati bunék

e roztok A
10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0); roztok byl pfipraven steriln¢ ze zasobnich
roztokt (1 M Tris-HCI, 0,5 M EDTA).

e roztok B
10mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), lysozym 3 mg/ml; roztok byl pfipraven
sterilné ze zasobnich roztokt (1 M Tris-HCI, 0,5 M EDTA), lysozym byl pfidan tésné pied
pouzitim roztoku.

4.1.4.3. Roztoky pro izolaci DNA

Roztoky pro fenolovou extrakci
e fenol (pH 7.8, ptedestilovany)
e CIZ (chloroform : isoamylalkohol 24:1)

Roztoky pro srazeni DNA ethanolem
e 3 M octan sodny
e ethanol 96 %

Pufr pro uchovavani DNA - TE pufr
e 10 mM Tris-HCI (pH 7,8)
e 1mMEDTA (pH 8,0)

4.1.4.4. Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu

TBE pufr (5x koncentrovany)

o Tris— baze 54 g
e kyselina borita 2759
e 0,5MEDTA (pH 8,0) 20 ml

Navazky byly smichany a doplnény destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. Pied
pouzitim byl pufr zfedén destilovanou vodou 10x.
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Nanaseci (stop) pufr (6x koncentrovany)

Nanaseci pufr se piipravi smichanim 0,04 g Ficoll s 0,25 g bromfenolové modii,
doplInén do 100 ml vodou a 0,5 M EDTA na vyslednou koncentraci 60 mM EDTA.
Roztok se pred pouzitim fedi vzorkem v poméru 1:5.

Ethidiumbromid (500 pg/ml). Roztok EtBr se fedi na koncentraci 0,5 pg/ml.

4.1.5.

4.2.

4.2.1.

Pristroje a pomicky

Magneticka separator Dynal MPC-S (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)

Mikropipety LABMATE o objemu 10 pl, 100 ul, 1000 pl (PZ HLT, VarSava, Polsko)
Termocycler PTC-100"™ (MJ Research, Watertown, USA)

Termocycler typ MiniCycler ™ (MJ Research, Watertown, USA)
Transluminator EB-20E (Ultra Lum, Paramount, USA)

Zartizeni pro elektroforézu OWL, model B3, model B1 (Own Scientific, Woburn,
USA)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Easy-Cast, model OSP-300 (Own
Scientific,Woburn, USA)

Digitalni fotoaparat Konica Minolta Dynage 2

Laboratorni sklo, umélohmotné laboratorni pomicky

Metody

Kultivace bakterii

1. Lyofilizaty bunék rozpusténé v tekuttm MRS médiu s cysteinem byly naoCkovany
ktfizovym roztérem na MRS agar s cysteinem a kultivovany za aerobnich podminek pii 37
°C, 48 h.

2. Lyofilizaty bun€k rozpusténé v tekutém MRS médiu byly naoc¢kovany do tekutého MRS
média (do Sml bylo naockovano 200ul lyofilyzatu) a kultivovany za aerobnich podminek
pti 37 °C, 24 h.

3. Byl zkontrolovan nartst kolonii na pevném MRS médiu a popsan vzhled kolonii.

4. Byl zkontrolovan rust kultury v tekutém MRS médiu a popsan.

4.2.2.

Izolace a identifikace bakterialni DNA metodou fenolové extrakce

4.2.2.1. Priprava bunék

1. Nejdfive se provedla vizualni kontrolu suspenze — zda zakalené médium obsahuje buriky.

2. Poté se ovetila Cistota bakteridlni kultury — vyockovanim kiizovym roztérem na pevné
MRS médium.

3. Kultura bunék narostld v tekutétm MRS médiu (1 ml) byla pfenesena do zkumavky
eppendorf.

4. Suspenze byla centrifugovana pii 15 000 ot/5 min.

o

Byl slit supernatan.

6. Sediment se nechal okapat.
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4.2.2.2. Lyze bunék

Sediment byl resuspendovan v 1 ml roztoku A (10 mM Tris-HCI/ 5 mM EDTA).
Suspenze byla centrifugovana pii 15000 ot/5 min, byl slit supernatant, sediment se
nechal okapat.

Bylo pfidano 80 pl roztoku B (10 mM Tris HCI/ 5 mM EDTA/lysozym (3 mg/ml)), smés
byla resuspendovana a bylo ptidanlo se 420 pl roztoku B.

Smés byla inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté.

K suspenzi se ptidalo 12,5 pul 20 % SDS (dodecylsulfat sodny — detergent) a 5 pl
proteinazy K (100 ug/ml; odstrafiuje proteiny, které jsou v sedimentu s DNA), bylo
promichano.

Vzorky byly inkubovany pii 55 °C do projasnéni roztoku do druhého dne.

4.2.2.3. Deproteinace DNA fenolovou extrakci

PP

K lyzéatu bunék byl pfidan stejny objem fenolu (pfedestilovany, pH 7,8) cca 500 pl.

Smés byla promichavana po dobu 4 min.

Smés byla centrifugovana se pii 15 000 ot/5 min.

Spickou s ustiizenym hrotem byla odebrana vodnid faze s DNA do ¢&isté zkumavky
(cca 300 pl).

K vodné fazi s DNA bylo pfidano 700 pl CIZ (chloroform:isoamylalkohol 24:1),
promichani po dobu 4 min.

Opét se centrifugovalo pfi 15 000 ot/5 min.

Vodni fazi s DNA byla odebréna do ¢isté zkumavky (cca 200 pl).

4.2.2.4. Srazeni DNA ethanolem

Ke vzorku DNA byla ptiddna 1/10 objemu 3 M octanu sodného (cca 20 pl), promichéano.
Byl pfidan 1 ml ethanolu (minimaln¢ 2,5 nasobek objemu pivodni smési (cca 550 ul) a
smés byla promichéna.

DNA se nechala vysrazet pii -20 °C po dobu minimalné 15 min.

Poté byla smés centrifugovana pii 15 000 ot/30 min, slit supernatan, dale se pracovalo se
sedimentem.

Sediment DNA byl ususen v exikatoru.

DNA byla rozpusténa v 100 pl TE pufru.

Takto pfipravena DNA byla nafedéna 10x v TE pufru a pouZita pro agar6zovou gelovou
elektroforézu

4.2.25. Rodové specificka PCR pro rod Lactobacillus [24]

Byl pouZit par primert:

e LbLMA 1-rev 5-CTC AAAACT AAACAAAGTTTC -3’
je navrzen z mezernikové oblasti mezi 16S a 23S rRNA a je rodové specificky

e RI16-1 5-CTT GTACAC ACCGCC CGTCA-3’
odpovida koncové sekvenci 16S rRNA genu a je primerem univerzalnim. Velikost
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produktu PCR je 250 bp.
SloZeni PCR smési

Slozeni PCR smési (objem 25 pl):

e vodaproPCR ......ccceevvviviieirc, 19,0 wl
e 10x reak¢ni pufr kompletni.............. 2,5 ul
e dNTP smés (10 mMM).........ccoeeveneee. 0,5 ul
e primer LoLMA 1-rev (10 pmol/ul)..0,5 ul
e primer R16-1 (10 pmol/ul)............... 0,5 ul
e Taq DNA polymerasal.l (1 U/ul).. 1,0 pul
e DNA matrice (10 ng/ul)................... 1,0

Priprava PCR smési s vyuzitim PPP master mixu
(Top-Bio, Tag-Purple DNA Polymerasa PCR Master Mix s 5 mM MgCl,)

V reakci byl pouzit 2x koncentrovany PPP Master Mix, coz umoziiuje rychlou
ptipravu reakéni smési bez nutnosti pipetovani jednotlivych komponent zvlast. PPP Master
Mix obsahoval 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, ptislusny pufr
(150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM (NH4),SO,4, 0,02 % Tween 20), 5 mM MgCl,,
stabilizatory, 100 U/ml Taq Purple DNA polymerasu, aditiva. Nandaseci pufr pro gelovou
elektroforézu PCR produktii neni nutno dodavat, jelikoz barvivo je jiZ ve smési obsaZeno.
Komponenty reakéni smési s vyuzitim PPP master mixu (25 pl):

e  PPP master MiX........cooovvreviivvenerinne 12,5 ul
e vodaproPCR............cviie9,5 1l
e primer LoLMA 1-rev (10pmol/ul)...0,5 ul
e primer R16-1 (10pmol/ul)................ 0,5 ul
e DNA matrice (10ng/pl).................... 1,0 ul

1. Do 200 ul eppendorfovych zkumavek byl rozpipetovan master mix (a 24 ul)

Do mikrozkumavek byl pfidan 1 pl DNA matrice (purifikovana DNA).

3. Mikrozkumavky byly umistény do termocykleru, na kterém byl nastaven pfislusny
program.

4. Po skonceni reakce se PCR produkt detekuje pomoci gelové elektroforézy (1,5 % gel,
60V/3h).

N

Amplifikace DNA na cykleru MJ Research 200
Program:

94 °C/5min

94 °C/1min — denaturace DNA

55 °C/Imin — hybridizace primert
72 °C/1min — syntéza DNA fetézce
28x krok 2,3,4
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94 °C/1min — denaturace DNA

55 °C/1min — hybridizace primert
72 °C/7min — syntéza DNA fetézce
10 °C

© oo N

Pti ptipravé PCR smési byla zatfazena negativni kontrola, tj.vzorek bez DNA, aby byla
vyloucena kontaminace jednotlivych komponent pro PCR. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita purifikovana DNA.

4.2.2.6. Polymerazova ietézova reakce s druhové specifickymi primery pro
Lactobacillus delbrueckii [25]

Byl pouzit par primert:
F_delb_IS 5"-CACTTG TACGTT GAAAACTGA ATATCT TAA -3’
R_delb_IS 5"-CGAACTCTCTGCGTCGCTTT -3’

Velikost produktu PCR je 94 bp.

SloZeni PCR smési:

e PPP master MiX........ccoocervrvrvnnanenn. 12,5 ul
e vodaproPCR.............oiien 9,51l
e primer F_delb_IS (10 pmol/ul)........ 0,5 ul
e primer R_delb_IS (10 pmol/ul).......... 0,5 ul
e DNA matrice (10 ng/ul).....c.ccoevenenen. 1,0 ul

Amplifikace DNA na cykleru MJ Research 200

Program:

1. 94 °C/10min

2. 94 °C/0,5min — denaturace DNA

3. 58 °C/0,5min — hybridizace primera
4. 72 °C/1min — syntéza DNA fetézce
5. 28x krok 2,3,4

6. 94 °C/0,5min — denaturace DNA

7. 58 °C/0,5min — hybridizace primert
8. 72 °C/10min — syntéza DNA fetézce
9. 10°C

4.2.2.7. Agarozova gelova elektroforéza bakterialni DNA a PCR produkti

Agarézova gelova elektroforéza byla pouzivana k ovéfeni pfitomnosti a kvality
izolované bakterialni DNA a k detekci produkti PCR. Byly pouzity gely o hustoté agardzy:
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0,8 % (k zjisténi pritomnosti a kvality izolované bakterialni DNA), 1,8 % (pro detekci
produktit PCR — detekce fragmentu o délce 250 bp).

4.2.2.8. Priprava gelu pro agarozovou gelovou elektroforézu

1.

V piipadé 0,8 % gelu: 0,8 g agardzy bylo smichano se 100 ml 0,5x koncentrované¢ho TBE
pufru.

Sm¢és byla rozvarena v mikrovinné troubé, tak aby vznikla homogenni sm¢s.

Roztok se nechal zchladnout na tepotu zhruba 60 °C a poté byl nalit do elektroforetické
vanicky s hifebinkem (je nutné, aby elektroforeticka vanicka leZela na vodorovné plose).
Gel se nechal 30 min tuhnout pfi laboratorni teploté.

Pted nanaSenim vzorku na gel byl vyjmut hiebinek.

NanasSeni vzorku DNA na gel

1.

Pozadované mnozstvi DNA (produktu PCR (15 - 25 pl) bylo smichano s nanaSecim
pufrem (3 nebo 5 pl). Pii detekcei produktu PCR byl pouzit velikostni standard (100 — 1500
bp)

Smés byla nanesena do komurky gelu.

Gel byl vloZen do elektroforetické vany. Je nutné gel vlozit do elektroforetické vany tak,
aby zéporn¢ nabitda DNA mohla migrovat k anodé. Gel byl prevrstven 0,5x
koncentrovanym TBE pufrem (do vySky 2 — 3 mm nad agar6zovy gel).

4.2.2.9. Priprava gelii pro agarosovou gelovou elektroforézu PCR produkti

Bylo postupovano stejné jako v kapitole 4.2.2.8. Byly ptipravovany 1,8 % gely o

objemu 100 ml.

4.2.2.10. Prubéh elektroforézy

1.

Elektroforéza byla spusténa zapnutim zdroje nastaveného na napéti 60 V. Separace
probihala tak dlouho, dokud nanéseci pufr nedomigroval do 2/3 délky agar6zového gelu.
Po skonceni elektroforézy byl gel obarven v 14zni s ethidiumbromidem (0,5 pg/ml) 1 h.
Obarveny gel byl prohliZzen na transilluminatoru v UV svétle. Pro dokumentaci byl gel
vyfotografovan digitdlnim fotoaparatem.

4.2.2.11. Izolace genomové DNA z hrubych lyzati pomoci magnetickych nosici

1.
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Smés pfipravena podle Tabulky 2. byla promichana a ponechana inkubovat 15 minut pii
laboratorni teploté.

Castice s navazanou DNA byly separovany pomoci magnetu 15 minut pii laboratorni
teploté.

Supernatant byl slit nebo odpipetovan. Byl uvolnén magnet z magnetického pasu.
Mikrozkumavka obsahujici nosi¢ s navazanou DNA byla promyta 70% ethanolem a
nasledovalo separovani ¢astic magnetem 2 minuty pii laboratorni teploté.



5. Mikrozkumavky byly suseny v horizontalni poloze do vypateni ethanolu (10 minut).

DNA byla eluovana do 25, 50, 100 pl TE pufru 15 minut pfi laboratorni teplot¢.

7. Céstice byly odseparovany magnetem 2 minuty pii laboratorni teploté a eluovana DNA
byla odpipetovana do ¢isté mikrozkumavky.

1S

Tabulka 2: Priprava separacni smési

kofnoggg:ant Komponenta PEG 6000 (16%)/(ul)
1. H,O 0 0 0
2. NaCl (5 M) 100 200 400
3. PEG 6000 (40 %) 100 200 400
4. magnetické ¢astice 25 50 100
5. vzorek DNA 25 50 100
Vysledny objem (ul) 250 500 1000

Separacni smés byla pfipravovana v eppendorfovych mikrozkumavkach o objemu 1,5 ml;
jednotlivé komponenty byly smichany v uvedenych pomérech a poradich, na agar6zovy gel
bylo nanaSeno 25 pl izolované DNA.

4.2.2.12. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Koncentrace DNA byla méfena pomoci piistroje NanoPhotometr, jehoz vyhodou je
minimalni spotfeba vzorku, ddle proméfeni absorbance pti riznych vinovych délkach A= 230,
260, 280 a 320 nm a vypocet koncentrace DNA daného vzorku. Jako slepy vzorek byl pouzit
TE pufr. Pii méfeni bylo pouzito vicko Imm Lid (Factor 5), coz v piipadé dsDNA znamena,
ze koncentraci DNA 1ze méfit v rozsahu 7 — 350 ng/pl.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Kontrola ¢istoty bakterialni kultury

Bakterialni kultury laboratornich kmenti Lactobacillus paracasei susp.paracasei CCDM
212, Lactobacillus delbrueckii CCM 71907 a Lactobacillus paracasei lock 0919 byly
kultivovany ptes noc v tekutém MRS mediu a nasledné byly rozetfeny kiizovym roztérem a
kultivovany pii 37 °C, 48 hodin na Petriho miskach s pevnym MRS mediem.

VSechny tii kmeny tvofily bilé kolonie s hladkym a lesklym povrchem, z ¢ehoz lze
usuzovat, ze bakterialni kultury byly ¢isté a tedy i vhodné pro izolaci bakterialni DNA.

5.2. Porovnani u¢innosti magnetickych nosi¢a F-kol a Perovskit
Piiprava rizné koncentrovanych roztoki DNA

Nejprve byla izolovana celkova DNA, narostla v tekutém MRS mediu, bakteridlnich
bundk Lactobacillus delbrueckii CCM 7190" fenolovou extrakei. Koncentrace celkové DNA
ziskaného hrubého lyzatu byla zméfena pomoci piistroje NanoPhotometr. Ze ziskanych udaji
koncentraci DNA byla DNA fedéna na pozadovanou koncentraci. Timto postupem byly
ziskany vzorky Lbd1 az Lbd5 s koncentracemi DNA v rozmezi 5,5 - 104,5 pg/ml (Tabulka 3).

Tabulka 3: Koncentrace DNA vzorki Lbdl az Lbd5 urcenda spektrofotometricky
(Lid FaCtOF 5, szorku: 6 Ml)

Vzorek ¢ A2zonm | Azeonm | Azsonm | Aszonm | Azeonm/Azgonm | Azeonm/A230nm
(ng/ml)
Lbdl 104,50 0,189 0,419 0,215 0,001 0,957 2,232
Lbd2 40,00 0,060 0,155 0,077 -0,006 1,951 2,483
Lbd3 25,90 0,065 0,100 0,049 -0,004 1,975 1,527
Lbd4 15,65 0,058 0,069 0,041 0,007 1,839 1,252
Lbd5 5,50 0,008 0,015 0,004 -0,007 2,070 1,080

Pouzité magnetické castice

Dale byly ptipraveny suspenze magnetickych ¢astic, F-kol 77 ox, F-kol B 100 ox, F-
kol 135 ox, F-kol B 300 ox ve sterilni ve vod¢ tak, aby koncentrace magnetickych ¢astic byla
2 mg/ml. Magnetické Castice Perovskit 439 byly dodany ve form¢ stabilni suspenze a byly
pouZity bez dalsi Upravy.

Urdeni koncentrace magnetickych nanoc¢astic perovskit 439

Koncentrace magnetickych nanocasttic Perovskit 439 byla zjiSténa odpafenim
rozpoustédla ze 400 plsuspenze Perovskitu 439 v mikrozkumavkach. Koncentrace
magnetickych nanocastic byla 1,88 mg/ml.
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Separace DNA uzitim magnetickych ¢astic

Jednotlivé komponenty pro izolaci DNA magnetickymi casticemi (500 pl) byly
ptipraveny dle postupu uvedeného v Tabulce 2 v kapitole 4.2.2.11. DNA byla z magnetickych
nosicl reversibilng¢ imobilizovana do 50 pl TE pufru o pH = 8,0. Izolovana DNA (25 pl) byla
nasledné nandsena na agarosovy gel (0,8%) a byla provedena elektroforéza (L zna¢i DNA
standard 100 bp zebticek) (Obr. 6). Jednotlivé béhy na gelu Obr. 6. jsou popsany ve
schématu.

Obr. 6: Agardzova gelova elektroforéza DNA kmene Lactobacillus delbrueckii CCM 71907
Vv zéavislosti na pouzitych magnetickych casticich.

SRR S :
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Schéma naneseni vzorkil na agar6zovy gel

Pouzité magnetické ¢astice / béh Eislo
Vzorek| F-kol F-kol F-kol F-kol | Perovskit

DNA | B30 ox 77 0X B100 ox | 135 ox 439
Lbd1 1 2 3 4 5

Lbd2 6 7 8 9 10
Lbd3 11 12 13 14 15
Lbd4 16 17 18 19 20
Lbd5 21 22 23 24 25




Ovéfeni Kkvality izolované DNA kmene Lactobacillus delbrueckii CCM 71907 s vyuZitim
magnetickych nosi¢i pomoci polymerazové retézové reakce s primery specifickymi pro
Lactobacillus delbrueckii (PPP Master Mix)

Koncentrace izolované DNA byla velmi nizka (mensi nez 1 ng/ul) nebot' nebyla
méfitelnd ani pomoci NanoPhotometru a nebyla detekovana na agar6zovém gelu (Obr.
BBO01). Skutec¢nost, ze byla izolovana bakterialni DNA kmene Lactobacillus delbrueckii
CCM 7190" pomoci viech testovanych magnetickych nosi¢ byla ovéiena pomoci PCR (Obr.
7). Byly ziskany PCR produkty (94 bp) ruzné intenzity. Z Obr. 7 je patrné, ze mnozstvi
eluované DNA zavisi na mnozstvi DNA ve vzorku. Jako nejucinngjsi se jevily nosi¢e F-kol
B100 ox, F-kol 135 ox a Perovskit 439.

Obr. 7: Agarézova gelova elektroforéza PCR produktd (94 bp) ptislusnych supernatant po
izolaci DNA magnetickymi &asticemi (Lactobacillus delbrueckii CCM 71907)
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Schéma naneseni vzorki na agarézovy gel

Koncentrace
DNA pted
B¢h Magnetické Castice separaci ng/ul) PCR
1 F-kol B30 ox 104,50 ++
2 F-kol 77 ox 104,50 ++
3 F-kol B100 ox 104,50 +++
4 F-kol 135 ox 104,50 +++
5 Perovskit 439 104,50 +++
6 F-kol B30 ox 40,00 ++
7 F-kol 77 ox 40,00 ++
8 F-kol B100 ox 40,00 +
9 F-kol 135 ox 40,00 ++
10 Perovskit 439 40,00 +
11 F-kol B30 ox 25,90 +
12 F-kol 77 ox 25,90 +
13 F-kol B100 ox 25,90 ++
14 F-kol 135 ox 25,90 +
15 Perovskit 439 25,90 ++
16 F-kol B30 ox 15,65 +/-
17 F-kol 77 ox 15,65 +/-
18 F-kol B100 ox 15,65 +
19 F-kol 135 ox 15,65 +
20 Perovskit 439 15,65 +
21 F-kol B30 ox 5,50 +/-
22 F-kol 77 ox 5,50 +/-
23 F-kol B100 ox 5,50 +/-
24 F-kol 135 ox 5,50 +/-
25 Perovskit 439 5,50 +/-
L DNA standard 100bp / /
P pozitivni kontrola (17 ng/pl) / +++
N negativni kontrola / -
- DNA nebyla detekovana
+/- DNA byla detekovana velmi slabé
+ DNA dyla detekovana v malém mnoZstvi
++ DNA byla detekovana ve vétSim mnozstvi
+++  DNA byla detekovéana ve velkém mnozstvi
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5.3. Izolace bakterialni DNA laboratorniho kmene Salmonella typhimurium LT2-18
pomoci magnetickych nosi¢i v riznych reakénich objemech

Izolace bakteridlni DNA laboratorniho kmene Salmonella typhimurium LT2-18 o
koncentraci DNA 65,9 ng/ul byla provedena pomoci magnetickych ¢astic P(HEMA-co-GMA) ox
a Perovskit 439 v riznych vyslednych objemech 500 a 1000 pl separa¢nich smési (Tabulka
2). Postup separace DNA magnetickymi nosi¢i je uveden v kapitole 4.2.2.11.

Izolovana DNA (25 pl) byla nanésSena na agarozovy gel (0,8%) a podrobena elektroforéze
(Obr. 8)

Obr. 8: Agardzova gelova elektroforéza bakterialni DNA kmene Salmonella typhimurium
LT2-18 pomoci magnetickych nosici P(HEMA-co-GMA) ox a Perovskit 439

Schéma naneseni vzorki na agarozovy gel

Magnetické ¢astice / Objem Koncentrace_
Béh separacni DNA | DNA po eluci
DNA . .
smési (ul) (ng/ul)
1 Perovskit 439 500 + 10,5
2 | P(HEMA-co-GMA) ox 500 +/- 2,75
3 Perovskit 439 1000 + 5,75
4 | P(HEMA-co-GMA) ox 1000 - 15
5 DNA standard 100bp

- DNA nebyla detekovana
+/- DNA byla detekovana velmi slabé
+ DNA dyla detekovana v malém mnozstvi

Z vysledkd gelové elektroforézy lze usoudit, ze magnetické Castice Perovskit 439 jsou
schopny na sviij povrch adsorbovat (a nasledné pii eluci uvolnit) mnohem vétsi mnozstvi
bakterialni DNA nez ¢astice P(HEMA-co-GMA) ox.
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5.4.  lIzolace bakterialni DNA laboratorniho kmene Salmonella typhimurium LT2-18
pomoci magnetickych nosi¢i pri riznych teplotach a riznych hodnotach pH TE
pufru

Byla izolovana bakterialni DNA laboratorniho kmene Salmonella typhimurium LT2-18
0 koncentraci DNA 20,5 ng/ul pomoci magnetickych nosici P(HEMA-co-GMA) ox a
Perovskit 439. Eluce DNA byla provadéna pomoci TE pufri o pH 8,0; 8,5; 9,0 pii teplotach
20 a 70 °C. Dale bylo zkoumano, zda lze dosdhnout vyssSich vytézkii eluované DNA pfii
dvojnasobném pouziti TE pufru stejného objemu pii teploté 70 °C. Vysledny objem separacni
smé&si S magnetickymi ¢asticemi byl 500 pl.

Izolovana DNA (25 pl) byla nanasena na agardézovy gel (0,8 %) a podrobena
elektroforéze (Obr. 9). Postup izolace bakterialni DNA je uveden v kapitole 4.2.2.11.

Obr. 9: Agarézova gelova elektroforéza supernatanti po izolaci DNA z bun¢k Salmonella
typhimurium LT2-18 pomoci magnetickych nosi¢i P(HEMA-co-GMA) ox a Perovskit 439.
Vliv teploty a pH TE pufru na mnozstvi izolované DNA.

.
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Schéma naneseni vzorkil na agar6zovy gel

o ea Teplota Koncentrace | VytéZzek
pep | Magneticke castice /| pH TE eﬁﬂce Eluce DNA |DNA| DNA po se;yatarace
DNA pufiu | oy eluci (ng/ul) | (%))

1 Perovskit 439 8,0 20 1 x50 pl + 2,75 13
2 Perovskit 439 8,5 20 1 x50 ul + 4,75 23
3 Perovskit 439 9,0 20 1 x50 ul + 4,5 28
4 | P(HEMA-co-GMA) ox | 8,0 20 1 x50 ul +/- 0,5 2
5 |P(HEMA-co-GMA)ox| 85 20 1x50pl | +- 2,25 11
6 |P(HEMA-co-GMA)ox| 9,0 20 1x50pu | +- 1.38 7
7 Perovskit 439 8,0 70 1 x50 ul + 5,75 28
8 Perovskit 439 8,5 70 1 x50 ul + 5,25 26
9 Perovskit 439 9,0 70 1 x50 ul + 4,50 22
10 | P(HEMA-co-GMA) ox | 8,0 70 1 x50 ul +/- 2,00 10
11 |P(HEMA-co-GMA) ox| 85 70 1x50pul | +- 2,75 13
12 | P(HEMA-co-GMA) ox| 9,0 70 1x50pul | +- 2,75 13
13 Perovskit 439 8,0 70 2XxX25ul +/- 4,00 20
14 Perovskit 439 8,5 70 2XxX25ul +/- 4,25 21
15 Perovskit 439 9,0 70 2x25ul +/- 6,75 33
16 | P(HEMA-co-GMA)ox | 8,0 70 2x25ul - 3,00 15
17 | P(HEMA-co-GMA) ox | 8,5 70 2XxX25ul - 2,75 13
18 |P(HEMA-co-GMA) ox| 9,0 70 2 x 25 pl - 4,00 20
L | DNA standard 100bp

- DNA nebyla detekovana

+/- DNA byla detekovana velmi slabé

+ DNA dyla detekovana v malém mnoZstvi

Vytézek separace v procentech byl pocitan jako podil hmotnosti DNA ve vzorku po separaci
magnetickymi ¢asticemi ku hmotnosti DNA ve vzorku pted separaci mikrocasticemi.

MpnA po separaci

Vytézek separace o) =

MDNA pied separaci

*100

Z vysledku gelové elektroforézy je patrné, Ze nejvysSsi eluéni schopnosti vykazovaly
magnetické nanocastice Perovskit 439 pii teploté 70 °C a pH 8,0 — 8,5 (b¢h 7 a 8).

Pomoci magnetickych nosi¢tu Perovskit 439 i P(HEMA-co-GMA) ox byla izolovana
bakterialni DNA laboratorniho kmene Salmonella typhimurium LT2-18. Koncentrace DNA,

zjisténa spektrofotometricky se pohybovala pii pouziti

v rozmezi 0,5 - 4 ng/ul a nanocastic Perovskit 439 v rozmezi 2,75 — 6,75 ng/ul.
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5.5. Izolace bakterialni DNA z hrubych lyzati bunék Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei CCDM 212 s vyuzitim magnetickych nosi¢u Perovskit 439

Nejprve byla izolovana celkova DNA, narostla v tekutém MRS mediu (6 ml),
bakterialnich bunék Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 212 fenolovou extrakci.
Koncentrace celkové DNA byla zméfena spektrofotometricky. Ze ziskanych tdaju
koncentraci DNA byla tato DNA nafedéna na pozadovanou koncentraci. Timto postupem
byly ziskany vzorky Lbpl az Lbp5 s koncentracemi DNA Vrozmezi 7,87 - 192 pg/ml
(Tabulka 4).

Tabulka 4: Koncentrace DNA vzorkd Lbpl az Lbp5 urcend spektrofotometricky
(Lid FaCtOI’ 5, szorku: 6 Hl)

Vzorek | ¢ ( pg/ml) | Aozonm | Azeonm | Azgonm | Aszonm | Azeonm/Azgonm | Az260nm/A230nm
Lbpl 192,00 0,352 0,806 0,368 0,008 2,140 2,231
Lbp2 97,90 0,173 0,398 0,175 0,007 2,428 2,448
Lbp3 48,65 0,068 0,187 0,085 0,008 2,105 2,637
Lbp4 17,05 0,007 0,058 0,017 0,010 2568 | -
Lbp5 7,88 0,007 0,023 0,010 0,007 3,750 | -

Priprava nanocastic Perovskit 439 o riiznych koncentracich.

Postupnym fedénim zésobniho roztoku Perovskit 439 sterilni vodou byly pfipraveny
roztoky Perovskit 439 o nasledujicich koncentracich: 1,875; 0,938; 0,469; 0,234; 0,117 a
0,059 pg/ml. K izolaci bakterialni DNA laboratorniho kmene Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei CCDM 212 byly pouzity vzorky Lbpl az Lbp5 v rozmezich koncentraci DNA
7,88 - 192 pg/ml a magnetické nanocastice Perovskit 439 o koncentracich v rozmezi 0,059 -
1,875 pg/ml (celkovy objemem separacni smési byl 500 pl). DNA byla nasledné eluovana do
50 pl TE pufru o pH = 8. Na gel bylo nanaseno 25 pl DNA. (Obr. 10, Graf 1).

Graf 1: Koncentrace DNA laboratorniho kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
CCDM 212 po magnetické separaci nanocasticemi Perovskit 439 (popis viz Obr. 10)
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Obr. 10. Agarozova gelova elektroforéza bakterialni DNA izolované z Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei CCDM 212 magnetickymi nano¢asticemi Perovskit 439
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Schéma naneseni vzorkil na agar6zovy gel

Koncetrace DNA Koncetrace Vytézek
Béh pted separaci Perovskitu 439 DNA Koncetrac_e DNA separace
po separaci (ng/pl)
(ng/pl) (ng/pl) (%)
1 192,00 1,875 +++ 61,5 32
2 192,00 0,938 +++ 24,2 13
3 192,00 0,469 ++ 75 4
4 192,00 0,234 - - -
5 192,00 0,117 +/- - -
6 192,00 0,059 + 6,8 4
7 97,90 1,875 ++ 36,8 38
8 97,90 0,938 ++ 27,3 28
9 97,90 0,469 + 19,3 20
10 97,90 0,234 +/- 9,25 9
11 97,90 0,117 - 35 4
12 97,90 0,059 - 6,0
13 48,65 1,875 + 17,8 37
14 48,65 0,938 + 17,8 37
15 48,65 0,469 + 11,2 23
16 48,65 0,234 +/- 55 11
17 48,65 0,117 - 3,0 6
18 48,65 0,059 - 2,3 5
19 17,05 1,875 +/- 9,5 56
20 17,05 0,938 +/- 6,8 40
21 17,05 0,469 +/- 5,5 32
22 17,05 0,234 - 2,8 16
23 17,05 0,117 - 1,8 10
24 17,05 0,059 - 35 21
25 7,88 1,875 - 3,8 48
26 7,88 0,938 - 6,3 79
27 7,88 0,469 - 4,8 60
28 7,88 0,234 - 45 57
29 7,88 0,117 - 6,5 82
30 7,88 0,059 - 4,5 57
L DNA standard
(100 bp zebticek)

+/-

++

+++

DNA nebyla detekovana

DNA byla detekovéana velmi slabé

DNA dyla detekovana v malém mnoZzstvi
DNA byla detekovana ve vétSim mnozstvi

DNA byla detekovana ve velkém mnozstvi
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Ucinnost nanoé&astic Perovskit 439

Dale bylo zkoumano mnozstvi DNA (ng), které je schopno reversibilné imobilizovat
uzitim jednoho nanogramu (pfepocteno na susinu) Perovskitu 439 (Tabulka 5, Graf. 2).

Tabulka 5. Zavislost mnozstvi reversibilné imobilizované DNA (L. paracasei subsp.
paracasei CCDM 212) na koncentraci DNA a mnozstvi magnetickych nanocastic Perovskit
439.

Imobilizovana
N Korvlcetrace DI\,IA Koncetrace DNA | Perovskit 439 DNA
Béh | pfed separaci .
(ng/ul) po separaci (ng/ul) (ng/ul) ng /_ng
Perovskitu 439
1 192,00 61,5 1,875 32,8
2 192,00 24,2 0,938 25,8
3 192,00 7,5 0,469 16,0
4 192,00 - 0,234 0,0
5 192,00 - 0,117 0,0
6 192,00 6,8 0,059 1144
7 97,90 36,8 1,875 19,6
8 97,90 27,3 0,938 29,1
9 97,90 19,3 0,469 41,2
10 97,90 9,25 0,234 39,5
11 97,90 3,5 0,117 29,9
12 97,90 6,0 0,059 101,7
13 48,65 17,8 1,875 9,5
14 48,65 17,8 0,938 19,0
15 48,65 11,2 0,469 23,9
16 48,65 5,5 0,234 23,5
17 48,65 3,0 0,117 25,6
18 48,65 2,3 0,059 38,1
19 17,05 9,5 1,875 51
20 17,05 6,8 0,938 7,2
21 17,05 55 0,469 11,7
22 17,05 2,8 0,234 11,8
23 17,05 1,8 0,117 15,0
24 17,05 3,5 0,059 59,3
25 7,88 3,8 1,875 2,0
26 7,88 6,3 0,938 6,7
27 7,88 4,8 0,469 10,1
28 7,88 4,5 0,234 19,2
29 7,88 6,5 0,117 55,6
30 7,88 4,5 0,059 76,3
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Graf 2. Zavislost mnozstvi reversibiln¢ imobilizované DNA (L. paracasei subsp. paracaseli
CCDM 212) na koncentraci DNA ve vzorku a mnoZzstvi magnetickych nanoc¢éstic Perovskit
439
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Z vysledki uvedenych v Tabulce 5 a Grafu 2 1ze usuzovat, ze pii vysokych koncentracich
DNA se s klesajici koncentraci (mnozstvim) Perovskitu 439 snizuje uc¢innost separace. Je to
zpiisobeno pravdépodobné tim, Ze mnozstvi DNA ve vzorku je ve velmi vysokém nadbytku.
Dalo by se fici, Zze koncentrace DNA je na konstantni urovni. Tedy ucinnost reversibilni
imobilizace je pfimo imérna koncentraci (mnoZstvi) magnetického nosice.

Naopak pfti nizkych koncentracich (mnozstvich) DNA a vysokych koncentracich
(mnozstvich) magnetickych nanoc¢éstic nedochéazi témet k zadné desorpci DNA do vhodného
analytu, TE pufru, protoZe imobilizace DNA neni plné reversibilni. Tedy V zéavislosti na
alesponn odhadované koncentraci (mnozstvi) DNA ve vzorku by bylo vzdy vhodné volit
koncentraci (mnoZstvi) magnetickych nanocastic.
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Ovéreni kvality izolované DNA pomoci polymerazové retézové reakce s rodové
specifickymi primery pro rod Lactobacillus.

Kvalita izolované DNA kmene L. paracasei subsp. paracasei CCDM 212 byla ovétena
pomoci polymerazové fetézové reakce (Obr. 11.). Objemy jednotlivych komponent a program
pro PCR jsou uvedeny v kapitole 4.2.2.5.

Obr. 11. Agarézova gelova elektroforéza PCR produkti (250 bp) po izolaci DNA
nanocasticemi Perovskit 439 (L. paracasei subsp. paracasei CCDM 212)

1 234 56 7 8 910 1112 13 1
B LR P M S W R SR R LR P

250 bp

250 bp
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Schéma naneseni vzorku

. Koncetrace DNA pied. Perovskit 439 Koncetrace DNA
B¢h . PCR .
separaci (ng/ul) (ng/ul) po separaci (ng/pul)
1 192,00 1,875 +++ 61,5
2 192,00 0,938 +++ 24,2
3 192,00 0,469 +++ 7,5
4 192,00 0,234 +++ -
5 192,00 0,117 +++ -
6 192,00 0,059 +++ 6,8
7 97,90 1,875 +++ 36,8
8 97,90 0,938 +++ 27,3
9 97,90 0,469 +++ 19,3
10 97,90 0,234 +++ 9,3
11 97,90 0,117 ++ 3,5
12 97,90 0,059 ++ 6,0
13 48,65 1,875 ++ 17,8
14 48,65 0,938 +++ 17,8
15 48,65 0,469 +++ 11,2
16 48,65 0,234 ++ 55
17 48,65 0,117 ++ 3,0
18 48,65 0,059 ++ 2,3
19 17,05 1,875 ++ 9,5
20 17,05 0,938 ++ 6,8
21 17,05 0,469 ++ 55
22 17,05 0,234 ++ 2,8
23 17,05 0,117 ++ 18
24 17,05 0,059 ++ 3,5
25 7,88 1,875 ++ 3,8
26 7,88 0,938 ++ 6,3
27 7,88 0,469 ++ 4,8
28 7,88 0,234 + 4,5
29 7,88 0,117 + 6,5
30 7,88 0,059 + 4,5
DNA standard
L (100 bp Zebticek) / / /
P pozitivni kontrola (10 ng/ul) - +++ -
N negativni kontrola / / /

++
+++

DNA nebyla detekovana

DNA byla detekovana v malém mnozstvi
DNA byla detekovéana ve vét§im mnozstvi
DNA byla detekovana ve velkém mnozstvi
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Kvalita izolované DNA kmene L. paracasei subsp. paracasei CCDM 212 eluované
Z magnetického nosic¢e Perovskit 439 o riznych koncentracich byla ovéfena metodou PCR.
Po amplifikaci 1 pl eluati byly ziskany PCR produkty pfiblizn¢ stejné intenzity. Z Obr. 11 je
patrné ze magnetickou separaci nanocasticemi Perovskit 439 byla ziskdna DNA vysoké
kvality a v dostatecném mnozstvi.
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ZAVER

Z hrubého lyzatu bunék Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 212 a
Lactobacillus delbrueckii CCM 7190" byla bakterialni DNA izolovana fenolovou extrakci.
Izolovana bakterialni DNA byla pouzita pro testaci 5 druhti magnetickych mikrocastic (F-kol
77 ox, F-kol B 100 ox, F-kol 135 ox, F-kol B 300 ox, P(HEMA-co-GMA) 0x) a nové
syntetizovanych magnetickych nanocastic Perovskit 439. Separace byla provadéna i s DNA
laboratorniho kmene Salmonella typhimurium LT2-18.

Magnetickou separaci nanocasticemi Perovskit 439 bylo ziskano ptiblizné dvojnasobné
mnozstvi DNA nez pii pouziti mikro¢astic P(HEMA-co-GMA). V piipadé izolace
magnetickymi ¢asticemi Perovskit 439 bylo eluovano vétsi mnozstvi DNA pouzitim TE pufru
0 pH 8.0 a teploté¢ 70 °C. Dale bylo zjisténo, Ze separace vzorka s nizkym obsahem DNA je
vhodnéjsi provadét s niz§im mnozstvim magnetickych ¢astic, protoze eluce DNA z nosicl
probiha pravdépodobné jen casteCné reversibilné a cast DNA zistdva navazand na
nanocasticich. U vzorkll s vysokym mnozstvim DNA je mnozstvi eluované DNA piimo
umérné mnozstvi pouzitych ¢astic. Kvalita izolované DNA magnetickymi ¢asticemi byla
oveétena pomoci amplifikace v PCR. Bylo zjisténo, ze i kdyz magnetickymi nosi¢i bylo
izolovano rizné mnozstvi DNA, kvalita izolované DNA byla vzdy Vv kvalit¢ vhodné pro
PCR..

Nanocastice Perovskit 439 mély proti ostatnim magnetickym nosi¢tim nejlepsi separa¢ni
vlastnosti a bylo jimi izolovano nejvétsi mnozstvi DNA. Pro jejich dalsi vyuziti pii analyze
realnych vzorku je vSak tieba tyto ¢astice i metodu izolace dale optimalizovat.
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