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ABSTRAKT

Predkladana diplomova prace se zabyva zavedenim metody Real Time-PCR pro detekci
speF genu, tedy genu kodujiciho ornithindekaboxylasu. Tento enzym katalyzuje
dekarboxylaci L-ornithinu na putrescin u Gram negativnich bakterii. Putrescin je jednim
Z hlavnich biogennich aminti, jehoz vyskyt je tGzce spojovan s mikrobidlnim kazenim
potravin. V prub¢hu prace byla rovnéz sledovana exprese daného genu, metodou relativni

kvantifikace, u Escherichia coli v zavislosti na rozdilnych kultivaénich podminkach.

Ziskané vysledky dokumentuji, ze byla zavedena a optimalizovana metoda Real Time-
PCR pro detekci speF genu. Pomoci této metody je rovnéz mozné sledovat uroven exprese

dan€ho genu v zavislosti na riznych podminkéch.

Klicova slova: Biogenni aminy, putrescin, speF gen, Real Time-PCR, genova exprese,

relativni kvantifikace

ABSTRACT

Presented thesis concentrates on the establishment of Real Time-PCR method for detection
of speF gene which encodes ornithine decarboxylase. This enzyme is responsible for
decarboxylation of L-ornithine to putrescine in Gram-negative bacteria. Putrescin is one of
the main biogenic amines and its occurence is linked to microbial degradation of food.
Furthermore, the role of various cultivating conditions on the expression of particular gene

in Escherichia coli using relative quantification approach was also tested in this thesis.

Results obtained in experimental part of this work confirm development and optimalization
of realtime PCR method for detection of speF gene. Moreover, this method can be useful

tool for evaluation of speF gene expression dependent on different cultivating conditions.

Keywords: Biogenic amines, putrescine, speF gene, Real Time-PCR, gene expression,

relative quantification
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UvVOD

Nejnovéjsi trendy v oblasti bezpeCnosti potravin, se zamétuji na zkoumani latek
vyskytujicich se v potravinach, které mohou mit vliv na lidské zdravi. Mezi tyto latky jsou
fazeny i biogenni aminy (BA), jez jsou produktem bézné metabolické aktivity zvitat,
rostlin i mikroorganismd. Jedna se o latky se =znacnou biologickou aktivitou,
které jsou nepostradatelné pro zivé organismy, Vnichz zajistuji fadu dulezitych
fyziologickych funkci (proliferace, rist, diferenciace). Na druhé strané se ale také jedna

0 latky, které se ucastni patologickych procest (zanétlivé a alergické reakce).

Prakticky ve vSech potravinach obsahujicich bilkoviny nebo volné aminokyseliny lze
predpokladat vyskyt BA. Zvlasté pokud jsou zde poskytnuty vhodné podminky
pro biochemickou aktivitu pfitomnych mikroorganismii vlastnicich dekarboxylasovou
aktivitu. Pokud se zde BA vyskytuji ve vysokych koncentracich, pak za urcitych podminek
mohou mit negativni vliv na lidské zdravi a takovéto potraviny se pro citlivé jedince

mohou stat ,,nevhodnymi“.

V piipad¢ skladovani potravin mize byt obsah BA ukazatelem jakosti vstupni suroviny
a urovn¢ hygieny béhem vyrobniho procesu a skladovani. Je ale potifeba mit k dispozici
nastroje, kterymi je mozné v potravinadch sledovat obsah/produkci BA. Jednotlivé BA
je mozné ptimo detekovat a kvantifikovat klasickymi metodami instrumentalni analyzy
(napt. HPLC/MS). Pro identifikaci producentti BA ve vyrobcich je vhodné pouzit metody
molekuldrni biologie, které se ukazuji byt vhodné pro rychlou detekci mikroorganismt
produkujicich BA, a to nejen v hotovych vyrobcich, ale i béhem technologického procesu.
Z metod molekularni biologie je vyuzivana zejména metoda polymerasové fetézové reakce
(PCR), pomoci které Ize rychle zachytit bakterie nesouci pfislusné geny kodujici jednotlivé
dekarboxyla¢ni enzymy. Nevyhodou stanoveni pomoci klasické PCR je detekce
i nezivotaschopnych bunék a ziskany vysledek ma pouze kvalitativni charakter. Moderni
technikou molekularni biologie je metoda Real Time-PCR, kterd je vyuZzivana k piimé
kvantifikaci nukleovych kyselin. Tato varianta umoziiuje monitorovani fluorescence
emitované v pribéhu PCR jakoZto indikatoru amplifikace poZadovaného fragmentu
v kazdém cyklu. Takto ziskané informace, amplifikacni kiivky, mohou byt pouZity nejen
pro kvantifikaci poc¢atecniho mnoZstvi templatu s vysokou piesnosti v Sirokém rozsahu
koncentrace, ale 1 pro sledovani exprese danych genti kodujici prislusné dekarboxylacni

enzymy.
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|. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou pfirozen¢ se vyskytujici nizkomolekuldrni organické latky
vznikajici v bunkach pfevazné enzymovou dekarboxylaci aminokyselin s eventualni dalsi
upravou. Tyto aminy jsou oznaceny jako biogenni proto, Ze jsou vytvoreny pisobenim
zivych organismi. Mezi nejvyznamnéjsi biogenni aminy lze zafadit: putrescin, kadaverin,
tyramin, 2-fenylethylamin, histamin, tryptamin, spermin, spermidin, dopamin a serotonin.
[1-3]

Vyskytuji se v rostlinnych i zivoc¢iSnych bunkach, kde zajistuji fadu dulezitych funkci.
V rostlinném organismu se tcastni Sirokého spektra fyziologickych procest, mezi néz patii
napt. bunécné deleni, rast, diferenciace, starnuti listd nebo také jsou tyto latky zapojeny

do obranné odezvy rostlin na bioticky nebo abioticky stres. [4]

Rovnéz v zivoc¢isnych bunkdch jsou BA vyznamnymi metabolickymi meziprodukty
a produkty, které vykazuji biologickou aktivitu. Polyaminy se podileji na rozmanitych
fyziologickych procesech, jejichz spoleénym motivem je tizky vztah k bunééné proliferaci
a rastu. Maji také rozmanité vlivy na syntézu proteinii, biosyntézu DNA a RNA.
Biologicky aktivni amin (histamin) ma centralni tlohu v mnoha alergickych reakcich. [5]
Biogenni aminy jsou i dilezitymi neuroaktivnimi latkami v centralnim nervovém systému
a to jak u obratlovcu tak bezobratlych. V nadmérném mnozstvi mohou ale zpusobovat

nezadouci az toxické uc¢inky. [6]

1.1 Chemicka struktura a klasifikace biogennich amint

Na zédklad¢ chemické struktury je mozné délit biogenni aminy do nékolika skupin.
Chemicka struktura BA (viz Obr. 1) muze byt alifatickd (putrescin, kadaverin, spermin,
spermidin), aromatickd (tyramin, fenylethylamin) nebo heterocyklickd (histamin,
tryptamin). Nékdy se klasifikuji kadaverin, putrescin, agmatin, spermin a spermidin jako
polyaminy. Putrescin, kadaverin mohou byt povazovany za diaminy a agmatin, spermidin

a spermin za polyaminy. Z toho vyplyva, ze klasifikace polyaminti neni zcela jednotna. [1]


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/dekarboxylace.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/aminokyseliny.html
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1.2 Vznik

Biogenni aminy jsou jednoduché bazické dusikaté slouceniny, které vznikaji predevsSim
dekarboxylaci aminokyselin, nebo aminaci a transaminaci aldehydu a ketond.
Proteolyza, a to bud autolytickd nebo bakteridlni, mize hrat vyznamnou roli pravé
V uvoliiovani volnych aminokyselin z proteinii. Dekarboxyla¢ni reakce aminokyselin jsou
enzymov¢ katalyzované reakce, pricemz kofaktorem téchto enzymi byva nejCastéji
pyridoxal-5’-fosfat (PLP). Pro katalyzu je dulezita aldehydova skupina PLP. Pyridinovy
kruh usnadiuje priubéh reakci diky schopnosti odtahovat elektrony z a-uhliku substratu
a stabilizovat tak Shiffovu bazi. [1; 3]
Prekurzory hlavnich biogennich amint (viz Obr. 2) jsou:

histidin — histamin

tyrosin — tyramin

hydroxytryptofan — serotonin

tryptofan — tryptamin

lysin — kadaverin

ornithin — putrescin

arginin — agmatin — putrescin — spermidin — spermin [1]
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Obr. 2. Biogenni aminy a jejich prekurzory [7]

1.2.1 Mikrobialni produkce

Zakladnim faktorem po tvorbu BA v potravinach je nejen obsah volnych aminokyselin,
ale iptitomnost bakterialnich kmenti se schopnosti dekarboxylace téchto aminokyselin.
Tato schopnost byla popsana jak u Gram pozitivnich tak i Gram negativnich bakterii. Rody
jako jsou Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Photobacterium a mlééné bakterie roda Lactobacillus,

Pediococcus a Streptococcus jsou schopné dekarboxylace jedné nebo vice aminokyselin.
[3]

Histamin je vytvaren z histidinu pomoci specifické katalyzy histidindekarboxylasy (HDC).
Bakterialni HDC byly dikladné studovany a charakterizovany v rtiznych organismech.
Byly rozliSeny dva druhy enzymi s rozdilnymi vlastnostmi. HDC zavislé
na pyridoxal-5'-fosfatu se vyskytuji u Gram negativnich bakterii (napt. Morganella

morganii, Enterobacter aerogenes, Photobacterium phosphoreum, Raoultella planticola,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

atd.), které jsou spojeny s kazenim vyrobkil z ryb. HDC zavislé na pyruvoylu jsou
ptitomné u Gram pozitivnich bakterii pouzivanych pfi fermentaci (napt. Clostridium
perfringens, Tetragenococcus muriaticus, Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardii
a Lactobacillus buchneri).

Bakterie jako Morganella morganii (Proteus morganii), urcité kmeny Klebsiella
pneumoniae a n¢kolik kmend Hafnia aluei, jsou producenty histaminu a jejich pfitomnost

je nezadouci u vyrobku z ryb. [3]

Ackoli byl Oenococcus oeni piivodné povazovan za majoritni bakterialni druh zodpovédny
za produkci histaminu ve viné, nedavné studie ukazaly, ze kmeny Lactobacillus hilgardii

a Pediococcus parvulus mohou byt hlavnimi producenty histaminu. [8]

Jako producenti tyraminu byly popsany jen Gram pozitivni bakterie. Mezi tyto patii
bakterie rodu Lactobacillus, Enterococcus nebo Carnobacterium. Sekvence gend
kédujicich tyrosindekarboxylasy (TDC) riznych mikroorganismli ukézaly vysokou
podobnost. [9] Tyramin je bézné a nejvice detekovan v syru a fermentovanych masnych

vyrobcich, kde jsou hlavnimi producenty kmeny Enterococcus a Lactobacillus. [8]

Syntéza putrescinu byla plivodné spojovana s Gram negativnimi bakteriemi, zejména
se zastupci Celedi Enterobacteriaceae. Nedavné studie popisuji schopnost nékterych

laktobacila produkovat putrescin z agmatinu deaminaci. [8]

Ornithindekarboxylasa (ODC) je enzym, ktery je zavisly na PLP, katalyzujici pfeménu
ornithinu na putrescin. Bylo zjisténo, ze geny pro ODC jsou exprimovany jak u Gram
pozitivnich bakterii, napt. u laktobacilli, tak bakteriii Gram negativnich. Jako zastupce
Gram negativnich bakterii je zde mozno uvést napt. Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Vibrio cholerae, Vibrio

parahaemoliticus nebo Yersinia pestis. [3; 9]

1.3 Biogenni aminy v potravinach

Prakticky ve vSech potravinach obsahujicich bilkoviny nebo volné aminokyseliny, zvlasté
pokud jsou zde poskytnuty vhodné podminky pro biochemickou aktivitu pfitomnych
mikroorganismi, lze pfedpokladat vyskyt biogennich amini. Mezi potraviny
s pravdépodobnym vyskytem biogennich amint patii ryby, vyrobky z ryb, masné vyrobky,

vejce, syry, fermentované zeleniny, s6jové produkty, piva a vina. [8; 10]
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kadaverin, tyramin, tryptamin, p-fenylethylamin, spermin a spermidin. [3; 11]

Biogenni aminy mohou mit roli ukazatelli jakosti, anebo pfijatelnosti nékterych potravin.
Celkové mnozstvi produkovanych biogennich aminii je zavislé na nékolika faktorech.
Mezi faktory, které ovliviiuji tvorbu biogennich amind v potravinach, patii: dostupnost
volnych aminokyselin; pfitomnost mikroorganismi s dekarboxylacni aktivitou a ptiznivé
podminky pro rust téchto mikroorganismi optimalni - pH, pfitomnost sacharidd
(D-glukosa), redox potencial média, mnozstvi kysliku, teplota, pfitomnost soli nebo

ptidavek vhodnych startérovych kultur. [1; 3; 12]

1.3.1 Nefermentované potraviny

V nefermentovanych potravindch je pfitomnost biogennich amind nad urcitou Uroven
povazovana za znamku nezadouci mikrobialni aktivity. Z tohoto diivodu mize byt obsah
BA pouZit jako indikator mikrobidlniho kaZeni. Nicméné, ptitomnost biogennich amin
V potravindch nemusi korelovat s riistem mikroorganismil zptsobujicich kazeni. Uroveii

histaminu, putrescinu a kadaverinu se ale obvykle zvySuje pravé béhem kazeni ryb. [1]

K otravé z ryb (scombroid poisoning) dochazi po konzumaci ryb, u nichZ se aminokyselina
histidin v syrovém rybim mase méni pasobenim enzymu histidindekarboxylasy,
produkovaného bakteriemi, na histamin. Bakterie se pomnoZzuji v nespravné skladovanych
rybach, kterymi jsou napf. tundk, makrela, sled’ nebo sardinky. Histamin je termostabilni
aodolavda 1 naslednému tepelnému zpracovani ryb. Ryby mohou obsahovat az
1000-2000 mg.kg™ histaminu. [13] Dalsi biogenni aminy, které byly v rybach detekovany,

jsou také putrescin, kadaverin, tyramin, spermin a spermidin. [1]

Ryby nejsou jedinou nefermentovanou potravinou, kde byl prokazan vyskyt biogennich
aminl. Také v nékterych Stavach, nektarech a limonadach vyrobenych z pomeranci,
malin, citréntl, grapefruitti, mandarinek, jahod, rybizu nebo hrozni, byly detekovany riizné
koncentrace biogennich aminii. V téchto produktech byl ¢asty vyskyt zejména putrescinu.

[1;3;12]

RovnéZ Cerstvé 1 zpracované vepfové maso muze obsahovat vyznamné koncentrace
biogennich aminli. N¢které studie ukazuji, Ze ve vepfovém mase byly detekovany vysoké

hladiny zejména adrenalinu, spermidinu a sperminu. Z dalsich BA byly detekovany
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noradrenalin, putrescin, histamin, kadaverin a tyramin, ale jejich koncentrace byly daleko
nizsi. [1]
Biogenni amin, 2-fenylethylamin, je pfirozenou soucasti napt. nékterych druhii hub nebo

také kakaovych bobu, a proto se miize vyskytovat v ¢cokoladé a ¢okoladovych vyrobeich.

[1]

1.3.2 Fermentované potraviny

Pi1i pfipravé fermentovanych potravin lze ocekdvat pfitomnost mnoha druht
mikroorganismill, z nichZ nékteré mohou vlastnit dekarboxylasovou aktivitu a byt tedy

schopné produkovat biogenni aminy. [1]

Rizné aminy, jako je napfiklad histamin, tyramin, kadaverin, putrescin, tryptamin

a fenyletylamin byly nalezeny v mnohych druzich syrt. [14]

Agmatin, kadaverin, ethanolamin, histamin, putrescin a tyramin jsou produkovany
ve vysSich mnozstvich béhem alkoholového kvaseni. Histamin a tyramin byly nalezeny
jako hlavni biogenni aminy v ¢erveném vin€. Vedle nich byly ve vinech, at’ uz ¢ervenych
nebo bilych, detekovany: tyramin, histamin, tryptamin, monomethylaminonitrat,
2-fenethylamin, putrescin, kadaverin, spermidin, iso- a n-amylamin, pyrrolidin, iso-

a n-butylamin, iso- a n-propylaminu a ethylamin. [1; 8]

Z experimentu Bunkové et al.,, (2010) vyplynulo, Ze se produkce piislusného aminu
zvysuje se zvySujicim mnozstvim prekurzoru. Proto je vhodné pti vyrobé fermentovanych
potravin kontrolovat nejen kmeny mikroorganismt, ale také sledovat koncentraci

prekurzoru. [15]

1.4 Toxicita

Histamin, tryptamin, 2-fenylethylamin a tyramin jsou biologicky aktivni aminy, které maji
vyznamné fyziologické uc¢inky na €lovéka, obvykle bud’ psychoaktivni nebo vazoaktivni.
Psychoaktivni aminy ovliviluji nervovy systém tim, ze pisobi jako neurotransmitery,
zatimco vazoaktivni aminy plsobi na cévni systém. Toxikologické ucinky jsou shrnuty

v tabulce (Tab. 1). [13]
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Tab. 1. Toxikologické ucinky biogennich aminii [3]

Biogenni amin Toxikologické ucinky BA

uvolnuje adrenalin a noradrenalin

drazdi hladké svalstvo délohy, stiev a dychacich cest
Histamin stimuluje jak senzorické tak motorické neurony

koptivka

fidi sekreci zalude¢ni kyseliny

periferni vazokonstrikce

zvysuje srdecni tep

pficina slzeni

Tyramin zvySuje dychani

zvysuje hladinu cukru v krvi

uvoliuje noradrenalin ze sympatického nervového systému
zpusobuje migrény

hypotenze

bradykardie (zpomaleni srde¢niho tepu)

Putrescin a kadaverin | kie¢ zvykaciho svalu

paréza (neuplné obrna) koncetin

zesiluje toxicitu jinych aminti

uvoliuje noradrenalinu ze sympatického nervového systému

2-fenylethylamin zvysuje krevni tlak
zpusobuje migrény
Tryptamin zvysuje krevni tlak

Uz ptijem histaminu vys$si nez 40 mg muze zpisobit otravy S riiznou intenzitou. Pfipustna
maximalni hladina tyraminu v potravinach je 100-800 mg.kg™, kdy je ptijem 1080 mg.kg™
tyraminu toxicky pro ¢lovéka. [3] Studie prokazaly toxicitu pfi oralnim podani putrescinu
(2000 mg.kg?), kadaverinu (2000 mg.kg™), tryptaminu (2000 mg.kg™), spermidinu
(600 mg.kg™) a sperminu (600 mg.kg™). [11; 16]

Biogenni aminy pfitomné v potravindch jsou v zazivacim traktu savci metabolizovany
detoxika¢nim systémem. Hlavni tlohu v ném sehravaji dva enzymy, monoaminooxidasa
(MAO) a diaminooxidasa (DAO), které pisobi ve stfevnim epitelu. Jejich G¢inkem jsou
BA metabolizovany na fyziologicky méné¢ aktivni metabolity. Tyto enzymy maji vSak jen
uritou kapacitu, ktera nezvlada nadmérny pfijem BA. [17] Proto pfijem potravin
s vysokym obsahem BA miiZe pfedstavovat nebezpeci pro zdravi. Z biogennich amint jsou
Z hlediska toxicity a alimentadrnich otrav diskutovany zejména histamin a tyramin.

Symptomy otravy histaminem, tzv. scombroid poissoning, se projevuji velmi rychle
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(od 10 minut do 2 hodin) a projevuji se vyrazkou V hornich ¢astech téla, zarudnutim,

otoky, zvracenim, prijmy, bolestmi hlavy a poklesem krevniho tlaku. [13]

Jisté problémy mohou také pocitovat psychiatricti pacienti léceni inhibitory MAO, pokud
se Vjejich jidelnicku objevuji potraviny obsahujici vysoky obsah tyraminu
(napt. vyzralé syry, jatra, kavidr, avokado nebo bandny). Pomal4d detoxikace mulize mit
za nasledek jeho toxické plsobeni, projevujici se bolestmi hlavy, hypertenzi nebo
zvracenim. V té€zZkych ptipadech miiZe tento stav koncit smrtelné. [17]

Biogenni aminy byly také studovany jako potencidlni karcinogeny. Nebezpeci pfitomnosti
polyaminti putrescinu a kadaverinu spoc¢iva v jednoduchosti, s jakou mohou reagovat
S dusitany nebo oxidy dusiku pti skladovani nebo upravé potravin. Touto reakci totiz

mohou vznikat karcinogenni cyklické nitrosaminy. [1]

1.5 Stanoveni

Detekce BA je dulezitou soucasti pii zkoumani potencialnich otrav jidlem, pro ovétfeni
procesu vyroby potravin a také jako méfitko kvality (Cerstvosti) surovin a hotovych
vyrobkl. Metody bézné kvantifikace BA Ize rozdélit do dvou skupin. Bud’ je mozné ptimo
detekovat a kvantifikovat jednotlivé BA nebo se vyuzivd metod, které detekuji

mikroorganismy majici pfislusnou dekarboxylasovou aktivitu. [12]

v v

na chromatografickych metodach. Mezi nejvice pouzivané patii vysoko u¢inna kapalinova
chromatografie s hmotnostni nebo fluorescen¢ni detekci (HPLC/MS, HPLC/FLD).
Z chromatografickych metod nachazeji uplatnéni také plynovd chromatografie
s hmotnostni nebo plamenové ionizaéni detekci (GC/MS, GC/FID) nebo chromatografie
na tenké vrstvé. Dale jsou pouzivany i metody jako je kapilarni zonova elektroforéza nebo

metody infracervené spektrometrie. [7; 12]

Soucasné moderni techniky dovoluji sledovat nejen jednotlivé BA, ale také umoznuji
pfimo detekovat a kvantifikovat jednotlivé bakterie produkujici BA. Protoze je detekce
téchto bakterii pomoci béznych kultiva¢nich technik zdlouhava a nespolehliva, vyuzivaji
se Vv dnesni dobé metody molekularni biologie. Uplatnéni zde nachazi zejména PCR,
pomoci které lze s vyuzitim specifickych primert rychle zachytit bakterie nesouci
ptislusné geny zodpovédné za produkci dekarboxylacnich enzymii. Metody molekularni

biologie se stavaji zajimavou alternativou k feSeni nedostatktl tradi¢nich metod.
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2 POLYMERASOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Zkratka PCR pochazi z anglického Polymerase Chain Reaction. Polymerasova tetézova
reakce byla objevena Kary B. Mullisem v roce 1985. PCR je metoda zmnozeni urcité
sekvence DNA. Ma hlavné tu vyhodu, Ze umoziuje ziskat pozadovanou a specifickou
sekvenci genomové DNA in vitro bez jejiho piedchoziho klonovani ve vektorech. Dalsi
nemén¢ vyznamnou vyhodou je, Ze PCR vyzaduje pro analyzu jen malé mnozstvi
genetického materidlu, ktery mize byt dokonce i poskozeny. Pomoci PCR se nyni mtize
detekovat podstaté jakykoliv gen z jakéhokoliv organismu. Z PCR se stala rutinni
laboratorni technika, diky jeji zdanlivé jednoduchosti a snadnosti pouZiti je zptistupnéna
pocetnym laboratofim. Existuje mnoho védeckych praci popisujicich nové aplikace nebo
nové metody PCR. A také existuje nescetné komercnich produkti a sad pro aplikace PCR

pro vyzkum a diagnostiku. [18; 19]

2.1 Princip PCR

Polymerasova fetézova reakce vyuziva moznost amplifikace DNA v in vitro podminkach.
Princip PCR je obdobou replikace nukleovych kyselin, tedy zékladniho molekuldrniho

procesu vsech zivych organismu. [18; 20]

PCR je cyklicky se opakujici enzymovéa syntéza novych fetézcii vybranych tuseki
dvoufetézcové DNA ve sméru 5'— 3" pomoci DNA-polymerasy. DNA-polymerasa, ktera
se Vreakci vyuzivd, je termostabilni enzym, ktery katalyzuje prodluzovani
polydeoxyribonukleotidovych fetézct. Vyuziti nachazi zejména Taq DNA-polymerasa

izolovana z termofilni bakterie Termus aguatticus. [18; 20]

Specifi¢nost reakce je zaloZena na pouZiti dvou vychozich primerG (syntetickych
oligonukleotidi — kratkych jednotfetézcovych tuseki DNA), které hybridizuji
s komplementérni sekvenci opacnych vlaken DNA a ohranicuji Zddanou sekvenci. Vzorek
DNA je nejdiive zahfivan, aby se odd¢lila obé vldkna, primery se nechaji navdzat na DNA
a kazdé vlakno je kopirovano DNA-polymerasou pocinajic od primeru. Dvé vlakna DNA

slouzi jako matrice pro syntézu nové DNA ze dvou primert. [18; 20]

2.1.1 Prubéh reakce

Metodu PCR lze shrnout ve tfech krocich, které jsou vyobrazeny na obrazku (Obr. 3).
Nejprve probihd denaturace. Dochéazi k oddéleni vldken DNA pfi teploté nad 90 °C, kdy
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jsou rozruSeny vodikové mustky, kterymi jsou spojeny purinové a pyrimidinové baze
komplementarnich nukleotidi. Vznikaji dvé jednofetézcové vldkna DNA. Po tomto
procesu nasleduje tzv. annealing, kdy probiha komplementarni nasednuti (hybridizace)
primert pii specifické teploté (obvykle mezi 50 °C az 60 °C), kdy primery ohranicuji
oblast DNA, kterd bude naddle amplifikovana. A v poslednim tfetim kroku probiha
prodluzovani (elongace) fetézce pti teploté 65 °C az 75 °C. Na 3’ konce primert naseda
DNA-polymerasa, ktera ptipojuje nové deoxynukleosidtrifosfaty a dochédzi k prodluzovani

fetézce ve sméru 5'— 3. [19; 21]
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p i1 8 1303030813801 8031c
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Obr. 3. Pritbéh polymerasové retézové reakce [22]

PCR probihd v zafizeni zvaném termocykler, ve kterém se teplota méni
V naprogramovanych ¢asovych tsecich. Tato automatizace je jednim z daleZitych pokrokd,
které vedly k tomu, aby se PCR stala Siroce dostupna. Nez byly termocyklery k dispozici,
PCR byla provadéna s pouzitim tfi vodnich 14zni nastavenych na teplotu obvykle 95 °C,
55 °C a 72 °C a reakéni zkumavky ve stojanech byly pfesouvany ruéné mezi laznémi.

Mnozstvi DNA, ktera je syntetizovana se zvySuje exponencialné (2", n je podet cykld).
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Nekolik kopii cilové DNA muze byt namnozeno na miliony kopii po 30-40 cyklech.
[20; 23]

Teplota a doba trvani jednotlivych kroka jsou velmi dulezitymi parametry
pro optimalizaci. Pocet cyklt zavisi na pocateéni koncentraci DNA a obvykle je v rozpéti
od 25 do 35 cykla. Pii velkém poctu cykla se pfili§ zvySuje mnozstvi vznikajicich

nespecifickych produkti. [19]

2.1.2 Slozky reakéni smési

Reakéni smés pro PCR se sklada z templatové DNA, Taq DNA-polymerasy, hofe¢natych
iontd, pufru, 2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfatd (ANTP) a dvojice primert.

Pufr se sklada ze siranu amonného nebo chloridu draselného a jsou vném obsazeny Tris-
HCI a chlorid hotecnaty. pH Tris-HCI pufru je zavislé na teploté, proto se béhem PCR pH
reak¢ni smési pohybuje mezi 6,8 a 8,3. HofeCnaté ionty jsou jednou z nejdtlezitéjSich
soucasti reakéni smési PCR, jejich koncentrace miize mit vliv na specificitu a G¢innost
reakce. Tvofi rozpustny komplex s ANTP rozpoznavany DNA-polymerasou. JelikoZ ionty
Mg2+ interaguji nejen s ANTP, ale i s primery a DNA, je tieba stanovit pro kazdou aplikaci

optimalni koncentraci téchto iontt. [18]

Pti amplifikacich je vétSinou pouzivana Tagq DNA-polymerasa. Vykazuje pouze 5'— 3~
polymerasovou aktivitu, postrada 3'— 5 exonukleasovou aktivitu. Pro vétSinu aplikaci je
vSak presnost fazeni nukleotidi Tagq DNA-polymerasy dostacujici. Vyhodou této
polymerasy je jeji vysoka procesivita. Mimo Taq DNA-polymerasy se pouzivaji také
polymerasy vykazujici 3'— 5° exonukleasovou aktivitu napf. Pfu, Pwo a UlTma
DNA-polymerasy, které byly izolovany z Pyrococus furiosus, Pyrococus woesei

a Thermotoga maritima. [18]

Vodny roztok dNTP obsahuje smés ctyf nukleotidii. Jednd se o smés tvofenou
deoxyadenosintrifosfaitem (dATP), deoxycytidintrifosfatem (dCTP),
deoxyguanosintrifosfitem (dGTP) a deoxythymidintrifosfatem (dTTP), které tadi

DNA-polymerasa do noveé vznikajiciho fetézce. [24]

Cilova DNA miiZe byt ziskana z mnohych biologickych materiald, télnich tekutin, kultur
mikroorganizm, bun¢k tkanovych kultur, atd. JelikoZ je metoda PCR velmi citliva je
vhodné provést hrubou extrakci. U vzorkd by méla byt vénovana pozornost ptipadnym

necistotam, které mimo jiné mohou inhibovat Tag DNA-polymerasu. Pro PCR je tieba
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pouze malé mnozstvi templatové DNA, proto mohou byt tyto necistoty ve vétsiné piipadi

odstranény dostatecnym nafedénim vzorku. [19]

Pro vétsinu PCR jsou pottebné dvé sady primera s odliSnymi sekvencemi, které nasedaji
na komplementarni fetézce templatové DNA. Pii amplifikaci urcitého genu je presnost

a uspésnost zavislad na obou primerech, které by mély spliovat urcité pozadavky:

- zpravidla obsahovat 18-25 nukleotidd
- obsah G+C by se m&l pohybovat mezi 40 % az 60 %
- mit vyvazeny pomér G/C a A/T pari
- primery by mély mit obdobnou teplotu tani (Tm)
- teplota Tm (teplota, kdy se vaZe primer na templat) by méla byt nejméné 50 °C
- primery by nemély byt vzdjemné komplementarni, aby netvotily vzdjemné dimery
- nemély by osahovat vnitini sekundarni struktury.
[19]

Primery lze navrhovat v mnohych pocitaéovych programech, ve kterych lze dodrzet vyse
popsana pravidla. Dostupné syntetizatory maji dostatecnou cistotu vyrobenych primert
(> 98 %) a primery mohou byt pouzity bez ptecisténi. Ptili§ vysoka koncentrace nékteré

ze slozek reakce muze vést k chybam a vzniku nespecifickych produkti. [19]

Pro polymerasové fetézové reakce jsou k dispozici komeréni PCR Kity a premixy.
Ty obsahuji pufr, ANTP a Tag DNA-polymerasu v koncentraci, ktera umoziuje jen ptidani
templatové DNA aprimerd za vzniku kone¢ného reakéniho objemu. V nékterych
pripadech jsou premixy bez obsahu Mg?*, coz umoziiuje pokusy, které maji optimalizovat

mnozstvi téchto iontl v reakéni smési. [18]

2.1.3 Detekce amplikoni

Produktem PCR jsou amplikony - useky DNA definované délky a velikosti (obvykle
desitky az tisice nukleotidd). [19] Nejjednodussi metodou analyzy PCR produktu je gelova
elektroforéza. V zéavislosti na ofekavané velikosti amplifikovaného fragmentu je produkt
PCR nanesen do 0,8-3% agarosového gelu s obsahem ethidium bromidu. Ke vzorku by
mél byt pridan marker (napf. bromfenolovd modf), pokud nebyla pouZita reakéni smés jiz
obsahujici barvivo, aby se usnadnila vizualizaci migrace vzorku pfes gel.

Na elektroforetickém gelu je dosazeno rozdéleni amplikond rozdilnych velikosti tim,
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ze v husté siti gelu prochazeji veétsi molekuly pomaleji a jsou tedy nalezeny v mensi

vzdalenosti od nanaseci jamky. [18]

2.2 Modifikace PCR

Vedle standardni metody PCR se pouziva fada modifikaci, z nichZ nékteré budou zminény,

podrobnéji bude rozepsana metoda Real Time-PCR v kapitole 2.3.

2.2.1 PCR spojena s reverzni transkripci (RT-PCR)

Reverzni transkripce je enzymova reakce, pii niz dochdzi k ptepisu genetické informace
z molekuly mRNA do DNA. Tato reakce je katalyzovana enzymem reverzni
transkriptasou, kterd se vyskytuje u fady retrovir. V soucasné dobé Ize reverzni
transkripci provadét také v podminkach in vitro, kdy rizné komeréni firmy dodavaji rizné

typy rekombinantnich reverznich transkriptas.

Detekce a analyza molekul RNA patii k dilezitym molekularné biologickym postuptm.
Molekuly mRNA se podileji pouze 1-2 % na celkovém mnozstvi izolované RNA
(pfevaznou cast tvofi rRNA). Reverzni transkripci je ziskana molekula DNA, ktera je
oznatovana jako cDNA (jednofetézcovd komplementarni DNA), a ta je nasledné
amplifikovana standardnim postupem. RT-PCR je velmi hodnotnd metoda k analyze

genové exprese, k detekci infekénich agens nebo k detekei genetickych nemoci. [21]

2.2.2 Inverzni PCR

Predpokladem klasického formatu PCR je znalost pofadi bazi na zacatku a na konci
pozadované sekvence DNA. Inverzni PCR umoznuje amplifikovat iseky DNA o neznadmé
sekvenci, které jsou na obou stranach ohrani¢eny tseky o znamé sekvenci (viz Obr. 4).
Pfi této metod¢ je nejprve neznamy usek DNA S§tépen vhodnymi restrikénimi enzymy.
Druhym krokem je vytvofeni cirkuldrni molekuly pomoci DNA ligasy. Primery navrzené
pro inverzni PCR jsou komplementarni ke znamé sekvenci DNA, ale jejich 3" konce jsou
v piivodni molekule orientovany od sebe, na rozdil od klasické PCR , kdy 3" konce smé&fuji
k sobé (Obr. 4).

K linearizaci cirkularni DNA je vyuZivana druhd restrikéni endonukleasa, ktera Sté€pi cilové
misto vnadm znamé sekvenci. Tim se sekvence komplementarni k primerim dostanou

na okraje fragmentu a mtize prob&hnout klasicka PCR. [19; 21]
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znama sekvence

\neznémé sekvence/
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Stépeni DNA restriktazou,
ktera ne$tépi v misté znamé sekvence.

Spojeni koncu ligazou.
Pripojeni primeru ke znamé sekvenci.

l

Provedeni PCR.

-

pro ut amplifikace

Obr. 4. Inverzni PCR [21]

2.2.3 Asymetricka PCR

Asymetricka PCR je modifikace PCR, ktera umoziuje preferencni syntézu jenom jednoho
vlakna z duplexu DNA. Tato modifikace PCR se od klasického formatu lisi tim, ze vychozi
koncentrace primera se liSi faktorem 100, to znamend, ze jeden primer ma 100x vyssi
koncentraci nez druhy. Jako produkt reakce tak vznikd jednovldknova DNA (ssDNA,
single-stranded DNA), ktera je vhodna napf. pro Sangerovu metodu sekvenovani, dnes

jednu z nejbéznéjsich metod. [19; 21]

2.2.4 Multiplex (mnohonasobna) PCR

V této varianté¢ PCR je do reakéni smési pridano nékolik parit primert rozpoznavajicich
n€kolik rozdilnych cilovych sekvenci, coZ umoznuje detekci nékolika genli soucasné
Vjedné reakéni smési. Reakéni podminky je tieba empiricky krok za krokem
optimalizovat. Vyhodou této varianty je niz$i cena nez pfi jednotlivych, separovanych,

reakénich procesech. Pouzivd se pro vyhledavani zmén na dlouhych tusecich DNA,
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testovani vzajemné nesouvisejicich oblasti na DNA a hlavné pro amplifikaci vnitinich

kontrol soucasn¢ se vzorky. [19]

2.2.5 Nested (odstupiiovana) PCR

Béhem této modifikace PCR probiha amplifikace dvoufazoveé. Nested PCR vyuziva
vngjSich a vnittnich primerti, proto je to metoda vysoce citliva oproti standardni PCR
a umoziuje detekovat i jedinou molekulu templatové DNA. Nejprve probihad v prvni fazi
$ 15-30 amplifika¢nimi cykly a s jednim parem tzv. vnéjSich primerti namnoZzeni del$i
sekvence nukleové kyseliny. Vznikly produkt je preveden do nové zkumavky a probiha
druhy amplifikacni krok, opét o 15-30 cyklech, s dalsim parem tzv. vnitfnich primert.
V této druhé fazi je amplifikovana krat$i vnitini sekvence. Vyhodou této techniky je
vysokd vytéznost a specifita, ktera je dana 2 dvojicemi primeri. Pfenos produktti z prvni
reakce do druhé umoznuje nafedéni inhibitorit polymerasy, ale na druhou stranu se zvySuje
mozné riziko kontaminace. Pro tuto metodu byly popsany i moZnosti provedeni reakce

V jedné zkumavce. [19; 25]

2.2.6 Kvantitativni PCR (QPCR)

To, ze pii PCR dochazi k exponencialni amplifikaci cilové sekvence nukleové kyseliny,
naznacuje, ze by se PCR mohlo pouzivat jako kvantitativni metoda. Avsak jiz diive byly
popsany metody kvantifikace DNA pomoci mnohonasobné PCR s kvantitativné
kompetitivnim stanovenim (QC-PCR). Zde je amplifikovano zndmé mnoZzstvi
kompetitivniho templatu se stejnym mnozstvim cilové DNA. Okamzik, ve kterém jsou
intenzity PCR-produktii odvozenych z cilové DNA a kompetitivni DNA ekvivalentni,

je potom pouzit ke stanoveni mnozstvi cilové sekvence v ptivodnim vzorku. [19]

2.3 Real Time-PCR (qPCR)

Tato moderni metoda umoziuje ptimou kvantifikaci nukleovych kyselin v realném case.
Real Time-PCR je metoda zaloZena na klasickém PCR. Rozdil je ale v tom, ze Real Time-
PCR umozituje monitorovani fluorescence emitované v prubéhu polymerasové tetézové
reakce jakoZto indikatoru amplifikace pozadovaného fragmentu v kazdém cyklu.

U klasické PCR je detekovan az finalni produkt. [21; 26]
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Od vzniku Real Time-PCR v roce 1996, byly vyvinuty rizné formaty testti a Real Time-
PCR piistroje odlisné konstrukce. Tato kvantifikace nukleovych kyselin je dulezita
pii studiu genové exprese, nebo diagnostice nékterych patogenti. Real Time-PCR se
pouziva k mnoha riznym tceliim, zejména ale pro kvantifikaci nukleovych kyselin a pro

stanoveni genotypu. [21; 26]

Hlavni vyhody Real Time-PCR ve srovnani s jinymi metodami pro kvantifikaci
nukleovych kyselin jsou, Ze maji mimotfadné Siroky dynamicky rozsah (vice nez osm tadu)
a vyrazné vyssi spolehlivost vysledki v porovnani s konvenéni PCR, protoze pii Real
Time-PCR je znam cely profil amplifikace. Jednotlivé odchylky v G¢innosti (zptisobené

napiiklad inhibitory polymeras) Ize snadno identifikovat. [26]

2.3.1 Princip

Specifikem Real Time-PCR je, Zze proces amplifikace je monitorovan v realném case.
Je sledovana intenzita fluorescence v pribéhu PCR ve specidlnim zatizeni, které kromé
cyklického sttidani teplot umoziiuje prave tuto detekci bez nutnosti detekce produkt PCR
elektroforeticky. Takto ziskané informace, amplifikacni kiivky, mohou byt pouzity
pro kvantifikaci pocateCniho mnozstvi templatu s vysokou piesnosti v Sirokém rozsahu
koncentrace. Krom¢ optimalizace faktora ovlivitujicich standardni PCR je nutné

optimalizovat také kinetiku reakce. [27; 28]

2.3.2 qPCR fluorescen¢ni markery — interkala¢ni barviva a hybridiza¢ni sondy

V soucasné dobé je stale vice vyuzivana kvantitativni PCR v redlném case (qPCR, Real
Time-PCR) zalozena na monitorovani kinetiky polymerasové fetézové reakce. Pro detekci
lze vyuzit barviva se schopnosti zvySené interkalace do dvoufetézcové DNA nebo

fluorescencné znacené jednotetézcové sondy, které hybridizuji s analyzovanou sekvenci.

Prvnim pouzitym fluorescencnim barvivem pro ucely kvantifikace byl ethidium bromid.
Jedna se o latku, kterd se vaze velmi intenzivné a specificky na nukleové kyseliny a to tak,
ze svou plochou molekulou interkaluje mezi ploché pary bazi v molekule DNA. Dalsi
interkalac¢ni barviva jako jsou naptiklad YO-PRO-1 nebo SYBR Green I jsou pouzivany
dodnes. Barviva, kterd se vaZou na DNA, nemohou byt pouZita u mnohonasobnych reakci
a jejich hlavnim omezenim je nemoZnost odliSeni nespecifickych produktid. Daleko
specifictéjsi je pouziti hybridizacnich sond. Jedna se o kratké useky nukleovych kyselin

nesouci vhodnou znacku (napf. fluorescencni barvicku, chemiluminofor, enzym, aj.),
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které jsou schopny se specificky vazat prostfednictvim vodikovych mistkt ke

komplementarnim sekvencim fetézce nukleové kyseliny. [18; 29]

V nasledujicich podkapitolach budou popsany techniky vyuzivajici jak hybridiza¢ni sondy,

tak technika vyuzivajici interkalac¢ni barvivo.

2.3.2.1 SYBR Green |

SYBR Green | je vdne$ni dobé nejcastéji pouzivanym specifickym fluorescenénim
cyaninovym barvivem. Princip interkalace barviva je vyobrazen na obrazku (Obr. 5).
Vazebna afinita tohoto interkala¢niho barviva je vice nez 100x vyss$i neZ ethidium
bromidu. Fluorescence barviva vmezeteného do dsDNA (dvouietézcové DNA) je vice nez
1000x vyssi, nez volného barviva, a proto je velmi vhodny pro sledovani nardstu
amplifikovaného PCR produktu. Se vzristajicim mnozstvim PCR produktu se signal
zvySuje. SYBR Green I mlzZe byt buzen modrym svétlem o vilnové délce 480 nm.
Jeho emisni spektrum je srovnatelné s fluoresceinem s maximem pii 520 nm. Nicméng,
narozdil od TagMan sond, SYBR Green se vdZze na vSechny dvouvldknové DNA
ve vzorku, véetné nespecifickych produktu. [28]

Nespecifické produkty mohou ménit u¢innost amplifikace specifickych produktli. Zesileni
nespecifickych produkti (dimertt primeril) mé& za nasledek systematickou chybu
pro kvantifikaci. Proto je nutna optimalizace. Za predpokladu, Ze stanoveni je
optimalizovano, detekce SYBR Green I je dostatecné citliva i k identifikaci jedné cilové

molekuly v reakéni smési. [26]
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Obr. 5. Schéma puisobeni barviva SYBER green I [18]
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2.3.2.2 Sondy TagMan

TagMan sondy jsou oligonukleotidy znaené na obou koncich. Na 5’-konci je vadzan
vhodny fluorofor (napf. FAM 6 - karboxyfluorescein) s kratkou vlnovou délkou
emitovaného zafeni, na 3’-konci je pak zhase¢ (napf. TAMRA - Tetramethyl-6-
karboxyrhodamin) s delsi vlnovou délkou zafeni. Fluorofor s krat§i vlnovou délkou
predava energii zhaseci (fluorescenéni resonanéni prenos energie, FRET), ktery v dasledku
toho emituje zafeni s delSi vinovou délkou. Pvodni zafeni fluoroforu je utlumeno a tento
stav zastava i po nasednuti sondy. Sonda nasedd soucasné s primery na komplementarni
sekvenci cilové DNA. Nové syntetizovany fetézec je postupné prodluzovan za katalyzy
Tag DNA-polymerasy. V okamziku dosazeni mista, kde je navazana sonda se aktivuje
exonukleasova podjednotka Taq DNA-polymerasy a sonda je hydrolyzovana. Pii rozpadu
sondy je fluorofor vymanén z vlivu zhaSeCe a zaCne emitovat fluorescencni zafeni
(viz Obr. 6) kratké vinové délky, které je registrovano jako fluorescenéni signal. Takto je

registrovan kazdy nové vytvoieny fetézec. [19; 29; 30]
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Obr. 6. Schéma znazornujici princip Real Time-PCR

s pouzitim TagMan sondy [18]
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Hlavni vyhodou tohoto systému, krom¢ snadného pouziti a rychlého vysledku, je to, ze
toto stanoveni mize byt druhové specifické, sonda mize byt navrZzena tak, ze zaméti
specifickou sekvenci. [28] TagMan sondy by mély byt obecné del$i nez primery. Méli by
obsahovat mezi 20 az 30 nukleotidy. Kromé toho, teplota tani (Tm) TagMan sondy by
méla byt pfiblizné o 10 °C vyssi, nez primerd. Syntéza TagMan sond mtze byt nadkladna,
a navic je potieba samostatna sonda pro kazdy cilovy gen. Kromé toho TagMan sondy

nejsou tak citlivé jako novejsi molekularni majaky. [18]

2.3.2.3 Molekularni majaky (MB, Molecular Beacons)

Molekularni majéky jsou jednotetézcové oligonukleotidové hybridiza¢ni sondy, které maji
k sobé komplementarni kratké koncové sekvence, a tak tvoii kratky v podstaté
dvouftetézcovy kmen, ktery spojuje jednoietézcova smycka (viz Obr. 7). V této smycce je
usek komplementarni k hledané cilové sekvenci nukleové kyseliny. Tato sonda je oznac¢ena
na obou koncich. Na 5’-konci je ptfipojen fluorofor, na druhém konci (3") pak zhaSec
(quencer). Diky vzajemné komplementarit¢ koncovych sekvenci oligonukleotidu, jsou
v klidovém stavu oba konce blizko u sebe a sonda proto nesviti (fluorofor i nefluoreskujici
zhaSe¢ prechodné sdili elektrony, proto je fluorescence eliminovana). Poté, co se
ke specifickému useku v jednofetézcové smycce piiblizi komplementarni cilova struktura
nukleové kyseliny, dochazi ke spontanni hybridizaci. Vazby kmene se uvolni a oba konce
sondy se od sebe vzdali. Po hybridizaci sondy tedy dojde k ukonceni zhaSeni a nasledné

k emisi fluorescence. [18; 29].
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Obr. 7. Molekuldarni majaky * [31]

*(A) Sonda v roztoku pied hybridizaci; (B) Sonda po navazani — emise fluorescence
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2.3.2.4 Scorpions

Mezi dalsi specifické fluorescencni sondy, které jsou navrzeny pro PCR v redlném case,
pati{ tzn. Scorpions™. Jsou vyuZivany dv& varianty: Uni-probes ve tvaru vlasenky nebo

Bi-probes v duplexnim formatu.

Scorpions™ Uni-probe je tvofena jednim fetdzcem a podobné jako u molekularnich
majakli mizeme rozliSit komplementarni tseky kmene i stiedovou sekvenci smycky.
Na 5’-konci kmenového useku je vazan fluorofor. 3’-konec sondy je pak napojen
na 5’-konec specifického primeru prostfednictvim blokovaciho useku (viz Obr. 8),
a zaroven nese zhaSeC (quencer). Uni-probe naseda primerem na komplementarni usek
cilové  nukleové  kyseliny a od jeho 3’-konce zafina  prodluzovani
polydeoxyribonukleotidového fetézce za katalyzy Tag DNA-polymerasou. Rozvolnénim
dvojtetézcového kmene dochazi k reorganizaci sondy. Tim, Ze je ve smycce sondy
sekvence totozna s isekem fetézce cilové nukleové kyseliny blizko za mistem, kam naseda
primer, miize tato sekvence hybridizovat s tiseskem nové syntetizovaného fetézce blizko za
3’-koncem primeru Uni-probe. Cast sondy se pieklapi, tim se fluorofor dostava z vlivu
zhaSeCe a po excitaci svétlem vhodné vinové délky emituje fluorescencni signal. Intenzita

fluorescence je pak ptimo imérna poctu vytvorenych amplikond.

Scorpions™ Bi-probe je tvorena dvojici komplementarnich znacenych oligonukleotidi.
Prvni oligonuklid ma na 5°-konci navazan fluorofor a nese blokovaci Usek a primer.
Zhase¢ je navazan na 3'-konci druhého nukleotidu. Funk¢ni princip je podobny jako
u Uni-probes. V prubéhu PCR dochazi k oddéleni oligonukleotidu se zhaseCem, a po

excitaci je fluoroforem emitovano zafeni. [19; 29]

blokovaci o Q

R % .“”,. PCR primer ;

fluorofor ;hzges s nové syntetizovany DNA Fetézec

cilova DNA komplementari sekvence

Obr. 8. Scorpion (Uni-probe) — zhdseni a emise fluorescence [32]
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2.3.3 Kbvantitativni analyza

V prubéhu Real Time-PCR reakce je méfena intenzita fluorescence, ktera je zaznamenana
pomoci amplifikacnich kiivek. Typicka amplifika¢ni kiivka ma esovité zakfiveny tvar a lze
jirozdelit na 3 ¢asti: exponencialni fazi (vysoce presna; kvantifikace v Real Time analyze),
linearni fazi a variabilni fazi platé (genotypizace jednonukleotidovych polymorfismi;
kvalitativni analyza), viz Obr. 9. [33] Fluorescence barviva nebo sondy je monitorovana
béhem kazdého cyklu PCR. Cilovou (templatovou) nukleovou kyselinou muize byt DNA,
cDNA nebo RNA. Bod, kde fluorescence stoupa nad treshold, tedy prahovou hodnotu
pozadi (Sum) je oznaCovan jako Ct. Z tohoto duvodu, mize byt hodnota Ct spojena
s pocatecni koncentraci cilové nukleové kyseliny a slouzi jako zaklad pro absolutni nebo

relativni kvantifikaci. [27; 34]
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Obr. 9. Amplifikacni kiivka [33]

2.3.3.1 Absolutni kvantifikace

Absolutni kvantifikace vyuziva sériov€ fedénych standardi zndmych koncentraci
pro vytvofeni standardni kiivky. Standardni kiivka vytvari linedrni vztah mezi Ct
a pocatecnim mnozstvi celkové RNA nebo cDNA, coZ umoziuje stanoveni koncentrace
neznamych vzorkd na zaklad€ jejich hodnot Ct. Tato metoda predpoklada, ze vSechny

standardy a vzorky maji pfiblizn€ stejnou efektivitu amplifikace. Pokud je pouzit standard
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DNA, pak ma metoda vétsi citlivost, reprodukovatelnost, vétsi rozsah kvantifikace a také
standard DNA je stabilng€jsSi nez RNA standardy. Nicmén¢, standart DNA nemuze byt
pouzit pro jednokrokovou RT-PCR v dusledku absence kontroly ucinnosti reverzni
transkripce. [35; 36]

2.3.3.2 Relativni kvantifikace

Protoze mize byt obtizné absolutné kvantifikovat celkové mnozstvi DNA v riznych
vzorcich, vysledky testovaného genu jsou Casto normalizovany na referenéni gen a je tedy

pouzivana metoda relativni kvantifikace. [27]

Metody relativni kvantifikace jsou zalozeny na principu poméru poctu kopii cilové DNA
(RNA) k poctu kopii DNA (RNA) referencniho genu. Timto jsou vyvazeny rozdily
v efektivité reverzni transkripce. Referenéni gen je ¢asto tzv. housekeeping gen (gen, ktery
je exprimovan ve vSech typech bunék a ve vSech vyvojovych stadiich), jehoz cDNA
(vznikla ptfepisem mRNA) je amplifikovan spole¢né se zkoumanym genem. Proto relativni
kvantifikace nevyzaduje standard o zndmé koncentraci. Pro kvantifikaci exprese cilového
(target) genu ve vztahu Kk odpovidajicimu referenénimu/housekeeping genu je mozno

pouzit nékolik metod. [36] Tyto metody jsou popsany v kapitole 5.5.
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3 VYUZITIi METOD MOLEKULARNI BIOLOGIE V DETEKCI A
KVANTIFIKACI BAKTERII S DEKARBOXYLASOVOU
AKTIVITOU

Vcasnd detekce bakterii produkujicich BA je dtlezitd v potravinatském primyslu, jelikoz
vyskyt BA by mohl byt pti¢inou riiznych nezadoucich tc¢inkl a otrav. PCR a hybridizace
DNA se staly vyznamnymi metodami v detekci a kvantifikaci sledovanych bakterii. Tyto
metody ptinaseji celou fadu vyhod: citlivost, jednoduchost, moZznost specifické detekce
bakterii a rychlej$i dosazeni pozadovanych vysledkti. Na druhé strané, je ale velkou
nevyhodou PCR to, Ze se ve svém zdkladnim uspotfddani pouZiva piedevSim
ke kvalitativnim stanovenim a neumoziuje rozliseni DNA izolované z zivych a mrtvych
bunék. Tato schopnost rozliSovat mezi Zivotaschopnymi a nezivymi organismy je dilezita,
pokud se PCR pouzivda pro posouzeni rizika mnozeni bakterii a kumulace BA

Vv jednotlivych typech potravin. [9]

Z toho divodu jsou v dne$ni dob¢ zavadény a pouzivany rtizné varianty a modifikace PCR,
které tyto nedostatky odstranuji. O tom svéd¢i i fada publikaci z poslednich let zamétenych
nejen na detekci, ale i1 kvantifikaci bakterii nesoucich pfislusné geny kodujici

dekarboxyla¢ni enzymy.

3.1 METODY PCR A REAL TIME-PCR

Ucelenym ptehledem o molekularné biologickych metodach vyuzivanych pro detekci
bakterii s dekarboxylasovou aktivitou (Gram pozitivnich 1 Gram negativnich) je
piehledovy ¢lanek, publikovany v roce 2007, kolektivem Spanélskym autort. Tento ¢lanek
pojednava o metodé PCR, ktera mize byt Gispé$né pouzita pro rutinni detekci bakterialnich
kmend potencialné vytvaiejicich histamin, tyramin, putrescin a kadaverin v potravinach.
Tato molekularné biologickd metoda je vysoce specificka a jeji vysledky jsou snadno
interpretovatelné ve srovnani s béznymi chromatografickymi metodami detekce
a kvantifikace jednotlivych BA. V praci je popsana detekce dilezitych genti kodujicich
enzymy podilejici se na tvorb& nejcastéji se vyskytujicich biogeniich amint. Je zde také
piehled primert navrzenych pro detekci bakterii produkujicich histamin, tyramin, putrescin
a kadaverin. Autofi zde rovnéZ upozornuji i na stinné stranky PCR v klasickém uspotadani

a zdlraznuji potencial Real Time-PCR (qPCR) analyzy. [9]
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Rada praci se zabyva rovndZ metodikou qPCR (Real Time-PCR) a moznostmi jejiho
vyuziti pti sledovani mikrobialni kontaminace potravin. Jednou z nich je prace Martinez et
al., [37]. V této praci jsou shrnuty vyhody metody Real Time-PCR pfi zjisStovani kvality
potravin. qPCR pro kvantifikaci mikroorganismii nabizi mnoho vyhod oproti jinym
molekularné biologickym technikam (PCR, DNA-array). Jsou jimi napf. univerzalnost,
rychlost a citlivost, spolu se schopnosti kvantifikovat cilovy organismus ve slozitych
matricich. Identifikace a kvantifikace mikroorganismii obvyklymi mikrobiologickymi
metodami trva né¢kolik dni, ale s qPCR je mozné identifikaci a kvantifikaci provést béhem

nékolika hodin. [37]

3.1.1 Detekce a kvantifikace bakterii s histidindekarboxylasovou

a tyrosindekarboxylasovou aktivitou

Z biogennich aminti jsou z hlediska toxicity a alimentdrnich otrav diskutovdny zejména
histamin a tyramin. O tom svédc¢i i fada publikovanych praci zaméfenych zejména na

sledovani exprese genu kodujiciho histidindekarboxylasu, nebo tyrosindekarboxylasu. [37]

Sledovanim exprese genu kodujiciho histidindekarboxylasu pomoci metody Real
Time-PCR se zabyva prace autori Bjornsdottir-Butleret et al. [38]. Prace je zaméfena
na detekci bakterii, jejichz pritomnost pfispiva k otravé histaminem, vyskytujicim
ve vyrobcich z ryb. V této studii bylo sledovano celkem 148 Gram negativnich bakterii
produkujicich (79) a neprodukujicich histamin (69) k navrzeni a posouzeni specifi¢nosti
primerd a pouzité sondy. Detekce histaminu produkujicich bakterii pomoci tradicnich
kultiva¢nich metod je jak zdlouhava, tak zna¢né nespolehliva, jak bylo v této studii
potvrzeno. Tradi¢ni kultivaéni metody udéavaji mnoho falesné pozitivnich a negativnich
vysledkl. Vysledky této studie ukazuji, Ze Real Time-PCR metoda pouzita v této studii, je
rychla a citliva. [38]

Dalsi praci, zabyvajici se sledovanim genli koédujicich histidindekarboxylasu u Gram
pozitivnich bakterii, je ¢lanek autord Ladero et al. [39]. Autofi zde sledovali nejen
ptitomnost histamin produkujicich bakterii, ale i obsah histaminu v syrech prodavanych
v obchodech. K analyze vyuzili metody HPLC/FLD a Real Time-PCR, resp. porovnavali
vysledky a zavislost mezi obéma metodikami. U metodiky Real Time-PCR navrhli uréitou
hodnotu Ct (prahova hodnota), ktera slouzila jako indik4tor vysoké bakterialni produkce
histaminu. Byla provedena také analyza teploty tani (melting temperature) za ucelem

stanoveni specificnosti reakce. Takto byla zjiSténa linearita kazdého templatu za pouziti
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celkové DNA, a také jejiho fedéni (1:10 a 1:100). Hodnota Ct pro fedéni 1:10 byla zvolena
jako srovnavaci a vzorek byl povazovan za pozitivni v ptipadé, Ze hodnota Ct byla alesponi
o 2 jednotky mensi nez negativni kontrola. Tato metoda byla pouzita k detekci pritomnosti
histamin produkujicich kmenti v 80 vzorcich syrt a vysledky byly porovnany s vysledky
HPLC/FLD analyzy. Histamin byl detekovan pomoci HPLC/FLD v 63,5 % vzorku, které
byly metodou Real Time-PCR stanoveny jako pozitivni. Koncentrace histaminu stanovena
metodou HPLC/FLD a Ct hodnota (Real Time-PCR) byly nepfimo mérné, tudiz nizsi
hodnoty Ct byly zjistény v syrech s vy$§im mnozstvim histaminu. Z této studie vyplynulo,
7e Real Time-PCR je snadna, rychlad a preventivni metoda pro analyzu velkého mnoZstvi
vzorkll a je pomoci ni mozné zachytit histamin produkujici bakterie diive, neZz samotny

histamin metodou HPLC/FLD. [39]

Real Time-PCR metodou pro sledovani genti kodujicich histidindekarboxylasu se zabyvala
i skupina Fernandezet et al. [40]. Jejich cilem bylo vyvinout a optimalizovat Real Time-
PCR metodu pro piimou detekci a kvantifikaci histamin produkujicich kmend v mléce
a syru. Navrhli sadu primert pro gen kédujici histidindekarboxylasu u Gram pozitivnich
bakterii. I zde vysledky potvrdily (s ovéfenim HPLC/FLD), Ze Real Time-PCR je rychlou,

specifickou a vysoce citlivou metodou pro detekci potencialné produkujicich kmend. [40]

Sledovanim exprese genti kodujicich tyrosindekarboxylasu a agmatindeiminasu
u Lactobacillus brevis, pomoci metody Real Time-PCR, se zabyva prace autorti Arena et
al. [41]. Lactobacillus brevis je schopen produkovat tyramin i putrescin pomoci enzymi
tyrosindekarboxylasy a agmatindeiminasy, pii kultivaci v syntetickych médiich. Cilem této
studie bylo sledovat expresi geni aguAl a tdc, béhem fermentace vina a dale vyhodnotit
vliv dostupnosti substratu a pH, jakoz to vyznamnych faktorti ovliviiujicich produkci
tyrosinu. Relativni exprese genu aguAl a tdc u L. brevis byla analyzovana ve vzorcich vina
pomoci kvantitativni Real Time-PCR béhem 30-ti denni inkubacni periody.
Zivotaschopnost bundk, hodnoty pH, koncentrace putrescinu a tyraminu byly
monitorovany po celou dobu experimentu. Pro vypocet exprese byla pouzita metoda
relativni kvantifikace AACt. V této praci byla také provedena analyza kiivky tani
pro ovéteni specifity reakce. Pokusy ukazaly, ze L. brevis IOEB 9809 je schopen
produkovat jak tyramin, tak putrescin béhem kvasSeni vina. Real Time-PCR analyza
naznacuje silny vliv dostupnosti substratu na expresi genli kodujicich tyrosindekarboxylasu

a agmatindeiminasu. [41]
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3.1.2 Detekce a kvantifikace bakterii produkujicich putrescin

Také putrescin je velmi diskutovanym BA, jehoz vyskyt je Gizce spojovan s mikrobidlnim
kazenim potravin. Ladero et al. [42] navrhli multiplex metodu gPCR, pro detekci Gram
pozitivnich bakterii produkujicich putrescin v mléénych produktech. Sledovanym genem
zde byl aguA kodujici enzym agmatindeiminasu. V této studii byly testovany tfi na sobé
nezavislé sady primert (multiplex analyza), které byly pouzity pro studium laktobacilti
a jejich produkce putrescinu v 29 komeréné dostupnych syrech. Prace poukazuje na to,
7e tato metoda miize byt velmi uzite¢nym nastrojem pro vcasnou identifikaci a kvantifikaci

nezadoucich putrescin produkujicich kment. [42]

Putrescin jsou schopny produkovat vedle Gram pozitivnich bakterii, také bakterie Gram
negativni. Ty mohou vytvéret putrescin tfemi metabolickymi drdhami, zahrnujicimi osm
enzymu, tak jak je znazornéno na obrazku (Obr. 10), Cilem prace Wunderlichova et al.
[43] bylo navrhnout sady primert schopné detekovat vSechny dulezité geny (speA, speB,
speC, speF, adiA, adi/LDC a aguA) Gram negativnich bakterii, kodujici enzymy podilejici
se na produkci putrescinu. Jako vhodna metoda pro detekci téchto genu se ukazala byt
metoda Touchdown PCR, kterd eliminovala tvorbu nespecifickych amplikonii. Produkty
PCR pro kazdou sadu primerti, byly sekvenovéany, pro potvrzeni identity amplikonii
a specificnosti této metody. Autofi uvadéji, ze tyto navrzené primery jsou také pouzitelné
v multiplex PCR a v Real Time-PCR ke zkoumani vlivu faktorti na genovou expresi

cilovych gent zahrnutych v produkci putrescinu gram negativnimi kmeny. [43; 44]
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Obr. 10. Schéma metabolizmu putrescinu u Gram negativnich bakterii [43]
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Protoze informace o vlivu faktorti na expresi téchto genil v literatufe chybi, bylo na tuto
praci navazano s cilem zavést a validovat metodu Real Time-PCR pro detekci speF genu.
Jak je patrné z Obr. 10 putrescin mize byt tvofen piimou dekarboxylaci L-ornithinu
prostfednictvim enzymu ornithindekarboxylasy (ODC). Biosyntetickd forma tohoto
enzymu je kdédovana genem speC, ktera se vyskytuje v celé fad¢ bakterii podilejicich se
na tvorb¢é putrescinu. Katabolick¢ forma ODC je kdédovan genem speF, ktery maji
jen nekteré bakterie pattici do ¢eledi Enterobacteriaceae, jako jsou napt. Escherichia coli,
Salmonella a Enterobacter. [43]
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4 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této prace bylo zavést metodu Real Time-PCR pro detekci vybraného genu u Gram
negativnich bakterii. Timto vybranym genem byl speF, tedy gen kodujici
ornithindekaboxylasu.

Konkrétni cile:

vypracovat literarni reSersi tykajici se daného tématu

- otestovat funk¢nost navrzenych sad primerd pro detekci speF genu; zvolit
optimalni teplotu annealingu; zkontrolovat uvadénou velikost amplikonu a zjistit
vhodnost téchto primerti pro metodu Real Time-PCR

- analyzovat genovou expresi pomoci relativni kvantifikace u modelové bakterie
Escherichia coli

- Vvzavislosti na Casovych moZnostech uskutec¢nit dal$i experimenty s redlnymi

vzorky.
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5 METODIKA A PRACOVNI POSTUPY
5.1 Pristrojové vybaveni, pomicky a chemikalie

5.1.1 Pristrojové vybaveni a pomicky

Autoklav Varioklav H+P, SN 98681104

Automaticka pipeta, Nicciipet, Eppendorf (2, 10, 20, 100, 200, 500 a 1000 pl)
Bio Vortex V1 dotykovy, BioTech

Box Aura PCR BIOAIR MP-300N, Major Science

Centrifuga Hermlr z 100M

Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf AG

Dry block heating termostat, Bio TDB-100, Biotech
Elektroforéza horizontalni model 4, OWL Separation System Inc.
Eppendorfové zkumavky, Eppendorf

Chladni¢ka kombinovana CSA 31020, BEKO

Laboratorni sklo

Mikrovlnna trouba, Electrolux

Nitrilové rukavice, Vasco

PCR Tube Strips, Flat Cap Strips, Bio-Rad

Spi¢ky riznych velikosti, Bioplastic

Termocykler CFX 96 Real-Time, Systém BIO RAD
UV-Transiluminator, Syngene (bioimagin, Incenius)

Vahy KERN KB800, Kern&Sohn GmbH

Zdroj napéti MP3 — 300N, MAJOR SCIENCE

5.1.2 Chemikalie
Agarosa SeaKem LE Agarose, Lonza,

DNA marker 200-1600 bp, Ascoprot Biotech
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Ethidium bromid 10 mg.m™, SERVA Electrophoresis GmbH,

Fast Start Universal SYBR Green Master, Rox

GoTaq® Hot Start Green MasterMix, Promega

High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche

High Pure RNA Isolation Kit, Roche

Marker 100 kbp DNA Ladder , Biolabs

Marker 100 Bp DNA Ladder, Biolabs

MEM vitamins 100x, PAA Laboratories GmbH

Nanaseci pufr (loading buffer) 6x

Primery - zasobni roztok (100 pmol.ul™), KRD - obchodni spole¢nost s.r.o.
TAE pufr 50x (2 mol.I" Tris baze, 0,05 mol.I"* Na;EDTA, 1 mol.I'* CH;COOH)
Tris HCI (Trishydrochlorid), SERVA

Voda pro molekularné biologické metody, SIGMA

5.1.3 Zivna média

5.1.3.1 Minerdlni médium s piFidavkem glukosy a smési vitaminii

100 ml média obsahovalo nasledujici slozky:

glukosa 19

roztok KH,P0,4.12 H,0 (23,9 g.I'") 8 ml

roztok Na,HPO, (9,078 g.I™). 2 ml

roztok NH4CI (30 g.I"") 1 ml

roztok MgS0,.7 H,0 (10 g.I") 1 ml

roztok Fe(NH,).(SO4),.6 H,O 1ml
roztok CaCl,.H,0 (3 g.I™) 1 ml
roztok stopovych prvki 0,1 mi
roztok vitaminQ 1ml

destilovana voda cca 85 ml (doplnéno do 100ml odmérné banky)
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5.1.3.2 Masopeptonovy bujon

Bujon se sklada z chloridu sodného o koncentraci 3 g.I™", masového extraktu o koncentraci

3 g.I', peptonu o koncentraci 5 g.I™.
5.2 Kultivacni a izola¢ni postupy

5.2.1 Kultivace Escherichia coli CCM 3954
E. coli byla pro izolaci DNA a RNA kultivovana ve dvou mediich.

Cista kultura bakterii je uchovavana pii teploté -80 °C. 100 ul suspenze bundk E. coli bylo
nejprve pipetovano do 4,5 ml sterilniho masopeptonového bujonu. Kultura byla ponechana

pti teploté 37 °C po dobu 24 hodin nebo po dobu 48 hodin pfi teplote 30 °C.

Po 24, nebo 48 hodinach bylo 0,5 ml vychozi suspenze bun€k pieockovano do 4,5 ml
sterilniho masopeptonového bujonu, do kterého bylo pfidano 0,2 % argininu, ornithinu
a lyzinu (dekarboxyla¢ni médium). Bakterie kultivované v tomto médiu jsou v této praci
nazyvany jako nestresované a oznaceny pismenem N. Dale bylo pfeoCkovano 1 ml, nebo
0,5 ml vychozi suspenze bun¢k do 4,5 ml sterilniho mineralniho média, které je popsano
v kapitole 5.1.3.1, do kterého byla ptidana glukosa a vitaminy. Bakterie kultivované
vtomto médiu jsou Vv této praci nazyvany jako stresované a oznaCeny pismenem S.
Oba typy médii s naockovanymi bakteriemi byly ponechdny po dobu 48 hodin pfi teploté
30 °C.

5.2.2 Kultivace Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Pseudomonas aeruginosa byla kultivovana pro izolaci RNA po dobu 24 hodin v termostatu
pti teploté 30 °C. 100 pl suspenze bunék bylo nejprve pipetovano do 4,5 ml sterilniho

masopeptonového bujonu.

5.2.3 lzolace nukleovych kyselin

Izolace DNA i RNA E. coli byla provedena po 48 hodinové kultivaci, viz kapitola

kultivace Escherichia coli 5.2.1.
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5.2.3.1 lzolace bakteridalni DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci komer¢ni izola¢ni sady High Pure PCR Template
Preparation Kit od firmy Roche. Tato sada umoziuje rychlou a aéinnou izolaci DNA
zZ nejrazngjsich vzorkd. Bylo postupovano dle pfilozené¢ho navodu:

1. Do 1,5 ml zkumavky (mikrozkumavka typu Eppendorf) bylo pipetovano 200 pl
bakterialnich bunék (E. coli.). Poté byl obsah zkumavky centrifugovan
pti 7715 RPM po dobu péti minut. Vznikla peletka byla suspendovana v PBS
(pufrovany fyziologicky roztok).

2. Nasledng bylo piidano 5 pl lysozymu (10 mg.ml™) poté byla smés inkubovéana
15 min pfi teploté 37 °C.

3. Bylo pfidano 200 pl vazebného pufru (Binding buffer) a 40 pl Proteinasy K. Smés
byla fadné protiepana pomoci Vortexu a nasledné temperovana po dobu 10 min
pii teploté 70 °C v termostatu.

4. Po temperaci bylo pfidano 100 ul isopropanolu a smés byla promichana.

5. Poté byla smés pfemisténa na kolonky se specialnim filtrem, spole¢né se sbérnymi
zkumavkami, a centrifugovana pii 12 600 RPM po dobu 1 minuty.

Po téchto krocich nasledné¢ probihalo promyvani a eluce.

1. Filtrat byl vylit a filtra¢ni kolonka byla umisténa do nové tuby, poté bylo pfidano
500 pl specialniho pufru na odstranéni inhibitora (Inhibitor removal Buffer)
a nasledn¢ byla provedena centrifugace pii 12 600 RPM dobu 1 min.

2. Filtrat byl opét vylit a kolonky umistény do sbérnych zkumavek a bylo
napipetovano 500 pl promyvaciho pufru (Washing Buffer) a centrifugovano
pii 12 600 RPM po dobu 1 min.

3. Krok 2 byl jesté jednou opakovan.

4. Po yliti filtratu byla provedena opakovand centrifugace po dobu
10 s pfi maximdlni rychlosti.

5. Nasledovala eluce DNA. Filtra¢ni kolonka byla umisténa do zkumavky a bylo
ptidano 200 pl predehiatého (70 °C) elu€niho pufru (Elution buffer) do vrchni ¢asti
filtracni kolonky. Po 10-15 minutach probé&hla centrifugace pfi 12 600 RPM
po dobu jedné minuty.

6. Zkumavka obsahuje eluovanou DNA, kterd ma byt skladovana pfi -15 az -25 °C.
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5.2.3.2 Izolace bakteridalni RNA

K izolaci RNA bylo pouzito cca 4 ml média s ¢istou kulturou Escherichia coli CCM 3954

k dosazeni maximalniho mnozstvi RNA. Izolace byla provedena pomoci komer¢ni sady

High Pure RNA Isolation Kit od firmy Roche a s pomoci pfilozeného navodu:

1.

Vzorek (E.coli, Pseudomonas aeruginosa) byl centrifugovan pii 10 000 RPM
po dobu 10 min a piebyte¢na kapalina byla vylita. Peletka byla suspendovana
v 200 pl 10 mmol.I™ Tris (pH 8,0).

Byly ptidany 4 pl lysozymu (50 mg.ml™?) a smés byla inkubovéana pii 37 °C
po dobu 10 minut.

Poté bylo piidano 400 pl vazebného pufru (Lysis/Binding buffer) a obsah
mikrozkumavky byl promichan pomoci Vortexu.

Nasledné byla suspenze pirepipetovana do kolonky jejiz soucasti byl specialni filtr
a sbérné zkumavky.

Kolonka se sbérnou zkumavkou byla centrifugovana po dobu 15 s pfi
12 6000 RPM. Poté byl filtrat vylit a kolonka s filtrem zkombinovana s novou
zkumavkou.

Ve sterilni mikrozkumavce bylo smichano 90 ul inkuba¢niho pufru (DNase
Incubation Buffer) a 10 pl DNase I (deoxyribonukleasa I). Tato smés byla

pipetovana na filtra¢ni kolonku a inkubace probihala pti teploté +15 az + 25 °C.

Po téchto krocich nasledovalo promyvani a eluce.

1.

Nejprve bylo pipetovano 500 pl promyvaciho pufru I (Washing Buffer I).
Po centrifugaci pii 12 600 RPM po dobu 15s. byl filtrat vylit a kolonka
zkombinovana s novou zkumavkou.

Bylo napipetovano 500 pl promyvaciho pufru II (Washing Buffer II)
a°centrifugovano pii 12 600 RPM po dobu 15 s. Filtrat byl vylit a kolonka
zkombinovana s novou zkumavkou.

Po té bylo pipetovano 200 pl promyvaciho pufru II (Washing Buffer II).
Centrifugace pfi maximdlnich otackach po dobu 2 min =zajistila odstranéni
veskerého promyvaciho pufru.

Filtrat byl vylit a kolonka zkombinovana s novou 1,5ml zkumavkou.

Nasledovala eluce RNA. Bylo pipetovano 50 pl elu¢niho pufru (Elution buffer)
do°vrchni casti filtracni kolonky. Po 10-15 min. inkubaci pfi pokojové teploté
probehla centrifugace pii 12 600 RPM po dobu 1 min.
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6. Eluovana RNA by méla byt skladovana pfi teploté -80 °C.

5.2.4 Transkripce bakterialni RNA do cDNA

Vyizolovana RNA byla ihned reverzni transkripci ptepsana do cDNA pomoci komeréni
sady Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Roche). Bylo postupovano dle
navodu.

Slozeni celé reakéni smési je zaznamenano v tabulkach Tab. 2 a Tab. 3. Dle doporuceni
vyrobce by se koncentrace RNA pfii reverzni transkripci méla pohybovat kolem 1 pg
Vv reakéni smési.

Smés komponentd uvedenych v Tab. 2, byla promichana a vloZena do termocykleru.
Zde byla ponechéana po dobu 10 min pii 65 °C.

Poté byla namichana smés nasledujicich komponentu, které jsou uvedeny v tabulce Tab. 3,
nasledné byla tato smés ptidana ke smési uvedené v tabulce Tab. 2. Objem celé smési tedy
¢inil 20 pl. Findlni smés byla jemné promichana a kratce centrifugovana pii nizkych
otackach a poté byla vlozena do termocykleru a inkubovéana pii 25 °C po dobu 10 min
anasledné pii teplot¢ 55 °C po dobu 30 min. Inaktivace reverzni transkriptasy byla
uskute¢néna inkubaci smési pii teploté¢ 85 °C po dobu 5 min. Ziskand cDNA mitize byt

skladovana del$i dobu pti -15 az - 25 °C.

Tab. 2. Komponenty a jejich koncentrace (mix templditu a primeri)

pro reverzni transkripci

Objem
Komponent Koncentrace
[pd]
Random Hexamer Primer (600 pmol ul™) 2 60 umol.I™
Voda variabilni -
RNA variabilni variabilni
Finalni objem [pl] 13
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Tab. 3. Slozeni a koncentrace zbyvajicich slozek pro reverzni transkripci

Objem
Komponent Koncentrace
[pd]
) _ _ 1 x (s obsahem
Transcriptor Reverse Transctriptase Reaction Bufer 4 )
8 mmol.I”™ MgCly)
Protector RNase Inhibitor (40 U pl™) 0,5 20U
Deoxynucleotidemix 2 1 mmol.I™ kazdy
Transkriptor Reverse Transcriptase (20 U.ul™) 0,5 10 U
Finalni objem [pl] 20

5.3 Reakéni smési PCR

5.3.1 Klasicka PCR

Pro ucely klasické PCR byl pouzit komeréni Master MIX (GoTaq Hot Start Green Master
Mix Promega). SloZeni a koncentrace jednotlivych slozek pouzitych ve smési je uvedeno
Vv nasledujici tabulce (Tab. 4). Jako negativni kontrola byla pouzita reak¢ni smés obsahujici

uvedené komponenty vyjma templatové DNA.

Tab. 4. Reakcni smés — slozeni a koncentrace jednotlivych slozek pro PCR analyzu

Objem
Komponent Koncentrace
[nd]
GoTaq Hot Start Green Master Mix Promega 12,5 1x
Voda 9,5 -
Kodujici (,,Forward ) primer
el . P 1 800 nmol.I*
(20pmol.I7)
Antikodujici (,,Reverse) primer
et . P 1 800 nmol.I*
(20 umol.I™)
DNA 1 variabilni
Finalni objem [pl] 25
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Po prob¢hnuti PCR byly vysledné amplikony (ohrani¢ené amplifikované tseky DNA)
analyzovany pomoci elektroforézy v 1% agarosovém gelu s ptidavkem fluorescencniho
interkala¢niho barviva ethidium bromidu. Elektroforéza probihala pfi napéti 90 V po dobu

1 hodiny.

Gel byl nasledn¢ umistén na plochu transiluminatoru, kde je po zapnuti Sirokospektrého
UV-zafeni filtrem propousténo jen zafeni urcité vinové délky, které je potiebné
pro excitaci fluorescence pouzitého fluorescenéniho barviva. Tim dochazi k vizualizaci
gelu. Jako standardy (markery) molekulové hmotnosti byly pouzity: DNA marker
200-1600 bp, 100bp DNA Ladder a 100kbp DNA Ladder. Jedna se o smés molekul
nukleovych kyselin 0 znamé velikosti, které jsou tfidény v jedné nebo vice drahach gelové
elektroforézy soub€zné€ s nezndmymi vzorky. Srovnanim polohy nezndmého pruhu s pruhy

markeru o znamé velikosti Ize odhadnout velikost neznamé molekuly.

5.3.2 Reakéni smés pro pro Real Time-PCR

Metoda Real Time-PCR vyzaduje odlisné slozeni reakéni smési nez klasicka PCR.
V tomto piipadé byla pouzita komercni smés Fast Start Universal SYBR Green Master
(Rox) od firmy Roche, obsahujici vSechny potfebné komponenty. Koncentrace
jednotlivych slozek pouzitych pii jedné reakci jsou zaznamendny V ndsledujici tabulce

(Tab. 5),

Tab. 5. Reakcni smés — slozeni a koncentrace jednotlivych slozek pro Real Time-PCR

Objem
Komponent Koncentrace
[nd]
Fast Start Universal SYBR Green Master (Rox) 12,5 1x
Voda 9,5 -
Kodujici (,,Forward) primer
el . P 0,25 300 nmol.I*
(30 umol.I™)
Antikodujici (,,Reverse®) primer .
L 0,25 300 nmol.I
(30 umol.I™)
DNA 2,5 variabilni
Finalni objem [pl] 25
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5.4 Pouzité primery

5.4.1 Primery pro speF gen

Jak jiz bylo uvedeno, gen speF koduje enzym ornithindekarboxylasu, tedy enzym
katalyzujici pfeménu L-ornithinu na putrescin u Gram negativnich bakterii.
Mgr. Wunderlichova, Ph.D. ve své disertacni praci navrhla né¢kolik sad primert vhodnych
pro detekci tohoto genu metodou PCR. [44] Nicméné, ne vSechny primery jsou vhodné pro
metodu Real Time-PCR. Proto bylo potfeba vybrat a otestovat funk¢nost a vhodnost

jednotlivych sad pro sledovani genu praveé touto metodou.

Pro detekci genu speF byly zkouseny dvé navrzené sady primerd — sada 4R+2F
s vyslednym amplikonem o velikosti 196 bp a sada 1R+3F s vyslednym amplikonem
199 bp. Sekvence téchto sad primera jsou uvedeny v tabulce (Tab. 6).

Tab. 6. Sekvence a ndzvy primeru pouZitych pro
sledovani testovaného genu spel (kodujiciho enzym

ornithindekarboxylasu)

Nazev Sekvence
4R 5-GATAGAAYGGGCTGGTGG-37*
2F 5-TCGCCRCTGYTGCTG-3"**
1R 5'-AGAAYGGGCTGGTGGAGG-3"*
3F 5-TCGCCRCTGYTGCTGG-3"**

*Y=C nebo T; **R= A nebo G

5.4.2 Primery pro referen¢ni geny

Jako referen¢ni geny (tzv. housekeeping geny) byvaji voleny takové geny, které jsou
exprimovany ve vSech typech bunck a ve vSech vyvojovych stadiich. Na zaklad¢ literarni
reSerSe byl nejprve vybran gen GyrA koédujici gyrasu, tedy enzym dualezity pro spravny
prubéh replikace DNA. [45; 46] Nicméné v prub&hu prace se tento referencni gen projevil
jako ,,nevhodny*, proto byl vybran druhy gen GapA kodujici enzym glyceraldehyd 3-fosfat
dehydrogenasu (GADPH), enzym glykolytické drahy. Pro tento gen byly testovany dvé
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sady primeru. [47; 48] Sekvence vSech testovanych sad primert a jejich nazvy jsou

uvedeny v tabulce. (Tab. 7).

Tab. 7. Sekvence a ndzvy primerii pouzitych pro sledovani
referencnich genii GyrA a GapA (kodujicich enzymy gyrasu
a glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasu)

Nazev Sekvence

GyrA; F 5-TAAAAAACTTTGTCACGAATATGCC-3’

GyrA; R 5-GAGACATTATGCTTCACCTTCTG-3’

GyrA; F 5-TGCGAGAGAAATTACACC-3’
GyrA; R 5’AATATGTTCCATCAGCCC-3’
GAPDH F 5-TCCGTGCTGCTCAGAAACG-3’
GAPDH F 5-CACTTTCTTCGCACCAGCG-3’
GapA F 5'-ACTTCGACAAATATGCTGGC-3’
GapA R 5'-CGGGATGATGTTCTGGGAA-3’

5.5 Relativni kvantifikace

Relativni kvantifikace zjistuje zmény v mnozstvi mRNA urcitého genu ve skupiné vzorkl
a tuto zménu vyjadiuje jako relativni pomér k mnozstvi RNA referencniho genu.
Kvantitativni koncovy bod Real Time-PCR je hodnota Ct. Hodnota Ct vyjadiuje pocet
cykli, ve kterych fluorescence dosahne prahové (threshold) hodnoty. Ciselna hodnota Ct je
nepfimo imérnd mnozstvi vytvorené¢ho amplikonu — tzn., Ze ¢im mensi je hodnota Ct, tim
vétsi mnozstvi amplikonu je detekovano (tim vé&tSi mnozstvi cDNA je piitomno

ve vzorku).

5.5.1 Vyhodnoceni exprese

Pro vypocet poméru mnozstvi cilového ku referencnimu genu existuji rizné matematické
modely. Lze vyuzit model bez korekce efektivity tzv. komparativni delta-delta metodu

a model s korekci efektivity, nazyvany Pfafflova metoda. [35]
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5.5.1.1 Metoda 4ACt

Pro svou jednoduchost je ¢asto vyuzivana metoda delta-delta Ct, ktera vyuziva k vypoétu
poméru mnozstvi cilového ku referen¢nimu genu vzorec (1). Tato metoda je vSak vyhodna
vyhradné¢ pro PCR probihajici v exponencialni fazi amplifikace se 100% uc¢innosti
(tzn. za zdvojnasobeni poCtu amplikoni mezi jednotlivymi cykly). Zakladnim
predpokladem je tedy stejna efektivita amplifikace jak cilového (target), tak i referenéniho
(housekeeping) genu. Ratio (v rovnicich oznaceno pismenem R) udava relativni zménu
exprese (nasobek zmény exprese cilového genu mezi kontrolou a cilovym (target) genem).
[49]

R = 2-44Ct (1)

kdy:
AACt = ACt te5t0vansho vzorku ~ ACt gontrotniho vzorku (2)
ACt te5t0vancho vzorku = CT cilového genu = Ct housekeeping genu 3)

5.5.1.2 Pfafflova metoda

Mnohem piesnéjsi a korektnéjsi ptistup k posouzeni miry exprese je stanoveni realné
efektivity konkrétni PCR pro cilovy i referen¢ni gen a jejich zohlednéni pii matematickém
hodnoceni miry exprese. Pfafflova metoda je metodou berouci v potaz mozny rozdil mezi

rychlosti - efektivitou amplifikace u jednotlivych genti.

Pro vypocet je tedy nezbytné stanovit efektivity pro kazdy gen. Tyto se jednoduse urci

ze smérnice kalibra¢ni kiivky (zavislost Ct na logaritmu koncentrace) pomoci vzorce. [50]

E = 1(0~1/smérnice (4)

Pokud je hodnota efektivity rovna 2 je tato hodnota povazovana za idealni a amplifikace

probiha exponencialng.

Samotny vypocet poméru mnozstvi cilového ku referenénimu genu se potom fidi vzorcem:

Acttarget (kontrola—vzorek)

R = target (5)

Acthousekeeping (kontrola—vzorek)

housekeeping
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Vypocet dle Pfaffla je matematicky ekvivalentni k metodé¢ AACt, ale stim rozdilem,
ze se normalizuje Ct kontroly ku Ct vzorku zvlast’ pro hledany a zvlast’ pro referen¢ni gen.
Ve skutecnosti je komparativni AACt specidlni jednoduchy piipad metody Pfaffla,
kde se efektivita cilového i referen¢niho (housekeepingového) genu rovna hodnoté 2.

[27; 51]

5.6 Analyza krivky tani

Jelikoz jsou béhem Real Time-PCR reakce, pfi pouziti interkala¢niho fluorescen¢niho
barviva SYBR Green |, detekovany amplikony nespecificky, musi byt specifita PCR

produktu ovétena analyzou kiivek tani (melting analyza).

Jako tani DNA se oznacuje proces separace komplementarnich fetézcti dsDNA indukovany
zvySovanim teploty. Se vzristajici teplotou se vldkna DNA oddéluji a SYBR Green 1
se uvoliluje z DNA, tim se snizuje intenzita fluorescence. Takto lze jednoduSe detekovat
teplotu tani amplikonu a 1ze zjistit kontaminujici DNA, vznikajici dimery primert nebo
jejich nespravné vazby. Tyto nespecifické produkty lze rozliSit pomoci druhé derivace
ktivky tani. [26; 52]
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 lzolace DNA — kontrola kvality izolované DNA

Kontrola kvality DNA probihala pomoci elektroforetické separace na agarosovém gelu

s ptidavkem ethidium bromidu.

DNA byla izolovana dle uvedeného postupu v kapitole 5.2.3.1, z bakterie E. coli
kultivované v riznych médiich (dekarboxyla¢ni, minerdlni). Poté co byl vzorek smichan
S nandSecim pufrem a nanesen na gel, probihalo elektroforetické déleni pii napéti 90 V
po dobu cca 1 hodiny. Na fotografii (Obr. 11) Ize vidét tuto izolovanou DNA, ktera byla
nanesena na 1% agarosovy gel. Izolovana DNA z bakterii kultivovanych
V dekarboxylacnim médiu (nestresované bakterie, N) se nachazi v draze ¢islo 2. Do drahy
Cislo 3 byla nanesena DNA izolovana z bakterii kultivovanych v minerdlnim médiu
(stresované bakterie, S). I kdyz je v tomto ptipad€ patrné, ze koncentrace izolované¢ DNA
ze stresovanych bakterii jsou velmi nizké, lze izolaci DNA povazovat za uspéSnou.
Jako marker molekulovych hmotnosti byl pouzit Marker 100 Bp DNA LEADER Biolab,
ktery byl nanesen do prvni jamky.

Obr. 11. Izolovand DNA*

*1-Marker; 2-DNA E.coli, N; 3-DNA E.coli, S
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6.2 Kontrola funkénosti navrzenych primera (Touchdown-PCR;
TD-PCR) a velikosti amplikonu

Jak jiz bylo v praci uvedeno, Wunderlichova et al. [43; 44] navrhla sady primer schopné
detekovat gen speF. V prvnim kroku prace bylo tieba zjistit, zda primery uchované
vV mrazicim boxu jsou viibec funk¢ni, a také to, zda vysledna délka amplikonu dosahuje
pozadované hodnoty. Ne kazdy primer je totiz pro metodu Real Time-PCR vhodny. Je
doporucovano, aby vysledny amplikon (metoda Real Time-PCR s pouzitim
fluorescen¢niho barviva SYBR green I) mél délku 80 — 250 bp. [33; 53]

Nejprve byla funkénost primerti testovana s izolovanou DNA nestresovanych bakterii (N)
pomoci TD-PCR. Tato metoda se vyuziva pro zvySeni specificity PCR. TD-PCR pouziva
cyklicky program, kde je teplota annealingu postupné sniZovana (napt. o 1-2 ° C/ kazdy
cyklus). Pocatecni teplota nasedani primerd by méla byt o nékolik stupnti vyssi nezZ je
odhadovana Tm primer. Tato teplota se pak v priubéhu reakce postupné snizuje. [43]
Pomoci této metody byly zkouSeny sady primeri 4R+2F a 1R+3F, jejichz sekvence jsou
uvedeny v Tab. 6. Reakéni podminky TD-PCR jsou shrnuty v tabulce (Tab. 8). Produkty
byly elektroforeticky rozdéleny v 1% agarosovém gelu a vizualizovdny pomoci UV
transilumilatoru. Vysledek reakce je na Obr. 12. Touto analyzou byla ovéfena funk¢nost
primeru pii pouziti této metody, pro kterou byly primarné navrzeny. [44] Na fotografii
(Obr. 12) 1ze také vidét, ze amplikony dosahuji piiblizné délky 200 bp.

Tab. 8. Reakcni podminky TD-PCR

W

Teplota | Cas ¥ o
Faze reakce Pocet cyklu

[°C] | [min] [-]

Pocate¢ni denaturace 94 10 1
Denaturace 94 0,5
Annealing (nasednuti primerti) | 62-47 1 35
Elongace (prodluzovani) 72 1

Zavérecna amplifikace 72 10 1
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Obr. 12. TD-PCR testovani primerut*

*1-Marker; 2-DNA E. coli, N (primery 4R+2F); 3-DNA E. coli, N (primery 4R+2F);
4-negativni kontrola bez DNA (primery 4R+2F); 5-DNA E. coli, N (primery 1R+3F);
6-DNA E. coli, N (primery 1R+3F); 7-negativni kontrola bez DNA (primery 1R+3F)

6.3 Vybér vhodné sady dale pouZivanych primeri pro gen speF a volba
optimalni teploty annealingu

Tento pokus byl proveden pro zjisténi optimalni teploty annealingu, tedy teploty se kterou

bylo dale pracovano také v Real Time-PCR.

K tomuto ucelu bylo vyuzito klasické PCR; testovany byly dvé sady primerd — 4R+2F
a 1R+3F, pfi tfech raznych teplotach annealingu. Teploty byly voleny v zavislosti na Tm
jednotlivych primeri. Reakéni smés obsahovala vSechny komponenty, tak jak bylo
popsano v kapitole 5.3.1. Do reakce byla pouzita vyizolovanda DNA Zz nestresované

i ze stresované E.coli. Reak¢ni podminky tohoto experimentu jsou shrnuty v Tab. 9.

Tab. 9. Reakcni podminky PCR-optimalizace teploty annealingu

W

Teplota Cas ¥ o
Faze reakce Pocet cykla

[°C] [min] [-]

Pocate¢ni denaturace 94 3 1
Denaturace 94 0,5
Annealing (nasednuti primert) | 50; 53,3; 57,9 1 35

Elongace (prodluzovani) 72 1

Zavérecnad amplifikace 72 10 1




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

Po probéhnuti PCR byl obsah mikrozkumavky opét nanesen na 1% agarosovy gel,
a vysledek je vyfocen na obrazku (Obr. 13).

Pro dalsi testovani, metodu Real Time-PCR, byla vybrana sada primeri 4R+2F a jako
vhodna teplota annealingu byla zvolena teplota 57,9 °C. Divodem tohoto vybéru byla
nejenom optimalni délka amplikonu, ale i fakt, Ze pfi téchto podminkach byl PCR produkt

na gelu nejostiejsi.

1
1517 bp

Obr. 13. Kontrola primerii - optimalizace teploty anealingu*

*1-Marker; 2-T=57,9 °C; N (primery 4R+2F); 3-T=57,9 °C, N (primery 1R+3F);
4-T=53,3°C, N (primery 4R+2F); 5-T=53,3 °C, N (primery 1R+3F); 6-T=53,3 °C,
S (primery 4R+2F); 7-T=53,3 °C, S (primery 1R+3F); 8-T=50 °C, S (primery 4R+2F);
9-T=50 °C, S (primery 1R+3F); 10-T=50 °C, negativni kontrola (primery 4R+2F);
11-T=50 °C, negativni kontrola (primery 1R+3F)

6.4 lzolace RNA — kontrola kvality izolované RNA

Spravné provedeni metody Real Time-PCR je podminéno pouZzitim dostate¢ného mnoZstvi
vysoce kvalitni RNA. Z tohoto diivodu bylo potieba tuto nukleovou kyselinu z bunék
izolovat. Po izolaci, ktera je popsana v kapitole 5.2.3.2, byla RNA nanesena
na 1% agarosovy gel. Na fotografii (Obr. 14) Ize vidét izolovanou RNA; v drahach ¢. 2 a 3
je RNA izolovana z nestresovanych bakterii (N), v drahach ¢. 4 a 5 pak RNA izolovana
ze stresovanych bakterii (S). Markerem molekulovych hmotnosti byl Marker 100 Bp DNA
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LEADER Biolab naneseny do prvni jamky gelu. Podobné jak tomu bylo u izolace DNA,
kdy u stresovanych bakterii (S) byly zaznamenany jen nizké koncentrace izolované
molekuly, tak i v ptipad¢ izolace RNA byly sledovany niz§i koncentrace této nukleové

kyseliny u stresovanych bakterii. Nicméné izolaci RNA je mozno povazovat za GspéSnou.

Obr. 14. Izolovand RNA,*

*1-Marker; 2-E.coli N; 3-E.coli N; 4-E.coli S; 5-E.coli S, 5-Pseudomonas aeruginosa
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6.5 Real Time-PCR

Testovanym genem v této praci byl speF, gen kodujici enzym ornithindekarboxylasu
u Gram negativnich bakterii. Po ovéfeni funk¢nosti sad primerti navrzenych pro detekci
tohoto genu [43; 44], volb¢é optimalni teploty annealingu vybrané sady primerta (4R+2F),
uspésné izolaci RNA z nestresovanych (N) i stresovanych (S) E. coli, nasledovala reverzni
transkripce (popsana v kapitole 5.2.4), kdy byla izolovana RNA piepsana do molekuly
cDNA. Takto ziskand molekula se potom stala templitovou pro vlastni analyzy

Real Time-PCR.

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.3.3 je v prubéhu Real Time-PCR méfena intenzita
fluorescence, ktera je zaznamenana pomoci amplifika¢nich ktivek. Bod, kde fluorescence
stoupa nad treshold tedy prahovou hodnotu pozadi (Sum) je oznaCovan jako Ct. Obecné
plati, Ze ¢im je hodnota Ct nizsi, tim vys$i je koncentrace DNA pfitomna ve vzorku.
Pro potvrzeni tohoto pravidla, ale také pro dal§i potiebné vypocty (viz dale), bylo
vychazeno z dekadicky fedéné zakladni koncentrace ¢cDNA; (1:10, 1:100, 1:1 000,
1:10 000). Testovany byly vzorky z E. coli, N i S. Ziskana data jsou zndzornéna na

Obr. 15.
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Obr. 15. Amplifikacni krivky sledovaného genu speF u E. coli, N (vlevo) a S (vpravo)
*1-fedéni 1:10; 2-fedéni 1:100; 3-fedéni 1:1 000;4-fedéni 1:10 000

Protoze bylo cilem prace analyzovat genovou expresi pomoci relativni kvantifikace
u modelové bakterie E. coli, bylo ztohoto divodu potieba zvolit vhodny referencni

(housekeeping) gen, viz kapitola 2.3.3

Nejprve byl timto genem, na zéklad¢ literarni reSerSe, zvolen gen GyrA kodujici enzym
gyrasu. [45; 46] Sekvence téchto pouzitych sad primert jsou uvedeny v Tab. 7. Poté byla

S témito primery provedena klasicka PCR pro zjisténi jejich funk¢nosti. Teplota annealingu
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byla volena na zakladé Tm jednotlivych primert. Podminky PCR jsou uvedeny v Tab. 10

nasledny vysledek elektroforézy v 1% agarosovém gelu pak znazornuje Obr. 16.

Tab. 10. Podminky reakce PCR-kontrola funkcnosti primerii pro GyrA

Teplota

W

Cas

Faze reakce Pocet cyldi
[°C] | [min] [-]
Pocatecni denaturace 94 10 1
Denaturace 94 1
Annealing (nasednuti primert) 54 1 35
Elongace (prodluzovani) 72 1
Zaveérecna amplifikace 72 10 1

Obr. 16. Kontrola funkcnosti primerit GyrA *

*1-Marker; 2-E.coli, N (primery GyrA,); 3-E.coli, N (primery GyrA,); 4-E.coli,

S (primery GyrA,); 5-E.coli, S (primery GyrA;)

V pribéhu riznych Real Time-PCR experimentii se GyrA, co by referencni gen, projevil

jako nevhodny, jelikoz pfi jeho pouziti nebylo mozné dosahnout stilé exprese ve vSech
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vzorcich za odliSnych podminek. Z tohoto diivodu bylo potieba zvolit jiny referencni gen.
Jako dal$i moznost nabizeji literarni studie GapA, tedy gen kddujici glyceraldehyd 3-fosfat
dehydrogenasu, enzym glykolitické drahy. [47; 48] Pro dvé sady primera (GapA
a GAPDH) byla zjistovana optimalni teplota annealingu béhem klasické PCR. Mezi
teplotami byla také T=57,9 °C, tedy teplota optimalni pro hybridizaci primert (sady
4R+2F) uréenych pro sledovani speF genu. Pro tuto kontrolu byla pouzita vyizolovana
DNA zE. coli, N a byly testovany tii teploty, tak jak uvadi Tab. 11. Vysledek

elektroforézy v 1% agarosovém gelu znazornuje Obr. 17.

Tab. 11. Podminky reakce PCR-kontrola primeri GapA a GAPDH

W

Faze reakce Teplota cus Pocet cykli
[°C] [min] [-]
PocateCni denaturace 94 10 1
Denaturace 94 0,5
Annealing (nasednuti primeru) | 58,9; 57,9; 56,1 1 34
Elongace (prodluzovani) 72 1
Zavérecna amplifikace 72 10 1

1600bp

Obr. 17. Kontrola primerit GapA a GAPDH pri rozdilné teploté anealingu™
*1-Marker; 2-GapA, 56°C; 3-GAPDH, 56°C; 4-GapA, 57,9°C; 5-GAPDH, 57,9°C,

6-GapA, 59°C; 7-GAPDH, 59°C; 8-GapA, 57,9°C, negativni kontrola bez DNA;
8-GAPDH, 57,9°C, negativni kontrola bez DNA
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Z vysledkl vyplynulo, ze teplota annealingu 57,9 °C je pro tyto primery (GapA i GAPDH)
vhodna. Do dalSich experimentli byla vybrana sada primert GapA, z toho divodu, ze délka
amplikonu byla pfiblizné¢ 200 bp, na rozdil od druhé sady (GAPDH), kde vysledny
amplikon byl o cca 100 bp delsi. Tento vysledek ukazuje, Ze tyto vybrané GAPDH primery
jsou Real Time-PCR “nevhodné*“.

Podobné jako v pridé sady primerd 4R+2F (sada pro testovani speF genu), byla sada
primerit GapA (sada pro testovani GapA genu) testovana Real Time-PCR. | vtomto
ptipadé byla templatova cDNA; z E. coli, N i S fedéna dekadickou fadou (1:10, 1:100,
1:1 000, 1:10 000). Zaznam amplifika¢nich ktivek zachycuje Obr. 18.
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Obr. 18. Amplifikacni kiivky referencniho genu gapA u E. coli, N (vlevo) a S (vpravo)™
*1-fedéni 1:10; 2-fedéni 1:100; 3-fedéni 1:1 000; 4-fedéni 1:10 000

Optimalizované¢ podminky pro Real Time-PCR, pro sledovani exprese obou genil

(speF i GapA), shrnuje Tab. 12.

Tab. 12. Podminky reakce Real Time-PCR — pocet cykiii: 40

W

Teplota | Cas Pocet cykli

[°C] | [min] [-]

Faze reakce

Pocate¢ni denaturace 95 3 1
Denaturace 95 0,5

Annealing (nasednuti primertt) | 57,9 0,5 39
Elongace (prodluzovani) 70 0,5

Zavérecnad amplifikace 72 5 1
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Aby bylo mozné hodnotit genovou expresi, je potfeba vedle hodnot Ct vyhodnotit

efektivitu amplifikace (1€innost reakce) pro kazdy gen.

Hodnoty Ct byly vyneseny spolu s dekadickym logaritmem fedéni do grafa (Obr. 19,
Obr. 20), a byly ziskany smérnice kiivek pro jednotlivé geny a jednotlivou cDNA;
stresované i nestresované bakterie. Z vypoctli pro tento pokus byla vyfazena hodnota

pro fedéni 1:1 000, kde se jiz projevila nedostate¢na koncentrace vstupniho templatu.

Ct[-]
| y =-1,982x + 29,020
34 R2 = 0,997 ¢ SpeF N

32 A

B SpeF S
30 -

28 -

26 -
y = -2,570x + 27,060
24 - R>=0,986

22 -

20 T T T T T 1
2,5 -2 1,5 -1 -0,5 0 0,5 logc[1]

Obr. 19. Graf zavislosti Ct na mnozstvi cDNA; pro gen speF (sledovany gen)




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

Ct[-]

34 - y =-2,353x + 28,189

R#=0,993 ¢ GapAN

32

30 WM GapAS
28

26

24

y = -2,550x + 25,717
R>=0,983

22

20 T T T T T 1
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 logc[1]

Obr. 20. Graf zavislosti Ct na mnozZstvi cDNA; pro gen gapA (referencni gen)

Hodnoty efektivity kiivky pro tuto reakci jsou zaznamenany v tabulce (Tab. 13.), kde byla
vysledna efektivita pro jednotlivé geny a jednotlivou cDNA; stresované i nestresované
bakterie vypoc¢itana pomoci vzorce, ktery byl popsan v kapitole 5.5.1.1. Smérnice kiivky
pro reakci s idealni efektivitou by se méla pohybovat kolem hodnoty -3,32 [20]. Z Tab. 13

je patrno, Ze této idealni hodnoty neni ani ptiblizné dosazZeno.

Tab. 13. Hodnoty Ct pro jednotliva redeni

a vypoctena efektivita reakce pro cDNA;

Redéni | SpeF N |SpeF S|Gap AN |[Gap A S

¢DNA | Ct[] | Ct[]| Ct[] | Ct[]

1 29,09 | 27,24 | 28,07 25,90

1:10 | 30,88 | 29,28 | 30,77 27,85

1:100 | 33,05 | 32,38 | 32,71 31,01

1:1000( 33,05 | 32,60 | 26,43 28,90

E[] 3,19 2,45 2,66 2,47
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V reakcich stestovanou cDNA; se projevila nedostate¢nd koncentrace templatu, tudiz
nebyly splnény idealni podminky pro pribéh reakce. Z tohoto ditvodu byla provedena nova

série pokust, zahrnujicich opétnou kultivaci bakterii, izolaci a nasledny piepis RNA

do cDNA,.

V dal$im pokusu byla ziskdna ¢cDNA; z maximdlniho mozného objemu RNA (11 pul)
pfireverzni transkripci. Real Time-PCR probihala za podminek zaznamenanych v tabulce
(Tab. 14.). Pro lepsi zhodnoceni prubéhu reakce byla analyza provedena pii 45 cyklech

na rozdil od obvyklych 40 cykli. Ziskané smérnice jsou zaznamenany v nasledujicich

grafech (Obr. 21, Obr. 22).

Tab. 14. Podminky reakce Real Time-PCR s CDNA,— pocet cyklii: 45

W

Faze reakce Teplota e Poget cykli

[°C] | [min] [-]

PocateCni denaturace 95 3 1
Denaturace 95 0,5
Annealing (nasednuti primert) 57,9 0,5

Elongace (prodluzovani) 70 0,5 “
Kfivka tani 50-95 ke

Zavérecna amplifikace 72 5 1

**teplota byla zvySovana kazdé 0:05 sekundy o 0,5 °C
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Ct[]
34 - ¢ SpeF N

32 - y =-3,206x + 22,701

R?=0,973

30 1 M SpeF S
28 -
26 -
24 -
22

20 - y =-3,061x + 19,105

R?= 0,945

18 : .
-35 3 25 -2 15 -1 -0,5 0 0,5 logc [1]

Obr. 21. Graf zavislosti Ct na mnozZstvi cDNA; pro gen speF (sledovany gen); pokus 1

Ct[-

34 i y =-3,347x + 22,349 ¢ GapAN
32 | R2=0,972

30 -
28 -
26 -

B GapAS

24 -

y =-3,229x + 18,456
R?=0,963

22 -
20 -

18 T T T T T T T 1
3,5 -3 25 -2 15 -1 0,5 0 0,5 loge [1]

Obr. 22. Graf zavislosti Ct na mnozstvi cDNA; pro gen gapA (referencni gen ); pokus 1

Hodnoty efektivity pro tuto reakci jsou zaznamenany v tabulce (Tab. 15). Vysledna
efektivita reakce pro jednotlivé geny a jednotlivou cDNA; stresované i nestresované

bakterie byla vypocitana pomoci vzorce, ktery byl popsan v kapitole 5.5.1.1.
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Tab. 15. Hodnoty Ct pro jednotliva redeni
a vypoctena efektivita reakce, CONA; - pokus 1

Redéni | SpeF N [SpeF S| Gap AN [Gap A S

¢ONA | Ct[] | Ct[1]| Ct[d | Ct[]

1 19,99 | 23,35 | 19,20 23,05

1:10 | 21,13 | 25,04 20,82 24,77

1:100 | 24,63 | 28,89 | 24,40 28,79

1:1000| 29,02 | 32,75 | 28,78 32,86

E[] | 212 | 205 | 1,99 | 2,04

Vysledna hodnota exprese byla vypocCitdna pomoci obou matematickych modeli
uvedenych v kapitole 5.5. Jeji vysledky jsou zaznamenany v tabulce (Tab. 16). Primérna
hodnota exprese (R) je pocitdna geometrickym primérem, jehoz vypocet je vhodny

pro exponencialni extrapolaci. [33]

Tab. 16. Vysledky exprese (R) pro cDNAy;

pokus 1
Redéni cDNA | R[] | Retafrel [-]
1 1,40 1,13
1:10 1,03 0,80
1:100 1,09 0,83
1:1 000 1,28 1,00
Primér 1,19 0,93

V pribéhu vSech experimentli byly do pokusl zatfazeny i negativni kontroly. Tyto reakéni
smési obsahovaly v§echny komponenty, které¢ uvadi Tab. 5, vyjma templatové DNA. Byla
zaznamenana amplifika¢ni kiivka s hodnotou Ct ptiblizné 34. V ptipad€ negativni kontroly

by v§ak méla byt tato kiivka sledovana pii hodnoté Ct 37 a vice. [33] Z tohoto diivodu byla
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analyzovana kiivka tani (melting kfivka) pro vyhodnoceni specificnosti vzniklych

produktd. Druhou derivaci kiivky tani, pro lep$i hodnoceni, znazornuje Obr. 23.

Go0

a00

400

300

-d{RFUYT

200

100

Teplota [*C]

Obr. 23. Druha derivace krivky tani; pokus 1

Timto byla potvrzena kontaminace testované sady primert (4R+2F), nebot’ nevznikal
zadny nespecificky produkt a ani nebyla zjiSténa rozdilnd teplota tani pro negativni
kontrolu a obvyklou reakéni smés s cDNA. Tato kontaminace by neméla ovlivnit hodnotu

exprese, ale presto byl proveden dalsi pokus S noveé syntetizovanymi primery.

Pro kontrolu specifi¢nosti primert byla také pouzita i cDNA Pseudomonas aeruginosa,

ktera vlastni sledovany gen speF. [44]

Sada nové syntetizovanych primerd byla zkousena za stejnych podminek, jez byly pouzity
u piedeslé analyzy uvedené v tabulce (Tab. 14). Pouze bylo k obvyklé fadé fedéni pfidano
noveé fedéni vychozi cDNA a to 1:10 000. Ziskané smérnice této reakce jsou zaznamenany

na nasledujicich grafech (Obr. 24 a Obr. 25.).
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Ct[]
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Obr. 24. Graf zavislosti Ct na mnozZstvi cDNA; pro gen speF’ (sledovany gen); pokus 2
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y =-3,487x + 22,212
R>=10,985 B GapAS

Obr. 25. Graf zavislosti Ct na mnozstvi cDNA; pro gen gapA (referencni gen); pokus 2

Hodnoty efektivity pro pokus 2 s cDNA; jsou zaznamenany v nasledujici tabulce
(Tab. 17), kde byla vysledna efektivita pro jednotlivé geny a jednotlivou cDNA;
stresované i nestresované bakterie vypocitana pomoci vzorce, ktery byl popsan v kapitole
55.1.1.
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Tab. 17. Hodnoty Ct pro jednotliva redeni
a vypoctena efektivita reakce; CDNA,, pokus 2

Redéni | SpeF N |SpeF S |Gap AN |Gap A S

¢ONA | Ct[] | Ct[] | Ct[d | Ct[]

1 20,13 | 23,35 19,01 23,05

1:10 22,55 | 26,14 21,30 24,94

1:100 25,59 | 29,59 24,82 28,51

1:1000 | 29,41 | 33,13 28,75 32,93

1:10000 | 33,01 | 35,11 32,89 36,49

E[] | 203 | 213 | 1,92 1,94

Vysledna hodnota exprese (R) byla vypocitana pomoci obou matematickych modela
uvedenych v kapitole 5.5.1, jeji vysledky jsou zaznamenany v tabulce (Tab. 18). Primérna
hodnota exprese (R) je pocitdna geometrickym primérem, jehoz vypocet je vhodny
pro exponencidlni extrapolaci. [33] Z vypocti pro tento pokus byla vyfazena hodnota

pro fedéni 1:10 000, kde se jiz projevila nedostatecnd koncentrace vstupniho templatu.

Tab. 18. Vysledky exprese (R)
pro cDNA>; pokus 2

Redéni cONA | Raace [-] | Reaffer [-]
1 1,76 1,44
1:10 1,04 0,86
1:100 0,80 0,66
1:1 000 1,38 1,12
1:10 000 2,82 2,39
Priamér 1,19 0,98
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I pro tento pokus byla provedena analyza kiivky tani, také pro vyhodnoceni specificnosti
vzniklych produkti a dale pro porovnani noveé ptipravenych primert. Vysledky jsou
zaznamenany na obrazku (Obr. 26), kde pro lepsi vyhodnoceni byla také pouzita druha

derivace této kiivky.

-d{RFU/dT

0 fr '-: — : — ' — : : = -. -:‘-- — _
a0 G0 70 go a0
Teplota [°C]

Obr. 26. Druhda derivace krivky tini 2

Provedené experimenty s t€émito noveé syntetizovanymi primery probéhly dle ocekavani.
Potvrdily kontaminaci ptedeslé sady primerti (4R+2F). Vysledné hodnoty Ct pro jednotliva
fedéni si byly znacn¢ podobné a ani tato kontaminace neovlivnila vyslednou hodnotu
exprese. Vznikly nespecificky produkt v 35,71 cyklu je mozné pozorovat, u negativni
kontroly pro smés s nové syntetizovanymi primery 4R+2F, na Obr. 26. Tuto hodnotu lze
brat jako negativni, protoZe pti analyze kiivky tani byl vznikly produkt zjistén pii rozdilné
teploté tani, nez amplikony s CDNA, kdy ma vysledny nespecificky produkt piibliznou
teplotu tani 80 °C. Amplifika¢ni kiivka negativni kontroly smési s primery GapA se

projevuje pii hodnoté Ct cirka 38. Tato hodnota je povazovana za negativni. [33]

Po tadé pokusii se podafilo dosahnout efektivity udavané literaturou tedy 1,9 - 2,1 [33],
kdy je hodnota 2 brana jako 100% ucinnost. VyuZzivani dekadické fady fedéni se prokazalo
byt vhodnym, zejména v koncentracich 1:10, 1:100 a pii dostate¢né vysoké koncentraci

vstupni cDNA 1 fedéni 1:1 000. Pokud bylo pracovano s nefedénou cDNA, témét vzdy se
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projevil negativni vliv obsahu inhibitord. Naopak nedostate¢nd koncentrace vstupniho
cDNA seprojevila u fedéni 1:1 000 a vySe, nevhodnym pribéhem reakce a tedy
nedostacujici efektivitou. Proto se pfi reverzni transkripci osvédéilo do reakce vlozit
maximalni objem piepisované RNA, kdy pfti této koncentraci je jiz pro vypocet efektivity
ktivka slozena z nejméné 3 bodu a je dosahovano idealni efektivity kolem hodnoty 2, tedy
100% ucinnosti.

Rada pokusii byla uskute¢néna i s druhou navrhovanou sadou primert detekujicich speF
gen, tedy sadou 1R+3F. V tomto ptipad¢, ale nebylo dosazeno dostate¢né ucinnosti,

jako tomu bylo pti pouziti sady 4R+2F.

Hodnota R (ratio) neboli relativni exprese byla pocitana uvedenymi matematickymi
modely uvedenymi v kapitole 5.5.1. Vysledky jsou zaznamenany v tabulkach Tab. 16
a Tab. 18. Pfi uziti obou modeld vychazi podobna hodnota R. Pouze pii pouziti modelu
S korelaci efektivity, byla hladina exprese niz$i. Tento vysledek lze brat jako ptesnéjsi,
nebot’ byla aplikovana korekce o efektivitu, ktera vypovidd o ucinnosti reakce.
Pti hodnoceni exprese pomoci Pfafflovi metody lze fict, Ze nestresovand bakterie ma vici
stresované bakterii 0,95 hladinu exprese, coz je vysledek velmi vyznamny. Neboli exprese
genu se ustresované bakterie kultivované v prosttedi s nedostatkem aminokyselin
0,95 krat snizila oproti expresi genu nestresovanych bakterii kultivovanych v prostiredi

s nadbytkem aminokyselin.

Bylo by tieba doplnit dalsi série pokust, napi. kultivace E. coli nejen v riznych médiich a
riznych Casovych intervalech. Z ¢asovych diavodii nebyly tyto pokusy uskutecnény a dalsi
experimenty, které budou v blizké dobé realizovany, se zaméfi nejen na toto, ale i na realné

vzorky.
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ZAVER
Predkladana diplomova prace se zabyva optimalizaci metody Real Time-PCR v detekci
genl pro dekarboxylacni enzymy u bakterii. Sledovanym genem je zde speF, kodujici

ornithindekarboxylasu, tedy enzym katalyzujici pfeménu L-ornithinu na putrescin

u Gram negativnich bakterii.
Ze ziskanych vysledkt lze vyvodit nasledujici zavéry:

* Vysledky ukazuji, ze sada primerit 4R+2F navrzena Mgr. Leonou Wunderlichovou,
Ph.D. v jeji disertatni praci, je vhodna pro detekci genu speF metodou
Real Time-PCR.

Bylo dosaZeno toho, ze smérnice kiivek pro jednotlivé reakce se blizi hodnoté -3,32;

tedy pohybuji se kolem idealni hodnoty, kde u¢innost reakce je 100 %.

Z vysledku je patrné, Ze nestresovana bakterie ma vuci stresované 0,95 hladinu exprese.
Tento zavér ukazuje, Zze metodou Real Time-PCR (relativni kvantifikaci) je mozné

zkoumat vliv riznych faktori na genovou expresi cilovych gend.

Tato metoda je vhodna pro detekci producentli putrescinu, a je mozné pomoci ni
hodnotit potencidl Gram negativnich bakterii tento biogenni amin produkovat

(potravinaistvi).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A
adiA
aguA
BA

bp

cDNA
Ct
DAO
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
dsDNA

dTTP

FAM
FRET

G
GADPH
GapA
GC/FID

GC/MS

nukleova baze adenin

gen kodujici enzym a argininedekarboxylasa (biodegradativni)
nazev genu kodujici enzym agmatindeiminasu
biogenni aminy

pary bazi (base pare)

nukleova baze cytosin

jednofetézcova komplementarni DNA

bod, kdy fluorescence stoupa nad prahovou hodnotu
diaminooxidasa

deoxyadenosintrifosfat

deoxycytidintrifosfat

deoxyguanosintrifosfat

deoxyribonukleova kyselina
2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfat

dvoutetézcova DNA

deoxythymidintrifosfat

kodujici (forvard) primer

6 — karboxyfluorescein

fluorescencni resonancni ptenos energie

nukleova baze guanin

glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasa

nazev genu kodujiciho glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasu
plynova chromatografie s plamenové€ ioniza¢ni detekci

plynova chromatografie s hmotnostni detekci
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Gyr A
HDC

HPLC/FLD

HPLC/MS
MAO
MRNA

N

oDC

PCR

PLP

PM

QPCR

gPCR

RNA
RPM
rRNA

RT-PCR

SpeA
speB
speC
speF

sSDNA

nazev kodujici enzym gyrasu
histidindekarboxylasa

vysoko ucinna kapalinova chromatografie s fluorescencni

detekei

vysoko ucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
monoaminooxidasa

mediatorova RNA

nestresovana bakterie

ornithindekarboxylasa

polymerasova fetézova reakce

pyridoxal-5"-fosfat

pfipustné mnozstvi

kvantitativni PCR

Real Time-PCR

antikodujici (reverse) primer

ribonukleova kyselina

otacky za minutu (revolutions per minute)
ribozomalni RNA

polymerasova fetézova reakce S reverzni transkripci
stresovana bakterie

gen kodujici arginindekarboxylasu (biosynteticka)
gen kodujici agmatindecarboxylasu

gen kodujici ornithindecarboxylasu (konstitutivni)
gen kodujici ornithindecarboxylasu (inducibilni)
jednovldknovd DNA

nukleova baze thymin
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TAMRA tetramethyl-6-karboxyrhodamin
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