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(57} Anotace:
Reseni se tykd reakéni smési pro molckuldrni diagnostiku alel
lakazy je¢mene in vitro. kterd je charakierizovana tim, Ze jeji
specilickou rozposnavaci slozku ve sméru 37 - 37 tvofi
oligonukleotidové sekvence specifickyeh primerii o slozenti
Lac-F: 5 - CCACAGGAGCAGTTGCAGTC-3"a lLac-R: 57-
GCOGTGTTCGTGTCG TTGTT-3. piicemz dile obsahuje
reakéni puir. deoxyribonukleatidy. vodu. jonty hoféiku
cnzym polymerizu a je pouZitelnd pro polymerdzovou
Fetézovou reaked.,
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Reakéni smés pro molekularni diagnostiku alel lakazy jeémene in vitro

Oblast techniky

Reseni se tyka reakéni smési pro stanoveni pfitomnosti alternativnich
forem genu pro lakazu jeCmene pomoci polymerazove fetézoveé reakce (dale
PCR).

Dosavadni stav techniky

Lakaza (benzendiol: oxidoreduktaza kysliku; EC 1.10.3.2) je méd
obsahujici enzym, ktery oxiduje polyfenoly, diaminy, aromatické aminy,
benzenthioly a mnoho dalSich slouenin (Thurston, 1994). Lakazy hraji
dulezitou roli vifadé enzymatickych katalytickych mechanismli a jsou jim
pfisuzovany r(izné role zahrnujici odpovéd na poranéni rostliny, vyvoj plodu
raznych druh( ovoce, rekonstrukce bunééné stény a zejména je dulezity vliv
lakazy na syntézu ligninu a tvorbu buneé¢né stény. Lakaza je nejCastgji
izolovana z bakterii, hub a nékterych rostlinnych druhi. Enzym je vysoce
pouzivan viadé promyslovych odvétvi, véetné potravinaiského pramyslu
zahrnujici pivovarnictvi.

V pivovarnictvi je vedle tradi€nich technologii v nékterych piipadech
vyuzivana lakaza jako aditivum do miadiny. Podle Mathiasena (1995) pfidanim
lakazy na konci procesu vyroby piva se odstrani nékteré nezadouci vlivy
pfitomného kysliku. Lakaza odstrafuje prebyteény kyslik, &imz zvySsi
trvanlivost piva po dobu skladovani a soucastné odstrani i zbytkové polyfenoly
v pivu. Alternativni formy lakazy maji rUznou uGc¢innost a substratovou
specificitu.

Metoda detekujici rozdilné alely genu pro lakazu u jeCmene nebyla
zatim publikovana. Ruzné alely lakazy jeCmene determinuji formy enzymu

s rozdilnou aktivitou a ovliviiuji tak pfedeviim mnozstvi a sloZeni polyfenoll ve
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sladu jeémene. Rychld a pfesna molekularni diagnostika vzorka odrid a
genotypu jeCmene na pfitomnost raznych forem alel lakazy je velice potfebna
zejména pro spolecnosti zabyvajici se Slechténim, které vyvijeji nové odridy

vhodné z hlediska daliho pramyslového a potravinarského zpracovani.

Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky odstranuje reakéni smés pro molekularni
diagnostiku alel lakazy jeCmene in vitro, podle vynalezu, jehoz podstata
spo€iva v tom, ze jeji specifickou rozpoznavaci slozku ve sméru 5°- 3" tvori
nové oligonukleotidove sekvence specifickych primerua o slozeni
Lac-F: 5'- CCACAGGAGCAGTTGCAGTC-3" a
Lac-R: 5°- GCCGTGTTCGTGTCGTTGTT-3,
pficemz dale obsahuje reak&ni pufr, deoxyribonukleotidy, vodu, ionty hoféiku,
enzym polymerazu a je pouzitelna pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR).

Reakéni smés podle vynalezu je charakterizovana tim, ze obsahuje 1
mikrolitr vzorku DNA je€mene o doporuc¢ené koncentraci 100 nanogramu na
mikrolitr, 2,5 mikrolitru 10 x PCR pufru, 1 mikrolitr smési deoxyribonukleotidi o
koncentraci 5 mikromolarni, 17,8 mikrolitri sigma vody, 0,2 mikrolitru DNA
polymerazy, 1,2 mikrolitru hofeénatych iontli o kencentraci 25 mikromolarni, 1
mikroiitr primeru Lac-F a 1 mikrolitr primeru Lac-R, oba o koncentraci 6,25
pikomolu.

Podstatou vynalezu jsou i nové oligonukleotidové sekvence specifickych
primery o slozeni
Lac-F: 5°- CCACAGGAGCAGTTGCAGTC-3° a
Lac-R: 5- GCCGTGTTCGTGTCGTTGTT-3,
které jsou urCeny pro detekci alternativnich alel jeémenu. Byly navrzeny
pomoci programu Primer 3 a jejich syntéza byla provedena u firmy zabyvajici
se syntézou oligonukleotidu.
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Technické feSeni je unikatni v nasledujicich aspektech: odstranuje
problém diagnostiky alel lakazy jeémene, nebot v souasné dobé neexistuje
zadny alternativni systém.

Reakéni smeés podle vynalezu pro detekci alel lakazy u jeCmene pomoci
molekularni metody PCR in vitro je optimalizovana pro podminky nejen Ceské
Republiky, ale Ize ji pouzit celosvétové. Tato reakéni smés pro PCR obsahuje
specifické primery vhodné pro detekci alel u véech odrid jeémene a to jak
jarniho tak ozimeého, protoze umoznuje diagnostikovat alely na drovni DNA
determinujici proteiny liSici se poétem aminokyselin v fetézci. U zkoumanych
vzorkl jeémene, kde je pfitomna alela lakazy s inzerci vznika produkt o délce
159 parl bazi, pfitemz standardni alela poskytuje produkt o délce 135 part
bazi.

Reakéni smeés podle vyndlezu pro detekci byla pfipravovana
v mikrozkumavce a obsahuje 1 mikrolitr vzorku DNA jeémene o doporucené
koncentraci 100 nanogram( na mikrolitr, 2,5 mikrolitru 10 x PCR pufru, 1
mikrolitr smési deoxyribonukleotidd o koncentraci 5 mikromolarni, 17,8
mikrolitra sigma vody, 0,2 mikrolitru (5 U/ul} DNA polymerazy, 1,2 mikrolitru
hofecnatych iontl o koncentraci 25 mikromolarni, 1 mikrolitr Lac-F a 1 mikrolitr
primeru Lac-R, oba o koncentraci 6,25 pikomolu. Polymerazova retézova
reakce probihala v termocykleru pfi nasledujicim teplotnim profilu: 5 minut pfi
94 °C, nasleduje 35 cykll zahrnujici 3 teplotni faze (40 sekund pfi 94 °C, 40 s
pfi 60 °C a 40 s pfi 72 °C), nakonec byla reakce zahfivana po dobu 10 minut
na teplotu 72 °C pro dokonceni polymerazove fetézové reakce.

Délka ziskaného produktu se rozlisi na 2% agarosovém gelu pomoci
délkového standardu Gene Ruler 100bp, pfiCemz standardni alela poskytuje
produkt o délce 135 part bazi a alela s inzerci poskytuje produkt o délce 159
parl bazi.

Reakéni smés podle vynalezu obsahujici specifickou sekvenci primer,
ktera nebyla dfive publikovana, umoziuje pifimo amplifikovat specificky usek
DNA jeCmene, ktery prokaze pritomnost alternativnich alel kédujicich enzym

lakazu. NavrZzené technické feseni nema v soucasné dobé alternativu. Takto




prukaznych vysledkl v diagnostice riznych forem genu pro lakdzu jeEmene
nebylo zatim nikdy dosazeno.
Nasledujici pfiklady provedeni reakéni smési podle vynalezu pouze

dokladaji, aniz by ji jakkoliv omezovaly.

Priklady provedeni

Priklad 1

Pro analyzu byly pouzity listy jeCmene. DNA byla izolovana pomoci
modifikované extrakéni metody CTAB (MURRAY a THOMPSON 1980).
Koncentrace izolované DNA byla zméfena na spekirofotometru a nasledné
upravena pro PCR na doporu¢enou koncentraci 100 nanogramu na mikrolitr.
Do sterilni mikrozkumavky o objemu 200 mikrolitrd byla napipetovana reakéni
smeés (tzv. PCR kit) skladajici se z: 2,5 mikrolitru 10 x PCR pufru, 1 mikrolitr
smési deoxyribonukleotidd o koncentraci 5 mikromolarni (Invitrogen), 17,8
mikrolitru sigma vody, 0,2 mikrolitru (5 U/ul) DNA polymerazy (Quigen), 1,2
mikrolitru 25 mikromolarni koncentraci hofe¢naté slouceniny, zejména chloridu
hofe¢natého, 1 mikrolitr primeru Lac-F a 1 mikrolitr primeru Lac-R, oba o
koncentraci 6,25 pikomolu. K tomuto ,Master mixu* se pak pridal 1 mikrolitr
DNA vzorku je€mene o doporuéené koncentraci 100 nanogramu na mikrolitr.

Vlastni PCR probihala vtermocykleru, napi. Veriti™ (Applied
biosystems). Prvni ¢ast reakce probihala 5 minut pfi 94 °C, nasleduje 35 cyklu
zahrnuijici 3 teplotni faze (40 sekund pfi 94 °C, 40 s pfi 60 °C a 40 s pfi 72 °C)
nakonec byla reakce zahfivana po dobu 10 minut na teplotu 72 °C pro
dokonéeni PCR.

Délka ziskaného produktu byla rozliSena na 2% agarosovéem gelu
pomoci délkového standardu Gene Ruler 100bp (Fermentas), pfi¢emz
standardni alela poskytuje produkt o délce 135 parQ bazi a alela detekujici

alelu s inzerci poskytuje produkt o délce 159 para bazi.




Takto ize testovat jak odridy a genotypy ieEmene ve S$lechticich
podnicich, tak | vzorky jeCmene a z ného odvozené produkty v laboratofich
potravinarského primyslu.

Puvodci byla uspésné ovérena reakéni smés pro detekci alel lakazy
je€mene podle vynalezu v laboratofich ve Vyzkumném uastavu rostlinné
vyroby, v.v.i. v Praze - Ruzyni, CZ.

Prumyslova vyuZitelnost

ReakEni smés pro molekularni detekci alel lakazy u jeémene je mozné
dodavat zkusebnim laboratofim ve formé detekCniho kitu. Uzivatel pfida pouze
vlastni vzorek DNA a vykona reakci podle pfesné stanovenych podminek.
NavrZzenym postupem lze stanovit pfitomnost riznych alel lakazy a tim prfesné

stanovit dal$i primyslové vyuZiti jeémene nebo odvozeného produktu.
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1 Reakéni smés pro molekularni diagnostiku alel lakazy jeGmene in vitro,

vyznacujici se tim, Ze jeji specifickou rozpoznavaci slozku ve sméru 5°- 3’

tvori nové oligonukleotidové sekvence specifickych primeru o slozeni

Lac-F: 6'- CCACAGGAGCAGTTGCAGTC-3° a
Lac-R: 5°- GCCGTGTTCGTGTCGTTGTT-3,

prficemz dale obsahuje reakEni pufr, deoxyribonukleotidy, vodu, ionty hor¢iku,

enzym polymerazu a je pouzitelna pro polymerazovou fetézovou reakci.

2. Reakcni smés podle naroku 1 pro polymerazovou fetézovou reakci,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje 1 mikrolitr vzorku DNA jeémene o
koncentraci 100 nanogrami na mikrolitr, 2,5 mikrolitru 10 x PCR pufru, 1
mikrolitr smési deoxyribonukleotidd o koncentraci 5 mikromolarni, 17,8
mikrolitrG sigma vody, 0,2 mikrolitru DNA polymerazy, 1,2 mikrolitru
hofe¢natych iontl o koncentraci 25 mikromolarni, 1 mikrolitr primeru Lac-F a 1

mikrolitr primeru Lac-R, oba o koncentraci 6,25 pikomolu.

3. Oligonukleotidove sekvence specifickych primert o slozeni
Lac-F: 5- CCACAGGAGCAGTTGCAGTC-3° a
Lac-R: 5- GCCGTGTTCGTGTCGTTGTT-3.
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