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ABSTRAKT 

 
Identifikace bakteriální DNA se skládá z několika kroků: lyze buněk, izolace a purifikace 

DNA, precipitace ethanolem a identifikace bakteriálního kmene pomocí PCR, případně 
i jiných molekulárně biologických metod. Každý krok musí být optimalizován. Nukleové 
kyseliny lze z buněk izolovat pomocí magnetických nosičů. Molekuly DNA jsou na povrch 
magnetického nosiče navázány na základě elektrostatických interakcí a posléze jsou eluovány 
do pufru. 

Cílem práce bude optimalizace jednotlivých kroků identifikace bakteriální DNA: buněčná 
lyze, izolace DNA, charakterizace pevných magnetických nosičů funkcionalizovaných 
aminoskupinami pro izolaci nukleových kyselin. Přítomnost DNA v eluátu bude ověřena 
pomocí gelové agarosové elektroforézy a množství eluované DNA bude stanoveno 
spektrofotometricky. Izolovaná DNA bude amplifikována pomocí polymerázové řetězové 
reakce (PCR).  

Dále je práce zaměřena na studium sekundárních struktur nukleových kyselin – křížových 
struktur a kvadruplexů. Tyto struktury se podílí na regulaci buněčných procesů jako např. 
exprese genů a jsou cílové struktury pro regulační proteiny. Byla provedena analýza genomu 
in silico u mikroorganizmů významných v potravinářském průmyslu. Sekvence genomů 
mikroorganismů byly získány z databáze NCBI (National Center for Biotechnology). 
Pro analýzu byl použit software Palindrome Analyser a G4Hunter. Ve všech testovaných 
genomech bylo zjištěno zastoupení těchto lokálních struktur. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

KLÍČOVÁ SLOVA 
 
Magnetické částice 
DNA 
PCR 
Invertované repetice 
Kvadruplexy 
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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. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

KEY WORDS 
 
Magnetic particles 
DNA 
PCR 
Inverted repeats 
Quadruplexes 
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TEORETICKÁ ČÁST 

1. Úvod 

 
V potravinářském průmyslu je pro praktické využití důležitá identifikace kmenů, tj. jejich 

přiřazení do stávajících taxonů. Moderní bakteriální taxonomie využívá analýzy 
makromolekul, zejména DNA. Identifikace bakteriální DNA se skládá z několika kroků: lyze 
buněk, izolace a purifikace DNA, precipitace ethanolem (Sambrook a Russel, 2001)  
a identifikace bakteriálního kmene pomocí PCR, případně i jiných molekulárně biologických 
metod. Každý tento krok musí být optimalizován. Pro efektivní výzkum je nutné zvolit 
metody rychlé, šetrné a účinné. 

Prvním krokem při identifikací bakterií je buněčná lyze. Enzymy způsobující lyzi buněčné 
stěny jsou cenné nástroje pro biotechnology, využívají se i v lékařství, potravinářském 
průmyslu a zemědělství pro získání intracelulárních produktů z kvasinek nebo bakterií 
(Salazar a Asenjo, 2007). Byla popsána celá řada protokolů přípravy buněčných lyzátů 
bakterií, včetně chemických, enzymatických a mechanických metod nebo jejich kombinace 
(De Bruin a spol., 2019).  

Na základě struktury buněčné stěny jsou bakterie rozděleny na Gram-pozitivní  
a Gram-negativní. Buněčná stěna se skládá z peptidoglykanů, jejichž chemické složení  
a struktura je podobná u obou typů bakterií (Salazar a Asenjo, 2007).  
Avšak u Gram-negativních bakterií je peptidoglykanová vrstva mnohem tenčí (Salazar  
a Asenjo, 2007). Polymer tvořící buněčnou stěnu je tvořen N-acetyl-D-glukosaminovými 
jednotkami připojenými (1-4) vazbou na N-acetylmuramovou kyselinu a je zodpovědný 
za sílu buněčné stěny (Koch, 1998). V peptidoglykanových vrstvách se u Gram-pozitivních 
bakterií vyskytují aminokyseliny a aminokyselinové deriváty, které tvoří glykan-tetrapeptid, 
který se mnohokrát opakuje v buněčné stěně (Salazar a Asenjo, 2007). Tetrapeptidy 
sousedních polymerů jsou spojeny penta-glycinovými můstky polymerů a směrem k vnější 
straně je peptidoglykan spojen s kyselinou teichovou a polysacharidy (Salazar a Asenjo, 
2007).  

Pro uvolnění DNA z buněk je nutné provést disrupci bunčné stěny a cytoplazmatické 
membrány. Enzymy, které štěpí peptidoglykany bakterií, tvořící buněčnou stěnu, jsou 
souhrnně nazývané mureinové hydrolázy (Salazar a Asenjo, 2007).  Nejznámějším lytickým 
enzymem je lysozym, který se vyrábí převážně ze slepičího vaječného bílku (Salazar 
a Asenjo, 2007). Rozsáhlá hydrolýza peptidoglykanu lysozymem vede k buněčné lyzi a smrti 
při změně osmotického prostředí (Salazar a Asenjo, 2007).  

Silné nebo jinak obtížně rozrušitelné bakterie obvykle vyžadují mechanickou lyzi 
(Vandeventer a spol. 2011). Gram-negativní bakterie mají dvouvrstvou buněčnou stěnu 
s periplazmatickým prostorem (Salazar a Asenjo, 2007). Vnější membrána (složená 
z proteinů, fosfolipidů, lipoproteinů a lipopolysacharidů a vnitřní tuhé peptidoglykanové 
vrstvy) zabraňuje přístupu lytickým enzymům (Salazar a Asenjo, 2007). 

 
 



10 
 

Po buněčné lyzi následuje separace nukleových kyselin z buněčných lyzátů. Jedním 
ze způsobu izolace DNA je využití magnetických nosičů. Magnetické separační techniky se 
uplatňují od počátku 70. let zejména v oblastech biotechnologie, v molekulární diagnostice 
a mikrobiologii. Z těchto odvětví se přenesla i do lékařství (Zhang a spol., 2015) 
pro diagnostiku geneticky podmíněných onemocnění (Horák a spol., 2007).  

 
Magnetické nosiče lze využít v následujících aplikacích: 
 

 Imunomagnetické separace bakteriálních buněk  
 Buněčná separace (separace cílových buněk z heterogenního prostředí) 
 Izolace a purifikace DNA/RNA v molekulární diagnostice 
 Imobilizace enzymů a jejich následné využití 
 Izolace protilátek a antigenů  
 DNA-DNA hybridizace  
 Biosenzory 
 Přenos genů  

 
Magnetické nosiče se využívají k izolaci buněčných organel, biologicky aktivních 

molekul (proteinů a nukleových kyselin) i samotných buněk (prokaryotické i eukaryotické) 
(Dynal, 1995; Li a spol., 2007; Melzak a spol., 1996). Dále se využívají k separaci 
nebo čištění chemických látek. Magnetické částice mohou být využity jako nosiče enzymů, 
které plní katalytickou funkci ve vsádkových systémech nebo mikroreaktorech. 

Magnetické nosiče, využívané pro izolaci cílových molekul, jsou malé kuličky, jejichž 
rozměry se pohybují v nano až mikrometrech (Horák a spol., 2007). Vnitřní část nosiče je 
tvořena magnetickým jadérkem, které je zodpovědné za interakci s vnějším magnetickým 
polem (Lu a spol., 2007). Magnetické jadérko je obaleno polymerním povrchem, na kterém je 
ukotven ligand, který zodpovídá za navázání cílové molekuly. Aby byla magnetická separace 
účinná, je nutné najít rovnováhu mezi velikostí aktivního povrchu a jeho magnetickými 
vlastnostmi (Horák a spol., 2007). Dalším důležitým aspektem je zajistit optimální prostředí, 
ve kterém dochází k separaci cílových molekul. 

  

1.1 Izolace nukleových kyselin 

 
Nukleové kyseliny se izolují z biologického materiálu. Izolaci předchází rozrušení 

buněčných struktur (buněčných stěn). Nukleové kyseliny se extrahují do vodných roztoků 
pufru. K pufrům jsou přidávány tenzidy, které uvolňují nukleové kyseliny z vazby 
s bílkovinami, a také inhibitory enzymů, které zabraňují štěpení nukleových kyselin. 
Z extraktu lze nukleové kyseliny vysrážet přidáním ethanolu (propanolu a octanu amonného). 
Nejběžnějším postupem izolace DNA je fenol-chloroformová extrakce. (Sambrook a Russel, 
2001) V uvedeném postupu se používají toxické organické látky. Dalším způsobem izolace 
DNA je alkalická lyze v kombinaci s SDS (dodecylsíran sodný). Působením silného 
detergentu při vyšším pH dochází k otevření buněčné stěny a DNA je uvolněna 
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do supenatantu (Sambrook a Russel, 2001). Metoda izolace DNA vysolováním je alternativou 
ke dříve zmíněným metodám. Dosažené výsledky jsou srovnatelné s metodou  
fenol-chloroformové extrakce. Jednou z možností izolace nukleových kyselin je použití 
magnetických nosičů. Je to metoda velmi šetrná k životnímu prostředí. 

  

1.1.1 Magnetické separační metody 

 
Principem magnetických technik je působení magnetického pole na magnetické 

nano/mikročástice, které jsou suspendované v pufru či destilované vodě. 
Magnetické nosiče používané při izolaci DNA jsou zpravidla superparamagnetické. 
Magnetické vlastnosti částic se projevují pouze v přítomnosti vnějšího magnetického pole. 
Bez přítomnosti vnějšího magnetického pole částice neagregují. Pro separaci magnetických 
částic od vzorku je nutné použít magnetický separátor.  Na magnetických nosičích mohou být 
navázány ligandy afinitní k cílovým molekulám. 

Separace a izolace cílové molekuly probíhá v několika krocích (Berensmeier, 2006). 
Postup je uveden na Obrázku 1. 

 
 
 

 
 
 
Obrázek 1: Princip magnetické separace a izolace cílové molekuly z buněčných lyzátů 

(vzorek) (Berensmeier, 2006) 
 
 
Tyto separační techniky lze použít i ve složitějších biologických systémech: buněčné 

suspenze, buněčné lyzáty, fermentační média, komplexní reálné vzorky apod (Pečová a spol., 
2011). Magnetické metody jsou moderní alternativou separačních a purifikačních postupů. 
Uvedené metody jsou rychlejší, jednodušší, efektivnější a cenově dostupnější oproti jiným 
běžně využívaným technikám. Další výhodou je vysoká výtěžnost a čistota cílové molekuly 
(Rittich a spol., 2007). Získaná DNA může být použita jako matrice do polymerázové 
řetězové reakce (PCR) pro identifikaci bakteriálního druhu. Klíčovým faktorem pro zajištění 
úspěšného provedení PCR je vysoce kvalitní DNA. Proto je vývoj metod extrakce DNA velmi 
důležitý (Jiang a spol., 2012). Při manipulaci s magnetickými nosiči odpadá práce 
s organickými toxickými látkami. Postupy založené na magnetické separaci izolovaných látek 
nachází uplatnění v široké oblasti biologického výzkumu (molekulární biologie, biochemie, 
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buněčná biologie, imunologie), v medicíně, v biotechnologiích (potravinářství), 
v analytických metodách a enviromentálních technologiích (Aguilar-Artega a spol., 2010b). 
V potravinářském průmyslu se nosiče využívají pro imunomagnetické separace (IMS) 
patogenních bakterií v potravinách (Rotariu a spol., 2003). Tyto metody jsou vhodné jako 
pro laboratorní práci, tak pro výrobní praxi (Horák a spol., 2007). 

Magnetické techniky se využívají i při dekontaminaci, např. čištění odpadních vod 
(Aguilar-Arteaga a spol., 2010b). Magnetit (Fe3O4) vykazuje ionexové vlastnosti. V kyselém 
prostředí nese kladný náboj, zatímco nečistoty ve vodném prostředí nesou náboj záporný. 
K separaci dochází v bubnových magnetických separátorech (Šafaříková a spol., 1995).  
Výhodou oproti centrifugaci, filtraci nebo extrakci je rychlost separace, a proto je tato metoda 
využívána v oblasti životního prostředí, potravinářství, lékařství a biotechnologie  
(Aguilar-Arteaga a spol., 2010b).  

 

1.2 Magnetické částice 

 
Základem částice je anorganické magnetické jádro, které je nositelem magnetických vlastností 
(Horák a spol., 2007, Lu a spol., 2007). Magnetické vlastnosti jádra závisí 
na obsahu magnetického plniva, hmotnosti a koncentraci magnetického materiálu a distribuci 
uvnitř materiálu (Horák a spol., 2004). Obal jádra tvoří nemagnetická vrstva, která se skládá 
z organického materiálu - polymeru. Funkcí obalu je ochrana jádra před přímým kontaktem 
s analytem a nespecifickými interakcemi. Na povrch částice mohou být navázány funkční 
skupiny sloužící k imobilizaci cílových molekul (Obrázek 2) (Horák a spol., 2004; McBain 
a spol., 2008). 
 

 
 

 
 
 
Obrázek 2: Stavba magnetické částice (Upraveno dle McBain a spol., 2008) 
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Důležitou vlastností magnetického nosiče je stabilita v různých prostředích (odolnost vůči 
chemickým přeměnám) a biokompatibilita. V závislosti na obsahu magnetického plniva je 
dána rychlost separace v magnetickém poli (Šálek, 2010). Magnetické částice by neměly 
agregovat. Větší specifický povrch poskytuje větší prostor pro možné interakce s cílovými 
molekulami, tzn. účinnost separace je přímo úměrná velikosti povrchu (Šafařík a spol., 2004). 
Velmi významným a nezanedbatelným parametrem při použití nano/mikročástic je jejich 
monodisperzita, tj. jednotná velikost. Monodisperzní částice vykazují jednotné fyzikální 
a chemické vlastnosti (Horák a spol., 2004). Pro praktické aplikace magnetických nosičů 
z hlediska hydrodynamických vlastností je nejvhodnější pravidelný sférický kulový tvar. 
(Obrázek 3) Částice s nepravidelným tvarem jsou mnohem náchylnější k mechanickému 
poškození a rozlomení oproti kulovým částicím. (Šafařík a spol., 2004) Důležitou roli hraje 
i velikost nosiče. Pokud se jedná o nanočástice, pohybuje se jejich velikost v rozmezí 10–200 
nm. Jako mikročástice jsou označovány větší nosiče a jejich velikost se pohybuje v rozmezí 
10–300 μm (Horák a spol., 2007; McBain a spol., 2008). Velikost částic určuje také 
magnetický materiál, který tvoří magnetické jádro, a metoda syntézy částice (Horák a spol., 
2007; Ma a spol., 2007). 

Jako výhodnější jsou považovány částice s co nejmenším průměrem, neboť mají velký 
specifický povrch, který může být lépe využit k připojení různých ligandů (Šafařík a spol., 
2004). Na druhou stranu malé částice přestávají být citlivé na působení vnějšího 
magnetického pole, neboť je zde velmi malé množství magnetického plnidla (McBain a spol., 
2008; Trachtová, 2011). U velkých částic je specifický povrch menší a další nevýhodou je, 
že dochází k snadné sedimentaci. Nevzniká tak dostatečný prostor pro tvorbu 
kvazihomogenního prostředí, a tím se snižuje prostor pro kontakt nosiče se vzorkem 
(Aguilar-Arteaga a spol., 2010). V praxi to znamená, že musí být nalezen kompromis mezi 
velikostí aktivního povrchu částic a jejich magnetickými vlastnostmi (Horák a spol., 2007, Lu 
a spol. 2007). 
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Obrázek 3: Elektronové mikrosnímky ukazují kulovitý tvar magnetických nanonosičů 
P(HEMA-co-GMA) (Španová a spol., 2004)  

 
 
Existuje mnoho typů metod syntéz magnetických nosičů. Důležité jsou podmínky syntézy 

(reakční teplota a doba, koncentrace reaktantů, typ a množství katalytů, kvalita rozpouštědla), 
které udávají kvalitu magnetických nosičů (Ji a spol., 2009).  

 

1.2.1 Magnetické jádro 

 
Magnetické jádro se superparamagnetickými vlastnostmi musí vykazovat paramagnetické 

vlastnosti, tzn. že magnetizuje pouze v přítomnosti vnějšího magnetického pole. 
Při odstranění magnetického pole vlastnosti ztrácí, přičemž nevykazuje zbytkový 
magnetismus, a tudíž nedochází k shlukování částic (Horák a spol., 2004). Jádro částice je 
tvořeno magnetickým materiálem. Nejběžnější materiál pro přípravu jádra je magnetit (Fe3O4) 
a maghemit (γ-Fe2O3), nebo je jádro tvořeno čistými kovy (železo) a jejich slitinami (CoPt3, 
FePt, MnFe2O4, CoFe2O4) (Horák a spol., 2004; Hribernik a spol., 2012; Aguilar-Arteaga 
a spol., 2010a; Lu a spol., 2007). Sloučeniny jiných prvků (Cr, Ni, Co), které rovněž vykazují 
magnetické vlastnosti, nelze použít pro biologické aplikace z důvodů jejich toxicity (Horák 
a spol., 2004; Ma a spol., 2006). Superparamagnetické nanočástice se rozdělují 
na jednodoménové a multidoménové. V jednodoménových částicích jsou magnetické 
momenty uspořádány paralelně, přičemž výsledný vektor je vyšší než u multidoménových. 
Proto se v poslední době využívají spíše jednodoménové nanočástice, zejména pro jejich 
efektivní, rychlou a účinnou imobilizaci cílových molekul (Pečová a spol., 2011). 
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Existuje řada metod přípravy magnetických nosičů. Jednotlivé metody se rozlišují 
v závislosti na množství magnetického materiálu enkapsulovaného do polymeru, velikosti 
a polydispersity nosičů (Lu, 2007). Při výběru nosiče je důležité brát v úvahu, pro jaké účely 
budou magnetické nosiče využity. Například sloučeniny kobaltu jsou toxické, a proto je jeho 
využití v biomedicíně vyloučené (Horák a spol., 2004; Hribernik a spol., 2012). Tabulka 1 
ukazuje přehled využívaných technik pro syntézu magnetických jader.  

 
Tabulka 1: Přehled metod syntéz magnetických jader (Upraveno dle Lu, 2007) 

 

Technika 

syntézy 

Vlastnosti 

syntézy 

Reakční 

teplota 

[°C] 

Reakční 

perioda 

Rozpouštědlo Kontrola 

tvaru 

Výnos 

Spolusrážení velmi 

jednoduchá 

20–90 minuty voda špatná vysoký 

Tepelný 

rozklad 

komplikovaná 

inertní 

atmosféra 

100–320 hodiny/dny organické 

sloučeniny 

velmi 

dobrá 

vysoký 

Mikroemulze komplikovaná 

 

20–50 hodiny organické 

sloučeniny 

dobrá nízký 

Hydrotermální 

syntéza 

jednoduchá, 

vysoký tlak 

220 hodiny/dny voda-ethanol velmi 

dobrá 

střední 

 
 
Mezi metody syntézy magnetických jader magnetických nosičů, které se využívají 

pro bioaplikace, jsou řazeny chemické reakce srážení solí železa, termický rozklad prekurzorů 
obsahujících železo, mikroemulzní techniky, sonochemické syntézy aj. (Matsunanga a spol., 
2004). Nejběžněji je využívána metoda spolusrážení pro přípravu magnetitu (Fe3O4) 
a maghemitu (γ-Fe2O3) (Hribernik a spol., 2012). Magnetit (Fe3O4) a maghemit (γ-Fe2O3) lze 
připravit dvěma způsoby (Horák a spol., 2007). V prvním případě je roztok hydroxidu 
železnatého oxidován různými oxidačními činidly (Sugimoto, 1980).  

V druhém případě dochází ke koprecepitaci iontů Fe2+ a Fe3+ z roztoků solí za přídavku 
báze (Khalafalla a spol., 1980). Touto metodou vznikají většinou částice o různé velikosti. 
Velikost, tvar a složení magnetických nanočástic závisí na použité soli (např. chloridy, 
sulfáty, nitráty), na poměru Fe2+/Fe3+, reakční teplotě, pH a iontové síle médií (Lu a spol., 
2007; Hribernik a spol., 2012; Laurent a spol., 2008). Přídavkem chelatujících organických 
aniontů (např. kyseliny citronové nebo olejové) nebo polymerů jako je dextran, škrob 
či polyvinylalkohol dochází k oxidaci magnetitu na maghemit a tím je dosaženo 
monodisperzity syntetizovaných nanonosičů (Šafařík a spol., 1999; Lu a spol., 2007). 
Magnetické jádra nosičů lze připravit i tepelným rozkladem organokovových sloučenin 
obsahujících železo. Tato reakce probíhá za zvýšených teplot v organických rozpouštědlech.  

Další možností iniciace tepelného rozkladu je použití ultrazvuku. Výhodou metody je 
možnost ovlivnění velikosti a tvaru částic. Další využívanou technikou pro syntézu 
magnetického jádra je mikroemulzní metoda. Tato metoda je založena na tvorbě micel 
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ve dvou nemísitelných kapalinách (olej/voda), které obklopují magnetické nosiče (Hribernik 
a spol., 2012; Laurent a spol., 2008). Velikost vzniklých nanočástic může být řízena úpravou 
velikosti nitra micely pomocí vodné fáze (Hribernik a spol., 2012; Laurent a spol., 2008). 
Málo využívanou technikou je hydrotermální syntéza, i když syntetizuje vysoce kvalitní 
nanočástice (Lu a spol., 2007; Hribernik a spol., 2012). 

 

1.2.2 Pokrytí částic  

 
Důležitým aspektem je ochrana magnetického jádra před vnějším prostředím, aby jádro 

nepodléhalo oxidaci a bylo chemicky stabilní. Dalším požadavkem na magnetické nosiče je, 
aby nedocházelo k jejich aglomeraci a nedocházelo k nežádoucím reakcím s okolím. 
Jako nejjednodušší způsob se jeví metoda tvorby ochranné vrstvy na povrchu „nahého“ 
magnetického jádra, čímž dojde k izolaci jádra od prostředí (Macková a spol., 2007).  

Použité metody lze rozdělit do dvou skupin, kdy povrchová vrstva je tvořena:  
a) organickým materiálem (povrchově aktivními látkami a polymery) (Laurent 

a spol., 2008)  
b) anorganického materiálem (oxid křemičitý, uhlík, nebo drahé kovy jako Ag, Au) 

(Laurent a spol., 2008) 
 

1.2.2.1 Pokrytí částic polymery 

 
Pro tvorbu obalové vrstvy se často používají povrchově aktivní látky nebo vhodné 

nízko/vysokomolekulární polymery. Na částici jsou adsorbované povrchově aktivní látky 
a polymery, nebo jsou chemicky ukotvené v jedné či dvou vrstvách. Polymery, které obsahují 
funkční skupiny (karboxylové kyseliny, fosfáty či sulfáty) se vážou na povrch magnetitu 
(Lu a spol., 2007). Vnější vrstva je nejčastěji tvořena organickými látkami přírodního typu 
(hyaluronová, pektinová nebo alginová kyselina) (Šafaříková a spol., 2003), dextranem (Liu 
a spol., 2011; Lu a spol, 2007) či syntetického původu (polymethylmethakrylát, 
polyethylenglykol) (Horák a spol., 2007). Nevýhodou přírodních materiálů je nízká 
mechanická pevnost (Laurent a spol., 2008; Horák a spol., 2001; Lenfeld, 1993). Výhodou 
přírodních materiálů je biokompatibilita, biologická degradace na netoxické produkty, 
hydrofobicita, antimikrobní vlastnosti, schopnost tvorby gelu a afinita k proteinům. Tyto 
vlastnosti vykazuje např. chitin a chitosan (Jiang a spol., 2012; Šafařík a spol., 1993). Dříve 
se pro tvorbu obalu magnetického nosiče využíval polystyren (PS) 
nebo poly(methylmetakrylát) (PMMA). Nevýhodou těchto polymerů je jejich hydrofóbnost 
a složitá povrchová úprava (Horák a spol, 2007). Proto se dnes využívají spíše materiály 
na bázi poly(glycidylmethakrylátu) (PGMA) a poly(2-hydroxyethylmethakrylátu) 
(P(HEMA)). Takto připravené magnetické nosiče za použití (P(HEMA)) jsou netoxické 
a biokompatibilní, a proto jsou vhodné i pro biolékařské aplikace. Nosiče jsou hydrofilní, 
mechanicky stabilní, inertní a nerozpustné ve vodě (Horák a spol., 2005). Pro speciální účely 
(nanomedicína) je na povrchu nosiče vytvořen obal z přírodního materiálu, který je 
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biodegradovatelný. Obalová vrstva připravených magnetických jader tvořená polymerní 
matricí je nejčastěji vytvořena heterogenními polymerizačními technikami – suspenzní, 
emulzní či disperzní polymerací. Každý systém monomerů vždy vyžaduje nalezení 
optimálních podmínek polymerace. Nejstarší metodou využívanou pro tvorbu obalu je metoda 
suspenzní polymerace (Horák a spol., 2007; Trachtová, 2011; Macková a spol., 2007). 
Nosiče připraveny tímto způsobem jsou však polydisperzní.  

Druhou metodou zapouzdření magnetických jader je metoda emulzní polymerace, která se 
využívá nejčastěji (Horák a spol. 2003). Výsledkem této techniky jsou částice stejné velikosti 
s vysokou průměrnou molární hmotností. Reakční rychlost polymerace je značně vysoká. 

 Poslední využívanou technikou pro obalování magnetických jader je disperzní 
polymerace. Produktem jsou monodisperzní, neporézní mikročástice sférického tvaru (Horák 
a spol., 2007; Laurent a spol., 2008) (Obrázek 4). 

 

 

 

 
 

Obrázek 4: Elektronové mikrosnímky magnetických nanočástic P(HEMA-co-EDMA) (Křížová 
a spol., 2005)  

 

1.2.2.2 Pokrytí částic anorganickými materiály 

 
Drahé kovy jsou na povrch nosiče aplikovány nejčastěji metodou mikroemulzních reakcí. 

Nízkou reaktivitu a vysokou stabilitu vykazuje především zlato (Maeda a spol., 2008). 
Nanočástice jsou složeny z Fe3O4 jádra se zlatým pláštěm (Tarmer a spol., 2011). Charakter 
spodní vrstvy se odlišuje od zlatého obalu, proto jsou tyto aplikace obtížné. Výhodou 
pozlacení částic je velice snadná funkcionalizace thiolovými skupinami (Lu a spol., 2007).  

Tyčinkové pozlacené nanočástice železa mají průměr 16 ± 2 nm a průměrnou délkou asi 
50 ± 5 nm (Tarmer a spol., 2011). Monodisperzní Au-Fe3O4 nanočástice byly připraveny 
vstřikováním prekurzoru (HAuCl4) do horkého reakčního roztoku. Velikost Au-Fe3O4 částic 
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může být řízena změnou vstřikovací teploty. Stejnou metodou syntézy nanočástic byly 
připraveny Ag-Fe3O4 částice, kdy prekurzorem byl AgNO3 (Hao a spol., 2010). Pozlacené 
magnetické částice se využívají pro imunologické reakce. Povrch pozlacených magnetických 
nanočástic byl modifikován lidským imunoglobulinem (IgG). Pro detekci imunologické 
reakce byl vyvinut imunosensor, který zaznamenává interakci protilátky s bílkovinou 
z bakterie Staphylococcus aureus (Pham a spol., 2010). Dalším anorganickým zástupcem 
využívaným pro tvorbu obalové vrstvy je oxid křemičitý (Lu a spol., 2007). Přednosti oxidu 
křemičitého jsou jeho stabilita ve vodném prostředí, snadná povrchová úprava  
a tím i zamezení nežádoucích interakcí. Jedná se o amorfní materiál charakteristický vysokou 
mechanickou pevností (Horák a spol., 2007; Laurent a spol., 2008). Hydrofilní povrch lze 
snadno pokrýt dalšími funkčními skupinami. Silikagelové povrchy nesou záporný náboj,  
a proto jsou nosiče s tímto nábojem uchovávány ve vodě bez přidání dalších povrchově 
aktivních látek. Opouzdření jádra oxidem křemičitým může být provedeno Stöberovou 
metodou, v procesu sol-gel (transformaci koloidní suspenze na gel) nebo přímo při hydrolýze 
tetraethoxysilanu (TEOS) (Lu a spol., 2007; Gupta a spol., 2005). Mezi hlavní výhody 
silikagelových nanočástic je přesnější dávkování nosičů a vysoká reprodukovatelnost izolace 
DNA (Trachtová a spol., 2011). 

V poslední době se využívají magnetické nosiče s grafitovým povrchem. Uhlík vykazuje 
řadu pozitivních vlastností jako je vyšší chemická a tepelná stabilita, biokompatibilita, bariéra 
proti oxidaci a kyselé erozi. Nevýhodou těchto nosičů je jejich polydisperzta (Lu a spol., 
2007).  

 

1.2.3 Funkcianalizace povrchu magnetických částic 

 
Na stabilizované magnetické nosiče lze imobilizovat vysokomolekulární 

i nízkomolekulární ligandy. Vhodně funkcionalizované magnetické částice slouží jako nosiče 
protilátek, biologicky významných proteinů a peptidů, enzymů, oligonukleotidů, nukleových 
kyselin, hormonů, léčiv, buněk, diagnostických látek, nízkomolekulárních látek (kyselina 

ethylendiamintetraoctová (EDTA), kyselina iminodioctová (IDA)) a celé řady jiných látek 
(Pečová a spol., 2011; Křížová a spol., 2004; Aguilar-Arteaga a spol., 2010a). Ligandem 
mohou být i pouhé funkční skupiny: aminy, karboxylové kyseliny, aldehydy, thioly, 
epoxyoly, hydroxyoly, protein, alkylové řetězce apod. (Aguilar-Arteaga a spol., 2010a). 
Ligandy jsou voleny dle požadované aplikace.  

Důležitý je sférický tvar částice, který poskytuje dostatečný prostor pro navázání ligandu 
na povrch nosiče i volný přístup cílové molekuly k ligandu. Pokud je cílová molekula 
či ligand objemný a docházelo by k vzájemnému utlačování sousedních molekul lze využít 
tzv. orientovanou imobilizaci, nebo použít mezerník neboli raménka (tzv. spacer arm) (Horák 
a spol., 2007). Mezerníky jsou krátké lineární uhlovodíky na konci zakončené funkčními 
skupinami, kterými jsou ukotveny na nosič. Na druhém konci mezerníků jsou skupiny, které 
se vážou na ligand (Horák a spol., 2007). Při povrchových úpravách může dojít ke snížení 
magnetických vlastností (Lu a spol., 2007). Charakteristikou vhodného a funkčního 
magnetického nosiče je biokompatibilita, potlačení mezičásticových interakcí a možnost 
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chemické modifikace nezbytné pro následnou imobilizaci biomolekul (Pečová a spol., 2011). 
Vhodnost nosiče pro cílové molekuly je posuzována s ohledem na imobilizovaný ligand. 
Afinita izolované látky k ligandu je vyjádřena afinitní konstantou K, kdy rozmezí této 
konstanty se pohybuje K = 10-4–10-8 moll-1. Ligand je na povrch nosiče navázán pomocí 
vhodné funkční skupiny (Křížová a spol., 2004). Hlavními aspekty pro tvorbu 
imobilizovaných systémů jsou: volba matrice nosiče, výběr afinitního ligandu a způsob 
imobilizace ligandu na nosič.  

Další funkcí magnetického nosiče je, kromě izolace cílových molekul, působení aktivity 
samotného ligandu (Kenawy a spol., 1998). Významnou skupinou látek imobilizovaných 
na nosiči, které uplatňují svou aktivitu, jsou enzymy (proteasy – trypsin, chymotrypsin, 
keratinasa, lipasy, amylolytické enzymy a oxidoreduktasy - laktasa) (Pečová a spol., 2011). 
Ligandy mohou plnit i funkci modifikace cílových molekul (Kenawy a spol., 1998). 
Imobilizací enzymů na magnetické částice je dosáhnuto vyšší stability enzymu, posunutí 
limitů optimálních podmínek (teplota, pH) a snadné manipulace. Další výhodou je zvýšení 
afinity enzym substrát (snížení Km – Michaelisovy konstanty) a možnosti opakovaného 
použití imobilizovaného enzymu (Cao a spol., 2005). 

Existují dvě techniky imobilizace ligandů na povrch magnetického nosiče. Prvním typem 
imobilizace je ukotvení pomocí chemické vazby (kovalentní vazba). Imobilizovat lze 
i pomocí fyzikálních metod (vazby elektrostatické, hydrofobní/hydrofilní, iontové a vodíkové) 
(Pečová a spol., 2011). Ligandy mohou být i zabudovány přímo do gelové matrice 
magnetické částice. Matrice se skládá nejčastěji ze syntetických polymerů (polyakrylamid, 
polyurethan), pryskyřic, proteinů (vaječný bílek, želatina, kolagen) a polysacharidů 
(karageny, algináty, agar, agarosa). Výhodou těchto materiálu je, že jsou netoxické, 
biokompatibilní, proto mohou být využívány v nejrůznějších odvětvích. Do gelových matric 
mohou být zabudovány nejen biologicky aktivní látky, ale i celé buňky. Imobilizovaný 
protein si zachovává veškeré biologické funkce, neboť poskytované podmínky jsou velice 
podobné fyziologickým a nedochází pak k denaturaci proteinu (Pečová a spol., 2011). 
Nevýhodou postupu může být postupné uvolňování imobilizované látky (Pečová a spol., 
2011). 
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1.3 Imobilizace kovalentní vazbou 

 
Nejpoužívanější metodou pro imobilizaci ligandu na povrch magnetického nosiče je 

imobilizace chemickou vazbou – kovalentní vazbou. Tuto techniku lze použít pro imobilizaci 
makromolekul (nukleové kyseliny, proteiny, protilátky atd.) (Aguilar-Arteaga a spol., 2010a). 
Vazba je dostatečně pevná a nedochází k uvolňování ligandu. Bylo prokázáno, že kovalentní 
vazby zvyšují stabilitu nosičů a pomáhají kontrolovat vazebná místa (Aguilar-Arteaga a spol., 
2010a). Pro vytvoření kovalentní vazby (Obrázek 5) je nutné, aby nosič obsahoval funkční 
skupiny (-NH2, -COOH, -OH, -SH, -CONH2), které vytvoří chemickou vazbu s vhodnou 
funkční skupiny ligandů (-NH2, -SH, -COOH, -OH, -SH). Karboxylová skupina (-COOH) 
s aminoskupinou (-NH2) imobilizované látky tvoří amidovou vazbu, s thiolovou skupinou 
(-SH) thioesterové vazby a s alkoholovým zbytkem (-ROH) esterovou vazbu.  

 
 
 

 

 
 
Obrázek 5: Schématická ukázka tvorby vazby mezi funkční skupinou ligandu magnetické 
částice a cílovou molekulou (Upraveno dle http://pubs.rsc.org) 

 
 



21 
 

Aktivační činidla podporují tvorbu vazby mezi povrchem magnetického nosiče 
a ligandem. Metoda aktivace anorganických povrchů, které jsou pokryty vrstvou silanu 
(tzv. silanizace), se aplikuje při funkcionalizaci -NH2 skupinami. Dalším způsobem je 
modifikace vhodným biopolymerem, např. dextran. Tento děj je aktivován přídavkem 
jodistanu sodného. Vznikají příslušné dextranové polyaldehydy, které dále reagují s -NH2 
skupinou proteinů (Aguilar-Arteaga a spol., 2010). Funkcionalizované chitosanové částice, 
obsahující -NH2 skupiny, se připravují smícháním chitosanových částic s glutaraldehydem 
v prostředí tenzidu (sulfosukcinát), který je rozpuštěn v hexanu (Maitra 
a spol., 1999; Banerjee a spol., 2002). Jednotlivé kroky přípravy funkcionalizovaných 
chitosanových částic jsou uvedeny na Obrázku 6. 

 
 
 

 
 
Obrázek 6: Schéma přípravy chitosanových magnetických nosičů funkcionalizovaných 
glutaraldehydem (Banerjee a spol., 2002) 
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1.4 Nekovalentní interakce 

 
Nekovalentní vazby hrají důležitou roli v chemických (ředění, sublimace, rozpouštění, 

krystalizace) a biochemických dějích (vazba enzym substrát, vlákna nukleových kyselin, 
struktura proteinů), proto nejsou tak silné jako vazby kovalentní. Mezi nekovalentní interakce 
se řadí: hydrofobní interakce, iontové síly, vodíkové můstky a Van der Waalsovy síly. 
Podmínkou vzniku nekovalentních vazeb je přítomnost vodného prostředí. 

Hydrofobní interakce je snaha nepolárních molekul (části molekul) sdružovat se a tím 
co nejvíce snížit kontakt s vodou. Iontové síly jsou založeny na přitažlivosti opačně nabitých 
elektrostatických částic. Vodíkové můstky se tvoří mezi vodíkem a silně elektronegativním 
prvkem kyslíkem, dusíkem atd.). Van der Waalsovy síly jsou slabé interakce 
mezi molekulami, kdy síla vazby je závislá na vzdálenosti molekul (vzájemné působení 
nábojů molekul). 

Nekovalentní imobilizace se používá například pro navázání proteinů. Tento způsob 
imobilizace ligandů na magnetický nosič je proveden technikou fyzikální sorpce. Metoda 
fyzikální sorpce je jednoduchá, rychlá, levná a šetrná k ligandu. Avšak nevýhodou je malá 
stabilita a spolehlivost oproti imobilizací kovalentními vazbami. Nekovalentní vazba může 
být přerušena častým promýváním. Této vlastnosti se využívá při reversibilní imobilizaci 
proteinů (Zhao a spol., 2011). Reversibilní imobilizace je značně závislá 
na okolních podmínkách (pH, iontová síla, teplota).  

 

1.5 Využití magnetických nosičů při izolaci DNA 

 
Nukleové kyseliny se vyskytují ve dvou formách: hydratované a sbalené. Mezi těmito 

formami DNA je možný přechod v důsledku kondenzace makromolekuly (Rosypal, 2006). 
Magnetické částice lze využít k zakoncentrování vzorku metodou extrakce pomocí 
magnetických tuhých sorbentů. (magnetic solid - phase extraction, MSPE). Vzorek 
je zakoncentrován odseparováním magnetického nosiče z velkého objemu 
(Aguilar-Arteaga a spol., 2010). Toho se využívá např. pro zvýšení detekčních limitů běžných 
metod (Aguilar-Arteaga a spol., 2010). Magnetické separace se využívá také pro separaci 
celých buněk (prokaryotických i eukaryotických). Separace prokaryotických 
či eukaryotických buněk může být selektivní i neselektivní (Li a spol., 2007). Výhodou 
magnetické izolace DNA je kompatibilita a vysoká selektivita (Taylor a spol., 2000).  
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1.6 Využití elektrostatických sil při reverzibilní adsorpci na magnetické nosiče 

 
Směr difuze molekuly DNA by měl vést přímo k magnetickému nosiči. Omezujícím 

faktorem je možnost afinity jiných molekul (jiných než nukleových kyseliny) 
k magnetickému nosiči. Elektrostatické interakce musí být dominantní oproti dalším možným 
interakcím ve směsi, jako jsou například hydrofobní interakce (Rhaman a spol., 2011). 
Elektrostatické vazby se využívají k navázání DNA na magnetický nosič (Knopp a spol., 
2009). Adsorpce na povrch nosičů probíhá lépe v prostředí s vysokou iontovou silou, naopak 
eluce DNA je efektivnější v prostředí s nízkou iontovou silou (Shan a spol., 2012; Lee a spol., 
2008). 

Makromolekula DNA se záporným nábojem, tvořeným fosfátovými zbytky, se váže 
na částice s pozitivním povrchovým nábojem v neutrálním pH (Knopp a spol., 2009). Povrch 
magnetického nosiče se funkcionalizuje například aminoskupinami (–NH2), které jsou 
schopné protonace a vytvořit tak kladný náboj (Rhaman a spol., 2011; Yoza a spol., 2002). 
Aminoskupinami se obvykle funkcionalizují částice pokryté polymerní matricí 
s volnými karboxylovými (Horák a spol., 2007; Ramanathan a spol., 2005) 
nebo hydroxylovými skupinami (Lee a spol., 2008), případně částice s polystyrenovou matricí 
(Yang a spol., 2008; Haihui a spol., 2012). Pro extrakci a purifikaci nukleových kyselin se 
využívají křemičité částice nesoucí aminoskupiny (-NH2), které poskytují kationtový 
povrchový náboj (Veyret a spol., 2005; Del Compo a spol., 2005). Silanizací skleněných 
substrátů aminosilanem získáme hustě posetý povrch aminoskupinami, které slouží 
pro upevnění DNA (Nakagawa a spol., 2006). Princip izolace DNA, pomocí vazby 
na aminoskupiny je uplatňován u křemičitých částic, které jsou funkcialoizované 
diethylaminoethanolem (DEAE) a jsou obsažené v agarosovém gelu. Tento způsob izolace 
DNA byl srovnán s metodu sloupcové ionexové chromatografie s křemíkovou náplní. 
Experiment prokázal, že DNA získána magnetickou izolací měla sice nižší čistotu, 
ale výtěžky byly vyšší a metoda byla rychlejší (Levison a spol., 1999).  

Dalším typem magnetických částic využívajících aminoskupiny k zachycení nukleových 
kyselin, které se využívá zejména v lékařské diagnostice, jsou hydrofilní magnetické nosiče 
nesoucí aminodextran (Mouaziz a spol, 2009). Chitosanové částice s navázaným 
glutaraldehydem rovněž obsahují množství aminoskupin, které se podílí na izolaci cílových 
molekul. Navázání a uvolnění cílové molekuly je podmíněno mnoha vlivy. Náboj chitosanové 
částice je ovlivněn převážně pH suspenze. Optimální pH pro adsorpci cílových molekul 
na chitosanové částice se pohybuje v kyselé oblasti. Taktéž uvolnění molekuly 
z chitosanových částic je rychlejší v kyselém pH (acetátový pufr), pak následuje alkalické 
a neutrální oblast pH (fosfátový pufr) (Keawchaoon a spol., 2011). Chitosanové 
modifikované magnetické částice byly použity pro extrakci DNA z geneticky modifikovaných 
sojových bobů (Jiang a spol., 2012). Chitosanem potažené částice křemičitanu byly použity 
jako alternativa, ke standardní izolaci DNA pomocí silika částic, pro extrakci DNA (Hagan 
a spol., 2009). 
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1.7 Adsorpce DNA na povrch silikagelu 

 
Magnetické nosiče pokryté vrstvou silikagelu se hojně využívají v oblastech molekulární 

biologie a v biotechnologiích. Magnetické nosiče se silikagelem byly použity jako adsorbenty 
pro izolaci geonomové DNA z kukuřice. Získána DNA byla vhodná jako matrice 
pro polymerázovou řetězovou reakci (Taylor a spol., 2000). 

Při adsorpci plazmidu a chromozomální DNA na povrchu silikagelu byla zkoumána 
vazebná síla v závislosti na iontové síle, teplotě, pH, velikosti a konformaci DNA. 
Bylo zjištěno, že vazba je pevnější se zvyšováním entropie a s malou nebo nulovou hodnotou 
entalpie. Adsorpce DNA na magnetické nosiče pokryté silikagelem je vyšší za podmínek 
dehydratace DNA a křemičitých povrchů, zesítění pomocí mezimolekulárních 
elektrostatických sil a za přítomnosti mezimolekulárních vodíkových vazeb v kontaktní vrstvě 
DNA-křemík (Melzak a spol., 1996).  

 

1.8 Adsorpce kondenzované DNA 

 

Proces sbalení DNA se nazývá kondenzace, opačný jev dekondenzace (Watson a Crieck, 
1953). Kondenzace je obvykle definována jako sbalení rozvinutého (hydratovaného) 
dvouřetězce DNA do kompaktních molekul (Pollard a spol., 2008). „In vitro“ je molekula 
DNA v roztoku difundována a vyskytuje se v uvolněné rozvinuté formě. Působením vnějších 
sil lze dosáhnout kondenzace molekuly DNA, např. za pomoci osmotického tlaku 
a monovalentních solí. Přítomnost soli způsobuje neutralizaci náboje DNA, což vede 
ke snížení odpuzování mezi molekulami DNA (Králová a spol., 2001; Rosypal, 2006). 
Nejběžněji využívaným kondenzačním činidlem je neutrální polymer polyethylenglykol spolu 
se sodnými ionty (Na+ ve formě NaCl). Působení sodných iontů nestačí ke kondenzaci 
molekuly DNA, a proto se společně se solí přidává neutrální polymer polyethylenglykol, 
který způsobuje zvýšení osmotického tlaku (Shan a spol., 2012). Přechod DNA z rozvinuté 
do sbalené formy je indukován poly(ethylenglykolem) (PEG) ve směsi rozpouštědel - vodný 
roztok soli a methanolu. Kondenzace probíhá za určitých kritických podmínek koncentrace 
PEG. Hodnota koncentrace PEG závisí na stupni polymerace PEG, molárním zlomku PEG 
a methanolu, a na koncentraci přidané soli. S vyšším stupněm polymerace PEG a vyšší 
koncentraci soli klesá hodnota kritické koncentrace PEG (Vasilevskaya a spol., 1995). Sbalení 
DNA lze vyvolat snadněji použitím PEG o vysoké molární hmotnosti.  Kondenzaci DNA 
rovněž podporuje přídavek methanolu (Kleideiter a spol., 1999a). Pro monitorování přechodu 
forem DNA byly použity tři metody: viskozimetrie, UV/Vis - centrifugace a dynamický 
rozptyl světla (DLS). Všechny tři metody potvrzují, že methanol a PEG působí synergicky. 
Pomocí techniky DLS lze stanovit nejen konformační změny, ale i molekulová hmotnost. 
Bylo zjištěno, že neexistují žádné přechodné konformační stavy molekuly DNA. Existuje 
pouze rozvinutá nebo sbalená forma DNA (Kleideiter a spol., 1999b). 

Byla provedena studie adsorpční charakteristiky lineárního polymeru 
a dendimeru (makromolekuly o větvené struktuře) na oxidu hlinitém a oxidu křemičitém. Jako 
lineární polymer byl zvolen PEG. Dále byl testován dendimer poly(amidoamin) (PAMAM) 
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s navázanými karboxylovými skupinami (Esumi a spol., 2001). Test polymerů byl proveden 
ve vodných roztocích o hodnotě pH 5 (Esumi a spol., 2001). Poly(amidoamin) dendrimer 
adsorboval do značné míry jak na oxidu hlinitém, tak na oxidu křemičitém, zatímco 
poly(ethylenglykol) adsorboval nejlépe na silikagelu (Esumi a spol., 2001). Adsorbované 
množství PAMAM na oxid hlinitý bylo značně vyšší ve srovnání s množstvím PEG (Esumi 
a spol., 2001). Tento rozdíl může být způsoben rozdílnou interakcí polymeru s povrchem 
oxidu hlinitého. Hlavní silou interakce je elektrostatická přitažlivost (Esumi a spol., 2001). 
Při pH 5 je PAMAM záporně nabitý a interaguje s kladnými náboji hliníku, zatímco PEG je 
na povrch oxidu adsorbován prostřednictvím vodíkových vazeb mezi oxidem hlinitým 
a hydroxylovými skupinami (Esumi a spol., 2001). 

 

1.9 Amplifikační metoda – PCR 

 
Identifikací bakterií se rozumí porovnání určované bakterie se známou bakterií, obvykle 

se sbírkovým nebo typovým kmenem. Jedná se o proces, při kterém se zjišťuje, ke kterému 
známému taxonu (druhu) lze izolát přiřadit (Ben Amor, 2007). Klasické metody identifikace 
bakterií jsou založeny na studiu fenotypových vlastností (Watson a Crieck, 1953). Běžně 
využívané kultivační metody jsou složité, časově náročné, a ne vždy plně spolehlivé. 
Kultivovat lze pouze 1 % mikroorganismů přítomných v prostředí. Kromě toho lze 
fyziologické vlastnosti mikroorganismů ovlivnit podmínkami kultivace (Turková a spol., 
2011). Proto se k detekci, identifikaci a kvantifikaci bakterií stále častěji používají 
nekultivační molekulárně-biologické metody. Nejpoužívanější metodou je polymerázová 
řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR), která se používá k amplifikaci DNA 
(Ehrmann a Vogel, 2005; Ben Amor, 2007; Švec, 2010). Metodu PCR objevil v roce 1983 
Kary Mullis, který za svůj objev obdržel v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii. Díky 
rychlosti analýzy a specifitě zažívá v posledních desetiletích velký rozmach také 
v potravinářském průmyslu. PCR je molekulárně-diagnostická metoda založená na cyklicky 
se opakující syntéze specifického úseku DNA. K vybranému úseku DNA se hybridizují krátké 
oligonukleotidy, tzv. primery, od nichž začíná syntéza nového řetězce. Syntéza je 
katalyzována termostabilní DNA polymerázou, která byla izolována z bakterie Thermus 
aquaticus (proto se označuje jako Taq polymeráza) (Lorenz, 2012; Bloomfield a spol.,2000).  
 

PCR se provádí v zařízení zvaném thermocycler (cyklátor) a spočívá v periodickém 
opakování tří po sobě jdoucích kroků: 

 denaturace dsDNA; denaturace DNA probíhá při 95 °C 

 připojení primerů; primery jsou hybridizovány při teplotě 50–65 °C 
(dle jejich nukleotidového složení) 

 syntéza DNA; syntéza DNA probíhá při teplotě 68–75 °C. 

 
Opakováním všech kroků PCR dochází exponenciální rychlostí k syntéze vybraného 

úseku DNA – PCR produktu (amplikonu). Počet opakování závisí na výchozí koncentraci 
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DNA, ale obvykle se výše uvedené cykly opakují 25 – 35krát. Počet cyklů je omezen, protože 
příliš vysoký počet opakování výrazně snižuje účinnost DNA polymerázy (Lorenz, 2012). 
Identifikace čistých kultur pomocí PCR bývá zpravidla bezproblémová, potíže však mohou 
nastat při izolaci DNA z komplexních vzorků, např. půdy, stolice, klinických vzorků 
nebo potravin. Falešně pozitivní výsledky v PCR lze eliminovat důsledným používáním 
dekontaminačních procedur (UV záření, chlornan sodný apod.) a přesným dodržením 
pracovních postupů zejména při odběru a skladování vzorků. Závažnější problém představují 
falešně negativní výsledky, které jsou zpravidla způsobeny inhibitory PCR (organické 
a anorganické chemikálie, detergenty, antibiotika, pufry, enzymy, polysacharidy, tuky 
a proteiny). Inhibitory PCR můžeme rozdělit na extracelulární a intracelulární. Intracelulární 
inhibitory jsou přítomny uvnitř buněk (např. endogenní nukleasy). Extracelulární inhibitory 
pocházejí z matrice vzorků (např. vápenaté ionty při analýze mléčných výrobků, polyfenoly), 
z chemikálií používaných při izolaci DNA (fenol, chloroform), ale také pylu, prachu z rukavic 
apod. (Schrader a spol., 2012; Hu a spol., 2015; Lorenz 2012). Velmi jednoduchým 
způsobem eliminace vlivu extracelulárních inhibitorů je reversibilní adsorpce DNA 
na magnetický nosič s využitím jednoduchých elektrostatických sil. Makromolekula DNA se 
záporným nábojem, tvořeným fosfátovými zbytky, se váže na nanočástice s pozitivním 
povrchovým nábojem v neutrálním pH (Trachtová, 2016). 

 

1.10 Agarosová gelová elektroforéza 

 
V této práci byla pro identifikaci amplikonů použita agarosová gelová elektroforéza. Jedná 

se o elektromigrační metodu, která se využívá pro identifikaci a separaci makromolekul 
(nukleoých kyselin – DNA, RNA a proteinů). Agarosová gelová elektroforéza je vhodná 
a velmi často používaná metoda pro separaci fragmentů DNA různých velikostí v rozmezí 
od 100bp do 25 kb (Sambrook a Russell, 2001; Lee a spol., 2012). Principem metody je 
migrace záporně nabité molekuly DNA v prostředí elektrického pole. Molekula DNA nese 
záporný náboj, který ji udílí záporně nabité fosfátové skupiny. Záporně nabitá molekula 
putuje v elektrickém poli směrem ke kladně nabité anodě.  

Agarosa je izolována z rodů řas Gelidium a Gracilaria a skládá se z opakovaných 
podjednotek agarobiosy (L- a D-galaktosy) (Kirkpatrick, 1991; Lee a spol., 2012). Agarosa je 
polysacharid, který po smíchaní s pufrem a zahřátí tvoří pórovitý gel, který se využívá jako 
vhodný nosič. Gel vytvoří síť polymerů s póry, kterými putují nabité molekuly. Protože DNA 
má jednotný poměr hmotnost/náboj, molekuly DNA jsou v agarosovém gelu separovány dle 
velikosti. Rychlost migrace molekuly závisí na velikosti molekuly, koncentraci agarosy, 
konformaci DNA, aplikovaném napětí, přítomnosti ethidiumbromidu, typu agarosy 
a elektroforetickém pufru (Lee a spol., 2012). Menší fragmenty se pohybují rychleji. 
Pro analýzu se využívají různě husté gely (0,8% - analýza DNA, 1,8% - analýza PCR 
produktů). Vzorky jsou napipetovány spolu s nanášecím pufrem do jamek gelu a připravený 
gel je vložen do vany s elektroforetickým pufrem. Nanášecí pufr vzorky obarví a zviditelní, 
a zároveň zabrání vyplavení vzorku. Při vloženém napětí začne probíhat elektromigrace. 
Migraci vzorku lze vizuálně kontrolovat díky nanášecímu pufru, který vzorek zviditelnil. 
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Spolu se vzorky se nanáší na gel standardy (směsi fragmentů DNA o přesně definovaných 
délkách), které se využívají pro zjištění velikosti pomocí srovnání, a kontroly (pozitivní, 
negativní). 
Po elektroforéze následuje vizualizace vzorků, kdy se gel ponoří do roztoku s interkalační 
fluorescenční barvivem, kdy specificky dochází k interkalaci do DNA. Následně se 
nenavázané barvivo vymývá ve vodě, tím zůstane jen barvivo navázané na DNA a je možno 
DNA vizualizovat pod UV zářením na UV transluminátoru.  

 

1.11 Analýza výskytu invertovaných repetic a kvadruplexů v genomu 

 
V genomech jsou přítomny specifické sekvence DNA, které za vhodných podmínek 

mohou vytvořit kromě klasického duplexu i speciální struktury. Mezi takovéto typy sekvencí 
patří invertované repetice (IR) (tvoří vlásenky a křížové struktury), guaninové trakty (tvoří 
kvadruplexy), sekvence bohaté na tyminy a adeniny (tvoří triplexy) a sekvence bohaté 
na cytosiny (tvoří i-motivy - interkalované cytosinové kvadruplexy/motivy). Tyto sekvence se 
vyskytují ve všech organismech (prokaryotických i eukaryotických) (Wang a Leung., 2009; 
Warburton, 2004; van Holde a spol., 1994) a jejich lokalizace není náhodná, což koreluje 
s funkčně důležitými genomovými oblastmi (Rhodes a Lipps, 2015; Bartas a spol., 2018; 
Brázda a spol., 2016; Strawbridge a spol. 2010). Genomy a transkriptomy různých 
organismů, včetně modelového organismu Escherichia coli (Rawal, 2006), Saccharomyces 
cerevisiae (Hershman a spol., 2008) a lidí, obsahují řadu invertovaných repetic a sekvencí 
bohatých na G báze (Huppert, 2005). Původně byly tyto struktury prokázány v podmínkách in 
vitro, později byly také prokázány in vivo (Rhodes a Lipps, 2015).  

Palindrom je specifický případ inverzní repetice, kde chybí nukleotidy oddělující 
jednotlivé inverzní repetice. Pokud invertovaná repetice neobsahuje žádnou chybu, nazývá se 
IR perfektní, pokud je v sekvenci přítomná chyba, nazývá se imperfektní. IR přítomné 
v regulačních oblastech DNA zůstaly evolučně konzervováné (Strawbridge a spol. 2010), 
zatímco IR nepříznivě působící na genetickou stabilitu byly eliminovány (Strawbridge a spol. 
2010). Nadměrný výskyt IR byl zaznamenán v promotorových oblastech a v místech iniciace 
replikace (Čechová a spol., 2017). Z inverzní repetice vhodné délky (šesti a více nukleotidů) 
mohou vznikat intramolekulárním párováním komplementárních bází křížové struktury – tzv. 
kruciformy (Obrázek 7). Křížové struktury obsahují čtyřcestné spojení, stopku a smyčku 
o různé velikosti (Wang a Leung, 2006). Kruciformy jsou cílové struktury pro histony, proto-
onkogenní protein DEK a mnoho dalších strukturních a regulačních proteinů (Brázda a spol., 
2016). Například protein p53 (hlavní nádorový supresor) se přednostně váže na sekvence 
obsahující invertované repetice, které mají schopnost vytvářet křížové struktury (Jagelská 
a spol. 2010), což demonstruje důležitost těchto struktur. Tento protein reguluje transkripci 
genů zapojených do zastavení buněčného cyklu, apoptózy a senescence (Jost a spol., 1997; 
Espinosa, 2008; Mazur a spol., 1999). 

 „Poloviční křížovou strukturou“ vyskytující se na jednom vlákně nukleových kyselin je 
vlásenka. Vlásenky jsou nejběžnější sekundární strukturou vytvářející se na RNA pomocí 
Watsn-Crickova párování uvnitř molekuly. Sekvence na DNA, která kóduje vlásenku, musí 
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být taktéž IR. Vlásenka přítomna v transkriptu bude mít pravděpodobně opět regulační funkci 
(Strawbridge a spol. 2010; Miura a spol. 2019; Dai a spol., 1997; Bikard a spol., 2010; 
Brázda a spol, 2011; Shlyakhtenko a spol., 2000). 

 

 
 
Obrázek 7: Formování křížových struktur (Nelson a Michael, 2013) 
 
 
Během posledních desetiletí byly objeveny čtyřvláknové struktury známé pod názvem 

Guaninové kvadruplexy (G-kvadruplexy). G-kvadruplex je tvořen sekvencemi bohatými 
na guanin, které se také označují jako G-trakty. Jedna čtveřice na sebe navázaných Guaninů 
se označuje jako G-kvartet/G-tetráda (Huppert, 2005).  Vznik vodíkových vazeb mezi 
guaniny je umožněn Hoogsteenovým párováním bazí (Bedrat a spol., 2016; Kikin a spol., 
2006).  Kvadruplex a kvartet ilustruje Obrázek 8. G-kvadruplexové struktury, se často 
vyskytují v telomerách, promotorech a dalších biologicky významných oblastech genomu 
savců (Bartas a spol., 2018; Kikin a spol., 2006). Výskyt telomerních kvadruplexů je 
spojován se snížením aktivity enzymu telomerázy, která je zodpovědná za prodloužení 
telomer. Přibližně 85 % onkologických onemocnění je způsobeno v důsledku vysoké aktivity 
telomerázy, a proto je výzkum G-kvadruplexů důležitý pro vývoj léčiv (Huppert, 2005; Yang 
a spol., 2018).  
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Obrázek 8: G-kvadruplex (A) Guaninový kvartet stabilizovaný Hoogstenovým párováním, 
konkrétně jde o vodíkové vazby a kladně nabitý centrální ion (B) Schématická kresba 
kvadruplexové struktury formované na DNA (Bartas a spol., 2019) 

 
 
Pomocí výpočetní techniky lze provádět hlubší analýzu genomu (Zuker, 2003). 

Pro analýzu potenciálních G-kvadruplexových struktur (PQS) existuje celá řada algoritmů 
(Bedrat a spol. 2016). Jedním z nevíce používaných algoritmů je G4Hunter (Bedrat a spol. 
2016; Mishra a spol, 2019). Pro vyhodnocení obsahu G (resp. C na komplementárním 
řetězci), ve sledované sekvenci nukleových kyselin, tento algoritmus dává jednotlivým 
sekvencím G, GG, GGG a GGGG skóre 1, 2, 3 a 4 (Bedrat a spol. 2016). Cytosinové báze 
(C) jsou také hodnoceny, ale všechny hodnoty jsou negativní (Bedrat a spol. 2016). Obsah 
AT je irelevantní, takže skóre pro báze adeninu a tyminu je 0 (Bedrat a spol. 2016). Konečně, 
skóre G4Hunter je aritmetický průměr všech těchto hodnot (Bedrat a spol. 2016). 
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2. Cíl práce 

 
Cílem dizertační práce je: 
 

 Optimalizace přípravy buněčných lyzátů. Volba vhodného lyzačního činidla, jeho 
koncentrace, volba doby působení na buňky. Testování přídavku Proteinázy  
a SDS. 

 Testování alternativních metod izolace nukleových kyselin z buněčných lyzátů 
 Optimalizace reakčních podmínek izolace nukleových kyselin z buněčných lyzátů 

pomocí polymerních nosičů. Testování reakčních pufrů pro adsorpci nukleových 
kyselin na nosiče a elučních pufrů. 

 Izolace nukleových kyselin z potravinových matric pomocí nosičů 
 Studium sekundárních struktur nukleových kyselin pomocí bioinformatické 

analýzy u mikroorganizmů využívaných v potravinářském průmyslu. 
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EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

3. Materiál a metody 

3.1 Kultivační média 

 
 MRS tekuté médium 

 
MRS médium bylo připraveno dle návodu od výrobce, kdy v 1 000 ml destilované vody 

bylo rozpuštěno 52 g MRS média, pH média bylo upraveno na hodnotu 6,2. Poté bylo 
médium sterilizováno v autoklávu (121 °C/15 minut). 

 

3.2 Roztoky pro přípravu buněčných lyzátů 

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

 
Sterilně bylo smícháno: 1 ml 1M Tris HCl, pH 7,8 (80 ml destilované vody bylo 

rozpuštěno v 12,1 g Tris-base. Hodnota pH byla upravena pomocí koncentrované HCl. Objem 
byl doplněn destilovanou vodou do 100 ml), 1 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 (202,2 g EDTA bylo 
převedeno do 800 ml destilované vody a umístěno na magnetickou míchačku. Hodnota pH 
byla upravena přidáním asi 20 g NaOH v peletkách. Objem byl doplněn destilovanou vodou 
do 1 l. 

 
 Lyzační 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 před použitím přidán lysozym (3 mg/ml).  
 
 SDS (20 %) 

 
20 g SDS bylo rozpuštěno v 80 ml sterilní destilované vody. Roztok byl zahřát na 68 °C. 

Hodnota pH byla upravena na 7,0 několika kapkami koncentrované HCl. Objem byl doplněn 
destilovanou vodou do 100 ml.  
 

3.3 Roztoky pro izolaci bakteriální DNA a reakční pufry 

 
 Roztok CIZ 

Směs chloroformu a isoamylalkoholu v poměru 24:1 
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 5M NaCl 
 
58,4 g NaCl bylo rozpuštěno ve 150 ml destilované vody. Objem byl doplněn destilovanou 

vodou do 200 ml. Roztok byl sterilizován v autoklávu (121 °C/15 minut). 
 
 40% PEG 6000 

 
40 g PEG 6000 bylo rozpuštěno v 60 ml sterilní destilované vody. Objem byl doplněn 

sterilní destilovanou vodou do 100 ml. Roztok byl uchován při 4 °C. 
 
 70% ethanol 

 
Bylo smícháno 70 ml 96 % ethanolu a 26 ml destilované vody. 
 

 TE pufr pH 7,8 
 
Sterilně bylo smícháno 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 výslednou koncentraci 0,01 M Tris a 0,001 M EDTA). 
 

 Tris pufr o hodnotě pH 5,2; 7,0 a 8,00 

Rozpuštěním 121,1 g Tris báze v 800 ml destilované vody byl připraven zásobní 
roztok 1M Tris. Tento roztok byl naředěn na 10mM a pH bylo upraveno přídavkem 
0,1 M HCl. Roztok byl sterilizován při 121 °C po dobu 15 minut. 

 
 0,1 M fosfátový pufr pH 6,0; 7,0 a 7,8 

 
Byl připraven roztok 0,2 M Na2HPO4: V 1000 ml destilované vody bylo rozpuštěno 

35,61 g Na2HPO4 ∙ 2H2O / 53,65 g Na2HPO4 ∙ 7H2O / 71,46 g Na2HPO4 ∙ 12H2O. 
Dále byl připraven roztok 0,2 M NaH2PO4: V 1000 ml destilované vody bylo rozpuštěno 

27,60 g NaH2PO4 ∙ H2O / 31,21 g NaH2PO4 ∙ 2H2O. 
Požadovaný roztok příslušné hodnoty pH získáme smícháním obou roztoků v příslušném 

poměru dle Tabulky 2, viz. níže. 
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Tabulka 2: Příprava fosfátového pufru o příslušné hodnotě pH 
 

 pH Roztok 0,2 M Na2HPO4 

(ml) 
Roztok 0,2 M NaH2PO4 

(ml) 
6,0 0,62 4,39 
7,0 3,05 1,95 
7,8 4,58  0,43 

 
Takto připravené roztoky byly doplněny destilovanou vodou na objem 10 ml. Roztoky 

byly sterilizován při 121 °C. 
 
 Fosfátový pufr pH 5,59; 5,91 a 6,24 (Sörensen) 

 
Byl připraven roztok 0,1 M KH2HPO4: Ve 250 ml destilované vody bylo rozpuštěno 

2,27 g K2HPO4. 
Dále byl připraven roztok 0,1 M Na2HPO4: Ve 250 ml destilované vody bylo rozpuštěno 

2,97 g Na2HPO4 ∙ 2H2O. 
Požadovaný roztok příslušné hodnoty pH získáme smícháním obou roztoků v příslušném 

poměru dle Tabulky 3, viz. níže. 
 
Tabulka 3: Příprava fosfátového pufru o příslušné hodnotě pH 
 

 pH Roztok 0,1 M KH2HPO4 
(ml) 

Roztok 0,1 M Na2HPO4 

(ml) 
5,59 9,5  0,5  
 5,91 9,0  1,0  
6,24 8,0  2,0  

 
Roztok byl sterilizován při 121 °C. 
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 Prací prostředky 

 
Tabulka 4: Prací prostředky využívané pro přípravu lyzačních roztoků 

 
Prací prostředek Froma Výrobce Označení 

v experimentu 
SA8 TM – Premium + BIOQUEST 

prací prášek 
prášek Amway TM Prášek A 

PERSIL universal: Gold tekutý 
prací gel 

tekutý gel Henkel Prášek B 

PERSIL Color prací gel pro 
barevné prádlo 

   tekutý gel Henkel Prášek C 

PERSIL color pulver: Gold 
 

prášek Henkel Prášek D 

PER 100% - univerzální prací gel 
 

tekutý gel Complete Prášek E 

 

3.4  Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu 

 
 5x TBE pufr 

 
54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpuštěno v 600 ml destilované vody. Poté 

bylo přidáno 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Objem byl doplněn destilovanou vodou do 1 l. 
Před použitím byl roztok 10 x naředěn na výslednou koncentraci 45 mM Tris, 45 mM 
kyselina boritá a 1 mM EDTA. 

 
 1,8% /0,8% agarosový gel 

 
1,8 g/ 0,8 g agarosy bylo rozvařeno ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru. 
 

 Ethidium bromid (0,5 μg/ml) 
 
100 μl roztoku EtBr o koncentraci 2,5 mg/ml bylo zředěno 500 ml sterilní vody. 
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3.5  Bakteriální kultury 

 
V experimentech byly použity bakteriální kmeny, které byly získány z České sbírky 

mikroorganismů (CCM Brno. ČR).  
 

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 kuřecích erythrocytů 

DNA z kuřecích erythrocytů byla získána z Masarykovy Univerzity v Brně. 

3.7  Potravinové vzorky  

 
Byly zvoleny mléčné výrobky, které na svém obalu deklarovaly přítomnost bakteriální 

kultury (Tabulka 5) 
 

Tabulka 5: Přehled testovaných mléčných výrobků (Upraveno dle: http://www.mlekarna-
valmez.cz/; http://www.mlekarna-kunin.cz/; http://www.olma.cz/; http://www.actimel.cz/;) 
 

Bílý jogurt Výrobce Složení 
 

Bílý jogurt 
z Valašska 

Mlékárna Valašské 
Meziříčí, spol. s r.o. 

mléko, 
mléčná bílkovina, 

živá jogurtová kultura 
 

Smetanový bílý 
jogurt Kunín 

Mlékárna Kunín a.s. smetana, 
jogurtová kultura, 
probiotická kultura 

 
Klasik bílý jogurt 

OLMA 
OLMA a. s. mléko, 

mléčná bílkovina, živá jogurtová kultura 
 

Actimel bílý 

 

Danone a. s. mléko, cukr (V, PL) nebo tekutý cukr (B) (7,3% 
sacharóza), glukóza, 

jogurtová kultura a L.casei DN 114001,vitamíny 
B6 , D. Obsah tuku nejméně 1,1% hmot. 
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Acidofilní mléko 
plnotučné 

Mlékárna Valašské 
Meziříčí, spol. s r.o. 

mléko, mléčná kultura, probiotické kultury 
(Lactobacillus Acidophilus, Bifidobacteria, 
Streptococcus Thermophilus), obsah tuku 

min 3,6 %. 
 

Smetanový jogurt 
Florian – jahoda 

 

OLMA a. s. smetana (10% tuku), ovocná složka 15%, (cukr, 
ovoc.složka 30%, zahušťovadla: modifikovaný 
škrob a pektin, barvivo betanin, aroma), živé 

jogurtové kultury 
 

Smetanový jogurt 
jahoda 

Mlékárna Valašské 
Meziříčí, spol. s.r.o. 

smetana, 
 cukr (součást ovocné složky 14%), 

jahody plod (součást ovocné složky 14%), aroma 
(součást ovocné složky 14%), jogurtová kultura 

Jogobella jogurt – 
mango 

Zott s.r.o. mléko, mango, koncentrát manga, glukozo-
fruktozový sirup, cukr, sušené mléko, E100 

Kurkumin (Cl přírodní žluť 3), aroma, jogurtová 
kultura 

 
Bílý jogurt Madeta a.s. plnotučné mléko,sušené mléko, jogurtová kultura 

 
Naše BIO jogurt 

jahodový 
OLMA a. s. bio mléko, bio ovocná složka 23% (bio jahody 

50%, bio třtinový cukr, bio koncentrát šťávy 
z aronie, stabilizátory pektin a bio karubin, bio 
koncentrát citronové šťávy), sušená syrovátka, 

jogurtová kultura 
 

 

3.8  Polymerní magnetické nosiče 

 
Pro izolaci nukleových kyselin byly použity polymerní nosiče, které byly syntetizovány 

na Ústavu makromolekulární chemie Akademie věd ČR v Praze Ing. Danielem Horákem, 
CSc. 
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Tabulka 6: Přehled použitých nosičů a jejich vlastnosti 
 

Nosič Polymer Průměr 
nosičů 
(m) 

Funkcionalizace 
povrchu 

Imobilizovaný lysozym 
 

(P(HEMA-co-GMA) 2,20 lysozym 

Fkol 135ox 
 

P(HEMA-co-GMA) 1,00 2,61 mM/g -COOH 

P(HEMA-co-GMA)-
NH2 

P(HEMA-co-GMA) 4,00 -NH2 

F79/L3 poly-LYSINE 
(mw = 93800) 

- 0,01 lysin 

 

3.9 Přístroje 

 
Byla použita analytická váha Pioneer OHAUS (OHAUS, USA), Centrifuga (Eppendorf 

AG, Hamburg, Německo), Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, 
Německo). Pro provedení gelové agarosové elektroforézy bylo použito elektroforetické 
zařízení Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA) a zdroj elektrického napětí Lighting volt 
Power Supply, model OSP-300 (Owl Scientific, USA), pro separaci nukleových kyselin 
magnetický separátor Invitrogen Dynal AS (Dynal Biotech, Oslo, Norsko), NanoPhotometr 
(Implen, Německo) pro stanovení čistoty a koncentrace nukleových kyselin. Pro amplifikaci 
nuklových kyselin byly použity Termocycler Bioer GeneQ (BIOER TECHNOLOGY, Čína), 
Termocycler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA), Minicycler PTC 150 (MJ Research, 
Watertown, USA). Dále byla použita Minicentrifuga C1301 (Labnet international, Inc., USA) 
a Transluminátor TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA). 

 

3.10 Kultivace mikroorganismů rodu Lactobacillus 

 
Byla připravena kultivační zkumavka s 10 ml MRS média, která byla předehřáta 

na 37°C. Jako inokulum bylo použito 100 l bakteriální kultury, uchovávané v 15% roztoku 
glycerolu v mrazáku při -80 °C, do tekutého živného média. Poté byly kultivační zkumavky 
umístěny v termostatu (37 °C) na 24 hod. Kultivace probíhala aerobně.  
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3.11 Příprava vzorků 

 

3.11.1 Příprava vzorků tekutých mléčných výrobků 

 
U tekutých mléčných výrobků (Actimel, acidofilní mléko) byl použit 1 ml vzorku, který 

byl centrifugován 14100 g, 3 min. Poté byl slit supernatant (supernat.) a ke vzorku byl přidán 
1 ml sterilní destilované vody a vše bylo dobře promícháno. 

 

3.11.2 Příprava vzorků jogurtů 

 
K 1 g jogurtu byl přidán 1 ml sterilní destilované vody a vše bylo důkladně promícháno. 

1 ml vzorku byl centrifugován při 14100 g, 3 min. Poté byl slit supernatant a ke vzorku byl 
přidán 1 ml sterilní destilované vody a vše bylo dobře promícháno. 

 

3.12 Příprava buněčných lyzátů 

 

3.12.1 Příprava buněčných lyzátů z bakteriálních kultur a mléčných výrobků pomocí 
lysozymu 

 
Do 1,5ml zkumavky Eppendorf byl napipetován 1 ml vzorku (bakteriální kultura narostlá 

v tekutém MRS, nebo mléčný výrobek). Vzorek byl odstředěn při 14100 g, 5 min. 
Supernatant byl slit a sediment byl resuspendován v 1 ml roztoku A (10 mM Tris o pH 7,8 5 
mM EDTA; pH 8,0). Poté byl vzorek opět centrifugován při 14100 g, 5 min. a sediment byl 
resuspendován v roztoku s lysozymem (10 mM Tris o pH 7,8; 5 mM EDTA; pH 8,0; 
3 mg/ml lysozym). Vzorek byl ponechán hodinové inkubaci při pokojové teplotě. 
Po hodinové inkubaci bylo ke vzorku přidáno 50 l 20%SDS a 5 l Proteinázy K 
(100 g/ml). Vzorek byl promíchán a ponechán inkubaci při 55 °C do druhého dne. 

 

3.12.2 Příprava buněčných lyzátů z bakteriálních kultur pomocí roztoku pracího 
prostředku 

 
Do 1,5ml zkumavky Eppendorf byl napipetován 1 ml vzorku (bakteriální kultura narostlá 

v tekutém MRS). Vzorek byl odstředěn při 14100 g, 5 min. Supernatant byl slit a sediment 
byl resuspendován v 1 ml roztoku A. Poté byl vzorek opět centrifugován při 14100 g, 5 min 
a sediment byl resuspendován v 4% roztoku pracího prostředku obsahujícího enzymy. Vzorek 
byl ponechán hodinové inkubaci při pokojové teplotě. Po hodinové inkubaci bylo ke vzorku 
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přidáno 50 l 20% SDS a 5 l Proteinázy K (100 g/ml). Vzorek byl promíchán a ponechán 
inkubaci při 55 °C do druhého dne. 

 

3.12.3 Příprava buněčných lyzátů z potravinářských matric pomocí roztoku pracího 
prostředku 

 
Do zkumavky o objemu 1,5 ml byl odebrán 1 ml vzorku (jogurt byl resuspendován 

ve sterilní vodě v poměru 1:1). Následně byl vzorek odstředěn při 14100 g dobu 5 min. 
Po slití supernatantu byl sediment opět resuspendován v 1 ml sterilní vody. Promývání bylo 
4x opakováno. Poté byl sediment resuspendován v 1 ml 4% roztoku pracího prostředku 
a ponechán 1 h/3 h při laboratorní teplotě. Poté bylo k vzorku přidáno 50 µl 20%SDS a 5 ul 
Proteinázy K (100 µg/ml). 

 

3.12.4 Příprava buněčných lyzátů pomocí imobilizovaného lysozymu na magnetické 
nosiče 

 
Z připravené buněčné suspenze byl odebrán 1 ml a byl centrifugován při 14100 g, 3 min. 

Získaný sediment byl resuspendován v 1ml roztoku A a poté byla suspenze opět 
centrifugována 3 min při 14100 g. Po slití supernatantu byl sediment resuspendován v 490 μl 
roztoku A a 10 µl imobilizovaného lysozymu. Buněčná směs s lysozymem byla inkubována 
1, 3 a 5 h při pokojové teplotě. 

 

3.13 Izolace nukleových kyselin 

 

3.13.1 Fenol-chloroformová extrakce  

 
Tato metoda byla prováděna dle Sambrook a Russel, 2011.  

3.13.2 Magnetická separace kondenzované DNA 

 
Dle Tabulky 7 byla namíchána separační směs do 1,5ml zkumavek Eppendorf. Pořadí 

jednotlivých komponent zůstalo zachováno. Poté byla směs inkubována po dobu 15 min 
při laboratorní teplotě. Po inkubaci byly zkumavky se separační směsí umístěny 
do magnetického separátoru a zde byly ponechány po dobu 15 min. 
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Tabulka 7: Reakční směs pro magnetickou separaci 
 

Pořadí Komponenta Objem (µl) 

1. NaCl (5 M) 400 

2. Buněčný lyzát 100 

3. PEG 6000 (40 %) 400 

4. Magnetické nosiče 
(2 mg/ml) 

100 

 Výsledný objem 1000 

 
 
Ze zkumavek byl pomocí pipety odebrán supernatant (v případě testování reakčních 

podmínek byl supernatant uchován pro další zpracování). Zkumavky byly vyjmuty 
z magnetického separátoru a magnetické nosiče byly promyty 700 l 70 % ethanolu. 
Promývání ethanolem bylo zopakováno a poté byly otevřené zkumavky umístěny 
do termostatu (56 °C), aby došlo k odpaření zbytkového ethanolu (nutno kontrolovat, 
aby nedošlo k přesušení magnetických nosičů). Poté byly zkumavky vyjmuty z termostatu 
a magnetické nosiče byly resusupendovány v 200 μl TE pufru. Zkumavky byly uloženy 
do chladničky (5 °C), kde byly ponechány do dalšího dne. Po 24 h byly zkumavky vloženy 
do magnetického separátoru a eluát byl odpipetován do čisté zkumavky Eppendorf. 

 

3.13.2.1 Testování reakčních pufrů pro separaci DNA pomocí nosičů 

 
Nosiče byly 24 h dopředu resuspendovány v příslušném pufru. Rovněž DNA kuřecích 

erythrocytů byla 24 h dopředu smíchána s příslušným reakčním pufrem. Dle Tabulky 8 byla 
namíchána separační směs. Separační směs byla ponechána hodinové inkubaci při pokojové 
teplotě za občasného promíchání. Poté byl oddělen supernatant. 
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Tabulka 8: Příprava separační směsi v prostředí příslušného pufru 

 

Pořadí 
 

Komponenta Objem (l) 

1. DNA kuřecích 
erythrocytů v příslušném 

reakčním pufru 

50 

2. Nosiče v daném pufru 50 
 Výsledný objem 100 

 
 
Supernatant byl uchován pro další zpracování (spektrofotometrické měření koncentrace 

DNA). Poté byly nosiče 2x promyty 700 l 70 % ethanolu. Otevřené zkumavky byly 
umístěny do termostatu (56 °C). Po odpaření zbytkového ethanolu byly zkumavky vyjmuty 
z termostatu a nosiče byly resusupendovány ve 100 μl TE pufru. Zkumavky byly umístěny 
do lednice (5 °C). Po oddělení nosičů (po 24 hod) byl eluát převeden do čisté zkumavky 
Eppendorf. 

 

3.13.2.2 Separace DNA z mléčných výrobků v prostředí reakčního pufru pomocí nosičů 

 
Nosiče byly 24 h dopředu resuspendovány v příslušném pufru. Dle Tabulky 9 byla 

namíchána separační směs. Separační směs byla ponechána hodinové inkubaci při pokojové 
teplotě za občasného promíchání. Poté byl oddělen supernatant. 

 

Tabulka 9: Příprava separační směsi pro separaci bakteriální DNA z mléčných výrobků 
v prostředí příslušného pufru 

 

Pořadí 
 

Komponenta Objem (l) 

1. Buněčný lyzát 400 
2. Reakční pufr 400 
3. Nosiče v daném pufru 100 
 Výsledný objem 900 

 
 
Poté byly magnetické nosiče 2x promyty 700 l 70% ethanolu. Otevřené zkumavky byly 

umístěny do termostatu (56 °C). Po odpaření zbytkového ethanolu byly zkumavky vyjmuty 
z termostatu a nosiče byly resusupendovány v 100 μl TE pufru. Zkumavky byly umístěny 
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do lednice (5 °C). Po oddělení nosičů (po 24 hod) byl eluát převeden do čisté zkumavky 
Eppendorf. 

 

3.13.3 Vysolování DNA 

 
 K 500 μl buněčného lyzátu byl přidán definovaný objem 5,5 M NaCl a sterilní destilované 

vody do objemu 1 ml (Tabulka 10). Směs byla promíchávána 10 minut a centrifugována 
při 14100 g po dobu 15 minut.  K 50 μl supernatantu bylo přidáno takové množství sterilní 
destilované vody, aby výsledná koncentrace NaCl byla asi 0,3 M a 2,5x větší množství 
ethanolu (Tabulka 10). DNA byla srážena 15-30 minut při –20 °C a byla centrifugována 
15 minut při 14100 g. Sediment byl vysušen v exikátoru a resuspendován v 120 μl TE pufru.  

 
 

Tabulka 10: Izolace DNA vysolováním s použitím chloridu sodného 
 

Postup Buněčný lyzát 
(μl) 

 

5,5 M NaCl 
(μl) 

H2O 
(μl) 

 

Koncentrace NaCl 
(M) 

1 500 100 400 0,55 
2 500 200 300 1,10 
3 500 300 200 1,65 
4 500 400 100 2,20 
5 500 500 0 2,75 

 

3.14 Spektrofotometrické měření a stanovení čistoty DNA 

 
Koncentrace DNA byla měřena pomocí spektrofotometru NanoPhotometr. Pro měření byla 

použita kyveta Label Gard. Měření bylo prováděno v programu 
Label Gard Application - analýza Nucleic acid pro dsDNA. Dle předpokládané koncentrace 
DNA bylo vybráno lid víčko, viz. Tabulka 11. 

 
Tabulka 11: Výběr lid víčka při spektrofotometrickém měření 

 

Lid víčko lid 5 lid 10 lid 50 
Optická dráha (nm) 2 1 0,2 

Měřitelný rozsah 
koncentrace DNA (ng/µl) 

7-350 14-700 250-4000 

Objem vzorku (µl) 6-10 3-5 0,7 - 4 
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3.15 Polymerázová řetězová reakce 

 
PCR byla provedena s primery specifickými pro rod Lactobacillus, velikost amplikonu 

250 bp (Dubernet a spol., 2002). Byla namíchána PCR směs dle Tabulky 12 – základní 
složení. Obsah jednotlivých komponent v PCR směsi byl upravován. Byl zachován objem 
směsi 25 l. 

 
Tabulka 12: Základní složení PCR směsi s primery pro rod Lactobacillus  
 

Komponenta PCR směsi Množství 
(l) 

Voda pro PCR 19,0 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
dNTP směs (10 mM) 0,5 
Primer LbLMA 1-rev (10 pmol/µl) 0,5 
Primer R16-1 (10 pmol/µl) 0,5 
Taq DNA polymeráza 1.1 (1 U/µl) 1,0 
Matrice DNA 1,0 
Celkový objem 25,0 

 
 

Tabulka 13: Specifické sekvence použitých primerů (Dubernet a spol., 2002): 
 

Primer Sekvence 5´- 3´ Teplota 
hybridizace 

Velikost 
amplikonu (bp) 

LbLMA 1-rev CTCAAAACT AACAAAGTTTC  55 250 
R16-1  CTTGTACACACCGCCCGTCA  

 
Pozitivní kontrolu tvořila DNA získaná fenol-chloroformovou extrakcí ze sbírkového 

kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825. Při míchání PCR směsi pro negativní kontrolu 
byla DNA matrice nahrazena vodou pro PCR. 

 
Na termocycleru byly nastaveny následující reakční podmínky: 
 
Reakční podmínky: 
1. 95 °C/ 5 min. 
2. 95 °C/ 0,5 min. denaturace DNA 
3. 55 °C/ 0,5 min. hybridizace primerů 
4. 72 °C/ 0,5 min. syntéza DNA řetězce 
5. 29x opakované kroku 2. - 4. 
6. 72 °C/ 10 min. syntéza DNA řetězce 
7. 10 °C/ neomezeně dlouhá doba 
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3.16 Detekce DNA a PCR pomocí agarosové gelové elektroforézy 

 
Pro detekci DNA byl připraven 0,8 % agarosový gel. Pro nanášení vzorku bylo použito 

15 l vzorku DNA a 3 l nanášecího pufru. Pro detekci PCR produktů byl připraven 1,8 % 
agarosový gel. Pro nanášení vzorku bylo použito 25 l vzorku PCR produktu a 5 l 
nanášecícho pufru. Gel byl uložen do elektroforetické vany (Elektroforetické zařízení 
Easy-Cast, model B1). Pro elektroforézu byly nastavený podmínky: 80 V, 2 hod. Poté byl gel 
z vany vyjmut a vložen do lázně obsahující roztok ethidium bromidu (30 min). Po opláchnutí 
gelu byl gel osvícen pomocí transluminátoru TVR 3121 a přes ochrannou clonu byla pořízena 
fotografie gelu. 

 

3.17 Bioinformatická analýza 

 
Množství IR a kvadruplexů bylo kvantifikováno pomocí programů: Palindrome Analyseru 

a G4Hunteru. Tyto nástroje jsou součástí DNA Analyseru, který je webovým serverem 
pro analýzu nukleotidových sekvencí. Palindrome Analyser je webový software, který 
generuje informace o přítomnosti invertovaných repetic v libovolných sekvencích DNA. 
G4Hunter vyhledává G-kvadruplexy vyskytující se v nukleových kyselinách. Sekvence DNA 
byly přeneseny z NCBI. 

 

3.17.1 Výběr DNA sekvence 

 
Veškeré sekvence použité pro analýzy byly staženy z databáze NCBI. 
 

3.17.2 Palindrom Analyser 

 
Palindrome Analyser může zobrazovat a analyzovat IR v DNA sekvencích podle tří 

základních parametrů: délka IR, délka smyčky mezi IR (spacer) a počet chybných párů bází 
v IR. Je také možné vizualizovat lokalizaci a distribuci vybraného typu IR a porovnat četnost 
a typy IR v různých genomech (Brázda a spol., 2016). 
Sekvence může být vložena jako prostý text nebo přímo importovaná z NCBI. Uživatel může 
filtrovat a definovat IR test v nukleotidové sekvenci podle délky IR, délky spaceru a počtu 
chybně spárovaných/nespárovaných (párů) bází (Brázda a spol., 2016). Pro analýzu IR byly 
nastaveny následující parametry: délka IR 10–30, délka smyčky 0–10 a počet chyb 0 a 1. 
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3.17.3 G4Hunter 

Software G4Hunter byl použit pro analýzu výskytu kvadruplexů. Byly nastaveny 
parametry pro analýzu v G4Hunteru: velikost okna pro zobrazení 25 a citlivost (G4Hunter 
score) od 1,2. Z databáze NCBI byly naimportovány sekvence pro zkoumané genomy. 
Po zadání podmínek a načtení sekvencí byla spuštěna analýza. 

 

     3.17.4 Analýza výskytu IR a kvadruplexů v oblastech anotovaných znaků 

Z databáze NCBI byla stažena tabulka anotovaných znaků obsahující genomické sekvence 
DNA. Byla provedena analýza výskytů IR a kvadruplexů uvnitř a v okolí těchto sekvencí 
(± 100 bp). Získaná data byly zpracovány pomocí programu Microsoft Excel. 
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4.  Výsledky  

4.1 Příprava buněčných lyzátů 

 
Tato kapitola se zaměřuje na testování různých lyzačních činidel. Zahrnuje optimalizaci 

doby působení lyzačních činidel na buňky, nalezení optimální koncentrace lyzačního činidla. 
Dále se zabývá vlivem SDS a Proteinázy K při přípravě buněčných lyzátů. 

4.1.1 Testování vlivu SDS a Proteinázy K při přípravě buněčných lyzátů 

 
V tomto experimentu byly použity buňky kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 

CCDM 212. Pro přípravu buněčných lyzátů byl použit roztok obsahující lysozym 3 mg/ml 
a 4% roztok pracího přípravku Prášku A. Doba působení lyzačního roztoku byla 1 h a 3 h. 
Po uplynutí této doby bylo k některým vzorkům přidáno SDS a Proteináza K dle Tabulky 14. 
 
 
Tabulka 14: Přehled použitých lyzačních činidel, doby působení lyzačních činidel a přídavek 
SDS a Proteinázy K při přípravě buněčných lyzátů 
 

 Lyzační činidlo Doba lyze 
(h) 

SDS Proteináza K 

1. Roztok s lysozymem 3 mg/ml 1 + + 
2. 4% roztok Prášku A 1 - - 
3. 4% roztok Prášku A 1 + - 
4. 4% roztok Prášku A 1 + + 
5. Roztok s lysozymem 3 mg/ml 3 + + 
6. 4% roztok Prášku A 3 - - 
7. 4% roztok Prášku A 3 + - 
8. 4% roztok Prášku A 3 + + 

+ s komponentou; - bez komponenty 

 
 
Ze získaných buněčných lyzátů byla izolována DNA pomocí metody magnetické separace. 

V tomto experimentu byly využity magnetické nosiče Fkol 135ox. Získaná DNA byla použita 
jako matrice při přípravě PCR směsi. Při amplifikaci byly použity primery specifické pro rod 
Lactobacillus. Jako pozitivní kontrola byla použita DNA izolovaná fenol-chloroformovou 
extrakcí z bakterií Lactobacillus rhamnosus CCM 1825. PCR produkty byly naneseny na gel 
a byla provedena gelová agarosová elektroforéza. Poté byly detekovány PCR produkty 
(250 bp) viz. Obrázek 9. 
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    1        2        3        4       5       6       7        8         9       10    11    12 

 
Dráha Vzorek SDS Proteináza 

K 
Doba 

lyze (h) 
Přítomnost 

PCR 
produktu 

1 Roztok s lysozymem 
3 mg/ml  

+ +  
 
1 

++ 

2  
4% roztok Prášku A  

- - +++ 
3 + - +++ 
4 + + +++ 
5 Roztok s lysozymem 

3 mg/ml  
+ +  

 
3 

+++ 

6  
4% roztok Prášku A  

- - ++ 
7 + - ++ 
8 + + ++ 
9 Standard 100 bp - - - - 
10 Pozitivní kontrola - - - ++ 
11 
12 Negativní 

kontrola 
- - - - 

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

 
Obrázek 9: PCR produkty (250 bp) detekované pomoci gelové agarosové elektroforézy; 
testování vlivu SDS a Proteinázy K při přípravě buněčných lyzátů 

 



48 
 

Na Obrázku 9 jsou viditelné PCR produkty získané amplifikací DNA. 
Ve všech případech, kromě negativní kontroly, došlo k amplifikaci DNA. Referenční vzorky 
(Obrázek 9 - dráha 1. a 5.) byly lyzovány pomocí lyzačního roztoku s obsahem lysozymu 
3 mg/ml. Lepších výsledků bylo dosaženo u vzorků, které byly podrobeny hodinové inkubaci 
v průběhu lyze buněk, oproti vzorkům, kde byla doba působení lyzačního činidla 3 hod. Bylo 
zjištěno, že při přípravě buněčných lyzátů pomocí roztoku pracího prostředku Prášku A, není 
zapotřebí použít přídavek SDS a Proteinázy K. Tento prací prostředek pravděpodobně 
obsahuje detergenty a enzymy potřebné k rozrušení buněčné stěny a k prasknutí 
cytoplazmatické membrány. Z takto připravených buněčných lyzátů lze izolovat DNA, která 
je vhodná pro použití do PCR. Roztoky pracích prášků tedy mohou nahradit běžně využívané 
enzymy a detergenty po přípravu buněčných lyzátů. Tento postup je finančně výhodnější. 
 

4.1.2 Optimalizace koncentrace lysozymu v lyzačním roztoku a následná detekce 
izolované DNA metodou PCR 

 
Cílem experimentu bylo najít optimální koncentraci lysozymu v lyzačním roztoku pro lyzi 

bakteriálních buněk. Byly zvoleny tři různé koncentrace lysozymu v roztoku: 3 mg/ml, 
5 mg/ml a 10 mg/ml. Doba působení lyzačního činidla byla 1 h při laboratorní teplotě. Poté 
byl k buněčné suspenzi přidán SDS (25 µl, 10%) a Proteináza K (5 µl, 100 mg/ml). Vzorky 
byly inkubovány při 55 °C do druhého dne.  

 
Lyze byla provedena s bakteriálními 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 
 
Buněčné lyzáty byly naneseny na agarosový gel a byla provedena gelová elektroforéza. 

Gel byl obarven ethidium bromidem a DNA obsažená v buněčných lyzátech byla detekována 
pod UV světlem, Obrázek 10. 
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Dráha Bakteriální kmen 
Koncentrace 

lysozymu (mg/ml) 

 
Přítomnost 

DNA  

1 Lactobacillus casei 
subsp. casei 
CCM 7088 

3 + 
2 5 + 
3 10 + 
4 

Lactobacillus fermentum 
CCM 7192 

3 ++ 
5 5 ++ 
6 10 ++ 
7 

Lactobacillus plantarum 
CCM7039 

3 + 
8 5 ++ 
9 10 +++ 
10 Lactobacillus paracasei 

subsp. paracasei 
CCDM 212/106 

3 + 
11 5 ++ 
12 10 ++ 
13 

Lactobacillus rhamnosus 
CCM 1825 

3 + 
14 5 + 
15 10 + 

+, ++, +++ intenzita DNA v buněčných lyzátech 

 

Obrázek 10: Agarosová gelová elektroforéza DNA v buněčných lyzátech buněk rodu 
Lactobacillus 
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Ve všech buněčných lyzátech byla prokázána přítomnost DNA. Vyšší množství DNA bylo 
detekováno u druhu Lactobacillus fermentum a Lactobacillus plantarum, oproti vzorkům 
s Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus, kde bylo detekováno nižší množství DNA. 
Ze získaných buněčných lyzátů byla magneticky separována bakteriální DNA pomocí nosičů 
Fkol 135ox. Zároveň byla provedena fenol-chloroformová extrakce bakteriální DNA.  
U vzorků byla změřena koncentrace DNA pomocí spektrofotometru. Výsledky měření jsou 
uvedené v Tabulkách 15 a 16. 

 
Tabulka 15: Hodnoty koncentrace DNA získané magnetickou separací z buněčných lyzátů 
připravených lyzačním roztokem o různé koncentraci lysozymu 
 

 
 

Vzorek 
Koncentrace 

lysozymu 
(mg/ml) 

A 260 
A 

260/280 
c 

(µg/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 1,385 4,5 
4 Lactobacillus 

fermentum 
CCM 7192  

3 0,015 1,000 2,8 
5 5 0,054 1,400 10,5 
6 10 0,018 1,077 3,5 
7 Lactobacillus 

plantarum 
CCM 7039  

3 0,012 1,000 2,8 
8 5 0,065 1,324 11,2 
9 10 0,015 1,100 2,8 
10 Lactobacillus 

paracasei 
subsp. Paracasei 
CCDM 212/106 

3 0,032 1,278 5,8 
11 5 0,029 1,313 5,3 
12 10 0,200 1,143 4,0 
13 Lactobacillus 

rhamnosus 
CCM 1825 

3 0,041 1,200 6,0 
14 5 0,061 1,342 11,2 
15 10 0,020 1,200 4,5 
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Tabulka 16: Hodnoty koncentrace DNA získané fenol-chloroformovou extrakcí buněčných 
lyzátů připravených lyzačním roztokem o různé koncentraci lysozymu  
 

 
 

Vzorek 
Koncentrace 

lysozymu 
(mg/ml) 

A 260 
A 

260/280 
c 

(µg/ml) 

1 Lactobacillus casei 3 0,153 1,143 34,0 
2 subsp. casei 5 0,190 1,257 34,3 
3 CCM 7088 10 0,091 1,082 13,3 
4 Lactobacillus 

fermentum 
CCM 7192  

3 0,271 1,065 65,3 
5 5 0,164 0,994 41,0 
6 10 0,140 1,162 34,0 
7 Lactobacillus 

plantarum 
CCM 7039  

3 0,312 0,931 74,8 
8 5 0,287 1,055 71,8 
9 10 0,656 1,449 146,0 
10 Lactobacillus 

paracasei 
subsp. paracasei 

CCDM 212/106 

3 0,100 0,967 22,0 
11 5 0,045 0,849 11,2 
12 10 0,134 1,235 31,5 
13 Lactobacillus 

rhamnosus 
CCM 1825  

3 0,082 0,962 20,5 
14 5 0,189 0,093 47,3 
15 10 0,153 1,055 38,3 

 

4.1.2.1 Srovnání množství DNA získané magnetickou separací a fenol – chloroformovou 
extrakcí 

 
Na níže uvedeném Obrázku 11 lze porovnat účinnost lysozymu o různé koncentraci 

v lyzačním roztoku u jednotlivých druhů laktobacilů. Na Obrázku 11 je také uvedeno 
srovnání izolačních metod. 
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DNA - mikročástice

 
Obrázek 11: Srovnání izolačních metod 
 
U vzorků DNA získaných magnetickou separací pomocí nosičů Fkol 135ox se podle 

Tabulky 15 a grafu uvedeném na Obrázku 11 jeví jako optimální koncentrace 5 mg/ml 
lysozymu v lyzačním roztoku pro druh Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum 
a Lactobacillus rhamnosus. Pro druh Lactobacillus paracasei a casei byla optimální 
koncentrace lysozymu v lyzačním roztoku 3 mg/ml. Největší množství DNA separované 
magnetickými nosiči Fkol 135ox bylo naměřeno u druhů Lactobacillus casei, 
Lactobacillus rhamnosus a nejmenší množství u Lactobacillus paracasei. 
U fenol-chloroformové extrakce bylo naměřeno největší množství u vzorků Lactobacillus 
plantarum a nejmenší množství u Lactobacillus paracasei (Tabulka 16). Při přepočtu 
na 100 µl buněčného lyzátu bylo množství získané DNA pomocí magnetických nanočástic 
větší než množství DNA získané fenol-chloroformovou extrakcí. Při fenol-chloroformové 
extrakci jsou používány toxické organické látky jako fenol a chloroform, a proto byly další 
pokusy prováděny s magnetickými nanočásticemi. Získaná DNA byla amplifikována pomocí 
primerů specifických pro rod Lactobacillus v PCR. Výsledky reakce jsou uvedeny 
na Obrázcích 12 a 13. 
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Dráha Bakteriální kmen 
Koncentrace 

lysozymu (mg/ml) 

Intenzita 
PCR 

produktu 
1 Lactobacillus casei 

subsp.casei 
CCM 7088 

3 ++ 
2 5 +++ 
3 10 -  
4 Lactobacillus 

fermentum 
CCM 7192 

3 ++ 
5 5 + 
6 10 ++ 
7 Lactobacillus 

plantarum 
CCM 7039 

3 +++ 
8 5 +++ 
9 10 + 
10 Lactobacillus 

paracasei 
subsp. Paracasei 
CCDM 212/106 

3 + 
11 5 + 

12 10 + 
13 Lactobacillus 

rhamnosus 
CCM 1825 

3 +++ 
14 5 +++ 
15 10 +++ 
16 DNA standard 100 pb   
17 pozitivní kontrola  +++ 
18     prázdná dráha 
19 negativní kontrola   

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

 
Obrázek 12: Agarosová gelová elektrofotéza PCR produktů (amplifikovaná DNA byla 
získána magnetickou separací). Podmínky PCR: primery specifické pro rod Lactobacillus 

 
Téměř u všech vzorků DNA došlo k amplifikaci.  
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Dráha Bakteriální kmen 
Koncentrace 

lysozymu (mg/ml) 

Intenzita 
PCR 

produktu 
1 Lactobacillus casei 

subsp.casei 
CCM 7088 

3 + 
2 5 ++ 
3 10 + 
4 Lactobacillus 

fermentum 
CCM 7192 

3 +++ 
5 5 +++ 
6 10 +++ 
7 Lactobacillus 

plantarum 
CCM 7039 

3 +++ 
8 5 +++ 
9 10 +++ 
10 Lactobacillus 

paracasei 
subsp. Paracasei 
CCDM 212/106 

3 ++ 
11 5 ++ 

12 10 ++ 
13 Lactobacillus 

rhamnosus 
CCM 1825 

3 +++ 
14 5 +++ 
15 10 +++ 

16 
DNA standard 100 

pb   
17 pozitivní kontrola  +++ 
18      prázdná dráha 
19      prázdná dráha 
20 negativní kontrola   

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

 
Obrázek 13: Agarosová gelová elektroforéza PCR prodkutů (amplifikovaná DNA byla 
získána fenol-chloroformovou extrakcí). Podmínky PCR: primery specifické pro rod 
Lactobacillus 

 
Všechny PCR produkty byly detekovány.  
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4.1.3 Testování enzymů obsažených v pracích prostředcích pro lyzi bakteriálních 
buněk a následná detekce izolované DNA metodou PCR 

 
Cílem pokusu bylo otestovat vhodnost enzymů, obsažených v pracích prášcích, pro lyzi 

bakteriálních buněk. Z pracího Prášku A byly připraveny lyzační roztoky o různé koncentraci 
(1%, 2%, 3% a 4% roztok). Jako kontrola byl použit lyzační roztok B s obsahem lysozymu 
3 mg/ml. Byly lyzovány buňky kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 
212/106. Doba působení lyzačního roztoku na bakteriální buňky byla 1 h a 3 h. Při lyzi byl 
použit SDS a Proteináza K. Z buněčných lyzátů byla izolována DNA pomocí magnetických 
nosičů Fkol 135ox. Čistota a kvalita získané DNA byla stanovena pomocí spektrofotometru 
(Tabulka 17). 

 
Tabulka 17: Koncentrace bakteriální DNA získané z buněčných lyzátů připravených 
roztokem pracích prášků + kontrola (lyzační roztok s lysozymem) 

 

Vzorek Doba lyze (h) A 260 
A 

260/280 
c (µg/ml) 

1% Prášek A   1,161 1,43 58,1 
2% Prášek A   0,451 1,41 22,5 
3% Prášek A 1 0,172 1,79 8,6 
4% Prášek A   0,073 1,87 3,7 

Roztok B (3mg/ml) 
  1,555 1,43 77,7 

1% Prášek A   1,234 1,43 61,7 
2% Prášek A   0,574 1,25 28,7 
3% Prášek A 3 0,604 1,22 30,2 
4% Prášek A   0,556 1,63 27,8 

Roztok B (3 mg/ml) 
  0,938 1,47 46,9 

 
 
Získaná DNA byla použita jako matrice do PCR směsi. Byla provedena PCR reakce 

pro rod Lactobacillus – primery LbLMA a R16-1. Jako pozitivní kontrola byla použita DNA 
z Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 212/106 izolovaná fenol-chloroformovou 
extrakcí. PCR produkty byly detekovány pomocí agarosové gelové elektroforézy, 
viz. Obrázek 14. 
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Dráha Vzorek 
Doba 

lyze (h) 
Intenzita PCR 

produktu 

1 
Roztok s lysozymem 

(3mg/ml) 
  +++ 

2 1% Prášek A   ++ 

3 2% Prášek A 1  + 

4 3% Prášek A   + 

5 4% Prášek A    +++ 

6 
Roztok s lysozymem 

(3mg/ml) 
  +++ 

7 1% Prášek A   + 

8 2% Prášek A 3  + 

9 3% Prášek A   ++ 

10 4% Prášek A    +++ 

11 DNA standard 100 pb     
12 pozitivní kontrola   +++ 
13 prázdná dráha     
14 negativní kontrola     

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

 

Obrázek 14: Agarosová gelová elektroforéza PCR produktů Lactobacillus paracasei – DNA 
byla amplifikována z buněčných lyzátů připravených pomocí roztoku pracího Prášku A 
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Koncentrace DNA získaná po lyzi buněk byla vyšší u kontrolních vzorků, kde byl použit 
lysozym. Avšak DNA získaná z buněk pomocí roztoku pracího prášku A, byla v dostatečném 
množství a kvalitě vhodné pro metodu PCR. Nejintenzivnější PCR produkt byl detekován 
u vzorku, kde byl použit 4% roztok pracího prášku A s dobou trvání lyze 3 hod. Enzymy 
obsažené v pracím prášku A je možné využít pro lyzi bakteriálních buněk. Pro další pokusy 
byl použit 4% roztok pracího prášku jako lyzační činidlo. 
 

4.1.4 Srovnání účinnosti pracích prostředků obsahujících enzymy pro lyzi 
bakteriálních buněk a následná detekce izolované DNA metodou PCR 

 
Cílem experimentu bylo najít nejvhodnější prací prostředek, který obsahuje enzymy, 

pro lyzi bakteriálních buněk. Bylo použito pět různých pracích prostředků, viz. Tabulka 4. 
Byly testovány jak sypké prací prostředky, tak tekuté gely. Z pracích prostředků byly 
namíchány 4% lyzační roztoky a doba lyze byla 1 a 3 h. Na konci lyze byl k suspensi přidán 
20% roztok SDS a Proteináza K. Byly lyzovány buňky Lactobacillus paracasei subsp. 
paracasei CCDM 212/106. Ze získaných buněčných lyzátů byla magneticky separována DNA 
pomocí nosičů Fkol 135ox, jejíž množství a kvalita byla změřena spektrofotometrem, viz. 
Tabulka 18. 

 
Tabulka 18: Koncentrace bakteriální DNA získané z buněčných lyzátů připravených 
roztokem pracích prostředků 

Vzorek 
Doba lyze 

(h) 
A 260 

A 
260/280 

c 
(µg/ml) 

4% Prášek A  0,078 1,49 - * 
4% Prášek B  0,503 1,35 25,2 
4% Prášek C 1 0,544 1,36 27,2 
4% Prášek D  0,362 1,4 18,1 
4% Prášek E   1,02 1,32 51 
4% Prášek A  0,147 1,67 7,3 
4% Prášek B  0,503 1,35 25,2 
4% Prášek C 3 1,051 1,21 52,5 
4% Prášek D  0,596 1,43 29,8 
4% Prášek E   0,671 1,35 33,6 

*příliš nízká koncentrace DNA 
 
Z Tabulky 18 je patrné, že nejvyšší koncentrace DNA byly naměřeny u vzorků, kde 

pro lyzi buněk byl použit jako lyzační roztok Prášek C a Prášek E. Získaná DNA byla použita 
jako matrice při přípravě PCR směsi. Byla provedena PCR reakce s primery specifickými 
pro rod Lactobacillus. Získané PCR produkty byly detekovány na agarosové gelové 
elektroforéze, viz. Obrázek 15. 



58 
 

 
 

 

Dráha Vzorek 
Doba 

lyze (h) 
Intenzita PCR 

produktu 

1 4% Prášek A   +++ 

2 4% Prášek B   +++ 

3 4% Prášek C 1 ++ 

4 4% Prášek D   +++ 

5 4% Prášek E    +++ 

6 4% Prášek A   +++ 

7 4% Prášek B   +++ 

8 4% Prášek C 3 ++ 

9 4% Prášek D   +++ 

10 4% Prášek E    +++ 

11 DNA standard100 pb    - 

12 pozitivní kontrola   +++ 

13 prázdná dráha   

14 negativní kontrola    - 

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

 
Obrázek 15: Agarosová gelová elektroforéza PCR produktů Lactobacillus paracasei – DNA 
byla amplifikována z buněčných lyzátů připravených pomocí roztoků pracích prostředků 

 
 
Z Obrázku 15 je patrné, že bakteriální DNA byla amplifikována u všech vzorků. 

Nejintenzivnější PCR produkty byly detekovány u vzorků, kde jako lyzační činidlo byl použit 
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roztok pracího prostředku Prášek A, Prášek B a Prášek E. Naopak nejméně intenzivní PCR 
produkt byl stanoven u vzorku, kde pro lyzi buněk byl použit roztok Prášku C. Příprava 
lyzačních roztoků z tekutých gelových pracích prostředků je snadnější než příprava lyzačních 
roztoků ze sypkých pracích prostředků. Proto byl pro další pokusy jako optimální lyzační 
činidlo zvolen 4% lyzační roztok Prášku E. 

 

4.1.5 Testování enzymů obsažených v pracích prostředcích pro lyzi bakteriálních 
buněk z potravinářských matric a následná detekce izolované DNA metodou 
PCR 

 
V experimentu byly použity potravinářské matrice: Acidofilní mléko – plnotučné 

(Mlékárny Valašské Meziříčí), Jogobella jogurt – příchuť mango (Zott) a Bílý jogurt 
(Madeta). Byly připraveny buněčné lyzáty působením 4% roztoku Prášku E. Ze získaných 
buněčných lyzátů byla magneticky separována DNA pomocí nosičů Fkol 135ox. Koncentrace 
DNA byla změřena spektrofotometrem, Tabulka 19. 

 
Tabulka 19: Koncentrace bakteriální DNA získané z potravinářských matric, buněčné lyzáty 
připravené roztokem Prášku E 
 

Vzorek 
Doba 

lyze (h) 
A 260 

A 
260/280 

c (µg/ml) 

Acidofilní mléko 
(Valašské Meziříčí)  1,281 1,31 64,1 
Jogobella jogurt – 

mango (Zott) 1 1,297 1,42 64,9 
Bílý jogurt (Madeta)  1,695 1,32 84,7 

Acidofilní mléko 
(Valašské Meziříčí)  0,952 1,37 47,6 
Jogobella jogurt – 

mango (Zott) 3 2,151 1,43 107,6 
Bílý jogurt (Madeta)  0,856 1,3 42,8 

 
 
Z Tabulky 19 je patrné, že nejvyšší koncentrace byla naměřena u vzorku ochuceného 

jogurtu Jogobella. Získaná DNA byla amplifikována pomocí PCR s primery specifickými 
pro rod Lactobacillus a PCR produkty byly detekovány na gelové agarosové elektroforéze, 
viz. Obrázek 16. 
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Dráha Vzorek 
Doba 

lyze (h) 

Intenzita 
PCR 

produktu 

1 
Acidofilní mléko 

(Valašské Meziříčí) 
  
1 

  

 - 

2 
Jogobella jogurt – mango 

(Zott) -  
3 Bílý jogurt (Madeta) ++  

4 
Acidofilní mléko 

(Valašské Meziříčí) 
  
3 

  

  

5 
Jogobella jogurt – mango 

(Zott) - 
6 Bílý jogurt (Madeta) -  
7 DNA standard 100 pb     
8 pozitivní kontrola    +++ 
9 Prázdná dráha   
10 negativní kontrola    - 

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

 

Obrázek 16: Agarosová gelová elektroforéza PCR produktů získaných amplifikací DNA 
z potravinářských matric 
 

Z Obrázku 16 je patrné, že PCR produkt byl detekován pouze u vzorku Bílého jogurtu 
(Madeta), kde doba působení lyzačního roztoku byla 1 h – dráha 3. Jelikož byl detekován 
pouze jeden PCR produkt, byl pokus zopakován s dobou působení lyzačního činidla 1 h 
a s dobou působení lyzačního činidla 30 min. Jako lyzační činidlo byl použit 4% roztoku 
Prášku E. Z buněčných lyzátů byla magneticky separována DNA pomocí nosičů Fkol 135ox. 
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Získaná DNA byla amplifikována v PCR s primery specifickými pro rod Lactobacillus. 
Do PCR směsi byl použit 1 ng a 3 ng DNA, viz. Obrázek 17. 

 

 

Dráha Vzorek 
Doba 

lyze (h) 

Množství 
DNA v PCR 
směsi (ng) 

Intenzita 
PCR 

produktu 

 

1 
Acidofilní mléko 

(Valašské Meziříčí)   
- 

 

2 
Jogobella jogurt – 

mango (Zott) 0,5 1 
+ 

 

3 Bílý jogurt (Madeta)   +++  

4 
Acidofilní mléko 

(Valašské Meziříčí)   + 
 

5 
Jogobella jogurt – 

mango (Zott) 1 1 + 
 

6 Bílý jogurt (Madeta)   +++  

7 
Acidofilní mléko 

(Valašské Meziříčí)   ++ 
 

8 
Jogobella jogurt – 

mango (Zott) 0,5 3 + 
 

9 Bílý jogurt (Madeta)   +++  

10 
Acidofilní mléko 

(Valašské Meziříčí)   + 
 

11 
Jogobella jogurt – 

mango (Zott) 1 3 + 
 

12 Bílý jogurt (Madeta)   +++  

13 DNA standard 100 pb   
  

14 pozitivní kontrola   +++  

15    prázdná dráha  

16 negativní kontrola   
  

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

 

Obrázek 17: Agarosová gelová elektroforéza PCR produktů získaných amplifikací DNA 
z potravinářských matric - 1 ng a 3 ng DNA v PCR směsi 
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Nejintenzivnější PCR produkty byly u vzorků Bílého jogurtu (Madeta). U vzorků 
Acidofilního mléka (Valašské Meziříčí) a Jogobella jogurtu – mango (Zott) byly také 
detekovány PCR produkty, ale nižší intenzity. Z výsledku lze usoudit, že enzymy obsažené 
v pracích prostředcích lze použít pro lyzi bakteriálních kultur mléčných výrobků. Půl 
hodinová doba lyze byla dostačující. Při provedení PCR reakce je lepší použít směs 
s obsahem DNA 3 µl.  

 

4.1.6 Srovnání různých metod lyze bakteriálních buněk a následná detekce izolované 
DNA metodou PCR 

 
V tomto pokusu byly srovnány tři různé lyzační metody bakteriálních buněk Lactobacillus 

paracasei subsp. paracasei CCDM 212/106. Jako lyzační činidla byly použity: roztok 
s obsahem lysozymu 3 mg/ml, imobilizovaný lysozym a 4% roztok pracího Prášku A. 
Zároveň byla provedena lyze roztokem A, který neobsahuje lysozym. Tento roztok byl použit 
jako kontrola. Zároveň byla testována doba působení lyzačního činidla: 1 h, 3 h a 5 h. Získané 
buněčné lyzáty (15 µl) byly naneseny na agarosový gel a byla provedena elektroforéza, 
Obrázek 18. 
 
 
 

 

Dráha Vzorek 
Doba lyze 

(h) 
Přítomnost 

DNA 
1 Roztok A  + 

2 
Roztok s 3 mg/ml 

lysozymu 1 +++ 

3 
Imobilizovaný 

lysozym  ++ 
4 4% roztok Prášku A  + 
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5 Roztok A  + 

6 
Roztok s 3 mg/ml 

lysozymu 3 +++ 

7 
Imobilizovaný 

lysozym  ++ 
8 4% roztok Prášku A  + 
9 Roztok A  + 

10 
Roztok s 3 mg/ml 

lysozymu 5 ++ 

11 
Imobilizovaný 

lysozym  + 
12 4% roztok Prášku A  - 

+, ++, +++ intenzita DNA; - nepřítomnost DNA 

 
Obrázek 18: Buněčné lyzáty získané různými lyzačními činidly 
 

 
Z Obrázku 18 je patrné, že DNA o různé intenzitě byla detekována u téměř všech vzorků. 

Vyšší intenzita DNA byla detekována u vzorků, kde byl jako lyzační činidlo použit roztok 
s 3 mg/ml lysozymu, v porovnání se vzorky, kde byl použit imobilizovaný lysozym 
a 4% roztok Prášku A. U dráhy číslo 2, 6 a 10 lze pozorovat klesající intenzitu DNA. Z toho 
lze usoudit, že je lepší kratší doba působení lyzačního činidla (3 h). 

Z buněčných lyzátů byla izolovaná bakteriální DNA pomocí magnetických nosičů 
Fkol 135ox. Koncentrace DNA byla změřena spektrofotometrem. Výsledky měření jsou 
uvedeny v Tabulce 20. 
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Tabulka 20: Hodnoty koncentrace DNA získané z buněčných lyzátů připravených různými 
lyzačními činidly 

Vzorek 
Doba 

lyze (h) 
A 260 

A 
260/280 

c (µg/ml) 

Kontrolní roztok A  0,485 1,410 - 
Roztok s 3 mg/ml 

lysozymu 1 0,110 1,580 5,5 
Imobilizovaný 

lysozym  0,102 1,340 5,1 
4% roztok Prášku A  -0,537 1,370  
Kontrolní roztok A  0,150 1,290 7,5 
Roztok s 3 mg/ml 

lysozymu 3 0,076 1,610 3,8 
Imobilizovaný 

lysozym  0,061 1,080 3,0 
4% roztok Prášku A  -0,299 1,290 - 
Kontrolní roztok A  0,531 1,350 26,6 
Roztok s 3 mg/ml 

lysozymu 5 0,514 1,420 25,7 
Imobilizovaný 

lysozym  0,969 1,510 48,5 
4% roztok Prášku A  -0,332 1,390 - 

- Koncentrace DNA nebyla stanovena 
 

 
Získaná DNA byla použita (1µl) jako matrice do PCR směsi. Byla provedena PCR 

s primery specifickými pro rod Lactobacillus, viz. Obrázek 19. 
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Dráha Vzorek 
Doba lyze 

(h) 

Intenzita 
PCR 

produktu 

1 Kontrolní roztok A  - 

2 
Roztok s 3 mg/ml 

lysozymu 1 
++ 

3 Imobilizovaný lysozym  + 

4 4% roztok Prášku A  +++ 
5 Kontrolní roztok A  - 

6 
Roztok s 3 mg/ml 

lysozymu 3 ++ 
7 Imobilizovaný lysozym  - 
8 4% roztok Prášku A  +++ 
9 Kontrolní roztok A  - 

10 
Roztok s 3 mg/ml 

lysozymu 5 ++ 
11 Imobilizovaný lysozym  - 
12 4% roztok Prášku A  ++ 
13 DNA standard 100 bp   
14 pozitivní kontrola  +++ 
15           prázdná dráha 
16 negativní kontrola   

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

 

Obrázek 19: Agarosová gelová elektroforéza PCR produktů získaných amplifikací z DNA 
Lactobacillus paracasei CCDM 212/106, přičemž buněčné lyzáty byly připraveny působením 
různých lyzačních činidel 
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Nejintenzivnější PCR produkty byly detekovány u vzorků, kde byl pro lyzi buněk použit 
roztok Prášku A. Optimální doba působení lyzačního činidla byla stanovena na 3 hodiny. 
U vzorků, kde byl lyzačním činidlem roztok s lysozymem (3 mg/ml), byla optimální doba 
lyze také 3 hod. Při použití imobilizovaného lysozymu byla optimální doba lyze kratší, 
1 hodina. Bylo vyhodnoceno, že při použití imobilizovaného lysozymu byl detekován PCR 
produkt pouze u dráhy č. 3. Proto bylo použití lyzačního činidla, imobilizovaný lysozym, 
vyhodnoceno jako málo efektivní a drahé. 

4.2 Izolace DNA z buněk bakterií rodu Lactobacillus metodou vysolování 

 
V tomto experimentu byly analyzované kmeny Lactobacillus plantarum CCM 7039, 

Lactobacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rhamnosus CCM 1825, Lactobacillus 
casei subsp.  casei CCM 7088. Při izolaci DNA byly testovány různé koncentrace NaCl (0,55 
- 2,75 M). Po provedení celého postupu uvedeného v kapitole 3.13.3 byla získána DNA. 
Bakteriální DNA byla amplifikována pomocí PCR za použití primerů specifických 
pro rod Lactobacillus. Produkty PCR byly detekovány pomocí agarosové gelové 
elektroforézy. Velikost PCR produktů byla asi 250 bp (Obrázek 20).  
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      1   2   3  4  5  6  7  8 9 10 11121314151617181920  21       22        23      24      25 

 

Dráha Vzorek Postup 
Intenzita PCR 

produktu 
1 Lactobacillus plantarum CCM 7039  

 
1 

++ 
2 Lactobacillus fermentum CCM 7192 ++ 
3 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 + 
4 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 + 
5 Lactobacillus plantarum CCM 7039  

 
2 

+ 
6 Lactobacillus fermentum CCM 7192 + 
7 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 + 
8 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 ++ 
9 Lactobacillus plantarum CCM 7039 3 + 
10 Standard 100 bp  0 
11 Lactobacillus fermentum CCM 7192  

3 
 
 

++ 
12 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 + 
13 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 ++ 

14 Lactobacillus plantarum CCM 7039  
 
4 

 
 

+ 
15 Lactobacillus fermentum CCM 7192 + 
16 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 ++ 
17 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 ++ 

18 Lactobacillus plantarum CCM 7039  
 
5 

+ 
19 Lactobacillus fermentum CCM 7192 - 
20 Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 - 
21 Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088 - 
22 Standard 100 bp   
23 Pozitivní kontrola  +++ 
24                        prázdná dráha 
25 Negativní kontrola  - 

+, ++, +++ intenzita PCR produkt; - PCR produkt nebyl detekován 
 
Obrázek 20: Agarosová gelová eletroforéza PCR produktů získaných amplifikací izolované 
DNA 
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Výsledky agarosové gelové elektroforézy PCR produktů jsou uvedeny na Obrázku 20.   
Z Obrázku 20 je patrné, že byla prokázána přítomnost produktů PCR, to znamená, že byla 
získána amplifikovatelná DNA (dostatečné množství DNA o vhodné kvalitě). Jako 
nejvhodnější koncentrace NaCl pro izolaci DNA byla zjištěna koncentrace 1,65 M a 2,2 M 
(postupy 3 a 4 - viz. Tabulka 10, kapitola 3.13.3). V těchto případech byly po amplifikaci 
DNA izolované ze všech testovaných bakteriálních druhů detekovány specifické produkty 
PCR (Obrázek 20 -dráha č. 11-17). Při použití nižších koncentrací NaCl (0,55 a 1,10 M) byly 
detekovány PCR produkty nižší intenzity (Obrázek 20 - dráhy č.1-9). Postup 5 s 2,75 M NaCl 
byl vyhodnocen jako nejméně účinný, protože po amplifikaci DNA nebyly PCR produkty 
detekovány (Obrázek 20 - dráhy č.18-21). Z výsledků vyplývá, že pro lyzi bakteriálních 
buněk lze použít roztok pracího prášku.  Metoda izolace DNA z lyzátu buněk vysolováním 
roztokem chloridu sodného se jeví jako vhodná pro lyzi buněk rodu Lactobacillus. Rozdíly 
v intenzitě PCR produktů získaných po amplifikaci DNA, izolované vysolováním stejnou 
koncentrací NaCl, mohou odrážet rozdíly v lyzi buněk pracím prostředkem. Tyto rozdíly 
mohou být způsobeny rozdíly ve složení buněčných stěn testovaných druhů. Výsledky 
dosažené uvedenými postupy jsou srovnatelné s výsledky metod izolace DNA magnetickými 
nosiči či fenol-chloroformovou extrakcí. Výhodou této metody je skutečnost, že se nemusí 
pracovat s organickými toxickými látkami.  

 

4.3 Optimalizace reakčních podmínek adsorpce a desorpce nukleových 
kyselin z P(HEMA-GMA)-NH2 nosičů 

 
V této kapitole byl testován vliv iontové síly pufrů při adsorpci nukleových kyselin 

na nosiče P(HEMA-GMA)-NH2 a eluce nukleových kyselin do příslušného pufru z nosičů 
P(HEMA-GMA)-NH2. Pro optimalizaci reakčních podmínek byla použita vysokomolekulární 
DNA izolovaná z kuřecích erythrocytů. 
 

4.3.1 Testování reakčních pufrů Tris o různé hodnotě pH 

 
V jednotlivých krocích separace DNA pomocí nosičů P(HEMA-GMA)-NH2 byla 

sledována koncentrace DNA. Spektrofotometrické měření koncenctrace DNA bylo prováděno 
na počátku izolace (v separační směsi), po odseparování nosičů (v supernatantu) a 24 h 
po přidání elučního roztoku k nosičům (v eluátu). Byly testovány Tris pufry o hodnotách pH 
5,2; 7,0; 7,6 a 8,0. Nejvyšší adsorpce DNA na nosiče byla zjištěna při použití Tris pufru 
o hodnotě pH 5,2 (Obrázek 21). Z důvodu vyšší adsorpce DNA na nosiče, lze vyvozovat 
i vyšší obsah DNA v elučním pufru. Z tohoto experimentu je patrné, že čím je nižší pH 
reakčního pufru (v rámci testované řady pH), tím je adsorpce DNA na magnetické nosiče 
vyšší.  

Dále byly testovány koncentrace nosičů použitých do separační směsi – 2 mg/ml 
a 10 mg/ml, kdy nebyly zjištěny významné rozdíly. Jako eluční pufry byly vybrány TE pufry 
o hodnotách pH 7,8 a 9,0. V obou případech docházelo k eluci pouze minimálního množství 
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DNA, proto byl k elučním pufrům byl přidán KCl. Ani přídavek KCl neovlivnil množství 
DNA v elučním pufru. 

Na Obrázku 21 je zobrazen výsledek experimentu, kdy byly použity reakční pufry: Tris pH 
5,2; Tris pH 7,0 a Tris pH 8,0. Separační směs obsahovala P(HEMA-co-GMA)-NH2 
o hodnotě koncentrace 10 mg/ml a eluční pufr byl TE pufr pH 9,0 s 10 mM KCl. V Tabulkách 
21 a 22 jsou uvedené hodnoty koncentrací DNA v jednotlivých krocích separace. 
 
 
 

 
 
Obrázek 21: Porovnání koncentrací DNA (ng/l) kuřecích erythrocytů v jednotlivých krocích 
magnetické separace, eluce do TE pufru pH 9,0 s přídavkem KCl 

 
 
 
Tabulka 21: Koncentrace DNA kuřecích erythrocytů použité do separační směsi - Tris pufry 
pH 7,0 a pH 8,0  

Vzorek c (ng/l) A 260 A 260/280 

pH 7,0* 251,0 1,019 1,844 

pH 8,0 320,0 1,300 1,839 

* Tato DNA byla použita i pro přípravu separační směsi s nosiči suspendovanými v Tris pufru pH 5,2 
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Tabulka 22: Hodnoty koncentrací DNA kuřecích erythrocytů v supernatantech a elučních 
pufrech – Tris pufry pH 5,2; 7,0 a 8,0 

  
Vzorek c (ng/l) A 260 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 Testování reakčních fosfátových pufrů o různé hodnotě pH 

 
Stejně jako v předešlém pokusu (kapitola 4.3.1) byly sledovány koncentrace DNA 

v jednotlivých krocích separace DNA pomocí nosičů P(HEMA-GMA)-NH2. Cílem 
experimentu bylo zvolit optimální reakční pufr (fosfátové pufry o hodnotách pH 6,0; 7,0 
a 7,8) pro adsorpci DNA na nosiče, eluční pufr (TE pH 7,8; TE pH 7,8 + 10mM KCl, TE pH 
9,0 a  TE pH 9,0 + 10mM KCl) a koncentraci nosičů (2 mg/ml a 10 mg/ml). 

Na Obrázku 22 je uveden pokus, kdy pro adsorpci DNA na nosiče P(HEMA-co-GMA)-
NH2 (10 mg/ml) byly použity fosfátové pufry o hodnotách pH 6,0; 7,0 a 7,8 a jako eluční pufr 
byl zvolen TE pufru pH 9,0.  
 

 

 
 

Obrázek 22: Porovnání koncentrace DNA kuřecích (ng/l) erythrocytů v jednotlivých krocích 
separace, v prostředí fosfátového pufru pH 6,0; 7,0 a 7,8, eluce TE pufr pH 9,0 
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Z Obrázku 22 je patrné, že při separaci DNA došlo k adsorpci velkého množství DNA 

na polymerní nosiče P(HEMA-co-GMA)-NH2. Nejvíce DNA se adsorbovalo na nosiče 
v prostředí fosfátového pufru o pH 7,8. V elučních roztocích byla ve všech případech 
naměřena pouze nízká koncentrace DNA. Z pokusu vyplývá, že fosfátový pufr o pH 7,8 je 
optimální pro adsorpci na nosiče P(HEMA-co-GMA)-NH2. V Tabulkách 23 a 24 jsou 
uvedeny hodnoty koncentrací DNA v jednotlivých krocích separace. 

 
 

Tabulka 23: Koncentrace DNA kuřecích erythrocytů použité do separační směsi - fosfátové 
pufry pH 6,0; 7,0 a 7,8  
 

Vzorek c (ng/l) A 260 A 260/280 
pH 6,0 481,0 0,964 1,839 
pH 7,0 729,0 1,450 1,846 
pH 7,8 688,0 1,389 1,782 
 
 

Tabulka 24: Hodnoty koncentrací DNA kuřecích erythrocytů v supernatantech a elučních 
pufrech – fosfátové pufry pH 6,0; 7,0 a 7,8 
 

Vzorek c (ng/l) 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 detekována 

 
 

Dále byly použity fosfátové pufry o hodnotách pH 5,59; 5,91 a 6,24 pro adsorpci DNA 
na nosiče. Ve všech případech se na nosiče adsorbovalo více než 50 % původního množství 
DNA obsaženého v separační směsi. Přítomnost DNA v elučním roztoku nebyla detekována. 
Z výsledku lze vyvodit, že v rozmezí pH 5,59 – 6,24 se vlastnosti separace DNA nemění. 
Oproti předešlému pokusu, kde byly použity fosfátové pufry o vyšším pH, lze konstatovat, 
že účinnost adsorpce DNA na polymerní nosiče P(HEMA-co-GMA)-NH2 je nižší a následná 
eluce nulová. Jako optimální reakční pufr pro adsorpci DNA na nosiče byl zvolen fosfátový 
pufr o hodnotě pH 7,8. 

Při sledování vlivu koncentrace nosičů na adsorpci DNA v příslušných reakčních pufrech 
nebyly pozorovány rozdíly. Rovněž rozdíly mezi použitím různých elučních pufů nebyly 
zaznamenány. 
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4.5 Izolace DNA z mléčných výrobků 

 
V této kapitole byly testovány vzorky mléčných výrobků s deklarovanou přítomností 

bakterií mléčného kvašení (Tabulka 25), které byly připraveny dle kapitoly 3.11. Bakteriální 
DNA byla izolována pomocí polymerních nosičů (P(HEMA-co-GMA)–NH2, polyLYSINE 
(F79_L3)) v prostředí reakčních pufrů. Tato metoda byla srovnávána s izolací DNA pomocí 
nosičů (P(HEMA-co-GMA)–NH2, polyLYSINE (F79_L3)) v prostředí PEG a NaCl 
a fenol-chloroformovou extrakcí DNA. 

 
Tabulka 25: Přehled testovaných mléčných výrobků použitých pro izolaci bakteriální DNA 
pomocí magnetické separace částicemi P(HEMA-co-GMA)-NH2 

 

Typ mléčného výrobku Mléčný výrobek 
 

Bílý jogurt 
Bílý jogurt z Valašska 

Smetanový bílý jogurt Kunín 
Klasik bílý jogurt OLMA 

 
Tekuté mléčné výrobky 

Actimel bílý 
Acidofilní mléko plnotučné  

 
Ochucené jogurty 

(jahodové) 

Smetanový jogurt Florian – jahoda 

Smetanový jogurt jahoda z Valašska 
Naše BIO jogurt jahodový 

 
 

4.5.1 Testování nosičů P(HEMA-co-GMA)-NH2 pro izolaci bakteriální DNA 
z mléčných výrobků v prostředí fosfátového pufru pH 7,8 

 
Pomocí polymerních nosičů (P(HEMA-co-GMA)–NH2 (2 mg/ml) byla provedena separace 

bakteriální DNA v prostředí fosfátového pufru pH 7,8 z mléčných výrobků. Přítomnost 
získané DNA byla ověřena na gelové agarosové elektroforéze. DNA nebyla detekována. 
Bakteriální DNA byla použita jako matrice pro provedení PCR za použití primeru R16-1 
a LbLMA. Po provedení několika experimentů bylo optimalizováno složení PCR směsi 
(Tabulka 26) a reakční podmínky. Zároveň byla připravena pozitivní kontrola s DNA 
získanou fenol-chloroformovou extrakcí z Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 a negativní 
kontrola, kde DNA matrice byla nahrazena PCR vodou. Počet cyklů PCR byl navýšen na 35. 
Přítomnost PCR produktů je uvedena na Obrázcích 23 a 24. 
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Tabulka 26: Optimalizovaní složení PCR směsi pro rod Lactobacillus, 25 l 

 

Komponenty PCR směsi Množství 
(l) 

PCR voda 9,0 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
dNTP směs (10 mM) 0,5 
Primer LbLMA 1-rev (10 pmol/μl) 0,5 
Primer R16-1 (10 pmol/μl) 0,5 
Taq DNA polymeráza 1.1 (1 U/μl) 2,0 
DNA matrice 10,0 

 

 

 

 

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

 

Dráha Vzorek Typ izolace Přítomnost 
PCR produktu 

1 Bílý jogurt z Valašska  

Nosiče 
P(HEMA-co-
GMA)–NH2 – 
fosfátový pufr 

pH 7,8 

++ 

2 Smetanový bílý jogurt 
Kunín 

++ 

3 Klasik bílý jogurt OLMA - 
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4 Bílý jogurt z Valašska  

fenol-
chloroformová 

extrakce 

+++ 

5 Smetanový bílý jogurt 
Kunín 

+++ 

6 Klasik bílý jogurt OLMA - 

7 Actimel Nosiče 
P(HEMA-co-
GMA)–NH2 – 
fosfátový pufr 

pH 7,8 

+ 

8 Acidofilní mléko + 

9 Actimel bílý fenol-
chloroformová 

+++ 

10 Acidofilní mléko +++ 

11 Standard 100 bp   

12 pozitivní kontrola  +++ 

13 prázdná dráha   

14 prázdná dráha   

15 negativní kontrola  - 

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

 

Obrázek 23: Agarosová gelová elektroforéza PCR produktů vzorků bílých jogurtů a tekutých 
mléčných výrobků. DNA použita do PCR směsi byla získaná metodou separace pomocí nosičů 
P(HEMA-co-GMA)–NH2 v prostředí fosfátového pufru pH 7,8 a fenol-chloroformovou 
extrakcí DNA. Podmínky PCR: 10 ng DNA v PCR směsi, primery specifické pro rod 
Lactobacillus, 35 cyklů. 
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 1      2       3      4       5      6      7      8       9      10    11    12    13 

 

Dráha Vzorek Typ izolace Přítomnost 
PCR produktu 

1 Smetanový 
jogurt Florian – 

jahoda 

 

 

 

fenol-
chloroformová 

+++ 

2 Smetanový 
jogurt jahoda 
z Valašska 

+ 

3 Naše BIO jogurt 
jahodový OLMA 

+++ 

4 Smetanový 
jogurt Florian – 

jahoda 

 

Nosiče 
P(HEMA-co-
GMA)–NH2 – 
fosfátový pufr 

pH 7,8 

- 

5 Smetanový 
jogurt jahoda 
z Valašska 

+ 

6 Naše BIO jogurt 
jahodový OLMA 

- 

10 Standard 100 bp   

11 pozitivní kontrola +++ 

12     prázdná dráha  
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13 negativní kontrola - 

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

 

Obrázek 24: Agarosová gelová elektroforéza PCR produktů získaných amplifikací bakteriální 
DNA vzorků jahodových jogurtů. DNA byla získána fenol-chloroformovou extrakcí a pomocí 
nosičů P(HEMA-co-GMA)–NH2 v prostředí fosfátového pufru pH 7,8 

 
Separací DNA pomocí nosičů P(HEMA-co-GMA)–NH2 v prostředí fosfátového pufru pH 

7,8 lze izolovat bakteriální DNA z mléčných výrobků. Získaná DNA je v kvalitě vhodné 
pro použití v PCR. Pomocí PCR byla potvrzena přítomnost bakterií rodu Lactobacillus 
v mléčných výrobcích: Bílý jogurt z Valašska, Smetanový bílý jogurt Kunín, Actimel, 
Acidofilní mléko - Obrázku 23 a Smetanový jogurt jahoda z Valašska  - Obrázku 24.  

 

4.5.2 Testování nosičů P(HEMA-co-GMA)-NH2 pro izolaci bakteriální DNA 
z mléčných výrobků v prostředí PEG a NaCl 

 
Druhou metodou byla separace bakteriální DNA z mléčných výrobků pomocí polymerních 

nosičů (P(HEMA-co-GMA)–NH2 (2 mg/ml) v prostředí PEG a NaCl. Bakteriální DNA 
nebyla detekována na gelové agarosové elektroforéze. Se získanou bakteriální DNA byla 
provedena PCR (primery R16-1 a LbLMA). Složení PCR směsi a reakční podmínky byly 
stejné jako v kapitole 4.5.1 PCR produkty byly detekovány pouze u vzorků Klasik bílý jogurt 
OLMA 
a Actimel. Intenzita PCR produktů byla velice nízká.  

 
 

4.5.3 Testování nosičů polyLYSINE (F79_L3) pro izolaci bakteriální DNA z mléčných 
výrobků v prostředí fosfátového pufru pH 7,8 

 
Magnetické nosiče polyLYSINE (F79_L3) (2 mg/ml) byly použity pro separaci bakteriální 

DNA v prostředí fosfátového pufru pH 7,8 z mléčných výrobků. Získaná DNA byla použita 
jako matrice do PCR směsi (obsahující primery R16-1 a LbLMA). Proto byly vzorky ředěny 
elučním pufrem (TE pufr pH 9,0) 10x. Za použití PCR směsi s nenaředěnou DNA byly 
detekovány PCR produkty nízké intenzity pouze u vzorků Acidofilního mléka 
a Smetanového jogurtu Florian jahoda. Po amplifikaci naředěné bakteriální DNA, která byla 
použita do PCR směsi, byly detekovány následující PCR produkty vzorků Bílého jogurtu 
z Valašska, Smetanového bílého jogurtu Kunín, Actimelu a Acidofilního mléka. Všechny 
detekované PCR produkty byly nízké intenzity. U ochucených jogurtů nebyly PCR produkty 
detekovány. Ve vzorcích, kde nedocházelo k amplifikaci DNA, se pravděpodobně nacházely 
inhibitory PCR. 
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4.5.4 Testování nosičů polyLYSINE (F79_L3) pro izolaci bakteriální DNA z mléčných 
výrobků v prostředí PEG a NaCl 

 
Magnetické nosiče polyLYSINE (F79_L3) byly použity pro separaci bakteriální DNA 

z mléčných výrobků v prostředí PEG a NaCl. Získaná DNA byla amplifikována v PCR 
za použití primerů specifických pro rod Lactobacillus. PCR produkty byly detekovány pouze 
u vzorku Bílého jogurtu z Valašska. A to v případě použití DNA matrice – 10x naředěné 
bakteriální DNA i neředěné bakteriální DNA. U ostatních vzorků mléčných výrobků nebyly 
detekovány PCR produkty. 

 

4.5.5 Fenol-chloroformová extrakce bakteriální DNA z mléčných výrobků 

 
Z připravených buněčných lyzátů byla extrahována bakteriální DNA organickými činidly 

(fenol, chloroform). Získaná DNA byla amplifikována pomocí PCR. Výsledky jsou uvedené 
v kapitole 4.5.1. na Obrázku 23 a 24. Velmi intenzivní PCR produkty byly detekovány 
u vzorků Bílého jogurtu z Valašska, Smetanového bílého jogurtu Kunín, Actimelu, 
Acidofilního mléka – Obrázek 23 a Smetanového jogurtu Florian jahoda a jahodového jogurtu 
Naše BIO OLMA – Obrázek 24. U vzorku Klasik bílý jogurt OLMA nebyl PCR produkt opět 
detekován. 

 

4.5.6 Srovnání izolačních metod DNA ze vzorků mléčných výrobků  

 
Po srovnání různých izolačních metod separace bakteriální DNA z mléčných výrobků byly 

zjištěny následující závěry. Při použití nosičů P(HEMA-co-GMA)-NH2 ve fosfátovém pufru 
pH 7,8 byla separována bakteriální DNA z mléčných výrobků, která byla použita jako matrice 
do PCR směsi. PCR produkty byly detekovány u všech vzorků (Obrázky 24 a 25). Druhou 
metodou byla separace kondenzované DNA pomocí P(HEMA-co-GMA)-NH2 v prostředí 
PEG a NaCl. Získané vzorky DNA byly amplifikovány pomocí PCR. U většiny vzorků 
nebyla prokázána přítomnost PCR produktů. Pouze u některých vzorků byly detekovány PCR 
produkty slabé intenzity. Pravděpodobně došlo k nespecifické sorpci malého množství 
bakteriální DNA na polymerní nosiče. Při použití nosičů polyLYSINE (F79_L3) v prostředí 
fosfátového pufru pH 7,8 byly získány PCR produkty nízké intenzity, a to pouze u některých 
vzorků mléčných výrobků. Separace bakteriální DNA z mléčných výrobků pomocí nosičů 
polyLYSINE (F79_L3) v prostředí PEG a NaCl byla vyhodnocena jako neúčinná, jelikož byl 
detekován PCR produkt pouze u jednoho vzorku. Poslední metodou byla fenol-chloroformová 
extrakce bakteriální DNA z mléčných výrobků. Rovněž tato DNA byla amplifikována v PCR. 
Při detekci na agarosové gelové elektroforéze byly na gelu PCR produkty vysoké intenzity 
(Obrázky 24 a 25). 

Výhodou separace DNA pomocí nosičů P(HEMA-co-GMA)-NH2 je omezení použití 
toxických organických rozpouštědel. Metodu separace DNA v prostředí fosfátového pufru lze 



78 
 

s výhodami použít pro detekci bakteriální DNA v mléčných výrobcích. Takto získaná DNA je 
vhodná pro amplifikaci pomocí PCR. PCR produkty byly dostatečné intenzity (Obrázky 24 
a 25).  Tato metoda je rychlá, jednoduchá a ekologická. 

 
 

4.6 Bioinformatická analýza DNA mikroorganizmů využívaných v potravinářském 
průmyslu 

 
Pomocí softwaru Palindrom Analyser a G4Hunter byla provedena analýza výskytu 

sekundárních struktur DNA v genomu vybraných organismů, zejména významných 
v potravinářství. 

 

4.6.1 Bioinformatická analýza výskytu kvadruplexových formací u vybraných bakterií 
využívaných v potravinářství 

 
Součástí dizertační práce je přiložená publikace (Příloha 2), která se zabývá studiem 

přítomností a lokalizací PQS v doméně Bakteria. Z této studie byly vybrány bakteriální druhy, 
které se využívají v potravinářství. Pomocí softwaru G4Hunter byla provedena analýza 
výskytu kvadruplexů v genomu vybraných bakteriálních druhů. V Tabulce 27 jsou uvedené 
vybrané druhy pro analýzu DNA a velikosti chromozomů. 

 
Tabulka 27: Vybrané druhy a velikosti chromozomů 
 

Druh Kmen Sekvence (bp) 
Lactobacillus brevis ATCC 367  2291220 

Lactobacillus kefiranofaciens ZW3  2113023 
Lactobacillus paracasei subsp, paracasei 

JCM 8130 
Firmicutes 

 2995875 
Lactobacillus fermentum IFO 3956  2098685 

Lactobacillus rhamnosus GG  3010111 
Bifidobacterium adolescentis ATCC 

15703 
 

2089645 
Bifidobacterium animalis subsp, lactis 

DSM 10140 
Actinobacteria 

 1938483 
Bifidobacterium breve DSM 20213 = 

JCM 1192 
 

2269415 
 

Byly zadány parametry analýzy: zobrazovací okno 25 a citlivost 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 a 2. 
Počty a frekvence nalezených kvadruplexů v genomu jsou uvedeny v Tabulce 28 a Tabulce 
29. 
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Tabulka 28: Počet kvadruplexů v chromozomech vybraných bakteriálních druhů dle intervalů 
G4Hunter skóre 
 

 Počet PQS 
Druh 1,2-1,4 1,4-1,6 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 kvadruplexů v chromozomech vybraných bakteriálních druhů dle 
intervalů G4Hunter skóre 
 

 Frekvence PQS per 1000 bp 
Druh 1,2-1,4 1,4-1,6 1,6-1,8 1,8-

2,0 
2,0+ 

Lactobacillus brevis ATCC 367 0,6494 10,9·10-3 0,4·10-3 0 0 

Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 0,0800 0,5 0 0 0 

Lactobacillus paracasei subsp, 
paracasei JCM 8130 0,2513 3,0·10-3 0 0 0 

Lactobacillus fermentum IFO 3956 1,8269 33,8·10-3 2,9·10-3 0 0 

Lactobacillus rhamnosus GG 0,3359 2,7·10-3 0 0 0 

Bifidobacterium adolescentis 
ATCC 15703 0,6058 5,7·10-3 0,5·10-3 0 0 

Bifidobacterium animalis subsp, 
lactis DSM 10140 1,0297 17,0·10-3 0 0 0 

Bifidobacterium breve DSM 20213 
= JCM 1192 0,8438 11,0·10-3 0,4·10-3 0 0 

 
Největší počet potenciálních kvadruplexových struktur byl zjištěn v genomu Lactobacillus 

fermentum IFO 3956 (3834 PQS) a nejmenší počet v genomu Lactobacillus kefiranofaciens 
ZW3 (169 PQS) (Tabulka 28). Nejvyšší frekvence PQS byla zjištěna v genomu Lactobacillus 
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fermentum IFO 3956 – 1,8269 PQS/kbp a nejnižší frekvence PQS v genomu Lactobacillus 
kefiranofaciens ZW3 – 0,0800 PQS/kbp (Tabulka 29). 
 

4.6.2 Bioinformatická analýza genomu Saccharomyces cerevisiae  

 
Byla provedena analýza výskytu IR a kvadruplexů v genomu Saccharomyces cerevisiae (S. 

cerevisiae), který obsahuje 16 chromozomů (Chr) a mitochondriální DNA (mtDNA). Dále byl 
sledován výskyt IR a kvadruplexů uvnitř a vně sekvencí anotovaných znaků. Velikosti Chr 
a mtDNA jsou uvedeny v Tabulce 30. 

 
Tabulka 30: Velikosti chromozomů a mtDNA S. cerevisiae 

 
Chromosom/mtDNA Velikost sekvence (bp) 

ChrI 230218 
ChrII 813184 
ChrIII 31662 
ChrIV 1531933 
ChrV 576874 
ChrVI 270161 
ChrVII 1090940 
ChrVIII 562643 
ChrIX 439888 
ChrX 745751 
ChrXI 666816 
ChrXII 1078177 
ChrXIII 924431 
ChrXIV 784333 
ChrXV 1091291 
ChrXVI 948066 
mtDNA 85779 

 
Z Tabulky 30 je patrné, že nejdelší sekvenci má chromozom IV a nejkratší sekvenci 

mtDNA. 



81 
 

 

4.6.2.1 Analýza výskytu IR v genomu Saccharomyces cerevisiae 

 
Pomocí Palindrome Analyseru byl stanoven počet nalezených IR a mtDNA v jednotlivých 

chromozomech, je uveden v Tabulce 31. Výsledky byly tříděny dle následujících parametrů: 
délka IR (Tabulka 32), velikost smyčky (Tabulka 33), a počet nespárovaných (párů) bází 
(Tabulka 34). 

 
 

Tabulka 31: Počet nalezených IR, frekvence IR a nejdelší IR nalezený v jednotlivých 
chromozomech a mtDNA 
 

 
Chromozom/mtDNA Počet IR IR/kbp 

Nejdelší IR 

 
[bp] 

I 96 0,42 16 
II 476 0,59 23 
III 262 0,83 29 
IV 866 0,57 23 
V 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 
XIV 418 0,53 22 
XV 605 0,55 20 
XVI 481 0,51 20 

mtDNA 2146 25,02 23 

 
 
Celkem bylo analyzováno 12 157 105 bp a bylo nalezeno 8 951 IR. Celková frekvence 

v genomu S. cerevisiae byla 0,74 IR/kbp. V mtDNA bylo nalezeno nejvíce IR (2146 IR), 
naopak nejméně v chromozomu I (96 IR). Nejvyšší frekvence výskytu IR byla nalezena 
u mtDNA (25,02 IR/kbp) a nejnižší u chromozomu I (0,42 IR/kbp). 
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Tabulka 32: Počet IR a frekvence IR v genomu S. cerevisiae dle délky IR 

 
Velikost 

IR  
Počet IR IR/1000bp Velikost 

IR 
Počet IR IR/1000bp 

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: Počet IR a frekvence IR v genomu S. cerevisiae dle délky smyčky 

 
Velikost 

IR  
Počet IR IR/1000bp Velikost 

IR 
Počet IR IR/1000bp 

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: Počet IR a frekvence IR v genomu S. cerevisiae dle délky a počtu nespárovaných 
(párů) bází 

 
Velikost 

IR  
Počet IR IR/1000bp 

0 827 0,0768 
1 8124 0,7542 

 
 
S vzrůstající velikostí IR klesal jejich počet (Tabulka 32), třetina zcela postrádala smyčku 

(Tabulka 33). Z celkového množství nalezených IR byla jen zhruba desetina, neobsahující 
chybu sekvence (Tabulka 34).  
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4.6.2.2 Analýza výskytu kvadruplexů v genomu S. cerevisiae 

 
Pro analýzu výskytu PQS v genomu S. cerevisiae pomocí programu G4Hunteru byly 

zadány parametry: zobrazovací okno 25 a citlivost 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 a 2. Počty nalezených 
kvadruplexů v genomu, při různé citlivosti analýzy, jsou uvedeny v Tabulce 35. 
 

 
Tabulka 35: Počet kvadruplexů a frekvence kvadruplexů v genomu S. cerevisiae dle citlivosti 
 

Citlivost  Počet 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 Analýza výskytu IR a kvadruplexů v oblastech anotovaných znaků 

 
Byla provedena analýza výskytu IR a kvadruplexů uvnitř a v okolí sekvencí anotovaných 

znaků. Seznam anotovaných znaků je uveden v Tabulce 36. Nejčastěji popsaná sekvence 
„gene“, byla použita jako standard pro srovnání s jinými sekvencemi anotovaných znaků 
(Čechová a spol., 2017): mRNA (mediátorová RNA), repeat_region (repetitivní sekvence), 
rep_origin (počátek replikace), tRNA (transferová RNA), ncRNA (nekódující RNA), 
centromere, mobile_element (mobilní jednotka), telomere a STS (sequence-tagged site). 
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Tabulka 36: Seznam anotovaných znaků 

 

Znak Počet znaků Velikost všech znaků (bp) Průměrná 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 sledován výskyt IR o velikost 8 bp a delších, 10 bp a delších a 12 bp a delších. Počty 

a frekvence všech nalezených IR uvnitř a v okolí sekvencí anotovaných znaků, jsou uvedeny 
v Tabulce 37. Na Obrázku 25 je uvedeno srovnání výskytu IR o velikost 10 bp a delších 
uvnitř a v okolí anotovaných znaků ku genu. Nejvyšší obohacení IR bylo zjištěno u centromer 
(uvnitř sekvence), dále pak rRNA (uvnitř sekvence a před sekvencí), STS (uvnitř sekvence) 
a rep_origin (uvnitř sekvence). 
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Tabulka 37: Počet IR a frekvence IR uvnitř a v okolí anotovaných znaků genomu 
S. cerevisiae 
 

 Počet IR IR/1000bp 
Feature Před Uvnitř Za Před Uvnitř 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 44,70 

rep_origin 1561 5055 1618 43,36 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 

 
 

 

 
 
Obrázek 25: Srovnání frekvence IR o velikost 10 bp a delších uvnitř a v okolí anotovaných 
znaků ku genu 
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Dále byl sledován výskyt kvadruplexů uvnitř a v okolí sekvencí anotovaných znaků. Byly 
zvoleny podmínky pro citlivost analýzy: 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 a 2. Počty a frekvence všech 
nalezených PQS uvnitř a v okolí sekvencí anotovaných znaků jsou uvedeny v Tabulce 38. 
Na Obrázku 26 je uvedeno srovnání výskytu PQS uvnitř a v okolí anotovaných znaků ku genu 
pro všechny nalezené PQS.  

 
 

Tabulka 38: Počet kvadruplexů a frekvence kvadruplexů uvnitř a v okolí anotovaných 
znaků genomu S. cerevisiae 

 
 Počet PQS PQS/1000bp 

Feature Před Uvnitř Za Před Uvnitř 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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Obrázek 26: Srovnání frekvence PQS uvnitř a v okolí anotovaných znaků ku genu pro všechny 
nalezené PQS 

 
 
Nejvyšší výskyt kvadruplexových struktur byl zaznamenán v okolí sekvence tRNA, 

rep_origin (v okolí sekvence), rRNA (v okolí i uvnitř sekvence), viz. Obrázek 26. Velké 
množství kvadruplexů bylo zaznamenáno také před a uvnitř sekvencí telomer, STS (v okolí 
sekvence) a misc_RNA (uvnitř a za sekvencí). 
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DISKUZE 

 
Dizertační práce se zabývá pěti tematickými okruhy. 
 

 
První část byla věnována přípravě buněčných lyzátů z buněk rodu Lactobacillus. Rod 

Lactobacillus patří do skupiny mléčných bakterií. Bakterie mléčného kvašení jsou rozmanitou 
skupinou grampozitivních, aerotolerantních bakterií, které nevytvářejí spory (Martín-Platero 
a spol., 2007). Hlavním výsledným produktem fermentace glukózy je kyselina mléčná, která 
u homofermentativních mléčných bakterií poskytuje dvě molekuly kyseliny mléčné, zatímco 
heterofermentativní mléčné bakterie konvertují glukózu na směs oxidu uhličitého, ethanolu 
a kyseliny mléčné (Keles a spol., 2011). Mléčné bakterie lze nalézt v různých ekosystémech 
souvisejících s potravinami, včetně rostlinných materiálů a tradičních fermentovaných 
potravin (Alexander a spol., 2019). Molekulární detekce mikroorganismů vyžaduje uvolnění 
DNA z buněk (De Bruin a spol., 2019).  

V této práci byly použity pro lyzi buněk lyzační činidla: roztok obsahující lysozym, 
imobilizovaný lysozym a roztok pracího prostředku. Lysozym je široce používán k narušení 
buněčné stěny bakteriálních buněk (Borrero-De Acuña a spol., 2017). Lysozym je enzym 
(N-acetylmuramid glykanhydroláza), který hydrolyzuje 1,4-vazby mezi N-acetylmuramovou 
kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminovými zbytky v peptidoglykanu (Borrero-De Acuna 
a spol., 2017). Hydrolýza destabilizuje stěnu bakteriálních buněk, vyvolává osmotickou 
nerovnováhu a nakonec vede k buněčné lýzi (Nash a spol, 2006). 

V nedávno publikované práci bylo poprvé prokázáno, že imobilizovaný lysozym může 
účinně odstraňovat lipopolysacharidy u Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa 
(Levashov a spol., 2019). Při použití imobilizovaného enzymu u buněk rodu Lactobacillus 
byla optimální doba působení lyzačního činidla kratší (1 hod), oproti použití lysozymu 
v roztoku (3 hod). Při delší době působení imobilizovaného lysozymu nebyla získaná DNA 
v kvalitě vhodné pro PCR. Oproti běžnému lyzačnímu činidlu obsahujícím lysozym se jevil 
imobilizovaný lysozym jako dražší a méně efektivní varianta pro buněčnou lyzi. 

Jako poslední lyzační činidlo byly testovány prací prostředky obsahující enzymy. Prací 
prostředky obsahují enzymy a detergenty, které rozruší buněčnou stěnu a způsobí prasknutí 
cytoplazmatické membrány (Nash a spol, 2006). Při přípravě lyzačních roztoků se lépe 
pracuje s tekutými gely než se sypkými pracími prostředky. Prací prostředky lze použít nejen 
pro lyzi bakteriálních buněk čistých buněčných kultur, ale lze je aplikovat i na reálné vzorky – 
mléčné výrobky. Použití pracích prostředků pro lyzi buněk se jeví jako efektivní, levná 
varianta, kdy během lyze nemusí být přidávány další enzymy a detergenty. Získaná DNA je 
v dostatečném množství a kvalitě vhodné pro PCR. Pokud lyze byla prováděna pomocí 
roztoků pracího prostředku, nebylo zapotřebí použití přídavku Proteinázy K a SDS. 
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Druhá část dizertační práce se zabývá alternativní metodou izolace nukleových kyselin 
z bakteriálních buněk – vysolování bakteriální DNA. Tato metoda byla poprvé popsané 
Millerem a spolupracovníky (Miller a spol., 1988). 

Jedna z překážek, s nimiž se při extrakci DNA z velkého počtu vzorků setkáváme, je 
těžkopádný způsob deproteinizace buněčných lyzátů nebezpečnými organickými rozpouštědly 
jako je fenol a isochloroform (Miller a spol., 1988). Pro zjednodušení deproteinizačního 
postupu byla vyvinuta levná metoda (Tu a spol., 2018), která zahrnuje vysolení z buněčných 
lyzátů proteiny dehydratací a precipitací pomocí roztoku NaCl (Miller a spol., 1988). Tuto 
metodu lze použít i pro izolaci nukleových kyselin z eukaryotických buněk (krevních buněk) 
(Kalousová a spol., 2017) 

 V této práci byly testovány různé koncentrace NaCl, které působily na buněčné lyzáty, 
získané z čistých bakteriálních kultur rodu Lactobacillus působením roztoku pracího 
prostředku. Bakterie mléčného kvašení a další gram-pozitivní bakterie mohou přinášet 
problémy při lyzi způsobené jejich kompaktní strukturou buněčné stěny (Martín-Platero 
a spol., 2007). Jako nejvhodnější koncentrace NaCl pro izolaci DNA byla zjištěna 
koncentrace 1,65 M a 2,2 M. Získaná DNA byla v dostatečném množství a kvalitě vhodné 
pro provedení PCR. DNA získaná touto jednoduchou technikou poskytla množství 
srovnatelná s množstvím získaným z fenol-chloroformové extrakce (Miller a spol., 1988). 

 Jedná se o jednoduchou metodou, pomocí které lze získat velmi čistý preparát genomu 
DNA z několika typů prokaryotických buněk (Martín-Platero a spol., 2007). Tato izolační 
metoda je oproti běžně využívané fenol-chloroformové extrakci DNA šetrná k životnímu 
prostředí, jelikož nepoužívá toxické organické látky. Také z ekonomického hlediska je tato 
metoda výhodnější, zejména když se ještě pro přípravu buněčných lyzátů využije jako lyzační 
činidlo roztok pracího prostředku. Získané výsledky byly publikovány v Mlékařských listech 
– Příloha 1. 

Třetí část práce je věnována studiu vlivu iontové síly při separaci nukleových kyselin 
pomocí nosičů. V biologických a nanotechnologických experimentech jsou pro získání 
reprodukovatelných výsledků kritické kroky: extrakce nukleových kyselin, purifikace 
nukleových kyselin a skladování nukleových kyselin (Tateishi-Karimata a Sugimoto, 2018).  

Izolace DNA pomocí nosičů je oblastí, která má velký význam v biotechnologickém 
a molekulárně biologickém výzkumu (Haddad a spol., 2017). Polymerní nosiče, díky svým 
unikátním vlastnostem a schopnostem interagovat s různými molekulami, se staly velmi 
atraktivní v řadě medicínských oblastí převážně pro své různorodé využití (Trachtová a spol., 
2016). Mohou se využívat například pro cílený transport léků (Mody a spol., 2014), 
magneticky indukovanou hypotermii (terapeutickou léčbu nádorů teplem vytvořeným pomocí 
magnetu) (Kaman a spol., 2011), magnetickou extrakci proteinů (Chen a spol., 2014), jako 
nosiče pro enzymatickou katalýzu (Horák a spol., 2007), jako biosensory (de la Escosura-
Muñiz a spol. 2015) a dále v oblasti analytické chemie (Aguilar-Arteaga, 
a spol, 2010). Nosiče musí mít jednotnou velikost, dobrou stabilitu a povrch bohatý na aktivní 
funkční skupiny (Gong a spol., 2009). Důležitý je také povrchový náboj částice, která hraje 
hlavní roli v elektrostatickém vázání materiálů, jako je DNA (Haddad a spol., 2017). 

Separace DNA pomocí nosičů se skládá z několika kroků. Adsorpce nukleové kyseliny 
na nosič, přečištění vzorku a desorpce nukleové kyseliny z magnetického nosiče do elučního 
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roztoku. Cílem této práce bylo zvýšení efektivity adsorpce nukleových kyselin na nosiče 
a desorpce nuklových kyselin z nosičů do elučního roztoku. V této práci byly testovány Tris 
pufry o různých hodnotách pH pro adsorbci DNA na polymerní nosiče. Bylo zjištěno, že k 
vyšší adsorbci nukleových kyselin na polymerní nosiče dochází v Tris roztoku o nižším pH. 
Se zvyšujícím se pH se adsorpce nukleových kyselin na nosiče P(HEMA-co-GMA)-NH2 
snižuje. V dřívějších studiích bylo zjištěno, že přibližně 90% aminoskupin navázaných 
na chitosanové částice je protonizováno při pH 5,5 – 5,7 (Mao a spol., 2001; Manchanda 
a spol., 2010). Dále byly testovány fosfátové reakční pufry pro adsorbci nukleových kyselin 
na polymerní nosiče o různých hodnotách pH. Fosfátový reakční pufr, pro adsorbci 
nukleových kyselin na nosiče, o hodnotě pH 7,8 byl vyhodnocen jako nejúčinnější. Docházelo 
k vysoké adsorbci DNA na nosiče P(HEMA-co-GMA)-NH2. Pro desorpci nukleových kyselin 
z nosičů byly použity eluční pufry: TE pufr o různých hodnotách pH s/bez přídavku KCl. 
Mezi jednotlivými elučními pufry nebyly zaznamenány větší rozdíly.  

DNA extrahovaná jinými metodami může obsahovat inhibitory PCR, včetně lipidů, 
polyfenolů a polysacharidů, čímž se zabrání amplifikaci pomocí PCR (Pacheco Coello 
a spol., 2017). Extrahovaná DNA z některých vzorků může vykazovat nízkou koncentraci 
a DNA nemůže být vizualizována na agarosovém gelu (Peano a spol., 2004). Avšak DNA 
získaná separací pomocí nosičů je v dostatečném množství a v kvalitě vhodné pro provedení 
PCR. 

Čtvrtá část dizertační práce se zabývá různými typy magnetické separace DNA aplikované 
na reálné vzorky – mléčné výrobky obsahující probiotické kultury: magnetická separace DNA 
v prostředí reakčního pufru a magnetická separace kondenzované DNA v prostředí PEG 
a NaCl. Probiotika jsou popsána jako „živé mikroorganismy, které po požití v určitém 
množství přinášejí zdravotní přínosy nad rámec základní výživy“ (Guarner a Schaafsma, 
1998; Auty a spol., 2001). Shromažďování klinických důkazů intestinálních izolátů 
Lactobacillus a Bifidobacterium podporujících zdraví, vedlo ke zvýšení komerčního zájmu 
o vývoj nových probiotických potravinářských produktů (Auty a spol., 2001). 

 Princip magnetické separace kondenzované DNA v prostředí PEG a NaCl je založen 
na chemických vlastnostech jednotlivých látek - hydrofobicita a hydrofilita jednotlivých 
komponent a jejich vzájemných interakcích (Persson a spol., 2000).  

Polyethylenglykol je netoxický a biokompatibilní, proto je vužíván v biomedicínských 
aplikacích pro cílenou dopravu léčiv v organismu nebo v tkáňovém inženýrství (Prnka, 
a Šperlink, 2006). 

Při srovnání separačních metod byly pro izolaci DNA z mléčných výrobků testovány 
nosiče P(HEMA-co-GMA)-NH2 a  F79/L3 poly-LYSINE.) Poly-LYSINE nanočástice byly 
vyvinuty precipitací Fe (II) a Fe (III) solí hydroxidem amonným a oxidací výsledného 
magnetitu s chlornanem sodným a následovaným přidáním roztoku poly (L-lysin) (Babič 
a spol., 2008). V dřívějších studiích byly tyto magnetické nanočástice použity k adsorbci 
buněk, která byla velmi vysoká (více než 92%) (Babič a spol., 2008). Buněčné adsorpce 
na oxid železitý modifikovaný poly (L-lysinem) byly usnadněny jeho interakcí se záporně 
nabitým buněčným povrchem (Babič a spol., 2008). Fosfátové skupiny nukleových kyselin 
udílejí DNA rovněž záporný náboj. Proto byly magnetické nosiče F79/L3 poly-LYSINE 
v naší studií použity pro magnetickou separaci DNA z mléčných výrobků. Při provedení 
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magnetické separace kondenzované DNA v prostředí PEG a NaCl byla získána DNA o nižší 
koncentrace než v případě DNA získané v magnetickou separací v prostředí fosfátového pufru 
o pH 7,8. 

Při porovnání metod magnetické separace DNA aplikované na mléčné výrobky, 
magnetické separace DNA v prostředí reakčního pufru a magnetické separace kondenzované 
DNA v prostředí PEG a NaCl lze konstatovat, že pomocí metody magnetické separace DNA 
v prostředí reakčního pufru byla získána DNA o vyšší koncentraci, a to v kvalitě vhodné 
pro provedení PCR (Trachtová a spol., 2016) Adsorpce proteinů na částicích je důležitá 
z hlediska stability DNA během dlouhodobého skladování, protože koextrahované bakteriální 
intracelulární nukleázy mohou štěpit DNA (Trachtová a spol., 2015). Magnetická separace 
DNA v prostředí reakčního pufru (fosfátový pufr pH 7,0/pH 7,8) je jednoduchá metoda šetrná 
k životnímu prostředí a ekonomicky nenáročná. 
 

Pátá část dizertační práce se zabývá bioinformatickou analýzou genomů vybraných 
bakteriálních druhů využívaných v potravinářství. Studie se zaměřuje na výskyt sekundárních 
struktur, jako jsou křížové struktury a PQS v nukleových kyselinách. Tyto sekvence se často 
vyskytují ve specifických pozicích chromozomů (centromera, telomery), nukleosomů a genů 
(Peixoto a spol., 2013). Genom obsahuje značné množství invertovaných repetic, které jsou 
distribuovány nepravidelně (Strawbridge a spol., 2010). Invertované repetice se hojně 
vyskytují jak v prokaryotických, tak i eukaryotických buňkách a formují lokální struktury 
v DNA důležité pro biologické procesy (van Holde a spol., 1994). Bylo prokázáno, že křížové 
struktury a kvadruplexy hrají klíčovou roli v základních biologických procesech jako je 
replikace, transkripce a methylace DNA (Paeschke a spol., 2011; Rampakakis a spol., 2010). 
Křížové struktury jsou často cílovými místy pro regulační proteiny (Brázda a spol., 2011). 
V této práci byl analyzován genom jak prokaryotických buněk, tak i eukaryotických buněk. 
Z prokaryotických buněk byli vybráni zástupci využívaní v mlékárenském průmyslu. Naše 
analýza potvrdila přítomnost PQS ve všech sledovaných organismech. Nejvíce PQS bylo 
zjištěno v genomu Lactobacillus fermentum IFO 3956, naopak nejmenší výskyt byl 
zaznamenán v genomu Lactobacillus kefiranofaciens ZW3. Tato analýza byla provedena jako 
součást výzkumu přítomnosti a lokalizace PQS struktur v doméně Bakterie. Získané výsledky 
byly publikovány v časopise Molecules. Podrobnější informace jsou obsaženy v Příloze 2. 

Další bioinformatická studie byla zaměřena na eukaryotický genom S. cerevisiae. Genomy 
a transkriptomy různých organismů, včetně modelového organismu Escherichia coli (Rawal 
a splol.,2006), S. cerevisiae (Hershman a spol., 2008) a člověka, obsahují řadu invertovaných 
repetic a sekvencí bohatých na G (Huppert, 2005). 

Ačkoli pro invertované repetice byly navrženy různé možné funkce, není známo, které 
z nich se mohou vyskytnout in vivo (Strawbridge a spol., 2010). Tuto otázku zkoumáme 
stanovením distribucí a vlastností IR v genomu S. cerevisiae. Kompletní genom S. cerevisiae 
obsahuje 16 chromozomů a mitochondriální DNA. V celém genomu (12 157 105 bp) bylo 
nalezeno 8951 IR s celkovou frekvencí výskytu 0,74 IR/Kbp. Nejvíce bylo nalezeno IR 
o velikosti 10 bp. Se vzrůstající velikosti IR klesal počet nalezených IR. Asi třetina IR 
postrádala smyčku. Poměry mezi IR o různých velikostech smyček (1-10) byly velice 
vyrovnané. Z hlediska počtu chyb v sekvenci IR převládaly IR s jednou chybou. IR 
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neobsahujících chybu byla jen zhruba desetina z celkového množství nalezených IR. 
V mtDNA bylo nalezeno nejvíce IR. Mitochondriální DNA obsahuje značné množství IR 
(Čechová a spol., 2018). 

Dále byl sledován výskyt IR a PQS uvnitř sekvencí a v okolí anotovaných znaků. 
Sekvence anotovaných znaků byly staženy z databáze NCBI. Byly sledovány následující 
znaky: gen (9026186), mRNA (8587452), repeat_region (111937), rep_origin (107618), 
tRNA (19630), ncRNA (33448), centromera (3702), mobilní_element (291801), telomera 
(140679), STS (7297), rRNA (15327), misc_feature (12429) a misc_RNA (16714). 
Pro porovnání IR a kvadruplexových frekvencí v různých lokalitách byl použit nejčastěji 
lokalizovaný „gene“ jako standard pro srovnání s jinými anotovanými znaky. Existují 
významné rozdíly v distribuci IR v různých segmentech genomu S. cerevisiae. V oblastech 
(±100 bp) anotovaných znaků byly pozorovány významné změny ve výskytu IR. Nejvyšší 
obohacení IR bylo zjištěno pro centromeru, dále pak rRNA, rep_origin a STS. Frekvence IR 
lokalizovaných v centromerách je pětinásobně vyšší než u IR lokalizovaných v genových 
oblastech. Změny frekvence jsou významnější pro delší IR.  

Nejvyšší výskyt PQS byl pozorován v sekvencích telomer, dále pak rRNA 
a misc_RNA. Velké množství PQS bylo zjištěno kolem tRNA, rep_origin, rRNA 
a STS. Všechny chromozomy a mtDNA obsahují mnoho IR a PQS. Nadprůměrný výskyt IR 
se vyskytuje zejména v oblastech promotorů a místech počátku replikace (Brázda a spol. 
2016; Krasilnikov a spol., 1999; Pearson a spol., 1996). Významný počet IR a PQS se 
vyskytuje v důležitých sekvencích pro biologické procesy - centromery, rRNA 
a v regulačních oblastech - rep_origin. Z tohoto důvodů hrají invertované repetice významnou 
roli v základních biologických procesech buňky (Čechová a spol,2018). Již z dřívějších studií 
je patrné, že získané poznatky jsou v souladu s hypotézou, že kvadruplexové struktury mohou 
regulovat expresi genů (Hershman a spol., 2007). Získané výsledky byly odeslány k publikaci 
do časopisu Genomics – viz. Příloha 3. 
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ZÁVĚR 
 
V předložené dizertační práci s názvem Izolace a analýza DNA se zaměřením 

na mikroorganismy důležité v potravinářství byl optimalizován postup přípravy buněčných 
lyzátů buněk rodu Lactobacillus. Jako lyzační činidlo byl zvolen roztok pracího prostředku. 
Jako optimální koncentrace lyzačního činidla byl zvolen 4% roztok pracího prostředku 
s dobou působení lyze 3 hodiny. Při použití tohoto lyzačního postupu nebylo nutné použití 
přídavku Proteinázy K a SDS. Roztok pracího prostředku Prášek E byl zvolen jako 
nejvhodnější.  

Druhá část se zabývala alternativní metodou izolace nukleových kyselin z bakteriálních 
buněk. Byly testovány různé koncentrace NaCl, které působily na buněčné lyzáty získané 
z čistých bakteriálních kultur rodu Lactobacillus působením roztoku pracího prostředku. Jako 
nejvhodnější koncentrace NaCl pro izolaci DNA byly zjištěny koncentrace 1,65 M a 2,2 M.  

Třetí část práce byla věnována testování reakčních pufrů a hledání optimálního prostředí 
pro adsorpci na nosiče a desorpci nukleových kyselin z nosičů. Fosfátový reakční pufr 
o hodnotě pH 7,8 pro adsorpci nukleových kyselin na polymerní nosiče byl vyhodnocen jako 
nejúčinnější. Docházelo k vysoké adsorpci DNA na nosiče, a proto byl tento reakční pufr 
vybrán pro experimenty prováděné s mléčnými výrobky. Pro desorpci nukleových kyselin 
z nosičů byl zvolen optimální eluční pufr: TE pufr v rozmezí pH 7,8, - 9,0. 

Čtvrtá část dizertační práce byla zaměřena na studium různých typů magnetické separace 
DNA aplikované na reálné vzorky – mléčné výrobky. Při porovnání metod magnetické 
separace DNA aplikované na mléčné výrobky: magnetická separace DNA v prostředí 
reakčního pufru a magnetická separace kondenzované DNA v prostředí PEG a NaCl lze 
konstatovat, že pomocí metody magnetické separace DNA v prostředí reakčního pufru 
(fosfátový pufr pH 7,8) byla získána DNA o vyšší koncentraci. Také při detekci PCR 
produktů byly PCR produkty pozitivní u téměř všech vzorků získaných magnetickou separaci 
v prostředí pufru, oproti druhé metodě (izolace kondenzované DNA), kde byly detekovány 
jen některé PCR produkty.  

V poslední části dizertační práce věnované bioinformatické analýze byly analyzovány 
genomy vybraných bakteriálních druhů využívaných v potravinářství. Byl sledován výskyt 
PQS při různých citlivostech analýzy. Ve všech genomech byly nalezeny PQS.  

Dále byla provedena bioinformatická analýza přítomnosti křížových struktur kompletního 
genomu S. cerevisiae. Celkem bylo analyzováno 12 157 105 bp a bylo nalezeno 8951 IR. 
Celková frekvence v genomu S. cerevisiae byla 0,74 IR/kbp. Se vzrůstající velikosti IR klesal 
počet nalezených IR. Asi třetina IR zcela postrádala smyčku. IR neobsahujících chybu 
v sekvenci byla jen zhruba desetina z celkového množství nalezených IR. V mtDNA bylo 
nalezeno nejvíce IR. Množství IR u mtDNA bylo mnohonásobně vyšší oproti obsahu IR 
v chromozomech.  
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Dále byl sledován výskyt IR a kvadruplexů uvnitř sekvencí a v okolí anotovaných znaků. 
Nejvyšší obohacení IR bylo zjištěno pro centromeru, dále pak rRNA, rep_origin a STS. 
Frekvence IR lokalizovaná v centromerách je 5krát vyšší než u IR lokalizovaných v genu.  

Nejvyšší výskyt PQS byl pozorován v sekvencích telomer, dále pak rRNA 
a misc_RNA. Velké množství PQS bylo zjištěno kolem tRNA, rep_origin, rRNA 
a STS.  

 

 
 



95 
 

  

SEZNAM ZKRATEK 
 
C     cytosin 
DEAE    diethylaminoethanol 
DLS    dynamický rozptyl světla 
DNA    deoxyribonukleová kyselina 
EDTA    ethylendiamintetraoctová kyselina 

G     guanin 
G-kvadruplex   Guaninový kvadruplex 
Chr     chromozom 
IDA    iminodioctová kyselina 
IMS    imunoligické magnetické separace 
IR     invertovaná repetice 
misc_feature   miscellaneous feature 
misc_RNA miscellaneous RNA  
mtDNA    mitochondriální DNA 

mRNA    mediátorová RNA 
mobile_element   mobilní jednotka 

MSPE    magnetic solid - phase extraction 
NCBI    National center for biotechnology information 
ncRNA    nekódující RNA 
PAMAM    poly(amidoamin) 
PCR    polymerázova řetězová reakce 
PEG    poly(ethylenglykol) 
PGMA    poly(glycidyl methakrylát) 
P(HEMA)    poly(2-hydroxyethylmethakrylát) 
P(HEMA-co-EDMA) poly(2-hydroxyethylmethakrylát-co- 

ethylenemethakrylát) 
P(HEMA-co-GMA)  poly(2-hydroxyethylmethakrylát-co-glycidylmethakrylát) 
PMMA  poly(methylmetakrylát)   
PS     polystyren 
rep_origin    počátek replikace 
PQS     potenciální sekvence kvadruplexů 

repeat_region   repetitivní sekvence 

RNA    ribonukleová kyselina 
rRNA    ribozomální RNA 
S. cerevisiae   Saccharomyces cerevisiae 
STS  sequence-tagged site 
Supernat.    supernatant 
Taq     Thermus aquaticus 
tRNA    transferová RNA 
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TEOS    tetraethoxysilan 
UV     ultrafialová oblast 
VIS     viditelná oblast 
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JEDNODUCHÝ POSTUP IZOLACE
DNA Z BUNĚK BAKTERIÍ RODU
LACTOBACILLUS
Fričová, M., Čuta, R., Španová, A., Rittich, B.
Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická,

Purkyňova 464/118,612 00 Brno

Simply method of DNA isolation from bacterial
cells of genus Lactobacillus

Souhrn

Identifikace bakteriální DNA se skládá z několika kroků:

příprava DNA ve vhodné kvalitě, která zahrnuje lyzi buněk,

extrakci a purifikaci DNA. Poté následuje vlastní identi-

fikace bakterií pomocí polymerázové řetězové reakce

(PCR) a jiných molekulárně diagnostických metod. Pomocí

roztoku pracího prášku (obsahujících enzymy pro

degradaci bakteriálních buněk) byly připraveny hrubé lyzá-

ty buněk Lactobacillus plantarum CCM 7039, Lacto-
bacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rhamnosus
CCM 1825 a Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088.

Z hrubých lyzátů buněk byla izolována DNA za použití

metody vysolování roztokem NaCl. Kvalita DNA a přítom-

nost cílové DNA byla ověřena PCR, ve které byly použity

primery specifické pro rod Lactobacillus.
Klíčová slova: buněčné lyzáty, Lactobacillus, DNA,

polymerázová řetězová 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

Výsledky

Byly testovány dva prebiotické preparáty Orafti GR a Viva-

star Dietary Fibre s obsahem vlákniny z cereálií a psylia.

1. Kysaný mléčný výrobek s Orafti GR
Mléko 3,5 % tuku s přídavkem 2 % Orafti GR bylo

vysoce pasterováno (85 °C/ 10 minut) a zaočkováno směs-

nou mlékařskou kulturou o složení CCDM 144 v dávce

1 %, CCDM 151 v dávce 0,1 % a CCDM 94 v dávce 0,1 %.

Zaočkované mléko bylo kultivováno při teplotě 37 °C po

dobu 15 hodin. Poté zchlazeno na teplotu 4 °C.

Po kultivaci byla stanovena aktivní kyselost a senzorické

vlastnosti kysaného výrobku panelem 3 hodnotitelů (Tab. č. 3).

IIIMLÉKAŘSKÉ LISTY č. 142

VĚDA, VÝZKUM

Aktivní kyselost (pH) Vzhled a konzistence Chu	 a vůně
4,2 Hustá až viskózní konzistence Lahodná, mléčná

bez uvolňování syrovátky

Tab. 3 Stanovení aktivní kyselosti a zhodnocení senzorických

vlastností kysaného nápoje s 2 % Orafti GR

Aktivní kyselost (pH) Vzhled a konzistence Chu	 a vůně
4,2 Hustá až viskózní konzistence Lahodná, 

bez uvolňování syrovátky po ochucení - vanilka

Tab. 4 Stanovení aktivní kyselosti a zhodnocení 

senzorických vlastností kysaného nápoje 

s 8 % Vivastar Dietary Fibre

2. Kysaný mléčný výrobek s Vivastar Dietary Fibre
Mléko 3,5 % tuku bylo vysoce pasterováno (85 °C/10 mi-

nut) a zaočkováno směsnou mlékařskou kulturou o složení

CCDM 144 v dávce 1 %, CCDM 151 v dávce 0,1 %

a CCDM 94 v dávce 0,1 %. Mléko bylo kultivováno při

teplotě 37 °C po dobu 15 hodin. Poté zchlazeno na teplotu

4 °C a byla přidána vláknina Vivastar Dietary Fibre s ochu-

cením vanilka v dávce 80 g na 1 l mléka.

Po kultivaci byla stanovena aktivní kyselost a senzorické

vlastnosti kysaného výrobku panelem 3 hodnotitelů (Tab. č. 4).

Závěr

Pokusy bylo zjištěno, že kysaný mléčný výrobek s pro-

biotickými mikroorganismy lze obohatit o prebiotickou

vlákninu bez negativního vlivu na konzistenci a chuť

výrobku. Mléčný výrobek s Orafti GR je vhodný produkt

pro výdej v Milkbaru i pro skladování. Kysaný mléčný

výrobek s probiotiky a vlákninou Vivastar Dietary Fibre je

možno připravovat pouze jako nápoj pro okamžitou konzu-

maci pro přímý výdej v Milkbaru.

Uvedené výsledky vznikly za podpory TA02011293,

RO0513.
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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. Úvod

Některé druhy bakterií mléčného kvašení (BMK) jsou po

staletí používány při přípravě fermentovaných potravin

(mléko a mléčné výrobky, zelenina, maso) a jsou

považovány za zcela bezpečné (mají status GRAS -

Generally Recognized As Safe) [1]. Jsou důležité pro lidské

zdraví, neboť pozitivně ovlivňují funkci gastrointestinál-

ního traktu [2]. Pro praktické využití je důležitá identi-

fikace druhů, tj. jejich přiřazení do stávajících taxonů.

Moderní bakteriální taxonomie využívá analýzy makro-

molekul, zejména DNA. V současné době existuje velké

množství molekulárně-biologických metod, pomocí

kterých je možno identifikovat cílový mikroorganismus.

Nejrozšířenější molekulárně diagnostickou metodou v la-

boratořích je polymerázová řetězová reakce (PCR), která

byla použita i pro identifikaci bakterií rodu Lactobacillus
[3-4]. Identifikace bakteriální DNA se skládá z několika

kroků: lyze buněk, extrakce a purifikace DNA a identi-

fikace bakteriálního druhu pomocí PCR. Prvním krokem je

izolace bakteriální DNA v čistotě vhodné pro PCR. Nejvíce

používanými postupy izolace DNA jsou fenolová extrakce

[5], chelatační činidla [6], adsorpce na magnetické částice

[7] a vysolování [8, 9]. Enzymy používané pro přípravu

hrubých lyzátů bakteriálních buněk jsou poměrně drahé

a náročné na skladování. Tento problém může být vyřešen

použitím alternativní metody - použití pracích prášků

obsahujících enzymy pro degradaci bakteriálních buněk

s následujícím vysolováním DNA. 

Cílem práce bylo ověřit vhodnost použití metody přípravy

hrubých lyzátů buněk různých druhů rodu Lactobacillus
působením enzymů z pracího prostředku; z hrubých lyzátů

buněk izolovat DNA vysolováním roztokem NaCl a ověřit

kvalitu izolované DNA použitím v PCR.

2. Materiál a Metody

2.1. Chemikálie a bakteriální kultury
Primery pro PCR byly syntetizovány ve firmě Generi-

Biotech (Hradec Králové, ČR); TaqI a Taq Purple DNA

polymerasy byly od firmy Bio-Tech (Praha, ČR). DNA

standard -100 bp žebříček (1500, 1200, 1000, 900, 800,

700, 600, 500, 400, 300, 200 a 100 bp) pro gelovou elek-

troforézu byl z Malamité (Moravské Prusy, ČR).

Analyzované kmeny Lactobacillus plantarum CCM 7039,

Lactobacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rham-

nosus CCM 1825, Lactobacillus casei subsp. casei CCM

7088. byly získány z České sbírky mikroorganismů (CCM

Brno, ČR). Ostatní chemikálie byly čistoty p.a. a pocháze-

ly z běžných komerčních zdrojů. Pro lyzi buněk byl použit

roztok pracího prášku Persil zakoupeného v komerční síti.

2.2. Zařízení
Byly použity následující přístroje a pomůcky: programo-

vatelný cyklátor PTC-100 (MJ Research, Watertown,

USA), vana pro horizontální agarosovou gelovou elektro-

forézu (Bio-Rad, USA), UltraLum EB-20E UV transillu-

minator (Paramount, USA), UV/Vis NanoPhotometer

(Implen, Německo).

2.3. Metody
Jeden ml přes noc narostlé buněčné suspenze byl cen-

trifugován při 15 000 g a pelet byl resuspendován v 1 000 μl

roztoku A (10 mM Tris-HCl, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH

8,0). Po další centrifugaci (14 000 ot/min) byl pelet resus-

pendován v 500 μl 4% roztoku pracího prášku a inkubován

při 55 °C přes noc s cílem připravit hrubé lyzáty buněk.

K 500 μl hrubého lyzátu (HL) byl přidán definovaný objem

5,5 M NaCl a sterilní destilované vody do objemu 1 ml

(Tabulka 1). Směs byla promíchávána 10 minut, centrifu-

gována při 14 000 otáčkách po dobu 15 minut a odebrán

supernatant. K 50 μl supernatantu bylo přidáno takové

množství sterilní destilované vody, aby výsledná koncen-

trace NaCl byla asi 0,3 M, a 2,5 objemu ethanolu. DNA

byla srážena 15-30 minut při -20 °C a byla centrifugována

15 minut při 14 000 otáčkách. Sediment byl vysušen

v exikátoru a resuspendován v 120 μl TE pufru. Kvalita

a přítomnost cílové DNA byla ověřena pomocí PCR, ve

které byly použity primery specifické pro rod Lactobacillus
LBLMA 1-rev (5'- CTC AAAACT AAA CAA AGT TTC -

3') a R16-1 (5'- CTT GTACAC ACC GCC CGT CA - 3').

[3]. Velikost produktu PCR byla asi 250 bp. Při amplifikaci

byla použita směs o následujícím složení: PCR voda- 19 μl,

10x reakční pufr kompletní (10x) 2,5 μl; dNTP směs

(10 mM) 0,5 μl; primer LbLMA 1-rev (10 pmol/μl) 0,5 μl

a primer R16-1 (10 pmol/μl) 0,5 μl; Taq DNA polymerasa

1.1 (1 U/μl) 1 μl a DNA matrice 1 μl. Celkový objem PCR

směsi byl 25 μl. Podmínky amplifikace byly následující:

denaturace DNA 94 °C/60 s, hybridizace primerů 55 °C/60 s

a syntéza komplementárního řetězce 72 °C/120 s. Před

prvním cyklem byla směs zahřívána při 94 °C/5min;

v posledním cyklu byla syntéza řetězce při 72 °C prodlou-

žena na 7 min. Produkty PCR byly detegovány pomocí
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Postup HL 5,5 M NaCl H2O Koncentrace NaCl 
(μμl) (μμl) (μμl) (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

Tab. 1 Izolace DNA z hrubých lyzátů (HL) buněk

vysolováním s použitím roztoku chloridu sodného 
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agarosové gelové elektroforézy na 1,8 % agarosovém gelu

v TBE pufru (45 mM kyselina boritá, 45 mM Tris-báze,

1 mM EDTA, pH 8,0). DNA v gelu byla nabarvena pomocí

ethidium bromidu (0,5 μg/ml), gel byl opláchnut ve vodě

a fotografován v UV světle (305 nm). Jako DNA standard

byl použit 100 bp žebříček. Jako pozitivní kontrola byla

použita DNA (koncentrace 10 ng/μl) izolovaná fenolovou

extrakcí [5] z Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088.

Jako negativní kontrola byla použita směs PCR bez DNA.

3. Výsledky a diskuse

Byla optimalizována metoda přípravy hrubých lyzátů

buněk z různých druhů rodu Lactobacillus s následnou izo-

lací DNA vysolováním. K lyzi buněk byl použit 4% roztok

pracího prášku. Při izolaci DNA byly testovány různé

koncentrace NaCl (0,55 - 2,75 M) (Tabulka 1). Amplifi-

kovatelnost takto izolované DNA byla ověřena pomocí

polymerázové řetězové reakce (PCR) s použitím primerů

specifických pro rod Lactobcillus. Výsledky agarosové

gelové elektroforézy produktů PCR jsou uvedeny na

Obr. 1. Z Obr. 1 je patrné, že byla prokázána přítomnost

produktů PCR, to znamená že byla získána amplifikovatel-

ná DNA (dostatečné množství DNA o vhodné kvalitě).

Jako nejvhodnější koncentrace NaCl pro izolaci DNA byla

zjištěna koncentrace 1,65 M a 2,2 M (postupy 3 a 4 - viz.

Tabulka 1). V těchto případech byly po amplifikaci DNA

izolované ze všech testovaných bakteriálních druhů dete-

govány specifické produkty PCR (Obr. 1, běh č. 11-17). Při

použití nižších koncentrací NaCl (0,55 a 1,10 M) byly dete-

govány produkty PCR nižší intenzity (Obr. 1, běh č. 1-9).

Postup 5 s 2,75 M NaCl byl vyhodnocen jako nejméně

účinný, protože po amplifikaci DNA produkty PCR nebyly

detegovány (Obr. 1, běh č. 18 až 21).

Z výsledků vyplývá, že pro lyzi bakteriálních buněk lze

použít roztok pracího prášku. Metoda izolace DNA z lyzá-

tu buněk vysolováním roztokem chloridu sodného se jeví

jako vhodná pro lyzi buněk rodu

Lactobacillus. Rozdíly v intenzitě produk-

tů PCR získaných po amplifikaci DNA

izolované vysolováním stejnou koncen-

trací NaCl mohou odrážet rozdíly v lyzi

buněk pracím práškem. Tyto rozdíly

mohou být způsobeny rozdíly ve složení

buněčných stěn testovaných druhů.

Výsledky dosažené uvedenými postupy

jsou srovnatelné s výsledky metod izolace

DNA magnetickými nosiči či fenolovou

extrakcí, při nichž se při přípravě hrubých

lyzátů buněk používají purifikované

enzymy. Výhodou této metody je skuteč-

nost, že se nemusí pracovat s organickými

toxickými látkami. 

4. Závěr

Z hrubých lyzátů buněk různých druhů

rodu Lactobacillus připravených lyzí pracím práškem lze

vysolováním izolovat DNA amplifikovatelnou v PCR.

Metoda je jednoduchá, rychlá a levná, vhodná zejména pro

izolaci bakteriální DNA z velkého množství vzorků v kva-

litě dostatečné pro PCR . 

Poděkování
Tato práce byla podporována vnitřním grantem FCH-S-

13-1912.

Literatura
[1] Bernardeau M., Vernoux, V. S., Dubernet H., Guégen M. Safety

assessment of dairy microorganisms: the Lactobacillus genus. Int. J.

Food Microbiol. 126 (2008) 278-285.
[2] Walter J. Ecological Role of Lactobacilli in the Gastrointestinal Tract:

Implications for Fundamental and Biomedical Research. Appl. Environ.

Microbiol. 74 (2008) 4985-4996. 
[3] Dubernet S., N Desmasures N., M Guéguen M. A PCR-based method

for identification of lactobacilli at the genus level. FEMS Microbiol. Lett.

214 (2002) 271-275.
[4] Walter J., Tannock G.W., Tilsala-Timisjärvi A., Rodtong S., Loach

D.M., Munro K., Alatossava T. Detection and identification of gastro-
intestinal Lactobacillus species by using denaturing gradient gel
electrophoresis and species-specific PCR primers. Appl. Environ.

Microbiol. 66 (2000) 297-303.
[5] Sambrook J., Russel D. W. L. Molecular cloning: a laboratory manual.

3rd. ed. New York: Cold Spring Laboratory Harbor Press, 2001.
[6] Giraffa G., Rosseti L., Neviani E. An evaluation of chelex-based DNA

purification protocols for the typing of lactic acid bacteria. J. Micro-

biol. Methods 42 (2000) 175-184.
[7] Rittich, B., Španová, A. SPE and purification of DNA using magnetic

particles. J. Sep. Sci. 36 (2013) 2472-2485.
[8] Nasiri H., Forouzandeh M., Rasaee M. J., Rahbarizadeh F. Modofied

salting-out method: high-xield, high-quality genomic DNA extraction
from whole blood using laundry detergent. J. Clin. Lab. Anal. 19
(2005) 229-232.

[9] d Angelo F., Santillo A., Sevi A., Albenzio M. A simple salting-out
method for DNA Extraction from Milk Somatic Cells. J. Dairy Sci. 90
(2007) 3550-3552. 

Přijato do tisku: 10. 1. 2014
Lektorováno: 10. 2. 2014

VMLÉKAŘSKÉ LISTY č. 142

VĚDA, VÝZKUM

Obr. 1 Agarosová elektroforéza produktů PCR 

Podmínky: 1,8 % agarosový gel, TBE pufr (45 mM kyselina boritá, 45 mM Tris-bázse, 1 mM EDTA (pH 8,0)). 
Běhy: 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 žebříček); 23: pozitivní kontrola; 25: negativní kontrola; druhy v pořadí: Lactobacillus plantarum

CCM 7039, Lactobacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 a Lactobacillus casei subsp.
casei CCM 7088.
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2 Faculty of Chemistry, Brno University of Technology, Purkyňova 118, 612 00 Brno, Czech Republic;
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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].
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colleagues [24] and the second algorithm considering occurrence of repeating unit Gn (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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demonstrated that secondary structures in bacterial genomes are responsible for genomic stability 

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 [GnNmGnNoGnNpGn] was created by Balasubramanian
and colleagues [24] and the second algorithm considering occurrence of repeating unit Gn (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 NO3- 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



Molecules 2019, 24, 1711 4 of 13

content. On the other side, three subgroups (Spirochaetia, Thermotogae and Tenericutes) show < 40%
GC content.
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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

1.2–1.4 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 Mean f Min f Max f
Bacteria 1627 3,307,820 83,026 13,033,779 50.6 9,202,364 1.342 0.013 14.213
Group Seq Median Short Long GC% PQS Mean f Min f Max f

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 0.812
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 42.3 302,949 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 53.4 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 Mean f Min f Max f

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/Melainab. 29 5,315,554 1,657,990 9,673,108 42.6 193,894 1.247 0.201 6.004

Chloroflexi 12 2,333,610 125,2731 5,723,298 60 62,688 1.89 1.223 3.222
Tenericutes 52 981,001 564,395 1,877,792 28 6460 0.136 0.016 0.834

Actinobacteria 246 3,960,961 775,354 11,936,683 66.2 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 5.282
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 48.4 432,683 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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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 Y51MC23, 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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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)58). 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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39. Čechová, J.; Lýsek, J.; Bartas, M.; Brázda, V. Complex analyses of inverted repeats in mitochondrial genomes
revealed their importance and variability. Bioinformatics 2018, 34, 1081–1085. [CrossRef]

40. Brázda, V.; Kolomazník, J.; Lýsek, J.; Hároníková, L.; Coufal, J.; Št’astný, J. Palindrome analyser—A new
web-based server for predicting and evaluating inverted repeats in nucleotide sequences. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 2016, 478, 1739–1745. [CrossRef]

41. Brázda, V.; Lýsek, J.; Bartas, M.; Fojta, M. Complex Analyses of Short Inverted Repeats in All Sequenced
Chloroplast DNAs. BioMed Res. Int. 2018, 2018, 1097018. [CrossRef]

42. Ruggiero, E.; Richter, S.N. G-quadruplexes and G-quadruplex ligands: Targets and tools in antiviral therapy.
Nucleic Acids Res. 2018, 46, 3270–3283. [CrossRef]

43. Chen, B.-J.; Wu, Y.-L.; Tanaka, Y.; Zhang, W. Small Molecules Targeting c-Myc Oncogene: Promising
Anti-Cancer Therapeutics. Int. J. Biol. Sci. 2014, 10, 1084–1096. [CrossRef] [PubMed]

http://dx.doi.org/10.1038/srep38144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27905517
http://dx.doi.org/10.3390/molecules23092341
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2017.06.013
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gki609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15914667
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkl529
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkw006
http://dx.doi.org/10.1128/MMBR.00019-17
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkm781
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkt476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23771141
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-018-38400-x
http://dx.doi.org/10.1101/gr.4508806
http://dx.doi.org/10.1016/j.sbi.2009.04.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19487118
http://dx.doi.org/10.1016/j.tim.2018.08.011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27596596
http://dx.doi.org/10.4172/2329-9002.1000e108
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-018-33944-4
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0138674
http://dx.doi.org/10.1039/C6CC06057A
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27805200
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btx729
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2016.09.015
http://dx.doi.org/10.1155/2018/1097018
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gky187
http://dx.doi.org/10.7150/ijbs.10190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25332683


Molecules 2019, 24, 1711 13 of 13

44. Belmonte-Reche, E.; Martínez-García, M.; Guédin, A.; Zuffo, M.; Arévalo-Ruiz, M.; Doria, F.;
Campos-Salinas, J.; Maynadier, M.; López-Rubio, J.J.; Freccero, M.; et al. G-Quadruplex Identification
in the Genome of Protozoan Parasites Points to Naphthalene Diimide Ligands as New Antiparasitic Agents.
J. Med. Chem. 2018, 61, 1231–1240. [CrossRef]

45. Li, F.; Mulyana, Y.; Feterl, M.; Warner, J.M.; Collins, J.G.; Keene, F.R. The antimicrobial activity of inert
oligonuclear polypyridylruthenium(II) complexes against pathogenic bacteria, including MRSA. Dalton Trans.
2011, 40, 5032–5038. [CrossRef]

46. Li, F.; Grant Collins, J.; Richard Keene, F. Ruthenium complexes as antimicrobial agents. Chem. Soc. Rev.
2015, 44, 2529–2542. [CrossRef] [PubMed]

47. Xu, L.; Chen, X.; Wu, J.; Wang, J.; Ji, L.; Chao, H. Dinuclear Ruthenium(II) Complexes That Induce and
Stabilise G-Quadruplex DNA. Chem. Eur. J. 2015, 21, 4008–4020. [CrossRef]

48. Xu, L.; Zhang, D.; Huang, J.; Deng, M.; Zhang, M.; Zhou, X. High fluorescence selectivity and visual detection
of G-quadruplex structures by a novel dinuclear ruthenium complex. Chem. Commun. 2010, 46, 743–745.
[CrossRef] [PubMed]

49. Wilson, T.; Williamson, M.P.; Thomas, J.A. Differentiating quadruplexes: Binding preferences of a luminescent
dinuclear ruthenium (II) complex with four-stranded DNA structures. Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 2617–2621.
[CrossRef] [PubMed]

50. Codd, G.A.; Lindsay, J.; Young, F.M.; Morrison, L.F.; Metcalf, J.S. Harmful cyanobacteria. In Harmful
Cyanobacteria; Springer: Dordrecht, The Netherlands, 2005; pp. 1–23.

51. Perrone, R.; Lavezzo, E.; Riello, E.; Manganelli, R.; Palù, G.; Toppo, S.; Provvedi, R.; Richter, S.N. Mapping
and characterization of G-quadruplexes in Mycobacterium tuberculosis gene promoter regions. Sci. Rep.
2017, 7, 5743. [CrossRef] [PubMed]

52. Lavezzo, E.; Berselli, M.; Frasson, I.; Perrone, R.; Palù, G.; Brazzale, A.R.; Richter, S.N.; Toppo, S. G-quadruplex
forming sequences in the genome of all known human viruses: A comprehensive guide. PLOS Comput. Biol.
2018, 14, e1006675. [CrossRef]

53. Beaume, N.; Pathak, R.; Yadav, V.K.; Kota, S.; Misra, H.S.; Gautam, H.K.; Chowdhury, S. Genome-wide study
predicts promoter-G4 DNA motifs regulate selective functions in bacteria: Radioresistance of D. radiodurans
involves G4 DNA-mediated regulation. Nucleic Acids Res. 2013, 41, 76–89. [CrossRef]

54. Kota, S.; Dhamodharan, V.; Pradeepkumar, P.I.; Misra, H.S. G-quadruplex forming structural
motifs in the genome of Deinococcus radiodurans and their regulatory roles in promoter functions.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 2015, 99, 9761–9769. [CrossRef]

55. Repoila, F.; Darfeuille, F. Small regulatory non-coding RNAs in bacteria: Physiology and mechanistic aspects.
Biol. Cell 2009, 101, 117–131. [CrossRef] [PubMed]

56. Brázda, V.; Kolomazník, J.; Lýsek, J.; Bartas, M.; Fojta, M.; Št’astný, J.; Mergny, J.-L. G4Hunter web application:
A web server for G-quadruplex prediction. Bioinformatics 2019, btz087. [CrossRef]

57. Sayers, E.W.; Agarwala, R.; Bolton, E.E.; Brister, J.R.; Canese, K.; Clark, K.; Connor, R.; Fiorini, N.; Funk, K.;
Hefferon, T.; et al. Database resources of the National Center for Biotechnology Information. Nucleic Acids Res.
2019, 47, D23–D28. [CrossRef]

58. Federhen, S. The NCBI taxonomy database. Nucleic Acids Res. 2011, 40, D136–D143. [CrossRef]
59. Letunic, I.; Bork, P. Interactive tree of life (iTOL) v3: An online tool for the display and annotation of

phylogenetic and other trees. Nucleic Acids Res. 2016, 44, W242–W245. [CrossRef]

Sample Availability: Not available.

© 2019 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution
(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

http://dx.doi.org/10.1021/acs.jmedchem.7b01672
http://dx.doi.org/10.1039/c1dt10250h
http://dx.doi.org/10.1039/C4CS00343H
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25724019
http://dx.doi.org/10.1002/chem.201405991
http://dx.doi.org/10.1039/B918045A
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20087506
http://dx.doi.org/10.1039/b924263e
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20485796
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-05867-z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28720801
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pcbi.1006675
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gks1071
http://dx.doi.org/10.1007/s00253-015-6808-6
http://dx.doi.org/10.1042/BC20070137
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19076068
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btz087
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gky1069
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkr1178
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkw290
http://creativecommons.org/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.


 

1 
 

Divergent distributions of inverted repeats and G-quadruplex forming 

sequences in Saccharomyces cerevisiae 

 

Michaela Čutová1, Jacinta Manta1, Otília Porubiaková1, Patrik Kaura2, Jiří Šťastný2,3, 

Eva B. Jagelská4, Pratik Goswami4, Martin Bartas5, Václav Brázda1,4* 

 
1Brno University of Technology, Faculty of Chemistry, Purkyňova 118, 612 00 Brno, 
Czech Republic  
2Brno University of Technology, Faculty of Mechanical Engineering, Technická 
2896/2, 616 69 Brno, Czech Republic 
3Mendel University in Brno, Zemědělská 1665/1, 61300 Brno, Czech Republic 
4Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic, Královopolská 
135, 612 65 Brno, Czech Republic 
5Department of Biology and Ecology/Institute of Environmental Technologies, Faculty 
of Science, University of Ostrava, Ostrava, 710 00, Czech Republic 
 
 

*Correspondence to: 

Václav Brázda, Ph.D. 

e-mail: vaclav@ibp.cz 

 

Keywords: inverted repeat; G-quadruplex; Saccharomyces cerevisiae 

 

Highlights:  

• 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. 
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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. 
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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.  
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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 Rap1p, 

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)0–6TGGGTGTG(G)]n-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 I to 1.53 Mbp for chromosome IV and mtDNA is 85.78 kbp in length 

(NCBI IDs are provided in Supplementary material 1). 
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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 
sequence 

Size  
(bp) 

Number 
of IRs 

Frequency 
(IR/kbp) 

Longest 
IR (bp) 

Chr I 230218 96 0.42 16 
Chr II 813184 476 0.59 23 
Chr III 316620 262 0.83 29 
Chr IV 1531933 866 0.57 23 
Chr V 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 XIII 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 
nuclear 

12071326 6805 0.56 29 

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 XII (24 bp) and chromosome II 

(29 bp long).  

 

 

Table 2: Numbers and frequencies of IRs according to size 

IR size Number in 
data set 

IR/kbp IR size Number in 
data set 

IR/kbp 

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 
sequence 

Number 
of PQS 

Highest 
G4Hunter score 

%GC 
content %PQS 

Chr I 87 1.38 39 1.16% 
Chr II 248 1.37 38 0.90% 
Chr III 138 1.37 39 1.34% 
Chr IV 429 1.54 38 0.85% 
Chr V 197 1.44 39 1.03% 
Chr VI 86 1.38 39 1.03% 
Chr VII 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 XIII 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% 
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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) 
1.2-1.4 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. 
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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 
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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 Sgs1p 

[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 
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and after (± 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, 

chisq.out.test (from R package "outliers") was used. 
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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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