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ABSTRAKT

Modernim a rychlym separaénim postupem pii izolaci nukleovych kyselin v bézné
laboratorni praxi je pouziti magnetickych mikrocastic.

Bylo provedeno srovnani ucinnosti izolace DNA z vyrobki Pangamin pomoci tii typi
magnetickych mikroéastic P(HEMA-co-GMA) (A, B), PGMA a magnetickych nanocastic
poly-L-lysine (PLy). Kvalita a mnozstvi izolované DNA byly ovéfeny spektorfotometricky
a agarozovou gelovou elektroforézou. Amplifikovatelnost izolované DNA byla ovéfena
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) se specifickymi primery pro kvasinky
a vyhodnocena agardzovou gelovou elektroforézou.

Mnozstvi izolované DNA se liSilo podle vyrobku i podle typu magnetickych castic.
Z hlediska nejvyssiho izolovaného mnozstvi DNA bylo nejvhodnéjsi pouziti magnetickych
nanocastic poly-L-lysine (PLy) a magnetickych mikro¢astic PCBHEMA-co-GMA) (A).

ABSTRACT

Modern and fast separation proces for nucleic acids isolation uses magnetic microparticles
in routine laboratory practise.

The comparision of DNA isolation efectivity by three types of magnetic microparticles
P(HEMA-co-GMA) (A, B), PGMA and magnetic nanoparticles covered by poly-L-lysine
(PLy) from probiotic products Pangamin was carried out. The quality and quantity of isolated
DNA were verified by spektrofotometric measurments and gel electrophoresis. Possibility
of amplifying of isolated DNA was verified by polymerase chain reaction (PCR) with specific
primers for yeast and evaluated by agarose gel electrophoresis.

The quantity of isolated DNA depended on the product and the type of magnetic particles.
The highest amount of DNA was isolated by magnetic nanoparticles of poly-L-lysine (PLy)
and magnetic microparticles P(HEMA-co-GMA) (A).

KLICOVA SLOVA

magnetické mikrocastice
izolace DNA
PCR
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1 UVOD

Jednim z cili potravinaiského primyslu je hledani a vybér vhodnych kment bakterii
pro dosaZeni vysoké kvality vyrobki a jejich nasledna spolehliva identifikace a charakterizace
pied pouzitim v potravinach. Pro tyto ucely je diilezité mit rychlé, piesné a spravné metody
zauéelem jejich identifikace v rtiznych typech vzorkt [1]. Siroce vyuZivanou metodou
identifikace mikroorganismu je polymerazova fetézova reakce (PCR).

Dulezitym krokem pii molekularni diagnostice mikroorganismt je vysoka kvalita izolované
DNA. DNA ze vzorki lze izolovat klasickymi metodami jako je fenol-chloroformova
extrakce s naslednym srazenim DNA ethanolem nebo modernimi postupy — napiiklad
chromatografickymi technikami ¢i magnetickymi pevnymi ¢asticemi [2].

Je to separani metoda vyuzivajici magnetismus, nékdy také v kombinaci s béznymi
separatnimi nebo identifikaénimi metodami, pro cisténi bunék, bunécnych organel
a biologicky aktivnich sloucenin (nukleovych kyselin a proteinll) ptimo ze surovych vzorkl
[3].

Jelikoz mnoho organickych a anorganickych sloucenin, které jsou koextrahovany
pfi izolaci DNA z realnych vzork, inhibuje prubéh amplifikace, je velka pozornost vénovana
vyvoji rychlych a efektivnich metod izolace DNA v kvalité vhodné pro PCR [4].



2  TEORETICKA CAST

2.1 Izolace nukleovych kyselin

Izolace DNA je dulezitym krokem pfed mnoha biochemickymi a diagnostickymi procesy.
Mnoho navazujicich procestt jako je detekce, klonovani, sekvencovéni, amplifikace,
hybridizace, syntéza cDNA, atd. nemtize byt provadéno se vzorkem, kvili velkému mnozstvi
znecist'ujicich latek, jako jsou proteiny, fenoly, huminové kyseliny, ionty nékterych kovi
a polysacharidy. DNA je rovnéz kontaminovana RNA. Proto jsou dilezité efektivni
a spolehlivé metody izolace DNA z komplexnich smési. Tyto metody jsou hojné vyuzivany
pii diagnostice mikrobidlnich infekci, ve forenznich védach, typizaci tkané a krve, detekci
genetickych chorob a dalsich [5].

Pied vynalezenim modernich technik izolace DNA byly vyuZivany pracné a Casové
naro¢né techniky, jako fenol-chloroformova extrakce a srazeni DNA ethanolem, zalozené
na mnohanasobnych extrakénich a centrifugacnich krocich. Tyto metody nebyly vhodné
k automatizaci a zavedeni do laboratofi, ve kterych se analyzuje velké mnozstvi vzorki.
Béhem poslednich let byly vyvinuty magnetické mikrocastice, které umoznuji rychlou
a ucinnou izolaci DNA z hrubych lyzati bunék [5].

2.1.1 Obecné podminky

Pro uspésnou izolaci nukleovych kyselin je Vv prvni fadé¢ nutné Setrné¢ narusit bunky
nebo tkané, ve kterych se nachazi nukleové kyseliny, aby nedoslo k poskozeni nukleovych
kyselin (inaktivace, denaturace a degradace).

Existuje n¢kolik metod lyze buné€k, které lze rozdélit na procesy mechanické a chemické.
Mezi mechanické procesy fadime pouziti kulickovych nebo vysokotlakych homogenizatort
a ultrazvuku. Chemické metody zahrnuji lyzi bunck pomoci detergentii, enzymd, tepla,
zmrazenim a rozmrazenim bunék. Shrnuti lyzacnich metod a jejich nevyhody jsou uvedeny
v Tabulce 1 [6] [7] [8].

Tabulka 1 Shrnuti lyza¢nich metod a jejich nevyhod. Pievzato z [7]

Lyzacni metoda Nevyhody

Zmrazeni . ,
, velmi pomalé
a rozmrazeni

Chemickd lyze | zplsobuje zmény struktury proteinu, obtizné purifikace, drahé detergenty

dlouha inkubacni doba, nutnost odstranéni lyzacnich enzymti, drahé

Enzymaticka lyze ., . ., . .. .
ym Y scale-up, casta kombinace s dal§imi nezbytnymi metodami
Vysokotlaky s et s ., o , L
Y ., Y drahé pfisluSenstvi, nakladna Gidrzba, nachylnost na ucpani trysek
homogenizitor
Centrifugace jen pro velmi slabé bunééné stény
Kulickove nerovnomérné zpracovani = nekompletni lyze, denaturace proteini, nizka
homogenizatory ucinnost, vysoka spotiebou energie casoveé naro¢né Cisténi
nelze vyuzit ve velkém méfitku, vétSina absorbované energie se méni
Ultrazvuk

na teplo




Pii lyzi bun€k jsou vyuzivany detergenty, jako napiiklad dodecylsulfat sodny (SDS),
které denaturuji proteiny a vytvari komplexy protein-detergent [8].

Béhem procesu izolace DNA je nutné zabranit inaktivaci, denaturaci a degradaci
nukleovych kyselin.

Inaktivace endonukleaz je kliCovym krokem v extrakénim procesu. DNazy jsou
inaktivovany pouzitim chelata¢nich ¢inidel (naptiklad EDTA), které se vazou na ionty kovt,
které jsou nezbytné pro aktivitu nukleaz (EDTA také inhibuje amplifikaci pii koncentraci
0,1 uM). Alternativni metodou inaktivace DNaz je zvySeni teploty nad 65 °C nebo piidani
proteinazy K a nasledna inkubace pii 56 °C. Proteinaza K je také inhibitorem amplifikace
PCR, snadno se vSak vylouc¢i praci s roztoky o pH niz§im nez 8,5. Inaktivace RNaz je
naro¢néjsi vzhledem k vysoce odolné povaze a rychlého katalytického puisobeni na RNA [8].

Pti izolaci DNA je v nékterych piipadech nutné odstranit RNA, pro tyto ucely se vyuziva
enzym RNéza A nebo srazeni LiCl. Pfi izolaci RNA je nutné odstranit DNA pomoci enzymu
DNaza I [9].

2.1.2 Fenol-chloroformova extrakce

Pro amplifikaci je nutné pouzit DNA v Cistot€¢ vhodné pro PCR, tj. zbavenou
kontaminujicich latek (inhibitortt PCR), které snizuji citlivost PCR nebo jsou piic¢innou
fale$n¢ negativnich vysledku.

Fenol-chloroformova extrakce je v souc¢asné dobé stale hojné¢ vyuzivanou metodou izolace
DNA. Slouzi k odstranéni nezadoucich slozek ze vzorka na zaklad¢ jejich rizné rozpustnosti
[10].

Metoda je zaloZena na ptidani roztoku fenolu a chloroformu ke stejnému podilu vodného
roztoku vzorku (homogenizované tkané) obsahujiccho DNA. Typicky pomér fenolu
a chloroformu je 1:1 nebo 5:1 [10] [11] [12]. Dochazi k rozdéleni smési na dvé faze, spodni
organickou a horni vodnou. Pfi protiepani se tyto faze smisi a fenol srazi proteiny ve vodném
roztoku. Na rozhrani téchto dvou fazi se vytvaii prstenec proteinti. Spodni, organicka faze,
ve které dojde k denaturaci proteint, se centrifugaci oddéli od horni, vodné faze, obsahujici
DNA. Horni faze se nasledné pievede do cisté mikrozkumavky. Nukleové kyseliny
se nasledn¢ vysrazi ptidanim ethanolu. Po promyti ethanolem a odstfedéni se na dné
mikrozkumavky objevi bily sediment. Po odstranéni supernatantu nukleové kyseliny
se rozpusti v TE pufru. Schéma fenolové extrakce je zobrazeno na Obrazku 1.
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Obrazek 1 Postup fenol chloroformové extrakce, poté se produkt Cisti. Prevzato z [10]

I kdyz fenol-chloroformova extrakce je snadno proveditelna, ma i cCetna omezeni
anevyhody. Zasadnim piedpokladem pii fenol-chloroformové extrakci je spravna hodnota
pH. Pii slabé zasaditém pH fenolu (obvykle 7,8) nedochazi k denaturaci DNA, ale k jeho
extrakci do vodné faze spolu s RNA. Pii kyselém pH fenolu (4,8-5,2) a pouziti Cisté vody
jako rozpoustédla do vodné faze prechazi pouze RNA a DNA se stava soucasti proteinové
dvojvrstvy. V obou ptipadech lipidy piechazeji do organické faze a denaturované proteiny
vytvareji vrstvu mezi vodnou a organickou fazi.

Fenol-chloroformova extrakce je metoda Casové naro¢nd, zejména v piipadé testovani
mnoha vzorkt. Spolu s DNA se izoluje i RNA a vzhledem k ¢etnym pievodim fazi se také
zvySuje riziko kontaminace vzorkli. Metoda je navic nevhodnd pro malé objemy vzorkl
(asi 10 pl) a vyzaduje centrifugaci, ktera se obtizné automatizuje. Casto je vyuZivana jako
kontrolni metoda pfti vyvoji novych postupt izolace a purifikace DNA [2] [11].

2.1.3 Izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic

Magneticka separace je metoda vyuzivana od 70. let minulého stoleti, mnohdy v kombinaci
s dal§imi separa¢nimi metodami [3].

V poslednich letech doslo k vyraznému nardstu pouziti magnetickych mikrocastic
pro purifikaci nukleovych kyselin. Oproti ostatnim metoddm izolace DNA nabizi magneticka
separace n€kolik vyhod, jako je moznost automatizace procesu a omezeni moznosti
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kontaminace vzorku. Navic je tato metoda rychla, jednoducha, dostatecné citliva a bezpec¢na
[13].

Principem magnetické separace je vyuziti vnéjStho magnetického pole (magnetu)
pii ziskani doc¢asnych magnetickych vlastnosti mikroc¢astic, které jsou pouzivané pii separaci
nukleovych kyselin v nékolika krocich, uvedenych na Obrazku 2 [5].

VZOREK PROMYVACI PUFR ELUCNI PUFR

MAGNETICKE - CISTA DNA
LYZACNI PUFR MIKROCASTICE SUPERNATANT i

. X . it
> > CQ > > C@

Obrazek 2 Schéma prubéhu magnetické separace nukleovych kyselin. Pievzato z [5]
2.1.3.1 Vlastnosti

Pouziti magnetickych materidli zavisi na jejich vlastnostech, vcetné¢ magnetizace,
morfologie, tvaru, velikosti, polydisperzité a dalSich. Z pohledu hydrodynamickych vlastnosti
a manipulace je pro praktické vyuziti nejvyhodnéj$im tvarem mikroc¢astic kuli¢ka a z hlediska
velikosti jsou vyhodné&jsi mikrometrové castice, diky vétSimu specifickému povrchu a tim
i lepSimu zajisténi dispozic pro navazani funkénich skupin nebo pro imobilizaci biologicky
aktivnich latek. V praxi je tedy nutné najit nejvhodnéj$i pomér mezi specifickym povrchem
a magnetickymi vlastnostmi [14].

Magnetické mikrocéastice maji vétSinou charakter kompozitnich materiali. Jsou sloZeny
z anorganického magnetického jadra, které je zodpovédné za interakci s vnéjSim
magnetickym polem a zajiStuje magnetické vlastnosti mikroc¢astic, dale z ochranného plasté
a funk¢niho povrchu, ktery zajiStuje pozadovanou interakci s biologickymi systémy
(viz Obrazek 3) [15].

Magnetické
jadro

Polymerni vrstva

Organickeé ramenko /
Funkéni molekula (ligand)

Obrazek 3 Stavba magnetického nosice. Pievzato z [16]
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MAGNETICKE JADRO

Magnetické jadro musi byt tvofeno materidly s paramagnetickymi vlastnostmi, které zajisti,
ze v piitomnosti magnetického pole vykazuje magnetické vlastnosti. Je obvykle tvotfeno oxidy
zeleza napiiklad magnetitem (Fe3O,4, FeO-Fe,03), maghemitem (y-Fe,O3) nebo skupinami
kovti ptrechodnych prvki (zelezo, kobalt, hoicik, nikl, zinek).

Latky vykazujici paramagnetismus maji atomy s dipélovym momentem i bez plisobeni
vngjsiho pole, ktery je vSak nahodny a tudiz vysledné magnetické pole je nulové. Plisobenim
vnéjsitho magnetického pole dojde k usporadani dipodlovych momentti a latka vykazuje
magnetické vlastnosti. Po odstranéni vnéjsiho magnetického pole tyto vlastnosti opét zmizi.

Magnetit (FesO,) je Cerny mineral, vykazujici feri- nebo feromagnetické vlastnosti.
Strukturou se fadi mezi skupinu spinelti s obecnym vzorcem AB,O,4 [14] [17].

Maghemit (y-Fe;O3) vznikd oxidaci magnetitu. Ma stejnou miizkovou strukturu,
ale viechny atomy Zeleza jsou v oxidatnim stavu Fe®*. Je nejvhodn&j§im materidlem
pro vyrobu jader ¢astic vyuzivanych v medicing, protoze neni toxicky [14] [18].

Ferity jsou slou¢eniny piechodnych kovi (Mn, Co, Zn, Cu, Ni) obecné vyjadiené vzorcem
MO-Fe;03. Maji strukturu podobnou spinelim. Pouziti téchto materidld v biomediciné
je v8ak omezeno kvuli toxicité téchto pifechodnych kovi. Pii vyuziti je nutné nepropustnych
obalt, aby se zabranilo prosakovani téchto kovu [14] [18].

Vzhledem k obtizné funkcionalizaci povrchu Zeleza jsou vyuzivanymi materialy i slitiny
kovi, napiiklad FePt nebo FeAu. [14] [17].

POVRCH CASTIC

Ukolem obalového, ¢asto polymerniho materialu, je stabilizace mikro¢astic, ochrana jadra
pted interakcemi s analytem, zajisténi dispergace a funkcionalizace povrchu [15].

Mezi bé€zné vyuzivané povrchové materidly magnetickych castic patii pfirodni polymery
(polysacharidy) syntetické organické polymery na bazi styren-divinylbenzoovych
kopolymeri,, hydroxyethylmethakrylatu, poly(ethylenglykolu) (PEG), polyvinylchloridu
(PVA) nebo poly-L-mlé¢éné kyseliny (PLA). Volba tohoto materidlu zavisi na povrchovych
vlastnostech pozadovanych pro konkrétni aplikace.

Dalsim pouzivanym materidlem je oxid kfemicity (SiOz). Povlak oxidu kiemicitého
se piipravuje hydrolyzou tetraethyl orthosilikatu pfi pH 8—10 nebo neutralizaci kyseliny
kiemicité. Byla popsédna 1 pfiprava pouZiti magnetickych ¢astic pokrytych zlatem, které je
velmi stabilni a snadno funkcionalizovatelné thiolovymi skupinami (-SH) [15] [17] [19].

FUNKCNI POVRCH CASTIC

Interakce magnetickych ¢astic s biomolekulami jsou zavislé na jejich funkcionalizaci.
Seznam vyuzivanych funkénich skupin je uveden v Tabulce 2 [17].
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Tabulka 2 Piehled funkénich skupin. Prevzato z [17]

Funkéni .
feent Vzorec Vlastnosti Cilové biomolekuly
skupina
-NH
aminova N HI322 Pozitivné nabité. proteiny, nukleové
\4 - .
NR Tvorba amidové vazby s -COOH. kyseliny
-NRo
Negativné nabité.
karboxylova | -COOH | Tvorba amidové vazby s -NH; a esterové proteiny
s -OH.
aldehydova -CHO Tvorba imidové vazby s -NHo. proteiny
thiolové SH Tvorba disﬂﬁc}icky’mh ml?stkﬁ_(-S-S-) S | proteiny ol?sahujici
dalsimi -SH skupinami. cystin

2.1.3.2 Priprava

Velké mnozstvi magnetickych nosict je komeréné dostupnych. Pies mnoho existujicich
zpiisobt jejich syntézy vSak Zadny postup neni univerzalni pro vSechny typy ¢astic. Syntéza
mikrocastic sestava ze dvou krokt. Pfiprava magnetickych nanocastic a jejich pokryti
vhodnou vrstvou (anorganickou nebo organickou).

PRIPRAVA MAGNETICKEHO JADRA

Metody jsou obecné zaméfeny na piipravu nanocastic maghemitu (y-Fe;O3), magnetitu
(Fe304, FeO-Fe,03), smésnych oxidu Zeleza nebo ferithi pro piipravu magnetickych kapalin
a pro syntézu.

Precipitace

Precipitace je srazeci reakce, ktera zahrnuje nukleaci a rist jader a umoznuje uniformni
tvorbu c¢astic. Proces je zahajen nukleaci, kterd nastava po dosaZeni kritické koncentrace.
Takto ziskana jadra poté mohou rist pomoci diftize rozpusténych latek z roztoku na jejich
povrch. Pro dosazeni monodisperzity je nutné tyto dva procesy od sebe oddélit a potlacit
nukleaci ve fazi ristu jader. Jinymi moznostmi jsou mnohondsobnd nukleace nebo agregace
bez rustu jader difazi [20].

Koprecipitace

Existuji dva hlavni zplisoby syntézy magnetitu v roztoku. V prvnim se Zelezné hydroxidové
suspenze cCasteCné oxiduji riznymi oxidacnimi ¢inidly. Druhy spocivd ve starnuti smeési
Zeleznatych a Zelezitych soli ve vodném prostiedi.

Sol-gel reakce

Tato reakce je zaloZena na pfechodu systému z kapaliny (sol) na pevnou latku (gel).
Prekurzory jsou podrobeny sérii hydrolytickych a polymeracnich reakci za vzniku koloidni
suspenze a Castice poté agreguji do faze gelu. Parametry ovliviiujicimi proces jsou teplota,
pH, koncentrace solné¢ho prekurzoru, druh rozpoustédla a michani.
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Mikroemulzni techniky

Mikroemulze voda v oleji je transparentni, izotropni, termodynamicky stabilni médium.
Spociva v zachyceni mikrokapek vodné faze do povrchové aktivnich molekul rozptylenych
Vv kontinualni povrchové fazi.

DalSimi metodami jsou termické rozklady prekurzort obsahujicich Zelezo, srazeci reakce
soli zeleza, sonochemické techniky aj [14] [15] [20].

2.1.3.3 Vyuziti

Vyuziti magnetické separace je vyhodné zejména pii izolaci biologicky aktivnich latek,
jelikoz vzorky obsahuji pfimési snizujici citlivost detekénich metod. Spojenim magnetickych
nosic¢li (nano- 1 mikrocastic) s biologicky aktivni latkou miizeme dosdhnout unikatnich
vlastnosti vzniklych materiali vyuzitelnych v biochemii, molekularni a bunécné biologii,
biotechnologii, medicing i jinde [15].

2.1.4 Kontrola kvality izolované DNA

Pred amplifikaci PCR je tfeba ovéfit mnozstvi a kvalitu izolované DNA,
protoze doprovodné latky pii izolacit DNA mohou pisobit jako inhibitory PCR. Kvalitu
izolované DNA lze ovéfit pomoci elektroforetické separace DNA na agardézovém gelu
s ptidavkem ethidium bromidu, kdy se vysokomolekularni nedegradovana DNA vizualizuje
pod UV svétlem jako ostry prouzek svitici na gelu v pozici podle své velikosti. MnoZstvi
izolované DNA se stanovi napf. pomoci fluorimetrie, UV spektroskopie nebo odectenim
intenzity prouzku DNA z agarézového gelu [1] [21].

2.1.4.1 UV spektrofotometrie

Hojné€ pouzivanym zplsobem detekce a kontroly kvality izolovanych nukleovych kyselin
je UV spektrofotometrie. DNA v roztoku absorbuje UV zafeni v rozmezi od 220 do 320 nm,
s absorpnim maximem 260 nm. Protoze DNA, RNA a nukleotidy maji stejné absorpcni
maximum (260 nm), nelze v roztoku stanovit koncentraci individualnich slozek (DNA
a RNA). Koncentrace DNA se poc¢ita z Lambert-Beerova zakona podle Rovnice 1.

Rovnice 1 Rovnice Lambert-Beerova zakona. Pfevzato z [1]

A=¢g-c-l
Cistotu izolované DNA z hlediska kontaminace bilkovinami je mozné ziskat z poméru
absorbanci pfi vinovych délkach 260 a 280 nm (Azs0 nm/A2s0 nm). Optimalni hodnota tohoto
poméru je mezi 1,7-1,9 [1] [22] [23] [24].

2.1.4.2 Gelovd elektroforéza

Elektroforéza je separa¢ni metoda, kterda vyuzivd schopnosti nabitych castic pohybovat
se v elektrickém poli. Rychlost ¢astic je zavisla na velikosti naboje a velikosti molekuly.
Obvykle probiha bud’ voln€ v pufru nebo na vhodném nosici jako je celul6za nebo polymerni
gel.

Bézn¢ vyuzivanymi gely jsou agar6zovy a polyakrylamidovy, 1ze u nich ovlivnit velikost
port a tim ovlivnit déleni nukleovych kyselin nejen podle néboje, ale 1 na zaklad¢ velikosti
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molekuly. Délka doby elektroforetické separace je zavisld na pozadované délce drahy
migrace, protékajicim elektrickém proudu, pouzitém elektroforetickém pufru a na koncentraci
agarozového gelu.

Agardzova gelova elektroforéza se vyuziva predevsim k déleni latek s velkou molekulovou
hmotnosti (DNA, RNA). NejcastéjSim usporddanim agarézové gelové -elektroforézy
je horizontalni a jeji princip je zavisly na velikosti nukleové kyseliny. Jelikoz nukleové
kyseliny obsahuji fosfatové skupiny, nesou zaporny naboj a pohybuji se od katody k anodé.

DNA na agar6zovém gelu neni vidét, proto je nutné ji vizualizovat. Nejc¢astéji pouzivanym
barvivem pro DNA je ethidium bromid, ktery po ozafeni UV svétlem fluoreskuje. Je také
mozné pouzivat dalsi barviva jako je naptiklad Gold View. Vyhodnoceni délky produktu
a stupné jeho degradace probiha srovnanim pozice fluoreskujiciho prouzku s pozicemi pasu
standardu DNA [1] [21] [22] [25] [26].

2.2 Identifikace DNA pomoci PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) byla jako laboratorni technika koncipovana Kary
Mullisem v roce 1983. Proces byl automatizovan pro rutinni vyuzivani v laboratotich
po celém svéteé. Metoda zavisi na mnozstvi a kvalité izolované DNA. Vysoka citlivost
a specifita této reakce zpusobuje, Ze ptitomnost i jedné molekuly exogenni nebo neznamé
DNA sta¢i k ziskani faleSné pozitivniho vysledku. PCR ma Siroké vyuziti ve vyzkumu
I v 1ékaiské diagnostice.

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici primery zprostfedkovand enzymatickd syntéza
urcitého useku DNA. K vybranym tsekim komplementarnich vldken denaturované DNA
se hybridizaci ptipoji kratké syntetické oligonukleotidy (primery), od nichZz probihd syntéza
nového ftetézce DNA. Syntéza fetézcl je katalyzovana dependentni DNA polymerazou
ve sméru 5" — 3’ podle sekvence nukleotidd v komplementarnim fetézci DNA od 5" konce
primeru. Cyklus PCR se sklada ze tii kroki zavislych na teploté reakéni smési:

e V prvnim kroku je templat (dvouSroubovicova DNA, slouZici polymeraze jako vzor
pro kopirovani) denaturovdn na dvé samostatnd vldkna v reakéni smési zahtété
na 94 °C.

e Ve druhém kroku dochdzi k ochlazeni reakéni smési asi na 50-65°C v zavislosti
na slozeni primert, které se pfihybridizuji k oddélenym fetézcim DNA.

e Ttetim krokem je syntéza novych fetézch DNA katalyzovand Taq-polymerazou, ktera
umozni prodluzovanim primert vytvoreni pozadované kopie sekvence DNA pii 65—
75 °C.

Tento ttikrokovy cyklus se opakuje v zavislosti na mnozstvi pfitomné DNA, lze
tak exponencidlné (2"; n=pocet cykli) vytvofit az 10° kopii vybraného tuseku DNA.
Optimalni pocet cyklli PCR zavisi na vychozi koncentraci templatové DNA a kvalité pouzité
polymerazy, obvykle se pohybuje mezi 25-35 cykly. Reakce probihda v termocykleru,
ve kterém se podle naprogramovanych c¢asovych intervali méni teplota. Vyslednym
produktem jsou amplikony, coz jsou tiseky DNA definované délky o velikosti obvykle 100—
1000 para bazi (bp). Pfitomnost amplikonli ve smési se dokazuje pomoci agardzové
nebo polyakrylamidové elektroforézy nebo kvantitativnim méfenim fluorescence produktu
v realném case (QPCR) [1] [22] [26] [27] [28] [29].
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Obrazek 4 Princip amplifikace PCR. Pievzato z [30]

Uspésnost amplifikace maze byt ovlivnéna pfitomnosti inhibitort PCR. Inhibitory jsou
latky rzné chemické povahy. Jejich pfitomnost mize byt dana povahou matrice vzorku,
ze kterého byla DNA extrahovana nebo vzorky kontaminuji béhem manipulace s nimi
¢1 s pouzivanymi chemikéliemi. Tyto latky jsou schopné vyrazné omezit, pfipadné zcela
zastavit aktivitu Tag DNA polymerazy a tim znemoznit amplifikaci DNA. Prokazanymi
inhibitory PCR jsou prostfedky pouzivané na vysypavani ochrannych gumovych rukavic —
talek, Skrobovy pudr — a zbytky fosfati z mycich prostiedkii na laboratornim skle.
V potravinaiskych matricich mohou mit inhibi¢ni G¢inek napiiklad kationty Ca®*, Fe?', t&7ké
kovy a dale dalsi latky uvedené v Tabulce 3 [22].

Tabulka 3 Vybrané PCR inhibitory. Pfevzato z [22]

Inhibitor Koncentrace inhibitory
EDTA > 0,5 uM
Ethanol > 1% (v/v)

Fenol > 0,2% (v/Vv)
CH3;COONa >5 uM
Isopropanol > 1% (v/v)

NaCl > 25 uM
Dodecylsulfat sodny (SDS) > 0,005% (wi/v)
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2.3 Probiotika

Probiotika jsou definovana jako zivé mikroorganismy, které pii aplikaci v pfiméfeném
mnozstvi pfiznivé ovliviluji zdravotni stav uzivatele. Jsou vyuzivana k pfipraveé
fermentovanych mlé¢nych vyrobkt nebo lyofilizovanych kultur a v potravinovych doplicich
[31].

Mezi probiotika se obvykle fadi pouze organismy bakteridlniho plivodu, které jsou
zanormalnich podminek pfirozenou soucasti stievni mikroflory, probioticky efekt byl
ale prokazan i u kvasinek. Hlavnimi zastupci probiotickych kmend jsou pfedevsim bakterie
mlééného kvaseni, zvlasté rodt Lactobacillus a Bifidobacterium, nejcastéji Lactobacillus
acidophilus a Bifidobacterium bifidum [32] [33].
antagonisticky vliv na patogenni floru, schopnost tvorby antimikrobialnich substanci,
schopnost imunomodulace a piedevS§im méfitelnd a klinicky dokumentovatelnd uzite€nost
pro zdravi ptijemce. Dale jsou dilezité mikrobiologické bezpecnostni pozadavky, naptiklad
moznost piesného taxonomického zafazeni, mikroorganismus nesmi byt toxicky
ani patogenni. Mikroorganismy musi byt rezistentni proti zalude¢ni kyseliné a Zlucovym
kyselinam, a v neposledni fadé musi mit primyslové parametry, jako jsou stabilita zadanych
vlastnosti béhem vyroby, transportu a skladovani a ptiznivé organoleptické vlastnosti [34].
Nejcastéji vyuzivana probiotika jsou uvedena v Tabulce 4.

Tabulka 4 Nejcastéji vyuzivana probiotika. Pievzato z [34]

Lactobacily Bifidobakterie
L. acidophilus B. bifidum
L. casei, ssp. rhamnosus (Lactobacillus GG) B. adolescentis
L. casei Shirota B. animalis
L. delbrueckii ssp. bulggaricus B. infantis
L. reuteri B. longum
L. brevis B. thermophilum
L. cellobiosus Gram pozitivni koky
L. curvatus Lactococcus lactis ssp. cremonis
L. fermentum Enterococcus faecium
L. plantarum Streptococcus diacetylactis
Kvasinkovité mikroorganismy Streptococcus intermedius
Sacharomyces boulardii Escherichia coli
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3 CIL PRACE

Cilem bakalaiské prace bylo porovnani ¢ty druhit magnetickych castic pfi izolaci
a nasledné detekci DNA z doplnku stravy Pangamin. Kvalita izolované DNA byla ovéfena

pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).
K tomu bylo pottebné provést:
e izolaci DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR
e ovéteni amplifikovatelnosti izolované DNA pomoci PCR
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4  EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Pouzité potravinové dopliky

Kizolaci DNA byly pouzity tfi druhy Pangaminu (Pangamin BIFI (synbiotikum),
Pangamin B12 a Pangamin BIFI Plus (synbiotikum)) zakoupené v bézné obchodni siti.
Nasledujici informace pochazeji z ptibalovych letakl a z popisti na obalech (Obrazky 5-7).:

1. PANGAMIN B12

Susené pivovarské kvasnice se sladovym extraktem.

Vyrobce: RAPETO a.s., 349 53, KokaSice

Slozeni: pivovarské kvasnice Sacharomyces cerevisiae, sladovy extrakt

Vitaminy: Bl (thiamin), B2 (riboflavin), B3 (niacin), B5 (kyselina pantotenova), B6
(pyridoxin), B12 (kobalamin), B15 (kyselina pangamovd), kyselina listova,
kyselina p-aminobenzoova, , D (kalciferol), cholin

Mineralni latky: Ca, P, K, Mg, Na

Stopové prvky: Fe, I, Cu, Zn, Mn
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Obrazek 5 Pangamin B12
2. PANGAMIN BIFI (SYNBIOTIKUM)

Susené pivovarské kvasnice se sladovym extraktem.
Vyrobce: RAPETO a.s., 349 53, Kokasice

SloZeni: pivovarské kvasnice Sacharomyces cerevisiae, suSena syrovatka, rozpustna vlaknina

inulin, ¢isté bakterialni kultury Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis
subspecies Lactis
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Vitaminy: B1 (thiamin), B2 (riboflavin), B3 (niacin), B5 (kyselina pantotenova), B6
(pyridoxin), B12 (kobalamin), B15 (kyselina pangamov4), kyselina listova, biotin,
cholin

Mineralni latky: Ca, P, K, Mg

Stopové prvky: Fe, Cu, Zn, Mn
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Obrazek 6 Pangamin BIFI
3. PANGAMIN BIFI Plus (SYNBIOTIKUM)

Susené pivovarské kvasnice se sladovym extraktem.
Vyrobce: RAPETO a.s., 349 53, Kokasice
SloZeni: susené pivovarské kvasnice Sacharomyces cerevisiae, susené mléko s pupalkovym
olejem, rozpustna vlaknina inulin, laktogenni mikroflora Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium bifidum
Vitaminy: B1 (thiamin), B2 (riboflavin), B3 (niacin), B5 (kyselina pantotenova), B6
(pyridoxin), B12 (kobalamin), B15 (kyselina pangamovd), kyselina listova,
kyselina p-aminobenzoova, D (kalciferol), cholin
Mineralni latky: Ca, P, K, Mg, Na
Stopové prvky: Fe, I, Cu, Zn, Mn, a dalsi
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Obrazek 7 Pangamin BIFI Plus
4.1.2 Magnetické mikrocastice

K izolaci DNA byly pouzity tfi druhy magnetickych mikroc¢astic — dva druhy mikroc¢éstic
P(HEMA-co-GMA) (A, B), mikrocastice PGMA (C) a magnetické nanocastice pokryté
polylysinem (D). Magnetické castice byly pripraveny Ing. D. Horakem, CSc.
z Makromolekularniho tstavu AV CR, V.v.i., Praha. Nosi¢e byly resuspendovany ve sterilni
vodé o koncentraci 2 mg/ml. Fotografie magnetického nosice je uvedena na Obrazku 8.

Obrazek 8 Magneticky nosi¢ PGMA o priméru 0,7 um

Charakterizace nosic¢t jsou uvedeny v Tabulce 5.
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Tabulka 5 Vlastnosti magnetickych mikrocastic a nanocastic

Znageni Nosit Fe[0ohm) | COOH | Prumér .,
[pm/g] [pm]
A P(HEMA-co-GMA) 10,0 0,76 2,2 1,09
B P(HEMA-co-GMA) 6,6 2,61 2,2 1,9
C PGMA 5,4 0,67 0,7 1,16
D poly-L-lysine (PLy) 4,0 (obyj) / 0,007 0,52
4.1.3 Chemikalie

Agaroza pro elektroforézu DNA (Serva Electrophoresis, Némecko)
Dodecylsulfat sodny, SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Ethidium bromid EtBr (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Gold-View (Ecoli, Bratislava Slovensko)

Poly(ethylenglykol), PEG 6 000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Proteindza K (Serva, Heidelberg, Némecko)

DNA standard (1 500, 1 200, 1 000-100 bp) (MALAMITE, Moravské Prusy, Ceska
republika)

Nanaseci pufr Yellow load (Top-Bio, Vestec, Ceska republika)
Ethylendiamintetraoctova kyselina, EDTA (Serva Electrophoresis, Némecko)
Kyselina borita (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, Ceska republika)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan, Tris-baze (Serva, Heidelberg, SRN)
Dalsi béZné chemikalie byly z komer¢ni sité v kvalité p.a.

Pristroje

Magneticky separator DynaMag-2 (Invitrogen, Oslo, Norsko)
MiniCycler™ PTC 150 (JM Research, Watertown, USA)
TransiluminatorSpectroline TVR-312A/F (SpectronictCorporation, Westbury, USA)
NanoPhotometer (Implen, Mnichov, Némecko)

Elektroforeticka vana (Thermo Scientific Owl Separation Systems, USA)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300V (Labnet, USA)
Laboratorni vahy CS 200 (Ohaus, USA)

Centrifuga MINI Spin (Eppendorf, Némecko)

Termostat — Mini Incubator 230 V (Labnet, USA)

Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA? Miléno, Italie)

Mikrovlnna trouba SMW 5020 (SENCOR, Cesk4 republika)

Bézné laboratorni sklo a pomtcky.
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4.1.5 Roztoky

Roztoky byly ptipraveny podle skript Analyza vybranych druhii bakterii mlééného kvaseni
pomoci metod molekularni biologie Spanova a Rittich (2010) [1].

4.1.5.1 Roztoky pro lyzi bunék

0,5M EDTA (pH 8,0)

186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody; pH bylo upraveno ptidanim
NaOH na 8,0. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 1 1, rozdé€lej do alikvotnich
podilt a sterilizovan v autoklavu 20 minut pti 121 °C.

1 M Tris-HCI (pH 7,8)

121,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody; pH roztoku bylo upraveno
koncentrovanou HCI na hodnotu 7,8. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 11,
rozdélen do alikvotnich podili a sterilizovan v autokldvu 20 minut pii 121 °C.

Lyzaéni roztok A

Roztok byl pfipraven ze sterilnich zasobnich roztokd 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA
(pH 8,0). Bylo smichano 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované
vody.

Lyzacni roztok B
K lyza¢nimu roztoku A byl pfidan lysozym na vyslednou koncentraci 3 mg/ml.

10% SDS

10 g dodecyl sulfatu sodného (SDS) bylo rozpusténo v 90 ml destilované vody pfi souc¢asném
zahtivani na 68 °C. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml a rozdélen
do alikvotnich podili. Roztok nebylo nutné sterilizovat.

Proteinaza K (1 mg/ml)
Navazka 1 mg proteinazy K byla rozpuSténa v 1 ml sterilni destilované vody. Roztok byl
uchovan pii —20 °C. Pied pouzitim byl roztok ziedén na 100 pg/ml.

4.1.5.2 Roztoky pro izolaci DNA pomoci magnetickych mikrocdstic

5 M NacCl
58,4 g NaCl bylo rozpusténo ve 150 ml destilované vody. Roztok byl doplnén destilovanou
vodou do 200 ml a sterilizovan v autoklavu 20 minut pii 121 °C.

40% PEG 6 000

Navazka 40 g PEG 6 000 byla rozpusténa v 60 ml sterilni destilované vody. Roztok byl
doplnén sterilni destilovanou vodou do 100 ml. Roztok byl uchovéavan pii 4 °C.
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70% ethanol
Bylo smichano 70 ml 96% ethanolu a 26 ml destilované vody.

TE pufr (pH 7,8)

Roztok byl piipraven sterilné ze zasobnich roztokia 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA
(pH 8,0). Byl smichan 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 200 ul EDTA (pH 8,0) a 87 ml destilované
vody.

4.1.5.3 Komponenty pro PCR

e Voda pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)

e Reakeni pufr kompletni pro Tag DNA polymerazu 1.1. (10x koncentrovany); slozeni:
750 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pfi 25 °C), 200 MM (NH,4),SO4, 0,1% Tween 20, 25 mM
MgCl, (Top-Bio,Praha, CR)

e Smés dNTP 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pH 7,5 (Top-Bio,Praha, CR)

e Primery (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

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

4.1.5.4 Roztoky pro gelovou elektroforézu

0,5 x TBE pufr

54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo v 600 ml destilované vody. Poté bylo
piidano 200 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnéno destilovanou vodou na 1 1. Pfed pouzitim
byl roztok 10x natedén.

Agarézovy gel
1,2%: 0,8 g agardzy bylo rozpusténo v 70 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru. Agardza byla
zahtatim rozpusténa a po naliti do formy ponechana ztuhnout.

Barvici lazen
100 ul roztoku ethidium bromidu (5 mg/ml) bylo ziedéno 500 ml destilované vody.

NanasSeci pufr Yellow load
Roztok 6x koncentrovany, obsahujici zluté barvivo oranz G.

4.2 Metody

Vsechny uvedené postupy byly provadény podle skript Analyza vybranych druhli bakterii
mlééného kvaseni pomoci metod molekularni biologie Spanova a Rittich (2010) [1].

4.2.1 lzolace DNA z tablet vyrobki Pangamin
4.2.1.1 Priprava hrubych lyzdtii bunék

e 3 tablety od kazdého vyrobku (asi 1,4 g) byly pfes noc rozpustény ve zkumavkach
v 5 ml lyza¢niho roztoku B pfti laboratorni teploté.
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Vzorky byly promichany a do tii Eppendorfovych zkumavek bylo odebrano po 1 mi
vzorku.

Vzorky byly centrifugovany pti 14 500 ot/min po dobu 3 minut a nasledné byl slit
supernatant.

Usazeniny byly resuspendovany v asi 500 ul lyza¢niho roztoku B.

Poté¢ bylo pfidano 25 pul 10% SDS a po promichdni jest¢ 5 ul proteindzy K
(100 pg/ml).

Vzorky byly inkubovany pii 55 °C do druhého dne (asi 22 hod).

Z pripravenych hrubych lyzati bunék byla DNA izolovana pomoci magnetickych
mikrocastic a nanocastic.

4.2.1.2 Izolace DNA pomoci magnetickych mikro- a nanocastic

Izolace DNA byla provedena ze 150 pl hrubych lyzati bun¢k (asi 0,042 g tablet)
zavyuziti tfech typu magnetickych mikrocastic a jednoho typu magnetickych
nanocastic (2 mg/ml).

Smés komponenti pro izolaci DNA magnetickymi mikrocéasticemi a jejich potadi
je uvedeno v Tabulce 6.

Tabulka 6 Slozeni smési pro izolaci DNA pomoci magnetickych mikro¢astic

Krok Komponenta Objem [ul]
1 voda 0
2 NaCl (5 M) 200
3 hruby lyzat bunék 150
4 PEG 6 000 (40%) 100
5 | magneticky nosi¢ (2 mg/ml) 50
Celkem 500

Po smichani komponent byla smés inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté.

Smés byla umisténa do magnetického separatoru (se zasunutym magnetickym pasem)
a magnetické Castice S navazanou DNA byly separovany 15 minut pii laboratorni
teploté.

Po uplynuti uvedené doby byl odebran supernatant.

Z magnetického separatoru byl vyjmut magneticky pas, do Eppendorfovych zkumavek
s ¢asticemi bylo pfiddno 500 pl 70% ethanolu. Vzorek byl promichén, do separatoru
zasunut magneticky pas a po 2 minutach byl ethanol opatrn¢ odebran.

Z magnetického separatoru byl opét vyjmut magneticky pas a bylo ptfiddno 250 pl
70% ethanolu, vzorek byl promichéan a po 2 minutach byl ethanol opatrné odebran.
Eppendorfovy zkumavky byly vyjmuty ze separatoru a ethanol odpaten.

DNA absorbovand na magnetickych casticich byla eluovana do 50 ul TE pufru
(pH 7,8), 30 minut pii laboratorni teploté.

Poté byly castice odseparovany pomoci magnetického separdtoru a eluat obsahujici
DNA odebran do Cistych Eppendorfovych zkumavek.
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4.2.1.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

DNA izolovana magnetickymi mikroCasticemi a nanocasticemi byla pouzita
pro spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty a pro PCR.

Koncentrace a Ccistota izolované DNA byly meéfeny spektrofotometricky pomoci
piistroje NanoPhotometer Implen.

V zavislosti na o¢ekavané koncentraci bylo zvoleno vicko s odpovidajicimi parametry,
uvedenymi v Tabulce 7.

Tabulka 7 Parametry méfeni podle zvoleného vicka

Vitko Opticka draha Faktor Objem vzorku MéFitelny rozsah DNA
[mm] [ml] [ng/pl]
Lid 5 2 50 6-10 7—-350

Vzorky byly pfed méfenim centrifugovany a fadn¢ zamichany.

Jako referen¢ni vzorek byl pouzit TE pufr (pH 7,8), ve kterém byla DNA rozpusténa.
Z displeje pristroje byla odectena absorbance vinovych délek 230, 260, 280 a 320 nm,
pomér absorbanci pii vinovych délkach Ageonm/Azsonm @ koncentrace (ng/ul),
pro kterou je ur€ujici hodnota absorbance pti 260 nm.

Postup méieni na NanoPhotometru

Byl zapnut pfistroj a vloZena kyveta LabelGuard.

Byl vybran soubor 1. Labelguard Applications, pozadavky na méteni — 1. Nucleic
acids — 1. dsDNA, zkontrolovany parametry (Lid factor podle vicka) a potvrzeny.
Dale byl zméfen slepy vzorek a vzorky podle zvoleného vicka viz Tabulka 7.

Po zméteni byla kyveta ociSténa, otfena ethanolem a osuSena.

Ptistroj byl vypnut.

4.2.2 Polymerazova fetézcova reakce pro kvasinky

Sekvence primeru specifickych pro kvasinky jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8 Sekvence primert specifickych pro kvasinky

Primer Sekvence primeru produktu

Velikost Citace

PCR (bp)

F-Oli 5'-CGT CAT AGA GGG TGA GAATCC-3’

152 [35]

R-Oli 5'-ACT TGT TCG CTATCG GTC TC-3’

Reakce byla provedena na piistroji PTC-MiniCycler.

Vsechny komponenty byly pied pouZzitim rozmrazeny a kratce centrifugovany.

Dale byla ptipravena smés komponent tzv. Master Mix (smés reakénich komponent
vynasobenych poctem vzorku ples jeden).
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Zvoleny nasobici koeficient byl 15, potfadi a mnozstvi pfiddvanych komponent je
uvedeno v Tabulce 9.

Tabulka 9 Master Mix pro 15 amplifika¢nich reakci

Poiradi Komponenta Objem [ul]/celkové kvasinky
1 voda pro PCR 262,5
2 reakéni pufr (kompletni/10x) 37,5
3 dNTP (mM) 15
4 primer F-Oli (10 pmol/ul) 15
5 primer R-Oli (10 pmol/ul) 15
6 Tagq DNA polymeraza (1 U/ul) 15

Piipravena PCR smés byla fadné¢ promichana a pipetovana po 24 ul do 200 ml
Eppendorfovych zkumavek, poté byl ptidan 1 pl analyzované DNA. Vysledné slozeni
smési pro PCR pro 1 reakci je uvedeno v Tabulce 10.

Tabulka 10 Komponenty pro jednu amplifikaci

Poradi Komponenta Objem [ul]/doména Bacteria
1 voda pro PCR 17,5
2 reakéni pufr 2,5
3 dNTP 1
4 primer F-Oli 1
5 primer R-Oli 1
6 Taq DNA polymeraza 1
7 DNA 1

Byla piipravena negativni kontrola, kdy byla pouzita smés pro PCR bez DNA, misto
které byl ptidan 1 pl PCR vody.

Dale byla pfipravena pozitivni kontrola, ve které byla pouzita DNA kvasinek
Sacharomyces cerevisiae 21-21-16 od Ing. St&panky Trachtové, Ph.D. z FCH, VUT
V Brné.

Vzorky obsahujici vSechny slozky pro PCR byly promichany a kratce centrifugovany.
Vzorky byly umistény do termocykleru a provedena PCR pro celkové kvasinky.
Jednotlivé kroky PCR jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11 PCR pro celkové kvasinky

Krok Teplota [°C] | Cas [min] | Poéet cykli
1. poCatecni denaturace 94 5
2. denaturace 94 1
3. pfipojeni primeril 51 0,5 30
4. syntéza DNA 72 1
5. posledni cyklus 72 5
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e Vyhodnoceni produktt PCR pro celkové kvasinky bylo provedeno gelovou
elektroforézou.

4.2.3 Agarozova gelova elektroforéza produkti PCR

e Byl ptipraven 1,2% agar6zovy gel (0,8 g agarozy/70 ml 0,5 x TBE pufru).

e Suspenze byla pecClivé rozvafena v mikrovinné troub¢, bylo pfidano interkalacni
barvivo Gold-Wiev (0,5 pl).

e Smés byla nechana vychladnout asi na 60 °C, nalita do elektroforetické¢ vanicky
s hifebinkem a nechana ptl hodiny tuhnout.

e Pied nandSenim vzorki na gel byl hiebinek opatrné vyjmut.

e Ke vzorkim PCR bylo pfiddno 5 pl nanasSeciho pufru, cely objem byl promichén
a nanesen do komurek gelu ve sméru zprava doleva.

e Dadle bylo naneseno 5 pul DNA standardu.

e Gel byl vlozen do elektroforetické vanicky tak, aby zaporné nabitd DNA migrovala
Kk anodg, a zalit asi 600 ml 0,5 x TBE pufru do vysky asi 5 mm nad gel.

e Bylo zvoleno napéti 60 V a zapnut zdroj gelové elektroforézy.

e Gelova clektroforéza byla ukonfena po 2,5 hodinidch, kdy barvivo dosahlo
asi poloviny délky agar6zového gelu.

e Po skonceni byl gel oplachnut destilovanou vodou, umistén na transiluminator
a vyhodnocen v UV svétle pti vinové délce A4 =305 nm.

e Po pofizeni fotografie byl gel nechan dobarvovat v roztoku s ethidium bromidem
(0,5 wl/ml) do druhého dne a poté byla znovu potfizena fotografie na transiluminatoru
pod UV svétlem.

5 VYSLEDKY

5.1 Priprava vzorku z potravinovych doplitki Pangamin pro analyzu

Tti tablety od kazdého vzorku Pangaminu (asi 1,4 g), viz kapitola 4.2.1.1, byly pies noc
rozpoustény ve zkumavkach v 5ml lyza¢niho roztoku B. Vzorky byly hnéd¢ zabarveny
atvorily husty sediment. Po promichani byl odebran 1 ml suspenze do Eppendorfovy
zkumavky a byla provedena centrifugace pti 14 500 ot/min po dobu 3 minut a nasledné byl
slit supernatant. Dale bylo postupovano podle postupu uvedeném v kapitole 4.2.1.1.

Z 1000 pl hrubych lyzati bunék pfipravenych z Pangaminu bylo 150 ul (asi 0,042 g tablet)
pouzito, pro separaci DNA magnetickymi mikro- a nanocasticemi, postupem uvedenym
v kapitole 4.2.1.2.

5.1.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Ve vzorcich DNA izolovanych pomoci magnetickych mikroc¢astic a magnetickych
nanocastic byly stanoveny koncentrace a Cistoty. Absorbance byla méfena pii vinovych
délkach 230, 260, 280 a 320 nm. Celkovd hmotnost izolované DNA byla vypoctena
pfevedenim koncentrace na objem 50 ul TE pufru, do kterého byla DNA eluovana
dle Rovnice 2.
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Rovnice 2 Vypocet celkové hmotnosti izolované DNA.

m=c-V
Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 12 a v Tabulce 13.

Tabulka 12 Koncentrace DNA izolované z vyrobktu Pangamin

Vyrobek Nosi¢ | Koncentrace DNA [(ng/ul)] | Celkova hmotnost [(ng)]
A 83,0 4000
. B 38,5 1925
Pangamin B12
C 57,0 2 850
D 89,0 4 450
A 37,2 1 860
Pangamin BIFI B 213 1065
J c 13,0 650
D 28,3 1415
A 17,0 850
) B 9,75 487,5
Pangamin BIFI Plus
C 33,2 1 660
D 80,2 4010

Tabulka 13 Hodnoty absorbance pii riznych vinovych délkach

Vyrobek Nosi¢ | Azzonm | A260 nm | A280 nm | As20 nm | A260 nm/A280 nm

A 0,17 0,42 0,31 0,09 1,50

_ B 0,21 0,23 0,19 0,08 1,43
Pangamin B12

C 0,17 0,25 0,14 0,02 1,85

D 0,45 0,43 0,26 0,07 1,90

A 0,25 0,20 0,15 0,05 1,60

) B 0,11 0,11 0,07 0,02 1,67
Pangamin BIFI

C 0,02 0,05 0,03 0,01 1,68

D 0,14 0,14 0,10 0,02 1,45

A 0,31 0,06 0,07 0,01 0,92

) B 0,10 0,02 0,03 0,02 0,83

Pangamin BIFI Plus
C 0,30 0,17 0,13 0,03 1,40
D 0,47 0,38 0,25 0,06 1,63




5.1.2 Srovnani mnoZstvi DNA izolované magnetickymi mikro- a nanoéasticemi

Srovnani mnozstvi

a nanocasticemi je znazornéno v Grafech 1-3.

Srovnani vyizolovaného mnozstvi DNA
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Graf 1 Srovnani mnozstvi DNA izolované riznymi mikro¢asticemi z Pangaminu B12

Z vyrobku Pangamin B12 bylo izolovdno 1 9254 450 ng DNA: D> A >C > B.

Srovnani vyizolovaného mnozstvi DNA
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Graf 2 Srovnani mnozstvi DNA izolované ruznymi mikro¢asticemi z Pangaminu BIFI

Z vyrobku Pangamin BIFI bylo izolovéano 650-1 860 ng DNA: A>D >B > C.

izolované DNA tfemi riznymi magnetickymi mikrocasticemi
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Srovnani vyizolovaného mnozstvi DNA
v Pangaminu BIFI Plus
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Graf 3 Srovnani mnozstvi DNA izolované riznymi mikro¢asticemi z Pangaminu BIFI Plus

Z vyrobku Pangamin BIFI Plus bylo izolovano 850-4 010 ng DNA: D > C > A > B.
5.1.3 Srovnani magnetickych mikro- a nanoéastic pro izolaci DNA

Srovnani jednotlivych magnetickych mikro- a nanocastic pro izolaci DNA z vyrobkl
je uvedeno v Grafu 4.

Srovnani magnetickych castic pro izolaci DNA
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Pangamin B12 Pangamin BIFI Pangamin BIFI Plus

Graf 4 Srovnani magnetickych mikro- a nanocastic
5.1.4 Srovnani mnoZstvi DNA izolovaného z vyrobki

Srovnéani vyrobkii Pangamin B12, Pangamin BIFI, Pangamin BIFI Plus a vyizolované¢ho
mnozstvi riznymi mikro- a nanoc¢asticemi je uvedeno v Grafu 5.
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Srovnani mnozstvi DNA vyizolovaného jednotlivymi
magnetickymi mikro- a nanocasticemi z vyrobku
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Graf 5 Srovnani izolovaného mnoZstvi DNA

1 Pangamin B12
2 Pangamin BIFI
3 Pangamin BIFI Plus

5.2 Diikaz pritomnosti kvasinkové DNA pomoci PCR

Ptitomnost kvasinkové DNA byla ovéfena pomoci PCR s primery specifickymi pro celkové
kvasinky. Prace byla provedena dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2. Produkty PCR byly
nasledné identifikovany pomoci agarézové gelové elektroforézy dle postupu uvedeného
v kapitole 4.2.3. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 9.
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1 000 bp

500 bp

152 bp
. MnozZstvi DNA
Bve h Vyrobek Nosi¢ [(ng)]/25 pl smési pro Detekce produktu
¢. PCR
PCR
1 Negativni kontrola — -
2 Pangamin BIFI 83,0 ++
3 Pangamin B12 A 37,2 +++
4 Pangamin BIFI Plus 17,0 ++
5 Pangamin BIFI 38,5 +
6 Pangamin B12 B 21,3 +++
7 Pangamin BIFI Plus 9,75 ++
8 DNA standard — 100 bp zebii¢ek
9 Pangamin BIFI 57,0 ++
10 Pangamin B12 C 13,0 +++
11 Pangamin BIFI Plus 33,2 +
12 Pangamin BIFI 89,0 ++
13 Pangamin B12 D 28,3 ++
14 Pangamin BIFI Plus 80,2 +
15 Pozitivni kontrola — ++

Obrazek 9 Agardzova gelova elektroforéza produktd PCR (152 bp)

Detekce produkti PCR:

— amplikon nedetegovan

+ detegovan amplikon o slabé intenzité
++ detegovan amplikon o stfedni intenzité
+++ detegovan amplikon o silné intenzité
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5.2.1 Shrnuti vysledki

Ze 150 pl ptipravenych hrubych lyzati bunék ze tii vyrobki Pangaminu (Pangamin B12,
Pangamin BIFI, Pangamin BIFI Plus) byla izolovana DNA tfemi typy magnetickych
mikrocastic (P(HEMA-co-GMA) (A), P(HEMA-co-GMA) (B), PGMA) a jednim typem
magnetickych nanocastic poly-L-lysine (PLy). Dale byla spektrofotometricky stanovena
koncentrace a Cistota a vypoctena celkova hmotnost izolované DNA. Shrnuti naméfenych
hodnot koncentrace, cistoty a vypocétenych hmotnosti pro srovnani pouzitych vyrobkt
je uvedeno v Tabulce 14. Shrnuti naméfenych hodnot koncentrace, ¢istoty a vypoctenych
hmotnosti pro srovnani magnetickych mikro- a nanocastic je uvedeno v Tabulce 15.

Tabulka 14 Srovnani naméfenych hodnot vyrobki Pangamin

, Koncentrace Cistota DNA

Vyrobek [ng/pl] Hmotnost [ng] oo/ Agso
Pangamin B12 38,5-89,0 1925-4 450 1,43-1,90
Pangamin BIFI 13,0-37,2 650-1 860 1,45-1,68
Pangamin BIFI Plus 9,75-80,20 487,5-4 010,0 0,83-1,63

Tabulka 15 Srovnani naméfenych hodnot pouZitych magnetickych nosict

Nosite | Koncentrace [ng/pl] | Hmotnost [ng] | Cistota DNA Ao nm/Azs0 nm
A 17,0-83,0 850-4 000 0,92-1,60
B 9,75-38,5 487,5-1 925 0,83-1,67
C 13,0-57,0 6502 850 1,40-1,85
D 28,3-89,0 1415-4 450 1,45-1,90

Izolovana DNA byla nasledné¢ prokazana amplifikaci v PCR pro celkové kvasinky.
Ve vSech tiech vyrobcich byl detekovan produkt PCR dlouhy 152 bp, tudiz byla ve vSech
vyrobcich prokazana ptitomnost kvasinkové DNA, viz Tabulka 16.

Vizualizace PCR produktu prob¢hla pomoci agarézové gelové elektroforézy. Nejvyssi
detekované mnozstvi kvasinkové DNA po amplifikaci PCR bylo u vyrobku Pangamin B12
a u magnetickych nanocastic poly-L-lysine (PLy).

Tabulka 16 Ptitomnost kvasinek ve zkoumanych vyrobcich

Vyrobek Pritomnost kvasinek
Pangamin B12 +
Pangamin BIFI +

Pangamin BIFI Plus +

+ ptitomnost kvasinek byla detegovana
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6 DISKUZE
6.1 Izolace kvasinkové DNA z potravinovych doplikt

Z tablet tfi riznych druhd Pangaminu byly pfipraveny hrubé lyzaty bunék. Tablety
se Spatné rozpoustély, proto bylo nutné je nechat rozpoustét pies noc.

6.1.1 Hodnoceni vystupu NanoPhotometru Implen

K hodnoceni Cistoty izolované DNA byla pouzita nasledujici kritéria:

Nejvyssi mnozstvi (koncentrace) izolované DNA kvasinek byla stanovena u vyrobku
Pangamin B12 magnetickymi nanoc¢asticemi poly-L-lysine (PLy). Nejniz§i mnozstvi
(koncentrace) izolované DNA kvasinek byla stanovena u vyrobku Pangamin BIFI Plus
¢asticemi P(HEMA-co-GMA) (B).

Hodnota poméru absorbanci A 260 nm/A 280nm < 1,8 znaci zne€isténi DNA bilkovinami,
coz je zpusobeno izolaci DNA zredlnych vzorkd potravinovych dopliki. Pti pouziti

vvvvv

cv v

Cistoty izolované DNA kvasinek byla zjiSténa u vyrobku Pangamin BIFI Plus pii pouZiti
magnetickych mikro¢astic P(HEMA-co-GMA) (B).

6.2 Dikaz pritomnosti kvasinkové DNA

Piitomnost DNA kvasinek izolované ¢tyimi typy magnetickych nosi¢t byla prokéazana
pomoci PCR s primery F-Oli a R-Oli specifickymi pro celkové kvasinky. Byl amplifikovan
produkt o velikosti 152 bp, ktery byl detegovany agarézovou gelovou elektroforézou na 1,2%
gelu.

Ve vsech vzorcich bylo amplifikované dostate¢né mnozstvi produktu PCR o rizné
intenzité, ktera se shodovala se zjisténymi koncentracemi. Ve vSech vyrobcich byla potvrzena
pfitomnost DNA kvasinek.

6.3 Srovnani vyrobkii a magnetickych mikrocastic

Z grafu Grafi 1-3 vyplyva, ze nejvice DNA bylo izolovano z vyrobku Pangamin B12
pomoci magnetickych nanocastic poly-L-lysine (PLy) a to 4 450 ng. Nejméné DNA u téhoz
vyrobku bylo izolovano pomoci magnetickych mikro¢astic P(HEMA-co-GMA) (B) 1 925 ng.
U Pangaminu BIFI bylo nejvice DNA izolovano pomoci mikro¢astic P(HEMA-co-GMA) (A)
1860 ng a nejméné¢ pomoci mikrocastic PGMA 650 ng. Z Pangaminu BIFI Plus bylo
izolovano nejvice DNA lysinovymi magnetickymi nanocasticemi (PLy) 4 010 ng a nejméné
mikroc¢asticemi P(HEMA-co-GMA) (B) 487,5 ng.

Celkové nejvyssi bylo mnozstvi kvasinkové DNA izolovano z Pangaminu B12, dale
pak u Pangaminu BIFI Plus a nejnizsi izolované mnozstvi DNA bylo v Pangaminu BIFI.

Z hlediska izolovaného mnozstvi DNA byly pro izolaci vhodnéjsi magnetické nanocastice
(PLy) nez magnetické mikrocastice. Z pouzitych magnetickych mikrocastic byly
nejvyhodnéjsi mikrocastice P(HEMA-co-GMA) (A), dale pak PGMA a P(HEMA-co-GMA)
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(B). Nakvalitu a mnozstvi izolované DNA mohly mit vliv i doprovodné latky, coz mohlo
ovlivnit citlivost amplifikace DNA.

magnetickymi mikroc¢asticemi P(HEMA-co-GMA) (B) z vyrobku Pangamin BIFI, dale
mikroc¢asticemi PGMA z vyrobku Pangamin BIFI Plus a magnetickymi nanoc¢asticemi poly-
L-lysine (PLy) z vyrobku Pangamin BIFI Plus. Nejvice detegovaného mnozstvi DNA
kvasinek po amplifikaci v PCR bylo ve vSech tfech pfipadech u Pangaminu B12
a to magnetickymi  mikrocasticemi P(HEMA-co-GMA) (A), P(HEMA-co-GMA) (B)
a PGMA.

Vysledky detekce produktu PCR se shodovaly se zjisténou koncentraci izolované DNA.
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7 ZAVER

V experimentalni ¢asti prace byly pfipraveny hrubé lyzaty bunck z potravinovych dopliki
stravy Pangamin B12, Pangamin BIFI a Pangamin BIFI Plus. Byla provedena izolace DNA
tiemi typy magnetickych mikrocastic a jednim typem magnetickych nanocastic. Vysledna
koncentrace izolované DNA a Cistota byly stanoveny spektrofotometricky.

Mnozstvi izolované DNA se liSilo podle vyrobku i podle typu magnetickych castic.
Z hlediska nejvyssiho izolovaného mnozstvi DNA bylo nejvhodnéjsi pouziti magnetickych
nanocastic poly-L-lysine (PLy) a magnetickych mikroc¢astic P(HEMA-co-GMA) (A).

Amplifikovatelnost izolované DNA byla ovéfena pomoci PCR se specifickymi primery
pro kvasinky a vyhodnocena agar6zovou gelovou elektroforézou. Ve vSech vyrobcich byla
prokazana pritomnost kvasinkové DNA. Vysledky amplifikace se shoduji s izolovanym
mnoZstvim DNA.
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9 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

bp

DNA
dNTP
EDTA
HEMA
PCR

PDI

PEG
PGMA
P(HEMA)
P(HEMA-co-GMA)
PLA
PVA
rtPCR
SDS

uv

pary bazi

deoxyribonukleova kyselina
2’-deoxyribonukleotid-5"-trifosfat
ethylendiamintetraoctova kyselina
hydroxyethylmethakrylat

polymerazova fetézova reakce

index polydisperzity

poly(ethylenglykol)
poly(glycidylmethakrylat)
poly(2-hydroxyethylmethakrylat)
poly(hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat)
poly-L-mlééné kyseliny

polyvinylchlorid

polymerdzova fetézova reakce v redlném case
dodecylsulfat sodny

ultrafialové zateni
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