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ABSTRAKT

Identifikace bakteridlni DNA se sklada z n€kolika kroki: lyze bunék, izolace a purifikace
DNA, precipitace ethanolem a identifikace bakteridlntho kmene pomoci PCR, ptipadné
1 jinych molekularné biologickych metod. Kazdy krok musi byt optimalizovan. Nukleové
kyseliny Ize z bun¢k izolovat pomoci magnetickych nosi¢ti. Molekuly DNA jsou na povrch
magnetického nosice navazany na zékladé¢ elektrostatickych interakci a posléze jsou eluovany
do pufru.

Cilem prace bude optimalizace jednotlivych krokti identifikace bakterialni DNA: bunécna
lyze, izolace DNA, charakterizace pevnych magnetickych nosicti funkcionalizovanych
aminoskupinami pro izolaci nukleovych kyselin. Pfitomnost DNA v eluatu bude ovéfena
pomoci gelové agarosové elektroforézy a mnozstvi eluované DNA bude stanoveno
spektrofotometricky. Izolovanda DNA bude amplifikovdna pomoci polymerdzové fetézové
reakce (PCR).

Déle je prace zaméfena na studium sekundarnich struktur nukleovych kyselin — kiizovych
struktur a kvadruplexd. Tyto struktury se podili na regulaci bunéénych procesii jako napf.
exprese genl a jsou cilové struktury pro regulacni proteiny. Byla provedena analyza genomu
in silico u mikroorganizmli vyznamnych v potravinaiském pramyslu. Sekvence genomu
mikroorganismt byly ziskany z databdze 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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ABSTRACT

Identification of bacterial DNA consists of several steps: cell lysis, isolation and
purification of DNA, precipitation by ethanol, identification of bacterial strain by PCR
or other molecular biology methods. Each step must be optimized. Nucleic acids can be
isolated from cells by magnetic particles. The molecules of DNA are bound to the surface
of magnetic carriers by electrostatic interaction, and then they are eluted into the buffer.

The aim of the work will be to optimize individual steps of identification of bacterial
DNA: cell lysis, DNA isolation, characterization of solid magnetic carriers functionalized
by amino groups for nucleic acid isolation. The presence of DNA will be verified using
agarose gel electrophoresis and the amount of eluted DNA will be determined
spectrophotometrically. Isolated DNA will be amplified by polymerase chain reaction (PCR).

Furthermore, the thesis focuses on the study of secondary structures of nucleic acids —
cruciforms structures and quadruplexes. These structures are involved in the regulation
of cellular processes like gene expression and target structures for regulatory proteins.
In silico genome analysis was performed on important food industry microorganism genomes.
The microorganism’s genomic sequences were obtained from the NCBI (National Center
for Biotechnology) database. The Palindrome Analyser and G4Hunter software were used
for the analysis. Presence of these local structures were detected in all tested genomes.
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TEORETICKA CAST

1. Uvod

V potravinaiském primyslu je pro praktické vyuziti dilezita identifikace kment, tj. jejich
piifazeni do stavajicich taxonid. Moderni bakteridlni taxonomie vyuzivd analyzy
makromolekul, zejména DNA. Identifikace bakteridlni DNA se sklada z n€kolika kroki: lyze
bunék, izolace a purifikace DNA, precipitace ethanolem (Sambrook a Russel, 2001)
a identifikace bakterialniho kmene pomoci PCR, ptipadné i jinych molekularné biologickych
metod. Kazdy tento krok musi byt optimalizovan. Pro efektivni vyzkum je nutné zvolit
metody rychlé, Setrné a G¢inné.

Prvnim krokem pfti identifikaci bakterii je bunécné lyze. Enzymy zptsobujici lyzi bunécné
stény jsou cenné nastroje pro biotechnology, vyuzivaji se 1 v lékafstvi, potravinaiském
prumyslu a zeméd¢€lstvi pro ziskani intracelularnich produkti z kvasinek nebo bakterii
(Salazar a Asenjo, 2007). Byla popsana celd fada protokolt pfipravy bunécnych lyzath
bakterii, v€etné¢ chemickych, enzymatickych a mechanickych metod nebo jejich kombinace
(De Bruin a spol., 2019).

Na zaklad¢ struktury bunécné stény jsou bakterie rozdéleny na Gram-pozitivni
a Gram-negativni. Bunécna sténa se sklddd z peptidoglykand, jejichz chemické sloZeni
a struktura je podobnd u obou typa bakterii (Salazar a Asemjo, 2007).
Avsak u Gram-negativnich bakterii je peptidoglykanova vrstva mnohem tenci (Salazar
a Asenjo, 2007). Polymer tvofici bunénou sténu je tvoren N-acetyl-D-glukosaminovymi
jednotkami pfipojenymi [(1-4) vazbou na N-acetylmuramovou kyselinu a je zodpovédny
za silu bunécné 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 polymerti jsou spojeny penta-glycinovymi mustky polymert a smérem k vnéjsi
stran¢ je peptidoglykan spojen s kyselinou teichovou a polysacharidy (Salazar a Asenjo,
2007).

Pro uvolnéni DNA z bunék je nutné provést disrupci buncné stény a cytoplazmatické
membrany. Enzymy, které $tépi peptidoglykany bakterii, tvofici bunéCnou sténu, jsou
souhrnné nazyvané mureinové hydrolazy (Salazar a Asenjo, 2007). Nejznaméjsim lytickym
enzymem je lysozym, ktery se vyrabi pfevazné ze slepiCiho vajecného bilku (Salazar
a Asenjo, 2007). Rozsahla hydrolyza peptidoglykanu lysozymem vede k bunééné lyzi a smrti
pii zméné osmotického prosttedi (Salazar a Asenjo, 2007).

Silné nebo jinak obtizné¢ rozrusSitelné bakterie obvykle vyzaduji mechanickou lyzi
(Vandeventer a spol. 2011). Gram-negativni bakterie maji dvouvrstvou bunécnou sténu
s periplazmatickym prostorem (Salazar a Asenjo, 2007). Vn&j§i membréna (slozena
z proteinti, fosfolipidd, lipoproteinii a lipopolysacharidli a vnitini tuhé peptidoglykanové
vrstvy) zabrafuje piistupu lytickym enzymm (Salazar a Asenjo, 2007).



Po bunécné lyzi nésleduje separace nukleovych kyselin z bunécnych lyzatd. Jednim
ze zpusobu izolace DNA je vyuziti magnetickych nosi¢l. Magnetické separacni techniky se
uplatiiuji od pocatku 70. let zejména v oblastech biotechnologie, v molekularni diagnostice
a mikrobiologii. Z téchto odvétvi se prenesla 1 do Iékaistvi (Zhang a spol, 2015)
pro diagnostiku geneticky podminénych onemocnéni (Hordk a spol., 2007).

Magnetické nosice lze vyuzit v ndsledujicich aplikacich:

e Imunomagnetické separace bakteridlnich bun¢k

e Bunécna separace (separace cilovych bunck z heterogenniho prostredi)
e Izolace a purifikace DNA/RNA v molekularni diagnostice

e Imobilizace enzymil a jejich nasledné vyuziti

e Izolace protilatek a antigenti

e DNA-DNA hybridizace

e Biosenzory

e Pienos genl

Magnetické nosi¢e se vyuzivaji kizolaci bunéénych organel, biologicky aktivnich
molekul (proteini a nukleovych kyselin) i samotnych bunék (prokaryotické i eukaryotické)
(Dynal, 1995; Li a spol., 2007; Melzak a spol., 1996). Déle se vyuzivaji k separaci
nebo ¢isténi chemickych latek. Magnetické ¢astice mohou byt vyuzity jako nosi¢e enzymd,
které plni katalytickou funkci ve vsadkovych systémech nebo mikroreaktorech.

Magnetické nosice, vyuzivané pro izolaci cilovych molekul, jsou malé kulicky, jejichz
rozméry se pohybuji v nano az mikrometrech (Hordk a spol., 2007). Vnitini ¢ast nosice je
tvofena magnetickym jadérkem, které je zodpovédné za interakci s vn&jSim magnetickym
polem (Lu a spol., 2007). Magnetické jadérko je obaleno polymernim povrchem, na kterém je
ukotven ligand, ktery zodpovidéa za navazani cilové molekuly. Aby byla magneticka separace
ucinnd, je nutné najit rovnovahu mezi velikosti aktivniho povrchu a jeho magnetickymi
vlastnostmi (Hordk a spol., 2007). Dalsim dulezitym aspektem je zajistit optimalni prostiedi,
ve kterém dochdzi k separaci cilovych molekul.

1.1 Izolace nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny se izoluji z biologického materidlu. Izolaci piedchazi rozruseni
bunéénych struktur (bunécnych stén). Nukleové kyseliny se extrahuji do vodnych roztoka
pufru. K pufrim jsou pfidavany tenzidy, které uvoliiuji nukleové kyseliny z vazby
s bilkovinami, a také inhibitory enzymu, které zabranuji Stépeni nukleovych kyselin.
Z extraktu Ize nukleové kyseliny vysrazet ptidanim ethanolu (propanolu a octanu amonného).
NejbéznéjSim postupem izolace DNA je fenol-chloroformové extrakce. (Sambrook a Russel,
2001) V uvedeném postupu se pouzivaji toxické organické latky. Dalsim zptisobem izolace
DNA je alkalicka lyze v kombinaci s SDS (dodecylsiran sodny). Pisobenim silného
detergentu pii vySSim pH dochazi k otevieni bunééné stény a DNA je uvolnéna
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do supenatantu (Sambrook a Russel, 2001). Metoda izolace DNA vysolovanim je alternativou
ke dfive zminénym metoddm. Dosazené vysledky jsou srovnatelné s metodou
fenol-chloroformové extrakce. Jednou z moznosti izolace nukleovych kyselin je pouziti
magnetickych nosicii. Je to metoda velmi Setrné k Zivotnimu prostiedi.

1.1.1 Magnetické separacni metody

Principem magnetickych technik je plsobeni magnetického pole na magnetické
nano/mikrocastice,  kter¢é jsou suspendované vpufru ¢ destilované  vodé.
Magnetické nosi¢e pouzivané pii izolaci DNA jsou zpravidla superparamagnetické.
Magnetické vlastnosti Castic se projevuji pouze v pfitomnosti vnéjSiho magnetického pole.
Bez ptitomnosti vn¢jstho magnetického pole Castice neagreguji. Pro separaci magnetickych
¢astic od vzorku je nutné pouzit magneticky separator. Na magnetickych nosi¢ich mohou byt
navazany ligandy afinitni k cilovym molekulam.

Separace a izolace cilové molekuly probiha v nékolika krocich (Berensmeier, 2000).
Postup je uveden na Obrazku 1.

vzorek magnetické nosice " odebrani supernatantu " eluéni pufr i clovs miokikils
U 2 i i it
| == [ | oy - ]
j 14 ‘
- - ‘ - d - /

cilova molekula mobilizovana
na magneticky'ch nosi¢ich

Obrazek 1: Princip magnetické separace a izolace cilové molekuly z bunécnych lyzati
(vzorek) (Berensmeier, 20006)

vvvvvv

suspenze, bunééné lyzaty, fermenta¢ni média, komplexni realné vzorky apod (Pecova a spol.,
2011). Magnetické metody jsou moderni alternativou separacnich a purifika¢nich postupd.
Uvedené metody jsou rychlejsi, jednodussi, efektivnéjsi a cenové dostupnéjsi oproti jinym
bézn¢ vyuzivanym technikdm. Dalsi vyhodou je vysoka vytéznost a Cistota cilové molekuly
(Rittich a spol., 2007). Ziskana DNA muze byt pouzita jako matrice do polymerazové
fetézové reakce (PCR) pro identifikaci bakteridlniho druhu. Klicovym faktorem pro zajisténi
uspésného provedeni PCR je vysoce kvalitni DNA. Proto je vyvoj metod extrakce DNA velmi
dalezity (Jiang a spol., 2012). Pfi manipulaci s magnetickymi nosi¢i odpada prace
s organickymi toxickymi latkami. Postupy zalozené na magnetické separaci izolovanych latek
nachéazi uplatnéni v Siroké oblasti biologického vyzkumu (molekulérni biologie, biochemie,
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bunétna  biologie, imunologie), v medicin¢, v biotechnologiich  (potravinafstvi),
v analytickych metodach a enviromentalnich technologiich (Aguilar-Artega a spol., 2010b).
V potravindiském primyslu se nosi¢e vyuzivaji pro imunomagnetické separace (IMS)
patogennich bakterii v potravinach (Rotariu a spol., 2003). Tyto metody jsou vhodné jako
pro laboratorni préci, tak pro vyrobni praxi (Hordk a spol., 2007).

Magnetické techniky se vyuzivaji i pfi dekontaminaci, napt. €isténi odpadnich vod
(Aguilar-Arteaga a spol., 2010b). Magnetit (Fe3O4) vykazuje ionexové vlastnosti. V kyselém
prostiedi nese kladny naboj, zatimco necistoty ve vodném prostiedi nesou naboj zaporny.
K separaci dochazi v bubnovych magnetickych separatorech (Safaiikovd a spol., 1995).
Vyhodou oproti centrifugaci, filtraci nebo extrakci je rychlost separace, a proto je tato metoda
vyuzivdna v oblasti Zivotniho prostfedi, potravinaistvi, Iékafstvi a biotechnologie
(Aguilar-Arteaga a spol., 2010b).

1.2 Magnetické ¢astice

Zakladem castice je anorganické magnetické jadro, které je nositelem magnetickych vlastnosti
(Hordk a spol., 2007, Lu a spol, 2007). Magnetické vlastnosti jadra zavisi
na obsahu magnetického plniva, hmotnosti a koncentraci magnetického materidlu a distribuci
uvniti materialu (Hordk a spol., 2004). Obal jadra tvofi nemagneticka vrstva, kterd se sklada
z organického materidlu - polymeru. Funkci obalu je ochrana jadra pfed pfimym kontaktem
s analytem a nespecifickymi interakcemi. Na povrch Castice mohou byt navazany funkcéni
skupiny slouzici k imobilizaci cilovych molekul (Obrazek 2) (Hordk a spol., 2004, McBain
a spol., 2008).

Magnetické
jadro

Polymerni vrstva

Organické raménko

Funk&ni molekula (ligand) /

Obrazek 2: Stavba magnetické castice (Upraveno dle McBain a spol., 2008)
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Diilezitou vlastnosti magnetického nosice je stabilita v riznych prostredich (odolnost viici
chemickym pfeménam) a biokompatibilita. V zavislosti na obsahu magnetického plniva je
dana rychlost separace v magnetickém poli (Sdlek, 2010). Magnetické Gastice by nemély
agregovat. VEtsi specificky povrch poskytuje vétsi prostor pro mozné interakce s cilovymi
molekulami, tzn. Gi¢innost separace je ptimo umérmna velikosti povrchu (Safarik a spol., 2004).
Velmi vyznamnym a nezanedbatelnym parametrem pii pouziti nano/mikrocastic je jejich
monodisperzita, tj. jednotna velikost. Monodisperzni castice vykazuji jednotné fyzikalni
a chemické vlastnosti (Horak a spol., 2004). Pro praktické aplikace magnetickych nosici
z hlediska hydrodynamickych vlastnosti je nejvhodnéjsi pravidelny sféricky kulovy tvar.
(Obrazek 3) Castice s nepravidelnym tvarem jsou mnohem nachylngjsi k mechanickému
poskozeni a rozlomeni oproti kulovym &asticim. (Safaiik a spol., 2004) Dulezitou roli hraje
i velikost nosice. Pokud se jedna o nanocastice, pohybuje se jejich velikost v rozmezi 10-200
nm. Jako mikrocastice jsou oznacovany vétsi nosiCe a jejich velikost se pohybuje v rozmezi
10-300 um (Horak a spol., 2007, McBain a spol., 2008). Velikost Castic urCuje také
magneticky material, ktery tvofi magnetické jadro, a metoda syntézy Castice (Horak a spol.,
2007; Ma a spol., 2007).

Jako vyhodnéjsi jsou povazovany Castice s co nejmensim priméerem, nebot’ maji velky
specificky povrch, ktery miize byt 1épe vyuzit k pfipojeni riznych ligandt (Safarik a spol.,
2004). Na druhou stranu malé Ccastice prestavaji byt citlivé na puasobeni vnéjSiho
magnetického pole, nebot’ je zde velmi malé mnozstvi magnetického plnidla (McBain a spol.,
2008; Trachtova, 2011). U velkych castic je specificky povrch mensi a dalsi nevyhodou je,
ze dochazi k snadné sedimentaci. Nevznika tak dostateCny prostor pro tvorbu
kvazihomogenniho prostfedi, a tim se sniZuje prostor pro kontakt nosi¢e se vzorkem
(Aguilar-Arteaga a spol., 2010). V praxi to znamend, ze musi byt nalezen kompromis mezi
velikosti aktivniho povrchu ¢astic a jejich magnetickymi vlastnostmi (Hordk a spol., 2007, Lu
a spol. 2007).
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Obrazek 3: Elektronové mikrosnimky ukazuji kulovity tvar magnetickych nanonosicii
P(HEMA-co-GMA) (Spanova a spol., 2004)

Existuje mnoho typti metod syntéz magnetickych nosici. Diilezité jsou podminky syntézy
(reakeni teplota a doba, koncentrace reaktanttl, typ a mnozstvi katalytd, kvalita rozpoustédla),
které udéavaji kvalitu magnetickych nosict (Ji a spol., 2009).

1.2.1 Magnetické jadro

Magnetické jadro se superparamagnetickymi vlastnostmi musi vykazovat paramagnetické
vlastnosti, tzn. Ze magnetizuje pouze Vv piitomnosti vnéjSiho magnetického pole.
Pfi odstranéni magnetického pole vlastnosti ztraci, pficemz nevykazuje zbytkovy
magnetismus, a tudiz nedochézi k shlukovani ¢astic (Hordak a spol., 2004). Jadro Castice je
tvofeno magnetickym materidlem. Nejbezné€jsi materidl pro piipravu jadra je magnetit (Fe3Os)
a maghemit (y-Fe>O3), nebo je jadro tvotfeno Cistymi kovy (zelezo) a jejich slitinami (CoPts,
FePt, MnFe;04, CoFe204) (Hordk a spol., 2004, Hribernik a spol., 2012; Aguilar-Arteaga
a spol., 2010a; Lu a spol., 2007). SlouCeniny jinych prvki (Cr, Ni, Co), které rovnéz vykazuji
magnetické vlastnosti, nelze pouzit pro biologické aplikace z divodu jejich toxicity (Horak
a spol, 2004, Ma a spol., 2006). Superparamagnetické nanocastice se rozdéluji
na jednodoménové a multidoménové. V jednodoménovych Ccasticich jsou magnetické
momenty uspofadany paralelné, pficemz vysledny vektor je vyssi nez u multidoménovych.
Proto se v posledni dobé vyuzivaji spiSe jednodoménové nanocastice, zejména pro jejich
efektivni, rychlou a i€innou imobilizaci cilovych molekul (Pecova a spol., 2011).
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Existuje fada metod pripravy magnetickych nosicl. Jednotlivé metody se rozliSuji
v zévislosti na mnozstvi magnetického materidlu enkapsulovaného do polymeru, velikosti
a polydispersity nosicl (Lu, 2007). Pii vybéru nosice je diilezité brat v uvahu, pro jaké ucely
budou magnetické nosice vyuzity. Naptiklad slouceniny kobaltu jsou toxické, a proto je jeho
vyuziti v biomediciné vyloucené (Hordak a spol., 2004, Hribernik a spol., 2012). Tabulka 1
ukazuje ptehled vyuzivanych technik pro syntézu magnetickych jader.

Tabulka 1: Piehled metod syntéz magnetickych jader (Upraveno dle Lu, 2007)

Technika Vlastnosti Reakéni Reakéni  Rozpoustédlo Kontrola  Vynos

syntézy syntézy teplota perioda tvaru
[°C]
Spolusrazeni velmi 20-90 minuty voda Spatna vysoky
jednoducha

Tepelny komplikovana  100-320  hodiny/dny organické velmi vysoky

rozklad inertni slouceniny dobra
atmosféra
Mikroemulze | komplikovana 20-50 hodiny organické dobra nizky
slouceniny

Hydrotermalni | jednoducha, 220 hodiny/dny  voda-ethanol velmi stiedni

syntéza vysoky tlak dobra

Mezi metody syntézy magnetickych jader magnetickych nosici, které se vyuzivaji
pro bioaplikace, jsou fazeny chemické reakce srdzeni soli Zeleza, termicky rozklad prekurzort
obsahujicich Zelezo, mikroemulzni techniky, sonochemické syntézy aj. (Matsunanga a spol.,
2004). Nejbéznéji je vyuzivana metoda spolusrdzeni pro pfipravu magnetitu (Fe3Os)
a maghemitu (y-Fe>O3) (Hribernik a spol., 2012). Magnetit (Fe3O4) a maghemit (y-Fe>O3) lze
piipravit dvéma zpusoby (Hordak a spol., 2007). V prvnim piipad¢ je roztok hydroxidu
zeleznatého oxidovan rtiznymi oxida¢nimi Cinidly (Sugimoto, 1980).

V druhém ptipadé dochdzi ke koprecepitaci iontli Fe** a Fe** z roztoki soli za piidavku
baze (Khalafalla a spol., 1980). Touto metodou vznikaji vétSinou Castice o rizné velikosti.
Velikost, tvar a slozeni magnetickych nanocastic zavisi na pouzité soli (napt. chloridy,
sulfaty, nitraty), na poméru Fe?'/Fe**, reakéni teploté, pH a iontové sile médii (Lu a spol.,
2007, Hribernik a spol., 2012, Laurent a spol., 2008). Piidavkem chelatujicich organickych
aniontti (napf. kyseliny citronové nebo olejové) nebo polymerit jako je dextran, Skrob
¢i polyvinylalkohol dochazi k oxidaci magnetitu na maghemit a tim je dosazeno
monodisperzity syntetizovanych nanonosi¢t (Safaiik a spol, 1999; Lu a spol., 2007).
Magnetické jadra nosicl lze pfipravit 1 tepelnym rozkladem organokovovych sloucenin
obsahujicich Zelezo. Tato reakce probihd za zvySenych teplot v organickych rozpoustédlech.

Dals§i moznosti iniciace tepelného rozkladu je pouziti ultrazvuku. Vyhodou metody je
moznost ovlivnéni velikosti a tvaru castic. Dalsi vyuzivanou technikou pro syntézu
magnetického jadra je mikroemulzni metoda. Tato metoda je zalozena na tvorbé micel
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ve dvou nemisitelnych kapalinach (olej/voda), které obklopuji magnetické nosic¢e (Hribernik
a spol., 2012; Laurent a spol., 2008). Velikost vzniklych nanocastic miize byt fizena tipravou
velikosti nitra micely pomoci vodné faze (Hribernik a spol., 2012; Laurent a spol., 2008).
Malo vyuzivanou technikou je hydrotermalni syntéza, i kdyz syntetizuje vysoce kvalitni
nanocastice (Lu a spol., 2007; Hribernik a spol., 2012).

1.2.2 Pokryti Castic

Ditlezitym aspektem je ochrana magnetického jadra pfed vnéjSim prostiedim, aby jadro
nepodléhalo oxidaci a bylo chemicky stabilni. Dal§im poZadavkem na magnetické nosice je,
aby nedochdzelo kjejich aglomeraci a nedochédzelo knezadoucim reakcim s okolim.
Jako nejjednodussi zpiisob se jevi metoda tvorby ochranné vrstvy na povrchu ,,nahého*
magnetického jadra, ¢imz dojde k izolaci jadra od prostiedi (Mackova a spol., 2007).

Pouzité metody Ize rozd¢lit do dvou skupin, kdy povrchova vrstva je tvofena:

a) organickym materidlem (povrchové aktivnimi latkami a polymery) (Laurent
a spol., 2008)

b) anorganického materidlem (oxid kiemicity, uhlik, nebo drahé kovy jako Ag, Au)
(Laurent a spol., 2008)

1.2.2.1 Pokryti castic polymery

Pro tvorbu obalové vrstvy se Casto pouzivaji povrchové aktivni latky nebo vhodné
nizko/vysokomolekularni polymery. Na castici jsou adsorbované povrchové aktivni latky
a polymery, nebo jsou chemicky ukotvené v jedné ¢i dvou vrstvach. Polymery, které obsahuji
funk¢ni skupiny (karboxylové kyseliny, fosfaty ¢i sulfaty) se vazou na povrch magnetitu
(Lu a spol., 2007). Vn¢&jsi vrstva je nejCastéji tvoiena organickymi latkami ptirodniho typu
(hyaluronova, pektinova nebo alginova kyselina) (Safarikovd a spol., 2003), dextranem (Liu
a spol., 2011; Lu a spol, 2007) ¢i syntetického plivodu (polymethylmethakrylat,
polyethylenglykol) (Horak a spol, 2007). Nevyhodou pfirodnich materidli je nizka
mechanickd pevnost (Laurent a spol., 2008, Hordk a spol., 2001; Lenfeld, 1993). Vyhodou
piirodnich materidll je biokompatibilita, biologicka degradace na netoxické produkty,
hydrofobicita, antimikrobni vlastnosti, schopnost tvorby gelu a afinita k proteinim. Tyto
vlastnosti vykazuje napf. chitin a chitosan (Jiang a spol., 2012; Safaiik a spol., 1993). Dfive
se pro tvorbu obalu  magnetického  nosice  vyuzival  polystyren  (PS)
nebo poly(methylmetakrylat) (PMMA). Nevyhodou téchto polymera je jejich hydrofobnost
a slozitd povrchova uprava (Hordk a spol, 2007). Proto se dnes vyuzivaji spiSe materialy
na bazi poly(glycidylmethakrylatu) (PGMA) a poly(2-hydroxyethylmethakrylatu)
(P(HEMA)). Takto pfipravené magnetické nosice za pouziti (P(HEMA)) jsou netoxické
a biokompatibilni, a proto jsou vhodné i pro biolékaiské aplikace. Nosice jsou hydrofilni,
mechanicky stabilni, inertni a nerozpustné ve vod¢ (Hordak a spol., 2005). Pro speciélni ucely
(nanomedicina) je na povrchu nosi¢e vytvofen obal z pfirodniho materialu, ktery je
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biodegradovatelny. Obalova vrstva piipravenych magnetickych jader tvofena polymerni
matrici je nejcastéji vytvorena heterogennimi polymerizacnimi technikami — suspenzni,
emulzni ¢i disperzni polymeraci. Kazdy syst¢tm monomert vzdy vyzaduje nalezeni
optimalnich podminek polymerace. Nejstar§i metodou vyuzivanou pro tvorbu obalu je metoda
suspenzni polymerace (Hordk a spol., 2007; Trachtova, 2011; Mackova a spol., 2007).
Nosice ptipraveny timto zptisobem jsou vSak polydisperzni.

Druhou metodou zapouzdieni magnetickych jader je metoda emulzni polymerace, ktera se
vyuziva nejcastéji (Hordk a spol. 2003). Vysledkem této techniky jsou castice stejné velikosti
s vysokou primérnou molarni hmotnosti. Reakéni rychlost polymerace je znacné vysoka.

Posledni vyuzivanou technikou pro obalovani magnetickych jader je disperzni
polymerace. Produktem jsou monodisperzni, neporézni mikrocastice sférického tvaru (Horak
a spol., 2007, Laurent a spol., 2008) (Obrazek 4).

Obrazek 4: Elektronové mikrosnimky magnetickych nanocastic P(HEMA-co-EDMA) (KriZova
a spol., 2005)

1.2.2.2 Pokryti castic anorganickymi materialy

Drahé kovy jsou na povrch nosice aplikovany nejcastéji metodou mikroemulznich reakci.
Nizkou reaktivitu a vysokou stabilitu vykazuje predev§im zlato (Maeda a spol., 2008).
Nanocastice jsou slozeny z Fe3O4 jadra se zlatym plastém (Tarmer a spol., 2011). Charakter
spodni vrstvy se odliSuje od zlatého obalu, proto jsou tyto aplikace obtizné. Vyhodou
pozlaceni castic je velice snadna funkcionalizace thiolovymi skupinami (Lu a spol., 2007).

Tycinkové pozlacené nanocastice zeleza maji primér 16 + 2 nm a primérnou délkou asi
50 = 5 nm (Tarmer a spol., 2011). Monodisperzni Au-Fe3O4 nanocastice byly pfipraveny
vsttikovanim prekurzoru (HAuCls) do horkého reakéniho roztoku. Velikost Au-Fe;Og4 Castic
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muze byt fizena zménou vstiikovaci teploty. Stejnou metodou syntézy nanocastic byly
piipraveny Ag-Fe;Os Castice, kdy prekurzorem byl AgNOs (Hao a spol., 2010). Pozlacené
magnetické ¢astice se vyuzivaji pro imunologické reakce. Povrch pozlacenych magnetickych
nanocastic byl modifikovan lidskym imunoglobulinem (IgG). Pro detekci imunologické
reakce byl vyvinut imunosensor, ktery zaznamenava interakci protilatky s bilkovinou
z bakterie Staphylococcus aureus (Pham a spol., 2010). Dal§$im anorganickym zdstupcem
vyuzivanym pro tvorbu obalové vrstvy je oxid kiemicity (Lu a spol., 2007). Prednosti oxidu
kifemic¢itého jsou jeho stabilita ve vodném prostfedi, snadnd povrchovad uprava
a tim 1 zamezeni nezadoucich interakci. Jednd se o amorfni materidl charakteristicky vysokou
mechanickou pevnosti (Hordak a spol., 2007; Laurent a spol., 2008). Hydrofilni povrch lze
snadno pokryt dalSimi funkénimi skupinami. Silikagelové povrchy nesou zaporny naboj,
a proto jsou nosice stimto nabojem uchovavany ve vodé bez ptidani dal§ich povrchové
aktivnich latek. Opouzdieni jadra oxidem kiemiCitym muze byt provedeno Stéberovou
metodou, v procesu sol-gel (transformaci koloidni suspenze na gel) nebo ptimo pti hydrolyze
tetracthoxysilanu (TEOS) (Lu a spol., 2007; Gupta a spol., 2005). Mezi hlavni vyhody
silikagelovych nanocastic je presnéjsi ddvkovani nosicli a vysokd reprodukovatelnost izolace
DNA (Trachtova a spol., 2011).

V posledni dobé se vyuzivaji magnetické nosice s grafitovym povrchem. Uhlik vykazuje
fadu pozitivnich vlastnosti jako je vyssi chemicka a tepelna stabilita, biokompatibilita, bariéra
proti oxidaci a kyselé¢ erozi. Nevyhodou téchto nosicl je jejich polydisperzta (Lu a spol.,
2007).

1.2.3 Funkcianalizace povrchu magnetickych Castic

Na  stabilizované  magnetické nosiCe lze imobilizovat vysokomolekularni
1 nizkomolekularni ligandy. Vhodné funkcionalizované magnetické ¢astice slouzi jako nosice
protilatek, biologicky vyznamnych proteinti a peptidd, enzymi, oligonukleotidii, nukleovych
kyselin, hormont, 1é¢iv, bun€k, diagnostickych latek, nizkomolekularnich latek (kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA), kyselina iminodioctova (IDA)) a celé fady jinych latek
(Pecova a spol., 2011; Krizova a spol., 2004; Aguilar-Arteaga a spol., 2010a). Ligandem
mohou byt i pouhé funkéni skupiny: aminy, karboxylové kyseliny, aldehydy, thioly,
epoxyoly, hydroxyoly, protein, alkylové fetézce apod. (Aguilar-Arteaga a spol., 2010a).
Ligandy jsou voleny dle pozadované aplikace.

Dulezity je sféricky tvar ¢astice, ktery poskytuje dostatecny prostor pro navazani ligandu
na povrch nosice i volny pfistup cilové molekuly k ligandu. Pokud je cilovd molekula
¢i ligand objemny a dochézelo by k vzdjemnému utlaCovani sousednich molekul Ize vyuzit
tzv. orientovanou imobilizaci, nebo pouzit mezernik neboli raménka (tzv. spacer arm) (Horak
a spol., 2007). Mezerniky jsou kratké linearni uhlovodiky na konci zakoncené funkcnimi
skupinami, kterymi jsou ukotveny na nosi¢. Na druhém konci mezernikl jsou skupiny, které
se vazou na ligand (Horak a spol., 2007). Pti povrchovych upravach mize dojit ke sniZeni
magnetickych vlastnosti (Lu a spol., 2007). Charakteristikou vhodného a funkéniho
magnetického nosice je biokompatibilita, potlaceni mezi¢asticovych interakci a moznost
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chemické modifikace nezbytné pro naslednou imobilizaci biomolekul (Pecova a spol., 2011).
Vhodnost nosi¢e pro cilové molekuly je posuzovana s ohledem na imobilizovany ligand.
Afinita izolované latky k ligandu je vyjadiena afinitni konstantou K, kdy rozmezi této
konstanty se pohybuje K = 10*-10® mol-1I"\. Ligand je na povrch nosi¢e navazan pomoci
vhodné funkéni skupiny (K7iZovd a spol., 2004). Hlavnimi aspekty pro tvorbu
imobilizovanych systémil jsou: volba matrice nosice, vybér afinitniho ligandu a zpisob
imobilizace ligandu na nosic.

Dalsi funkci magnetického nosice je, kromé izolace cilovych molekul, ptisobeni aktivity
samotné¢ho ligandu (Kenawy a spol., 1998). Vyznamnou skupinou latek imobilizovanych
na nosici, které uplatiiuji svou aktivitu, jsou enzymy (proteasy — trypsin, chymotrypsin,
keratinasa, lipasy, amylolytické enzymy a oxidoreduktasy - laktasa) (Pecovd a spol., 2011).
Ligandy mohou plnit i funkci modifikace cilovych molekul (Kenawy a spol., 1998).
Imobilizaci enzymli na magnetické Céstice je dosahnuto vyssi stability enzymu, posunuti
limitd optimalnich podminek (teplota, pH) a snadné manipulace. Dalsi vyhodou je zvySeni
afinity enzym substrat (snizeni Km — Michaelisovy konstanty) a moznosti opakovaného
pouziti imobilizovaného enzymu (Cao a spol., 2005).

Existuji dvé techniky imobilizace ligandi na povrch magnetického nosic¢e. Prvnim typem
imobilizace je ukotveni pomoci chemické vazby (kovalentni vazba). Imobilizovat Ize
1 pomoci fyzikalnich metod (vazby elektrostatické, hydrofobni/hydrofilni, iontové a vodikove)
(Pecova a spol., 2011). Ligandy mohou byt 1 zabudovany piimo do gelové matrice
magnetické Castice. Matrice se sklada nejCastéji ze syntetickych polymert (polyakrylamid,
polyurethan), pryskyfic, proteinli (vajecny bilek, zelatina, kolagen) a polysacharida
(karageny, alginaty, agar, agarosa). Vyhodou téchto materidlu je, Ze jsou netoxicke,
biokompatibilni, proto mohou byt vyuzivany v nejriznéjsich odvétvich. Do gelovych matric
mohou byt zabudovany nejen biologicky aktivni latky, ale 1 celé¢ buiiky. Imobilizovany
protein si zachovava veskeré biologické funkce, nebot’ poskytované podminky jsou velice
podobné fyziologickym a nedochazi pak k denaturaci proteinu (Pecovd a spol, 2011).
Nevyhodou postupu miize byt postupné uvoliiovani imobilizované latky (Pecova a spol.,
2011).
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1.3 Imobilizace kovalentni vazbou

Nejpouzivangj§i metodou pro imobilizaci ligandu na povrch magnetického nosice je
imobilizace chemickou vazbou — kovalentni vazbou. Tuto techniku lze pouzit pro imobilizaci
makromolekul (nukleové kyseliny, proteiny, protilatky atd.) (Aguilar-Arteaga a spol., 2010a).
Vazba je dostatecné pevna a nedochézi k uvoliiovani ligandu. Bylo prokazano, ze kovalentni
vazby zvysuji stabilitu nosi¢i a poméhaji kontrolovat vazebna mista (Aguilar-Arteaga a spol.,
2010a). Pro vytvoteni kovalentni vazby (Obrdzek 5) je nutné, aby nosi¢ obsahoval funk¢éni
skupiny (-NH>, -COOH, -OH, -SH, -CONH>), které vytvofi chemickou vazbu s vhodnou
funkéni skupiny ligandti (-NHz, -SH, -COOH, -OH, -SH). Karboxylovéa skupina (-COOH)
s aminoskupinou (-NH;) imobilizované latky tvofi amidovou vazbu, s thiolovou skupinou
(-SH) thioesterové vazby a s alkoholovym zbytkem (-ROH) esterovou vazbu.
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Obrazek 5: Schématicka ukazka tvorby vazby mezi funkcni skupinou ligandu magnetické
castice a cilovou molekulou (Upraveno dle http://pubs.rsc.org)
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Aktivaéni Cinidla podporuji tvorbu vazby mezi povrchem magnetického nosice
a ligandem. Metoda aktivace anorganickych povrchl, které jsou pokryty vrstvou silanu
(tzv. silanizace), se aplikuje pii funkcionalizaci -NH> skupinami. Dal§im zplGsobem je
modifikace vhodnym biopolymerem, napi. dextran. Tento dé&j je aktivovan piidavkem
jodistanu sodného. Vznikaji piislusné dextranové polyaldehydy, které déle reaguji s -NH»
skupinou proteinti (Aguilar-Arteaga a spol., 2010). Funkcionalizované chitosanové castice,
obsahujici -NH> skupiny, se pfipravuji smichanim chitosanovych castic s glutaraldehydem
v prosttedi  tenzidu  (sulfosukcinat), ktery je rozpuSttn vhexanu (Maitra
a spol., 1999; Banerjee a spol., 2002). Jednotlivé kroky ptipravy funkcionalizovanych
chitosanovych ¢astic jsou uvedeny na Obrdzku 6.
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glutaraldehydem (Banerjee a spol., 2002)
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1.4 Nekovalentni interakce

Nekovalentni vazby hraji dilezitou roli v chemickych (fedéni, sublimace, rozpousténi,
krystalizace) a biochemickych d&jich (vazba enzym substrat, vlakna nukleovych kyselin,
struktura proteint), proto nejsou tak silné jako vazby kovalentni. Mezi nekovalentni interakce
se fadi: hydrofobni interakce, iontové sily, vodikové mustky a Van der Waalsovy sily.
Podminkou vzniku nekovalentnich vazeb je pfitomnost vodného prostredi.

Hydrofobni interakce je snaha nepolarnich molekul (Casti molekul) sdruzovat se a tim
co nejvice snizit kontakt s vodou. Iontové sily jsou zaloZzeny na pfitazlivosti opacné nabitych
elektrostatickych ¢astic. Vodikové mustky se tvofi mezi vodikem a siln¢ elektronegativnim
prvkem kyslikem, dusikem atd.). Van der Waalsovy sily jsou slabé interakce
mezi molekulami, kdy sila vazby je zavisla na vzdalenosti molekul (vzdjemné puisobeni
nabojit molekul).

Nekovalentni imobilizace se pouziva napiiklad pro navazani proteinti. Tento zpilisob
imobilizace ligandi na magneticky nosi¢ je proveden technikou fyzikalni sorpce. Metoda
fyzikalni sorpce je jednoduchd, rychld, levna a Setrna k ligandu. AvSak nevyhodou je mala
stabilita a spolehlivost oproti imobilizaci kovalentnimi vazbami. Nekovalentni vazba mtize
byt prerusena Castym promyvanim. Této vlastnosti se vyuziva pfi reversibilni imobilizaci
proteini  (Zhao a spol, 2011). Reversibilni imobilizace je znaéné¢ zavisla
na okolnich podminkach (pH, iontova sila, teplota).

1.5 Vyuziti magnetickych nosic¢i p¥i izolaci DNA

Nukleové kyseliny se vyskytuji ve dvou formach: hydratované a sbalené. Mezi t€mito
formami DNA je mozny piechod v disledku kondenzace makromolekuly (Rosypal, 2006).
Magnetické castice lze vyuzit k zakoncentrovani vzorku metodou extrakce pomoci
magnetickych tuhych sorbentl. (magnetic solid - phase extraction, MSPE). Vzorek
je  zakoncentrovan odseparovanim  magnetického nosice z  velkého objemu
(Aguilar-Arteaga a spol., 2010). Toho se vyuziva napft. pro zvySeni detek¢énich limitd béznych
metod (Aguilar-Arteaga a spol., 2010). Magnetické separace se vyuziva také pro separaci
celyjch  bunék  (prokaryotickych 1 eukaryotickych).  Separace  prokaryotickych
¢i eukaryotickych bunck mutze byt selektivni i neselektivni (Li a spol., 2007). Vyhodou
magnetické izolace DNA je kompatibilita a vysoka selektivita (Taylor a spol., 2000).
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1.6 Vyuziti elektrostatickych sil pri reverzibilni adsorpci na magnetické nosice

Smér difuze molekuly DNA by mél vést pifimo k magnetickému nosi¢i. Omezujicim
faktorem je moznost afinity jinych molekul (jinych nez nukleovych kyseliny)
k magnetickému nosici. Elektrostatické interakce musi byt dominantni oproti dalsim moznym
interakcim ve smési, jako jsou napiiklad hydrofobni interakce (Rhaman a spol., 2011).
Elektrostatické vazby se vyuzivaji k navazdni DNA na magneticky nosi¢ (Knopp a spol.,
2009). Adsorpce na povrch nosicli probiha Iépe v prostiedi s vysokou iontovou silou, naopak
eluce DNA je efektivnéj$i v prostiedi s nizkou iontovou silou (Shan a spol., 2012; Lee a spol.,
2008).

Makromolekula DNA se zdpornym nabojem, tvoifenym fosfatovymi zbytky, se vaze
na ¢astice s pozitivnim povrchovym nabojem v neutrdlnim pH (Knopp a spol., 2009). Povrch
magnetického nosi¢e se funkcionalizuje napiiklad aminoskupinami (-NH3z), které jsou
schopné protonace a vytvoftit tak kladny naboj (Rhaman a spol., 2011; Yoza a spol., 2002).
Aminoskupinami se obvykle funkcionalizuji castice pokryté polymerni matrici
s volnymi karboxylovymi (Hordk a spol, 2007, Ramanathan a spol., 2005)
nebo hydroxylovymi skupinami (Lee a spol., 2008), ptipadné ¢astice s polystyrenovou matrici
(Yang a spol., 2008, Haihui a spol., 2012). Pro extrakci a purifikaci nukleovych kyselin se
vyuzivaji kiemicCité 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 uplatnovan u kiemicitych céstic, které jsou funkcialoizované
diethylaminoethanolem (DEAE) a jsou obsazené v agarosovém gelu. Tento zplsob izolace
DNA byl srovnan s metodu sloupcové ionexové chromatografie s kiemikovou naplni.
Experiment prokazal, ze DNA ziskana magnetickou izolaci méla sice nizsi Cdistotu,
ale vytézky byly vyssi a metoda byla rychlejsi (Levison a spol., 1999).

Dalsim typem magnetickych ¢astic vyuzivajicich aminoskupiny k zachyceni nukleovych
kyselin, které se vyuziva zejména v I¢kaiské diagnostice, jsou hydrofilni magnetické nosice
nesouci aminodextran (Mouaziz a spol, 2009). Chitosanové ¢astice 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 vkyselé oblasti. Taktéz wuvolnéni molekuly
z chitosanovych castic je rychlejsi v kyselém pH (acetatovy pufr), pak nasleduje alkalické
a neutrdlni oblast pH (fosfatovy pufr) (Keawchaoon a spol., 2011). Chitosanové
modifikované magnetické ¢astice byly pouzity pro extrakci DNA z geneticky modifikovanych
sojovych bobi (Jiang a spol., 2012). Chitosanem potazené Castice kiemicitanu byly pouzity
jako alternativa, ke standardni izolaci DNA pomoci silika ¢astic, pro extrakci DNA (Hagan
a spol., 2009).
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1.7 Adsorpce DNA na povrch silikagelu

Magnetické nosice pokryté vrstvou silikagelu se hojné€ vyuzivaji v oblastech molekularni
biologie a v biotechnologiich. Magnetické nosice se silikagelem byly pouzity jako adsorbenty
pro izolaci geonomové DNA z kukufice. Ziskdna DNA byla vhodna jako matrice
pro polymerazovou fetézovou reakci (Taylor a spol., 2000).

Pii adsorpci plazmidu a chromozomdlni DNA na povrchu silikagelu byla zkouména
vazebna sila v zavislosti na iontové sile, teploté, pH, velikosti a konformaci DNA.
Bylo zjisténo, Ze vazba je pevnéjsi se zvySovanim entropie a s malou nebo nulovou hodnotou
entalpie. Adsorpce DNA na magnetické nosice pokryté silikagelem je vysSsi za podminek
dehydratace DNA a kiemicitych povrchli, zesiténi pomoci mezimolekuldrnich
elektrostatickych sil a za pfitomnosti mezimolekularnich vodikovych vazeb v kontaktni vrstvé
DNA-ktemik (Melzak a spol., 1996).

1.8 Adsorpce kondenzované DNA

Proces sbaleni DNA se nazyva kondenzace, opa¢ny jev dekondenzace (Watson a Crieck,
1953). Kondenzace je obvykle definovana jako sbaleni rozvinutého (hydratovaného)
dvouretézce DNA do kompaktnich molekul (Pollard a spol., 2008). ,In vitro* je molekula
DNA v roztoku difundovéna a vyskytuje se v uvolnéné rozvinuté formé. Pisobenim vnéjSich
sil Ize dosahnout kondenzace molekuly DNA, napf. za pomoci osmotického tlaku
a monovalentnich soli. Pfitomnost soli zpisobuje neutralizaci nédboje DNA, coz vede
ke snizeni odpuzovani mezi molekulami DNA (Krdlova a spol., 2001; Rosypal, 2006).
Nejbéznéji vyuzivanym kondenzacnim ¢inidlem je neutralni polymer polyethylenglykol spolu
se sodnymi ionty (Na® ve form& NaCl). Piasobeni sodnych iontli nestadi ke kondenzaci
molekuly DNA, a proto se spolecné se soli pfidava neutrdlni polymer polyethylenglykol,
ktery zptisobuje zvySeni osmotického tlaku (Shan a spol., 2012). Pfechod DNA z rozvinuté
do sbalené¢ formy je indukovan poly(ethylenglykolem) (PEG) ve smési rozpoustédel - vodny
roztok soli a methanolu. Kondenzace probiha za urcitych kritickych podminek koncentrace
PEG. Hodnota koncentrace PEG zavisi na stupni polymerace PEG, molarnim zlomku PEG
a methanolu, a na koncentraci piidané soli. S vy$$im stupném polymerace PEG a vyssi
koncentraci soli klesd hodnota kritické koncentrace PEG (Vasilevskaya a spol., 1995). Sbaleni
DNA Ize vyvolat snadnéji pouzitim PEG o vysoké molarni hmotnosti. Kondenzaci DNA
rovnéz podporuje piidavek methanolu (Kleideiter a spol., 1999a). Pro monitorovani piechodu
forem DNA byly pouzity tfi metody: viskozimetrie, UV/Vis - centrifugace a dynamicky
rozptyl svétla (DLS). VSechny tfi metody potvrzuji, Ze methanol a PEG ptisobi synergicky.
Pomoci techniky DLS lze stanovit nejen konformacni zmény, ale i molekulovd hmotnost.
Bylo zji$téno, Ze neexistuji Zadné pfechodné konformacni stavy molekuly DNA. Existuje
pouze rozvinutd nebo sbalena forma DNA (Kleideiter a spol., 1999b).

Byla  provedena  studie  adsorpni  charakteristiky  linearntho  polymeru
a dendimeru (makromolekuly o vétvené struktuie) na oxidu hlinitém a oxidu kfemicitém. Jako
linearni polymer byl zvolen PEG. Dale byl testovan dendimer poly(amidoamin) (PAMAM)

24



s navazanymi karboxylovymi skupinami (Esumi a spol., 2001). Test polymert byl proveden
ve vodnych roztocich o hodnoté pH 5 (Esumi a spol., 2001). Poly(amidoamin) dendrimer
adsorboval do zna¢né miry jak na oxidu hlinitém, tak na oxidu kiemicitém, zatimco
poly(ethylenglykol) adsorboval nejlépe na silikagelu (Esumi a spol., 2001). Adsorbované
mnozstvi PAMAM na oxid hlinity bylo zna¢né vyssi ve srovnani s mnozstvim PEG (Esumi
a spol., 2001). Tento rozdil mize byt zplisoben rozdilnou interakci polymeru s povrchem
oxidu hlinitého. Hlavni silou interakce je elektrostaticka ptitazlivost (Esumi a spol., 2001).
Pti pH 5 je PAMAM zéporn¢ nabity a interaguje s kladnymi naboji hliniku, zatimco PEG je
na povrch oxidu adsorbovan prostiednictvim vodikovych vazeb mezi oxidem hlinitym
a hydroxylovymi skupinami (Esumi a spol., 2001).

1.9 Amplifika¢ni metoda — PCR

Identifikaci bakterii se rozumi porovnani ur¢ované bakterie se zndmou bakterii, obvykle
se sbirkovym nebo typovym kmenem. Jednd se o proces, pii kterém se zjiStuje, ke kterému
znamému taxonu (druhu) lze izolat ptitadit (Ben Amor, 2007). Klasické metody identifikace
bakterii jsou zaloZzeny na studiu fenotypovych vlastnosti (Watson a Crieck, 1953). Bézné
vyuzivané kultivacni metody jsou slozité, Casové ndrocné, a ne vzdy plné spolehlivé.
Kultivovat Ize pouze 1% mikroorganismi pfitomnych v prostiedi. Kromé toho Ize
fyziologické vlastnosti mikroorganismti ovlivnit podminkami kultivace (Turkovd a spol.,
2011). Proto se k detekci, identifikaci a kvantifikaci bakterii stdle castéji pouzivaji
nekultivaéni molekuldrné-biologické metody. Nejpouzivanéjsi metodou je polymerdzova
fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR), kterd se pouziva k amplifikaci DNA
(Ehrmann a Vogel, 2005; Ben Amor, 2007; Svec, 2010). Metodu PCR objevil v roce 1983
Kary Mullis, ktery za sviij objev obdrzel vroce 1993 Nobelovu cenu za chemii. Diky
rychlosti analyzy a specifit¢ zazivd v poslednich desetiletich velky rozmach také
v potravinaiském primyslu. PCR je molekularné-diagnostickd metoda zaloZzena na cyklicky
se opakujici syntéze specifického tiseku DNA. K vybranému tseku DNA se hybridizuji kratké
oligonukleotidy, tzv. primery, od nichz zalind syntéza nového fetézce. Syntéza je
katalyzovana termostabilni DNA polymerdzou, ktera byla izolovdna z bakterie Thermus
aquaticus (proto se oznacuje jako Tag polymeraza) (Lorenz, 2012; Bloomfield a spol.,2000).

PCR se provadi v zafizeni zvaném thermocycler (cyklator) a spociva v periodickém
opakovani tfi po sobé jdoucich kroku:

. denaturace dsDNA; denaturace DNA probiha pii 95 °C

. pfipojeni primerd; primery jsou hybridizovany pii teploté 50-65 °C
(dle jejich nukleotidového slozeni)

. syntéza DNA; syntéza DNA probiha pii teploté 68—75 °C.

Opakovanim vSech krokii PCR dochazi exponencidlni rychlosti k syntéze vybraného
useku DNA — PCR produktu (amplikonu). Pocet opakovani zavisi na vychozi koncentraci
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DNA, ale obvykle se vySe uvedené cykly opakuji 25 — 35krat. PocCet cykli je omezen, protoze
prilis vysoky pocet opakovani vyrazné snizuje ucinnost DNA polymerazy (Lorenz, 2012).
Identifikace Cistych kultur pomoci PCR byva zpravidla bezproblémova, potize vSak mohou
nastat pfi izolaci DNA z komplexnich vzorkii, napt. pudy, stolice, klinickych vzorka
nebo potravin. Fale$n¢ pozitivni vysledky v PCR Ize eliminovat dislednym pouZzivanim
dekontamina¢nich procedur (UV zafeni, chlornan sodny apod.) a piesnym dodrzenim
faleSné¢ negativni vysledky, které jsou zpravidla zpisobeny inhibitory PCR (organické
a anorganické chemikalie, detergenty, antibiotika, pufry, enzymy, polysacharidy, tuky
a proteiny). Inhibitory PCR miizeme rozd¢lit na extracelularni a intracelularni. Intracelularni
inhibitory jsou pfitomny uvnitt bunék (napt. endogenni nukleasy). Extracelularni inhibitory
pochézeji z matrice vzorkl (napf. vapenaté ionty pfi analyze mlénych vyrobkd, polyfenoly),
z chemikalii pouzivanych pii izolaci DNA (fenol, chloroform), ale také pylu, prachu z rukavic
apod. (Schrader a spol., 2012; Hu a spol., 2015; Lorenz 2012). Velmi jednoduchym
zpisobem eliminace vlivu extracelularnich inhibitort je reversibilni adsorpce DNA
na magneticky nosi¢ s vyuzitim jednoduchych elektrostatickych sil. Makromolekula DNA se
zépornym nabojem, tvoienym fosfatovymi zbytky, se vaze na nanocastice s pozitivnim
povrchovym nabojem v neutralnim pH (Trachtova, 2016).

1.10 Agarosova gelova elektroforéza

V této praci byla pro identifikaci amplikond pouzita agarosova gelova elektroforéza. Jedna
se o elektromigracni metodu, kterd se vyuziva pro identifikaci a separaci makromolekul
(nukleoych kyselin — DNA, RNA a proteinti). Agarosova gelova elektroforéza je vhodna
a velmi Casto pouzivand metoda pro separaci fragmenti DNA rGznych velikosti v rozmezi
od 100bp do 25 kb (Sambrook a Russell, 2001; Lee a spol., 2012). Principem metody je
migrace zaporn¢ nabité molekuly DNA v prostiedi elektrického pole. Molekula DNA nese
zaporny naboj, ktery ji udili zdporné nabité fosfatové skupiny. Zaporné nabitd molekula
putuje v elektrickém poli smérem ke kladné¢ nabité anodé.

Agarosa je izolovana z rodlu tas Gelidium a Gracilaria a skladd se z opakovanych
podjednotek agarobiosy (L- a D-galaktosy) (Kirkpatrick, 1991; Lee a spol., 2012). Agarosa je
polysacharid, ktery po smichani s pufrem a zahtati tvoii porovity gel, ktery se vyuziva jako
vhodny nosi¢. Gel vytvofi sit’ polymera s pory, kterymi putuji nabité molekuly. Protoze DNA
ma jednotny pomér hmotnost/nédboj, molekuly DNA jsou v agarosovém gelu separovany dle
velikosti. Rychlost migrace molekuly zavisi na velikosti molekuly, koncentraci agarosy,
konformaci DNA, aplikovaném napéti, pfitomnosti ethidiumbromidu, typu agarosy
a elektroforetickém pufru (Lee a spol, 2012). Mensi fragmenty se pohybuji rychleji.
Pro analyzu se vyuzivaji rGzné husté gely (0,8% - analyza DNA, 1,8% - analyza PCR
produkti). Vzorky jsou napipetovany spolu s nanaSecim pufrem do jamek gelu a piipraveny
gel je vlozen do vany s elektroforetickym pufrem. NanaSeci pufr vzorky obarvi a zviditelni,
a zaroven zabrani vyplaveni vzorku. Pfi vlozeném napéti zacne probihat elektromigrace.
Migraci vzorku lze vizudlné kontrolovat diky nanasecimu pufru, ktery vzorek zviditelnil.
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Spolu se vzorky se nanasi na gel standardy (smési fragmentti DNA o pfesn¢ definovanych
délkach), které se vyuzivaji pro zjisténi velikosti pomoci srovnani, a kontroly (pozitivni,
negativni).

Po elektroforéze nasleduje vizualizace vzorki, kdy se gel ponoii do roztoku s interkalacni
fluorescencni barvivem, kdy specificky dochazi k interkalaci do DNA. Nasledné se
nenavazané barvivo vymyva ve vodé, tim ziistane jen barvivo navazané na DNA a je mozno
DNA vizualizovat pod UV zafenim na UV transluminétoru.

1.11 Analyza vyskytu invertovanych repetic a kvadruplexii v genomu

V genomech jsou pfitomny specifické sekvence DNA, které za vhodnych podminek
mohou vytvotit kromé& klasického duplexu i specidlni struktury. Mezi takovéto typy sekvenci
patfi invertované repetice (IR) (tvofi vlasenky a kiizové struktury), guaninové trakty (tvoii
kvadruplexy), sekvence bohaté na tyminy a adeniny (tvofi triplexy) a sekvence bohaté
na cytosiny (tvofi 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 ndhodna, coz koreluje
s funk¢éné dalezitymi genomovymi oblastmi (Rhodes a Lipps, 2015; Bartas a spol., 2018;
Brazda a spol., 2016, Strawbridge a spol. 2010). Genomy a transkriptomy riznych
organismu, vcetné modelového organismu Escherichia coli (Rawal, 2006), Saccharomyces
cerevisiae (Hershman a spol., 2008) a lidi, obsahuji fadu invertovanych repetic a sekvenci
bohatych na G baze (Huppert, 2005). Piivodné byly tyto struktury prokazany v podminkach in
vitro, pozdéji byly také prokazany in vivo (Rhodes a Lipps, 2015).

Palindrom je specificky pfipad inverzni repetice, kde chybi nukleotidy oddélujici
jednotlivé inverzni repetice. Pokud invertovana repetice neobsahuje Zadnou chybu, nazyva se
IR perfektni, pokud je v sekvenci pfitomnad chyba, nazyva se imperfektni. IR pfitomné
v regulacnich oblastech DNA zistaly evolucné konzervované (Strawbridge a spol. 2010),
zatimco IR nepfiznivé ptsobici 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 (3esti a vice nukleotidi)
mohou vznikat intramolekularnim parovanim komplementarnich bazi kiizové struktury — tzv.
kruciformy (Obrdzek 7). Kiizové struktury obsahuji Ctyfcestné spojeni, stopku a smycku
o razné velikosti (Wang a Leung, 2006). Kruciformy jsou cilové struktury pro histony, proto-
onkogenni protein DEK a mnoho dalSich strukturnich a regulacnich proteinti (Brdzda a spol.,
2016). Napriiklad protein p53 (hlavni nadorovy supresor) se piednostné¢ vaze na sekvence
obsahujici invertované repetice, které maji schopnost vytvaret kiizové struktury (Jagelskd
a spol. 2010), coz demonstruje dilezitost téchto struktur. Tento protein reguluje transkripci
genl zapojenych do zastaveni bunécného cyklu, apoptdzy a senescence (Jost a spol., 1997,
Espinosa, 2008, Mazur a spol., 1999).

»Poloviéni kiizovou strukturou® vyskytujici se na jednom vlakné nukleovych kyselin je
vlasenka. Vlasenky jsou nejbéznéjsi sekundarni strukturou vytvarejici se na RNA pomoci
Watsn-Crickova parovani uvnitt molekuly. Sekvence na DNA, ktera kéduje vlasenku, musi
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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).
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Obrazek 7: Formovani krizovych struktur (Nelson a Michael, 2013)

Béhem poslednich desetileti byly objeveny ctyfvldknové struktury zndmé pod nazvem
Guaninové kvadruplexy (G-kvadruplexy). G-kvadruplex je tvofen sekvencemi bohatymi
na guanin, které se také oznacuji jako G-trakty. Jedna ctvefice na sebe navazanych Guanint
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). Kvadruplex a kvartet ilustruje Obrazek 8. G-kvadruplexové struktury, se cCasto
vyskytuji v telomerach, promotorech a dalSich biologicky vyznamnych oblastech genomu
savcl (Bartas a spol., 2018; Kikin a spol., 2006). Vyskyt telomernich kvadruplexa je
spojovan se snizenim aktivity enzymu telomerazy, kterd je zodpovédnd za prodlouZeni
telomer. Pfiblizn¢ 85 % onkologickych onemocnéni je zplisobeno v disledku vysoké aktivity
telomerazy, a proto je vyzkum G-kvadruplexi dulezity pro vyvoj 1é¢iv (Huppert, 2005; Yang
a spol., 2018).
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Obrazek 8: G-kvadruplex (A) Guaninovy kvartet stabilizovany Hoogstenovym pdrovanim,
konkrétné jde o vodikové vazby a kladné nabity centralni ion (B) Schématicka kresba
kvadruplexové struktury formované na DNA (Bartas a spol., 2019)

Pomoci vypocetni techniky lze provadét hlubSi analyzu genomu (Zuker, 2003).
Pro analyzu potencialnich G-kvadruplexovych struktur (PQS) existuje celd tfada algoritmu
(Bedrat a spol. 2016). Jednim z nevice pouzivanych algoritmti 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). Konecné,
skore G4Hunter je aritmeticky primér vSech téchto hodnot (Bedrat a spol. 2016).
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2. Cil prace

Cilem dizertacni prace je:

30

Optimalizace piipravy bunéénych lyzath. Volba vhodného lyza¢niho ¢inidla, jeho
koncentrace, volba doby pilisobeni na buniky. Testovani piidavku Proteinazy
a SDS.

Testovani alternativnich metod izolace nukleovych kyselin z bunéénych lyzath
Optimalizace reakcnich podminek izolace nukleovych kyselin z bunécnych lyzata
pomoci polymernich nosicli. Testovani reak¢nich pufri pro adsorpci nukleovych
kyselin na nosice a elu¢nich pufri.

Izolace nukleovych kyselin z potravinovych matric pomoci nosici

Studium sekundarnich struktur nukleovych kyselin pomoci bioinformatické
analyzy u mikroorganizmt vyuzivanych v potravinaiském priamyslu.



EXPERIMENTALNI CAST

3. Material a metody

3.1 Kultiva¢ni média

e MRS tekuté médium

MRS médium bylo pfipraveno dle ndvodu od vyrobce, kdy v 1 000 ml destilované vody
bylo rozpusténo 52 g MRS média, pH média bylo upraveno na hodnotu 6,2. Poté bylo
médium sterilizovano v autoklavu (121 °C/15 minut).

3.2 Roztoky pro pripravu bunéénych lyzati

e Roztok A (10 mM Tris pH 7,8; 5 mM EDTA pH 8,0)

Sterilné¢ bylo smichano: 1 ml 1M Tris HCIl, pH 7,8 (80 ml destilované¢ vody bylo
rozpus$téno v 12,1 g Tris-base. Hodnota pH byla upravena pomoci koncentrované HCl. Objem
byl doplnén destilovanou vodou do 100 ml), 1 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 (202,2 g EDTA bylo
pievedeno do 800 ml destilované vody a umisténo na magnetickou michacku. Hodnota pH
byla upravena pfidanim asi 20 g NaOH v peletkach. Objem byl doplnén destilovanou vodou
doll

e Lyzacni roztok s obsahem lysozymu 3 mg/ml (10 mM Tris pH 7,8; 5 mM EDTA
pH 8,0; lysozym 3 mg/ml)

K roztoku A byl pfed pouzitim ptidan lysozym (3 mg/ml).
e SDS (20 %)
20 g SDS bylo rozpusténo v 80 ml sterilni destilované vody. Roztok byl zahiat na 68 °C.

Hodnota pH byla upravena na 7,0 n¢kolika kapkami koncentrované HCl. Objem byl doplnén
destilovanou vodou do 100 ml.

3.3 Roztoky pro izolaci bakteridlni DNA a reakéni pufry

e Roztok CIZ
Sm¢és chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1
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e 5M NaCl

58,4 g NaCl bylo rozpusténo ve 150 ml destilované vody. Objem byl doplnén destilovanou
vodou do 200 ml. Roztok byl sterilizovan v autoklavu (121 °C/15 minut).

e 40% PEG 6000

40 g PEG 6000 bylo rozpusténo v 60 ml sterilni destilované vody. Objem byl doplnén
sterilni destilovanou vodou do 100 ml. Roztok byl uchovan piti 4 °C.

e 70% ethanol
Bylo smichano 70 ml 96 % ethanolu a 26 ml destilované vody.
e TE pufrpH 7,8

Sterilné bylo smichano 1 m 1 M Tris (pH 7,8) a 100 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98,9 ml
destilované vody (na vyslednou koncentraci 0,01 M Tris a 0,001 M EDTA).

e Tris pufr o hodnoté¢ pH 5,2; 7,0 a 8,00

Rozpusténim 121,1 g Tris baze v 800 ml destilované vody byl pfipraven zasobni
roztok 1M Tris. Tento roztok byl nafedén na 10mM a pH bylo upraveno piidavkem
0,1 M HCI. Roztok byl sterilizovan pti 121 °C po dobu 15 minut.

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 6,0; 7,0 a 7,8

Byl pfipraven roztok 0,2 M Na;HPO4: V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo
35,61 g NaHPO4 - 2H>O / 53,65 g NaHPO4 - 7TH20 / 71,46 g NaHPO4 - 12H,0.

Déle byl piipraven roztok 0,2 M NaH>PO4: V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo
27,60 g NaH,PO4 - H2O /31,21 g NaH2PO4 - 2H20.

Pozadovany roztok ptislusné hodnoty pH ziskame smichanim obou roztokl v ptislusSném
pomeéru dle Tabulky 2, viz. niZe.
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Tabulka 2: Piiprava fosfatového pufru o ptislusné hodnoté pH

pH Roztok 0,2 M Na2HPO4  Roztok 0,2 M NaH2PO4
(ml) (ml)

6,0 0,62 4,39

7,0 3,05 1,95

7,8 4,58 0,43

Takto piipravené roztoky byly doplnény destilovanou vodou na objem 10 ml. Roztoky
byly sterilizovan pii 121 °C.

e Fosfatovy pufr pH 5,59; 5,91 a 6,24 (Sorensen)

Byl pfipraven roztok 0,1 M KH>HPO4: Ve 250 ml destilované vody bylo rozpusténo
2,27 g KoHPOa.

Dale byl ptipraven roztok 0,1 M NaaHPOs: Ve 250 ml destilované vody bylo rozpusténo
2,97 g NaHPO4 - 2H>0.

Pozadovany roztok ptislusné hodnoty pH ziskame smichanim obou roztokl v ptislusSném
pomeéru dle Tabulky 3, viz. niZe.

Tabulka 3: Piiprava fosfatového pufru o ptislusné hodnoté pH

pH Roztok 0,1 M KH:HPOs  Roztok 0,1 M Na;HPO4
(ml) (ml)

5,59 9,5 0,5

591 9,0 1,0

6,24 8,0 2,0

Roztok byl sterilizovan pii 121 °C.
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e Praci prostredky

Tabulka 4: Praci prostiedky vyuZzivané pro ptipravu lyza¢nich roztoki

Praci prostiedek Froma Vyrobce Oznaceni
v experimentu
SA8 ™ _ Premium + BIOQUEST prasek Amway ™ Prasek A
praci prasek
PERSIL universal: Gold tekuty tekuty gel Henkel Prasek B
praci gel
PERSIL Color praci gel pro tekuty gel Henkel Prasek C
barevné pradlo

PERSIL color pulver: Gold prasek Henkel Prasek D
PER 100% - univerzalni praci gel tekuty gel Complete Prasek E

3.4 Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu

e 5x TBE pufr
54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo v 600 ml destilované vody. Poté
bylo ptidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Objem byl doplnén destilovanou vodou do 1 1.
Pted pouzitim byl roztok 10 x nafedén na vyslednou koncentraci 45 mM Tris, 45 mM
kyselina boritd a | mM EDTA.
e 1,8%/0,8% agarosovy gel
1,8 g/ 0,8 g agarosy bylo rozvatreno ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru.

e Ethidium bromid (0,5 pg/ml)

100 pl roztoku EtBr o koncentraci 2,5 mg/ml bylo zfedéno 500 ml sterilni vody.
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3.5 Bakterialni kultury

V experimentech byly pouzity bakteridlni kmeny, které byly ziskdny z Ceské sbirky

mikroorganismti (CCM Brno. CR).

Lactobacillus rhamnosus CCM 1825

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 212/106

Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088

Lactobacillus plantarum CCM 7039
Lactobacillus fermentum CCM 7192.

3.6 DNA z kufecich erythrocytu

DNA z kutecich erythrocyta byla ziskana z Masarykovy Univerzity v Brné.

3.7 Potravinové vzorky

Byly zvoleny mlééné vyrobky, které na svém obalu deklarovaly ptfitomnost bakteridlni

kultury (Tabulka 5)

Tabulka 5: Piehled testovanych mlécnych vyrobkd (Upraveno dle: http://www.mlekarna-
valmez.cz/; http://www.mlekarna-kunin.cz/; http://www.olma.cz/; http://www.actimel.cz/;)

Bily jogurt Vyrobce SloZeni
Bily jogurt Mlékarna Valasské mléko,
z ValasSska Mezitici, spol. s 1.0. mléc¢na bilkovina,

Smetanovy bily  MlIékarna Kunin a.s.

jogurt Kunin

Klasik bily jogurt OLMA a.s.
OLMA
Actimel bily Danone a. s.

Zivé jogurtova kultura

smetana,
jogurtova kultura,
probioticka kultura

mléko,
mlécna bilkovina, ziva jogurtova kultura

mléko, cukr (V, PL) nebo tekuty cukr (B) (7,3%
sacharéza), glukoza,
jogurtova kultura a L.casei DN 114001, vitaminy
B6 , D. Obsah tuku nejméné 1,1% hmot.
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Acidofilni mléko
plnotucné

Mlékarna Valasské

Smetanovy jogurt
Florian — jahoda

OLMA a. s.

Smetanovy jogurt  MIékarna Valasské

jahoda Mezifici, spol. s.r.o.
Jogobella jogurt — Zott s.1.0.
mango
Bily jogurt Madeta a.s.
Nase BIO jogurt OLMA a.s.
jahodovy

Mezitici, spol. s 1.0.

mléko, mlécna kultura, probiotické kultury

(Lactobacillus Acidophilus, Bifidobacteria,

Streptococcus Thermophilus), obsah tuku
min 3,6 %.

smetana (10% tuku), ovocna slozka 15%, (cukr,
ovoc.slozka 30%, zahust'ovadla: modifikovany
Skrob a pektin, barvivo betanin, aroma), zivé
jogurtové kultury

smetana,
cukr (souc¢ast ovocné slozky 14%),
jahody plod (soucast ovocné slozky 14%), aroma
(soucast ovocné slozky 14%), jogurtova kultura

mléko, mango, koncentrat manga, glukozo-
fruktozovy sirup, cukr, susené mléko, E100
Kurkumin (Cl pfirodni zlut’ 3), aroma, jogurtova
kultura

plnotu¢né mléko,susené mléko, jogurtova kultura

bio mléko, bio ovocna slozka 23% (bio jahody
50%, bio titinovy cukr, bio koncentrat §tavy
z aronie, stabilizatory pektin a bio karubin, bio
koncentrat citronové S§t'avy), susena syrovatka,
jogurtova kultura

3.8 Polymerni magnetické nosice

Pro izolaci nukleovych kyselin byly pouzity polymerni nosice, které¢ byly syntetizovany
na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze Ing. Danielem Horakem,

CSc.
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Tabulka 6: Pfehled pouzitych nosicl a jejich vlastnosti

Nosié¢ Polymer Primér  Funkcionalizace
nosicu povrchu
(pm)
Imobilizovany lysozym | (P(HEMA-co-GMA) 2,20 lysozym
Fkol 1350x P(HEMA-co-GMA) 1,00 2,61 mM/g -COOH
P(HEMA-co-GMA)- P(HEMA-co-GMA) 4,00 -NH;
NH>
F79/L3 poly-LYSINE - 0,01 lysin
(mw = 93800)

3.9 Piistroje

Byla pouzita analytickd védha Pioneer OHAUS (OHAUS, USA), Centrifuga (Eppendorf
AG, Hamburg, Némecko), Centrifuga MINI Spin 13 400 min' (Eppendorf, Hamburg,
Némecko). Pro provedeni gelové agarosové elektroforézy bylo pouzito elektroforetické
zafizeni Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA) a zdroj elektrického napéti Lighting volt
Power Supply, model OSP-300 (Owl Scientific, USA), pro separaci nukleovych kyselin
magneticky separator Invitrogen Dynal AS (Dynal Biotech, Oslo, Norsko), NanoPhotometr
(Implen, Némecko) pro stanoveni ¢istoty a koncentrace nukleovych kyselin. Pro amplifikaci
nuklovych kyselin byly pouzity Termocycler Bioer GeneQ (BIOER TECHNOLOGY, Cina),
Termocycler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA), Minicycler PTC 150 (MJ Research,
Watertown, USA). Dale byla pouzita Minicentrifuga C1301 (Labnet international, Inc., USA)
a Transluminator TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA).

3.10 Kultivace mikroorganismi rodu Lactobacillus

Byla ptipravena kultivaéni zkumavka s 10 ml MRS média, kterd byla ptredehtata
na 37°C. Jako inokulum bylo pouZzito 100 pl bakterialni kultury, uchovavané v 15% roztoku
glycerolu v mrazaku pfi -80 °C, do tekutého zivného média. Poté byly kultivacni zkumavky
umistény v termostatu (37 °C) na 24 hod. Kultivace probihala aerobné¢.
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3.11 Priprava vzorku

3.11.1 Priprava vzorkit tekutych mlécnych vyrobki

U tekutych mlécnych vyrobkil (Actimel, acidofilni mléko) byl pouzit 1 ml vzorku, ktery
byl centrifugovéan 14100 g, 3 min. Poté byl slit supernatant (supernat.) a ke vzorku byl pfidan
1 ml sterilni destilované vody a vSe bylo dobie promichano.

3.11.2 Priprava vzorkit jogurti

K 1 g jogurtu byl ptidan 1 ml sterilni destilované vody a vse bylo dikladné promichéano.
1 ml vzorku byl centrifugovan pii 14100 g, 3 min. Poté byl slit supernatant a ke vzorku byl
pfidan 1 ml sterilni destilované vody a vSe bylo dobfe promichano.

3.12 Priprava bunéénych lyzati

3.12.1 Piiprava bunécnych lyzati 7 bakterialnich kultur a mlécnych vyrobkit pomoci
lysozymu

Do 1,5ml zkumavky Eppendorf byl napipetovan 1 ml vzorku (bakterialni kultura narostla
v tekutém MRS, nebo mlécny vyrobek). Vzorek byl odstfedén pii 14100 g, 5 min.
Supernatant byl slit a sediment byl resuspendovéan v 1 ml roztoku A (10 mM Tris o pH 7,8 5
mM EDTA; pH 8,0). Poté byl vzorek opét centrifugovan pii 14100 g, 5 min. a sediment byl
resuspendovan v roztoku s lysozymem (10 mM Tris o pH 7,8; 5 mM EDTA; pH 8,0;
3 mg/ml lysozym). Vzorek byl ponechdn hodinové inkubaci pii pokojové teploté.
Po hodinové inkubaci bylo ke vzorku ptfidano 50 ul 20%SDS a 5 pl Proteindazy K
(100 pg/ml). Vzorek byl promichan a ponechan inkubaci pti 55 °C do druhého dne.

3.12.2 Priprava bunécnych lyzati 7 bakteridalnich kultur pomoci roztoku praciho
prostiedku

Do 1,5ml zkumavky Eppendorf byl napipetovan 1 ml vzorku (bakteridlni kultura narostla
v tekutém MRS). Vzorek byl odstfedén pti 14100 g, 5 min. Supernatant byl slit a sediment
byl resuspendovan v 1 ml roztoku A. Poté byl vzorek opét centrifugovan pii 14100 g, 5 min
a sediment byl resuspendovan v 4% roztoku praciho prostfedku obsahujiciho enzymy. Vzorek
byl ponechdn hodinové inkubaci pii pokojové teploté. Po hodinové inkubaci bylo ke vzorku
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ptidano 50 ul 20% SDS a 5 pl Proteinazy K (100 pg/ml). Vzorek byl promichan a ponechan
inkubaci pii 55 °C do druhého dne.

3.12.3 Priprava bunécnych lyzati 7 potravindiskych matric pomoci roztoku praciho
prostiedku

Do zkumavky o objemu 1,5 ml byl odebran 1 ml vzorku (jogurt byl resuspendovan
ve sterilni vodé¢ v poméru 1:1). Nasledné¢ byl vzorek odstiedén pfi 14100 g dobu 5 min.
Po sliti supernatantu byl sediment opét resuspendovan v 1 ml sterilni vody. Promyvani bylo
4x opakovano. Poté byl sediment resuspendovan v 1 ml 4% roztoku praciho prostfedku
a ponechan 1 h/3 h pfti laboratorni teploté. Poté bylo k vzorku ptfidano 50 pl 20%SDS a 5 ul
Proteinazy K (100 pg/ml).

3.12.4 Priprava bunécnych lyzatit pomoci imobilizovaného lysozymu na magnetické
nosice

Z ptipravené bunécné suspenze byl odebran 1 ml a byl centrifugovén pii 14100 g, 3 min.
Ziskany sediment byl resuspendovan v Iml roztoku A a poté byla suspenze opét
centrifugovana 3 min pii 14100 g. Po sliti supernatantu byl sediment resuspendovan v 490 pul
roztoku A a 10 pl imobilizovaného lysozymu. Bunécna smés s lysozymem byla inkubovana
1, 3 a 5 h pti pokojové teploté.

3.13 Izolace nukleovych kyselin

3.13.1 Fenol-chloroformova extrakce

Tato metoda byla provadéna dle Sambrook a Russel, 201 1.

3.13.2 Magneticka separace kondenzované DNA

Dle Tabulky 7 byla namichéna separa¢ni smés do 1,5ml zkumavek Eppendorf. Poradi
jednotlivych komponent zlstalo zachovéano. Poté byla smés inkubovana po dobu 15 min
pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly zkumavky se separaéni smési umistény
do magnetického separatoru a zde byly ponechany po dobu 15 min.
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Tabulka 7: Reak¢éni smés pro magnetickou separaci

Poradi Komponenta Objem (ul)
1. NaCl (5 M) 400
2. Bunéény lyzat 100
3. PEG 6000 (40 %) 400
4. Magnetické nosice 100
(2 mg/ml)
Vysledny objem 1000

Ze zkumavek byl pomoci pipety odebran supernatant (v piipadé testovani reakcnich
podminek byl supernatant uchovan pro dalSi zpracovani). Zkumavky byly vyjmuty
z magnetického separatoru a magnetické nosi¢e byly promyty 700 ul 70 % ethanolu.
Promyvéani ethanolem bylo zopakovano a poté byly oteviené zkumavky umistény
do termostatu (56 °C), aby doslo k odpafeni zbytkového ethanolu (nutno kontrolovat,
aby nedoslo k presuseni magnetickych nosicl). Poté byly zkumavky vyjmuty z termostatu
a magnetické nosi¢e byly resusupendovany v 200 pl TE pufru. Zkumavky byly ulozZeny
do chladnicky (5 °C), kde byly ponechany do dalSiho dne. Po 24 h byly zkumavky vlozeny
do magnetického separatoru a eluat byl odpipetovan do Cisté zkumavky Eppendorf.

3.13.2.1 Testovani reakcnich pufru pro separaci DNA pomoci nosicu

Nosice byly 24 h doptfedu resuspendovany v ptfisluSném pufru. Rovnéz DNA kuiecich
erythrocytd byla 24 h dopiedu smichana s pfisluSnym reakénim pufrem. Dle Tabulky 8 byla
namichana separac¢ni smes. Separacni smés byla ponechana hodinové inkubaci pii pokojové
teplote za obcasného promichani. Poté byl odd€len supernatant.
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Tabulka 8: Piiprava separacni smeési v prostiedi prislusného pufru

Poradi Komponenta Objem (ul)

1. DNA kutecich 50
erythrocytt v pfislusném

reakénim pufru
2. Nosice v daném pufru 50
Vysledny objem 100

Supernatant byl uchovan pro dalSi zpracovani (spektrofotometrické méfeni koncentrace
DNA). Poté byly nosice 2x promyty 700 pl 70 % ethanolu. Oteviené zkumavky byly
umistény do termostatu (56 °C). Po odpateni zbytkového ethanolu byly zkumavky vyjmuty
z termostatu a nosic¢e byly resusupendovany ve 100 pl TE pufru. Zkumavky byly umistény
do lednice (5 °C). Po oddéleni nosic¢l (po 24 hod) byl eluat preveden do Cisté zkumavky
Eppendorf.

3.13.2.2 Separace DNA z mlécnych vyrobkii v prostiedi reakcniho pufru pomoci nosicii

Nosi¢e byly 24 h dopfedu resuspendovany v piislusném pufru. Dle Tabulky 9 byla
namichana separacni smés. Separacni smés byla ponechana hodinové inkubaci pfi pokojové
teploté za obCasného promichani. Poté byl oddélen supernatant.

Tabulka 9: Pfiprava separatni smeési pro separaci bakterialni DNA z mléénych vyrobki
v prostiedi ptislusného pufru

Poradi Komponenta Objem (ul)
1. Bunéény lyzat 400
2. Reak¢ni pufr 400
3. Nosice v daném pufru 100
Vysledny objem 900

Poté byly magnetické nosi¢e 2x promyty 700 pl 70% ethanolu. Oteviené zkumavky byly
umistény do termostatu (56 °C). Po odpateni zbytkového ethanolu byly zkumavky vyjmuty
z termostatu a nosice byly resusupendovany v 100 ul TE pufru. Zkumavky byly umistény
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do lednice (5 °C). Po odd¢€leni nosi¢ii (po 24 hod) byl eludt pfeveden do ¢isté zkumavky
Eppendorf.

3.13.3 Vysolovani DNA

K 500 pl bunééného lyzatu byl piidan definovany objem 5,5 M NaCl a sterilni destilované
vody do objemu 1 ml (Tabulka 10). Smés byla promichdvana 10 minut a centrifugovana
pti 14100 g po dobu 15 minut. K 50 pl supernatantu bylo pfidano takové mnoZzstvi sterilni
destilované vody, aby vysledna koncentrace NaCl byla asi 0,3 M a 2,5x vétsi mnozstvi
ethanolu (Tabulka 10). DNA byla srdzena 15-30 minut pii —20 °C a byla centrifugovana
15 minut pfi 14100 g. Sediment byl vysuSen v exikatoru a resuspendovéan v 120 pl TE pufru.

Tabulka 10: Izolace DNA vysolovanim s pouzitim chloridu sodné¢ho

Postup Bunéény lyzat 5,5 M NaCl H20 Koncentrace NaCl
(nh) (D) (D) 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

3.14 Spektrofotometrické méreni a stanoveni ¢istoty DNA

Koncentrace DNA byla méfena pomoci spektrofotometru NanoPhotometr. Pro méfeni byla
pouzita kyveta Label Gard. Méteni bylo provadéno vV programu
Label Gard Application - analyza Nucleic acid pro dsDNA. Dle piedpokladané koncentrace
DNA bylo vybrano lid vicko, viz. Tabulka 11.

Tabulka 11: Vybér lid vicka pii spektrofotometrickém méfeni

Lid vicko lid 5 lid 10 lid 50
Opticka draha (nm) 2 1 0,2
Méritelny rozsah
koncentrace DNA (ng/ul)
Objem vzorku (ul) 6-10 3-5 0,7-4

7-350 14-700 250-4000
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3.15 Polymerazova retézova reakce

PCR byla provedena s primery specifickymi pro rod Lactobacillus, velikost amplikonu
250 bp (Dubernet a spol., 2002). Byla namichdna PCR smés dle Tabulky 12 — zékladni

slozeni. Obsah jednotlivych komponent v PCR smési byl upravovan. Byl zachovan objem
smési 25 pl.

Tabulka 12: Zakladni slozeni PCR smési s primery pro rod Lactobacillus

Komponenta PCR smési MnoZstvi
(u)
Voda pro PCR 19,0
10x reak¢ni pufr kompletni 2,5
dNTP smés (10 mM) 0,5
Primer LbBLMA 1-rev (10 pmol/ul) 0,5
Primer R16-1 (10 pmol/pl) 0,5
Taq DNA polymeraza 1.1 (1 U/ul) 1,0
Matrice DNA 1,0
Celkovy objem 25,0

Tabulka 13: Specifické sekvence pouzitych primert (Dubernet a spol., 2002):

Primer Sekvence 5°- 3~ Teplota Velikost
hybridizace  amplikonu (bp)
LbLMA 1-rev CTCAAAACT AACAAAGTTTC 55 250
R16-1 CTTGTACACACCGCCCGTCA

Pozitivni kontrolu tvofila DNA ziskana fenol-chloroformovou extrakci ze sbirkového
kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825. Pti michani PCR smési pro negativni kontrolu
byla DNA matrice nahrazena vodou pro PCR.

Na termocycleru byly nastaveny nasledujici reakéni podminky:

Reakcni podminky:

1. 95 °C/ 5 min.

2.95 °C/ 0,5 min. denaturace DNA

3. 55 °C/ 0,5 min. hybridizace primert

4. 72 °C/ 0,5 min. syntéza DNA fetézce
5. 29x opakované kroku 2. - 4.

6. 72 °C/ 10 min. syntéza DNA fetézce
7. 10 °C/ neomezené dlouha doba
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3.16 Detekce DNA a PCR pomoci agarosové gelové elektroforézy

Pro detekci DNA byl pfipraven 0,8 % agarosovy gel. Pro nandseni vzorku bylo pouzito
15 pl vzorku DNA a 3 pl nanaseciho pufru. Pro detekci PCR produkti byl pfipraven 1,8 %
agarosovy gel. Pro nandsSeni vzorku bylo pouzito 25 ul vzorku PCR produktu a 5 pl
nanaSecicho pufru. Gel byl ulozen do elektroforetické vany (Elektroforetické zatizeni
Easy-Cast, model B1). Pro elektroforézu byly nastaveny podminky: 80 V, 2 hod. Poté byl gel
z vany vyjmut a vlozen do 14zn¢€ obsahujici roztok ethidium bromidu (30 min). Po oplachnuti
gelu byl gel osvicen pomoci transluminatoru TVR 3121 a pies ochrannou clonu byla potizena
fotografie gelu.

3.17 Bioinformaticka analyza

Mnozstvi IR a kvadruplext bylo kvantifikovano pomoci programii: Palindrome Analyseru
a G4Hunteru. Tyto nastroje jsou soucasti DNA Analyseru, ktery je webovym serverem
pro analyzu nukleotidovych sekvenci. Palindrome Analyser je webovy software, ktery
generuje informace o pfitomnosti invertovanych repetic v libovolnych sekvencich DNA.
G4Hunter vyhledava G-kvadruplexy vyskytujici se v nukleovych kyselinach. Sekvence DNA
byly pfeneseny z NCBI.

3.17.1 Vybér DNA sekvence

Veskeré sekvence pouzité pro analyzy byly stazeny z databaze NCBI.

3.17.2 Palindrom Analyser

Palindrome Analyser mlZze zobrazovat a analyzovat IR v DNA sekvencich podle tii

zékladnich parametri: délka IR, délka smycky mezi IR (spacer) a pocet chybnych para bazi
v IR. Je také mozné vizualizovat lokalizaci a distribuci vybraného typu IR a porovnat ¢etnost
a typy IR v rtiznych genomech (Brdzda a spol., 2016).
Sekvence muze byt vlozena jako prosty text nebo piimo importovand z NCBI. Uzivatel mtze
filtrovat a definovat IR test v nukleotidové sekvenci podle délky IR, délky spaceru a poctu
chybné sparovanych/nesparovanych (part) bazi (Brazda a spol., 2016). Pro analyzu IR byly
nastaveny nasledujici parametry: délka IR 10-30, délka smycky 0—-10 a pocet chyb O a 1.
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3.17.3 G4Hunter

Software G4Hunter byl pouzit pro analyzu vyskytu kvadruplexi. Byly nastaveny
parametry pro analyzu v G4Hunteru: velikost okna pro zobrazeni 25 a citlivost (G4Hunter
score) od 1,2. Z databaze NCBI byly naimportovany sekvence pro zkoumané genomy.
Po zadani podminek a nacteni sekvenci byla spusténa analyza.

3.17.4 Analyza vyskytu IR a kvadruplexii v oblastech anotovanych znakii

Z databaze NCBI byla stazena tabulka anotovanych znakl obsahujici genomické sekvence
DNA. Byla provedena analyza vyskyti IR a kvadruplexii uvniti a v okoli téchto sekvenci
(£ 100 bp). Ziskana data byly zpracovany pomoci programu Microsoft Excel.
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4. Vysledky

4.1 Piiprava bunéénych lyzati

Tato kapitola se zamé&fuje na testovani riznych lyzacnich ¢inidel. Zahrnuje optimalizaci
doby pusobeni lyzacnich Cinidel na bunky, nalezeni optimélni koncentrace lyza¢niho ¢inidla.
Dale se zabyva vlivem SDS a Proteinazy K pfi ptipravé bunécnych lyzati.

4.1.1 Testovani vlivu SDS a Proteinazy K pii piipravé bunécnych lyzdti

V tomto experimentu byly pouzity bunky 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 plsobeni lyzacniho roztoku byla 1 h a 3 h.
Po uplynuti této doby bylo k nékterym vzorkiim ptidano SDS a Proteinaza K dle Tabulky 14.

Tabulka 14: Pfehled pouzitych lyzacnich ¢inidel, doby plisobeni lyzacnich ¢inidel a pfidavek
SDS a Proteinazy K pii ptipravé bunécnych lyzati

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

+ s komponentou; - bez komponenty

Ze ziskanych bunécnych lyzata byla izolovana DNA pomoci metody magnetické separace.
V tomto experimentu byly vyuzity magnetické nosice Fkol 1350x. Ziskana DNA byla pouzita
jako matrice pfi pfipravé PCR smési. Pfi amplifikaci byly pouzity primery specifické pro rod
Lactobacillus. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana fenol-chloroformovou
extrakcei z bakterii Lactobacillus rhamnosus CCM 1825. PCR produkty byly naneseny na gel
a byla provedena gelovd agarosovéa elektroforéza. Poté byly detekovany PCR produkty
(250 bp) viz. Obrazek 9.
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9 10 11 12

Draha Vzorek SDS  Proteinaza Doba Pritomnost
K lyze (h) PCR
produktu
1 Roztok s lysozymem — + + ++
3 mg/ml
2 - - 1 +++
3 4% roztok Prasku A + - +++
4 + + +++
5 Roztok s lysozymem — + + +++
3 mg/ml
6 - - 3 ++
7 4% roztok Prasku A + - ++
8 + + ++
9 Standard 100 bp - - - -
10 Pozitivni kontrola - - - ++
11
12 Negativni - - -
kontrola

* mg/ml; + s komponentou; - bez komponenty

Obrazek 9: PCR produkty (250 bp) detekované pomoci gelové agarosové elektroforezy;
testovani vlivu SDS a Proteindzy K pri pripravé bunécnych lyzatii
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Na Obrazku 9 jsou viditelné PCR produkty ziskané amplifikaci DNA.
Ve vsech piipadech, krom¢ negativni kontroly, doslo k amplifikaci DNA. Referen¢ni vzorky
(Obrazek 9 - drdha 1. a 5.) byly lyzovany pomoci lyza¢niho roztoku s obsahem lysozymu
3 mg/ml. Lepsich vysledka bylo dosazeno u vzorkt, které byly podrobeny hodinové inkubaci
v priubéhu lyze bunék, oproti vzorklim, kde byla doba ptisobeni lyza¢niho ¢inidla 3 hod. Bylo
zjisténo, Ze pii piipraveé bunéénych lyzati pomoci roztoku praciho prostfedku Prasku A, neni
zapotiebi pouzit ptfidavek SDS a Proteinazy K. Tento praci prostfedek pravdépodobné
obsahuje detergenty a enzymy potiebné krozruseni bunééné stény a k prasknuti
cytoplazmatické membrany. Z takto pfipravenych bunécnych lyzath lze izolovat DNA, ktera
je vhodna pro pouziti do PCR. Roztoky pracich praska tedy mohou nahradit bézné vyuzivané
enzymy a detergenty po piipravu bunécnych lyzatt. Tento postup je financné vyhodné;jsi.

4.1.2 Optimalizace koncentrace lysozymu v lyzacénim roztoku a nasledna detekce
izolované DNA metodou PCR

Cilem experimentu bylo najit optimalni koncentraci lysozymu v lyza¢nim roztoku pro lyzi
bakteridlnich bunék. Byly zvoleny tfi rizné koncentrace lysozymu v roztoku: 3 mg/ml,
5 mg/ml a 10 mg/ml. Doba ptisobeni lyza¢niho ¢inidla byla 1 h pii laboratorni teploté. Poté
byl k bunééné suspenzi ptidan SDS (25 ul, 10%) a Proteindza K (5 pl, 100 mg/ml). Vzorky
byly inkubovany pii 55 °C do druhého dne.

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

Lactobacillus rhamnosus CCM 1825

Bunééné lyzaty byly naneseny na agarosovy gel a byla provedena gelova elektroforéza.
Gel byl obarven ethidium bromidem a DNA obsazena v buné¢nych lyzatech byla detekovana
pod UV svétlem, Obrazek 10.
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Koncentrace

Pritomnost

DNA
Draha Bakterialni kmen lysozymu (mg/ml)

1 Lactobacillus casei 3 +
2 subsp. casei 5 +
3 CCM 7088 10 +
4 3 ++
5 Lactobacillus fermentum 5 ++
6 CCM 7192 10 ++
7 3 +
8 Lactobacillus plantarum 5 ++
9 CCM7039 10 +++
10 Lactobacillus paracasei 3 +
11 subsp. paracasei 5 ++
12 CCDM 212/106 10 ++
13 3 +
14 Lactobacillus rhamnosus 5 +
15 CCM 1825 10 +

+, ++, +++ intenzita DNA v bunécnych lyzatech

Obrazek 10: Agarosova gelova elektroforéza DNA v bunécnych lyzdatech bunék rodu

Lactobacillus
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Ve vsech bunéénych lyzatech byla prokazana piitomnost DNA. Vyssi mnozstvi DNA bylo
detekovano u druhu Lactobacillus fermentum a Lactobacillus plantarum, oproti vzorklim
s Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus, kde bylo detekovano niz§i mnozstvi DNA.
Ze ziskanych buné¢nych lyzati byla magneticky separovéana bakteridlni DNA pomoci nosict
Fkol 1350x. Zaroven byla provedena fenol-chloroformovéa extrakce bakterialni DNA.
U vzorkll byla zmétena koncentrace DNA pomoci spektrofotometru. Vysledky méfeni jsou

uvedené v Tabulkach 15 a 16.

Tabulka 15: Hodnoty koncentrace DNA ziskané magnetickou separaci z bunécnych lyzata
ptipravenych lyza¢nim roztokem o rizné koncentraci lysozymu

Koncentrace A c
Vzorek lysozymu A 260
el 260/280 (ug/ml)

1 Lactobacillus casei 3 0,073 1,719 13,8
2 subsp. casei 5 0,025 1,250 5,0
3 CCM 7088 10 0,018 1385 45
4 Lactobacillus 3 0,015 1,000 2,8
5 Sfermentum 5 0,054 1,400 10,5
6 CCM 7192 10 0,018 1,077 35
7 Lactobacillus 3 0,012 1,000 2,8
8 plantarum 5 0,065 1,324 11,2
9 CCM 7039 10 0,015 1,100 2,8
10 Lactobacillus 3 0,032 1,278 5,8
11 paracasei 5 0,029 1313 53
12 subsp. Paracasei

CCDM 212/106 10 0200 1,143 4,0
13 Lactobacillus 3 0,041 1,200 6,0
14 rhamnosus 5 0,061 1,342 11,2
15 CCM 1825 10 0,020 1,200 4,5
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Tabulka 16: Hodnoty koncentrace DNA ziskané fenol-chloroformovou extrakci bunéénych
lyzath ptipravenych lyza¢nim roztokem o rizné koncentraci lysozymu

Koncentrace A c
Vzorek lysozymu A 260
el 260/280 (ug/ml)

1 Lactobacillus casei 3 0,153 1,143 34,0
2 subsp. casei 5 0,190 1,257 3473
3 CCM 7088 10 0,091 1,082 13,3
4 Lactobacillus 3 0,271 1,065 65,3
5 Sfermentum 5 0,164 0,994 41,0
6 CCM 7192 10 0,140 1,162 34,0
7 Lactobacillus 3 0,312 0,931 74,8
8 plantarum 5 0,287 1,055 71,8
9 CCM 7039 10 0,656 1,449  146,0
10 Lactobacillus 3 0,100 0,967 22.0
11 paracasei 5 0,045 0,849 11,2
12 subsp. paracasei

CCDM 212/106 10 0,134 1,235 31,5
13 Lactobacillus 3 0,082 0,962 20,5
14 rhamnosus 5 0,180 0,093 4773
15 CCM 1825 10 0,153 1,055 383

4.1.2.1 Srovnani mnozstvi DNA ziskané magnetickou separaci a fenol — chloroformovou
extrakci

Na nize uvedeném Obrdzku 11 lze porovnat Ginnost lysozymu o rizné koncentraci
v lyzacnim roztoku u jednotlivych druhii laktobacili. Na Obrdazku 11 je také uvedeno
srovnani izola¢nich metod.
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Porovnani celkového mnozstvi DNA ziskaného ze 100 pl bunécného
lyzatu bunék - fenolova extrakce x magnetické nosice

1600 -

1400 R

1200

1000

BDNA - fenolova extrakce

800 ¢ BDNA - mikrocastice

600 1

400 +

Mnozstvi DNA (ng)

200 1

1 12 13 14 15

Obrazek 11: Srovnani izolacnich metod

U vzorkiit DNA ziskanych magnetickou separaci pomoci nosici Fkol 1350x se podle
Tabulky 15 a grafu uvedeném na Obrazku 11 jevi jako optimalni koncentrace 5 mg/ml
lysozymu v lyzacnim roztoku pro druh Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum
a Lactobacillus rhamnosus. Pro druh Lactobacillus paracasei acasei byla optimalni
koncentrace lysozymu v lyzacnim roztoku 3 mg/ml. Nejveétsi mnozstvi DNA separované
magnetickymi  nosi¢i  Fkol 1350x bylo naméfeno udruhG Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus a nejmensi mnozstvi u Lactobacillus paracasei.
U fenol-chloroformové extrakce bylo naméfeno nejveétsi mnozstvi u vzorkd Lactobacillus
plantarum anejmensSi mnozstvi u Lactobacillus paracasei (Tabulka 16). Pii pfepoctu
na 100 pl bunécného lyzatu bylo mnozstvi ziskané DNA pomoci magnetickych nanocéstic
vetsi nez mnozstvi DNA ziskané fenol-chloroformovou extrakei. Pti fenol-chloroformové
extrakci jsou pouzivany toxické organické latky jako fenol a chloroform, a proto byly dalsi
pokusy provadény s magnetickymi nanocasticemi. Ziskana DNA byla amplifikovdna pomoci
primerti specifickych pro rod Lactobacillus v PCR. Vysledky reakce jsou uvedeny
na Obrazcich 12 a 13.

52



] 2 3 4 53 & T &0 W11 12 1% 14 1516 ;1T 18 19

Intenzita
Koncentrace PCR
Draha Bakterialni kmen  lysozymu (mg/ml) produktu

1 Lactobacillus casei 3 ++
2 subsp.casei 5 +++
3 CCM 7088 10 -

4 Lactobacillus 3 ++
5 fermentum 5 +

6 CCM 7192 10 ++
7 Lactobacillus 3 +++
8 plantarum 5 +++
9 CCM 7039 10 +
10 Lactobacillus 3 +
11 paracasei 5 +

subsp. Paracasei

12 CCDM 212/106 10 +
13 Lactobacillus 3 +++
14 rhamnosus 5 +++
15 CCM 1825 10 -+
16 DNA standard 100 pb

17 pozitivni kontrola +++
18 prazdna draha

19 negativni kontrola

++, +++ intenzita PCR produkt; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 12: Agarosova gelova elektrofotéza PCR produktii (amplifikovana DNA byla
ziskana magnetickou separaci). Podminky PCR: primery specifické pro rod Lactobacillus

Téméf u vSech vzorkli DNA doslo k amplifikaci.
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Intenzita
Koncentrace PCR
Draha Bakterialni kmen  lysozymu (mg/ml)  produktu
1 Lactobacillus casei 3 +
2 subsp.casei 5 ++
3 CCM 7088 10 +
4 Lactobacillus 3 +++
5 fermentum 5 +++
6 CCM 7192 10 -+
7 Lactobacillus 3 +++
8 plantarum 5 +++
9 CCM 7039 10 -+
10 Lactobacillus 3 ++
11 paracasei 5 ++
subsp. Paracasei
12 CCDM 212/106 10 ++
13 Lactobacillus 3 +++
14 rhamnosus 5 +++
15 CCM 1825 10 +++
DNA standard 100

16 pb
17 pozitivni kontrola +++
18 prazdna draha
19 prazdna draha
20 negativni kontrola

++, +++ intenzita PCR produkt; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 13: Agarosova gelova elektroforéza PCR prodkutii (amplifikovana DNA byla
ziskana fenol-chloroformovou extrakci). Podminky PCR: primery specifické pro rod
Lactobacillus

Vsechny PCR produkty byly detekovany.
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4.1.3 Testovani enzymiui obsaZenych v pracich prostiedcich pro lyzi bakterialnich
bunék a nasledna detekce izolované DNA metodou PCR

Cilem pokusu bylo otestovat vhodnost enzymi, obsazenych v pracich prascich, pro lyzi
bakterialnich bun¢k. Z praciho Prasku A byly pfipraveny lyzacni roztoky o rtizné 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 ptisobeni lyzacniho roztoku na bakteridlni buniky byla 1 h a 3 h. Pfi lyzi byl
pouzit SDS a Proteindza K. Z bunécnych lyzath byla izolovana DNA pomoci magnetickych
nosi¢it Fkol 1350x. Cistota a kvalita ziskané DNA byla stanovena pomoci spektrofotometru
(Tabulka 17).

Tabulka 17: Koncentrace bakteridlni DNA ziskané zbunécnych lyzath piipravenych
roztokem pracich praski + kontrola (lyzacni roztok s lysozymem)

Vzorek Doba lyze (h) A 260 ) 60?280 ¢ (ng/ml)
1% Prasek A 1,161 1,43 58,1
2% Prasek A 0,451 1,41 22,5
3% Prasek A 1 0,172 1,79 8,6
4% Prasek A 0,073 1,87 3,7
Roztok B (3mg/ml)
1,555 1,43 77,7
1% Prasek A 1,234 1,43 61,7
2% Prasek A 0,574 1,25 28,7
3% Prasek A 3 0,604 1,22 30,2
4% Prasek A 0,556 1,63 27,8
Roztok B (3 mg/ml)
0,938 1,47 46,9

Ziskanda DNA byla pouzita jako matrice do PCR smési. Byla provedena PCR reakce
pro rod Lactobacillus — primery LbLMA a R16-1. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
z Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 212/106 izolovana fenol-chloroformovou
extrakci. PCR produkty byly detekovany pomoci agarosové gelové -elektroforézy,
viz. Obrazek 14.
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Doba Intenzita PCR

Draha Vzorek lyze (h) produktu

Roztok s lysozymem

! (3mg/ml) N

2 1% Prasek A ++

3 2% Prasek A 1 +

4 3% Prasek A +

5 4% Prasek A +++
Roztok s lysozymem

6 (3mg/ml) N

7 1% Prasek A +

8 2% Prasek A 3 +

9 3% Prasek A ++

10 4% Prasek A -

11 DNA standard 100 pb

12 pozitivni kontrola +++

13 prazdna draha

14 negativni kontrola

++, +++ intenzita PCR produkt; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 14: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktit Lactobacillus paracasei — DNA
byla amplifikovana z bunécnych lyzatu pripravenych pomoci roztoku praciho Prasku A
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Koncentrace DNA ziskana po lyzi bunék byla vyssi u kontrolnich vzorki, kde byl pouzit
lysozym. AvSak DNA ziskand z bun¢k pomoci roztoku praciho praSku A, byla v dostate¢ném
mnozstvi a kvalité vhodné pro metodu PCR. Nejintenzivn€jsi 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 bunck. Pro dalsi pokusy
byl pouzit 4% roztok praciho prasku jako lyzac¢ni ¢inidlo.

4.1.4 Srovnani ucinnosti pracich prostiedkit obsahujicich enzymy pro lyzi
bakteridalnich bunék a nasledna detekce izolované DNA metodou PCR

Cilem experimentu bylo najit nejvhodnéjSi praci prostfedek, ktery obsahuje enzymy,
pro lyzi bakteridlnich bunék. Bylo pouzito pét rtiznych pracich prostiedkd, viz. Tabulka 4.
Byly testovany jak sypké praci prostfedky, tak tekuté gely. Z pracich prostiedki byly
namichdny 4% lyzaéni roztoky a doba lyze byla 1 a 3 h. Na konci lyze byl k suspensi piidan
20% roztok SDS aProteindza K. Byly lyzovany bunky Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei CCDM 212/106. Ze ziskanych bunécnych lyzata byla magneticky separovana DNA
pomoci nosicl Fkol 1350x, jejiz mnozstvi a kvalita byla zméfena spektrofotometrem, viz.
Tabulka 18.

Tabulka 18: Koncentrace bakteridlni DNA ziskané zbunécnych lyzath piipravenych
roztokem pracich prostredkl

Doba lyze A c
Vzorek (h)y A0 2601280 (ug/ml)
4% Prasek A 0078 149  -*
4% Prisek B 0503 135 252
4% Prasek C 1 0544 136 272
4% Prigek D 0362 14 181
4% Prasek E 102 132 51
4% Prasek A 0.147 167 73
4% Prisek B 0503 135 252
4% Prasek C 3 1051 121 525
4% Pragek D 0596 143 298
4% Prasek E 0671 135 336

*prili§ nizka koncentrace DNA

Z Tabulky 18 je patrné, Ze nejvyssi koncentrace DNA byly naméfeny u vzorkt, kde
pro lyzi bunék byl pouzit jako lyzacni roztok Prasek C a Prasek E. Ziskana DNA byla pouzita
jako matrice pii pfipravé PCR smési. Byla provedena PCR reakce s primery specifickymi
pro rod Lactobacillus. Ziskan¢ PCR produkty byly detekovany na agarosové gelové
elektroforéze, viz. Obrazek 15.
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Draha

Vzorek

Doba Intenzita PCR

lyze (h) produktu
1 4% Prasek A +++
2 4% Prasek B +++
3 4% Préasek C 1 ++
4 4% Prasek D +++
5 4% PraSek E +++
6 4% Prasek A +++
7 4% PraSek B +++
8 4% Prasek C 3 ++
9 4% Prasek D +++
10 4% Prasek E +++
11 DNA standard100 pb -
12 pozitivni kontrola +++
13 prazdna drdha
14 negativni kontrola -

++, +++ intenzita PCR produkt; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 15: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktut Lactobacillus paracasei — DNA
byla amplifikovana z bunécnych lyzati pripravenych pomoci roztokii pracich prostredkii

Z Obrazku 15 je patrné, ze bakteridlni DNA byla amplifikovana u vSech vzork.
Nejintenzivngj$i PCR produkty byly detekovany u vzorki, kde jako lyzac¢ni ¢inidlo byl pouzit
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roztok praciho prostiedku Prasek A, Prasek B a Prasek E. Naopak nejmén¢ intenzivni PCR
produkt byl stanoven u vzorku, kde pro lyzi bun€k byl pouzit roztok PraSku C. Ptiprava
lyzacnich roztokt z tekutych gelovych pracich prostiedkil je snadnéjsi nez ptiprava lyzacnich
roztokit ze sypkych pracich prostfedkl. Proto byl pro dal§i pokusy jako optimalni lyzacni
¢inidlo zvolen 4% lyzaéni roztok Prasku E.

4.1.5 Testovani enzymii obsaZenych v pracich prostiedcich pro lyzi bakterialnich

bunék z potravinaiskych matric a nasledna detekce izolované DNA metodou
PCR

V experimentu byly pouzity potravindiské matrice: Acidofilni mléko — plnotucné
(Madeta). Byly pfipraveny bunécné lyzaty piisobenim 4% roztoku Prasku E. Ze ziskanych
bunécnych lyzati byla magneticky separovana DNA pomoci nosi¢ti Fkol 1350x. Koncentrace
DNA byla zmé&fena spektrofotometrem, Tabulka 19.

Tabulka 19: Koncentrace bakterialni DNA ziskané z potravinafskych matric, bunééné lyzaty
piipravené roztokem Prasku E

Vzorek 1;212?1) A 260 ) 601?280 ¢ (ng/ml)
Acidofilni mléko
(Valasské Mezifici 1,281 1,31 64,1
Jogobella jogurt —
mango (Zott) 1 1,297 1,42 64,9
Bily jogurt (Madeta) 1,695 1,32 84,7
Acidofilni mléko
(Valasské Mezifici 0,952 1,37 47,6
Jogobella jogurt —
mango (Zott) 3 2,151 1,43 107,6
Bily jogurt (Madeta) 0,856 1,3 42,8

Z Tabulky 19 je patrné, Ze nejvyssi koncentrace byla naméfena u vzorku ochuceného
jogurtu Jogobella. Ziskanda DNA byla amplifikovdna pomoci PCR s primery specifickymi
pro rod Lactobacillus a PCR produkty byly detekovany na gelové agarosové elektroforéze,
viz. Obrazek 16.
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Intenzita

Draha Vzorek 1yngl$) PCR
produktu
Acidofilni mléko
1 (Valasské Mezifici) -
Jogobella jogurt — mango
2 (Zott) 1 -
3 Bily jogurt (Madeta) ++
Acidofilni mléko
4 (Valasské Mezifici
Jogobella jogurt — mango
5 (Zott) 3 -
6 Bily jogurt (Madeta) -
7 DNA standard 100 pb
8 pozitivni kontrola -+
9 Prazdna draha
10 negativni kontrola -

++, +++ intenzita PCR produkt; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 16: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktu ziskanych amplifikaci DNA

z potravinarskych matric

Z Obrazku 16 je patrné, ze PCR produkt byl detekovan pouze u vzorku Bilého jogurtu
(Madeta), kde doba puasobeni lyza¢niho roztoku byla 1 h — draha 3. Jelikoz byl detekovan
pouze jeden PCR produkt, byl pokus zopakovan s dobou piisobeni lyzac¢niho ¢inidla 1 h
a s dobou pulsobeni lyza¢niho ¢inidla 30 min. Jako lyzaéni ¢inidlo byl pouZzit 4% roztoku
Prasku E. Z bunécnych lyzati byla magneticky separovana DNA pomoci nosic¢ta Fkol 1350x.
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Ziskanda DNA byla amplifikovana v PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus.
Do PCR smési byl pouzit 1 ng a 3 ng DNA, viz. Obrazek 17.

I 23 4 45 6 7 8 9 W 1L 1213 14 5 16

<—

Mnozstvi Intenzita

Driha Vzorek 1yDzzl$) DNAVPCR PCR
smési (ng) produktu

Acidofilni mléko

1 (Valasské Mezifiéi )
Jogobella jogurt — .

2 mango (Zott) 0,5 1

3 Bily jogurt (Madeta) +++
Acidofilni mléko

4 (Valasské Mezitici +
Jogobella jogurt —

5 mango (Zott) 1 1 +

6 Bily jogurt (Madeta) +++
Acidofilni mléko

7 (Valasské Mezitici ++
Jogobella jogurt —

8 mango (Zott) 0,5 3 +

9 Bily jogurt (Madeta) +++
Acidofilni mléko

10 (Valasské Mezirici +
Jogobella jogurt —

11 mango (Zott) 1 3 +

12 Bily jogurt (Madeta) +++

13  DNA standard 100 pb

14 pozitivni kontrola +++

15 prazdna draha

16 negativni kontrola

- PCR produkt nebyl detekovan; +, ++, +++ intenzita PCR produktu

Obrazek 17: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktu ziskanych amplifikaci DNA
z potravinarskych matric - 1 ng a 3 ng DNA v PCR smési
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Nejintenzivngj§i PCR produkty byly u vzorkG Bilého jogurtu (Madeta). U vzorki
Acidofilniho mléka (Valasské Mezifi¢i) a Jogobella jogurtu — mango (Zott) byly také
v pracich prostiedcich Ize pouzit pro lyzi bakterialnich kultur mléénych vyrobka. Pl
hodinova doba lyze byla dostacujici. Pfi provedeni PCR reakce je lepSi pouzit smés
s obsahem DNA 3 pl.

4.1.6 Srovnani riiznych metod lyze bakterialnich bunék a naslednd detekce izolované
DNA metodou PCR

V tomto pokusu byly srovnany tii rtizné lyzacni metody bakteridlnich bunék Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei CCDM 212/106. Jako lyza¢ni cinidla byly pouzity: roztok
s obsahem lysozymu 3 mg/ml, imobilizovany lysozym a 4% roztok praciho Prasku A.
Zaroven byla provedena lyze roztokem A, ktery neobsahuje lysozym. Tento roztok byl pouzit
jako kontrola. Zaroven byla testovana doba pisobeni lyza¢niho ¢inidla: 1 h, 3 h a 5 h. Ziskané
bunécné lyzaty (15 pl) byly naneseny na agarosovy gel a byla provedena elektroforéza,
Obrazek 18.

Doba lyze Pritomnost

Draha Vzorek (h) DNA

1 Roztok A +

Roztok s 3 mg/ml
2 lysozymu 1 +++
Imobilizovany
3 lysozym ++
4 4% roztok PraSku A +
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5 Roztok A +
Roztok s 3 mg/ml

6 lysozymu 3 +++
Imobilizovany

7 lysozym ++

8 4% roztok Prasku A +

9 Roztok A +

Roztok s 3 mg/ml

10 lysozymu 5 ++
Imobilizovany

11 lysozym +

12 4% roztok Prasku A -

+, ++, +++ intenzita DNA; - nepfitomnost DNA

Obrazek 18: Bunécné lyzaty ziskané riznymi lyzacnimi cinidly

Z Obrazku 18 je patrné, ze DNA o rizné intenzité byla detekovana u téméi vSech vzorki.
Vyssi intenzita DNA byla detekovdna u vzorki, kde byl jako lyza¢ni Cinidlo pouzit roztok
s3 mg/ml lysozymu, vporovndni se vzorky, kde byl pouzit imobilizovany lysozym
a 4% roztok Prasku A. U dréhy cislo 2, 6 a 10 1ze pozorovat klesajici intenzitu DNA. Z toho
1ze usoudit, Ze je lepsi kratsi doba piisobeni lyzacniho ¢inidla (3 h).

Z bunéénych lyzath byla izolovana bakterialni DNA pomoci magnetickych nosiclh
Fkol 1350x. Koncentrace DNA byla zméfena spektrofotometrem. Vysledky méfeni jsou
uvedeny v Tabulce 20.
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Tabulka 20: Hodnoty koncentrace DNA ziskané z bunéénych lyzath ptipravenych rtiznymi
lyza¢nimi Cinidly

Vzorek lyll‘éb(?.) Aw 60‘?‘280 ¢ (ng/ml)
Kontrolni roztok A 0,485 1,410 -
Roztok s 3 mg/ml
lysozymu 1 0,110 1,580 5,5
Imobilizovany
lysozym 0,102 1,340 5,1
4% roztok Prasku A -0,537 1,370
Kontrolni roztok A 0,150 1,290 7,5
Roztok s 3 mg/ml
lysozymu 3 0,076 1,610 3.8
Imobilizovany
lysozym 0,061 1,080 3,0
4% roztok Prasku A -0,299 1,290 -
Kontrolni roztok A 0,531 1,350 26,6
Roztok s 3 mg/ml
lysozymu 5 0,514 1,420 25,7
Imobilizovany
lysozym 0,969 1,510 48,5
4% roztok PrasSku A -0,332 1,390 -

- Koncentrace DNA nebyla stanovena

Ziskana DNA byla pouzita (1ul) jako matrice do PCR smési. Byla provedena PCR
s primery specifickymi pro rod Lactobacillus, viz. Obrazek 19.
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1 2 5 4 5 & T 8 o ¢ 31 12 13 1415 16

Doba lyze Intenzita
Draha Vzorek (h) PCR
produktu
1 Kontrolni roztok A -
Roztok s 3 mg/ml
++
2 lysozymu 1
3 Imobilizovany lysozym +
4 4% roztok PraSku A +++
5 Kontrolni roztok A -
Roztok s 3 mg/ml
6 lysozymu 3 ++
7 Imobilizovany lysozym -
8 4% roztok Prasku A +++
9 Kontrolni roztok A -
Roztok s 3 mg/ml
10 lysozymu 5 ++
11 Imobilizovany lysozym -
12 4% roztok PraSku A ++
13 DNA standard 100 bp
14 pozitivni kontrola -+
15 prazdna draha
16 negativni kontrola

- PCR produkt nebyl detekovan; +, ++, +++ intenzita PCR produktu

Obrazek 19: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti ziskanych amplifikaci z DNA
Lactobacillus paracasei CCDM 212/106, pricemz bunécné lyzaty byly pripraveny piisobenim
riiznych lyzacnich cinidel
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Nejintenzivn€j$i PCR produkty byly detekovany u vzorkt, kde byl pro lyzi bunék pouzit
roztok Prasku A. Optimalni doba plsobeni lyzacniho Cinidla byla stanovena na 3 hodiny.
U vzorki, kde byl lyza¢nim c¢inidlem roztok s lysozymem (3 mg/ml), byla optimalni doba
lyze také 3 hod. Pii pouziti imobilizované¢ho lysozymu byla optimalni doba lyze kratsi,
1 hodina. Bylo vyhodnoceno, Ze pti pouziti imobilizovaného lysozymu byl detekovan PCR
produkt pouze u drahy ¢. 3. Proto bylo pouziti lyzaniho ¢inidla, imobilizovany lysozym,
vyhodnoceno jako malo efektivni a drahé.

4.2 1zolace 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. Pii izolaci DNA byly testovany rtizné koncentrace NaCl (0,55
- 2,75 M). Po provedeni celého postupu uvedeného v kapitole 3.7/3.3 byla ziskana DNA.
Bakteridlni DNA byla amplifikovdna pomoci PCR za pouziti primerd specifickych
pro rod Lactobacillus. Produkty PCR byly detekovany pomoci agarosové gelové
elektroforézy. Velikost PCR produktii byla asi 250 bp (Obrazek 20).
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1 234567 891011121314151617181920 21

22

23

24 25

. Intenzita PCR
Draha Vzorek Postup produktu
1 Lactobacillus plantarum CCM 7039 ++
2 Lactobacillus fermentum CCM 7192 ++
3 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 1 +
4 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 +
5 Lactobacillus plantarum CCM 7039 +
6 Lactobacillus fermentum CCM 7192 +
7 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 2 +
8 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 ++
9 Lactobacillus plantarum CCM 7039 3 +
10 Standard 100 bp 0
11 Lactobacillus fermentum CCM 7192 ++
12 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 3 +
13 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 ++
14 Lactobacillus plantarum CCM 7039 +
15 Lactobacillus fermentum CCM 7192 +
16 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 4 ++
17 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 ++
18 Lactobacillus plantarum CCM 7039 +
19 Lactobacillus fermentum CCM 7192 -
20 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 5 -
21 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 -

22 Standard 100 bp

23 Pozitivni kontrola ++
24 prazdna dradha

25 Negativni kontrola -

+, ++, +++ intenzita PCR produkt; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 20: Agarosova gelova eletroforéza PCR produktii ziskanych amplifikaci izolované

DNA
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Vysledky agarosové gelové elektroforézy PCR produktti jsou uvedeny na Obrazku 20.
Z Obrazku 20 je patrné, ze byla prokazana ptitomnost produkti PCR, to znamena, Ze byla
ziskana amplifikovatelnd DNA (dostatecné mnozstvi DNA o vhodné kvalit¢). Jako
nejvhodnéjsi koncentrace NaCl pro izolaci DNA byla zjisténa koncentrace 1,65 M a 2,2 M
(postupy 3 a 4 - viz. Tabulka 10, kapitola 3.73.3). V téchto piipadech byly po amplifikaci
DNA izolované ze vSech testovanych bakteridlnich druht detekovany specifické produkty
PCR (Obrazek 20 -draha ¢. 11-17). Pii pouziti nizSich koncentraci NaCl (0,55 a 1,10 M) byly
detekovany PCR produkty nizsi intenzity (Obrazek 20 - dréhy ¢.1-9). Postup 5 s 2,75 M NaCl
byl vyhodnocen jako nejméné ucinny, protoze po amplifikaci DNA nebyly PCR produkty
detekovany (Obrazek 20 - drahy ¢.18-21). Z vysledkli vyplyva, Zze pro lyzi bakteridlnich
bunék lze pouzit roztok praciho prasku. Metoda izolace DNA z lyzatu bunék vysolovanim
roztokem chloridu sodného se jevi jako vhodna pro lyzi bunék rodu Lactobacillus. Rozdily
v intenzit¢ PCR produkt ziskanych po amplifikaci DNA, izolované vysolovanim stejnou
koncentraci NaCl, mohou odrazet rozdily v lyzi buné¢k pracim prostiedkem. Tyto rozdily
mohou byt zplsobeny rozdily ve slozeni bunéénych stén testovanych druhti. Vysledky
dosazené uvedenymi postupy jsou srovnatelné s vysledky metod izolace DNA magnetickymi

.....

pracovat s organickymi toxickymi latkami.

4.3 Optimalizace reak¢nich podminek adsorpce a desorpce nukleovych
kyselin z P(HEMA-GMA)-NH:2 nosici

V této kapitole byl testovan vliv iontové sily pufri pfi adsorpci nukleovych kyselin
na nosice P(HEMA-GMA)-NH: a eluce nukleovych kyselin do pfislusného pufru z nosica
P(HEMA-GMA)-NH:. Pro optimalizaci reak¢nich podminek byla pouzita vysokomolekuldrni
DNA izolovana z kufecich erythrocytti.

4.3.1 Testovani reakénich pufiu Tris o riizné hodnoté pH

V jednotlivych krocich separace DNA pomoci nosict P(HEMA-GMA)-NH; byla
sledovana koncentrace DNA. Spektrofotometrické méfeni koncenctrace DNA bylo provadéno
na pocatku izolace (v separacni smeési), po odseparovani nosi¢ii (v supernatantu) a 24 h
po pfidani elu¢niho roztoku k nosi¢tim (v eluatu). Byly testovany Tris pufry o hodnotach pH
5,2; 7,0; 7,6 a 8,0. Nejvyssi adsorpce DNA na nosic¢e byla zjisténa pii pouziti Tris pufru
o hodnoté¢ pH 5,2 (Obrazek 21). Z duvodu vyssi adsorpce DNA na nosice, lze vyvozovat
1 vys8i obsah DNA v elu¢nim pufru. Z tohoto experimentu je patrné, ze ¢im je nizsi pH
reakéniho pufru (v rdmci testované fady pH), tim je adsorpce DNA na magnetické nosice
vySSi.

Dale byly testovany koncentrace nosi¢i pouzitych do separacni smési — 2 mg/ml
a 10 mg/ml, kdy nebyly zjiStény vyznamné rozdily. Jako elu¢ni pufry byly vybrany TE pufry
o hodnotach pH 7,8 a 9,0. V obou piipadech dochazelo k eluci pouze miniméalniho mnozstvi
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DNA, proto byl k elu¢nim pufrim byl pfidan KCl. Ani pfidavek KCI neovlivnil mnoZstvi
DNA v elu¢nim pufru.

Na Obrazku 21 je zobrazen vysledek experimentu, kdy byly pouzity reakéni pufry: Tris pH
5,2; Tris pH 7,0 a Tris pH 8,0. Separacni smés obsahovala P(HEMA-co-GMA)-NH>
o hodnot¢ koncentrace 10 mg/ml a elu¢ni pufr byl TE pufr pH 9,0 s 10 mM KCI. V Tabulkach
21 a 22 jsou uvedené hodnoty koncentraci DNA v jednotlivych krocich separace.

350
300
250
200
150
100

W pH5,2 separacni smés

W pH 5,2 supernatant

W pH 5,2 eluat

® pH 7,0 separadni smés

W pH 7,0 supernatant

® pH 7,0 eludt

50 ® pH 8,0 separacni smés

® pH 8,0 supernatant
Koncentrace DNA kurecich erythrocytd pH 8,0 eludt
v jednotlivych krocich separace

Obrazek 21: Porovnani koncentraci DNA (ng/ul) kurecich erythrocytii v jednotlivych krocich
magnetické separace, eluce do TE pufru pH 9,0 s pridavkem KCI

Tabulka 21: Koncentrace DNA kutecich erythrocytii pouzité do separacni smési - Tris pufry

pH 7,0 apH 8.0
Vzorek c(ng/ul) Az A 260/280
pH 7,0% 251,0 1,019 1,844
pH 8,0 320,0 1,300 1,839

* Tato DNA byla pouZita i pro piipravu separaéni smési s nosici suspendovanymi v Tris pufru pH 5,2
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Tabulka 22: Hodnoty koncentraci DNA kufecich erythrocytii v supernatantech a eluc¢nich
pufrech — Tris pufry pH 5,2; 7,0 a2 8,0

Vzorek ¢ (ng/pl) Az A 260/280
Supernat. pH 5,2 23,6 0,104 1,12
24 h po eluci pH 5,2 30,8 0,144 1,618
Supernat. pH 7,0 87,8 0,346 1,877
24 h po eluci pH 7,0 8,0 0,043 1,600
Supernat. pH 8,0 164,0 0,668 1,858

24 h po eluci pH 8,0 5,250 0,028 1,615

4.3.2 Testovani reakcnich fosfatovych pufiri o rizné hodnoté pH

Stejné¢ jako v predeslém pokusu (kapitola 4.3.7) byly sledovany koncentrace DNA
v jednotlivych krocich separace DNA pomoci nosicti 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, elucni pufr (TE pH 7,8; TE pH 7,8 + 10mM KCI, TE pH
9,0 a TE pH 9,0 + 10mM KCl) a koncentraci nosic¢t (2 mg/ml a 10 mg/ml).

Na Obrazku 22 je uveden pokus, kdy pro adsorpci DNA na nosice P(HEMA-co-GMA)-
NH> (10 mg/ml) byly pouzity fosfatové pufry o hodnotach pH 6,0; 7,0 a 7,8 a jako eluc¢ni pufr
byl zvolen TE pufru pH 9,0.

800
700 - B pH 6,0 separacni smés
600 - B pH 6,0 supernatant
500 — ® pH 6,0 eluat
wigan| m pH 7,0 separacni smés
W pH 7,0 supernatant
300
®m pH 7,0 eluat
200 .
pH 7,8 separacni smés
100 - ® pH 7,8 supernatant
0 - pH 7,8 eluat
Koncentrace DNA kufecich erytrocyti
v jednotlivych krocich separace

Obrazek 22: Porovnani koncentrace DNA kurecich (ng/ul) erythrocytii v jednotlivych krocich
separace, v prostredi fosfatového pufru pH 6,0; 7,0 a 7,8, eluce TE pufr pH 9,0
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Z Obrazku 22 je patrné, Ze pii separaci DNA doslo k adsorpci velkého mnozstvi DNA
na polymerni nosice P(HEMA-co-GMA)-NH,. Nejvice DNA se adsorbovalo na nosice
v prostiedi fosfatového pufru o pH 7,8. V elu¢nich roztocich byla ve vSech ptipadech
naméfena pouze nizkd koncentrace DNA. Z pokusu vyplyva, ze fosfatovy pufr o pH 7.8 je
optimélni pro adsorpci na nosice P(HEMA-co-GMA)-NHz. V Tabulkdch 23 a 24 jsou
uvedeny hodnoty koncentraci DNA v jednotlivych krocich separace.

Tabulka 23: Koncentrace DNA kufecich erythrocytl pouzité do separacni smési - fosfatové
pufry pH 6,0; 7,0 a 7,8

Vzorek ¢ (ng/ul) A 260 A 260/280

pH6,0 4810 0,964 1,839
pH7,0 7290 1,450 1,846
pH7,8  688,0 1,389 1,782

Tabulka 24: Hodnoty koncentraci DNA kufecich erythrocytl v supernatantech a elu¢nich
pufrech — fosfatové pufry pH 6,0; 7,0 a 7,8

Vzorek ¢ (ng/ul) A 260 A 260/280
Supernat. pH 6,0 12,5 0,023 1,923
24 h po eluci pH 6,0 63,0 0,195 1,482
Supernat. pH 7,0 42.0 0,085 1,826
24 h po eluci pH 7,0 36,5 0,093 1,521
Supernat. pH 7,8 - - -

24 h po eluci pH 7,8 42.5 0,121 1,491
- DNA nebyla detekovana

Déle byly pouzity fosfatové pufry o hodnotach pH 5,59; 5,91 a 6,24 pro adsorpci DNA
na nosice. Ve vSech ptipadech se na nosice adsorbovalo vice nez 50 % ptivodniho mnoZzstvi
DNA obsazen¢ho v separacni smeési. Pfitomnost DNA v elu¢nim roztoku nebyla detekovana.
Z vysledku Ize vyvodit, ze v rozmezi pH 5,59 — 6,24 se vlastnosti separace DNA neméni.
Oproti ptedeslému pokusu, kde byly pouzity fosfatové pufry o vyssim pH, lze konstatovat,
ze ucinnost adsorpce DNA na polymerni nosice P(HEMA-co-GMA)-NH: je nizsi a nasledna
eluce nulova. Jako optimalni reakéni pufr pro adsorpci DNA na nosi¢e byl zvolen fosfatovy
pufr o hodnoté pH 7,8.

Pti sledovani vlivu koncentrace nosi¢t na adsorpci DNA v piislusnych reakcnich pufrech
nebyly pozorovany rozdily. Rovnéz rozdily mezi pouzitim raznych eluc¢nich pufii nebyly
zaznamenany.
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4.5 1zolace DNA z mlé¢nych vyrobkii

V této kapitole byly testovany vzorky mlécnych vyrobkii s deklarovanou ptitomnosti
bakterii mlééného kvaSeni (Tabulka 25), které byly ptipraveny dle kapitoly 3.//. Bakteridlni
DNA byla izolovana pomoci polymernich nosict (P(HEMA-co-GMA)-NHz, polyLYSINE
(F79 L3)) v prostiedi reakcnich pufrti. Tato metoda byla srovnavana s izolaci DNA pomoci
nosicdt  (P(HEMA-co-GMA)-NH>, polyLYSINE (F79 L3)) vprostiedi PEG a NaCl
a fenol-chloroformovou extrakci DNA.

Tabulka 25: Piehled testovanych mléénych vyrobkl pouzitych pro izolaci bakterialni DNA
pomoci magnetické separace ¢asticemi P(HEMA-co-GMA)-NH>

Typ mlééného vyrobku MIlé¢ény vyrobek
Bily jogurt z Valasska
Bily jogurt Smetanovy bily jogurt Kunin
Klasik bily jogurt OLMA
Actimel bily
Tekuté mléEné vyrobky Acidofilni mléko plnotu¢né
Smetanovy jogurt Florian — jahoda
Ochucené¢ jogurty ) )
(jahodové) Smetanovy jogurt jahoda z Valasska

Nase BIO jogurt jahodovy

4.5.1 Testovani nosicii P(HEMA-co-GMA)-NH; pro izolaci bakterialni DNA
z mlécnych vyrobkii v prostiedi fosfatového pufru pH 7,8

Pomoci polymernich nosicti (P(HEMA-co-GMA)-NH> (2 mg/ml) byla provedena separace
bakterialni DNA v prostiedi fosfatového pufru pH 7,8 zmlécnych vyrobkii. Pfitomnost
ziskané DNA byla ovéfena na gelové agarosové elektroforéze. DNA nebyla detekovana.
Bakterialni DNA byla pouzita jako matrice pro provedeni PCR za pouziti primeru R16-1
a LbLMA. Po provedeni nékolika experimentii bylo optimalizovano slozeni PCR smési
(Tabulka 26) a reakéni podminky. Zaroven byla pfipravena pozitivni kontrola s DNA
ziskanou fenol-chloroformovou extrakci z Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 a negativni
kontrola, kde DNA matrice byla nahrazena PCR vodou. Pocet cykli PCR byl navysSen na 35.
Ptitomnost PCR produktl je uvedena na Obrdzcich 23 a 24.
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Tabulka 26: Optimalizovani sloZeni PCR sm¢ési pro rod Lactobacillus, 25 pl

Komponenty PCR smési MnoZstvi
(u)
PCR voda 9,0
10x reakéni pufr kompletni 2,5
dNTP smés (10 mM) 0,5
Primer LbBLMA 1-rev (10 pmol/ul) 0,5
Primer R16-1 (10 pmol/ul) 0,5
Taq DNA polymeraza 1.1 (1 U/ul) 2,0
DNA matrice 10,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Draha Vzorek Typ izolace Piitomnost
PCR produktu
1 Bily jogurt z ValaSska ++
S e Nosice
2 Smet bil rt ++
A P(HEMA-co-
GMA)-NH; —
3 Klasik bily jogurt OLMA  fosfatovy pufr _
pH 7,8
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4 Bily jogurt z Valasska -+
1t fenol-
5 Smet bil rt +++
me arllgl;/g/inl yJogd chloroformova
extrakce
6 Klasik bily jogurt OLMA -
7 Actimel Nosice +
P(HEMA-co-
8 Acidofilni mléko GMA)-NH; — +
fosfatovy pufr
pH 7,8
9 Actimel bily fenol- +++
chloroformova
10 Acidofilni mléko -+
11 Standard 100 bp
12 pozitivni kontrola +++
13 prazdna draha
14 prazdna draha
15 negativni kontrola -

Obrazek 23: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktit vzorkii bilych jogurtit a tekutych
mlécnych vyrobkii. DNA pouzita do PCR smési byla ziskana metodou separace pomoci nosicii
P(HEMA-co-GMA)-NH> v prostredi fosfatovéeho pufru pH 7,8 a fenol-chloroformovou
extrakci DNA. Podminky PCR: 10 ng DNA v PCR smési, primery specifické pro rod

Lactobacillus, 35 cykli.
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5 6 7 8 9 10 11 12

13

Draha Vzorek Typ izolace Pritomnost
PCR produktu
1 Smetanovy T+
jogurt Florian —
jahoda

2 Smetanovy fenol- 4

jogurtJ %hOda chloroformova

z Valasska
3 Nase BIO jogurt -+
jahodovy OLMA
4 Smetanovy i
jogurt Florian — Nosice
Jahoda P(HEMA-co-

5 Smetanovy GMA)—]\’[Hz - N

' : fosfatovy pufr

jogurt jahoda 178

z Vala$ska pH-/,
6 Nase BIO jogurt i
jahodovy OLMA

10 Standard 100 bp
11 pozitivni kontrola T
12 prazdna drdha
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13 negativni kontrola -

+, ++, +++ intenzita PCR produktu; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 24: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktu ziskanych amplifikaci bakteridlni
DNA vzorkii jahodovych jogurtii. DNA byla ziskdana fenol-chloroformovou extrakci a pomoci
nosicit P(HEMA-co-GMA)-NH: v prostredi fosfatového pufru pH 7,8

Separaci DNA pomoci nosici P(HEMA-co-GMA)-NH; v prostfedi fostatového pufru pH
7,8 1ze izolovat bakterialni DNA z mléénych vyrobkd. Ziskand DNA je v kvalit¢ vhodné
pro pouziti v PCR. Pomoci PCR byla potvrzena piitomnost bakterii rodu Lactobacillus
v mlécnych vyrobcich: Bily jogurt z Valasska, Smetanovy bily jogurt Kunin, Actimel,
Acidofilni mléko - Obrazku 23 a Smetanovy jogurt jahoda z Valasska - Obrdzku 24.

4.5.2 Testovani nosi¢i P(HEMA-co-GMA)-NH; pro izolaci bakterialni DNA
z mlécnych vyrobkii v prostiedi PEG a NaCl

Druhou metodou byla separace bakteridlni DNA z mlé¢nych vyrobkli pomoci polymernich
nosi¢tt (P(HEMA-co-GMA)-NH> (2 mg/ml) v prosttedi PEG a NaCl. Bakteridlni DNA
nebyla detekovana na gelové agarosové elektroforéze. Se ziskanou bakterialni DNA byla
provedena PCR (primery R16-1 a LbLMA). Slozeni PCR sm¢ési a reakéni podminky byly
stejné jako v kapitole 4.5.7/ PCR produkty byly detekovany pouze u vzorki Klasik bily jogurt
OLMA
a Actimel. Intenzita PCR produktl byla velice nizka.

4.5.3 Testovani nosicii polyLYSINE (F79_L3) pro izolaci bakteridlni DNA 7 mlécnych
vyrobkii v prostiedi fosfatového pufru pH 7,8

Magnetické nosic¢e polyLYSINE (F79 L3) (2 mg/ml) byly pouzity pro separaci bakterialni
DNA v prostiedi fosfatového pufru pH 7,8 z mléénych vyrobkil. Ziskana DNA byla pouzita
jako matrice do PCR smési (obsahujici primery R16-1 a LbLMA). Proto byly vzorky fedény
elucnim pufrem (TE pufr pH 9,0) 10x. Za pouziti PCR smési s nenaiedénou DNA byly
detekovany PCR produkty nizké intenzity pouze u vzorki Acidofilniho mléka
a Smetanového jogurtu Florian jahoda. Po amplifikaci nafedéné bakteridlni DNA, kterd byla
pouzita do PCR smési, byly detekovany nésledujici PCR produkty vzorka Bilého jogurtu
z Valasska, Smetanového bilého jogurtu Kunin, Actimelu a Acidofilniho mlé¢ka. VSechny
detekované PCR produkty byly nizké intenzity. U ochucenych jogurti nebyly PCR produkty
detekovany. Ve vzorcich, kde nedochazelo k amplifikaci DNA, se pravdépodobné nachazely
inhibitory PCR.
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4.5.4 Testovani nosic¢it polyLYSINE (F79 L3) pro izolaci bakterialni DNA 7 mlécnych
vyrobkii v prostiedi PEG a NaCl

Magnetické nosice polyLYSINE (F79 L3) byly pouzity pro separaci bakteridlni DNA
zmléénych vyrobkl v prosttedi PEG a NaCl. ZiskandA DNA byla amplifikovdana v PCR
za pouziti primera specifickych pro rod Lactobacillus. PCR produkty byly detekovany pouze
u vzorku Bilého jogurtu z ValaSska. A to v pfipadé pouziti DNA matrice — 10x nafedéné
bakterialni DNA 1 nefedéné bakteridlni DNA. U ostatnich vzorkd mlécnych vyrobkl nebyly
detekovany PCR produkty.

4.5.5 Fenol-chloroformova extrakce bakterialni DNA 7 mléénych vyrobkii

Z ptipravenych bunécnych lyzati byla extrahovéana bakterialni DNA organickymi ¢inidly
(fenol, chloroform). Ziskana DNA byla amplifikovana pomoci PCR. Vysledky jsou uvedené
v kapitole 4.5.1. na Obrazku 23 a 24. Velmi intenzivni PCR produkty byly detekovany
u vzorki Bilého jogurtu z Valasska, Smetanového bilého jogurtu Kunin, Actimelu,
Acidofilniho mléka — Obrdzek 23 a Smetanového jogurtu Florian jahoda a jahodového jogurtu
Nase BIO OLMA — Obrdazek 24. U vzorku Klasik bily jogurt OLMA nebyl PCR produkt opét
detekovan.

4.5.6 Srovnani izolacnich metod DNA ze vzorkit mléénych vyrobkii

Po srovnani raznych izola¢nich metod separace bakterialni DNA z mléénych vyrobki byly
zjistény nasledujici zavery. Pii pouziti nosi¢ii P(HEMA-co-GMA)-NH> ve fosfatovém pufru
pH 7,8 byla separovéana bakterialni DNA z mlé¢nych vyrobkt, kterd byla pouZita jako matrice
do PCR smési. PCR produkty byly detekovany u vSech vzorki (Obrazky 24 a 25). Druhou
metodou byla separace kondenzované DNA pomoci P(HEMA-co-GMA)-NH» v prostiedi
PEG a NaCl. Ziskané vzorky DNA byly amplifikovany pomoci PCR. U vétSiny vzorka
nebyla prokdzana ptitomnost PCR produkti. Pouze u nékterych vzorka byly detekovany PCR
produkty slabé intenzity. Pravdépodobné doslo k nespecifické sorpci malého mnozstvi
bakteridlni DNA na polymerni nosi¢e. Pfi pouziti nosict polyLYSINE (F79 L3) v prostiedi
fosfatového pufru pH 7,8 byly ziskdny PCR produkty nizké intenzity, a to pouze u nékterych
vzorkli mlécnych vyrobkl. Separace bakterialni DNA z mlécnych vyrobkli pomoci nosica
polyLYSINE (F79 _L3) v prostfedi PEG a NaCl byla vyhodnocena jako net¢inna, jelikoz byl
detekovan PCR produkt pouze u jednoho vzorku. Posledni metodou byla fenol-chloroformova
extrakce bakterialni DNA z mlé¢nych vyrobkii. Rovnéz tato DNA byla amplifikovana v PCR.
Pii detekci na agarosové gelové elektroforéze byly na gelu PCR produkty vysoké intenzity
(Obrazky 24 a 25).

Vyhodou separace DNA pomoci nosi¢i P(HEMA-co-GMA)-NH> je omezeni pouziti
toxickych organickych rozpoustédel. Metodu separace DNA v prostedi fosfatového pufru l1ze
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s vyhodami pouzit pro detekci bakterialni DNA v mlécnych vyrobcich. Takto ziskand DNA je
vhodna pro amplifikaci pomoci PCR. PCR produkty byly dostatecné intenzity (Obrazky 24
a 25). Tato metoda je rychld, jednoduchd a ekologicka.

4.6 Bioinformaticka analyza DNA mikroorganizmii vyuZivanych v potravinaiském
primyslu

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

4.6.1 Bioinformaticka analyza vyskytu kvadruplexovych formaci u vybranych bakterii
vyuzZivanych v potravindistvi

Soucasti dizertacni prace je piilozena publikace (Pfiloha 2), kterd se zabyvéa studiem
pritomnosti a lokalizaci PQS v domén¢ Bakteria. Z této studie byly vybrany bakteridlni druhy,
které se vyuzivaji v potravindistvi. Pomoci softwaru G4Hunter byla provedena analyza
vyskytu kvadruplexii v genomu vybranych bakteridlnich druhti. V Tabulce 27 jsou uvedené
vybrané druhy pro analyzu DNA a velikosti chromozom1.

Tabulka 27: Vybrané druhy a velikosti chromozomt

Druh Kmen Sekvence (bp)
Lactobacillus brevis ATCC 367 2291220
Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 2113023
Lactobacillus paracasei subsp, paracasei Firmicutes
JCM 8130 2995875
Lactobacillus fermentum IFO 3956 2098685
Lactobacillus rhamnosus GG 3010111
Bifidobacterium adolescentis ATCC
15703 2089645
Bifidobacterium animalis subsp, lactis Actinobacteria
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.
Pocty a frekvence nalezenych kvadruplexti v genomu jsou uvedeny v Tabulce 28 a Tabulce
29.
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Tabulka 28: Pocet kvadruplext v chromozomech vybranych bakteridlnich druht dle intervala
G4Hunter skore

Pocet PQS
Druh 1,2-14 14-1,6 1,6-1,8 1,8-2,0 2,0+
Lactobacillus brevis ATCC 367 1488 25 1 0 0
Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 169 1 0 0 0
Lactobacillus paracasei subsp,
paracasei JCM 8130 753 9 0 0 0
Lactobacillus fermentum IFO 3956 3834 71 6 0 0
Lactobacillus rhamnosus GG 1011 8 0 0 0
Bifidobacterium adolescentis ATCC
15703 1266 12 1 0 0
Bifidobacterium animalis subsp,
lactis DSM 10140 1996 33 2 0 0
Bifidobacterium breve DSM 20213
=JCM 1192 1915 25 1 0 0

Tabulka 29: Frekvence kvadruplexii v chromozomech vybranych bakteridlnich druha dle
interval G4Hunter skore

Frekvence PQS per 1000 bp

Druh 1,2-14 1,4-1,6 1,6-1,8 1,8- 2,0+
2,0
Lactobacillus brevis ATCC 367 0,6494 10,9-10° 0,4-10° 0
Lactobacillus kefiranofaciens ZW?3 0,0800 0,5 0 0
Lactobacillus paracasei subsp,
paracasei JCM 8130 0,2513 3,0:103 0
Lactobacillus fermentum IFO 3956 1,8269 33,8107 2,9-10°
Lactobacillus rhamnosus GG 0,3359 2,7-107 0
Bifidobacterium adolescentis
ATCC 15703 0,6058 5,7-1073 0,5-10% 0 0
Bifidobacterium animalis subsp,
lactis DSM 10140 1,0297 17,0-1073 0 0 0
Bifidobacterium breve DSM 20213
=JCM 1192 0,8438 11,0-103 0,4-103 0 0

Nejvétsi pocet potencidlnich kvadruplexovych struktur byl zjistén v genomu Lactobacillus
fermentum IFO 3956 (3834 PQS) a nejmensi pocet v genomu Lactobacillus kefiranofaciens
ZW3 (169 PQS) (Tabulka 28). Nejvyssi frekvence PQS byla zjisténa v genomu Lactobacillus
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fermentum 1IFO 3956 — 1,8269 PQS/kbp a nejnizsi frekvence PQS v genomu Lactobacillus
kefiranofaciens ZW3 — 0,0800 PQS/kbp (Tabulka 29).

4.6.2 Bioinformaticka analyza genomu Saccharomyces cerevisiae

Byla provedena analyza vyskytu IR a kvadruplexti v genomu Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae), ktery obsahuje 16 chromozomu (Chr) a mitochondridlni DNA (mtDNA). Dale byl
sledovan vyskyt IR a kvadruplext uvniti a vné sekvenci anotovanych znakl. Velikosti Chr
a mtDNA jsou uvedeny v Tabulce 30.

Tabulka 30: Velikosti chromozomt a mtDNA S. cerevisiae

Chromosom/mtDNA | Velikost sekvence (bp)
Chrl 230218
Chrll 813184
ChrlIl 31662
ChrlV 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 30 je patrné, ze nejdelsi sekvenci md chromozom IV a nejkratSi sekvenci
mtDNA.
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4.6.2.1 Analyza vyskytu IR v genomu Saccharomyces cerevisiae

Pomoci Palindrome Analyseru byl stanoven pocet nalezenych IR a mtDNA v jednotlivych
chromozomech, je uveden v Tabulce 31. Vysledky byly tfidény dle nasledujicich parametrti:
délka IR (Tabulka 32), velikost smycky (Tabulka 33), a poCet nesparovanych (pari) bazi
(Tabulka 34).

Tabulka 31: Pocet nalezenych IR, frekvence IR a nejdelsi IR nalezeny v jednotlivych
chromozomech a mtDNA

Chromozom/mtDNA Potet IR  IR/kbp Nejdelsi IR
[bp]

I 96 0,42 16
I 476 0,59 23
I 262 0,83 29
v 866 0,57 23
A% 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
XIII 448 0,48 18
X1V 418 0,53 22
XV 605 0,55 20
XVI 481 0,51 20
mtDNA 2146 25,02 23

Celkem bylo analyzovéano 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 IR),
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 32: Pocet IR a frekvence IR v genomu S. cerevisiae dle délky IR

Velikost Pocet IR IR/1000bp Velikost Pocet IR IR/1000bp
IR IR
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 33: Pocet IR a frekvence IR v genomu S. cerevisiae dle délky smycky

Velikost Pocet IR IR/1000bp Velikost Pocet IR IR/1000bp
IR IR

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 34: Pocet IR a frekvence IR v genomu S. cerevisiae dle délky a poctu nesparovanych
(part) bazi

Velikost Pocet IR IR/1000bp
IR
0 827 0,0768
1 8124 0,7542

S vzristajici velikosti IR klesal jejich pocet (Tabulka 32), tietina zcela postradala smycku
(Tabulka 33). Z celkového mnozstvi nalezenych IR byla jen zhruba desetina, neobsahujici
chybu sekvence (Tabulka 34).
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4.6.2.2 Analyza vyskytu kvadruplexit 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
kvadruplexii v genomu, pti rizné citlivosti analyzy, jsou uvedeny v Tabulce 35.

Tabulka 35: Pocet kvadruplext a frekvence kvadruplexti v genomu S. cerevisiae dle citlivosti

Citlivost Pocet PQS PQS/1000bp

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

4.6.2.3 Analyza vyskytu IR a kvadruplexii v oblastech anotovanych znakii

Byla provedena analyza vyskytu IR a kvadruplexi uvniti a v okoli sekvenci anotovanych
znakl. Seznam anotovanych znakli je uveden v Tabulce 36. Nejcastéji popsand sekvence
»gene®, byla pouzita jako standard pro srovnani s jinymi sekvencemi anotovanych znakt
(Cechovd a spol., 2017): mRNA (mediatorova RNA), repeat region (repetitivni sekvence),
rep _origin (pocatek replikace), tRNA (transferovd RNA), ncRNA (nekoédujici RNA),
centromere, mobile element (mobilni jednotka), telomere a STS (sequence-tagged site).

83



Tabulka 36: Seznam anotovanych znakt

Znak Pocet znakl Velikost v§ech znakii (bp) Primérna velikost 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. Pocty
a frekvence vSech nalezenych IR uvnitt a v okoli sekvenci anotovanych znaki, jsou uvedeny
v Tabulce 37. Na Obrdazku 25 je uvedeno srovnani vyskytu IR o velikost 10 bp a delSich
uvnitf a v okoli anotovanych znaki ku genu. Nejvyssi obohaceni IR bylo zjisténo u centromer

(uvniti sekvence), dale pak rRNA (uvniti sekvence a pted sekvenci), STS (uvniti sekvence)
arep_origin (uvnitf sekvence).
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Tabulka 37: Pocet IR a frekvence IR uvnitt a vokoli anotovanych znakii genomu

S. cerevisiae

Pocet IR IR/1000bp
Feature Pred Uvniti Za Pred Uvnitf Za
gene 20767 291098 32316 32,22 32,25 50,14
mRNA 18199 271609 29122 30,36 31,63 48,58
repeat _region 1532 4637 1712 40,00 41,43 4470
rep_origin 1561 5055 1618 4336 46,97 44,94
tRNA 1591 727 1752 53,21 37,04 58,60
ncRNA 412 1217 447 40,39 36,38 43,823
centomere 598 608 706 93,44 164,24 110,31
mobile element 243 9870 211 48,60 33,82 42,20
telomere 121 4020 13 37,81 28,58 4,06
STS 57 336 58 33,53 46,05 34,12
rRNA 87 808 54 62,14 52,72 38,57
misc_feature 49 379 48 35,00 30,49 34,29
misc RNA 24 506 44 24,00 30,27 44,00
Pomér ku genu IR 10+ bp
30
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Obrazek 25: Srovnani frekvence IR o velikost 10 bp a delsich uvniti a v okoli anotovanych

znaku ku genu
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Déle byl sledovan vyskyt kvadruplexii uvniti a v okoli sekvenci anotovanych znaka. Byly
zvoleny podminky pro citlivost analyzy: 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 a 2. Pocty a frekvence vSech
nalezenych PQS uvnitt a v okoli sekvenci anotovanych znakl jsou uvedeny v Tabulce 38.
Na Obrazku 26 je uvedeno srovnani vyskytu PQS uvnitt a v okoli anotovanych znaki ku genu
pro vSechny nalezené PQS.

Tabulka 38: Pocet kvadruplexi a frekvence kvadruplexti uvnitf a v okoli anotovanych
znakl genomu S. cerevisiae

Pocet PQS PQS/1000bp
Feature Pied Uvnitf Za Pred Uvniti Za
gene 123 2494 160 0,01 0,28 0,02
mRNA 114 2395 142 0,01 0,28 0,02
repeat_region 4 8 6 0,04 0,07 0,05
rep_origin 19 42 12 0,18 0,39 0,11
tRNA 6 1 9 0,31 0,05 0,46
ncRNA 0 16 2 0 0,48 0,06
centomere 0 0 0 0 0 0
mobile element 0 54 0 0 0,19 0
telomere 8 321 0 0,06 2,28 0
STS 1 1 1 0,14 0,14 0,14
rRNA 2 16 4 0,13 1,04 0,26
misc_feature 0 6 0 0 0,48 0
misc RNA 0 16 4 0 0,96 0,24
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Obrazek 26: Srovnani frekvence POS uvniti a v okoli anotovanych znakii ku genu pro vSechny

nalezené PQS

Nejvyssi vyskyt kvadruplexovych struktur byl zaznamenan v okoli sekvence tRNA,
rep_origin (v okoli sekvence), rRNA (v okoli i uvnitt sekvence), viz. Obrdzek 26. Velké
mnozstvi kvadruplexti bylo zaznamenano také ptred a uvnitt sekvenci telomer, STS (v okoli

sekvence) a misc RNA (uvnitt a za sekvenci).
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DISKUZE

Dizertaéni prace se zabyva péti tematickymi okruhy.

Prvni cast byla v€novéana piipravé bunécnych lyzath z bunck rodu Lactobacillus. Rod
Lactobacillus patii do skupiny mlécnych bakterii. Bakterie mlééného kvaSeni jsou rozmanitou
skupinou grampozitivnich, aerotolerantnich bakterii, které nevytvareji spory (Martin-Platero
a spol., 2007). Hlavnim vyslednym produktem fermentace glukézy je kyselina mlécna, ktera
u homofermentativnich mlécnych bakterii poskytuje dvé molekuly kyseliny mlé¢né, zatimco
heterofermentativni mlécné bakterie konvertuji glukézu na smés oxidu uhli¢itého, ethanolu
a kyseliny mlécné (Keles a spol., 2011). MléEné bakterie I1ze nalézt v riznych ekosystémech
souvisejicich s potravinami, vcetné rostlinnych materiald a tradi¢nich fermentovanych
potravin (Alexander a spol., 2019). Molekularni detekce mikroorganismii vyzaduje uvolnéni
DNA z bunék (De Bruin a spol., 2019).

V této praci byly pouzity pro lyzi bunék lyza¢ni ¢inidla: roztok obsahujici lysozym,
imobilizovany lysozym a roztok praciho prostiedku. Lysozym je Siroce pouzivan k naruseni
bunécné stény bakteridlnich bunck (Borrero-De Acuiia a spol., 2017). Lysozym je enzym
(N-acetylmuramid glykanhydrolaza), ktery hydrolyzuje 1,4-vazby mezi N-acetylmuramovou
kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminovymi zbytky v peptidoglykanu (Borrero-De Acuna
a spol., 2017). Hydrolyza destabilizuje sténu bakteridlnich bunék, vyvolavad osmotickou
nerovnovahu a nakonec vede k bunécné 1yzi (Nash a spol, 2006).

V nedavno publikované praci bylo poprvé prokazano, ze imobilizovany lysozym muze
ucinn¢ odstranovat lipopolysacharidy u Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa
(Levashov a spol., 2019). Pti pouziti imobilizovaného enzymu u bun¢k rodu Lactobacillus
byla optimalni doba ptlisobeni lyza¢niho ¢inidla kratsi (1 hod), oproti pouziti lysozymu
v roztoku (3 hod). Pfi del§i dobé piisobeni imobilizovaného lysozymu nebyla ziskand DNA
v kvalit¢ vhodné pro PCR. Oproti béznému lyzacnimu ¢inidlu obsahujicim lysozym se jevil
imobilizovany lysozym jako drazsi a mén¢ efektivni varianta pro bunécnou lyzi.

Jako posledni lyza¢ni €inidlo byly testovany praci prostiedky obsahujici enzymy. Praci
prostiedky obsahuji enzymy a detergenty, které rozrusi bunécnou sténu a zpusobi prasknuti
cytoplazmatické membrany (Nash a spol, 2006). Pti ptipravé lyzacnich roztokli se 1épe
pracuje s tekutymi gely nez se sypkymi pracimi prosttedky. Praci prostfedky 1ze pouZzit nejen
pro lyzi bakterialnich bunék ¢istych bunécnych kultur, ale 1ze je aplikovat i na realné vzorky —
mlécné vyrobky. Pouziti pracich prostiedkli pro lyzi bunck se jevi jako efektivni, levna
varianta, kdy béhem lyze nemusi byt pfidavany dalsi enzymy a detergenty. Ziskana DNA je
v dostatecném mnozstvi a kvalit¢ vhodné pro PCR. Pokud lyze byla provadéna pomoci
roztoki praciho prostiedku, nebylo zapotiebi pouziti pfidavku Proteinadzy K a SDS.
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Druhé ¢ast dizertacni prace se zabyva alternativni metodou izolace nukleovych kyselin
z bakteridlnich buné¢k — vysolovani bakteridlni DNA. Tato metoda byla poprvé popsané
Millerem a spolupracovniky (Miller a spol., 1988).

Jedna z prekdzek, s nimiz se pii extrakci DNA z velkého poctu vzorkli setkdvame, je
tézkopadny zptsob deproteinizace bunécnych lyzatl nebezpecnymi organickymi rozpoustédly
jako je fenol a isochloroform (Miller a spol., 1988). Pro zjednoduseni deproteiniza¢niho
postupu byla vyvinuta levna metoda (7u a spol., 2018), kterd zahrnuje vysoleni z bunéénych
lyzath proteiny dehydrataci a precipitaci pomoci roztoku NaCl (Miller a spol., 1988). Tuto
metodu lze pouzit i pro izolaci nukleovych kyselin z eukaryotickych bunék (krevnich bunék)
(Kalousova a spol., 2017)

V této praci byly testovany riizné koncentrace NaCl, které piisobily na bunécné lyzaty,
ziskané z Cistych bakteridlnich kultur rodu Lactobacillus pisobenim roztoku praciho
prostiedku. Bakterie mlécného kvaseni a dalSi gram-pozitivni bakterie mohou piinaset
problémy pii lyzi zpasobené jejich kompaktni strukturou bunécné stény (Martin-Platero
a spol., 2007). Jako nejvhodnéjsi koncentrace NaCl pro izolaci DNA byla zjisténa
koncentrace 1,65 M a 2,2 M. Ziskana DNA byla v dostatecném mnozstvi a kvalit¢ vhodné
pro provedeni PCR. DNA ziskana touto jednoduchou technikou poskytla mnoZzstvi
srovnatelnd s mnozstvim ziskanym z fenol-chloroformové extrakce (Miller a spol., 1988).

Jedna se o jednoduchou metodou, pomoci které lze ziskat velmi Cisty preparat genomu
DNA z nékolika typti prokaryotickych bun¢k (Martin-Platero a spol., 2007). Tato izolacni
metoda je oproti bézné vyuzivané fenol-chloroformové extrakci DNA Setrnd k zivotnimu
prostiedi, jelikoz nepouziva toxické organické latky. Také z ekonomického hlediska je tato
metoda vyhodnéjsi, zejména kdyz se jesté pro ptipravu bunéénych lyzata vyuzije jako lyzacni
¢inidlo roztok praciho prostfedku. Ziskané vysledky byly publikovany v Mlékatskych listech
— Ptiloha 1.

Tteti Cast prace je vénovana studiu vlivu iontové sily pii separaci nukleovych kyselin
pomoci nosi¢i. V biologickych a nanotechnologickych experimentech jsou pro ziskani
reprodukovatelnych vysledkt kritické kroky: extrakce nukleovych kyselin, purifikace
nukleovych kyselin a skladovani nukleovych kyselin (Tateishi-Karimata a Sugimoto, 2018).

Izolace DNA pomoci nosictu je oblasti, kterd ma velky vyznam v biotechnologickém
a molekularné biologickém vyzkumu (Haddad a spol., 2017). Polymerni nosice, diky svym
unikatnim vlastnostem a schopnostem interagovat s riznymi molekulami, se staly velmi
atraktivni v fadé medicinskych oblasti ptevazné pro své riznorodé¢ vyuziti (Trachtova a spol.,
2016). Mohou se vyuzivat naptiklad pro cileny transport 1€k (Mody a spol., 2014),
magneticky indukovanou hypotermii (terapeutickou 1é€bu nadorii teplem vytvoifenym pomoci
magnetu) (Kaman a spol., 2011), magnetickou extrakci proteinit (Chen a spol., 2014), jako
nosi¢e pro enzymatickou katalyzu (Hordk a spol., 2007), jako biosensory (de la Escosura-
Muniz a spol. 2015) a dale v oblasti analytické chemie (Aguilar-Arteaga,
a spol, 2010). Nosi¢e musi mit jednotnou velikost, dobrou stabilitu a povrch bohaty na aktivni
funkéni skupiny (Gong a spol., 2009). Dilezity je také povrchovy naboj castice, kterd hraje
hlavni roli v elektrostatickém vazani materiali, jako je DNA (Haddad a spol., 2017).

Separace DNA pomoci nosict se skladd z n€kolika krokl. Adsorpce nukleové kyseliny
na nosi¢, precisténi vzorku a desorpce nukleové kyseliny z magnetického nosice do elu¢niho
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roztoku. Cilem této prace bylo zvySeni efektivity adsorpce nukleovych kyselin na nosice
a desorpce nuklovych kyselin z nosicli do elu¢niho roztoku. V této praci byly testovany Tris
pufry o riznych hodnotach pH pro adsorbci DNA na polymerni nosice. Bylo zjisténo, ze k
vys$i adsorbei nukleovych kyselin na polymerni nosice dochazi v Tris roztoku o niz§im pH.
Se zvysSujicim se pH se adsorpce nukleovych kyselin na nosi¢e P(HEMA-co-GMA)-NH»
na chitosanové Castice je protonizovano pii pH 5,5 — 5,7 (Mao a spol., 2001; Manchanda
a spol., 2010). Dale byly testovany fosfatové reakéni pufry pro adsorbci nukleovych kyselin
na polymerni nosi¢e o riznych hodnotich pH. Fosfatovy reakéni pufr, pro adsorbci
nukleovych kyselin na nosic¢e, o hodnoté pH 7,8 byl vyhodnocen jako nejucinnéjsi. Dochéazelo
k vysoké adsorbci DNA na nosi¢e P(HEMA-co-GMA)-NH». Pro desorpci nukleovych kyselin
z nosicl byly pouzity eluéni pufry: TE pufr o riznych hodnotach pH s/bez ptidavku KCIL.
Mezi jednotlivymi elu¢nimi pufry nebyly zaznamenany vétsi rozdily.

DNA extrahovana jinymi metodami mutZze obsahovat inhibitory PCR, vcetné lipidi,
polyfenolll a polysacharidi, ¢imZz se zabrani amplifikaci pomoci PCR (Pacheco Coello
a spol., 2017). Extrahovana DNA z n¢kterych vzorkii mize vykazovat nizkou koncentraci
a DNA nemiize byt vizualizovana na agarosovém gelu (Peano a spol., 2004). AvSak DNA
ziskana separaci pomoci nosict je v dostatecném mnozstvi a v kvalit¢ vhodné pro provedeni
PCR.

Ctvrta Gast dizertatni prace se zabyva riiznymi typy magnetické separace DNA aplikované
na realné vzorky — mlé¢né vyrobky obsahujici probiotické kultury: magneticka separace DNA
v prostiedi reakéniho pufru a magneticka separace kondenzované DNA v prostiedi PEG
a NaCl. Probiotika jsou popsdna jako ,,zivé mikroorganismy, které po poziti v urcitém
mnozstvi pfinaseji zdravotni pfinosy nad ramec zakladni vyzivy*“ (Guarner a Schaafsma,
1998; Auty a spol, 2001). Shromazdovani klinickych dikaz intestindlnich izolata
Lactobacillus a Bifidobacterium podporujicich zdravi, vedlo ke zvySeni komer¢niho zdjmu
o vyvoj novych probiotickych potravinaiskych produktii (Auty a spol., 2001).

Princip magnetické separace kondenzované DNA v prosttedi PEG a NaCl je zalozen
na chemickych vlastnostech jednotlivych latek - hydrofobicita a hydrofilita jednotlivych
komponent a jejich vzajemnych interakcich (Persson a spol., 2000).

Polyethylenglykol je netoxicky a biokompatibilni, proto je vuzivan v biomedicinskych
aplikacich pro cilenou dopravu 1éCiv v organismu nebo v tkanovém inzenyrstvi (Prnka,
a Sperlink, 2006).

Pti srovnani separacnich metod byly pro izolaci DNA z mléénych vyrobkl testovany
nosi¢e P(HEMA-co-GMA)-NH> a F79/L3 poly-LYSINE.) Poly-LYSINE nanocastice byly
vyvinuty precipitaci Fe (II) a Fe (III) soli hydroxidem amonnym a oxidaci vysledného
magnetitu s chlornanem sodnym a nasledovanym ptidanim roztoku poly (L-lysin) (Babic¢
a spol., 2008). V drivéjsich studiich byly tyto magnetické nanocastice pouzity k adsorbci
bun¢k, kterd byla velmi vysokd (vice nez 92%) (Babi¢ a spol., 2008). Bunééné adsorpce
na oxid zelezity modifikovany poly (L-lysinem) byly usnadnény jeho interakci se zaporné
nabitym bunécnym povrchem (Babic¢ a spol., 2008). Fosfatové skupiny nukleovych kyselin
udileji DNA rovnéz zaporny naboj. Proto byly magnetické nosi¢e F79/L3 poly-LYSINE
v nasi studii pouzity pro magnetickou separaci DNA z mlécnych vyrobkl. Pii provedeni
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magnetické separace kondenzované DNA v prostiedi PEG a NaCl byla ziskana DNA o nizsi
koncentrace nez v ptipadé DNA ziskané v magnetickou separaci v prostiedi fosfatového pufru
opH 7.8.

Pfi porovnani metod magnetické separace DNA aplikované na mlécné vyrobky,
magnetické separace DNA v prostfedi reakéniho pufru a magnetické separace kondenzované
DNA v prostfedi PEG a NaCl lze konstatovat, ze pomoci metody magnetické separace DNA
v prostfedi reak¢niho pufru byla ziskdna DNA o vyssi koncentraci, a to v kvalit¢ vhodné
pro provedeni PCR (Trachtova a spol., 2016) Adsorpce proteinli na casticich je dulezita
z hlediska stability DNA béhem dlouhodobého skladovani, protoze koextrahované bakterialni
intracelularni nukleazy mohou S$tépit DNA (Trachtova a spol., 2015). Magneticka separace
DNA v prostiedi reakéniho pufru (fosfatovy pufr pH 7,0/pH 7,8) je jednoducha metoda Setrna
k Zzivotnimu prostiedi a ekonomicky nenarocna.

Pata cast dizertaCni prace se zabyva bioinformatickou analyzou genomi vybranych
bakterialnich druhti vyuzivanych v potravinafstvi. Studie se zam¢tuje na vyskyt sekundéarnich
struktur, jako jsou kiizové struktury a PQS v nukleovych kyselinach. Tyto sekvence se Casto
vyskytuji ve specifickych pozicich chromozomii (centromera, telomery), nukleosomii a gent
(Peixoto a spol., 2013). Genom obsahuje znacné mnozstvi invertovanych repetic, které jsou
distribuovany nepravidelné (Strawbridge a spol., 2010). Invertované repetice se hojné
vyskytuji jak v prokaryotickych, tak i1 eukaryotickych bunkéach a formuji lokalni struktury
v DNA dtlezité pro biologické procesy (van Holde a spol., 1994). Bylo prokazéano, ze ktizové
struktury a kvadruplexy hraji klicovou roli v zakladnich biologickych procesech jako je
replikace, transkripce a methylace DNA (Paeschke a spol., 2011; Rampakakis a spol., 2010).
Kfizové struktury jsou Casto cilovymi misty pro regulacni proteiny (Brdazda a spol., 2011).
V této praci byl analyzovan genom jak prokaryotickych bunék, tak i1 eukaryotickych bunék.
Z prokaryotickych bunék byli vybrani zastupci vyuzivani v mlékarenském pramyslu. Nase
analyza potvrdila ptfitomnost PQS ve vSech sledovanych organismech. Nejvice PQS bylo
zjisténo v genomu Lactobacillus fermentum IFO 3956, naopak nejmen$i vyskyt byl
zaznamenan v genomu Lactobacillus kefiranofaciens ZW3. Tato analyza byla provedena jako
soucast vyzkumu pfitomnosti a lokalizace PQS struktur v doméné Bakterie. Ziskané vysledky
byly publikovany v ¢asopise Molecules. Podrobnéjsi informace jsou obsazeny v Ptiloze 2.

Dalsi bioinformaticka studie byla zaméfena na eukaryoticky genom S. cerevisiae. Genomy
a transkriptomy riznych organismi, véetné¢ modelového organismu Escherichia coli (Rawal
a splol.,2006), S. cerevisiae (Hershman a spol., 2008) a ¢lovéka, obsahuji fadu invertovanych
repetic a sekvenci bohatych na G (Huppert, 2005).

Ackoli pro invertované repetice byly navrzeny rizné mozné funkce, neni znamo, které
z nich se mohou vyskytnout in vivo (Strawbridge a spol., 2010). Tuto otazku zkoumame
stanovenim distribuci a vlastnosti IR v genomu S. cerevisiae. Kompletni genom S. cerevisiae
obsahuje 16 chromozoml a mitochondridlni DNA. V celém genomu (12 157 105 bp) bylo
nalezeno 8951 IR s celkovou frekvenci vyskytu 0,74 IR/Kbp. Nejvice bylo nalezeno IR
o velikosti 10 bp. Se vzristajici velikosti IR klesal pocet nalezenych IR. Asi tfetina IR
postradala smycku. Poméry mezi IR o riznych velikostech smycek (1-10) byly velice
vyrovnané. Z hlediska po¢tu chyb v sekvenci IR pfevladaly IR s jednou chybou. IR

91



neobsahujicich chybu byla jen zhruba desetina z celkového mnozstvi nalezenych IR.
V mtDNA bylo nalezeno nejvice IR. Mitochondridlni DNA obsahuje znacné mnozstvi IR
(Cechova a spol., 2018).

Déle byl sledovan vyskyt IR a PQS uvnitt sekvenci a v okoli anotovanych znaki.
Sekvence anotovanych znakli byly stazeny z databdze NCBI. Byly sledovany nésledujici
znaky: gen (9026186), mRNA (8587452), repeat region (111937), rep origin (107618),
tRNA (19630), ncRNA (33448), centromera (3702), mobilni_element (291801), telomera
(140679), STS (7297), rRNA (15327), misc_feature (12429) a misc RNA (16714).
Pro porovnani IR a kvadruplexovych frekvenci v rGznych lokalitich byl pouzit nejcastéji
lokalizovany ,,gene* jako standard pro srovnani s jinymi anotovanymi znaky. Existuji
vyznamné rozdily v distribuci IR v rtiznych segmentech genomu S. cerevisiae. V oblastech
(100 bp) anotovanych znakl byly pozorovany vyznamné zmény ve vyskytu IR. Nejvyssi
obohaceni IR bylo zjisténo pro centromeru, dale pak rRNA, rep origin a STS. Frekvence IR
lokalizovanych v centromerach je pctinasobné vyssi nez u IR lokalizovanych v genovych
oblastech. Zmény frekvence jsou vyznamnéjsi pro delsi IR.

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. VSechny chromozomy a mtDNA obsahuji mnoho IR a PQS. Nadprimérny vyskyt IR
se vyskytuje zejména v oblastech promotorii a mistech pocatku replikace (Brdzda a spol.
2016, Krasilnikov a spol., 1999; Pearson a spol., 1996). Vyznamny pocet IR a PQS se
vyskytuje v dilezitych sekvencich pro biologické procesy - centromery, rRNA
a v regulacnich oblastech - rep origin. Z tohoto diivodi hraji invertované repetice vyznamnou
je patrné, Ze ziskané poznatky jsou v souladu s hypotézou, ze kvadruplexové struktury mohou
regulovat expresi genli (Hershman a spol., 2007). Ziskané vysledky byly odeslany k publikaci
do Casopisu Genomics — viz. Ptiloha 3.
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ZAVER

V ptedlozené dizertatni praci snazvem [Izolace a analyza DNA se zamérenim
na mikroorganismy dulezZité v potravinarstvi byl optimalizovan postup piipravy bunécnych
lyzatd bunék rodu Lactobacillus. Jako lyza¢ni ¢inidlo byl zvolen roztok praciho prostredku.
Jako optimalni koncentrace lyzacniho cinidla byl zvolen 4% roztok praciho prostiedku
s dobou pusobeni lyze 3 hodiny. Pfi pouziti tohoto lyza¢niho postupu nebylo nutné pouziti
pfidavku Proteindzy K a SDS. Roztok praciho prostfedku Prasek E byl zvolen jako
nejvhodné;si.

Druhé cést se zabyvala alternativni metodou izolace nukleovych kyselin z bakteridlnich
bun¢k. Byly testovany rizné koncentrace NaCl, které pisobily na bunécéné lyzaty ziskané
z Cistych bakterialnich kultur rodu Lactobacillus pasobenim roztoku praciho prostfedku. Jako
nejvhodnéjsi koncentrace NaCl pro izolaci DNA byly zjistény koncentrace 1,65 M a 2,2 M.

Tteti Cast prace byla vénovana testovani reakcénich pufrd a hledani optimalniho prostiedi
pro adsorpci na nosi¢e a desorpci nukleovych kyselin z nosict. Fosfatovy reakéni pufr
o hodnoté¢ pH 7,8 pro adsorpci nukleovych kyselin na polymerni nosic¢e byl vyhodnocen jako
nejucinngjsi. Dochéazelo k vysoké adsorpci DNA na nosice, a proto byl tento reakéni pufr
vybran pro experimenty provadéné s mlécnymi vyrobky. Pro desorpci nukleovych kyselin
z nosicu byl zvolen optimalni elucni pufr: TE pufr v rozmezi pH 7,8, - 9,0.

Ctvrta &ast dizertadni prace byla zaméfena na studium riiznych typti magnetické separace
DNA aplikované na realné vzorky — mléné vyrobky. Pfi porovnani metod magnetické
separace DNA aplikované na mlécné vyrobky: magneticka separace DNA v prostiedi
reakéniho pufru a magnetickd separace kondenzované DNA v prostiedi PEG a NaCl lze
konstatovat, ze pomoci metody magnetické separace DNA v prostfedi reakéniho pufru
(fosfatovy pufr pH 7,8) byla ziskdna DNA o vyssi koncentraci. Také pii detekci PCR
produktt byly PCR produkty pozitivni u témét vSech vzorkl ziskanych magnetickou separaci
v prostfedi pufru, oproti druhé metod¢ (izolace kondenzované DNA), kde byly detekovany
jen nékteré PCR produkty.

V posledni ¢asti dizertacni prace vénované bioinformatické analyze byly analyzovany
genomy vybranych bakteridlnich druhi vyuzivanych v potravinarstvi. Byl sledovan vyskyt
PQS pfi riznych citlivostech analyzy. Ve vSech genomech byly nalezeny PQS.

Dale byla provedena bioinformatické analyza pifitomnosti 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 tfetina IR zcela postrddala 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 mnohonasobné vyssi oproti obsahu IR
v chromozomech.
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Déle byl sledovan vyskyt IR a kvadruplext uvnitt sekvenci a v okoli anotovanych znakii.
Nejvyssi obohaceni IR bylo zjisténo 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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misc_feature
misc_ RNA
mtDNA
mRNA
mobile element
MSPE

NCBI
ncRNA
PAMAM
PCR

PEG

PGMA
P(HEMA)
P(HEMA-co-EDMA)

P(HEMA-co-GMA)
PMMA

PS

rep_origin
PQS
repeat_region
RNA

rRNA

S. cerevisiae
STS
Supernat.

Taq

tRNA

cytosin

diethylaminoethanol

dynamicky rozptyl svétla
deoxyribonukleova kyselina
ethylendiamintetraoctova kyselina
guanin

Guaninovy kvadruplex
chromozom

iminodioctova kyselina
imunoligické magnetické separace
invertovana repetice
miscellaneous feature
miscellaneous RNA
mitochondrialni DNA

mediatorova RNA

mobilni jednotka

magnetic solid - phase extraction
National center for biotechnology information
nekdodujici RNA

poly(amidoamin)

polymerazova fetézova reakce
poly(ethylenglykol)

poly(glycidyl methakrylat)
poly(2-hydroxyethylmethakrylat)
poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-
ethylenemethakrylat)
poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat)
poly(methylmetakrylat)
polystyren

pocatek replikace

potencialni sekvence kvadruplexii
repetitivni sekvence

ribonukleova kyselina
ribozomalni RNA

Saccharomyces cerevisiae
sequence-tagged site

supernatant

Thermus aquaticus

transferovd RNA
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TEOS tetracthoxysilan
uv ultrafialova oblast
VIS viditelna oblast
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VEDA, VYZKUM

Vysledky

Byly testovany dva prebiotické preparaty Orafti GR a Viva-
star Dietary Fibre s obsahem vldkniny z ceredlii a psylia.

1. Kysany mlécny vyrobek s Orafti GR

Miéko 3,5 % tuku s pridavkem 2 % Orafti GR bylo
vysoce pasterovano (85 °C/ 10 minut) a zaockovano smés-
nou mlékarskou kulturou o slozeni CCDM 144 v davce
1 %, CCDM 151 v davce 0,1 % a CCDM 94 v davce 0,1 %.
Zaockované mléko bylo kultivovano pfi teploté 37 °C po
dobu 15 hodin. Poté zchlazeno na teplotu 4 °C.

Po kultivaci byla stanovena aktivni kyselost a senzorické
vlastnosti kysaného vyrobku panelem 3 hodnotitelt (Tab. €. 3).

Tab. 3 Stanoveni aktivni kyselosti a zhodnoceni senzorickych
vlastnosti kysaného ndpoje s 2 % Orafti GR
Aktivni kyselost (pH) Vzhled a konzistence

42 Hustd aZ viskozni konzistence
bez uvoliiovani syrovatky

Chut a viiné
Lahodnd, miécnd

2. Kysany mlécny vyrobek s Vivastar Dietary Fibre

Miléko 3,5 % tuku bylo vysoce pasterovano (85 °C/10 mi-
nut) a zaockovano smésnou mlékarskou kulturou o sloZeni
CCDM 144 v davce 1 %, CCDM 151 v davece 0,1 %
a CCDM 94 v davce 0,1 %. Mléko bylo kultivovano pfi
teploté 37 °C po dobu 15 hodin. Poté zchlazeno na teplotu
4 °C a byla priddna vlaknina Vivastar Dietary Fibre s ochu-
cenim vanilka v déavce 80 g na 1 1 mléka.

Po kultivaci byla stanovena aktivni kyselost a senzorické
vlastnosti kysaného vyrobku panelem 3 hodnotitelt (Tab. ¢. 4).

Tab. 4 Stanoveni aktivni kyselosti a zhodnoceni
senzorickych viastnosti kysaného napoje
S 8 % Vivastar Dietary Fibre

Vzhled a konzistence

42 Husta aZ viskdzni konzistence
bez uvoliiovani syrovatky

Chut a viiné

Lahodnd,
po ochuceni - vanilka

Aktivni kyselost (pH)

Pokusy bylo zjiSténo, ze kysany mlécny vyrobek s pro-
biotickymi mikroorganismy lze obohatit o prebiotickou
vlakninu bez negativniho vlivu na konzistenci a chut
vyrobku. Mléény vyrobek s Orafti GR je vhodny produkt
pro vydej v Milkbaru i pro skladovani. Kysany mlécny
vyrobek s probiotiky a vlakninou Vivastar Dietary Fibre je
mozno pripravovat pouze jako napoj pro okamzitou konzu-
maci pro pfimy vydej v Milkbaru.

Uvedené vysledky vznikly za podpory TA02011293,
ROO0513.
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JEDNODUCI:IY' POSTUP IZOLACE
DNA Z BUNEK BAKTERII RODU
LACTOBACILLUS

Fri¢ova, M., Cuta, R., Spanovd, A., Rittich, B.
Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka,
Purkyriova 464/118,612 00 Brno

Simply method of DNA isolation from bacterial
cells of genus Lactobacillus

Souhrn

Identifikace bakterialni DNA se sklada z nékolika kroku:
ptiprava DNA ve vhodné kvalité, kterd zahrnuje lyzi buné€k,
extrakci a purifikaci DNA. Poté nasleduje vlastni identi-
fikace bakterii pomoci polymerdzové tetézové reakce
(PCR) a jinych molekularné diagnostickych metod. Pomoci
roztoku praciho prasku (obsahujicich enzymy pro
degradaci bakterialnich bunék) byly pfipraveny hrubé lyza-
ty bunék Lactobacillus plantarum CCM 7039, Lacto-
bacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rhamnosus
CCM 1825 a Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088.
Z hrubych lyzatd bunék byla izolovana DNA za pouziti
metody vysolovani roztokem NaCl. Kvalita DNA a pfitom-
nost cilové DNA byla ovéfena PCR, ve které byly pouzity
primery specifické pro rod Lactobacillus.

Klicova slova: bunécné lyzaty, Lactobacillus, DNA,
polymerazova fetézova reakce (PCR), NaCl

Abstract

Identification of bacterial DNA consists of several steps:
preparation of DNA in a suitable quality. The process
includes cell lysis, extraction and purification of DNA
followed by identification of the bacterial species using
polymerase chain reaction (PCR) and other molecular diag-
nostic methods. Cell lysates of Lactobacillus plantarum
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CCM 7039, Lactobacillus fermentum CCM 7192,
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825, and Lactobacillus
casei subsp. casei CCM 7088 were prepared using washing
powder solutions (containing enzymes for bacterial cell
destruction). DNA was salted out by NaCl solution from
these crude cell lysates. The quality of isolated DNA and
the presence of the target DNA were verified by PCR using
primers specific to the genus Lactobacillus.

Key words: cell lysates, Lactobacillus, DNA, poly-
merase chain reaction (PCR), NaCl

1. Uvod

Nékteré druhy bakterii mlécného kvaseni (BMK) jsou po
staleti pouZivany pfi pfipravé fermentovanych potravin
(mléko a mlééné vyrobky, zelenina, maso) a jsou
povazovany za zcela bezpecné (maji status GRAS -
Generally Recognized As Safe) [1]. Jsou dilezité pro lidské
zdravi, nebot pozitivné ovliviiuji funkci gastrointestindl-
niho traktu [2]. Pro praktické vyuziti je dialezita identi-
fikace druht, tj. jejich pfifazeni do stavajicich taxond.
Moderni bakteridlni taxonomie vyuZiva analyzy makro-
molekul, zejména DNA. V soucasné dobé existuje velké
mnozstvi molekuldrné-biologickych metod, pomoci
kterych je mozno identifikovat cilovy mikroorganismus.
Nejrozsitenéjsi molekularné diagnostickou metodou v la-
boratofich je polymerazova fetézova reakce (PCR), kterd
byla pouzita i pro identifikaci bakterii rodu Lactobacillus
[3-4]. Identifikace bakteridlni DNA se sklada z n€kolika
krokt: lyze bunék, extrakce a purifikace DNA a identi-
fikace bakteridlniho druhu pomoci PCR. Prvnim krokem je
izolace bakteridlni DNA v Cistoté vhodné pro PCR. Nejvice
pouzivanymi postupy izolace DNA jsou fenolova extrakce
[5], chelata¢ni ¢inidla [6], adsorpce na magnetické Castice
[7] a vysolovani [8, 9]. Enzymy pouZivané pro piipravu
hrubych lyzati bakterialnich bunék jsou pomérné drahé
a narocné na skladovani. Tento problém muZe byt vyfeSen
pouZitim alternativni metody - pouZziti pracich praska
obsahujicich enzymy pro degradaci bakteridlnich bunék
s nasledujicim vysolovanim DNA.

Cilem prace bylo ovérit vhodnost pouZiti metody pripravy
hrubych lyzatd bunék rtznych druht rodu Lactobacillus
pusobenim enzymi z praciho prostfedku; z hrubych lyzata
bunék izolovat DNA vysolovanim roztokem NaCl a oveéfit
kvalitu izolované DNA pouzitim v PCR.

2. Material a Metody

2.1. Chemikadlie a bakteridlni kultury

Primery pro PCR byly syntetizovany ve firmé Generi-
Biotech (Hradec Kralové, CR); Tagl a Tag Purple DNA
polymerasy byly od firmy Bio-Tech (Praha, CR). DNA
standard -100 bp Zebficek (1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200 a 100 bp) pro gelovou elek-
troforézu byl z Malamité (Moravské Prusy, CR).
Analyzované kmeny Lactobacillus plantarum CCM 7039,
Lactobacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rham-

nosus CCM 1825, Lactobacillus casei subsp. casei CCM
7088. byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM
Brno, CR). Ostatni chemikalie byly istoty p.a. a pochaze-
ly z béZnych komerc¢nich zdrojt. Pro lyzi bunék byl pouzit
roztok praciho prasku Persil zakoupeného v komeréni siti.

2.2. Zarizeni

Byly pouzity nasledujici pfistroje a pomticky: programo-
vatelny cyklator PTC-100 (MJ Research, Watertown,
USA), vana pro horizontélni agarosovou gelovou elektro-
forézu (Bio-Rad, USA), UltraLum EB-20E UV transillu-
minator (Paramount, USA), UV/Vis NanoPhotometer
(Implen, Némecko).

2.3. Metody

Jeden ml prfes noc narostlé bunécné suspenze byl cen-
trifugovan pfi 15 000 g a pelet byl resuspendovan v 1 000 pl
roztoku A (10 mM Tris-HCI, pH 7.8; 5 mM EDTA, pH
8.,0). Po dalsi centrifugaci (14 000 ot/min) byl pelet resus-
pendovan v 500 pl 4% roztoku praciho prasku a inkubovan
pii 55 °C pres noc s cilem pfipravit hrubé lyzaty bunck.
K 500 pl hrubého lyzatu (HL) byl pridan definovany objem
5,5 M NaCl a sterilni destilované vody do objemu 1 ml
(Tabulka 1). Smés byla promichdvana 10 minut, centrifu-
govana pii 14 000 otackach po dobu 15 minut a odebran
supernatant. K 50 pl supernatantu bylo pfiddano takové
mnozstvi sterilni destilované vody, aby vysledna koncen-
trace NaCl byla asi 0,3 M, a 2,5 objemu ethanolu. DNA
byla sraZzena 15-30 minut pfi -20 °C a byla centrifugovana
15 minut pfi 14 000 otickach. Sediment byl vysusSen
v exikatoru a resuspendovan v 120 pl TE pufru. Kvalita
a pritomnost cilové DNA byla ovéfena pomoci PCR, ve
které byly pouzity primery specifické pro rod Lactobacillus
LBLMA 1-rev (5'- CTC AAAACT AAA CAA AGT TTC -
3') aR16-1 (5'- CTT GTACAC ACC GCC CGT CA - 3).
[3]. Velikost produktu PCR byla asi 250 bp. Pfi amplifikaci
byla pouZita smés o nasledujicim sloZeni: PCR voda- 19 pl,
10x reakéni pufr kompletni (10x) 2,5 pl; dNTP smés
(10 mM) 0,5 pl; primer LBLMA 1-rev (10 pmol/ul) 0,5 ul
a primer R16-1 (10 pmol/ul) 0,5 pl; 7ag DNA polymerasa
1.1 (1 U/ul) 1 ul a DNA matrice 1 pl. Celkovy objem PCR
smési byl 25 pl. Podminky amplifikace byly nasledujici:
denaturace DNA 94 °C/60 s, hybridizace primert 55 °C/60 s
a syntéza komplementarniho fetézce 72 °C/120 s. Pred
prvnim cyklem byla smés zahfivana pri 94 °C/5min;
v poslednim cyklu byla syntéza fetézce pii 72 °C prodlou-
Zena na 7 min. Produkty PCR byly detegoviny pomoci

Tab. 1 Izolace DNA z hrubych lyzatd (HL) bunék
vysolovanim s pouZzitim roztoku chloridu sodného

Postup HL 5,5 M NaCl H20 Koncentrace NaCl
) ()
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

v
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Obr. 1 Agarosovd elektroforéza produkti PCR

jako vhodna pro lyzi bunék rodu

1 234567891011121314151617181920 21 22

Lactobacillus. Rozdily v intenzité produk-

2324 25| 4 PCR ziskanych po amplifikaci DNA

izolované vysolovanim stejnou koncen-
traci NaCl mohou odrdZet rozdily v lyzi
bunék pracim praskem. Tyto rozdily
mohou byt zptsobeny rozdily ve slozZeni
bunéénych stén testovanych druhu.
Vysledky dosazené uvedenymi postupy
jsou srovnatelné s vysledky metod izolace
DNA magnetickymi nosi¢i ¢i fenolovou
extrakci, pfi nichZ se pfi pfipravé hrubych
lyzatd bunék pouZzivaji purifikované
enzymy. Vyhodou této metody je skutec-
nost, Ze se nemusi pracovat s organickymi

Podminky: 1,8 % agarosovy gel, TBE pufr (45 mM kyselina boritd, 45 mM Tris-bézse, 1 mM EDTA (pH 8,0)).

toxickymi latkami.

Behy: 1 - 4: postup 1; 5 - 8: postup 2; 9, 11-13: postup 3; 4 - 17: postup 4; 18 - 21: postup 5; 10, 22: DNA
standard (100 bp Zebricek); 23: pozitivni kontrola; 25: negativni kontrola; druhy v poradi: Lactobacillus plantarum

CCM 7039, Lactobacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 a Lactobacillus casei subsp.

casei CCM 7088.

agarosové gelové elektroforézy na 1,8 % agarosovém gelu
v TBE pufru (45 mM kyselina borita, 45 mM Tris-baze,
1 mM EDTA, pH 8,0). DNA v gelu byla nabarvena pomoci
ethidium bromidu (0,5 pg/ml), gel byl oplachnut ve vodé
a fotografovan v UV svétle (305 nm). Jako DNA standard
byl pouZzit 100 bp Zebficek. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA (koncentrace 10 ng/ul) izolovana fenolovou
extrakci [5] z Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088.
Jako negativni kontrola byla pouzita smés PCR bez DNA.

3. Vysledky a diskuse

Byla optimalizovana metoda pfipravy hrubych lyzata
bunék z riznych druhti rodu Lactobacillus s naslednou izo-
laci DNA vysolovanim. K lyzi bunék byl pouZzit 4% roztok
praciho prasku. Pri izolaci DNA byly testovany ruzné
koncentrace NaCl (0,55 - 2,75 M) (Tabulka 1). Amplifi-
kovatelnost takto izolované DNA byla ovéfena pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR) s pouZitim primerd
specifickych pro rod Lactobcillus. Vysledky agarosové
gelové elektroforézy produkti PCR jsou uvedeny na
Obr. 1. Z Obr. 1 je patrné, Ze byla prokazana pritomnost
produktt PCR, to znamena Ze byla ziskana amplifikovatel-
nd DNA (dostatecné mnozstvi DNA o vhodné kvalité).
Jako nejvhodnéjsi koncentrace NaCl pro izolaci DNA byla
zjiSténa koncentrace 1,65 M a 2,2 M (postupy 3 a 4 - viz.
Tabulka 1). V téchto pfipadech byly po amplifikaci DNA
izolované ze vSech testovanych bakterialnich druhd dete-
govany specifické produkty PCR (Obr. 1, béh €. 11-17). Pri
pouziti niz§ich koncentraci NaCl (0,55 a 1,10 M) byly dete-
govany produkty PCR niZsi intenzity (Obr. 1, béh €. 1-9).
Postup 5 s 2,75 M NaCl byl vyhodnocen jako nejméné
ucinny, protoZe po amplifikaci DNA produkty PCR nebyly
detegovany (Obr. 1, béh €. 18 az 21).

Z vysledkt vyplyva, Ze pro lyzi bakteridlnich bunék lze
pouzit roztok praciho prasku. Metoda izolace DNA z lyza-
tu bun¢k vysolovanim roztokem chloridu sodného se jevi

4. Zavér

Z hrubych lyzatd bunék rdznych druht
rodu Lactobacillus pripravenych lyzi pracim praskem lze
vysolovanim izolovat DNA amplifikovatelnou v PCR.
Metoda je jednoducha, rychla a levnd, vhodna zejména pro
izolaci bakteridlni DNA z velkého mnoZzstvi vzorku v kva-
lit¢ dostatecné pro PCR .
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Abstract: The role of local DNA structures in the regulation of basic cellular processes is an emerging
field of research. Amongst local non-B DNA structures, the significance of G-quadruplexes was
demonstrated in the last decade, and their presence and functional relevance has been demonstrated
in many genomes, including humans. In this study, we analyzed the presence and locations
of G-quadruplex-forming sequences by G4Hunter in all complete bacterial genomes available in
the NCBI database. G-quadruplex-forming sequences were identified in all species, however the
frequency differed significantly across evolutionary groups. The highest frequency of G-quadruplex
forming sequences was detected in the subgroup Deinococcus-Thermus, and the lowest frequency in
Thermotogae. G-quadruplex forming sequences are non-randomly distributed and are favored in
various evolutionary groups. G-quadruplex-forming sequences are enriched in ncRNA segments
followed by mRNAs. Analyses of surrounding sequences showed G-quadruplex-forming sequences
around tRNA and regulatory sequences. These data point to the unique and non-random localization
of G-quadruplex-forming sequences in bacterial genomes.

Keywords: G-quadruplex; bacteria; bioinformatics; deinococcus; G4Hunter

1. Introduction

The discovery of the B-DNA structure by Crick and Watson started a rapid growth in genetic and
molecular biology research [1]. However, it is now clear that, apart from this well-known double helical
DNA structure, other forms of secondary structure participate in various basic processes [2]. The
presence of various local DNA structures including cruciforms [3], quadruplexes [4] and triplexes [5]
has been demonstrated by various methodological approaches. For example, G-quadruplexes (G4)
were studied by crystallography as far back as 1962 [6]. G4s are secondary structures formed by
guanine rich sequences which are widespread in DNA and RNA [4]. The building block for a G4 is a
guanine quartet formed by G:G Hoogsteen base pairs (Figure 1). G4 formation requires the presence of
monovalent cations such as Na* and K* [7]. Formation of this structure regulates various processes
including gene expression [8], protein translation [9] and proteolysis pathways [10] in both prokaryotes
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and eukaryotes. In human, G4s are formed in various regions including sub-telomeres, gene bodies and
gene regulatory regions [11] and in telomere regions to suppress degradation and maintain genomic
stability [12]. Formation of G4s in this region decreases telomerase activity and decreases the chances
of cancer development [13,14]. In addition, the proto-oncogene MYC is bound by nucleolin in its
hypersensitive region III and enhances G4 folding and suppresses MYC transcription [15]. Therefore,
it has been suggested that anticancer therapy will be possible by targeting G4s [16-18]. Moreover,
it has been demonstrated that G4-stabilizing ligands modulate gene transcription [11]. It is already
known that clusters of G4-forming sequences induce gene expression and that they are distributed
near promoters and 5'UTRs. Replication-dependent DNA damage evidenced by G4 ligands have also
been discovered in tumor suppressor genes and oncogenes [19]. Another potential therapeutic option
is to target G4-binding proteins. Many proteins are known to bind to G4s, including some proteins
important in cancer [20,21]. Moreover, novel G4 binding proteins have been suggested, sharing the
NIQI amino acid motif (RGRGR GRGGG SGGSG GRGRG) [22].

A) B)

H{
R
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Figure 1. G-quadruplexes: (A) guanine tetrad stabilized by Hoogsten base pairing and positively
charged central ion; (B) schematic drawing of intramolecular G4 structure arising from double stranded
DNA; (C) G4Hunter, a new user-friendly web server for high throughput analyses of G4-forming
sequences in DNA; and (D) 3D model of intramolecular antiparallel G4 formed from the sequence
(5’-GGGGTGTGGGGTGT GGGGTGTGGGGTGT-3’) found in Microcystis aeruginosa built using 3D-NuS
webserver [23].

Due to the roles of G4s in regulating basic cellular processes, it is essential to identify the location
of G4s in genomes. Several algorithms for detecting expected matching patterns for G4 formation
are already described. The first algorithm [GhNmGnNoGnNpGn] was created by Balasubramanian
and colleagues [24] and the second algorithm considering occurrence of repeating unit G, (n > 2) was
created by the group of Maizels [25]. Nevertheless, these algorithms only produce binary (yes/no;
match/no match) results, rather than the quantitative analyses that are mandatory for correlation with
quadruplex strength metrics. G4Hunter was developed to overcome this limitation, in which G4
propensity is calculated depending on G richness and G skewness [26].
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Bacterial genetic material is stored mostly in circular chromosomes and plasmids [27]. It was
demonstrated that secondary structures in bacterial genomes are responsible for genomic stability [28].
In addition, G4 structures are more stable than double stranded DNA due to slower unfolding
kinetics [29]. Nevertheless, fewer studies on role of G4 in bacterial survival and virulence have been
carried out [30]. A comparative functional analysis by Pooja et al. revealed that open reading frame
(ORF) formulated amino acids biosynthesis and signal transduction are restrained by/controlled by G4
DNA in prokaryotes [31]. There are have been many reports on the role of G4s in eukaryotes over
many years [32], although advances in prokaryotic G4s are not fully elucidated [33].

The formation of an intramolecular G4 requires the presence of a loop sequence between
the G-tracts [34] and the density of G4 therefore broadly correlates with GC content. The GC
content in bacterial genomes varies remarkably, from 17% to 75% [35]. It was demonstrated that
G4 forming sequences are enriched and biased around transcription start sites of genes in the
order Deinococcales [36]. Another function of G-tracts is in sustaining and maintaining duplex
stability at higher temperatures in thermophiles; for example, Thermus aquaticus has a GC content of
68% [37]. Interestingly, the soil bacterium Paracoccus denitrificans contains 494 G4-forming sequences,
which play roles in digestion of NOj3- through G4 formation upstream of NasT [38]. The presence
of G4-forming motifs in genes hsdS, recD, and pmrA of Streptococcus pneumoniae participate in
host-pathogen interactions [30]. Such observations show the significance role of G4 in bacteria
and also in eukaryotic cell organelles such as chloroplasts and mitochondria with circular DNAs that
originated from prokaryotic organisms. Several papers show the importance of local DNA structures
in mitochondrial DNA including G4 using G4Hunter [26] and inverted repeats [39] using palindrome
analyzer [40]. Similarly, cruciforms exist in various regulatory regions in chloroplast DNA [41].

The presence of G4 in bacteria remains poorly understood. In our study, we comprehensively
analyzed the presence and locations of G4 in 1627 bacterial genomes using G4Hunter. These data bring
more information about evolutionary changes of G4 frequency between phyla and provide evidence
for the importance of G4 in prokaryotes.

2. Results

2.1. Variation in Frequency for G4-forming Sequences in Bacteria

We analyzed the occurrence of putative G4 sequences (PQS) by G4Hunter in all 1627 known
bacterial genomes. The length of bacterial genomes in the dataset varies from 298 kbp to 20.20 Mbp.
The GC content average is 50.44%, with minimum 20.2% for Buchnera aphidicola (Gammaproteobacteria)
and maximum 74.7% for Corynebacterium sphenisci (Actinobacteria). Using standard values for
G4Hunter algorithm—window size 25 and G4Hunter score above 1.2—we found 9,202,364 PQS in all
1547 bacteria with 1627 genomes (some bacteria have two genomes). The most abundant PQS are those
with G4Hunter scores of 1.2-1.4 (97.9% of all PQS), much less abundant are PQS with G4Hunter scores
1.4-1.6 (1.96% of all PQS), followed by 1.6-1.8 (0.128% of all PQS) and 1.8-2.0 (0.0056% of all PQS)
and the lowest number of PQS is above G4Hunter score 2 (0.0009% of all PQS). In general, a higher
G4Hunter score means a higher probability of G4s forming inside the PQS [26]. A summary of all PQS
found in ranges of G4Hunter score intervals and precomputed PQS frequencies per 1000 bp is shown
in Table 1.

According to NCBI taxonomy classification, the fully sequenced organisms of Bacteria domain are
divided into 18 groups (6 with 10 or more sequenced genomes) and 39 subgroups (14 with 10 or more
sequenced genomes), as shown in the phylogenetic tree (Figure 2). For statistical analyses, we used
only groups with 10 or more sequenced genomes (highlighted by colors).

The number of all analyzed sequences in individual phylogenetic categories, together with median
genome length, shortest genome, longest genome, mean, minimal and maximal observed frequency
of PQS per 1000 bp and total PQS counts are shown in Table 2. Five subgroups (Actinobacteria,
Chloroflexi, Deinococcus-Thermus, Alphaproteobacteria and Betaproteobacteria) show >60% GC
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content. On the other side, three subgroups (Spirochaetia, Thermotogae and Tenericutes) show < 40%
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Figure 2. Phylogenetic tree of inspected Bacterial Groups and Subgroups.
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Table 1. Total number of PQS and their resulting frequencies per 1000 bp in all 1547 representative

bacteria, grouped by G4Hunter score. Frequency was computed by using total number of PQS in each

category divided by total length of all analyzed sequences and multiplied by 1000.

Interval of G4Hunter Score ~ Number of PQS in Dataset PQS Frequency per 1000 bp
1.2-14 9,009,593 1.315033
1.4-1.6 180,395 0.025058
1.6-1.8 11,779 0.00155
1.8-2.0 511 0.000055
2.0-more 86 0.000009

Table 2. Genomic sequences sizes, PQS frequencies and total counts. Seq (total number of sequences),

Median (median length of sequences), Short (shortest sequence), Long (longest sequence), GC %

(average GC content), PQS (total number of predicted PQS), Mean f (mean frequency of predicted
PQS per 1000 bp), Min f (lowest frequency of predicted PQS per 1000 bp), Max f (highest frequency of
predicted PQS per 1000 bp). Colors correspond to phylogenetic tree depiction.

Domain Seq Median Short Long GC% PQS Meanf Minf Maxf
Bacteria 1627 3,307,820 83,026 13,033,779  50.6 9,202,364  1.342 0.013 14213
Group Seq Median Short Long GC% PQS Meanf Minf Maxf
Spirochaetes 38 2,646,038 277,655 4,653,970 39.7 87,109 0.809 0.079  6.668
Thermotogae 16 2,150,379 1,884,562 2,974,229 39.1 13,617 0.395 0.149 0812
PVC group 28 2,917,407 1,041,170 9,629,675 50.7 198,358 1.646 0.388  4.802
FCB group 117 3,914,632 605,745 9,127,347 423 302,949 0.608 0.013  2.746
Terrabacteria 659 3,018,755 91,776 11,936,683  50.4 4,766,517  1.601 0.016  14.213
Proteobacteria 724 3,551,512 83,026 13,033,779 534 3,688,101 1.276 0.025  5.507
Other 45 2,157,835 1,012,010 6,237,577 44.3 145,713 1.103 0.062  5.855
Subgroup Seq Median Short Long GC% PQS Meanf Minf Maxf
Spirochaetia 38 2,646,038 277,655 4,653,970 39.7 87,109 0.809 0.079  6.668
Thermotogae 16 2,150,379 1,884,562 2,974,229 39.1 13617 0.395 0.149  0.812
Chlamydiae 12 1,168,953 1,041,170 3,072,383 40.3 12453 0.646 0.388  0.957
Bacteroidetes/Chlorobi 114 3,878,527 605,745 9,127,347 41.9 282,516 0.585 0.013  2.746
Cyanobacteria/Melaine 29 5315554 1,657,990 9,673,108 42.6 193,894 1.247 0.201  6.004
Chloroflexi 12 2,333,610 1252731 5,723,298 60 62,688 1.89 1223  3.222
Tenericutes 52 981,001 564,395 1,877,792 28 6460 0.136 0.016  0.834
Actinobacteria 246 3,960,961 775354 11,936,683 662 3,590,884  2.821 0.143  8.556
Deinococcus-Thermus 18 2,895,913 2,035,182 3,881,839 66.8 311,949 6.626 1.885 14.213
Firmicutes 298 2,835,823 91,776 8,739,048 40.8 579,740 0.56 0.064  6.587
delta/epsilon subdiv. 92 3,136,746 1,457,619 13,033,779 50 807,281 1.681 0.034 5282
Betaproteobacteria 110 3,763,620 820,037 6,987,670 60.6 585,984 1.306 0.195  4.007
Alphaproteobacteria 213 3,424,964 83,026 9,207,384 61.5 126,134 1.764 0.051  5.507
Gammaproteobacteria 302 3,777,066 298,471 7,783,862 48.8 31,686 0.799 0.025 4.264
other 75 2,406,157 1,012,010 9,629,675 484 432,683 1.406 0.0616  5.855

Mean frequency for all bacterial genomes was 1.342 PQS per 1000 bp. The lowest mean frequency
is for Thermotogae (0.395) and the highest for the PVC group (1.646), followed by Terrabacteria (1.601).
On the subgroup level, the lowest mean frequency was found in Tenericutes (0.136) and the highest in
Deinococcus-Thermus (6.626), followed by Actinobacteria (2.821). The very highest PQS frequency of
14.213 PQS/kbp was found in Thermus oshimai JL-2 (subgroup Deinococcus-Thermus) and the lowest
frequency (0.013 PQS/kbp) in Lacinutrix venerupis (subgroup Bacteroidetes/Chlorobi) containing only
40 PQS in its 31,923,99 bp genome (0.0125 PQS/kbp). Detailed statistical inter group and inter subgroup
comparisons are depicted in Supplementary Material S5 (SM_05).

Detailed statistical characteristics for PQS frequencies (including mean, variance, and outliers) are
depicted in boxplots for all inspected subgroups (Figure 3).
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Figure 3. Frequencies of PQS in subgroups of the analyzed bacterial genomes. Data within boxes span
the interquartile range and whiskers show the lowest and highest values within 1.5 interquartile range.

Black diamonds denote outliers.

We visualized the relationship between %GC content in genomes with the frequency of PQS
(Figure 4). In general, PQS frequencies usually correlate with GC content, however there are many
exceptions to this rule. Organisms with high PQS frequencies relative to their GC content (over 50% of

the maximal observed PQS frequency, Figure 4) are highlighted in color; the whole figure is separated

into smaller segments according to inspected G4Hunter score intervals. Nearly all of the 10 outliers
belong to the group Terrabacteria, except Spirochaeta thermophila DSM 6578 (group Spirochaetes).

From the Terrabacteria group, six outliers belong to the small subgroup Deinococcus-Thermus
(Thermus oshimai JL-2, Thermus brockianus, Thermus aquaticus YSIMC23, Thermus scotoductus SA-01,
Marinithermus hydrothermalis DSM 14884, and Deinococcus puniceus), two outliers belong to the subgroup

Actinobacteria (Verrucosispora maris AB-18-032 and Rubrobacter xylanophilus DSM 9941) and one outlier

comes from the subgroup Cynobacteria/Melainabacteria (Microcystis aeruginosa NIES-843).
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Figure 4. Relationship between observed frequency of PQS per 1000 bp and GC content in all analyzed
prokaryotic sequences in various G4 Hunter score intervals. In each G4Hunter score interval miniplot,
frequencies were normalized according to the highest observed frequency of PQS. Organisms with
max. frequency per 1000 bp greater than 50% are described and highlighted in color.

2.2. Localization of PQS in Genomes

To evaluate the position of PQS in bacterial genomes, we downloaded the described “features”
of all bacterial genomes and analyzed the presence of all PQS in each annotated sequences and its
close proximity (100 bp before and after feature annotation). PQS frequencies around annotated
genome sites are shown in Figure 5. The highest PQS frequencies are before and after transfer RNA
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(tRNA), then inside transfer-messenger RNA (tmRNA) and inside ribosomal (rRNA). The lowest PQS
frequencies were noticed before and after sequence-tagged sites (STS), then after and before rRNA and
after miscellaneous features. If we consider only “inside” regions of inspected features, the differences
between features are much smaller than within “before” and “after” regions.
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g 5 m All inside
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o
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g
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Figure 5. Differences in PQS frequency by DNA locus. The chart shows PQS frequencies according to
“gene” annotation and other annotated locations from the NCBI database. We analyzed the frequencies
of all PQS within (inside), before (100 bp) and after (100 bp) annotated locations.

As shown in Figure 5, there is no straight pattern in PQS occurrence in all annotated sequences
but, in some groups, there are certain PQS distributions. For example, inside rRNA, tmRNA, ncRNA,
misc_features, genes and repeat regions, there is higher amount of PQS in annotated sequences,
but these PQS are not frequently present in DNA situated before and after these annotated sequences.
In contrast, there is almost the same distribution of PQS before, inside and after annotated sequences
in tRNA and regulatory groups.

3. Discussion

It has been demonstrated that G4s could be used as targets for therapy [42]. G4 ligands are
suggested as a target in cancer [43] and show antiparasitic activity for Trypanosoma brucei binding to a
G4 structure [44]. Therefore, it has been proposed that G4 sequences in bacterial genomes represent
novel and promising targets for antimicrobial therapy [33], and dinuclear polypyridylruthenium(II)
complexes are active against drug-resistant bacteria including Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
and Vancomycin-resistant Enterococcus [45,46]. Dinuclear ruthenium complexes are relatively
well-characterized G4 DNA binding agents [47-49]. Interestingly, we found large numbers of PQS with
G4Hunter scores greater than 1.8 in the cyanobacterium Microcystis aeruginosa. Microcystis aeruginosa is
a ubiquitous cyanobacterium living in eutrophic fresh water, which produces harmful hepatotoxins
and neurotoxins, and can cause economic loss and damage to the ecosystem [50]. Our analysis
indicates that this organism contains unusual and perfectly repeated PQSs (for example, DNA repeat
of (GGGGTGT)sg). Therefore, we hypothesize that this organism could be very sensitive to treatment
with specific G4 binding compounds to inhibit its growth, as a possible alternative to commonly used
algicides (the human genome does not contain these GGGGTGT repetitions). On the other hand, the
lowest mean frequency of PQS was found in Terrabacteria subgroup Tenericutes (0.136 PQS/kbp) with
the lowest average GC content (28%). The subgroup Tenericutes includes the genus Mycoplasma with
many pathogens of clinical importance. On the other hand, a G4 was found in the promoter region
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of Mycobacterium tuberculosis and G4 ligands inhibited M. tuberculosis growth in the low micromolar
range [51]. Therefore, the presence of a G4 could be important not only in antiviral [42,52] but also in
antibacterial therapy. According to a recent study by Ding et al., eukaryotic organisms have similar
PQS frequencies of 0.3 PQS per 1000 bp, whereas prokaryote frequencies are more diverse [36]. Based
on our analysis, prokaryote PQS frequencies span a range of 0.013 (Lacinutrix venerupis) to 14.213
(Thermus oshimai JL-2) PQS per 1000 bp. A similar observation was shown by Quadparser algorithm
and leads to the hypothesis that thermophilic organisms are enriched with PSQs due to their living at
high temperatures [36]. However, similar enrichment has been demonstrated also for organisms with
resistance to other stress factors such as radioresistance [53,54], thus the direct correlation between
temperature and G4 presence is not supported by these finding. Validation of the G4Hunter score
was made based on biophysical measurements at room temperature [26], therefore the number of G4
sequences in thermophiles could be overestimated, especially for those sequences with G4Hunter scores
close to 1.2. Moreover, the mostly thermophilic and hyperthermophilic bacteria in phylum Thermotogae
strains has one of the lowest PSQ frequencies. Thus, it seems that Gram-negative thermophilic bacteria
evolved according to G4 structures in a completely different way than Gram-positive thermophilic
bacteria, and that correlation among thermophiles and G4s depends on the phylum. Contrary to the
enrichment of PQS near transcriptional start sites (TSS), 5’-3'UTR sequences and coding regions in
eukaryotes [36], our analyses showed the highest PQS frequencies inside tmRNA, ncRNA and rRNA
regions in prokaryotes (Figure 5). tmRNAs play a key role in the so-called ribosome rescue process,
if ribosomes cannot finish translation, e.g. due to lost stop codon in translated mRNA. The physiological
role of ncRNAs in prokaryotes is not fully elucidated, although they are considered to be important
regulators of pathogenic processes by controlling virulence gene expression in Staphylococcus aureus and
Vibrio cholerae [55]. The comparison of PQS frequencies between different studies could be complicated
due to various PQS thresholds and algorithms. In our study, we used the state-of-the-art algorithm,
G4Hunter, developed by Mergny and colleagues. This algorithm takes into account G-richness and
G-skewness and has been experimentally validated [26]. Moreover, the current G4Hunter web version
allows easy analyses of multiple genomes [56] and our comprehensive analysis showed the broad
variations of PQS frequencies and their locations in bacterial genomes.

4. Methods

4.1. Selection of DNA Sequences

The set of all complete bacterial genomic DNA sequences was downloaded from the Genome
database of the National Center for Biotechnology Information [57]. We used for our analyses
only completely assembly level and we have selected one genome (representative) for each species
(Supplementary Material S1 (SM_01)) to avoid non-complete sequences and duplications. In total,
we analyzed the presence of G4 sequences in 1627 genomes from the domain Bacteria, representing
5886 Mbp.

4.2. Process of Analysis

We used the computational core of our DNA analyzer software written in Java [40]. For these
analyses, we used the G4Hunter algorithm implementation [56]. Parameters for G4Hunter was set to
“25” for window size and G4 score above 1.2. An example of a putative G4 sequence found using such
search criteria is provided in Supplementary Material S2 (SM_02). The overall results for each species
group contained a list of species with size of genomic DNA and number of putative G4 sequences
found (Supplementary Material S3 (SM_03)). These data were processed by Python jupyter using
Pandas (contains statistical tools). Graphs were generated from the Pandas tables using “seaborn”
graphical library.
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4.3. Analysis of Putative G4 Sequences Around Annotated NCBI Features

We downloaded the feature tables from the NCBI database along with the genomic DNA sequences.
Feature tables contain annotations of known features found in the DNA sequence. We analyzed the
occurrence of G4-forming sequences inside and around (before and after) recorded features. Features
were grouped by the name stated in the feature table file. From this analysis, we obtained a file with
feature names and numbers of putative G4 forming sequences found inside and around features for
each group of species analyzed. Search for putative G4 forming sequences took place in a predefined
feature neighborhood (we used +100 bp—this figure is important for calculation of putative G4-forming
sequence frequencies in feature neighborhoods) and inside feature boundaries. We calculated the
amount of all predicted putative G4-forming sequences in regions before, inside and after features.
An example of categorizing a putative G4-forming sequence according to its overlap with a feature
or feature’s neighborhood is shown in Supplementary Material S2 (SM_02). Further processing was
performed in Microsoft Excel and the data are available as Supplementary Material S4 (SM_04).

4.4. Phylogenetic Tree Construction

Exact taxid IDs of all analyzed groups were obtained from Taxonomy Browser via NCBI Taxonomy
Database [58], downloaded to phyloT: a tree generator (http://phylot.biobyte.de) and a phylogenetic
tree was constructed using function “Visualize in iTOL” in Interactive Tree of Life environment [59].
The resulting tree is shown in Figure 2.

4.5. Statistical Analysis

Statistical evaluations of differences in G4-forming sequences in phylogenetic groups were made
by Kruskal-Wallis test in STATISTICA, with p-value cut-off 0.05; data are available in Supplementary
Material S5 (SM_05).

5. Conclusions

In this research, we analyzed the presence of PQS in bacterial genomes. PQS were identified in all
species, but the number of PQS differ remarkably among individual subgroups, showing evolutionary
adaptations connected with G4. While the highest frequency of PQS was detected in Gram-positive
extremophiles Deinococcus-Thermus subgroup, the lowest PQS frequency was found in Gram-negative
thermophilic bacteria in Bacteroidetes/Chlorobi subgroup. Thus, it seems that evolution of these
subgroups was driven by different strategies. PQS are enriched in ncRNA segments followed by
mRNAs; analyses of surrounding sequences showed PQS enrichment also around tRNA and regulatory
sequences. These data point to the unique and non-random localization of PQS in bacterial genomes.

Supplementary Materials: The supplementary material are available online. Supplementary Material S1
(SM_01): The accession codes and phylogenetic classification of all 1627 representative prokaryotic complete
genomic DNA sequences, Supplementary Material S2 (SM_02): Example putative G4 sequence and predefined
feature neighborhood, Supplementary Material S3 (SM_03): Overall results of PQS frequencies found in
each analyzed genomic sequence (group or subgroup) together with GC content, sequence length and other
parameters, Supplementary Material S4 (SM_04): Detailed results of PQS occurrence around defined genomic
features, Supplementary Material S5 (SM_05): Statistical evaluations of differences in G4-forming sequences in
phylogenetic groups
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Highlights:

e IRs and G-quadruplex (G4) forming sequences were quantified
in the S. cerevisiae nuclear and mitochondrial genome

» Sequences were analysed by Palindrome Analyser and G4Hunter tools

* Both IRs and G4s show non-random localizations within the nuclear
and mitochondrial sequences

* |IRs are most enriched in centromeres and rDNA/rRNA regions. G4s are
particularly enriched in telomeres and surrounding tRNAs.



Abstract

The importance of DNA structure in the regulation of basic cellular processes
is an emerging field of research. Amongst local non-B DNA structures, inverted
repeat (IR) sequences that form cruciforms and G-rich sequences that form
G-quadruplexes (G4) are found in many/all prokaryotic and eukaryotic organisms
and are targets for regulatory proteins. In this paper, we analyzed IRs and G4
sequences in the nuclear and mitochondrial genomes of the most important
biotechnology microorganism, S. cerevisiae, which is a simple and effective model
organism for understanding cellular and molecular processes in eukaryotes. IR
and G4-prone sequences are enriched in specific locations in the genome and differ
markedly between mitochondrial and nuclear DNA. While G4s are overrepresented
in telomeres and regions surrounding tRNAs, IRs are most enriched in centromeres,
rDNA and replication origins, but are also enriched surrounding tRNAs. Mitochondrial
DNA is enriched in both IR and G4-prone sequences relative to the nuclear genome.
This extensive analysis of local DNA structures adds to the emerging picture of their
importance in genome maintenance, DNA replication and transcription of subset
of genes.



Introduction

DNA primarily exists as a double helix [1]. However, it has been demonstrated
that DNA can form local non-B DNA structures including cruciforms [2], triplexes [3]
and G-quadruplexes (G4s) [4], which regulate important biological processes [5]
including transcriptional activation, telomere maintenance and immune response [6].
Formation of these structures is induced by negative supercoiling of DNA, which
induces local nucleotide sequence-dependent conformational changes [7],
and/or by protein binding [8]. The genomes and transcriptomes of various organisms,
including model organisms E. coli[9] and S. cerevisiae [10], and of humans cells [11],
contain numerous inverted repeats (IRs) and G-rich sequences. Local DNA
structures are formed in the presence of sequence motifs, among the most studied
structures are cruciforms (Figure 1A) that can form from an IR, and G4s that form
in G-rich sequences where guanines are presented in specific G-tracts (Figure 1B).
The formation of cruciforms is mainly dependent on base sequence and requires
perfect or imperfect IRs of 6 or more nucleotides [12,13]. IRs involved in regulatory
functions have been evolutionarily conserved, on the other hand, long IRs could be
a source of genetic instability [14,15]. Importantly, IRs are often found in close
vicinity to polyadenylation (poly(A)) sites [16], replication sites and transcription start
sites [2]. G4s are stabilized by potassium or sodium ions and can assume various
conformations involving one, two or four DNA molecules [17,18]. G4 sequences are
found in telomeres, promoters and other biologically important regions of mammalian
genomes [19,20] and are formed by G:G Hoogsteen base pairing [21]. Clusters
of G4-forming sequences induce gene expression and are found in regulatory
regions of oncogenes [22]. Knowledge of IR and potential quadruplex-forming
sequences (PQS) is therefore important for understanding their roles in DNA

maintenance and regulation.



Previous studies have shown significant enrichment of IRs in the S. cerevisiae
genome by IRFinder [23], as well as enrichment of PQS and their functional
relevance with transcription [10]. The importance of these local DNA structures is
supported also by observations that several S. cerevisiae proteins such as Rapip,
Hop1p, Mre11p and Sep1p interact with G4s [24], in agreement with recent studies
showing the importance of G4-binding proteins in humans [25-27]. S. cerevisiae,
as a model eukaryotic organism, offers several genetic systems that facilitate
exploration of the in vivo functions of local DNA structures. For example, the 3' ends
of most eukaryotic telomeres terminate in a G-rich single stranded overhang with
high G4-forming potential [28] and the telomere repeat DNA in S. cerevisiae is
formed by the consensus sequence 5'-[(TG)os TGGGTGTG(G)]»-3' [29], which has
been shown to form a G4 structure [30]. In addition to telomeres, numerous
sequences have the potential to form intramolecular G4s. For examples, promoter
regions [31], ribosomal DNA [32], minisatellites [33] and the immunoglobulin (Ig)
heavy chain genes [34]. Knowledge of the presence and localization of local DNA
structures in S. cerevisiae is therefore important for their effective usage as a tool for
functional studies.

Here, we analyzed for the first time differences in IR and PQS localization
in the S. cerevisiae nuclear and mitochondrial genomes using the new tools
Palindrome analyser and G4Hunter web server. Our results show the presence,
frequency and localization of these sequence motifs and their dissimilar localizations,
suggesting their distinct functional roles in the genome.

Results

The fully sequenced genome of S. cerevisiae in the NCBI database consists
of 16 chromosomes and one mtDNA. S. cerevisiae chromosomes vary from 230 kbp
for chromosome | to 1.53 Mbp for chromosome 1V and mtDNA is 85.78 kbp in length
(NCBI IDs are provided in Supplementary material 1).



Analysis of IRs

We analyzed the S. cerevisiae genome for the presence of IRs of length 10-
30, spacer size 0—10 bp and 0 or 1 mismatch. In total, we identified 8951 IRs
in 12157105 bp (overall IR frequency = 0.74 IR/kbp). The overall number of IRs and
the longest IR found in each chromosome and mtDNA of S. cerevisiae are shown
in Table 1. While the frequency of IRs in chromosomal DNA varied from 0.42 to 0.83
IRs per kbp (mean = 0.56 IR/kbp), the frequency of IRs in mtDNA is 45-times higher
at 25.02 IR/kbp. Shapiro-Wilk test of IR frequencies in chromosomal DNAs shows
that these data are not normally distributed: W = 0.86912, p-value = 0.02637,
and Wilcoxon signed rank test indicates that IR frequencies in chromosomal DNA
are significantly different (p = 0.0004793). A graphical representation of IR

frequencies is shown in Figure 2.

Table 1: IR characteristics in chromosomes and mtDNA

DNA Size Number Frequency Longest
sequence (bp) of IRs (IR/kbp) IR (bp)
Chrl 230218 96 0.42 16
Chr i 813184 476 0.59 23
Chr 1l 316620 262 0.83 29
Chr IV 1531933 866 0.57 23
ChrV 576874 337 0.58 19
Chr VI 270161 172 0.64 16
Chr VII 1090940 662 0.61 21
Chr VIII 562643 321 0.57 19
Chr IX 439888 253 0.58 18
Chr X 745751 392 0.53 20
Chr XI 666816 414 0.62 20
Chr XII 1078177 602 0.56 24
Chr XIlI 924431 448 0.48 18
Chr XIV 784333 418 0.53 22
Chr XV 1091291 605 0.55 20
Chr XVI 948066 481 0.51 20
Total 12071326 6805 0.56 29
nuclear
mtDNA 85779 2146 25.02 23

We also compared IR frequencies according to length (Table 2). IRs with the
shortest length (10 bp) are the most abundant and their numbers and frequencies

decrease with increasing IR length. While all chromosomes and mtDNA have at least
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one IR of length 16 bp, longer IRs were rare and individual IRs with length 19 bp
or more represent less than 10% of all IRs. Although the IR frequency is higher
in mtDNA, longer IRs are present in chromosome Xll (24 bp) and chromosome |l
(29 bp long).

Table 2: Numbers and frequencies of IRs according to size

IR size Number in IR/kbp IR size Number in IR/kbp
data set data set

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

The majority of IRs are without any spacer, followed by IRs with 1 bp between
repeats (more than 3-fold less frequent for 1 bp spacer). Interestingly, mtDNA has
a relatively high frequency of IRs with 1bp spacer (only 2-fold less frequent than IRs
without spacer). The third most often spacer in chromosomal DNA is 3, whereas
the third most often spacer is 5 bp in mtDNA (all data for spacers are
in Supplementary material 2). The total number of IRs without any mismatch is 876,
the remaining 8602 IRs contain one mismatch in the sequence. Numbers
and frequencies for all analyzed lengths, spacers, mismatches and their statistical

comparisons are detailed in Supplementary material 2.

PQS analysis

We analyzed S. cerevisiae DNA sequences for PQS by G4Hunter. G4Hunter
results are presented as “individual G4Hunter score” (for exact size of the analyses —
in our case 25bp long window) and as “grouped G4Hunter score” (for sequences
with G4Hunter above the defined score of 1.2 — which includes all 25 bp long

individual sequences grouped to one long sequence). PQS is usually associated with
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high GC content and S. cerevisiae DNA has a low GC content, varying from 37.9%
to 39.3% in chromosomes and only 17.1% in mtDNA. Using standard values
or G4Hunter - window size 25 and G4Hunter score above 1.2 - we identified a to
tal of 3768 grouped PQS in S. cerevisiae DNA. Surprisingly, given that mtDNA has
the lowest GC content, mtDNA showed the highest frequency of PQS. The overall
number of PQS (score 1.2 or above), the highest G4Hunter scores, GC content
nd length of all PQS (all base pairs with potential to form G4) divided by total number
of bp in the DNA (%PQS) for each chromosome and mtDNA of S. cerevisiae are
shown in Table 3. Detailed results (Threshold 1.2) are provided in Supplementary
Material 3.

Table 3: Numbers of PQS, highest G4Hunter score, GC content and %PQS in
chromosome/mtDNA. Analysis conditions: Window 25, Threshold 1.2, grouped

G4Hunter score.

DNA Number Highest %GC %PQS
sequence of PQS G4Hunter score  content

Chr | 87 1.38 39 1.16%
Chr 1l 248 1.37 38 0.90%
Chr 11l 138 1.37 39 1.34%
Chr IV 429 1.54 38 0.85%
ChrV 197 1.44 39 1.03%
Chr VI 86 1.38 39 1.03%
Chr VI 334 1.59 38 0.89%
Chr VIII 157 1.37 38 0.88%
Chr IX 162 1.42 39 1.11%
Chr X 192 1.61 38 0.77%
Chr XI 214 1.41 38 0.96%
Chr XII 347 1.47 39 0.97%
Chr XIllI 258 1.45 38 0.94%
Chr XIV 256 1.32 39 1.01%
Chr XV 314 1.56 38 0.86%
Chr XVI 306 1.41 38 0.96%
Total nuclear 3725 1.44 39 0.94%
mtDNA 43 1.37 17 1.65%




A graphical representation of PQS frequencies is shown in Figure 3. Using
Wilcoxon signed rank test, the frequencies of PQSs in chromosomal DNA are
significantly different (p = 0.00003052). Considering the very low GC content
in mtDNA [35], the highest frequency of PSQ in mtDNA points to specific
organization of GC-rich regions in specific G-prone sites. Higher G4Hunter scores
indicate a higher probability of a G4 forming inside the PQS [40,41]. We therefore
also analyzed the sequences using various values (G4Hunter score from 1.2 to 2)
and fixed window size 25, a summary of these data is shown in Table 4.

Table 4: PQS numbers and frequencies per kbp in S.cerevisiae based on G4 hunter

score (grouped PQS).

G4Hunter threshold Number of PQS PQS frequency (/kbp)
1.2-14 2490 0.21
1.4-1.6 865 0.073
1.6-1.8 260 0.022
1.8-2.0 91 0.0077
2.0-more 62 0.0052

IR frequencies according to sequence annotations

The NCBI genome database contains chromosome and mtDNA annotations.
The best described are gene (9026186), mRNA (8587452), repeat region (111937),
replication origin (107618), tRNA (19630), ncRNA (33448), centromere (3702),
mobile_element (291801), telomere (140679), sequence-tagged site (STS) (7297),
rRNA (15327), misc_feature (12429) and misc_RNA (16714). To compare IR
frequencies at different locations we used the most common annotation “gene”
as a standard for comparison with others. The frequency of IRs in centromeric
regions is 27-fold higher than IRs located in gene regions. IRs are also abundant
in and before rRNA and inside STS locations (more than 10-times more abundant
than genes), in replication origins, and before rRNA and centromere regions. IRs are
relatively less frequent inside tRNA regions and more abundant before and after
tRNA regions. The ratios of IR frequencies in annotated features are shown in Figure
4A. All data of frequencies and ratios for IRs in various regions are provided

in Supplementary material 4.



PQS frequencies according to sequence annotations

The ratio of PQS frequencies in different annotated features are shown
in Figure 4B. The highest occurrence of PQS within features was observed in
telomere sequences (more than 8-times more often than in gene regions), followed
by rRNA and misc_feature. PQS are abundant also within rRNA (3.8-times higher
compared to gene regions) and replication origins (1.4-fold higher). We also found
high levels of PQS before and after features, most notably tRNA regions; even
though PQS inside the tRNA region is 5-times lower than genes, PQS are greater
than 20-times more abundant 100bp before and after tRNA regions. Similarly, there
is an abundance before and after rRNA regions (9.6-fold higher before and 14.7-fold
higher after this feature), and before and after STS, replication origins and repeat
regions (Figure 4B, Supplementary material 4).

Discussion

The importance of local DNA structures for DNA maintenance and regulation
has emerged in the last decade. It has been demonstrated that IRs able to form
cruciforms play important roles in transcription regulation by interaction with many
proteins [2] including, for example, the p53 human tumor suppressor protein [36].
Contemporary bioinformatics tools allow analyses of complete genomes, which
brings a more complete view of DNA structure and regulation [37,38]. Analyses
of mitochondrial and plastid DNAs of all sequenced organisms has shown the
presence of IRs in replication origins and other regulatory regions [39,40]. A previous
study using a different algorithm (Inverted Repeat Finder) and with different
parameters, demonstrated that S. cerevisiae chromosomal IRs are clustered
in intergenic regions [23]. Here, using Palindrome analyser applied to nuclear and
mtDNA, we show that short IRs are more abundant in S. cerevisiae mtDNA than
chromosomal DNA and that the majority of IRs are located in centromeric region
of chromosomal DNA. The relative abundance in replication origins suggest that IRs



play an important role not only in viral and bacterial replication [41,42], but also
in controlling eukaryotic replication.

In addition to IRs, we also investigated PQS. Several proteins have been
described to interact with G4s in S. cerevisiae [24], including helicases that play
important roles in genome maintenance during replication, for example Sgsip
[43,44]. Other G4-binding proteins are proposed to have roles in telomere capping,
such as Cdc13p [45], or telomere length regulation and transcriptional
silencing/activation, such as Rap1p [46]. Here, we demonstrated that PQS are highly
abundant in telomere regions and, moreover, in close proximity to several important
regulatory regions. The presence of PQS in these regions suggests their crucial
function in S. cerevisiae genome regulation. Interestingly, we show that both IRs and
PQS are not randomly located, but are enriched in specific chromosomes
and specific locations of the S. cerevisiae nuclear and mitochondrial genomes.
These results point to distinct functional usages of IRs and G4s. The differences
in frequencies of local DNA structures in mitochondrial and chromosomal DNA

suggest that regulation of DNA expression is different in circular and linear DNAs.

Methods

Genome sequences and bioinformatic analyses

The complete DNA sequence of the S. cerevisiae S288C nuclear
and mitochondrial genomes were downloaded (May 20, 2019) in FASTA format from
the National Center for Biotechnology Information (NCBI) [47]. The genomes were
analyzed by Palindrome analyser [38] and G4Hunter web [48] for the presence
and localization of IRs and PQS, respectively. For IR analyses, the parameters were;
size of IR 10 to 30 bp; spacer size 0 to 10 bp; one mismatch was allowed. We
produced a separate list of IRs found in each chromosome and mtDNA sequences.
PQS analyses used parameters of “25” for window and G4Hunter score above 1.2.

Analysis of IRs and PQS around annotated NCBI features
We also downloaded tables containing feature annotations from NCBI (e.g.
transcription start sites, polyA sites, centromere, telomere, etc. These data were

used to investigate the occurrence of IRs of various lengths and of PQS before

10



and after (x 100 bp) and inside features. Further processing was performed
in Microsoft Excel.

Statistical evaluation

Statistical evaluations of normality were made by Shapiro-Wilk test. Because
data do not have normal distributions, we additionally analyzed our data by Wilcoxon
signed rank test (with p-value cut-off 0.05). For statistical evaluation of outliers,
chisg.out.test (from R package "outliers") was used.

Acknowledgments
We thank Dr. Philip Coates for proofreading and editing the manuscript. This
work was supported by The Czech Science Foundation (18-15548S).

References

[1] J.D.Watson, F.H.C. Crick
A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid
Nature, 171 (1953), pp. 737-738
[2] V. Brazda, R.C. Laister, E.B. Jagelska, C. Arrowsmith
Cruciform structures are a common DNA feature important for regulating
biological processes
BMC Mol. Biol., 12 (2011), 33
[8] L.D. Nelson, C. Bender, H. Mannsperger, D. Buergy, P. Kambakamba, G. Mudduluru,
U. Korf, D. Hughes, M.W. Van Dyke, H. Allgayer
Triplex DNA-binding proteins are associated with clinical outcomes revealed by
proteomic measurements in patients with colorectal cancer
Mol. Cancer, 11 (2012), 38.
[4] Z.-Y.Sun, X.-N. Wang, S.-Q. Cheng, X.-X. Su, T.-M. Ou
Developing Novel G-Quadruplex Ligands: From Interaction with Nucleic Acids to
Interfering with Nucleic Acid—Protein Interaction
Molecules, 24 (2019)
[5] A. Siddiqui-Jain, C.L. Grand, D.J. Bearss, L.H. Hurley
Direct evidence for a G-quadruplex in a promoter region and its targeting with a
small molecule to repress c-MYC transcription
Proc. Natl. Acad. Sci., 99 (2002), pp. 11593—11598
[6] J.Zhao, A. Bacolla, G. Wang, K.M. Vasquez
Non-B DNA structure-induced genetic instability and evolution
Cell. Mol. Life Sci., 67 (2010), pp. 43—62
[7] E. Palecek
Local supercoil-stabilized DNA structures
Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol., 26 (1991), pp. 151-226

11



[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

V. Brazda, J. Coufal

Recognition of Local DNA Structures by p53 Protein

Int. J. Mol. Sci., 18 (2017), pii: E375.

P. Rawal, V.B.R. Kummarasetti, J. Ravindran, N. Kumar, K. Halder, R. Sharma, M.
Mukeriji, S.K. Das, S. Chowdhury

Genome-wide prediction of G4 DNA as regulatory motifs: Role in Escherichia coli
global regulation

Genome Res., 16 (2006), pp. 644-655

S.G. Hershman, Q. Chen, J.Y. Lee, M.L. Kozak, P. Yue, L.-S. Wang, F.B. Johnson
Genomic distribution and functional analyses of potential G-quadruplex-forming
sequences in Saccharomyces cerevisiae

Nucleic Acids Res., 36 (2008), pp. 144—156

J.L. Huppert, S. Balasubramanian

Prevalence of quadruplexes in the human genome

Nucleic Acids Res., 33 (2005), pp. 2908-2916

A.L. Mikheikin, A.Y. Lushnikov, Y.L. Lyubchenko

The Effect of DNA Supercoiling on Geometry of Holliday Junctions
Biochemistry, 45 (2006), pp. 12998—-13006

O.l. Limanskaia, A.P. Limanskii

Distribution of potentially hairpin-loop structures in the genome of bovine
retroviruses

Vopr. Virusol., 54 (2009), pp. 27-32

E.A. Wojcik, A. Brzostek, A. Bacolla, P. Mackiewicz, K.M. Vasquez, M. Korycka-
Machala, A. Jaworski, J. Dziadek

Direct and Inverted Repeats Elicit Genetic Instability by Both Exploiting and
Eluding DNA Double-Strand Break Repair Systems in Mycobacteria

PLoS One, 7 (2012), e51064

S. Lu, G. Wang, A. Bacolla, J. Zhao, S. Spitser, K.M. Vasquez

Short Inverted Repeats Are Hot Spots For Genetic Instability: Relevance to
Cancer Genomes

Cell Rep., 10 (2015), pp.1674—1680

O. Miura, T. Ogake, H. Yoneyama, Y. Kikuchi, T. Ohyama

A strong structural correlation between short inverted repeat sequences and the
polyadenylation signal in yeast and nucleosome exclusion by these inverted
repeats

Curr Genet., 65 (2019), pp. 575-590

M. VorliCkova, I. Kejnovska, J. Sagi, D. Renciuk, K. Bednarova, J. Motlova, J. Kypr
Circular dichroism and guanine quadruplexes

Methods, 57 (2012), pp. 64-75

V. Tokan, J. Puterova, M. Lexa, E. Kejnovsky

Quadruplex DNA in long terminal repeats in maize LTR retrotransposons inhibits
the expression of a reporter gene in yeast

BMC Genomics, 19 (2018), pp. 184

M. Bartas, V. Brazda, V. Karlicky, J. Cerven, P. Peginka

Bioinformatics analyses and in vitro evidence for five and six stacked G-
quadruplex forming sequences

Biochimie, 150 (2018), pp. 70-75

O. Kikin, L. D’Antonio, P.S. Bagga

QGRS Mapper: a web-based server for predicting G-quadruplexes in nucleotide
sequences

Nucleic Acids Res., 34 (2006), pp. W676-W682

12



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

R.W. Harkness, A.K. Mittermaier

G-quadruplex dynamics

BBA - Proteins and Proteomics, 1865 (2017), pp. 1544—1554

W. Yoshida, H. Saikyo, K. Nakabayashi, H. Yoshioka, D.H. Bay, K. lida, T. Kawai, K.
Hata, K. Ikebukuro, K. Nagasawa, |. Karube

Identification of G-quadruplex clusters by high-throughput sequencing of whole-
genome amplified products with a G-quadruplex ligand

Sci. Rep., 8 (2018), pp. 1-8

E.M. Strawbridge, G. Benson, Y. Gelfand, C.J. Benham

The distribution of inverted repeat sequences in the Saccharomyces cerevisiae
genome

Curr. Genet., 56 (2010), pp. 321-340

J.E. Johnson, J.S. Smith, M.L. Kozak, F.B. Johnson

In vivo veritas: using yeast to probe the biological functions of G-quadruplexes
Biochimie, 90 (2008), pp. 1250-1263

V. Brazda, L. Haronikova, J.C.C. Liao, M. Fojta

DNA and RNA Quadruplex-Binding Proteins

Int. J. Mol. Sci., 15 (2014), pp. 17493-17517

S.K. Mishra, A. Tawani, A. Mishra, A. Kumar

G4IPDB: A database for G-quadruplex structure forming nucleic acid interacting
proteins

Sci Rep., 6 (2016), 38144

V. Brazda, J. Cerven, M. Bartas, N. Mikyskova, J. Coufal, P. Peginka

The Amino Acid Composition of Quadruplex Binding Proteins Reveals a Shared
Motif and Predicts New Potential Quadruplex Interactors

Molecules, 23 (2018), pii: E2341

C. Schaffitzel, I. Berger, J. Postberg, J. Hanes, H.J. Lipps, A. Plickthun

In vitro generated antibodies specific for telomeric guanine-quadruplex DNA
react with Stylonychia lemnae macronuclei

Proc. Natl. Acad. Sci., 98 (2001), pp. 8572-8577

K. Férstemann, J. Lingner

Molecular basis for telomere repeat divergence in budding yeast

Mol. Cell. Biol., 21 (2001), pp. 7277-7286

P.K. Patel, R.V. Hosur

NMR observation of T-tetrads in a parallel stranded DNA quadruplex formed by
Saccharomyces cerevisiae telomere repeats

Nucleic Acids Res., 27 (1999), pp. 2457—2464

M.L. Duquette, P. Handa, J.A. Vincent, A.F. Taylor, N. Maizels

Intracellular transcription of G-rich DNAs induces formation of G-loops, novel
structures containing G4 DNA

Genes Dev., 18 (2004), pp. 1618—-1629

L.A. Hanakahi, H. Sun, N. Maizels

High affinity interactions of nucleolin with G-G-paired rDNA

J. Biol. Chem., 274 (1999), pp. 15908-15912

G.N. Parkinson, M.P.H. Lee, S. Neidle

Crystal structure of parallel quadruplexes from human telomeric DNA

Nature, 417 (2002), pp. 876-880

M.N. Weitzmann, K.J. Woodford, K. Usdin

DNA secondary structures and the evolution of hypervariable tandem arrays

J. Biol. Chem., 272 (1997), pp. 9517-9523

J.A. Capra, K. Paeschke, M. Singh, V.A. Zakian

G-quadruplex DNA sequences are evolutionarily conserved and associated with

13



distinct genomic features in Saccharomyces cerevisiae
PLoS Comput. Biol., 6 (2010), e1000861

[36] V. Brazda, J. Cechova, M. Battistin, J. Coufal, E.B. Jagelska, |. Raimondi, A. Inga
The structure formed by inverted repeats in p53 response elements determines
the transactivation activity of p53 protein
Biochem. Biophys. Res. Commun., 483 (2017), pp. 516-521

[37] A. Bedrat, L. Lacroix, J.-L. Mergny
Re-evaluation of G-quadruplex propensity with G4Hunter
Nucleic Acids Res., 44 (2016), pp. 1746—1759 5

[38] V. Brazda, J. Kolomaznik, J. Lysek, L. Haronikova, J. Coufal, J. St'astny
Palindrome analyser — A new web-based server for predicting and evaluating
inverted repeats in nucleotide sequences
Biochem. Biophys. Res. Commun., 478 (2016), pp. 1739-1745

[39] J. Cechova, J. Lysek, M. Bartas, V. Brazda
Complex analyses of inverted repeats in mitochondrial genomes revealed their
importance and variability
Bioinformatics, 34 (2018), pp. 1081-1085

[40] V. Brazda, J. Lysek, M. Bartas, M. Fojta
Complex Analyses of Short Inverted Repeats in All Sequenced Chloroplast DNAs
BioMed Res. Int., 2018 (2018),

[41] S. Chodavarapu, J.M. Kaguni
Replication Initiation in Bacteria
Enzymes, 39 (2016), pp. 1-30

[42] W. Fuchs, C. Ehrlich, B.G. Klupp, T.C. Mettenleiter
Characterization of the replication origin (Ori(S)) and adjoining parts of the
inverted repeat sequences of the pseudorabies virus genome
J. Gen. Virol.,, 81 (2000), pp. 1539-1543

[43] H. Sun, R.J. Bennett, N. Maizels
The Saccharomyces cerevisiae Sgs1 helicase efficiently unwinds G-G paired
DNAs
Nucleic Acids Res., 27 (1999), pp. 1978—1984

[44] M.D. Huber, M.L. Duquette, J.C. Shiels, N. Maizels
A conserved G4 DNA binding domain in RecQ family helicases
J. Mol. Biol., 358 (2006), pp. 1071-1080

[45] Y.C. Lin, JW. Shih, C.L. Hsu, J.J. Lin
Binding and partial denaturing of G-quartet DNA by Cdc13p of Saccharomyces
cerevisiae
J. Biol. Chem., 276 (2001), pp. 47671-47674

[46] R. Giraldo, D. Rhodes
The yeast telomere-binding protein RAP1 binds to and promotes the formation of
DNA quadruplexes in telomeric DNA
EMBO J., 13 (1994), pp. 2411-2420

[47] E.W. Sayers, R. Agarwala, E.E. Bolton, J.R. Brister, K. Canese, K. Clark, R. Connor, N.
Fiorini, K. Funk, T. Hefferon, J.B. Holmes, S. Kim, A. Kimchi, P.A. Kitts, S. Lathrop, Z.
Lu, T.L. Madden, A. Marchler-Bauer, L. Phan, V.A. Schneider, C.L. Schoch, K.D. Pruitt,
J. Ostell
Database resources of the National Center for Biotechnology Information
Nucleic Acids Res., 47 (2019), D23-D28 3

[48] V. Brazda, J. Kolomaznik, J. Lysek, M. Bartas, M. Fojta, J. Stastny, J.-L. Mergny
G4Hunter web application: a web server for G-quadruplex prediction
Bioinformatics, (2019), doi:10.1093/bioinformatics/btz087

14



Figure legends
Figure 1: Schemes of local DNA structures (A) cruciform (B) G-quadruplex
Figure 2: IR frequencies in chromosomes and mtDNA, Outliers: * p < 0.05,
**p<0.01, ™ p<0.001.
Figure 3: PQS frequencies in chromosomes and mtDNA, Outliers - see Figure 2.
Figure 4: (A) Differences in IR frequency by DNA locus. The chart shows IR
frequencies relative to their frequency in “gene” locations. We analyzed frequencies
of IRs with lengths 10 bp and longer within annotated locations (inside) and 100bp
before or after annotated locations.
(B) Differences in PQS frequency by DNA locus. The chart shows PQS frequencies
relative to the frequency in “gene locations. We analyzed frequencies of all PQS
within annotated locations (inside) and 100bp before or after annotated locations.

Appendix: Supplementary materials

Supplementary material 1: NCBI IDs

Supplementary material 2: Statistical values for IRs

Supplementary material 3: Overall results of PQS (threshold 1.2)
Supplementary material 4: Detailed results of IR and PQS in relation to defined

genomic features
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