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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace je zaméiena na aplikovatelnost metody izotermalni amplifikace
DNA (LAMP) pro ptimou detekci mykobakterii ve vodach. Shromazd'uje soucasné
teoretické poznatky, na jejichz zdkladé prob&hly experimenty potvrzujici danou metodu a
predstavuje tak uceleny tivod do dané problematiky. Podafilo se nam optimalizovat reak¢ni
podminky pro detekci Mycobacterium phlei pomoci LAMP a detekce barvivem SYBR
Green. Optimalni reakéni podminky byly 63°C a koncentrace Mg* 4 mM. Produkt Ize
bezpecné detekovat po 90 minutach. Zjistili jsme, Ze detekce M. phlei pomoci
fluorescenéniho DNA barviva GelStar v UV je vyrazné¢ méné citliva a spolehliva. M. phlei

se nam podafilo ve vSech pfipadech detekovat gelovou elektroforézou v agarosovém gelu.

Kli¢ova slova: LAMP, PCR, DNA, primer, izotermalni amplifikace, GelStar, SYBR Green

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the applicability of the loop mediated isothermal
DNA amplification (LAMP) for the direct detection of Mycobacteria in water. It reviews
contemporary theoretical information together with practical experimental testing of the
LAMP method and also represents coherent introduction to the LAMP issues. We
optimized reaction conditions for the detection of Mycobacteria phlei with SYBR Green
DNA stain. The optimal conditions were 63°C and 4 mM of Mg?*. The Product could be
securely detected after 90 minutes of the reaction. We found out, that the detection of
Mycobacteria phlei by fluorescence GelStar DNA stain in UV is not reliable and enough
sensitive. By agarose gel electrophoresis we successfully detected Mycobacteria phlei in

all cases.

Keywords: LAMP, PCR, DNA, primer, Isothermal Amplification, Gel Star, SYBR Green
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UvoD

Cilem této prace bylo navrhnout metodu pro snadnou a rychlou detekci mykobakterii ve
vodach. Mykobakterie jsou vétSinou patogeni mikroorganismy - zpisobuji nejruznéjsi
onemocnéni jako napft. tuberkulozu, lepru, paratuberkulozu a jind zavaznd onemocnéni
Clovéka, skotu, ryb apod. Mykobakterie velice pomalu rostou, a proto je jejich detekce
standardni metodou kultivace na Zivné pudé obtiZznd, nebot’ se jednd o velmi pomaly
proces. Nabizi se vSak 1 jiné zpiisoby jejich detekce. Zavedenou metodou jsou
polymerazové fetézové reakce, zkracen¢ PCR, kterym cca pied 14 ti lety vznikla
»konkurence“ v podobé metody izotermalni amplifikace DNA (LAMP). Principem je
kopirovani specifickych useki DNA, které nasledné slouZzi ke stanoveni danych
mikroorganismu. Jelikoz se LAMP jevi jako elegantné&jsi nastroj oproti PCR, je cilem
prace rovnéz vypracovat literarni reSersSi k této metodé a danou metodu potvrdit realizaci
navrhnutych experimentd. Domnivam se, ze bude vhodné vénovat ¢ast prace také PCR a
poté objektivné zhodnotit vyhody a nevyhody obou metod. Rovnéz se domnivam, Ze pro
bezproblémové pochopeni problematiky bude nutné budouci ¢tenate sezndmit s nékterymi
dulezitymi fakty, diky jejichZ znalosti bude prace srozumitelnd od zacatku az do konce.
V této praci se tedy cCtenai seznami s pfirodnimi mechanismy replikace DNA, tak i
modifikovanymi metodami jako jsou PCR nebo LAMP. Se vSemi témito informacemi se
Ctenaf seznami v teoretické Casti prace. V praktické casti budou provedeny experimenty
potvrzujici nebo vyvracejici aplikovatelnost LAMP pro detekci mykobakterii. Velmi
vhodnou metodou detekce mykobakterii by byla moznost rozhodnout o jejich ptitomnosti
ve vodach pifimo pouhym okem. LAMP ndm tuto moznost nabizi. Sila a krésa izotermalni
amplifikace spociva v jeji rychlosti a finan¢ni nendroc¢nosti a své uplatnéni zcela jisté najde

jak v ochrané zivotniho prostiedi, potravinaiském pramyslu, tak v klinické medicing.

Zavérem si nemohu odpustit zvazit lidsky rozmér LAMP ve smyslu rychlych a levnych
Iékarskych testl pro rozvojové zemé, napt. v Africe, kde tato metoda predstavuje obrovsky
pokrok oproti stavajici situaci, jelikoz vCasna detekce bakteridlnich nebo virovych
onemocnéni muize zachranit bezpocet zivotd nebo minimalné zkratit dobu lécebného

procesu a tim padem usettit nemalé finan¢ni prostiedky.
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. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE

Bakterie patfi mezi jednoduché organismy, které 1ze nalézt prakticky na jakémkoliv misté
na Zemi. Mohou Zit v nejriznéjsich chemicko-fyzikéalnich podminkéch, jako jsou teplota
nebo pH prostiedi. Vyskytuji se v nejruznéjSich tvarech a velikostech. Existuje mnoho
druht bakterii. Nachazeji také v ochrané zivotniho prostiedi, v primyslu apod., ale
najdeme i takové druhy, jejichz pfitomnost v urcitém prostiedi lze povazovat za

nezadouci.

1.1 Mykobakterie

Do rodu Mycobacterium nélezi kolem 70 druhi mykobakterii, pfi¢emz vétSina z nich je
medicinsky vyznamna pro svoji patogenitu [1]. Jsou fazeny do kmene Actinobacteria.
Mykobakterie jsou striktn¢ aerobni mikroorganismy. Mezi typické charakteristiky teto
skupiny bakterii patii vysoka acidorezistence [2]. Ta souvisejici s vysokym podilem
komplexnich lipidovych frakci a voskii v bunééné sténé. Zakladem lipida jsou mykolové

kyseliny, odtud nazev Mykobakterie.

3 o

R, —CH— CH — COOH
I I
O H

2

Obr. 1: Struktura kyseliny mykolové

Jedné se o vubec nejdelSi mastné kyseliny vyskytujici se v piirod¢, kde R1 a R2 obsahuji
60 — 90 atomu C [3], [6]. Mykobakterie jsou Spatné barvitelné organickymi barvivy.
Veétsinou se jedna o gram pozitivni bakterie, barveni se avSak provadi Ziehl-Neelsenovym
barvivem [4]. Acidorezistenci rozumime odolnost vi¢i odbarveni kyselinami, zasadami a
alkoholem. Mykobakterie jsou pomalu rostouci bakterie (genera¢ni doba fadové 1 den),
z tohoto diivodu je nutna dlouha kultiva¢ni doba (n€kolik tydnti), tim padem i obtizna
detekce [3]. Mykobakterie netvofi toxiny, avSak jsou puvodci zavaznych onemocnéni u
¢loveéka, jako je napiiklad tuberkuldza (TBC) zptisobena M. tuberculosis. Téméf polovina
z netuberkuloznich mykobakterii je spojena s oportunnimi infekcemi u zvifat a lidi a
néktera mohou zpusobit i sporadicka vzplanuti. Netuberkulozni mykobakterie (NTM) lze
ziskat ze zevniho prostedi po kontaktu s vodou, aerosolem, ptidou, nebo prachem — cestou

inhalac¢ni, peroralni, nebo poranénou kiizi v diisledku zranéni ¢i chirurgickych zakroki. Na
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rozdil od M. tuberculosis nedochazi k mezilidskému pienosu s vyjimkou M. leprae,
zpusobujici lepru, kterd vyzaduje dlouhodoby uzky kontakt. NTM mohou zpusobit plicni
infekce napodobujici tuberkuldzu, infekce lymfatickych uzlin, infekce kosti, abscesy a
infekce kuze a mekkych tkéni, které mohou byt lokalizované, nebo delokalizované. M.
leprae mtze zpusobit poskozeni perifernich nervi a kozni 1éze. Jak jiz bylo fe¢eno, vétSina
NTM se pomalu mnozi, coz mé za nasledek, Ze se infekce projevi za tydny, mésice, nebo
dokonce roky po prvotni expozici [1]. Podle udaji SVS z let 1990 az 1999 byly pfi
veterinarné-hygienickych prohlidkach na jatkdch 41.458.565 poraZenych prasat zjiStény
tuberkulézni zmény u 134.088 (0,32%) zvitat. Laboratorné¢ byly vySetfeny organy od
17.326 prasat, z nichz byly mykobakterie izolovany ze 7.246 (41,8%) zvifat.
M. bovis (ptivodce bovinni tuberkuldézy) bylo izolovano pouze od 5 (0,07%) zvifat
pochézejicich z posledniho ohniska bovinni tuberkulézy skotu v Ceské republice v roce
1995. Prevalence aviarni tuberkulozy (puvodce je M. avium subsp. avium) v
laboratorné doSetfenych orgdnech za sledované obdobi ptedstavovala 55,7%. Druhym
nejcastéji izolovanym zastupcem komplexu M. avium bylo M. avium subsp. hominissuis
(jedna se novy poddruh), ktery tvotil 39,2% u prasat. Ostatni druhy podminéné
patogennich mykobakterii (M. chelonae, M. terrae, a M. fortuitum) byly
izolovany od 5,1% prasat [27].

1.1.1 Mycobacterium phlei

V této praci bude nadS nezadouci mikroorganismus ptedstavovat M. phlei. Tato bakterie
byla zvolena z davodu nepatogenity. M. phlei patii mezi tzv. rychle rostouci
mykobakterie s kultivacni dobou 48 — 72 hodin. Jedna se o gram pozitivni acidorezistentni
bakterii, produkujici népadny Zzluty pigment. Je chemoautotrofni, redukuje nitraty.
Bunécna sténa patii do IV chemotypu a obsahuje meso-diaminopimelovou kyselinu,
menachinon MK-8 a mykolové kyseliny s 64 -78 C a 1-6 dvojnymi vazbami. M. phlei patii
mezi tzv GC-rich mikroorganismy, tzn., Ze podil G-C (Guanin-Cytosin) paru v jeji DNA je
majoritni (60 — 72 mol %) [2].

1.2 Princip detekce a identifikace

1.2.1 Princip detekce a identifikace — kultivace na Zivné pudé

Obecné kultivaci rozumime mnoZzeni bakterii v laboratornich podminkach napt. na Petriho

misce. Pro rist bakterii jsou navozeny podminky, podobné tém piirodnim. Pouzivaji se
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um¢lé pudy (napt. agaroveé) obsahujici veskeré Ziviny pro rast bakterii. Slozeni pad se lisi
v zavislosti na druhu bakterie. DalSimi vyznamnymi faktory ovliviiujici rychlost rastu jsou
teplota, vlhkost prostfedi a pH pudy. Rod a druh bakterie je poté mozno urcit na zakladé

nejruznéjsich biochemickych testi [5].

1.2.2 Princip detekce a identifikace - PCR a LAMP

V DNA mykobakterii existuji useky, které jsou pro dany druh bakterie zcela jedinecné.
Tyto Useky jsou ohrani¢eny znamymi sekvencemi nukleotidd. Toho lze vyuzit pii
kopirovani danych tseku. Za predpokladu jejich selektivniho namnozeni, 1ze pfi pouziti
vhodnych detekénich metod tyto vzniklé Useky detekovat. Toho Ize dosahnout vhodnou
modifikaci ptirozené syntézy DNA. Nejrozsifenéjsi takovou metodou je polymerazova
fetézova reakce, PCR. Princip PCR bude vysvétlen ve 3. Kapitole. Novou metodu
predstavuje izotermalni amplifikace DNA (LAMP - Loop Mediated Isothermal

Amplification). Této metodé bude vénovana kapitola 4.

1.3 Bakterialni DNA

Nejcastéji byva bakterialni DNA pfitomna ve form¢ uzavieného kruhu jako dvouvlaknova
Sroubovice [7]. VlIakna jsou navzajem antiparelelni. DNA je z chemického hlediska
polykondenzat kyseliny fosfore¢né, 2-deoxy-D-rib6zy a N-baze. N-bazi rozumime derivaty
purinu (Adenin, Guanin) a pirimidinu (Cytosin, Thymin). Prostorovy tvar N-bazi dovoluje
jejich specifické spojeni v ramci dvou fetézci DNA prostiednictvim H-mustku. Tento fakt
oznacujeme jako komplementaritu N-bazi. Tu muZeme schematicky znazornit jako A-T,
C-G, kde velka pismena zna¢i zaatky nazvu jednotlivych bazi a ,-* jsou vodikové
mustky, v pfipadé¢ AT se jednd o spojeni dvéma mustky a u GC tfemi mistky. Tato
skuteénost je podstatou uchovani tzv. genetické informace [8]. Tu je mozZné vyuzit také

k detekci a identifikaci jednotlivych druht bakterii.
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2 PRIROZENA SYNTEZA DNA

Ke vzniku novych organismil v prostiedi je nezbytnou podminkou replikace DNA
mateiského organismu. Samotna replikace se sklada ze tii Casti: iniciace, elongace a

terminace.

2.1 Iniciace

DNA je tvofena paralelnim a antiparalelnim vlaknem. Replikace zac¢ina na specifickém
misté, oznaCovaném jako replikacni pocatek, nukleofilnim atakem hydroxylové skupiny
nesené tietim uhlikem tzv. primeru na fosfatovou ¢ast prvniho nukleotidu syntetizované
DNA. Primer je ¢ast komplementarni RNA (DNA) k danému tiseku DNA o délce fadoveé
10 - 100 nukleotidi. Je syntetizovan pomoci enzymu primazy. Enzym helikdza nasledné
rozpléta DNA. Znovu zapleteni vldken brani SSB proteiny. Iniciace kon¢i navazanim

enzymu DNA polymerazy Il na fetézec orientovany ve sméru 3¢ — 5°[9] — [11].

2.2 Elongace

DNA polymeraza Il je protein umoznujici plynulou syntézu nového fetézce pouze
z templatového fetézce orientovaného ve sméru 3¢ — 5°. Rust nového fetézce probiha tedy
ve sméru 5° — 3’ (antiparaleln€). DNA polymeraza je na fetézec uchycena tzv. svorkovymi
proteiny. Ty zvysuji stabilitu elongace a umoziuji rust dlouhych fetézci. Syntetizované
antiparalelni vlakno z antiparalelniho vlakna templatu je orientovano ve sméru 3 — 5%, a
proto nemtize byt plynule replikovano. Tato skutecnost je vyfeSena pomoci RNA primerd,
které postupné nasedaji na antiparalelni vlakno templatu a umozni tak DNA polymeréaze 111
syntetizovat v pozadovaném sméru, avsak po ¢astech. Vznikaji tzv. Okazakiho fragmenty
0 délce 100 — 200 nukleotidl. Primery jsou poté z vlakna vysttizeny DNA polymerazou | a
nahrazeny odpovidajicimi nukleotidy DNA polymeréazou I1l. Jednotlivé Useky jsou spojeny
enzymem DNA ligazou. Replikace antiparalelniho vlakna probiha tedy pomaleji [9] -
[11].

2.3 Terminace

Replikace DNA kon¢i po zhotoveni celé jeji kopie.
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3 PCR

Jednou z klasickych metod amplifikace specifickych tsekit DNA je metoda PCR (z ang.
Polymerase Chain Reaction). Jedna se o polymerazové fetézové reakce, které umoziuji
amplifikovat specifickou ¢ast DNA pomoci konkrétné navrzenych pari DNA-primeri a
vhodnych polymeraz. Jedna se o vysoce citlivé metody, nachazejici uplatnéni napf.
Vv Iékaiské diagnostice. Samotnd reakce probihd v zafizeni zvaném termocykler
pti pozadovaném poctu cyklu, pfi¢emz kazdy cyklus se sklada ze tii fazi. Termocykler je
zatizeni schopné béhem kratkych casovych intervali ménit stabilné v cyklech

naprogramovanou teplotu [12].

3.1 Faze cyklu PCR a produkt

V prvni fazi cyklu PCR dochazi k zahtati mikrozkumavky se vzorkem DNA na teplotu
kolem 95°C. Pii této teploté dojde k rozrueni H-mustkd a rozdéleni DNA na jednotliva
vlakna. Tento proces oznaCujeme jako denaturaci DNA. V druhé fazi nasedaji na
specificka mista pfedem ptipravené parovée DNA primery. K tomu dochazi pii teploté cca
50 - 60°C. Trieti faze probiha piiblizné za teploty 75°C. Dochazi k syntéze
komplementarniho vlakna. Vétsina DNA polymeraz pii této teplot€ neni schopna
existence, proto je pouZito polymeraz izolovanych z termofilnich bakterii. Nejznamé&;jsi
termostabilni polymerazou je tzv. Taq polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus.
Ta snasi i extremni teploty kolem 90°C. Ve druhém cyklu vznikaji obdobnym zptisobem
z produktd prvniho cyklu pozadované tseky DNA, slouzici dale jako templaty v dalSich
cyklech amplifikace. Cela reakce trva piiblizn¢ 2 hodiny [12]. Ve popisuje nésledujici
obrazek. Vysledkem je vznik linearniho homogenniho dvouvlaknového produktu o
koncentraci zpravidla 4 — 40 pg/ml a delce 100 — 1000 bp (z ang.: base pair). Vyhodou

PCR je moznost provadét vice typu reakci v jedné reakcni nadobé [14].
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Obr. 2: Schéma prabéhu PCR
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4 LAMP

Na rozdil od PCR dochézi k amplifikaci kontinualné pii stalé teploté¢ kolem 63°C.
Podstatou jsou rovnéz specidlné¢ navrzené pary primera pro cilenou amplifikaci
pozadované casti DNA a specifické polymerazy. Neni mozne pouZzit klasickou Taq
polymeréazu, ale Bst polymerazu z organismu Bacillus stearothermophilus, kterd se
vyznacuje tzv. dislokdzovou aktivitou, tj. dokaze oddélovat kodujici vlakno DNA a
nahrazovat ho fetézcem, ktery sama syntetizuje. Zaroven je vSak mozné i pouZiti specialné
navrzenych loop-primerti, které rychlost amplifikace znaéné zvysi. Doba takové
amplifikace muze byt nékolikanasobné nizsi nez u PCR [13]. Velkou vyhodu je rovnéz
netfeba drahého vybaveni pro amplifikaci nebo detekci produktu, moznost provadét
amplifikaci mimo laboratof a ziskani fadové vice produktu nez u PCR [14]. Zda se, Ze
izotermalni amplifikace je v tomto ohledu elegantng&jsi nastroj, umoziujici urychlit detekci
mykobakterii ve vodach, nez klasickd PCR. Samotny proces amplifikace také probiha

Vv nékolika fazich.

4.1 Princip LAMP

Predpokladame, ze pii teploté reakce napt. 63°C je ¢ast DNA denaturovana. V popisu
mechanismu amplifikace dale budeme uvaZovat jedno denaturované vlakno. Pro druhé
vlakno je popis logicky ekvivalentni. Denaturované vlakno obsahuje cilovy usek, ktery je
ohrani¢en zndmymi sekvencemi nukleotidli, pro néz jsou primery navrzeny. Takovych
cilovych useki se v DNA nachazi vétSinou 6 — 8 [13]. Tyto primery budeme dale
popisovat jako FIP, BIP, F3 a B3, kde FIP a BIP rozumime pfedni a zadni vnitini primer a
F3 a B3 jako pfedni a zadni vnéjsi primer (FIP — Forward Inner Primer, BIP — Backward
Inner Primer). Amplifikace mtze byt akcelerovana loop primery (loop — smycka), ty
budeme znacit Loop B a Loop F. Na prvni vldkno naseda (hybridizuje) pti dané teploté
BIP primer. Polymeraza dosyntetizuje komplementarni fetézec. Jelikoz BIP primer se
skladd z B2 komplementarni ¢asti nasedajici na fetézec a nekomplementarni B1C ¢asti,
ktera na fetézec nenaseda (Obr. 3), avSak je komplementarni k ¢asti nové syntetizovaného
fetézce, mize byt tento fetézec oddélen od templatového fetézce navazanim B3 primeru a

dislokazové aktivité polymerdzy, kterd od B3 primeru syntetizuje délici vlakno.
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Obr. 3: Nasednuti BIP a B3 primertu

Oddélené vlakno zacina BIP sekvenci a vlivem dostateéné délky BIP sekvence dochazi ke
stoceni tohoto konce, kde jak uz bylo feceno, nekomplementarni ¢ast BIP primeru B1C je
komplementarni k nové syntetizované ¢asti DNA a mezi témito ¢astmi dojde ke sparovani.

Na nové syntetizovany fetézec poté naseda FIP primer a F3 primer a cely proces je

Ficy AP
F3 -

Fic F2c Fic

ekvivalentni.

£n
Rl m
£3 :

Obr. 4: Nasednuti FIP a F3 primert

Vysledkem je produkt cilové sekvence nukleotidi, ohrani¢eny stoCenymi konci,

smyckami (loop), jak je patrno z nasledujiciho obréazku.

(ML iz
T T
F2 H2c

Obr. 5: Vychozi produkt pro LAMP

OranZova Sipka (Obr. 5) naznacuje smér syntézy dalSiho komplementarniho vlékna,
pficemz si muZzeme povsimnout, Ze dany oblouk B2C (Obr. 5) je jednovlaknovy a tudiz

vhodny k navazani BIP primeru (Obr. 6).

SESEL [ 51—
F1 FZc Fic B
BIF

Obr. 6: Nasednuti BIP na vychozi produkt LAMP
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DNA polymeréza vazici se na BIP primer syntetizuje ve sméru Sipky komplementarni
vlakno k zelenému vlaknu (Obr. 6). OranZove vlékno je timto procesem postupné
oddélovano a v disledku komplementarity jeho F1 a F1C sekvenci dochazi k jeho stoceni a
vytvofeni smycky. Z této F1 sekvence je syntetizovan novy fetézec a vysledny produkt

vypada néasledovné.

Fi F2& Fic Bi
5 - ] == E'IE"H_I
— Bl B2
F1u---'_'_'_,_o-'-
Fa™ F1
FIP

Obr. 7: Prubéh amplifikace po syntéze vlakna z BIP a
sednuti FIP

Opét si vS§imnéme (Obr. 7) komplementarni jednovldknové F2C produktu casti k FIP
primeru. FIP primer na F2C Usek produktu naseda a nasledné je syntetizovano nove vlakno
ve sméru zelené Sipky. Pritom dochazi k postupnému odd€lovani vlakna a jeho stoceni.

Toto vlakno je oznaceno oranZzovou Sipkou (Obr. 7). Vysledek je znazornén na obrazku

nize.
Fic F2 |=1; E_-: -
Fi Fac Fic s
- ~, Fl 7’;1"-.5.'1“"5";._-,':.
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F2cl F1 J.E-T'

Obr. 8: Vysledny produkt syntézy FIP
vlakna

Nyni se syntetizuje nové vlakno ve sméru zelené Sipky (Obr. 8), kde zelena Sipka nélezi
puvodné oddélenému a stoCenému vldknu (viz. Obr. 7, vldkno oznacené oranzovou
Sipkou). Vysledkem jsou dva produkty s cilovou sekvenci nukleotidi, které dale podléhaji
amplifikaci, nebot’ pti tomto kroku dochazi Gplnému rozdéleni produktu (Obr. 8) na dva
dil¢i produkty. Takto postupné geometrickou fadou vznikaji nové produkty podléhajici

amplifikaci. Oba produkty jsou zndzornény na obrazku nize.
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Obr. 9: Vznik dvou nezavisle amplifikovatelnych produktt

Amplifikace dale pokracuje na zakladé vyse popsanych mechanismi. Tento mechanismus
je znam zkratkou LAMP, znamenajici Loop-mediated isothermal amplification. Na vyse
uvedeném obrazku je znazornéna moznost, kdy loop primery hybridizuji druhy produkt.
Loop-primery jsou komplementarni k Gseku mezi B1C a B2, resp. F1C a F2 produktu (lépe
vidét na obrazku ¢. 11). ZvySuji tak pocet vychozich pozic pro amplifikaci DNA.
Amplifikace tohoto produktu by mohla pokracovat bez této hybridizace, avSak diky
loop-primerim vznika extra produkt, ktery poslouzi k rychlej§imu prubéhu amplifikace.
Na obrézku ¢. 10 vidime prubéh amplifikace druhého produktu z piedeslého obrazku

pomoci loop primerd.

v Fip loop B F1_F2c Fic Bl = Bzc {‘-‘H
~ . R 2 BBl R
F?D F' Els . + -_“:? = 2c
Fig 23 : B2 Hlc '
W(F- o — Fig

Obr. 10: Amplifikace za pfitomnosti Ioop primerd, druhy z produkti vznikl z loop B

primeru

Izotermalni amplifikace se provadi nejcasteji v objemu 25 pL pri teplotach 60 — 65°C. V
zavislosti na poctu pouzitych primert (4 nebo 6) trva doba reakce 30 — 60 min.
Koncentrace primert FIP a BIP byva zpravidla 1,6 M, u F3a B3 0,2 M a Loop F a Loop B
0,8 M. Koncentrace Bst polymerazy byva 8 U [13] - [17].
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4.2 Detekce produktu LAMP

Koncentrace produktu se pohybuji v rozmezi 400 — 800 pug/mL, coZ umoziiuje jeho snazsi
detekci ruiznymi metodami. Prvni metodou je gelova elektroforéza v agarosovém gelu.
Jedna se o levny zplisob detekce, avSak nevyhodou je jeji casova narocnost, probiha az po
skon¢eni LAMP a vysledny produkt nelze kvantifikovat ani kvalifikovat. Tato metoda byla
v préci pouzita. DalSi metodou je turbidimetrie. V pribéhu LAMP vznika srazenina
magnézium-pyrofosfatu, ktera ~mize byt detekovana turbidimetrem  nebo
spektrofotometrem a to po skonéeni LAMP. Je to rychly zpusob detekce, le¢ neni
kvantitativni a kvalitativni. VVzhledem k nutnosti detekénich pfistroji se jednd i o drahy
zpusob detekce. Alternativu piedstavuje centrifugace, po niz se srazenina pyrofosfatu usadi
na dné reakéni nadoby a muze byt snaze detekovana pouhym okem, coZ je do znacné miry
dosti subjektivni zpusob detekce. Vznik pyrofosfatu Ize detekovat také v pribéhu reakce,
hovotime o takzvané Real-Time turbidimetrii. Vyhodou je moznost kvantifikovat vznikly
produkt. Dal§im zpiisobem detekce je pouziti DNA barviv a pozorovani fluorescence
reakéniho roztoku. Jedna se o rychly zptsob, ktery mize byt proveden i bez pouziti
fluorimetru a to pouhym okem, za pouziti vhodného DNA barviva, coz je vyhodné pro
rychlou detekci a finanéni nenaro¢nost. Oba zpisoby byly v praci pouzity. Pomoci
Real-Time fluorimetrie muzeme vznikly produkt taktéZ kvantifikovat. Kvalifikovat
produkt Ize pomoci systému enzymové imunoanalyzy (Lateral Flow System). Jedna se o
pomérmné rychlou a levnou metodu. Poslednim zptGsobem dekekce je tzv. ABC-LAMP
(Alternately Binding quenching probe Competitive LAMP). Produkt Ize rychle
kvantifikovat a kvalifikovat (tj. uréeni specifickych sekvenci produktu). K tomu je
zapotiebi fluorimetru a specidlné navrzené sondy. Ta se vaZe na specifické misto v

produktu a snizuje tak jeho fluorescenci [14] - [17].
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5 PRIMERY

Primery jsou kratké tiseky DNA napt. 20 nt, které slouzi k vyznaceni mista zahéjeni
syntézy fetézce DNA. Je spole¢nou vlastnosti DNA polymerdz, Ze nemohou zadit
syntetizovat komplementarni fetézec od ,,nuly”, ale potfebuji pocatek = primer. Vlastnosti
a funkce primert byly popsany v ptedeslych kapitolach. V nasledujicich kapitolach bude

nastinéno, na jaké okolnosti je tfeba klast pozornost pii jejich navrhu.

5.1 Kiritéria pro navrh primeru

Pii navrhovani vhodnych DNA-primera je tfeba pfihlédnout ke skute¢nostem, Ze oba
parové primery FIP a BIP musi nasedat na templat (DNA) pii shodné teploté. Oba
navrhovane primery proto musi mit pfiblizné stejnou teplotu tani. Teplotu tani pfislusnych
primertd mizeme ziskat pocetné. Plati, Ze teplota tani nukleovych kyselin je umérna jejich
délce. Obecné pozorovanou skuteénosti je, Ze pro denaturaci jednoho paru A-T je potieba
zvysit teplotu piiblizné o 2°C, kdezto pro denaturaci paru C-G o 4°C. Ziskame tak

jednoduchou rovnici pro vypocet piiblizné teploty tani T, nukleovych kyselin.

T,, = 2X AT + 4 X CG, (1)

Vrovnici zna¢i AT a CG pocet pard pfisluSnych bazi. Je mozno zméfit T, |

experimentang, paklize budeme méfit absorbanci pfi 260 nm v pribéhu denaturace
dvouvldknové DNA. Dalsi komplikace mohou nastat, paklize par primertl vytvofi tzv.
dimer. Podstatou je piitomnost delsi sekvence nukleotidti v jednom primeru, kterd je
komplementarni k sekvenci na druhém primeru. Rovnéz muze nastat situace, kdy
navrhovany primer ma navzajem komplementarni ¢asti svych koncl a dostatecnou délku
na to, aby se tyto konce mohly navzajem péarovat. Pti nedodrZeni téchto podminek PCR
nebo LAMP neprobéhne [12], [18].

5.2 Vyroba primeru

Navrzeny primer Ize vyrobit syntézou jednotlivych nukleotidi v daném potadi. Prvni
nukleotid byva vazan na pevny podklad 5° koncem, 3° konec je volny. Na 3 volny konec
prvniho nukleotidu mize byt navazan dalsi pozadovany nukleotid. Jeho 3* konec byva
blokovan napt. dimethoxytritilem (DMT) a proto muze dojit ke spravnému napojeni 5°
koncem na zakladni nukleotid. Dalsim krokem je odstranéni DMT z druhého nukleotidu a

vytvofeni tak podminky pro vznik fosfodiesterové vazby, umoziujici napojeni tietiho
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nukleotidu. Toho lze dosahnout napiiklad zménou pH. Syntézu primerd provadi
specializované firmy pomoci automatizovanych systémi na zakladé objednavky. Bézné

jsou syntetizovany oligonukleotidy do délky 80 nt [12], [20].

5.3 Navrh primeri

Pro navrh primert je zapotiebi vyuzit tzv. evolu¢né stabilnich tsekd. Ty v prubéhu evoluce
nepodléhaji mutacim a jsou tedy vhodné pro navrh primerti univerzalnich pro uréitou
skupinu bakterii. Tyto Useky najdeme v napi. v genech gyrB, 16s rDNA, hsp60, recA aj.
[16], [20]. V této praci bude pro navrh primert pouZito Useku z 16s rDNA. Tyto primery
by mély byt univerzalni pro 30 znamych druhti mykobakterii (viz. Ptiloha) [16]. Navrzené
primery by mély byt schopny amplifikovat ndmi hledanou sekvenci nukleotidti M. phlei.

Schéma pro navrh primera popisuje nasledujici obrézek.

Fle F2 F3
FIP (Forward Inner Primer) 5' [0l |3 F3primer 5[] 3  LF (Loop primer Forward) 5'BZZQ 3

Bl BZe B3e

BIP (Backward Inner Primer) 5' (SB[ |3 B3primer 5[] 3 LB (Loop primer Backward) 5' RN 3'

Obr. 11: Schéma konfigurace jednotlivych primert [16]

Nasledujici obrazek znazornuje jednotlivé sekvence nukleotidd genu 16s rDNA spolu
s Sipkovymi instrukcemi pro tvorbu jednotlivych primert. Velka pismena oznacuji zacatek
a konec primeru. Pravé Sipka odpovida pravé takové sekvenci nukleotidl, které je tfeba

pouzit, leva Sipka znazornuje, ze je potfeba pouzit komplementarni sekvence.

Geggtetees atgggcﬂtaﬂ gecctatcag E‘;ﬂgﬂggtg gggtgacﬁgc ctaccaagge gaﬂgaggggt
F3 Fl loopF
agccggectg agAgegtete cggecAcact ggeactgaga tacgchf:Ag actcctacgg gaggca&cag
Fle Bl loop B
tggopaatat tgcacaatge Gogeaagect gatgcApcepga cgecgegtpg poGatgacge cotteggl
- -
Ble Bie

Obr. 12: schéma tvorby primerti pouzitim genu 16s rDNA [16]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

24

1. PRAKTICKA CAST
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6 KULTIVACE M. PHLEI

M. phlei v lyofilizované formé byla 0zivena pomoci kultivaéniho média ¢. 27 na Petriho
miskach. Ve probihalo za sterilnich podminek. Doba inkubace byla 48 hodin pfi teploté
37°C. Kultivaéni médium ¢ 27 obsahuje 2,0 g kvasni¢ného extraktu,
2,0 g proteose pepton ¢. 3, 2,0 g casitone, 2,5 g Na,HPO4x12H,0, 1,0 g KH,PO,4, 1,5 g
citratu sodného, 0,6 g MgSO,x7H,0, 0,5 g Tween 80, 50,0 mL glycerolu, 20,0 g agaru, 1,0
L destilované vody. Vysledné pH = 7 [21]. Po uplynuti kultiva¢ni doby byl pozorovan
vznik kolonie M. phlei. Z této kolonie pak byl odebran vzorek pro izolaci bakterialni DNA.
Tvar kolonie a jeji Zluté zbarveni zpusobené produkci Zlutého pigmentu M. phlei miZzeme

vidét na nasledujicim obrazku.

Obr. 13: Kultivovana kolonie M. phlei
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7 1ZOLACE DNA M. PHLEI

Pro izolaci bakterialni DNA byl pouzit PowerSoil DNA isolation kit (Elizabeth Pharmacon
s.r.0., Brno). Piiblizn¢ 0,25 g pudy s kolonii M. phlei bylo vloZeno do rozbijecich
zkumavek obsahujici sklenéné c&astice a 750 pL pufru (chrani DNA pied degradaci)
rozkladajici padu. Po 5 sekundach vortexovani bylo ptidano 60 pL roztoku C1 obsahujici
SDS napomahajici bunénému rozkladu. Po 5 sekundach vortexovani byly rozbijeci
zkumavky vloZeny do rozbijeciho pfistroje kde 3 krat po 10 minutach byly mechanickym
kmitanim buiky M. phlei  rozemlety. Poté byla zkumavka po dobu 30 sekund
centrifugovana pii 10 000 g. 500 ulL supernatantu bylo pieneseno do sterilni 2 mL
mikrozkumavky a smichano s250 pL roztoku C2, ktery obsahuje slozky srazejici
organické a anorganické latky (kromé DNA). Roztok byl centrifugovan 1 minutu pfi
10000 g, vznikla srazenina se usadila na dné¢ mikrozkumavky. 600 pL supernatantu
(kromé¢ sraZeniny) bylo pfeneseno do 2 mL sterilni mikrozkumavky a poté bylo pfidano
250 uL roztoku C3. Vysledny roztok byl 5 sekund vortexovan a poté inkubovan po dobu 5
minut pii 4°C. Roztok C3 mé analogickou funkci jako C2. Roztok byl dale centrifugovén 1
minutu pii 10 000 g. 750 L supernatantu (kromé srazeniny) bylo pfeneseno do 2 mL
sterilni mikrozkumavky spolu s 1200 pL roztoku C4. Jedna se o koncentrovany solny
roztok usnadnujici stalou vazbu DNA na kiemiitou membranu kolonky pouzité
v nasledujicim kroku. Po 5 sekundach vortexovani bylo 675 pL roztoku pipetovano do
sttedu kolonky obsahujici kfemiCitou membranu a nasledné centrifugovano 1 min. pfi
10 000 g. Prefiltrovana kapalina byla vylita a dalSich 675 uL roztoku bylo pipetovano do
stiedu kolonky. Cely proces je dale analogicky. Nakonec bylo na stfed kolonky pipetovano
500 pL roztoku C5. Jednd se o promyvaci roztok na bazi ethanolu slouZici k ¢isténi DNA
zachycené na membrané. Odstranuje zbytky soli, organickych a anorganickych latek, které
mohly zustat na membrané kolonky. Po 30 sekundach centrifugace pii 10 000 g byla
pfebytecnd kapalina odstranéna a zbytek byl centrifugovan znovu po dobu 1 min. pfi
10 000 g. Kolonka byla poté pienesena do sterilni 2 mL mikrozkumavky a na stied
kolonky bylo pipetovano 100 pL roztoku C6. Jedna se sterilni elu¢ni pufr, ktery pfi
prachodu membranou sniZuje koncentraci soli z roztoku C4 a tim umozni uvolnéni DNA
zmembrany. Po 30 sekundach centrifugace pii 10000 g byla kolonka vyjmuta
z mikrozkumavky. Mikrozkumavka obsahovala roztok vyizolované DNA, jejiz

koncentrace byla nasledné stanovena [22].
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8 STANOVENI KONCENTRAEC IZOLOVANE DNA

Pro stanoveni DNA byl pouzit DNA Quantification Kit obsahujici pufr 10X TNE
(tris(hydroxymethyl)aminomethan, EDTA, disodnd sul, NaCl, HCI), kalibra¢ni roztok
DNA (standart) o koncentraci 2 pg/mL a barvivo (bisBenzimidine H 33258) o koncentraci
10 mg/mL. Doporucend teplota pro uchovavani je -20 az -80°C. Na zméfeni hodnoty
fluorescence byl pouzit Luminometr s UV fluorescenénim modulem 20/20n (Turner
Biosystems, USA). Excita¢ni vinova délka fluorescen¢niho modulu byla 365 nm a k emisi

zateni dochazelo v tomto modulu pii 440 — 470 nm [23]. Nasledujici tabulka zobrazuje

slozeni kalibra¢nich

roztokd.

Tab. 1. SloZeni kalibra¢nich roztokt

kalibra¢ni roztoky, c. standartu DNA = 2 pg/mL

¢. roztoku 1 2 3 4

V H,0 [l] 225 220 215 210
V DNA [ul] 0 5 10 15
V pufr 10X TNE [ul] 25 25 25 25
V roztoku [pl] 250 250 250 250
c. kalibracnich roztokt [ng/mL] 0 40 80 120

Nasledujici tabulka predstavuje sloZeni roztoku s nezndmou koncentraci izolované DNA.

Ze zéasobniho roztoku bisBenzimidine H 33258 byl vytvofen pracovni roztok o koncentraci
0,2 mg/mL. Pro méteni fluorescence bylo pipetovano 100 pL kalibracniho roztoku DNA
do mikrokyvety a smichano s pracovnim roztokem bisBenzimidine H 33258 v poméru

1:1[23], analogicky pro méfeni fluorescence izolované DNA.

Tab. 2. SloZeni roztoki izolované DNA pro sta-

noveni jeji koncentrace

Roztoky izolované DNA M. phlei

¢. roztoku 1 2
V H,0 [ul] 224,2 223
V DNA [pl] 0,8 2
V 10X TNE [ul] 25 25
V roztoku [pl] 250 250




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

Nésledujici tabulka popisuje naméfené hodnoty signalu odpovidajici fluorescenci kalibra¢nich

roztoku.

Tab. 3. Namétené hodnoty signali fluorescence kalibra¢nich roztokt

Namérené hodnoty signalu [1] kalibracnich roztokd

¢. roztoku signal 1 signal 2 | signdl 3 | pramér | vysledek
1 864 858 856 859 0
2 1157 1180 1181 1173 314
3 1490 1504 1499 1498 640
4 1822 1873 1820 1838 979

Nasledujici obrazek predstavuje kalibracni graf piistroje, rovnici kalibra¢ni pfimky a hodnotu

regresniho koeficientu.
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Obr. 14: Graf zavislosti neméfeného signalu na koncentraci kalibra¢nich roztoku

Na zéklad¢é hodnoty regresniho koeficientu 0,9996 kalibra¢ni piimky lze naméfené hodnoty
signalt kalibracnich roztoki povazovat za dostatecné piesné. Po zméfeni fluorescence vzorkt
sizolovanou DNA byla koncentrace izolované DNA stanovena na 5,34 pg/mL. Cilem
stanoveni koncentrace izolované DNA bylo ovéfit, zda izolace DNA probéhla v potfadku. Na

zakladé vysledkt Ize tvrdit, ze izolace DNA probéhla uspésne.
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9 REAKCNI ROZTOK

9.1 Komponenty

9.1.1 Primery

Nésledujici tabulka popisuje strukturu navrzenych primer. Primery byly objednany u
spole¢nosti EAST PORT Praha s. r. 0., Praha.

Tab. 4. Struktura navrzenych primert

FIP TCTCAGGCCGGCTACCCG CCGCGGCCTATCAGC

BIP ACACTGGGACTGAGATACGGCC TGCATCAGGCTTGCGC
F3 GCGGTGTGGGATGGG

B3 CCCGAAGGCCGTCATC

Loop F GTCGCCTTGGTAGGCC
Loop B AGACTCCTACGGGAGGCAG

9.1.2 Bst polymeraza

Bst polymeréaza Bst DNA Polymerase, Large Fragment Catalog. # M0275S (New England
Biolabs inc.) byla objednana u spolec¢nosti Biotech A. S., Praha. Baleni obsahuje Bst
polymerazu o koncentraci 8000 U/mL a mnozstvi 1600 U. Soucasti baleni je reakéni pufr
10X obsahujici 20 mM Tris-HCI, 10 mM (NH,4),SO4, 10 mM KCI, 2 mM MgSQO,
0,1 % Triton X-100. [26]

9.1.3 DNA, dNTP, Voda a MgCl,

Mnozstvi izolované templatové DNA v reakénim roztoku se pohybovalo v rozmezi 1 — 2
pL izolované DNA, poptipadé 1uL 10X zfedéné izolované DNA. Koncentrace ANTP byla
1,6 mM. Je nutné pouzivat vodu pro molekularni biologii. Piidavky MgCl, mohou mit

pozitivni vliv na pribéh reakce, vice v kapitole 10.

9.1.4 Betain

Jedna se o kvartérni amoniovou sul, ktera byla v reakénim roztoku pouzita v disledku
velkého poctu GC para v templatové DNA. Pfitomnost Betainu oslabuje soudrznost

vodikovych mustkd a ma tak pozitivni vliv na pribéh reakce [28].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

9.2 Koncentrace jednotlivych komponent reakéniho roztoku

Koncentrace reakéniho roztoku pro jednotlivé primery byla 1,6 uM pro FIP a BIP, 0,2 uM
pro F3 a B3, 0,8 uM pro Loop F a Loop B. Jedna se o doporucené a bézné koncentrace
[14] - [17]. Vzhledem K této skute¢nosti byly z objednanych primerd vytvotfeny zasobni a
pracovni roztoky. VSe popisuje nasledujici tabulka.

Tab. 5. Vytvofeni zasobnich a pracovnich roztokii primerd

A B C D E F

primery V praE. (0] creaké. @ | nprimer(Q \llol_(;zﬁl\[/lu;;:rg \rlﬁzf:L]opFr)c:ITOe(; cprac. Opr.
primerQ [uL] [uM] [nmol] primerd ul prac. 0 [uM]
FIP 0,5 1,6 22,74 227,4 40,0 40,0
BIP 0,5 1,6 25,60 256,0 40,0 40,0
F3 0,5 0,2 20,53 205,3 5,0 5,0
B3 0,5 0,2 21,23 212,3 5,0 5,0
Loop F 0,5 0,8 21,75 217,5 20,0 20,0
Loop B 0,5 0,8 16,64 166,4 20,0 20,0

Sloupec A piedstavuje takova pipetovand mnozstvi pracovnich roztokd primert, aby
vysledna koncentrace jednotlivych primera v reakénim roztoku odpovidala koncentraci ve
sloupci B. Sloupec C piedstavuje latkové mnozstvi objednanych a nasledné¢ dodanych
primert. Sloupec D piedstavuje mnozstvi vody potiebné pro vytvoreni 100 uM zésobnich
roztoku primert. Sloupec E piedstavuje mnozstvi zasobniho roztoku primert potiebného k
vytvofeni 100 pL pracovnich roztokt primerd o koncentraci odpovidajici sloupci F.
Reak¢ni roztok dale obsahoval 1- 2 pL temp. DNA o ¢= 5,33 pug/mL (popiipadé 1 pL 10X
ziedéné temp. DNA), 1,25 L reakéniho pufru 10X, 1,5 pL 1 M zéasobniho roztoku
Betainu, 2 pL 10 mM zasobniho roztoku dNTP, 0,5 pL z&sobniho roztoku Bst polymerazy
0 ¢ 8000 U/mL. 1 — 3 pL 25 mM zésobniho roztoku MgCl,, 0 — 4,75 pL H,O pro
molekularni biologii. Celkovy objem reakéniho roztoku ¢inil 12,5 pL. Po skonceni reakce
bylo pro stanoveni produktu pipetovano k reakénimu roztoku 1 pL 100X zfedéného
zakladniho roztoku DNA barviva Gel Star pro fluorescencni stanoveni produktu v UV
spektru, nebo 1 pL 10X zfedéné¢ho zédkladniho roztoku DNA barviva SYBR Green pro
detekci produktu ve VIS spektru pouhym okem.
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10 VYSLEDKY A DISKUSE

Soucasti experimentti bylo optimalizovat reak¢éni podminky a detekovat piipadné vznikly
produkt. LAMP je velice citlivA metoda na ptesné sloZeni reakéniho roztoku a reakéni
teploty.

10.1 Optimalizace koncentrace Mg**

LAMP probihala po dobu 2 hod. pfi teploté 63°C. Slozeni vzorkli popisuje nasledujici
tabulka. Prvni sloupec piedstavuje slepy pokus.

Tab. 6. Slozeni vzorkl experimentu ¢. 5

komponenty S. V [uL] 2. V[uL] 3. V[uL] | 4. V[uL]
FIP 0,50 0,50 0,50 0,50
BIP 0,50 0,50 0,50 0,50
F3 0,50 0,50 0,50 0,50
B3 0,50 0,50 0,50 0,50
Loop F 0,50 0,50 0,50 0,50
Loop B 0,50 0,50 0,50 0,50
dNTP 2,00 2,00 2,00 2,00
Bst p. 0,50 0,50 0,50 0,50
DNA 0,00 1,00 1,00 1,00
pufr 10X 1,25 1,25 1,25 1,25
H,0 4,25 3,25 2,25 1,25
MgCl, 0,00 0,00 1,00 2,00
betain 1,50 1,5 1,50 1,5
celkovy V [uL] 12,5 12,5 12,5 12,5

Po uplynuti reak¢ni doby byla reakce terminovana zvySenim teploty na 84°C po dobu 4
min. k deaktivaci polymerazy. Cilem experimentu bylo detekovat produkt a zjistit optimal-
ni koncentraci Mg®*. Mg?* v reakénim roztoku vznika disociaci Mgcl, na Mg®* a 2 CI".
Mg?* vytvaii komplex s dNTP, jenZ je substratem pro Bst polymerdzu. Bez t&chto kom-
plextt LAMP neprobéhne [24]. Koncentrace Mg?* byla zvy$ena na 4 mM, resp 6 mM (tab.
6. Sloupec 3 a 4). Produkt byl detekovan srovnanim fluorescence slepeho vzorku a vzorku
stemp. DNA UV zafenim, vZzdy po 2 minutach od piidavku 1 pL 100X ziedéného
zékladniho roztoku DNA barviva GelStar. Vliv koncentrace Mg®* byl zjistén 2D projekci

intenzit fluorescence jednotlivych reakénich roztokt, vytvorenych programem GeneSnap.
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Obr. 15: A) Intenzita fluorescence, vz. S: slepy
pokus, vz. 2: 2 mM Mg, vz. 3: 4 mM Mg**, vz. 4 : 6
mM Mg* B) 2D projekce intenzity vzorki S-4
programem GeneSnap

Zvysenim koncentrace Mg?* na 6 mM byla naméfena vy$$i intenzita fluorescence (obr. 15:

B. vzorek 4), z ¢ehoz lze usuzovat, Ze vzniklo vice produktu.

10.2 Optimalizace koncentrace DNA a Mg®**

LAMP probihala po dobu 2 hod. pti teploté 63°C. Cilem pokusu bylo zjistit, jakym
zpusobem ovliviiuje reakci pocatecni koncentrace templatové DNA. Daéle jsme chtéli
zjistit, jaky vliv na reakci bude mit zvyseni koncentrace Mg?* na 8 mM. Reakéni objem byl

opét 12,5 pL. Reakce byla terminovana zvySenim teploty na 84°C po dobu 4 minut.

Obr. 16: A) Intenzita fluorescence, vz. S: slepy pokus, vz. 2: 6
mM Mg*, vz. 3: 8 mM Mg*, vz. 4: 4 mM Mg*, DNA 1 L
0,852 pg/mL, vz. 5: 4mM Mg?*, DNA 1 pL 0,042 pg/mL. B) 2D
projekce intenzity vzorka S-5 programem GeneSnap
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Zvyseni koncentrace DNA nevedlo k narustu intenzity (obr. 16: B, vzorek 4, srovnej se
vzorkem 5). Zvyseni koncentrace Mg>* na 8 mM nemé&lo vyznamngjsi vliv na prib&h

reakce (obr. 16: B, vzorek 3, srovnej se vzorkem 2).

10.3 Korekce reak¢ni teploty

LAMP probihala po dobu 2 hod. Zména koncentrace Mg** do znatné miry ovliviuje
optimalni teplotu reakce. Pomoci PCR-primer kalkulacky [26] byla vypocitana ptiblizna
optimélni reakéni teplota s korekci na strukturu primerti a koncentraci Mg?*. Teplota
reakce byla snizena na 60°C. Rovnéz jsme chtéli zjistit, zda vy3Si intenzita fluorescence
vzorkt neni zpusobena pouhou fluorescenci templatu a nepiedstavuje tak faleSnou detekci
produktu. Reakce byla ukoncena deaktivaci polymerazy zvySenim reakéni teploty na 84°C

po dobu 4 minut.

Obr. 17 A) Intenzita fluorescence, vz. S: slepy
pokus, DNA 0,43 pg/mL (bez polymerazy), vz. 2:
4 mM Mg*, vz. 3: 6 mM Mg®, vz. 4 8 mM
Mg?* B) 2D projekce intenzity vzorki S-4
programem GeneSnap

Srovnanim relativni zmény fluorescence slepého a pozitivniho vzorku (Obr. 17: B, vzorek
Sa 2) srelativni zménou fluorescence slepého a pozitivniho pokusu piedesiého
experimentu (Obr. 15: B, vzorek Sa 3) Ize piedpokladat pozitivni ovlivnéni prabéhu
reakce snizenim reakcni teploty. Podatfilo se prokdzat, ze pivodni mnozstvi templatu
v reakénim roztoku ma na vysledné intenzit¢ fluorescence zanedbatelny podil a predesié

pozitivni detekce produktu nebyly falesné.
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10.4 Detekce produktu gelovou elektroforézou

Abychom potvrdili pozitivni fluorescencni detekci produktu, rozhodli jsme se provést
gelovou elektroforézu. Elektroforéza probihala na 1 % agarosovém gelu pii napéti 90V a
dobé 1 hod. Produkt byl detekovan fluorescen¢né ethidium bromidem pod UV lampou.
Vzorky byly vybrany z piedeslych experimenti. Timto jsme se snazili pokryt doposud
upravované reakéni podminky, jako byla rozdilna teplota, zména koncentrace Mg?* nebo
DNA.

Obr. 18: vz. 1: slepy pokus, vz. 2: 4 mM Mg*, T
63°C, vz. 3: 6 mM Mg?, T 63°C, vz. 4: 4 mM
Mgz+, DNA 1 pL 0,852 pg/mL, vz. 5: 4 mM
Mg?*, DNA 1 pL 0,042 pg/mL, vz. 6: ¢ Mg** 4
mM, T 60°C, vz. 3: 6 mM Mgz+, T 60°C

Negativni detekce (obr. 18, vzorek 3) byla zplisobena ztratou podstatné ¢asti produktu pii
manipulaci se vzorkem. Pokus byl proveden se zbytkem vzorku, ten vSak uz neobsahoval
dostatecné mnozstvi produktu, potfeného k jeho detekci. NizSi vychozi koncentrace
templatu nevedla k vétsi koncentraci produktu (obr. 18, vzorek 5, srovnej intenzitu jasu
se vzorkem 4), coZz odporuje piedeSlym zavérim. (viz, kapitola 10.2). To mize byt
vysvétleno degradaci GelStar v disledku opakovaného ozafovani UV, nebo dobou, po
kterou dochazi k vazbé GelStar na produkt. Vznikaji natolik vyznamne interference, které
mohou zkreslovat skute¢nou realitu. Z obrazku 18 je patrna struktura produktu, ktera je v
dobré shodé s teorif. Zvyseni koncentrace Mg®* na 6 mM nevedlo k lepsim vysledkim,

nez pii zvyseni koncentrace Mg2+ na4 mM (Obr. 18, vzorek 6 a 7).
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10.5 Stanoveni optimalni reak¢ni teploty

Cilem bylo zjistit optimalni reakéni teplotu pro koncentraci Mg®* 4 mM. Reakce probihala

v gradientovém termocykleru v rozmezi teplot 57 — 63°C po dobu 2 hodin. Poté byla

reakce terminovana zvysenim teploty na 84°C po dobu 4 minut.

C

l\'u"“lm L&

S 2 34 35 B

Obr. 19: A) vz. S: slepy pokus, vz. 2: T 57°C, vz. 3: T57,5°C,vz. 4: T
60,6°C, vz. 5: T 62,6°C, vz. 6: T 63°C. B) 2D projekce intenzity
fluorescence po 2 minutach. C) 2D projekce intenzity fluorescence po
10 minutach

Jak jiz bylo teceno, doba po kterou dochazi k vazbé DNA barviva GelStar na produkt
muze zpusobovat vyznamné interference v pozorovane fluorescenci. To lze pozorovat
srovnanim ¢asti B a C obrazku 19 (srovnej vzorek 5 a 6 v ¢asti B a C). Produkt nebyl
detekovan u vzorkli 2 a 3 (obrazek 19). Ztohoto divodu byla provedena gelova
elektroforéza v 1% agarosovém gelu. Ta probihala pfi napéti 90V po dobu 1 hod. Ta

prokazala piitomnost produktu u vzorku 2 a 3 jak je patrné z nasledujiciho obrazku.

Obr. 20: vz. S: slepy pokus, vz. 2: T 57°C,
vz. 3: T 575°C, vz. 4: T 60,6°C, vz. 5: T
62,6°C, vz. 6: T 63°C
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Je rovnéz patrné, Ze nejvice produktu vzniklo pti 63°C (Obr. 20: vzorek 6). To dokazuje,
Ze srovnavani kvantit vzniklého produktu fluorescenéné pomoci GelStar neni vhodnou
metodou. Tato metoda rovnéz detekovala 2 pozitivni vzorky jako negativni. To je
zpusobeno citlivosti barviva na koncentraci vzniklého produktu, coz potvrzuje skute¢nost,
ze pii teploté reakce pod 60°C nevznikd dostate¢né mnozstvi produktu, pro takovy zptlisob

detekce.

10.6 Stanoveni produktu pomoci SYBR Green

Rozhodnuti o pfitomnosti mykobakterii ve vodach pouhym okem by bylo nejvyhodnéjsi
vzhledem Kk rychlosti stanoveni a finan¢ni naro¢nosti. V tomto pokusu byl vybran slepy a
¢tvrty vzorek z experimentu kapitoly 10.3 (Korekce reakéni teploty). K témto vzorkim byl
pfidan 1 pL 10X zfedéného zakladniho roztoku DNA barviva SYBR Green.

Obr. 21: Detekce pro-
duktu pomoci SYBR
Green

vvvvvv

vice produktu vznikne [16]. Lze tedy konstatovat, Ze stanoveni produktu pouhym okem za
béznych podminek, vzhledem k vy3si koncentraci produktd, kterou nam LAMP umoziuje

ziskat, je mozné.

10.7 Stanoveni reakéni doby pro detekci pomoci SYBR Green

Z piedeslych experimentt je patrné, ze DNA barviva jsou citliva na mnozstvi produktu ve
smyslu jeho detekce. Cilem tohoto experimentu bylo stanovit takovou dobu reakce, pfi
ktere by vzniklo dostate¢né mnozstvi produktu pro jeho bezpeéné stanoveni pomoci SYBR
Green. V ptredeslych pokusech jsme se snazili reakci optimalizovat pomoci piidavku
betainu, jelikoz piidavky betainu pozitivné ovliviiuji PCR u DNA s vysokym podilem GC.

V tomto experimentu jsme se rozhodli provést jeden pokus bez betainu, abychom ovéfili,
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zda jeho nepfitomnost v reakénim roztoku bude mit zasadni vliv na pribéh reakce.
Koncentrace Mg2+ byla 4 mM. Reakce jednotlivych vzorki byly standardnim zplisobem

postupné terminovany v pulhodinovych intervalech.

120 min 30 min 60 min 90 min 120 min 1%0 min
hez

betainu

Obr. 22 Detekce produktu v zavislosti na
reak¢éni dobé. Vzorek oznafen znaménkem
-~ predstavuje slepy pokus.

Z obrazku ¢. 22 je patrné, Ze produkt byl poprvé bezpetné detekovan po 90 minutach
reakce. Optimalni doba reakce pro detekci pomoci SYBR Green se bude pohybovat
vV rozpéti 60 az 90 minut. Reakce probehla po 2 hodinéach i1 bez ptidavku betainu. Ten se

vsak pro optimalizaci reak¢nich podminek bézné pouziva.
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ZAVER

Cilem prace bylo vypracovat literarni reSerSi na dané téma, navrhnout experimenty k
ovéfeni metody a tyto experimenty provést. Domnivam se, ze se tak podafilo a prace po
teoretické strance umoziuje Ctenadii porozumét a orientovat se v dané problematice bez
vyrazngjSich obtizi s ohledem na odbornost ¢tenafe a odbornost samotné prace. LAMP je
bezesporu vyhodnéjsi metoda v mnoha ohledech nez PCR a z tohoto diivodu se dostava
posledni dobou do popfedi zajmu studia. Témito vyhodami jsou rychlost, finan¢ni
nenaro¢nost, moznost provadét amplifikaci mimo laboratof, stejné¢ tak detekci
mikroorganismii mimo laboratof a navic bez pfistrojového vybaveni. Vyhodou PCR je
naopak moznost provadét vice riznych reakci v jedné reakéni nadobé. LAMP tedy neni
vhodnou metodou, paklize testujeme veliky soubor vzorkd. K navrzeni experimentt bylo
pouzito poznatkt z dostupneé literatury, a tyto experimenty aplikovatelnost metody
potvrdily. Podafilo se nam zjistit, Ze stanoveni produktu pomoci fluorescenéné barvivem
GelStar muze predstavovat urCité problémy. Tato metoda poskytuje relativné dobré
vysledky, avSsak muze dochazet k vyznamnym interferencim, které mohou vysledek
detekce zasadnim zpisobem zkreslit. Tato metoda nebyla vhodna pro detekci produktu,
pokud reakce probihala pfi teploté nizsi nez 60°C. Tim jsme prokazali, ze reakéni teplota
ma zasadni vliv na pribéh reakce. Pro lepsi vysledky je vhodnégjsi detekovat produkt
alespon po 10 minutach od ptidavku GelStaru do reakéniho roztoku. Gelovou
elektroforézou se nam podafilo detekovat produkt ve vSech piipadech s dobrou shodou
s teoretickymi piedpoklady. Moznost detekce produktu pouhym okem je mozné pomoci
DNA barviva SYBR Green. Detekce produktu pouhym okem byla provedena s pozitivnim
vysledem, znamenajici, ze metodou vznika dostate¢né mnozstvi produktu, pro takovy
zpusob stanoveni. Timto barvivem se nam podatilo bezpecné detekovat produkt po 90
minutach reakce. Experimenty byly provadény ve dvakrat menSim objemu, nez je bézné a
to s dobrymi vysledky, coZ je vyhodné vzhledem k Uspofe materialu. Zjistili jsme, Ze u
mykobakterii obsahujici v DNA vysoky podil GC part bazi se reakce bézné pozitivné
ovliviiuje piidavkem betainu, jehoz pouziti v naSem ptipadé je diskutabilni. Jako pozitivni
se ukézalo zvyseni koncentrace Mg?* oproti piivodni koncentraci v pufru. Zjistili jsme, Ze
vy$si koncentrace Mg?* ne? 4 mM nezpasobuji vyrazné zlepseni reakénich podminek a
jsou proto zbytecné. Optimalni reakcéni teplota je 63°C, coz odpovida teoretickym

pfedpokladiim a ndmi pozorovanym skute¢nostem.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

LAMP

PCR
DNA
RNA
TBC
NTB
SVS
AT
GC

bp

FIP
BIP

F3

B3
Loop F
Loop B
M

U
gyrB
hsp60
recA
16s rDNA
DMT

dNTP

Izotermalni  amplifikace (z ang. Loop Mediated Isothermal

Amplification)

Polymerazova fetézova reakce (z ang. Polymerase Chain Reaction)
Deoxyribonukleova kyselina

Ribonukleova kyselina

Tuberkuldza

Netuberkuldzni mykobakterie

Statni veterinarni sprava CR

Adenin-Thymin

Guanin-Cytosin

Par bazi (z ang. base pair)

Ptedni vnitini primer (z ang. Forward Inner Primer)
Zadni vnitini primer (z ang. Backward Inner Primer)
Ptedni primer (z ang. Forward primer)

Zadni primer (z ang. Backward primer)

Ptedni smyckovy primer (z ang. Loop primer Forward)
Zadni smyckovy primer (z ang. Loop primer Backward)
Jednotka koncentrace 1M = 1mol/L

Enzymova jednotka, 1 U = 1 pmol/min

B subjednotka DNA gyrazy

Protein teplotniho Soku 60 (z ang. heat shock protein 60)
Rekombinaza A

16s ribozomalni DNA

Dimethoxytritil

Deoxyribonukleotid trifosfat
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TNE

EDTA

NaCl

HCI

SDS

MgSO,

MgCl,
(NH.),SO04
Tris-HCI
Na;HPQO,4.12H,0
MgSO0,x7H,0
KH,;PO,

Mg

Sl

°C

uv

VIS

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

kyselina ethylendiamintetraoctova

Chlorid sodny

Kyselina chlorovodikova

Dodecyl sulfat sodny

Siran hotfecnaty

Chlorid hofe¢naty

Siran amonny
Tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného
Heptahydrat siranu hofe¢natého
Dihydrogenfosfore¢nan draselny

Hoftecnaty kation

Siranovy anion

Jednotka teploty (stupeii Celsia)

Ultrafialova oblast zafeni

Viditelna oblast zafeni
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SEZNAM PRILOH

P I  Seznam mykobakterii, které lze detekovat navrzenymi primery



PRILOHA P I: SEZNAM MYKOBAKTERII, KTERE LZE
DETEKOVAT NAVRZENYMI PRIMERY

TABLE 1. Specificity of LAMP primers for identification of
mycobacterial species

Sirain

Amplification by LAMP primer®:

MTE MAY MIN  Muniv

Mycobacteria

M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.

M.
M.
M.

M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.

tuberculosis H3TRv
tiberculosis HITRa
tuberculosis clinical isolate 1
tuberculosis clinical isolate 2
bovis BCG Tokyo

avium ATCC 13769

avitm ATCC 25291

avium ATCC 35718

avitm clinical isolate 1
avitm clinical 1solate 2
intmacellulare ATCC 13950

. intracellulare ATCC 35847

. intracellulare ATCC 35762

. intracellulare clinical isolate 1
. intracellulare clinical isolate 2
. karsasii ATCC 12478

. marinim ATCC 927

. simiae ATCC 25275

serofulacenm ATCC 19981
gordonge ATCC 14470

. lentiflavum clinical isolate
. szulgai ATCC 35799

xenopi ATCC 19250
gasii ATCC 15754
nonchromaogenicum ATCC
19530

triviale ATCC 23292
ferrae clinical isolate
Sfortuitum ATCC 6841
chelonae ATCC 19237
abscessus ATCC 19977
srmegmatis ATCC 14468
flavescens ATCC 14474
phlei ATCC 11758
diernhoferi ATCC 19340
vaccae ATCC 15483

| +++++
|
|

i
| o o |
I

|
|
|+ ++ ++ |
T T e B Y I T Y S R R R

i
|
|

T A I A

* +, amplification was found after 35 min of incubation;

not

found after 60 min of incubation.

—, amplification was

® Source, American Type Culmre Collection.

[16]
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