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ANOTACE

Prace je ¥novana pedevsim stanoveni viability béik Zabyva se tradhimi principy
a trendy, ale také podtrhuje ropouzivané metody. Nejvice se v praci objevuje neeto
polymerazové&etzova reakce, ktera gana prvni mista zeftku pouzivanych molekulaén
biologickych metod v tomto oboru.
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TITLE

Detection of live and dead cells

ANOTATION

The work devoted to determination with of cell vlap. It deals with traditional
principles and trends, but also highlights new mésthused. Most is engaged polymerase

chain reaction, which is one the most used of nubdediological methods in this field.
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SEZNAM ZKRATEK

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dNTP - deoxyribonukleotid

dUTP - deoxyuridin trifosfat

EMA - ethidium monoazid

EMA-PCR - ethidium monoazid — polymerazae&zova reakce
FDA - fluorescein diacetat

PCR - polymeréazovéetézova reakce

RT - reverzni transkripce

sSDNA - single stranded DNA

Tm - melting temperature
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1 UVOD

Zastoupeni viabilnich bk v populaci paf mezi nejdlezitéjSi informace
vyuzivané k hodnoceni kontrol bioprogedyziologickych stau burgé¢nych kultur,
biologickych rizik atd.

Z ekologického i Iékiského hlediska nam napstanoveni metabolické aktivity
mikroorganiznii poukazuje na zji8hi substratove preference, celkové produktivit
biomasy, potazmo k pochopeni environmentalnich ofékt regulujicich
aktivitu/inaktivitu a natalitu/mortalitu mikroorga@ami v daném prosédi. Cely proces
rozhodovani o kvalit pitné vody, uchovani tév, zjiSteni ptipadné nakazy potravin
raiznymi patogeny, fvodce epidemii a nézn¢jSich nemoci¢i o kvalit¢ dezinfeknich
prostedki je zaloZeno na stanoveni viability [#n

Mezi nefastjSi metody stanoveni Zivotaschopnosti ftpatkultivace
mikroorganiznii na pevnych médiich. Tyto metody maji vSak sva amgamezi které
pati nagiklad ¢asova narénost, diky které je nemozna okamzit&tmd odezva na
ziskany vysledek.

Stanoveni Zivotaschopnosti kiknje nefastji zaloZzeno na detekci Zivain
dulezitych funkci, které jsou sledovany pomoci sélekho zn&eni fluorescetnimi
sondami, kdy se pouziva hlavifluorescegini mikroskop, ktery poskytuje nahled na
jednotlivé bulky.

Velka ¢ast mé prace patmetod polymerazovéetizové reakci (PCR), ktera je

v s

viY s

buiky, avSak nedokaze rozlisit zivé mikrobialninky od mrtvych. Fitomnost mrtvych
buntk maze vést k falesnhpozitivnim vysledkm, na zaklad kterych by mohlo dojit ke
stahovani vyrobku z trhu. Tomu zamezila nova metodazliSeni mrtvych a Zivych
burék EMA-PCR (ethidium bromide monoazide). EMA nepk@nZivymi buikami, ale
dostava se do mrtvych bk V mrtvych buikach se EMA vaze k molekulam DNA, ty

se stavaji nerozpustnymi a pro PCR testy neviditein
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2 METODY DETEKCE VIABILITY BUN EK

2.1 Test viability zalozené na schopnosti bufk vyluéovat barvivo

Zivé a mrtvé biiky je mozno rozlidit barvenim. U bék s narusenou
plazmatickou membranou dochazi k hrogmddbarviva a tim k obarveni by,
nepoSkozené zivé hky zastavaji neobarvené. Ngjstji pouzivanymi metodami jsou

barveni trypanovou mada barveni fluoreskujicim propidium jodidem.

2.1.1 Trypanova mod¥

Pro stanoveni aktualni viability bék ve vzorku je velmi¢asto pouzivana
metoda vyuZivajici trypanovou miod (sodna 8l toluidin-diazo-diamino-
naftoldisulfonové kyseliny). Tato metoda, kterodiwie na obrazka. 1, byla vyvinuta
pro pouZiti v oblasti klinické hematologie a v rat@50 byla adaptovana pro studium
burg¢nych kultur.

Test vyllkovani trypanové mddje pouzivan pro weni poruseni strukturalni
integrity burgéné membrany. Barvivo neike prostoupit do buk s neporuSenou
buné¢énou membranou (Zivych bek), to znamena, Ze tyto bky zastavaji neobarvené.
Pro prostup barvy musi byt btimd membrana jiz zdaé posSkozena (mrtvé hily),
makromolekuly barvivaémito mezerami projdou a blku obarvi moée. S trypanovou
modi je mozno detekovat asi 60% mrtvych BkinprotozZze pro detekci musi byt iky

barvivem silg prostoupeny [Mascotti 2000].
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Obrazek 1:Epidermis cibule obarvené methylenovou madetSeni 400x (fevzato z
http://microscopetalk.files.wordpress.com/2010/06&m_blue_methylene_blue_1024.jpg;
on-line 2011-12-12)

Nevyhodou stanoveni je statisticky nizky ¢pb burgk (hodnoti se nap
zastoupeni zivych a mrtvych biknv deseti zornych polich). Trypanovéa nieda navic
silné cytotoxické dinky na buiky, hodnoceni musi byt ukdeno do 5 minut odidani
chemikalie, jinak zénou barvivo vychytavat i dosud zivéiky [Altman 1993].

2.1.2 Propidium jodid

Propidium jodid, viz obrazek 2, je interkalarni fluorescéni barvivo, které se
pouziva k ozn&ni nukleové kyseliny (NK). i@misti se mezi nukleotidové baze, ale
nepreferuje zadné sekvence. Jedna molekula baseiviaavaze ke 4-5-ti pan bazi.
Barvivo neprojde neporuSenymi membranami zivych ékura pokud maji buiky
cytoplazmatickou membranu poruSenbarvivo volré proudi do buék. Diky vysoké
afinit¢ k nukleovym kyselindm se po vazima NK jeho fluorescence zvysi az 40x
a fluorescetni excit&ni maximum se posouva o 30-40 nmdadovené oblasti. Toho se
vyuziva hlave ke znaeni mrtvych buik, kde barviva uvnit do buiky po excitaci
z&enim i vinové délce 535 nm emituji intenzi¥®ervené zéeni @i vinové délce
617 nm [Nieminen 1992].

Jako alternativa propidium jodidu mohou byt vyudi@rvivaiady SYTOX®.
Jsou k dispozici v nejergjSich spektralnich variantach a disponuji az 5atasobnym
zesilenim fluorescence po vé&zima nukleové kyseliny. Jsou tak vhodnou volbou
predevSim pro bakterie, u kterych diky jejich maldikesti a nizSimu obsahu
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nukleovych kyselin, v porovnani s kvasinkami a Zigoymi buikami, mize byt signal
propidium jodidu pro &teré méas citlivé pristroje nedostatey [Roth 1997].

* CH
‘ N 2
HoN 2 |

“(CH)s _rl\fLCH3

CHs
. 2

Obrazek 2:Strukturni vzorec Propidium jodidu
(prevzato Attp://www.invitrogen.com/1/1/13720-propidium-ioeid-0-mg-ml-solution-
water.htm] on-line 2012-03-27)

2.1.3 MTT test

Test je zaloZen na redukci Zlutého barviva MTT, 6b8 (3-[4,5-dimetylthiazol-
2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) na fialovy r@zpustny formazan, obré. 4
mitochondrialnimi dehydrogenazami. Rychlost tvodoymazanu odpovida aktivit
dychacihaettzce a odrazi tak metabolickou aktivitunky.

Reakce probiha na mitochondrialni membraivych burk. Formazan se
rozpusti pidanim silného detergentu a zabarveni se vyhodaogpgktrofotometricky
pii vinové délce 540 nm. Hodnota absorbance roztapowvida mnoZzstvi Zivych bk
(¢im tmavsi barva a tedy vysSi absorbance, tim yy&giento Zivych buk). Princip
konverze byl popsan v roce 1954 Blackem a Speermsstpda byla zavedena do
laboratorni praxe Mosmanem v roce 1983 (tzv. koletricky test stanoveni Zivotnosti
burgk). [Ustav Iéka#ské biochemiglaboratd experimentalni mediciny 2011]
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Obrazek 3: Vzorec MTT Obrazek 4: Vzorec redukované formy — formazanu

(prevzato http://chel.Ifl.cuni.cz/html/TK.pdin-line 2011-11-15)

2.2 Detekce pomoci funkniho metabolismu burék

Jedna se o zf®vani gitomnosti produktu metabolismu, ktery ma odlisné
vlastnosti nez substrat, ze kterého vznika. Premichto tesi je tedy schopnost Zivé
buiky metabolizovat substrat na derivat, ktery je nwozmasledd detekovat ¢i
kvantifikovat napiklad mefenim fluorescence. Stejny princip obsahuje také tes
Zivotnosti bugk pomoci FDA (fluorescein diacetat). FDA je nepoldétka, ktera lehce
prochazi pes plazmatickou membranu. V Zivychibach je vSak FDA metabolizovana
na vysoce polarni fluorescein, pro ktery je uz me&ma nepropustna, proto dochazi
k jeho nahromathi uvnit buiky. Fluorescein se navic na rozdil od FDA vyana
fluorescenci, kterou je mozné detekovat, jak jeitvita obrazkw. 5. Fluorescence
fluoresceinu je vSak pa¥me zavisla na pH. Excitami/emisni vinova dalka #éni pro
fluorescein je 490/513 nmiippH 9. FDA je v sotasné dob nahrazovan dalSimi
indikatory Zivotnosti buek jako je napiklad calcein AM, acetoxymetyl ester,
karboxyeosin diacetat, karboxyfluorescein diacekdgré prokazuji vysoky zachyt
v zZivych buikach a silnou fluorescenci [Coder 1997].

Ke sledovani zn#enych busk je vyuzivan fluoresceimi mikroskop, ktery nam
poskytuje nahled na jednotlivéitky, ale p@&et analyzovanychiastic za ufitou dobu je
omezeny a s vyuzitim analyzaioobrazu velice natmy. Fluorimetry jsou naopak
schopny nifit velky patet burgk, ale neumaoiuji pohled na vlastnosti konkrétniiy.

K velkému rozvoji fluorescemiho znageni vedlo pedevSim roz$éni piatokové
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cytometrie, kterd umditije analyzu jednotlivych bk rychlosti az 100 006astic za
sekundu [Branska 2011].

Obrazek 5: Stanoveni Zivotnosti protopdagbmoci fluorescein diacetatu a ultrafialového
z&eni ervené zbarvené protoplasty nejsou vitalni)
(prevzato z http://www.vurv.cz/ogsm/fot2.htm#nogo;
on-line 2011-12-26)

2.2.1 Pritokovy cytometr

Pritokovy cytometr je integrovany systém, vyuziva ppd mikroskopie
a citlivé detekce stelného signalu. Biky jsou odnaseny proudem nosné kapaliny do
merné cely, kde jsou analyzovany. Nejjednodusstgkové cytometry detekufiastice
na zaklad tzv. Coulterova principu, kdy je fochod ¢astice (bitky) mérnou celou
zaznamenan jako zma elektrické vodivosti nebo rezistivity. Velikasteny je angrna
objemu prochazejiciastice a je vyuzivana také ke stanoveni jejichkosti
[Shapiro 1995].

OdliSnou moznosti je #&eni s¥telného signalu, kdy jefpprichodu ¢astice
paprskem sitla analyzovano kvantum fotdndopadajicich na fotodetektoriaaeny
jednak ve srru pavodniho paprsku (ozgavany jako ,forward scatter* — FSC nebo
oforward angle lights scatter* - FALS) a dale potdlam 90° (,side scatter” - SSC,
.fight angle lights scatter” - RALS), jak je patrm@& obrazkué. 6. Velikost prvis
jmenovaného rozptylu je tdma velikosti prochazejicickastic a mnozstvi odrazeného
swtla odpovida naopak jejich strukturalni rozmanitfiShapiro 1995].

U mikroorganizni, které se velikosth pohybuji na hranici rozliSovaci
schopnosti dneSnich {okovych cytomett, je poteba @i vyuZiti téchto signat,

jakozto obrazu morfologickych parametrcité obezetnosti [Shapiro 2000].
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Vedle systému detekce biknjsou fluorescetni pritokové cytometry vybaveny
zdrojem excitace fluorochroim kterym byva neéjasgji argonovy laser nebo rfova
vybojka, @ipadré jejich kombinace a detékim systémem s ipdrazenymi filtry
a zrcadly @znych spektralnich vlastnosti ke specifické detefkeorescence uité
vinové délky [Branské 2011].

pofet

Obrazek 6: Oddeni burk Saccharomyces cerevisiae od nefdagichcastic na ptitokovém
cytometru pomoci ,forward scatter a ,side scattesignali
(prevzato http://www.chemicke-listy.cz/common/content-issu®l8me_105-
year_2011.htmlonline 2011-12-10)

2.2.2 Fluorescertni sondy k detekci viability

Z hlediska principu detekce Zivotaschopnosti lzeriescedni sondy rozdit do
nékolika skupin: jedny z nejpouzivg8ich jsou mdteni intracelularni esterdzove
aktivity, sledovani membranové integrity a exiseen@ansmembranoveého potenciélu,
vmensi mie je u mikroorganiziin vyuzivana detekce respird aktivity ¢i méfeni

intracelularniho pH [Branska 2011].

2.2.2.1 Integrita cytoplazmatické membrany

Stanoveni viability bu¢k pomoci detekce membranové integrity je zaloZemo n
aplikaci latek, které za éanych podminek nejsou schopny projit neporusenymi
burg¢nymi membranami, fjpadreé jsou hned zftné vylucovany do extracelularniho

prostedi. Naopak, je-li cytoplazmaticka membrana poradetik, Ze mohou do hiky
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projit, dochazi k vazbna slozky bu&né hmoty a naslednk zesileni nebo posunu
spektra fluorescence. Bky s €mito naruSenymi membranandi membranovymi
funkcemi nejsou povazovany za zivotaschopné. Féwghradre se vyuzivaji latky,
které se v biice vazi na nukleové kyseliny, protoze se vyskywgjivSech bikach
v dostaténém mnozstvi a um@gji tak univerzalni pouziti u&siny mikroorganizm.
je vyuzivan v celéadé mikrobiologickych studii, jak pro detekci viabylikvasinek, tak
bakterii.

Ethidium bromid, viz obrazek 7, je strukturé podobny propidium jodidu, ale
nese jen jeden kladny naboj aize prochazet intaktni cytoplazmatickou membranou
bakterii i kvasinek, aktivni bika je vSak schopna jej pumpovatébpen a neni tak
znaena. Této vlastnosti se s vyhodou vyuziva k detslenSich posSkozeni b&inych
funkci, nez je mozné zachytit pomoci propidium gidi

Za bliz§i zminku stoji také ethidium monoazid (EMRfery se po fotolyze vaze
na DNA kovalentd a umo#uje tak pozdjSi analyzu Zivotaschopnosti i ve fixovaném
vzorku. Této vlastnosti je v poslednich letech \Wyano zejména v kombinaci
s polymerazovourettzovou reakci (PCR), tzv. EMA-PCR, kdy kovalentniziva
znemozni DNA amplifikaci a selektignje amplifikovdna pouze DNA z viabilnich
burgk [Branska 2011].

NH,
AN
Br-
2Nt
Ll “CH,CH,

Obrazek 7: Strukturni vzorec Ethidium bromid
(prevzato z http://biologie.upol.cz/metody/SlovnikrEiten;on-line 2012-02-12)

Prikladem komemiho vyuZiti metody zaloZzené na membranové integat
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Invirogen). Sada je schopna rychle

a citlivé stanovit viabilitu pomoci fluorescence, kdy vy kombinace dvou
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barviv. — SYTO 9 a propidum jodidu. Barviva se liS€hopnosti pronikat do
neporusenych bwk. Po vazb na nukleové kyseliny u nich dochazi k posunu demis
intenzity emitované fluorescence. Syto 9 vopronika do vSech bik a po vazb na
NK emituje fluorescenci v zelené oblasti spektreopilium jodid neni membransdv
permeabilni, to znamena, Ze pronika pouze doélurkteré maji naruSenou
membranovou integritu, a po vazima NK emituje fluorescenci dervené oblasti
spektra, coz zarovieredukuje signal barviva SYTO 9, pokud jétpmno, viz obrazek.
8. Poskozeni membrany itky pii vstupu barviva Pl je z pohledu viability nestelna

s dalsi aktivni existenci bky.

Obrazek 8: Piklad fluoresceeniho znaeni Zivych a mrtvych bdgk pomoci komeni sady
LIVE/DEAD® BacLight™; Zivé biky zeled, mrtvécerver¥
(prevzato Attp://products.invitrogen.com/ivgn/product/L70@n-line 2012-04-06)

2.2.2.2 Intracelularni aktivita esteraz

DalSi moznosti, jak lze zjistit Zivotaschopnost madeganizmu, je sledovani
intracelularni enzymoveé aktivity. Vyuzivaji seepazrié lipofilni nefluorescentni sondy,
které jsou schopné prochézet volnou difuzi dosku@innosti enzym jsou gemgnény
na fluorescentni latky nesouci naboj, dikmu jsou v biice zadrZzovany
a koncentrovany. Vedle enzymové aktivity jde zatowe stanoveni membranove
integrity, protoZze kdyZ je cytoplazmatickd membrdn#ky naruSena, fluorochromy
jsou ogt vyplavovany ven do extracelularniho prostoru. BNEKjSi jsou substraty
intracelularnich esteraz, které jsou ve vSechighiorganismechipozere piitomne

[Branska 2011].
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2.2.2.3 Transmembranovy potencial

Indikatorem Zivotaschopnosti béknje také transmembranovy potencidl, ktery je
udrZzovany na cytoplazmatické memhtgromocicinnosti iontovych pump. K gfeni
se pouzivaji tzv. ,distribtni sondy“. Jedna se o lipofilni barviva, ktera majimoznost
volné prochézet cytoplazmatickou membranou a hromadirseh v zavislosti a jejich
néboiji.

RozliSuji se kationické sondy akumulované polaraoymi buikami, kdy se
vyuziva hlaveé rhodaminu, ale v posledni dblbmu konkuruji cyaninova barviva.
Anionické sondy jsou akumulovany depolarizovanymiikami a nejastji je vyuzivan
bis-oxonol, viz obrazek. 9.

Vyuziti potenciometrickych sond k detekci viabiliiy pongrné komplikované,
protoZze koncentrace je v intracelularnim prostoviivoéna velikosti membranovéeho
potencialu a také velikosti bék samotnych, itomnosti vazebnych mistinnosti
transmembranovych pump a v neposladadf propustnosti obalovych vrstev, kdy
u G- bakterii je tot@asto limitujicim faktorem [Branska 2011].

CHs CH2)3 OH Q (CH2)3 CH,
A\
O—< CH=CH—CH= >:O
N
72
CHa(CHg)g O O (CH2)3 CHy

Obréazek 9: Strukturni vzorec bis-oxonolu
(prevzato http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2011_08_ 5%G-pdf
on-line 2012-02-26)
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2.3 Stanoveni zZivotaschopnosti buk kultiva é¢né

Presné weni zivych a mrtvych bakterii je ubbZita v mnoha odstvich
mikrobiologie. Tradine, Zivotaschopnost bakterii je synonymem
schopnosti tviit kolonie na pevném meédiujst a mnoZzit se v tekuté Zivnége. Testy
zaloZzené na této tradici jsotaso¥ nara@né a olas nemohou spragnfungovat
u pomalu rostoucich nebo nekultivovatelnych  orgatis Neposkytuji
v redlnémcéase vysledky nebocasné informace, které jsou petha v aplikacich, jako
jsou pamyslovy a zpracovatelsky jomysl| [Biosciences 2002].

NejéastjSi v klinické praxi stanoveni viability bgk je Kkultivace
mikroorganizni na pevnych médiich. Technika maéwy jiz v z&atcich prace Louise
Pasteura v 19. stoleti. Kultivace m&ita kritéria, jako je vybr kultivacni pady
a vhodnych kultivénich podminek, sterilita pouzivanychlidy pormicek a asepticka
prace Bhem celého procesu od adb materidlu az po kokeé odeéteni vysledku.

AvSak i tato metoda ma své nevyhody, mezi kterél pivre casova narénost,
diky které neni mozné rychle ziskat vysledek. Da&iyhodou je samégjme vyuZziti
u ©Zko kultivovatelnych mikroorganizin které za uitych podminek nerostouglkoliv

maji zachované vSechny Zivotni funkce.

2.3.1 Plotnové metody

Plotnoveé kultivéni metody peitani burgk umoziu;ji zjisténi paitu Zivych burk
selektivnich fd umozuji také rozliSeni jednotlivych skupin rodu mikrganizmi.
Béhem prace je u kultivai metody nutno dodrZovatipne aseptické podminky, zvias
je-li pouzivano wkolika nasobné iedkni, nebd@ kontaminace ze vzduchu nebo
nesterilniho n&ni by mohla zpsobit zkresleni vysledku. Pet vyrostlych kolonii
zjistujeme po inkubaciipoptimalni teplot po optimalni dobu dle mikroorganizim

Celkové poty mikroorganizni se vypgitavaji jako aritmeticky gmer
z vysledku dvou paralelnich misek z&ge@&ni poskytujicim vyhovujici peget kolonii
(. 30 — 300 u celkového ptu bakterii nebo kvasinek). Tento vysledekpmiteme na
1 g nebo na 1 ml vzorku nebo sdiza gepaitavat na jeden kus vyrobku nebo na
plochu @ivodniho vzorku a vyjadmecislem 1,0 — 9,9 x Tbungk na nap. 1 g. Jestlize
poZzadovanému rozmezi ¢ia kolonii na miskach vyhovuji dyo solé jdouci zedeni,

vypccte se podet mikroorganizrmi v 1 g (ml) vzorku pro kazd&edini zvlas' a nelisi-li
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se ziskané hodnoty vice jak 2x, je kémgvysledek jejich prmer. V opaném gipads
se poklada za kowey vysledek nizsi z obou hodnot [Kaprélek 1980].

Mnozstvi Zivych bugk v kulture se stanovuje vysevem znamych olijem
vhodre rednych suspenzi na plotnyfiRéto metod se gedpoklada, Ze ip inkubaci
vyroste z kazdé hiky jedna kolonie (CFU = colony forming units).

Praimérny paset kolonii na plotd nasobimeizdnim suspenze agpaitame na
1 ml, ¢imz dostaneme @et Zivych bukk v 1 ml pivodni kultury.

Optimalni pgéet kolonii na plota je 50-200, nelbje tak minimalizovana
moznost dopadu dvou bgk do jediného mista (a timigkryv kolonii). Rozeenim
0,1 ml Zedné suspenze na povrchu plotny, ktera je dastateucha, aby plotna rychle
vsala rozeenou tekutinu.

Roztirame sterilni ski@mou zahnutou tynkou ,L-hokejkou*. Kolonie vyrostou
na povrchu plotny a jsouftiplizné stejre velké. Nevyhodou je chyba agobena
ulpénim c¢asti suspenze nadnce nebo lidsky faktor, kdy #ize dojit ke Spatnému

rozeteni suspenze a tim znemozni moznosfttani [Kapralek 1980].

2.3.2 Stanoveni zivotaschopnosti (viability) buik ve tkainovych kulturach

Zivotaschopnost butk pati mezi zakladni parametry, které se posuztijpgici
s burgcnymi nebo tk&dovymi kulturami. Napiklad pi zakladani bu&nych kultur by
Zivotnost bugk méla dosahovat minima&an 90 %. Jako kritérium Zivotaschopnosti
burgk se nejastji pouziva neporudenost jejich cytoplazmatické memip. Zivé buky
maji neporusenou (intaktni) cytoplazmatickou membyé&tera vold nepropousti ani
malé molekuly nesouci kladny nebo zaporny naba. gorsouzeni intaktnosti se proto
vyuziva fiznych barviv s nizkou molekulovou hmotnosti, kteesou alespo jeden
kladny nebo zaporny naboj a barvidbbilkoviny nebo DNA.Takové barvivo pak
.obarvi“ pouze buky, do kterych nmiZze vniknout, tj. mrtvé hiky s poruSenou
membranou. Podle povahy barviva Ize viabilitu duposuzovat bdi ve sw¥telném
nebo fluorescemim mikroskopu [Vachtenheim 1992].

Bunky pro zalozZeni kultury ziskavame z pokusnych'avineboclovéka, mers
casto se pouzivaji rostlinné higné kultury a kultury bufk hmyzu. Lidské kultury
dale rozdlujeme na biiky dosglého jedince a embryonalni, které maji oliedelSi
Zivotnost, ale byvaji nachyisi ke znénam fenotypu. Buktné kultura nize vzniknout
z kousku izolované tk& za vhodnych podminek. lzolace je dbumechanické

rozvolreni tkaré nebo enzymatické natraveni matrixu enzymy jakogg. trypsin. Po
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izolaci nazyvame buwnou kulturu jako primarni. DalSim krokem je namnuiZeurtk
a preneseni do kultivanich nadob, kdy vznika sekundéarni bema kultura.

K barveni tk&ovych kultur nejasgji pouzivame tropanovou madv Uvahu
piipada také MTT test [Vejrazka 2011].
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3 Kryobiologie

Kryobiologie je obor zabyvajici seciakem chladu a nizkych teplot na zivé
organismy, tkd#a buky. Pfi zamrazeni butk na teplotu -5 °C nezamrza jahi voda
uvnité burgk, ale dochazi ke ztratam vody z Blkrvlivem osmotickych &i. Voda
v okoli buiky zamrzagimz se vytvéi pro buiky negiznivé hypertonické prostdi. Ri
zamrazeni na -38 °C zamrza i voda uvbiirk. Vznikaji zde ledové krystaly, které
ni¢i jemné struktury biky.

Aby se daly biiky a tkag zamrazit a nedoslo k jejich poSkozeni, je nutné
piedem biiky oSetit kryoprotektory. Mezi neéjasgji pouzivané kryoprotektory pit
glycerol a DMSO (dimethylsulfoxid), z dalSich lzeakp jmenovat ethylenglykol,
propylenglykol, glukézu, sacharézu nebo prolin, vlarazeké. 10. Obeca se jedna
o latky s nizkou teplotou bodu mrazu.iBy jsou €mito latkami Ehem kryoprezervace
nasyceny, tim dochazi k wgreni vody z bugk a buiky se stavaji mrazu odolnymi.

Takto upravené hiky jsou usklad#ény pri velmi nizkych teplotach okolo
-135 °C az -196 °C. Nevyhodou latek pouzivanych faloprotektory je jejich toxicita,
proto je nutné je po rozmraZenigopdstranit a ufit viabilitu burgk [Coder 1997].

HsC CH | ?
STNg T HO/\/\ OH N
|
o) OH o
dimethylsulfoxid glycerol prolin

Obrazek 10: Pehled strukturnich vzoficnejdileZitjSich kryoprotektiv (ChemSketch)

Poznatk kryobiologie se vyuZiva k uchovavani klrv Zivotaschopném stavu
po dlouhou dobu. To je umodmo diky rychlému a hlubokému zmrazeni &uri
malych kousku tkani. Takto Ize uchovavat iilblpd spermie pro ughou inseminaci
a vajtka pro pozdjsi in vitro oplozeni, dale také jednoduché tkasiozené pouze
z malého p&tu burg¢nych typi, jako jsou nafiklad kostni Stepy, srdaei chlopr,
rohovka, cévyi rana embrya, aby doSlo k rovnémému promrazeni. Z tohotdebdu

nelze pouzit kryoprezervaci kuchovavani celych ankg ty Ize udrZovat
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v Zivotaschopném stavu pouzeékalik hodin @i teplog okolo 0 °C. Vyznamna je
kryoprezervace také pro konzervaci potravin [CAd€7].
Kryokonzervaci nedosahneme zachovani vSeckkypiezije asi 85 %, jak je

patrné z obrazka. 11.

100
,,D optimalni 1
ochlazovani
80 7 1
bunééna
7 / krystalizace T
60 T T
Zive |
buriky
0 1 - osmoticke
[A)] 40 smrsténi
20 7 T
O | : : : ‘ : ‘ | :
0 50 100 150 200 250

rychlost ochlazovani [K/s]

Obrazek 11:Vliv rychlosti ochlazovani nacgbburek, které peziji
(prevzato z: http://staff.utia.cas.cz/filip/coursesMryobio.htm;on-line 2012-06-13)
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4 PCR - POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

4.1 Historie PCR

Prvni zvéejréna prace o PCR, ktera popisovala hlavni principyznamena
replikaci ¢asti DNA pouzitim primar, byl dvaceti strankovy dokument publikovany
v ¢asopiseJournal of Molecular Biology v roce 1971 norskym &dcem Kjellem
Kleppeem a laureatem Nobelovy ceny za iéka pro rok 1968 Harem Gobundem
Khoranaou. Rozvoj metody byl na&kolik let pozastaven vzhledem k probh&m se
syntézou primer acistétnim DNA polymerazy.

Za objevitele této metody je vSak povazovan Dr.ykBanks Mullis, ktery gisel
s mySlenkou PCR na i@ roku 1983, kdy pracoval pro nejmenovanou sjalst
v souvislosti s novym Zsobem analyzy mutaci DNA. TéhoZz roku se pokusili
s asistentem Fredem Fallonou tuto myslenku readizdsrzy se k nim fpojili dalsi
zamgstnanci spokénosti, protoze vidi, Ze tato metoda méa velky potenci@last tymu
tvorili védci, ktai se zabyvali diagnostikou DNA a identifikaci mutdaského
genomu. Prvnélanek popisujici tuto metodu byl stny a byl publikovan v roce 1985
v ¢asopiseScience Metody PCR bylo pouzito ke stanoveni mutace gecikdnDNA
zpasobujici srpkovitou anémii. Detaily a pouziti PCRIlybodhaleny v plné &i
v ¢lancich uvéejrénych v nasledujicich dvou letech. Nakonec se z dyet@ analyzu
mutaci DNA stala také metoda na amplifikaci jakékébti DNA.

Metodu Dr. Mullis postuph zdokonaloval — od teoretického schématu
k praktickému provedeni. Jeho pracovni postup Bgledujici: malé mnozstvi DNA
obsahujici pozadovany gen, velka skupina volnyaoolukleotidi a primery se vlozily
do zkumavky, kterd se zitha na teplotu blizkou 100 °C a poté zchladila.si€si se
nasledg piidala DNA polymerdza a tim doSlo k syntéze DNA. des zalati
a zchlazeni sec¢kolikrat opakoval. Vzhledem k tepelné denaturaciADpblymerazy ji
bylo nutné pidat k reakni snesi pred kazdym cyklem. Tento proces zéjpigal
mnohonasobnou amplifikaci daného Useku DNA a tetlp pozdjSi snadgjSi detekci.
Postup byl ovSem velmi neefektivni, protoze vyZzadameustalou pozornost, bydsow
narany a nél velkou spatebu DNA polymerazyCasova narénost zgisobena nutnosti
piidavat DNA polymerazu #ed kazdym cyklem iimé¢la védce hledat zfisob
automatizace procesu. To vedlo ke konstrukci prviénmocykleru, ktery pomohl cely
proces urychlit. Jejich spoluprace vedla nejen koyistermocyklefi, ale také realnich

souprav pro lékaky vyzkum. DalSim problémem byla termolabilitadavané DNA
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polymerazy. Diky ni byla spigba této latky &hem reakce vysoka a oteviranim
zkumavky po kazdém cyklu se zvySovala moznost koimace reakni snesi a tim
znehodnoceni celé analyzy. Proto bylo vynaloZzenkévésili v hledani latky, ktera by
mela stejné vlastnosti jakoripdavana DNA polymeraza, ale jeji termolabilita byleb
minimalni. Po #kolika letech vyzkumu byla fpdstavena termostabilni DNA
polymeraza, ktera byla izolovana z bakterie Therragaaticus Zzijici v termalnich
pramenech v Yellowstonském narodnim parku. Spdgmhocyklefi a termostabilni
DNA polymerazy dinilo tuto metodu pl& automatickou a nyni vyZaduje obsluhu
pouze na vloZeni redki snesi, zapnuti a poté vypnutfiptroje. Diky #Emto vylepSenim
se metoda stala citij8i a gesrgjsi. V roce 1993 obdrzel Dr. Kary B. Mullis Nobelov
cenu za chemii za objev PCR techniky [Konrad 2011].
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4.2 Princip PCR

DNA amplifikace (zmnoZeni DNA) sgova v cyklickém opakovani 3 krék
které vidime na obrazkt 12:

1. denaturace
2. hybridizace

3. syntéza chygjiciho komplementarniho tuseku DNA

nativni ds DNA

7
,// \ 1. denaturace (95 “C)

2. hybridizace se sondou
(primerem, 50 - 55 °C)

5 ¥ -
— 3 5
3. syntéza komplementirniho
fetézee (72 °C)
¥ L
5 3 G e ]
3 —5 3 5

Obrazek 12: Pibeh PCR
(prevzato http://www.If2.cuni.cz/projekty/prusa-dna/newloaab. htm
on-line 2012-10-12)

4.2.1 Denaturace

Kazda PCR z#na tepelnou denaturaci vzrONA na dva jednoduchiettzce
pii teplo® 95° C. Reakce je zaloZzena na schopnosti dvouvigkidNA denaturovatip
vysoké teplat a optovré renaturovat po jejim sniZzeni za zachovani pravidla
komplementarity bazi. Jestlize jsou znamy nuklexstidsekvence na koncich¢itého
useku DNA, je mozné usek amplifikovat pomoci tétdymerazovérettzové reakce
[Bartankova 2005].
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4.2.2 Hybridizace

DalSi faze sptiva v ochlazeni vzorku na 30 az 65° Gi teto teplo¢ dochazi
k nasednuti primérna komplementarni 3" konce cilové DNA. Primery. tgtartéry
jsou synteticky fipravené jednovlaknové oligonukleotidy, které maékvenci
komplementarni k sekvencim na 3"konci obou vlakenmnoZovaného Useku. Skladaji
se z piblizné 20 nukleotid a jejich syntéza dnes probiha naépiutomatizovanych
pristrojich a neni finamé nakladna [Baitikova 2005].

4.2.3 Syntéza chylgjiciho komplementarniho useku DNA

Jako zaklad pro syntézu novych vlaken slouzi opimery. Aby bylo dostatek
substratu pro syntézu novych viaken, je v PCR iigpitomno nadbyténé mnoZstvi
deoxynukleotidtrifosfat. Syntézu novych vlaken Kkatalyzuje termostabilni ADN
polymeraza.

Nejcastji pouzivanou je DNA polymeraza, izolovana z balktemThermus
aquaticus, ktera Zije v horkych pramenech. Tato Ddtdymeraza je ozravana jako
Taq polymeraza a prodluzuje vldkna DNA &em od obou primér ve snéru od
5" konce ke 3" konciipoptimalni teplot 72°C, a astava aktivni i po zahti na 95° C,
nutnych k denaturaci. KdyZz je syntéza obou vlakkon&na, je zkumavka s PCR
reakci opt zalrata na 95°C, aby doSlo k denaturaci qeytvorenych DNA duplex,

a cely cyklus zéne znovu. Produkty PCR se nazyvaji amplikony a jpolseky DNA
definované délky, jejichz velikost se pohybuje dkeyw desitkacki tisicich paé bazi
(bp). Ritomnost amplikof v reakini smési se prokazuje obvykle stanovenim jejich
velikosti pomoci elektroforézy v agar6zovém nebdygkrylamidovém gelu nebo
kvantitativnim n&enim mnozstvi produktu PCR [Baitkova 2005].

4.3 Slozeni reakéni smési
4.3.1 Templatova DNA

Tato DNA obsahuje gen (cilovou sekvenci), kteryezhe amplifikovat a slouzi
jako matrice pro syntézu komplementarnfekizci. Jako zdroj této DNA se pouZivaji
mikroorganizmy, biiky tkanovych kultur, €Ini tekutiny, bioptické vzorky, &ty, vlasy
a podobg [Bustin 2004].
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4.3.2 Primery

Primery jsou kratké oligonukleotidy (obvykle 18 5 ®p dlouhé), které jsou
komplementarni k zZ@ateini a konéné oblasti amplifikovaného Useku DNA. Nasedaji
na g@islusnou sekvenci templatové DNA a pomoci DNA pdyazy jsouietzce
prodluZzovany. DNA polymeraza née iniciovat polymeraci bezifpomnosti primei.
Pokud jsou primery ifli§ kratké, nebo obsahuji sekvenmstou v DNA templatu,
nasedaji nespecificky naiaznd mista, a tak vznikd nezadouciésnprodukd. Fxi
navrhovani primer je tteba se vyvarovat sekvenci, které ftvemyky nebo jsou
navzajem komplementarni. Délka a zastoupémiych nukleotid v sekvenci primeru
uréuje jeho teplotu tani (melting temperature — Tmatol hodnota je Wezita pro
optimalizaci PCR reakce — proceni optimalni teploty nasedani primefteplota je
obvykle o 5°C niZsi nez vygdana Tm). Oba primery v paru byly mit stejnou (nebo
velmi podobnou) Tm. Pro primery o délce 15 az 4@iba idealni Tm 55 - 65°C.
DalSim dilezitym parametrem je zastoupeni GC bazi v seky&terié by nglo byt
40-60 % [VIaSkova, TreSlovéa 2008].

4.3.3 Pufrovaci roztok — pufr

Pufr je nezbytna s@ast reakni snesi, ktera zajiuje vytvareni potebnych
podminek pro aktivitu DNA polymerédzy. tirie hodnotu pH, kterd se pohybuje
v rozmezi 8,3 az 9,0. Veitgine pripadi obsahuje HCI, KCI adkdy také MgC} [Bustin
2004].

4.3.4 DNA polymeraza

DNA polymeraza je enzym, vidledku jehoZinnosti dochazi k syntéze DNA.
Jeho typickou vlastnosti je schopnost rozpozn&N# jako templat a s@asreé vazat
deoxynukleotid. VaZze se na primer, vznika takzec komplementarni s templatem,
a slouzi k jeho prodlouzeni,demuz se pouZzivaji jednotlivé druhy volnych dNTP.
V dnesni dob se jiz pouziva termostabilni DNA polymeraza, ktedalava teplotam az
98°C. VykEr vhodné DNA polymerazy pro danou reakciifdi nékolika vlastnostmi
tohoto enzymu - délkou Zivotai®5°C, rychlosti prodluzovaretzce, gesnosti, RT
aktivitou, 5' — 3" a 3' — 5' exonukleazovou aktiwit. Aktivita DNA polymerazy je

ovlivnéna reaknimi podminkami, a to néixlad pH nebo koncentractippmnych soli.
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Vtabulce ¢. 1 jsou zmidny nefastji pouzivané DNA polymerazy s jejich
charakteristickymi vlastnostmi, [Bustin 2004].

. 3 —5 . .
Polymeriza ZLdroj a vlastnosti

Exonukleaza

Thermus aguaticus

T: M . .. .
A € FPoloCas rozpadu pfi 95°C je 1.6 hod.
Pyrococcus furiosus
Pfu Ano M nejniZii chybovost z termofilnich DINA

polymeriz.

Thermococcus litoralis
Vent Ano (také znimd jako Tli polymerdza)
Folodas rozpadu pfi 95°C je asi 7 hod.

Tabulka 1: Pehled vlastnosti negireji pouzivanych DNA polymeraz
(prrevzato z VIaSkova, TreSlova 2008)

* Tag- Thermus aquaticug dostani od mnoha dodavaitgl
Pati mezi prvni, nejznayjsi a nejlevisSi termostabilni DNA polymerazu, ktera ma RT
aktivitu pri teplog 68 — 78°C s rychlosti prodlouzeigttzce 2 — 6 nukleotid za
vtefinu. Nema 3' — 5' exonukleazovou aktivitu a optimapresnosti je dosazendip
70°CapH5-6.

e Pfu—Pyrococcus furiosugodavatel Stratagene)
Velmi stabilni a pesny enzym, ma ale nizkou rychlost prodluZzovattzce. Nepouziva
se v gfitomnosti dUTP.

* Vent — Thermococcus litoral{dodavatel NEB)

Enzym s vysokouigsnosti, ktery neprodluzuje templaty obsahujici BUT

4.3.5 dNTP

dNTP jsou deoxynukleotidtrifosfaty, které se vyskiytv roztoku samostagn
Cukernou sloZzkou je deoxyribdza, medziitpmné nukleové kyseliny patadenin,
cytosin, guanin, thymin a posledni jsduzbytky kyseliny fosforené. Tyto dNTP, se
v reakni snesi vyskytuji ve forné sodnych nebo litnych soli. 88em prodluZovani
primeru se vazi svou OH-skupinou posledni kyseliogfore&ené na 3'-OH konec
posledniho nukleotidu prodluzovanétiettzce. Vaze se vzdy ten dNTP, ktery je
komplementarni k nukleotidu na templatovisttzci [Bustin 2004].
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4.3.6 MgCl,

Mg>iont tvai rozpustny komplex s ANTP a vytedi substrat, ktery rozpoznava
DNA polymerazu. Htomnost volnych Mgonti je nezbytna pro aktiviiu DNA
polymerazy, ale jejich nadbytek sniZuje jgegnost a zvySeni hladiny nespecifickych
amplifikaci. Koncentrace Mgzavisi na kon&né koncentraci dNTP, primier templai
a ovliviiuje Tm duplexi primer-templat, primer-primer a templat-templanikajicich
béhem cykh [Bustin 2004].

4.3.7 PCR -voda

Pridavani vody do reakich snési musi probihat opatnVoda totiz niize byt
zdrojem kontaminace a tbe dojit ke znehodnoceni pokusu. PouZiva se spécial
upravena voda,&Sinou redestilovana [Bustin 2004].

4.4 Detekce amplifikovaného produktu PCR

Vysledek PCR amplifikace Ize detekovat na dela obr¢. 13, 14), to znamena,
Ze vzorek reatni snesi naneseme na start agar6zového nebo polyakrybenéticd gelu
a spustime elektroforézu. Pokud primery nasedalyngevybrana protisénné umistna
mista, vznikly jako produkt reakce molekuly steggkvence a délky.iPd¢leni v gelu
budou vSechny tyto molekuly putovat stejnou ryctil@s po obarveni a zobrazeni
uvidime jen jeden pruh. Neni-li zobrazen Zadny prBIER neprokhla, pokud je
zobrazeno vice prdh tak sice PCR praila, ale primery nasedaly na vice mistech,
které byly shodou okolnosti také orientovany pro#isié, takze doslo k amplifikaci
vice produki. V takovém pipact je nutné optimalizovat podminky reakce (p&nih
teplotu atas jednotlivych kroku) [VIaSkova, TreSlovéa 2008].
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Obrazek 130dhad koncentrace PC Obrazek 14Elektroforéa PCR
produktupo amplifikaci zadznych
podmine

(prevzato http://www.gene-biotech.com/gpcr-seq-pozadavgr-produkt/
on-line 2012-02-24)

Na obrazkw. 12 se odhaduje koncentrace, ddési&i je na draze. 1, 2, 4, 8
Hraniini koncentrace je na draZe5 a nedostat®a koncentrace je na drah&ehs, 6
a 7. Na obrazkd. 14 hodnotime nejvhodijsi produkt elektroforézy produktt izolaci
— vhodny je produkt drazec. 4. Markery jsou na urovni DNA, dokazou deteko
odliSnosti vprimarni genetické informa Na obrazkué. 15 jsou vysledky PC
spozitivni a negativni kontrolo

Obrazek 15Agardzovy gel produkty jednoduché PCRI152 negativni vzorky,-pozitivni
vzorek, -negativni kontrola, 5-pozitivni kontrola,rGarkery
(prevzato zhttp://www.biopticka.cz/sluzby/molekule-genetika/ok-bkvjcv-1.html;
on-line 2012-06-14)
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4.5 Varianty PCR
4.5.1 Kvantitativni PCR v realném ¢&ase

Principem kvantitativniho PCR v reélnétase (Real-time PCR) je rychlé
a presné zaznamenavani produktu PCR bezfgast po jejich vzniku, v kazdém
jednotlivém cyklu reakce. K detekci vznikajicihooguktu mohou byt pouZityizné
systémy, které jsou zaloZeny na stanovenémgmintenzity fluorescetmiho zdeni
béhem amplifikace. Tato metoda se od klasické met®@R (viz kapitola PCR) liSi
piesnym uéenim mnozstvi produktu gfenim nadistu fluorescencedhem vilastni PCR
reakce. Vziistajici mnozstvi DNA ve vzorku jefijpno unerné natistajici fluorescenci.

K méteni fluorescence se vyuZivaji dva systémy:
1. Nespecificka fluorescéni barviva, ktera sefpsouvaji mezi dvaettzcovou DNA
(nag. SYBR Green, LC Green).

2. Specifické fluorescené znaené sondy, tzv. proby.

V souwasnosti je pro svou specifitu asi vice rée8d druha metoda
fluorescen¢ znaené sondy, vyuzZivajici exonukledzové aktivity DNAlymerazy,
kterd ma krord schopnosti syntetizovat komplementarni viakno teéiéopnost sondu
odbouravat. Jako sondy (prolsg vyuZzivaji oligonukleotidy, které se specifickdzina
sekvenci mezi alma primery (nap negastji pouzivana TagMan sonda). Sonda musi
byt navrzena tak, aby hybridizovala s templatovdADv mis€ mezi misty nasednuti
obou protismirné orientovanych primeru. Sonda je na jednom svénctikomn&ena
fluorescekni latkou a na druhém konci zhé&8m fluorochromu. B syntéze
komplementarnich vlaken hydrolyzuje DNA polymeraZagMan sondu, dojde
k uvolreni fluorescenni latky a k naistu fluorescence, kterd je detekovana
a zaznamenavana v realnéase [VIaskova, TresSlova 2008].

Specialni termocyklery, gené pro kvantitativni PCR v realnédase, jsou
schopny v pibéhu PCR ozét vzorek exciténim z&enim, které vybudi fluorescenci
uvolnéného barviva. Tuto fluorescendiigtroj po kazdém cyklu zéhi a vysledek peda
fidicimu softwaru, ktery zobrazuje tikzné (v readlnéméase) mnozstvi uvolmé
fluorescence, odpovidajici mnozstvi vzniklého pktdu Vysledek reakce tak zname
casto div, nez probhnou vSechny cykly. Krogntohoto urychleni je tato technika
hlavné vyhodna tam, kde pigbujeme znatiesné mnoZzstvi vstupni templatové DNA

zejména u sledovani exprese genu pomoci tzv. neveranskripce - polymerazove
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fettzoveé reakce (RPCR) Nevyhodou této metody je slo&gi optimalizace a vysok
naroky na vlastnosti primd, jinak jsou vysledky rreni nepesné PCR v realnéncase
se pouziva i P detekci jednobodovych zén v genetické diagnosti [VIaSkova,
TreSlova 2008].

Obrazek 16Termocycler
(prevzato Attp://www.molecularstation.com/molect-biologyimages/50-pcr-pictures/72-
pcr-machinethermal-cycler.html; on-line 2011-12-18

4.5.2 Alu-PCR

Tato metoda pé&t do skupiny tzv. interrepetitivnich PCFkdy se vyuziva
piitomnostirepetitivnich elemei v lidském genomuMetoda pouziva primery, kte
amplifikuji oblast mezi déme obraces orientovanymi ksekvencen, které jsou
pritomny v mnozstvi a 900 000 kopii v lidském genomBro amplifikaci se fipravi
dva primery, kazdy pro jeden $m pricemz se vyuziva nejvice konzervativnich U8
téchto sekvenci. Primery nelze pouzit spol, neba’ vzajemi hybridizuji. Lidské
sekvence se amplifikuji, pokud | mezi sousednimi larepeticemi, které jsou
orientovany wpanyclk smeérech. Tato technika je&asto pouzivana pro odliSeni ké
DNA od ostatnich a kiskanispecifického fingerprintu pruhu neznamé lidské L

[VIaSkova, TreSlova 200¢
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4.5.3 Asymetricka PCR

Asymetrickd PCR je modifikace polymerazaedzové reakce, ktera umidje
prefereni syntézu pouze jednoho vlakna z dvouvlaknové DNA Ze jeden z primér
je v nadbytku (asi ve 100x vysSi koncentraci). Dretiizcové fragmenty DNA se tvd
az do okamziku, kdy se jeden z prifinety¢erpa. Druhy primer pak syntetizuje pouze
jeden ztetzci. VIAkna DNA se touto metodou nemnoZi exponengjdaie téndt
linearrg, presto je mnozZstvi produktu dost&ié. Asymetrickh PCR muze byt

provadtna rovréz pouze s jednim primerem [VIaSkova, TreSlova 2008]

4.5.4 Multiplex PCR

Pfi mnohonasobné PCR je do réak snesi pridano rekolik paru primeti
rozpoznavajicich dkolik rozdilnych cilovych sekvenci, coz uninge amplifikaci
a detekci Bkolika PCR produktu s@asreé v jedné reaéni sntsi. Reakni podminky
(sekvence nukleotidu, koncentrace primeru, optimi@ploty jednotlivych kroku cyklu
atd.) pro sotasnou amplifikaci vSech produktu je nutné sjednétiivni vyhodou jsou
niz8i cenové naklady neziipsamostatnych amplifikacich, proto se pouziva pro
vyhledavani zrn na dlouhych Usecich DNA (napdetekce delegovanych exgn
testovani vzajeminnesouvisejicich oblasti na DNA a zejména pro dikatii vnititnich
kontrol sodasré se vzorky. Fkladem vyuziti mnohonasobné PCR je metoda MLPA
(MultiplexLigation-dependent Probe Amplificationqyt. pro detekci axonovych deleci.
Dale se Multiplex PCR vyuzivafip QFPCR (kvantitativni fluorescéni PCR)
k vylou¢eni materialni kontaminace vzorku DNA z choriovyklku nebo k ugeni

ancestralni alely [VIaSkova, TreSlova 2008].
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4.6 Vyuziti metody PCR

PCR mé Siroké uplatni v miznych dnich disciplinach, kde se pracuje se
vzorky DNA nebo RNA. Nejedna se jen o Ié&t®i a biologii, ale také o ekologii,

archeologii, trestni pravo a dalSi, viz tabutk@.

i o Aplikovany geneticky L .
Z&kladni vyzkum i Klinické discipliny Ostatni
vyzkum

. L } detekce patogennich bakterif, )
izolace gefi nebo jejichéasti| Detekce mutaci v genech archeologie
virt, prvoki a hub

o studium polymorfizmu |typizace patogennich o
sekvence lidského genomu . ) kriminalistika
geni mikroorganizn

mutageneze in vitro,

N popul&ni genetika identifikace onkogén Soudnictvi
modifikace koné@ DNA

analyza klod z genovych ) i
. typizace naddr
knihoven

priprava zngenych sond diagnostika genetickych
chorot

stanoveni pohlavi

Prenatalni diagnostika

deédicnych chorob

Tabulka 2: Vyuziti PCR a jejich modifikaci ve vyalua praxi
(prevzato z knihy - Smarda J. 2005)
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4.6.1 Biomedicinské aplikace
Klonovani geni

Metoda PCR se pouziva k amplifikaci ¢iého genu, jez ma specifické
vlastnosti, jednoho organismu, ktery je poté vlozm jiného organismu (nap
plazmidu). Tento gen je¢lenén do genomu do DNA tohoto organismu. Orgarfism
s takto upravenou DNA s#&ka geneticky upravené (GMO). Exprese daného genu
probihd v mnohaéthto organismech, coz méa za nasledek vznik velkénozstvi

proteinu, ktery se dale pouziva mhidgad i vyrobe¢ |eki nebo enzyn.

Uréovani otcovstvi

Na specifické lokusy se navazi specifické primergiivodu, Ze geneticka

piibuznost nize byt dana jedniri vice znaky, které jsou pro tyto jedince sgol&

ZjiStovani virovych a bakterialnich onemocgni

V tomto pipad se zji¥uje pritomnost genetického materidlu, ktery se
u zdravého jedince nevyskytuje, pomoci metody PZzRdetekovat cizorodou DN&
RNA jiz ve velmi malych koncentracich, kdyame provadné testy zadnou infekci
neodhalily. Cizorody geneticky materialie pochazet z bakterii a tir

V souvislosti s timto virem se hotia virové pandemii, které je dalekétsiho
razu nez infekce virem HIV.

Diagnostika pomoci imunosérologickych teste opirda o fakt, Ze imunitni
systém lidi nakazenych HCV (virem Hepatitidy C) qwkuje protilatky, na které jsou
tyto testy specifické. f#tomnost protilatek je sice ukazatelem expozice H@e
neznamena, zdoveék byl v dok testovani infikovan.

DalSim ukazatelem je hladina ALT (alaninaminotran&ta - enzym). Jedna se
ovSem o hruby indikator, ktery nenfimou mirou pitomnosti vifi v krvi, protoze
hladina ALT mize byt zvySenaip celétad jinych pi¢in zarétu jater. Rima detekce
metodami kultivace vir neni doposud k dispozici.

Metoda PCR se pouziva ke stanoveni HCV v krevnimu s&ebo plazm
a pouziva se ve spojeni s klinickymi nalezy a daldaboratornimi markery jako
pomicka k posouzeni virové odezvy na antivirovou teéragirenim zngn koncentrace
RNA, ktera se utuje jako sekvence 244 nukleatide vysoce konzervovaném 5-UTR

genomu HCV. Nepitomnost detekovatelné RNA HCV v séru pohb& byva spojena
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s ustupem poSkozeni jater, poklesem hepatické Zjbi@ nizkou prawgpodobnosti
recidivy HCV. PCR se rowi pouZiva pi testech, které duji konkrétni genotyp HCV.
Podle zjis¢ného genotypu se d&uje druh I€by. Tyto testy se provéd u paciend

s potvrzenou pozitivitou na chronickou infekci H{Roche 1, 2003].

* Helicobacter pylori

Helicobacter pylorije vyznamnym lidskym patogenem, je zdrojem oners&oicn
Zaludku a dvanactniku. Tato bakterieagpbuje vedy traviciho traktu (dvanactniku
a Zaludku), za&fty Zaludku a je spojovana se vznikem rakovidghto dvou orgain
Klinické projevy nakaZeni se projevuji desitkypetinfikaci, u takto postizenych lidi se
muze za tu dobu rozvinout zé&nzaludku, wedy, druh lymfomu vazany na sliznici
a Zaludeni atrofie s nebo beziswvni metaplazie [Czinn 2005].

Rozbory prova#é v dnesni dabzaloZzené na PCR metodjist'uji pritomnost
DNA H. pylori pomoci ®kolika ugitych geri, a to cagA, ureC, vacA a iceA. CagA
gen kdduje protein o molekularni hmotnosti od 120140 kDa, ktera zavisi na §a
vnitinich repetic genu. Tento protein je spojovan s gkotcytotoxinu a se zvySenym
rizikem vzniku wedi traviciho traktu, atrofického zé&m Zaludku a rakoviny Zaludku
[Lage 1995, Vaira 2002]

Sexual® prenosné nemoci:

e Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatiszpisobuje onemocmi clozniho ¢ipku, zastliva
onemockni ledvinové panwky, zaret ocnich spojivek u &i, détskou pneumonii, z&
mocove trubice, z&ftlivé onemociini nadvarlete a z&nsliznice konéniku.

K detekci Chlamydia trachomatisv klinickych vzorcich se pouzivatimé
Giemsovo barveni, zfigvani gitomnosti shluk chlamydialnich inkluzi
fluorescednim barvenim protilatek, ffmou detekci antigenu dfenim fluorescence
obarvenych protilatek a sond nukleovych kyselinultikace je sice vysoce specificka,
ale v k&zné klinické praxi neni stoprocesitgitliva, proto se u vzork které byly pi
kultivaci vyhodnoceny jako negativni, pouzivaji olisé nekultivani testy.

Nekultivatni zkuSebni testy zji§iji ptitomnost proteifi nebo nukleovych
kyselin infel¢nich organism. Vzhledem k tomu, Ze se nejedna o metody stoptogen
specifické, doportuje se owieni gFitomnosti antigenu nebo nukleové kyseliny

Chlamydia trachomatiskkterou z dalSich metod. Pro provedeni identifikeeetodou
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PCR se pouzivéast kryptického plazmidu (sekvence o délce zhruba rukleotidh),
ktery je izolovan z busk ziskanych z m& Zen i mui nebo z poSevniho Wi u Zen
[Roche 2, 2005].

* Neisseria gonorrhoeae

Jedna se o gvodce kapavky. Onemoéni postihuje muze i Zeny a je
doprovazeno zaiy a hnisavymi vytoky.

Stanoveni diagndzy je zaloZzeno na Zp$tpiitomnostiNeisseria gonorrhoeae
v kulture a nasledném morfologickém vy&eti, které zjiBuje pitomnost
cytochromoxidazy. Jiné testy potvrzujici spravndstgndzy Neisseria gonorrhoeae
jsou zalozeny na spet sacharid, aglutinaci, fluorescenci obarvenych DNA sond.
Pro provedeni PCR se musi provést @dizorki moti muzi i Zen, vy€ér macoveé
trubice u mu# in vitro a vyer délozniho keku u Zen. Detekuje se v niclfiifpmnost
nukleovych kyselin, kdy se jako vzor pouZiva vysdamzervativnicast genomu
Neisseria gonorrhoeagRoche 3, 2003].

4.7 Vyhody a nevyhody PCR

Pro medicinu jsoutdezZité vyhody PCR, jako je relatigrkratky cas na trvani
celého procesu, p@ba malého mnozstvi DNA, vysoka citlivost. DNAuze byt
degradovana.

Co se t¢e nevyhod, mezigpati paradoxs také vysoka citlivost, ktera zarave
muze zpisobit fatalni chybu zsobenou kontaminaci jednou jedinou molekulou.
Nevyhodna je také nutnost rozpoznani sekvenci drapiifikovaného useku molekuly

DNA nebo minimalg primet.

40



5 EMA-PCR

Kvantitativni PCR je vykonny nastroj pro studiumpptacni dynamiky bakterii
ve slozitych vzorcich, ndp popul&ni dynamika startovaci kulturyfipzrani syi.
BohuZel DNA z mrtvych bakterii je v biologickychazich stabilni a ohroZuje kvalitu
od qPCR po data. Metoda pro rozliSovani zZivych tvyoh Gram negativnich bakterii
pomoci ethidium monoazide bylo jizide zveejnéno. [Bennedsen, Koivalo 2007]

Metoda stanoveni je zaloZzena na PCR — rychlé, Bipatedetekci a identifikace
patogefi v potravinach. PCR vSak nedokaze rozliSit Zivé robkalni buky od
mrtvych. Ritomnost mrtvych buk muze vést k fale&h pozitivnim vysledkm, na
zaklad kterych by mohlo dojit ke stahovani vyrobku z tridbby se tomuto zamezilo,
vyzkumnici barvi vzorky barvivem nazvanym EMA (elinim bromide monoazide),
jehoz vzorec je na obrazk&i 17. Tyto metody jsou zaloZzeny na teorii, Ze EMA
(ethidium monoazide) pronika pouze odetgmi buitkami s oslabenou membranovou
integritou a DNA s navazanou EMA nége byt amplifikovan. [Rudi et al 2005].

Neporusenost DNA Zivych bgk je zesilen PCR, zatimco DNA z mrtvych
burgk s navazanou EMA neiie byt zesilen [Nocker et al. 2006; Nocker et DD
Rudi et al, 2005].

Obrézek 17: Strukturni vzorec ethidium monoazidrido
(prevzato hittp://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/EtBr.hton-line 2012-02-26)

EMA je barvivo s azidovou skupinou, které se komale vaze na DNA.
Absorgni maximum tohoto barviva je 460 nm. V DNA mrtvylohnék vznikaji Kizové
vazby, které inhibuji jeji amplifikacitpPCR [Nocker et al. 2006].
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Barvivo EMA, které se nenavazajstava volg v roztoku, kde pozgi reaguje
s molekulami vody [DeTralgia et al. 1978]. Latkatedd vznik4, se nazyva
hydroxylamin a neni schopen kovalentni vazby na DKl et al. 1998].

Napi¢ vSem vyhodam, které tato nova technika poskytoyy zjisteny i jeji
nedostatky. EMA riZze pronikat v dkterych gipadech pes membranu Zivych bék
Vyuzitim EMA pied extrakci DNA byla zjigha hlavni nevyhoda a to
podcerni Zivych burk. [Flekna et al. 2007].

Zjisténi tohoto nedostatku vedlo ke sniZzeni jeho pouiotdi, proto se pracovalo
na vyvinuti nové alternativni latce, kterou je pdipm monoazid (PMA).

Propidium monoazide v kombinaci s polymerazovim&zovou reakci se
projevil jako slibna, rychla a reprodukovatelna ouet pro pistup k bugcné integri¢
[Burger 2010].

PMA je hodr podobny propidium jodidu (Pl) a vzhledem #tpmnosti
azidovych skupin stoji za vznikentikovych vazeb. Stefnjako propidium jodid je
vysoce nepropustny membranou zivych dua mize byt pouzit k identifikaci mrtvych
burgk v kulturach a to i sisnych. Propidium jodid se vaze na DNA mezi baze bez
specifity sekvenci. Jedna molekula barviva vychézly na 4-5 pdr bazi. Selektivni
zbarveni mrtvych buik pomoci propidium jodidu bylo Uspre pouZzito na Siroké
spektrum bu#k a tim se nabizi tvrzeni, Ze pouziti PMA by nerntmsait takove
nevyhody, jaké byly pozorovany u barviva EMA. Pimqge vSak PMA noyvyvinuta
molekula, je nutné tuto metodu jesiptimalizovat [Nocker et al. 2006].

Nekolik studii prokazuje, Zze PMA by mohligkonat EMA v selektivnim
odstragnim oduntelych bugk v kombinaci s real-time PCR. [Cawthorn, Witthuhn
2008; Nocker et al, 2006; Pan, Breidt, 2007].
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6 ZAVER

V této praci byly popsany dostupné metody, ktewuAl k detekci viability
burgk. Mezi zakladni i nejjednodussi metodyipdiarveni a kultivéni stanoveni, ale
kultivace ma 2 hlavni nevyhody &nii je ¢asova narénost a vyuZziti u &ko
kultivovatelnych mikroorganizin

DalSi metodou, ktera ma velkou &Spost je detekce pomoci fummkiho
metabolismu butk. Jedna se o schopnost Zivéiky metabolizovat substrat na derivat,
ktery je mozno nasledndetekovatéi kvantifikovat nagiklad mgtenim fluorescence.
Mezi principy, na nichZ je moZno dfit Zivotaschopnost pomoci fluorescence,fipat
integrita cytoplasmatické membrany, intracelulakiivita esteraz a transmembranovy
potencial.

Detekce bu#k pomoci tk&ovych kultur podléha v séasné dob velkému
rozvoji a ma porrné vysoké vyuziti.

Nejvétsi cast prace pét polymerazovéetezove reakci. Hlavni vyhodou PCR je
kratky cas procesu, vysoka citlivost a takéipba malého mnozstvi DNA. Diky PCR se
velice rychle odhali onemoéni zpisobené pravriznymi patogeny a mikroorganizmy.
Samotnd metoda PCR vSak nedokaze rozliSit mrtvgkyowd zivych a proto se
v posledni dob za'alo vyuZzivat barvivo ethidium bromid monoazid. Ko vedla
skute&nost, Zze EMA je schopna prostupovat poSkozenou m@rob mrtvé biky
avaze se na DNA, to znamend, Ze DNA Zivychékya neposkvréna a tim je zesilen
metodou PCR. Ma ovSem nevyhodu, EMAzZa pronikat i do Zivych buk. Proto se
pouziva propidium monoazid, ktery je vysoce nepsbpy membranou zivych bk
a miZze byt tim padem pouzit k identifikaci mrtvych gin

Jsem si jist4, Ze v budoucnu tato metoda projdgirdavyvojem a dosahne se
jese€ lepSich vysledk, které pomohou v problematice odhalenda mikrooyaii
v |éka'stvi, potravinéstvi, ekologii a dalSich oborech.
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