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1 ABSTRAKT

Identifikace bakterialni DNA se skladd z né€kolika kroka: lyze buné€k, izolace
a purifikace DNA, precipitace ethanolem a identifikace bakterialniho kmene pomoci
PCR, piipadné€ 1 jinych molekuldrné biologickych metod. Kazdy krok musi byt
optimalizovan. Nukleové kyseliny Ize z bunék izolovat pomoci magnetickych
nosicl. Molekuly DNA jsou na povrch magnetického nosi¢e navazany na zékladé
elektrostatickych interakci a posléze jsou eluovany do pufru.

Cilem préace bude optimalizace jednotlivych kroki identifikace bakterialni DNA:
bunécna lyze, izolace DNA, charakterizace pevnych magnetickych nosicl
funkcionalizovanych aminoskupinami pro izolaci nukleovych kyselin. Pfitomnost
DNA v eluatu bude ovéfena pomoci gelové agarosové elektroforézy a mnoZzstvi
eluované DNA bude stanoveno spektrofotometricky. Izolovand DNA bude
amplifikovana pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).

Dale je prace zaméfena na studium sekundarnich struktur nukleovych kyselin —
kiizovych struktur a kvadruplext. Tyto struktury se podili na regulaci bunécénych
procest jako napft. exprese genu a jsou cilové struktury pro regulacni proteiny. Byla
provedena analyza genomu in silico u mikroorganizmi vyznamnych
v potravindiském pramyslu. Sekvence genomi mikroorganismi byly ziskany
z databaze NCBI (National Center for Biotechnology). Pro analyzu byl pouzit
software Palindrome Analyser a G4Hunter. Ve vSech testovanych genomech bylo
zjisténo zastoupeni téchto lokalnich struktur.
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4 TEORETICKA CAST
4.1 UVOD

V potravinaiském pramyslu je pro praktické vyuziti dilezitd identifikace kmend,
tj. jejich pfifazeni do stavajicich taxoni. Moderni bakteridlni taxonomie vyuziva
analyzy makromolekul, zejména DNA. Identifikace bakterialni DNA se sklada
z n¢kolika krokii: lyze bunék, izolace a purifikace DNA, precipitace ethanolem
(Sambrook a Russel, 2001) a identifikace bakteridlniho kmene pomoci PCR,
piipadné 1 jinych molekularné biologickych metod. Kazdy tento krok musi byt
optimalizovan. Pro efektivni vyzkum je nutné zvolit metody rychlé, Setrné a uc€inné.

Prvnim krokem pfti identifikaci bakterii je bunécna lyze. Enzymy zpisobujici lyzi
bunécné stény jsou cenné nastroje pro biotechnology, vyuzivaji se 1 v lékafstvi,
potravinarském primyslu a zemédé€lstvi pro ziskani intracelularnich produkti z
kvasinek nebo bakterii (Salazar a Asenjo, 2007). Byla popséana cela fada protokola
piipravy bunéénych lyzati bakterii, vcetné¢ chemickych, enzymatickych
a mechanickych metod nebo jejich kombinace (De Bruin a spol., 2019).

Na zéklad¢ struktury bunécné stény jsou bakterie rozd€leny na Gram-pozitivni
a Gram-negativni. Bunécnd sténa se skladd z peptidoglykani, jejichZz chemické
slozeni a struktura je podobna u obou typu bakterii (Salazar a Asenjo, 2007).
AvSak u Gram-negativnich bakterii je peptidoglykanovad vrstva mnohem tenci
(Salazar a Asenjo, 2007). Polymer tvofici bunéCnou sténu je tvofen
N-acetyl-D-glukosaminovymi  jednotkami  pfipojenymi B(1-4)  vazbou
na N-acetylmuramovou kyselinu a je zodpovédny za silu bunééné stény (Koch,
1998). V peptidoglykanovych vrstvach se u Gram-pozitivnich bakterii vyskytuji
aminokyseliny a aminokyselinové derivaty, které tvoii glykan-tetrapeptid, ktery se
mnohokrat opakuje v bunétné sténé (Salazar a Asenjo, 2007). Tetrapeptidy
sousednich polymert jsou spojeny penta-glycinovymi mustky polymerti a smérem k
vngjsi strané je peptidoglykan spojen s kyselinou teichovou a polysacharidy (Salazar
a Asenjo, 2007).

Pro uvolnéni DNA zbunék je nutné provést disrupci buncné stény
a cytoplazmatické membrany. Enzymy, které $té€pi peptidoglykany bakterii, tvofici
bunécnou sténu, jsou souhrnné nazyvané mureinové hydrolazy (Salazar a Asenjo,
2007). Nejznamé&jSim lytickym enzymem je lysozym, ktery se vyrabi ptevazné ze
slepi¢iho vajecného bilku (Salazar a Asenjo, 2007). Rozsahla hydrolyza
peptidoglykanu lysozymem vede k bunécéné lyzi a smrti pii zméné osmotického
prosttedi (Salazar a Asenjo, 2007).



Silné nebo jinak obtizné rozrusitelné bakterie obvykle vyzaduji mechanickou lyzi
(Vandeventer a spol. 2011). Gram-negativni bakterie maji dvouvrstvou bunécnou
sténu s periplazmatickym prostorem (Salazar a Asenjo, 2007). Vnéj§i membrana
(slozend z proteinti, fosfolipidil, lipoproteini a lipopolysacharidit a vnitini tuhé
peptidoglykanové vrstvy) zabranuje pristupu lytickym enzymim (Salazar a Asenjo,
2007).

Po bunécné lyzi nasleduje separace nukleovych kyselin z bunéénych lyzati.
Jednim ze zpiisobu izolace DNA je vyuZiti magnetickych nosici. Magnetické
separacni techniky se wuplatiuji od pocatku 70. let zejména v oblastech
biotechnologie, v molekularni diagnostice a mikrobiologii. Z téchto odvétvi se
pienesla 1 do Iekaistvi (Zhang a spol., 2015) pro diagnostiku geneticky
podminénych onemocnéni (Hordk a spol., 2007).

4.2 1ZOLACE NUKLEOVYCH KYSELIN

Nukleové kyseliny se extrahuji do vodnych roztoki pufru. K pufrim jsou
pfidavany tenzidy, které uvoliiuji nukleové kyseliny z vazby s bilkovinami, a také
inhibitory  enzymii,  které  zabranuji  Stépeni  nukleovych  kyselin.
Z extraktu lze nukleové kyseliny vysrdzet ptidanim ethanolu (propanolu a octanu
amonného). Nejbéznéj$im postupem izolace DNA je fenol-chloroformova extrakce.
(Sambrook a Russel, 2001) V uvedeném postupu se pouzivaji toxické organické
latky. Dal§im zplsobem izolace DNA je alkalickd lyze v kombinaci s SDS
(dodecylsiran sodny). Pisobenim silného detergentu pii vySSim pH dochazi
k otevieni bunécné stény a DNA je uvolnéna do supenatantu (Sambrook a Russel,
2001). Metoda izolace DNA vysolovanim je alternativou ke diive zminénym
metodam. Dosazené vysledky jsou srovnatelné s metodou fenol-chloroformové
extrakce. Jednou z moznosti izolace nukleovych kyselin je pouziti magnetickych
nosici. Je to metoda velmi Setrnd k Zivotnimu prostiedi.

4.2.1 Magnetické separacni metody

Principem magnetickych technik je piisobeni magnetického pole na magnetické
nano/mikrocastice, které jsou suspendované v pufru ¢i destilované vodé.
Magnetické nosice pouzivané pii izolaci DNA jsou zpravidla superparamagnetické.
Magnetické vlastnosti Castic se projevuji pouze v piitomnosti vnéjSiho
magnetického pole. Bez ptitomnosti vné€jSiho magnetického pole Castice neagreguyji.
Pro separaci magnetickych Castic od vzorku je nutné pouzit magneticky separator.
Na magnetickych nosi¢ich mohou byt navazany ligandy afinitni k cilovym
molekuldm.



VyuZiti elektrostatickych sil prFi reverzibilni adsorpci na magnetické nosice

Smér difuze molekuly DNA by mél vést piimo k magnetickému nosici.
Omezujicim faktorem je moznost afinity jinych molekul (jinych neZ nukleovych
kyseliny) k magnetickému nosici. Elektrostatické interakce musi byt dominantni
oproti dal§$im moznym interakcim ve smési, jako jsou naptiklad hydrofobni
interakce (Rhaman a spol., 2011). Elektrostatické vazby se vyuZzivaji k navazani
DNA na magneticky nosi¢ (Knopp a spol., 2009). Adsorpce na povrch nosict
probiha Iépe v prostiedi s vysokou iontovou silou, naopak eluce DNA je efektivnéjsi
v prostiedi s nizkou iontovou silou (Shan a spol., 2012, Lee a spol., 2008).

Makromolekula DNA se zapornym nabojem, tvofenym fosfatovymi zbytky, se
vaze na Castice s pozitivnim povrchovym nabojem v neutralnim pH (Knopp a spol.,
2009). Povrch magnetického nosie se funkcionalizuje naptiklad aminoskupinami
(-NH>), které jsou schopné protonace a vytvofit tak kladny naboj (Rhaman a spol.,
2011; Yoza a spol., 2002). Aminoskupinami se obvykle funkcionalizuji ¢astice
pokryté polymerni matrici s volnymi karboxylovymi (Hordk a spol., 2007;
Ramanathan a spol., 2005) nebo hydroxylovymi skupinami (Lee a spol., 2008),
piipadné Castice s polystyrenovou matrici (Yang a spol., 2008; Haihui a spol.,
2012). Pro extrakci a purifikaci nukleovych kyselin se vyuzivaji kiemicité Castice
nesouci aminoskupiny (-NH,), které poskytuji kationtovy povrchovy naboj (Veyret
a spol., 2005, Del Compo a spol., 2005). Silanizaci sklenénych substrati
aminosilanem ziskdme husté posety povrch aminoskupinami, které slouzi
pro upevnéni DNA (Nakagawa a spol., 2006). Princip izolace DNA, pomoci vazby
na aminoskupiny je uplatiovan u kiemicitych ¢€astic, které jsou funkcialoizované
diethylaminoethanolem (DEAE) a jsou obsazené v agarosovém gelu. Tento zpusob
izolace DNA byl srovndn s metodu sloupcové ionexové chromatografie
s ktemikovou naplni. Experiment prokdzal, Zze DNA ziskdna magnetickou izolaci
a spol., 1999).

Dalsim typem magnetickych c¢astic vyuzivajicich aminoskupiny k zachyceni
nukleovych kyselin, které se vyuziva zejména v Iékaiské diagnostice, jsou hydrofilni
magnetické nosi¢e nesouci aminodextran (Mouaziz a spol, 2009). Chitosanové
castice s navazanym glutaraldehydem rovnéz obsahuji mnozstvi aminoskupin, které
se podili na izolaci cilovych molekul. Navazani a uvolnéni cilové molekuly je
podminéno mnoha vlivy. Naboj chitosanové castice je ovlivnén pievdzné pH
suspenze. Optimalni pH pro adsorpci cilovych molekul na chitosanové castice se
pohybuje v kyselé oblasti. Taktéz uvolnéni molekuly z chitosanovych castic je
rychlej$i v kyselém pH (acetatovy pufr), pak nasleduje alkalické a neutrdlni oblast
pH (fosfatovy pufr) (Keawchaoon a spol., 2011). Chitosanové modifikované
magnetické Castice byly pouzity pro extrakci DNA z geneticky modifikovanych
sojovych bobt (Jiang a spol., 2012). Chitosanem potazené Castice kiemicitanu byly
pouzity jako alternativa, ke standardni izolaci DNA pomoci silika castic,
pro extrakci DNA (Hagan a spol., 2009).



4.3 AMPLIFIKACNI METODA — PCR

Identifikaci bakterii se rozumi porovnani urované bakterie se znamou bakterii,
obvykle se sbirkovym nebo typovym kmenem. Jedna se o proces, pii kterém se
zjistuje, ke kterému znamému taxonu (druhu) Ize izolat ptitadit (Ben Amor, 2007).
Klasické metody identifikace bakterii jsou zalozeny na studiu fenotypovych
vlastnosti (Watson a Crieck, 1953). BéZné¢ vyuZzivané kultivacni metody jsou slozité,
Casové narocné, a ne vzdy plné¢ spolehlivé. Kultivovat lze pouze 1%
mikroorganismt pfitomnych v prostiedi. Kromé toho lze fyziologické vlastnosti
mikroorganisml ovlivnit podminkami kultivace (Turkovd a spol., 2011). Proto se
k detekci, identifikaci a kvantifikaci bakterii stdle Cast&ji pouZzivaji nekultivacni
molekuldrné-biologické metody. Nejpouzivangjsi metodou je polymerazova
fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR), ktera se pouziva k amplifikaci
DNA (Ehrmann a Vogel, 2005; Ben Amor, 2007, Svec, 201 0). Metodu PCR objevil
v roce 1983 Kary Mullis, ktery za sviij objev obdrzel v roce 1993 Nobelovu cenu za
chemii. Diky rychlosti analyzy a specifité¢ zaziva v poslednich desetiletich velky
rozmach také v potravinatském primyslu. PCR je molekuldrné-diagnosticka metoda
zalozena na cyklicky se opakujici syntéze specifického tiseku DNA. K vybranému
useku DNA se hybridizuji kratké oligonukleotidy, tzv. primery, od nichz zacina
syntéza noveého fetézce. Syntéza je katalyzovana termostabilni DNA polymerazou,
kterda byla izolovana z bakterie Thermus aquaticus (proto se oznaCuje jako Tag
polymeraza) (Lorenz, 2012, Bloomfield a spol.,2000).

4.4 ANALYZA VYSKYTU INVERTOVANYCH REPETIC A
KVADRUPLEXU V GENOMU

V genomech jsou pfitomny specifické sekvence DNA, které za vhodnych
podminek mohou vytvofit kromé klasického duplexu 1 specialni struktury. Mezi
takovéto typy sekvenci patii invertované repetice (IR) (tvoii vlasenky a kiiZové
struktury), guaninové trakty (tvoii kvadruplexy), sekvence bohaté na tyminy
a adeniny (tvofi triplexy) a sekvence bohaté na cytosiny (tvoii i-motivy -
interkalované cytosinové kvadruplexy/motivy). Tyto sekvence se vyskytuji ve vSech
organismech (prokaryotickych i eukaryotickych) (Wang a Leung., 2009, Warburton,
2004; van Holde a spol., 1994) a jejich lokalizace neni nahodna, coz koreluje
s funk¢éné dilezitymi genomovymi oblastmi (Rhodes a Lipps, 2015; Bartas a spol.,
2018; Brdzda a spol., 2016, Strawbridge a spol. 2010). Genomy a transkriptomy
riznych organismi, véetné modelového organismu Escherichia coli (Rawal, 20006),
Saccharomyces cerevisiae (Hershman a spol., 2008) a lidi, obsahuji tadu
invertovanych repetic a sekvenci bohatych na G baze (Huppert a spol., 2005).



Pivodné byly tyto struktury prokazany v podminkach
in vitro, pozdéji byly také prokdzany in vivo (Rhodes a Lipps, 2015).

Palindrom je specificky pfipad inverzni repetice, kde chybi nukleotidy odd¢€lujici
jednotlivé inverzni repetice. Pokud invertovana repetice neobsahuje zddnou chybu,
nazyva se IR perfektni, pokud je v sekvenci pfitomné chyba, nazyva se imperfektni.
IR ptfitomné v regulacnich oblastech DNA zlstaly evoluéné konzervované
(Strawbridge a spol. 2010), zatimco IR neptiznivé plisobici na genetickou stabilitu
byly eliminovany (Strawbridge a spol. 2010). Nadmérny vyskyt IR byl zaznamenan
v promotorovych oblastech a v mistech iniciace replikace (Cechovd a spol., 2017).
Z inverzni repetice vhodné délky (Sesti a vice nukleotid) mohou vznikat
intramolekularnim parovanim komplementarnich bazi ktizové struktury — tzv.
kruciformy.  Kt#izové  struktury  obsahuji  Ctyfcestné  spojeni,  stopku
a smyCku o rizné velikosti (Wang a Leung, 2006). Kruciformy jsou cilové struktury
pro histony, proto-onkogenni protein DEK a mnoho dalSich strukturnich
a regulacnich proteintt (Brdzda a spol., 2016). Napiiklad protein p53 (hlavni
nadorovy supresor) se pfednostné vaZze na sekvence obsahujici invertované repetice,
které maji schopnost vytvaret kiizové struktury (Jagelska a spol. 2010), coz
demonstruje dulezitost téchto struktur. Tento protein reguluje transkripci genti
zapojenych do zastaveni bunécného cyklu, apoptdézy a senescence (Jost a spol.,
1997, Espinosa, 2008, Mazur a spol., 1999).

,Poloviéni kiizovou strukturou vyskytujici se na jednom vldkné nukleovych
kyselin je vlasenka. Vlasenky jsou nejbéznéjsi sekundarni strukturou vytvarejici se
na RNA pomoci Watsn-Crickova parovani uvniti molekuly. Sekvence na DNA,
ktera koduje vlasenku, musi byt taktéz IR. Vlasenka pfitomna v transkriptu bude mit
pravdépodobné opét regulacni funkci (Strawbridge a spol. 2010, Miura a spol.
2019; Dai a spol., 1997, Bikard a spol., 2010; Brazda a spol, 2011, Shlyakhtenko
a spol., 2000).

Béhem poslednich desetileti byly objeveny c¢tytvlaknové struktury znamé pod
nazvem Guaninové kvadruplexy (G-kvadruplexy). G-kvadruplex je tvofen
sekvencemi bohatymi na guanin, které se také oznacuji jako G-trakty. Jedna Ctveftice
na sebe navazanych Guaninii se oznacuje jako G-kvartet/G-tetrada (Huppert, 2005).
Vznik vodikovych vazeb mezi guaniny je umoznén Hoogsteenovym parovanim bazi
(Bedrat a spol., 2016, Kikin a spol., 2006). G-kvadruplexové struktury, se Casto
vyskytuji v telomerach, promotorech a dalSich biologicky vyznamnych oblastech
genomu savcl (Bartas a spol., 2018, Kikin a spol., 2006). Vyskyt telomernich
kvadruplexi je spojovan se sniZzenim aktivity enzymu telomerazy, ktera je
zodpovédna za prodlouZeni telomer. Pfiblizné 85 % onkologickych onemocnéni je
zpusobeno v duasledku vysoké aktivity telomerdzy, a proto je vyzkum
G-kvadruplexa dilezity pro vyvoj 1€Civ (Huppert, 2005, Yang a spol., 2018).

Pomoci vypocetni techniky lze provadét hlubsi analyzu genomu (Zuker, 2003).
Pro analyzu potencidlnich G-kvadruplexovych struktur (PQS) existuje celd fada
algoritmti (Bedrat a spol. 2016). Jednim znevice pouzivanych algoritmil je
G4Hunter (Bedrat a spol. 2016; Mishra a spol, 2019). Pro vyhodnoceni obsahu G



(resp. C na komplementarnim fetézci), ve sledované sekvenci nukleovych kyselin,
tento algoritmus dava jednotlivym sekvencim G, GG, GGG a GGGG skore 1, 2, 3
a 4 (Bedrat a spol. 2016). Cytosinové baze (C) jsou také hodnoceny, ale vSechny
hodnoty jsou negativni (Bedrat a spol. 2016). Obsah AT je irelevantni, takze skore
pro baze adeninu a tyminu je 0 (Bedrat a spol. 2016). Kone¢n¢, skore G4Hunter je
aritmeticky priamér vSech téchto hodnot (Bedrat a spol. 2016).



5 CILPRACE

Cilem dizertacni prace je:

10

Optimalizace piipravy bunéfnych lyzatd. Volba vhodného lyzacniho
¢inidla, jeho koncentrace, volba doby plsobeni na bunky. Testovani
pridavku Proteinazy a SDS.

Testovani alternativnich metod izolace nukleovych kyselin z bunéénych
lyzati

Optimalizace reak¢nich podminek izolace nukleovych kyselin z bunéénych
lyzéati pomoci polymernich nosict. Testovani reakénich pufri pro adsorpci
nukleovych kyselin na nosice a elu¢nich pufra.

Izolace nukleovych kyselin z potravinovych matric pomoci nosict
Studium  sekundarnich  struktur  nukleovych  kyselin  pomoci
bioinformatické analyzy u mikroorganizmi vyuzivanych v potravinaiském
pramyslu.



6 EXPERIMENTALNI CAST
6.1 VYBRANE VYSLEDKY
6.1.1 Priprava bunécnych lyzata

Tato kapitola se zaméfuje na testovani riiznych lyzacnich c¢inidel. Zahrnuje
optimalizaci doby plsobeni lyzacnich c¢inidel na buiky, nalezeni optimalni
koncentrace lyzacniho ¢inidla. Dale se zabyva vlivem SDS a Proteindzy K
pii piipravé bunécnych lyzata.

Testovani vlivu SDS a Proteinazy K pii pripravé bunécnych lyzati

V tomto experimentu byly pouzity buniky kmene Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei CCDM 212. Pro ptipravu bunéénych lyzati byl pouzit roztok obsahujici
lysozym 3 mg/ml a 4% roztok praciho pfipravku Prasku A. Doba plisobeni
lyza¢niho roztoku byla 1 h a 3 h. Po uplynuti této doby bylo k nékterym vzorkiim
piidano SDS a Proteinaza K dle Tabulky 1.

Tabulka 1: Pfehled pouzitych lyzacnich Cinidel, doby pisobeni lyzacnich ¢inidel
a pridavek SDS a Proteindzy K pfi pfipravé bunéénych lyzata

Lyzaéni ¢inidlo Doba lyze SDS Proteinaza K
(h)
1. Roztok s lysozymem 3 1 + +
mg/ml
2. 4% roztok Prasku A 1 - -
3. 4% roztok Prasku A 1 + -
4. 4% roztok Prasku A 1 + +
5. Roztok s lysozymem 3 3 + +
mg/ml
6. 4% roztok Prasku A 3 - -
7. 4% roztok Prasku A 3 + -
8. 4% roztok Prasku A 3 + +

+ s komponentou; - bez komponenty
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Ze ziskanych bunécénych lyzath byla izolovdana DNA pomoci metody magnetické
separace. V tomto experimentu byly vyuZzity magnetické nosi¢e Fkol 1350x. Ziskana
DNA byla amplifikovana pomoci PCR.

Bylo zjisténo, ze pii piipravé bunéfnych lyzati pomoci roztoku praciho
prostiedku Prasku A, neni zapotiebi pouzit pfidavek SDS a Proteinazy K. Tento
praci prostfedek pravdépodobné obsahuje detergenty a enzymy potiebné k rozruseni
bunééné stény a k prasknuti cytoplazmatické membrany. LepSich vysledkd bylo
dosazeno u vzorki, které byly podrobeny hodinové inkubaci v prubéhu lyze bunék,
oproti vzorklim, kde byla doba piisobeni lyza¢niho ¢inidla 3 hod. Z ptipravenych
bunécnych lyzati 1ze izolovat DNA, ktera je vhodna pro pouziti do PCR. Roztoky
pracich praskli tedy mohou nahradit béZné vyuzivané enzymy a detergenty
po pfipravu bunécnych lyzati. Tento postup je financné vyhodnéjsi.

Optimalizace koncentrace lysozymu v lyzacnim roztoku a ndsledna detekce
izolované DNA metodou PCR

Cilem experimentu bylo najit optimalni koncentraci lysozymu v lyzaénim roztoku
pro lyzi bakteridlnich bunék. Lyze byla provedena s bakteridlnimi kulturami:
Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088, Lactobacillus fermentum CCM 7192,
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 212/106, Lactobacillus plantarum
CCM 7039 a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825. Byly zvoleny tii rtzné
koncentrace lysozymu v roztoku: 3 mg/ml, 5 mg/ml a 10 mg/ml. Doba plsobeni
lyza¢niho ¢inidla byla 1 h pfi laboratorni teploté. Poté byl k bunécné suspenzi ptidan
SDS (25 ul, 10%) a Proteinaza K (5 pul, 100 mg/ml). Ze ziskanych bunécnych lyzath
byla magneticky separovana bakterialni DNA pomoci nosi¢l Fkol 1350x. Zaroven
byla provedena fenol-chloroformova extrakce bakterialni DNA.

U vzorklt DNA ziskanych magnetickou separaci pomoci nosicti Fkol 1350x sejevi
jako  optimalni koncentrace 5 mg/ml lysozymu v lyzaénim roztoku
pro druh Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
rhamnosus. Pro druh Lactobacillus paracasei a casei byla optimalni koncentrace
lysozymu v lyzaénim roztoku 3 mg/ml. Nejvétsi mnozstvi DNA separované
magnetickymi nosi¢i Fkol 1350x bylo naméfeno udruhi Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus  anejmensi  mnozstvi  u Lactobacillus  paracasei.
U fenol-chloroformové extrakce bylo naméfeno nejvétsi mnozstvi u vzorki
Lactobacillus  plantarum anejmensi mnozstvi u Lactobacillus  paracasei.
Pii ptepo¢tu na 100 pl bunééného lyzatu bylo mnozstvi ziskané DNA pomoci
magnetickych nanocastic vétsi nez mnozstvi DNA ziskané fenol-chloroformovou
extrakci. Pf1 fenol-chloroformové extrakci jsou pouzivany toxické organické latky
jako fenol a chloroform, a proto byly dalSi pokusy provadény s magnetickymi
nanocasticemi.
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Testovani enzymii obsaZenych v pracich prostiedcich pro lyzi bakteridlnich
bunék a nasledna detekce izolované DNA metodou PCR

Cilem pokusu bylo otestovat vhodnost enzymii, obsazenych v pracich prascich,
pro lyzi bakteridlnich bunék. Z praciho Prasku A byly pfipraveny lyzaéni roztoky
o rizné koncentraci (1%, 2%, 3% a 4% roztok). Jako kontrola byl pouzit lyza¢ni
roztok B s obsahem lysozymu 3 mg/ml. Byly lyzovany buniky kmene Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei CCDM 212/106. Doba piisobeni lyza¢niho roztoku na
bakterialni bunky byla 1 h a 3 h. Pfi lyzi byl pouzit SDS a Proteindza K.
Z bunéénych lyzata byla izolovana DNA pomoci magnetickych nosicl Fkol 1350x.
Ziskana DNA byla amplifikovana pomoci PCR.

Koncentrace DNA ziskana po lyzi bunck byla vyssi u kontrolnich vzorki, kde byl
pouzit lysozym. AvSak DNA ziskanid z bun¢k pomoci roztoku praciho prasku A,
byla v dostatecném mnozstvi a kvalit¢ vhodné pro metodu PCR. Nejintenzivné;si
PCR produkt byl detekovan u vzorku, kde byl pouzit 4% roztok praciho prasku A
s dobou trvani lyze 3 hod. Enzymy obsazené v pracim prasku A je mozné vyuzit
pro lyzi bakteridlnich bun€k. Pro dal$i pokusy byl pouzit 4% roztok praciho prasku
jako lyzacni Cinidlo.

Srovndni ucinnosti pracich prostiedkii obsahujicich enzymy pro lyzi
bakterialnich bunék a nasledna detekce izolované DNA metodou PCR

Cilem experimentu bylo najit nejvhodnéjsi praci prostiedek, ktery obsahuje
enzymy, pro lyzi bakterialnich bun¢k. Bylo pouzito pét riznych pracich prosttedki.
Byly testovany jak sypké praci prostfedky, tak tekuté gely. Z pracich prostfedki
byly namichany 4% lyza¢ni roztoky a doba lyze byla 1 a 3 h. Na konci lyze byl k
suspensi pridan 20% roztok SDS aProteindza K. Byly lyzovany bunky
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 212/106. Ze ziskanych bunécnych
lyzat byla magneticky separovana DNA pomoci nosi¢ti Fkol 1350x. Ziskana DNA
byla amplifikovdna pomoci PCR.

Bakterialni DNA byla amplifikovdna u vSech vzorkl. Nejintenzivnéjsi PCR
produkty byly detekovany u vzorktli, kde jako lyza¢ni Cinidlo byl pouzit roztok
praciho prostiedku PraSek A, PraSek B a Prasek E. Naopak nejmén¢ intenzivni PCR
produkt byl stanoven u vzorku, kde pro lyzi buné¢k byl pouzit roztok Prasku C.
Ptiprava lyzacnich roztoki z tekutych gelovych pracich prostfedk je snadné€jsi nez
piiprava lyza¢nich roztokii ze sypkych pracich prostiedki. Proto byl pro dalsi
pokusy jako optimalni lyzacni ¢inidlo zvolen 4% lyzaéni roztok Prasku E.
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Testovani enzymit obsaZenych v pracich prostiredcich pro lyzi bakteridlnich
bunék z potravinaiskych matric a nasledna detekce izolované DNA metodou
PCR

V experimentu byly pouzity potravinarské matrice: Acidofilni mléko — plnotucné
(Mlékarny ValaSské Meziti¢i), Jogobella jogurt — pfichut’ mango (Zott) a Bily jogurt
(Madeta). Byly pfipraveny bunééné lyzaty plsobenim 4% roztoku PraSku E.
Ze ziskanych bunécnych lyzath byla magneticky separovdana DNA pomoci nosicu
Fkol 1350x. Ziskand DNA byla amplifikovana pomoci PCR.

Nejintenzivnéj$i PCR produkty byly u vzorkt Bilého jogurtu (Madeta). U vzorki
Acidofilniho ml¢ka (Valasské Meziti¢i) a Jogobella jogurtu — mango (Zott) byly
také detekovany PCR produkty, ale niz8i intenzity. Z vysledku lze usoudit, ze
enzymy obsazené v pracich prostfedcich lze pouzit pro lyzi bakteridlnich kultur
mléénych vyrobki. Pal hodinova doba lyze byla dostacujici. Pfi provedeni PCR
reakce je lep$i pouzit smés s obsahem DNA 3 pul.

Srovnadni riuznych metod lyze bakteridalnich bunék a ndasledna detekce izolované
DNA metodou PCR

V tomto pokusu byly srovnany tii rizné lyzacni metody bakteridlnich bunck
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 212/106. Jako lyzacni ¢inidla byly
pouzity: roztok s obsahem lysozymu 3 mg/ml, imobilizovany lysozym a 4% roztok
praciho Prasku A. Zarovenn byla provedena lyze roztokem A, ktery neobsahuje
lysozym. Tento roztok byl pouzit jako kontrola. Zaroven byla testovana doba
plsobeni lyza¢niho ¢inidla: 1 h, 3 h a 5 h. Z buné&nych lyzati byla izolovana
bakterialni DNA pomoci magnetickych nosi¢i Fkol 1350x. Ziskand DNA byla
amplifikovana pomoci PCR.

Nejintenzivnéj$i PCR produkty byly detekovany u vzorkt, kde byl pro lyzi bunék
pouzit roztok PraSku A. Optimalni doba plsobeni lyzacniho ¢inidla byla stanovena
na 3 hodiny. U vzorki, kde byl lyza¢nim ¢inidlem roztok s lysozymem (3 mg/ml),
byla optimalni doba lyze také 3 hod. Pti pouZiti imobilizovaného lysozymu byla
optimalni doba lyze krat§i, 1 hodina. Bylo vyhodnoceno, Ze pii pouZiti
imobilizovaného lysozymu byl detekovan pouze jeden PCR produkt. Proto bylo
pouziti lyzac¢niho C€inidla, imobilizovany lysozym, vyhodnoceno jako malo efektivni
a drahé.

6.1.2 1Izolace DNA z bunék bakterii rodu Lactobacillus metodou vysolovani

V tomto experimentu byly analyzované kmeny Lactobacillus plantarum CCM
7039, Lactobacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rhamnosus CCM 1825,
Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088. Pti izolaci DNA byly testovany riizné
koncentrace NaCl (0,55 - 2,75 M), viz. Tabulka 2. Po provedeni celého postupu
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vysolovani DNA dle Tabulky 2 byla ziskdna DNA. Bakterialni DNA byla
amplifikovana pomoci PCR.

Tabulka 2: 1zolace DNA vysolovanim s pouzitim chloridu sodného

Postup Bunécny 55M H>O Koncentrace
lyzat (nl) NaCl (ul) (nl) NaCl (M)
1 500 100 400 0,55
2 500 200 300 1,10
3 500 300 200 1,65
4 500 400 100 2,20
5 500 500 0 2,75

Jako nejvhodné;jsi koncentrace NaCl pro izolaci DNA byla zjisténa koncentrace
1,65 M a 2,2 M (postupy 3 a 4 - viz. Tabulka 2). V téchto piipadech byly,
po amplifikaci DNA izolované ze vSech testovanych bakteridlnich druha,
detekovany specifické produkty PCR. Pfi pouziti nizSich koncentraci NaCl (0,55
a 1,10 M) byly detekovany PCR produkty nizsi intenzity. Postup 5 s 2,75 M NaCl
byl vyhodnocen jako nejméné UCinny, protoze po amplifikaci DNA nebyly PCR
produkty detekovany. Z vysledkl vyplyva, Ze pro lyzi bakteridlnich bunék 1ze pouzit
roztok praciho praSku. Metoda izolace DNA z lyzatu bun¢k vysolovanim roztokem
chloridu sodného se jevi jako vhodna pro lyzi buné€k rodu Lactobacillus. Rozdily
v intenzité¢ PCR produktl ziskanych po amplifikaci DNA, izolované vysolovanim
stejnou koncentraci NaCl, mohou odrazZet rozdily v lyzi bun¢k pracim prostfedkem.
Tyto rozdily mohou byt zplisobeny rozdily ve slozeni bunéénych stén testovanych
druha. Vysledky dosazené uvedenymi postupy jsou srovnatelné s vysledky metod

.....

metody je skutecnost, Ze se nemusi pracovat s organickymi toxickymi latkami.

6.1.3 Optimalizace reakénich podminek adsorpce a desorpce nukleovych
kyselin z P(HEMA-GMA)-NH; nosi¢i

V této kapitole byl testovan vliv iontové sily pufri pii adsorpci nukleovych
kyselin na nosice P(HEMA-GMA)-NH, a eluce nukleovych kyselin do ptislusného
pufru znosich P(HEMA-GMA)-NH,. Pro optimalizaci reakénich podminek byla
pouzita vysokomolekularni DNA izolovana z kuiecich erythrocytu.
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Testovani reakcénich pufri Tris o riizné hodnoté pH

V jednotlivych krocich separace DNA pomoci nosict P(HEMA-GMA)-NH, byla
sledovéana koncentrace DNA. Byly testovany Tris pufry o hodnotach pH 5,2; 7,0; 7,6
a 8,0. Nejvyssi adsorpce DNA na nosi¢e byla zjiSténa pii pouziti Tris pufru
o hodnoté pH 5,2. Z diivodu vyssi adsorpce DNA na nosice, lze vyvozovat 1 vyssi
obsah DNA v elu¢nim pufru. Z tohoto experimentu je patrné, ze ¢im je nizs$i pH
reakéniho pufru (v ramci testované fady pH), tim je adsorpce DNA na magnetické
nosice vyssi.

Déle byly testovany koncentrace nosi¢ii pouzitych do separacni smési — 2 mg/ml
a 10 mg/ml, kdy nebyly zji§tény vyznamné rozdily. Jako elucni pufry byly vybrany
TE pufry o hodnotach pH 7,8 a 9,0. V obou pfipadech dochazelo k eluci pouze
minimalnitho mnozstvi DNA, proto byl k elu¢nim pufrim byl ptfidan KCIl. Ani
piidavek KCI neovlivnil mnozstvi DNA v elu¢nim pufru.

Testovani reakénich fosfatovych pufii o riuzné hodnoté pH

Opét byly sledovany koncentrace DNA v jednotlivych krocich separace DNA
pomoci nosi¢ P(HEMA-GMA)-NH,. Cilem experimentu bylo zvolit optimalni
reakéni pufr (fosfatové pufry o hodnotach pH 6,0; 7,0 a 7,8) pro adsorpci DNA
na nosice, elu¢ni pufr (TE pH 7,8; TE pH 7,8 + 10mM KCl, TE pH 9,0 a TE pH 9,0
+ 10mM KCl) a koncentraci nosi¢ii (2 mg/ml a 10 mg/ml).

Déle byly pouzity fosfatové pufry o hodnotach pH 5,59; 5,91 a 6,24 pro adsorpci
DNA na nosi¢e. Ve vSech piipadech se na nosi¢e adsorbovalo vice nez 50 %
ptivodniho mnozstvi DNA obsazeného v separacni smési. Pfitomnost DNA
v elucnim roztoku nebyla detekovéna. Z vysledku lze vyvodit, ze v rozmezi pH 5,59
— 6,24 se vlastnosti separace DNA neméni. Oproti piedeSlému pokusu, kde byly
pouzity fosfatové pufry o vysSim pH, lze konstatovat, Ze u€innost adsorpce DNA
na polymerni nosi¢e P(HEMA-co-GMA)-NH: je niz$i a naslednd eluce nulova. Jako
optimalni reak¢ni pufr pro adsorpci DNA na nosi¢e byl zvolen fosfatovy pufr
o hodnot¢ pH 7,8.

Pti sledovani vlivu koncentrace nosicli na adsorpci DNA v piislusnych reak¢nich
pufrech nebyly pozorovany rozdily. Rovnéz rozdily mezi pouzitim riznych elu¢nich
pufii nebyly zaznamenany.

6.1.4 Izolace DNA z mléénych vyrobki

V této kapitole byly testovany vzorky mlécnych vyrobkii s deklarovanou
piitomnosti bakterii mlécného kvaseni (Tabulka 3). Bakterialni DNA byla izolovana
pomoci polymernich nosi¢i (P(HEMA-co-GMA)-NH,, polyLYSINE (F79 L3))
v prostiedi reakénich pufr. Tato metoda byla srovnavana s izolaci DNA pomoci
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nosi¢i (P(HEMA-co-GMA)-NH,, polyLYSINE (F79 L3)) v prostiedi PEG a NaCl
a fenol-chloroformovou extrakci DNA.

Tabulka 3: Pfehled testovanych mlécnych vyrobkil pouZzitych pro izolaci bakteridlni
DNA pomoci magnetické separace casticemi P(HEMA-co-GMA)-NH,

Typ mlééného vyrobku Milécny vyrobek
Bily jogurt z ValaSska
Bily jogurt Smetanovy bily jogurt Kunin
Klasik bily jogurt OLMA
Actimel bily
Tekuté mlécné vyrobky Acidofilni mléko plnotu¢né
Smetanovy jogurt Florian — jahoda
Ochucené jogurty . . 5
(jahodové) Smetanczvy Jogqﬂ Jahqda z Val,asska
NaSe BIO jogurt jahodovy

Testovani nosiciui P(HEMA-co-GMA)-NH: pro izolaci bakteridalni DNA
z mléc¢nych vyrobkit v prostiedi fosfatového pufiu pH 7,8

Pomoci polymernich nosi¢ti (P(HEMA-co-GMA)-NH; (2 mg/ml) byla provedena
separace bakteridlni DNA v prostfedi fosfatového pufru pH 7,8 z mléénych vyrobkii.
Bakterialni DNA byla pouzita jako matrice pro provedeni PCR.

Ziskana DNA je v kvalité¢ vhodné pro pouziti v PCR. Pomoci PCR byla potvrzena
piitomnost bakterii rodu Lactobacillus v mléénych vyrobcich: Bily jogurt
z ValaSska, Smetanovy bily jogurt Kunin, Actimel, Acidofilni mléko a Smetanovy
jogurt jahoda z ValaSska.

Testovani nosiciu P(HEMA-co-GMA)-NH: pro izolaci bakteridalni DNA
z mléc¢nych vyrobkit v prostiedi PEG a NaCl

Druhou metodou byla separace bakteridlni DNA z mlé¢nych vyrobkd pomoci
polymernich nosi¢ti (P(HEMA-co-GMA)-NH, (2 mg/ml) v prostfedi PEG a NaCl.
Ziskand DNA byla amplifikovana pomoci PCR. Intenzita PCR produkta byla velice
nizka.
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Testovani nosici polyLYSINE (F79 L3) pro izolaci bakteridlni DNA
z mléénych vyrobkit v prostiedi fosfatového pufiru pH 7,8

Magnetické nosi¢e polyLYSINE (F79_L3) (2 mg/ml) byly pouZity pro separaci
bakterialni DNA v prostfedi fosfatového pufru pH 7,8 z mléénych vyrobkt. Ziskana
DNA byla pouzita jako matrice do PCR

Po amplifikaci bakterialni DNA pomoci PCR byly detekovany nasledujici PCR
produkty vzorkii Bilého jogurtu z Valasska, Smetanového bilého jogurtu Kunin,
Actimelu, Acidofilntho mléka a Smetanového jogurtu Florian jahoda. VSechny
detekované PCR produkty byly nizké intenzity. U ochucenych jogurtl nebyly PCR
produkty detekovany. Ve vzorcich, kde nedochazelo k amplifikaci DNA, se
pravdépodobné nachazely inhibitory PCR.

Testovani nosicu polyLYSINE (F79 L3) pro izolaci bakteridlni DNA
z mléénych vyrobkit v prostiedi PEG a NaCl

Magnetické nosice polyLYSINE (F79 L3) byly pouZity pro separaci bakteridlni
DNA =z mléénych vyrobklli v prosttedi PEG a NaCl. ZiskandA DNA byla
amplifikovana v PCR. PCR produkty byly detekovdny pouze u vzorku Bilého
jogurtu z ValaSska. U ostatnich vzorki mlé¢nych vyrobkl nebyly detekovany PCR
produkty.

Fenol-chloroformova extrakce bakteridalni DNA 7 mléénych vyrobkii

Z piipravenych bunéénych lyzath byla extrahovana bakterialni DNA organickymi
¢inidly (fenol, chloroform). Ziskand DNA byla amplifikovana pomoci PCR.

Velmi intenzivni PCR produkty byly detekovany u vzorkid Bilého jogurtu
z ValaSska, Smetanového bilého jogurtu Kunin, Actimelu, Acidofilniho mléka
a Smetanového jogurtu Florian jahoda a jahodového jogurtu Nase BIO OLMA.
U vzorku Klasik bily jogurt OLMA nebyl PCR produkt opét detekovan.

Srovnani izolacnich metod DNA ze vzorkit mléénych vyrobkii

Po srovnani riznych izolac¢nich metod separace bakteridlni DNA z mléénych
vyrobkl byly zjiStény nasledujici zavéry. Pti pouZiti nosici P(HEMA-co-GMA)-
NH, ve fosfatovém pufru pH 7,8 byla separovana bakteridlni DNA z mlé¢nych
vyrobki, ktera byla pouzita jako matrice do PCR smési. PCR produkty byly
detekovany u vSech vzorkl. Druhou metodou byla separace kondenzované DNA
pomoci P(HEMA-co-GMA)-NH; v prosttedi PEG a NaCl. Ziskané vzorky DNA
byly amplifikovany pomoci PCR. U vétSiny vzorkil nebyla prokdzéna piitomnost
PCR produkt. Pouze u nékterych vzorkli byly detekovany PCR produkty slabé
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intenzity. Pravdépodobné doslo k nespecifické sorpci malého mnoZstvi bakteridlni
DNA na polymerni nosi€e. Pfi pouziti nosicl polyLYSINE (F79 L3) v prostfedi
fosfatového pufru pH 7,8 byly ziskany PCR produkty nizké intenzity, a to pouze
u nékterych vzorkdh mléénych vyrobkli. Separace bakteridlni DNA z mlécnych
vyrobki pomoci nosi¢it polyLYSINE (F79 L3) v prosttedi PEG a NaCl byla
vyhodnocena jako neucinna, jelikoz byl detekovan PCR produkt pouze u jednoho
vzorku. Posledni metodou byla fenol-chloroformovéa extrakce bakteridlni DNA
zmléénych  vyrobkii. Rovnéz tato DNA byla amplifikovana v PCR.
Pti detekci na agarosové gelové elektroforéze byly na gelu PCR produkty vysoké
intenzity.

Vyhodou separace DNA pomoci nosici P(HEMA-co-GMA)-NH; je omezeni
pouziti toxickych organickych rozpoustédel. Metodu separace DNA v prostiedi
fosfatového pufru lze s vyhodami pouzit pro detekci bakteridlni DNA v mlécnych
vyrobcich. Takto ziskand DNA je vhodna pro amplifikaci pomoci PCR. PCR
produkty byly dostatecné intenzity. Tato metoda je rychla, jednoducha
a ekologicka.

6.1.5 Bioinformaticka analyza DNA mikroorganizmii vyuzivanych
v potravinarském priamyslu

Pomoci softwaru Palindrom Analyser a G4Hunter byla provedena analyza
vyskytu sekundarnich struktur DNA v genomu vybranych organismi, zejména
vyznamnych v potravinarstvi.

Bioinformaticka analyza vyskytu kvadruplexovych formaci u vybranych
bakterii vyuZivanych v potravindistvi

Soucasti dizertacni prace je prfiloZzena publikace, kterd se zabyva studiem
pfitomnosti a lokalizaci PQS v doméné Bakteria. Z této studie byly vybrany
bakteridlni druhy, které se vyuzivaji v potravinaistvi. Pomoci softwaru G4Hunter
byla provedena analyza vyskytu kvadruplexi v genomu vybranych bakteridlnich
druha. V Tabulce 4 jsou uvedené vybrané druhy pro analyzu DNA a velikosti
chromozomd.
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Tabulka 4: Vybrané druhy a velikosti chromozomii

Druh Kmen Sekvence (bp)
Lactobacillus brevis ATCC 367 2291220
Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 2113023
Lactobacillus paracasei subsp, Firmicutes
paracasei JCM 8130 2995875
Lactobacillus fermentum IFO 3956 2098685
Lactobacillus rhamnosus GG 3010111
Bifidobacterium adolescentis ATCC
15703 2089645
Actinobacteri
Bifidobacterium animalis subsp, a
lactis DSM 10140 1938483
Bifidobacterium breve DSM 20213
=JCM 1192 2269415

Byly zadany parametry analyzy: zobrazovaci okno 25 a citlivost 1,2; 1,4; 1,6; 1,8
a 2. Nejveétsi pocet potencidlnich kvadruplexovych struktur byl zjiStén v genomu
Lactobacillus fermentum 1FO 3956 (3834 PQS) a nejmen$i pocet v genomu
Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 (169 PQS). Nejvyssi frekvence PQS byla
zjiSténa v genomu Lactobacillus fermentum IFO 3956 — 1,8269 PQS/kbp a nejniZsi
frekvence PQS v genomu Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 — 0,0800 PQS/kbp.

Bioinformatickd analyza genomu Saccharomyces cerevisiae

Byla provedena analyza vyskytu IR a kvadruplext v genomu Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae), ktery obsahuje 16 chromozomt (Chr) a mitochondridlni
DNA (mtDNA). Déle byl sledovan vyskyt IR a kvadruplext uvniti a vné sekvenci
anotovanych znakt. Velikosti Chr a mtDNA jsou uvedeny v Tabulce 5.
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Tabulka 5: Velikosti chromozomu a mtDNA S. cerevisiae

Chromosom/mtDNA | Velikost sekvence
(bp)
Chrl 230218
Chrll 813184
Chrlll 31662
ChrIV 1531933
ChrV 576874
ChrVI 270161
ChrVII 1090940
ChrVIII 562643
ChrIX 439888
ChrX 745751
ChrXI 666816
ChrXII 1078177
ChrXIII 924431
ChrXIV 784333
ChrXV 1091291
ChrXVI 948066
mtDNA 85779

Z Tabulky 5 je patrné, Ze nejdel§i sekvenci ma chromozom IV a nejkratsi
sekvenci mtDNA.

Analyza vyskytu IR v genomu Saccharomyces cerevisiae

Pomoci Palindrome Analyseru byl stanoven pocet nalezenych IR a mtDNA
v jednotlivych chromozomech, je uveden v Tabulce 6. Vysledky byly tfidény dle
nasledujicich parametrti: délka IR (Tabulka 7), velikost smycky (Tabulka 8), a pocet
nesparovanych (part) bazi (Tabulka 9).
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Tabulka 6: Pocet nalezenych IR, frekvence IR a nejdelsi IR nalezeny v jednotlivych
chromozomech a mtDNA

Chromozom/mtDNA Potet IR TR/kbp Nejdelsi IR
[bp]
I 96 0,42 16
II 476 0,59 23
I 262 0,83 29
IV 866 0,57 23
\Y 337 0,58 19
VI 172 0,64 16
VII 662 0,61 21
VIII 321 0,57 19
IX 253 0,58 18
X 392 0,53 20
XI 414 0,62 20
XII 602 0,56 24
X1 448 0,48 18
XIv 418 0,53 22
XV 605 0,55 20
XVI 481 0,51 20
mtDNA 2146 25,02 23

Celkem bylo analyzovano 12 157 105 bp a bylo nalezeno 8 951 IR. Celkova
frekvence v genomu S. cerevisiae byla 0,74 IR/kbp. V mtDNA bylo nalezeno
nejvice IR (2146 1IR), naopak nejméné v chromozomu I (96 IR). Nejvyssi frekvence
vyskytu IR byla nalezena u mtDNA (25,02 IR/kbp) a nejnizsi u chromozomu I (0,42
IR/kbp).
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Tabulka 7: Pocet IR a frekvence IR v genomu S. cerevisiae dle délky IR

Velikost Pocet IR IR/1000b Velikos Pocet IR/1000b

IR p t IR IR p
10 4610 0,3792 21 14 0,0012
11 2017 0,1659 22 10 0,0008
13 947 0,0779 23 4 0,0003
14 540 0,0444 24 1 0,0001
15 321 0,0264 25 0 0
16 187 0,0154 26 1 0,0001
17 73 0,0060 27 0 0
18 59 0,0049 28 0 0
19 35 0,0029 29 1 0,0001
20 27 0,0022 30 0 0

Tabulka 8: Pocet IR a frekvence IR v genomu S. cerevisiae dle délky smycky

Velikost Pocet IR IR/1000b Velikos Pocet IR/1000b

IR p t IR IR p
0 2942 0,2731 6 554 0,0514
1 942 0,0875 7 537 0,0499
2 664 0,0616 8 542 0,0503
3 549 0,0510 9 534 0,0496
4 618 0,0574 10 523 0,0486
5 546 0,0507

Tabulka 9: Pocet IR a frekvence IR v genomu S. cerevisiae dle délky a poctu
nesparovanych (parti) bazi

Velikost Pocet IR IR/1000b

IR p
0 827 0,0768
1 8124 0,7542

S vzristajici velikosti IR klesal jejich pocet (Tabulka 7), tfetina zcela postradala
smycku (Tabulka 8). Z celkového mnozstvi nalezenych IR byla jen zhruba desetina,
neobsahujici chybu sekvence (Tabulka 9).
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Analyza vyskytu kvadruplexii v genomu S. cerevisiae

Pro analyzu vyskytu PQS v genomu S. cerevisiae pomoci programu G4Hunteru
byly zadany parametry: zobrazovaci okno 25 a citlivost 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 a 2. Pocty
nalezenych kvadruplexi v genomu, pii rizné citlivosti analyzy, jsou uvedeny
v Tabulce 10.

Tabulka 10: Pocet kvadruplext a frekvence kvadruplexii v genomu S. cerevisiae dle
citlivosti

Citlivost Pocet PQS/1000b
PQS p
1,2 3072 0,2852
1,4 1012 0,0940
1,6 230 0,0214
1,8 137 0,0127
2,0 53 0,0049

Analyza vyskytu IR a kvadruplexii v oblastech anotovanych znaku

Byla provedena analyza vyskytu IR a kvadruplexi uvniti a v okoli sekvenci
anotovanych znakl. Seznam anotovanych znakt je uveden v Tabulce 11. NejCastéji
popsana sekvence ,gene“, byla pouzita jako standard pro srovnani s jinymi
sekvencemi anotovanych znakd (Cechovd a spol, 2017): mRNA (mediatorova
RNA), repeat_region (repetitivni sekvence), rep origin (pocatek replikace), tRNA
(transferova RNA), ncRNA (nekddujici RNA), centromere, mobile element (mobilni
jednotka), telomere a STS (sequence-tagged site).
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Tabulka 11: Seznam anotovanych znaki

Pocet Velikost vSech Primérna velikost
Znak znaki znaki (bp) znaku
gene 6445 9026186 1400
mRNA 5995 8587452 1432
repeat region 383 111937 292
rep_origin 360 107618 299
tRNA 299 19630 66
ncRNA 102 33448 328
centromere 64 3702 58
mobile element 50 291801 5836
telomere 32 140679 4396
STS 17 7297 429
rRNA 14 15327 1095
misc_feature 14 12429 888
misc_ RNA 10 16714 1671

Byl sledovan vyskyt IR o velikost 8 bp a delSich, 10 bp a delSich a 12 bp
a delSich. Na Obrdzku 1 je uvedeno srovnani vyskytu IR o velikost 10 bp a delSich
uvniti a v okoli anotovanych znaka ku genu. Nejvyssi obohaceni IR bylo zjisténo
u centromer (uvniti sekvence), dale pak rRNA (uvnitf sekvence a pfed sekvenci),
STS (uvnitt sekvence) a rep_origin (uvniti sekvence).
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Obrazek 1: Srovnani frekvence IR o velikost 10 bp a delSich uvniti a v okoli
anotovanych znakit ku genu

Dale byl sledovan vyskyt kvadruplexi uvniti a v okoli sekvenci anotovanych
znakll. Byly zvoleny podminky pro citlivost analyzy: 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 a 2.
Na Obrazku 2 je uvedeno srovnani vyskytu PQS uvnitt a v okoli anotovanych znakt
ku genu pro vSechny nalezené PQS.
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Obrazek 2: Srovnani frekvence PQS uvniti- a v okoli anotovanych znaku ku genu pro

v§echny nalezené PQOS

Nejvyssi vyskyt kvadruplexovych struktur byl zaznamenan v okoli sekvence
tRNA, rep origin (v okoli sekvence), rRNA (v okoli i uvniti sekvence), viz.
Obrazek 2. Velké mnozstvi kvadruplexi bylo zaznamendno také pied a uvnitf

sekvenci telomer, STS (v okoli sekvence) a misc RNA (uvnitt a za sekvenci).
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7 ZAVER

V ptedlozené praci s nazvem Izolace a analyza DNA se zaméfenim

na mikroorganismy dulezité v potravinafstvi byl optimalizovan postup piipravy
bunécénych lyzati bunck rodu Lactobacillus. Jako lyzacni ¢inidlo byl zvolen roztok
praciho prostfedku. Jako optimalni koncentrace lyza¢niho ¢inidla byl zvolen 4%
roztok praciho prosttedku s dobou plisobeni lyze 3 hodiny. Pfi pouziti tohoto
lyzaéniho postupu nebylo nutné pouziti ptfidavku Proteinazy K a SDS. Roztok
praciho prostfedku Prasek E byl zvolen jako nejvhodné;si.

Druha cast se zabyvala alternativni metodou izolace nukleovych kyselin
z bakterialnich bunék. Byly testovany rtizné koncentrace NaCl, které pusobily
na bunétné lyzaty ziskané z Cd{istych bakteridlnich kultur rodu Lactobacillus
plsobenim roztoku praciho prosttedku. Jako nejvhodné€jsi koncentrace NaCl
pro izolaci DNA byly zjiStény koncentrace 1,65 M a 2,2 M.

Tteti Cast prace byla vénovana testovani reakénich pufri a hledani optimalniho
prostiedi pro adsorpci na nosice a desorpci nukleovych kyselin z nosi¢ti. Fosfatovy
reak¢ni pufr o hodnoté pH 7,8 pro adsorpci nukleovych kyselin na polymerni nosice
byl vyhodnocen jako nejucinngj$i. Dochazelo k vysoké adsorpci DNA na nosice,
a proto byl tento reakéni pufr vybrdn pro experimenty provadéné s mléEnymi
vyrobky. Pro desorpci nukleovych kyselin z nosi¢t byl zvolen optimalni elu¢ni puft:
TE pufr v rozmezi pH 7,8, - 9,0.

Ctvrta ¢ast dizertaéni prace byla zaméfena na studium riiznych typti magnetické
separace DNA aplikované na realné vzorky — mlé¢né vyrobky. Pi1 porovnani metod
magnetické separace DNA aplikované na mlécné vyrobky: magnetickd separace
DNA v prostiedi reak¢niho pufru a magneticka separace kondenzované DNA
v prostfedi PEG a NaCl lze konstatovat, Ze pomoci metody magnetické separace
DNA v prostiedi reakéniho pufru (fosfatovy pufr pH 7,8) byla ziskana DNA o vyssi
koncentraci. Také pti detekci PCR produktii byly PCR produkty pozitivni u témét
vSech vzorkd ziskanych magnetickou separaci v prosttedi pufru, oproti druhé
metod¢ (izolace kondenzované DNA), kde byly detekovany jen nckteré PCR
produkty.

V posledni ¢asti dizertatni prace vénované bioinformatické analyze byly
analyzovany genomy vybranych bakterialnich druhli vyuzivanych v potravinaistvi.
Byl sledovan vyskyt PQS pfti riznych citlivostech analyzy. Ve vSech genomech byly
nalezeny PQS.

Déle byla provedena bioinformaticka analyza ptitomnosti kiizovych struktur
kompletniho genomu S. cerevisiae. Celkem bylo analyzovano 12 157 105 bp a bylo
nalezeno 8951 IR. Celkova frekvence v genomu S. cerevisiae byla 0,74 IR/kbp.
Se vzrustajici velikosti IR klesal pocet nalezenych IR. Asi tietina IR zcela postradala
smyCku. IR neobsahujicich chybu v sekvenci byla jen zhruba desetina z celkového
mnozstvi nalezenych IR. V mtDNA bylo nalezeno nejvice IR. Mnozstvi IR
u mtDNA bylo mnohondsobné& vyssi oproti obsahu IR v chromozomech.
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Déle byl sledovan vyskyt IR a kvadruplexti uvnitt sekvenci a v okoli anotovanych
znakl. NejvysSi obohaceni IR bylo zjiSt€no pro centromeru, dale pak rRNA,
rep_origin a STS. Frekvence IR lokalizovana v centromerach je Skrat vyssi nez u IR
lokalizovanych v genu. Nejvyssi vyskyt PQS byl pozorovan v sekvencich telomer,
dale pak rRNA a misc RNA. Velké mnozstvi PQS bylo zjisténo kolem tRNA,
rep_origin, rRNA a STS.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

C

DNA

G
G-kvadruplex
Chr

IR
misc_feature
misc RNA
mtDNA
mRNA
mobile element
NCBI
ncRNA

PCR

PEG
rep_origin
PQS

repeat region
RNA

rRNA

S. cerevisiae
STS

Taq

tRNA
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cytosin

deoxyribonukleova kyselina
guanin

Guaninovy kvadruplex
chromozom

invertovana repetice
miscellaneous feature
miscellaneous RNA
mitochondridlni DNA
mediatorova RNA

mobilni jednotka

National center for biotechnology information
nekddujici RNA
polymeréazova fetézova reakce
poly(ethylenglykol)

pocatek replikace

potencialni sekvence kvadruplext
repetitivni sekvence
ribonukleova kyselina
ribozomalni RNA
Saccharomyces cerevisiae
sequence-tagged site

Thermus aquaticus
transferovd RNA
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