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Namen diplomskega dela je bil preiskusiti, optimati in ovrednotiti metodo
kvantitativne verizne reakcije s polimerazo (QPCA) dol@anje povprénega
Stevila kopij plazmidov v vzorcih kultur bakterifescherichia coli. Pri optimizaciji
smo preiskusili razéine z&etne oligonukleotide in sonde, razlo kemijo (TagMan
in SYBR Green) in raztho obdelavo vzorce\Dokazali smo, da je najustreznejSi
nespeciitni nain zaznave s SYBR Green kemijo, izbrali smo ustezg&etne
oligonukleotide ter dokili, da je 10-minutno gretje na 95°C in shranjean
zamrzovanjem na -20°C najprimernejScinapredobdelave vzorcev za analizo s
gPCR. Kot referetno metodo smo uporabili agarozno gelsko elektraimran
barvanje DNA z etidijevim bromidom. Metodi smo ognetili glede na ténost,
ponovljivost, mejo zaznave, obije linearnosti in kvantifikacije, robustnost,
tehniéno zahtevnost izvedbe in ceno. Ugotovili smo, da imetoda qPCR ¥@®
tocnost (97%) in v&o ponovljivost, koeficient variacije za izoliraridNA je 7 %

in za realne bakterijske vzorce 9 %. Metoda gPCR ib®0000-krat wgo
ob¢utljivost in 1000-krat SirSe obnide kvantifikacije. Poleg tega omoggp tudi
pregledovanje «gega Stevila vzorcev ob bistveno manjSi &mli vzorca. Tehrino

je zahtevnejSa od referare metode, predvsem vcéednih fazah optimizacije in pri
kasnejSi obdelavi podatkov, pa tudi drazja, kanjg@na najvéja omejitev, vendar
ima zaradi naStetih prednosti velik potencial z&asuporabo.
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The aim of this graduation thesis was to examniaptimize and evaluate the
quantitative polymerase chain reaction method (gPf@Rdetermining the average
plasmid copy number in samples frdgscherichia coli cultures. Various primers
and probes as well as chemistries (TagMan and SY@BBen) and sample
treatments were tested to determine the most optjiP@R assay. The use of non-
specific detection with SYBR Green was shown tdHgemost suitable. The choice
of adequate primers was than made and the moabipre-treatment of samples
for gPCR analysis was determined (i.e. heatingstimeples at 95°C for 10 minutes
and storage at -20°C). Agarose gel electrophoreisis DNA staining by ethidium
bromide was used as the reference method. In éodevaluate both methods the
following parameters were compared: accuracy, cepribility, detection limits,
linearity and quantification range, ruggednessitézal requirements and cost. The
gPCR method was shown to have higher accuracy (97 &bd higher
reproducibility with a coefficient of variation fasolated DNA 7 % and for real
bacterial samples 9 %. It has a 100,000-fold higbemsitivity and 1,000-fold
broader quantification range, allows the examimatadf a greater number of
samples and requires smaller sample amount.dtimically more demanding than
the reference method, especially in the startingsphof the optimization and in
data processing. The biggest limitation of the gP@Bthod is its high cost.
However, the above-listed advantages confirm itengt potential for broader
application.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

bp: bazni par

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

CCC: dodatno zvita oblika plazmida (angl.:covalgitbsed circle)

CIM: kolona z monolitskim kromatografskim nosilceknjma za osnovo CIM
disk (angl.: Convective Interaction Media)

CsCl: cezijev klorid

Ct (treshold cycle):cikel v katerem amplifikacijskavulja seka prazno vradnost

Cv: koeficient variacije

AACH: delta delta Ct

DNA: deoksiribonukleinska kislina

dNTP: deksiribonukleotid trifosfat

E: winkovitost pomnozevanja

ELISA: encimsko imunski test (angl.:enzyme-linkethiunosorbent assay)

EtBr: etidijev bromid

FAM: fluorescentno barvilo 6-karboksifluoresceiaporter

FIA: »flow injection analisys«

FRET: fluorescence resonance energy transfer-prihgbrescentnega

G/C: gvanin/citozin

GYSP: gojige z glavnimi komponentami glukoza, kvasni ekstraét,in fiton

HPLC: visokotl&na tek@inska kromatografija

IPC: interna pozitivna kontrola

Kbp: kilo bazni par

KOH: kalijev hidroksid

LBP/kan30: Luria-Bretani s fitonom in kanamicinoi@ &g/ml

LBPG/kan30: Luria-Bretani s fitonom, glukozo in lkanicinom 30mg/mi

MBK: mikrobioloska komora

MGB: »Minor Groove Binder« (molekula, ki je vezama 3'koncu sonde in je
nefluorescentni dusilec)

MgSOQy: magnezijev sulfat

MRNA: informacijska ribonukleinska kislina (anghessinger RNA)

NaCl: natrijev klorid

Nal: natrijev jodid

NCBI: National Center of Biotechnology Information

NTC: non template control-negativna kontrolna réakc

OC: oblika plazmida odprti krog (angl.: open cijcle

OD: optcna gostota (angl.: optical density)

PCR: verizna reakcija s polimerazo (angl.: poliraerahain rection)

PFGE: pulsed field gel electrophoresys-gelska sdédteza v pulzirajéem polju

gPCR: kvantitativna verizna reakcija s polimeraanag(.: quantitative polimeraze
chain reaction)

R korelacijski koeficient

RLU: relativne svetlobne enote (angl.:relativeofiescence unit)

Rn: relativne enote fluorescence

RNaza: encim za ragradnjo RNA
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ROX: fluorescentno barvilo 6-karboksi-X-rodaminspana referenca
SD: standardna deviacija

SYBR Green: barvilo za zaznavanje PCRproduktov

SKP: Stevilo kopij plazmidov

TAMRA: fluorescentno barvilo karboksitetrametilroden, duSilec
TagMan: tip kemije za zaznavanje PCR produktovkKucuje speciféno

fluorescentno ozri@no sondo in Z&tne oligonukleotide
Tag polimeraza: polimeraza iz bakterijbermus aquaticus

resonatinega prenosa energije
Tm: temperatura pri kateri je 50% DNA v obliki gne verige
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SLOVAR MANJ ZNANIH IZRAZOV

amplifikacija: pomnozevanje

amplifikacijska krivulja: krivulja, ki prikazuje gek pomnoZzevanja DNA ¥asu

amplikon: odsek DNA, ki ga pomnozujemo s PCR

bazna linija: cikli, v katerih se fluorescentnirsad akumulira, vendar
jakost fluorescence Se ne doseze praga detekcije

Ct: cikel v katerem fluorescenca preseze praznonast

talilna krivulja: krivulja ki prikazuje odvisnodiuorescence od temperature

pri denaturaciji dvoverizne DNA; Iz nje &itamo Tm
(temperaturo taljenja).

dusilec: barvilo, ki v blizini donorskega barvilprejema njegovo
energijo in s tem dusi fluorescenco

hibridni dupleks: produkt hibridizacije

hibridizacija: parjenje dveh enoveriznih nukleirskislin po principu
komplementarnosti

interkalacija: vgrajevanja barvila v dvoverizno DNA

kalibrator: znana kalina DNA glede na katero s primerjavo Ct

vrednosti umerimo ostale vzorce, kot standard patjko
nanesemo na vsako PCR icd

matricna DNA: DNA, ki jo pomnozujemo

mulitikomponentni graf barvil: graf, ki prikazujeubrescence vseh barvil tekom PCR
reakcije

pasivna referenca: barvilo, ki se uporablja za kdje nihanja fluorescence,
ki izvira iz »Suma« aparata

referergni gen: gen glede na katerega relativno primerjatawilo kopij
gena v vzorcu pri relativni kvantifikaciji

refere@ni material: material pripravljen iz znanih raznjierned refereénim
in iskanim genom s pondj katerega dokamo t@nost
metode

reporter: donorsko barvilo, ki po ekscitaciji odalanergijo v obliki
fluorescence

gPCR: kvantitativna verizna reakcija s polimerazealnemiasu;
namesto gPCR se uporablja tudi real-time PCR

sonda: kratek oligonukleotid z vezanim barvilomsé&ispecifino

veze na odsek DNA, ki ga pomnoZujemo; Polimeraza
zaradi eksonukleazne funkcije sondo razcepi iramadin
sprozi fluorescenco, s porjo katere doldamo koltino
PCR produktov.

standardna DNA: DNA znane koiihe s katero pripravimo standardno
krivuljo

standardna krivulja: krivulja, ki prikazuje razmered Ct vrednostmi in
logaritemskimi vrednostmi kalin standardne DNA

transformacija: vnos DNA v bakterijsko celico bsexelovanja drugih

organizmov
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vektor: molekula DNA, ki je prirejena za prenosstiNA v
celico; obéajno plazmid ali fag
zaetni oligonukleotid: kratek oligonukleotid, ki speciféno veze na 5' ali3'

konec DNA
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1 UvOD

V zadnjeméasu je v farmaciji vse bolj pomembna proizvodnjeorabinatnih @inkovin,

ki jih uporabljamo kot terapevtike in cepiva. Bibt®loSka proizvodnja nam omago
lazje in cenejSe pridobivanje terapevtskih proteikot klastni postopki, ker jih na ta
n&tin lahko proizvajamo v vgh koli¢inah (Shin in sod., 1997). Tako proizvajamo mnoga
zdravila, kot so humani inzulin, eritropoetin, irfegon, filgrastim in mnoge druge.

Gen za rekombinantni protein najkeat vkljucimo v plazmid, tega pa vstavimo v
bakterijske celice. Da bi bila produkcija terap&etga proteina na celictim vedja, je
pomembno, da izberemo bakterijski sev, vektor sima pogoje s katerimi dosezeim
vecjo akumulacijo Zelenega proteina. Plazmidi, ki yiporabljamo kot vektorje, so v ta
namen konstruirani tako, da Zimkovito transkripcijo zagotavljajo nastajanje kelga
Stevila informacijskihn RNA za t&ni protein. Imajo méne promotorje in &inkovita
vezavna mesta za ribosome, ki omégjo visoko ekspresijo témega proteina v celici.
Poleg navedenega lahko produkcijo proteinov pan® s povéanjem Stevila kopij
plazmidov, ki imajo gen za terapevtski protein (@&uatel in sod.,1989; Morino in sod.,
1988). Po drugi strani lahko visoko Stevilo plazavid/ celici prinaSa dok®ene slabosti. S
pretiranim povéevanjem Stevila kopij plazmidov produkcija rekomdmtnega proteina
ve¢ ne nara& sorazmerno, ampak celo upada (Carrier in sod98)19Intenzivna
transkripcija lahko moti normalno replikacijo plamime DNA. Pri zelo velikem Stevilu
kopij plazmidov (nad 2000) lahko pride do smrtiicel zaradi motenj pomnozevanja
celicne DNA ali zaradi tokgnosti tatnega proteina (Schendel in sod., 1989). Poleg tega
visoko Stevilo kopij plazmidov za celico predstawijodatno obremenitev, ki lahko privede
do upada rasti celic. Celice s plazmidi rastejéasaeje kot celice brez njih, v primeru
velikega Stevila kopij pa se lahko rast in delifgypolnoma zaustavita (Seo in Bailey,
1985). Z narasanjem Stevila kopij plazmidov lahko upade tudi ekspa tatnega gena
(Peretti in Bailey, 1987). Da bi dosegliim vejo ucinkovitost pri produkciji
rekombinantnega proteina moramo zagotoviti optimalétevilo kopij plazmidov
(Nordstrom in Uhlin, 1992).

Na Stevilo plazmidov v celici vpliva tudi njihovagregacijska stabilnost. V primeru, da je
v celici Stevilo kopij plazmidov visoko, je velikaerjetnost, da bo to Stevilo visoko tudi v
héerinskih celicahCe med procesom gojenja naraste Stevilo celic biezpdov, lahko te
prerastejo celice s plazmidi, saj podvojevanije kapeesija plazmidov porabljata vire in
energijo, kar lahko povz#ozmanjSanje rasti celic. Kultura, ki vsebuje veli&tevilo celic
brez plazmidov, bo tako imela manjSo produktivhBstieg tega je Stevilo kopij plazmidov
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odvisno tudi od raztnih dejavnikov v celici in okolju (goji&). Pomembna je na primer
rast celic, saj je pri g@asneje rastdh celicah Stevilo plazmidov visje. Velik vpliv ima
povezavi s tem tudi sestava rastnega gaj{povzeto po Schmidt in sod., 1996).

Kot vidimo, je Stevilo kopij plazmidov v proizvodnfekombinantnih &inkovin zelo
pomemben dejavnik, zato je razvoj hitrih, enosthvim zanesljivih metod za njegovo
dolocanje velikega pomena. Danes so na voljo mnoge reetaddoldanje Stevila kopij
plazmidov, ki pa imajo dolene pomanikljivosti. V tem diplomskem delu smo s¢0z
odlacili za preverjanje moznosti uporabe kvantitativreriine reakcije s polimerazo v
realneméasu v ta namen.
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2 PREGLED OBJAV

Za dola&anje Stevila kopij plazmidov so bile razvite Steeil posredne in neposredne
metode. Posredne temeljijo na deoju funkcije proteinov, katerih genski zapis shaja
na plazmidu (Schendel in sod., 1989; Coronado th,st994). Neposredne metode pa
temeljijo na doldanju neposrednega Stevila kopij plazmidov. Pri rgiad moramo
ponavadi najprej kit plazmidno DNA od kromosomske.

Med neposredne metode, pri katerih za kvantifikaciporabljamo celokupno cétio
DNA, sodita hibridizacija t¢kovnega odtisa (Hinnebusch in Barbour, 1992; Scék il
sod., 1989) in sendvihibridizacija (Kropela in sod., 1987). Pogostgj®eso metode, pri
katerih moramo kromosomsko in plazmidno DNA najpregiti. Sem sodijo:
centrifugiranje v gradientu CsCl (Shepard in Pgljsk979), HPLC (Copella in sod.,
1986), gelska elektroforeza (Projan in sod., 1988)ridizacija po Southernu (Ollson in
sod., 1993; Hinnebusch in Barbour, 1992), kapilatektroforeza (Schmidt in sod., 1996;
Breuer in sod., 1998), metoda vrenja (lvanov inl¥acov, 1986) in kompetitivha verizna
reakcijo s polimerazo (Trefault in sod., 2002).

V literaturi pa za doléanje Stevila kopij plazmidov ze zasledimo tudi ktativno verizno
reakcijo s polimerazo v realnetasu (Lee in sod., 2005; Lovatt, 2002; Providentsal.,
2005).

2.1 POSREDNE METODE ZA DOLOANJE STEVILA KOPIJ PLAZMIDOV

Pri posrednih metodah za déémje Stevila kopij plazmidov kvantificiramo proteiki je
kodiran na plazmidu, katerega Stevilo kopij d@lmo. Pogosto doéamo aktivnost
encima, ker pa nanjo vplivajo mnogi dejavniki, &dko obstaja linearno razmerje med
aktivnostjo encima in Stevilom kopij plazmidov ($aidt in sod., 1996). Pogosto se gen za
indikatorski protein vstavi v gen za tar protein, tako da kot k@&ni produkt nastane
fuzijski protein. Pri tem pogosto prihaja do nagakadi razitne kinetike obeh encimov ali
razlicne hitrosti denaturacije proteinov (fuzijski prateima lahko manjSo spedifio
aktivnost kot nativni protein, lahko pa pride taldi njegove hitrejSe razgradnje) (Schendel
in sod., 1989).

Schendel s sodelavci (1989) je razvil metodo, ptek dol@amo Stevilo kopij plazmidov
posredno preko ekspresije indikatorskega genard®ipo indikatorski vektor pri katerem
je transkripcija indikatorskega gena pod kontrodbega promotorja kot transkripcija
taknega gena za rekombinantni protein. Gen za indigkit@rotein pri tem ni vstavljen v
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gen za tami protein, ampak lezi poleg njega (zaradi teganastane fuzijski protein,
temve pride do nastanka dveh raziih proteinov). Avtorji so kot indikator v plazmid
vgradili gen za alkalno fosfatazo. Njeno aktivnest zaznavali'on-lin€' z metodo FIA
(flow injection analysis) med rastjo celic. S poskso dokazali dobro korelacijo med
Stevilom kopij plazmidov in speciino aktivnostjo alkalne fosfataze (Schendel in sod.,
1989).

Nekoliko drug&no metodo je opisal Coronado s sodelavci (1994)ektorski plazmid so
vstavili gen za luciferazo. Po gojenju so &ein ekstraktom dodali luciferin in z
luminometrom pri 560 nm izmerili emisijo svetlofgpecifino encimatsko aktivnost so
podali v relativnih svetlobnih enotah (RLU). Stevkopij plazmidov (SKP) so daoldi iz
razmerja med RLU in optho gostoto celic pri 600 nm (QR). S to metodo lahko
natagno dola:amo Stevilo kopij plazmidov do 30, pri visjih SKR mjihovo Stevilo
podcenimo, ker pride pri zelo visokih SKP (500 &)wo zasienja sintetskega aparata ali
tolerance celice za protein (Coronado in sod., 1994

2.2 NEPOSREDNE METODE ZA DOLOANJE STEVILA KOPIJ PLAZMIDOV
2.2.1 Centrifugiranje v gradientu cezijevega kloricga (CsCl)

Gre za eno starejSih metod, ki temelji na centitArgu celotnega celnhega lizata ali pa
ocis¢ene DNA v gradientu CsCl, ki vsebuje interkaliggdarvilo etidijev bromid (EtBr).
Problem metode je v tem, da omoégde zaznavanje plazmidov, ki se nahajajo v dodatno
zviti krozni obliki (CCC oblika). S centrifugiranje pri visoki hitrosti lahko I8imo
kromosomsko DNA od plazmidne. Tu predstavljajo peob prelomi plazmida in
delovanje nespecifnin endonukleaz, ki lahko povazi, da plazmidno DNA zaznamo v
enakih pasovih kot kromosomsko DNA. Podobno ve§acentrifugiranje v saharoznem
gradientu.

Centrifugiranje v CsCl daje zanesljive rezultaté golocanju SKP v primeru, ko se
plazmid in kromosom mimo razlikujeta glede na sestavo baznih parov (Stepa
Polisky, 1979Weisblum in sod., 1979; Weaver in sod., 1993).

2.2.2 Kapilarna elektroforeza

Stevilo kopij plazmidov lahko dot@mo tudi s kapilarno elektroforezo. V literaturi
zasledimo dva raziha pristopa.
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Schmidt s sodelavci (1996) opisuje metodo zadwipe Stevila kopij plazmidov, pri kateri
je potrebna izolacija plazmidne DNA (najlazje s levaialnim kitom) in doléanje njene
koncentracije s kapilarno elektroforezo na osndandardne krivulje. Stevilo kopij so
dolccali v znanem Stevilu celic, in sicer na podlagii&pé gostote.

Ker poznamo Stevilo celic iz katerih smo izolirplazmidno DNA, njeno maso (m) in
koncentracijo (c), lahko izéanamo Stevilo kopij plazmidov po Eita 1:

gkp= X PONA J celic (1)
DN

Prednost metode je njena hitrost, saj celoten pektdahko izvedemo v 30 minutah
(Schmidt in sod., 1996).

Breuer in sodelavci (1998) pa opisujejo metodokpteri Stevilo kopij plazmidov doéajo

S pomd@jo notranjega standarda znane koncentracije. Tuiditgp metodi je potrebna
izolacija plazmidne DNA. Ob izolaciji dodamo tuditérni standard znane koncentracije,
saj na ta nan izni¢cimo izgube do katerih pride ob izolaciji DNA. Plazhin standard nato
lineariziramo z restrikcijsko endonukleazo. Vzote&imo s kapilarno elektroforezo. Ker
poznamo koncentracijo notranjega standarda (shkolakolicino plazmida v vzorcu
izratunamo po Enbi 2, Stevilo kopij plazmidov pa nato iztanamo po Engbi 3:

izmerjena pDNA

Kolicina pDNA=- : -
izmerjennotranji st

x kolicina st v vzorcu (2)

St bp KDNAXx kolicina pDNA v vzorcu
St bp pDNAXx kolicina kKDNA v vzorcu

SKP= 3)

Problem je slaba @htljivost zaznavanja z merjenjem UV absorbcije P80 nm, kar
Schmidt s sodelavci reSuje z uporabo interkaléiajo fluorescentnih barvil in lasersko
indukcijo fluorescence (Schmidt in sod., 1996).

2.2.3 »Metoda vrenja (boiling method)«
Metoda ne zahteva predhodnegéelmanja plazmidne in kromosomske DNA. Temelji na

oznaevaniju celic s [F]-timidinom. Izvedemo lizo celic z dodatkom lizocinn 40 sekund
drzimo v vreli vodi. Lizat centrifugiramo, pricemer ostane plazmidna DNA v
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supernatantu, kromosomska pa v peletu. Plazmidn@ BNorimo in izmerimo [H]
radioaktivnost obeh peletov. SKP igsmamo po Ensbi 4:

skp=22>R (@)
G, xR

p 2

Gs je velikost kromosomske DNA (v Daltonih),,Ge velikost plazmidne DNA, Rje
radioaktivnost plazmidne frakcije ,fa radioaktivnost kromosomske frakcije.

Prednost metode je v tem, da ni potrebna izolagjakupne cetine DNA in Iatevanje na
plazmidno in kromosomsko, saj na ta&inaohranimo njuno dejansko razmerje v celici in
prihranimo ¢as in stroSke izolacije. Poleg tega metode ponateadeljijo na l@éevanju
razlicnin oblik plazmidne DNA, pricemer pa ni zagotovila, da DNA med procesom
izolacije prvotno obliko restino ohrani. Metodo opisujejo kot hitro, enostavno in
ponovljivo (lvanov in Bachvarov, 1986), vendar zelad z radioaktivnim materialom
rabimo poseben laboratorij. Tudi sicer se v praksigibamo uporabi radioaktivnih
izotopov.

2.2.4 Visokotla&na tekatinska kromatografija

Za Iccevanje plazmidne in kromosomske DNA lahko uporabgatudi visokotl&no
tekatinsko kromatografijo (HPLC). Plazmidno DNA nato ddimo na osnovi UV
absorbcije pri 260 nm. Katera DNA se nahaja v p@sanim vrhovih ugotovimo s ponijo
lo¢evanja frakcij na agaroznem gelu (Copella in sbai86).

2.2.5 Metode, ki temeljijo na hibridizaciji nukleinskih kislin
2.2.5.1 Hibridizacija po Southernu

Gre za metodo, pri kateri fragmente DNA poédeanju na agaroznem gelu prenesemo na
nosilec in jih hibridiziramo z ozr@nimi sondami. Najprej izvedemo alkalno denatuoacij
dvoverizne DNA, kar povzto njeno fragmentacijo in olajSa prenos na membréukoati

pa omogoi kasnejsSo tvorbo hibridnih dupleksov med DNA imdo. Pred prenosom gel
nevtraliziramo in prep@mo nadaljno hidrolizo molekul DNA. DNA prenesem@ n
membrano in izvedemo hibridizacijo, nato pa z masisperemo nespecifio vezane
sonde. Na koncu zaznavamo sonde glede né&n nazn&evanja (oznévanje z
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radioaktivnimi izotopi, fluorescentno oztevanje, ozné&vanje z alkalno fosfatazo ali
digoksigeninom) (Herzog-Velikonja, 2000).

V literaturi zasledimo uporabo hibridizacije po 8wernu tudi za dokanje Stevila kopij
plazmidov. Ollson in sodelavci (1992) so sondo ¢na metodo potovanja zareze (»nick
translation«) z radioaktivnim ozéevalcem. Celotno ceémo DNA so razrezali z
restrikcijskimi endonukleazami, kar je omd&go locevanje pasov kromosomske in
plazmidne DNA. Stevilo kopij plazmidov so iztmali iz razmerja signala med obema
pasovoma (Ollson in sod., 1993).

Podoben postopek sta uporabila Hinnebusch in Bar{d®92). Celokupno ceino DNA
sta razrezala z restrikcijskimi endonukleazami anetektroforezi prenesla na membrano.
Sonde specitne za kromosomsko in plazmidno DNA sta aawala z nakljanimi
zatetnimi oligonukleotidi (random primering), produkp@ zaznavala z avtoradiografijo.
Stevilo kopij plazmidov sta dola iz razmerja med kromosomsko in plazmidno DNA
(Hinnebusch in Barbour, 1992).

2.2.5.2 Hibridizacija t&kovnega odtisa (dot blot)

Hibridizacija ta&¢kovnega odtisa je metoda prenosa in imobilizacidADna membrani in

je predpriprava za hibridizacijo, s katero damo relativno koliino takne sekvence v
seriji vzorcev DNA. Pri hibridizaciji ttkovnega odtisa nanesemo celotno nefrakcionirano
denaturirano DNA na nitrocelulozno ali najlonskomigano (ni predhodnegackvanja
fragmentov DNA na agaroznem gelu kot pri hibridiggao Southernu) (Brown, 2003).

Hinnenbuch in Barbour (1992) sta metodo uporalalaalaanje Stevila kopij plazmidov.
Celotno cekino DNA, ki se sprosti iz celice s segrevanjem n@°COv Nal, sta po
denaturaciji prenesla na nitrocelulozno membramweedla sta hibridizacijo s specifio
oznaeno sondo. Membrano sta sprala, nato pa zaznanalakie. Sonde sta ozfevala z
metodo potovanja zareze (»nick translation«) zaaktivnim oznaevalcem. (Hinnebusch
in Barbour, 1992; Schendell in sod., 1989). Stewtpij plazmidov sta dolbla iz
razmerja kromosomske in plazmidne DNA (HinnebuscBarbour, 1992).

2.2.5.3 Sendpyihibridizacija

Sendvé hibridizacija je metoda s katero zaznavamo in kfiamamo razlcne gene v
vzorcih, kjer ni potrebno predhodnoc&vanje plazmidne in kromosomske DNA. Celice
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liziramo in na ta nén sprostimo DNA iz celice. V raztopino dodamo céandi (lovilec in
detektor), ki se specifino vezeta na t&no DNA. Lovilec jo imobilizira na trdnem nosilcu,
s pomdjo detektorja, ki je ozreen z markerjem (encim, radioaktivni oZe&alec) pa po
hibridizaciji zaznamo t&no DNA.

Omenjeno metodo so za déémje Stevila kopij plazmidov uporabili Korpela iadglavci
(1987). Vstavili so razéina gena iz t&nega plazmida v plazmidno DNA, ki so jo uporabili
kot sondo in v fag M13, ki so ga uporabili kot ll@ed. Fag (lovilec) so na obeh koncih
vezali na membrano, kot sondo (detektor) pa so alplor radioaktivno ozn&no
plazmidno DNA. Sonda in lovilec sta se specifi vezala na té&no plazmidno DNA.
Stevilo kopij plazmidov so podali kot Stevilo kopia kromosom, ki so ga tudi délb s
hibridizacijo (Kropela in sod., 1987).

2.2.6 Kompetitivni PCR

Kompetitivni PCR je metoda, pri kateri poleg vzoitacna DNA) v reakcijo dodamo
interni standard (nevtralna DNA), ki s &aop DNA tekmuje za vezavo &einih
oligonukleotidov in ostale reagente. PCR produkii, nastanejo pri pomnoZevanju
internega standarda so drage velikosti od tistih, ki nastanejo pri pomnoZguatarcne
DNA. Ker poznamo kotino internega standarda, ki smo ga dodali v reak¢ghko na
podlagi tega dokimo kolicino takne DNA.

Omenjeno metodo so za déémje Stevila kopij plazmidov uporabili Trefault sodelavci
(2002). Kompetitivno DNA so pripravili s kloniranje fragmentov kromosomske in
plazmidne DNA v plazmidni vektor. Na izbrana fragitee se specéno vezejo izbrani
zaetni oligonukleotidi. Pripravili so keni reakciji za tamo plazmidno DNA in
kromosomsko DNA s kompetitivno DNA. Po amplifikaciso produkte I1sili na
agaroznem gelu, iz razmerja medtar in kompetitivno DNA so dotali koli ¢ino tane
DNA. Stevilo kopij plazmidov so dotdli iz razmerja med plazmidno in kromosomsko
DNA (Trefault in sod., 2002).

2.2.7 Agarozna gelska elektroforeza

Agarozna gelska elektroforeza je standardna metadatevanje, zaznavanje iiscenje
razlicnih oblik DNA na osnovi molekulske mase in konfooijg
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Agaroza je linearni polimer s ponavljgjm dimerom D-galaktoze in 3,6-anhidro-L-
galaktoze. Za pripravo gela jo s segrevanjem raxtopv elektroforetskem pufru. Z
ohlajanjem raztopine se tvori gel, katerega gostotge premrezenost, ddl@ kako velike
DNA molekule bomo lahko kevali. Z agaroznimi geli lahko v elekinem polju
lo¢ujemo molekule velike od 0,1 kbp do priblizno 5QokliiHitrost potovanja molekul je
odvisna od velikosti DNA, njene oblike, koncentjacagaroze, napetosti elektrega
polja, sestave elektroforetskega pufra ter intérjatih barvil.

KrajSe molekule DNA hitreje potujejo skozi pore &g ker imajo manjSi upor. Molekule
enake dolzine in razihe oblike pa potujejo skozi gel razio hitro. Najhitreje potuje
dodatno zvita kroZzna molekula (CCC-covalently ctbsercle), nekoliko peasneje
linearna, najptasneje pa molekula v speehi obliki (OC-open circle). Na hitrost
potovanja vpliva tudi koncentracija agaroze, sapostejSih gelih molekule potujejo
pocasneje. Pri nizki napetosti je hitrost potovanjeesirne DNA proti anodi sorazmerna z
uporabljeno jakostjo elektmega polja. Pri vijih jakostih pa sec¢majo veliki fragmenti
gibati hitreje in njihovo Iéevanje je slabse.

Na potovanje vpliva tudi sestava puf@e v pufru ni ionov, skozi gel ne & tok in
molekule se ne premikajo. Prévienov pa povzréi veliko elektriéno prevodnost gela in
sproga se veliko toplote, ki lahko raztali gel. Etidijgwomid z vgrajevanjem v DNA
zmanjSa mobilnost molekul za priblizno 15 %.

Na hitrost potovanja v gelu ne vplivata nukleotidraporedje in temperatura, pri kateri
tece elektroforeza. Paziti moramo le, da ne preseziemperature tali& gela (Herzog-
Velikonja, 2000).

Pri kvantifikaciji nukleinskih kislin z agarozno Ig&o elektroforezo lahko pride do velikih
napake metode ne izvajamo pravilno.

Ribeiro s sodelavci (1989) opozarja na Stevilnenddke na katere moramo biti pozorni,
da bi s to metodo pridobidimbolj zanesljive rezultate. Pomembno je, da je geke
debeline in homogen, kar dosezemo &gaim ohlajanjem. Pripoghivo je, da naredimo
predhodni poskus, s katerim preverimo, ali je ik por v gelu primerna in ali sta
ustrezna koncentracija vzorca in pogoji barvanjg@dMamicami z vzorci lahko pustimo
prazne jamice in na ta &a prepr€imo mesanje vzorcev, prazne jamice pa nam sluzijo
tudi za korekcijo fluorescence ozadja. Elektrofar@zora téi dlje ¢asa, da se posamezni
pasovi dobro I&ijo. Pomembno je enakomerno osvetlievanje géla. uporablijamo
fotografsko kamero moramo paziti, da je negaist in neposkodovan. Pomembno je tudi,
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da poskus izvajamo pri enakih eksperimentalnih plgkot jih predpisuje proizvajalec in
da uporabljamo film v njegovem linearnem oliioRibeiro in sod., 1989).

Zaradi sposobnosti éevanja razlinih velikosti DNA je agarozna gelska elektroforeza
pomembna metoda za doémje Stevila kopij plazmidov. V diplomskem delu snpwo
uporabili kot refereéno metodo metodi gPCR pri dékmju Stevila kopij plazmidov.

Pri dolatanju Stevila kopij plazmidov z agarozno gelsko eldkrezo pripravimo cetni
lizat (vzorec je lahko celoten cétbii lizat, celotna izolirana DNA, ali pa DNA razrewaz
restrikcijsko endonukleazo), ki ga nanesemo naipetdemo elektroforezo, gel obarvamo
z etidijevim bromidom, na koncu pa gel ovrednotisiiuorescentno denzitometrijha ta
nain ugotovimo razmerje med plazmidno in kromosomdBNA. Razmerje lahko
uporabimo za izraun Stevila kopij plazmidov na ekvivalent kromosomda pa njihovo
Stevilo v celici¢e je znana katina kromosomske DNA na celico.

Iz podatkov o fluorescenci dobimo podatek o Stekdpij plazmidov s pom#fjo Enabe 5:

DpxMc
p= -t (5)
DcxMp
Cp pomeni st. kopij plazmidov na celico, Dp in Da kolicini plazmidne in kromosomske
DNA na gelu, Mpje molekulska masa plazmidne, Mc pa molekulska nzdatne
kromosomske DNA v celici (Projan in sod., 1983).

Projan in sodelavci (1983) so opisali metodo pitekana gel nanaSamo celoten &eii
lizat. Prednost uporabe celotnih ¢alh lizatov je v tem, da se izognemo razlikam zarad
razlicno winkovite izolacije plazmidne in kromosomske DNA.

Na ponovljivost metode vpliva veliko parametrov lgat »lovljenje« plazmidne DNA v
kromosomsko, kinetika barvanja/razbarvanja kot @ijakkoncentracije EtBr ali DNA,
fluorescentni signal kot funkcija kélne DNA, vpliv oblike molekul na vezavo EtBr na
DNA.

Plazmidna DNA se lahko ujame v&e in viskoznejSo kromosomsko DNA. Zaradi tega ne
potuje v svoje znalno obmaije, ocena plazmidne DNA pa je zaradi tega nizja.
Hibridizacija po Southernu in radioaktivno oZeasane plazmidov sta pokazala da se v
kromosomsko DNA ujame minimalna k&iha plazmidne DNA (do 5 %).
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Pri izvajanju metode gel najprej obarvamo z EtBatonpa ga razbarvamo, da ni motenj
zaradi fluorescence ozadja. NajboljSe rezultateandojpce je ¢as razbarvanja med 30 in
120 minutami. V primeru, ko razbarvanje poteka mé&ga ostane ozadje obarvano, v
primeru, da poteka dljgasa, pa pride do delnega razbarvanja DNA.

Pomembna je tudi kalina DNA. Kolicine med 15 in 700 ng imajo linearen odziv. Pri
man;jSih kolEinah je fluorescenca ¥ kot bi bila pravilna, pri v§ih pa je manjSa kot bi
bila pravilna.

Stopnja vezave EtBr je odvisna tudi od oblike DNAnearna in spra®&na oblika
fluorescirata z enako jakostjo, dodatno zvita plazra DNA pa 1,36-krat manj. Zaradi
tega moramo pasove, ki vsebujejo CCC oblike plaemidpomnoziti s korekcijskim
faktorjem (1,36).

Projan s sodelavci (1983) je na osnovi zgoraj apiisanoznosti napak ocenil variabilnost
rezultatov na £ 20 %. Obstajata tudi spodnja inragomeja velikosti in Stevila kopij
plazmidov, ki jih lahko merimo. Opisana metoda esauporabljala za plazmide velikosti
4,2-27 kb in za Stevilo kopij med 12 in 880 naceli

UgodnejSe je podajanje SKP na celico, vendar jeatadi zamudnega daianja Stevila
celic s Stetiem na plédh bolj problematino. Avtorji zaradi tega raje podajajo Stevilo
kopij plazmidov na ekvivalent kromosoma, kot Stewbpij na celico. TakSen pristop pa
lahko pripelje do napak, saj se vsebnosti plazmiodmé&romosomske DNA v celici
spreminjata pod razinimi rastnimi pogoji, predvsem pa neodvisno drudaluge (Projan
in sod., 1983).

Pushnova s sodelavci (2000) je opisala nekolik@mmpnjeno metodo agarozne gelske
elektroforeze za dotanje Stevila kopij plazmidov, predvsem v smislu @bgle podatkov.
Tudi v tem primeru gre za izolacijo celokupne @i DNA in njene Igitve na gelu.

Po gojenju so izvedli lizo celic, lizat serijskoakrat redili, ga prenesli na agarozni gel in
izvedli elektroforezo. Po ka@ani elektroforezi so gel slikali s polaroidnim fibmm, tega pa
denzitometrirali.

Za izra&un Stevila kopij plazmidov so uporabili le tisteednosti, pri katerih sta bili
plazmidna in kromosomska DNA v svojem linearnem ofjm Ugotovili so, da se
obmaji linearnosti za plazmid in kromosom med sebojikageta in lahko lezita znotraj
razlicnin redtitev. Linearna obm$a za plazmid se razlikujejo celo med raalmi
konformacijami in med razlnim Stevilom kopij plazmidov v vzorcu. Pri d@nanju
predstavlja problem tudi dejstvo, da so pri enaditvi pasovi na gelu ki vsebujejo
kromosomsko DNA ponavadi bolj nasni kot tisti, ki vsebujejo plazmidno DNA. Zaradi
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tega lahko precenimo koélno plazmidne DNA v vzorcu v primeru, da kvantifemmo
plazmidno in kromosomsko DNA pri enaki tsti.

Za izra&un so najprej dolali t.i. prirejene vrednosti, pri katerih gre zaednosti povrSine
vrhov posamezne reéve pomnozene z ustreznim dilucijskim faktorjemindarno
obmaije so dolgili z racunanjem kvocienta med prirejeno vrednostjo vsakkgitee in
prirejeno vrednostjo predhodne tdde. Za izr&un SKP so uporabili tiste vrednosti, pri
katerih razlike niso bile wge od 20 %.

Izracunali so povprge celokupne genomske in plazmidne DNA, iz njunegamerja pa
Stevilo kopij plazmidov po ze prej omenjeni &ébia(glej Ena&bo 1).

Ponovljivost metode so ocenili na 10 % (Pushnovsooh, 2000).

Lee in sodelavci (1993) so pri iztanu Stevila kopij plazmidov upoStevali Stevilo Kopa
celico in ne na kromosom. Stevilo celic v znanerfturmu so doldili s pomasjo Coulter
counter-ja. lIzolirali so plazmidno DNA iz znanegalumna kulture in jo 18l z
elektroforezo. Kot standard so dodali DNA znanekesti in kolicine. Koli¢ino plazmidne
DNA so dol@ili glede na znano kalino standardne DNA. Ker so poznali velikost
plazmidne DNA so lahko iztanali Stevilo kopij plazmidov. Stevilo kopij so dels
Stevilom celic in izraunali povpréno Stevilo kopij plazmidov na celico.

Poskus so izvedli z uporabo lineariziranih in nedinziranih plazmidov. V primeru
nelineariziranih plazmidov so zaradi slabSe vgradtBr v CCC obliko le to pomnozili s
faktorjem 1,41 in na ta dm izen&ili fluorescenco vseh oblik plazmidne DNA (Lee in
sod., 1993).

2.2.8 Agarozna gelska elektroforeza v pulzirajéem polju

Za latevanje molekul v@ih od 50 kbp uporabljamo agarozno gelsko eleknedfo v
pulzirajoiem polju (PFGE). Tako velike molekule pri agarogaiski elektroforezi v
elektritnem polju s stalno smerjo potujejo z navidezno enhkrostjo. Ce se smer
elektricnega polja periodno spreminja, morajo molekule ob vsaki zamenjavesniti
smer potovanja. \(ge molekule se ptasneje preusmerjajo, zato lahko pri takSnih pogojih
locimo tudi fragmente velike do 10 Mbp (Herzog-Velikar2000).

Fahnert in sodelavci (2000) so to metodo uporaaildol@anje Stevila kopij plazmidov.
Plazmidno in kromosomsko DNA so razrezali z restygkimi encimi. Plazmidno DNA so
na ta nain linearizirali, kromosomsko pa so razrezali nagfnente in jo uporabili kot
standard. Stevilo kopij plazmidov so dé&lo iz razmerja intenzitete fluorescence in
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velikosti fragmentov plazmidne in kromosomske DNAer Stevila fragmentov
kromosomske DNA. Ponovljivost metode so ocenili & %. Prednost te metode je
moznost uporabe za plazmide, ki se¢mmrazlikujejo v velikosti in Stevilu kopij (Fahrier
in sod., 2000).

2.2.9 Verizna reakcija s polimerazo v realnentasu

V novejsSih virih kot potencialno metodo za dtdaoje Stevila kopij plazmidov zasledimo
kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo v reain¢asu (Lee in sod., 2005; Providenti
in sod., 2005).

2.2.9.1 Zgodovina PCR v realnem@asu

Zacetki verizne reakcije s polimerazo segajo v let@1,%o je Kleppe s sodelavci objavil
¢lanek, v katerem opisuje pomnozevanje sp&uifimolekule DNA z DNA polimerazo.
Rutinska uporaba metode se je takrat zdela zeloaljwé zaradi visoke cene,
nedostopnosti kemikalij in indtrumentov. Ze kon€c Bt pa je postal PCR ena osnovnih
laboratorijskih tehnik zaradi svoje enostavnostijrorabnosti (Edwards in sod., 2004).
Kary B. Mullis je leta 1983 razvil PCR metodo intdel993 zanjo prejel Nobelovo
nagrado. Razvoj metode se je nadaljeval in let2 J®®iguchi opisal novo metodo PCR v
realnemcasu, s katero lahko zaznavamo pomnozevanje DNAMelkeakcije. V reakcijo
klasiknega PCR je vkljtil fluorescentno barvilo etidijev bromid, vzorec pa med
pomnoZevanjem obseval z UV¢ja. Z merjenjem fluorescence s kamero je tako lahko
spremljal pomnozevanje DNA v realngiasu (PE Biosystems).

Razvoj je tekel v smeri sprotnega merjenja fluoeese. Raziskovalci so dokazali, da je
kinetika fluorescence EtBr direktno povezana gewao koltino DNA, ki se pomnoZuje
(kineticni PCR). Problem metode pa je bila nespé&edst vezave EtBr. \(go specifinost
pa je prineslo odkritje s fluorofori ozéenih sond za zaznavanje akumulacije produktov in
s tem poveéalo uporabnost metode (Edwards in sod., 2004).

Prvi komercialni inStrument za verizno reakcijodimerazo v realnemiasu se je na trgu
pojavil leta 1996, danes pa je na voljo mnogo aparia kemikalij razlénih proizvajalcev.

Iz leta v leto pa naré&a tudi njihova uporaba, kar prikazuje podatek,edhifo v letu 2004
objavljenih 43 % veé ¢lankov ki vsebujejo besede »real-time PCR« kot paty) (Valasek

in Repa, 2005).
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2.2.9.2 Verizna reakcija s polimerazo

PCR jein vitro metoda za sintezo nukleinskih kislin, s katero tahk kratkem¢asu
sintetiziramo veliko Stevilo kopij zelenega odsENdA.

Reakcijsko zmes sestavljajo mata DNA, kratki z&etni oligonukleotidi s katerimi
omejimo odsek, ki ga pomnozujemo, DNA polimerazajgogosteje temperaturno
odpornalaq polimeraza), deoksiribonukleozid-trifosfati in puf Reakcija poteka cikino.

V prvi stopnji s segrevanjem (~95°C) razklenemowdviino matidno DNA (stopnja
denaturacije). Nato temperaturo znizamo (na 40-50R@r omogdi vezavo zaetnih
oligonukleotidov (stopnja prileganja). V tretji ptgi pa temperaturo poviSamo na 72°C,
kar je optimum delovanja polimeraze (stopnja pdé#aianja). Ta izgradi novo
komplementarno DNA v smeri -53'. Nova DNA nato sluzi kot matrica za nadaljnje
pomnoZevanje. Obajno Stevilo ciklov pomnoZevanja je 20-40. Vsakamkmacija
matricne DNA in z&etnih oligonukleotidov pri klashem PCR zahteva svoje pogoje
reakcije.
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Slika 1: Verizna reakcija s polimerazo. StopnjaDEnaturacija in prileganje Zetnih oligonukleotidov.
Stopnja 2: Sinteza komplementarnih verig. Stopnjak&ponentno pomnozevanije verig.
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2.2.9.3 Kvantitativni PCR

Pri obicajnem PCR poteka zaznavanje produktov paianam pomnozZevanju, navadno z
elektroforetsko |8bo produktov na agaroznem gelu. V primeru, da nasinza le
prisotnost doldenega odseka DNA, ali packvanje segmentov za nadaljnje analize to
zadostujeCe Zelimo dolsiti koligino takne DNA v preiskovanem vzorcu, pa se pojavi
problem. Teoretino se Stevilo kopij zelenega odseka v vsakem cighdvoji.
Teorettnemu izkoristku pa se dejanski pribliza le wetaih ciklih, ko kolgina produkta
naraga eksponentno. Kasneje se reakcija ¢agojuje zaradi porabe sestavin, manjSe
ucinkovitosti polimeraze in raznih drugih razlogowedkcija na koncu doseze plato fazo,
ko kolicina produkta ne naréd vet. Samo v eksponentni fazi lahko iz Katie produkta
sklepamo na z#&tno Stevilo kopij matrice v vzorcu. To pa pomeninembno omejitev
obicajnega PCR, kjer poteka zaznavanje pactkoem pomnoZzevanju (Arko, 2004).

2.2.9.4 PCR v realneiasu

PCR v realnentasu predstavlja nadgradnjo &jnega PCR. Omoga merjenje koliine
produkta v vsakem ciklu med samo reakcijo. Pomnaidgvin zaznavanje tu potekata
satasno.

PCR lahko razdelimo v Stiri faze: &no, zgodnjo eksponentno, eksponentno in fazo
platoja (Sliki 2A in 2B). Med z&tno fazo (prvih 10 do 15 ciklov) je fluorescenca
produkta nizja od fluorescence ozadja. V tej famlo&imo bazno linijo. V zgodniji
eksponentni fazi fluorescenca produkta presezedhoenco ozadja. Tu dgimo linijo
prazne vrednosti (threshold), ki predstavlja interta fluorescence, ki je ztino razlicna

od fluorescence ozadja. Nato za vsak vzorecdtholm cikel, ko krivulja preseze linijo
prazne vrednosti (Ct vrednost). Med eksponentno fazpomnoZevanje optimalno in z
vsakim ciklom se v idealnih reakcijskinh pogojih koha produkta podvoji (pri 100 %
ucinkovitosti pomnozevanja). Kontinuirano spremljameteka reakcije v vsakem ciklu
nam omogodi, da izmerimo koltino produkta, ko je reakcija Se v eksponentni f&o.
koncanem pomnoZevanju nam na osnovi izmerjenih vrednoatunalnik poda
amplifikacijsko krivuljo, ki prikazue odvisnost jakti fluorescence posameznih vzorcev od
Stevila ciklov. V zadnji plato fazi pa se pomnozgeaprekine, zaradi porabe reagentov in
upada aktivnosti encima. Na tem nivoju podatki woféscenci niso Weuporabni za
kvantitativno analizo (Wong in Medrano, 2005; Ar004).
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Sliki 2A in 2B: Krivulja pomnozZevanja vzorca (anfikacijska krivulja), z oznakami posameznih pojm&i,
jih- uporabljamo pri gPCR.

Z absolutno kvantifikacijo lahko iz standardne kije s primerjavo Ct vrednosti vzorca s
Ct vrednostmi standardov z znano Ekwldo kopij molekul, dolégimo absolutno Stevilo
kopij matrice v vzorcu.

Rezultate lahko dot@mo tudi z relativno kvantifikacijo. Podajamo jilbtkrazmerja med
tarcnim in referednim amplikonom v istem in raziih vzorcih. Dol@imo jih iz razlik v
Ct vrednostih in upoStevanjg&inkovitosti pomnozevanja posameznih amplikonov.

2.2.9.5 Néini zaznavanja

N&atinov za zaznavanje produktov jecyéahko pa jih razdelimo v dve skupini, glede na to
ali z njimi zaznavamo samo spe¢ifi produkt, ali pa uporabljamo nespetife
oznaevalce, s katerimi zaznavamo vse dvojnecvijee.

Nespeciféni natini zaznavanja:

Sem sodijo interkalirajga barvila kot npr.: EtBr, SYBR Green | idr. Dan@suporablja
predvsem slednje. SYBR Green je nespé&udi interkalirajée barvilo, ki se veze v
dvoverizno DNA. Njegova fluorescenca v nevezaniikolje 1000x manjSa od tiste v
vezani obliki. Do oj&anja fluorescence pride med podaljSevanjem, medtdetijo pa se
ta zopet zmanjSa. Zaradi tega se meritve fluorescemvajajo na koncu stopnje
podaljSevanja. Prednost interkaliréjo barvil je nizka cena, saj jih lahko uporabljamo
katerimikoli z&etnimi oligonukleotidi na pripadagotaréni molekuli. Problematna pa je
nizka speciftnost, saj fluorescirajo tudi nespe¢ifi produkti in dimeri zé&etnikov.
Specifénost lahko povéamo s spremljanjem talilne krivulje (melting curvepj se ta
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razlikuje med raztinimi amplikoni zaradi njihove razine dolzine in nukleotidne sestave.
Problem predstavlja tudi ¥g@ fluorescenca daljSih ampilkonov, kar otezujematjavo
razlicnin amplikonov med sabo (Arya in sod., 2005; Bys2io04).
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Slika 3: PomnoZevanje DNA z uporabo fluorescentnegmaevalca SYBR Green (SG) (prikaz
pomnoZevanja ene verige DNA) Stopnja 1: Prilegagéetnih oligonukleotidov na denaturirano DNA,
SYBR Green prost v raztopini. Stopnji 2 in 3: P¢&tanje in postopna vezava SYBR Green-a v dvojno
vija¢nico.

Specifeéni n&ini zaznavanja:

Uporabljamo s fluorofori ozrégne oligonukleotide, ki se specifio vezejo na odsek, ki ga
pomnoZujemo. Za meritev signala pri vseh izk@mo princip fluorescentnega
resonafinega prenosa energije (FRET: fluorescence resonameggy transfer) od
donorske (reportersko barvilo) na akceptorsko mdtekdusilec). Wdinkovitost prenosa je
odvisna od spektralnih lastnosti, od razdalje meehta molekulama (Forsterjeva razdalja)
in od prekrivanja absorbcijskega spektra akcepeonsiolekule in emisijskega spektra
donorske molekule. Do duSenja signala reporterskegaila pride v primeru, ko sta
molekuli oddaljeni manj kot 100 A (0,1 nm). Ekscifa donorskega barvila povaztio
prenos energije, na akceptorsko barvilo, ki od@sergijo (Slika 4). Donorska molekula
(reporter) pa se vrne v osnovno stanje in zatoduaja fluorescence. Ko se razdalja med
molekulama pow&, prenos energije med donorejem in akceptorjemehmoga. V tem
primeru donor (reporter) v vzbujenem stanju oddaajargijo v obliki fluorescence, ki jo
merimo. Glede na k& poveevanja razdalje med donorjem in akceptorjertinh®
razlicne specifine kemije (hidrolizirajoée sonde, hibridizirage sonde,...) (Bustin, 2004;
Eurogentec, 2004).
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Kot akceptorje lahko uporabimo tudi molekule, ksathirajo svetlobo donorske molekule,
same pa ne fluorescirajo (Bustin, 2004).

ekscitacija emisija
o . prenos sonda
5 El -
3
5
e ——
oligonukleotidni
zatetnik
Ty i
Abs Radioaktivni razpad
— . B N T

Slika 4: Princip fluorescentnega resot@ga prenosa energije (FRET). Ekscitacija donoeskegvila in
prenos energije na akceptorsko barvilo, ki energijdaja v obliki fluorescence ali toplote.

TagMan kemija (Hidrolizirajée sonde)

Za TagMan kemijo potrebujemo poleg dvehcetaih oligonukleotidov Se tretji
oligonukleotid-sondo (Slika 5). Sonda je enoveripfigonukleotidni fragment, ki se
komplementarno prilega eni verigi amplikona, ki gamnoZujemo. Na 5" koncu je
oznaena z reporterskim fluorescentnim barvilom (FAM,CYIJOE), na 3" koncu pa z
duSilcem, ki je lahko fluorescentno bavilo (TAMRA) pa nefluorescentni dusSilec. Pri
intaktni sondi prihaja do fluorescentnega resénaga prenosa energije iz reporterskega
barvila na duSilec. Po prileganju in¢etku podaljSevanja povato 5 eksonukleazna
aktivnost polimeraze hidrolizo sonde, obe banalige sprostita v raztopino. Ko sta barvili
lo¢eni pride do ireverzibilnega porasta fluoresceneporterja (FAM). Fluorescenca
reporterja tako narédd sorazmerno z nastajanjem PCR produkta. (Arko4:2B@id in
sod., 1996; Eurogentec, 2004).
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Slika 5: PomnoZevanje DNA z uporabo TagMan ken3ifjepnji 1 in 2: Prileganje oligonukleotidov, sorjda
intaktna, prenos energije iz reportreja (F) nalda¥Q). Stopnja 3: Zaradi 5"'nukleazne aktivhostimeraze
prihaja do hidrolize sonde in spta®ja fluorescence. Stopnja 4: Popolna hidrolizadepmadaljevanje
podaljSevanja in spré&nje fluorescence.

Pri TagMan kemiji Idimo dva tipa sond. TAMRA TagMan sonde, kjer je thdsi
fluorescentno barvilo in MGB TagMan sonde kjer jeSitec nefluorescentno barvilo.
MGB sonde vsebujejo tudi dodatno molekulo MGB (migooove binder), ki stabilizira
zadnjih 5-6 baznih parov na 3" koncu sonde. TAMR#gWMan sonde so dolge med 20-30
baznih parov (bp), MGB TagMan sonde pa so do ldeatiklov krajSe. Zaradi krajSe
dolzine MGB sond in posletho krajSih amplikonov z njimi dosezemo boljSe
ucinkovitosti pomnozevanja. MGB sonde imajo tudi 7QQviSje temperature prileganja
od za&etnih oligonukleotidov in so zato bolj spetife.

2.2.9.6 InStrumenti

Kljucnega pomena pri metodi PCR v realnetasu je sposobnost zaznavanja
fluorescentnega signala med reakcijo.

Naprave so sestavljene iz »termocycler-ja« in izéopga dela. Termocikler omogwsam
potek reakcije. VzdrZzevati mora enako temperaturgseh luknjicah na plégi, kar
doseze s termoblokom, ali pa s kroZzenjem topleglkazr
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Opticni del je sestavljen iz dela, ki omago ekscitacijo fluorescentnih barvil in pa iz
fotodetektorja, ki emitirano svetlobo zaznava.

Poleg tega potrebujemo ustrezeturaalniski sistem in program za zbiranje in obdelavo
podatkov (Valasek in Repa, 2005).

2.2.9.7 Interpretacija rezultatov

Med procesom pomnozevanjawaalnik zbira podatke o fluorescenci in jih s p@mpo
programa na koncu prikaze v gtafi obliki. Amplifikacijska krivulja (Slika 6A) nam
prikazuje podatke o kinetiki pomnoZevanjater sekvence, talilna krivulja (Slika 6B) pa
podatke o lastnostih kénega produkta pomnoZzevanja.

Surove podatke nato obdelamo na ramdi n&ine glede na tip podatkov in glede na nase
potrebe.
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Slika 6A: Amplifikacijska krivulja (amplification lpt) z vrisano linijo fluorescentnega praga
Slika 6B: Talilna krivulja (dissociation curve) daa razltna amplikona

Za interpretacijo surovih podatkov moramo poznaslednje parametre:

- bazna linija: Stevilo ciklov reakcije, pri katerfjdkost fluorescence Se ne doseze praga
detekcije. Bazna linijja mora odstraniti fluoresagnozadja, ne sme pa biti na
podraju, kjer se amplifikacijski signal zae dvigati nad njo. Ranalnik jo
avtomaténo nastavi 1-2 cikla pred prvo amplifikacijsko kiijo, lahko pa jo réno
spremenimo.
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ARn: Rn je normaliziran reporterski signal in predfa razmerje med signalom
reporterskega barvila in pasivne reference. Pasikafarenca se uporablja za
normalizacijo signala reporterskega barvila. Z kgoigiramo nihanja fluorescentnega
signala, ki ne izvira iz PCR ampak iz fluorescemzadja (komponente reakcije,
plastika, prasni delci...). Najpogosteje se uporabdevilo ROX.ARnN je razlika med
emisijo fluorescence produkta (Rn) in fluorescenteignalom bazne linije. Tako Rn
kot ARN se povéujeta tekom reakcije dokler ta ne doseze plato.faze

Prazna vrednost (threshold): je vrednost, pri kadenplifikacijski signal preseze
signal ozadja. Nastavljena mora biti na spodnjein d&sponentnega dela krivulje.
Avtomatsko jo izrauna r&unalnik kot 10-kratno standardno deviacijo povpepa
signala bazne linije, lahko pa jo nastavimo tudnm

Ct vrednost (threshold cikel): je cikel v katerelmofescenca vzorca preseze linijo
prazne vrednosti. Na osnovi Ct vrednosti primerjgmdatke med seboj, uporabimo
pa jih tudi za nadaljnjo obdelavo podatkov. Ct viest je obratnosorazmerna z
zaetnim Stevilom kopij matrice, torej vezaletnega vzorca pomeni nizji cikel pri
katerem fluorescenca vzorca preseze fluorescenadjazCt se vedno nahaja na
spodnjem eksponentnem delu krivulje, ko Se ni aesejipomnozevanja zaradi
pomanjkanja reagentov in zmanjSanja aktivnostinpetaze.

Standardna krivulja: podana je kot logietme kolEine vzoirca v odvisnosti od Ct.
Pripravimo jo z re#itveno vrsto znanih koncentracij standarda. 1zdgbimo mnoge
podatke o poteku PCR reakcije, kot so naklon kjgyul-presek in korelacijski
koeficient.

Iz naklona krivulje lahko dolmo winkovitost pomnozevanja (pri naklonu -3.32 je
ucinkovitost pomnozevanja 100 %).

Korelacijski koeficient () je mera prileganja. Pove nam, kako dobro se weerit
prilegajo idealni krivulji (idealen je 1), ki jetem primeru premica.

Y-presek je toka, v kateri standardna krivulja seka y os. Odregaeténo mejo
zaznave. Teoretno lahko s to metodo zaznamo tudi eno samo ko@agv praksi
pa je najnizja vrednost, ki jo zanesljivo déloo 5 kopij (Invitrogen, 2003; Wong in
sod., 2005; Arya in sod., 2005; Valasek in Repd)52@Arko, 2004; Heid in sod.,
1996).
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Slika 7: Standardna krivulja (y=kx+n, kjer k pomeaklon, n pa presek z y 0sjo)
2.2.9.8 Analiza podatkov
Za analizo podatkov se uporabljata dve metodi: labsa in relativna kvantifikacija.

Absolutna kvantifikacija se uporablja v primeru, kas zanima tmo Stevilo kopij gena.
Pri tem n&inu analize kvantificiramo gen iz vzorca s pafjimostandardne krivulje. To
pridobimo s serijskim regnjem standarda znane koncentracije. Standardmaljkri
odraza linearno razmerje med Ct vrednostmi in logauskimi vrednostmi kodin
standardne DNA in omoga dolaitev koncentracij neznane DNA v vzorcu na podlagi
njene Ct vrednosti. Metoda predvideva, da stakovitosti pomnoZevanja amplikona v
vzorcu in standardu enaki. Pomembno je tudi, dacéomacija vzaine DNA lezZi znotraj
obmaja koncentracij, ki ga zajamemo z ¢ddami standarda in da je v obio, ki ga
lahko zanesljivo kvantificiramo (Wong in Medran®(5).

Kot standard se najpogosteje uporablja plazmidydebuje tamo sekvenco. Druga
moznost je uporaba sintéih oligonukleotidov za celoten amplikon (do 100.hb@dozna
pa je tudi uporaba DNA céghe linije z znanim Stevilom kopij gena, ki ga porangmo v
vzorcu (Arya in sod., 2005).

V literaturi zasledimo za dotanje SKP uporabo absolutne kvantifikacije (Lee al.s
2005).

Z relativno kvantifikacijo doldimo razmerje med Stevilom kopij gena, ki ga anedizio in
referrtnim genom. Prednost metode je, da ne potrebujersolithe standardne krivulje
ampak rezultate izéanamo z matem&mimi ena&bami iz Ct vrednosti in dinkovitosti
pomnozevanja. Za iztan je na voljo vé poti (Wong in Medrano, 2005). Raatie
relativne kvantifikacije so opisali Wong in Medraf®005), Livak in Schmittgen (2001),
Arya in sod. (2005).
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MetodaAACt (244
Pri tej metodi Stevilo kopij/kotino gena v vzorcu normaliziramo glede na eno
kopijo/enoto kokine refereminega gena. Uporabimo tudi kalibratorski vzorecdglaa
katerega primerjamo vsak neznani vzokée.enak kalibrator nanesemo in analiziramo na
vsaki plosgici, nam omog®a primerjavo vzorcev med raaiimi ploZicami. Metoda
predpostavlja 100 % cinkovitost pomnoZevanja obeh amplikonov v vzorcu in
kalibratorju, razmerje pa izanamo s pomigo Enabe 6:

razmerje= 2744 (6)

pri cemer velja:AACt = ACt(vzorca) —ACt(kalibratorja),ACt pa je razlika Ct vrednosti
med taénim in referegnim genom.

Pri uporabi te metode morata bitinkovitosti pomnozZzevanja témega in referatnega
gena enaki (Ayra in sod., 2005). To lahko enostadwolodimo s ugotavljanjem variiranja
ACt (takni gen-referetni gen) pri razknih redtitvah vzorcaCe je naklon krivulje manjsi
od 0,1 lahko uporabimaACt metodo.

MetodaAACt z eksperimentalno daleno «inkovitostjo pomnozevanja
V primeru, da stadinkovitosti pomnozevanja témega in referefnega gena enaki, vendar
nizji od 100 %, za izkun uporabimo eksperimentalno d&dmo winkovitost
pomnozevanja (E), razmerje pa iaamo po Engbi 7:

razmerje= E™4¢ (7)

Pfaffl-ov model kvantifikacije
V primeru, da dinkovitosti pomnoZevanja amplikonov ¢aega in referefnega gena nista
enaki lahko uporabimo Pfaffl-ov model kvantifikagijki upoSteva razine &inkovitosti
pomnozevanja (Wong in Medrano, 2005).

Rezultatov ne predstavliamo kot gole Ct vredndsti; je iz njih izr&unana variacija
nap&na. Predstavljamo jih kot Stevila kopij ¢aega gena. (Livak in Schmittgen, 2001,
Schmittgen in sod., 2000).
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Ucinkovitost pomnozevanja:

Tako pri uporabi absolutne kot relativne kvantiGia je zelo pomembnacinkovitost
pomnoZevanja. V idealnih razmerah jgnkovitost pomnozevanja 100 %, kar pomeni, da
z vsakim ciklom dobimo dvakrat ¥grodukta. Pogosto pa j&iokovitost pomnozZevanja
manjSa, kar lahko privede do napak pri obdelavigpiaal/, ce tega dejstva ne uposStevamo.
Na ta ndin lahko precenimo zZ&tne kolEéine DNA v vzorcu. W@inkovitost pomnozevanja
ponavadi izraunamo iz podatkov pridobljenih z absolutno ali tielzo standardno krivuljo
po En&bi 8:

E = [1d-1/nak|on krivulje]_l (8)

Na winkovitost pomnozevanja lahko vplivajo dolzina, se#larna zgradba, razmerje G/C
v amplikonu, pogoji reakcije (temperaturgas), uporaba neustreznih koncentracij
reagentov (Mg, soli), nekvalitetni encindistost vzorca. Prisotnost pospeSevalcev reakcije
pa lahko povzréi ucinkovitost, ki je veéja od 100 %. Kot dobre ¢inkovitosti
pomnozevanja smatramo tiste med 90 in 110 % (Wangedrano, 2005; Heid in sod.,
1996; Invitrogen).

Za absolutno kvantifikacijo potrebujemo zanesljistandardno krivuljo, ki jo moramo
izdelati za vsako pl@gco. Pri relativni kvantifikaciji pa je primerjayaodatkov (Ct) mozna
le znotraj ene pladce. Ce Zelimo med seboj primerjati razlie plogice, moramo v vsako
vkljuciti tudi kalibratorski vzorec.

2.2.9.9 PCR v realnegtasu, prednosti in slabosti

Tehnologija PCR v realnekasu ponuja Stevilne moznosti uporabe v biologigdiuini,
farmaciji, veterini, biotehnologiji in forenziki. jdna uporaba nimo nara&a, saj postaja
dostopna tudi za manjSe raziskovalne laboratadge podr@ju kvantifikacije nukleinskih
kislin nadome& do sedaj uporabljane metode kot so hibridizapiga Northernu in
Southernu, HPLC, PCR-ELISA, in situ hibridizacigglska elektroforeza idr., saj ima pred
omenjenimi metodami Stevilne prednosti. Metoda digeati kvalitativno in kvantitativno
informacijo. Metoda ne zahteva dodatne obdelavecexopo pomnozevanju, kot je npr.
locevanje amplikonov na gelu. Na tacmase m@&no zmanjSa moznost kontaminacije s
PCR produkti. Ima zelo Siroko dinatnb obmdje (7-8 log enot kopij matrice), kar
omogaa primerjavo vzorcev z zelo raatimi kolicinami DNA (Bustin, 2005; Heid in
sod., 1996, Arko, 2005). Sama reakcija pomnozevaofa&e zelo hitro (30 min-2 h)
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(Valasek in Repa, 2005). Omagoanalizo velikega Stevila vzorcev hkrati. Tehngtog
lahko tudi avtomatiziramo (Heid in sod., 1996).

Metoda ima veliko ofutljivost (teorettno lahko zaznamo Ze eno samo kopijo gena) in
ponovljivost (koeficient variacije za Ct je < 2 ¥rya in sod., 2005; Arko, 2005).

Metoda ima veliko manje koeficiente variacije (®Vga dol@imo pri izrazunanem SKP

je za SYBR Green 14,2 %, za TagMan pa 24 %) v pjawiez drugimi metodami (gelska
denzitometrija 44,9 %, hibridizacija 45,1 %) (WdngMedrano, 2005).

Kljub veliki uveljavljenosti pa ima real-time PCRetoda Stevilne omejitve. InStrumenti in
kemikalije, ki jih potrebujemo, so dragi. Velika mxxutljivost na razkne inhibitorje
reakcije, ki so pogosti v bioloSkih vzorcih (hemalgh, urea, razéini organski in fenolni
inhibitorji idr.). InStrumenti in kemikalije razinih proizvajalcev niso vedno kompatibilni.
Poglavitni problem pa ne predstavljajo tehnoloSkeejitve metode, temveta cesto izvira
iz napak operaterjev. Gre za neustrezno nastapibskusov, nagmo analizo podatkov,
prenaglieno zakljgevanje poskusa in nepravilno analizo rezultatovlds&k in Repa,
2005).

Za doseganje rezultatov je potrebno zagotoviti igeost z&etnih oligonukleotidov,
optimizirati njihove koncentracije in preveriti alastajajo njihovi dimeri. Potrebno je tudi
vizualno pregledovanje amplifikacijskih in talilnikrivulj. Problem lahko predstavljajo
tudi komercialni kiti, saj sta njihova sestava irana variiranja v sestavi popolnoma
odvisni od proizvajalca. Pomembna je tudi ustrezastavitev prazne vrednosti, izvajanje
ve¢ paralelk (tri) za vzorec, ponavljanje poskusowuporaba negativne kontrole (NTC-non
template control ).

Za primerljivost rezultatov znotraj in med labongtdoi bilo potrebno uvesti standardne
postopke dela in protokole za izvedbo poskusov.oTbk dosegli v&jo primerljivost,
kontrolo in ponovljivost rezultatov (Bustin 2005).

Tehnologija PCR v realnegasu je tako zanesljiva, kolikor je zanesljiva njé&oatrola in
zagotavljanje kakovosti. Tu gre za kakovost statolar standardnih krivulj,
»housekeeping« genov idr. Nujna je optimizacijeevaluacija vsakega novega poskusa
glede na prejSnje. Brez tega se napake in nezamgslgatki hitro kopéijo (Ayra in sod.,
2005).
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2.2.9.10 Moznosti uporabe

PCR v realnentasu lahko uporabljamo na vseh pagitg kjer je potrebna kvantifikacija
nukleinskih kislin. Z njo lahko dokaj enostavnonealjivo in hitro doldimo Stevilo kopij
DNA in RNA v vzorcih.

V medicini je pomembna za diagnostiko predvsemhtipatogenov, ki jih je tezko ali
nemog@e gojit. Pomembno viogo ima pri spremljanju usmetn zdravljenja,
napovedovanju poteka bolezni, prognozi in ugotayjaezistence na zdravila. Prednost
metode pred klagnimi je ve&ja olzutljivost ter hitrejSe in enostavnejSe pridobivanje
rezultatov. Pri izbiri neustreznega amplikona lahgddobimo lazno pozitivne ali
negativne rezultate. Problem pa je tudi v tem,almavamo tako mrtve, kot Zive patogene.
S to metodo lahko ugotavljamo tudi spremembe vilstdwpij genov, izrazanju genov,
translokacije, inverzije in tudi tkaste mutacije. To je pomembno pri diagnostiki grah
obolen;.

Pri razvoju zdravil ima spremljanje genskega iznggaveliko viogo pri odkrivanju novih
tarc za zdravila ter pri preverjanjimkovitosti in toksénosti Winkovin.

Pri biotehnoloski proizvodnji zdravil ima qPCR pamieno viogo pri kvantifikaciji
kontaminantov v cetnih linijah, ki jih uporabljamo za pridobivanje zdil, v sestavinah
medija za kulture in tudi v ka@nih produktih (npr: preverjanje prisotnosti retnmgov v
zivih vakcinah). Z njim si pomagamo pri izbiri cgle linije, v kateri je Stevilo kopij
plazmidne DNA za proizvodnjoéinkovine stabilno. Pri razvoju genske terapije lahk
ugotavljamo uspesnost prenosa \nar celice, porazdelitev v ostala tkiva in izrazanje
terapeviskega gena.

V prehrambeni industriji je pomembna pri zaznavanjikrobov, parazitov in gensko
spremenjenih organizmov.

Z nadaljnjim razvojem bodo aparature za real-tiftRFpostale cenejSe in bolj mobilne,
kar bo omogdilo uporabo na terenu in ¥@ dostopnost metodologije tudi za manjSe
laboratorije (Valasek in Repa, 2005; Arko, 2005yéaib, 2002).

2.2.9.11 Priprava vzorcev za qPCR

Pri uporabi kvantitativne verizne reakcije s pollam kot vzorec najpogosteje
uporabljamo izolirano DNA. Pri dotanju Stevila kopij plazmidov pa je pomembno, da se
izognemo izolaciji, ker je slabo ponovljiva, polegga pa lahko spremeni razmerje med
plazmidno in kromosomsko DNA. V literaturi zasledimporabo celih bakterijskih celic,
ki pa jih moramo po odvzemu iz fermentorja predlianas qPCR ustrezno obdelati. V
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nasem interesu je, da je obdelava vzoréev bolj enostavna (direktna uporaba celic s
kratko predobdelavo).

Preglednica 1. Prikazi ragiiih n&inov predobdelave vzorcel. coli za kasnejSo kvantitativno analizo s
gPCR, povzeto po literaturi.

1. Jacobseninsod., 2005 Vzorce obdelailomin na 95°C—centrifugiramo 5 min na 13,000xg
uporabimo za qPCR .

2. Bischoffin sod., 2005 | Bakterije shranimo na -209€Lispenzijo centrifugiramo 10 min 1
15,000x%g, resuspendiramo v 2004 % Chelex 100 in segrejemo 8&°C
15 min (supernatant uporabimo za qPCR).

3. Chapmaninsod., 200l Bakterijam odstranimo gejisinkubiramol10 min na95°C—zamrznemaq
na —20°C—centrifugiramo pri 15,000xg 10 min (supernatantrapomo za
gPCR).

4. Morsczek in sod., 2004 Pozamezne kolonije obdelaa8b°C 10min.

5. O. Mahony in Hill, | Bakterijam odstranimo gojié—~denaturirame-centrifugirame-

2002 uporabimo za qPCR.
6. Padmakumar Uporabimo neobdelane bakterije.
inVaradarajan, 2002

7. Taoin sod., 2005 Kulturo inkubiramo n89°C 10 min—centrifugiramo (supernatamt
uporabimo za gPCR).

8. Taoin sod., 2005 Celice lizirame centrifugiramo pri 12'000xgsuprenatant inkubiramo n
99°C 10 min.

9. Abolmaaty in sod.| Celice tretiramo PCR pufrudeno z lizocimom ali proteinazo K in pa z

1989 lizocimom in proteinazo K (najprej lizocim na%515 min, nato

proteinaza K na & 60 min). Lizirane celice nato segrejemo38e5°C 10
min. Rezultati so pokazali, da za direktno pomnozeyapjo8ene DNA

tretiranje z encimi nima prednosti v primerjaviegsevanjem v PCR pufru,

V primeru, da uporabimo encime se sprosti D&lA, encimi pa nato
delno inhibirajo PCR, tudi po inaktivaciji na 9%5

a

a

Iz preglednice je razvidno, da razii avtorji uporabljajo raztine pristope, od popolnoma
neobdelanih celic, toplotno obdelanih celic, kilaoko centrifugirane ali pa ne in pa celic,
ki so obdelane z encimi. Vidimo, da je najpogosté@plotna obdelava celic na 95°C ali
99°C, 10 ali 15 min.

2.2.9.12 Ovrednotenje metode PCR v realdasu
Povzeto po Miller in Crowther (2000)

2.2.9.12.1 Tonost

To¢nost metode je podana s tem, kako dobro se pnibbzaravi vrednosti.
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2.2.9.12.2 Ponovljivost

Mera za ponovljivost je Sirina sipanja posameznibritav okoli srednje vrednosti.
Numerino jo podajmo s SD ali CV (%).

2.2.9.12.3 Meja zaznave

Meja zaznave analitske metode je najnizjadwadi analita, ki jo lahko zaznamo, vendar pa
ji S& ne moremo dokdti to¢ne vrednosti.

2.2.9.12.4 Obmge linearnosti

Obmaje linearnosti je obmge, kjer je proporcionalna zveza med koncentraaijalita in
signalom.

2.2.9.12.5 Obmge kvantifikacije

Obmaije kvantifikacije analitske metode je ob& kjer analit lahko kvantificiramo z
ustrezno ténostjo in nataénostjo.

2.2.9.12.6 Robustnost
Robustnost metode je njena neéwtljivost na manjSe vplive iz okolja, ki jih umetno

variiramo (npr. manjSa nihanja v temperaturi-metodalgutljiva na manjSe temperaturne
spremembe).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 SEV, KI SMO GA UPORABLIJALI ZA DOL@ANJE STEVILA KOPIJ
PLAZMIDOV Z AGAROZNO GELSKO ELEKTROFOREZO IN gPCR

Uporabljali smo bakterijski seft. coli BL21(DE3) s plazmidom pET9a-Foptk .coli
BL21 (Novagen) je komercialni sev z genotipom FpdnhsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3).
Sev ima na kromosomu zapis za T7 RNA polimerazge kod kontrolo lac promotorja.
Indukcija ekspresije tako poteka z IPTG ali lakto3ev je transformiran s komercialnom
plazmidom pET9a (Novagen). Na plazmidu je kodiajsekvenca za rekombinantni
protein pod kontrolo T7 promotorja (inducira ga RRA polimeraza, ki je kodirana na
kromosomu), vsebuje pa tudi zapis za kanamicingkistenco Kar®®) (Novagen, pET
system manual). Polimeraza powirdranskripcijo taénega gena za rekombinantni
protein, ki je prilagojen za ekspresijdv coli.

Bakterije smo gojili smo v stresani kulturi 16-20 v goji&ih LBP/kan30 (goji&e LB s
fitonom in kanamicinom 30 mg/ml) in LBPG/kan30 (§o¢ LB s fitonom, glukozo in
kanamicinom 30mg/ml) pri 25°C in 30°C ter 160 rgimoti koncu gojenja smo spremljali
opticno gostoto (OD); ko je kultura dosegla §810, smo vzorec odvzeli in zamrznili. Ta
sev smo uporabili za dalanje Stevila kopij plazmidov z agarozno gelsko etgkrezo in

Z verizno reakcijo s polimerazo v realnéasu.

Pod enakimi pogoji smo gojili bakterijski s&v coliBL21(DES3) brez plazmida, ki smo ga
uporabili kot negativno kontrolo.

3.2 DOLQCANJE STEVILA KOPIJ PLAZMIDOV Z AGAROZNO GELSKO
ELEKTROFOREZO

3.2.1 Vzorci

Vzorce Stirih bakterijskin kultur (goj& LBP/kan30 pri 25°C in 30°C, go}is
LBPG/kan30 pri 25°C in 30°C) smo analizirali z agaro gelsko elektroforezo. Za
kvantifikacijo smo izbrali tistega, ki je imel naelg najbolj ostre in jasno dene lise.
Najbolj primeren za kvantifikacijo je bil vzorecjga v goji€u LBP/kan30 pri temperaturi
25°C, zato smo ga uporabili za d&daje Stevila kopij plazmidov. Kulture je pripravila
KarmenCerkic.
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3.2.2 Metoda

Povpré&no Stevilo kopij plazmidne DNA na rekombinantno tesiisko celico smo dotali

z agarozno gelsko elektroforezo z modifikacijo pkaia, ki ga je opisal Projan (1983).
Najprej smo pripravili cetini lizat. V 1,5 ml centrifugirko smo odpipetiralD@ pl kulture
(ODs7¢=30), jo centrifugirali in odlili supernatant. Dddamo 100 pl pufra za lizo (Za 10
ml pufra potrebujemo: 20 mM Tris pH 8,0; 10 mM EDTEO0 mM NaCl; 20 % saharoze
z 5 mg Lizocima in 1 ng RNaze). Po dodatku pufra sisebino premesali in inkubirali 30
min pri 37°C. Dodali smo 100 pl 2 % SDS in 1 minSale na vibracijskem meSalniku.
MeSanico smo inkubirali 5 min pri 37°C, nato pa sdumali 1,5 pl Proteinaze K (20
mg/ml) in inkubirali 30 min pri 37°C. Na koncu snamdali 200 ul pufra za sledenje
vzorca na elektroforezi.

Celicni lizat smo pripravili v dveh paralelkah. 1z vsaparalelke smo nanesli v zepke 0,8
% agaroznega gela v dveh paralelkah po 10, 2G4B®&0 pul lizata.

Elektroforezo smo izvajali Stiri ure pri napeto8& V. Po kokani elektroforezi smo gel
barvali z etidijevim bromidom (0,5 mg/l) eno urcato pa smo ga razbarvali z 1 mM
MgSQO, 20 min.

Po elektroforezi smo gel analizirali z denzitometrGel Doc, Bio Rad). Vsakega od obeh
gelov (A in B) pri treh raztinih intenzitetah osvetlitve ozéenih kot Al, A2, A3 in B1,
B2, B3. Osvetlitve B2 in B3 v iztanu nismo upoStevali zaradi pretne osvetlitve.
Vsako liso smo réno ozn&ili na ratunalniku (program Quantity One), ta pa je énaal
denzitometini signal za posamezne lise. Elektroforezo semdiaves pomejo Jelke
Lenakic.

3.2.3 Obdelava podatkov

Denzitometréne vrednosti vseh treh oblik plazmidne DNA smo elesStevilo kopij
plazmidov na kromosom smo iztmali po Enabi 9:

SKkp=—2_—¢ (9)

kjer SKP pomeni Stevilo kopij plazmidov na kromos@p in Cc sta koltini plazmidne in
kromosomske DNA na gelu (trace OD x mmilyp je molekulska masa plazmidndgc pa
molekulska masa kromosomske DNA. kraali smo povprgno vrednost SKP za
paralelki nanosa in posamezno osvetlitev gela.
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SKP smo izréunali tudi tako, da smo vrednost za CCC (dodatritowbliko plazmida
pred seStevanjem denzitomeétih signalov za plazmid pomnozili s korekcijskim
faktorjem 1,36, kot navaja Projan (1983).

Za izraun Stevila kopij smo upoStevali vse pridobljene gt&d o fluorescenci, v drugem
primeru pa smo izkgili tiste podatke, kjer so vrednosti zaradi prémega signala preve
odstopale.

3.3 DOLQCANJE STEVILA KOPIJ PLAZMIDOV S KVANTITATIVNO VERIZNO
REAKCIJO S POLIMERAZO V REALNEMCASU

3.3.1 Material in metode
3.3.1.1 InStrument in reagenti

Verizno reakcijo s polimerazo v realnefasu smo izvajali na indtrumentu ABI Prim
7900HT Sequence detection system (Applied Biosyste#da zaznavanje nastalega PCR
produkta v realnemasu smo uporabljali dve kemiji.

TagMan kemija

Uporabljali smo s fluorescentnim barvilom ozeae hidrolizirajée sonde. Za pripravo
reakcij smo uporabljali TagM&nUniversal Master Mix (Applied Biosystems). Ta Ze
vsebuje AmlpiTaq gofdl DNA polimerazo, dNTP, pasivno referenco ROX, entimacil-
DNA N-Glikozilazo (UNG), ki prepréuje kontaminacijo s PCR produkti in optimizirane
komponente pufra. V reakcijsko meSanico smo dodajal speciftne z&etne
oligonukleotide in sonde za plazmid ali kromosomreffiednica 2). Uporabljali smo
zaetne oligonukleotide in sonde, ki se veZejo natkgaii regiji (natrtovala Petra Slanc)
in take, ki se vezejo na nekodir&joegiji (natrtovala Veronika OkrSlar). Za tdovanje
z&etnih oligonukleotidov je bil uporabljen programirRer Express 2.0 (Applied
Biosystems) in pripordla za n&rtovanje oligonulkleotidov (Chemistry Guide, Apmlie
Biosystems). Preverili smo sekundarne struktureraizih oligonukleotidov, mozen
nastanek dimerov oligonukleotidnih cenikov in specittnost s primerjavo podatkov v
bazi GeneBank in poravnavo sekvenc z orodjem BLABASIic Local Alignment Search
Tool) v NCBI (National Center for Biotechnology mtation).



Skulj M. Dolatanje tevila kopij plazmidov pri baktergischerichia coli
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

Preglednica 2: Zgetni oligonukleotidi in sonde za TagMan kemijo (kg pomeni bazni par)

TagMan kemija| 5' za oligonukleotid | 3 'z&. oligonukleotid | sonda velikost (bp) | amplikon
velikost (bp) velikost (bp) tip, barvilo velikost (bp)

kodirajota 20 21 21 103

regija plazmid TAMRA, FAM

kodirajaia 18 17 27 149

regija TAMRA, FAM

kromosom

nekodirajéa 18 17 16 94

regija plazmid MGB, FAM

nekodirajéa 21 20 14 87

regija MGB, FAM

kromosom

Legenda

« MGB (minor groove binder) je molekula, ki je vezana 3' koncu sonde. MGB sonda je zato lahko
krajSa, temperatura prileganja je 10°C viSja kotzasetne oligonukleotide in je zato bolj spedifa.

Amplikoni so krajsi, zato jedinkovitost pomnoZevanja boljSa.
+ TAMRA je fluorescentno barvilo in sluzi kot duSilecEAMRA sonde so daljSe od MGB sond.
« FAM je fluorescentno barvilo, reporter.

SYBR Green kemija

V primeru uporabe SYBR Green kemije pa smo upcaiitffYBR Greefi PCR Master
Mix (Applied Biosystems). Ta Ze vsebuje fluorescentbarviio SYBR Greéh I,
AmlpiTaq gold® DNA polimerazo, dNTP, pasivno referenco ROX, entlracil-DNA N-
Glikozilazo (UNG) in optimizirane komponente pufr&. reakcijsko meSanico smo
dodajali specifine z&etne oligonukleotide za plazmid in kromosom (Pregiea 3).

Preglednica 3: Zgtni oligonukleotidi za SYBR Green kemijo

SYBR Green kemija| 5' Zatni oligonukleotid | 3' zaetni oligonukleotid | amplikon
velikost (bp) velikost (bp) velikost (bp)

kodirajoia regija| 20 21 103

plazmid

kodirajoia regija| 18 17 149

kromosom

nekodirajéa regija| 18 17 94

plazmid

nekodirajéa regija| 21 20 87

kromosom
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3.3.1.2 Vzorci

Izolirana plazmidna DNA

V zatetnih poskusih smo uporabljali plazmidno DNA izalfio iz sevd. coli BL21(DE3)
PET9a-Fopt5 (glej 3.1) po protokolu iz kita Qia p@pin Miniprep Kit.

Kasneje smo zaradi kontaminacije plazmidne DNA @rlasomalno izolacijo plazmidne
DNA ponovili. 1zolirali smo jo po protokolu: Plasdhior Cosmid DNA Purification Using
QIAGEN Plasmid Midi and Maxi Kits. S to izolacijor® pridobili bolj ¢isto plazmidno
DNA, ki smo jo uporabili za nadaljnje poskuse.

Izolirana kromosomska DNA

Uporabljali smo kromosomsko DNA izolirano po provik kita Genomic Prep, Cell and
Tissue DNA Isolatin Kit (Amersham Pharmacia Biotdcit.). Zaradi kontaminacije s
plazmidno DNA smo izolacijo kromosomske DNA ponovd bakterijske kulture brez
plazmida (negativna kontrola, glej 3.1) na enakkma

Izolacijo plazmidne in kromosomske DNA smo izvajdliarmenCerki¢, Spela Jalen in
jaz.

Bakterijski vzorci

Za izbiro ustreznih amplikonov (glej 3.3.2.2) smpotabili bakterijski kulturi gojeni pri
25°C 12 ur in 25°C 16 ur. Po gojenju smo pripraghta tipa vzorcev. Prve smo tretirali z
RNazo 1 uro pri 37°C in 15 min pri 96°C (vzorci dlyjuge pa smo obdelali na enakina
brez RNaze (vzorci 2).

Vzorce je predhodno pripravila Karmeéerkié.

Za izbiro najustreznejSe obdelave bakterijskih georpo odvzemu iz fermentorja za
kvantifikacijo s gPCR pa smo uporabljali vzorcet jgoopisano v poglavju 3.2.2.3.

Refererni material

Pripravili smo dva tipa referénega materiala, enega z meSanjem izolirane kromslsom
in izolirane plazmidne DNA, drugega pa z meSanjeaktdrijskih celic brez plazmida
(vsebujejo kromosomsko ne pa tudi plazmidne DNAY}atirane plazmidne DNA.
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3.3.1.3 Priprava reakcij

Delo

Delo je potekalo v mikrobioloSki komori (MBK) in tainariju. Laminarij smo pred delom
dekontaminirali z UV Idjo, delovno povrSino in orodje smo razkuzevali s 70
izopropanolom, pipete smo pred vsako uporabo obdekredstvom za razgradnjo DNA
(DNA Remover, Minerva).

Priprava bakterijskih vzorcev in izoliranih nuklekih kislin je potekala v MBK, priprava
reakcijskihn meSanic in dodajanje vzorec pa v lamjugna ta ndin smo se izognili
navzkriznim kontaminacijam).

Priprava vzorcev
Uporabljali smo ABI Prism reakcijske ploge s 384 jamicami (max. volumen reakcije 20

ul).

=

Slika 8: Slika plog&ice (ABI prism™ Optical 384-Well Clear Opical Reaction Plate vitircodg

Izolirano plazmidno in kromosomsko DNA smo serijskix redili (10 pl vzorca in 90 pl
avtoklavirane vode) od zatne koncentracije 100 ng/pl pa d2@edienih vzorcev (0,1
pg/ul).

Bakterijske vzorce smo po odvzemu iz fermentorjdeddi (glej 3.2.2.3) in zamrznili.
Pred uporabo pa smo jih po odtaljevanju serijskiiiedo 10°x. Bakterije smo retli v
vegjih volumnih in sicer 100 pl vzorca in 900 ul avimkirane vode.

Priprava reakcijskih meSanic

Volumen reakcijskih meSanic z dodanim vzorcem w&pdi je bil 10 pl. Vsak vzorec smo
na plogico nanasali v treh paralelkah. Reakcije so potekdbienih jamicah za amplikon
na plazmidu in amplikon na kromosomu. Sestavinel@gul reakcijo so prikazane v
Preglednici 4 (raztino pri uporabi TagMan in SYBR Green kemije).
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Preglednica 4: Kotine komponent reakcijske meSanice za eno reake¢ifd @ ul)

TagMan [i] | SYBR Green fil]
master mix (2x) 5 5
5’zaetni oligonukleotid (10 uM)| 0,9 0,1
3’zaetni oligonukleotid (10 uM)| 0,9 0,1
sonda (10 pM) 0,2 /
avtoklavirana HO / 1,8
vzorec 3 3

Glede na Stevilo vzorcev smo ustrezno &nb reakcijske meSanice pripravili v 1,5 ml
centrifugirkah v katerih smo zmeSali predpripravijesMaster Mix«, z&tne
oligonukleotide in sonde (TagMan kemija) za spéeifiamplikon.

Reakcijsko meSanico smo nato razdelili v 0,2 mitiiigirke za tri reakcije in dodali
vzorec. V luknjice na pl@gci smo nanasali po 9 ul reakcijske meSanice ireca® treh
paralelkah po prej pripravljeni shemi plae.

Pomembno pri pripravi vzorcev je njihova homogenasto smo pri pripravi vzorcev,
reakcijskin mesSanic, razdeljevanjem reakcijskin amgs in vzorcev te vedno dobro
premesali na vibracijskem meSalu. Vzorce pa smdhm@no tudi centrifugirali pri nizkih

obratih, da so se kapljice razprSene po stenahogektrifugirk posedle na dno. Na
homogenost smo bili posebno pozorni pri delu z dxglkimi, ker se te zaradi velikosti hitro
usedajo.

Kontrole

Negativna kontrolna reakcija (NTC-no template colytr

Pripravili smo jih enako, kot je opisano v poglagiB.1.3.-Priprava reakcijskih mesSanic,
samo da smo namesto vzorca v reakcijsko meSanidalidavtoklavirano vodo. NTC je
kontrola za kontaminacijo z izolirano DNA in bakjami med delom, v primeru SYBR
Green kemije pa tudi pokazatelj nastajanja dimeasetnih oligonukleotidov.

IPC (internal positive control)

IPC je kontrola inhibicije pomnozevanja. Z IPC kahd smo ugotavljali vpliv
koncentracije vzorca na pomnozevanje refémenDNA iz kita (IPC DNA). Uporabljali
smo kit TagMafi Exogenous Internal Positive Control Reagents (kppBiosystems).
Reakcijsko meSanico smo pripravili kot je navederéreglednici 5. Uporabili smo jo za
dolccitev koncentracije bakterij, ki jo lahko dodamoeakcijo in ne povzr& inhibicije
pomnoZevanja in pri pripravi referé@mega materiala.
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Preglednica 5: Kotine komponent reakcijske meSanice za IPC kontralero reakcijo (V=1Ql)

IPC kontrola [ul]
master mix (2x) 5
IPC mix 10x 1
(zatetna oligonukleotida, sonda)
IPC DNA 50x% 0,2
avtoklavirana HO 0,8
vzorec 3

Negativna kontrola

Negativna kontrola je bil bakterijski sev brez prada (glej 3.1). Uporabili smo jo za
preverjanje specinosti z&etnih oligonukleotidov za pomnozevanje amplikona na
nekodiraj@i regiji plazmida in za pripravo refer&mh materialov.

3.3.1.4 Potek reakcij
Tako pri uporabi TagMan kot SYBR Green kemije snporabljali univerzalne pogoje
pomnozevanja, ki so podani v Preglednici 6.

Preglednica 6: Pogoji pomnozZevanja za SYBR GredragMan kemijo

TagMan kemija 0z. SYBR Green kemija dodatno SYBRdarkemija
z&detni koraki 45 cikov faza disociacije
aktivacija aktivacija denaturacija prileganje &etnih
nukleaze UNG| AmpliTaq oligonukleotidov in
Gold® DNA podaljSevanje
polimeraze
2 min 50°C 10 min 95°C| 15s95°C 1min 60°C 15 stE‘Ff’lS s 60°C| 15s595°C

Stevilo uporabljenih ciklov je bilo vedno 45. Pparabi SYBR Green kemije smo dodali
fazo disociacije za eksperimentalno pridobitevrialkrivulje.

3.3.1.5 Obdelava podatkov

Po izvedbi reakcije nam danalniSki program SDS 2.2. poda géafb predstavitev
pomnoZzevanja vzorcev.

Rezultate smo analizirali tako, da smo izbrali avlitsko nastavitev bazne linije in¢rm
dolccili linijo prazne vrednosti (threshold) v spodnjesksponentnem delu krivulje
pomnoZevanja. Pri uporabi barvila SYBR Green ja bilija prazne vrednosti vedno 0,1,
pri TagMan kemiji pa 0,3 in 0,6 relativnih enot dhescence za oligonukleotide, ki
prilegajo na kodirajah regijah. Preverili smo krivuljo pomnozevanja, apitnost
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multikomponentnega grafa barvil ter Ct vrednosiedg na referamo sliko v navodilih za
inStrument). V primeru uporabe SYBR Green kemijesp@ preverili,ée imajo talilne
krivulje vrh pri isti temperaturi. V primeru ¥gh odstopanj smo tako reakcijo izkgli iz
nadaljnje obdelave podatkov.

Dolocene Ct vrednosti smo nato prenesli v program Maftog€xcel za nadaljnjo
obdelavo. Iz surovih Ct vrednosti in upoStevanjaktdrja redenja vzorca smo iz naklona
relativne standardne krivulje d@ib ucinkovitost pomnozZevanja, ki smo jo iztmali po
Enabi 10. Iz surovih Ct vrednosti smo iztaali tudi povpréja Ct, SD in koeficient
variacije Ct vrednosti (CV), ki smo ga iztaali po Enabi 11:

E = [10(—1/naklon]_l (10)

Skala od 0 do 1; 1 pomeni 100 %inkovitost pomnoZevanja; 0 pomeni, da ni pomnozguan

CV(%) = Ctx100

(11)

Relativha kvantifikacija

Razmerja amplikonov kromosom:plazmid v refé@rgh materialih smo izkanali po prej
opisaniAACt metodi (relativna kvantifikacija) z upoStevanj@ksperimentalno dotene
ucinkovitosti pomnozevanja. Pogoj za to metodo jekangiinkovitost pomnozevanja
amplikona na kromosomu in plazmidu ter izbrani lwator. V naSem primeru je bila
kolicina kromosomske DNA/bakterij v reakciji konstantnzato smo pri izré&unu
upoStevali dinkovitost pomnoZevanja plazmida (Eba 13). Za kalibrator smo uporabili
referedni material z razmerjem kromosom:plazmid/bakteplgzmid = 1:1. Razmerja in
SD smo izréunali po User Bulletin 2 (Applied Biosystems).

V primeru bakterijskin vzorcev (model za fermenkbprsvzorec) winkovitosti
pomnoZevanja za kromosomsko in plazmidno DNA nige énake, zato smo uporabili
metodo po Pfaffl-u (2002), ki upoSteva ramb winkovitost pomnozevanja posameznih
amplikonov in kalibratorja (Eria 12).

Izpeljava endb:

Osnovna enidba (En&ba 12) upoSteva razhe winkovitosti pomnozevanja za vsakega
izmed amplikonov, ki jih pomnozujemo. Ostale @ (Engbi 13 in 14) pa so njene
poenostavitve. Pri Eghi 13 sta enaki katina in Winkovitost pomnoZevanja
kromosomske DNA pri vzorcu in referenci, zato skeetebe okrajSa. Pri Erhi 14, pa so
u¢inkovitosti pomnozevanja vseh amplikonov enaketona&lstotne, zato zatmkovitost
(E) vzamemo vrednost 2. V primeru enak&nkovitosti, ki ni sto odstotna pa lahko



Skulj M. Dolatanje tevila kopij plazmidov pri baktergischerichia coli 38
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

uporabimo eksperimentalno doémo w«inkovitost pomnozevanja (Edla 15). Engbe
lahko uporabimo tudi brez upoStevanega kalibratorja

. _ (Ekmm)Ct vzorca (Ekmm)Ct ref
SKP= 12
(E )Ct vzorca (E oz )Ct ref ( )

vzorec — realen vzorec bakterijske kultureeki&elimo dolgiti SKP
ref — referetni material, npr.. bakterija:plazmid = 1:1

plaz

(E )Ct ref
S _ plaz
SKP_ (E )Ct vzorca (13)
plaz
ref — referetni material, npr.:bakterija:plazmid = 1:1
vzorec — ostali pripravljeni referam materiali
ct Ct ref
éKP: (2krom) o (2krom) *
(2 )Ct vzorca (2 )Ct ref
plaz plaz
:(élt krom-Ct plajvzored(ZCt krom -Ct plaaref
:(2Ct vzoresl(z ACt ref)
=(?Ct vzorecACt res
=21 (14)
SKP=E*! (15)

Ex — doléena @inkovitost pomnoZevanja

Primer: doléena @inkovitost pomnoZevanja je 90 %xH.,9)
SKP=1,9"“

Oceno prisotnosti kromosomske DNA v plazmidni imadbo smo doléili po Enaibi 16:
Delez = 2 (16)

Absolutna kvantifikacija

V primeru absolutne kvantifikacije smo pripraviliasdardno krivuljo iz izréunanega

Stevila kopij plazmidov oziroma kromosomov v pragia SDS. Za neznane vzorce
dolocimo Stevilo kopij iz standardne krivulje.
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3.3.2 Optimizacija metode qPCR

3.3.2.1 Optimizacija koncentracije ¢anih oligonukleotidov in sond za amplikon na
nekodiraj@i regiji

TagMan kemija

Da doseZzemdoim vegjo uwcinkovitost pomnoZevanja, moramo optimizirati pogmeakcije.

V reakcijah smo wuporabljali komercialni »master ixn univerzalne pogoje
pomnozevanja. Edini parameter, ki smo ga optimlizsami, so bile koncentracije &satnih
oligonukleotidov in sond. Kot matrico smo uporalmblirano plazmidno in kromosomsko
DNA. Optimizirali smo le koncentracije &etnih oligonukleotidov in sond, ki se veZejo na
amplikon na nekodirajo regiji.

Optimizacija koncentracije Zatnih oligonukleotidov

Neodvisno smo spreminjali koncentracije 5' in 3etaih oligonukleotidov in preverili
kombinacije koncentracij prikazanih v PregledniciKbncentracijo sonde smo ohranjali
nespremenjeno (200 nM). Preverili smo spreminja@je vrednosti in dinkovitost
pomnoZevanja amplikona (Bt 10).

Preglednica 7: Optimizacija koncentracij&amih oligonukleotidov za TagMan kemijo

konc 5' z&. oligonukleotida/ 900 nM 600 nM 300 nM
konc. 3' z&. oligonukleotida

900 nM 900/900 900/600 900/300
600 nM 600/900 600/600 600/300
300 nM 300/900 300/600 300/300

Optimizacija koncentracije sond

Preverili smo tudi vpliv raztinih koncentracij sond na pomnoZevanje plazmidne in
kromosomske DNA (Ct vrednosti, jakost fluorescemteucinkovitost pomnozevanja).
Koncentracije 5° in 3" z&tnih oligonukleotidov so bile 900 nM, preverili pano
naslednje koncentracije sond: 150, 200, 250 inr8@0

SYBR Green kemija

Uporabili smo priporéeno koncentracijo zatnih oligonukleotidov 100 nM (Applied
Biosystems). Preverili smo nastajanje nesp&ulii produktov in dimerov z#tnih
oligonukleotidov s talilno krivuljo in NTC kontroloDolagili smo Tm (temperatura pri



Skulj M. Dolozanje Stevila kopij plazmidov pri bakterfischerichia coli 40
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

kateri je 50 % DNA v obliki enojne verige) spe¢ifih amplikonov in dinkovitost
pomnozevanja po Enbi 10.

3.3.2.2 Izbira ustreznih amplikonov (kodirégdnekodirajda regija)

V predhodnih poskusih, v katerih so uporabili akgh na kodirajéih regijah, so bile
dolotene vrednosti SKP nepakovano visoke (Veronika Okrslar, Simona Jevseirar)
zelo variabilne (Petra Slanc). Trend péeeanja SKP vrednosti med fermentacijo je bil v
skladu s powve&evanjem koncentracije nastalega proteina @olega z ELISA testom
(ustno Simona JevSevar). Vzorci bakterij v prelianmem poskusu predhodno niso bili
toplotno inaktivirani.

Primerjali smo pomnozevanje amplikonov na koditajio nekodiraj@i regiji plazmidne in
kromosomske DNA. Kot vzorce (glej 3.3.1.3) smo @ili z RNazo obdelane (vzorci 1)
in kontrolne bakterijske vzorce, ki so bili obdelara enak n&n vendar brez RNaze
(vzorci 2) in pripravili reakcije primerjalno na ieplo&ici. Uporabili smo 4 razéne
koncentracije bakterij (10x, 18, 10, 10'x redtene vzorce). Dolkéli smo spremembo
vrednosti Ct pri vzorcih tretiranih z RNazo, gleda kontrolne vzorce za kromosom in
plazmid. Poskus smo naredili z uporabo TagMan iBBYGreen kemije.

3.3.2.3 Priprava vzorcev bakterijske kulture pozstau iz fermentorja

Priprava fermentacije

Fermentacijo je izvedla Spela Jalen. Fermentaeijaotekala v 7L Applikon fermentorju.
Pripravila je 200 ml inokuluma za 4L fermentacijgiegoji£a GYSP (glukoza, kvas, sol
in fiton) in 200 ml inokuluma za 4L fermentacijskegojiga LYSP.

Za pripravo inokuluma je v 100 ml LBPG/kan30 g&gisdodala 0,4 ml kultur&. coli
BL21 (DE3) pET9a-Fopt5, ki jo je vzela iz gale banke in odtalila na ledu. Kultura se je
stresala 14 ur pri 160 rpm in 25°C, do §&dan 3-5. Fermentacija je tekla pri temperaturi
25°C, 400 rpm in skupnem volumnu 4,20 |. Areadgaijla manj kot 1. Pogoji gojenja so
bili za obe goji&i enaki.

Obdelava vzorcev

Vzorce smo odvzeli iz dveh fermentorjev z r&zima gojifema (GYSP in LYSP).
Odvzeli smo jih po 21,5 urah gojenja in jih obdekdt prikazuje Slika 9. Vzorce smo
zamrznili na -20°C, saj takojSnja analiza s gPCIRagaia. Vse razlino obdelane vzorce
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bakterijske kulture iz enega gaj& smo nanesli na isto ptéo. Poskus smo izvedli z
za&etnimi oligonukleotidi za amplikon na kodirgjoin nekodiraj@i regiji, uporabili pa
smo SYBR Green kemijo.

Odvzamemo vzorce bakterijske kulture (alikvoti po 15 ml)

centrifugiramo* ne centrifugiramo

toplotno obdelamo toglotno obdelamo

95°C 99°C 95°C 99°C

v v _ v B/ .
(10, 15, &) (10, 15, 20 min) 1Q( 15, 20 min) (10, 15, 20 min

Zamrznemo za*nrznemo za*nrznemo Zzamrznemo zam#znemo zarﬁrznemo

/\;

toplotno obdelamo ne obdelamo ne obdelamo
R
/\ l centrifugiramo zamrznen|o

95°C 99°C zamrznemo

v e

(20, 15, 20 min) (1%, 15, 20 min) toplotno obdelamo toplotno eladno
A/\ A/\
95°C 99°C 95°C 99°C

\ v , \ AN, / .
(10, 15, 20 min) (10, 15, 20 min) (16, 20 min) (10, 15, 20 min)

*odstranimo supernatant, dodamo vodo do skupnelyemwvaa 1,5 ml, vzorce centrifugiramo 5 min na
5000 rpm

Vzorce zamrznemo na -20°C in jih pred uporabo zZarjBdtalimo

Podtrtanc ie ozn&en naiprimerneiSi réan obdelave vzorce

Slika 9: Obdelava vzorcev po odvzemu iz fermentorja

Zanimalo nas je, kako razhie obdelave vplivajo na Ct vrednosti plazmida ionkosoma,
kdaj je Ct vrednost najnizja in katere obdelaveivgpd enako na kromosomsko in
plazmidno DNA (se ohranja razmerje). S Pearsonawel&cijo smo poskusSali ugotoviti,
katere obdelave leZijo na regresijski premici skaxijskim koeficentom blizu 1 @R1).
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3.3.2.4 Priprava referénega materiala
3.3.2.4.1 Priprava referémega materiala na osnovi iZtenanih vrednosti

Za pripravo referefnega materiala smo najprej iZumali maso kromosomske in
plazmidne DNA po Enibi 17, nato pa smo iz koncentracije raztopinecznali Stevilo
kopij kromosomske in plazmidne DNA:

Za kromosomsko DNA:

my = (Stevilo nukleotidov)x(povpi@a masa nukleotida)
m = 4800000 bpx1,096x18" g/bp

m = 4,9x10"°g (masa kromosomske DNA)

Za plazmidno DNA:

m, = (Stevilo nukleotidov)x(povpiga masa nukleotida)

m = 4836 bpx1,096x1G" g/bp

m = 4,96x10"° g (masa plazmidne DNA) (17)

Refererni material smo pripravili tako, da smo izbralititidve reditvi kromosomske in
plazmidne DNA, kjer je bilo Stevilo kopij kromosoma plazmida priblizno enako
(razmerje 1:1). Kromosomsko (ustreznodieel) in plazmidno DNA (ustrezno réitev)
smo zdruzili v naslednjih razmerjih 1:1, 1:50, 101@.:150 in jih kot vzorec dodali v
reakcije I@eno za kvantifikacijo kromosoma in plazmida (2 tipeakcij: z&etna
oligonukleotida za plazmid + zdruzen vzorec¢etna oligonukleotida za kromosom +
zdruzen vzorec). Uporabili smo SYBR Green kemijo.

Rezultate smo analizirali z relativnho kvantifikacin sicer zAACt metodo z upoStevano
eksperimentalno dodeno winkovitostjo pomnoZevanja (Etlba 15).

Poskus smo ponovili tako, da smo pripravili razmétomosom:plazmid = 1:1, 1:10,
1:100, 1:1000. Referéni material smo v tem primeru v reakcijo vneslidva n&ina. Pri
prvem smo kromosomsko in plazmidno DNA zdruzilivinesli v reakcijo (enako kot v
prvem poskusu), pri drugem pa smo ju v reakcijostineceno (2 tipa reakcij: z@tna
oligonukleotida za plazmid + plazmidna DNA,¢etna oligonukleotida za kromosom +
kromosomska DNA). Kodini plazmidne in kromosomske DNA sta bili v ¢knih
reakcijah enaki kot njuni kdlini v zdruzenem vzorcu. V zdruZzenem vzorcu je bigja
celokupna koliina DNA.
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Ker smo zeleli ugotoviti, ali izoliran plazmid vagb primesi kromosomske DNA in
obratno, smo pripravili referéni material v razmerju kromosom:plazmid = 1:1000. V
reakcijo smo vnesli plazmidno in kromosomsko DNA€o in vsako analizirali za
kromosom in plazmid (4 tipi reakcij: getna oligonukleotida za plazmid + plazmidna
DNA, zaetna oligonukleotida za plazmid + kromosomska DIX&etna oligonukleotida
za kromosom + kromosomska DNA,cetna oligonukleotida za kromosom + plazmidna
DNA).

3.3.2.4.2 Priprava refer&mega materiala na osnovi prekrivanja amplifikachdtivul]

Zaradi ugotovljene kontaminacije plazmidne DNA ®rkosomsko DNA refergmega
materiala (zdruzen vzorec) razmerij visjih kot k@som:plazmid = 1:100 nismo mogli
pripraviti. Zaradi kontaminacije tudi izZtanano Stevilo kopij plazmidne in kromosomske
DNA ni bilo dovolj tatno. Zato smo se odidi za dolctitev razmerja kromosom:plazmid =
1:1 s prekrivanjem krivulj na amplifikacijskem guafTo je mogée kadar se oba
amplikona pomnozujeta z enakdinkovitostjo. V tem primeru enaka Ct vrednost pomen
enako (razlina velikost amplikonov pri Sybr Green kemiji)éetno Stevilo kopij. Zaradi
rezlicne velikosti amplikonov se fluorescenca ob vezaaivila SYBR green nekoliko
razlikuje. V naSem primeru je razlika v velikostileeh amplikonov majhna (7 bp).

Refererni material kromosomska:plazmidna DNA

Zaradi ugotovljene kontaminacije smo kromosomskplazmidno DNA ponovno izolirali
(glej 3.2.2.4.3.) in jo pripravili v razmerjih 1:1,:10, 1:50, 1:75, 1:100, 1:125, 1:150,
1:200, 1:250, 1:1000. Kdina kromosomske DNA je bila pri vseh razmerjih emak
poveevali pa smo Stevilo plazmidov (uporaba ustrezrelkitev). Zaradi Se vedno
prisotne kontaminacije plazmida s kromosomsko DNAQG{1), za dolditev obmaja
kvantifikacije kromosomske in plazmidne DNA nismdrwzili skupaj. Stevilo kopij
plazmida smo dolali z relativno kvantifikacijo fACt metodo), kjer smo uporabili
eksperimentalno doéeno winkovitost pomnozevanja za plazmid in kot kalibrato
razmerje 1:1.

Refererni material bakterije:plazmidna DNA (model za reatrorec)

Na enak né&n kot smo pripravili razmerja kromosom:plazmid sprgpravili tudi razmerja
bakterija:plazmid. S prekrivanjem krivulj na amiiécijskem grafu smo doédi razmerje
1:1 za bakterijcE. coli brez plazmida in izoliran plazmid in nato pripraviizmerja 1:1,
1:10, 1:50, 1:75, 1:100, 1:125, 1:150, 1:200, @;261000. Uporabili smo samockne
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reakcije za bakterijo in plazmid. Za déil@v obmaja kvantifikacije metode smo uporabili
IPC kontrolo (internal positive control). Na tacmasmo preverili, kolikSna kalina DNA

in bakterij v zdruzenem vzorcu v reakciji povaranhibicijo in katerega razmerja na ta
n&ain ne bi vé mogli dolaiti. Kalibrator je bilo razmerje bakterija:plazndl:1l.

3.3.2.4.3 ZmanjSanje kontaminacije plazmidne DN&mnosomsko in obratno

Z namenom, da bi zmanjSali kontaminacijo kromos@n&MNA v vzorcih izolirane
plazmidne DNA in obratno, smo plazmidno in kromoskm DNA ponovno izolirali.
Kromosomsko DNA smo izolirali iz bakterij brez phama, plazmidno pa smo poskusali
dodatno ¢istiti kromosomske DNA s CIM-diski in z ekstrakcipagaroznega gela.

3.3.2.4.3.1 Izolacija plazmidne DNA

V 10x po 100 ml LBPG/kan30 smo nacepili 400celicne suspenzije iz banke sevov
shranjene na —70 °C. Prekéno kulturo smo gojili na 30 °C in 160 rpm. Nasledian
smo centrifugirali po 10 ml kulture na 5000 rpm Bim

Plazmidno DNA smo izolirali po protokolu: Plasmid @osmid DNA Purification Using
QIAGEN Plasmid Midi and Maxi Kits. Za izolacijo smaporabili 500 ml prekonime
kulture. Pri izolaciji sta mi pomagala Vanja Smildin Spela Jalen.

Plazmidno DNA smo analizirali z 1 % agarozno gelskektroforezo pri 100 V eno uro
(na gel smo nanesli standard lambda DNA/Hindlllhnkentracijo in¢istost plazmidne
DNA pa smo doléili s spektrofotomettinim merjenjem absorbance pkpsonm Na
spektrofotometru, izmerili smo tudi absorbancogbnm 1z razmerja med absorbancami
A260nm /A28onm SMO ocenili¢istost plazmidne DNA (za zeléisto DNA mora biti razmerje
med 1,7 in 2,1).

S gPCR smo ugotovili delez prisotne kromosomske OEAaba 16).

3.3.2.4.3.2 I1zolacija kromosomske DNA

V 50 ml LBPG smo nacepili 5@l celicne suspenzijé&. coli BL21 (DE3) (negativna
kontrola) iz banke sevov shranjene na —70°C. Ganjilo preko n& na 25°C in 160 rpm.
Naslednji dan smo centrifugirali po 1 ml kulture 12000 rpm 2 min. Kromosomsko DNA
smo izolirali po protokolu kita Genomic Prep, Celhd Tissue DNA Isolatin Kit
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.) Izolirano kronmsko DNA smo analizirali z 1 %
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agarozno gelsko elektroforezo pri 100 V 2 uri (r&l gmo nanesli standard lambda
DNA/Hindlll). Pri izolaciji sta mi pomagali Karmedierki¢ in Spela Jalen.
S gPCR smo ugotovili delez prisotne plazmidne DIEAgba 16).

3.3.2.4.3.3Ci&enje plazmidne DNA s CIM-diski

Plazmidno DNA smaistili na aparatu HPLC KNAUER IEC z uporabo monuaditkolone

s kromatografskim nosilcem CMRi=*€ (Convective Interaction Media). Diameter diska je
bil 16 mm, debelina pa 3 mm. V kolono smo vstata diska s skupnim volumnom 0,68
ml. Pred l@ébo smo kolono &stili z 0,5M KOH in jo ekuvilibrirali s pufrom A, pfrom B in
zopet pufrom A (pufer A = 20 mM TRIS/HCI, pH=7,4yfer B = 20 mM TRIS/HCI; 1M
NaCl, pH=7,4).

Vzpostavili smo gradient pufra B v 30 volumnih koo (priblizno 20 ml pufra B—
trajanje l@ébe 20 min.) Pretok pufra preko kolone je bil 1 miinMerili smo pri 260 nm.
Kot vzorec smo nanesli izolirano plazmidno DNA {@€2.2.5.1) Na kolono smo nanesli
700l plazmidne DNA s koncentracijo 1 mg/ml.

Ciscenje temelji na ionsko izmenjevalni kromtograffipiranje plazmidne DNA povzEd
visokokoncentriran NaCl, ki z DNA tekmuje za vezawa kolono. Spiranje smo
pricakovali in dosegli pri 70 % pufra B. Po k@mem spiranju smo izvedli elektroforezo
pri 100 V 30 min. Analizirali smo vzorce frakcijjek so bili vrhovi na kromatogramu.
Ugotovili smo, da najwgi vrh predstavlja plazmidno DNA, ki pa sedasi spira do zadnje
frakcije.

Cisenje smo ponovili na enak #a, le da smo nekoliko spremenili pufer B in podal
¢as vzpostavljanja gradienta in izpiranja s 100 %rguB. Koncentracijo NaCl smo
poveali, da bi dosegli hitrejSe spiranje plazmidne DNwse tri oblike se sperejo
naenkrat)¢as spiranja pa smo podaljSali, da bi se spralakitminosomska DNA, ki je na
kolono ma@neje vezana zaradi velikosti in poskatk veje kolicine negativnih nabojev.

Na kolono smo nanesli 750 plazmidne DNA s koncentracijo 1 mg/ml.

VVVVV

3.3.2.4.3.4i8¢enje plazmidne DNA iz gela

Uporabili smo E-gel (1.2 % agarozni gel; InvitroyjeBlektroforeza je tekla pri 65 V 40
min.

Lise ustrezne velikosti, ki so vsebovale CCC oblikazmidne DNA smo izrezali iz gela.
DNA smo iz gela eluirali s kitom: PromeétsV Gel and PCR Clean-Up System.
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3.3.3 Doldanje Stevila kopij plazmidov pri realnih vzorcih
3.3.3.1Vzorci

Kot vzorce smo uporabili bakterijski s&:coli BL21(DE3) z rekombinantnim plazmidom
pPET9a-Fopt5 (glej 3.1). Bakterije smo gojili pri’Z5v gojig&u LBP/kan30 do OEy=10 v
petih paralelkah. Po odvzemu smo jih toplotno odlddl0 min na 95°C (glej 3.3.2.3.).
SKP smo doldlili tudi pri enakih vzorcih s katerimi smo SKP piedno doléili z
agarozno gelsko elektroforezo. Ti vzorci niso taplotno obdelani.

3.3.3.2 Metoda

Ko smo z optimizacijo metode dalb vse parametre izvedbe reakcije, smo Steviloijkop
plazmidov dolgili pri realnih vzorcih. Uporabili smo SYBR Greererijo, z&etne
oligonukleotide, ki se veZzejo na nekodif@joegiji, in standardne pogoje reakcije (glej
poglavje 3.3.1.4.). Reakcijske meSanice smo prifptieot je opisano v poglavju 3.3.1.3,,
le da smo vzeli 2,1l vzorca, preostali volumen pa smo dopolnili z voa plogico smo
nanesli referefni material: negativno kontrolo (glej 3.1.) in imaho plazmidno DNA v
razmerju 1:1 (2,5 10°x redtene bakterijske kulture in 0,6 10°x redtene izolirane
plazmidne DNA s koncentracijo 20 pdy.

3.3.3.3 Obdelava podatkov

Za vse vzorce smo pripravili serijo @@y (10°x, 510°x, 10fx, 510%%). Uginkovitost
pomnozevanja smo daliti iz relativne standardne krivulje za plazmid knomosom
vsakega vzorca posebej (Eba 10). Za doléitev winkovitosti smo izbrali standardno
krivuljo s Stevilom tak, pri kateri je bil korelacijski koeficient najyignad 0,99). Stevilo
kopij plazmidov smo v tem primeru zaradi neenakiinkovitosti pomnozevanja za
kromosomsko in plazmidno DNA izfanali po Pfafflov-em modelu (Etha 12). SKP
smo dolgili pri Stirih redtitvah vzorca (pri vsaki paralelki po tri rétve). Za vsak vzorec
smo izrgunali SKP kot povprge razlinih reditev vzorca.

Ucinkovitosti pomnoZevanja smo delb tudi za izolirano plazmidno DNA in negativno
kontrolo.
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3.3.4 Ovrednotevnje metode qPCR
3.3.4.1 T@nost in ponovljivost

Tocnost metode smo dalali z referednim materialom. Plazmidno in kromosomsko DNA
ter plazmidno DNA in bakterije smo zdruzili v izl razmerjih. Nato smo ta razmerja
dolccili s gPCR in izrégunali poAACt metodi z eksperimentalno déémo inkovitostjo
pomnoZevanja plazmida. V odstotkih smo podali qustge povpréno dolaéenega SKP
od pripravljenega razmerja za celotno ojadvantifikacije od 1:1 do 1:250.

Ponovljivost metode smo daliti s standardno deviacijo treh paralelk in koedimiom
variacije za Ct vrednosti in dalenega SKP znotraj ene plice (intrassay coefficient of
variation) in med osmimi razinimi plogicami (interassay coefficient of variation).
Nekateri avtorji ponovljivost metode délo samo na podlagi Ct vrednosti, kar pa je
sporno (glej rezultate in razpravo). TakSno daitge ponovljivosti je nagao, saj so Ct
logaritemske vrednosti in podajo n&pa oceno variabilnosti.

3.3.4.2 Specitinost

Speciféno vezavo z&etnih oligonukleotidov in sond smo preverili s paravo sekvenc z
orodjem BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) NCBI (National Center of
Biotechnology Information). Poleg tega smo bakeéety plazmida ne vsebujejo (negativha
kontrola) pomnozevali z Zatniki, ki se specitino vezejo na plazmidno DNA.

Specifénost smo pri uporabi SYBR Green kemije ugotavljaldi s pregledovanjem
talilnih krivulj. Vsak speciiten amplikon ima svojo z&d@no Tm. Z NTC (no template
control), pri kateri smo v reakcijo nhamesto vzodmdali vodo, smo preverili nastanek
dimerov z&etnih oligonukleotidov.

3.3.4.3 Meje zaznave in kvantifikacije

Pripravili smo serijo retitev za plazmidno in kromosomsko DNA, v razponuld® enot
(od koncentriranega-100 nd/ido 10x redienega vzorca, kar je v nasem primeru pomenilo
od 6-18°do 0 kopij DNA). S gPCR smo dafali prisotnost vzorcev v jamicah.

Za dolaitev meje zaznave bakterijske kulture smo pripraselrijo recitev v razponu 7
log enot (od koncentrirane do 0 rectene kulture OD=10). MoZnost inhibicije
pomnoZevanja smo preverjali s pafjmlPC (interna pozitivha kontrola).
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Za mejo zaznave smo dalb tisto rectitev (kolicino DNA oz. bakterij), kjer smo v vseh
paralelkah Se zaznali pomnozevanje. Za spodnjo rkegntifikacije pa retitev ko
koeficient variacije Ct treh paralelk ni bilgeod 1 % za kromosom oziroma plazmid ter 2
% za bakterije. Za zgornjo mejo kvantifikacije sdaocil tisto kolicino DNA in bakterij v
reakciji, ko se ze znatno pojavi inhibicija.

3.3.4.4 Obmge linearnosti in kvantifikacije

Obmaje linearnosti smo dot@li iz standardne krivulje. Kot linearno smo dolotisto
obmaje, kjer so se tike prilegale premici in je bil korelacijski koefégit 0,99 (B=0, 99).
Naklon standardnih krivulj je bil med 3.2 in 3.9rkustreza tinkovitosti pomnoZevanja
105 % in 80 %.

V realnih vzorcih sta bakterijska in plazmidna DNAisti celici, zato smo tudi z
refere@nimi materiali (kromosom:plazmid, bakterija:plazm#ll:1, 1:10, 1:50, 1:75,
1:100, 1:150, 1:200, 1:250, 1:1000) potrdili okedvantifikacije.

SKP na kromosom, ki ga v bakterijskih kulturah néfalvzorcev priakujemo, je 1:25 do
1:250.

3.3.4.5 Robustnost

Za oceno robustnosti (6btljivost na manjSe, vendar namerno uporabljenerspmbe pri
razvoju metode) smo pregledali kateri parametsesmed razvojem metode spreminjali.
Tekom eksperimentalnega dela smoékvat zamenijali kemikalije, poskuse smo ponavljali
ob razleénih dnevih, uporabili smo ¥&rat izolirano DNA, bakterije smo gojili v razhih
gojiséih.
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4 REZULTATI

4.1 DOLQCANJE POVPRENEGA STEVILA KOPIJ PLAZMIDOV Z AGAROZNO
GELSKO ELEKTROFOREZO (REFERESNA METODA)

Dolo¢eno Stevilo SKP z agarozno gelsko elektroforezkegrijeta Preglednici 8 in 9.

Preglednica 8: Iz&n SKP z agarozno gelsko elektroforezo z upostevaniseh vrednosti gelov A in B in

treh razlénih osvetlitev (A1, A2, A3)

GEL Al GEL A2 GEL A3 GEL B1
PCN (nanos 1QL) 96 + 21 84 + 20 73+11 730
PCN (nanos 2QL) 94 +8 796 85+2 68 +11
PCN (nanos 3@L) 91+5 615 66+ 3 85+4
PCN (nanos 4QL) 1320 66 + 13 86+ 1 /
PCN (nanos 5@L) 132+ 6 88+4 95+5 /
PCN povpréje 86+20 CV=23%
(upoStevan faktor 1,36)* GEL A1 GEL A2 GEL A3 GEL B1
PCN (nanos 1QL) 127 £ 27 112 £ 26 96 + 16 9%6+1
PCN (nanos 2QL) 121 £10 102 £ 8 108+1 88 +15
PCN (nanos 3@L) 112 +6 767 81+3 108 £5
PCN (nanos 4QL) 169 +3 83+21 108 +3 /
PCN (nanos 5@L) 171 +3 99 +12 106 £11 /
PCN povpréje 109 +26 CV=24 %

*1,36 je korekcijski faktor, s katerim pomnoZimeednosti za CCC obliko plazmida, ker ima po vezaiarE

nizjo fluorescenco od ostalih dveh oblik

CV (brez faktorja)= 23 %; CV (s faktorjem)= 24 %

Preglednica 9: Iz&ain SKP z agarozno gelsko elektroforezo z upoStevarzbranimh vrednosti gelov A in

B in treh razlénih osvetlitev (A1, A2, A3); izldene so meritve, ki znatno odstopajo (»outliers«)

GEL Al GEL A2 GEL A3 GEL B1
PCN (nanos 1QL) 96 + 21 84 + 20 73+11 730
PCN (nanos 2QL) 94 +8 796 85+2 68+ 11
PCN (nanos 3@L) 915 61+5 / 85+4
PCN (nanos 4QL) / / 86+1 /
PCN (nanos 5QL) / 88 +4 95+5 /
PCN povpréje 83+11 CV=13%
(upoStevan faktor 1,36)* GEL A1 GEL A2 GEL A3 GEL B1
PCN (nanos 1QL) 127 £ 27 112 £ 26 96 + 16 9%6+1
PCN (nanos 2QL) 121 £10 102 £ 8 1081 88 +15
PCN (nanos 3@L) 112 +6 767 / 108 £5
PCN (nanos 4QL) / / 108 + 3 /
PCN (nanos 5@L) / 99 +12 106 £11 /
PCN povpréje 104 +13 CV=13%

*1,36 je korekcijski faktor, s katerim pomnoZimeednosti za CCC obliko plazmida, ker ima po vezaiarE

nizjo fluorescenco od ostalih dveh oblik
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CV (brez faktorja)=13 %; CV (s faktorjem)=13 %

12 13

dadguu
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Slika 10: Slika gela A, ki smo ga denzitometriwdi dol@itev SKP; pricemer je v jamici 5t. L DNA, 2 in 3
sta standarda za plazmid, 4 - 13 pa so vzorci rianos 10l; 6 in 7 2Qul; 8 in 9 3Qul; 10 in 11 4@l; 12 in
13 5Qul ). S¢rko A je ozngena kromosomska DNA, B je oblika plazmida odpridrC je linearna oblika,
D pa CCC oblika plazmidne DNA.

Pri dolatanju Stevila kopij plazmidov z agarozno gelsko #lgforezo smo ob upoStevanju
vseh Zepkov na gelu Stevilo kopij plazmidov ddlodo 23 % natatno (CV=23)
(Preglednica 1). V primeru, ko smo v izua vkljuili le izbrane Zepke (nismo upoStevali
Zepkov, ki so odstopali zaradi pretnega signala in tistih pri katerih je DNA »usSla ¥gn
pa smo Stevilo kopij plazmidov daid do 13 % natatno (CV=13) (Preglednica 2).
Doloceno Stevilo kopij plazmidov se v nobenem od obemgmov (upoStevanje vseh in
upoStevanje izbranih vrednosti) ni bistveno raalido in je znaSalo okrog 100 kopij.
Velike pa so bile razlike v variabilnosti. Ugotavdimo, da ima velik vpliv na doditev
Stevila kopij korekcijski faktor, ki ga moramo pizratunu SKP upoStevati, saj v
nasprotnem primeru dobimo 20 % nizje vrednosti (SKiiboStevanjem faktorja je okrog
100 kopij, brez uposStevanja pa 80 kopij).
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4.2 DOLQCANJE STEVILA KOPIJ PLAZMIDOV S KVANTITATIVNO VERIZNO
REAKCIJO S POLIMERAZO

4.2.1 Optimizacija metode qPCR

4.2.1.1 Optimizacija koncentracij &tnih oligonukleotidov in sond za amplikon na
nekodiraj@i regiji

TagMan kemija
Optimizirali smo koncentracije zatnih oligonukleotidov in sond za nekodir&joegiji na

plazmidu in kromosomu in tako dosegli optimalne ggegpomnozevanja.

Optimizacija koncentracij Zatnih oligonukleotidov

S primerjavo Ct vrednosti vidimo, da sprememba kotracij z&etnih oligonukleotidov
nima vpliva na pomnozZevanje DNA (Slika 11 in Slik2), saj so razlike v Ct vrednostih
manjSe od enega cikla.

o5/ 3 [nM/nM]
@ F900/R900

0O F900/R600
0O F900/R300
B F600/R900

Ct

O F600/R600
@ F600/R300
O F300/R900
B F300/R600
@ F300/R300

k 10"4x k 10"3x k 10"2x k 10x k 100ng

redéitve kromosomalne DNA

Slika 11: Primerjava Ct vrednosti razlih koncentracij 3" in 5~ z&tnih oligonukleotidov za amplikon na
kromosomu (préemer sta 3" in 5 oznaki za¢adna oligonukleotida, ki se vezeta na 3" in 5" konE je 5
forward, R pa 3 reverse &tni oligonukleotid; 900, 600, 300 so oznake komi@ij [nM] ).
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redéitve plazmidne DNA

Slika 12: Primerjava Ct vrednosti raglih koncentracij 3" in 5° Z&tnih oligonukleotidov za amplikon na
plazmidu (pricemer sta 3" in 5° oznaki zatedna oligonukleotida, ki se vezeta na 3" in 5" konE je 5
forward, R pa 3 reverse &tni oligonukleotid; 900, 600, 300 so oznake kot [nM] )

Izratunane dinkovitosti pomnoZevanja se pri raglih koncentracijah z#tnih
oligonukleotidov med seboj skoraj ne razlikujejoa Kromosom znaSajo 101 % in za
plazmid 88 %.

Iz rezultatov lahko sklepamo, da tako pri kromosprkot pri plazmidu spreminjanje
koncentracij zéetnih oligonukleotidov ne vpliva na&mkovitost pomnozevanja DNA.

Optimizacija koncentracije sond

Ce med seboj primerjamo Ct vrednosti, pa vidimo,sdaz zviSevanjem koncentracije
sonde Ct vrednost zniZuje (razlika med 150 in 30Dje pri kromosomu 0,5 cikla, pri
plazmidu pa 1 cikel). To pomeni, da prenizke koti@aije sonde predstavljajo omejitveni
dejavnik pri pomnozevanju DNA. V literaturi zasled, da so priporéene koncentracije
sonde 200 nM in 250 nM (Applied Biosystems). V mag®gimeru je Ct vrednost najnizja,
¢e uporabimo koncentracijo sonde 300 nM (Slika 13).
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redéitve plazmidne in kromosomalne DNA

Slika 13: Primerjava Ct vrednosti razlih koncentracij sond za amplikon na kromosomulazmidu (pri
¢emer je k kromosomska DNA, p pa plazmidna DNA)

Pri uporabi sond je pomembna tudi fluorescencg keliko veja pri kromosomu, kot pri
plazmidu (Slika 14).Ce Zelimo oba primerjati med seboj (z relativno Kifécijo)
morata biti fluorescenci priblizno enakiie bi hoteli izenditi fluorescenco, bi morali
uporabiti nizjo koncentracijo sond pri kromosomupr(n pri kromosomu bi vzeli
koncentracijo sonde 200 nM, pri plazmidu pa 300 niizZheremo kompromis med jakostjo
fluorescence in Ct vrednostjo, kar lahko storiteje sprememba manj kot 1 cikel.

3,5
| 300k
31 @ 250k
2,5 4 | 200k
g 2| 0 150k
= mo
[3) 4
s 15 @ 300p
14 | 250p
0,5 0 200p
0O 150p
04
k 100ng, p 10"2x  k 10x, p 10"3x  k 10"2x, p 10Mx k 10"3x, p 10"5x k 10"4x, p 10"6x NTC
redéitve kromosomalne in plazmidne DNA

Slika 14: Primerjava fluorescence rémih koncentracij sond za amplikon na kromosomulazmidu (pri
¢emer je k kromosomska DNA, p plazmidna DNA, NTCgaté/na kontrolna reakcija, delta Rn pa razlika
relativnih enot fluorescence)
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Pri spreminjanju koncentracij sond smo ddlo ucinkovitost pomnozevanja za
kromosomsko DNA 84 %, za plazmidno DNA pa 85 %, jarza koretno izvedbo
nadaljnjih poskusov dovolj dobro (dobra je Zelovitost pomnoZevanja nad 80 %).

SYBR Green kemija
S pregledovanjem talilnih krivulj smo ugotovili, deespecifini produkti in dimeri pri

koncentraciji z&etnih oligonukleotidov 100 nM ne nastajajo. Talibeenperature (Tm) za
posamezne amplikone so prikazane v Preglednici 10.

Preglednica 10: Tm za amplikone na kodiéajo nekodiraja@i regiji plazmidne in kromosomske DNA

Kromosomska DNA Plazmidna DNA
kodirajota regija 80,0°C 85,2°C
nekodiraj@a regija 75, 2°C 83,4°C

Razlike v Tm za posamezen amplikon so manj kot 1°C.

V jakosti flurescence zaradi raatie dolzine amplikonov ni bistvenih razlik (amplikoa
plazmidu je dolg 94 bp, na kromosomu pa 87 bp} gatahko primerjamo med sebo;.

Iz naklona relativne standardne krivulje smo didla¢inkovitosti pomnozevanja, ki je za
izoliran kromosom (prva izolacija) in plazmid (prizalacija) priblizno enaka (85 %).

Iz rezultatov vidimo, da lahko namesto TagMan Keraporabljamo SYBR Green kemijo,
saj ne prihaja do nastanka nespénih produktov in dimerov Z&tnih oligonukleotidov,
u¢inkovitosti pomnozevanja so dobre, razlike v fllsmenci zaradi razlike v dolzini
amplikonov pa zanemarljive.

4.2.1.2 Izbira ustreznih amplikonov (kodir&gdnekodirajoa regija)

TagMan kemija

Z obdelavo bakterijskih vzorcev z RNazo smo s prjaw® Ct vrednosti ugotovili, da je
pri amplikonih na kodiraj@i in nekodiraj@i regiji Ct nizji pri bakterijskih vzorcih
neobdelanih z RNazo, po obdelavi pa se Ct zviseg{€dnica 11, Slika 15). To pomeni, da
je pri neobdelanih vzorcih ¥ezhodnega materiala, ki se pomnoZzuje. Vidimo, alaazlike

v Ct vrednostih vge pri pomnozZevanju amplikonov na kodirdjoregiji kot na
nekodiraj@i regiji (razlika 2-4 cikle), kar pomeni da obstaj@@oznost vezave zatnih
oligonukleotidov in sond na mRNA.
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Preglednica 11: Razlike v Ct vrednostih med z RNatzelanimi in neobdelanimi vzorci (TagMan kemija)

kromosom (razlike med obd. inplazmid (razlike med obd. in
neobd. vzorci) neobd. vzorci)

z&tetni oligonukleotidi (nekod. regija) 2-8 1-7

zasetni oligonukleotidi (kod. regija) 4-14 4-8

14

12

O 10x

0 10%2x
B 10"3x
| 10Mx

razlike Ct vrednosti

krom | plaz

kultura 1 kultura2 kultura 1 kultura 2

nekodirajoCe regie kodirajoce regije

Slika 15: Razlike v Ct vrednostih med z RNazo ohdehi in neobdelanimi vzorci (TagMan kemija)

Na podlagi teh rezultatov smo se dafilip da bomo uporabljali zgetne oligonukleotide in
sonde, ki se vezejo na nekodi@aegijo DNA, ker na ta rin izlo¢imo moznost vezave
sond in z&etnih oligonukleotidov na mRNA.

SYBR Green kemija

Pri uporabi SYBR Green kemije so razlike v Ct vmestih vzorcev obdelanih in
neobdelanih z RNazo med ¢eaniki, ki se vezejo na kodirajoin nekodiral@i regiji
manjSe, kot pri uporabi TagMan kemije (razloga @aane poznamo). To prikazujeta
Preglednica 12 in Slika 16.

Preglednica 12: Razlike v Ct vrednostih med z RNafdelanimi in neobdelanimi vzorci (SYBR Green
kemija)

kromosom (razlike med obd. inplazmid (razlike med obd. ip
neobd. vzorci) neobd. vzorci)

z&tetni oligonukleotidi (nekod. regija)] 4-11 2-10

zasetni oligonukleotidi (kod. regija) 4-12 5-10
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Slika 16: Razlike v Ct vrednostih med z RNazo obdihi (kultura 1) in neobdelanimi vzorci (kulturd 2
(SYBR Green kemija)

Pri uporabi zé&etnih oligonukleotidov za kodirajo regijo ni bistvenih razlik v Ct
vrednostih pri uporabi TagMan in SYBR Green kemi{@b uporabi zéetnikov za
nekodiraj@o regijo pa so razlike v Ct vrednostih tako pri elaghih kot pri neobdelanih
vzorcih nizje. V primeru uporabe SYBR Green kensge razlike v Ct vrednostih med
amplikoni bolj primerljive (razlika 1-2 cikla).

Na podlagi teh rezultatov smo se aiillipda bomo uporabljali SYBR Green kemijo.

4.2.1.3 Obdelava vzorcev bakterijske kulture pozedw iz fermentorja

Zeleli smo ugotoviti najprimerne;jsi (najenostavijeficin predhodne obdelave vzorcev iz
fermentorja. V poskusih smo uporabljali SYBR Gré&emijo.

Ugotovili smo, da predhodna obdelava vzorcevmaovpliva na pomnozevanje DNA. Ct
vrednosti za plazmid prikazuje Slika 17, za kronmogza Slika 18. Vidimo, da so razlike v
Ct vrednostih zaradi raZhe predhodne obdelavede pri plazmidni (tudi do 20 ciklov)
kot pri kromosomski DNA (do 3 cikle).

Najnizji Ct smo doleili v vzorcih, ki so bili najprej toplotno obdelam nato zamrznjeni.
Poleg tega so se bolje obnesli necentrifugiraniraizdri centrifugiranju se bakterije
namre& zdruzijo v skupke in jih tezko enakomerno resugigamo, kar lahko povzto
neenakomerno kdlino bakterij v posameznih PCR reakcijah (v posantemmicah). To
privede do velike variabilnost rezultatov. V primeida centrifugiramo manjasa, ali pa
uporabimo manj obratov, pa se lahko zgodi, da wadjem supernatanta odlijemo tudi
del bakterij, kar ima za posledico visje vredn@ti
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TakojSnje zamrzovanje in kasnejSa toplotna obdetiajata slabSe rezultate. NajslabSe
rezultate pa smo dobilée smo vzorce najprej zamrznili, nato centrifugiialinazadnje
toplotno obdelali.

Ugotovili smo, da imajo niZje Ct vrednosti vzordbdelani na 95 °C, trajanjgasovne
obdelave pa na Ct vrednosti bistveno ne vplivakgrabdelava bakterijskih kultur iz obeh
goji& je v obeh goji&ih dala enake rezultate (Sliki 17 in 18).
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Slika 17: Razlike Ct vrednosti plazmidne DNA r&nb obdelane bakterijske kulture iz fermentorja z
goji&em GYSP (SYBR Green)
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Slika 18: Razlike Ct vrednosti kromosomske DNA i&mb obdelane bakterijske kulture iz fermentorja z
gojis¢em GYSP (SYBR Green)

Preverili smo tudi ali z vsako od teh obdelav enalglivamo na kromosomsko in
plazmidno DNA, to je enako spi@nje iz celic, ali katera moge propada hitreje,...
Ugotovili smo, da se v primeru nekaterih obdelaenkosomska in plazmidna DNA
obnaSata druge (odstopanje od regresijske premice). Zaradi sagd@e obdelave manj
primerne (Preglednica 13 in Sliki 19A, 19B).
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Preglednica 13: Odstopanje ré&nb obdelanih vzorcev od regresijske premice

vzorci, ki bolj odstopajo od regresijske premice | zorci, ki manj odstopajo od regresijske premice

neobdelana 95°C

neobdelana zamrznjena 99°C

zamrznjena 95°C centrifugirana 95°C
zamrznjena 99°C centrifugirana 99°C

centrifugirana zamrznjena 95°C
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Sliki 19A in 19B: Odstopanje razmerja kromosom:piét razliéno obdelanih vzorcev od regresijske
premice v dveh raalhih gojiih (slika A goji&e LYSP, slika B pa gojt& GYSP). V obeh primerih smo
uporabili 16x redtene vzorce. Sliki prikazujeta vzorce, ki manj o@sio od regresijske premice

Iz slik vidimo (Sliki 19A in 19B), da razine obdelave razino vplivajo na kromosomsko
in plazmidno DNA. V primeru, ko smo vzorce po odveeiz goji¥a obdelali 10 min na
95°C, je bilo odstopanje od regresijske prenmeajhno, kar kaze na to, da tac¢ma
obdelave vpliva enako na kromosomsko in plazmidi¢ADS takSno obdelavo smo
dosegli tudi najnizje Ct vrednosti (glej Sliki 1@ 18). Zato smo se odiili, da se vzorce
po dovzemu obdela 10 min na 95°C in nato zamrzn@0reC.
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4.2.1.4 Priprava referénega materiala

4.2.1.4.1 Priprava refer&nmega materiala na osnovi iztaanih vrednosti

Iz izracunanega Stevila kopij plazmida in kromosoma na @olovolumen smo razmerje
1:1 dobili z meSanjem ner&ehe kromosomske DNA (100 ng) in*¢0rediene plazmidne
DNA (0,1 ng).

Refererni material smo pripravili z razmerji kromosomskeplazmidne DNA: 1:1, 1:50,
1:100, 1:150, obe DNA pa smo zdruzili v isti jamigiako z absolutno kot z relativho
kvantifikacijo pa smo v tem primeru dalb razmerja 1:1, 1:5, 1:9, 1:9.

Ker je priSlo do tako velikinh odstopanj, smo poskwsovili, tako da smo plazmidno in
kromosomsko DNA zdruzili v isti jamici poleg tega pmo pripravili reakcije za obe DNA

v locenih jamicah. Pripravili smo razmerja 1:1, 1:1a,0D, 1:1000.

Dolo¢ena razmerja v primeru zdruzenega vzorca (kromdsgohazmid v isti jamici) niso
bila enaka izréunanim v primeru leenih reakcij pa so se ujemala (Preglednica 14). Iz
vnosa plazmidne in kromosomske DNA \éoi reakciji smo sklepali da je izolirana
plazmidna DNA verjetno kontaminirana s kromosomiskobratno.

Preglednica 14: Iztanana in doldena razmerja med kromosomsko in plazmidno DNA

Izra¢unano razmerje 11 1:10 1:100 1:1000
Dolo¢eno razmerje (kromosom + plazmid v isti jamici) 1.1 | 12 1:6, 1:10
Dolo¢eno razmerje (kromosom, plazmid ¥émih jamicah)| 1:1 1:11 1:93 1:979

Ko smo v reakcijo I&eno vnesli plazmidno in kromosomsko DNA in oba ezotestirali
na prisotnost plazmidne in kromosomske DNA, smadiokontaminacijio.

Ocenili smo, da je bila kontaminacija plazmida emf@osomom okrog 4 % (glede na Stevilo
kopij), kontaminacija kromosoma s plazmidom pa 44gkéde na Stevilo kopij).

S ponovno izolacijo kromosomske DNA iz sévacoli brez plazmida (negativna kontrola)
smo dobili¢isto plazmidno DNA (kontaminacija s plazmidom j&aldanemarljiva).

Pri ponovni izolaciji plazmidne DNA ravno tako nisrdosegli ustrezné&stosti, zato smo
jo dodatnciistili na gelu. Ugotovljena kontaminacija plazmidD&IA s kromosomsko po
¢iséenju na gelu je bila okrog 1 % (kar pomeni eno jopiromosoma na sto kopij
plazmida).

Cis¢enje s CIM-diski ni pripomoglo k odstranitvi kronwaske DNA iz izolirane
plazmidne DNA.
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4.2.1.4.2 Priprava refer&mega materiala na osnovi prekrivanja amplifikachdtivul]

Refererni material: izolirana kromosomska DNA,; izolirapiazmidna DNA

Refereni material smo ponovno pripravili z novo izoliran@azmidno DNA, ki je
vsebovala manj kromosomske DNA. Kromosomsko inmpldno DNA smo pripravili v
razmerjih 1:1, 1:10, 1:50, 1:75, 1:100, 1:125, 0:13:200, 1:250, 1:1000 in dgib kot
prikazujeta Slika 13 in Preglednica 8. Pri nizjgemerjih do (1:100) smo dobili enak
rezultat, ne glede na to ali sta bila kromosomskADn plazmidna DNA pomeSani ali
lo¢eni. Referetinega materiala 1:1000 nismo uspeli pripraviti, @&p zaradi prevelike
kolicine DNA v reakciji in pojava inhibicije (vzeti bi amali vsaj 10x bolj retene
koli¢ine). Ugotovljeno Stevilo kopij in standardne devyje prikazujeta Preglednica 15 in
Slika 20:

Preglednica 15: Dol@no Stevilo kopij plazmidov v referémem materialu (Isena kromosom:plazmid)

razmerje k:p 1:1 1:10 1:50 1:75 1:100 1:125 1:150:20Q | 1:250
dolateno SKP 1 9 54 87 100 120 156 205 251
SD (SKP) 0,08 0,74 3,00 6,92 9,33 7,40 14,00 16,072,89
CV (%) (SKP) | 8,11 7,96 5,54 7,89 9,33 6,12 8,94 17,8 5,13
SD (Ct) 0,07 0,06 0,07 0,06 0,07 0,06 0,06 0,06 60,0
CV (%) (Ct) 0,35 0,38 0,19 0,50 0,61 0,61 0,54 0,550,23
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Slika 20: Dol@eno Stevilo kopij plazmidov in SD v refergrem materialu (kromosom:plazmid)

Povpréen koeficient variabilnosti, ki smo ga ddid pri dolo¢anju SKP je bil 7,7 %.
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Refererni material: cele bakterije; izolirana plazmidna AN

Razmerje 1:1 smo za netransformirano baktétijcoli in plazmid, dolgili z meSanjem

2,5ul 10°x rezdene bakterije in ful 10°x rediene plazmidne DNA.

Pripravili smo ju v razmerjih 1:1, 1:10, 1:50, 1;25100, 1:125, 1:150, 1:200, 1:250,

1:1000 in dolgili kot je prikazano v Preglednici 16 in na Slil9.1
S kontrolno DNA (IPC internal pozitive control) smagotovili, da pri 16x redtenih

vzorcih ni bilo inhibicije, zato smo uporabljali kencentracije. Pri vzorcih réenih 10x

in vet je ponovljivost doldenih Ct vrednosti za bakterijo slaba.

Preglednica 16: Dolano Stevilo kopij plazmidov v referémem materialu (bakterija:plazmid)

razmerje B:p 1:1 1:10 1:50 1:75 1:100 1:125 1:150:20Q | 1:250
Dolo¢eno SKP | 1 10 48 71 101 119 153 202 258
SD (SKP) 0.22 2.17 10.5 15.87Y 25.00 26.34 33/70 .1845 60.63
CV (%) (SKP) | 22.13| 22.40] 22.13 22.4p 24.45 22.06 .1@2| 22.42 | 23.50
SD (Ct) 0,03 0,20 0,11 0,11 0,19 0,22 0,2( 0,3 40,7
CV (%) (Ct) 0,14 0,87 0,50 0,52 1,02 1,0 0,92 1,501,22
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Slika 21: Dol@eno Stevilo kopij plazmidov in SD v referarem materialu (bakterija:plazmid)

Povpréen koeficient variabilnosti, ki smo ga ddid pri dolo¢anju SKP je bil

22.7 %.

Tako v primeru izoliranega kromosoma kot baktaripsse priblizali izbranim razmerjem
med genomsko in plazmidno DNA. V primeru baktedjje bil koeficient variabilnosti (23

%) veliko veji kot v primeru izoliranega kromosoma (8 %).
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4.2.1.5Ci&enje plazmidne DNA s CIM-diski

Izolirali smo 2 ml plazmidne DNA s koncentracijorig/ml in ¢istosti Q. 260/A280= 1,73).

Pocis¢enju s CIM-diski smo prisotnost plazmidne DNA v aogeznih frakcijah dotali z
agarozno gelsko elektroforezo. Ugotovili smo, dgesplazmidna DNA eluirala pri 70 %

s e
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Slika 22:Cis¢enje plazmidne DNA s CIM-diski

S ¢is¢enjem plazmidne DNA s CIM-diski nam ni uspelo dodabdstraniti kromosomske
DNA. V tem primeru je Slo za preliminarne poskupeirebne pa bi bile Se dodatne
raziskave, s katerimi bi bolj zanesljivo ugotoviporabnost metode za ta namen.

4.2.2 Dol@anje Stevila kopij plazmidov pri realnih vzorcih

Dolocali smo Stevilo kopij plazmidov za dva tipa vzorcezorce, ki smo jih po gojenju
toplotno obdelali na 95°C 10 min (glej 4.2.1.3)taplotno neobdelane vzorce, ki smo jih
kvantificirali tudi z agarozno gelsko elektroforeZeostopek prikazuje Slika 23, rezultati
pa so prikazani v Preglednicah 17 in 18.
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Preglednica 17: Dol@nje Stevila kopij plazmidov pri realnih vzorcihefmeodvisnih stresanih kultur, ki so
bile pred analizo toplotno obdelane in toplotno bibadan vzorec, katerega smo predhodno analizirali z
gelsko elektroforezo. Vse vzorce smo analizirdtieh paralelkah. )

vzorec Povpré&no SKP+ povpréna SD (povpréen CV %)(za tri paralelke)
obdelan vzorec 1 81+ 3 % (4 %)
obdelan vzorec 2 92+ 7 % (7 %)
obdelan vzorec 3* 51+ 4 % (7 %)
obdelan vzorec 4 99+ 8 % (8 %)
obdelan vzorec 5 99+ 9 % (%)
neobdelan vzorec 6315 % (8 %)

* yzorca pri r&unanju povpr&a nismo upoSevali zaradi velikega odstopanja aalibs

Preglednica 18: Povptee vrednosti SKP za obdelane vzorce 1, 2, 4in 5
Povpré&no SKP+ povpr&na SD (povpréen CV %)

obdelani vzorci 1, 2, 4in 5 93+ 7 %

Vzorec

— v

1. paralelka* 2. paralelka* 3. petkha*

nanos na plasco v treh paralelkah nanos na plégo v treh paralelkah

\:anos na placo v treh paralelkay
\/

iz Ct vrednosti nariSemo relativno standardnowjov(sk) za vsako paralelko posebej

iz naklona sk izraunamo dinkovitost pomnozevanja (Formula 10) za vsako gdkalposebej

|

po formuli izra&tunamo SKP (Formule 12-15) za vsako paralelko pgsebe

|

izratunamo povpréen SKP za vse tri paralelke

* \V/zorce po odvzemu toplotno obdelamo

Slika 23: Prikaz poteka od gojenja vzorcev dodara SKP

Z refereino metodo agarozno gelsko elektroforezo smodolBKP 109 kopij. Za iste
vzorce smo s qPCR dait 62 kopij plazmida (Ti vzorci niso bili toplotnobdelani, poleg
tega pa je bila analiza s qPCR narejena nekaj reeskasneje kot analiza z gelsko
elektroforezo. Tudi ti dve dejstvi bi lahko vplivala veliko razliko pri dolditvi SKP z
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obema metodama). V primeru, ko smo vzorce topladbdelali, pa smo dotdi v
povpre&ju 94 kopij plazmida na kromosom (v iZtenu nismo upostevali vzorca St. 3 zaradi
velikega odstopanja od ostalih Stirih vzorcev). iglaitnost, ki smo jo doléli s gPCR je
znaSala najwedo 9 %, kar je veliko bolje od variabilnosti dééme z agarozno gelsko
elektroforezo, ki znasa 23 %.

Ob dola@anju Stevila kopij plazmidov s gPCR smo naleteliprablem zaradi velikega
vpliva winkovitosti pomnoZevanja (E) na dékno SKP, kar smo upoStevali pri izuau.
SKP plazmidov smo iztanali po Enabi 12, brez upostevanega kalibratorja.

4.2.3 Ovrednotenje metode qPCR
4.2.3.1 T@nost in ponovljivost

Povpréno odstopanje eksperimentalno d@oega SKP od izbranega razmerja v ojmo
kvantifikacije od 1:1 do 1:250 je bilo za refeteanmaterial kromosom : plazmid 5,4 % in
bakterija : plazmid 3,1 %, kar prikazuje Preglednl®.

Preglednica 19: Povpteo odstopanje eksperimentalno dégmega SKP od izbranega razmerja v o&§mo
kvantifikacije od 1:1 do 1:250 za refetgin material

razmerje 1.1 1:10 1:50 1.75 1:100 1:125 1:150 Q:201:250
dolocen SKP | 4 | g | 54 | g8 | 100| 121| 157| 206 25
kromosom:plazmid

% odstopanja 7.0 8.2 17.1 0.0 3.3 4.8 29 0|5
dolocen SKP |4 | 19 | 48 78 | 101| 119| 153] 202  25¢
bakterija:plazmid

% odstopanja 3.1 4.5 5.6 1.4 4.5 1.y 0.7 3|2

Povpreéni koeficienti variacije (CV) za referéni material kromosom:plazmid je bil 7,7 %
in bakterija: plazmid 22,7 % za obmfje kvantifikacije 1:1 do 1:250. SD in CV vrednosti
za Ct in SKP treh paralelk posameznih reféném materialov so podane v Preglednicah 15
in 16. CV za SKP in Ct vrednosti osmih rarih plo%ic (testov) so podane v Preglednici
20.
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Preglednica 20: Koeficienti variacije za izoliradkrmmosomsko DNA in bakterije izéanani poAACt metodi

iz surovih Ct vrednosti z eksperimentalno deloo winkovitostjo pomnoZevanja

Stevilka CV (kromosom) | CV (kromosom) CV (bakterije) | CV (bakterije)
plo&ice SKP surove Ct vrednosti| SKP surove Ct vrednosti
Plogica 1 14,8* 0,65

Plo&ica 2 9,8 0,61

Plogica 3 11,7 0,71 33 1,48

Plogica 4 7,7 0,56 24,66 1,33

Plo&ica 5 7,7 0,49

PloZica 6 22,7 0,95

povpreije 9,2 0,59 24,7 1,41

*plostice 1 in plodice 3 (le za bakterije) pri ¢ananju povpr&a nismo upostevali zaradi velikega
odstopanja od ostalih

Vidimo, da se izr&unani koeficienti variacije mimo razlikujejo glede na to ali jih
ratunamo iz doldenega SKP ali iz surovih Ct vrednosti (pri SKP 9rPR25 %, pri surovih
Ct vrednostih pa 0,6 % in 1,4 %), kar nam prikagditne ocene ponovljivosti metode.
PravilnejSe je reunanje CV iz vrednosti SKP, saj gre pri Ct za tiiganske vrednosti, ki
nam podajo nagao oceno variabilnosti.

Ob dola@anju Stevila kopij pri realnih vzorcih, smo daillo CV nizji od 9 % (Preglednica
17).

Iz rezultatov vidimo, da so se odstopanja odéiznanega SKP némo razlikovala glede na
to ali smo pomnozevali izolirano kromosomsko DNAlakterije. V primeru bakterij je
bila ponovljivost manjSa. Vzrok za to bi lahko bdabSa ponovljivost pipetiranja bakterij.
Poleg tega je bilo zaradi nizke koncentracije bakte referenem materialu veliko
sipanje, kar ima za posledico ¢@ variabilnost rezultatov. Zaradi tega bi morai z
refere@ni material izbrati viSjo koncenteracijo bakteNfariabilnost bi lahko zmanjsali
tudi s povéanjem volumna komponent, ki jih pipetiramo. Ob dalgu Stevila kopij
plazmidov pri realnih bakterijskin vzorcih, pa snawolocili koncentracijo bakterij v
linearnem obmgu kvantifikacije in dosegli manjSo variabilnosiztdtatov (<9 %).

4.2.3.2 Specitinost

S poravnavo sekvenc smo potrdili spetib in selektivno vezavo olignukleotidov na
plazmid, katerega SKP smo d&di in vezavo na kromosoi coli.
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S preverjanjem z negativno kontrolo smo dokazalisd z&etni oligonukleotidi vezejo le
na plazmidno in ne tudi kromosomsko DNA, saj signaprimeru bakterij, ki ne vsebujejo
plazmida (negativna kontrola) z uporabdetaikov speciitnih za plazmid nismo zaznali.
Tudi z uporabo SYBR Green kemije smo pri pomnoZgvaosegli visoko specifnost,
saj smo ob pregledovanju talilnih krivulj délb vrh z zn&ilno Tm posameznega
amplikona (Preglednica 3). Werat je bila tezava okuzba z baktergo coli med delom,
saj smo Vv jamici v kateri je bila NTC (non templattrol) zaznali pomnoZevanjé.tem
primeru so bile Ct vrednosti visoke (35), zato ddauni vplivala na rezultat. V primeru
okuzbe smo na talilni krivulji za kromosom zazréhla vrhova z rahlo razinima Tm.

S pregledovanjem talilnih krivulj za NTC kontrolens ugotovili, da dimeri zsetnih
oligonukleotidov ne nastajajo.

4.3.3.3 Meje zaznave in kvantifikacije

Iz pripravljenih serij retitev za plazmid in kromosom v razponu 10 log emob slolcili,

da je zanesljiva meja zaznave 60 kopij. Zaznali sumdo nizje Stevilo kopij, vendar zaradi
stohasiinega efekta pri pipetiranju niso bile vse tri pelled pozitivne. Za mejo
kvantifikacije smo vzeli 100x bolj koncentrirne yze (6000 kopij) kot za mejo zaznave,
ker ni v& prihajalo do sipanje Ct vrednosti (EWn).

Ko smo v reakcijo vnesli 100 ng DNA (6xfkopij), se je ta vedno uspe$no pomnoZila,
vendar se je pojavila inhibicija. Inhibicije zagetoni bilo pri 1 ng DNA v reakciji (6x10
kopij), zato smo to katino (Stevilo kopij) DNA dolgili za zgornjo mejo kvantifikacije.

V primeru dol@anja mej zaznave bakterijske kulture (OD=10) smmmah pomnozevanje
pri 10°x redtenem vzorcu. Sipanje Ct vrednosti pri bakterijahbjo vesje kot pri
izoliranem kromosomu in plazmidu. Za mejo kvantftfe smo vzeli 1t recten vzorec
0z. ko je bil CV Ct vrednosti manjsi kot 2 %.

Zaradi prevelike koncentracije vzorca in ne dowvagredenih komponent goji&a je
prihajalo do inhibicije pomnozevanja vk#juo z 10x redenimi vzorci, zato Smo za mejo
kvantifikacije dolaili 10% redsen vzorec.

4.2.3.4 Obmge linearnosti in obmge kvantifikacije
V primeru izoliranega plazmida in kromosoma smmdiren odziv doldli v razponu 5

log enot (od 6x1Ddo 6x18kopij) , v primeru bakterij pa 2 log enoti (od “ifo 1%
reckeni bakterijski vzorci Ogy=10, to je priblizno 1®bakterij na ml).
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Referene materiale smo pripravili iz 10 redienih bakterijskih vzorcev in potrdili
obmasje kvantifikacije za SKP od 1:1 do 1:250. Se vegmbilo prisotno sipanje zato bi
variabilnost lahko zmanj$ali z uporabo®s0redtenega vzorca. Enako obifj@ smo
potrdili z referednim materialom kromosom : plazmid.

Razmerja 1:1000 nismo uspeli détbnajverjetneje zaradi prevelike koncentracije AM
reakciji in pojava inhibicije.

Za optimalno kvantifikacijo je potrebno bakterijskzorec (ORy=10) rediti 10°x ali
10%%.

4.2.3.6 Robustnost

Parametri, ki so se tekom eksperimentalnega detaspjali so bili:
- zamenjava kemikalije Master Mix raati lot-i in uporaba kemikalij razinih
proizvajalcev
- izvajanje poskusov ob razhih dnevih
« uporaba raztinih vzorcev: veékrat izolirana DNA in razlino pripravljeni bakterijski
vzorci, uporaba razinih goji& za gojenje bakterij
Za oceno robustnosti metode podajamo CV za SKP tirvr€nosti med razihimi
plo&icami.
Ugotovili smo, da zgornji parametri ne vplivajo m&todo.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Danes uporabljajo za dalanje Stevila kopij plazmidov Stevilne metode¢ina izmed njih
pa ima majhno ponovljivost, zahteva velike kimle bioloSkega materiala in je primerna le
za ozko dinangno obmdgje (Lee, 2005; Schmitt, 1995). Zato Zelijjo razvitive, boljSe
metode.

Do sedaj uporabljane metode za dalge Stevila kopij plazmidov so centrifugiranje v
gradientu CsCl (Weisblum, 1979), agarozna gelsk&telforeza (Projan, 1983), HPLC
(Coppela, 1987), kapilarna elektroforeza (Schmit®95), metode, ki temeljijo na
hibridizaciji nukleinskih kislin (Ollson, 1993; Hmebusch, 1992) in na dalanju
aktivnosti reporterskih proteinov (Schendel, 1989).

Ustrezna metoda za daékmje Stevila kopij plazmidov je tudi kvantitativaarizna reakcija

s polimerazo v realnemsasu. Metoda se uporablja na mnogih pépinozaznavanja in
kvantifikacije genov, v literaturi pa v zadnjetasu zasledimo tudi njeno uporabo za
dolocanje Stevila kopij plazmidov (Lovatt, 2002; Lee 080 Providenti, 2005).

V diplomskem delu smo skuSali ugotoviti, ali bi @b kvantitativhe verizne reakcije s
polimerazo v realnentasu lahko uporabljali za ddlanje Stevila kopij plazmidov,
predvsem pa, ali ima kakSne prednosti pred agargelso elektroforezo.

Kot referedno metodo smo uporabljali agarozno gelsko elektezfo, ki je splosSno
uveljavljena metoda za dalanje Stevila kopij plazmidov. Njena izvedba je dawsa in
poceni. Za izvedbo celotnega postopka obstajajdokoti, kar omogoa primerljivost
rezultatov med razinimi laboratoriji. Kvantitativha verizna reakcija [golimerazo v
realnemcéasu pa se za razliko od prej omenjene metode Skenja uporabljati za
dolocanje Stevila kopij plazmidov, zaradi tega sta gmtreoptimizacija in ovrednotenje te
nove metode. Pri optimizaciji metode smo se osmdbpredvsem na izbiro ustreznih
zatetnih oligonukleotidov, kemije (TagMan in SYBR Gndg pripravo refereinega
materiala in obdelavo fermentorskih vzorcev za kii&acijo s qPCR. Za ovrednotenje pa
smo s pomgjo pridobljenih podatkov obe metodi primerjali meeboj glede na naslednje
parametre: @nost, ponovljivost, specifnost, meja zaznave in kvantifikacije, obtje
linearnosti in kvantifikacije, robustnost, tetima zahtevnost izvedbe in cena.
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Pripravili smo protokol izvedbe metode od odvzenzargev pa do kaimega izrduna
Stevila kopij plazmidov (od 1 do 250 kopij) (Slikd).

Slika 24: Dol@anje Stevila kopij plazmidov s qPCR (od 1 do 25fifjo

Odvzem vzorcev iz fermentorja.

Toplotna obdelava vzorcev 15 min na 95°C.

|

Zamrzovanje in shranjevanje na -20°C.

|
Odtaljevanije in priprava rédev pred uporabo za qPCR.

!
Uporaba referamega materiala, ki sluzi kot kalibrator (npr. baige: plazmid = 1:1)

!
Priprava reakcijskih meSanic za qPCR. Uporabal ¥8akcij, SYBR Green kemije in atnih
oligonukleotidov, ki se vezejo na nekodir&aegijo (100 nM). Nanos vzorcev na pld v treh paralelkah.
Uporaba NTC.

!
Izvedba gPCR reakcije z uporabo standardnih pogejekcije.
|

Analiza rezultatov (avtomatska nastavitev baznigelin ro¢na nastavitev vrednosti fluorescentnega praga na
0,1 relativnih enot fluorescence). Po pomnoZevangverjanje krivulje pomnoZevanja, multikomponegime
grafa in talilne krivulje.

Po korgani reakciji r&unalniSka obdelava podatkov z metodo po Pfafflu.

Po kortanem gojenju v fermentorju ali pa v vmesnih fazdtizamemo bakterijske vzorce,
pri katerih zelimo dola&ti Stevilo kopij plazmidov. Pred analizo s gPCR jmoramo
ustrezno obdelati. V literaturi najflaat zasledimo toplotne obdelave vzorcev na 95°C 10
min. (Jacobsen, 2005; Chapman, 2005; Morzsek, 2@BC 15 min. (Bischiff, 2005),
99°C 10 min. (Tao, 2005; Abolmaaty, 1989) in 999 min (O"Mahony, 2002).

S preverjanjem ustreznosti toplotnih obdelav sm#ligto podobnih zakljekov kot zgoraj
navedeni avtorji. Ugotovili smo, da je najprimesSejpbdelava vzorcev na 95°C 15 min,
saj ima enak vpliv na kromosomsko in plazmidno DNAnjo pa dobimo najnizje Ct
vrednosti. Tako obdelane vzorce nato shranimo 04G2saj takojSnja analiza s qPCR
obicajno ni mogda.

Pred analizo je bakterijske vzorce potrebno ustremediti, saj pride pri preveliki
koncentraciji bakterij do inhibicije reakcije (Pidenti in sodelavci so pri pomnozevanju
bakterijskih vzorcev dosegli 20 % nizj&inkovitosti pomnoZevanja kot pri izolirani DNA,
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najverjetneje zaradi prisotnosti inhibitorjev v kegi (Providenti, 2005). Inhibiciji pa se
lahko izognemo z w§m redtenjem vzorca. Ugotovili smo, da je najprimernejSa
koncentracija bakterij (O=10) v obmdju od 1Gx do 10x redtenih vzorcev, kar
pomeni priblizno 1®bakterij na ml.

Ko imamo ustrezno rééne vzorce, pripravimo reakcije za gPCR. Med pateklela smo
optimizirali pripravo reakcij z izbiro ustrezne laantracije zé&etnih oligonukleotidov in
sond, ustreznih amplikonov in tipa kemije (TagMa8NBR Green kemija).

Preizkusili smo specifni n&in ozna&evanja s TagMan kemijo, kjer smo se osre¢ibto
predvsem na optimizacijo koncentracij¢emih oligonukletidov in sond. V literaturi
avtorji pogosto omenjajo pomembnost optimizacij€enaih oligonukletidov in sond
(eurogenetic, 2004; Edwards, 2004; Bustin, 2004ieéipBiosystems, 2004), saj previsoke
koncentracije povzigjo nastanek nespedaifiih produktov, prenizke pa predstavljajo
omejitveni dejavnik. Zasledimo pa tudi podatke,lalako brez optimizacije koncentracij
dosezemo dobretinkovitosti pomnozevanja nad 80 % (Bustin, 2005).

Ugotovili smo, da spreminjanje koncentracigetnih oligonukleotidov pri TagMan kemiji
ne vpliva na pomnoZevanje DNA (razlika Ct vredngstbila manjSa od enega cikla), zato
smo uporabljali pripor&eno koncentracijo 900 nM (Aplied Biosystems, 2004).

Pri optimizaciji koncentracije sond pa smo najniZfednosti Ct dosegli s koncentracijo
sonde 300 nM. Kljub temu smo se afllioza uporabo koncentracije 200 nM, saj je
prednost viSje koncentracije premajhna, da bi apilavpoveanje stroSkov pri njeni
uporabi. Poleg tega je uporaba nizjih koncentrpolnembna, saj na ta da znizamo
celotno fluorescenco ozadja in koncentracijo oligdeotidov (Bustin, 2004).

Pri uporabi sond, ki se vezejo na nekodiajoregijo, smo zaznali raZho jakost
fluorescence med sondo, ki se veze na amplikon édsomske DNA in tisto, ki se veze na
amplikon plazmidne DNA. Pri kromosomu bi zato morgborabiti nizje koncentracije
sond. Tega ne moremo storiti, saj niZzja koncerjgaapomeni omejitveni dejavnik
pomnozevanja. Zato izberemo kompromis med jakdstpyescence in Ct vrednostjo.

Nekateri avtorji uporabljajo za dadanje Stevila kopji plazmidov s qPCR nespegeifi
nain ozna&evanja s SYBR Green kemijo (Lee, 2005; ProvideR@(5), ki smo ga
preverili tudi mi. Na ta nan znizamo stroSke reakcije, izognemo pa se tudikam v
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fluorescenci med razinimi sondami. Ugotovili smo, da ne prihaja do nasta
nespeciitnin produktov in dimerov z@tnih oligonukleotidov. Amplikona, ki smo ju
primerjali med sabo sta priblizno enako dolgéinkovitost pomnozZevanja pa je enak®

ti pogoji ne bi bili izpolnjeni, uporaba SYBR Grekemije ne bi bila pripor@jiva (Ayra,
2005 Bustin, 2004). Poleg tega smo uporabljaliil@eakcije in tako na ta ke dodatno
znizali stroske reakcije.

Ob izbiri ustreznih amplikonov (na kodirg&an na nekodirajéi regiji), smo se odldli za
izbiro amplikona na nekodirajoregiji. Vzrok za to je bila domneva, da pri ankpihu na
kodirajcti regiji prihaja do vezave Zatnih oligonukleotidov in sond (v primeru TagMan
kemije) tudi na mRNA (razlike v Ct vrednostih megorci tretiranimi in netretiranimi z
RNazo). Razlike v Ct vrednostih smo zaznali tudi pomnozevanju amplikona na
nekodiraj@i regiji DNA, vendar pa so bile te razlike manjs&edvidevamo, da je vzrok
zanje vpliv RNaze na DNA. Na razlike v pomnozevaigte tatne DNA ob uporabi
razlicnih zaetnih oligonukleotidov opozarja tudi Providenti ¢Ridenti, 2005).

Zaradi navedenih ugotovitev v zvezi z optimizaqgijoprave reakcij smo se odliti za
uporabo SYBR Green kemije in&&nih oligonukleotidov, ki se vezejo na nekoditajo
regiji. Uporabili smo koncentracijo Zetnih oligonukleotidov 100 nM (pripo&ena
koncentracija: Aplied Biosystems, 2004).

Na plogico smo vsak vzorec nanaSali v treh paralelkah,ssap tako lahko dotali
variabilnost Ct vrednosti.

V literaturi za doldanje kopij plazmidov s gPCR zasledimo relativnoriifikacijo (AACt
metodo) (Providenti, 2005) in absolutno kvantifif@cz izolirano kromosomsko in
plazmidno DNA (Lee, 2005). Predhodni poskusi sogzaki (Petra Slanc), da je izolacija
kromosomske in plazmidne DNA iz celice r&nmb winkovita in bi zato s principom
absolutne kvantifikacije dobili neten rezultat in zelo variabilne rezultate. Zato sseo
odiccili za princip relativne kvantifikacije, kjer smodolccali Stevilo plazmidov na
kromosom (ali, ce izrazimo nataimeje: Stevilo amplikonov plazmida na amplikon
kromosoma). Uporabili smo relativno kvantifikacijaZaradi kompleksnih vzorcev
(bakterije v PCR reakciji) in s tem prisotnosti ilnitorjev/ojatevalcev, smo za daldev
pravilnega razmerja upoStevatiinkovitost pomnozevanja amplikonov, ki smo ga doio

v reakciji s tem vzorcem. MetodAACt, kot je opisana v User Bulletin 2 (Applied
Biosystems) predpostavlja 100 %inkovitost pomnoZevanja amplikonov (¢ba 2**“Y),
kar pa v primeru, da temu ni tako, vodi v precenrgezmerja.
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Prednost te metode je uporaba kalibratorja. Zamintegs spremembe v SKP med
fermentacijo in primerljivost med fermentacijamiotije opisano pri izbiri kemije in
amplikonov, je absolutno razmerje tezko d@ttiozaradi razlénega vpliva fluorescence
(sond in SYBR Green), razlik véinkovitosti pomnoZevanja amplikona na plazmidu in
kromosomu, koncentracij vzorcev itd. Kalibrator ggota umeritev nastetih spremenljivk
in pomembno vpliva k ponovljivosti in robustnostetade.

Stevilo kopij plazmidov smo dodali med 1 in 250 kopijami.

Po pripravi protokola izvedbe metode in njeni otisciji, Smo metodo ovrednoatili in jo
primerjali z referetno metodo-gelsko elektroforezo. Primerjali smo |Jadg t@&nosti,
specifénosti, meje zaznave in kvantifikacije, ob&® linearnosti in kvantifikacije,
robustnosti, tehkdne zahtevnosti izvedbe in cene.

Dolocali smo t@nost in ponovljivost metode gPCR. drmsti smo ocenili na 96 %.

Ob dol@anju ponovljivosti metode iz Stevila kopij plazmid@ CV znasal od 7 % do 9 %
(7 % v primeru kromosomske DNA in 9 % v primeru Inda bakterijskih vzorcev).
Podobne podatke o ponovljivosti zasledimo tuditeréturi in sicer: 10,7 % (Lee, 2005),
13,5 % (Schmittgen, 2003), <15 % (Providenti, 200%)2 — 24 % (Schmittgen, 2000) in
23 % (Gentle, 2001). Pri dalanju ponovljivosti iz surovih Ct vrednosti pa jd &V
veliko manjsi: med 0,5 % in 1,3 %. TakSno ponodgt/ (1-2 %) navajajo Stevilni avtorji
(Heid, 1996; Valasek, 2005; Arya, 2005; Arko, 20@tovidenti, 2005), vendar pa nam
predstavljanje ponovljivosti iz Ct vrednosti podapaine ocene in se ga je potrebno
izogibati (Schmittgen, 2000).

Pri dolatanju ponovljivosti smo opazili razlike med kromosdm bakterijami. Vzrok za
manjSo ponovljivost pri bakterijah bi lahko bilozje pipetiranje majhnih volumnov
bakterij (v reakciji uporabimo gl vzorca) in pa uporaba prenizke koncentracije dxdkt
(10*x redtene bakterije), saj je pri$lo do sipanja. Uporabitmorali vi§jo koncentracijo
bakterij (1Gx). Ponovljivot pa bi lahko poveji tudi z uporabo Wgega volumna reakcije.

Refereno metodo smo izvajali po protokolu podobnem tisteki ga je opisal Projan
(1983). Ponovljivost, ki smo jo daldi ob upoStevanju vseh paralelk, je bila 23 %, &ar
sklada s podatki v literaturi (Projan, 1983). Vnperu, ko smo uposStevali le izbrane
nanose, pa smo z refetmo metodo dosegli bistvenodye ponovljivost rezultatov (13 %).
Vecjo ponovljivost ob doldanju Stevila kopij plazmidov z agarozno gelsko &lHlorezo
sta dosegla Pushnova in Lee, ki sta uporabila nekaruga&en protokol. Pushnova je
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dolacila ponovljivost 10 % in ténost pa 90 % (Pushnova, 2000), Lee s sodelavce pa |
dolccil ponovljivost 13 % (Lee, 2005).

Pri metodi gPCR smo dali tudi veliko specifénost in selektivnost vezave canih
oligonukleotidov in specifnost SYBR Green kemije (ni prihajalo do nastanka
nespeciitnih produktov in dimerov z&tnih oligonukleotidov).

Pri referedni metodi je specitinost manjSa, saj pride do vgradnje interkalacijakegrvila

v celotno prisotno dvoverizno DNA. V primeru okuzteko zaznamo tudi tujo DNA.
Specifénost tu temelji na molekulski masi. V primeru okazE. coli pa je kromosomska
DNA tuje bakterije enako velika kot DNA v preiskovan vzorcu. Zaradi tananja
Stevila kopij plazmidov na kromosom, lahko Stewitipij v tem primeru podcenimo.

Glede primerljivosti rezultatov obeh metod smo teliena problem. Z agarozno gelsko
elektroforezo doleamo razmerje med plazmidno in kromosomsko DNA glege
molekulsko maso, pri qPCR pa glede na Stevilo d&uopbv. N&eloma se na plazmidni in
kromosomski DNA nahaja po en amplikon, ki ga ponupe@hno. Ker pa v celici stalno
nastajajo replikacijske vilice, je amplikonov v mes vec. V literaturi lahko celo zasledimo
podatek, da se pH. coli geni, ki se nahajajo v blizini ori mesta v ceficisotni v 4-8x vé
kopijah kot tisti, ki lezijo na terminalnem koncogvojevanja (Rocha, 2004). V primeru,
da je pomnozevanje plazmidne DNA enakmkovito, se razmerje med njima ohranja, v
nasprotnem primeru pa lahko podcenimo Stevilo kplaigmidov v celicah (pomembno v
eksponentnin fazi rasti bakterij). Pri agaroznik&iaforezi med seboj primerjamo mase,
zato lahko koliino kromosomske DNA precenimo najvea dvakrat.

Dolocali smo meje zaznave in kvantifikacije metode. ¥erhturi zasledimo, da lahko
kvantificiramo med 1 in 1§ kopij gena (Edwards, 2004). Teotsetd torej lahko dol&imo
Ze eno samo kopijo gena, vendar kadliavtorji kot najnizje Stevilo navajajo pet kopij
(Ayra, 2005; Arko, 2004; Valasek, 2005). S poskssio mejo zaznave nedvoumno
dolccili pri 60 kopijah gena (kar predstavlja 0,3 pg DNA

Kot obmaije kvantifikacije za PCR v realnegasu v literaturi navajajo 4 (Schmittgen
2000), 5 (Lee,2005; Wong, 2005; Valask, 2005; H&886) ali 6 log enot (Bustin, 2004).
S poskusi smo za izolirano DNA délb obmocje kvantifikacije 5 log enot (6000 in
6x10" kopijami DNA), za bakterije s $tevilom kopij plaiov do 250 pa 2 log enoti (med
10°x-10* redsenimi vzorci).
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V primeru gelske elektroforeze je spodnja meja aaemukleinskih kislin 10 ng (Herzog-
Velikonja, 2000). Obmge linearnosti pa je v obndu med 15 in 700 ng DNA (Projan,
1983) kar je priblizno 100 kratna razlika med kartcacijami. Pushnova (2000) in Lee
(2005) pa sta obmde linearnosti doldila za 8 kratno razliko koncentracij. V naSih
poskusih smo uporabljali vzorce, ki so imeli 5 katazliko koncentracij.

Gelska elektroforeza zahteva veliko ¢pe kolicino vzorca za posamezno reakcijo
(minimalno 10 ng, oléajno pa 2,519), medtem ko za gPCR zada%e 0,1 pg (obajno
0,6 ng) (Lee, 2005).

Za oceno robustnosti smo pregledali kateri paranmsdr se med razvojem metode
spreminjali, kot na primer: zamenjava kemikalije d#a Mix, izvajanje poskusov ob
razlicnih dnevih, uporaba razhih vzorcev gojenih v razinih gojigih. Ugotovili smo, da
zgornji parametri ne vplivajo na variabilnost rdatdv (variabilnost Ct vrednosti istih
vzorcev med plagcami je bila najveé 1,5 %).

Glede tehnine zahtevnost izvedbe kvantitativhe verizne reakgipolimerazo je problem
v tem, da je metoda razmeroma nova in zaradi tegahstajajo standardi za uporabo,
metode za analizo, ustaljeni protokoli dela, ingjadja rezultatov (Bustin, 2005). Zaradi
tega je potrebno za vsako novo uporabo optimizpatioje reakcije, kar vzame veliko
¢asa. Ko so znani vsi parametri, lahko postopekjamwa rutinsko.

Pri pregledovanju wgega Stevila vzorcev lahko postopek avtomatiziraf@etomatsko
pipetiranje), kar méno zmanj$a zahtevnost éas priprave pladce. Casovno dolgotrajna
je tudi obdelava rezultatov, ki pa jo poenostavimaimeru rutinske obdelave ( vzorce na
ploXico vedno nanaSamo v iste luknjice in uporabimaeprn r&unalniski program s
poma:jo katerega bistveno hitreje obdelamo rezultataht&vnost priprave same plae

je odvisna od nana kvantifikacije, saj moramo ob uporabi absolutnantifikacije
nanaSati tudi vzorce za doleev standardne krivulje. Celoten postopek od pnpr
vzorcev do analize rezultatov lahko izvedemo v edeevu (3 ure za pripravo ploée, 2

uri PCR, 3 ure za obdelavo rezultatov), v primela,jmamo natamo izdelan n&t dela.
Potreben je tudi izurjen operater, saj najvepak pri rezultatih nastane zaradi napak
osebe, ki izvaja analizo (Wong, 2005).

Agarozna gelska elektroforeza je teima manj zahtevna. Potrebna je priprava gela in
vzorcev, izvedba elektroforeze, denzitometrija gmlaanaliza rezultatov. Tudi v tem
primeru postopek zakl§imo v enem dnevu. Tezave se lahko pojavijo pri sprpravi
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gela (pomembno je, da je homogen in s ponovljivaliketo), saj neustrezna priprava gela
hitro privede do napak. Problem predstavlja tudirapa EtBr za ozravanje DNA zaradi
njegove kancerogenosti.

Pri PCR v realnentasu predstavlja veliko omejitev visoka cena inS&ata in reagentov
(master mix, zéetni oligonukleotidi in sonde). StroSek lahko nekol zmanjSamo z
uporabo nespecifinega naina zaznavanja, saj tu ne uporabljamo sond, po@ipatudi
manjSe koltine za&etnih oligonukleotidov. Poleg tega lahko uporablparmanijSe
reakcijske volumne (namesto 0uporabimo 1Qul). Pri izvajanju postopka je zazeleno,
da so posamezne faze dela med seboj prostorslemdp saj na ta Gen zmanjSamo
verjetnost kontaminacije. Za delo potrebujemo twgposobljene operaterje. lZwmali so,
da stroSek na posamezno reakcijo znaSa 4,50 $e@adpredstavlja 10 % cena operaterija,
15-30 % laboratorijski material (plaige, tipsi, epruvetke,...), vzdrzevanje in servisjean
aparata pa 10-20 % (Grove, 1999). V prihodnostbpa razvojem tehnologije verjetno
priSlo do znizanja cen, tako da bodo aparatureogost tudi manjSim laboratorijem
(Valasek, 2005).

Pri gelski elektroforezi so stroski veliko manjBiotrebujemo elektroforezo, denzitometer
in kemikalije.

Ocenjujemo, da lahko z metodo kvantitativne veriigakcije s polimerazo v realnerasu
dosezemo wgo tocnost (96 %) kot z uporabo agarozne gelske elekia®o (90 %). Pri
analizi bakterijskih vzorcev je ponovljivost &a kot ponovljivost primerjalne metode
(CV<9 %). Z izolirano DNA smo dosegli manjSo vailabst (CV=7 %), ki bi se ji
verjetno lahko priblizali tudi pri analizi baktedjnekoliko spremenjenim delom in pogoji
reakcije (viSja koncentracija bakterij, previdnespetiranje, pové&anje volumna reakcije).
To potrjujejo tudi podatki v literaturi (Lee, 2005chmittgen, 2003; Providenti, 2005).
Ugotovili smo, da ima metoda qPCR niZjo mejo zaend@x vesjo obiutljivost in 10°x
vecje obmaje kvantifikacije od refereine metode. Poleg tega lahko z njo naenkrat
pregledamo wge Stevilo vzorcev (pri metodi izvedeni nacmaopisan v tej diplomski
nalogi 10) kot z elektroforezo (pri metodi izvedewi n&in opisan v tej diplomski nalogi
1), za kvantifikacijo pa potrebujemo veliko manjgelicine vzorca (18 manj).
Optimizacija izvedbe metode gPCR in analize remtazahteva velikatasa, ko pa je
zakljena in uvedena, jo lahko izvajamo rutinskéas izvedbe metode in obdelave
rezultatov je pri obeh metodah priblizno enak (ean)dPomembno omejitev metode qPCR
predstavlja visoka cena, ki ponavadi @d@ njeni uporabi.
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Vsi nasteti razlogi kazejo na velik potencial ugmakvantitativne verizne reakcije s
polimerazo za dolanje povprénega Stevila kopij plazmidov, saj bi bilo z njo dl@nje
tako veliko hitrejSe in bolj zanesljivo.

5.1 SKLEPI

Z metodo kvantitativne verizne reakcije s polimeraz realnemcasu lahko
dosezemo wgo tocnost (96 %), kot z uporabo agarozne gelske elekieat (90
%).

Pri analizi bakterijskih vzorcev je ponovljivost @R ve&ja (CV<9 %) kot
ponovljivost agarozne gelske elektroforeze (CV=28 Zizolirano DNA pa smo
dosegli v€jo ponovljivost (CV=7 %), ki bi se ji verjetno labkpriblizali tudi pri
analizi bakterij, z nekoliko spremenjenim delom pogoji reakcije (viSja
koncentracija bakterij, previdnejSe pipetiranjey@@anje volumna reakcije).

Ugotovili smo, da ima metoda gPCR nizjo mejo zaen@&aznamo Ze 60 kopij
plazmida), 18x vesjo obzutljivost (zaznamo Ze pg kolhe DNA, z elektroforezo
ng kolicine) in 16 vesje obmdje kvantifikacije 5 log enot (za izolirano DNA) in
2 log enoti (za bakterije) od refex@re metode (okrog 100 kratna razlika med
recitvami).

S gPCR lahko naenkrat analizirama:jeeStevilo vzorcev (pri metodi izvedeni na
n&ain opisan v tej diplomski naligi 10) kot z elektooézo (pri metodi izvedeni na
nain opisan v tej diplomski nalogi 1), za kvantifik@cpa potrebujemo veliko

manj$e kokiine vzorca (18« manj).

Optimizacija izvedbe metode gPCR in analize remtge zahteven in dolgotrajen
postopek, ko pa je zakljgna, metodo lahko izvajamo kot rutinski postopak, k
tehniEno ni bistveno bolj zahteven od izvedbe agaroziekgeslektroforeze.

Cas izvedbe metode in obdelave rezultatov je prhabetodah priblizno enak (en
dan).

Pomembno omejitev metode gPCR predstavlja visoka,dd ponavadi odka o
njeni uporabi. Velik stroSek predstavlja tako samparatura, kot tudi kemikalije.
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StrosSke lahko nekoliko zmanjSamo z uporabo negprerja ndina zaznavnja s
SYBR green kemijo in manjSih volumnov reakcij.

Vsi nasSteti razlogi kazejo na velik potencial upmrakvantitativne verizne reakcije s
polimerazo za dokanje Stevila kopij plazmidov, saj bi bilo z njo dénje bolj zanesljivo
in pri velikem Stevilu vzorcev tudi hitrejSe.
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6 POVZETEK

V danaSnjentasu postaja vse pomembnejSa proizvodnja rekomhimatimkovin, ki jih
uporabljamo kot terapevtike in cepiva. Na t&inadahko proizvedemo velike kdine
terapevtikov, proizvodnja pa je tudi cenejSa. Zasvgenov rekombinantnih proteinov v
celice kot vektorje najpogosteje uporabljamo plaleniZzac¢im vegjo produkcijo zelenega
proteina je pomembno, da v celici vzpostavimo imrZzmjemo primerno Stevilo kopij
plazmidov. Zaradi pomembnosti détmja Stevila kopij plazmidov (SKP) je razvoj hitrih
enostavnih in zanesljivih metod za njegovo dalge velikega pomena. Danes so na voljo
mnoge metode, ki pa imajo dékne pomanikljivosti. V tem diplomskem delu smo atz
odiccili za preverjanje moznosti uporabe kvantitativreriine reakcije s polimerazo v
realneméasu (QPCR) v ta namen. Osreddtesmo se predvsem na optimizacijo metode in
njeno ovrednotenje.

Stevilo kopij plazmidov smo najprej d@it z refereno metodo agarozno gelsko
elektroforezo, ki se Ze dalpsa rutinsko uporablja v ta namen. Pri dafgu SKP s gPCR
pa smo tekom poskusov izbrali ustrezni amplikoeyprili uporabo dveh raziih kemij
(speciftne TagMan in nespecifie SYBR Green kemije), optimizirali koncentracije
zatetnih oligonukleotidov in sond, pripravili refekam material, s katerim smo ddiali
tocnost metode (pomesSani kromosomska in plazmidna DNAzlicnih razmerjih ter
pomeSane bakterijske celice in plazmidna DNA v itagh razmerjih), doldili
najustreznejSo obdelavo vzorcev po odvzemu iz fetamg@, na koncu pa smo Stevilo kopji
dolccili tudi na realnih vzorcih (stresana bakterijskaltira). Obe metodi smo nato
primerjali glede na naslednje parametréntist, ponovljivost, specifnost, meje zaznave
in kvantifikacije, obmgje linearnosti in kvantifikacije, robustnost, tetim zahtevnost
izvedbe in cena.

Pri optimizaciji metode qPCR smo izbrali amplikoa nekodirajoéi regiji plazmidne in
kromosomske DNA, ker preliminarni poskusi nakazuje&ja pri kodirajoi regiji verjetno
prihaja tudi do vezave getnih oligonukleotidov in sond na mRNA. Pri opti@ji
zatetnih oligonukleotidov in sond smo se atllioza koncentracije zZgetnikov 900 nM in
sonde 200 nM. Pri nespectii SYBR Green kemiji smo dokazali, da ne prihaja do
nastanka nespeaifih produktov, razlike v dolzini amplikonov pa tudke doprinesejo k
razlikam v fluorescenci, zato smo se zaradi niZzgmec odlgili zanjo. Pri pripravi
referednega materiala smo naleteli na teZzave zaradi stédiesti kromosomske in
plazmidne DNA, uspeli pa smo pripraviti refeéanmaterial v razmerjih od 1:1 do 1:250.
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Kot najprimernejSo obdelavo vzorcev po odvzemuelziinentorja smo datdi toplotno
obdelavo 10 min na 95°C brez centrifugiranja vzelicetakojSnje shranjevanje vzorcev na
-20°C. Pri taksni obdelavi smo deélb najnizje Ct vrednosti, imela pa je tudi enakivpja
plazmidno in kromosomsko DNA.

Povpreé&no Stevilo kopij plazmidov na celico, ki smo gaatidli je bilo pri obeh metodah
okoli 100 (agarozna gelska elektroforeza 104, gPGR Pri metodi gPCR smo doost
ocenili na 96 %, pri elektroforezi 90 %; ponovljstona 7 % za referéni material iz
izolirane DNA, na 22 % za refer&m material iz bakterijskih celic in manj kot na ¥®@za
realne bakterijske vzorce; pri elektroforezi 24 Pakazali smo tudi veliko spectiost
gPCR metode saj je prihajalo do specié vezave zgetnih oligonukleotidov in sond, ni pa
prihajalo do nastanka nespe@ih produktov in dimerov z#tnih oligonukleotidov
(preverjanje talilne temperature-Tm). Za mejo zaenamo doldili 60 kopij DNA, kar
pomeni pg kolkine DNA, pri elektroforezi pa potrebujemo ng Kale. Obmgje
linearnosti in kvantifikacije smo pri izolirani DNAlolcgili v razponu 5 log enot, pri
bakterijah pa 2 log enoti, pri elektroforezi padbmaje predstavlja okrog 100 kratna
razlika med regitvami. Stevilo vzorcev, ki jih lahko pregledamoenrat s gPCR je 10, z
elektroforezo pa lahko pregledamo 1 vzorec naerfgrametodi izvedeni na &an opisan
v tej diplomski nalogi).

S primerjavo obeh metod smo ugotovili, da ima matgBCR glede na agarozno gelsko
elektroforezo v&o tocnost, v€jo ponovljivost, véjo obcutljivost in veije obmdaje
kvantifikacije. Poleg tega omoga pregledovanje v¥gega Stevila vzorcev naenkrat in
zahteva manjSe kdine vzorca. Od referéne metode pa je tehimo zahtevnejSa,
predvsem v zgetnih fazah optimizacije in pri kasnejSi obdelawdptkov. Najvéjo
omejitev metode predstavlja visoka cena, ki omajjgeo uporabo (Preglednica 21).

elektroforeza gPCR
to¢nost 90 % 96 %
ponovljivost 24 % 7 % za izolirano DNA, <9 % ra
bakterije
specifinost nizka visoka
meje zaznave 10 ng DNA 0,1 pg DNA
obmaije kvantifikacije 100x razlika med réitvami 2-5 log enot
tehniéna zahtevnost majhna velika
cena nizka visoka

Preglednica 21: Primejava agarozne gelske elekanéoin gPCR



Skulj M. Dolctanje Stevila kopij plazmidov pri bakterfischerichia coli. 80
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

Nastete ugotovitve pa vseeno kazejo na velik paaenporabe gPCR za ddlanje Stevila
kopij plazmidov.
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Priloga A

SEZNAM APARATOV

Aparat za gPCR in potroSni material

ABI Prism® 7900HT Sequence detection system (Applied Biogys)e

ABI prism™ Optical 384-Well Clear Opical Reaction Plate wBi#rcode (Applied
Biosystems)

Komore

Zagitna mikrobioloSka komora M 12 (Iskra PIO)

Laminarij: PCR workstation (Labcaire)

Centrifuge

Centrifuge 5417C (Eppendorf)

Centrifuge 5810R (Eppendorf)

Vibracijska meSala

Vibromix 114 (Tehnica)

Pipete in nastavki za pipete

Eppendorf reference pipette 0.142,9.5-10.0ul, 10-100ypl, 50-200pl, 100-1000ul
(Eppendorf)

Ep TIPS Reloads (PCR clean)
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Priloga B

SESTAVE GOJISC

Tekate gojige LBPG/kan30 medij:

LBP/kan30
Sestavina Proizvajalec Kataloska Stevilka Kiok
fiton Beckton Dickinson 211 906 (43 11 906) 10 g/l
kvasni ekstrakt Beckton Dickinson 212 730 (0 12y 00 5 g/l
NacCl Sigma S-9888 10 g/l
demi voda dodamo demi vodo do maksimalno 1/5 volumn
PO STERILIZACIJI asepti ¢en dodatek v laminariju
koncentrirana raztoping  kdma koncentracijana 1 |
kanamicin 30 mg/I 30 mg/l
(1 ml/2000 ml)

Tekaie goji&e LBPG/kan30 medij:
LBPG/kan30 medij
Sestavina Proizvajalec KataloSka Stevilka Kiok
fiton Beckton Dickinson 211 906 (43 11 906) 10 g/l
kvasni ekstrakt Beckton Dickinson 212 730 (0 12y 00 5 g/l
NacCl Sigma S-9888 10 g/l
demi voda dodamo demi vodo do maksimalno 1/5 voumn

PO STERILIZACIJI asepti ¢en dodatek v laminariju

koncentrirana raztopina

kdma koncentracija na 1 |

glukoza 500 g/l 2549/
(5 ml/2000 ml)
kanamicin 30 mg/I 30 mg/l

(1 ml/2000 ml)

Tekae produkcijsko goji& GYSP + 0.4 mM IPTG za produkcijo v bioreaktorju:

medij GYSP + IPTG

Sestavina Proizvajalec KataloSka Stevilka Kok Zatehta za 4000 ml
fiton Beckton Dickinson| 211 906 (43 11 906 20 g/l 80 g
kvasni ekstrakt Beckton Dickinsop 212 730 (0 12Y 00| 5 g/l 209

NacCl Sigma S-9888 10 g/l 40 g
demi voda do 3500 ml
Antifoam 204 Sigma A-6426 0.1 ml/l 0.4 ml

PO STERILIZACIJI asepti ¢en dodatek, tik pred inokulacijo

koncentrirana raztoping

kdma koncentracijana 1 |

kdma koncentracijana 1 |

Zatehta za 4000 m

glukoza 500 g/l 10 g/l 10 g/l 80 ml
(20 ml/2000 ml) (20 ml/2000 ml)

IPTG 0.4 M 0.4 mM 0.4 mM 4 ml
(1 ml/2000 ml) (1 ml/2000 ml)

kovine v sledovih (10 ml/2000 ml) (10 ml/2000 ml) 0 mi




