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ABSTRAKT

Piedkladana diplomova prace se zabyva zavedenim a optimalizaci metody Real time-PCR
pro detekci a kvantifikaci genu adiA. Tento gen koduje arginindekarboxylasu, enzym, kte-
ry je zapojen v metabolické draze produkce putrescinu u gramnegativnich bakterii. Putres-
cin je jeden z biogennich amint; je to latka v potravinach nezadouci, protoze jeji vyskyt je

spojovan s kazenim potravin.

V ramci diplomové prace byly specialné pro Real time-PCR navrzeny specifické sady pri-
meru, které slouzi k ohrani¢eni tseku DNA (v genu adiA), ktery ma byt sledovan a dale
amplifikovan. Bylo potvrzeno, ze vybrana/pouzita sada primerd je opravdu specificka a

reakce probihaji s optimalni G¢innosti (90 — 110 %).

V pribéhu prace byla sledovana genova exprese genu adiA, metodou relativni kvantifikace
(dle Pfaffla), u Escherichia coli CCM 3954 v zavislosti na ¢asovych podminkach kultiva-
ce. Nejvyssi exprese (R=~2000) genu adiA bylo dosazeno po 12 hodinach kultivace této
bakterie v kultivaénim médiu s pfidavkem L-argininu. Toto zjisténi potvrzuje fakt, ze gen

adiA je opravdu genem inducibilnim.

Kli¢ova slova: putrescin, Real time-PCR, relativni exprese, adiA

ABSTRACT

The present thesis deals with an implementation and optimization of the Real time-PCR
method for a detection and quantification of the adiA gene. This gene is able to encode an
arginine decarboxylase enzyme, which is involved in the metabolic pathway of putrescine
production in gramnegative bacteria. It is known that putrescine belongs to the group of
biogenic amines, and it is an undesirable substance in food because its occurrence is often
associated with deterioration of foodstuffs. In the experimental part of this thesis, specific
sets of primers were designed specifically for the Real-time PCR. These sets of primers
were used for a determination of a particular DNA section in the adiA gene that was further
studied and amplified. It was found that the used sets of primers are truly specific with
optimum reaction efficiency varied between 90 to 110 percent. Further, gene expression of

the adiA gene has been monitored by using Relative Quantification method (Pfaffl) in



Escherichia coli CCM 3954 during different time cultivation. The highest expression of the
adiA gene in CCM 3954 (R = ~ 2000) was achieved after 12 hours of cultivation in growth
medium supplemented with L-arginine. It may be concluded that this finding clearly con-

firms the inducibility of the adiA gene.

Keywords: putrescine, Real time-PCR, relative expression, adiA
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UvVOD

Z hlediska bezpecnosti potravin a ochrany lidského zdravi je dualezité sledovat chemické
latky vyskytujici se v potravinach. K témto sledovanym latkam patii i biogenni aminy.
V malych koncentracich jsou pro ¢lovéka nepostradatelné. Maji vyznamné fyziologické,
farmakologické uc¢inky a vykazuji vyznamnou biologickou aktivitu. Ve vysokych koncent-
racich mohou zpiisobovat fadu zdravotnich potizi. Mezi nejcastéjsi znaky intoxikace zpu-
sobené vysokou koncentraci biogennich amint v potravinach patii naptiklad bolesti hlavy,
zvySeni nebo snizeni krevniho tlaku, dychaci potize nebo zvraceni. Mnozstvi biogennich
aminu v potravinach indikuje také Cerstvost a kvalitu potravin. Tvorba biogennich amini je
zavisla na mnozstvi rostoucich dekarboxylujicich bakterii. V potravinach jsou nékteré mik-

roorganismy s dekarboxyla¢ni aktivitou pouzivané jako startovaci kultury.

Biogenni aminy vznikaji v potravinach dekarboxylaci pfirozenych aminokyselin. Tato re-
akce je katalyzovana enzymy nazyvanymi dekarboxylasy. Dekarboxylasy jsou produkova-
ny nékterymi druhy bakterii, nejcastéji bakteriemi mlééného kvaseni. Pfi nadmérné tvorbé
téchto dekarboxylacnich enzyml miiZze dojit k neZddoucimu kaZeni potravin nebo mohou
tyto enzymy svou ¢innosti produkovat metabolity ohrozujici lidské zdravi, a proto je velmi
dalezité detekovat geny kodujici dekarboxylacni enzymy. K detekci genti se pouzivaji me-
tody molekularni biologie nebo instrumentalni metody pro detekci a kvantifikaci jednotli-
vych biogennich aminl. Mezi instrumentalni metody patii napt. HPLC/MS. V poslednich
letech se daleko vic uplatiiuji pro svoji rychlost, spolehlivost a specificnost metody mole-
kularni biologie a to nejcastéji metody polymerasové fetézové reakce. Metoda polymera-

sové fetézové reakce spociva v identifikaci DNA vyskytujici se v genomu bakterii.

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim jedné z modifikovanych metod molekularni bio-

logie, a to polymerasovou fetézovou reakci v realném case (Real time-PCR).
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1 BIOGENNI AMINY

1.1 Charakteristika biogennich aminu

Biogenni aminy jsou pfirodni dusikaté slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti. Taktéz
jsou charakterizovany jako polykationty organického ptivodu. Jsou skupinou alifatickych,
aromatickych nebo heterocyklickych bazi odvozenych od aminokyselin. VSechny biogenni
aminy (viz obr. 1: Struktura biogennich amin a polyamint) obsahuji jeden nebo vice

kladnych naboju a jsou tvoteny hydrofobni kostrou [1, 2, 3].
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Obr. 1: Struktura biogennich amin a polyamint [4]



1.2 Vznik

Biogenni aminy jsou produkty metabolismu a nejcastéji vznikaji v buitkdch enzymovou
dekarboxylaci aminokyselin. Vytvareji se a degraduji jako produkty metabolické aktivity
zivocicht, rostlin a mikroorganismi. Vznikaji i pfi aminaci a transaminaci aldehydu a ke-
tont [3, 4].

Nazev biogennich amini je ¢asto odvozen od nazvu aminokyseliny, ze které biogenni ami-

ny vznikaji [2].

U mikroorganismii jsou povazovany za dualezité pro syntézu biogennich amint tyto pied-
poklady: dostupnost volnych aminokyselin, pfitomnost dekarboxylasa pozitivnich mikro-

organismu, podminky umoziujici dobry rist bakterii a aktivni dekarboxylaci [4].

1.3 Klasifikace biogennich amini

Biogenni aminy se rozliSuji na zaklad¢ jejich chemickeé struktury na [4]:

alifatické (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin)
aromatické (tyramin, p-fenylethylamin)

heterocyklické (histamin, tryptamin)

Dale mohou byt klasifikovany podle poc¢tu aminoskupin na: monoaminy, diaminy nebo

polyaminy [4].

1.4 Vyznam

V lidském téle plni endogenné syntetizované biogenni aminy fadu funkci. Dilezitou roli
sehravaji pii bunééném metabolismu eukaryotickych bun€k. Jsou zdrojem dusiku, prekur-
zorem pro tvorbu hormont nadledvinek zivocicht, alkaloidd, nukleovych kyselin a protei-
nd. Jsou vyznamné pfti oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin, bunééné proliferaci a
diferenciaci, podileji se na tvorbé DNA, RNA a na syntéze proteind [2, 5]. Jsou stavebnimi
jednotkami koenzymi, jako polyaminy se podileji i na vystavbe ribozomti a chromozomii
[6].

Maji vliv na regulaci télesné teploty, piijem zivin nebo na zvySovani ¢i snizovani krevniho

tlaku. Polyaminy jsou velmi dulezité pro normalni rtst, obnovu a metabolismus kazdého



organu v téle a jsou nezbytné pro udrzovani vysoké metabolické aktivity a s tim spojené
imunologické funkce stievniho epitelu [5].

Nekteré polyaminy maji taktéz vliv na fadu fyziologickych funkci u rostlin. Maji vliv na
bunécné déleni, kveteni, vyvoj plodu nebo starnuti. Taktéz ovliviiuji reakci rostliny na stre-
sové faktory prostiedi [5].

Predpoklada se, ze biogenni aminy jsou velice dulezité k udrzeni normalniho rustu a dife-
renciaci bun¢k u dospélého ¢lovéka, zvlasté bunék stievni tkané [4].

Naproti tomu mohou byt nebezpené pro pacienty s onkologickym onemocnénim (kvili
regulaci fyziologickych funkci v eukaryotickych bunkach). U pacientl s timto typem one-
mocnéni je potfeba hladinu biogennich amint V téle regulovat jejich minimalizovanym

ptijmem [5].

1.5 Toxické efekty

Potraviny mohou obsahovat fadu latek, které mohou ohrozit zdravi ¢lovéka. Tyto cizorodé
latky nazyvame kontaminanty [6].

Nékteré¢ druhy biogennich aminli se mohou v nadmérmém mnoZstvi stt pro organismus
toxickymi. Histamin mize ve zvySené koncentraci zpisobit otravu jidlem (viz tab. 1).
Uvadi se, Ze pfiméfend denni davka piijmu histaminu by se méla pohybovat v rozmezi
50-100 mg. Pokud piekro¢i denni ptijem histaminu hranici 100 mg hrozi, ze zptsobi leh-
kou, stfedni nebo intenzivni otravu. Totéz hrozi v pfipadé tyraminu [6]. K otravé jidlem
(vlivem biogennich amint) dochazi ¢asto ve spojeni s potencionalnimi faktory, kterymi
jsou napt. inhibice monoaminooxidasy (MAO), poziti drog, alkoholu nebo gastrointesti-
nalni onemocnéni. Dalsi ze skupiny heterocyklickych biogennich aminti, tryptamin mtize
zpusobit zvySeni krevniho tlaku (hypertenzi). Obecné jsou histamin a tryptamin potencio-
nalné toxikologicky nebezpec¢né v kombinaci s jinymi latkami, které zesiluji jejich ucinek a
to predevsim u nachylnych jedinct [5].

Stanovit prahovou koncentraci biogennich amint, ktera by mohla vyvolat nezadouci reak-
ce je velmi obtizné, protoze kazdy jedinec je jinak citlivy. Tato citlivost souvisi zejména
s detoxika¢nim mechanismem daného jedince. Za normalnich okolnosti dochdzi, béhem
piijmu potravy, ve stievech vlivem specifickych enzymu detoxika¢niho systému (napf. za
ucasti diaminooxidasy DAO) k rozkladu ur¢itého mnozstvi biogennich aminii na méné
aktivni metabolity. Histamin mize byt také detoxifikovan methylaci nebo acetylaci [7].
Avsak v pfipadé poziti potravy s vysokou davkou biogennich aminti mtize dojit k tomu, ze

detoxikacni systém jedince neni schopen pomoci enzymu rozlozit dostate¢né mnozstvi



biogennich aminii a ty se mohou stat pro organismus v nadbyte¢ném mnozstvi toxickymi.
Neni vylou€ena toxicita i malych mnozstvi biogennich amind. V nékterych ptipadech totiz
muze byt aktivita enzymi redukovana u daného jedince vlivem gastrointestinadlniho one-
mocnéni nebo genetickymi predispozicemi a tim dochazi k nedostatecnému odbouravani
biogennich amint detoxika¢nim systémem [5].

Obecné jsou podle zavaznosti projevenych piiznakii u€inky biogennich amind (po jejich
poziti) popisovany jako reakce, intolerance nebo intoxikace. Mezi symptomy reakce patii
nevolnost, poceni, vyskyt vyrazek, kolisani krevniho tlaku nebo mirné bolesti hlavy. Mezi
nezadouci ucinky patii také zvraceni, prijem, zrudnuti obliceje, Cervené vyrazky, hypo-
nebo hypertenze, tachykardie a migrény. Tyto pfiznaky se projevuji v ptipad¢, kdy detoxi-
kacni systém daného jedince neni schopen v dostate¢né mife pozité biogenni aminy bio-
transformovat. V piipadech tézkych intoxikaci dochazi ke zvyseni krevniho tlaku nad hra-
nici 180/120 mm Hg, coz muze vést k poskozeni srdce nebo centralniho nervového systé-
mu [5]. Nebezpeci hrozi hlavné pii konzumaci vice rizikovych potravin najednou (fermen-
tované vyrobky, pivo a vino) [7].

U jednotlivych biogennich aminil je velmi obtizné stanovit pfipustné maximalni mnozstvi,
jelikoz jejich toxické ucinky jsou zavislé na vedlejSich faktorech, jako je typ biogennich
amind, kombinace se slou¢eninami a také na detoxika¢nim mechanismu daného jedince.
V soucasnosti je pouze jediny biogenni amin (histamin), u kterého byl stanoven maximalni
limit pro poziti, ktery se vztahuje na Evropskou unii a Spojené staty americké. Utad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv ve Spojenych statech americkych (The US Food and Drug Admi-
nistration (FDA)) stanovil mnozstvi histaminu v potravinach, které mize byt pro ¢lovéka

uz nebezpe&né na > 500 mg.kg™ [5].



Tab. 1: Piehled symptomi intoxikace nejbéznéjsimi biogennimi aminy [4]

Nazev Symptomy intoxikace

bolesti hlavy, péleni v oblasti nosnich du-
tin, poceni, zrudnuti v obli¢eji, jasn¢ Cer-
] ] vené vyrazky, zavraté, koptivka, zhorsené
Histamin _
polykani, zhorSeni dychani, prijem, tachy-
kardie, zrychleny srde¢ni tep, zvySeni

krevniho tlaku

bolesti hlavy, migréna, neurologické poti-
Tyramin ze, nevolnost, zvraceni, respiracni potize,

hypertenze

] zvySeni srdecniho tepu, tachykardie, hypo-
Putrescin ' '
tenze, karcinogenni projevy

1.6 Vyskyt

Vyznamnym zdrojem biogennich amint jsou potraviny. Prakticky v§echny potraviny, které
obsahuji proteiny nebo volné aminokyseliny tim vytvareji podminky pro biochemické déje
a mikrobialni aktivitu, coz pfedstavuje hlavni pfedpoklad pro syntézu biogennich amint [4,
5]. Mikroorganismy s dekarboxylasovou aktivitou se mohou dostat do potravin spontanné
nebo jsou soucasti zakysovych kultur, které jsou pfidavany do potravin zamérné [7].
Biogenni aminy se pfirozen¢ vyskytuji v nizkych koncentracich v Siroké skale potravin.
Nejvice jsou obsazeny v mléénych vyrobcich, rybim mase a vyrobcich z ryb, mase a mas-
nych vyrobcich a fermentovanych potravinach. Dale pak v pivu, vinu, ovoci, zelening,
Vv ofechach, ¢okoladé a v sojovych vyrobeich [9, 10, 11].

Z fermentovanych mlécnych vyrobki jsou z hlediska pfitomnosti biogennich amint nejvi-
ce sledovany ptirodni syry [12]. V mléku, jogurtech, tvarohu a nezrajicich syrech lze oce-
kéavat mnoZstvi nepfesahujici jednotky, piipadné desitky mg.kg™ [7].

Mnozstvi biogennich amint se 1i§i mezi jednotlivymi druhy potravin [12]. Vice biogennich
amint byva zpravidla detekovano v syrech, které jsou vyrobené z nepasterovaného mléka.
U syrt je tvorba biogennich amint (BA) spojovéna s bakteriemi mlé¢ného kvaseni (LAB)

(Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc a Enterococcus) [3].



Tvorba biogennich amint u syrt zavisi na obsahu aminokyselin a peptidii v mléce, na pfii-
tomnosti bakterii schopnych dekarboxylace, na pH, na koncentraci soli, na aktivité vody,
pouzité technologii, dobé zrani a skladovani, mnozstvi a druhu mikroorganismu a p¥itom-
nosti kofaktort. Na vzniku toxického mnozstvi biogennich aminii se podili proteolyza,
syra. K rozkladu mlécnych bilkovin dochéazi plisobenim nativni proteasy z mléka, proteasy
zakysovych kultur, syfidlové enzymy a proteasy kontaminujici mikroflory [3].

Obsah biogennich aminil vzrista pifi vyrobé fermentovanych saldmi a nékterych syri, a to
zejména zrajicich. Tento nariist je patrny hlavné v pocatecnich fazich fermentace vyrobkt
a je zavisly na druhu piitomnych mikroorganismu, proto by pouzivané startovaci kultury
mikroorganismli nemély vykazovat dekarboxylacni aktivitu, popt. jen velmi nizkou. Pti
skladovani masa dochazi vlivem enzymové aktivity ptitomné mikroflory k nardstu obsahu
biogennich aminti, a proto Ize nékteré z téchto biogennich amint vyuzit jako indikator Cer-
stvosti masa [2].

U sojovych vyrobkl se vytvareji také pti fermentacnich procesech. S6ja v surovém stavu
obsahuje velké mnozstvi bilkovin, coz je dilezity ptedpoklad pro vznik biogennich amint.
Na fermentaci se podileji n€které druhy plisni a kvasinek (mlé¢né kvasinky). Produkty
fermentace sdjovych vyrobkl jsou napf. histamin nebo tyramin. Na produkci biogennich
amint u sojovych, ale i jinych druhti potravin mohou mit vyznamny vliv také fyzikalni
veli¢iny, jako jsou teplota, vlhkost, hodnota pH a mnozstvi NaCl (chloridu sodného) [5].

V ovoci a zelening jsou obsazeny jako produkty nebo meziprodukty metabolismu bakterii
[4]. Biogenni aminy jsou obsazeny také v napojich, Casto téch alkoholickych, jako je
napf. pivo nebo vino [9]. V ostatnich potravinach a napojich se vytvareji mikrobialni de-
karboxylaci aminokyselin v pribéhu jejich skladovani. Mezi nejvyznamnégjsi biogenni
aminy, které jsou obsazeny v potravinach a napojich patfi histamin, B-fenylethylamin, ty-

ramin, tryptamin, putrescin, kadaverin, spermin a spermidin [4].

1.7 Metody regulace mnoZstvi biogennich amini v potravinach

Teplota prostiedi se jevi jako jeden z hlavnich fyzikalnich faktort ovliviiujici tvorbu bio-
gennich amind v potravinach. Se snizujici se teplotou prostiedi, dochazi ke snizeni tvorby
biogennich amint. Pfi nizkych teplotach dochazi k inhibici ristu mikroorganismii a také
ke snizeni aktivity enzymu. Chlazeni pfedstavuje tedy jeden ze zpusobu, kdy muze byt
regulovana hladina biogennich amind Vv potravindch. U potravin, které jiz obsahuji vétsi

mnozstvi biogennich amint, Se procesem chlazeni hladina biogennich amint stabilizuje.



S rostoucim ¢asem, kdy je potravina chlazena vSak mize dojit k opétovnému mirnému

zvySeni mnozstvi biogennich aminti [8].

Dalsi, efektivnéjsi zplisob regulace mnozstvi biogennich amini Vv potravinach je zmrazeni.
Napf. u bakterii jako jsou Morganella morganii a Proteus vulgaris, které se podileji na
tvorbé biogennich amind, byla pomoci zmrazeni potraviny inhibovana produkce biogen-

nich amind prave témito bakteriemi [8].

Mnozstvi biogennich amint v potravinach lze regulovat i vysokotepelnym oSetienim po-
travin. Vyssi teploty jsou efektivni pfedev$im u bakterialni tvorby biogennich amind. Pfi
teplotach jiz kolem 50 °C dochézi u nékterych druhti bakterii k pomérné vysoké umrtnosti.
Usmrcené bakterie nejsou tedy schopny se aktivné podilet na tvorbé aminti a tim se jejich
hladina snizuje. V piipadé pouziti metody, pii které dochazi k tepelnému oSetieni potravin,
je rozhodujici nejen teplota (°C), ale i doba po kterou toto oSetieni probiha. Vysoké teploty
reguluji pfedevs§im bakterialni tvorbu histaminu. Avsak je dilezité¢ zminit, ze i kdyz je po-
travina tepelné zpracovana, nelze v ni zarucit stejnou hladinu histaminu jako bezprosttedné
po procesu tepelného zpracovani. Po tepelném oSetfeni dané potraviny totiz muze stéle
dochézet k op&tovné tvorb¢é biogennich aminti a tim tedy dochézi k narGstu mnozstvi his-
taminu v ni [8].

Z §irsiho hlediska jsou tepelné metody zpracovani potravin za Ucelem regulace mnozstvi
biogennich aminti V nich uc¢inné, ale i ptesné dodrzovani pracovnich postupti nemusi zajis-
tit vzdy efektivni vysledek. Nékteré bakterie podilejici se na tvorbé biogennich amint
V potravinach jsou totiZ rezistentni proti extrémnim teplotdm. Tepelnym opracovanim po-
travin, u kterych se takové druhy bakterii vyskytuji, 1ze sice minimalizovat produkci bio-
gennich amind, avSak kvili t€émto rezistentnim bakteriim jsou biogenni aminy nadale
v potravinach produkovany [8].

K metodam regulujicim mnoZzstvi biogennich aminti vV potravinach patii taktéZ konzervace
potravin. Pii konzervaci potravin se uplatiiuji metody s vyuzitim ozafovani, hydrostatické-
ho tlaku, rdznych zplsobii baleni potravin, aditiv a konzervacnich latek, zmén podminek
prostfedi pro mikroorganismy vytvarejici biogennich aminy (napf. inkubace, vakuovani,
regulace kysliku) nebo pfidanim kultur, které degraduji histamin. V soucasné dobé€ se pfi
konzervaci potravin vyuzivaji i enzymy, které poskozuji biogenni aminy (napi. DAO dia-

minooxidasa) a organismy, které jsou t€émito enzymy vybaveny [8].



Tyto metody se vyuzivaji v potravinaiském primyslu a podl€haji urcitym kritériim. V pra-
xi vSak dochdzi pomérné bézn¢ k poruSovani téchto kritérii a hygienickych predpist, ¢imz

se efektivita téchto metod v takovém piipadé snizuje [8].
1.8 Stanoveni biogennich amint

1.8.1 Analytické metody stanoveni biogennich amini v potravinach

Analytické metody k detekci biogennich aminti v potravinach se vyuzivaji zpravidla ze
dvou divoda. Jednak kviili jejich potenciondlni toxicité pro Cloveka a také kvuli jejich
moznému pouziti jako indikétord kvality potravin. Bylo publikovdno mnoho metod, ale ne
vSechny se daji pouzit pro stanoveni ur¢itého biogenniho aminu. Typickymi problémy jsou
ptitomnost potencialné interferujicich sloucenin, komplex matrice vzorku a vyskyt soucas-
né nékolika biogennich amini ve stejné alikvotni Casti extraktu. Pro extrakei se bézné pou-
zivaji ¢inidla jako je kyselina chlorista, kyselina trichloroctova, kyselina chlorovodikova a
organicka rozpoustédla [5].

Mezi analytické metody stanoveni biogennich amind se fadi: tenkovrstva chromatografie
(TLC), plynova chromatografie (GLC), kapilarni elektroforéza (CE) a vysoce G¢inna kapa-
linovd chromatografie (HPLC). Nejcastéji se vyuZzivaji chromatografické metody na re-
verznich fazich s fluorescenc¢ni nebo UV detekci. Biogenni aminy Ize stanovit také iontové
parovou (IP-RP-HPLC) nebo iontové vyménnou chromatografii s postkolonovou derivati-
zaci. V posledni dob¢ se fadi mezi velmi spolehlivé a vysoce citlivé metody kapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci nebo detekci pomoci hmotnostni spektrometrie
(LC/MS). Pti analyze biogennich amin Se ¢asto vyuzivaji také rizna derivatizacni a che-
micka ¢inidla jako jsou napt. ninhydrin, o-oftalaldehyd nebo 9-fluorenylmethyl chlorofor-
mat pro pre-kolonovou derivatizaci [5,11].

TLC umoznuje detekci analyti v nepfitomnosti mobilni faze, proto mize byt citlivéjsi me-
todou. HPLC a GLC metody jsou velmi cenné pii analyze biogennich amini v potravi-
nach. Chromatografické metody jsou pomérné jednoduché, dostatecné citlivé, piesné,

rychlé, ovsem vyzaduji nakladné pfistrojové vybaveni [5,13].
1.8.2 Kvantifikace genti kodujici dekarboxyla¢ni enzymy u bakterii pomoci moleku-
larné biologickych metod

Molekularné biologicka metoda polymerasové fetézové reakce (PCR) je v soucasné dobé

moderni metodou, vVyuzivanou k detekci a kvantifikaci mikroorganismi (v ptipad¢ rtiznych



modifikaci této metody), které svou dekarboxylasovou aktivitou produkuji biogenni aminy.
Oproti piivodné pouzivanym klasickym kultivacnim metodam, umoziuji sou¢asné moderni
mikrobiologické metody jako je metoda PCR rychlejsi stanoveni mikroorganismt
v potravinach. Pomoci detekce urcité ¢asti genomu, ktery je charakteristicky pro dany mik-
roorganismus, Ize stanovit jeho pfitomnost v potraving. Krome zjisténi ptitomnosti daného
mikroorganismu ve vzorku na zaklad¢ jeho detekované DNA, lze pomoci rizného uspoia-

dani, napf. pti vyuziti metody Real time-PCR také jeho DNA kvantifikovat [14, 15].



2 POLYMERASOVA RETEZOVA REAKCE

2.1 Polymerasova rFetézova reakce

Polymerasova fetézova reakce (PCR; anglicky polymerase chain reaction) se pouziva k
amplifikaci vybrané sekvence DNA in vitro. Byla objevena v roce 1985 Kary B. Mullisem,
ktery ziskal v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii.

Principem této metody je vyuziti enzymu DNA-polymerasy pro opakovanou replikaci
templatové molekuly DNA. Syntéza probiha ve sméru 5” — 3" a je fizena navazanim dvou
oligonukleotidi (tzv. primer), které nasedaji na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich
3’-konce smétuji proti sobé. Po piidani DNA-polymerasy a nukleotidid probiha syntéza
novych vladken na obou fetézcich DNA protismérné. K syntéze se nejcastéji pouzivaji ter-
mostabilni polymerasy izolované z termofilnich mikroorganismi napf. (Tag DNA-
polymerasa z Thermus aqaticus), které jsou schopné odolavat teplotam 94 °C, pii nichz
DNA denaturuje. Syntéza DNA probiha v cyklech, a kazdy cyklus ma 3 faze s odlisnymi
teplotami [16, 17].

2.2 Slozeni reak¢éni smési

Reakéni smés obsahuje nékolik nezbytnych sloZzek pro pribéh polymerasové retézové re-

akce:
e Vzorek DNA
e Primery
e Sm¢s vSech 4 deoxyribonukleosidtrifosfatt (ANTP)
e PCR pufr

e Hofecnaté ionty (M92+)

e Tag DNA-polymerasa [18]

Koncentrace jednotlivych slozek reakéni smési hraje roli pii ziskdni pozadovaného
vytézku, produktu a specifiCnosti, jestlize nékterd ze slozek dosdhne pfiliS vysoké
koncentrace, mize to vést k chybam a vzniku nespecifickych produktt [16].

Vzorek DNA je mozné pouzit z riznych biologickych materidlti, napt. bunky z tkanovych
kultur, z télnich tekutin, kultur mikroorganizmii, atd. Pfipadné necistoty z téchto vzorka 1ze
odstranit dostate¢nym natfedénim vzorku. Pro piesnou a Uspé$nou amplifikaci nukleovych
kyselin je dulezité peclivé navrhnout oba primery, proto je nutné brat v uvahu nékolik za-
kladnich pravidel. Vhodna velikost primert se pohybuje zpravidla v délce od 18-25 nukle-
otidd, obsah G+C by mél byt 40-60 % [16].



Dulezita je pocate¢ni denaturace templatu pti teploté 94-95 °C po dobu 30-60 s, jinak do-
chazi k nespecifické vazbé primeru s nasledkem nizsiho vytézku pozadovaného produktu

[19].

Dale je dulezité zarazeni 1 az 2 zbytkd G nebo C v sekvenci na 3’-koncich primert pro
zajisténi piesné vazby na templat. Méla by byt zajisténa rovnomérné distribuce oblasti bo-
hatych na G/C a A/T pary. Teplota tani u obou primerti by méla byt podobna a méla by
dosahovat minimaln¢ 50 °C. Rovnéz dulezita je také specificnost primert na matricové
DNA nesmi byt nespecificka vazebna mista. Dale nepfitomnost vnitinich sekundarnich
struktur tzv. vlasenek a také absence komplementarnich sekvenci v primerech, které by
mohly vést k tvorbé nezadoucich duplext [16].

Pro vybér vhodného primeru existuje fada pocitaCovych programu. Primery béznych veli-
kosti mohou byt u PCR pouzivany bez predciSténi, avSak komeréné pfipravované primery
poskytuji dostate¢nou ¢istotu, vétsi nez 98 % [16].

Diilezita je také koncentrace hotecnatych iontt, které tvofi rozpustny komplex s dNTP, ale
interaguji i s ostatnimi slozkami [15].

Vhodnéa koncentrace Mg?* iontil by se mé&la pohybovat v rozmezi 0,5 az 2,5 mmol.I* na
celkovou koncentraci dNTP. Pfitomnost EDTA nebo jinych chelatacnich ¢inidel mutze
ovlivnit optimum hofeénatych ionti. Koncentrace iontt hoi¢iku ovliviiuje annealing (pii-
pojeni urcitého useku fetézce nukleové kyseliny k druhému komplementarnimu), teplotu
tani DNA a enzymovou aktivitu [16, 19].

Kromé jiz zminovanych slozek reakéni smési hraje dalezitou roli enzym Tagq DNA-
polymerasa. Tento enzym zacletiuje nukleotidy do rostouciho (nové syntetizovaného) fe-
tézce dle komplementarity bazi k ptivodnimu vlaknu, coz vede k terminaci fetézce a ukon-
ceni syntézy DNA. Chybné zaclenéni nukleotidu do fetézce je problémem pii klonovani
PCR produktu, jelikoz jsou viechny tyto klony odvozeny z jediné molekuly DNA. Cetnost
téchto chyb je zavisld na rovnovazném stavu jednotlivych slozek reakce, koncentraci Mg2+,
zméndch pH pufru a vyvézenosti koncentrace jednotlivych dNTP. Problém Ize odstranit
pouzitim vétsiho mnozstvi DNA pfi zahdjeni reakce, mensiho poctu cykli a pouzitim Pfu
DNA-polymerasy z Pyrococcus furiosus nebo Pwo DNA-polymerasy z Pyrococcus
woesei, které maji 3’-exonukleasovou aktivitu. Nevyhodou je to, Ze tato exonukleasova
aktivita zpusobuje také degradaci primeru. DNA-polymerasa v kombinaci s polymerasou s
3’-exonukleasovou aktivitou nasly uplatnéni pii amplifikaci dlouhych useku DNA. Taq

DNA-polymerasa zajistuje syntézu ¢asti produktu PCR v tésném napojeni na polymerasu s



3’-exonukleasovou aktivitou, ktera chybné¢ zaclenény nukleotid opravi a Taq DNA-
polymerasa mize dale pokraCovat v syntéze. Postacuje tak pouze stopové mnozstvi poly-

merasy s 3 "-exonukleasovou aktivitou [16].

2.3 Prubéh PCR reakce

V zavislosti na teploté reakéni smési se pravidelné stiidaji tii kroky, béhem nichz probihaji
tfi odlisné déje s odliSnymi naroky na teplotu, pribéh PCR je zobrazen na obr. 2. Pfesnou
teplotu a dobu trvani jednotlivych krokt je tfeba optimalizovat. Tyto odliSné zmény teploty
umoziuje regulovat ptistroj nazyvany termocykler. Nejdiive dochazi k denaturaci dvoure-
tézcové molekuly DNA zpravidla pfi teploté¢ 94 °C, (viz obr. 2A). Toto je zptusobeno roz-
padem vodikovych mustki spojujici purinové a pyrimidinové baze vzajemné komplemen-
tarnich nukleotidd, ¢imz jsou od sebe oddélovany jednotlivé fetézce DNA. Vysledkem je
jednofetézcova DNA (ssDNA). Tato jednotfetézcova DNA v dalsi fazi slouzi jako matrix
(templatova molekula) pro syntézu nového komplementarniho fetézce. Po ochlazeni na
teplotu 50-65 °C nasedaji primery k oddélenym fetézcim DNA (obr. 2B)
a dochazi kprodluzovani (elongaci) fetézci DNA za primery pii teploté
65-75 °C. Na 3’-konce primert prodlouzeného fetézce naseda DNA-polymerasa (obr. 2C),
kterd ptipojuje nové deoxynukleosidtrifostaty a dochéazi k prodluZovani fetézcli ve sméru
5'—3". Opakovanim té€chto 3 krokl (denaturace, nasednuti primerd a prodluZzovani fetéz-
cti) se exponencidlng (2", n = podet cykl{1) vytvaii az miliarda kopii vybraného tuseku dvou-

fetézcové DNA (dsDNA), oznacovaného téz jako tzv. amplikon [16, 20, 21].
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Obr. 2: Znazornéni pribéhu polymerasové fetézové reakce [22]



2.4  Faktory ovliviiujici pritbéh PCR

Tag DNA-polymerasa katalyzuje prodluzovani primert jiz pfi laboratorni teploté, coz mu-
ze vést, jak k chybam, tak i vzniku nespecifickych produktt a to zejména, pokud je templa-
tova DNA dostupna pouze v nizkych koncentracich. Toho se lze vyvarovat pouzitim meto-
dy zvané Hot start PCR, kdy jsou slozky reakéni smési oddéleny od ostatnich do doby na-
sednuti primeru (55-65 °C). Naptiklad tim, n¢které slozky reakce jako DNA-polymerasa
nebo ionty Mg?* jsou v pivodni reakéni smési vynechany a manualng pfidany az po dosa-
zeni teploty > 70 °C, ptidavkem teplotn€ nestabilnich latek specifickych pro Tag DNA-
polymerasu, které se navazou na DNA-polymerasu a tim ji do¢asn¢ inaktivuji nebo tim, ze
reak¢ni komponenty jsou rozdéleny do dvou smési, které jsou oddéleny fyzikalni bariérou
(voskovou piepazkou), kdy béhem pocate¢ni denaturace vosk roztaje a umozni smichani
slozek reakce [16].

Z divodu vysoké citlivosti a specifity PCR snadno muze dojit ke kontaminaci, a tim pa-
dem i k ziskani fale$ného pozitivniho signalu, proto jsou pii praci s touto metodou doporu-
¢eny ur€ité standardni postupy. Mezi tyto postupy patii napi. pouzivani UV-svétla a to
K odstranéni exogennich nukleovych kyselin, pouzivani jednorazovych rukavic, autoklavo-
vani roztokt, fyzikalni separace pouzivanych PCR-slozek od templatové DNA a produkti
PCR, ptiprava reagencii i vzorkd do alikvotnich ¢asti a pfidavani DNA do reakce jako po-
sledni slozky [16].

2.5 Vyuziti

Metoda PCR nasla Siroké uplatnéni v molekularni biologii, je cennym néstrojem pro celou
fadu analyz. Vyuziva se pro detekci odchylek v sekvencich nukleovych kyselin, k monito-
rovani terapie rakoviny, pficemz se sleduje pfitomnost malignich bun¢k. Diky své vysoké
citlivosti mize byt vyuzivéana pfi detekci bakteridlni a virové infekce a to uz v pocatecnich
stadiich. Ze sekvence se jako primery se pfi této reakci pouzivaji kratké tiiseky DNA a po
nékolika nasobné amplifikaci lze dokazat ptitomnost, ¢i absenci i jediné kopie v malém
vzorku krve. Postupné nahrazuje napft. diive pouzivanou metodu detekce viru zalozenou na
pouziti protilatek namifenych proti plastovym proteiniim viru [16, 17].

Obrovské vyuziti nasla PCR také v soudnim Iékaistvi, kdy staci k identifikaci osoby jen
malé mnozstvi vzorku krve nebo tkané€. Vyznamnou roli nasla také tato metoda v prenatal-
ni diagnostice, ke stanoveni pohlavi [17].

Dale mize byt pouzita pro klonovani tiseku DNA (naptiklad genu), pfi¢emz templatem

miize byt DNA i RNA [16, 17].



2.6 Detekce

Vysledny produktem PCR jsou tzv. amplikony, coz jsou tseky DNA definované délky
o0 velikosti obvykle desitek az tisici bp (part bazi), jejichz velikost se stanovuje elektrofor-
ticky v agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu nebo kvantitativnim méfenim mnozstvi
produktu v realném case [16].

Elektroforetickd pohyblivost se méni nepfimo umérné s jejich molekulovou hmotnosti.
Pouzitim tohoto gelu mohou byt déleny pomérné dlouhé molekuly DNA o rtizné velikosti.
Po elektroforéze je gel ponofen do roztoku ethidiumbromidu, omyt a fotografovan pod
UV-lampou. Fluorescence ethidiového kationtu je zna¢né zesilena jeho vazbou na DNA,

takze kazdy fluoreskujici prouzek oznacuje fragment DNA o jiné velikosti [23].

2.7 Real time-PCR

Real time-PCR je metoda, ktera je zalozena na klasickém PCR, avSak s tim rozdilem, Ze
umoziuje piimou kvantifikaci PCR-produktu v prubéhu reakce, tzn., Ze detekce vznikaji-
cich produktii probiha jiz v pribéhu vsech cykli a nikoliv az po jejich ukonceni [16, 23].
Zakladnim ptedpokladem je pfitomnost specifického, ¢i nespecifického fluorescenéniho
substratu, ktery se navaZze na syntetizovanou DNA a uroveil detekované fluorescence pak

odrazi mnozstvi nasyntetizované DNA [24].

Vyhodou oproti klasické PCR je kvantifikace vysledného produktu a to bud’ relativni (po-
rovnanim s jinou skupinou vzorkll), nebo absolutni (z kalibra¢ni kiivky rekombinantni
DNA o znamém mnozstvi). Ve srovnani s klasickou PCR je doba vlastniho provedeni re-
akce kratsi, nebot’ odpada elektroforeticka detekce. Pti vysledném hodnoceni plati skutec-
nost, Ze ¢im vyssi je obsah nukleovych kyselin v testovaném vzorku, tim rychlejsi je pfi-
rustek fluorescence [24].

Mezi dalsi vyhody patii velky dynamicky rozsah, vysoka sekvenéni specifita (zejména pti
pouziti sond), reprodukovatelnost, nizké riziko kontaminace, kratsi ¢as, pfesnost a citlivost.
Hlavni nevyhodou Real time-PCR je, Ze vyzaduje drahé vybaveni a Cinidla. Omezujicim
vlivem mohou byt inhibitory PCR pfitomné ve vzorku a pfitomnost jakékoliv degradované
(znehodnocené) DNA. Kromé toho, diky své vysoké citlivosti pozaduje diikladnou znalost

normalizace techniky a pfesnou praci [20, 25, 26].



2.7.1 Vyuziti

Real time-PCR je metoda, ktera se vyuziva v mnoha laboratofich pfi potravinafskych a
diagnostickych aplikacich. Tato technologie prokazala vSestrannost a uzite¢nost v riznych
oblastech vyzkumu, v¢etné biomediciny, mikrobiologie, veterinafstvi, zemédélstvi, farma-
kologie, biotechnologie a toxikologie [13]. Kvantifikace PCR-produktu se vyuziva pii stu-
diu genové exprese, diagnostice nékterych patogenti, mikroRNA analyze, methylaci DNA,
validaci DNA microarray dat, rozliSovani alel a genotypu (detekce bodovych mutaci, dele-
ci nebo chromozomovych aberaci), ovéfovani Géinnosti farmakoterapie, forenznich studi-

ich a kvantifikaci geneticky modifikovanych organismi (GMO) [25].

2.7.2 Detekce

Detekce amplikonu se mize provadét celou fadou technik. Provadi se ve specialnim zafi-
zeni, které kromé cyklického stfidani teplot umoziuje také detekci fluorescence. K detekci
vzniklého produktu se bézné pouzivaji specifické nebo nespecifické sondy. Specificka
sonda je znaCena fluorescen¢éné a je synteticky pfipravena z kratkych sekvenci, které jsou
komplementarni k hledanému useku. Hybridizaci specifické sondy s hledanym usekem
nukleové kyseliny dochézi k nartstu fluorescence. Ve druhém ptipadé nespecificka sonda
(napf. SYBR green) se vaze nespecificky do dvouretézcové DNA. Pfi pouZiti obou metod
shodné plati, Ze se zvySujici se mirou fluorescence nartistd pocet molekul dvoufetézcove

DNA [16, 25].

2.7.3 SYBR GREENI

SYBR GREEN 1 (viz obr. 3) je nejbéznéji pouzivané fluorescencni kyaninové barvivo.
Mira fluorescence SYBR GREEN I se po navazani na DNA az 1000 krat zvysi, coZ souvisi
S nartstajicim mnoZzstvim molekul dvouietézcové DNA. Vznikajici fluorescencni signal se
m¢éii na konci elongace nebo kontinualné. Hlavni nevyhodou tohoto barviva je, ze detekuje
veskerou DNA pfitomnou v reak¢éni smeési véetné nespecifickych produktd tvofenych di-

mery primerd [16, 28].



Obr. 3: Struktura SYBR Green | (vlevo), fluorescence SYBR green | po vazbé na DNA
(vpravo) [29]

Tim, ze je SYBR GREEN | dsDNA specifické interkalac¢ni barvivo (vaze Se na vSechny
produkty DNA ve vzorku, i ty nespecifické¢) mize dochazet ke vzniku fale$né pozitivnich
vysledkd. Z tohoto divodu se k analyze specifického produktu vyuzivaji tzv. kiivky tani.
Tato analyza spociva v aplikaci tepla na vzorek (od 50 °C do 95 °C) a monitorovani emise
fluorescence v prubéhu procesu. Teplota denaturace DNA je zobrazena jako prudky pokles
fluorescenéniho signalu vzhledem k disociaci barviva. Nespecifické produkty a dimery
primert jsou rizné délky a jsou denaturovany pii niz$ich teplotach, nez konkrétni produk-
ty. Pokud ma kiivka tani pouze jeden vrchol, reakce je Cisté specifickd, pokud mé ovSem
dva a vice vrcholtl, znamena to, ze kromé specifickych produktt vznikaji také nespecifické
(viz obr. 4) [7]. Vzhledem Kk riznym denatura¢nim teplotam Se tyto nespecifické produkty

rozlisuji pomoci derivace fluorescence v zavislosti na teploté (-dT/DF) [25, 26].
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Obr. 4: Ktivka tani a nespecifické produkty [30]

2.7.4 Sondy TagMan

Sondy TagMan jsou oligonukleotidy delsi nez primery s fluorescen¢ni znackou neboli re-
porterem na 5’-konci a zhaSeCem na 3’-konci. Reporter s krat$i vinovou délkou piedava
energii zhasSe€i s delSi vinovou délkou zafeni, pfiCemZ v disledku toho emituje zareni
s delsi vlnovou délkou. Pivodni zafeni reporteru je utlumeno. V tomto stavu zlistdva i po
nasednuti sondy (proby). Sonda se vaze na vnitini ¢ast amplifikované sekvence, a pokud
vytvaii homoduplex, je rozlozena 5'-exonukleasovou aktivitou Tag DNA-polymerasy (viz

obr. 5). To zpisobi ukonceni zhaseni a emisi fluorescence [16, 31].
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Obr. 5: Princip sondy (proby) TagMan [32]

2.7.5 Molekularni majaky

Sondy oznacené jako molekularni majaky (MB) (viz obr. 6) jsou slozené z oligonukleotidi
vytvarejici sekundarni strukturu vlasenky se smyckou, kterd slouzi k detekci pfitomnosti
nukleové kyseliny v roztoku. Vlasenka je tvofena komplementarnimi fetézci a udrzuje
v tésné blizkosti na koncich ptipojeny fluorofor a zhase¢, smycka je komplementarni
s cilovymi sekvencemi. Po navazani na DNA projdou sondy konformac¢ni zménou. Pokud
je molekularni majak v konformaci vlasenky, nedochazi k emisi fluorescence, jelikoz zha-
Se¢ v blizkosti fluoroforu absorbuje jeho emitovanou energii. Po hybridizaci sondy s cilo-
vou molekulou DNA se fluorofor dostava z dosahu zhasece, coz vede k emisi fluorescence
[16, 33].
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Obr. 6: Molekularni majak (molecular beacon) [34]

2.7.6 Scorpions

Sondy Scorpions jsou k dispozici ve dvou variantach:

a) Uni-probes ve tvaru vlasenky

b) Bi-probes v duplexnim formatu nukleotidu
U obou téchto sond dochazi k efektivni emisi fluorescenéniho zéafeni. Ve srovnani s jinymi
bi-molekularnimi mechanismy umoznuji silnéjsi signal v kratSich reakénich Casech a lepsi
rozlisSenti.
Uni-probes jsou tvofeny jednim fetézcem tvoficim po obou stranach vzajemné komple-
mentarni useky kmene. Na 5'-konci jednoho kmenového tiseku je navazan fluorofor a 3'-
konec sondy je napojen na 5’-konec specifického primeru prostiednictvim blokovaciho
useku. Zaroven nese interni zhase¢, ktery pii reakci S fluoroforem brani emisi zafeni. Che-
mickou zménou dojde k rozvolnéni dvojfetézcového kmene. Sekvence totozna s usekem
fetézce cilové nukleové kyseliny hybridizuje s isekem nové syntetizovaného fetézce blizko
za 3’-koncem primeru Uni-probe. Cast sondy se kvili tomu pieklapi a flurorofor se uvolni
ze zhaseCe a zafixuje se. Po excitaci svétlem vhodné vinové délky emituje fluorescencni
signal.
Bi-funkéni molekuly Scorpions jsou tvofeny dvojici komplementarnich oligonukleotida
obsahujici PCR-primer kovalentné vazany k hybridiza¢ni sondé. Tato sonda poskytuje
vysSi intenzitu signalu nez Uni-probes. Molekula obsahuje na 5’-konci fluorofor, ktery

interaguje se zhaSeCem vazanym na stiedni ¢ast téhoz oligonukleotidu (monomolekularni



Skorpidn) nebo 3’-konec druhého komplementarniho oligonukleotidu (bimolekularni Skor-
pion). Po dokonceni cyklu PCR dojde k intramolekularnimu pteskupeni Skorpionu v da-
sledku hybridizace sondy k cilové sekvenci. Fluorofor je tim odd¢len od zhasece, coz vede

k emisi svételného signalu [16, 31].

2.7.7 Vyhodnoceni Real time-PCR

Fluorescencni signal je automaticky zaznamenavan pfistrojem po kazdém reakénim cyklu
a to pomoci amplifika¢nich ktivek, jejichZ pribéh je poté analyzovan. Sila fluorescenéniho
signalu se tmérn¢ zvysuje s narustajici koncentraci DNA v reakéni smési [15]. VSeobecné
jsou rozliSovany Ctyfi hlavni ¢asti amplifikaéni kiivky (viz obr. 7): zakladni linie (tzv.
baseline), exponencialni faze, linearni faze a faze plato. V zakladni fazi je fluorescenéni
signal v souladu s obvyklymi hodnotami pozadi. Jakmile se fluorescenéni signal zvysuje
nad tuto uroven (nad baseline), dostane se do exponencialni faze. Bod, ve kterém exponen-
cialni faze zafina, se oznacuje jako C; (hodnota C;, tzv. treshold cycle — fluorescenéni
prah). Tato hodnota znaci vychozi pocet kopii v plivodni matrici a pouziva se k vypoctu
relativni exprese nebo koncentrace v neznamém vzorku. B&hem féze exponencidlniho
ristu PCR produktu jsou vSechna ptitomna ¢inidla v optimalnim mnozstvi. Plati pravidlo,
ze ¢im je pocatecni koncentrace templatu v reakéni smési vyssi, tim nizsi je hodnota C;.
Nakonec polymerasa a ¢inidla jsou zcela vyCerpany a PCR vstupuje do faze plato, kde
koncentrace produktu zlstava konstantni [26, 27].

MnozZstvi templatu ve vzorku miiZze byt kvantifikovano relativné nebo absolutné. Absolutni
kvantifikace umoziiuje urcit pfesny pocet kopii templatu ve vzorku, zatimco relativni kvan-

tifikace umoznuje kvantifikovat a porovnat relativni zmény genové exprese vzorka [27,

35].

Princip absolutni kvantifikace je zaloZen na pouziti standardi o zndmé koncentraci. Pfi
amplifikaci série standardd o zndmé koncentraci ziskdme kalibra¢ni pfimku. Kalibracni
pfimka vytvafi linearni vztah mezi C; hodnotou analyzované¢ho vzorku a pocate¢nim
mnozstvim celkové RNA nebo DNA, z niZ je mozné odecist koncentraci neznamého vzor-

ku [27, 35].

Relativni kvantifikace je metoda umoziiujici stanoveni miry genové exprese zkoumaného
genu, ktera nevyzaduje, na rozdil od kvantifikace zadné standardy znamé koncentrace.
Popisuje zmény mnozstvi cilové DNA (RNA) zkoumaného genu ku genu referen¢nimu.

Referen¢nim genem je vétSinou tzv. housekeeping gen, ten by mél mit stalou troven geno-



vé exprese ve vSech typech pozorovanych vzorkt. Kvantifikaci genové exprese testované-

ho vzorku lze provést pomoci riznych matematickych modelt [27, 35, 36].

Genova exprese muze byt vypocitana na zakladé napt. metody komparativni delta - delta

(272" nebo metody dle Pfaffla [35].

Metoda delta—delta je nejcastéji uzivana metoda, ktera umoznuje pfimé porovnavani ziska-
nych C; hodnot (pomér mnozstvi zkoumaného genu ku genu referencnimu). Tato metoda
predpokladd, ze efektivita reakei amplifikace zkoumaného i referencniho genu je 100 %
(rovna se ¢islu 2), coz plati pouze v ideélnich ptipadech, ve skutecnosti je ti€innost reakce
vice ¢i méné snizena. Pokud jsou efektivity srovnatelné, 1ze ji vypocitat dle vzorce [7, 27,

35]:
AC;(testovanyvzorek) = C,vz.studovany gen — Cyvz.referencnigen (1)
AC(kontrolnivzorek) = Civz.kontrolni gen — C,vz.referencnigen 2

AAC; = AC.(testovany vzorek) — AC;(kontrolni vzorek) 3)

278t = normalizovany expresni pomér 4)

Jestlize se tato efektivita 1i§i a je normalizovana, pouziva se k vypoc¢tu metoda dle Pfaffla

[27]. K vypoctu efektivity reakce se uziva nasledujici vztah:
E = 10—1/smérnice (5)

Efektivita reakce je dana ucinnosti pfisedani primert, sloZenim reakéni smési nebo piitom-
nosti PCR inhibitord [7].
Vypocet primérné normalizované genové exprese (pomér mnozstvi cilového a referencni-

ho genu) se vypocita dle:

ACt cilovy (kontrola - vzorek)
_ cilovy
R = ACt refereniéni (kontrola - vzorek) (6)
referentni

Metoda dle Pfaffla a komparativni metoda delta—delta je matematicky ekvivalentni, lisi se
akorat v tom, ze dle Paffla se normalizuje C; kontrolniho k C;vzorku zvlast’ pro testovany a
pro referen¢ni gen. Hodnota efektivity je 100 %, pokud je rovna 2 a plati, Zze v kazdém
cyklu dojde ke zdvojnasobeni mnozstvi molekul DNA, tzn. reakce b&zi dle 2", kde n je
pocet probéhlych cyklu [36, 37].
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Obr. 7: Amplifikaéni kiivka [38]

Existuje fada praci, které se zabyvaji detekci gent kodujicich dekarboxylaéni enzymy po-
moci metod PCR/Real time-PCR.

V praci Fernandez et al. [39] je stanovena koncentrace BA u riznych komerénich syrt
pomoci HPLC/FLD. Zkoumané syry byly vyrobeny z nepasterizovaného nebo pasterizo-
van¢ho mléka rtizného plivodu a byly podrobeny rizné dob¢ zrani. Pii del§i dob¢ zrani
byla u nich zjisténa rozdilnd koncentrace BA. U syrt vyrobenych z nepasterizovaného
mléka byla namétfena koncentrace BA vice nez dvojnasobna oproti syrim vyrobenych
z pasterizované¢ho mléka. Bylo zjiSténo, ze koncentrace BA v syru zavisi vic na mikrobio-
logické kvalit€ mléka, nez na typu pouzitého mléka. V syrech se vyskytoval nejvice z BA,
tyramin. Tyramin produkovany skupinou bakterii mlé¢ného kvaseni byl stanoven pomoci
HPLC/FLD a vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi pomoci metody PCR. Touto
metodou byla analyzovana ptitomnost genu tdc, ktery koduje tyrosindekarboxylasu, enzym
preménujici tyrosin (dekarboxylace) na tyramin. U deviti vzorkl syra nebyl tyramin meto-
dou HPLC/FLD viibec zaznamenan, av§ak PCR metodou byla prok4zana pfitomnost genu
tdc. Z vysledku této studie vyplyva, ze pro detekci a kvantifikaci BA je zapotiebi vyuzit

vice metod. HPLC je analyza nezbytna pro stanoveni pfesné koncentrace tyraminu ve



vzorcich, zatimco PCR je snadna a rychla metoda detekce bakterii, diky niz je mozné otes-

tovat velké mnozstvi vzorka [39].

Obdobnou problematikou se zabyva prace Ladero et al. [40]. Byl zde analyzovan histamin.
Testovani probé&hlo u 80 vzorki syru, které byly vyrobeny z rtiznych druhd mléka a vysta-
veny ruzné dobé zrani. Vytvorit pfimou detekci a kvantifikaci tohoto BA bylo dilezité
predevsim proto, Ze je jednou z nejcastéjSich pficin otravy jidlem. Pomoci metody Real
time-PCR byla v 52 vzorcich prokazana ptitomnost histidindekarboxylasy, jez je kddovana
genem hdc. Pro detekci genu hdc u gram negativnich bakterii byla navrzena sada primerq,
pro Real time-PCR pak byla navrzena hodnota C;, ktera slouzila jako indikator vysoké bak-
teridlni vyroby histaminu. Metodou HPLC/FLD byl histamin detekovan v 51 vzorcich,
které byly metodou Real time-PCR oznaceny jako histidindekarboxylasa pozitivni. Nej-
vys$si koncentrace histaminu byly zaznamenany pfi dlouhé dobé€ zrani syrG vyrobenych z
nepasterizovaného mléka. Chromatograficka metoda (HPLC/FLD) ovéfila schopnost
spravné kvantifikovat v realném case gen hdc kvantitativni metodou PCR. Koncentrace
histaminu, stanovené metodou HPLC a C; hodnoty byly nepfimo umérné, tudiz nizsi hod-

noty C; byly detekovany v syrech s vy$§im mnozstvim histaminu [40].

Histamin v praci Diaz et al. [41] produkovany bakterialnim kmenem Lactobacillus vagina-
lis byl také detekovan v syru s modrou plisni nazyvanym CABRALES. Pfitomnost genu
histidindekarboxylasy (hdc) byla potvrzena pomoci PCR. Detekce produkti PCR byla pro-
vedena elektroforézou v pulzujicim poli (PFGE). PFGE se pouZiva pro rozdéleni velkych
fragmentt (az 5000 kb). U bakterii mlééného kvaSeni bylo prokazano, ze dochazi k hori-
zontalnimu pfenosu genetické informace, kdy muiize dochazet k prenosu genii bakterii
mlééného kvaseni na patogenni bakterie. U bakterie Lactobacillus vaginalis byla tato moz-

nost potvrzena [41, 42].

V soucasné dobé¢ se stale vice zacinaji rozvijet modifikované metody PCR. Ptikladem je
metoda RAPD-PCR. Zalozena je na principu amplifikace fragmentti nahodnymi primery
0 libovolné sekvenci, které nasedaji ndhodné na vice mist obou fetézci cilové DNA 3’-
konci smérem k sob¢. Tato metoda byla napt. vyuzita k detekci geni LAB v praci Carafa
et al. [43]. Devadesat pét LAB bylo izolovano ze syru Malga v alpském regionu Trentino.
Syr Malga byl vyrobeny ze syrového kravského mléka s bohatou mikrobidlni flérou. Tento

vyzkum byl zaméfen na charakterizaci autochtonnich LAB a zdravi prospésnych latek ob-



sazenych v syru, kdy metodou RAPD-PCR bylo zji§téno, ze konkrétn€ jeden druh Lacto-
bacillus brevis produkuje GABA, kyselinu y-aminomaselnou v mnozstvi 129 mg.1?, dale
bylo prokazano, Zze dominantnim druhem byly bakterie Pediococcus pentosaceus a Lacto-

bacillus paracasei [42, 43].

Dalsi praci, kdy byly pouzity modifikované metody PCR je prace brazilskych autort
Perin et al. [44], ktefi zkoumali BA v syru Minas. Jedna se o oblibeny mlécny vyrobek
pouzivany v Brazilii, ktery se tradi¢né vyrabi ze syrového, nebo pasterované¢ho kravského
mléka. Studie se zabyvala sledovanim skupiny BA produkované kmenovou bakterii Lacto-
coccus lactis sp. lactis GLcO5 s pridavkem bakteriocinu nisinu. Syr Minas byl vyroben
alternativnim postupem za pouziti syrového koziho mléka a to s (A) nebo bez (B) piidani
kmene Lactococcus lactis sp. lactis GLcO5 ve trech nezavislych opakovanich. Kozi syr ma
bohatou autochtonni mikrofloru, kterd vyviji smyslové vlastnosti fermentovanych potravin.
Autochtonni LAB jsou schopné produkovat antimikrobialni latky nazyvané bakteriociny.
Bakteriociny vyrabény Sirokou Skalou riznych druhii bakterii jsou antimikrobialni peptidy
s antibiotickym uc¢inkem. Hlavnim problémem jejich antimikrobialni u¢innosti je, Ze muze
byt negativné ovlivnéna riznymi faktory, napf. vazbou se slozkami potravin, inaktivaci
proteasami, zménami chemickych a fyzikalnich vlastnosti jidla (pH, bilkovin, tuku a $kro-
bu), nebo zménami v bunécné membrané cilovych bakterii. Z toho divodu byla také
zkoumana doba zrani mezi L. lactis sp. lactis GLc05 a autochtonni mikroflérou. Metody
REP-PCR a PCR-DGGE byly pouzity k charakterizaci mikroflory a ukazuji rozdily mik-
roflory a tvorby BA. REP-PCR metoda je zaloZzena na amplifikaci usekd ohrani¢enych
stale se opakujicimi sekvencemi, zatimco PCR-DGGE umoznuje separaci DNA molekul
na zakladé odlisné sekvence (lisi se v jednom nukleotidu). Mnozstvi BA bylo méfeno po-
moci HPLC/DAD. Byla prokazéana vysoké koncentrace tyraminu u obou druhi syrti (A, B)
Vv urcité dobé€ zrani, avSak u syri (B) byl zaznamenan vyssi podil. U syrii (A) byla zjisténa
pfitomnost antimikrobidlni latky nisinu s inhibi¢ni aktivitou proti nékterym kmenim Sta-

phylococus aureus po 5 dnech zrani [15, 42, 44].

Béhem skladovani piisobenim kontaminujici mikrofléry vznikaji BA hlavné v rybach a
vmase [2]. Studie zabyvajici se vznikem BA pusobenim kontaminujici mikroflory
v tradi¢ni kotiské klobase je prace autorti Shiling et al. [46]. Tato studie hodnotila G¢inky

startovacich kultur (Lactobacillus sakei a Staphylococcus xylosus) a rostlinnych extrakta



(esencialni oleje ze skofice, hiebicku, zazvoru a anyzu) na akumulaci biogennich amind
Vv koniském mase pomoci mikrobiologickych metod a PCR-DGGE analyzy. Vysledky uka-
zaly, ze rostlinné extrakty a startovaci kultury potlacily rist kontaminujicich mikroorga-

nismu [46].

Studii zabyvajici se otravou histaminem, zptisobenou konzumaci ryb, provedli Lin et al.
[47]. V praci bylo testovano 42 vzorkl ryb mahi-mabhi a jejich 17 suSenych produkti pro-
davanych v maloobchodnich trzich na Tchajwanu. 4 ze 17 vysuSenych vzorkt mély hladi-
ny histaminu vy§si, nez udava smérnice FDA (5 mg.100 g™). Identifikace bakterii s dekar-
boxylasovou aktivitou byla provedena pomoci PCR. R. ornithinolytica izolovana z jednoho
vzorku suSenych ryb obsahujiciho nejvyssi obsah histaminu (z 68,15 mg.100 g™) byla
identifikovana jako bakterie schopna produkovat histamin. Konzumace ryb z celedi
Scrombridae (makrelovité) a Scomberesocidae (rohoretkovité) byva nejcastéjsi pticinou
otravy histaminem, jedna se o tzv. skombrotoxicitu. Mezi nejéastéjsi piiznaky skombroidni
otravy patii vyrazky, kopfivka, nevolnost, zvraceni, prijem, navaly horka, brnéni nebo
svédeéni kiize. Svalové tkan€ skombroidnich ryb (tuiidk, makrela, sled’ a sardinky) obsahuji

vysoké mnozstvi volného histidinu (1-15 g.kg ) [47].

Za hlavni zdroj BA ve vin¢ jsou povazovany LAB [48]. V praci Constantini et al. [49] byla
zjiStovana produkce zejména putrescinu z riiznych prekurzorti ve vzorku vina a jable¢ném
mostu. Biosynteticka draha produkce putrescinu byla zkouména u 23 kmeni LAB. Ve stu-
dii byly vyuzity zejména techniky PCR a TLC. Studované kmeny LAB byly izolovany
z vina a ze zkvaSeného mostu, pificemz ODC (ornithindekarboxylasova draha) se vyskytuje
spise u bakterii izolovanych z vina a AgDI (agmatindeiminasova draha) u bakterii izolova-
nych z mosti. Metabolismus putresCinu u grampozitivnich bakterii je znazornén na obraz-
ku (viz obr. 8). Putrescin byl ziskan pomoci rtiznych prekurzori k ur¢eni jeho metabolické
drahy. Vysledky ukazuji, ze putrescin byl pfevazné z vybranych bakteridlnich kment

mlécného kvasené vyroben z AgDI [49].
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Obr. 8: Metabolismus putrescinu u Grampozitivnich bakterii [49]

Gramnegativni bakterie mohou tvofit putrescin tfemi metabolickymi cestami (viz obr. 9),

které mohou zahrnovat osm ruznych enzymu. Cilem prace Wunderlichové et al. [50] bylo

navrhnout nové sady primert pro detekci gend (SpeA, speB, speC, speF, adiA, adi/Ldc a

aguA) kodujicich dekarboxylaéni enzymy, jeZ jsou zapojeny v metabolickych drahach pro-

dukce putrescinu u gramnegativnich bakterii. Nové vyvinuta Touchdown metoda polyme-

rasové fetézové reakce za pouziti téchto primert byla uspésné aplikovana. Nasledné byly

vybrané PCR produkty sekvenovany a jejich vysoka podobnost sekvenci (99-91 %) se

znamymi sekvencemi odpovidajicich genti potvrdila vysokou specifitu vyvinutych sad

primerd [50].



) _NH,
L-arginin
HQN/\/\HI\OH H*
D speAfadioA
NH, i
_ CO; adi/Ldc
L-ornithin o
H N/\/\/l\\la NH, aguA )L /\NNHZ
2 H,N H

N-karbamoylputrescin

agmatin
speB
urea HL0
g+

MH,
RN co,

putrescin

H+

Obr. 9: Metabolismus putrescinu u Gramnegativnich bakterii [50]



II. PRAKTICKA CAST



3 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodu Real Time-PCR pro hodnoceni
exprese genu adiA, tedy genu koédujiciho arginindekarboxylasu (enzym katalyzujici pie-
ménu L-argininu na agmatin) u Escherichia coli (gramnegativni bakterie).
Konkrétni cile:

— vypracovat literarni reSersi, ktera se bezprostiedné tyka daného tématu

— zavést metodu Real time-PCR pro detekci vybraného genu

— analyzovat genovou expresi relativni kvantifikaci

— V zavislosti na ¢asovych mozZnostech uskute¢nit dalsi experimenty s redlnymi vzor-

ky

— teorii, metodiku, vysledky experimentti a diskusi sepsat do formy diplomové prace



4 MATERIALY A METODIKA

4.1 Pristrojové vybaveni

Stolni centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko), centrifuga Hermlr z 100M, vortex-
BIOSAN (BioTech, Ceska republika), termocykler CFX 96 Real-time (BIO-RAD), analy-
tické vahy Kern KB800 (Kern, Némecko), elektroforéza horizontalni model 4 (OWL Sepa-
ration System Inc.), zdroj napéti MP3-300N (MAJOR SCIENCE), UV-Transiluminator
Syngene (Bioimagin, Incenius), mikrovinna trouba (Electrolux), chladnicka kombinovana
CSA 31020 (BEKO), dry block heating termostat Bio TDB-100 (BioTech, Ceské republi-
ka), box Aura PCR BIOAIR MP-300 N (MAJOR SCIENCE), autoklav Varioklav H+P SN
98681104 (VARIOKLAYV), PCR Tube Strips, Flat Cap Strips (BIO-RAD), Fotometr
TECAN Sunrise TW/TC (TECAN).

4.2 Chemikalie a kultiva¢ni média

4.2.1 Chemikalie

Agarosa Seakem LE Agarose (Lonza), primery — zasobni roztok 100 pmol.ul™ (SIGMA,
Aldrich), voda pro molekularn& biologické metody (SIGMA), 50x TAE pufr (2 mol.I"* Tris
baze, 0,05 mol.I" Na,EDTA, 1 mol.I" CH;COOH), 100 bp Marker DNA Ladder (Bio-
Labs), 10 mg.m™ ethidium bromid (SERVA), tris HCl (SERVA), 6x nanaseci pufr (loa-
ding buffer), 100x MEM vitamins, PAA Laboratories GmbH, Fast Start Universal SYBR
Green Master (Rox), Go Taq®, Hot Start Green Master Mix (Promega), High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche), High Pure RNA Isolation Kit (Roche).

4.2.2 Kultiva¢ni média

4.2.2.1 Minerdlni médium s piidavkem glukosy a smési vitaminii

100 ml mineralniho média se sklada z:1 g glukosy, 1 ml roztoku vitamind, 8 ml roztoku
KH,P0,.12H,0 (23,9 g.I'"), 2 ml roztoku Na,HPO, (9,078 g.I"), 1 ml roztoku NH,CI
(30 g.I"), 1 ml roztoku MgSQ,.7H,0 (10g.I"), 1 ml roztoku Fe(NH,).(SO4),.6H,0, 1 ml
roztoku CaCl,.H,0 (3 g.I"), 0,1 ml roztoku stopovych prvki a 85 ml destilované vody.



4.2.2.2 Masopeptonovy bujon

Masopeptonovy bujon se sklada z roztoku NaCl (3 g.I™"), masového extraktu (3 g.1™) a pep-
tonu (5 g.I™).

4.2.3 Bakterialni kmen

K nasledné izolaci bakterialni RNA a DNA (viz kapitola 4.3 a 4.6) byla vybrana
z gramnegativnich bakterii, bakterie Escherichia coli CCM 3954 z ¢eledi Enterobacteria-
ceae, ktera byla ziskana ze sbirkového kmene mikrobiologické laboratote Ustavu inze-
nyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi fakulty technologické (UIOZP FT), kde je dlouhodobg

uchovéana pii teploté -80 °C.

4.3 Izolace bakterialni DNA

DNA byla izolovana pomoci komeréni sady High Pure PCR Template Preparation Kit od

firmy Roche dle ptfiloZeného navodu:

200 pl bakterialni kultury bylo centrifugovano pii 7715 RPM po dobu péti minut. Centri-

fugovana bakterialni kultura byla rozsuspendovana v pufrovaném fyziologickém roztoku.
Bylo pfidano 5 pl lysozymu (10 mg.ml™), obsah byl jemn& zamichan a 15 minut inkubo-
van pii teploté 37 °C.

Poté byla pfidana smés slozena z 200 ul vazebného pufru a 40 pl Proteinasy K, kterd byla
promichana pomoci vortexu a temperovana po dobu 10 minut v termostatu pii teploté

70 °C.
Po temperaci bylo pfidano 100 pl isopropanolu a smés byla promichéana, ¢imz doslo k vy-
srazeni bakteridlni DNA.

Poté byla smés nanesena na vazebnou kolonku, kterd byla vlozena do sbérné¢ zkumavky.

Kolonka se sbérnou zkumavkou byla centrifugovana po dobu 1 minuty pii 12 400 RPM.
Nasledovala purifikace a vymyvani.

Obsah sbérné zkumavky byl odstranén a kolonka s filtrem vlozena do nové mikrozkumav-
ky. Bylo ptidano 500 pul specialniho pufru na odstranéni inhibitori a smés byla centrifugo-
vana po dobu 1 minuty pii 12 400 RPM.



Obsah sbérné zkumavky byl opét odstranén, vazebna kolonka vlozena do nové sbérné
zkumavky. Bylo ptidano 500 pl promyvaciho pufru a probéhla centrifugace po dobu 1 mi-
nuty pii 12 400 RPM.

Ptedesly krok byl znovu zopakovan.

Po odstranéni sbérné zkumavky byla provedena centrifugace po dobu 10 sekund pii maxi-

malnich otackach.

Kolonka s filtrem byla umisténa do nové zkumavky, do stiedu kolonky bylo pfidano
200 pl eluéniho pufru predehiatého na teplotu 70 °C elu¢niho pufru, aby doslo k vyvazani
DNA z kolonky centrifugaci do ¢isté sbérné kolonky. Centrifugace probihala po dobu
1 minuty pti 12 400 RPM a byla provedena po 15 minutach inkubace vzorku pti pokojové
teploté.

Vyslednym produktem byla izolovand DNA, které byla skladovana pfi teplotach -15 °C az
-25 °C.

Kontrola kvality vyizolované bakterialni DNA byla provedena pomoci metody agarosové

gelové elektroforézy (viz kapitola 5.1).
4.3.1 Primery —navrh

4.3.1.1 Primery pro detekci genu adiA

Sada primert pro detekci genu adiA kodujiciho enzym arginindekarboxylasu navrzena
Wunderlichovou et al. (2013) [50] byla nevhodna, jelikoz méla pftili§ dlouhé amplikony
pro metodu Real time-PCR. Z literarni reserSe byl nalezen ¢lanek autorti Baez et al. (2009)
[51], ktery ve své praci pouzival sadu primerd 1F+1R viz Tab. 2 vhodnou k detekci adiA u
E. coli. Jelikoz z literarni reSerSe byla vybrana jen jedna sada, byly vybrany v programu
Blast na zakladé nukleotidové sekvence genu adiA a dalsich pozadavkl na primery viz
kapitola 2.2 dalsi dvé sady 2F+2R a 3F+3R viz Tab. 3. Pro detekci tohoto genu byly testo-
vany vSechny tfi vySe uvedené sady primeri: 1R+1F, 2R+2F a 3R+3F.



Tab. 2: Sekvence sady primerd 1F+1R pro detekci genu adiA

Oznaceni primeru | Sekvence Tm D¢élka amplikonu (bp)
°O)
1F+1R F AAATATGCCGCACGCGTA | 59,06 | 101
TT

R TTATCGGTCATGCAAGCCT | 58,33
G

Tab. 3: Sekvence sad primera 2F+2R a 3F+3R pro detekci genu adia

Oznaceni primeru | Sekvence Tm Délka amplikonu
°C) | (bp)
2F+2R F GCATAGATCGGGTTGAAAC | 56,98 | 100
G

R ATAACGCTAAAGAAGCGC | 56,62
AG

3F+3R F TAGTGATCGGCATAGATCG | 56.41 | 140
G

R GTGACCAACTGCACCTATG | 57,53
A

4.3.1.2 Primery pro detekci referencnich genii

Pro referencni geny je charakteristicka jejich konstantni exprese, proto jsou vhodné jako
interni kontrola. Jako referen¢ni gen byl vybran v diplomové praci Marsalkové (2014) [52]
na zaklad¢ detekce PCR gen gapA, kodujici enzym glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasu
(GADPH), enzym glykolytické drahy. Pro detekci genu gapA byla navrzena jedna sada

primert viz Tab. 4.



Tab. 4: Sekvence sady primerd F+R pro detekci genu gapA

Oznaceni primeru | Sekvence m Délka amplikonu
°C) | (bp)
F ACTTCGACAAATATGCTGG | 56,50 | 215
C
R CGGGATGATGTTCTGGGAA | 56,81 | 215

4.3.2 Primery — potvrzeni funk¢nosti

Nejprve probehlo teoretické testovani primerd; k tomuto byl vyuzit pocitatovy software
Primer blast, ktery potvrdil, ze cilovou bakterii vSech tii sad primert (1F+1R, 2F+2R a
3F+3R) je E. coli. Pro prakticky test primert byl pouzit sbirkovy kmen E. coli CCM 3954.

Z téchto bakterii byla za pouziti izolacniho kitu izolovana DNA, nasledovalo provedeni

klasické PCR s detekci amplikonil v agarosovém gelu.




4.4 Klasicka PCR

V piipad¢ ptipravy reakéni smési pro PCR bylo postupovano dle doporuceni vyrobce pou-

zité komeréni sady Master MIX (GoTaq Hot Start Green Master Mix Promega):

Na jednu reakci byly pouzity nasledujici slozky: 12,5 ul Go Taq Hot Start Green Master

Mix Promega, 9,5 pl vody, 1 ul kédujiciho (Forward) primer (20 pmol.I""), 1 pl antikédu-

jiciho (Reverse) primer (20 pmol.I'") a 1 ul DNA. Objem celé smési byl 25 pl.

Detekce vyslednych amplikont byla provedena pomoci agarosové gelové elektroforézy.

Tab. 5: Teploty a doba trvani jednotlivych krokii PCR

Krok Pocet opako- | Teplota Cas
vani ©C) (min)
Q)
1. Pocatecni denaturace 1 94 3
2. Prodluzovani fetézce Denaturace 35 94 0,5
Navazani prime- 58,8, 575,|1
ru* 55,8
Elongace 72 1
3. Amplifikace a chlazeni 1 72 10

* Byly zvlast’ testovany tfi rizné teploty annealingu:

4.5 Agarosova gelova elektroforéza

58,8 °C; 57,5 °C; 55,8 °C

1 % agarosovy gel byl pfipraven navazenim 1 g agarosy do Erlenmayerovy baiiky, ke které

bylo pfiddano 100 ml 1XTAE pufru. Suspenze byla rozpusténa v mikrovinné troubé. Po

vyjmuti z mikrovlnné trouby byla smés ochlazena pii pokojové teploté na 55-60 °C. Na-

sledné bylo pfidano 2 pl barviva ethidium bromidu. Ochlazeny agarosovy gel byl poté nalit

do formy pro pfipravu geli a okamzité byl do né&j vlozen elektroforeticky hieben. Tuhnuti

agarosového gelu probihalo po dobu zhruba 30-60 minut pti pokojové teploté. Po ztuhnuti

byl hieben vyndan a forma s pfipravenym gelem umisténa do elektroforetické vany.




Do elektroforetickych drah byly postupné aplikovany DNA standardy (markery) moleku-

lové hmotnosti a nezndmé vzorky.

Elektroforéza DNA na agarosovém gelu byla provedena v horizontalnim uspoiadani s vyu-
zitim systému, na zdroji byla nastavena konstantni hodnota napéti 100 V. Elektroforéza
byla ukoncena, jakmile detek¢ni barvivo urazilo vzdalenost odpovidajici % délky gelu. Po
ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetické vany a umistén na plochu UV-
transiluminatoru, nasnimam digitalni kamerou s vysokym rozliSenim a vyhodnocen pomo-
ci softwaru. Molekuly DNA s interkalovanym fluorescenénim barvivem pod zdrojem UV

zateni v transiluminatoru intenzivné fluoreskuji.

4.6 Izolace bakterialni RNA

RNA byla izolovana pomoci komeréni sady High Pure RNA Isolation Kit od firmy Roche

dle pfilozeného navodu:

Do centrifugaéni zkumavky bylo napipetovano cca 4 ml bakterialni kultury. Zkumavka
byla centrifugovana pii 10 000 RPM po dobu 10 minut, supernatant byl odlit a poté byla
bakterialni kultura suspendovéana v 200 ul 10 mmol.1™ TE pufru o pH 8 tak, aby nevytvéie-
la zadné shluky.

K smési byly ptidany 4 ul lysozymu a zkumavka byla inkubovana pii 37 °C 10 minut. Da-
le bylo ptidano 400 pl vazebného pufru, smés byla promichana pomoci vortexu a nanesena

na vazebnou kolonku, ktera byla vloZena do sbérné zkumavky.

Kolonka se sbérnou zkumavkou byla centrifugovana po dobu 15 sekund pii 12 400 RPM,

aby doslo k navazani RNA na kolonku a roztok prosly kolonou byl odstranén.

Do mikrozkumavky bylo pfidano 90 ul inkuba¢niho pufru (DNase Incubation Buffer) a
10 pl Dnase | (deoxyribonukleasa 1) a tato smés byla nanesena do stfedu vazebné kolonky

a inkubovéna byla 60 minut pfi teploté 15 az 25 °C.
Nésledovala purifikace a vymyvani.

Do vazebné kolonky bylo pfidano 500 pl promyvaciho pufru, kolonka byla centrifugovana
po dobu 15 sekund pii 12 400 RPM. Obsah sbérné kolonky byl odstranén. Tento krok byl
znovu zopakovan s 500 ul promyvaciho pufru. Kolonka byla opét centrifugovana pti
12 400 RPM po dobu 15 sekund. Obsah sbérné kolonky byl opét odstranén.



Bylo napipetovano 200 pl promyvaciho pufru. Kolonka byla centrifugovana po dobu

2 minut maximalni rychlosti, aby doslo k odstranéni veskerého promyvaciho pufru.

Kolonka s filtrem byla pfendana do nové 1,5ml sbérné zkumavky, do stfedu kolonky bylo
napipetovano 50 ul elu¢niho pufru, aby doslo k vyvazani RNA z kolonky centrifugaci do
Cisté sbérné kolonky. Probéhla centrifugace 1 minutu pii 12 400 RPM.

Vyslednym produktem byla izolovand RNA, ktera se poté skladovala pfi teploté -80 °C.

4.7 Kontrola Cistoty a stanoveni koncentrace izolované RNA

4.7.1 Spektralni stanoveni RNA

Bylo odebrano 2 ul z celkové vyizolované RNA a méfeni bylo provedeno na piistroji fo-
tometr TECAN Sunrise TW/TC (TECAN) proti eluénimu pufru (slepy vzorek). Na piistro-
ji byla odeCtena hodnota Azso/Azgy (posouzeni Cistoty RNA) a koncentrace RNA

(v ng.ul™).

4.8 Prepis reverzni RNA na cDNA

Vyizolovand RNA byla ptepsana pomoci komeréni sady Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche) dle prilozeného navodu:

Byla piipravena smés RNA a primert, na jednu reakci bylo pouzito 2 pl Random Hexamer

Primer (600 pmol. ul'l) a 11 pl vyizolované RNA.
Smeés byla promichéna a vlozena do termocykleru po dobu 10 minut pti 65 °C.

K smési byly pfidany 4 pl Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer (5%), 0,5 pl
Protector RNase Inhibitor (40 U.ul™), 2 pl Deoxynucleotidemix (1 mmol.I"* kazdého deo-
xynukleotidu) a 0,5 pl Transkriptor Reverse Transkriptase (20 U. pl‘l). Objem celé¢ smési
byl 20 pl.

Smés byla jemné promichana, centrifugovana a vlozena do termocykleru po dobu 10 minut

pii 25 °C a poté 30 min pii teploté 55 °C.

Pro inaktivaci Transcriptor Reverse Transcriptase byla smés inkubovana pfi teploté 85 °C

po dobu 5 minut.



Vysledna cDNA byla skladovana pfi teploté v rozmezi -15 az -25 °C.

Kontrola vytézku a Cistoty piepsané cDNA byla provedena pomoci spektralniho stanoveni
na pristroji fotometr TECAN Sunrise TW/TC (TECAN) proti Transcriptor Reverse

Transcriptase Reaction Bufer (kontrola).

4.9 Kultivace E.coli CCM 3954 v riiznych ¢asovych intervalech

Po rozmrazeni bylo z bakterialnich bun€k suspenze této bakterie preneseno 100 pl do 5 ml

sterilniho masopeptonového bujonu.

Smés byla promichana na vortexu a kultivovana v termostatu pii teploté 37 °C za intenziv-

niho tfepani po dobu 24 hodin.

Po 24 hodinové inkubaci bylo dvakrat pfeockovano 1 ml narostlého inokula do 9 ml mine-

ralniho média s glukosou, kdy kultivace probihala po dobu 48 hodin pfi teploté 30 °C.

Z pripravené suspenze bylo odebrano 5 ml vzorku, ktery byl pfidan do 45 ml sterilniho
masopeptonového bujonu. Smés vzorku a bujonu 0 objemu 50 ml se nechala kultivovat
v ¢asovém intervalu: 0, 6, 12, 24, 30 a 36 hodin. Po kazdém ¢asovém intervalu prob&hla
10 minutova centrifugace pii maximalnich otackach. Poté byl supernatant odstranén a pe-

letka zmraZena pfi teploté -20 °C a pouzita k izolaci RNA.

Ze zbylych 5 ml suspenze bylo odebrano 500 pl, které byly pouzity k naslednému desitko-
vému fed&ni. V Easovém intervalu 0 bylo fedéni 10* a 10, pro ostatni asové intervaly
fedéni 10°a 107. Z jednotlivych fedéni bylo napipetovano 100 ml na dvé Petriho misky
S agarem a rozetieno po povrchu agaru sterilni hokejkou. Naockované misky byly kultivo-
vany v termostatu pfi teploté 37 °C obracené dnem vzhuru. Po 24 hodinové kultivaci byly

odecteny narostlé kolonie.
4.10 Kultivace E. coli CCM 3954 v mléce s/bez aminokyselin

Vzorek: 3,5 % plnotu¢né mléko

Bylo napipetovano 100 pl bakterialni suspenze E.coli do 5 ml sterilniho masopeptonového

bujoénu.

Smés byla promichéna na vortexu a kultivovana pfi teploté 37 °C za intenzivniho tfepani

po dobu 24 hodin.



Po 24 hodinové inkubaci byla kultivace ukoncena a bylo pieockovano 5 ml narostlého ino-

kula do 45 ml mineralniho média s glukosou.

Vzorky byly rozdéleny do 8 plastovych zkumavek po ¢tyfech do dvou skupin. V jedné
skupin¢ byly bakterie s 45 ml mléka s ptfidavkem aminokyselin (0,2 % L-argininu,

L-ornitinu) a v druhé s 45 ml mléka bez pfidavku aminokyselin.

Poté probihala kultivace vzorkli 48 hodin pfi teploté 30 °C. Po 48 hodinové kultivaci bylo
odebirano 5 ml vzorku mléka s piidavkem aminokyselin a 5 ml mléka bez pfidavku ami-
nokyselin v ¢asovych intervalech: 0, 6, 12, 24, 30 a 36 hodin. VVzorky byly 10 minut centri-
fugovany pii maximalnich otaCkach, zbyly roztok odstranén a vzorky zmrazeny pfi teploté

-20 °C a pouzity k nasledné izolaci RNA.

4.11 Real time-PCR

V ptipadé pripravy reakéni smési pro Real time-PCR bylo postupovéano dle doporuceni
vyrobce pouzité komeréni sady Fast Start Universal SYBR Green Master (Rox) od firmy
Roche.

V ptipadé, ze byla komplementarni cDNA zmraZena, byla ponechédna pii pokojové teploté,
aby roztala a nasledné byla jemné promichana za pomoci pipety. V boxu byla napipetova-
na na 96 jamkovou mikrodesticku pfedem piipravena reakéni smés, ktera se skladala
z 12,5 pl Fast Start Universal SYBR Green Master (Rox), 9,5 ul vody, 0,25 ul koédujiciho
(Forward) primer (30 pmol.I'"), 0,25 ul antikédujiciho (Reverse) primer (30 pmol.l™") a
2,5 ul DNA. Objem celé smési byl 25 ul. Jako negativni kontrola byla pouzita reakcni
smés obsahujici predeslé reakéni slozky bez DNA (misto ni bylo pipetovano 2,5 ul PCR
H.0). Mikrodesicka byla nasledné zapeceténa specialni folii a pfenesena do podavace ter-

mocykleru s programem sumarizovanym v Tab. 6:



Tab. 6: Reak¢ni podminky Real time-PCR

Krok Pocet opakovani | Teplota | Cas
) (°C) | (min)
1. Pocatecni denaturace 1 95 3
2. Prodluzovani retézce Denaturace 95 0,5
Navazani primeru 57,5 0,5
44
Elongace 70 0,5
3. Kiivka tani 50-95 |-
4. Zavérecna amplifikace 1 72 )

-teplota zvySovana kazdé 0:05 sekundy o 0,5 °C

Jako referencni gen byl zvolen: gapA (gen koédujici glyceraldehyd 3-fosfatdehydrogenasu)

Jako gen cilovy byl zvolen: adiA (gen kodujici arginindekarboxylasu, viz obr. 9)




5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kontrolaizolace DNA

Jelikoz nebyl Vv pocatcich této experimentalni diplomové prace K dispozici pfistroj
TECAN, ktery by posoudil kvalitu izolované DNA pomoci komer¢ni sady High Pure PCR
Template Preparation Kit, byly prvni pokusy izolované DNA kontrolovany/ovéfovany
elektroforetickou separaci v 1 % agarosovém gelu v prostiedi TAE pufru (postup dle kapi-
toly 4.5 Agarosova gelova elektroforéza). Do jednotlivych jamek byly nanaseny jednotlivé
vzorky (viz obr. 10), do prvni a ¢tvrté jamky gelu byly naneseny Markery 100 bp DNA
LEADER Biolab, vdruhé a tfeti jamce se nachazi vyizolovana fluoreskujici DNA
z gramnegativni bakterie E. coli. DNA je vizualizovana po obarveni ethidium bromidem na
UV transiluminatoru. Z obrazku je patrné, ze se DNA podafilo izolovat (na gelu v draze ¢.
2 a 3 jsou viditelné dva prouzky). Pokud by misto prouzku byla ,,Smouha“ znacilo by to, Ze

DNA byla degradovéana.

Obr. 10: Izolovana DNA z E. coli



5.2 Ovéfeni funkénosti navrZzenych primeri klasickou metodou PCR, velikosti am-

plikonu, vybér vhodné sady primeru a teploty annealingu pro gen adiA

Jak jiz bylo uvedeno, primery navrzené V praci Wunderlichova et al. (2013) [50] byly ne-
vhodné, jelikoz mély pfili§ dlouhé amplikony (délka amplikonu okolo 500 bp) pro metodu
Real time-PCR. Pro detekci vybraného genu adiA byla ovéfena funkénost tii sad vybra-
nych primerd 1F+1R, 2F+2R a 3F+3R klasickou metodou PCR za podminek reakce viz
Tab. 5. Nejdiiv bylo potfeba primery otestovat na DNA E. coli. Proto bylo potieba ozivit
bakterie E. coli, izolovat z nich DNA a vyuzit klasickou PCR, kdy PCR-produkty byly
elektroforeticky rozdéleny v 1 % agarosovém gelu a vizualizovany pomoci UV transimula-
toru. Vhodna délka amplikonu pro metodu Real time-PCR s vyuzitim fluorescenéniho bar-
viva SYBR GREEN | je 80-250 bp [53, 54, 55]. Testovany byly vSechny tfi navrzené sady
primert s teplotami annealingu: 55,8 °C, 57,5 °C a 58,8 °C. Z obr. 11 je patrné, Ze navrze-
na sada 3F+3R je pro nase experimenty nevhodnd, protoze pfi jejich pouziti, nebyl zazna-
menan zadny produkt ani pii jedné z testovanych teplot. Naopak, jako uspésna sada prime-
ri byla oznacena sada 2F+2R s teplotou annealingu 57,5 °C. Divodem je nejen vhodna
délka amplikonu ptiblizné¢ 100 bp, ale taky to, ze PCR-produkt sviti na gelu nejostieji a
teplota 57,5 °C je vhodna nejenom pro primery detekujici adiA, ale i pro sadu primert,

ktera detekuje gapA.

Obr. 11: Ovéfeni funk¢nosti primerd, velikosti amplikonti a vybér vhodné teploty annea-

lingu
1-Marker molekulovych hmotnosti, 2-primer adiA (1F+1R) pii T=58,8 °C, 3-primer adiA
(2F+2R) pii T=58,8 °C, 4- primer adiA (3F+3R) pii T=58,8 °C, 5-primer gapA (F+R) pfi
T=58,8 °C , 6-primer adiA (1F+1R) pti T=57,5 °C, 7-primer adiA (2F+2R) pti T=57,5 °C,



8-primer adiA (3F+3R) piti T=57,5 °C, 9-primer gapA (F+R) pii T=57,5 °C,
10-primer adiA (1F+1R) pii T=55,8 °C, 11-primer adiA (2F+2R) pti T=55,8 °C, 12- pri-
mer adiA (3F+3R) pii T=55,8 °C, 13-primer gapA (F+R) pii T=55,8 °C, 14-Marker mole-
kulovych hmotnosti (100 bp)

5.3 Real time-PCR

Po stanoveni poctu kolonii E. coli (viz Tab. 6), izolaci RNA z E. coli, piepisu RNA do
molekuly cDNA, kontroly Cistoty a koncentrace RNA (viz Tab. 7) a piepsané cDNA (viz
Tab. 8) a Gispé$né volb¢ primert (2F+2R) s vybranou teplotou 57,5 °C doslo k samotnému

méfeni metodou Real time-PCR.

Pomoci Real time-PCR byla sledovana relativni genova exprese genu adiA u bakterie E.
coli v zavislosti na kultivaénich podminkach. Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni
koncentrace DNA (1:10, 1:100 a 1:1000). Pozadavkem pro zminénou metodu je dostup-
nost reakénich smési vhodnych pro amplifikaci DNA fragmentl. V soucasné dob¢ nabizi
vyrobci nékolik reakénich smési tvorenych nékolika slozkami a je dulezité, aby tyto kom-
ponenty byly v reakci vyvazené. Tyto reakéni smési jsou poté uréené pro amplifikaci DNA
fragment metodou Real time-PCR v pfitomnosti fluorescenéniho DNA barviva nebo son-
dy.

V reakéni smési byl pouzit SYBR Green | (fluorescenc¢ni DNA barvivo, interkalaéni); pfi-
¢emz byla monitorovana fluorescence v jednotlivych cyklech gPCR. Vyhodou Real time-
PCR je také to, ze pokud je vyuzivan SYBR Green I, miZe byt snadno kontrolovano, jestli
Vv pribehu reakce nevznikaji nespecifické produkty (¢i dimery primeri). K této kontrole lze
vyuzit kfivku tani (melting curve), kterd vychazi z ptedpokladu, ze rizné PCR produkty

maji rizné teploty tani [30].



Tab. 7: Stanoveni po¢tu kolonii E. coli v riznych ¢asovych intervalech

Cas Redéni Pocet kolonii Pocet kolonii
(h) () ) (KTJ/ml vzorku)
0 10 4 4.10*
10° 1 1.10°
6 107 9 9.10°
10” 3 3.10’
12 10° 20 20.10°
10”7 4 4.10°
24 10° 8 8.10°
107 3 3.107
30 107 6 6.10°
10”7 2 2.10’
36 10° 5 5.10°
10”7 2 2.10’

Byl stanovovan pocet kolonii E. coli v riznych ¢asovych intervalech, aby se zjistilo, zda
pocty kolonii koresponduji s vysledky exprese. Z Tab. 7 lze vidét, Ze nejvétsi pocet kolonii
byl zaznamenan po 12 hodinové kultivaci, jelikoz bakterie mély dostatek zivin k expresi
genu adiaA. Méfeni rustu bakterii probéhlo jednou z variant kultiva¢ni metody tzv. plotno-
vou metodou v riznych ¢asovych intervalech. Mnozeni bakterii souvisi s ristovou kiivkou.
V pozdé¢jsich casovych intervalech po 24, 30 a 36 hodinach pocet kolonii klesal, protoze
dochazelo k vyCerpani zivin a k inhibici zplodinami a tim padem k autolyze bunky. Také

se ukazalo, Ze ¢im vic vzorek byl nafedén, tim byl pocet kolonii mensi.




Tab. 8: Kontrola Cistoty a stanoveni koncentrace izolované RNA

Cas (h) Koncentrace (ng.ul™) Cistota (Azs0/Aago)
0 28,60 1,08
6 19,36 1,30
12 158,32 1,13
24 46,64 1,05
30 128,00 1,58
36 32,72 1,27

Tab. 9: Kontrola ¢istoty a stanoveni koncentrace piepsané CDNA

Cas (h) Koncentrace (ng/pl) Cistota (Aze0/Aago)
0 2657,40 1,80
6 2740,70 1,79
12 2958,70 1,80
24 2319,20 1,78
30 2364,40 1,79
36 912,20 1,83

Dalsim krokem pro tuspésnost reakce Real time-PCR byla izolace RNA i cDNA
Vv dostacujici kvantité (koncentrace) a kvalité (Cistota). Pti izolaci RNA bylo postupovano
dle doporuceni vyrobce pouzité komercni sady High Pure RNA Isolation Kit a pii piepisu
(transkripci) RNA do cDNA pomoci komercni sady Transcriptor First Strand cDNA Syn-
thesis Kit.

Hlavnim problémem u izolace RNA je pfitomnost inhibitord pfedev§im ribonukleas
(RNas), viz nize. Pfitomnost inhibitorti poté ovlivituje aktivitu reversni transkriptasy nebo
polymerasy a tim i spolehlivost celé reakce, proto bylo dulezité pracovat v rukavicich a

pouzivat sterilni zkumavky a pipety. Vzorky piepsané cDNA mohou byt snadno ovlivnény




kontaminanty. Tyka se to vzorku, které nebyly ptfecistény od reakénich komponent, proto
se vyuziva purifikacnich kolonek nebo musi byt dostate¢né nafedény vodou.

Kvalita a kvantita izolované RNA a cDNA byla zkontrolovana fotometricky.

Pii méfeni Cistoty RNA plati: A (260 nm)/A (280 nm) = 2,0 ¢ista RNA, A (260 nm)/A
(280 nm) < 2,0 znecisténa RNA.

Pfi méfeni Cistoty CDNA plati: A (260 nm)/A (280 nm) € (1,7; 1,8) Cista cDNA,
A (260 nm)/A (280 nm) < 1,7 znecisténa cDNA a u A (260 nm)/A (280 nm) > 1,9 cDNA
znecistena RNA. Pomeér absorbanci 260/280 mensi nez 1,75 sv&dci pro obsah kontaminuji-
cich bilkovin.

Doporugena koncentrace RNA by se méla pohybovat okolo 40 ng.ul™ a koncentrace cD-
NA 50 ng.ul™ [56].

Z Tab. 8 pfi kontrole Cistoty a stanoveni izolované RNA je patrné, Ze ani u jednoho vzor-
ku nebylo pozadované Cistoty dosazeno a koncentrace jen pii odbéru vzorkt po 12, 24 a 30
hoding, ale tyto hodnoty nehrajou tak dulezitou roli, jelikoz doporuc¢ené hodnoty jsou pou-
ze orientacni a pfi prubéhu reakce Real time-PCR se pracuje az s prepsanou cDNA. Po
prepisu RNA na cDNA z Tab. 9 lze vidét, Ze pozadované Cistoty a koncentrace bylo dosa-

zeno. Tato prepsand cDNA byla nasledné pouzita jako matrice pro Real time-PCR

Samotna metoda Real time-PCR byla tedy provedena v 96-ti jamkovych destickach, kdy

uroven fluorescence byla zaznamenana v jednotlivych jamkach, v jednotlivych cyklech.

Pro kazdy vzorek je kone€nym vystupem amplifikacni kiivka. Na zaklad¢ dané prahové
hodnoty pro kazdou amplifika¢ni kiivku byl uréen bod C; Z C; hodnoty v zavislosti na po-
uzité sérii vzorki s desitkovym fedénim byla vytvofena tzv. standardni kfivka pro kazdy
odbérovy ¢as. Pomoci hodnot sklonu kiivky byla vypocitana G€innost reakce, jak jiZ bylo

uvedeno viz kapitola 2.7.7 dle vzorce:

E=10" 1/smernice

Naslednym odeétenim Cisla jedna a vynasobenim 100x byla ziskana hodnota efektivity

reakce v % viz Tab. 11, 13, 15,17, 19 a 21.

Ze ziskanych C; hodnot v dubletech (jeden vzorek ve dvou reakcich) byla vypocitana geo-
metrickym primérem C; hodnota pro vypocet efektivity a to jak pro gen adiA, tak pro gen

gapA v raznych odbérovych ¢asech viz Tab. 10, 12, 14, 16, 18, 20 a byly vytvofeny stan-



dardni ktivky pro jednotlivé odbérové Casy (0, 6, 12, 24, 30 a 36 hodin), viz Obr. 12-Obr.

17.
Tab. 10: C; hodnoty pro gen gapA a gen adiA v odbérovém ¢ase 0 hodin
Redéni Gen gapA Gen adiA
Ci Ct
) )
1:1 25,77 31,58
1:10 27,09 34,06
1:100 31,55 39,24
1:1000 34,05 -

Z Tab. 10 lIze vy¢ist, Ze v piipadé¢, kdy byla DNA nafedéna v poméru 1:1000, nebylo moz-
no jiz detekovat hodnotu Ct pro adiA. Z tohoto diivodu byla i relativni exprese (R) stano-
vena pouze pro nefedénou DNA (1:1) a DNA fedénou 1:10 a 1:100.

ct (')
45,0 ~ y=-3,83x+31,13

R?=0,9602

— T

y =-2,93x + 25,22
R?=0,963

40,0 -
35,0 -
30,0 A
25,0 1 @ gapA
20,0 ~ ® adiaA
15,0 -
10,0 -

5,0 -

0,0 T T T T T T 1

-3,5 -3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 log ¢

Obr. 12: Standardni kiivka v odbé&rovém &ase 0 hodin



Tab. 11: Efektivita reakce v odbérovém ¢ase 0 hodin

Gen Sklon kiivky Hodnota efektivity | Efektivita
Q) ) (%)
gapA 2,93 2,19 119
adiA 3,83 1,82 82
Tab. 12: C; hodnoty pro gen gapA a gen adiA v odbérovém ¢ase 6 hodin
Redéni Gen gapA Gen adiA
Ct Ct
) Q)
1:1 23,51 21,06
1:10 24,82 24,19
1:100 28,69 27,27
1:1000 32,65 30,81
ct (')
350 - y =-3,233x + 20,983
R?=0,9989
30,0 -
25,0 -
20,0 -
y =-3,1294x + 22,725 ¢ gapA
15,0 - R*=0,9596 m adiA
10,0 -
50 -
0,0 T T T T T T 1
-3,5 3 2,5 2 1,5 1 -0,5 0
log c

Obr. 13: Standardni kiivka v odbérovém &ase 6 hodin



Tab. 13: Efektivita reakce v odb&rovém &ase 6 hodin

Gen Sklon kiivky Hodnota efektivity | Efektivita
) ) (%)

gapA 3,23 2,04 104

adiA 3,13 2,09 109

Tab. 14: C; hodnoty pro gen gapA a gen adiA v odbérovém ¢ase 12 hodin

Redéni Gen gapA Gen adiA
Ci Ci
) )
11 23,92 21,63
1:10 25,42 24,30
1:100 29,11 27,49
1:1000 32,15 31,04
ct (')
35,0 - y =-3,1435x + 21,403
R? = 0,9961
30,0 -
25,0 -
20,0 - y =-2,8376x + 23,397
150 - R =0,9759 * gapA
W adiA
10,0 -
50 -
0,0 T T T T T T 1
3,5 3 2,5 -2 1,5 1 0,5 0
logc

Obr. 14: Standardni kiivka v odb&érovém c¢ase 12 hodin




Tab. 15: Efektivita reakce v odb&rovém dase 12 hodin

Gen Sklon kiivky Hodnota efektivity | Efektivita
Q) ) (%)
gapA 3,14 2,08 108
adiA 2,83 2,25 126
Tab. 16: C; hodnoty pro gen gapA a gen adiA v odbérovém case 24 hodin
Redéni Gen gapA Gen adiA
Ct Ct
Q) )
1:1 19,5 18,5
1:10 21,83 23,33
1:100 25,52 27,36
1:1000 28,94 30,45
ct (')
35,0 -
y =-3,988x + 18,928
30,0 R? = 0,9906
25,0 -
| y =-3,201x + 19,146
200 R? = 0,9917 ¢ gapA
15,0 - madiA
10,0 -
50 -
0,0 T T T T T T 1
-3,5 3 -2,5 2 1,5 1 0,5 0 logc

Obr. 15: Standardni kiivka v odbérovém c¢ase 24 hodin




Tab. 17: Efektivita reakce v odb&rovém dase 24 hodin

Gen Sklon kiivky Hodnota efektivity | Efektivita
Q) ) (%)
gapA 3,20 2,05 105
adiA 3,99 1,78 78
Tab. 18: C; hodnoty pro gen gapA a gen adiA v odbérovém ¢ase 30 hodin
Redéni Gen gapA Gen adiA
Ct Ct
Q) )
1:1 26,05 30,43
1:10 28,41 32,07
1:100 31,62 35,62
1:1000 34,45 36,29
ct (')
40,0 - y =-2,8426x + 25,87
35,0 - r\RZ;L
30,0 - \
25,0 -
=-2,11x + 30,43
20,0 - N = ooats ¢ gopA
W adiA
15,0 -
10,0 -
50 -
0,0 T T T T T T 1
-3,5 3 -2,5 2 1,5 1 -0,5 0
log c

Obr. 16: Standardni kiivka v odbérovém c¢ase 30 hodin




Tab. 19: Efektivita reakce v odb&rovém &ase 30 hodin

Gen Sklon kiivky Hodnota efektivity | Efektivita
() 0 (%)

gapA 2,11 2,98 198

adiA 2,84 2,25 125

Tab. 20: C; hodnoty pro gen gapA a gen adiA v odbérovém c¢ase 36 hodin

Redéni Gen gapA Gen adiA
Ct Ct
() ()
1:1 25,97 23,90
1:10 28,69 27,38
1:100 32,00 30,21
1:1000 34,79 33,42
ct (')
40,0 -
| y =-2,9784x + 25,896
35,0 R?=0,9986
30,0 -
25,0 -
y =-3,1399x + 24,021 & gapA
20,0 1 R =0,9986 _
H adiA
15,0 -
10,0 -
5,0 -
0,0 T T T T T T 1
3,5 3 2,5 2 1,5 1 -0,5 0
log c

Obr. 17: Standardni kiivka v odbérovém c¢ase 36 hodin



Tab. 21: Efektivita reakce v odb&rovém dase 36 hodin

Gen Sklon kiivky Hodnota efektivity | Efektivita
0 0 (%)

gapA 2,98 2,17 117

adiA 3,14 2,08 108

Velice dulezitou soucasti pii relativni kvantifikaci je stanoveni efektivity reakce pro studo-

vany i referenéni gen (potieba hodnot E do vypoctu R; viz Obr. 19 a Tab. 21).

Pii idealni efektivité reakce 100 % (efektivita (E)=2) je hodnota sklonu ktivky rovna -3,32.
Rozdily v efektivité¢ mezi analyzovanymi vzorky vytvareji standardni kiivky s riznymi hodno-
tami sklonu. Ze ziskanych hodnot z tabulek a grafii vyplyva, Ze ani u jednoho vzorku se
nepodafilo dosahnout 100 % G¢innosti reakce. Ackoliv hodnoty blizici se ke 100 % , byly
pozorovany po 6 hodinové kultivaci. Obecné jsou povazovany za piijatelné efektivity
v rozmezi 90-110 %. OvSem plati, pokud je Gi¢innost vyrazné nizsi (napt. -3,6), Snizuje se
presnost kvantifikace, nebo naopak pokud je hodnota sklonu vyssi (napt. -3,2) indikuje to
nizkou kvalitu vzorku, ¢i problémy pii pfipravé reakce. Vypocitané hodnoty efektivity
byly geometricky zpimérovany, jak pro gen adiA, tak pro gen gapA. Primérna hodnota
efektivity pro gen adiA je 2,04 a pro gen gapA je 2,23. Z vysledki Ize uz posoudit, Ze

ucinnosti reakce bylo optimalné dosazeno a reakce je efektivni.

Mezi dalsi faktory, které mohly ovlivnit presnost reakce Real time-PCR patii: nepiesné

pipetovani, Spatné promichani, ¢i pfitomnost kontaminace.

Pritomnost nespecifickych produkti je kontrolovana pomoci kiivky tani viz Obr. 18. Kiiv-
ka tani ukazuje zménu intenzity fluorescence pfi riznych teplotach. Nespecifické produkty
maji obvykle teplotu tani niz8i nez specifické, také plati, ze pokud ma kiivka pouze jeden
vrchol, reakce je Cisté specifickd, pokud ma dva a vice vrcholli, znamena to, ze kromé spe-
cifickych produktli vznikaji také nespecifické. U specifickych produkti se teplota pohybu-
zeno, ze reakce je nejen efektivni, ale také i specifickd, protoze na kiivce neni zadny jiny

,nechtény* produkt.
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Obr. 18: Kfivka tani

Z C; hodnot byla vypocitana v zavislosti na kultiva¢nich podminkach relativni exprese v
raznych ¢asech 6, 12, 24, 30 a 36, kdy byla sledovana zména exprese genu adiA.
K vypoctu zmény genové exprese byla pouzita Pfafflova metoda viz kapitola 2.77, ktera
kombinuje kvantifikaci a soucasné normalizaci do jediného vypoctu. Vysledky tohoto vy-
poctu sumarizuje tabulka 22.



Tab. 22: Hodnoty relativni exprese genu adiA vypocitané metodou dle Pfaffla

Cas Redéni R

(h) Q) Q)

6 1:1 461
1:10 283
1:100 876

12 1:1 829
1:10 811
1:100 2319

24 1:1 21
1:10 11
1:100 12

30 1:1 3
1:10 21
1:100 20

36 1:1 326
1:10 463
1:100 1066




Vyhodnoceni genové exprese v zavislosti na kultiva¢nich podminkach v kultiva¢nim

médiu

2400 -
2200 -
2000 -
1800 -
1600 -
1400 -

e 1200 - —o—fedéni 1:1
1000 - ——Fedéni 1:10

800 - Fedéni 1:100
600 -
400 -
200 -

O' - [ 4

0 6 12 18 24 30 36
€as [h]

Obr. 19: Zména exprese genu adiA u E. coli CCM 3954 v zavislosti na délce kul-

tivace (v kultiva¢nim médium)

Z obr. 19 je patrné, Ze nejvyssi relativni exprese bylo dosazeno (pii vSech fedénich DNA —
1:1, 1:10, 1:100) po 12h kultivaci E. coli v kultivaénim médiu s pfidavkem aminokyseliny
L-argininu, pii fedéni DNA 1:100. Rozdily v expresi byly pozorovany v souvislosti
s fedénim DNA ptitomné v roztoku. Pii fedéni 1:100 byla exprese nejvyssi ve vSech ca-
sech (s vyjimkou 24 h). Po 24 h kultivaci relativni exprese zna¢né klesa a po 36h kultivaci
dochdzi k opétnému riistu. Pricinou mize byt fakt, Ze v 24 h bakterii dochazi Ziviny; narist
expresev 36. hodiné by se dal vysvétlit moznou autolyzou bakterii, kdy dochézi
k rozkladnym procesim (moznému uvolnéni aminokyselin) a bakterie ¢erpaji ziviny praveé
z téchto procest (dochazi i ke zméné exprese genu adiA). Vysvétlenim proc je zaznamena-
na nejvyssi exprese praveé pii fedéni 1:100 miize byt to, Ze ¢im vic se fedi DNA, tim méné

pusobi PCR inhibitory.



Sledovani exprese genu adiA v mléce v zavislosti na délce kultivace E. coli CCM3954

Po vyhodnoceni genové exprese v zavislosti na kultivacnich podminkéach v kultivacnim

médiu nasledoval dalsi pokus a to s realnym vzorkem (s 3,5% plnotuénym mlékem).

TaktéZ nasledovalo oZziveni bakterii, kultivace bakterii E. coli v mléce bez piidavku ami-
nokyseliny L-argininu a s pfidavkem aminokyseliny L-argininu. Pokus v mléce byl konci-
povan obdobng, jako pokus v kultivaénim médiu, i zde bylo v planu sledovat relativni ex-
presi genu adiA v zavislosti na rtiznych ¢asovych podminkach kultivace. Kultivace opét
trvala 36 hodin, a v jednotlivych ¢asech (0, 6, 12,24, 30, 36 h) byly odebirany vzorky,
Z nichz byla nasledné izolovana RNA. Nasledovala izolace RNA, jejiz ¢istota a koncentra-
ce byly méteny spetrometricky (TECAN) pfi vinové délce 260 a 280 nm. Vysledky tohoto

meéfeni sumarizuje tabulka 23.

Tab. 23: Kontrola ¢istoty a stanoveni koncentrace RNA izolované ze vzorkti mlé-

ka

MIléko bez ptidavku aminokyseliny Miéko s ptidavkem aminokyseliny
Cas Koncentrace | Cistota Cas Koncentrace | Cistota
(h) (gul™) | (Axso/Aze0) | (M) (ng/ul™) | (Aaso/Aaso)
0 48 0,97 0 154,16 1,63
6 21,92 0,96 6 237,04 0,42
12 4,32 0,62 12 19,2 0,48
24 30 0,54 24 6,96 0,86
30 3,68 0,79 30 10,56 0,8
36 35,44 0,65 36 9,68 0,79

Z vysledki je patrné, Ze se nepodatilo izolovat RNA v dostate¢né Cistote, a v nekterych

piipadech ani v dostatecném mnozstvi.
Mezi dilezité faktory, které pravé ovliviuji izolaci RNA, patii zejména piitomnost ribo-
nukleas (RNas), enzymt které RNA degraduji. RNasy jsou bézné laboratorni kontaminanty

zZ bakterialnich a lidskych zdroji, které se uvoliiuji béhem procestt vedoucich k bunééné




lyzi [57]. Navic byl jako realny vzorek pouzit vzorek kravského mléka a i v kravském mlé-
ce se vyskutuje RNasa; tento enzym se zde nachazi ve dvou izoformach. S nejvétsi prav-
dépodobnosti se jednd o pankreatickou RNasu, ktera se ze stfev zvitete dostava do krve a
Z krve nasledn¢ do mléka. Protoze byl jako realny vzorek pouzit vzorek mléka se 3,5 %
tuku, nedé se zcela vyloucit ani tento faktor (tuk), ktery mohl ptsobit negativné na celko-
vou koncentraci a také Cistotu izolované RNA [58]. Rovnéz relativné vyssi obsah kaseinu v
tomto mléce mohl izolaci negativné ovlivnit. Béhem nékolika hodinové kultivace doslo
navic k vysrdzeni mléka — toto je dalsi faktor, ktery miize naslednou izolaci RNA ovlivnit.
Z téchto duvodi by bylo vhodné pokus zopakovat s mlékem, jez ma nizs$i obsah tuku,
Vv pfipadé vysrazeni mléka vzorek pted izolaci RNA podrobit u¢inkiim mechaniského ho-
mogenizatoru a optimalizovat izolaci RNA z tohoto realného vzorku. Teprve poté, co bude
optimalizovana metoda izolace RNA z realného vzorku, muzou nasledovat dalsi kroky
jako je transkripce (piepis z RNA do molekul cDNA), nasledné vlastni Real time-PCR a
vyhodnoceni sledované relativni exprese. V soucasné dob¢ je pokus znovu opakovan, ale z

casovych divodl nebudou vysledky tohoto experimentu soucésti této diplomové prace.

Ukézalo se, Ze jiz vlastni izolace RNA zde hraje klicovou roli. Obecné by se dalo konsta-
tovat, Ze zakladnim cilem ptipravy RNA je rychla a efektivni 1yze buné€k, inaktivace RNas,
denaturace komplexti nukleovych kyselin s proteiny, ale také oddéleni RNA od proteint a
DNA. Ochranou pted plisobenim RNas by zajist¢ mohlo byt nejen pouZzivani rukavic,
zkumavek ,,bez RNas*, Spicek a chemikalii, ale také pouZivani inhibitorG RNas, predev§im
chaotropnich ¢inidel, které mohou ve zvySené koncentraci navodit denaturaci proteinl

[59].



6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zavést a optimalizovat metodu Real time-PCR pro detek-
ci a kvantifikaci vybraného genu adiA kédujiciho arginindekarboxylasu, enzymu, ktery
u gramnegativnich bakterii katalyzuje pfeménu bazické aminokyseliny L-argininu na ag-

matin, jez je nasledné pfeménén na putrescin.

Byly navrZeny a testovany 3 sady primert (1F+1R, 2F+2R , 3F+3R) pro detekci a kvanti-
fikaci genu adiA metodou Real time-PCR. Byla vybrana sada s pracovnim oznacenim
2F+2R s teplotou annealingu 57,5 °C (teplota optimalni pro primery detekujici jak adiA
/sledovany gen/, tak gapA /referen¢ni gen/) a délkou amplikonu 100 bp. V prub&hu expe-
rimentli byla metoda optimalizovdna, bylo dosazeno optimalni Gc¢innosti reakce

(90-110 %).

Metodou dle Pfaffla byla analyzovana genova exprese v zavislosti na kultivac¢nich pod-
minkach; jednalo se o metodu relativni kvantifikace. NejvySsi exprese genu adiA
(R=~2000) bylo dosazeno po 12 hodinach kultivace E. coli CCM 3954 v kultiva¢nim mé-

diu s pfidavkem L-argininu. Bylo prokazano, ze gen adiA je opravdu inducibilnim genem.

Snahou bylo popsat i relativni expresi genu adiA také v realném vzorku, vzorku mléka (bez
pridavku a s ptidavkem aminokyselin), ale z divodu experimentalnich potizi zejména pii
izolaci RNA (o vhodné ¢istoté a koncentraci) nebylo z ¢asovych divoda dosazeno pozado-

vaného vysledku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A nukleova dusikata baze adeninu

adiA gen kodujici enzym argininedekarboxylasu
AgDlI agmatindeiminasa

aguA gen kodujici enzym agmatindeiminasu

BA biogenni aminy

bp pary bazi

C nukleova dusikata baze cytosinu

cDNA jednofetézcova komplementarni DNA

CE kapilarni elektroforéza

Cq bod, kdy fluorescence stoupa nad prahovou hodnotu
DAO diaminooxidasa

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP 2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfat

dsDNA dvoufetézcova DNA

EDTA kyselina ethylendiamintetraooctova

F kodujici (forvard) primer

FDA Utad pro kontrolu potravin a 16&iv

G nukleova dusikatd baze guaninu

GABA kyselina gama-aminomaselna

GADPH glyceraldehyd 3-fosfatdehydrogenasa

gapA gen kodujici glyceraldehyd 3-fosfatdehydrogenasu
GC/FID plynova chromatografie s plamenové ioniza¢ni detekci
GLC plynova rozdélovaci chromatografie

GC/MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci

GMO geneticky modifikované organismy



HDC
HPLC/FLD
HPLC/MS
HPLC/DAD
LAB

MAO

MB

mMRNA
OoDC

PCR

PLP

R

RNA
IP-RP-HPLC
RPM

rRNA
RT-PCR
sSDNA

-

TLC

UlOZP

histidindekarboxylasa

vysoko ucinna kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
kapalinova chromatografie s detektorem diodového pole
mikroorganismy mlécného kvaseni

monoaminooxidasa

molekularni majak

mediatorova RNA

ornithindekarboxylasa

polymerasova fetézova reakce

pyridoxal-5’-fosfat

antikodujici (reverse) primer

ribonukleova kyselina

Iontové parova vysoce G¢inna kapalinova chromatografie
pocet otacek za minutu

ribozomalni RNA

polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
jednotetézcova DNA

nukleova dusikatd baze thyminu

tenkovrstva chromatografie

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
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