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Shrnuti

PCR analyza patfi mezi jednu z nejCastéji vyuzivanych metod molekularni
biologie, avsak i tato metoda ma urcité limitace. VSechny pouzivané reagencie musi
byt skladovany v mraznicce a maji jen omezeny pocCet rozmrazeni. DNA je
konvencné skladovana v mrazni¢ce jako reagencie pouzivané pfi PCR reakci. Dnes
ke standardnimu skladovani existuji i alternativni mozZnosti skladovani DNA
pfi pokojové teploté ve formé FTA karty i ve formé vysuSeného prasku (vysouseni
DNA pomoci lyofilizace, sprejovani za pokojové Ci snizené teploty). K alternativnimu
zpusobu skladovani jak DNA, tak i reagencii pouzivanych pfi PCR je mozno pouzit tfi
sacharidy - trehal6zu, pullulan a xanthan, u kterych byly prokazany protektivni u€inky
na proteiny ¢i DNA skladovanych pfi pokojoveé teploté.

V experimentalni ¢asti byly provadény testy inhibice. Na zakladé vysledku byly
vybrany roztoky sacharidd pro testovani stability. B&€hem testovani stability bylo
zjisténo, ze roztoky sacharidl nevykazuji protektivni Ucinky vaéi Taq polymeraze,
proto byla k vysuSené smési dodana spolu s vodou pfi rehydrataci smési. Testy
stability probihaly po dobu 16 tydnd. Bylo zjisténo, ze nejlepSi protektivni ucinky
vykazoval 0,8% roztok xanthanu a naopak nejhorSi protektivni ucinek vykazuje
4% roztok pullulanu, u kterého bylo jiz vtydnu 10 zaznamenano zpozdéni signalu

natolik vyrazné, Ze se dostalo mimo detekéni rozsah PCR protokolu.



Summary

The PCR analysis is one of the most used metods in molecular biology in spite
its certain limitations. All reagents used during an analysis must be stored
in a freezer and freeze-thaw cycles are limited. While DNA is usually stored
in a refrigerator alongside reagents, there nowadays exist alternative room
temperature storage metods such as FTA cards or dried DNA powder (prepared
by lyophlisation, spray-drying, spray-freeze drying). Three saccharides — trehalose,
xanthan and pullulan - can be used for alternative room temperature storage of DNA
and reagents used in PCR analysis.

Inhibition testing was performed in the experimental part of the thesis.
Saccharide solutions were chosen for stability testing based on the results obtained
during inhibition testing. It was discovered that no saccharide solution had
a protective effect towards Taqg polymerase. Due to this fact, Taq polymerase was
added to dried mixture with water during rehydratation. Stability testing took
16 weeks and it was discovered that the best protective effect is achieved
by 0.8% solution of xanthan, while the worst protective effect is produced by using
4% solution of pullulan, which by week 10 showed that the delay of signal has grown

significantly, even beyond the scale of PCR protocol.
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1 Cil prace

Cilem diplomové prace je 1) vypracovat literarni reSerSi na téma stabilizace
PCR reagencii pro jejich uchovani pfi pokojové teploté a 2) otestovat aditiva PCR,
které mohou zvysit stabilitu reagencii bez negativniho ovlivnéni specificity, senzitivity
a limitu detekce PCR.

V literarnim pfehledu jsou popsany moznosti uchovani DNA pfi pokojové
teploté a vlastnosti tfi vybranych stabilizacnich biopolymerd (pullulanu, xanthanu,
trehaldzy), které jsou testovany v experimentalni ¢asti.

V experimentalni ¢asti diplomové prace jsou provadény testy inhibice a testy
stability PCR reagencii po pfidani polysacharidd pullulanu, xanthanu, trehalézy
jednotlivé €i v jejich kombinaci. Vliv téchto aditiv je vyhodnocen pomoci metody real-

time PCR v riznych dobach uchovavani.



2 Uvod

Tato prace se zabyva stabilizaci PCR (polymerase chain reaction) reagencii
pouzivanych k in vitro amplifikaci DNA (Kermekchiev et al., 2003). Pfestoze je
metoda PCR hojné vyuzivana, ma své limity. Jednim z téchto limit( je nutnost béhem
postupu nékolikrat pipetovat velmi malé objemy chemikalii. VétSina chemikalii
pouzivanych pfi PCR je nachylna k degradaci, zvlasté pokud nejsou tyto chemikalie
spravné skladovany. Chemikalie pouzivané pro PCR analyzu jsou Taq polymeraza,
MgCl,, dNTPs, TrisCl pufr a vhodny par primer(. Jednotivé chemikalie se od sebe lisi
svou stabilitou; nejméné stabilnimi €i nejvice senzitivnimi na pocet rozmrazeni a
opétovného zamrazeni je Taq polymeraza a primery. Dobu exspirace zkracuiji:
skladovani pfi neoptimalni teploté, pocCet rozmrazeni, pfitomnost CO, a pouzité
rozpoustédlo, Stabilita roztoku MgClI, je relativné vysoka, i kdyZz po kontaktu s CO,
mulze dochazet ke zménam pH a nasledné i k vysolovani. Na stabilitu dNTPs ma
velky vliv jejich forma, jelikoZ jsou dodavany ve formé méné stabilnich sodnych ¢i
vice stabilnich lithiovych soli. TrisCl pufr se sklada
z Tris(hydroxymethyl)aminomethanu (pH 8,4) a KCI. Stabilita tohoto roztoku je
relativné vysoka v porovnani s ostatnimi slozkami PCR smeési. Stabilita primer(
je relativné nizka; uvadi se, Ze pocCet rozmrazeni by nemél byt vy$§i nez ffi
pro zachovani jejich funkce. Zaroven stabilitu ovliviiuje irozpoustédlo - primery
mohou byt rozpustény ve vodé ¢i TE pufru. Pokud jsou rozpustény v TE pufru, je
stabilita primerd vysSi, jelikoz nedochazi k jejich kyselé hydrolyze a rozkladu
DNazami. Pro dosaZzeni maximalni doby exspirace skladujeme PCR reagencie
pfi -20°C a minimalizujeme pocet rozmrazeni a nasledovného zamrazeni.

Pro stabilitu DNA pfi dlouhodobém skladovani jsou dulezité podminky
skladovani a stabilita téchto podminek. Na kvalitu a stabilitu DNA ma dale vliv
pfitomnost antikoagulantd a riznych enzymua naruSujicich stabilitu DNA, dalSim
faktorem je teplota uchovani vzorku. Ke vzorkim krve, ze kterych je nasledné
extrahovana DNA, je pfidano antikoagulacni Cinidlo. EDTA je casto vyuzivané
antikoagulans, jelikoz inhibuje DNazy a neovliviiuje kvalitu extrahované DNA, avsak

ovliviiuje koncentrace hofecnatych iontl u ,downstream*® aplikaci. Heparin neni pfilis
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vhodny antikoagulans, jelikoz se vaze na DNA béhem purifikace a dokonce inhibuje
Taq polymerazu béhem PCR reakce. Stabilitu DNA narusuji i pfitomné enzymy,
jakymi jsou nukleazy (exonukleazy €i endonukleazy).

DNA je vsoucCasnosti mozno uchovavat nékolika zplUsoby. Nejvice
pouzivanou metodou pro uskladnéni DNA je uchovani v lednici ¢i mrazni¢ce. ZpUsob
skladovani je zavisly i na dobé&, po kterou je DNA skladovana. Pro kratkodobé
skladovani je vhodné skladovani v lednici, naopak pro dlouhodobé skladovani je
vhodné skladovani jen v mrazni¢ce. Tento pfistup ma urcité nevyhody, jakymi jsou
naroc¢nost na prostor a vnemalé mife i zna¢na finanéni zatéz (nakup mrazni¢ek a
zalozniho zdroje elektrické energie, mésicni platba elektrické energie). DNA je
mozné skladovat i ve vysuSené formé pfi pokojové teploté v podobé FTA karty,
ve formé& vysuSeného prasku (vysouSeni DNA pomoci lyofilizace, sprejovani
za pokojové Ci snizené teploty). Dal8i moznosti jak uchovat vysusenou DNA ¢i PCR
reagencie (napf. proby pouzivané u real-time PCR ¢&i Taq polymerazy) pfi pokojové
teploté je skladovani spolu se stabilizacnim Cinidlem, nejCastéji se jako stabilizatory
pouzivaji tfi biopolymery — trehal6za, pullulan a xanthan (Zagon et al., 2012, Nomura
et al., 2003, Norefa et al., 2015).
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3 Literarni prehled

3.1 Molekularné genetické CE-IVD testy

Molekularni diagnostika je rychle se vyvijejici oblast pouzivana k detekci celé
fady geneticky podminénych nemoci, virovych a bakterialnich patogenl, ale
i k forenznim (Ubertelli et al., 2007). IVD (in vitro diagn6za/diagnostické) produkty
jsou reagencie, pfistroje a systémy vyuzivané v diagnostice nemoci ¢i k determinaci
zdravi a nasledné klécbé&, zmirnéni ¢&i prevenci onemocnéni popf. nasledku
onemocnéni. Tyto produkty jsou vyuzZivany k odbéru, pfipravé a vySetfeni vzorku.
IVD produkty jsou klasifikovany do tfi tfid na zakladé rizika a mnoZstvi kontrol, které
vyzaduji. Tfida | vyzaduje obecnou kontrolu produktd, tfida Il vyzaduje obecnou
kontrolu, ale i specialni kontrolu a tfida Ill vyZzaduje obecnou kontrolu a zarover
schvaleni pfed uvedenim na trh (http://www.fda.gov). IVD se provadi IVD pfistroji
za pouziti vhodnych chemikalii. Pfistroje vyuZivané k této diagnostice musi splfiovat
pfisna kritéria analyzy, bezpecCnosti pro pacienta a pro obsluhu (Mannonen et
Riikonen, 2006). Veskeré IVD produkty jsou regulovany direktivou EU 98/79/EC.
To znamena, ze musi projit certifikaci a zkratka CE neboli ,Conformité Européenne”
znamena schaleno EU. CE oznaceni znamena, Ze vyrobce prohlasuje, Zze produkt
splfuje zakladni pozadavky relevantni pro zdravi, bezpecnost a prostfedi a mize byt
legalné uvedeny na trh v EU (http://www.ce-marking.org). CE-IVD certifikace
garantuje, Ze vSechny produkty, vyrobené v urcitém ¢asovém obdobi, maji stejnou
kvalitu a Cistotu, a tim padem vysokou reprodukovatelnost analyz a experimentu
(Mannonen et Riikonen, 2006). B€éhem CE-IVD certifikace dochazi k validaci postupt
pouzivanych pfi analyzach, aby se prokazalo, ze jsou vhodné k zamyslenému vyuziti
a zaroven, ze vysledky jsou reprodukovatelné, spravné, specifické, senzitivni,
s definovanym limitem detekce. Pokud je test kvantitativni, zjiStuji se i informace
o linearité testu.

IVD se provadi podle pravidel urCenych ve standardnim operaCnim postupu
(SOP), jelikoz vysledky jsou zavislé na spravném dodrzeni vSech krokU pfi analyze,
v€etné pouziti vhodnych chemikalii. SOP nepopisuje jen, jakym zplsobem se ma
vzorek odebrat, zpracovat, analyzovat, ale i jakym zpusobem se maji uchovavat
jednotlivé chemikalie a jak se s nimi ma manipulovat. Pro zisk oCekavanych vysledku
je dulezité, aby se zachazelo se vzorky a chemikaliemi vzdy stejnym zpusobem.

Na zakladé SOP je mozné analyzovat vzorky v riznych laboratofich za pouziti
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stejnych chemikalii, skladovanych stejnym zplGsobem a ziskat srovnatelné vysledky
(Tuck et al., 2008).

Pokud se provadi velky pocCet analyz stejného typu, je vyhodné pouZit
pipetovaci automat (Svec et al., 2015). Zaroven by bylo vyhodné vyvinout levny
a zaroven jednoduchy systém, ktery by uz pfedem obsahoval vSechny reagencie
potfebné k analyze, takZze by se do kazdé zkumavky pfidala uz jen templatova DNA.
Kritickym bodem takového systému je dlouhodoba stabilita reagencii. Jejich
funkénost musi byt nezménéna po celou dobu do data exspirace. Pro IVD vySetfeni
je pozadovana stabilita reagencii pouzivanych pro analyzu minimalné 12 mésicu
(Rombach et al., 2014).

Dulezitymi parametry kazdé analytické reakce vcetné PCR je senzitivita
a specificita. Tyto parametry ovliviuje genotypizacni systém, templat a vlastnosti
reagencii (Burgos et al.,, 2002). Data ziskana pomoci IVD analyzy musi byt
reprodukovatelna, proto si pouzité chemikalie a reagencie musi uchovat stejné
vlastnosti od vyroby po dobu, kdy jsou pouzivany zakaznikem pfianalyzach.
Samoziejmosti pro vSechny tyto genotypizaCni soupravy (kity) &i reagencie

pouzivané pfi analyzach je CE-IVD certifikace (Rabenau et al., 2007).

3.2 Slozky PCR kitu

Kity pro konvenéni PCR analyzu vétSinou obsahuji Tag polymerazu, MgCl,,

dNTPs,TrisCl pufr a vhodny par primeru.

3.2.1 Nukleotidy

Roztok deoxynukleotid trifosfatu (dNTPs) obsahuje deoxyadenosin trifosfat
(dATP), deoxycytosin trifosfat (dCTP), deoxyguanosin trifosfat (dGTP) a
deoxythymidin trifosfat (dTTP). Deoxynukleotid trifosfaty jsou pomoci polymerazy
inkorporovany do nové vznikajiciho fetézce DNA. Nukleotidy jsou dodavany ve formé
sodnych Cilithiovych soli. Lithiové soli oproti sodnym maji vétsSi stabilitu
i pfi opakovaném rozmrazovani. Navic je jejich sterilita zaru€ena po celou dobu
az do exspirace pomoci bakteriostatického plsobeni lithia. Vyhodou lithiovych soli
proti sodnym je jejich vySSi rozpustnost. dGTP ma tendenci precipitovat béhem
zamrazeni, coz mUuze vést ke zménam koncentraci jednotlivych nukleotidt v roztoku.

Lithiové soli maji mnohem vySSi rozpustnost v ethanolu a na zakladé toho existuje
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moznost je efektivné odstranit z roztoku pomoci precipitace ethanolem, aniz by zbylé
nukleotidy vytvarely artefakty bé&hem sekvenace. Stabilita dNTPs je ovlivnéna
i formou, vjaké se nachazeji — jsou dodavany bud v lyofilizované formé nebo
ve formé roztoku. dNTPs degraduji dispropor¢ni reakci, ktera je zavisla na teploté,
ale i koncentraci. Roztoky dNTPs jsou stabilnéjsi pfi teplotach nad 4°C a také jejich
Cistota je vysSi nez u lyofilizovanych dNTPs, jelikoZ nedochazi k tak rychlé degradaci
na nukleosid mono- a di- fosfaty (www.bioline.com). dNTPs by mély byt skladovany
v mraznicce pfi -20°C a jejich koncentrace by méla byt vys8i nez 10 mM, jelikoz
se pfi nizSich koncentracich vyrazné snizuje jejich stabilita a dochazi k naruseni
jejich struktury a po pouziti by neposkytovaly standardni vysledek. Ov8em i tyto
chemikalie jsou ovlivnény rozmrazovanim a opakovanym zamrazovanim. Mulze
dochazet k hydrolyze fosfatové skupiny, proto se doporucuje rozpipetovat dNTPs
do alikvotl a ty nasledné pouzivat. Pokud se provadi vice analyz v kratkém ¢asovém
useku, je mozné je uchovavat v lednici Ci pfi pokojové teploté, jelikoZz bylo dokazano,
Ze i po dobu sedmi tydnu zustava 95 % nukleotidd v trifosfatovém stavu, tzn.

nedochazi ke zménam v jejich struktufe a reaktivité (https://www.thermofisher.com).

3.2.2 Horcik, TrisClI

Taq polymeraza rozeznava jako svlj substrat jen deoxynukleotid trifosfaty
Ci oligonukleotidy s navazanymi hofeCnatymi ionty. Tyto hofeCnaté ionty se vazi
na primery a stabilizuji i dsDNA, a tim padem velmi ovliviiuji teplotu tani a teplotu
hybridizace primer(. Neotevieny roztok se muze skladovat az dva roky pfi -20°C
(http://Iwww.ampligon.com). Koncentrace chloridu hofe€natého vyznamné ovliviiuje
specificitu a efektivitu PCR reakce. Dodava se ve formé& vodného roztoku.
Po otevieni zkumavky dochazi k reakci se vzduSnym oxidem uhli€itym, coz vede
ke zméné pH roztoku a také k jeho vysolovani (Danlu et al., 2013). Vyrobce uvadi, ze
by seroztok hofeCnatych iontt nemél rozmrazovat vice nez pétkrat
(http://www.bioline.com).

Dalsi dulezitou slozkou je PCR pufr, ktery se sklada z TrisHCI (pH 8,4), popf.
KCI ¢i (NH4),SO4. Kazdy enzym vyzaduje své optimalni podminky (pH, iontova sila
roztoku, kofaktory atd.) pro spravné fungovani. PCR pufr by se mél skladovat

pfi -20°C po dobu az jednoho roku (Henegariu et al., 1997).
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3.2.3 Primery

Primery, stejné jako vSechny ostatni slozky PCR mixu, by se mély skladovat
pfi-20°C pro dlouhodobé uchovani (az pét let), ale primery mohou byt skladovany
i pfi 4°C po dobu az Sesti mésicl. Primery jsou citlivé k rozmrazovani a opétovnému
zamrazovani. Udava se, Ze pokud jsou rozmrazeny vice nez pétkrat, dochazi k jejich
degradaci. Stabilita primerd je vyrazné ovlivnéna i roztokem, vjakém jsou
rozpustény. Pokud neni potfeba skladovat primery po dlouhou dobu, je mozné je
rozpustit v destilované vodé, oviem pokud je pozadavek na dlouhodobé skladovani,
je TE pufr vhodnéjsi. Pokud by se primery skladovaly v destilované autoklavované
vodé po dobu nékolika let, mohlo by dojit k jejich degradaci, jelikoz se ve vodé
se rozpousti oxid uhli€ity. Voda se tim stava kyselou a nasledné dochazi ke kyselé
hydrolyze primerd. Soucasti TE pufru je EDTA, ktery slouzi jako chelataéni Cinidlo
Mg®* iont(, které vyuZzivd DN&za jako kofaktor. DNaza bez Mg?* ionttl jako kofaktoru
nema zadnou enzymatickou aktivitu a nemuze dojit k degradaci primerd. Navic
TE pufr zajiStuje stalou hodnotu pH a nedochazi tedy ke kyselé hydrolyze primer
(Dieffenbach et al., 1993).

3.2.4 DNA polymerazy

DNA polymeraza je enzym vyskytujici se u vSech organismu, kde tento enzym
slouzi k pfipojovani jednotlivych nukleotidii béhem replikace ¢&i syntézy DNA
molekuly. V PCR je hojné vyuzivana termostabilni Taq polymeraza, vyskytujici se
u Thermus aquaticus, z néhoz byla vroce 1976 vyizolovana (Ferralli et al., 2007).
Dnes jsou na trhu dostupné rizné modifikace toho enzymu. Jednou z modifikaci je
Hot start Tag polymeraza, ktera pfinasi snizenou aktivitu pfi nestrigentnich teplotach,
coz vede k eliminaci vzniku nespecifickych produktl. V souCasné dobé jsou na trhu
k zakoupeni i jiné polymerazy jako napf. Pfu DNA polymeraza izolovana
z Pyrococcus furiosus, Pwo DNA polymeraza z Pyrococcus woesei, Tth DNA
polymeraza izolovana z Thermococcus thermophilus, Vent DNA polymeraza
izolovana z Thermcoccus lithoralis (Ppyun et al., 2016; Zheng et al., 2016; Fujiwara
et al., 2016). Tag polymeraza, stejné jako ostatni typy polymeraz, se skladuje
pfi-20°C. Stabilita a aktivita enzymu je ovlivnéna nejen teplotou, pfi které je
skladovan, ale i poltem rozmrazeni a zamrazeni. ldealni je, aby enzym byl
zamrazovan méné nez desetkrat (Nilsson et al., 1997). V dnesni dobé je mozno

zakoupit variantu Taq polymerazy, Top Taq DNA polymerazu, kterou je mozno
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skladovat pfi 4°C diky Top Taqg stabilizéru pfitomného v pufru, ve kterém je

polymeraza rozpusténa (https://www.giagen.com).

3.2.5 Taq polymeraza

Uginnost PCR amplifikace je ovlivnéna velkym mnozZstvim faktor(i, kterymi
jsou napf. délka useku DNA, ktery se ma amplifikovat, délka a sekvence primerq,
slozeni pufr(, pfitomnost necistot obsazenych ve vzorku a v neposledni fadé
polymeraza. Taq DNA polymeraza je jednou znejznaméjSich a nejCastgji
pouzivanych polymeraz. Idealnim vysledkem PCR je zisk jednoho specifického
produktu ve vysokém poctu kopii pfi minimalnim poc¢tu cykld s minimalnim poctem
chyb polymerazy. Béhem syntézy DNA pomoci PCR metody muze dochazet
ke dvéma nezadoucim jevim: a) primery nasednou na méné specificka mista
na DNA a b) primery vytvareji tzv. primerovy dimer, kdy primery slouzi sobé
navzajem jako templaty. Pokud polymeraza nema funkci hot-start, tak dochazi
k ttmto nezadoucim reakcim okamzité po smichani vdech PCR reagencii jesté pred
vlozenim zkumavek do termocykléru. Vysledkem je snizena specificita a snizeny
vytéZzek PCR (Kermekchiev et al., 2003).

Uginnost amplifikace Taq polymerazy se pohybuje mezi 36 % aZ 88 %.
Prestoze tato polymeraza dostauje k mnoha PCR amplifikacim, jednou z nejvétSich
nevyhod je, Ze postrada korekturskou, tzv. ,proofreading®, aktivitu a tim padem
vykazuje relativné nizkou pfesnost replikace templatu pfi amplifikaci. Navic se
mnozstvi produktu sniZuje se vzrUstajici velikosti amplikonu nad 1 kb Arezi et al.,
2003). Hot-start verze polymeraz (maji snizenou nespecifickou amplifikaci
pfi nestrigentnich podminkach. PocateCni inaktivace polymerazy se dosahuje
protilatkovou nebo chemickou modifikaci. Po vystaveni hot-start polymerazy vysoké
teploté dochazi k disociaci protilatek Ci kovalentné navazanych latek z aktivniho
mista polymerazy (Mohammed et al., 2015) a tim k navraceni celkové enzymatické
aktivity. Protilatkou inaktivovana hot-start polymeraza vykazuje velkou pFesnost
a specificitu i pfi velmi nizkych koncentracich DNA (Spitaleri et al., 2004). Nevyhodou
tohoto typu polymerazy je pfipadna kontaminace savCi DNA, jelikoz protilatky
pochazeji z hybridomovych bunék (Hube et al., 2005).

K chemické modifikaci Taq polymerazy pro hot-start jsou vyuzivané malé
organické slouceniny, které inhibuji aktivitu enzymu pfi nestrigentnich podminkach.

Pro navraceni enzymatickych vlastnosti Taq polymerazy musi dojit k odstépeni
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modifikujici molekuly za impulsu vysokou aktivacni energii, a proto je nutné enzym
vystavit na 15 minut teploté 95°C (Louwrier et Valk, 2005). Chemicky a protilatkami
modifikované polymerazy vykazuji podobnou efektivitu jako standardni Taq
polymeraza (Arezi et al., 2003), avSak efektivita amplifikace klesa pfi velikosti
amplikonu nad 1 az 2 kb. VSeobecnou vyhodou téchto novych polymeraz je, Ze
dochazi ke zvySeni citlivosti metody a zarovenn poskytuji menSi mnozstvi

nespecifickych produktd (Kaboev et al., 2000).

3.2.6 DNA

PfestoZze je molekula DNA stabilnéjSi nez napf. bilkoviny, také podléha
degradaci. Kvalita DNA je vyrazné ovlivnéna zpracovanim vzorku. Ke vzorkum krve,
ze kterych je nasledné extrahovana DNA, se musi pfidat antikoagulacni €inidlo, jak
jiz bylo zminéno. Vybér antikoagulacniho cCinidla mudze ovlivnit izolaci DNA ¢&i
samotnou PCR reakci. Casto pouZivana antikoagulaéni ¢inidla jsou EDTA &i heparin.
EDTA inhibuje DNazy a neovliviiuje kvalitu extrahované DNA. Vychytava vSak
hofe€naté ionty, coz mlize ovlivnit nasledné (,downstream®) molekularné genetické
testy. Heparin neni pfili§ vhodny antikoagulans, jelikoz se vaze na DNA béhem
purifikace a inhibuje Tag polymerazu béhem PCR reakce (Kotikalapudi et Patel,
2015). Biologické vzorky, ze kterych ma byt DNA extrahovana, musi byt skladovany
a zpracovany v zavislosti o jaky vzorek se jedna. Vzorky krve mohou byt skladovany
pfi 2 az 8°C po dobu nékolika dnu, aniz by doslo k degradaci DNA nebo pfi -20°C
po dobu nékolika mésicl a nasledné muze byt DNA extrahovana. Lidské Ci zvifeci
tkdné musi byt okamzité zpracovany nebo zamrazeny pfi -20°C ¢&i -80°C, ¢i mohou
byt fixovany pomoci pufrovaného formalinu a DNA muize byt extrahovana pozdéji
(Ferrer et al., 2007). Stabilitu DNA muze narusit i pfitomnost mnoha enzymu. Jednim
z téchto enzymu jsou nukleazy, enzymy schopné degradovat dsDNA, ale i ssDNA.
Mezi tyto enzymy se fadi nukleaza P1 pochazejici od Penicillium citrinum degradujici
ssDNA na produkty s 5°-fosfatovymi konci (Okado et al., 2016). DNazy jsou enzymy,
které snizuji stabilitu DNA na zakladé naruSeni fosfodiesterové vazby v DNA. Mezi
DNazy se fadi DNaza |, tento entym Stépi ss i dsDNA za vzniku mono- a
oligonukleotidu (Xiao et al., 2016). Dale je stabilita DNA naruSovana nespecifickymi
exonukleazami fosfodiesterazami. Mezi tyto enzymy se fadi napf. fosfodiesteraza |,
ktera Stépi DNA ve sméru 3" — 5” za vzniku nukleosid 5 -fosfatu a fosfodiesteraza ll,

ktera Stépi DNA ve sméru 5" — 3" za vzniku nukleosid 3"-fosfatu (Kelso et al., 2016).
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Po uspésné extrakci DNA je dulezité i jeji skladovani; pro dlouhodobé
skladovani DNA je nezbytné udrzet optimalni a neménné podminky. Vyizolovana
DNA muze byt skladovana pfi 4°C po dobu nékolika tydnd. Pokud chceme skladovat
DNA po dobu nékolika mésicu, musi byt skladovana -20°C. Pokud tato doba neni
dostacujici, musi byt DNA skladovana pfi -80°C ve formé suspenze s etanolem.
NejbéznéjSi metodou skladovani DNA je zmrazZeni pfi -20°C. Na stabilit¢ DNA
pfi skladovani se podileji i dalSi faktory. Zaroven se musi pfi extrakci DNA volit
spravné pufry o spravné koncentraci iontd. DNA mulze byt skladovana ve formé
roztoku Ci ve vysusené formé, pokud je skladovana jako roztok mize byt rozpusténa
v ,nuclease-free“ vodé ¢&i vTE pufru. TE pufr je vhodnéjSi pro dlouhodobé
skladovani, jelikoz inhibuje DNazy a navic nedochazi ke kyselé hydrolyze jako
ve vodé (Kotikapudi et Patel., 2015).

Pro PCR analyzu je nutna pfitomnost vyextrahované DNA. AvSak ziskani DNA
ze vzorku je Casove i finanéné naro¢né, sklada se z relativné mnoha krokd a tim
dochazi ke zvySeni moznosti kontaminace vzorku a navic béhem zpracovani vzorku
muze dojit ke ztratdm DNA. Na zakladé téchto poznatkd byl vytvofen systém, pomoci
kterého Ize analyzovat pfimo cely vzorek, napf. neseparovanou krev. K této analyze
se vyuziva pfidavek DMSO (Sorensen et al.,, 2016) nebo 0,2M roztoku trehalézy

s 1M propan-1,2-diolem k analyzovanému vzorku (Utekal et al., 2015).

3.3 Skladovani DNA

Pro veSkeré analyzy, které vyuzZivaji DNA jako templat, je kritickym
pozadavkem kvalita DNA, z tohoto duvodu je velice dulezité, aby se kvalita DNA
nemeénila béhem skladovani (Post et al., 1993). Jednou z moznosti jak ziskat DNA
ze vzorku, je vysuSit cely vzorek, skladovat ho a az nasledné z néj vyextrahovat
DNA. Tato metoda je uc€inna u rostlinnych vzorkUl, které se po odebrani v co nejkratsi
dobé vysusi pomoci tekutého dusiku (Chase et Hills, 1991). OvSem tento pfistup je
vhodny jen pro rostlinné vzorky a v dnedni dobé je dulezité skladovat vzorky jak
lidské, tak izvifeci, a proto byla navrhnuta alternativa k tomuto pfistupu. Tou je
extrakce DNA a jeji vysuseni za vhodnych podminek. Tato metoda je mnohem méné
naroc¢na na prostor nez konvenéni zplsob skladovani DNA (Lou et al., 2014).

Skladovani DNA ve vysuSeném stavu je alternativou ke standardnimu

skladovani v mrazni¢ce. Dulezitym krokem je dehydratace, pfi které dochazi
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ke snizeni mobility molekul a zabranuje se depurinaci, depyrimidinizaci, deaminaci
a také se zabranuje hydrolytickym reakcim, které by mohly vést k fragmentaci DNA.
VétSina DNaz &i RNaz potiebuje ke svému pusobeni pfitomnost vody, pokud ale
dojde kjejimu odstranéni ze vzorku €i DNA, jejich aktivita se vyrazné snizi nebo
zcela zastavi a nemUze dochazet k poSkozeni DNA &i RNA (Lou et al., 2014). Pokud
vihkost v mistnosti, kde je DNA skladovana.

Pro pfipravu vysuSené DNA se vyuzivaji metody lyofilizace, suSeni pomoci
spreje, susSeni pomoci spreje za snizené teploty a susSeni na vzduchu (Kuo et Hwang,
2004). Slibnou metodou pro vysouSeni DNA je lyofilizace, kde se vyuziva chlad
a snizeny tlak k vysuSeni vzorku. Vzorek je nejprve zmrazen, nasledné je tlak snizen
a teplota zvySena, coZ vede k sublimaci pfiblizné 95 % zmrazené vody. Poté
nasleduje dalSi zvySeni teploty, coZ vede k uvolnéni pfiblizné 1 az 4 % zmrazené
vody obsazené ve vzorku. Takto oSetfeny vzorek obsahuje jen 1 az 4 % puvodné
obsazené vody. Pokud je takto oSetfeny vzorek skladovan pfi pokojové teploté
zatmy a ve vakuu, nedochazi k degradaci DNA ani po jednom roku (Lou et al.,
2014). Vyhodou této metody je, Ze neni nutné DNA vysouSet za zvySené teploty, kdy
by dochazelo ke zménam ve struktufe a vlastnostech, plusem je vysoka stabilita
prasku a jednoduché a zaroven rychlé rozpusténi ziskaného prasku. AvSak tato
metoda ma i urCité nevyhody, ke kterym patfi relativné dlouha doba vysu$eni,
nutnost specialniho vybaveni, vysledny produkt je nutné balit bud ve vakuu nebo
za pfitomnosti inertniho plynu a v neposledni fadé je nevyhodou i vysoka cena
(de Vale Morais et al., 2016).

Vhodnym zpuasobem pro vysouSeni DNA je sprejovani. BEhem tohoto postupu
dochazi k vysuseni a tvorby jemného prasku v jednom kroku. Pro tuto metodu jsou
vhodné roztoky, emulze i suspenze proteinu, peptidd ¢i DNA. DNA vysouSena timto
zpusobem se pripravuje za pfitomnosti dalSich latek napf. protaminu a lipidu
(DNA vhodna pro genovou terapii) ¢i v pfitomnosti ethyl formatu ¢ methylen chloridu
(DNA vhodna k vakcinaci) (Walter et al., 1999; Seville et al., 2002). Tekutina
prochazi pres trysku pomoci stlaéeného vzduchu &i dusiku, ale inertni plyn neni tak
Casto vyuzivan. Dochazi k tvorbé malych kapicek, které se stfikaji proti horkému
plynu o teploté 150°C, béhem toho dochazi k odpareni vody z kapky a je nasledné
ziskan prasek obsahujici DNA a je obohaceny o protektivni latky (Maa et al., 1999;

Gharsallaoui et al., 2007). Takto pfipravena DNA je vhodna i ke genové terapii, kdy
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se DNA muze vloZit do plasmidu in vitro €i in vivo. Vyhodou této metody je jeji
rychlost, efektivnost a vhodnost i pro termolabilni latky. AvSak i tato metoda ma urcité
nevyhody: pocateCni investice do pfistrojového vybaveni jsou relativné vysoké a
vlastnosti produktu zavislé na podminkach pfi vysouseni (Leung et al., 2016).

Alternativou sprejovani je vysousSeni DNA pomoci sprejovani pfi nizkych
teplotach. Tento postup se liSi od metody vysuSeni DNA pomoci spreje jen tim, Ze je
roztok automaticky tlaCen pfes trysku, ktera jemny aerosol stfika do tekutého dusiku.
Tento aerosol je vysuSen pomoci lyofilizace. Takto pfipravena DNA je vhodna
ke genové terapii, ale pfesto ma tato metoda velkou nevyhodu, kdy u Casti DNA
dochazi ke zméné struktury. Tato zména je zplUsobena stresem pfi prochazeni
tryskou, ¢i velkou zménou teploty béhem lyofilizace. Zména struktury je zplsobena
dvoukrokovou depurinaci a eliminaci, ktera vede k rozstipnuti fosfodiesterové kostry.
OvSem pokud se k roztoku DNA pfidaji protektivni latky jako napf. disacharidy ci
polyoly, k ttmto zménam nedochazi (Kuo et Hwang, 2004).

Posledni alternativou vysuseni DNA je vysousSeni na vzduchu. Susit na vzduchu
muazeme cely rostlinny vzorek, ze kterého se bude az ¢asem extrahovat DNA, nebo
jakoukoli vyextrahovanou DNA. DNA ziskana touto metodou nevykazuje degradaci Ci
zmény ve struktufe a je vhodna pro dalsi analyzu. Suseni probiha v exsikatoru, ktery
je naplnény vodnym hydroskopickym cinidlem, napf. silikagelem. Tato metoda je
metodicky i finanéné nenaroéna, avSak zdlouhava a navic muzZe dochazet
k znecisténi DNA béhem vysouSeni (Chase et Hills, 1991).

Chemické matrice pouzivané pro skladovani DNA, RNA a proteinu do urcité
miry napodobuji proces anhydrobiézy. Tento proces je znamy u zelvuSek
(Tardigrada spp.) a zabronozek (Artemia spp.), kde béhem urcitého obdobi dochazi
k téméF uplnému vysuSeni organismu a poté k jeho rehydrataci bez poSkozeni
bunék, DNA ¢i proteinu (Crowe et al., 1998). Jednou z matric dnes hojné vyuzivanou
jsou FTA karty. Tato matrix je tvofena makropordzni celul6zou, ktera je oSetfena
kyselinou mocovou, detergentem a chelatacnim cCinidlem. Buriky pfenesené na FTA
karty jsou lyzovany a pfitom je DNA navazana na kartu a zakonzervovana na ni.
Pomoci chelatacniho Cinidla dochazi k vysuSeni DNA a také dochazi ke snizeni
enzymatické aktivity pfitomnych enzymd. Bylo dokazano, ze takto skladovana DNA
je i po sedmi letech vhodna k analyzam a neni degradovana. Vyhodou této metody je

moznost skladovani jak genomicke, plasmidové, tak i intracelularni DNA, ale i DNA
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z krve. Nevyhodou v sou€asnosti vyuzivanych systému je to, ze Ize skladovat bud
DNA, nebo RNA, ale ne oba typy molekul zaroveri (Dobbs et al., 2002).

Jednim z dalSich moznosti skladovani DNA, RNA ¢i proteini po dobu jednoho
tydne pfi pokojové teploté €i po dobu jednoho roku vlednici je roztok Qiagen
Allprotect Tissue Ragent. Tento roztok pronika pfes membranu buriky a inaktivuje
endogenni nukleazy, redukuje mikrobialni aktivitu a inaktivuje reaktivni kyslikové
radikaly, takZe poskytuje ochranu vzorku a zpomaluje jeho degradaci (Sherker et al.,
2013). Nevyhodou tohoto roztoku je to, Ze jeho pfesné slozeni neni znamo.

Jednim ze slibnych zpusobu pro uchovavani DNA je pfidani polyvinylalkoholu
(PVA). Tento polymer je vyuzivan v biomedicinskych a farmaceutickych aplikacich,
ale také ve forenznich védach (analyza stfelného prachu a krevnich skvrn
na rukach). Pro forenzni uc€ely se vyuziva 10% roztok PVA, ktery se nanese na ruce
obéti, necha se zaschnout a poté se sloupne film. Pokud se na tomto filmu nachazi
i krev, je mozné tento kousek vystfihnout, z krve extrahovat DNA a nasledné ji
analyzovat pomoci PCR analyzy. Vyhodou polyvinylalkoholu je jeho netoxicita,
neovliviiuje enzymatické reakce, udrzuje dostate¢né mnozZstvi vody ve vzorku
i v pfitomnosti dehydratujicich rozpoustédel a umozniuje tvorbu PVA-DNA nanocastic
vhodnych k dopraveni genu &i proteinli pfi |é€bé. PFi testovani tohoto systému byla
DNA napipetovana do 96 jamkové desticky, prevrstvena 1% roztokem PVA a
vysuSena pFfes noc pfi pokojové teploté. Tento postup poskytuje stabilni DNA
i po dvou letech (lvanovova et Kuzmina, 2013).

Dal§i alternativou pro pokojové skladovani je vyuziti DNAshells® od firmy
Invitrogen. Tento zpUsob uchovani DNA je zaloZen na tom, Ze bude DNA stabilni
pfi pokojové teploté, pokud bude dostatecné Cista a ochranéna proti faktoram, které
narusuji jeji stabilitu, jakymi jsou voda, kyslik, teplota a svétlo. Na zakladé téchto
poznatktl byl vytvoren systém DNAshells®. DNA je zapouzdiena do malych, vodo-
svétlo-oxidacné rezistentnich kovovych kapsli. DNA je naplnéna do DNAshells®,
nasledné vysuSena ve vakuu a poté jsou vzorky zabaleny v ochranné inertni
atmosfére. DNAshells® naplnéné DNA byly skladovany pfi pokojové teploté 1 mésic
a 18 mésicu a byly vystaveny i vysokym teplotdm. Nasledné byly vzorky DNA
skladované v DNAshells® porovnany s kontrolnimi vzorky, které byly skladovany bud
v mraznicce pfi -20°C nebo v lednici pfi 4°C. Bylo potvrzeno, ze vzorky skladované
po dobu 18 mésict nejevily degradaci DNA v porovnani s kontrolnimi vzorky. Aby

byla odhadnuta stabilita toho systému pfi dlouhodobém skladovani (delSi nez
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18 mésictl), byl vyuzit Arrhenitiv model. Arrheniova rovnice k = A*e ~5¥RT kde A je
preexponencialni faktor, E, aktivaéni energie, R je plynova konstanta (8,31 kJmol™) a
T teplota (v kelvinech); vysvétluje, jaky vliv ma teplota na spontanni chemicky rozklad
(Schuller et al., 2004). Model je zalozen na tom, ze teplota vyznamné ovliviuje
mnoho procest od molekularni kinetiky az po rychlost rastu bakterii.
DNAshells® systém byl vystaven teploté 76°C pfi 50% relativni vikosti po dobu
30 hodin, coz na zakladé Arrheniova modelu odpovida 100 letdm pfi 25°C. U téchto
vzorkld nebyla zjisténa degradace DNA. Dale byl systém vystaven 76°C pfi relativni
vihkosti 50% po dobu 1 tydne a 1 mésice, coz na zakladé Arrheniova modelu
odpovida 500 a 2000 letim pfi 25°C. U téchto vzorkd byla zjiSténa degradace DNA
jiZ po jednom tydnu. Pokud se kDNA uchovavanych v DNAshells® pfida
pfed vysuSenim trehal6za a tyto vzorky se vystavi teploté 76°C pfi relativni vikosti
50% po dobu 1 mésice, dochazi jen k ¢astecné degradaci DNA (Clermont et al.,
2014).

Arrhenilv model dava presné predpovédi, pokud hodnotime pouze jednoduché
chemické reakce (Clermont et al., 2014). Faktory ovlifiujici tento model jsou pH,
vlhkost a koncentrace iontl tézkych kovl (Corradini et Peleg, 2007). Jakakoliv
zména Vv teploté vyvola zménu v rychlosti degradace DNA. Z tohoto jsou vysledky
zrychleného testovani stability PCR reagencii za vyuZziti Arrheniova modelu spiSe jen

orientacni (Willerslev et al., 2004).

4 Aditiva

4.1 Trehaldéza

Trehaléza  (a-D-glukopyranosyl  a-D-glukopyranosid) je  neredukujici
disacharid, jehoz dvé glukozové jednotky jsou spojeny a-1,1 glykosidickou vazbou
(Elbein et al., 2003). Tento cukr se vyskytuje ve formé dihydratu a ma nizkou
hygroskopicitu (Ohtake et Wang, 2011). Je to bily prasek bez zapachu, jehoz roztok
je 0 45 % sladSi nez sachar6za (Wu et al., 2015, Jain et Roy, 2009). Vyhodou tohoto
cukru je, ze je netoxicky a pfi kryoprezervaci nepronika do bunky (Sorokulova et al.,
2015).
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Tento disacharid se vyskytuje umnoha organisml jako jsou bakterie,
kvasinky, houby, rostliny a bezobratli (Wu et al., 2015; Moussaid et al., 2015).
U prokaryot slouzi jako zdroj uhliku a strukturni komponenta. Escherichia coli
syntetizuje trehalézu pfi vysoké osmolarité. Bacillus subtilis vyuzZiva tento cukr jako
zdroj uhliku a nikoli jako osmoregulator. U Mycobacterium tuberculosis Ci
Corynebacterium glutamicum je soucasti bunécné stény (Jain et Roy, 2009).

Tento disacharid nasel uplatnéni v mediciné pfi zvySovani stability proteind,
monoklonalnich protilatek a enzym( (Kaushik et Bhat., 2003). DalSim odvétvim, kde
dokazali trehalézu vyuzit, je kosmeticky pramysl, kde ji pro své hydratacni a
antioxidaéni vlastnosti pfidavaji do Sampénlt a krém0 (Takeuchi et Banno, 1998;
Yamashita, 2009). Dale nasSla uplatnéni v potravinarském pramyslu jako obalovy
material pro vysusené potraviny, u kterych zabrarnuje jejich degradaci (El-Sheshtawy
et al., 2015; Colaco et Roser, 1995).

4.1.1 Protektivni u¢inky

Trehaléza je znama pro své protektivni ucinky, které jsou vétsi nez
u jakéhokoli jiného znamého disacharidu (Wyatt et al.,, 2015). Tento disacharid je
schopny ochranit buriky pfed environmentalnim stresem jakym je nadmérné sucho,
teplo, zima ¢&i oxidace (El-Sheshtawy et al., 2015). Trehal6za je znama tim, Zze ma
protektivni uc€inky na proteiny a lipidové membrany (Zheng et al., 2015). Rostliny
Craterosigma plantagineum a Selaginella lepidophylla obsahujici vice nez 10 %
trehaldzy v suSiné byly vystaveny teploté 100 °C, plné vysuSeny a nasledné
skladovany pfi pokojové teploté. Po rehydrataci se plné obnovila jejich aktivita
a nebylo zaznamenano zadné poskozeni bunék (Adams et al., 1990). Tento cukr
hraje centralni roli pfi pfezivani organismi béhem chladnych, teplych ¢i suchych
obdobich nebo béhem osmotického stresu béhem kryptobidozy - obdobi, kdy je
metabolismus kompletné potlacen, a ochranuje bunky i pfed chaotropnim stresem
zpusobenym toluenem i etanolem (Zagon et al., 2001; Bhaganna et al., 2000).

Stabilizujici u€inek na DNA je vysvétlovan pomoci tfi teorii — ,water

replacement theory®,“ ,glassy state theory” (Zagon et al.,, 2012) a ,water layer
hypothesis® (Lins et al., 2004). Prvni teorie, ,water replacement theory, je zalozena
na tom, Zze se trehal6za chova jako kosmotrop (Jain et Roy, 2009). Kosmotrop je
latka, ktera vytvari silnéjSi vazbu s molekulami vody, neZ jednotlivé molekuly vody

mezi sebou a to vede tomu, Ze se voda vaze prednostné na tuto latku a tim se narusi
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solvataéni obal kolem proteinu ¢i DNA (Moelbert et al., 2004). Pokud je kosmotrop
pfitomny v roztoku, voda se pfednostné vaze k nému a tim se snizi mnoZstvi volné
vody (viz obr. €. 1), vytvarejici krystalky ledu, které by mohly poskodit membrany,
proteiny ¢i DNA. Pomoci dynamické molekularni studie bylo dokazano, Ze pfidani
trehalézy do vody vede k dramatické reorganizaci vodikovych mustkua. Trehal6za
neinteraguje pfimo s biomolekulou, ale bojuje s biomolekulou o dostupnou vodu
v roztoku. Protektivni u€inek trehalézy na biomakromolekuly je zaloZzen na redukci
aktivity vody v roztoku (Jain et Roy, 2009).

Druha teorie ,glassy state theory” je zaloZzena na tom, Ze cytoplasma
zesklovati, pfechazi do tzv. ,glassy state® (Burke, 1987). Tato hypotéza je Siroce
pfijimana pro vysvétleni protektivnich ucinkd trehalézy. Béhem zesklovaténi dochazi
ke zvySovani viskozity. Molekuly jsou zachyceny v tomto skle, nemuzou se volné
pohybovat a diky tomu jsou stabilni i pod stresem (viz obr. €. 1) (Jain et Roy, 2009).
Sklo tvofené jakoukoli latkou, muze existovat v krystalické nebo amorfni formé.
Krystalicka forma ma definovanou strukturu, stechiometrické slozeni a bod tani.
Naopak amorfni forma nema pfesné definovanou strukturu. Teplota, pfi které se sklo
méni zpét na roztok, se nazyva ,glass transition temperature® T4 (Buitink et Leprince,
2004). Trehaléza ma v porovnani s maltézou, sacharozou €i glukozou nejvySSi Tg.
Samotna tvorba skla neochrani veskeré molekuly pfed degradaci. K tomu je potfeba,
aby trehal6za pfimo reagovala s enzymy pomoci vodikové vazby (Sun et Davidson,
1998).

Treti teorie, ,water layer hypothesis®, je zalozena na tom, Ze molekuly
trehaldzy vytvareji obal kolem proteinu nebo DNA. Trehal6zovy obal vytvafi vodikové
mustky s vodou zachycenou uvnitf obalu (viz obr. €. 1), tim redukuje mnozstvi vody,
ktera reaguje s proteinem ¢&i DNA. Vzhledem k poklesu interakce vody s proteinem
dochazi ke zvyseni intraproteinovych interakci, které vedou ke stabilizaci nativni
struktury proteinu. Dale bylo prokazano, Ze trehaléza vyznamné neredukuje
konformacni fluktuace proteinu v porovnani se systémem bez trehalézy (Liu et al.,
2005).

-23 -



> protein
voda
trehaloza

stabilizovany protein

Obrazek €. 1: (a) ,glassy state theory“ - trehaléza vytvafi kolem proteinu obal, ktery zabranuje
abiotickému stresu, (b) ,water layer hypothesis® - trehaléza vytvari obal kolem proteinu a narusuje
jeho solvataéni obal, (c) ,water replacement theory” - dochazi k vytvoreni vodikovych mustki mezi
trehal6zou a molekulami vody, takze se méné molekul vody vaze na protein (pfevzato z Jain et Roy,
2009). Tyto tfi teorie jsou amplikovatelné i na DNA (Zagon et al., 2012).

4.2 Pullulan

Velké mnozstvi mikroorganisml produkuje exopolysacharidy, které mohou
zUstat pfichycené kpovrchu mikroorganismu ve formé amorfniho slizu.
Exopolysacharidy rozdélujeme na homopolysacharidy, tvofené jednim typem
monosacharidl a heteropolysacharidy, tvofené vice typy monosacharidu (Prajapati
et al., 2013). Dnes jsou intenzivné studovany tfi exopolysacharidy — xanthan
produkovany Xanthotomas campesteris, sukcinoglykan produkovany Rhizobiem
a pullulan, ktery je produkovany Aureobasidium pullulans (Singh et al., 2008).
Pullulan je neutralni linearni exopolysacharid (Rekha et Sharma, 2007). Tento
polysacharid neni rozvétveny a je dobfe rozpustny jak ve studené, tak i teplé vodé.

Sklada se z maltotriézovych jednotek spojenych pomoci a glykosidickymi vazebami
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(Nishimari et al., 1991). Na konci fetézce se nachazeji v minorité i tetrasacharidové
jednotky jako jsou 6%-a-glukosylmaltotriéza a 6'-a-maltotiosylglukéza (Catley, 1970).
Pullulan je charakterizovan strukturalni flexibilitou a vysokou rozpustnosti diky
pravidelnému stfidani 1 — 4 a 1 — 6 glykosidické vazby (Singh et al., 2008). Zacina
se rozkladat pfi teploté 280°C (Leathers, 2003). V zavislosti na podminkach v jakych
roste A. pullulans, maze mit pullulan molekularni hmotnost rovnou tisici az dvéma
milionim daltond. Tento polysacharid je biodegradovatelny, neredukujici, nepronika
jim Kkyslik, neni rozpustny v organickych rozpoustédlech, je poZzivatelny, neni
hygroskopicky a po rozpusténi ve vodé vytvari prahledny film - viskdzni roztok
s adheznimi vlastnostmi. Filmy vytvarené pullulanem jsou termostabilni a maji
antistatické a elastické vlastnosti (Rekha et Sharma, 2007).

Pullulan je jiz 20 let vyuzivan v potravinarském primyslu (Rekha et Sharma,
2007). Vyuziva se jako obalovy material na potraviny a nékdy se nazyva jako
.pozivatelny obal“, jelikoz se konzumuje spole¢né s obalenou potravinou. Pullulan
slouzi jako nahrada Skrobu v jidlech i napojich, aniz by byla zménéna jejich chut,
konzistence a doba skladovani (Cheng et al.,, 2011). Déle se vyuziva v mediciné
k cilenému dodani |éka. Tento systém se osvédCil pro insulin, pullulanové
nanocastice byly schopny ochranit insulin pfed enzymatickou degradaci a zaroven
zabranily agregaci insulinu (Aklyoshi et al., 1998). Pullulan je dnes vyuZivan
ve farmakologickém primyslu jako obalovy material pro tablety, pilule &i granule
(Singh et al., 2008).

4.2.1 Protektivni uéinky

Pullulan je molekularnim chaperonem. Molekularni chaperony se vazou
na protein azabranuji jejich ireverzibilnimu shlukovani. Pullulan zabranuje
nespecifickému ireverzibilnimu shlukovani proteind, jelikoz blokuje obnazené
hydrofobni skupiny na proteinu, které slouzi k agregaci protein, a napomaha i tim
skladani proteinu. Aby se pullulan choval jako bilkovinny chaperon, je nutné vytvofit
amfifilni nanogel z cholesterolu a pullulanu (CHP). Hydrofobizovany polysacharid
spontanné vytvafi hydrogelové nanocastice ve vodé pomoci intermolekularni
asociace. Nanogely vytvafi pevné komplexy s proteiny a enzymy rozpustnymi
ve vodé. Dokonce i tepelné denaturované proteiny se vazou na nanogel, kde dochazi
k jejich opétovnému slozeni do nativni formy a nasledné jsou tyto proteiny uvolnény

z komplexu v nativni formé (viz obr. €. 2) (Nomura et al., 2003).
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Obrazek ¢. 2. Interakce CHP-nanogelu (cholesterolu a pullulanu) s rozvolnénym proteinem a
nasledné uvolnéni z nanogelu v nativni formé, Agg — agregovana forma proteinu, U — rozvolnénd
struktrura proteinu, | — intermediatni stav proteinu, N - nativni forma proteinu (pfevzato z Nomura et
al., 2003).

4.3 Xanthan

Xanthan byl objeven v 50. letech 20. stoleti v Northern Regional Research
Laboratories v USA. Pro své vlastnosti byl intenzivné studovan a naSel uplatnéni
v mnoha odveétvich. Je to mikrobialni extracelularni heteropolysacharid produkovany
Xanthotomas campestris. Tyto bakterie jsou gram negativni, maji polarni flagelum
a tyCinkovity tvar (Garcia-Ochoa et al., 2000). Pfestoze je xanthan svym sloZenim
polysacharid, je nazyvan gumou. Gumy jsou latky o vysoké molekularni hmotnosti
s vysokou rozpustnosti ve vodé, kde vytvaii gely &i vysoce viskézni roztoky
pfi nizkych koncentracich. Mnoho latek by se dalo oznacit za gumy, ale tento termin
se bézné pouziva pro polysacharidy a jejich derivaty, které jsou produkovany
rostlinami ¢i mikroorganismy (Lopes et al., 2015).

Xanthanova kostra se sklada ze tfi az osmi monosacharidd, které mohou byt
rozvétvené. Presné slozeni a rozvétveni zavisi na podminkach pfi produkci.
Xanthanova guma se sklada z D-glukézy, D-mandzy a D-glukoronove kyseliny
(Borges et Vendruscolo, 2008). Primarni kostra xanthanové gumy je tvofena B-D-

glukdézovymi jednotkami spojenych 1 — 4 glykosidickou vazbou, na C-3 kazdé druhé

-26 -



glukézové jednotce v kostfe se vaze trisacharidovy bocCni fetézec. Tento boéni
fetézec je tvofen glukuronovou kyselinou, ktera se vaze 1 — 4 glykosidickou vazbou
na terminalni man6zu a zaroven je navazana 1 — 2 glykosidickou vazbou k druhé
manoze, ktera spojuje boc€ni fetézec s kostrou (Jansson et al.,, 1975). Mandza
na zacatku vedlejSiho fetézce muze byt O-acetylovana a mandéza na konci bo¢niho
fetézce muze byt substituovana pyruvatem. Sekundarni struktura xanthanu se sklada
z péti helikalnich otoCek (Becker et al., 1998).

Tato guma je stabilni ve velkém rozmezi pH hodnot, a z tohoto ddvodu slouzi
jako emulgator a zahustovadlo. Zaroven je zcela biodegradovatelna a pro lidi
nestravitelna, a proto se uplatnila v potravinarském prdmyslu pfi snizovani kalorické
hodnoty potravin (Katzabauer, 1998). Ve farmaceutickém primyslu je pouzivana
pfi vyrobé tablet a jeji efekt je zpomaleni uvolfiovani u€inné latky do organismu
(Talukdar et Kinget, 1995).

4.3.1 Protektivni ucéinky

Xanthan vytvafi rozsahlou sit' v roztoku a tim zvysSuje jeho viskozitu (Rottava
et al., 2009), popf. mlze vytvaret i gel. Tyto polysacharidy jsou schopné adsorbovat
kapi¢ky vody diky hydrofilnim residuim na svém povrchu a snizovat mezifazové pnuti
a zachytit koloidni Castice a stabilizovat disperzi. Koloidni ¢astice jsou bud
adsorbovany na povrchu, nebo jsou integrovany do sitové struktury (viz obr. &. 3)
(Comba et Sethi, 2009). Xanthanové fetézce vytvarfi jeden, dva &i tfi helixy, které

interaguji s molekulou za vzniku komplexu (Bouyer et al., 2013).

Obrazek €. 3: Vnitfni struktura xanthanového gelu pofizena elektronovym skenovacim mikroskopem
pfi zvétSeni 60 000x (pfevzato Dumitriu et Chornet, 1998).
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Xanthanova guma je unikatni hydrokoloid, ktery je schopny stabilizovat
emulze ¢i suspenze Skrobu pomoci vytvofeni mikrogelovych Castic ¢i nahromadénim
xanthanovych fetézcu. Pfidanim xanthanu se zvysi viskozita emulze ¢&i suspenze,
zvySi se zgelovaténi Skrobu a dochazi k interakci mezi gelatinovanymi granulami a
xanthanem. Xanthan interaguje se Skrobem pfitomnym vroztoku pomoci
neelektrostatickych sil (viz obr. €. 4) (Norefa et al.,, 2015). | pfi velmi nizkych
koncentracich je roztok xanthanu velice visk6zni, mobilita molekul DNA zachycenych
v roztoku se dramaticky snizuje, dochazi k vyraznému poklesu rychlosti chemickych
reakci a to vede ke stabilizaci DNA (Rombach et al., 2014).
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Obrazek €. 4. Molekularni struktura xanthanu znazorfiujici mozna mista interakce (A, B, C)

s molekulami proteinu ¢ DNA (pfevzato z Pongjanyakul et Puttipipatkhachorn, 2007).
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Material

Pro experimentalni ¢ast byla vybrana vyizolovana DNA s referen¢nim Cislem 12828,
tato DNA pochazi zbunétné linie HT-29. DNA byla skladovana v mrazni¢ce
pfi -20°C.

5.2 Priprava roztoku

Jednotlivé roztoky trehaldézy, pullulanu a  xanthanu byly pfipraveny prostym

rozpusténim ve vodé za molekularné biologickych podminek.

5.3 Design experimentt

Experiment byl rozdélen na dvé €asti: 1) na testovani inhibice a 2) na testovani
stability. Pfi testovani inhibice jsem zjiStovala, ktera koncentrace vykazuje minimalni
inhibici real-time PCR pfi zachovani protektivnich Gc&inkl. Vzestupné koncentrace
aditiv byly nejprve testovany ihned po namichani vSech PCR reagencii. Poté byla
PCR smés sDNA bez Taq polymerazy vysuSena a po pfidani vody a Taq
polymerazy otestovana pomoci real-time PCR.

V druhé casti byly provadény testy stability za zvoleni dvou pfistuptd. B&éhem
prvniho pfistupu byly v8echny vzorky najednou vysuSeny a nasledné testovany po
urcitém Casovém obdobi. U druhého pfistupu byly vzorky pfipravovany postupné a
nasledné ve stejném Case otestovany. Kazdy z jednotlivych pfistupl muze vnést do
testovani urcitou chybu (napf. pfi pouZiti reagencii z jiné Sarze, pfiprava dalSich
roztoku sacharida Ci pouziti pfistroji po urcité ¢asové prodlevé pro pfipravu vzorku Ci
jejich analyzu). Ztohoto duvodu byly v experimentalni €asti provedeny obé tyto
moznosti testovani. Béhem testl stability byly vybrané koncentrace jednotlivych
sacharidd ¢i jejich kombinace spolecné s PCR mixem vysu$eny ve vakuové odparce
a nasledné skladovany za tmy v pfitomnosti desikacniho Cinidla. Pfitomnost svétla
negativné ovliviiuje fluorescenéni sondu, coz by nasledné mohlo vést k falesné

negativnim vysledkim.
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5.4 Real-time PCR

Real-time PCR je modifikaci klasické PCR a postup je téméf identicky jako
u klasické PCR, jedinym zasadnim rozdilem mezi real-time PCR a klasickou PCR je
pfidani fluorescencni sondy do reakcni smési, které umozni vyhodnoceni reakce
vrealném cCase na cykléru s fluorescencni detekci. Pomoci fluorescencni sondy
muUzeme sledovat narlist signalu béhem reakce a tim padem i narGst mnozstvi
namnozené DNA v reakci.

Nejprve byla pfipravena reakéni smés obsahujici DNA, sacharid ¢ijeho
kombinace a nasledné byla provedena amplifikace dle definovanych podminek

za pouziti primerové smési PM 408 a PM 337 (viz tab €. 2 a 3).

1. Reakéni smés byla pfipravena na chladici podlozce v 1,5ml mikrozkumavce dle

tabulky €. 1, poté byla rozpipetovana do jednotlivych 0,2ml PCR mikrozkumavek

po 2 ul. Pro PCR amplifikaci byly pouzity primerové smési PM 408 a PM 337,

sekvence primerl a zplsob pFipravy jsou uvedeny v tabulce €. 2 a 3.

2. Kreakéni smési rozpipetované do 0,2ml PCR mikrozkumavek bylo pfipipetovano

8 pl sacharidu (viz tab. €. 4)

Po napipetovani reakéni smési a vzorku do mikrozkumavek pro PCR byla smés

centrifugovana a vzorky byly vlozeny do termocykléru. Casovy a teplotni profil

real-time PCR je uveden v tabulce €. 5.

Tabulka €. 1: Jednotlivé slozky reakéni smési pro real-time PCR.

. koncentrace . konecna na 20 testu
polozka faktor redéni

prac. roztoku koncentrace (ul)

voda 91,47

PCR pufr 10x 10 1x 11,70
MgCl, 25 mM 16,6 1,5mM 7,05
dNTPs 25 mM 125 0,2 mM 0,94
tween 1% 100 0,01 % 1,17
PM 408 100/100/20 uM 100 1/1/0,2 uM 1,17
PM 337 45/45/9 yM 150 0,3/0,3/0,06 uM 0,78
Thermo Taq polymeraza 5 U/ul 100 0,05 U/ul 1,17
DNA 303 ng/ul 75 4 ng/ul 1,56

objem reakce 5 pl celkem 117,00
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Tabulka €. 2: Nukleotidové sekvence primerové smeési PM 337 a pomér slozZek.

primer | pomér nukleotidové slozeni

P 576 | 10dild | 5" - TGTAAAACGACGGCCAGTGCGCGAGCTCACCCAGAA - 3’

P 577 | 10dild | 5 - CAGGAAACAGCTATGACCCTAACGTTCGCCAGCCATA - 3’

P 574 | 2dily 5- TGTCCAGGTGAGCCAGGC - 3°

Tabulka €. 3: Nukleotidové sekvence primerové smési PM 408 a pomér slozZek.

primer | pomér nukleotidové sloZeni

P 557 10dilt | 5" - AGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGA - 3’
P 678 10 dilud 5 - TCAGCAGCATCTCAGGGCCA -3’

P 681 2 dily 5 - CCCATCAGTTTGAACAG - 3’

Tabulka €. 4: Pouzité sacharidy a jejich kombinace.

sacharid | mnozstvi (ul)
pullulan 8

trehal6za 8
xanthan 8

Tabulka é. 5: Casovy a teplotni profil real-time PCR s PM 408 a PM 337,

krok PCR teplota cas opakovani
aktivace ho,t start 95°C 15 min 1x
polymerazy
denaturace 95°C 15s
annealing 65°C 50s 50x
elongace 72°C 20s
konec reakce 37°C 1ls 1x

5.5 Vysouseni

1. Reakéni smés byla pfipravena na chladici podlozce v 1,5ml mikrozkumavce dle
tab. €. 6, poté byla rozpipetovana do jednotlivych 0,2ml PCR mikrozkumavek
po 5 pl. Pro PCR amplifikaci byly pouzity primerové smési PM 408 a PM 337,
sekvence primerl a zpusob pfipravy jsou uvedeny v tabulce €. 2 a 3.

2. Kreakéni smési rozpipetované do 0,2ml PCR mikrozkumavek bylo pfipipetovano
5 ul sacharidd ¢i kombinace dvou sacharidu (viz tab. ¢. 7).

3. Po napipetovani reakéni smési a vzorku do mikrozkumavek pro PCR byla smés
centrifugovana a vzorky byly viozeny do vakuové odparky, kde byly vysouSeny
pfi 37°C.
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teploté v pfitomnosti desikacniho Cinidla a v obalu nepropoustéjici svétlo.

byla rozpipetovana po 9 ul (viz tab. €. 8).

Po vysuSeni vzork(l ve vakuové odparce byly vzorky skladovany pfi pokojové

K vysuSsenym vzorkim byla napipetovana smés vody a Taq polymerazy, smés

Po napipetovani smési vody a Taq polymerazy ke vzorkim byla smés

centrifugovana a vzorky byly viozeny do termocykléru. Casovy a teplotni profil

real-time PCR znazorfiuje tabulka €. 5.

Tabulka €. 6: Rozpis reakéni smési pro vysouseni.

; koncentrace prac. T konecna na 20 testt
poloZka faktor fedéni

roztoku koncentrace (ul)

voda 92,64

PCR pufr 10x 10 1x 11,70
MgCl, 25 mM 16,6 1,5 mM 7,05
dNTPs 25 mM 125 0,2 mM 0,94
tween 1% 100 0,01 % 1,17
PM 408 100/100/20 uM 100 1/1/0,2 uM 1,17
PM 337 45/45/9 uM 150 0,3/0,3/0,06 uM 0,78
DNA 303 ng/ul 75 4 ng/ul 1,56

objem reakce 5 pl celkem 117,00

Tabulka €. 7: Pouzité sacharidy a jejich kombinace.

sacharid | mnozstvi (ul) | sacharid | mnozstvi (ul)
pullulan 5 - -
trehaléza 5 - -
xanthan 5 - -
trehal6za 2,5 xanthan 2,5
pullulan 2,5 xanthan 2,5

Tabulka €. 8: Rozpis smési vody a Taqg polymerazy pro 10 vzorkd.

polozka mnoZstvi (ul)
voda 100
Tag polymeraza 2,1

5.6 Seznam pouzitych chemikalii

deionizovana voda

Thermo-Start PCR buffer 10x (Thermo Scientific)

Magnesium chlorid 25mM (Thermo Scientific)
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Thermo-Start Tag DNA polymerase 5U/ul (Thermo Scientific)
Tween 20 1%
Nuklelotidy dNTPs 25mM (Bioline)
PM 408
P 557 Sigma
P 678 Sigma
P 681 Sigma
PM 337
P 546 (Generi biotech) lot 1100z1
P 547 (Generi biotech) lot 1128t4
P 574 (Sigma)
Pullulan from Aureobasidium pullulans, CAS:9057-02-7 (Sigma Aldrich)
L(+)-Trehalose dihydrate, CAS:6138-23-4 (Sigma Aldrich)
Xanthan gum from Xanthomonas campestris, CAS:1138-66-2 (Sigma Aldrich)
ethanol 80%
DNA-ExitusPlus (AppliChem)

5.7 Pristrojové vybaveni laboratore

digitalni vaha Sartorius

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000

vortex mixer (Labnet)

miniSpin centrifuga (Eppendorf)

mraznitka (Gorenje)

laminarni box Mars safet classe 2 (Trigon-plus)
Ligt cycler instrument Il — 1 480 (Roche)

stolni pocitac

Centifuge 5430 (Eppedorf)

vakuova odparka Concentrator 5301 (Eppendorf)

5.8 Seznam pouzitych pomicek
chladici podlozka
lihovy fix

automatické pipety
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mikrozkumavky: 1,5ml a 0,2ml
8-tube stripy a vi¢ka na stripy
kadinka

ochranné rukavice

PCR mikrozkumavky

pinzeta

sterilni Spicky

stojanek na mikrozkumavky

falkony
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6 Vysledky

Byly pfipraveny rGzné roztoky sacharidu (viz tab. €. 9), které byly testovany
pomoci real-time PCR. Tabulka znazornuje pfipravené koncentrace sacharidi a
nasledné jejich finalni koncentrace po napipetovani reakéni smési. Nasledné byla
provedena dalSi analyza, pfi které byly vzorky vysuSeny. Po vysusSeni byly vzorky
analyzovany pomoci real-time PCR a jako PCR kontrola byla vzdy pouzita
deionizovana voda misto sacharidu (viz tab ¢. 10, 11, 12, 13, 14, 15). Tyto hodnoty
byly porovnany a nasledné byly vybrany koncentrace pro testovani stability. B€hem
testu stability bylo testovano, zda muze byt pouzita pro testy stability reakéni smés
obsahuijici vSechny slozky v€etné Taq polymerazy. AvSak po pfidani Taq polymerazy
do smési, ktera byla nasledné vysuSena a poté analyzovana, bylo pozorovano
zpozdéni signalu za kontrolou natolik vyrazné, ze se dostalo mimo detek&ni rozsah
PCR protokolu. Z tohoto ddvodu smés obsahujici Taq polymerazu pfed vysousenim

nebyla pouzita pro testovani stability.

Tabulka ¢. 9: Pripravené roztoky sacharidu pro testovani inhibice.

pullulan koncentrace [%]
pripravené
koncentrace 17,50| 15,00| 12,50| 10,00, 7,50| 5,00| 2,50| 0,00

finalni koncentrace | 14,00| 12,00| 10,00 8,00 6,00| 4,00| 2,00| 0,00
trehaléza
prfipravené
koncentrace 20,00 17,50| 15,00| 12,50| 10,00| 7,50| 5,00| 0,00
finalni koncentrace | 16,00| 14,00/ 12,00| 10,00/ 8,00| 6,00| 4,00| 0,00
xanthan
prfipravené
koncentrace 20,00| 10,00| 5,00 250| 1,25|0,70| 0,33| 0,00
finalni koncentrace | 16,00 8,00 4,00 2,00 1,00( 0,50| 0,25 0,00

6.1 Vysledky testu inhibice s nevysuSsenymi reagenciemi

Prvnim krokem pfi testech inhibice bylo testovani nevysuSené smési a
vyhodnoceni ziskanych hodnot C; jednotlivych roztokd. U roztoku pullulanu se
se zvysujici koncentraci zvySuje i hodnota C; (viz tab. &. 10). Vyrazné zvyseni
hodnoty C; bylo zjisténo u 10% koncentrace roztoku oproti niz§im testovanym

koncentracim.
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Tabulka €. 10: Real-time PCR analyza roztoku pullulanu.

koncentrace C. C. C. C. ZC, S
[%]
2 26,7 26,8 26,6 26,4 26,6 0,148
4 26,3 26,2 26,3 26,3 26,3 0,043
6 26,8 26,9 26,5 26,5 26,7 0,179
8 26,5 26,3 26,4 26,4 26,4 0,071
10 25,5 26,7 26,4 26,8 26,4 0,512
12 32,8 33,6 32,7 32,8 33,0 0,352
14 32,9 33,0 33,0 32,9 33,0 0,012
PCR
kontrola (0) 26,8 27,1 27,0 26,7 26,9 0,160

C;— cyklus prahu (cycle of treshold), & C,— prdmérna hodnota cyklu prahu, s — smérodatna odchylka

U 0,4% az 1% roztokll xanthanu bylo pozorovano, Ze se chovaji jako enhancery
PCR - hodnoty C; jsou nizSi nez kontrolni C; hodnota PCR kontroly, u 2% az 6%
roztoku bylo zaznamenano vyrazné zvySeni hodnoty C; oproti PCR kontrole (viz tab.
¢. 11).

Tabulka €. 11: Real-time PCR analyza roztoku xanthanu.

koncentrace C. C. C. C. ZC, S
[%]
0.4 265 | 267 | 268 | 269 | 267 | 0148
06 264 | 266 | 266 | 265 | 265 | 0,083
08 265 | 268 | 268 | 269 | 268 | 0,150
1,0 268 | 260 | 268 | 268 | 268 | 0,043
2.0 300 | 314 | 308 | 306 | 309 | 0298
40 319 | 319 | 318 | 31,7 | 31,8 | 0,086
6.0 316 | 315 | 316 | 31,7 | 31,6 | 0118

PCR ‘Eg)“tro'a 272 | 268 | 270 | 272 | 270 | 0169

C:— cyklus prahu (cycle of treshold), & C;— prdmérna hodnota cyklu prahu, s — smérodatna odchylka

U 10% a 12% roztoku trehaldzy bylo pozorovano, ze se chovaji jako enhancery PCR,
hodnoty C;jsou nizSi nez kontrolni hodnota C; PCR kontroly. U 4% az 8%, 14% i 16%
roztoku bylo zaznamenano vyrazné zvySeni hodnoty C; oproti PCR kontrole (viz tab.
¢. 12).
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Tabulka €. 12: Real-time PCR analyza roztoku trehalézy.

konc[ci/:]trace C. C. C. C. 7 C. S
4 319 | 327 | 319 | 318 | 321 | 0343
6 288 | 290 | 289 | 288 | 289 | 0,062
8 289 | 290 | 288 | 289 | 289 | 0,056
10 269 | 268 | 266 | 267 | 268 | 0,112
12 266 | 268 | 267 | 266 | 267 | 0,073
14 292 | 289 | 291 | 289 | 290 | 0,130
16 298 | 299 | 297 | 299 | 298 | 0,083

PCR ‘Zg)”tro'a 273 | 270 | 270 | 272 | 271 | 0135

C.— cyklus prahu (cycle of treshold), & C;— prdmérna hodnota cyklu prahu, s — smérodatna odchylka

6.2 Vysledky testu inhibice s vysusenymi reagenciemi

PFi testovani inhibice u roztoku pullulanu s nevysuSenymi reagenciemi bylo

zjisténo, ze hodnoty C; vzrustaji se zvySujici se koncentraci roztoku. AvSak

v v

v porovnani s ostatnimi testovanymi roztoky.

Tabulka €. 13: Real-time PCR analyza roztoku pullulanu.

konc[eo/r:]trace C, C, C, C. 5 C. S
2 27,8 27,7 27,8 27,6 27,7 0,083
4 27,9 27,5 27,8 27,8 27,8 0,150
6 27,9 27,6 27,9 27,8 27,8 0,122
8 26,5 26,4 26,2 26,3 26,4 | 0,112
10 26,7 26,8 26,4 25,5 26,3 0,507
12 33,2 33,3 33,2 33,1 33,2 0,071
14 33,0 33,2 33,3 33,2 33,2 0,109
PCR
kontrola (0) 26,8 27,1 27,0 26,7 26,9 0,160

C:— cyklus prahu (cycle of treshold), & C;— prdmérna hodnota cyklu prahu, s — smérodatna odchylka
Obdobné jako u testovani inhibice s nevysusenymi reagenciemi bylo zjisténo, ze

hodnoty C; jsou niz8i u 0,4% aZz 1% roztoku xanthhanu v porovnani s 2% az 6%

roztokem (viz tab. €. 14).
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Tabulka €. 14: Real-time PCR analyza roztoku xanthanu.

konc[ci/:]trace C. C. C. C. 7 C. S
04 278 | 278 | 277 | 278 | 27.8 | 0065
0.6 266 | 269 | 266 | 268 | 267 | 0132
0.8 268 | 26,7 | 269 | 269 | 268 | 0,081
1.0 268 | 271 | 270 | 268 | 269 | 0,130
2.0 313 | 314 | 312 | 313 | 31,3 | 0071
40 319 | 321 | 321 | 319 | 320 | 0,100
6.0 318 | 319 | 318 | 319 | 31,9 | 0,050

PCR ‘zg)”tro'a 298 | 300 | 2909 | 300 | 299 | 0,083

C;— cyklus prahu (cycle of treshold), & C,— prdmérna hodnota cyklu prahu, s — smérodatna odchylka

Obdobné jako u testovani inhibice s nevysusenymi reagenciemi bylo pozorovano, ze
u 10% a 12% roztoku trehalézy jsou hodnoty C; niz8i v porovnani s ostatnimi
ziskanymi hodnotami C; u 4% az 8%, 14% a 16% roztoku (viz tab. ¢. 15).

Tabulka €. 15: Real-time PCR analyza roztoku trehalézy.

koncentrace C. C. C. C. Zc, S
[%]
4 32,3 32,0 32,1 32,4 32,2 0,158
6 29,2 29,3 28,9 29,0 29,1 0,158
8 28,8 29,3 29,2 28,8 29,0 0,228
10 26,9 26,7 26,8 26,8 26,8 0,071
12 26,7 26,7 26,8 26,5 26,7 0,109
14 29,1 29,9 30,3 30,2 29,9 0,471
16 29,9 29,8 30,0 30,3 30,0 0,187
PCR
kontrola (0) 29,7 29,8 30,2 30 29,9 0,192

C:— cyklus prahu (cycle of treshold), & C;— prdmérna hodnota cyklu prahu, s — smérodatna odchylka

Po provedeni analyzy real-time PCR u v8ech vzorku bylo pro dal$i testovani vybrano
8 roztokl. Na zakladé hodnot C; byly pro testovani stability vybrany tyto sacharidy:
pullulan 4% a 2%; xanthan; 0,4%, 0,6%, 0,8% a 1%; trehal6za 10% a 12%. Tyto
roztoky byly testovany samostatngé, ale i v kombinacich: trehaléza-xanthan

a pullulan-xanthan.
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6.3 Vysledky testu stability

Testovani stability bylo provadéno vzdy po 2 tydnech, celkova doba testovani
stability byla 16 tydna. Pro testy stability byly zvoleny dva pfistupy, pfiéemz béhem
prvniho pfistupu byly vSechny vzorky vysuSeny zaroven a analyza byla provadéna
postupné (viz graf. €. 1). Vysledky z této pfipravy vzorkl jsou uvedeny v tab. €. 16

alis.

Graf €. 1: Schéma pfipravy vzorkd pro testovani stability — prvni pfistup.

16

14

Béhem druhého pfistupu byly vzorky pfipravovany postupné a analyza byla
provedena najednou (viz graf. ¢. 2), vysledky z této pfipravy vzork( jsou uvedeny

vtab. ¢. 18 a 19.

Graf €. 2: Schéma pfipravy vzorku pro testovani stability — druhy pfistup.
16
14 |

12

10

tydny
o]
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V tydnu 2 byl analyzou vzorkd shodné vyhodnocen 2% roztok pullulanu jako
nejlepSi protektivni agens, jehoZz hodnoty C; byly rovny 25,7 a 25,8 (C: hodnoty
skladovaci kontroly byly rovny 29,3 a 29,9; C; hodnoty PCR kontroly 26,3 a 26,5)
(viz tab. €. 16 a 18). V tydnu 4 byla provedena dal$i analyza vzorkl, béhem této doby
bylo mozné zaznamenat zvysSujici se hodnoty C; u vzorkd v porovnani s druhym
tydnem. NejlepSi protektivni ucinek vykazoval 0,6% roztok xanthanu s C; hodnotou
26,7 a 26,8 (C; hodnoty skladovaci kontroly byly rovny 30 a 29,8; C; hodnoty PCR
kontroly 26,7 a 26,5) (viz tab. ¢. 16 a 18). V tydnu 6 byl xanthan vyhodnocen jako
nejlepSi protektivni agens, ovSem prvnim pfistupem bylo zjisténo, Ze nejlepsi je
1% roztok s C; hodnotou 26,5 a druhym pfistupem byl vyhodnocen jako nejlepSi
0,6% roztok s C; hodnotou 27,4 (C; hodnoty skladovaci kontroly byly rovny 30,1 a
30,1; C; hodnoty PCR kontroly 26,9 a 26,7) (viz tab. ¢. 16 a 18). V tydnu 8 byl obéma
pfistupy vyhodnocen 0,6% roztok xanthanu jako nejlepSi protektivni agens
s Cihodnotou 26,5 a 27,1 (C; hodnoty skladovaci kontroly byly rovny 37,8 a 37,8;
C: hodnoty PCR kontroly 26,6 a 26,5) (viz tab. ¢. 16 a 18). V tydnu 10 byl obéma
pfistupy vyhodnocen 1% roztok xanthanu jako nejlepSi protektivni agens
s Cihodnotou 27,7 a 27,5. Zpozdéni signalu u 4% roztoku pullulanu bylo natolik
vyrazneé, ze se dostalo mimo detekéni rozsah PCR protokolu (C; hodnoty skladovaci
kontroly byly rovny 38,3 a 38,6; C; hodnoty PCR kontroly 26,4 a 26,4) (viz tab. €. 17 a
19). V tydnu 12 byl obéma pfistupy vyhodnocen 1% roztoku xanthanu jako nejlepsi
protektivni agens s C; hodnotou 28 a 28,1 (C; hodnoty skladovaci kontroly byly rovny
40,6 a 40,4; C; hodnoty PCR kontroly 26,6 a 26,4) (viz tab. €. 17 a 19). Zpozdéni
signalu u 4% roztoku pullulanu bylo natolik vyrazné, Ze se dostalo mimo detekéni
rozsah PCR protokolu.

V tydnu 14 byl prvnim pfistupem vyhodnocen jako nejlepSi protektivni agens
2% roztok pullulanu s 0,6% roztokem xanthanu s C; hodnotou 28,6 a druhym
pfistupem byl vyhodnocen jako nejlepSi 4% roztok pullulanu v kombinaci
s 0,4% roztokem xanthanu s C; hodnotou 28,5 (C; hodnoty skladovaci kontroly byly
rovny 42,6 a 42,5; C; hodnoty PCR kontroly 26,6 a 26,4). Zpozdéni signalu
u 4% roztoku pullulanu, u 4% roztoku pullulanu s 0,8% roztokem xanthanu,
u 4% roztoku pullulanu s 0,8% roztokem xanthanu, u 2% roztoku pullulanu
s 0,8% roztokem xanthanu bylo natolik vyrazné, Ze se dostalo mimo detekéni rozsah
PCR protokolu. U 2% roztoku pullulanu s 0,6% roztokem xanthanu a u 2% roztoku

pullulanu s 0,4% roztokem xanthanu pfipravenych druhym pfistupem bylo
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detekovano zpozdéni signalu natolik vyrazné, Zze se dostalo mimo detekéni rozsah
PCR protokolu (viz tab. ¢. 17 a 19). Vtydnu 16 byl 0,6% roztok xanthanu
vyhodnocen jako nejlepSi protektivni agens s C: hodnotou 28,6 a 28,8 (C; hodnoty
skladovaci kontroly byly rovny 44,9 a 44,9; C; hodnoty PCR kontroly 26,7 a 26,7).
Zpozdéni signalu u smési s 0,8% xanthanem, 12% trehal6zou s 0,4% xanthanem,
10% trehal6zou s 1% xanthanem bylo natolik vyrazné, Zze se dostalo mimo detekéni
rozsah PCR protokolu. U 1% roztoku xanthanu, u 4% roztoku pullulanu v kombinaci
s 0,6% roztokem xanthanu pfipravenych prvnim pfistupem bylo detekovano
zpozdéni signalu natolik vyrazné, Ze se dostalo mimo detekéni rozsah PCR
protokolu. U roztoku 4% pullulanu v kombinaci s 1% xanthanem pfipravenych
druhym pFistupem bylo detekovano zpozdéni signalu natolik vyrazné, Zze se dostalo

mimo detekcni rozsah PCR protokolu (viz tab. €. 17 a 19).
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Tabulka €. 16: Testy stability — prvni pfistup.

tyden 2 tyden 4 tyden 6 tyden 8
sacharid g Ct ACt S J Ct ACt S J Ct ACt S J Ct ACt S
T12% 27,3 1,1 0,319 28,7 2,2 0,987 29,9 3,0 1,401 29,7 3,1 0,826
T10% 265 0,2 0,440 29,3 2,8 1,225 29,7 2,8 1,817 28,7 2,1 0,952
P4% 25,3 1,0 0,656 28,1 1,6 2,028 30,3 3,4 0,415 30,1 3,5 0,399
P2% 25,7 -0,6 0,562 27,9 1,4 0,141 28,7 1,8 0,119 30,4 3,8 0,845
X1% 27,3 1,0 0,233 27,2 0,7 0,260 26,5 -0,4 0,383 28,9 2,3 0,043
X0,8% 27,8 1,5 0,112 27,5 1,0 1,407 28,0 1,1 0,867 28,2 1,6 2,216
X0,6% 26,7 0,4 0,381 26,7 0,2 0,110 27,2 0,3 0,434 26,5 -0,1 0,441
X0,4% 27,3 1,0 0,790 28,4 1,9 1,076 28,5 1,6 0,659 28,1 1,5 0,470

T12% X1% 27,3 1,0 0,226 27,0 0,5 1,022 27,9 1,0 1,023 27,4 0,8 1,274
T12% X0,8% 28,0 1,7 0,463 27,9 1,4 0,886 28,2 1,3 0,372 28,8 2,2 0,976
T12% X0,6% 28,2 1,9 1,329 29,8 3,3 0,500 29,4 2,5 0,336 29,6 3,0 0,335
T12% X0,4% 27,4 11 0,412 29,3 2,8 0,212 29,0 2,1 0,222 29,0 2,4 0,548

T10% X1% 27,6 1.3 1,350 28,6 2,1 0,190 28,4 1,5 0,349 30,8 4,2 0,615
T10% X0,8% 26,3 0,0 0,442 29,8 3,3 0,628 28,5 1,6 0,019 30,1 3,5 0,351
T10% X0,6% 28,8 2,5 1,911 28,8 2,3 0,736 28,7 1,8 0,079 29,1 2,5 0,286
T10% X0,4% 284 2,1 0,317 28,0 1,5 1,577 29,5 2,6 0,296 37,5 10,9 0,928

P4% X1% 26,6 0,3 0,086 27,5 1,0 0,891 29,8 2,9 0,866 28,6 2,0 0,819
P4% X0,8% 26,6 0,3 0,046 28,2 1,7 1,271 29,8 2,9 0,651 29,9 3,3 1,167
P4% X0,6% 26,5 0,2 0,164 30,8 4,3 2,547 30,2 3,3 0,897 28,1 1,5 0,815
P4% X0,4% 26,5 0,2 0,249 27,3 0,8 0,104 28,5 1,6 0,159 28,3 1,7 0,132

P2% X1% 26,2 -0,1 0,236 28,1 1,6 1,801 30,1 3,2 1,756 27,9 1.3 0,660
P2% X0,8% 26,4 0,1 0,461 26,8 0,3 0,482 28,3 1,4 1,104 29,2 2,6 0,293
P2% X0,6% 26,2 -0,1 0,140 27,2 0,7 0,700 29,7 2,8 0,615 29,9 3,3 0,147
P2% X0,4% 26,5 0,2 0,495 28,0 1,5 1,556 29,0 2,1 0,700 28,7 2,1 0,829

skl. kontrola 29,6 3,3 0,481 29,8 3,3 0,265 30,1 3,2 0,427 37,8 11,2 0,793

PCR kontrola 26,3 0,0 1,078 26,5 0,0 0,144 26,9 0,0 0,468 26,6 0,0 0,188
& C— pramérna hodnota prahového cyklu (threshold cycle), AC,— rozdil v hodnoté prahového cyklu (threshold cycle), s — smérodatna odchylka,

skl. kontrola — skladovaci kontrola
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Tabulka €. 17: Testy stability — prvni pfistup.

tyden 10 tyden 12 tyden 14 tyden 16
sacharid < Ct ACt S J Ct ACt S < Ct ACt S a Ct ACt S
T12% 28,3 1,9 0,432 30,4 4,0 0,130 30,3 3,6 0,179 30,3 3,6 0,098
T10% 29,7 3,3 0,105 30,0 3,6 0,111 29,9 3,2 0,239 29,8 3,1 0,089
P4% X X X X X X X X X X X X
P2% 30,7 4,3 0,037 31,4 5,0 0,085 31,6 4.9 0,265 31,5 4,8 0,304
X1% 27,7 1,3 0,185 28,0 1,6 0,431 28,7 2,0 0,101 X X X
X0,8% 29,0 2,6 0,464 28,8 2,4 1,174 30,0 3,3 0,178 29,9 3,2 0,130
X0,6% 27,7 1,3 0,181 28,2 1,8 0,116 28,7 2,0 0,109 28,6 1,9 0,083
X0,4% 28,7 2,3 0,296 29,9 3,5 0,071 30,3 3,6 0,097 30,1 3,4 0,346
T12% X1% 29,7 3,3 0,200 29,7 3,3 0,082 29,6 2,9 0,091 29,9 3,2 0,282
T12% X0,8% 28,6 2,2 0,179 33,6 7,2 1,804 37,0 10,3 0,126 37,8 11,1 0,047
T12% X0,6% 29,5 3,1 0,236 32,9 6,5 0,769 33,3 6,6 0,254 34,0 7,3 0,179
T12% X0,4% 30,8 4.4 1,891 33,2 6,8 0,210 39,2 12,5 0,316 X X X
T10% X1% 35,5 9,1 0,652 38,5 12,1 0,337 39,3 12,6 0,622 X X X
T10% X0,8% 29,7 3,3 0,116 34,8 8,4 0,119 35,5 8.8 0,158 36,5 9,8 0,083
T10% X0,6% 28,8 2,4 0,039 30,0 3,6 0,273 30,7 4,0 0,312 32,2 5,5 0,335
T10% X0,4% 35,5 9,1 0,337 34,5 8,1 0,406 30,6 3,9 0,106 31,6 4.9 0,082
P4% X1% 28,6 2,2 1,748 37,0 10,6 0,468 35,6 8.9 0,180 37,6 10,9 0,183
P4% X0,8% 29,9 3,5 2,044 29,6 3,2 0,132 X X X X X X
P4% X0,6% 28,6 2,2 0,209 30,1 3,7 0,212 36,6 9,9 0,301 X X X
P4% X0,4% 28,1 1,7 0,178 28,1 1,7 0,178 31,0 4,3 0,171 30,8 4,1 0,083
P2% X1% 27,7 1,3 0,711 27,8 1,4 0,103 28,9 2,2 0,173 29,0 2,3 0,135
P2% X0,8% 29,4 3,0 0,197 29,5 3,1 0,100 28,6 1,9 0,173 28,9 2,2 0,146
P2% X0,6% 31,8 5,4 0,551 32,8 6,4 0,057 29,7 3,0 0,229 30,3 3,6 0,097
P2% X0,4% 31,0 4.6 0,558 32,3 5,9 0,039 X X X X X X
skl. kontrola 38,3 11,9 0,572 40,6 14,2 0,179 42,6 15,9 0,187 449 18,2 0,083
PCR kontrola 26,4 0,0 1,124 26,4 0,0 0,334 26,7 0,0 0,083 26,7 0,0 0,071

& Ci— primérna hodnota prahového cyklu (threshold cycle), AC,— rozdil v hodnoté prahového cyklu (threshold cycle), s — smérodatna odchylka,

skl. kontrola — skladovaci kontrola
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Tabulka €. 18: Testy stability — druhy pfistup.

tyden 2 tyden 4 tyden 6 tyden 8

sacharid g Ct ACt S J Ct ACt S J Ct ACt S J Ct ACt S
T12% 26,4 -0,1 0,300 29,7 3,0 0,112 28,5 1,8 0,283 29,7 3,2 0,192
T10% 25,9 -0,6 0,048 27,4 0,7 0,148 30,4 3,7 0,303 28,7 2,2 0,071
P4% 27,3 0,8 0,122 30,0 3,3 0,043 30,9 4,2 0,240 30,3 3,8 0,050
P2% 25,8 -0,7 0,219 27,6 0,9 0,224 27,5 0,8 0,122 30,3 3,8 0,192
X1% 27,7 1,2 0,112 27,8 1,1 0,109 27,5 0,8 0,061 27,1 0,6 0,112
X0,8% 26,9 0,4 0,091 27,1 0,4 0,235 27,2 0,5 0,349 28,9 2,4 0,339
X0,6% 27,7 1,2 0,132 26,8 0,1 0,096 27,4 0,7 0,115 27,1 0,6 0,268
X0,4% 29,8 3,3 0,065 27,8 1,1 0,043 27,5 0,8 0,080 29,9 3,4 0,114
T12% X1% 27,4 0,9 0,109 28,4 1,7 0,391 28,9 2,2 0,037 26,8 0,3 0,134
T12% X0,8% 28,0 1,5 0,229 30,0 3,3 0,043 28,4 1,7 0,525 28,3 1,8 0,293
T12% X0,6% 27,8 1,3 0,794 29,5 2,8 0,148 29,3 2,6 0,492 30,1 3,6 0,331
T12% X0,4% 27,4 0,9 0,411 28,7 2,0 0,122 28,9 2,2 0,190 29,6 3,1 0,862
T10% X1% 26,7 0,2 0,119 30,0 3,3 0,148 28,7 2,0 0,109 30,8 4,3 0,144
T10% X0,8% 26,6 0,1 0,321 28,7 2,0 0,238 28,5 1,8 0,096 29,6 3,1 0,273
T10% X0,6% 28,3 1,8 0,297 27,6 0,9 0,141 29,7 3,0 0,103 34,7 8,2 0,383
T10% X0,4% 26,7 0,2 0,109 30,0 3,3 0,043 29,7 3,0 0,464 28,8 2,3 0,192
P4% X1% 26,6 0,1 0,054 30,1 3,4 0,083 29,8 3,1 0,187 29,9 3,4 0,112
P4% X0,8% 26,7 0,2 0,109 27,2 0,5 0,268 30,1 3,4 0,258 28,8 2,3 0,217
P4% X0,6% 26,5 0,0 0,142 30,0 3,3 0,109 31,2 4,5 0,330 28,2 1,7 0,179
P4% X0,4% 26,3 -0,3 0,150 29,6 2,9 0,148 30,2 3,5 0,185 28,0 1,5 0,192
P2% X1% 26,3 -0,2 0,332 29,2 2,5 0,148 28,0 1,3 0,357 29,1 2,6 0,179
P2% X0,8% 26,2 -0,3 0,122 30,1 3,4 0,100 29,9 3,2 0,065 29,9 3,4 0,112
P2% X0,6% 26,5 0,0 0,217 30,0 3,3 0,109 28,7 2,0 0,350 28,9 2,4 0,112
P2% X0,4% 27,4 0,9 0,124 26,9 0,2 0,236 30,4 3,7 0,091 28,6 2,1 0,253
skl. kontrola 29,9 3,4 0,083 30,0 3,3 0,181 30,1 3,4 0,427 37,8 11,3 0,093
PCR kontrola 26,5 0,0 1,009 26,7 0,0 0,047 26,7 0,0 0,122 26,5 0,0 0,114

skl. kontrola — skladovaci kontrola
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Tabulka €. 19: Testy stability — druhy pfistup.

tyden 10 tyden 12 tyden 14 tyden 16
sacharid < Ct ACt S J Ct ACt S < Ct ACt S J Ct ACt S
T12% 28,4 2,0 0,112 30,1 3,5 0,149 30,3 3,7 0,148 30,2 3,5 0,109
T10% 29,7 3,3 0,130 29,9 3,3 0,083 29,9 3,3 0,187 30,2 3,5 0,112
P4% X X X X X X X X X X X X
P2% 31,8 5,4 0,112 31,4 4,8 0,093 32,2 5,6 0,341 30,6 3,9 0,252
X1% 27,5 11 0,109 28,1 1,5 0,214 28,8 2,2 0,112 30,0 3,3 0,187
X0,8% 30,2 3,8 0,772 28,9 2,3 1,193 30,4 3,8 0,119 X X X
X0,6% 27,6 1,2 0,145 28,2 1,6 0,114 28,7 2,1 0,162 28,8 2,1 0,074
X0,4% 28,0 1,6 0,561 30,0 3.4 0,148 30,2 3,6 0,109 30,2 3,5 0,369
T12% X1% 28,7 2,3 0,142 33,1 6,5 0,544 29,4 2,8 0,520 29,8 3,1 0,129
T12% X0,8% 28,6 2,2 0,504 33,3 6,7 0,767 36,5 9,9 0,050 37,6 10,9 0,160
T12% X0,6% 29,8 3.4 0,106 33,3 6,7 0,409 32,0 5,4 0,180 33,8 7,1 0,189
T12% X0,4% 28,9 2,5 0,228 38,5 11,9 0,187 39,9 13,3 0,093 X X X
T10% X1% 29,9 3,5 0,414 34,8 8,2 0,100 39,4 12,8 0,086 X X X
T10% X0,8% 29,6 3,2 0,288 30,0 3.4 0,149 36,4 9,8 1,718 36,5 9,8 0,187
T10% X0,6% 35,8 9,4 0,416 34,9 8,2 0,112 29,7 3,1 0,066 36,8 10,1 0,274
T10% X0,4% 28,9 2,5 0,228 37,1 10,5 0,524 35,6 9,0 0,201 37,8 11,1 0,270
P4% X1% 29,8 3.4 0,249 29,6 3,0 0,089 30,4 3,8 0,083 X X X
P4% X0,8% 28,7 2,3 0,109 30,0 3.4 0,041 X X X X X X
P4% X0,6% 28,6 2,2 0,071 28,3 1,7 0,112 29,0 2,4 0,355 30,4 3,7 0,122
P4% X0,4% 28,5 2,1 0,269 28,7 2,1 0,083 28,5 1,9 0,083 29,3 2,6 0,439
P2% X1% 29,5 3,1 0,141 29,8 3,2 0,144 29,5 2,9 0,215 29,9 3,2 0,158
P2% X0,8% 31,3 49 0,083 32,8 6,2 0,054 X X X X X X
P2% X0,6% 31,3 49 0,187 32,3 57 0,039 X X X X X X
P2% X0,4% 31,2 4,8 0,496 30,4 3,8 0,192 X X X X X X
skl. kontrola 38,6 12,2 0,131 40,4 13,8 0,071 42,5 15,9 0,192 44,9 18,2 0,130
PCR kontrola 26,4 0,0 1,118 26,6 0,0 0,130 26,6 0,0 0,130 26,7 0,0 0,050

skl. kontrola — skladovaci kontrola
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Graf €. 3 shrnuje nejlepsi protektivni Ucinky sacharidu a jejich kombinaci u prvniho
pfistupu. Z tohoto grafu je patrné, ze nejlepSim protektivnim agens v tydnu 2 byl
2% roztok pullulanu, v tydnech 4, 8 a 16 to byl 0,6% roztok xanthanu, v tydnech 6, 10
a 12 to byl 1% roztok xanthanu avsak v tydnu 16 bylo pozorovano zpozdéni signalu
u 1% roztoku xanthanu natolik vyrazné, Ze se dostalo mimo detekéni rozsah PCR
protokolu. Vtydnu 14 byl nejlepSim protektivnim agens 2% roztok pullulanu

v kombinaci s 0,8% roztokem xanthanu.

Graf €. 3: Vyvoj hodnot C; u sacharidl a jejich kombinaci s nejlepSim protektivnim
ucinkem béhem testl stability — prvni pFistup.
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Graf. 4 zobrazuje vyvoj hodnot AC; u sacharidi ¢&i jejich kombinaci pfipravenych
prvnim zpUsobem, které vykazovaly nejlepsi protektivni u€inek v daném tydnu.
U tohoto grafu je patrné, Ze nejlepSim protektivnim agens v tydnu 2 byl 2% roztok
pullulanu a v tomto tydnu hodnota AC; nabyva zapornou hodnotu. V tydnech 4, 8
a 16 byl nejlepsi protektivni agens 0,6% roztok xanthanu, v tydnu 8 bylo pozorovano,
Zze AC; nabyva zapornou hodnotu. V tydnech 6, 10 a 12 byl nejlepSi protektivni agens
1% roztok xanthanu, v tydnu 6 bylo pozorovano, ze AC; nabyva zapornou hodnotu.

AvSak v tydnu 16 u 1% roztoku xanthanu bylo pozorovano zpozdéni signalu natolik
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vyrazne, ze se dostalo mimo detekeni rozsah PCR protokolu. V tydnu 14 byl nejlepsi

protektivni agens 2% roztok pullulanu v kombinaci s 0,8% roztokem xanthanu.

Graf €. 4: Vyvoj hodnot AC; u sacharidl a jejich kombinaci s nejlepSim protektivnim
ucinkem béhem testl stability — prvni pFistup.
Pullulan 2% Xanthan 1% Xanthan 0,6% Pullulan 2% Xanthan 0,8%
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Graf €. 5 shrnuje nejlepsi protektivni ucinky sacharidd a jejich kombinaci u druhého
pfistupu. Z tohoto grafu je patrné, Ze nejlepSim protektivnim agens v tydnu 2 byl
2% roztok pullulanu, tydnech 4, 6, 8 a 16 to byl 0,6% roztok xanthanu, v tydnech 10
a 12 to byl 1% roztok xanthanu, v tydnu 14 to byl 4% roztok pullulanu v kombinaci

s 0,4% roztokem xanthanu.
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Graf €. 5: Vyvoj hodnot C; u sacharidl a jejich kombinaci s nejlepSim protektivnim
ucinkem béhem testu stability — druhy pfistup.
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Graf €. 6 zobrazuje vyvoj hodnot AC; u sacharidd ¢i jejich kombinaci pfipravenych
druhym zpusobem, které vykazovaly nejlepSi protektivni ucinek v daném tydnu.
U tohoto grafu je patrné, Ze nejlepSim protektivnim agens v tydnu 2 byl 2% roztok
pullulanu a v tomto tydnu hodnota AC; nabyva zapornou hodnotu. V tydnech 4, 6, 8
a 16 byl nejlepSi protektivni agens 0,6% roztok xanthanu a hodnota AC; nabyva
kladnou hodnotu ve vSech sledovanych tydnech. V tydnech 10 a 12 byl nejlepSi
protektivni agens 1% roztok xanthanu a hodnota AC; nabyva kladnou hodnotu
ve vSech sledovanych tydnech. V tydnu 14 byl nejlepS$i protektivni agens 4% roztok
pullulanu v kombinaci s 0,4% roztokem xanthanu, kdea hodnota AC; nabyva kladnou

hodnotu ve vSech sledovanych tydnech.
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Graf €. 6: Vyvoj hodnot AC; u sacharidl a jejich kombinaci s nejlepSim protektivnim

uCinkem béhem testu stability — druhy pfistup.
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7 Diskuze

Cilem experimentalni Casti diplomové prace bylo najit vhodnou kombinaci a
vhodnou koncentraci aditiv, které by stabilizovaly PCR reagencie pro skladovani
pfi pokojové teploté.

PFi testovani inhibice byla pouzivana Thermo Taq polymeraza. Béhem testl
inhibice byly testovany dvé reakéni smési, jedna obsahujici Taq polymerazu a druha
neobsahujici Taq polymerazu. Po vysuseni vzorku probéhla real-time PCR analyza.
Ke vzorklim, jejichz reakéni smés neobsahovala Taq polymerazu, byla pfidana Taq
polymeraza a voda. Ke vzorkiim, jejichz smés jiz obsahovala Taq polymerazu, se
pfidala pouze voda. U vzork(, jejichz smés jiz obsahovala Taq polymerazu bylo
pozorovano zpozdéni signalu za kontrolou natolik vyrazné, Ze se dostalo mimo
detekéni rozsah PCR protokolu. Chua et al. (2011) ve své publikaci uvadi, Ze
trehaldza je schopna stabilizovat smés obsahujici vodu, DNA teplat a GoTag DNA
polymerazu po dobu 7 mésicu pfi pfi 24 °C, avSak nevyhodou je nizsi senzitivita nez
u klasicky provedené PCR. Na zakladé téchto poznatkl pro prokazani protektivnich
ucinka trehaldzy ¢&i jinych testovanych sacharidl by bylo nutné otestovat v§echny
dostupné polymerazy a jejich modifikace. Z vysledkl ziskanych v této praci bylo
zjisténo, Ze ani trehaléza, pullulan nebo xanthan nevykazuji protektivni uc€inky
k Thermo Taq polymeraze.

Na zakladé ziskanych dat béhem testl inhibice bylo vybrano celkem 8 roztoki
xanthanu, pullulanu a trehalézy, které byly dale analyzovany béhem testu stability,
pullulan 2% a 4%; xanthan 0,4%; 0,6%, 0,8% a 1%; trehal6za 10% a 12%. Tyto
roztoky byly testovany samostatné, a v kombinacich trehal6za-xanthan a pullulan-
xanthan.

Pfi provadéni testd stability bylo zjiSténo, Ze testované koncentrace pullulanu
2% a 4%; xanthanu 0,4%; 0,6%, 0,8% a 1%; trehalézy 10% a 12% Ci jejich
kombinace pullulan-xanthan a trehal6za-xanthan poskytuji lepSi vysledek
v porovnani se skladovaci kontrolou (jako skladovaci kontrola byla pouzivana reakéni
smés svodou misto sacharidu). OvSem od tydne 10 bylo zaznamenano, ze
u nékterych sacharidt €i jejich kombinaci je zpozdéni signalu za kontrolou natolik
vyrazné, ze se dostalo mimo detekéni rozsah PCR protokolu. Konkrétné se jedna
04% roztok pullulanu (od tydne 10 az do tydne 16), o 4% roztok pullulanu

s 0,8% roztokem xanthanu, 4% roztok pullulanu s 0,8% roztokem xanthanu a
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2% roztok pullulanu s 0,8% roztokem xanthanu (od tydne 14 aZz do tydne 16),
2% roztok pullulanu s 0,6% roztokem xanthanu a u 2% roztoku pullulanu
s 0,4% roztokem xanthanu (pouze u vzorku pfipravenych druhym pfistupem,
od tydne 14 az do tydne 16), o 0,8% roztok xanthanu, 12% roztok trehalozy
s 0,4% roztokem xanthanu, 10% roztok trehal6ézy s 1% roztokem xanthanu (tyden
16), o 1% roztoku xanthanu, u 4% roztoku pullulanu v kombinaci s 0,6% roztokem
xanthanu (pouze u vzorkl pfipravenych prvnim pfistupem, tyden 16), o 4% roztok
pullulanu v kombinaci s 1% roztokem xanthanu (pouze u vzorku pfipravenych
druhym pfistupem, tyden 16).

Po porovnani vSech ziskanych dat z prvniho i druhého pfistupu, bylo zjisténo, Ze
nejlepSim protektivnim agens je xanthan. 0,6% roztok xanthanu byl vyhodnocen jako
nejlepsSi protektant v tydnech 4, 8 a 16 u prvniho pfistupu a v tydnech 4, 6, 8 a 16
u druhého pfistupu. Dale byl vyhodnocen 1% roztok xanthanu jako protektant
vtydnech 6, 10 a 12 (av8ak vtydnu 16 bylo pozorovano zpozdéni signalu
u 1% roztoku xanthanu natolik vyrazné, Zze se dostalo mimo detekéni rozsah PCR
protokolu) u prvniho pfistupu a v tydnech 10 a 12 u druhého pfistupu. Rombach et al.
(2014) ve své publikaci uvedl, Ze roztok xanthanu je mozno pouzit jako protektivni
agens u fluorescenéné znacenych sond a primer( pouzivanych pfi PCR analyzach.
Jahanshahi-Anbuhi et al. (2014) ve své publikaci uvadi, Ze se roztok pullulanu chova
jako protektivni agens vic¢i Taqg DNA polymeraze i DNA po dobu 50 dni. Pfi testech
stability nebylo prokazano, ze by pullulan stabilizoval Taq polymerazu, prestoze byly
pouzity shodné koncentrace (10% a 12% roztok). AvSak od tydne 10 (70 dni)
nevykazoval jiz protektivni uc€inky. Na zakladé ziskanych dat byl 4% roztok pullulanu
vyhodnocen jako nejhorsi protektivni agens, jelikoz od tydne 10 do tydne 16 bylo
pozorovano zpozdéni signalu natolik vyrazné, ze se dostalo mimo detekéni rozsah
PCR protokolu. Ackoli byl vtydnu 2 u obou pfistupli shodné vyhodnocen jako
nejlepsi protektvni agens.

V dnesni dobé jsou na trhu pfitomné i komercné dostupné kity pro stabilizaci
DNA, jednim takovym je DNAstable®. Tento kit umoznuje kratkodobé skladovani
DNA v kapalné formé nebo dlouhodobé uchovani DNA ve vysuSené formé. Takto
pfipravenou DNA je mozno skladovat Ci zasilat pfi pokojové teploté, nasledné takto
pfipravené  vzorky = mohou byt pouzity k ,downstream® aplikacim
(http://biomatrica.com). Ivanova et Kuzmina (2013) ve své praci porovnavaly

DNAstable® s trehalézou a polyvinylalkoholem. Z testd vyplynulo, Zze nejlepsi
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protektivni uc€inky na DNA po dobu dvou let ma DNAstable® v porovnani
s 10% roztokem trehalozy a 1% roztokem PVA. OvSem v této praci se porovnavaly
protektivni uCinky na DNA, nikoliv na celou reakéni smés pouzivanou pfi PCR
analyze.

Na zakladé ziskanych dat je mozné usuzovat, Ze 4% roztok pullulanu vykazuje
protektivni ucinky do 10 tydnu, proto neni vhodny pro dlouhodobé skladovani
reagencii a DNA. Pro prikazné ovéfeni protektivnich ucinkd 0,6% roztoku xanthanu
by bylo vhodné prodlouZit testy stability nejméné na jeden rok, avdak vzhledem
k rozsahu této prace nebylo mozné tato data ziskat. Alternativou ke klasickému
pfistupu by bylo mozné vyuZziti Arrheniova modelu, jako byl pouzit Clermont et al.

(2014), kde zkoumali protektivni ucinky trehaldzy.
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8 Zaveér

V ramci diplomoveé prace byla vypracovana literarni reSerSe podle dostupné

413

literatury na téma ,Stabilizace PCR reagencii pfi pokojové teploté®“. V teoretické Casti
byly zminény limitace reagencii pouzivanych pfi PCR analyze. V této casti byla
zminéna alternativni mozZnost skladovani DNA pfi pokojové teploté ve formé FTA
karty Ci ve formé vysuSeného prasku (vysouseni DNA pomoci lyofilizace, sprejovani
za pokojoveé Ci snizené teploty) ke klasickému skladovani DNA v mrazniCce. Dale
byly zminéné tfi sacharidy — trehaldza, pullulan a xanthan, u kterych byly prokazany
protektivni uc€inky na proteiny ¢i DNA skladovanych pfi pokojové teploté. S témito
tfemi sacharidy byly provadény testy inhibice a stability v experimentalni Casti
diplomové prace.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly provadény nejprve testy stability.
Byla testovana PCR smés obsahujici Taq polymerazu, ale i PCR neobsahujici Taq
polymerazu. Na zakladé testl inhibic bylo odhaleno, Ze smés obsahujici Taq
polymerazu neni vhodna pro testy stability. Celkové bylo pfipraveno vzdy sedm
roztokll od kazdého ze sacharidi a na zakladé vysledku z testll inhibice bylo vybrano
8 koncentraci - pullulan 4% a 2%; xanthan 1%; 0,8%, 0,6% a 0,4%; trehaléza 10%
a12%. Tyto roztoky byly testovany samostatné, ale i v kombinacich: trehaléza-
xanthan a pullulan-xanthan. Testy stability odahalily, Zze po 16 tydnech skladovani
pfi pokojové teploté a za tmy vykazuje nejlepSi protektivni uc€inek 0,8% roztok
xanthanu a naopak nejhorSi protektivni uCinek vykazuje 4% roztok pullulanu,
u kterého jiz v tydnu 10 bylo zaznamenano zpozdéni signalu natolik vyrazné, ze se

dostalo mimo detekéni rozsah PCR protokolu.
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9 Seznam pouzitych zkratek

DNA
dNTPs
dsDNA

EDTA
IVD
IVD-CE
kb

PCR
PVA
RNA
SOP
SssDNA

TE pufr

deoxyribonukleotidova kyselina (deoxyribonucleic acid)
deoxynukleotid triosfatu

dvoufetézcova deoxyribonukleotidova kyselina (double stranded
deoxyribonucleic acid)

kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
in vitro diagnostika

in vitro diagnosticka certifikace

kilobaze (kilobase)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
polyvinylalkohol

ribonukleotidova kyselina (ribonucleic acid)

standardni operac¢ni postup (standard operating procedure)
jednofetézcova deoxyribonukleotidova kyselina (single stranded
deoxyribonucleic acid)

Tris/EDTA pufr (Tris/EDTA buffer)
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