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ABSTRAKT

Gram negativni bakterie mohou produkovat biogenni amin putrescin napi. dekar-
boxylaci aminokyseliny L-ornithinu za katalytického ptisobeni enzymu ornithindekarboxy-
lasy, ktery je kodovan genem speF, nebo z L-argininu, ktery je dekarboxylovén za katalyzy
enzymem arginindekarboxylasou (kddovan genem adiA), za vzniku agmatinu, ktery je déle

metabolizovén za vzniku zminéného putrescinu.

Predkladand prace je zamétfena na sledovani vlivu faktorti (zmény teploty a pH)
na genovou expresi sledovanych gent adiA a speF u zvolené bakterie ¢eledi Enterobacte-
riaceae (E. coli) kultivované v redlnych vzorcich nizkotu¢ného mléka a vepifové pomazén-
ky (pastiky). Byla optimalizovdna metoda izolace bakteridlni RNA ze zminénych redlnych
vzorkl. Ddle byly ovéfeny funkcnosti primera a dcinnosti reakci (real time-PCR) pro jed-
notlivé geny (adiA, speF, gapA /housekeeping gen/) v redlnych vzorcich. Bylo potvrzeno,

Ze reakce probihaji s dostate¢nou tcinnosti (E =90 — 110 %) i specificnosti.

Vyhodnocenim genové exprese metodou relativni kvantifikace dle Pfaffla bylo zjis-
téno, ze pH je faktorem, ktery expresi genl adiA i speF zvySuje ve vSech testovanych
vzorcich. Ve vzorcich bujonu byl pozorovan nértst exprese obou genll ~ 0 25 %; ve vzor-
ku pastiky vzrostla exprese sledovanych genti daleko vyznamnéji (~ 5x). Naopak teplota
je faktorem, ktery nejen Ze tlumi riist bakterii, ale sniZuje i expresi obou sledovanych gent

(~ 070 %), tak jak se ukdzalo ve vzorku bujonu s pfidavkem jednotlivych aminokyselin.

Lze konstatovat, Ze sledované geny adiA a speF jsou geny inducibilni, a Ze faktory

jako jsou teplota, pH ¢i dostupnost jednotlivych substratli genovou expresi ovliviiuji.

Klicova slova: adiA, speF, genova exprese, putrescin, real time-PCR



ABSTRACT

Gram negative bacteria can produce biogenic amine — putrescine, e.g. by decarbo-
xylation of amino acid L-ornithine by the ornithine decarboxylase enzyme (this enzyme is
encoded by the speF gene), or by decarboxylatio of L-arginine by the arginine decarboxy-
lase enzyme (this enzyme is encoded by the adiA gene), which leads to generation of ag-

matine. Agmatine is further converted to putrescin.

The thesis concentrates on monitoring of the effect of factors (temperature and pH
changes) on gene expression of tested genes adiA and speF possessed by some Enterobac-
teriaceae family members (E. coli) cultivated in real samples — low-fat milk and pork
spread (pate). The method of bacterial RNA isolation was optimized from the real samples
mentioned above. Functions of primers and efficacies of reactions (real time-PCR) for ge-
nes (adiA, speF, gapA /housekeeping gene/) were verified in the real samples. It was con-

firmed that reactions are effective (E =90 — 110 %) and specific.

Using Pfaffl’s relative quantification method, it was discovered that pH increases
gene expression of adiA and speF in all tested samples. It was observed that gene expressi-
on of tested genes increases ~ by 25% in broth containing amino acids; in pate it increases
even more (~ 5x). On the contrary, the temperature factor inhibits grow of bacteria and also

reduces gene expression of tested genes (~ by 70%), as in broth containing amino acids.

It was observed that genes adiA and speF are inducible genes, and factors such as

temperature, pH or availability of substrate influence gene expression.

Keywords: adiA, speF, gene expression, putrescine, real time-PCR
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UVOD

V poslednich letech je stdle Castéji kladen diiraz na bezpecnost potravin a jejich analyzu,
k ¢emuz byvaji vyuzivany i molekularné¢ biologické metody, jako napt. metoda klasické

polymerazové fetézové reakce (PCR) ¢i jeji modifikace.

Jednim z ukazatelii kvality potravin a jejich vstupnich surovin mohou byt také biogenni
aminy, které vznikaji pravé ve fermentovanych, zrajicich a kazicich se potraviniach dekar-
boxylasovou ¢innosti nékterych bakterii z volnych aminokyselin. Mezi dva nejnebezpec-
néjsi biogenni aminy patfi histamin a tyramin, které konzumentim mohou zpisobovat
dokonce otravy. Na prvni pohled jsou kadaverin, spermin, spermidin nebo putrescin méné
rizikovymi zdastupci, avSak tyto vyrazn¢ inhibuji detoxikaéni pochody, kterymi je lidsky
organismus schopny odbourat nizsi koncentrace pfitomnych biogennich amint, a vyrazné
tak pfispivaji jinym na jejich negativnim ucinku.

Metoda klasické PCR slouZzi ke kvalitativni analyze pfitomnosti mikroorganismu s dekar-
boxylasovou aktivitou, tedy bakterii nesoucich geny kédujici dekarboxylacni enzymy, a to
na zdklad¢ predem vhodné zvolenych primerti. Nékteré tyto geny mohou byt inducibilni
a jejich expresi muze ovlivnit fada faktorti. Nicmén¢ ke sledovani takovéto genové exprese
nestaCi pouze identifikovat pfisluSnou bakterii, resp. jeji gen, nybrz je zapotiebi gen
detekovat a i kvantitativné vyhodnotit narust, popt. pokles, jeho exprese. K tomuto je vyu-

zivana modifikovana metoda real time-PCR.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NUKLEOVE KYSELINY

Nukleové kyseliny jsou makromolekuldrni latky kyselé povahy, jejichz zdkladni
biologickou funkci je uchovavani a preddvani genetické informace organismu. Nazev byl
odvozen z latinského nukleus, tedy jadro. Prave z jader bilych krvinek byly uplné poprvé
vroce 1869 izolovany Svycarskym lékafem a piirodovédcem Friedrichem Meischerem

(1844 - 1895) [1].
Podle chemického slozeni rozliSujeme nukleové kyseliny na dva typy:

- deoxyribonukleové (DNA),
- ribonukleové (RNA).

1.1 Chemicka struktura

Zékladni stavebni jednotkou nukleovych kyselin, jejichz struktura je zndzornéna na obrdz-
ku 1) je nukleotid sloZeny z pétiuhlikatého monosacharidu, fosfatové skupiny a dusikaté
baze. Cukernou sloZku tvoii v ptipadé ribonukleovych kyselin (RNA) D-ribosa a v ptipadé
deoxyribonukleovych kyselin (DNA) 2’-deoxy-D-ribosa. Zbytek kyseliny fosforecné,
navazany na 5” uhlik tohoto monosacharidu, vytvari kovalentni (tzv. fosfodiesterovou)
vazbu spojujici jednotlivé nukleotidy mezi sebou, a to vazbou pravé mezi fosfatovou
skupinou na 5 uhliku jednoho monosacharidu a hydroxylovou skupinou na 3” uhliku
druhého monosacharidu. Dusikaté baze jsou substitu¢nimi derivaty purinu — adenin (A)
a guanin (G) nebo pyrimidinu — cytosin (C) a thymin (T) u DNA, eventudln¢ uracil (U)
u RNA. Ve struktufe nukleovych kyselin jsou dusikaté baze vazany B-N-glykosidovou
vazbou, kterd je tvofena 1” uhlikem dané pentosy a 9 dusikem purinové baze nebo 1 dusi-
kem pyrimidinové baze. Potadi téchto nukleotida v fetézci nukleovych kyselin udava jejich
primarni strukturu a ma rozhodujici vyznam z hlediska pfeddvané informace. Podle
zvyklosti byva zapisovdno ve sméru, v jakém jsou nukleové kyseliny syntetizovdny, a to
od 57 konce (konec tvofeny volnou 5°-OH skupinou, kterd mtze byt esterifikovand kyseli-
nou fosforecnou) po 3” konec (nukleotid s volnou 3°-OH skupinou) polynukleotidového

fetézce. [2, 3, 4]
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Obrazek 1: Struktura nukleovych kyselin. (5]

1.2 DNA

Zékladni funkci molekuly DNA je uschova a pfeddvani genetické informace, kterd je v ni
zapsana formou specifické sekvence nukleotidii. Dany tsek nesouci instrukce pro vyrobu
jedné bilkoviny se nazyva strukturni gen. Soubor vSech genli organismu se oznacuje jako

genom. [1, 2]

1.2.1 Struktura DNA

Nejvétsi zasluhy na popisu struktury DNA jsou pfisuzovany americkému biologovi Jamesi
D. Watsonovi (narozen 1928) a britskému biologovi a fyzikovi Francisi Crickovi (1916 —
2004), kteii poprvé v roce 1953 publikovali v ¢asopise Nature spravny prostorovy model

jeji molekuly. Za tento objev obdrZeli o 9 let pozd¢ji Nobelovu cenu.
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Obrdzek 2: Schéma struktury molekuly DNA.[6]

Molekula DNA je tvofena dvéma polynukleotidovymi fetézci stoCenymi do pravotocivé
dvousroubovice vinouci se okolo spolecné osy (viz obrdzek 2). Dusikaté baze vldken
smétuji dovnitt a jsou mezi sebou navzijem spojeny vodikovymi mistky. Dva vodikové
mustky vznikaji mezi adeninem a thyminem a tfi se vytvaii mezi guaninem a cytosinem.
Diky tomuto pédrovani jsou si fetézce navzdjem komplementarnimi. K udrZeni prostorové
struktury molekuly DNA pftispivaji také nekovalentni interakce mezi jednotlivymi dvoji-
cemi bdzi — tzv. patrové interakce. Zejména interakce m-elektronti aromatickych kruhd.

DvousSroubovice je také tim stabilnéjsi, ¢im vyssi podil G-C parid obsahuje. [1, 2, 4]

1.2.2 Vlastnosti DNA

Vzhledem k zdporn€ nabitym fosfitovym skupindm je molekula DNA poldrni a tedy
rozpustnd ve vodé€. V ethanolu vSak dochézi k vyvéazani téchto zapornych ndbojl vysrdzeni

molekul ve formé& bilé srazeniny.

V kyselém prostiedi se hydrolyzuji glykosidové vazby mezi cukernou sloZkou a dusikatou
bazi. V zdsaditém prostedi dochdzi k poruSeni nekovalentnich interakci mezi komplemen-

tarnimi bdzemi a denaturaci molekuly. Stejny ucfinek méd na molekulu teplota vyssi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

nez 90 °C nebo nizk4a iontova sila roztoku. Volny vodik na fosfatové skupin€ ddva celé

molekule typicky kysely charakter.

Dvouietézcova molekula DNA absorbuje zafeni o vinové délce 260 nm (oblast ultrafialo-
vého zafeni). Vyznamny podil na absorpci maji piedevSim jednotlivé baze, pfiCemz vétsi
schopnost absorbovat maji heterocyklické purinové baze (A, G). Béhem denaturace DNA
dochdzi k tzv. hyperchromnimu efektu (zvySeni €ma), kdy dochdzi ke zvySeni absorpce
UV zéteni.

Zaroven dochézi pfi denaturaci k fad¢ dalSich zmén fyzikdlnich a chemickych vlastnosti

DNA (napft. klesa viskozita). [1, 2, 3, 4]

1.2.3 Vyskyt DNA
V buitkdch prokaryot se DNA nachdzi ve form¢ jediné velké kruhové molekuly,

tzv. nukleoidu, a malé kruhové molekuly nazyvané plazmid.

Eukaryota jsou organismy, jejichZ bunky maji vytvofené bunécné jadro. Jejich geneticky
materidl (chromozomadalni DNA) je obalen membréanou. V cytoplazmé obsahuji semiauto-
nomni organely mitochondrie, které maji vlastni DNA (mitochondridlni — mitDNA)
a proteosynteticky apardt. Semiautonomnimi organelami rostlinnych bun¢k jsou plastidy

vlastnici chloroplastovou DNA (ctDNA).

1.3 RNA

Zakladni funkci RNA je fizeni syntézy bilkovin béhem translace, také se podili na stavbé
ribozomtl. Primérni struktura RNA vznikd pofadim ribonukleotidl v fetézci. Sekundéarni
struktura je tvofena dvoufetézcovymi useky vzniklymi v molekule RNA. Terciarni struktu-
ra muze vzniknout intramolekuldrnimi interakcemi u jednotlivych typtt RNA a umoziuji
tak rizné funkce. [1, 2] Existuji tii zdkladni druhy RNA vyskytujici se v prokaryotickych
i eukaryotickych bunkéch:

- mediatorova (mRNA),

- transferova (tRNA),
- ribozomova (rRNA).
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1.3.1 Mediatorova - mRNA

Zakladni dlohou medidtorové (informacéni ¢i ,,messenger®) RNA je fidit vznik proteind,

k némuz dochdzi ve dvou krocich — tzv. transkripci a translaci.

U prokaryotickych bun¢k tvoii produkt transkripce (pfepisu z molekuly DNA) jednovlak-
nova molekula mRNA (viz obrdzek 3), kterd je transportovana na ribozomy. Tady slouzi
jako templat a Gcastni se translace (pfekladu) genetické informace ze sekvence nukleotidil
do sekvence aminokyselin. U eukaryotickych bunék tvoii produkt transkripce premediato-
rovd RNA (pre-mRNA, hnRNA), kterd jesté ndsledné prochdzi fadou posttranskripnich
uprav. [1, 7, 8]

cukr-fosfatova kestra 2D struktura tRNA 3D struktura tRNA

intramolekularni
parovani
bazi

RNA { W O 2 dusikaté
béze

Obrdzek 3: Struktura mRNA a tRNA. [9]

1.3.2 Transferova — tRNA

Molekula tRNA je prosttednikem pii syntéze bilkovin v translaénim procesu. Je tvofena
asi 80 nukleotidy. Jeji sekunddrni struktura pfipomina tvar jetelového listu (viz obrdzek 3),
ktery se v tercidrni struktuie bali do tvaru pismene ,,L.““. Skrze antikodon je schopna rozpo-
znat a sparovat se s kodonem mRNA. Na 3” konci je esterovou vazbou vdzdna aminokyse-

lina ptislusnd k dané kodonové sekvenci tiech nukleotidu. [1, 7, 8]

1.3.3 Ribozomova - rRNA

Vs W2

Nejvétsi ¢ast RNA kyselin tvoii jeji ribozomova forma. Tvoif az 80 hm. % vSech RNA

v bunice. Spolu s bilkovinami se podili na stavbé ribozomu a je zaroven zodpovédna
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za jeho funkci, zejména se podili na vytvafeni peptidovych vazeb pii syntéze bilkovin
béhem translace. U prokaryotickych bunék mohou dosahovat velikosti 23S, 16S nebo 5S
(viz obrdzek 4). U eukaryotickych bun¢k dosahuji velikosti 28S, 18S, 8S nebo 5S. [1, 7, 8]

705 Ribozom (prokaryotické bufiky) 805 Ribozom (eukaryotické buriky)
235a 55 rRNA 285, 5SrRNA
185 rRNA

Obrdzek 4: Ribozomdlni RNA. [10]

1.4 Izolace nukleovych kyselin
Pted samotnou izolaci nukleovych kyselin je nutnd urcita ptiprava vzorku, ktery byva casto
nejprve homogenizovan. Nasledné je potieba provést 1yzu buné€k, konkrétné rozrusit jejich

bunécné stény a biomembrany, k ¢emuz se vyuziva napt. [11, 12]

mechanické sily — vortex, drceni tekutym dusikem:;

- pusobeni enzymi — lysozymu, celulasy;

lyza¢niho roztoku;

detergentli — dodecylsulfatu sodného, ktery rozpusti cytoplazmatickou membranu.

Vv s

Odstranéni nejrizn€jSich kontaminantii, napt. bilkovin) se provadi pusobenim enzymt.

Mezi nejcastéji pouzivané patii:

- proteinasy K s teplotnim optimem pii 55 °C apH =35,

- proteinasy E s teplotnim optimem pii 38 °C a pH =8,

- specifické nukleasy (pankreatickd ribonukleasa A, DNasa). [11, 12]
Pro samotnou izolaci nukleovych kyselin z biologického materidlu existuje fada metod.
V praxi jsou nejcastéji vyuzivany ndsledujici metody, zalozené na navzdjem odliSnych
principech:

- rozdilné rozpustnosti,

- adsorpci na pevny povrch.
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1.4.1 Metody vyuzivajici rozdilné rozpustnosti
Fenol-chloroformovd extrakce

Pfidainim smeési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu k bunécnému lyzatu dochdzi
k rozd€leni smési na dvé faze. Pfitomnost izoamylalkoholu zpiisobuje zvySenou rozpust-
nost fenolu v chloroformu (za soudasného zvyeni hustoty na hodnotu 1,49 g.cm™),
takZe organicka faze klesa a vodna faze se drzi nahote. Protfepavanim dochazi ke sraZzeni
bilkovin fenolem. Centrifugaci se pak vytvaii mezifize mezi organickou a vodnou fazi,
kterou tvoii pravé vysrdzené bilkoviny. Nukleové kyseliny zlstdvaji ve vodné fazi.
Nékolikandsobnym opakovanim tohoto postupu je odstranéni bilkovin dikladnéjsi. Jelikoz
se fenol ¢astecné rozpousti i ve vodeé (8,3 g fenolu na 100 ml vody), je zapotiebi smés jesté
nakonec vyextrahovat smési chloroformu s izoamylalkoholem (24:1). Z takto piecisténého
vodného roztoku se nukleové kyseliny vysrazi ptidavkem ethanolu. Pro snadné&jsi vysraze-
ni je vhodné pouZit ethanol vychlazeny na nizkou teplotu a to nejlépe na -20 az -80 °C.
Zaroven je mozné vysraZzeni nukleovych kyselin podpofit pfidavkem soli (napt. chloridu
sodného, octanu sodného nebo octanu amonného). V takovém piipad¢ je ale pak nutné
provést odsoleni promytim 70% ethanolem. Po kone¢ném odstiedéni se nukleové kyseliny

nachazi v sedimentu. [11, 12, 13]

- Izolace plazmidové DNA

Purifikace vyuziva odliSnosti plazmidové DNA od genomové. Zatimco plazmidovd DNA
tvofi malé dvoutetézcové kruznicové molekuly o velmi vysoké superhelikdlni hustoté,
genomovd DNA je tvofena obrovskym chromozomem o nizs$i superhelikalni hustoté.
Béhem purifikace je tato obrovskd molekula roztfiSténa. Samotné odd¢€leni téchto dvou
druht nukleovych kyselin byva provadéno napft. pfidavkem hydroxidu sodného
(tzv. alkalicka lyze), ktery zpusobi zvySeni pH nebo zvySenim teploty (tzv. lyze varem).

[11,12,13]

- Izolace RNA

Vzhledem k tomu, Ze RNA je mnohem nachylnéjs$i na degradaci zplisobenou ribonuklea-

Vev s

se vyskytuji ve veskerém okolnim prostiedi a je proto nutné pracovat ve striktné sterilnim

prostiedi a nejlépe do pouZivanych roztokii ptiddvat inhibitory ribonukleas, kterym
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jenapt. 0,1% diethylpyrokarbondt. U izolace RNA je nutné sniZit hodnotu pH fenolu
do hodnot vrozmezi 5-6 ptidavkem kyselého pufru. Tim dojde k zachyceni DNA
a bilkovin v organické fazi. RNA zachycend ve vodné fazi je pak promyvéna isopropano-

lem a ethanolem. [11, 12]

1.4.2 Metoda vyuzivajici adsorpce na pevny podklad

Nukleové kyseliny jsou schopné se adsorbovat na povrchy silikdtovych materidla z oxidu
kiemicitého. V tomto piipad¢ je dilezitd pfitomnost chaotropnich soli, které narusuji
strukturu molekul DNA. Dojde k vytvofeni mistku mezi fosfatovou skupinou a sodnym
kationtem dané soli (viz obrdzek 3), ptiCemz sila této vzniklé vazby zdvisi na typu nukleo-
vé kyseliny, iontové sile a pH roztoku. K nejcastéji pouzivanym patii napt. jodid sodny,
guanidin thiokyanét nebo guanidin hydrochlorid. V nésledujicim kroku je vzorek promy-
van roztokem chloroformu, ¢imZ se odstranuji bilkoviny a dals$i kontaminanty. Tato meto-
da izolace nukleovych kyselin se provadi prostfednictvim specidlnich komer¢né pfiprave-
nych kitli. V poslednim kroku je proto zapotiebi nukleové kyseliny uvolnit z pevného
podkladu kolonky. Tato eluce se provadi promytim roztokem s nizkou iontovou silou
(tzv. elu¢nim pufrem). Velkou vyhodou této metody je rychlost, vysoky vytézek a vysoka

Cistota izolované nukleové kyseliny. [11, 12]
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Obrdzek 5: Mechanismus interakce DNA s oxidem kiemicitym. [14]
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1.5 Reverzni transkripce

Jak uz z ndzvu tohoto déje vyplyva, jedna se o obraceny proces, ktery probiha pti pfenosu
genetické informace z DNA do RNA - tzv. transkripci. V pfipad¢ reverzni transkripce
je genetickd informace piepisovdna z RNA do DNA. Reakce je katalyzovand enzymem

reverzni transkriptasou.

1.5.1 Prubéh reverzni transkripce
Proces reverzni transkripce zndzornény na obrdzku 6 se skladd z n€kolika nasledujicich

kroku:

- Denaturace RNA — jelikoz RNA castecné obsahuje sekundédrni struktury ve tvaru
vlasenek, které prib&hu reverzni transkripce brani, je nutné vzorek vyizolované
RNA nejprve zahtét na teplotu okolo 65 az 70 °C, kdy se tyto struktury denaturuji.

- Syntéza cDNA Fetézce — v urCitém misté templatové RNA, kam nasedd primer,
zaCind reverzni transkriptasa syntetizovat komplementarni fetézec DNA; vznika
vSak dvoutetézcova hybridni molekula RNA — DNA.

- Odstranéni RNA Fetézce — k odstranéni RNA fetézce ze vzniklé hybridni molekuly

RNA — DNA slouZi enzym RNasa. [15]

mRNA

N~
i
NI

Reverzni transkriptasa

XN c-BUENNNEE

Syntetizovana cDNA I I < I G IIII'

Obrdzek 6: Schéma reverzni transkripce. [16]
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1.5.2 Reakéni smés pro reverzni transkripci
Smés k provedeni reverzni transkripce se skldda z Sesti komponentti:

- Templatova RNA — vychozi vzorek, ktery obsahuje pozadovanou sekvenci mRNA.

- Primer — pro tento typ reakci se vyuZivaji smési tzv. random hexamer primer,
skladajici se ze vSech moznych sekvenci primera o velikosti Sesti nukleotidi, které
umoziuji nasednuti na vSechna mozna mista v fetézci mRNA. [17]

- Pufr pro reverzni transkriptasu - slozeny obdobné jako u PCR reakci z Tris-HCI,
chloridu draselného (pro usnadnéni nasednuti primerti) a hofe¢natych iontl nejcas-
téji ve form¢ chloridu hotfe¢natého (MgCl,). Roztok pufru byvd o pH=8,5
(pti 25 °C).

- RNasa — enzym zajistujici odstranéni fetézce RNA ze vzniklé hybridni molekuly.

- Smés nukleotidit — vodny roztok Ctyt nukleotidti (dATP, dCTP, dGTP a dTTP),
které jsou zdkladnimi stavebnimi jednotkami syntetizovaného fetézce cDNA.

- Reverzni transkriptasa — enzym ze skupiny DNA polymeras schopny syntetizovat

molekulu cDNA podle templatové mRNA. [18]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Metoda polymerazové tetézové reakce (PCR, polymerase chain reaction), umoZznujici
amplifikaci specifického iseku DNA in vitro, byla poprvé publikovdna americkym chemi-
kem Kary B. Mullisem (narozen 1944) roku 1985 v Casopise Science [19]. Spole¢né
s kanadskym chemikem Michaelem Smithem (1932 — 2000) za ni obdrZeli v roce 1993

Nobelovu cenu.

2.1 Pribéh PCR

Zékladem metody je opakujici se enzymova syntéza novych fetézci DNA (ve sméru

5" — 37), tvofend nasledujicimi kroky, zndzornénymi na obrdzku 7:

- Uvodni denaturace — slouZi k dostateénému rozvolnéni dvousroubovic DNA pii
teploté asi 95 °C po dobu 3 — 5 minut.

- Denaturace DNA — v prvnim kroku dochdzi k poruseni nekovalentnich interakci
mezi ftetézci nukleové kyseliny vlivem zvySeni teploty reakéniho roztoku
na 94 — 96 °C po dobu 20 — 50 s ajejich ndslednému oddaleni za vzniku dvou
molekul jednotetézcové DNA.

- Annealing — na konec useku obou molekul jednofetézcové DNA, ktery chceme
amplifikovat, nasedaji pii teploté 37 — 65 °C tzv. primery. Teplotni rezim je udrzo-
van po dobu 30 — 90 s.

- Extense — v poslednim kroku trvajicim 45 —90 s dochazi pfi teploté asi 72 °C
k pfipojovani dalSich nukleotidi a tedy prodluzovani fetézcii za katalytického
pusobeni DNA-polymerasy.

- Zdvérecnd extense — slouzi pro zajisténi dosyntetizovani vSech produkti (72 °C

po dobu asi 4 — 5 minut). [20]

Na konci prvniho cyklu replikace, jak je patrné z obrdzku 7, takto vzniknou dvé kopie
vychozi dvouvldknové DNA. Béhem dalSich opakovani roste pocet vzniklych kopii
exponencidlné (2", kde n = pocet cyklt). Uvadi se, Ze pro ziskani dostate¢ného mnozstvi
vychoziho useku DNA obvykle sta¢i opakovat proces asi ve 30 cyklech, béhem kterych
by se v piipad® stoprocentni G¢innosti reakce mélo replikovat 2*° kopii (= 1,07 - 10°)
molekul DNA. Ve skute¢nosti vSak tc¢innost reakce stoprocentni neni a pocet vzniklych

kopii se pohybuje v fadech 10° a7 10%. Proto se v praxi pracuje s vyS$$im poctem cyklu,
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avSak nemél by byt pfili§ vysoky, aby zbyte€né¢ nedochédzelo ke vzniku nespecifickych
PCR produktt. Nejcastéji se voli v rozmezi 25 az 35 cykli. Produktem PCR jsou useky
DNA definované délky — tzv. amplikony. [20]

Templatovda DNA

1. CYKLUS 4> DENATURACE
: (94 - 96 °C)

ANNEALING
(37 - 65 °C)

ELONGACE
(72°C)

2. CYKLUS

4 MOLEKULY

Obrdzek 7: Schématické zndzornéni pritbehu PCR. [21]

Pro ziskani specifického produktu je zapotiebi pfedem optimalizovat a upravit vSechny

vySe zminéné kroky.

2.1.1 Reakéni smés

Smés k provedeni polymerdzové fetézové reakce se skldda z Sesti komponentti:

- Templatova DNA - vychozi vzorek, ktery obsahuje pozadovanou sekvenci DNA.
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- DNA-polymerasa — vzhledem k vysokym teplotdm potfebnym pro poruSeni neko-
valentnich vazeb v molekule DNA, je nutné pouZit termostabilni DNA-polymerasu,
ktera neztrati enzymovou aktivitu pii teplotdch nad 90 °C. Prvni a nejcastéji pouZzi-
vanou byla DNA-polymerasa izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus,
tzv. Tag-polymerasa, kterd vykazuje exonukleasovou aktivitu ve sméru od 5 konce
ke 3" konci. Dnes je zndma fada dalSich, jako napf. Tfl-polymerasa izolovana
z bakterie Thermus flavus, Tbr-polymerasa z bakterie Thermus brockianus nebo
Tth-polymerasa z bakterie Thermus thermophilus, vykazujici také exonukleasovou
aktivitu ve sméru 5° — 3°. Z DNA-polymeras, které maji exonukleasovou aktivitu
ve sméru 3" — 57, jsou nejCastéji vyuZivany Tli-polymerasa ziskand z bakterie
Thermococcus litoralis, Pfu-polymerasa z bakterie Pyrococcus furiosus,
Pwo-polymerasa z bakterie Pyrococcus woesii nebo Tma-polymerasa z bakterie
Thermotoga maritima. Existuje také né€kolik umeéle pfipravenych nebo modifikova-
nych enzymti [22].

- Pufr — slozeny z 10 az 50 mM Tris-HCI s pH v rozmezi 8,3 — 8,8, ddle mlze byt
piidavan chlorid draselny (pro usnadnéni nasednuti primerti) o maximalni koncent-
raci 50 mM, aby nedochdzelo k inhibovdani DNA-polymerasy. V piipadég, Ze hotec-
naté ionty nejsou piimo soucdsti pufru, byvaji doddvany zvlast a to nejcastéji
ve formé chloridu hotecnat¢ého (MgCl,). Plni funkci kofaktoru a spolu
s 2”-deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty (dNTP) vytvaii rozpustny komplex, ktery
je rozpoznavany DNA-polymerasou. Také koncentrace hotfecnatych ionti musi byt
optimalizovédna piimo pro danou reakci, jelikoZ mohou reagovat také s primery
nebo templatovou DNA. Pti vysSich koncentracich tak miize dochdzet k vytvéreni
nespecifickych PCR produktii a naopak pfi nizSich koncentracich nevznikne dosta-
te¢né mnoZstvi poZzadovaného produktu.

- Smés nukleotidii - dalsi nezbytnou sloZku smési tvoii vodny roztok ¢ty 2°-deoxy-
ribonukleosid-5"-trifosfatt (ANTP) — deoxyadenosintrifosfat (1ATP), deoxycytidin-
trifosfat (dCTP), deoxyguanosintrifosfat (dGTP) a deoxythymidintrifosfat (dTTP),
které jsou zdkladnimi stavebnimi jednotkami nové syntetizovaného fetézce.

- Primery — jsou kratké tetézce asi 20 nukleotidd. Tyto sekvence musi byt pfedem
peclivé navrZeny, aby se jednalo o jedine¢nou sekvenci a primery se mohly navazat

pouze na jedno jediné a specifické misto v genomu. Zaroven se u primert nesmi

vvvvv
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tvorbu jednak duplext, ale v piipad¢ jednoho primeru také vznik sekundarnich
struktur - vlasenek ve tvaru smycky.

- Sterilni voda — doplnuje reak¢éni smés na dany objem. [20]

2.1.2 Detekce produkti PCR

Ziskané amplikony jsou nasledné detekovany, napft. na elektroforetickém gelu, hybridizaci
se znacenou sondou komplementarni k amplifikovanému produktu, Stépenim restrikénimi

enzymy a naslednym posouzenim restrik¢nich fragmenti (RFLP) [22].

Nejcastéji vyuzivanou je elektromigraéni metoda vyuZivajici pohybu nabitych Céstic
v elektrickém poli v zdvislosti na jejich naboji a velikosti - elektroforéza. Vzhledem
k tomu, Ze fosfatové skupiny jsou v neutrdlnim prostiedi pln¢ disociovany a nesou zdporny
naboj [1], putuji amplifikované fragmenty nukleovych kyselin vZdy k anod¢ a rychlost
putovani tak zdvisi vyhradné na jejich velikosti. DelSi fragmenty putuji pomaleji, nez

fragmenty kratsi.

K detekci nukleovych kyselin se pouzivaji gely agar6zové (separace fragmenta o velikosti
100 bp az 50 kb) nebo polyakrylamidové (separace fragmenti 10 az 1000 bp). Velikost
poru gelu zdvisi na koncentraci polymeru. Pro lepSi nandSeni vzorku na gel a sledovani
vzorku pii separaci je vhodné testovany roztok s DNA obarvit. NejbéZnéj$im zptsobem
vizualizace molekul DNA po elektroforetické separaci je pak jejich obarveni fluorescenc-
nimi barvivy, napf. etidiumbromidem, ktery se vmezetuje (interkaluje) do mezimolekulo-
vych prostor mezi sousedni pary bazi a vytvaii komplex. Po ozafeni ultrafialovym svétlem
v tzv. transilumindtoru dochdzi k excitaci elektronli a uvolnéni energie jako zafeni o vlnové

délce 590 nm. Tato oblast zafeni se projevuje oranZovym svétlem. [20]

2.1.3 Real time-PCR

V poslednich letech je stdle Castéji v laboratofich vyuZivdna modifikovand metoda PCR
oznacovand jako ,,real time-PCR*. Zatimco u klasické PCR je vysledny produkt detekovan
az po skonceni celého procesu, tato modifikovana metoda umoznuje sledovat amplifikova-

né produkty v priabéhu kazdého reakcniho cyklu, tedy vredlném case. Pro mozZnost
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stanovit sledovanou sekvenci DNA kvalitativné 1 kvantitativné, byva Casto oznaCovana

také jako kvantitativni PCR (qPCR).
Vyhody real time-PCR [21, 22, 23, 24]:

- kvantifikace v rozpéti 7 aZ 8 logaritmickych dekad,
- vysoka citlivost (< 5 kopii),

- vysoka presnost (< 2% standardni odchylka).

2.1.4 Detekce produkti real time-PCR
Vzniklé amplikony je mozné detekovat n¢kolika nésledujicimi zptsoby:
- Nespecifickd interkalacni barviva

Jedna se o organické latky, které se vazi do malého zZldbku dvoufetézcové DNA. ZvySova-
nim se po¢tu molekul dvoufetézcové DNA béhem amplifikacni reakce, stoupd mnoZstvi
vmezefenych molekul barviva, kterd po ozafeni emituji fluorescenéni zafeni pfimo umérné

poctu vzniklych komplexti ,,DNA — barvivo®, jak je zndzornéno na obrdzku 8. [23, 24, 25]

. ®
— %o ° " » L E S S = S S
® = ® ® @
® o +—— ° PE 3= 3 PIE S = S S
g ¢ o ®
Annealing Extenze Konec PCR cyklu

Obrdzek 8: Zndzorneni interkalace nespecifickych barviv do dvousroubovice DNA

v jednotlivych krocich PCR. [26]

Nejcastéji vyuzivanym barvivem tohoto typu je asymetrickd cyaninova sloucenina uvadéna
pod ndzvem SYBR Green I (viz obrdzek 9), které ma za standardnich reak¢énich podminek
PCR cyklu vysokou vazebnou afinitu k dsDNA (dvouvldknovd DNA) a to diky dvéma
pozitivnhim ndbojim, které se nachdzi v jeho strukture. Vysledny komplex absorbuje zareni
v oblasti modrého svétla (A =497 nm) a nasledné emituje zafeni v oblasti zeleného svétla
(A =520 nm). V reakéni smési miize dochazet ke vzniku riznych nespecifickych produkti,

napt. dimery primert, které Ize odkryt na zdklad¢ analyzy kiivky tani. V odbornych
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publikacich je uvddéno, Ze barviva oznacovand jako EvaGreen a SYTO jsou pro kvantifi-

kaci qPCR produkti mnohem stabilnéjsi a citlivejsi. [23, 24, 25, 26]

Obrdzek 9: Struktura SYBR Green I a jeho
fluorescence po vazbé na DNA. [28, 29]

- Hydrolyzacni sondy
Kratké oligonukleotidové sondy, které jsou komplementarni k jednomu z fetézcti, maji
na5” konci navdzanou latku schopnou po ozdreni svétlem absorbovat jeho energii
a okamzité emitovat zifeni o vysSsi vinové délce, tzv. fluorofor, a na 3" konci zhésec.
Neaktivni forma této sondy ma oba konce v takové blizkosti, Ze pokazdé, kdyz dojde
k emitovani zafeni, je fluorescence okamzit¢ pohlcena zhaSeCem. B&hem syntetizovani
nového fetézce DNA-polymerasou je sonda hydrolyzovana a dochazi k oddéleni fluoroforu

od zhasece. Fluorescence narusta. [23, 24, 25, 26]

Vv s

Mezi nejrozsitengjsi hydrolyzacni sondy patii v soucasnosti tzv. TagMan (viz obrdzek 10)
0 20 — 30 nukleotidech znacenych na obou koncich. Jako fluorofor slouzi karbofluorescein

a jako zhasSe€ napft. tetramethyl-6-karboxyrhodamin — TAMRA. [25, 26]

Fluorofaor
Fluorofor Zhasel
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N
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Obrdzek 10: Schéma principu fungovdni sondy TagMan. [30]
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Sondy vyuzivajici pienos energie fluorescencni rezonanci (FRET) jsou tvofeny dvojici
fluorescencéné znacCenych sond (viz obrdzek 11). Kazd4 tato sonda je komplementarni
k urcité cilové sekvenci nukleové kyseliny, které jsou od sebe ve vzdélenosti asi 2 nukleo-
tidt. To z toho divodu, aby 5” konec jedné sondy byl v blizkosti 3" konce druhé sondy.
Oba tyto konce jsou oznaCeny barvivem. Po osvétleni a nasledné excitaci pak dochézi

k ptenosu energie z jedné sondy na druhou, kter4 fluoreskuje. [25, 26]

A) B)
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Obrdzek 11: Model sondy na principu FRET. [26]

A) Sondy v roztoku emitujici zafeni o nizkych vinovych délkach.

B) Pfenos energie za uvolnovani fluorescencniho zafeni.

Dalsim typem hydrolyzacnich sond jsou tzv. molekulové majaky (molecular bacon).
Jednd se o oligonukleotidovy fetézec s komplementarnimi sekvencemi na koncich. Jejich
spojenim dojde k vytvofeni vlasenky. Jednovldknova smycka je tvofena sekvenci nukleoti-
di komplementarnich k poZadovanému udseku nukleové kyseliny. Stejné jako v piipade
TagMan sondy, je i tady na 5” konci navazan fluorofor a na 3" konci zhase¢. Koncové
skupiny jsou v takové blizkosti, Ze je molekula neaktivni. Ve chvili, kdy se smycka dosta-
ne do bezprostiedni blizkosti pozZadované nukleové kyseliny, narusi se nekovalentni
interakce mezi koncovymi dseky vldsenky, smycka se napifimi a navaze se na pozadovany
usek nukleové kyseliny. Navdzand sonda je nasledn¢ hydrolyzovand, dochazi k odd¢leni
fluoroforu a emitovani fluorescencniho zafeni, jak je naznaceno na obrdzku 12. [23, 24, 25,

26]
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Obrdzek 12: Model molekuldrniho majdku. [26]

A) Neaktivni molekula ve tvaru vlasenky.

B) Aktivni molekula emitujici zafeni.

Sondy Scorpions jsou specifické sondy navrZzené pro real time - PCR a jsou vyuZivany
ve dvou variantédch:

- Uni-probes

- Bi-probes

Varianta Uni-probes je tvofena 30 — 60 nukleotidy ve tvaru vldsenky (viz obrdzek 13).
Konec 57 je doplnén fluoroforem a 3” konec je ptes blokovaci usek piipojen na 5 konec
specifického primeru, kterym sonda nasedd na cilovou sekvenci nukleové kyseliny.
Nésledné dochdzi prostiednictvim Tag-polymerasy ke komplementdrnimu fazeni nukleoti-
da. Rozvolnénim dvourtetézcové struktury dojde k odhaleni specifické sekvence smycky,
kterd je komplementarni k sekvenci nukleotidd za primerem. Cést sondy se preklopi. Fluo-
rofor se vymani z blizkosti zhasece a je schopen po ozéfeni svétlem dané vinové dilky emi-

tovat fluorescencni signdl. [20, 25, 26]

A) B)
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Obrdzek 13: Model sondy Scorpions — Uni-probes. [26]

A) Fluorescence je tlumend vnitinim zhasecem. B) Fluorofor emituje zafeni.
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Varianta Bi-probes (zndzornéna na obrdzku 14) je tvofena 15 —45 komplementarnimi
dvojicemi nukleotidil. 5” konec nesouci fluorofor je navdzan na blokovaci dsek a primer.
Na 37 konci druhého nukleotidu je navdzan tlumic¢. Navzdjem jsou pak tyto nukleotidy
v tseku navzdajem komplementéarnich sekvenci spojeny vodikovymi miistky. Obdobn¢ jako
u varianty Uni-probes se béhem polymerdzové fetézové reakce odd¢luje nukleotid

s navdzanym tlumicem a po nasledné excitaci se fluoroforem emituje zafeni. [25, 26]
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Obrazek 14: Model sondy Scorpions — Bi-probes. [26]

1A) Fluorescence tlumena zhaSe¢em. B) Fluorofor emituje zafeni.

2.1.5 Kvantitativni vyhodnoceni

Mnozstvi vzniklych produktl je sledovano diky zméndm intenzity fluorescenéniho zéfeni.
Mnozstvi tohoto detekovaného fluorescenéniho zafeni — hodnota Rn, stoupa s pfibyvajicim
poctem probéhnutych cykli. Na zdkladé naméfenych fluorescen¢nich intenzit pro kazdy
testovany vzorek je vytvorena tzv. amplifikacni kfivka sigmoidniho tvaru (viz obrdzek 15),

na které je mozno rozlisit Ctyfi faze:

- Linedrni fdze — hodnota fluorescence je zatim natolik nizkd, Ze nepiekracuje
hodnotu fluorescence pozadi.

- Exponencidlni fdaze — intenzita fluorescence je detekovdna, jelikoZ jiz presahuje
prahovou hodnotu fluorescence pozadi (tzv. treshold). Pravé tato hodnota oznaco-
vand Ct (slouZi ke kvantifikaci templdtové DNA). Pfi optimdlnim prib&hu reakce je
v tomto bodé (v idedlnim pifpadé), ndrtist mnozstvi DNA 2", kde n je podet pro-
b&hnutych cykli. Cim vice molekul templitové DNA je obsaZeno v reakéni smési,

tim rychleji dochazi k prekroceni prahové hodnoty pozadi [32].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

- Log-linedrni faze — dochazi k velkému ndrastu amplifikované DNA a tim i rych-
Iému néaristu fluorescence.

- Faze ,,Plateau‘ — zpomaleni prib¢hu reakce.

= ‘.'_.-._._- -’I—!-£
e Vzorek -~

C_'.f ARy
A B_~ Treshold |

= waw ST TR R, o DR e S e B S SR S

: | MNegativni kontrola
Fozadi

o 5 10 15 Ct =0 EIE- 20 o 0

Pocet cykl
Obrdzek 15: Amplifikacni krivka. [31]
A —linearni faze; B — exponencidlni faze;

C —log-linearni faze; D — faze Plateau.

2.1.5.1 Absolutni kvantifikace
Metoda absolutni kvantifikace vychazi z linearniho vztahu mezi logaritmem pocéatecniho

mnozstvi templatové DNA (popf. RNA) a hodnoty Ct dané amplifikacni kiivky.

Nejprve je potieba amplifikovat fadu standardnich vzorki, tvofenou sériové fedénymi
roztoky standardi nukleovych kyselin o zndmé koncentraci, a z nich sestrojit standardni
kiivku. Jestlize standardy i nezndmé vzorky maji zhruba stejnou ucinnost, lze z takto
sestrojené standardni kiivky pfimo odecist vychozi koncentrace amplifikovanych nezna-

mych vzorku. [32, 33, 34]

Pro vytvoieni standardnich roztoki mohou byt pouzity standardy dsDNA, ssDNA nebo
RNA. U standardi DNA je mozné volit vétsi kalibracni rozsahy koncentraci standardi,
jsou stabilngjsi nez standardy RNA a také citlivost a reprodukovatelnost metody jsou vétsi.
[33] Metoda real time-PCR pracuje s molekulami cDNA, vznikajicich reverzni transkripci
(prepisem) z molekul mRNA. Standardy DNA pfi této metodé nemohou byt vyuzity, jeli-

koz neni mozné provést kontrolu ucinnosti reverzni transkripce. [33, 35]
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2.1.5.2 Relativni kvantifikace

V nékterych matricich neni snadné urcit piivodni mnozstvi DNA metodou absolutni

kvantifikace, a proto se vyuzivd srovnani mnozstvi fluorescence testovaného vzorku

s mnozstvim fluorescence jiného vzorku. Ptfi kvantifikaci je ale obvykle nezbytné vyhod-

notit také vnitini kontrolu — tedy geny, jejichZ transkripce by méla byt stejnd u vSech

testovanych vzorkd. Pouzivaji se tzv. referencni (,,housekeeping®) geny. [33, 36]

K vypoctu relativni exprese lze pouZzit napt. dva ndsledujici matematické modely:

a)

b)

Metoda delta-delta Ct (AACt) — vyuziva pro vypocet relativnich hladin exprese
sledovaného genu vzhledem k referencnimu genu pfi pozorovani ¢asového priubéhu
tzv. kontrolni vzorky, které tvoii neupravené vzorky v €ase nula (viz nasledujici

rovnice).

AACt = ACt (zkoumany vzorek ) — ACt (kontrolni vzorek ) @))

ACt (zkoumany vzorek )= Ct (sledovany gen)— Ct (referencni gen) 2)

MnozZstvi sledovaného genu ve vzorku je nasledné vyjddfeno hodnotou poméru

(ratio) R, jejiz vypocet je uveden v rovnici 3.

R — 27AACZ (3)

Pro spravnost vysledkl je nezbytné, aby efektivita amplifikace byla 100%, tedy
hodnota E byla rovna 2 (exponencidlni pribéh amplifikace) a zdroven, aby efektivi-

ta amplifikace sledovaného a referencniho genu byla pfiblizné stejnd. [33, 34]
Pfafflova metoda — slouzi pro vypocet exprese v piipadech, kdy efektivita neni

100% (tedy rovna 2). Nejprve se podle vzorce uvedeného v rovnici 4 vypocita

ze smérnice kalibra¢ni kiivky (k) efektivita (E) pro jednotlivé geny.

E=10""* ()
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A nésledné se podle rovnice 5 urci hodnota ratio (R), kterd vyjadifuje pomér mnoz-

stvi sledovaného ku referenénimu genu, tedy zménu exprese. [33, 37]

EACtS,a,m.a,,)» gen (kontrola—vzorek)
R — sledovany gen 5)
EACI,(,/-”M", gen (kontrola—vzorek) (
referencni gen

I kdyZ jsou ob¢ vypoctové metody matematicky témet podobné, vyjadiuje Pfafflova meto-
da mnohem pfesnéjsi popis zmény exprese genu, jelikoz pouziva zvlast’ vypocet rozdilu
Ct (kontroly) a Ct (vzorku) pro sledovany gen a zvlast' pro referencni gen. Toto je dulezité
zejména v pripadech, kdy efektivita amplifikace neni 100%, a jelikoZ dosaZeni idedlni
amplifikace PCR produktu, kdy dochazi ke zdvojndsobeni mnozstvi amplikonii mezi jed-
notlivymi cykly a hodnota efektivity je rovna 2, neni snadné, je Pfafflova metoda pouZziva-

na pro vyhodnoceni exprese genu Castéji. [32, 33, 34, 37]

2.1.6 Analyza kiivky tani

Pouziti interkalacniho barviva SYBR Green I poskytuje vyhodu pfi vyhodnocovani reakce,
jelikoZ umoziuje kontrolu vzniklych produktii na zdkladé jejich rozdilné teploty tdni.
Hodnota teploty tdni Tm vyjadiuje teplotu, pfi niZ jsou molekuly DNA denaturovény.
Jelikoz se jedna o rozruseni vodikovych mustkli mezi pary bazi, maji vyssi hodnotu Tm
molekuly s vy$§im obsahem partit G = C. Tzv. melting curve (neboli kfivka tani; vyobraze-
nd na obrdzku 16) vyjadiuje zavislost intenzity detekované fluorescence pii riznych teplo-
tdch. PrehlednéjSi vyhodnoceni pak poskytuje druhd derivace kifivky tani. Zachycuje-li
kiivka pouze jeden vrchol, Ize usoudit na specifickou reakci sjednim produktem.
Pti zachyceni dvou a vice vrcholl je zfejmé, Ze reakce probéhla nespecificky a kromé

predpokldadaného specifického produktu doslo ke vzniku dalSich nespecifickych produkti,
jimiZ mohou byt naptiklad také dimery pouZzitych primert. [32, 33, 34]
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Obrdzek 16: Krivka tani produktu PCR jako kontrola specificnosti reakce. [38]
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3 REGULACE GENOVE EXPRESE

Jednobunécné organismy reguluji expresi genu v zavislosti na zménach podminek prostie-
di, jako jsou napt. zmény teploty, mnozstvi osmoticky aktivnich latek, zdroj Zivin, ale také
na vnitfnich signalech organismu.
Genovou expresi je mozné regulovat na nékolika drovnich:
- pfi prepisu DNA do RNA - regulace na trovni transkripce
- pfi piepisu z RNA do proteinu
o regulace na trovni RNA,
o regulace na urovni translace,

o regulace na urovni proteind.

3.1 Regulace na trovni transkripce

Nejcastéjsim mistem, kde byva genova exprese regulovand u prokaryotickych bunék,
je transkripce, kterd vyZzaduje méné energie. Podileji se na ni tzv. regulacni proteiny, které
se vazi na regulacni oblasti. Na né se pak dale vazi molekularni efektory, coZ jsou nizko-
molekuldrni latky, které méni konformaci regulacnich proteinii a tim i jejich afinitu
k pfislusSnym oblastem DNA. Dohromady pak regulacni proteiny a molekuldrni faktory
tvofi tzv. reguldtory transkripce, které jsou dvojiho typu:
- pozitivni reguldtory — spoustéji transkripci (dokud neni gen aktivovan, nedojde
k ptepisu); regulacni protein se vdZe na operator, nebo interaguje s katabolickymi
produkty. Dochézi k aktivaci operatoru a stimulaci transkripce;
- negativni reguldtory — zastavuji transkripci (dokud neni represor vyvazan, je pro-
ces exprese zastaven); navazanim aktivniho represoru na operitor dochazi
k zastaveni transkripce operonu a pfipadnym uvolnénim represoru z operdtoru mi-
Ze znovu dojit k navozeni transkripce. Tato aktivni forma represoru vznika uvolné-
nim induktoru z represoru nebo spojenim represoru s korepresorem. [39]
U prokaryontnich bun€k dochdzi ke spolecné regulaci nékolika genii, které jsou
na chromozomu ve shlucich. Shluk genil je nazyvan operonem. Regulace genové exprese
u prokaryot na drovni transkripce je popisovdna operonovym modelem. Jedna regulacni
oblast je spole¢na tedy pro vice geni. RNA-polymerasa nasedd na promotor. Spolenym
prepisem téchto genti vznikd, vzhledem k piitomnosti jednoho promotoru, jedna spolec¢na

mRNA. [39]
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4 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekuldrni dusikaté latky, které vznikaji pfevazné
z né¢kterych aminokyselin odStépenim oxidu uhli¢itého — tzv. dekarboxylaci, za katalytic-
kého plisobeni enzymu dekarboxylas, které jsou vlastni nékterym druhiim bakterii. Timto
zpusobem vznikaji v potravindch, pfi¢emz nejcastéjsi vyskyt je studiemi prokdzan obzvlas-
té¢ v mase (resp. masnych vyrobcich) [40] a mléce (resp. mlé¢nych vyrobcich, zejména pak
v syrech) [41]. Jejich pfitomnost byla vSak detekovana jiz v mnoha dalSich druzich potra-

vin. Mezi nejrozsifenéj$i BA patii napf. histamin, tryptamin, tyramin, kadaverin, spermin,

spermidin nebo putrescin.

4.1 Biologické t¢inky na lidsky organismus

Pfestoze jsou biogenni aminy pro zajiSténi nékterych zdkladnich Zivotnich funkci nepo-
stradatelné, zptisobuji ve vysSich koncentracich svym konzumentim zna¢né obtize.
Jednd se o psychoaktivni a vazoaktivni latky, jejichz vlivem se mohou objevit potize, jako

napi. nevolnost, bolest hlavy, rizné projevy alergie nebo zmény krevniho tlaku.

vvvvv

Jestlize dochézi k pfijimani BA z potravy ve vySs§im mnoZstvi, mize u nékterych jedinct
dochdzet k nedostatecnému enzymatickému odbourdvani v jatrech a sttevech. Tyto detoxi-
kac¢ni pochody mohou byt zdroven inhibovany — napf. pisobenim né¢kterych druhti 1€k,
pfitomnosti alkoholu nebo ptfitomnosti dalSich BA snizujicich katabolismus nezddouciho
aminu. Toho ucinku je schopen piedevs§im kadaverin, spermidin, spermin nebo putrescin

[42, 43].

Dva posledné zminéné biogenni aminy v kyselém prostfedi reaguji s nitrity a davaji vznik-
nout karcinogennim, mutagennim a teratogennim nitrosaminim. Tento proces byl zazna-
menan v potravinich, které jsou béhem technologické ptipravy podrobeny tepelnému oSet-
feni. [43] Dale védecké studie prokazaly funkci putrescinu jako promotoru pii maligni

transformaci bun¢k [44].
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4.2 Dekarboxylasova aktivita u bakterii produkujicich putrescin

Dekarboxylasovéa aktivita byla popsédna u fady bakterii mlécného kvaseni, mezi nimi napf.
gram pozitivni bakterie Lactobacillus hilgardii, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus
[45], Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris, Lactobacillus brevis, Lactobacillus curva-
tus, Enterococcus hirae [43] Lactobacillus colloides, Lactobacillus mesenteroides, Oeno-
coccus oeni izolované ze vzorkil jableCného vina [43], Lactobacillus frutivorans, Lactoba-
cillus paracollinoides, Streptococcus mutans [42] u nichz byla potvrzena zejména produk-
ce putrescinu, které gram pozitivni bakterie produkuji dvéma metabolickymi drdhami

schématicky zndzornénymi na obrdzku 17:

- Primou cestou - dekarboxylaci L-ornithinu, kterd je katalyzovand enzymem orni-
thindekarboxylasou.

- Nepiimou cestou — pii niZ je nejprve agmatin za katalytického plisobeni agmatin-
deiminasy pfeveden na N-karbamoylputrescin a ndsledné katalytickym piisobenim

enzymu putrescinkarbamoyltransferasy na karbamoylfosfat a putrescin.

NH o]

HzN/H\ﬂ/\/\HLOH
H,0 NH,
L-arginin
urea ) @ Co,
O
NH
H,N /\/ﬁ)k OH HZN/\/\Al/ 2
NH, NH,
L-ornithin Agmatin
(5) (3) H.,O
co, NH;
NH 4 NH,
HZN/\N 2 HZN
POL H
- - 3
Putrescin karfg:g?y I N-karbamoylputrescin

Kligové enzymy:
{1) Arginasa (ARG); (2) Arginindekarboxylasa (ADC); (3) Agmatindeiminasa (AgDl);
{4) Putrescinkarbamoyltransferasa (PCT); (5) Omithindekarboxylasa (ODC}).

Obrdzek 17: Vznik putrescinu dekarboxylasovou aktivitou

gram pozitivnich bakterii. [46]
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U gram negativnich bakterii mtize byt putrescin produkovén tfemi metabolickymi drahami,

které jsou znazornény na obrdzku 18.

NH o]
NH,
o L-arginin
Ht [speA
NH, co’ azdt/f_dc
L-ornithin (2) o
NH aguA J\N/\/\/NHZ
HZN/\/\)%r 279T.(4) H,N N
NH, Ht  NH}
H Agmatin N-karbamoylputrescin

Putrescin
Klicové enzymy:

(1) Ormithindekarboxylasa (ODC); (2) Arginindekarboxylasa (ADC); (3) Agmatinasa;
{4) Agmatindeiminasa; (5) M-karbamoylputrescinamidohydrolasa.

Obrdzek 18: Vznik putrescinu dekarboxylasovou aktivitou

gram negativnich bakterii. [47]

- Prvni metabolickou drdhou vznika putrescin pfimo z ornithinu za katalytického
pusobeni enzymu ornithindekarboxylasy (ODC), ktery je kédovan genem speF,
jehoz kofaktorem je pyridoxal 5°-fosfat.

- Druhou metabolickou drahou vedouci ke vzniku putrescinu je nepiima syntéza
z argininu katalyzovand enzymem arginindekarboxylasou (ADC), ktery je kddovéan
genem adiA. Nejprve vznikd meziprodukt agmatin, ktery je za katalytického ptiso-
beni enzymu agmatinasy (kédovaného genem speB) metabolizovdn na putrescin
za soucasného odsStépeni mocoviny. Tato cesta neptimé syntézy putrescinu probiha

napf. u bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae.
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- Treti metabolickd drdha, navazujici na syntézu agmatinu, vyuZiva katalytického
pusobeni agmatindeiminasy (kédované genem aguA), kterd agmatin hydrolyzuje
za vzniku N-karbamoylputrescinu a amoniaku. N-karbamoylputrescin je nasledné
za katalyzy enzymu N-karbamoylputrescinamidohydrolasy (kédované genem
aguB) Stépen na putrescin, amoniak a oxid uhli€ity. Takto putrescin nepiimo synte-

tizuji napf. bakterie rodu Pseudomonas.

Za hlavni producenty putrescinu ve fermentovanych masnych vyrobcich, mletém mase
nebo syrech byly na zdklad¢ probéhnutych studii identifikovdny zejména bakterie Celedi
Enterobacteriaceae (napt. Escherichia coli, Salmonella sp., Yersenia sp., Pectobacterium
carotovorum) a bakterie rodu Pseudomonas, stejné jako u tfady dalSich druhti potravin
(napf. rybich vyrobkii, chlazené dribezi nebo Spendtu). Ziaroven byl v souvislosti
s ptitomnosti uvedenych gramnegativnich bakterif zjistén vyskyt agmatinu, ktery poukazu-
je na skuteCnost, ze gramnegativni bakterie tvoii putrescin v§emi vySe popsanymi metabo-
lickymi drahami, pficemz u fady bakterii mize probihat prvni zminénd metabolickd drdha

soucasn¢ s n€kterou z dile zminénych drah. [48, 49]

4.2.1 Faktory ovliviiujici dekarboxylasovou aktivitu bakterii

Enzymy se mohou byt soucasti dvou forem metabolickych drah — biosyntetické nebo bio-
degradacni. Zatimco u prvn¢ zminénych se predpokladd jejich stdld ptitomnost o relativné
konstantni koncentraci, biodegrada¢ni enzymy (napf. argininové dekarboxylasy) jsou silné
indukovéany vnéjSimi podminkami a zejména jejich zménami. [49] Existuje fada zndmych
a védecky ovérenych faktorl, které timto zptisobem dekarboxylasovou aktivitu bakterii
ovliviuji.

- Vliv pH — mirny a pozvolny pokles hodnoty pH vede ke zvySeni produkce putres-
cinu [50], zatimco rychlym sniZenim pH dochdzi ke sniZeni riistu bakterii schop-
nych dekarboxylasové aktivity a nésledné tedy 1 ke sniZeni produkce putrescinu.
Védecka skupina Greif a kol. [50] ve svych studiich také prokézala, Ze zvySenim
hodnoty pH dochdzi k poklesu produkce putrescinu. Jako optimdlni hodnota pH
pro aktivitu bakterii schopnych dekarboxylasové aktivity se podle Loizzo a kol. [51]

ukazuje mirné kyseld v rozmezi 5,0 az 6,5.
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- Obsah chloridu sodného - za zvyseného obsahu NaCl dochézi k poklesu dekarbo-
xylasové aktivity u bakterii [51].
- Teplota - je potieba nalézt vhodné optimum pro riist bakterii s dekarboxylasovou

aktivitou, ale také zaroven pro ¢innost enzymd.

Vliv pH na produkci putrescinu gram pozitivnimi bakteriemi sledovali del Rio a kol. [52].
Ve své studii popisuji vliv extraceluldrniho pH na biosyntézu putrescinu a na genetickou
regulaci cesty agmatindeiminasy, pfi¢emZ zvySend biosyntéza putrescinu byla detekovana
pii kyselém pH =5 a to ve srovnani s neutrdlni hodnotou pH. Studiem exprese inducibil-
nich gent kdédujicich lysindekarboxylasu a ornitindekarboxylasu metodou RT-PCR (PCR

s vyuzitim reverzni transkripce) se ve své praci zabyvali de Fillipis a kol. [53]

4.2.2 Detekce a kvantifikace gent kédujicich dekarboxylaéni enzymy

Molekularn¢ biologické metody umoznuji jednak zjistit pfitomnost mikroorganismu
schopnych dekarboxylasové aktivity, ale také zjistit pfitomnost genli kédujicich enzymy
podilejici se na metabolismu jednotlivych biogennich aminti. Modifikovand metoda real
time-PCR navic umoziiuje sledovat pribéh reakce v redlném Case nebo piimo sledovat

genovou expresi.

Detekci gend kodujicich dekarboxyla¢ni enzymy u gram negativnich bakterii se ve své
disertacni praci zabyvala Leona Wunderlichova [46]. Bylo navrZeno nékolik sad primerQ
pro detekci vSech genli majicich vyznamnou tdlohu béhem metabolismu putrescinu (speA,
speB, speC, speF, adiA, adi/LDC a aguA), které byly pouzity pro metodu TouchDown
PCR a s predpokladem, Ze by mélo byt mozné pouZiti téchto primert také pii detekci
a kvantifikaci zminénych genli metodou real time-PCR. Tento ptedpoklad se ve své diplo-
mové praci pokusila ovéfit Kristyna MarSalkova [54], jejimz cilem bylo optimalizovat
metodu real time-PCR pro detekci genti kédujicich dekarboxyla¢ni enzymy gramnegativ-
nich bakterii, konkrétn¢ genu speF. Podafilo se ovéfit, Ze jedna z navrzenych sad primerti
(4R+2F) je vhodnd i pro detekci zminéného genu metodou real time-PCR. Zaroven se
autorce podafilo optimalizovat metodiku pro sadu primert k detekci referen¢niho genu
gapA (kéduje enzym glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasu (GADPH)) a déle prokazat, ze
metodou real time-PCR je moZné sledovat vliv faktori na genovou expresi sledovanych

genll.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv faktorti na genovou expresi zvolenych gent

u vybrané skupiny bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae v redlnych vzorcich.

Pro experimenty byly zvoleny dva geny kodujici enzymy zapojené v metabolickych drahach
vzniku putrescinu u gram negativnich bakterii. Témito geny byly: adiA (gen kédujici orni-
thindekarboxylasu) a speF (gen kddujici arginindekarboxylasu), které byly sledovany
u modelové bakterie Escherichia coli kultivované ve vzorcich mléka a vepfové pomazanky
(pastiky).

Jednotlivé cile prace byly nasledujici:

- Otestovat funk¢nost a icinnost primert pro detekci referen¢niho (gapA) a sledova-
nych gent (adiA, speF) bakterie E. coli kultivované v redlnych vzorcich.

- Analyzovat expresi sledovanych gentl (adiA, speF) u E. coli kultivované v redlnych
vzorcich.

- U zvolené bakterie sledovat vliv vybranych faktorti (teploty a pH) na genovou

expresi adiA a speF pii jeji kultivaci v redlnych vzorcich.
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6 PRACOVNI POSTUPY

6.1 Materialni vybaveni

6.1.1

6.1.2

Chemikalie

Plate Count Agar (HiMedia)

NaCl, p.a. (Penta)

Pepton (HiMedia)

Hovézi extrakt — Beef Extract powder (Protose BE; HiMedia)
Arginin (Sigma Aldrich)

Ornitin (Sigma Aldrich)

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)

Tris-HCI (Trishydrochlorid)

Isopropanol (Sigma Aldrich)

Power Microbiome RNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories)
High Pure RNA Isolation Kit (Roche)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)
Primery (Sigma Aldrich)

Agarosa SeaKem LE (Lonza)

Ethidium bromid (SERVA Electrophoresis)

TAE pufr — Tris baze, Na,EDTA, CH;COOH (SERVA)
Marker 100 bp DNA Ladder (Biotech)

Voda pro molekuldrné biologické metody

Pristrojové vybaveni a ostatni pomucky

Trepacka Vortex GENIE 2 200 V (MO BIO Laboratories, Inc.)

Centrifuga Eppendorf Mini Spin plus (Eppendorf)

Centrifuga laboratorni chlazend HERMLE Z 300 K (Hermle Labor Technik)
Termocycler Light celer CFX 96 (Real Time Systém) C 1000 Touch Thermal
Cycler (Bio-Rad)

Viéhy 440-47N KERN (Kern and Sohn)
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- Termoblok Dry Block Heating Thermostat Bio TDB-100 (Biotech)
- Biohazard Box Euroflow (Schoeller)

- Pocitacka kolonii Schiitt count plus (Schiittkabortechnik)

- Minicentrifuga C 2000 (Benchmark Scientific)

- Centrifuga HERMLE Z 100 M (Hermle Labor Technik)

- Spektrofotometr destickovy INFINITE M200PRO (Schoeller)

- Analytické vdhy — Adventurer Pro type AV513CM (Schoeller)

- UV-transiluminator Syngene (Bioimaginm Incenius)

- Zdroj napéti MP3 — 300N (Major Science)

- Elektroforéza horizontalni model 4 (OWL Separation Systém Inc.)
- Spicky (Eppendorf, Bioplastic)

- Automatické pipety (Eppendorf)

- Mikrozkumavky (Eppendorf)

6.2 Kultivace Escherichia coli (CCM 3954)

Cistd bakteridlni kultura Escherichia coli CCM 3954 byla uchovévéna pii -80 °C.
Pro pouziti v nésledujicich experimentech bylo 100 ul této Cisté bakteridlni kultury zaoc-

kovéano do 4,5 ul masopeptonového bujonu (MPB) a kultivovano pii 37 °C po dobu
24 hodin.

Masopeptonovy bujon (MPB):

Masovy vytazek .......cccoeeveeeueeennne. 3gl!
NACL .ot 3gl!
Pepton......cccooviiiiiiiii 5gl !

6.3 Meéreni rustu bakterii Escherichia coli (CCM 3954)

Pro méfeni rastu bakterii E. coli v danych matricich byly zaockovany vZdy 2 ml bakteridlni
kultury do 400 ml nizkotu¢ného mléka a do 400 ml masopeptonového bujonu. Déle byl

zaoCkovan 1 ml bakteridlni kultury do 190 g pastiky.
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Masopeptonovy bujon (MPB) s 0,2% piidavkem aminokyselin:

Masovy vytazek .......cccoevveeriueeennne. 3gl !
NACL .o 3gl!
Pepton.....c.coeecveevciiieieeceeeeee e 501!
AT e 02 gl
OINIIN e 02 gl

Takto byly smési ptipravené ve dvojim opakovani, jelikoz byly ndsledné paraleln¢ umiste-
ny do termostati temperovanych na 30 a 8 °C. Ze smési (bujon, nizkotu¢né mléko a vep-
fovd pomazanka) uchovavanych pfi 30 °C byly odebirdny vzorky v €ase 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
8, 10, 11, 23, 29, 35 a 47 hodin. Ze smési uchovavanych pii 8 °C byly vzorky odebirdany
vcase 0, 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9 a 10 dni. Ze zaoCkovanych smési mléka a bujonu bylo
ptimo odpipetovéano 0,5 ml do 4,5 ml fyziologického roztoku, ¢imz bylo dosazeno riznych
fedéni. U zaoCkované smé&si veprové pomazanky bylo pro dalsi postup zapotiebi odebrany
vzorek homogenizovat. Proto bylo odebrano vzdy cca 5 g zaockované smési, kterd byla
desetkrat nafedéna fyziologickym roztokem, umisténa do stomacheru a nasledné¢ dal fed¢-
na. Z jednotlivych fedéni bylo zaockovéano vzdy 100 ul na Zivnou ptidu PCA (Plate Count
Agar) a kultivovéano pii 37 °C po dobu 24 hodin.

6.4 Sledovani vliva vybranych faktori (pH, teploty) na expresi gent

adiA a speF u bakterie E. coli

Sledované redlné vzorky i kontrolni vzorek (kontrolni vzorkem byl zvolen bujon s 0,2%
ptidavkem argininu nebo ornithinu; do vzorkd mléka a veprové pomazanky volné amino-
kyseliny pfiddvany nebyly) byly zaoCkovany bakteridlni kulturou E. coli podle postupu
uvedeného v kapitole 6.3. U jednotlivych vzorkii byla zmétena jejich hodnota pH. V Case
0 hodin byl proveden odbér (viz kapitola 6.3) a nasledné¢ byly vzorky kultivovany
pii teploté 30 °C po dobu 12 hodin, kdy byl proveden dal3i odbér. Cas 12 hodin byl vybran
v ndvaznosti na dal$i experiment, viz déle (z ristové kiivky bakterii by ve 12. hodiné méli
byt bakterie v exponencidlni fazi svého rustu /z ¢asovych diavodi byly, sledovany riistové

kiivky bakterie E. coli vZdy v 11. hoding; tento Cas exponencidlni fazi odpovidal/).
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Nisledn¢ byla u poloviny vzorkd upravena hodnota pH piidavkem 0,1M kyseliny chloro-
vodikové a to na hodnotu v rozmezi 5,00 az 5,20. Optimdlni hodnota pH pro rast bakterie
E. coli je udavana v okoli neutrdlni oblasti, tedy asi v intervalu od 6,00 do 8,00 [55].
SniZeni pH by mélo byt pro bakterii ,,stresujicim‘ faktorem, coz by se mélo projevit zme-
nou exprese sledovanych gent (adiA a speF). Takto upravené vzorky byly dale opét kulti-
vovany pii teploté 30 °C. Po 14, 16 a 18 hodinach kultivace (brano od pocatku kultivace;
tedy po 2, 4 a 6 hodinach od dpravy pH) byly provedeny odbéry vzorka a vzorky byly dale

zpracovany podle metodiky popsané v kapitole 6.3.

Druhym sledovanym faktorem, ktery by mél ovlivnit expresi gentl, byla teplota. Proto byla
druhd polovina vzorki (u kterych nebylo pH upravovano ptidavkem HCI) po 12 hodinédch
kultivace pfi 30 °C piemisténa do termostatu temperovaného na teplotu 8 °C. Po 14, 16
a 18 hodinach kultivace (tedy po 2, 4 a 6 hodinadch od umisténi vzorku do termostatu tem-

perovaného n 8 °C) byly vzorky odebriny a opét zpracovany jiz vySe uvedenym postupem.

6.5 Izolace nukleovych kyselin

6.5.1 Izolace bakterialni DNA

K ovéfeni funkénosti jednotlivych primert, které byly vyuZivany v rdmci dalSich experi-
mentd, bylo potfeba nejprve ziskat (izolovat) DNA z E. coli, kterd byla v téchto experi-

mentech modelovou bakterii.

Bakterialni DNA byla izolovdna pomoci izola¢ni sady High Pure PCR Template Preparati-
on Kit vyrdbéného firmou Roche a bylo postupovidno podle ptiloZeného pracovniho

navodu:

- Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 300 ul bakteridlnich bunck
a centrifugovano pii 7 600 RPM po dobu 5 minut.

- Vznikla peletka byla suspendovéna ve 200 ul fyziologického roztoku.

- Diéle bylo pfidino 5ul lysozymu (10 mg.ml' v10mM Tris-HCI, pH 8,0)
a inkubovano pfi teploté 37 °C po dobu 15 minut.

- Po inkubovani byla pfiddna smés 200 ul vazebného pufru a 40 ul Proteinasy K.
Smés byla pred samotnym pfidinim protfepdna na vortexu a temperovina

v termostatu pfi teploté 70 °C po dobu 10 minut.
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Po nésledném ptidani 100 pl isopropanolu byla smés ditkladné promichéna.
Promichany obsah zkumavky byl pfepipetovan do kolonky se specidlnim filtrem
umisténé ve sbérné zkumavce a centrifugovan pii 12 600 RPM po dobu 1 minuty.
Kolonka se specidlnim filtrem byla pfemisténa do nové sbérné zkumavky. Do takto
piipravené kolonky bylo napipetovdno 500 ul pufru odstraiujiciho inhibitory.
Pak byla smés centrifugovana pii 12 600 RPM po dobu 1 minuty.

Filtra¢ni kolonka byla pfesunuta do dals$i nové sbérné zkumavky a do kolonky bylo
napipetovano 500 ul promyvaciho pufru. Smés byla centrifugovdna pfi
12 600 RPM po dobu 1 minuty. Tento krok byl poté jesté jednou zopakovan.

Pak byl vylit ziskany filtrat ze sbérné zkumavky, do které byla zpét vsunuta filtrac-
ni kolonka a jeji obsah byl jeSt€¢ jednou centrifugovan pii 12 600 RPM po dobu
1 minuty.

Kolonka s filtrem byla vloZena do mikrozkumavky. Nésledn¢ bylo do kolonky pii-
dano 50 ul elu¢niho pufru predehidtého na 70 °C a smés byla ponechdna po dobu
15 minut stat.

Nakonec byl obsah zkumavky centrifugovén pti 12 600 RPM po dobu 1 minuty.
Ziskana DNA byla skladovana pii -15 az -25 °C

Cistota a koncentrace ziskané DNA byla zméfena na spektrofotometrickém piistroji

INFINITE M200PRO (Tecan).

6.5.2 Izolace bakterialni RNA

K izolaci bakteridlni RNA byla pouZzita komer¢ni izolacni sada High Pure RNA Isolation

Kit vyrabénd firmou Roche. Pracovni postup uvedeny v pfiloZeném ndvodu byl pro dosa-

Zeni co nejvysStho mnozstvi RNA ve vysledném izoldtu mirn€ upraven.

a. Priprava vzorku:

Nejprve byl vzorek filtrovan pfes gdzu a ndsledné centrifugovan v odstfedivce
vytemperované na 4 °C pii 5 000 RPM po dobu 5 minut.
Po odliti supernatantu byla ziskand peletka resuspendovana ve 200 pl 10 mM Tris

HCI (pH = 8).
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b. Lyze buné¢k:

Byly piiddny 4 pl lysozymu (50 mg.ml') a obsah zkumavky byl inkubovén
pii 37 °C po dobu 10 minut.

Dile bylo ptiddano 400 ul lyza¢niho pufru a v piipad¢ izolace RNA ze vzorkl pasti-
ky jesté¢ 50 ul smési fenol:chloroform:izoamylalkohol v poméru 25:24:1. Vznikla
smes byla protfepdna na horizontalnim vortexu po dobu 15 sekund.

Obsah zkumavky byl pfeveden do rezervodru filtracni kolonky, ktera byla predtim
umisténa do sbérné zkumavky, a centrifugovan pifi 12 600 RPM po dobu

45 sekund.

¢. Odstranéni DNA:

Poté byla ptiddana smés 90 ul inkuba¢niho pufru a 10 ul DNasy L.

Po inkubaci trvajici 60 minut pfi teplot€¢ 15 - 25 °C bylo piiddano 500 pl promy-
vacitho pufru I a obsah zkumavky byl centrifugovan pii 12 600 RPM po dobu
45 sekund.

d. Promyti:

Odstfedénd tekutina byla ze sb&mé zkumavky odstranéna, bylo pfiddno
500 ul promyvaciho pufru Il a obsah zkumavky byl opét centrifugovan
pii 12 600 RPM po dobu 45 sekund.

Bylo pifiddno 200 ul promyvaciho pufru II a nasledné probéhla centrifugace
pii 14 500 RPM po dobu 2 minut.

Po odstranéni odstfedéné tekutiny ze sbérné zkumavky byla provedena dodate¢na
centrifugace pti 14 500 RPM po dobu 1 minuty, kterd zajistila odstranéni veskerého

promyvaciho pufru.

e. Eluce:

Filtra¢ni kolonka byla umisténa do 1,5 ml mikrozkumavky a do rezervoaru této
filtratni zkumavky bylo napipetovdano 50 ul elu¢niho pufru. Obsah byl ponechan
volné stat pti laboratorni teploté po dobu 10 minut.

Nakonec byl obsah zkumavky centrifugovén pti 12 600 RPM po dobu 1 minuty.

Izolovana RNA byla uchovédvana pii teploté -80 °C.
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6.6 Transkripce bakterialni RNA do cDNA

Bakteridlni RNA vyizolovand podle postupu uvedeného v kapitole 6.5.2 byla néasledné

procesem reverzni transkripce piepsdana do cDNA. Tento piepis byl proveden pomoci sady

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit komeréné vyrdbéné firmou Roche.

Nejdiive bylo napipetovano 11 pl bakteridlni RNA a 2 ul primeru (Random Hexa-
mer Primer). Tato smés byla promichdna a umisténa do termocycleru na dobu
10 minut pti 65 °C.

Nésledné bylo ktéto smési piiddno: 4 pl pufru pro reverzni transkriptasu
(Transcriptor ~ Reverse  Transcriptase = Reaction  Buffer)  obsahujiciho
8 mmol.I"! MgCl,, 0,5pul inhibitoru RNas (Protector RNase Inhibitor),
2 ul deoxynukleotidii (Deoxynucleotidemix) a 0,5 ul reverzni transkriptasy
(Transcriptor Reverse Transcriptase), jak je uvedeno v Tabulka I. Takto ptipravend

Vv s

sm¢s byla promichéna a pti niZsich otackéach centrifugovéna.

Tabulka I: SloZeni reakcni smési pro reverzni transkripci.

Slozka Koncentrace | Objem [ul]
Random Hexamer Primer (600 pmol.ul™) 60 umol.1" 2
Bakteridlni RNA Variabiln{ 11
Celkovy objem 13
Transcriptor Reverse Transcriptase 1 4
Reaction Buffer *
Protector RNase Inhibitor (40 U.pl'l) 20U 0,5
Deoxynucleotidemix 1 mmol.I" 2
Transcriptor Reverse Transcriptase (20 U.ul™) 10U 0,5
Celkovy objem 20

Nakonec byla smés opét umisténa do termocycleru, kde prob&hly reakce
za nasledujicich podminek: nejprve byla smés inkubovdna po dobu 10 minut
pii 55 °C, posléze po dobu 30 minut pii 55 °C a nakonec byla pfi 85 °C po dobu

5 minut inaktivovana reverzni transkriptasa.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Takto ziskand cDNA slouzila jako templat pro real time-PCR. V ptipad¢ Ze nebyla pouZzita

ihned, byla uchovéna pii -15 az -25 °C.

6.7 Metodika PCR reakci

6.7.1 Zkouska funk¢énosti primert metodou klasické PCR

Funk¢nost navrzenych primert byla zkousena metodou klasické PCR, pro niz byl pouzit

Master Mix GoTaq G2 Hot Start Green komercéné vyrabény firmou Promega Corporation.

SloZeni reakéni smési je uvedeno v Tabulka I1.

Tabulka 11: SloZeni reakcni smési klasické PCR.

Slozka Koncentrace Objem [ul]
GoTaq Hot Start Green Master Mix Promega 1 10
Voda - 7
Forward primer (20 umol.I™) 800 nmol.I" 1
Reverse primer (20 umol.1") 800 nmol.I" 1
Bakteridlni DNA variabilni 1
Celkovy objem 20

Reakce probehla za podminek uvedenych v tabulce Tabulka I1I.

Tabulka II1: Podminky klasické PCR zvolené pro zkousku funkcnosti navrienych

primerii.
Krok Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykli
Pocatecni denaturace 94 3 1
Denaturace 94 0,5
Annealing 58 /59760 0,5 45
Extense 72 0,75
Zaveérecnd extense 72 5 1
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Ziskané amplikony byly nésledné¢ elektroforeticky detekovany. Byl pfipraven
1% agarosovy gel s ptidavkem ethidium bromidu, jakoZto fluorescen¢niho interkala¢niho
barviva. Elektroforéza probihala po dobu 30 minut za pfivddéného napéti 90 V a proudu
400 mA. Na gel byl zarovenn nanesen tzv. marker (standard molekulové hmotnosti).
Po probchnuti elektroforetického déje byl gel umistén na snimaci plochu transiluminétoru,

kde byl ozéfen Sirokospektrym UV zafenim.

6.7.2 Stanoveni G¢innosti primeri a sledovani exprese genii metodou real time-PCR

Pro zjisténi G¢innosti zvolenych primert a sledovani exprese jednotlivych gentli byla pouZi-

ta metoda real time-PCR, pro jejiz ucely byla pouZita smés FastStart Universal SYBR

Green Master (Rox) komercné vyrdbéna firmou Roche.

- Byly pfipraveny roztoky zvolenych primert o koncentraci 30 umol.I".

- Nasledné bylo napipetovano 12,5 ul vySe zminéné komercni smeési FastStart
Universal SYBR Green Master (Rox) obsahujici potfebné slozky, déle
0,25 pl kédujiciho primeru (Forward primer), 0,25 pl antikédujiciho primeru
(Reverse primer) a 9,5 ul vody, jak je uvedeno v Tabulka 1V, do jednotlivych jamek
mikrotitratni desticky. Nakonec bylo pfiddno 2,5 ul bakteridlni DNA (cDNA),

kterd byla ziskana reverzni transkripci (viz kapitola 6.6).

Tabulka 1V: SloZeni reakcni smési real time-PCR.

Slozka Koncentrace Objem [ul]
FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) 1x 12,5
Voda - 9,5
Forward primer (30 pmol.I™") 300 nmol.I" 0,25
Reverse primer (30 pmol.l'l) 300 nmol.1"! 0,25
Bakterialni DNA variabilni 2,5
Celkovy objem 25
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- Pro experimenty, jeZ byly sledovdny metodou real time-PCR (nejprve zjiSténi Gcin-

nosti reakce a ddle i sledovani exprese zvolenych genll) byly pouZity reakéni pod-

minky uvedené v Tabulka V. Pro sledovani specificnosti PCR byla sledovana i

kiivka tani produktl, pficemz byl pouZit teplotni gradient od 60 do 95 °C, kdy byla

teplota zvySovana vzdy o 0,5 °C kazdych 5 sekund.

Tabulka V: Podminky reakce real time-PCR.

Krok Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 10 1
Denaturace 95 0,5
Annealing 60 0,5 40
Extense 72 1
Kfivka tani 60 az 95 0,5°C/5s
Zavérecna extense 72 5 1
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Ristové krivky bakterie Escherichia coli (CCM 3954)

Aby bylo moZzné vhodné rozvrhnout experimenty, ve kterych byla sledovdna genova
exprese zvolenych gentl (adiA a speF), bylo zapotiebi vybrat pitthodné doby odbéru jednot-
livych zaockovanych vzorkl. Byly sestrojeny rustové kiivky bakterie E. coli ve vSech
testovanych vzorcich (tedy v bujonu s0,2% ptidavkem aminokyselin, v nizkotu¢ném
mléce i ve vepiové pomazance /pastice/) pti 30 °C (viz obrdzek 19) a 8 °C (viz obrdzek

20).

4,00E+09 - L g
3,00E+09 -
4
L 2
E 2,00E+09 - ¢
=
b4
1,00E+09 -
* 2
D * b4 .
L J
0,00E+00 4000099 ; .
0 10 20 30 40 50
Cas [hodina]
@ Vepfova pomazanka @ Mléko @ Bujon

Obrdzek 19: Riistovd kiivka bakterie Escherichia coli v jednotlivych médiich pri 30 °C.

Ziskan4 rustova ktivka baterie E. coli pti 30 °C vykresluje ve vSech druzich vzorkl veske-
ré faze rustu a odumirdni bunck. U vsech tif pozorovanych zaockovanych vzorki je patrna
tzv. lag faze po dobu prvnich péti hodin experimentu nasledujici logaritmickym narGstem

poctu kolonii v ¢ase od 5. do 12. hodiny. Z ristové kiivky je také patrné, Ze po 29. hodiné



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

dochdzelo u vzorku nizkotuéného mléka abujonu s0,2% ptidavkem aminokyselin
k relativnimu ustéleni, zatimco u vzorku vepfové pomazanky doSlo k neocekdvanému
ndristu. Proto byla kultivace bakterie E. coli ve veptové pomazance pii 30 °C prodlouzena
na dobu 96 hodin. Jeji pribéh je zndzornén na obrdzku 20. Tento ndrist 1ze vysvétlit
na zdklad¢ zjisténého sloZeni vepifové pomazanky uddvaného vyrobcem. Vyrobce uvadi,
Ze vedle dextrosy (neboli D-glukosy — monosacharid) je zde pfitomen i dextrin, nizkomo-
lekularni polysacharid. Ten by mohl byt v ptfipad¢ potieby Stépen bakteridlnimi enzymy
[56] na maltosu, ptipadné glukosu, kterd maze byt nasledné¢ vyuZivana jako zdroj energie,

coZ muze zaptiCinovat narust bakterii.
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Obrdzek 20: Ruistovd krivka bakterie Escherichia coli v pastice pri 30 °C.

Pro sledovéni genové exprese byly zvoleny doby odbéru tak, aby tyto faze patficné vysti-
hovaly. Prvnim ¢asem odbéru vzorku byla zvolena 0. hodina ihned po zaockovani kultu-
rou, jakoZto pocatek experimentu. Déle byla zvolena 3. hodina, vystihujici tzv. lag fazi,
8. hodina, v niZ dochdzi k logaritmickému nértstu bun¢k, a 29. hodina, ve které jiz dochazi

k vyraznému poklesu poc¢tu buné€k a tedy k jejich odumirani.
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Bakterie E. coli je schopna rist v teplotnim rozmezi od 8 °C do 48 °C, pficemZ optimalni
teplotou je 37 °C. Tato skute¢nost byla vypozorovand i z riistové kiivky sestrojené pti 8 °C
(viz obrdzek 21). V porovnani s ristovymi kiivkami ziskanymi pii 30 °C lze konstatovat,

Ze pti teploté 8 °C je rust bakterii inhibovan.

U zaockovaného vzorku veprové pomazanky je patrnd stacionarni fize v dobé 2. az 3. dne
s ndslednym pozvolnym poklesem rlstu. V zaockovaném vzorku nizkotu¢ného mléka
doslo k logaritmickému nartstu poctu kolonii v prvnich dvou dnech, pficemz tento rist
velmi rychle poklesl. U zaockovaného vzorku bujonu s 0,2% piidavkem aminokyselin
doslo k prudkému nartstu poctu kolonii hned v prvnich 24 hodindch. V dalSich dnech byl
pozorovan pozvolny pokles. Z jednotlivych ristovych kiivek je patrné, Ze rlst bakterii
je vedle teploty ovlivnén i dostupnosti jednotlivych Zivin — v tekutém médiu jako je bujon

nebo mléko budou ziejme jednotlivé substraty dostupnéjsi nez v ,,polotuhém* vzorku pas-

tiky.
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Obrdzek 21: Ristovd krivka bakterie Escherichia coli v jednotlivych médiich pri 8 °C.
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7.2 1zolace DNA bakterie E. coli

Pro ovéfeni funkCnosti navrzenych primera (viz kapitola 6.7.1 a 7.5.1) bylo nutné izolovat
DNA sledované bakterie E. coli (CCM 3954). Bylo postupovano podle pracovniho ndvodu
uvedeného v kapitole 6.5.1. Vyizolovana byla bakteridlni DNA o koncentraci 20,2 ng.ul”
a Cistoté (ratio — vyjadiujici pomé€r Ajeonm/Azsonm) 1,84. Uvedend hodnota by se méla

v idedlnim piipad¢ blizit hodnoté 1,8 [57].

7.3 Optimalizace postupii izolace RNA z realnych vzorki

K izolaci RNA ze vzorkl byly pouZity dva komercné vyrabéné kity, a sice Power Microbi-
ome RNA isolation kit vyrabény firmou MO BIO Laboratories a High Pure RNA isolation
kit vyrdbény firmou Roche. JelikoZ jsou vSak nizkotucné mléko i veprfovd pomazéinka
(pastika) pro dalsi zpracovani pomérné slozité matrice, byly vzorky jest¢ za studena
nejprve filtrovany pres sterilni gdzu, kdy bylo snahou ze vzorkil odstranit nedostate¢né

homogenizované ¢astice pripadné i ¢ast tuku.

Kazdy izolacni kit byl pouzit ve dvojim opakovéni — v jednom piipadé bylo nadéle postu-
povano dle ndvoda piiloZzenych vyrobcem a ve druhém piipadé (jak je uvedeno
v tabulce VI) byl do faze 1yze bunck pii dan mezikrok, v némzZ byly ke vzorku ptidany

sklenéné kulicky k dikladnéj$imu rozbiti bunck.

Tabulka VI: MnoZstvi a cistota RNA vyizolované z téhoZ vzorku veprové pomazdnky (pasti-

ky) pri srovndni dvou komercnich izolacnich kitil.

RNA izola¢ni Kit firmy RNA izola¢ni Kit firmy
MO BIO Laboratories Roche
Koncentrace [ng/pl] 17,68 25,52 98,56 9,36
Ratio (A260 nm/A280 nm) [-] 2,03 2,23 0,38 0,69
Ptiprava vzorku lj‘iltraf:e v v v v
pres gdzu
. . Sklenéné
Lyze bun¢k Kulicky x v x v
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Tabulka VI uvadi také mnoZstvi takto vyizolované RNA a jeji Cistotu, kterd je uvddéna
jako pomér absorbance vzorku pii 260 nm ku absorbanci vzorku pii 280 nm — tzv. ratio.
Tato hodnota by se méla v piipad¢ izolace RNA idedln¢ bliZit hodnot¢ 2,0 [57]. Jako velmi
ucinnd se ukdzala byt izolace RNA kitem vyrdbénym firmou MO BIO Laboratories
s vyuzitim filtrace pies gdzu a bez pfidavku kulicek. Nicméné z financ¢nich divodd
bylo vzhledem k mnozZstvi pldnovanych vzorkli nezbytné pracovat s financné dostupnéjsi
izola¢ni sadou firmy Roche a proto bylo snahou optimalizovat pracovni postup k dosazeni

co nejciststho izoldtu RNA v odpovidajicim mnoZstvi.

Tabulka VII: Srovndni postupii izolace RNA z téhoZ vzorku veprové pomazdnky (pastiky)
pomoci High Pure RNA Isolation Kit (Roche).

Vzorek ¢. 1 2 3 4 5 6
Koncentrace [ng.ul'l] 0 25,52 17,68 7,84 108 76
Ratio (A260 nm/A280 nm) [-] 2 2,11 1,91 1,51 1,62 1,48
s . Filtrace pies gazu x v v v v v
ve 200 uri 10 mMpTris IiCl v v v v v v
4 pl lysozymu (50 mg/ml) v v v v v v
Inkubace 10 min/37 °C v v v v v x
E) 400 pl lyzaéniho pufru 4 v 4 4 x x
3 Sklenéné kulicky x x v v v v
— 500 ul Fenol:Chloroform: < < < v v v
Izoamylalkohol (25:24:1)
Protiepat 15 s v v v v v v

Proto byly zvoleny a testovany modifikace doporuc¢eného pracovniho postupu, které jsou
uvedeny v tabulce VII. Jako nutnd se ukdzala filtrace vzorku pfes gazu a jeho centrifugace
za sniZzené teploty (z pavodné doporucovanych 25 °C na 4 °C), kdy dochazi ke ztuzeni
tuki, které plavou na povrchu a daji se ze vzorku pomérné snadno odstranit. Tuk miiZe byt
faktorem negativné ovliviiujicim mnozZstvi a Cistotu izolované RNA (vyrobce uvadi maxi-
mdalnim mnozstvi tuku ve vzorku ~40 %). DalSim pfidanym mezikrokem k dosazeni

dikladné lyze bunc¢k byl piidavek sklenénych kulicek, které se v piredchozim pokusu
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vV

s touto izola¢ni sadou osvédcily. Presto ale takto upravené vzorky dosahovaly nizsich hod-

not Cistoty (ratio). Poslednim pfidanym mezikrokem byla extrakce smési

v

madéni kontaminujicich proteind na rozhrani organické (dolni) fize a vodné (horni) faze,
ve které zustaly rozpustény nukleové kyseliny. V této fazi pokusu se jako nejucinnéjsi
jevily modifikace zvolené u vzorku €. 2 a 3 bez vyuziti extrakce smési F:CH:1L.

Utinnost téchto dvou vybranych modifikaci byla ovéfena na dal§im vzorku vepfové poma-
zénky (paStiky). MnoZstvi vyizolované RNA ajeji Cistota (ratio) jsou uvedeny
v nasledujici tabulce VIII. Zaroven byla vyzkouSena modifikace postupu izolace z vepifové
pomazdinky dosud netestovand, a sice s ptidavkem smési F:CH:I (25:24:1), ale bez pouZziti
sklenénych kuli¢ek (vzorek ¢.3). Tento zptlisob izolace se zdal v této fazi jako idedlni
a proto bylo takto postupovano i pfi dalSich izolacich RNA ze vzorkil vepfové pomazanky.
Kontrolni méfeni béhem dalSich experimenti ukizala, Ze mnoZstvi a Cistota (hodnota
ratio) izolované RNA vyhovovala nasim pozadavkiim. Nejucinnéj$i optimalizovany

postup je konkrétn¢ popsan v kapitole 6.5.2.

Tabulka VIII: Srovndni postupii izolace RNA 7 téhoZ vzorku veprové pomazdnky (pastiky)

a téhoZ vzorku nizkotucného mléka pomoci High Pure RNA Isolation Kit (Roche).

Druh vzorku Veprova pomazanka Nizkotu¢né mléko
Vzorek ¢&. 1 2 3 4 5
Koncentrace [ng.p.l'l] 36,88 1,36 15,34 8,88 19,28
Ratio (A260 nm/A280 nm) [-] 1,51 0,33 1,79 1,95 1,69
o Filtrace pfes gézu 4 v v v x
> 2 :
s 4 Centrifugace v v v v v
=S | Smin/5 000 RPM/4 °C
A~ Resuspendace peletky
v v v v v
ve 200 ul 10 mM Tris HCI1
4 ul lysozymu (50 mg/ml) 4 v v v v
Inkubace 10 min/37 °C 4 v v 4 4
o
>O .
E 400 pl lyzaéniho pufru v v v v v
S Sklenéné kulicky x v x v v
—
500 pl Fenol:Chloroform: « < v « v
Izoamylalkohol (25:24:1)
Protfepat 15 s v v v v v
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Dile byla aplikovana modifikace s pouzitim sklenénych kulicek a vynechdnim extrakce
smési F:CH:I (25:24:1) na vzorek nizkotu¢ného mléka, u néhoz byla pro nizky obsah tukli
(0,5 %) arelativné jednoduché sloZeni predpokldddna snazsi a ucinnéjsi izolace RNA.
Z toho divodu byla vyzkousena izolace bez filtrovani piivodniho vzorku pies gazu, ktera
se ukdzala jako ucinnd. V dalSich experimentech byla RNA ze vzorkl nizkotu¢ného mléka
izolovdna modifikovanym postupem uvedenym v tabulce VIII u vzorku €. 4, ktera
i u kontrolnich méteni béhem dalSich izolaci RNA vykazovala hodnoty ratio o poZzadované

hodnoté.

7.4 Pouzité primery

Pred provadénim experimentl jeZ byly zaméfeny na sledovani exprese sledovanych genti
(adiA a speF) u E. coli bylo nejprve zapotiebi otestovat funk¢cnost primert, které mély byt

pouzivany.

Tyto primery ve své diplomové préaci pouZzivala Kristyna MarSadlkova [54, 58] a rovnéz
metodiku pro sledovani exprese genu speF' u bakterii kultivovanych v bujonu s pifidavkem
aminokyselin, metodou real time-PCR, optimalizovala. Navrhu primeri pro gen adiA

se ve své diplomové praci zabyvala Veronika Malkova [59].

Nicméné jaka je funkCnost primeri a ucinnost PCR, pokud jsou sledovdny exprese téchto

vvvvvv

méno doposud nebylo.

7.4.1 Primery pro referencni gen — gapA

Jako referen¢ni (,,housekeeping®) gen byl vybrdn gapA, ktery byl zvolen a sledovédn
v diplomové praci Kristyny MarSédlkové [54]. Tento gen kdduje enzym glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenasu (GADPH), coz je enzym glykolytické drahy. Zaroven byly pouzity
i shodné primery ,,gapA F + gapA R, jejichz vlastnosti jsou uvedené v tabulce IX, ptiCemz
vyslednd délka amplikonu byla asi 200bp, coZ je pro metodu real time-PCR pfijatelné.
Autorka ve své prici také optimalizovala podminky této metody pro sledovini exprese

tohoto genu. Byla zvolena optimélni teplota annealingu 57,9 °C.
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Tabulka IX: Viastnosti sady primeri pouZité pro sledovdni referencniho genu gapA.

Nazev Sekvence Tm [°C] Délka
gapA F 5°-ACT TCG ACA AAT ATG CTG GC-3° 56,50 20
gapA R 5°-CGG GAT GAT GTT CTG GGA A-3° 56,81 19

Tm — teplota tdni.

7.4.2 Primery pro sledovany gen — adiA

Pro sledovani genu adiA byly testovany 3 sady primert, jejichZ vlastnosti jsou uvedeny

v tabulce X.

Prvni sada primert ,,adiAl F + adiA1 R* byla navrZzena Veronikou Malkovou v programu
Blast a to specidln¢ pro bakterie E. coli. Metodika byla validovana pii testovani exprese
genl uvedené bakterie ve vzorcich bujonu. Délka vzniklych amplikont byla asi 100bp.
Zaroven autorka zvolila optimdlni teplotu annealingu 57,5 °C a to i s ohledem na optimalni

teplotu annealingu zvolenou u primert pro vyse zminovany referen¢ni gen (gapA).

Druhé sada primert oznacovana jako ,,adiA2 F + adiA2 R* byla navrzena v ramci predkla-

dané diplomové prace takt€éZ v programu Blast a to tak, aby spliovala nasledujici podmin-

ky:
- délka primeru v rozmezi od 18 do 25 nukleotidu;

- obsah parti G = C v nukleotidové sekvenci by m¢l €init 40 az 60 %;

- teplota Tm by méla byt miniméln¢ 50 °C a zarovei by teplota tani sady primerQ
méla byt blizkd;

- primery nesmi tvofit dimery na zéklad¢ své vzdjemné komplementarity bazi
a zaroven nesmi vytvéret vnitini sekunddrni struktury. [20]

- Pro metodu real time-PCR je idedlni vznikajici amplikon o délce 80 az 250bp [60].

Treti testovanou sadou primert pro sledovdni genu adiA byla sada navrZend autory
Marsdlkovd a kol. [61], ktera je dale oznaCovana jako ,,adiA F + adiA R*. Tato sada prime-
i je univerzalni pro ncékteré bakterie z Celedi Enterobacteriaceae (napt. E. coli nebo Sal-
monella enterica). Sledovani genové exprese prostiednictvim této sady primeri bylo auto-

ry realizovano ve vzorcich bujonu.
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Tabulka X: Vlastnosti primerii pouZitych pro sledovdni genu adiA.

Nazev Sekvence Tm [°C] Délka
adiAl1 F 5-GCA TAG ATC GGG TTG AAA C-3° 53,88 19
adiAl R 5-ATA ACG CTA AAG AAG CGC AG-3 56,62 20
adiA2 F 5°-TCC GGA CGA ACA TCA AAA CG-3° 58,86 20
adiA2 R 5-AAG TCG GCG GTA TCT TCC AG-3* 59,54 20

adiA F 5-CTG GTT GAA GCG GGA GAA RT-3 59,00 20
adiA R 5°-TGG TAC GGC TAT GCR CGY TT-3 60,00 20

Y=CneboT; R=AneboG.

Voev s

Snahou bylo vybrat z uvedenych sad primerd nejvhodnéjsi dvojici pro sledovani exprese
genu adiA bakterie E. coli kultivované v redlnych vzorcich nizkotu¢ného mléka a veprové
pomazanky (paStiky). Z vysledki jednotliych experimentl (viz kapitola 7.5.1) byla
prodal§si experimenty (real time-PCR) vybrdna sada spracovnim oznacenim

»adiA F + adiA R*.

7.4.3 Primery pro sledovany gen — speF

Pomoci programu Blast byly v rdmci predkladané diplomové prace navrzeny i dalSi sady
primerq, tentokrat pro detekci genu speF. Konkrétné se jednd o tfi sady oznacené jako
»SpeF1 F + speF1 R,  speF2 F + speF2 R* a ,,speF3 F + speF3 R*, jejichZ vlastnosti jsou
uvedeny v tabulce XI. Ctvrta sada primer(, uvedend ve zminéné tabulce, byla pouZita
na zdkladé literarni reSerSe Kristynou MarSalkovou v rdmci jeji diplomové prace [54], v niz
optimalizovala metodu real time-PCR pro detekci genu speF. Autorkou bylo ovéteno, Ze
sada primert ,,speF (2F) + speF (4R)%, ptivodné navrzend Leonou Wunderlichovou [46]
pro metodu Touchdown PCR, je vhodna i pro detekci zminéného genu metodou real time-
PCR. NavrZend sada by méla byt univerzalni pro detekci vybranych bakterii ¢eledi Entero-
bacteriaceae (rovné€z i pro E. coli). Provedené experimenty byly ale realizovdny pouze

v bujonu.

V predkladané diplomové praci bylo snahou tyto sady primera testovat pii sledovani

exprese genu kddujiciho enzym ornithindekarboxylasu v redlnych vzorcich.
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Tabulka XI: Vlastnosti primerit pouZitych pro sledovdni genu spefF.

Nazev Sekvence Tm [°C] Délka
speF1 F 5-ACG CGC CAT TAG CAG AAG TG-3° 61,36 20
speF1 R 5-AGG CGT AGT TGG CTT CTT GC-3° 60,96 20
speF2 F 5°-GCG CCA TTA GCA GAA GTG C-3° 59,94 19
speF2 R 5-GAC ACA ACT GAC GCA GGG TA-3 59,97 20
speF3 F 5°-GAC GCG CCA TTA GCA GAA GT-3° 61,08 20
speF3 R 5-GCG TGG GAA GTG CTC CTT AC-3° 61,02 20

speF (2F) 5°-TCG CCR CTG YTG CTG-3 52,00 15
speF (4R) 5-GAT AGA AYG GGC TGG TGG-3 57,00 18

Y=CneboT; R=AneboG.

7.5 Testovani primeri

7.5.1 Zkouska funkénosti navrzenych primeri

Nejprve byla provedena zkouska funkCnosti novych sad primert, navrzenych v rdmci
predklddané diplomové prace, kterd byla realizovdna metodou klasické PCR za podminek
uvedenych v tabulce 111 (kapitola 6.7.1). Ziskané amplikony byly nasledné elektroforeticky
detekovany a snimek agarosového gelu po ozéatfeni UV zafenim je uvedeny na obrdzku 22.
Lze konstatovat, Ze navrZzené primery jsou funkéni pro metodu klasické PCR. U sady
primert detekujici referencni gen gapA byla ovétena idedlni teplota annealingu 58,0 °C.
U sad primerti ,,adiAl* a ,,adiA2* byla ovétena jako vhodnd taktéz teplota 58,0 °C. Dale
u primerti detekujicich gen speF byla jako vhodna teplota zvolena 60,1 °C, konkrétné
u,speF1“a,speF2*. Band vznikly testovanim sady ,,speF3‘ se na potizeném snimku jevil
jako nejzfetelnéjsi pii teploté annealingu 59,0 °C. U vSech takto testovanych primeri dosa-

huji vzniklé amplikony velikosti okolo 200bp, vyjma sady ,,adiA1%, kdy vznikaly ampliko-
ny o velikosti okolo 100bp.
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2 3 4 5 6 7 2 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Obrdzek 22: Zkouska funkcnosti primerii.
1 — marker; 2 — gapA; 3 — gapA(N); 4 — adiAl; 5 — adiA1(N); 6 — adiA2;

7 — adiA2(N); 8 — speF'1; 9 — speF1(N); 10 — speF2; 11 — speF2(N); 12 — speF3;
13 — speF3(N); 14 — marker; 15 — gapA; 16 — gapA(N); 17 — adiAl; 18 — adiA1(N);
19 — adiA2; 20 — adiA2(N); 21 — marker; 22 — speF'1; 23 — speF1(N); 24 — speF?2;
25 — speF2(N); 26 — speF3; 27 — speF3(N); 28 — marker; 29 — gapA; 30 — gapA(N);
31 - adiAl; 32 — adiA1(N); 33 — adiA2; 34 — adiA2(N); 35 — speF1; 36 — speF1(N);
37 — speF2; 38 — speF2(N); 39 — speF3; 40 — speF3(N). 2 —13: 58,0 °C;

15 - 20, 22 - 27: 59,0 °C; 29 — 40: 60,1 °C. (N) — negativni kontrola.

Z ¢asovych diivodi a i vzhledem k tomu, Ze ndvrh novych sad primeri nebyl primdrnim
cilem predkladané diplomové price, byly vybrany pro dalSi experimenty, pro studium
regulace genové exprese v redlnych vzorcich, sady primerti navrZzené a validované pro me-

todu real time-PCR v ramci diplomové prace Kristyny MarSdlkové, tedy sada primert
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wspeF (2F) + speF (4R)*, a pro detekci genu adiA pak sada navrZend autory Marsdlkovad
a kol. 2017 [52] ,,adiA F + adiA R*.

Jelikoz byly vybrané primery validovany pro metody detekce a kvantifikace genti ve vzor-
cich bujonu a zdroven byly skladovany v mrazicim boxu, bylo proto potieba jejich funkc-
nost zkontrolovat, a vedle toho také ovéfit, zda reakce budou probihat s dostate¢nou Gcin-
nosti (efektivitou) i béhem experimentli, v nichZ budou vedle bujénu zpravovany i redlné

vzorky (mléko a pastika).

7.5.2 Kontrola a¢innosti reakce pii pouziti navrzenych sad primeru

s

Ucinnost PCR je dand dcinnosti pfiseddni primerd, sloZenim reakce nebo také ptitomnosti
PCR inhibitord. PCR probihd se 100% tucinnosti (efektivitou) pouze v idedlnich ptipadech,

ve skutecnosti je u¢innost reakce vice ¢i méné snizena.

Béhem experimentli provadénych v ramci této predkladané diplomové prace byla ovérova-
na ucinnost vSech reakci nejenom na pocitku experimentu (sledovdni exprese genil
v ruznych fazich ristové kiivky bakterii — v bujonu, mléce i pastice), ale byla sledova-
na/kontrolovdna béhem vSech experimentii (sledovani vlivu faktori /pH a teploty/

na genovou expresi — v bujonu, mléce i pastice).

Nejprve byly sledovany/kontrolovany G¢innosti reakei u experimentd provadénych v bujo-
nu. Ze z4avislosti jednotlivych namétenych hodnot Ct (viz tabulka XXV v priloze P I)
na mnozstvi cDNA ziskané reverzni transkripci (dle postupu uvedeného v kapitole 6.6)
byla sestrojena standardni kiivka (viz obrdzek 36 v priloze P I) a néasledné z ptisluSnych
smérnic pifmek ,,k* vypocitana podle rovnice 4 efektivita amplifikace ,,E*, kterd nabyvala

hodnot v rozmezi od 103 do 104 % (viz tabulka XII).

Na zédklad¢ téchto vysledki 1ze usoudit, Ze vybrané primery jsou funk¢ni, reakce probiha
s dostate€nou tucinnosti (dle doporuceni by se ucinnost reakce meéla pohybovat mezi

90 az 110 % [37]) ato i v ptipadé aplikace metodiky na redlné vzorky (viz dale).
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Tabulka XII: Vypoctené hodnoty efektivity reakce (vzorek

bujonu s pridavkem aminokyselin).

k E E

[-] [-] [%]
gapA 3,250 2,031 103
adiA 3211 2,048 105
speF 3,233 2,038 104

k — smérnice primky; E — ticinnost (resp. efektivita) reakce.

7.6 Sledovani exprese a vlivua zmény faktori (teploty a pH) na expresi

sledovanych geni adiA a speF

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 7.1, pro pozorovani exprese sledovanych gent byly zvole-
ny Casy odbéru zaockovanych vzorka 0, 3, 8 a 29 hodin. Tyto €asy byly vybrany z toho
divodu, aby byla zaznamendna exprese sledovanych genil (adiA a speF) nejlépe ve vSech
fazich rtstové kiivky (pti 30 °C) bakterie E. coli.

Nejprve byla sestrojena standardni kiivka zavislosti hodnot Ct (ziskanych metodou real
time-PCR popsanou v kapitole 6.7.2) na mnozstvi cDNA. Nasledné mohla byt na zakladé
efektivity amplifikace vypocitana hodnota exprese sledovaného genu a to Pfafflovou me-

todou podle rovnice 5.

7.6.1 Kontrolni vzorek bujonu s pridavkem volnych aminokyselin

Na obrdzku 23 je uvedena standardni kiivka pro jednotlivé geny ve vzorcich ziskanych
z ,,kontrolniho* vzorku bujonu s pfidavkem aminokyselin. ProtoZze bylo v pfedchozich
experimentech zjiSténo, Ze v takovémto vzorku jsou oba geny (adiA a speF) dostatecné
exprimovany, bylo na pokus s bujonem nahliZzeno jako na pozitivni kontrolu, se kterou
mohou byt vysledky ziskané v experimentech s redlnymi vzorky (nizkotu¢né mléko a vep-
fovd pomazanka) diskutoviany. Hodnoty efektivity pro tyto vzorky (bujon) jsou uvedeny
v tabulce XIII. JelikoZ se hodnoty pohybuji v rozmezi od 93 do 99 %, lze povazovat pro-
béhnutou amplifikaci za G¢innou. Déle jsou v tabulce XIV uvedeny hodnoty exprese sledo-

vanych genu vypoctené dle Pfafflovi metody. Z téchto hodnot a ziroven z grafu
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znazornéném na obrdzku 24, je patrné, Ze ve vzorcich bujonu dochdzi k vyraznému zvySe-
ni exprese genu speF v 8. hoding€ kultivace a ve 29. hodin¢ pak k opétovnému sniZeni
exprese a to téméf na pivodni hodnotu. Zatimco u genu adiA v 8. hodin¢ k tak ztetelnému
ndristu genové exprese ve vzorku bujonu nedochdzi, je jeho exprese i ve 29. hodin€ téméf
shodnd. Z téchto vysledkii by bylo mozné usuzovat na to, Ze v exponencidlni fazi rlstu
bakterie E. coli (8.hodina) v bujonu s pfidavkem volnych aminokyselin (L-ornithinu
a L-argininu) tato bakterie pro produkci putrescinu preferuje drdhu €. 1, tedy vyuZziva reak-
ci katalyzovanou enzymem ornithindekarboxylasou (pfeména L-ornithinu na putrescin)
kédovanou genem speF a druhou aminokyselinu (L-arginin) zfejmé& vyuZiva jinak, tieba

pro svij rast [61].
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34,00 -
32,00 -
30,00 -
28,00 -
26,00 -

y =-3,503x + 25,68
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24,00 - R?=0,996
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Obrazek 23: Zavislost Ct na mnoZzstvi cDNA (bujon s pridavkem aminokyselin).

Tabulka XIII: Namérené hodnoty Ct pro jednotlivd redéni a vypoctené hodnoty

efektivity reakce (v bujonu s pridavkem aminokyselin).

Ctl k E E
100 10-1 10-2 10-3 ['] ['] [%]
gapA 22,65 26,36 29,93 32,80 -3,401 1,968 97
adiA 25,57 29,52 32,39 36,29 -3,503 1,930 93
speF 24,82 28,30 31,84 34,78 -3,342 1,992 99
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Tabulka XIV: Vypoctené hodnoty exprese (bujon

s pridavkem aminokyselin).

RI[-]
3. hodina 8. hodina 29. hodina
adiA 0,4 4,9 4.4
speF 0,5 8,8 0,7

Expresni pomér R zde uvddi, kolikrat se zvysila exprese daného genu (bud’ adiA nebo

speF), ato ve 3., 8. a 29. hodin¢ ve srovnéni s ¢asem 0 hodin (od pocatku kultivace).
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3 8 29
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Obrdzek 24: Zdvislost exprese sledovanych genii na case

v kontrolnim vzorku bujonu s pridavkem volnych aminokyselin.

V dalsi fazi experimentu byly testované redlné vzorky i kontrolni vzorek bujonu zaockova-
né bakteridlni kulturou E. coli vystaveny zménam teploty a pH v pribéhu kultivace, jak

je popsano v kapitole 6.4.

Kontrola d¢innosti reakce metodou standardni kiivky byla provedena v kazdém dalSim
realizovaném experimentu. V tomto piipad€ je zavislost hodnot Ct na mnozZstvi cDNA

uvedena na obrdzku 37 v priloze PII. Smérnice jednotlivych piimek a znich
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nasledné vypoctené efektivity reakci jsou pak uvedeny v rabulce XV. Efektivita amplifika-
ce se v piipadé modelového vzorku bujonu s pfidavkem aminokyselin pohybovala

v rozmezi od 103 do 107 %.

Tabulka XV: Vypoctené hodnoty efektivity (bujon

s pridavkem aminokyselin) p7i sledovdni regulace genové

exprese.
k[-] E[-] E [%]
gapA 3,222 2,043 104
adiA 3,165 2,070 107
speF 3,255 2,029 103

Pro kontrolu, zda reakce probihaji nejen s dostatecnou ucinnosti, ale i specifi¢nosti, byla
softwarem pofizena druhd derivace kifivky tdni. Kfivka tdni produktu je zndzornéna
na obrdzku 25; je zde potvrzena specifi¢nost probéhnutych reakci, jelikoZ nebyly zachyce-
ny peaky vyjadiujici vznik nespecifickych produkti. Teplota tani vzniklych specifickych
produktl, v piipadé pouziti primert detekujicich gen gapA a adiA, se pohybuje okolo
81 °C, v piipad¢ genu speF okolo 79 °C.

-d(REUYT

Temperature, Celsius

Obrazek 25: Druhd derivace krivky tdni pro jednotlivd redeni pri zmené teploty

u vzorku bujonu.(Cervend — gapA, modra — adiA, zelend — speF.)
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Nésledné byly z naméfenych hodnot Ct (viz tabulka XXV v priloze P II) vypocteny hodno-
ty exprese sledovanych gent v jednotlivych ¢asech odbéru kultivace zaockovaného vzorku

bujonu (viz tabulka XVI) a to pii zméné teploty i pH.

Jak bylo uvedeno v kapitole 6.4, byl vzorek bujonu po odbéru ve 12. hodiné (od pocatku
kultivace) umistén do termostatu temperovaného na 8 °C. V pfipadé vzorku, u néhoz byl
sledovéan vliv zmény pH, byla tato hodnota po odbéru ve 12. hodin¢ upravena piidavkem
0,1M HCI. Nasledn¢ byly provadény odbéry ve 14., 16. a 18. hodin¢ (od pocatku kultivace,
tedy po 2, 4 a 6 hodindch od zmény daného faktoru).

Pro dal$i porovnani a vyhodnoceni vlivu zmény teploty a pH na genovou expresi (bylo
sledovéano, zda doslo ke zvySeni ¢i naopak sniZeni exprese sledovanych genti) byla jako
,»srovndvaci hodnota (tedy 100 %)*“ zvolena vZzdy mira exprese jednotlivych sledovanych

genl ve 12. hodin¢ (exponencidlni faze rlistu bakterii v testovanych vzorcich).

Tabulka XVI: Procentudlni vyjddreni zmeny exprese u jednotlivych casii
kultivace (vzorek bujonu s pridavkem aminokyselin) pri sledovdni viivu

zmeny teploty a pH na expresi sledovanych genu (adiA a speF).

% exprese
Faktor
12. hodina | 14. hodina | 16. hodina | 18. hodina
adiA Zména 100 33 24 37
speF teploty 100 24 19 34
adiA Zména 100 117 127 96
speF pH 100 125 112 107

Z procentudlniho vyjadieni zmény exprese, které jsou zaroven graficky zndzornény
v grafech na obrdzku 26, je viditelné, Ze vzhledem k hodnoté R (% exprese) ve 12. hoding,
kdy byl vzorek jesté neupraven, doslo v piipad¢ zmény teploty pfi kultivaci bakterie E. coli
ve vzorku k vyraznému sniZeni miry exprese a to jak v pifipadé genu adiA (o 67 %), tak

iv piipadé genu speF (o 76 %). Hodnota pak dédle u obou sledovanych genl klesa
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i v 16. hodiné. Na konci experimentu, tedy v 18. hoding, je pak viditelny mirny nartist ex-

prese u obou gendl.
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Obrdzek 26: Zavislost exprese sledovanych genii adiA (A) a speF (B) na case

v kontrolnim vzorku bujonu s pridavkem volnych aminokyselin pii zmené teploty.

Druhy testovany vzorek bujonu s piidavkem aminokyselin byl po odbéru ve 12. hodiné
okyselen z pivodni hodnoty pH 7,45 na 5,00. Zménu genové exprese po této zmené
podminek kultivace vyjadiuji grafy na obrdzku 27. Z nich je vidét, Ze u obou sledovanych
genll dochdzelo knarGstu exprese. V pfipadé sledovaného genu adiA s vrcholem
v 16. hodin¢ rustu bakterie (tedy 4. hodin¢ pobytu v termostatu temperovaném na 8 °C),
kdy vzrostla hodnota genové exprese oproti 12. hodiné o 27 %. V piipad¢ sledovaného

genu speF  byla pozorovdna nejvys$i mira genové exprese ve 14. hodiné, kdy doslo

k ndrtistu oproti hodnoté ve 12. hodiné o 25 %.

Ziskané vysledky potvrdily naSe ocekdvéni. Teplota je faktorem, ktery by mél utlumit
nejen rust bakterii, ale i expresi sledovanych gent, coz dokumentuji nase vysledky. Nao-
pak pH je faktorem, jez by mél expresi danych gent zvySovat. Diivodem tohoto tvrzeni
je fakt, Ze biogenni aminy (BA; v nasem ptipad¢ produkovany putrescin) jsou latky bazic-
kého charakteru, které muize bakterie tvofit, aby ji pomohly ,pfekonat* neptiznivé pod-

minky (pravé sniZeni pH). Produkce BA mitiZe byt tedy brana jako urcita ,,obrannd reakce*,
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kdy si bakterie tvofi tyto liatky (BA), aby dochdzelo k nartistu pH prostiedi (ndvrat

na optimdlni hodnoty pro rtst, ve kterém se nachazi.

150 - 150 -

125 125
0 100 - o 100 -
(7] (7]
o o
% 75 g— 75
()] ()]
X 50 - X 50 -+

25 25 -

0 - 0 - .
12 14 16 18 12 14 16 18
Cas [hodina] Cas [hodina]
(A) (B)

Obrdzek 27: Zdvislost exprese sledovanych genii adiA (A) a speF (B) na case

v kontrolnim vzorku bujonu s pridavkem volnych aminokyselin p7i zmene pH.

7.6.2 Testovany vzorek nizkotu¢ného mléka

Efektivita amplifikace, vypoctend na zdkladé¢ smérnic jednotlivych standardnich kiivek
(viz obrdzek 28) se pohybovala v intervalu od 93 do 96 % (viz tabulka XVII), tudiZ reakce
probihala s dostate¢nou tucinnosti. Z nédsledné vypoctenych hodnot exprese, uvedenych
v tabulce XVIII, lze konstatovat, Ze ve vzorcich nizkotu¢ného mléka kultivovanych
za uvedenych podminek byla exprese genu adiA u E. coli zpo€atku experimentu pomé&rné
vyrovnand, zatimco ve 29. hodin€ doSlo k ndrlstu exprese tohoto genu (90,3), coZ je
patrné i z grafu uvedeném na obrdzku 29. Oproti tomu gen speF byl exprimovan ve vyssi
mite jiZz z pocatku kultivace. Nejvyssi hodnoty exprese byly naméteny v 8. hodiné (71,6).

Ve 29. hodin€ nastal vyrazny ndrast na hodnotu (1114,7). Posledni zminénd byla nejvyss

naméfenou hodnotou, a to s velkym odstupem, béhem vSech probéhnutych experimentt.
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Obrazek 28: Zavislost Ct na mnoZzstvi cDNA (nizkotucné mléko).

Tabulka XVII: Namérené hodnoty Ct pro jednotlivd redéni a vypoctené hodnoty

efektivity reakce (nizkotucné mléko).

Ctl-] k E E
10° 10" 10 10° [-] [-] [%]

gapA | 2225 | 2640 | 2973 | 3285 | 3512 | 1,926 93
adiA | 2522 | 2041 | 3247 | 3567 | 3439 | 1,953 95
speF | 2379 | 2668 | 3022 | 3404 | 3430 | 1957 9

Tabulka XVIII: Hodnoty exprese (nizkotucné mléko).

RI[-]
3. hodina 8. hodina 29. hodina
adiA 2,6 2,6 90,3
spelF’ 4,2 71,6 1114,7
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Obrdzek 29: Zdvislost exprese sledovanych genii na case

u kontrolniho vzorku nizkotucného miléka.

Nizkotucné mléko obsahuje asi 3 % bilkovin, z nichZ nejvétsi zastoupeni (cca 80 %)
ma kasein. Ten je vytvéien ¢tyfmi frakcemi — ag;, aso, p (fosfoproteiny) a k (glykoprotein),
jejichz struktura je tvofend pfevdzné dlouhymi fetézci aminokyselin. V kazdém z téchto
fetézcl ma své zastoupeni také arginin (asi 3,3 % u kravského mléka), zatimco ornithin
ve struktufe zminénych frakci nalezen nebyl [62]. Na zdklad¢ téchto skuteCnosti
je zajimavy vySe uvedeny extrémni narist exprese genu speF, ktery koduje enzym ornithin
dekarboxylasu. Nariist byl zaznamendn az ve 29. hodin¢ a to po inkubaci pti 30 °C. Jelikoz
skladovanim mléka dochézi k ptirozenému sniZzovani hodnoty pH (z hodnoty 6,7 aZ na 4,6)
a to pfevazné Cinnosti mikroorganismut [63], které maji optimum ristu pravé okolo 30 —
35 °C, je mozné pfipsat tento narist pradvé zminénym procesim. Zaroven se totiz jednd
o teplotni rozmezi, pfi némz jesté¢ nedochdzi k precipitaci kaseinu (kdy dochazi ke vzniku
silnych vazeb mezi jednotlivymi kaseinovymi micelami) a jeho oddéleni od syrovétky. [62,

63, 64]

Pfi sledovani vlivu faktorii na genovou expresi v redlném vzorku nizkotuc¢ného mléka
doslo ke komplikacim, které byly zachyceny az pii pokusu o vyhodnoceni hodnot Ct.
Nejen Ze tyto hodnoty nebylo mozné zachytit, jelikoz k prekroceni fluorescence pozadi
dochéazelo az po 40. cyklu, ktery byl sledovén, ale v tad¢ piipadi doslo béhem reakce

ke vzniku nespecifickych produktii. Vzhledem k tomu, Ze izolovand RNA i ndsledné
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pfepsand cDNA vykazovaly pozadovanou cistotu i byly v dostateCnych koncentracich,
byla znovu provedena real time-PCR reakce s pouzitim nové natedénych primert, které
byly déle pouzity i v piipadé prace se vzorky veptové pomazanky. Tyto opakované name¢-
fené hodnoty Ct byly vyneseny do grafu (viz obrdzek 38 v priloze P IIlI) v zavislosti
na mnoZzstvi cDNA. Sklon téchto standardnich pfimek byl vSak pfili§ maly a ucinnost
probéhnutych reakci tak byly vyhodnoceny jako nedostacujici. Konkrétn¢ jsou hodnoty
uvedeny v tabulce XIX a pohybuji se v rozmezi od 116 do 144 %. Z prubéhu experimentu
lze vyvodit, Ze v prvnim piipad¢ byly pouZzité primery jiz nefunk¢ni. JelikoZ druhé prove-
deni experimentu bylo opakovdno aZ s odstupem né¢kolika dni, byly vzorky piepsané
cDNA uchovavany v mrazicim boxu. Tim a ndslednym rozmrazenim mohlo dojit k urcité
degradaci molekul a to i pfesto Ze spektrofotometrickd kontrola prokdzala dostaCujici

hodnoty ¢istoty i mnozstvi nukleové kyseliny.

Tabulka XIX: Vypoctené hodnoty efektivity (nizkotucné

mléko) pri sledovdni regulace genové exprese.

-d{RFU}dT

k[-] E[-] E[%]
gapA -2,582 2,439 144
adiA -2,592 2,431 143
speF -2,988 2,161 116

Temperature, Celsiis
Obrdzek 30: Druhd derivace krivky tani pro jednotlivd redeni

pri zmeéné pH u vzorku nizkotucného mléka.

(Cervend — gapA, modra — adiA, zelend — speF.)
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Ze ziskané druhé derivace ktivky tani v piipad¢ vzorkl nizkotu¢ného mléka je také vidéet

zvyseny vznik nespecifickych produkti.

Z casovych divodi uz nebylo mozné pokus znovu zopakovat, tudiZ nebyla ziskéna potteb-
nd data pro posouzeni vlivu faktor na genovou expresi sledovanych geni v redlném vzor-

ku nizkotu¢ného mléka.

7.6.3 Testovany vzorek vepirové pomazanky (pastiky)

Stejné jako u piedchozich vzorkt, byly i v piipadé vzorku vepfové pomazanky nejprve
testovany ucinnosti reakci. Na zdklad¢ smérnic jednotlivych pifimek zdvislosti Ct
na mnoZzstvi cDNA, které jsou zndzornény na obrdzku 31, byly i€innosti reakci vypocteny.
Jak je uvedeno v tabulce XX, hodnoty efektivity téchto reakci se v piipad¢ testovanych
genll pohybovaly v rozmezi od 90 do 106 %, coz je vyhovujici pro nasledny vypocet

exprese podle Pfafflovi metody.

30,00 +

28,00 - y =-3,297x + 17,057

26,00 - R?=0,994

24,00 -
— y =-3,190x + 16,703
— 22,00 - R?=0,966
O

20,00 -

18,00 - y =-3,577x + 16,010

R2=0,998
16,00
14,00 T T T T T T T 1
-3,5 -3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5
log c[1]
®gap eadiA & speF

Obrdzek 31: Zdavislost Ct na mnoZzstvi cDNA (veprovd pomazdnka).
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Tabulka XX: Namerené hodnoty Ct pro jednotlivd redeni

a vypoctené hodnoty efektivity reakce ve vzorcich veprové

pomazdnky (pastiky).
k[-] E[-] E [%]
gapA -3,577 1,904 90
adiA -3,297 2,011 101
speF -3,190 2,058 106

U obou sledovanych geni je z tabulky XXI vidét, Ze zatimco v piipadé genu speF dochazi
k postupnému nartistu hodnot exprese genu (exprese nabyvad ve 29. hodin¢ hodnoty 2,9),
druhy sledovany gen adiA nejvice exprimuje v 8. hodin¢ (R =5,7) a posléze dochdzi
k mirnému sniZeni jeho exprese. Z obrdzku 29 je také patrné, Ze v redlném vzorku vepiové
pomazanky je ve vetsi mife exprimovan gen adiA. 1 tady plati, Ze expresni pomér R zde
uvadi, kolikrat se zvySila exprese daného genu (bud’ adiA nebo speF), a to ve 3., 8.,

a29. hodiné ve srovnéni s ¢asem 0 hodin (od pocatku kultivace).

Tabulka XXI: Hodnoty exprese (veprovd pomazdnka).

RI[-]

3. hodina 8. hodina 29. hodina

adiA 2,3 5,7 4,6

speF 0,9 2,1 29
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Obrdzek 32: Zdvislost exprese sledovanych genii na case

(veprovd pomazdnka).

Lze fici, ze pouZitd metodika real time-PCR, kterd byla plvodné validovana
na modelovych vzorcich bujonu, byla Gspé$né realizovdna na testovanych redlnych vzor-
cich. Ze ziskanych dat lze také konstatovat, Ze v redlném vzorku nizkotu¢ného mléka
kultivovaného pfi 30 °C dochdzelo u E. coli k expresi obou genl (adiA a speF) v mnohem
vetsi mite, nez u redlného vzorku vepfové pomazanky za stejnych podminek. A zdroven,
Ze zatimco u zminéného vzorku nizkotu¢ného mléka byl u E. coli vice exprimovan gen
speF’ (a to vice nez desetindsobné ve srovnani s genem adiA), v piipad€ vzorku vepiové
pomazinky doSlo k vyraznéj$i expresi genu adiA. Vzorky vybranych redlnych potravin
byly odlisné z hlediska sloZeni i dostupnosti jednotlivych aminokyselin a dalSich substrati,
které E. coli vyuziva ke svému ristu. Na modelu E. coli kultivované v redlnych vzorcich
potravin, ne jen v bujonu, je patrné, Ze oba zminované geny (adiA i speF) jsou geny indu-
cibilni a je mozZné sledovat zmény v expresi na zdklad¢ fady faktord, ne jen jiZ zminéné

teploty a pH, ale i dostupnosti jednotlivych substrati.

U vzorku vepiové pomazanky byla hodnota pH zménéna pfidavkem 0,1M HCI z hodnoty
6,39 na hodnotu 5,19. Ze smérnic standardnich ktivek (viz obrdzek 39 v priloze P IV),
do nichZz byla promitnuta zdvislost namétenych Ct hodnot (uvedenych v tabulce XXVI

v priloze P 1V), na mnozstvi nukleové kyseliny, byly vypocteny hodnoty efektivity
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probéhnutych reakci. Tyto hodnoty se pohybovaly pro jednotlivé geny v rozmezi od 99
do 108 % (viz tabulka XXII).

Tabulka XXII: Hodnoty efektivity reakce (veprovd

pomazadnka) pri sledovani regulace genové exprese.

Kk [-] E[-] E[%]
gapA -3,141 2,081 108
adiA -3,166 2,069 107
speF -3,346 1,990 99

TDI] formrmprerr e g g

-d(RFUYdT

Temperature, Celzs

Obrdzek 33: Druhd derivace krivky tdni pro jednotlivd redeni
pri zméné teploty (veprové pomazdnka /pastika/).

(Cervend — gapA, modra — adiA, zelend — speF.)

Z grafu druhé derivace ktivky tani, ktery je vyobrazen na obrdzku 33, 1ze v ptipad¢ genu
speF usoudit na specificky prubéh reakce za vzniku produkti s teplotou tani cca 78 °C.
Stejné tak v piipadé genu adiA, u n¢hoz je sice v nekterych piipadech patrny peak v oblasti
74 °C, ktery je vSak pod tzv. hodnotou treshold. K odchylkdm v prubéhu reakce dochéazelo

v ptipadé referencniho genu gapA, kdy sice nedochdzelo k zaznamenani peaku charakteri-
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zujictho vznik nespecifickych produktii, ale v jednom piipad¢€ vznikl produkt, jehoZ teplota

tdni byla 79 °C, zatimco teplota tani vzniklého specifického produktu byla 82 + 1 °C.

Tabulka XXIII: Vypoctené hodnoty exprese u jednotlivych casit kultivace

(vzorek veprové pomazdnky) pri sledovdni regulace genové exprese.

% exprese
Faktor
12. hodina 14. hodina 16. hodina 18. hodina
adiA zména 100 122 124 109
speF T 100 125 140 0,2
adiA Zména 100 516 664 239
spelF’ pH 100 483 611 263

Vypoctené procentudlni zmény exprese R (viz tabulka XXIII) vici ,,standardni hodnoté*
exprese danych genii ve 12. hodin€ (100 %) od pocatku kultivace, byly vyneseny do graft
na obrdzku 34. Z téchto hodnot je patrné, Ze pfi zmené teploty kultivace (po 12. hodiné
byly vzorky umistény do termostatu temperovaného na 8 °C) doslo u obou geni k nartistu
jejich exprese. Nejvyssi mira exprese byla sledovdna v 16. hoding. V piipadé genu adiA
se jednalo o ndriist oproti mife exprese ve 12. hodin€ o 24 % a v piipad¢ sledovaného genu
speF o nartst azZ 0 40 %. Z téchto vysledkll by se dalo usuzovat, Ze chlazeni polotuhého
vzorku (pastiky) neprobihalo dostate¢né a odbér mohl byt proveden v ,teplejsi* zoné
vzorku, kde se nemusel vliv teploty na indukci (popf. ttlum) genové exprese adiA a speF
projevit. Proto by bylo vhodné experiment zopakovat a bud’ prodlouZzit dobu chlazeni, nebo

vzorek schladit v ledové 1azni.
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Obrdzek 34: Zdvislost exprese sledovanych genii adiA (A) a speF (B) na case

ve vzorku veprové pomazdnky (pastiky) pri zmené teploty.

U vzorku vepfové pomazdnky, u n€hoz byla po odbéru ve 12. hoding€ kultivace zmé&néna
hodnota pH, byly oba geny v nejvyssi mife exprimovany v 16. hodiné. Narist exprese
genu adiA i1 genu speF byl v tomto Case velmi vyznamny — exprese obou gentl se zvysila
~ 5x (viz obrdzek 34). 1 zde je patrné, Ze zména pH je vyznamnym faktorem ovliviiujicim
expresi genll kédujici dva vyznamné enzymy, ornithindekarboxylasu (speF) a argininde-
karboxylasu (adiA), zapojené v metabolické draze produkce putrescinu u gram negativnich

bakterii.
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Obrdzek 35: Zavislost exprese sledovanych genii adiA (A) a speF (B) na case

ve vzorku veprové pomazdnky (pastiky) pri zmeéné pH.
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ZAVER

Predkladand diplomova price byla zaméfena na sledovani vlivu faktori na genovou
expresi genl adiA a speF konkrétné u bakterie Escherichia coli (zastupce Celedi Entero-
bacteriaceae) kultivované v redlnych vzorcich nizkotu¢ného mléka a veprové pomazanky
(pastiky). Prvni z uvedenych genli — adiA — kdduje arginindekarboxylasu, tedy enzym
katalyzujici metabolickou pfeménu aminokyseliny L-argininu na biogenni amin agmatin,
ktery je ddle metabolizovan na putrescin. Druhy z uvedenych genli — speF — kéduje enzym
ornithindekarboxylasu katalyzujici dekarboxylaci aminokyseliny L-ornithinu na putrescin.

Béhem price byly/byla:

- Sestrojeny rlstové kiivky bakterie E. coli (CCM 3954) pfi teplotdch 30 a 8 °C
v kontrolnim vzorku bujonu a v redlnych vzorcich nizkotu¢ného mléka a veptové
pomazanky. Pro sledovani exprese genll byly vybrany Casy:

* 0. hodina (pocatek experimentu),
* 3. hodina (lag faze),

* 8. hodina (logaritmicka faze)

* 29. hodina (fize odumirani).

- Optimalizovdny metody izolace RNA zredlnych vzorkii nizkotuéného mléka
a veprové pomazanky za pouziti izola¢niho kitu firmy Roche — High Pure RNA
Isolation Kit s modifikaci filtrace vzorku pies gazu, centrifugace pii 4 °C a v pfipa-
dé¢ izolace RNA ze vzorku vepfové pomazinky také s piidavkem smeési
fenol:chloroform:izoamylalkohol (25:24:1).

- Ovéfena funkcnost primeri a u¢innost reakce (real time-PCR) pro jednotlivé geny
v testovanych redlnych vzorcich, pricemz efektivita reakci u vSech tii testovanych

genl se pohybovala v pozadovaném rozmezi od 90 do 110 %.

Ze ziskanych vysledki 1ze konstatovat nasledujici:

-V kontrolnim vzorku bujonu s pfidavkem aminokyselin argininu a ornithinu doslo
pii sniZeni teploty kultivace k poklesu exprese sledovanych gena adiA (o 67 %)
a speF (076 %) u E. coli, zatimco pfi poklesu hodnoty pH k nartistu genové expre-
se (v ptipad€ genu adiA o 27 % a v ptipad€ genu speF o 25 %).

- Vredlném vzorku vepfové pomazinky doSlo v piipad¢ sniZeni kultivacni teploty

k nartistu genové exprese sledovanych genl adiA (o 24 %) a speF (o 40 %).
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Také pfii poklesu hodnoty pH nasledoval nartist hodnot exprese obou sledovanych
genl. Narust exprese byl vyznamny, exprese obou genu se ~ 5x zvysila.

- Z casovych divoda nebylo mozné zopakovat pokus sledovéani vlivu zmény teploty
a pH na genovou expresi v redlném vzorku nizkotu¢ného mléka, jehoz dosavadni
nedspéSny prubéh byl zplsoben nejspiSe zprvu nefunkénosti pouZzitych primert

a nasledn¢ degradaci prepsané cDNA zptisobené podminkami uchovavani.

Zavérem lze konstatovat, Ze sledované geny adiA a speF jsou geny inducibilni. Tyto
zavery potvrzuji vysledky experimentl, pii nichz byla E. coli kultivovana jak v bujonu
s pfidavkem aminokyselin, tak v redlnych vzorcich potravin (nizkotu¢ném mléce a vepiové

pomazance /pastice/).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A

ADC
adiA
aguA
aguB

BA

CCM
cDNA
Ct
ctDNA
dATP
dGTP
DNA
dNTP
dsDNA

dTTP

EDTA

F:CH:I

FRET

GADPH

adenin

arginindekarboxylasa

gen kodujici arginindekarboxylasu (biodegradativni)
gen kédujici agmatindeiminasu

gen kédujici N-karbamoylputrescinamidohydrolasu
biogenni aminy

pary bazi

cytosin

Cesk4 sbirka mikroorganismi (Czech collection of microorganisms)
jednofetézcova (komplementarni) DNA

cyklus, v némz hodnota fluorescence stoupa nad prahovou hodnotu pozadi
chloroplastovd DNA

deoxyadenosintrifosfat

deoxyguanosintrifosfat

deoxyribonukleova kyselina
2’-deoxyribonukleosid-5 "-trifosfaty

dvoufetézcovd DNA

deoxythymidintrifosfat

efektivita (Gi¢innost)

ethylendiamintetraoctova kyselina
fenol:chloroform:izoamylalkohol

fluorescen¢ni resonan¢ni prenos energie

guanin

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 93

k smérnice piimky

mitDNA  mitochondridlni DNA

mRNA  medidtorovd RNA

ODC ornithindekarboxylasa

PCA Plate Count Agar

PCR polymeréazova fetézova reakce
gPCR kvantitativni PCR

R exprese

RFLP polymorfismus délky restrikénich fragmenti
Rn mnoZzstvi fluorescen¢niho zareni
RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribozomdlni RNA

RT-PCR PCR spojena s reverzni transkripci

S Svedberg neboli Svedbergova jednotka sedimenta¢niho koeficientu
speA gen kédujici arginindekarboxylasu

speB gen kédujici agmatindekarboxylasu

speC gen kodujici ornithindekarboxylasu (biosynteticky)

speF gen kodujici ornithindekarboxylasu (biodegradacni)

ssDNA  jednovldknovd DNA

T Thymin

TAE Tris-acetat-EDTA pufr
TAMRA tetramethyl-6-karboxyrhodamin
Tm teplota tani

tRNA transferovd RNA

U uracil
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PRILOHA P1: ZKOUSENI FUNKCNOSTI PRIMERU - DOPLNUJICI
ZISKANE HODNOTY (BUJON)

Tabulka XXIV: Namérené hodnoty Ct pro jednotlivd redeni a vypoctené hodnoty efektivity

reakce (vzorek bujonu s pridavkem aminokyselin).

Ct[-] k E E
10° 10" 10 10° 10 [-] [-] [%]
gapA | 2274 | 2597 | 2939 | 2031 | 3559 | -3250 | 2,031 103
adiA | 2531 | 2821 | 3196 | 2.048 ; 3211 | 2,048 105
speF | 2434 | 2800 | 3158 | 2038 | 37,04 | -3233 | 2,038 104

k — smérnice primky; E — ticinnost (resp. efektivita).
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Obrdzek 36: Zavislost Ct na mnoZstvi cDNA (bujon).



PRILOHA P II: SLEDOVANI REGULACE GENOVE EXPRESE
GENU adiA A speF - DOPLNUJICI ZISKANE HODNOTY (BUJON)

Tabulka XXV: Naméiené hodnoty Ct pro fedéni 107 u jednotlivych casii kultivace

(vzorek bujonu) pri sledovdni regulace genové exprese.

Ct[-]
Faktor
0. hodina | 12. hodina | 14. hodina | 16. hodina | 18. hodina

gapA 29,46 27,51 29,31 28,27 28,97
adiA Zm;’na 31,35 28,03 29,92 29,48 30,12
spelF’ 30,64 26,99 29,12 28,75 29,31
gapA 29,91 25,73 25,93 26,15 25,23
adiA ngf{na 31,47 26,30 26,28 26,39 25,86
spelF’ 30,36 25,46 25,34 25,72 24,86
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Obrdzek 37: Zavislost Ct na mnoZstvi cDNA ve vzorcich bujonu

pri sledovadni regulace genové exprese.



PRILOHA P III: SLEDOVANI REGULACE GENOVE EXPRESE
GENU adiA A speF - DOPLNUJICI ZISKANE HODNOTY
(NIZKOTUCNE MLEKO)

Ct[-]
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Obrdzek 38: Zdvislost Ct na mnoZstvi cDNA ve vzorcich nizkotucného mléka

pri sledovadni regulace genové exprese.



PRILOHA P1IV: SLEDOVANI REGULACE GENOVE EXPRESE
GENU adiA A speF - DOPLNUJICI ZISKANE HODNOTY (VEPROVA
POMAZANKA)

Tabulka XXVI: Namerené hodnoty Ct pro redeni 1 07 u Jednotlivych casu kultivace

vzorku (veprovd pomazdnka) pri sledovdni regulace genové exprese.

Ct[-]
Faktor
0. hodina | 12. hodina | 14. hodina | 16. hodina | 18. hodina

gapA 34,93 29,37 25,62 27,77 25,27
adiA Zm;na 35,54 2925 25.19 27.34 25,00
speF 35,26 28,81 24,49 26,63 33,72
gapA 33,89 28,63 27,09 30,35 25,81
adiA ngg’a 33,54 30,72 26,91 29,85 26,68
speF 33,72 30,13 26,21 29,33 25,73
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Obrdzek 39: Zavislost Ct na mnoZstvi cDNA ve vzorcich veprové pomazdnky

pri sledovadni regulace genové exprese.




