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Optimalizace izolace DNA z rostlin maku a makovych vyrobku

Abstrakt

Bakalafska prace se zabyva zhodnocenim vybranych izola¢nich metod DNA na
vybranych vzorcich maku, za a¢elem zhodnoceni kvality a kvantity vyizolované DNA a
vybrani metod, které by mohli byt v budoucnu plo$né pouzity pii testovani padélani
maku v potravinach. V Literdrni reSerSi jsou zminéné metody izolace a zpilisoby
hodnoceni. Metodika je dale zamétena na izolaci za pouziti jak firemné dostupnych
kitt, tak klasickych metod (CTAB-PVP), zhodnoceni ziskanych vzorkd pomoci
spektrofotometrického méfeni a PCR reakce s naslednou elektroforézou na gelu.
Z vysledkli je zifejmé, Ze jako nejlepSi metody se jevi klasické metody CTAB
modifikované pro rostliny. Ja ovSem tyto metody nedoporucuji kviili naro€nosti pfi

praci a priklanim se k firemné dodavanym kittim, které jsem testoval.

Kli¢ova slova
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Optimalisation of DNA isolation from opium poppy plants and poppy
products.

Abstract

The thesis deals with the evaluation of selected DNA isolation methods on the selected
samples of poppy, to evaluation the quality and the quantity of isolated DNA and select
methods, which could be used in the future for testing forgery poppy in the food. There
are mentioned methods of isolation and methods of evaluation in the literature research.
The methodology is focused on isolation using kits and conventional methods (CTAB-
PVP), evaluation of obtained samples by spectrophotometric measurement and PCR
reaction followed by gel electrophoresis. It is obvious from the results that classical
CTAB-PVP methods modified for plants appear to be the best methods. However, I do
not recommend these methods because of the difficulty at work and I am inclining

towards the company-supplied kits I have tested.
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1 Uvod

Problematika falSovani, ¢i nepovolend uprava surovin je s lidstvem spjata jiz od
nepaméti. Molekuldrni metody zkoumdni pravosti, nebo nezavadnosti pouzitych
surovin, u nekterych plodin bohuZzel zatim nejsou zavedeny, ¢i alesponl podpoieny ve
vyzkumu nadfazenym ministerstvem. Jako jeden z piikladii je mak sety, u nas hojné
vyuzivana rostlina, ktera nema striktné zavedené metody analyzy DNA pro zjisténi
pravosti. Bohuzel v neposledni dob¢ se objevuji stale vétsi zachyty, kdy je odriida maku
setého, kterd je urcena pro potravinaiské ucely zaménéna za levnéj$i odriidu péstovanou

pro technické ucely.



2 Literarni reSerse

2.1 Mak sety (Papaver somniferum)

2.1.1 Popis a stavba

Maék sety je jednoleta rostlina, ktera doristda az do vysky 150 centimetri. Ma
jednoduchy kofen a Casto namodrale ojinénou lodyhu, ke které prisedaji podlouhle
vejcité, ¢i lalocnaté zubaté listy. Kvéty na dlouhych stopkach v dobé pted rozkvétem
utvareji previs. Za kvétu jsou jiz ptimé, v praimeéru Casto i 10 centimetrti veliké s lysym
kalichem. Korunni platky jsou zabarveny fialove, cervené, ¢i riZzové a na zakladné maji
¢ervenohnédou skvrnu. V kvétu se nachazi veliky pocet ty¢inek a blizna je 8-12 lalo¢na.
Semena mohou byt ¢ernd, Sed4, nebo bila. Mk kvete od ¢ervna do srpna (Haragsim O.,

2007)

2.1.2 Péstovini

V Evropé, potazmo v Ceské republice, se mak péstuje a vyuziva jiz od nepaméti.
Nejstarsi nalezy na naS§em uzemi jsou z oblasti severni Moravy. V sou¢asné dob¢ je mak
vzhledem ke svému wuzitku, ale zaroven i ke svému zneuZivani povazovan za
rozporuplnou rostlinu. V nékterych zemich je jeho péstovani zakdzané, v jinych se
péstuje nelegalné a v nékterych (véetné nas) je jeho pestovani regulovano legislativou
(Novak J., 2007), kdy ma soukromy péstitel, ktery mak péstuje na plose vétsi nez je 100
metrd ¢tvere¢nich ohlasovaci povinnost, a je povinen piedat hlaSeni mistné piislusnému
celnimu organu v misté péstovani, pisemné nebo elektronicky opatfené elektronickym

podpisem péstitele (Chybik J., 2009).
2.1.3 Zidkladni obsaZené alkaloidy

2.1.3.1 Morfin

Morfin byl izolovan v prvnim desetileti 19. stoleti 1ékarnikem Sertlinerem z opia. Sdm
Iékarnik na sob€ vyzkousel jeho ucinky a pojmenoval ho po feckém bohu sni Morfeovi.
Byt jiz byla pfipravena fada analogi a derivatd i v soucasnosti ma veliké vyuziti
v terapii. Avsak velikym problémem v medicinské terapii je fada nezadoucich ucinkt na
organismus. Mezi zdvazné nezadouci u¢inky patii celkovy utlum dechového centra,
obstipace, nevolnost, zvraceni a v neposledni fad¢ velikd navykovost na latku. AvSak

stale je hojné vyuzivan jako silna latka tiSici bolest (Dolezal M., 2013). Morfin svymi



vlastnostmi na lidsky organismus patii do skupiny lé¢iv nazyvanych opioidni
analgetika. Svou silou tiSit bolest se déale fadi dle World Health Organization do

podskupiny silnych opioidii (Vorli¢ek J., et al., 2004).

Morfin je pomérné polarni a bazicky, v Zaludku je téméf zcela ionizovan a velmi $patné
vstiebavan. Z toho divodu se podava témér vyluéné injekénim podanim do zily. I timto
podanim se vstiebdva pouze castecné, zdivodu Spatného priniku pies
hematoencefalickou bariéru. Po priniku za¢ina ovliviiovat receptory v centralni nervové
soustaveé (Dolezal M., 2013). Davkovani morfinu se upravuje, dokud davka adekvatné
neuti$i bolest. U vSech pfipravki obsahujicich morfin jako hlavni 1é¢ivou latku neni

znam tzv. stropovy efekt' (Vorlicek J., et al., 2004).

2.1.3.2 Kodein

Kodein je alkaloid opia. Z chemického hlediska se jedna o methylmorfin. Analgeticky
ucinek ve srovnani s pfedeSlym morfinem je nepatrny, avSak kodein nema typické
Gi¢inky opiatt vedouci k zavislosti na latce. Uginek kodeinu se Gasto vyuziva k terapii
slabsich bolesti v kombinaci s kyselinou acetylsalicylovou ¢i paracetamolem (Liillmann
H., et al., 2004). Pii peroralni aplikaci se kodein velmi dobfe vstiebava ze zazivaciho
traktu. Analgeticky ucinek trva pfiblizn€ 6 hodin. V organismu je pozity kodein z 10%
pfeménén na morfin, coZ je nejspiSe divod jeho analgetického u€inku na organismus

(Adam Z., 2005).
2.2 Deoxyribonukleovd kyselina (DNA)

2.2.1 Neékteii slavni védci v oboru genetiky

Zahada dédi¢nosti fascinovala v poloviné 19. stoleti mnoho védcl. Neni tedy divu, Ze
pravé vtomto obdobi vznikaly nejvétsi objevy v nové vznikajici véde, ktera méla
v umyslu odhalit tajemstvi dédi¢nosti a v ndvaznosti na to i objevit DNA a popsat jeji

struktury a funkce (Bédoyere C., 2006).

Gregor Mendel
Gregor Mendel jako velmi inteligentni nadany hoch se i ptes velkou bidu, ve které zili,
dostal na gymnazium. Po uspésnych studiich ho kroky zavedli az do klastera, kde se stal

mnichem a pravé zde provadél své pokusy na hrachu (Hasan H., 2005). Pti pokusu, kdy

" Dalsi zvySovani davky nevede ke zvy3eni uginku 1é¢iva

9



vyuzil pyl zvysokého ,,T* hrachu pro opylovani nizkého ,,S* hrachu, a tim ziskal
semena, ze kterych vypéstoval rostliny, zjistil, Ze vyrostlé rostliny jsou pofad vysoké
proti jeho ocekavani, kdy ptredpokladal, ze vyrostou rostliny o stfedni vysce, ¢i smés
vysokych a nizkych. Takto ziskané rostliny samoopyloval a pfi dalsi vysadbé zjistil, Ze
smeés rostlin je 3:1 vysoké ku nizkym. Diky tomuto pokusu formuloval, Ze pifi dédi¢nosti
jsou urcité faktory, které jsou dominantni nad jinymi faktory, naptiklad vyssi vyska
rostliny je dominantni nad niz$i vyskou. Kazda rostlina dédi prave dva faktory a pro
projev nedominantniho faktoru, je zapottebi zdédit oba faktory pro nizky vzrist. Na
zékladée téchto praci vydal publikace, ze kterych se poté zformulovali, nam dnes zname

Mendelovy zakony dédi¢nosti. (Bédoyere C., 2006).

Walter Fleming

Walter Fleming byl némecky biolog, ktery vroce 1879 objevil barvivo, které
obarvovalo utvary vbunééném jadie, ale sostatnimi bunéénymi komponenty
nereagovalo, ony komponenty nazval chromatin. Pfi zkoumdni preparati zjistil, ze
jakmile proces déleni zapocne, chromatin se za¢ne usporadavat do vlaknu podobnych
struktur, které nazval chromosomy. Tento proces také nazval slovem mitéza. Fleming
dale vidél, Ze dalsi krok je rozdéleni kazdého chromosomu na dvé identicka vlakna a
kazd¢ jde na jeden konec buriky. Timto pokusem Fleming objasnil postup déleni bunék

a Sifeni informace z matefskych do dcefinych bun¢k (Haven K., 2007)

James D. Watson, Francis H. C. Crick, Maurice H. Frederics
Tato skupina tfi védcti kolem roku 1953
pracovala na jednom z nejvétSich objevll |
v oblasti genetiky vibec. Ze zacatku
védéli pouze to, ze kostru tvoii
kombinace cukerno-fosfatovych atomi a
védeli, ze v fetézei se opakuji slouceniny
adenin, guanin, thymin a cytosin. Objev
byl ozndmen 25. dubna 1953. Objev
predstavoval vibec prvni piedstaveni
modelu struktury DNA zvané

dvousroubovice (Obrazek 1) a jeji

kopirovaci mechanismus. Timto objevem
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odstartovali obrovsky zajem o tuto latku od poznavani az po teoretické pokusy (Marx

Ch., 2005).

2.2.2 Zakladni sloZky DNA

Zakladni stavebni jednotkou jakékoliv DNA je nukleotid, ktery se skldda ze tii
zékladnich stavebnich kament. Zékladem je cukr deoxyrib6za piipadné ribéza pokud se
jedna o ribonukleovou kyselinu (RNA). Dalsi stavebni ¢ast je fosfat. Posledni stavebni
kamen je nukleova baze. Nukleové baze rozliSujeme Ctyfi a to adenin, guanin, thymin a
cytosin. Pokud se jednd o RNA je thymin vyménén za uracil (Harvey R., Ferrier D.,

2011).

2.2.2.1 Nukleové baze

Nukleové baze délime do dvou skupin. Prvni skupina jsou purinové baze a druhd jsou
pyrimidinové baze. Nukleové baze maji roli jako hlavni informacni molekuly v burice.
Vse se d¢je diky diferencidlnimu umisténi vodikovych mustki mezi donorem a
akceptorem, coz vede k unikatni strukturalni identité, ktera jim umoznuje slouzit jako

genetickd informace (Sinden R., 1994).

Purinové baze Adenin a Guanin

Jedna se o dvé rozdilné heterocyklické aromatické baze, kdy kazda obsahuje purinovy
kruh (Obrazek 2). Syntéza téchto latek probiha v buiice de novo vicestupiiovou
biochemickou reakci. Jako kone¢ny krok syntézy je prave rozliSeni vznikajici
slou¢eniny na adenin, nebo guanin. V piipad¢, Ze se jedna o adenin (Obrazek 3), je na
purin v pozici C6 navazana amino skupina (-NH;). Pokud se jedna o guanin (Obrazek
4), je amino skupina navazéana na pozici C2 a pozice C6 je doplnéna o karbonylovou

skupinu (Sinden R., 1994).

g H\N/H (")
29 ~A-N
N s Sc-H Y VAN N
Cis iC 8/ NZeSC\ 'Sy TRC-
A N 15 7N C-H
H N N i i ' sC—H C2, Cos/
I C2, 4C.s/ 570N
H H™ N H,N |
']' H

Obrazek 2—Purin (Sinden R., 1994) Obrazek 3—Adenin (Sinden R., 1994) Obrazek 4—Guanin (Sinden R., 1994)
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Pyrimidinové baze Thymin, Cytosin a Uracil

Na rozdil od ptedeslych dvou bazi, tyto baze obsahuji pyrimidinovy kruh (Obrazek 5),
coz je Sesti¢lenna heterocyklicka aromaticka organicka sloucenina. Syntéza probiha také
de novo v butice. Rozdil v kone¢ném kroku syntézy je takovy, ze pokud se jednd o
thymin (Obrézek 6), na pozici C5 je navdzana methylova skupina a na pozice C2 a C4
jsou navazany karbonylové skupiny. Cytosin (Obrazek 7) na rozdil od thyminu nema na
pozici C5 navazanou methylovou skupinu a na pozici C4 ma jest¢ amino skupinu.
Uracil je velmi podobny thyminu, akordt stim rozdilem, Ze nemd na pozici C5
methylovou skupinu. Uracil (Obrazek 8) se za béZznych podminek v DNA nevyskytuje,
jedna se o pyrimidinovou bazi RNA, kde nahrazuje thymin (Sinden R., 1994).

H ?
I H H. _c. _CH,
N//4\ il ';13 * 59
Ly ol (i
02\1 6 = \N/ ~
Pt I\ Tt
H™ N °H i

H__H
N H Il H
| ~ ,C\ 7
L. .-H N;<.C
NT7Se &: ok
G4 2C 7N
0o” N °H I
b H

Obrazek 7 — Cytosin (Sinden R., 1994) Obrazek 8 — Uracil (Sinden R., 1994)

2.2.2.2 Cukernada slozka

Zdroj deoxyribozy pii biochemické syntéze nukleovych bazi je sloucenina nazvana 5-
phosphoribosyl pyrophosphate, ktery je odvozeny od a-D-ribose-5-phosphate. V DNA
nachazime cukr B-D-2-deoxyribozu (Obrazek 10), ktery je derivat od B-D-ribozy
(Obrazek 9). Rozdil v latkach je ten, Ze na pozici 2 je hydroxyl v B-D-ribéze nahrazen
vodikem, a tim vznikne B-D-2-deoxyriboza. Tuto biochemickou reakci vykonava enzym
zvany ribonukleotid reduktdza. Cukernd c¢ast DNA je jednou z vice flexibilnich a
dynamickych ¢asti celé molekuly. Po slou¢eni nukleové baze k cukerné ¢asti nazyvame

slou¢eninu deoxynukleosid (Sinden R., 1994)
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3 2
HO OH

Obrazek 9 - B-D-rib6za (Sinden R., 1994)  Obrazek 10 - B-D-2-deoxyribéza (Sinden R., 1994)

2.2.2.3 Nukleotid

Nukleotid je chemicka sloucenina, kterd se sklada z baze, cukerné slozky a fosfatové
skupiny. Kazdy nukleotid mize mit jednu, dvé az tii fosfatové skupiny. Nukleotidy
nalezneme jak v DNA, tak v RNA a v riznych energetickych slouceninach (Sinden R.,
1994). Ribonukleotidy jsou syntetizovany jako monofosfaty, které jsou nasledné
pfevedeny na difosfaty a poté na trifosfaty. Pred inkorporaci do DNA musi byt
ribonukleotid difosfat jesté redukovan na deoxyribonukleotid difosfat pomoci enzymu

ribonukleotid reduktaza (Harvey R., Ferrier D., 2011).

Ribonukleotid reduktdza

Sklada se z dvou neidentickych podjednotek R1 a R2 a jeho specificka prace jak bylo
jiz zminéno je redukce ribonukleotidi na deoxyribonukleotidy, proto se nachdzi ve
vSech Zijicich bunkdch (Andersson K., 2008). Okamzity donor atoml vodiku
pottebnych pro redukci 2-hydroxyl skupin jsou dvé sulthydrylové skupiny obsazené
v samotném enzymu, které pii redukci vytvoii disulfidickou vazbu. Regenerace
redukovaného enzymu probihd za pomoci thioredoxinu coz je peptidovy koenzym
tohoto enzymu, ktery funguje jako donor vodiku pro enzym. Regenerace redukovaného
thioredoxinu probiha jiz za pomoci sloudeniny NADPH + H' (Harvey R., Ferrier D.,
2011).

2.2.3 Chemické vazby v DNA

Glykosidovd vazba

Vazbu, ktera vznikd mezi cukrem a jednou z bazi, nazyvame vazbou glykosidovou
respektive N-glykosidovou (Whitten K., et al., 2014). Baze, ktera byla takto navazana,
se muze kolem vzniklé vazby volné otacet. RozliSujeme dva typy standardnich

konformaci baze kolem vazby, a to syn a anti. Anti konformaci nalezneme témét ve

13



vSech formach DNA, na rozdil od syn konformace, kterd se nachazi vylu¢né pouze v Z-

form¢ DNA (Sinden R., 1994).

Fosfodiesterovd vazba

Nukleovou kyselinu  muZeme g
nazvat jako polynukleotid, jelikoz ik ""’3:, m‘\(kx/”
obsahuje veliké mnozstvi v fetézci nu-ﬁ_n--fm o ¥

za sebou jdoucich nukleotidi. 0 l’/\ ﬁ/ b

2 S
Tyto nukleotidy jsou spojeny T f' Q C
5 0
fosfatovou skupinou, ktera vytvari Ho= ot <)ﬁ
0 4 1 o
dvé esterové vazby. Toto spojeni {,‘ 4 N wl
pm——— » ( H /4 5
nukleotidi ~ nazyvame  jako I' 5 < | yL _ ¢

ysfodiesterova vazba * HO—=P—0~-CH, o
fosfodiesterovou vazbu (Obrazek — (osfodesteront misiek o - I ‘ | \4,

mezi nukleotidy)

11). Pii vzniku této vazby je vzdy S /NfN
o L

dodrzovano zakladni pravidlo, a to Ho—P—o-gth, o N N
|
takové, ze fosfat jednoho ° \{]

nukleotidu, ktery se nachazi na 5 o

3" konee >}

-

uhhku’ se za kazdé situace vaze Obrazek 11 - Fosfodiesterova vazba mezi nukleotidy (Streblova

pouze na tieti uhlik v pentoze 2012)

dalsiho nukleotidu (Streblova E., 2013). Ze zminéného pravidla je ziejmé, ze kostra
nukleové kyseliny poroste vzdy smérem od 5" konce do 3" konce. Pocet a hlavné potadi
postupné pripojovanych nukleotidi urcuje primarni strukturu nukleové Kkyseliny
(Beranek M., 2016). Cely tento proces fidi a koordinuje enzym, ktery se nazyva DNA
polymeraza (Sinden R., 1994).

Vodikovad vazba

Castéji nazyvana jako tzv. vodikovy mustek, je nejsilngj$i nevazebnou interakci. Pro
vznik mustku je nutny donor vodikovych mustkl coz je napiiklad skupina -NH, ¢i —SH
a volny elektronovy par akceptorti naptiklad dusiku, nebo siry (Koolman J., R6hm K.,
2012). Vazba vodiku s jednim ze zminénych prvka je tak siln€ polarni, Ze vazebny
elektronovy par je velmi posunut k elektronegativnéjSimu atomu. Vodik jiz nema kolem
jadra Zadné dalsi nevazebné elektrony, dokonce miizeme fici, Ze je to jiZ téméf proton
H', diky ¢emuz miiZe vytvofit interakci neboli mistek s volnym elektronovym parem na

atomu dalsi molekuly (Streblova E., 2013). V nukleové kyselin¢ hraje roli akceptoru
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dusik a kyslik. A¢ se zda, ze vodikové mustky jsou slabé interakce, které se daji snadno
rozrusit, opak je diky velkému mnozstvi téchto mistkt v nukleové kyseliné pravdou.
Pravé diky vodikovym mustkiim, které paruji nukleové baze, mize vzniknout ze
samostatnych fetézci dvouSroubovice DNA. V dvousroubovici nachdzime dva rizné
pary a to Cytosin-Guanin (Obrazek 12), mezi kterymi se nachazi tfi vodikové mustky
(2x O-H s délkou 2,84A a 1x N-H s délkou 2,92A) a Adenin-Thymin (Obrazek 13) se
dvéma vodikovymi mustky (1x O-H s délkou 2,84A a 1xN-H s délkou 2,91A). Jakmile
je dvousroubovice sestavend, je pozoruhodné pevnd. Kazdéd individudlni interakce je
sice velmi slabd, jak bylo jiz zminéno, ale v souc¢tu dokazi vytvotit velmi odolnou a

stabilni dvousroubovici (Sinden R., 1994).

C*G
H AT
\ 284 8 28248 H
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/N\é\\ %\ e, 'C\SN\ \ 1 2/GN\H)U)W// s\\ 9/
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Obrazek 12 - Cytosin-Guanin par (Sinder R., 1994) Obrazek 13 - Adenin-Thymin par (Sinder R., 1994)

2.2.4 Formy DNA

Dvousroubovice nukleové kyseliny se nachazi ve vice formach, které jsou mezi sebou
vice, ¢i mén¢ odlisné. Nékteré mizeme naleznout téméf vSude, jiné jsou velmi
specializované, ¢i je jejich vyskyt zavisly pouze na umeélé piiprave v laboratofi

(Streblova E., 2012).

B-forma DNA

B-forma (Obréazek 15) nukleové kyseliny je jednou z nejhojnéji se vyskytujicich forem
vibec. Jeji nalez byl uskute¢nén kolem roku 1980 pomoci rentgenové difrakce jediného
krystalu. Tato forma dvousroubovice je pravoto¢iva. Pokud se podivame na 3D model,
vidime, Ze pary nejsou vSechny kolmé k ose Sroubeni, ale vykazuji jev, ktery mizeme
nazvat jako ,krouceni vrtule® kde pary nelezi ve stejné roving, ale jsou zkroucené
s respektem k ostatnim param pravée jako listy vrtule. Kromé toho, pokud se podivame

na osu Sroubovice, v§imneme si, Ze neni pfima, ale mirné zakiivena, coz déla z centra
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Sroubovice relativné inertni misto pro ukladani genetickych informaci (Bates A.,

Maxwell A., 2005).

A-forma DNA

A-forma (Obrazek 16) a B-forma nukleové kyseliny nese par spole¢nych znaki, coz je
napiiklad pravotoCivost. Rozdily lze nalézt v Sifce Sroubovice, kdy A-forma je Sirsi
pfiblizné o 3A. Kli¢ovy rozdil je vSak v konformaci cukerné slozky, kterd u B-formy
sméfuje dovnitt C2° a u A-formy C3’. Tato konformace se blizi podobé dvojité
Sroubovici RNA. Neni jisté, zda se tato forma vyskytuje in vivo®, ackoliv jeji piitomnost
byla navrzena v n€kterych vazebnych mistech pro transkripéni faktor (Bates A.,

Maxwell A., 2005).

Z-forma DNA

Z-forma (Obrazek 17) je zcela odlisné od predchozich dvou uz
jen tim, Ze jako jedind je levotociva. Nazev Z ziskala podle
,Zig-zag™ fostatové kostry. Na 3D modelu mizeme vidét, ze
hlavni zlabek tzv. major groove (Obrazek 14) téméf skoro
zmizel na témét plochy povrch, takze struktura obsahuje pouze
jeden hluboky uzky zlabek. Vyluéné v této forme¢ mulizeme
naleznou syn konformaci glykosidické vazby (Sinden R. 1994).
Predpoklada se, ze vyskyt této formy je pouze piechodny
v prubéhu bunéénych procest, jako je napiiklad transkripce

(Bates A, Maxwell A., 2005).

'l Obrizek 14 - Ukszka tzv.
5 major groove na B-formé
(Baynes J., Dominiczak
M.. 2014)
.
2%

Obrazek 15 - B-forma Obrazek 16 - A-forma Obrazek 17 - Z-forma
(Bates A., Maxwell A., (Bates A., Maxwell A., (Bates A., Maxwell A.,
2005) 2005) 2005)

? Vyskyt v Zivém organismu.
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2.3 Izolace DNA 7 materidlu

At se bavime o rostlinném, ¢i zZivoc€iSném materidlu, vétSina metod jako startovni
material vyZaduje jaderné bunky. Zahajovaci krok je vzdy tedy lyza bun¢k. Pokud se
extrakce provadi z plné krve, vyuzivame jeSté krok hemolyzy, ktery nam odstrani
cervené krvinky. Lyza je mnohdy uskute¢néna pouhou inkubaci s detergenty. Do smési
je tradi¢né ptidavana Proteindza K, kterd inaktivuje uvolnénou DNézu a tim zabraiiuje
degradaci DNA. Zlyzatu je poté DNA izolovana budto organickou extrakci,
proteinovou precipitaci, ¢i vazbou na pevna média, zalezi na metod¢, kterou si zvolime.
Surova DNA je poté jeste nékolikrat promyta a pomoci precipitace ¢i eluce ziskana Cista

DNA (Grody W. et al., 2009).

2.3.1 Fenol-chloroformovi metoda

Tato metoda je povazovana za zlaty standard pro ziskani DNA o vysoké Cistoté ze
vzorku, kde je ptedpokladany nepatrny obsah DNA (vlasy, kostni vzorky). Metoda je
stale hojné€ vyuzivana i pfes to, Ze je nutna prace s nebezpeénymi chemikaliemi, jako je
napiiklad fenol, ktery vyzaduje k pouziti digestof. Prace je zarovenl velmi manuélné
naro¢na (Carracedo A., 2005). Lyza buné¢k je zahajena ptidanim Tris (8.0) a proteinazy
K. Klyzatu je dale pridana nasycena smés fenol/chloroform/isoamylalkoholu.
Nasleduje krok centrifugace, pfi kterém je oddélena vodna faze od organické. DNA
nalezneme ve vodné fazi. Vodna faze je opatrné premisténa do ¢isté zkumavky. Takto
ziskand vodna faze mize byt jeste¢ nékolikrat precisténa smési fenol-chloroformu. Do
takto ziskané surové DNA jsou nasledné pridany stejné objemové dily chloroformu a
isoamylalkoholu, diky ¢emuz se zbavime zbytkového fenolu. Nasledné¢ se smés
koncentruje pomoci ethanolu, ¢i isopropanolu za pfitomnosti octanu sodného, ¢i octanu
amonného, pro ethanol a chloridu sodného pro isopropanol. Ziskana smes se poté necha
odpatit do sucha a nasledny precipitat, je hydratovan vodou, ¢i Tris-EDTA pufrem a

vvvvvv

hydratace (Grody W. et al., 2009).

2.3.2 Vysolovaci metoda

Vysolovaci metoda je alternativa k fenol-chloroformové metod¢€, ktera nevyuziva
nebezpeéné chemikalie a neni tak manualné pracna. Metoda je zaloZena na principu, Ze
proteiny a ostatni buné¢né kontaminanty precipituji v nasyceném solném roztoku diky

jejich relativnimu hydrofobnimu charakteru na rozdil od DNA. Prvni krok je
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samoziejmé lyza za pomoci nasyceného roztoku soli, vétSinou se jednd o 6M chlorid
sodny. Nasledna smés je odstiedéna. Ziskany supernatant obsahuje ptrecisténou DNA a
ostatni latky zistanou obsaZeny ve spodni vrstvé. Supernatant se opatrné premisti do
vznik srazeniny DNA. Diky své jednoduchosti, je cCistota ziskané DNA bohuzel

nesrovnatelné horsi nez u fenol-chloroformové metody (Grody W. et al., 2009).

2.3.3 Metody vyuZivajici adsorpci na pevny materidl

Na rozdil od zminénych dvou metod, tato metoda nevyzaduje precipitaci a rehydrataci
DNA. Metoda ma vyhodu v malém mnozstvi vstupniho materialu, v fadech pg a pl.
Metody jsou zalozené na selektivni adsorpci DNA na pozitivné nabita skelnd vldkna,
nebo silikdtovou membranu za piitomnosti vysoké koncentrace chaotropnich soli jako
je naptiklad guanidinium chlorid. Za¢ina se jako vzdy lyzou za pfitomnosti proteinazy
K. Jediny rozdil v prvnim kroku v této metod¢ je kratkd inkubace pii lyze a teplota,
ktera muze byt i pokojova. Po lyze je substrat pfenesen na membranovy filtr. Filtrace
byva Casto podpotena centrifugaci, ¢i vakuovanim. Tradiéné€ prvni membranovy filtr
propusti DNA a zachyti necistoty a druhy membranovy filtr zachyti surovou DNA.
Pokud si pfejeme DNA z membrany vyvazat, sta¢i na kolonku pfidat pufr, ktery
membranu zbavi pozitivniho naboje a vytvofi negativni naboj, tim se vazby uvolni a
DNA protece do sbérné zkumavky pod kolonkou. Na trhu je mnoho kitt, které nabizeji
Siroké spektrum pouziti pro riznorodé materialy. Hlavni vyhoda této metody je moznost

jeji automatizace (Grody W. et al., 2009).

2.3.4 Extrakce DNA s vyuZitim magnetit

Princip této metody je velmi podobny principu metody s vyuzitim adsorpce na pevny
material. Hlavni rozdil mezi metodami je, Ze namisto pouziti filtrace ¢i centrifugace
k separaci DNA od necistot, je pouzito magnetickych kulicek, na které se navaze DNA
ze vzorku. Postup metody je takovy, Ze pomoci vysoké koncentrace chaotropnich soli je
zapocata lyza. Do lyzatu jsou piidany magnetické kulicky a takova smés je poté
specidlné navrzenymi Spickami pipetovana do specidlnich promyvacich pufra
obsahujicich alkoholy, které z DNA odstrani nezadouci necistoty, poptipadé¢ mize byt
magnetickym polem pfitdhnuta ke dnu zkumavky a byt promyvana pouze v jedné
zkumavce. V pfistrojové extrakci lze vyuzit obou metod. Po promyti je DNA eluovana

do roztoku s nizkou koncentraci soli a odvazéana z povrchu kulicek. Cistota a vytéZnost
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této metody je oproti filtraci znaén¢ mensi, ale jelikoZz neni vyzadovana zadna
centrifugace ¢i vakuovani, metoda je velmi snadno automatizovana. Dalsi vyhodou je,
7e nedochazi k ucpavani filtrd, pokud se ve vzorku nachazi mnoho pevnych necistot
jako u ptredeslé metody, jelikoz se zde zadné filtracni kroky nenachézeji (Grody W. et

al., 2009).

2.3.5 Metoda vyuZivajici cetyltrimethylammonium bromid — CTAB metoda

Jednd se o pomérné star$i metodu z roku 1961, ale s pouZzitim nékolika modifikaci dle
potieb je dnes stale hojné vyuzivana pro extrakci DNA z jidla, krmiv, listi, semen, ¢i
zrn. Velké minus této metody je relativné pracné provedeni a pouziti toxickych
chemikalii naptiklad chloroformu, ¢i fenolu, které vyzaduji pouziti digestote.
Nejvyuzivangjsi lyzaéni CTAB pufr obsahuje 2% CTAB, ktery slouzi jako detergent,
dale 20 mM EDTA vyuzivany pro zachycovani kovovych ionti a tim zabranéni
poskozeni DNA, dale 1,4 M NaCl, ktery pfispiva k rozpustnosti DNA, 100 mM Tris-
HCI o pH 8.0. Pti riznych modifikacich je k CTAB pufru ptidavan mercaptoethanol,
proteinaza K, N-phenacylthiazolium bromid, nebo polyvinylpyrrolidon v tomto piipade
hovotime o metod¢ CTAB-PVP. Pii vybéru ptiddvanych chemikalii k CTAB pufru, je
dalezité posoudit klady a zapory, jaky vzorek vyuziji k extrakci a jaky vysledek
z extrakce ocekavam (Xu W., 2016). Po lyze nasleduje extrakce chloroform-
isoamylalkoholem a precipitace komplexu CTAB-DNA alkoholem zvodné faze.
Vysuseny ziskany pelet DNA po centrifugaci je poté rozpustén v TE pufru (Weising K.,
2005).

2.3.6 Metoda vyuZivajici dodecylsulfat sodny — SDS metoda, Ci extrakce dle
Dellaporta
Tato metoda byla poprvé predstavena kolem roku 1983. Jednd se o obménu CTAB
metody. Rozdil je ve slozeni lyza¢niho €inidla, které obsahuje 1% SDS, 150 mM Tris-
HCI1 o pH 8,0, 50 mM EDTA, 0,5M NaCl a 10 mM 2-mercaptoethanol. SDS zde
funguje jako detergent a 2-mercaptoethanol jako biologicky antioxidant ke sniZeni
degradace DNA a snizeni disulfidickych vazeb. Lyza je vétSinou provadéna pii 65°C
nékolik hodin. Dalsi postup je stejny jako u CTAB metody tj. necistoty jsou odebrany
pomoci organické extrakce (Xu W. 2016). Existuje modifikace této metody, kdy se pii
lyze ptida jesté SM octan draselny a diky tomu neni vyzadovana zadna dal$i organicka

extrakce (Weising K., 2005).
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2.3.7 Extrakce pomoci Chelexu

Tato metoda je zvlasté vyuzivana ve forenznich laboratofich, jelikoz k extrakci staéi i
miniaturni vzorek (vlasy, krevni stopy, slinné stopy). Dalsi nesporna vyhoda je levné,
rychlé a nenarocné provedeni. Kontaminace je pfi praci minimalni, jelikoZ celd izolace
se d&je prakticky v jedné zkumavce (Lawrence F., et al., 2007). Metoda je zalozena na
klasické lyze bun¢k napiiklad proteinazou K a ptidanim chemikalie zvané chelex. Jedna
se o pryskyfici sloZenou ze styren divinylbenzen kopolyméru. Nasledné se smés ptivede
k varu, pfi kterém dojde ke zniceni bun€k a uvolnéni DNA. Pii varu slouzi chelex
k vychytavani necistot, které by ndsledné mohli interferovat, ¢i znemoznit analyzu
DNA. Nasledné je vzorek zcentrifugovan a oddélen vznikly supernatant s DNA.
Metodu neni mozné provést, pokud extrahovand DNA ma byt vyuZita napiiklad pro
RFLP, protoze extrahovanda DNA se pii varu rozbije na dva fetézce. Extrahovany
vzorek je vhodny pro metody zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR), kde
tato skute¢nost nijak nevadi, dulezité je vsak kvalitni odstranéni chelexu, jelikoZ se

jedné o silny inhibitor PCR reakce (Norah R., Keith I., 2002).
2.4 Zjisténi kvality a kvantity vyextrahované DNA

2.4.1 Spektrofotometrické méieni

Zakladni a  nejjednodussi ]
metoda pro posouzeni kvality a = ——— o S — ‘
kvantity vyextrahované DNA ;3} s e
je spektrofotometrické méfeni fﬁj 5 ™
absorbance ultrafialového (UV) g Ei s:::: [l::
svétla vét§inou od 220nm do g,',:T :zﬁm::g
350nm s vyjadfenim  dvou % "2”"’""'2';;‘"@
pomérid  absorbance a to 1:2 R — 260/230| 241 |
A260/A280 a  A260/A230, |vimmmn | eesms S gl |66 5

které ndm charakterizuji ¢istotu

vzorku a vyjadienim kvantity

Obrazek 18 - Ukazka vysledku pri pouziti metody NanoDrop (Conn P.

2012)

nukleové kyseliny vétSinou v ng/ul (Obrazek 18). Nukleové kyseliny jako je DNA a
RNA a volné nukleotidy vykazuji silnou absorbanci pfi 260nm. Prvni pomér
A260/A280 nam ukazuje miru zneciSténi vzorku vétSinou proteiny nebo fenolem,

jelikoz tyto piimési vykazuji silnou absorbanci pravé pii 280nm, hodnota poméru by
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pro Cisty vzorek DNA méla byt 1,8 a pro cCisty vzorek RNA 2,0. Druhy pomér
A260/A230 nam ukazuje miru znecisténi vzorku vétSinou polysacharidy, ¢i ostatnimi
piimésemi. Hodnota poméru pro ¢isty vzorek by se méla pohybovat v kolem 2,0.
V priubéhu let byla tato metoda velmi rapidné modernizovana az do dnesni podoby, kdy
pro vlastni méfeni je vyzadovand pouze kapka (1-2ul) zkoumaného vzorku, kterd se

umisti na vyznacené misto na pfistroji, tim odpadlo i vyuzivani kyvet (Conn P., 2012)

2.4.2 Fluorometrické méieni

Fluorometrické metody jako je mnapiiklad Qubit® maji par vyhod oproti
spektrofotometrickému méfeni. Prvni je vyhoda toho, Ze 1ze rozlisit sSDNA od dsDNA.
Dalsi vyhoda je schopnost méteni dsDNA za soucasného ignorovani RNA, ¢i volnych
nukleotidd, coZ spektrofotometr nedokaZe. Navic tato metoda neni nijak ovlivnéna
pritomnosti kontaminantti, jako jsou proteiny, soli a jiné organické latky. Dalsi
nespornou vyhodou je veétsi pfesnost pii méfeni velmi malych koncentraci kdy UV
metoda je pouzitelna ptiblizné¢ od 2ng/ul, ale fluorometrickd metoda jiz od 10pg/ul
(Jennings W., 2017). Metody jsou zalozeny na pouziti specidlnich barviv, které se
specificky vazi na to, co potfebujeme mefit, naptiklad jenom na dsDNA, tudiz

nedochazi ke zkresleni vysledkd kontaminanty (Conn P., 2012).

2.5 Polymerdazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce dale jen PCR, je metoda, pii které dochdzi k namnozeni
v bakteridlnim plasmidu. Metoda je tak citliva, Ze lze amplifikovat jedinou molekulu
DNA (Innis M., 1990). Metoda je dnes plné automatizovana na piistrojich zvanych
termocyclery a obsahuje tfi zdkladni kroky. Zacatek reakce je denaturace typicky
vrozmezi 94-97°C, diky tomu ziskdme volné fet¢zce DNA. Pak pokracuje c¢ast
nazyvana hybridizace, pii které je smés velmi rychle ochlazena na teplotu vétSinou
v rozmezi 55-72°C. Teplota byva povétsinou charakteristicka podle pouzitych primert.
Po ochlazeni dojde k nasednuti primerti na jednovlaknovou DNA. Nakonec pfichdzi na
fadu krok elongace, pfi kterém je smés ohfdta typicky na 72°C, pii které dochazi
k odvazani nespecificky navdzanych primert. Pfidana DNA polymerdra musi byt tedy
termostabilni. Po dokonéeni syntézy se cely cyklus nékolikrat opakuje, vétSinou 30-40
krat, kvili ziskani velkého mnozstvi pozadované DNA. Mnozstvi cykli by nemélo

prevySovat ¢islo 45, poté dochézi k vétSimu mnoZstvi nespecifického dosedani primerd.
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Po dokonceni PCR reakce je pivodni DNA ve vzorku téméf neznatelnd oproti

pozadované (McPherson M., Mgller S., 2006).

2.5.1 Chemikdlie pro PCR

Vsechny chemikalie byvaji obsazeny ve smési nazvané vétSinou ,,master mix“. Nize
sérovy albumin, déle se jedna o detergenty napiiklad Tween 20 nebo Laureth 12. Dalsi
dalezité slozky, které jiz ale nejsou obsazeny v master mixu jsou primery (Innis M.,

1990).

100 mM Tris-HCI pH 8,3

Jedna se o dipolarni iontovy pufr, ktery méni pH dle své teploty. Pti reakci bude tedy
pH kolisat od 6,8 a 8,3. Taq polymeraza ma pii nizSim pH vétsi pfesnost, je tedy
doporuc¢eno, pokud ma byt zajisténa vysoka piesnost, pouzivat pufr napiiklad Bis-Tris

propan u kterého se pH zase tak vyrazné¢ neméni (McPherson M., Moller S., 2006).

500 mM KCl
Napomaha annealingu templatd. Je dilezité ale neptekrocit doporuc¢ené koncentrace,
vyS$$i koncentrace muze vést ke vzniku anomalnich produktd prostfednictvim nasedéani

primert na neshodné mista (McPherson M., Moller S., 2006).

15 mM MgCl;

Hot¢ik je jednim znejvice kritickych komponenti pii PCR reakci. Taq DNA
polymeraza je zavisla na vyskytu volného hoi¢iku v koncentraci 1,2-1,3 ve formé Mg”".
Koncentraci volného hoiciku ovliviiuje koncentrace dNTP, je tedy velmi dulezité
vyvazit pomér a zvazit vzdy klady a zapory, které vzniknou snizenim, ¢i zvySenim
koncentrace jedné ze slozek. V ptipad¢ Spatného vysledku z PCR reakce, je vhodné

upravit tyto koncentrace (McPherson M., Meller S., 2006).

Deoxinukleotid trifosfat

Smeés deoxinukleotidii by meéla byt neutralizovand na pH 7,0 a jejich koncentrace
zméfena spektrofotometrickou metodou. Koncentrace v master mixu by méla byt
v rozmezi od 20-200uM. Pii nizSich koncentracich je zabranéno chybam, které jsou

zapticinéné nespecifickym dosedanim (Innis M., 1990).
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Tag DNA polymerdza
mezi 1-2,5 jednotkami na 100ul reakéni smési. Pokud je koncentrace pfili§ vysoka,
dochazi k nespecifickému dosedani, pokud je koncentrace piili§ nizka, dochazi

k malému mnozstvi produktu (Innis M., 1990).

Primery

Doporuc¢ena koncentrace se pohybuje mezi 0,1 a 0,5 uM. Typicka délka primeru je
kolem 18-28 nukleotidd s 50-60% zastoupenim G+C. Zakladni podminka je
samoziejmé specifita primeri a vzdjemna nekompatibilnost. Do reakce jsou potiebné
dva typy nazyvané jako forward, ktery za¢ind od 5" konce a druhy reverse (Innis M.,

1990).
2.5.2 Nékteré modifikace PCR

Horky start

Tato modifikace je pouZivana pro zabranéni nespravného navazani primerd. Pfi této
modifikaci jsou komponenty reakce aktivni az pii dosazeni dostatecné teploty pro
spravné dosedani primert. Této schopnosti 1ze dosahnout nékolika zptsoby. Jako prvni
zpusob je navazani protilatky na DNA polymerdzu, kterd ji inaktivuje. Po zahtati smési
ptiblizné na 70°C se protilatka odvdze a DNA polymeraza se aktivuje. Dalsi zpisob je
chemicky upravena DNA polymeraza naptiklad AmpliTaq Gold™ DNA polymerase od
spole¢nosti PerkinElmer, ktera je aktivovana dosazenim teploty 95°C. Jako posledni
moznost je zabaleni DNA polymerazy do voskové kulicky napiiklad AmpliWax™ od
firmy PerkinElmer. Princip je, ze kulicka pfi zvySovani teploty taje a pii dosazeni

vysokych teplot vypusti aktivni DNA polymerazu (Singleton P., 2000).

TaqMan Real-Time PCR

Tato modifikace vyuziva 5’exonukledazovou aktivitu DNA polymerdzy. Metoda
vyzaduje vytvoreni fluorescenéné znacenych oligonukleotidovych sond. Sonda sebou
nese 1 svij tzv. zhasec, ktery pokud je sonda v celku potlacuje fluorescenci. Princip je
v tom, Ze se sonda vaze na DNA, kterd je syntetizovana, tj. DNA polymeraze do cesty.
Pti syntéze nového vldkna DNA je sonda pomoci DNA polymerazy oddélena od DNA a
rozbita na kousky, to dovoluje vzdaleni zhaSeCe od znacené sondy, kterd poté jiz

excituje fluorescencni zateni, které je detekované pomoci specialniho termocycleru.
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Cim vice DNA je nasyntetizované, tim vice sond je ,rozlamanych® a tim vice
fluorescence zaznamendme. Méifeni se provadi béhem PCR reakce, bez zasahu do

zkumavky (Rapley R., Walker J., 2005).

2.6 Elektroforéza DNA

Jedna se o separa¢ni metodu, kterd je velmi hojné vyuzivana napti¢ odbornostmi.
Elektroforéza pochazi zteckého slova electron (nabity) a latinského phore (nosic).
Metoda elektroforézy je tedy zaloZena na elektrickém ndboji neseném molekulami.
V ptipadé DNA mame fosfatovou skupinu, ktera je v kostfe DNA a nese zaporny naboj.
Nukleové kyseliny nazyvame kyseliny z toho diivodu, Ze fosfatova skupina se snadno
vzda H iontu, pravé to ji déla ve vétsing pufri negativné nabytou &astici. Pod vlivem
elektrického pole, budou molekuly DNA migrovat od negativné nabyté elektrody,
kterou nazyvame katoda, ve sméru k pozitivné nabyté elektrodé, zndmou jako anoda.
Cim vétsi napéti je pouzito, tim vétsi je vyvijena sila na migraci molekul, a tim rychlejsi
je pohyb molekul DNA. Pii pohybu ionti v elektrickém poli vznika teplo. Toto teplo
musi byt rozptyleno, odvedeno, ¢i pohlceno systémem. V ptipadé zvySené teploty
systému muze nastat problém, Ze pruhy DNA budou mit tvar ,,usmévu®, ¢i v extrémnich
piipadech muze dojit k rozpusténi gelu, na kterém elektroforéza probihd (Butler J.,

2005).

2.6.1 Gelova elektroforéza

Gely obsahuji pevnou matrici s mnozstvim pdéra a roztok pufru, kterym béhem
elektroforézy molekuly prochazeji. Pii ptipravé gelu, je materidl dle ptislusného navodu
smichan dohromady a nalévan do formy, kterd bude definovat jeho tvar. Do formy jsou
vloZeny specidlni hiebeny, které pfi tuhnuti vytvoii jamky pro nanaseni vzorkt. Po
ztuhnuti gelu jsou hiebeny vyjmuty a gel je moZzno pouzit pro elektroforézu (Obrazek
19). Vétsinou jsou vyuzivany dva typy gelii. Agarozovy gel ma vétsi velikost port a je
tedy hojné¢ vyuzivan pii separaci vétSich molekul DNA. Polyakrylamidovy gel ma

naopak mens$i pdry a slouzi k vysokému separa¢nimu rozliSeni pro mensi molekuly
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DNA o velikosti 500 - 1000bp (Butler J., 2005).

Jamky pro vzorky

Anoda Gel Katoda é' é égé =
+ E \
Pufr
o N =l T
¥ I DNA |
el - pruhy|
[ e A
Linie vzorka
Pohled ze strany Pohled shora

Obrazek 19 - Schéma jednoduché elektroforézy (Butler J., 2005)

Agarozovy gel

Agaroza je v podstaté forma motskych fas. Obsahuje péry, které jsou fadove v priméru
200nm. Priprava agarosového gelu je velmi jednoducha. Spociva v navazeni
agarosového prasku a smichéani s elektroforézovym pufrem. Po promichdni se smés
zahieje nejlépe pomoci mikrovin do bodu varu, kdy se prasek plné rozpusti. Smés se
zchladi studenou vodou a vlije do formy, kterd da smési pozadovany tvar (Butler J.,

2005).

Polyakrylamidovy gel

Pory v polyakrylamidovém gelu jsou tvofeny chemickou cestou pomoci zesitovani
akrylamidu a bisakrylamidu. Gel je vytvofen polymerizaci, piiprava je tedy o néco
akrylamidu a za pfitomnosti rizného mnozstvi polymera¢niho ¢inidla bisakrylamidu.
Polymerace je zahdjena vznikem volného radikdlu za pomoci persiranu amonného.
Polymerace se ukoncuje pfidanim TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin).
Velikost pdort v gelu mize byt opravena celkovou koncentraci polymeraénich cinidel.
Celkova hodnota koncentrace akrylamidu v gelu se oznacuje jako %T. Pory se daji
upravit je$té pomerem monomeru a ,sitovace”. Pomér se oznacuje jako %C. Pfi
bublinek v gelu. Z toho divodu se polymerace vétSinou provadi ve vakuu. Nevyhoda
gelu je neurotoxicita a mutagenni schopnost monomeru akrylamidu, je tedy dulezita

bezpecnost prace pii ptipraveé (Butler J., 2005).
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Rozdil mezi gelem pro nativni a denaturovanou DNA

Za bézné situace se pro elektroforézu pouziva dvousroubovicova DNA jinak nazyvana
jako nativni. Pokud ale chceme rozlisit fetézce DNA, které jsou si velikostné velmi
blizké, je vhodné pouzit pouze jednoietézcovou DNA jinak nazyvanou jako
denaturovana DNA, protoZe je vice flexibilni pii prochdzeni pdéry nez nativni DNA.
V tom piipadé musi byt ale upraven vzorek DNA, ¢i cely gel. Pro upravu gelu je
nejCastéji pouzita 6 molarni urea, ktera je pfidana do gelu a tim vznikne tzv.

denaturovany gel, ktery zabrani vzniku nativni DNA pii elektroforéze (Butler J., 2005).

2.6.1.1 Drive pouZivand nosnd média
Stejné jako vétsina metod i elektroforéza prosla velkym vyvojem. Na zacatcich se vSak
vyuzivala jind nosnd média nez dnes. VétSina z nich se jiz prestala zcela vyuzivat, ¢i

nasla uplatnéni pouze v Gzkém spektru vyuziti.

Papir jako prvni nosné médium

Papir se vyuzival jako jeden z prvnich materidld pro zoénovou elektroforézu proteini.
VétSinou se vyuzival strip o velikosti 20x150mm vytvoteny z filtra¢niho papiru, ktery
m¢l tuzkou oznacena mista pro anodu a katodu. Vzorek se umist'oval doprostied stripu.
Pufr pro elektroforézu byl nalit do dvou odd€lenych nadob. V jedné nadobé byla
umisténa katoda a ve druhé anoda, bylo dulezité, aby hladiny méli stejnou vysku
(Obrazek 20). Papir byl umistén uprostied naddob a s nadobami spojen knoty, nebo
vrstvami filtraéniho papiru. Délka knotli musela byt stejnd. Po nasaknuti papiru pufrem

mohla elektroforéza zacit (Dennison C., 2003)

Pohled ze strany
a—J

Pohled shon

222, %

Obrazek 20 - Schéma papirové elektroforézy (Block R., 1955)
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Membrana z acetdtu celulozy

Acetat celulozy je jemnéjsi derivat celuldzy vytvoreny esterifikaci celulézy. Membrana
z acetatu celulozy poskytuje ostiejsi prouzky pti déleni proteini nez predtim vyuzivany
filtra¢ni papir a tim padem ho vytla¢ila do dne$ni doby zpouzivani. Princip
elektroforézy pii pouziti tohoto nosného média zlstal stejny jako u pouziti filtratniho
papiru. Membrana je vyuzivana do dnesni doby i z diivodu mozného skenovani prouzki

proteinli pro vyhodnocovani poc¢itacem (Dennison C., 2003)

Skrobovy gel

Historicky je Skrobovy gel prvni pouzity gel pro elektroforézu. Gel ze Skrobu byl
predstaven kolem roku 1955. Skrob tvoii mikroretikularni gely sloZené ze vzajemné
provazanych Skrobovych Sroubovic zesitovanych pomoci vodikovych mustka.
Skrobovy gel je v dnesni dob& v biochemii ve velkém utlumu, ale v biologii je velmi
hojn¢ vyuzivan. Hlavni pfednosti gelu jsou, Ze neni toxicky a je biologicky

odbouratelny (Dennison C., 2003)
2.6.1.2 Modifikace gelové elektroforézy

Gradient porii v gelu

Pro tuto modifikaci je nutné vyrobit specialni gel, ktery ma rtznou velikost pord.
Vzorky postupné pii migraci prechézeji od vétsich port, ke stdle mensim a menSim.
Modifikace je vyuzivana k rozdéleni proteind, kdy je vyuzito toho, Ze kazdy protein ma
specifickou velikost a dokaze projit pouze do uréitého mista v gelu, pak mu v prichodu
brani jeho vlastni velikost a protein zistane zaseknuty na misté. Tim doje k pfesnému

rozdeleni podle velikosti proteinti (Dennison C., 2003)

Izoelektrickd fokusace

Modifikace je vyuzivana pii rozdéleni proteinti diky jejich amfolytické schopnosti a
specifickému izoelektrickému bodu. Pro tuto metodu je pouzito specialni prostiedi, kde
tedy pozitivni ndboj a budou migrovat ke katod¢€. Pti migraci ve vzristajicim pH dojdou
proteiny do bodu, kdy ztrati kladny naboj a jejich migrace se tedy pomalu zastavi.
Pokud protein prejde sviji izoelektrickou hodnotu pH, ziskd zaporny néboj a bude

migrovat zpét k anodé. Timto postupem se kazdy protein po Case zastavi na svém
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charakteristickém izoelektrickém bod¢ a tim dojde krozdeleni smési proteint

(Dennison C., 2003)

2.6.2 Pulsni elektroforéza

Kolem roku 1970 byla pfedstavena jedna z nejvyznamnéjSich modifikaci elektroforézy.
Diky pulsni elektroforéze, bylo mozné rozd¢lit opravdu velké fragmenty DNA. BéZné je
vyuzivana pro molekuly vétsi nez 15 kb, ale je mozné delit molekuly velké az nékolik
Mb, coz do té doby nebylo efektivné mozné. Princip pulsni elektroforézy je takovy, Ze
se na vzorky DNA aplikuje prvni elektrické pole, diky kterému se vzorky za¢nou podle
sméru proudu prodluZzovat a migrovat v gelu. Po né&jaké dobé¢ je prvni elektrické pole
vypnuto a zapnuto druhé elektrické pole v ur¢itém thlu od prvniho. To donuti vzorky
DNA zménit konformaci a migrovat podle druhého elektrického pole. Cas pro zménu
konformace je velmi specificky podle délky molekuly DNA. Cim vétsi molekula je, tim
delsi cas pro reorganizaci a naslednou migraci potiebuje. Prepinani mezi elektrickymi
poli je aplikovano nékolikrat za sebou, tim je docileno detailngj$iho rozdéleni. Hlavni
nevyhoda je vizolaci DNA, ktera je specidln¢ upravena, aby nedoslo diky stfiznym

silam k poskozeni velkych fragmentt (nad 500 kb) (Birren B., Lai E., 1993).
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3 Hypotézy a cil prace

Tato prace se zabyva hledanim nejvhodné&jsi metody purifikace DNA z riznych typt
vzorkd obsahujicich mak, pro pouziti napiiklad v referencnich laboratotich pii
zkoumani, zda nedoslo k nahrazeni jedlého maku v makovém vyrobku za levnéjsi

farmaceuticky mak.

3.1 Hypotézy
1) Pro ziskani dostate¢né¢ kvalitni DNA z rGznych typt vzorkl je potfeba vyuzit
rizné metody jeji izolace.
2) Zriznych typt vzorkl obsahujicich mék se ziskd DNA sriznou kvalitou a

koncentraci.

3.2 Cile prace
1) Vyzkouset izolaci DNA z méku a makovych vyrobkid pomoci nejb&znéjsich
metod.
2) Zméfit koncentraci ziskané DNA.
3) Ovefit kvalitu ziskané DNA pomoci PCR a elektroforézy.
4) Na zaklad¢ ziskanych vysledki doporucit nejvhodnéj§i metodu izolace DNA

z jednotlivych typt vzorki maku a makovych vyrobkd.
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4 Material a metody

4.1 PouZity materidl

Pro izolaci jsem vybral dvé odridy maéku, relativné novou odridu maku modrého
ONYX a odridu maku bélosemenného OREL. Z kazdé odridy jsem zhotovil ¢tyfi typy
vzorkd pro izolaci - z listi, semen, z uvaiené nadivky pro vyrobu buchet a z hotovych
buchet. Dva posledni vzorky byly pouzity pro otestovani vlivu tepelné tipravy vzorkil na
mnozstvi a kvalitu DNA a také vlivu kontaminace makové DNA nukleovymi
kyselinami ostatnich pouzitych surovin pro pfipravu vyrobku, jako je naptiklad DNA

kvasinek, pSenice, kravy, slepice aj.

4.2 Metody izolace DNA

7 kazdého vzorku jsem extrahoval DNA pomoci nasledujicich péti metod:

1) Modifikovana metoda pomoci CTAB-PVP pro rostliny.

2) Modifikovana metoda pomoci CTAB-PVP pro rostliny — zkracena verze.
3) Izola¢ni kit NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel (D).

4) Izola¢ni kit NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel (D).

5) Instrumentalni metoda na piistroji MagCore, pomoci kitu 401.

4.2.1 Izolace DNA pomoci CTAB-PVP modifikované metody pro rostliny

Metoda je zaloZena na schopnosti CTAB vytvatfet komplex s nukleovymi kyselinami a
spolu s PVP lze dosdhnout u¢inngjsiho odstranéni kontaminujicich latek, coz dale
prispiva k zisku ¢istsi DNA. Rozdil modifikované verze pro rostliny uvedené nize
(4.2.2) od standartniho postupu, je vétsi robustnost metody s vysledkem vétsiho

vyextrahovaného mnozstvi DNA a dlikladnéj$i precisténi od necistot.

PouZzité chemikadlie a pristrojové vybaveni
¢ 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky Eppendorf
e Termoblok
e Centrifuga chlazena
e Vortex
e Mikropipety
e Plastové homogenizatory pro pouziti s mikrozkumavkami Eppendorf

e Mrazici box (-20°C)
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e Digestof

e Analytické vahy

o Extrakéni CTAB-PVP pufr
e B-mercaptoethanol

e 5% CTAB pufr

e Chloroform-IAA

e [sopropanol

e 96% ethanol

e 70% ethanol

e TE pufr

e Sterilni kiemicity pisek

4.2.1.1 Priprava vzorkii pro izolaci

Navazil jsem si 100mg od kazdého vzorku do zkumavek. Ke kazdému vzorku jsem
ptidal v digestofi 450ul predehiatého (65°C) CTAB-PVP pufru, 5Sul pB-
mercaptoethanolu a pro lepsi homogenizaci malé mnozstvi sterilniho kiemicitého pisku.
Pomoci plastovych homogenizatori jsem vSechny vzorky diikladné zhomogenizoval. Po
homogenizaci jsem vzorky vlozil do termobloku a inkuboval 45 minut pii 65°C. Béhem
inkubace jsem vzorky lehce kazdych 15 minut promichal. Po inkubaci jsem zkumavky

centrifugoval 10 minut na 12 000 ota¢ek/min.

4.2.1.2 Vlastni izolace DNA

Ze zkumavek jsem opatrné v digestofi prepipetoval vodnou fazi do novych zkumavek a
do kazdé zkumavky jsem ptidal 500ul chloroformu-IAA. Zkumavky jsem 10 minut
intenzivné protiepaval. Po uplynuti doby tfepani jsem zkumavky centrifugoval 5 minut
na 12 000 otacek/min pii pokojové teploté. Ze zkumavek jsem v digestoii piepipetoval
vzniklou vodnou fazi do novych zkumavek a ptidal 1/5 ze ziskaného objemu vodné faze
5% CTAB pufru. Poté jsem zkumavky lehce promichal. Do zkumavek jsem dale piidal
500ul chloroformu-IAA a poté jsem zase zkumavky 10 minut intenzivné protifepaval.
Po uplynuti doby jsem zkumavky centrifugoval 5 minut na 14 000 otaek/min pfi
pokojové teploté. Ze zkumavek jsem v digestofi piepipetoval vzniklou vodnou fazi do
novych zkumavek a pfidal 2/3 ze ziskaného objemu vodné faze vychlazeného

isopropanolu. Zkumavky jsem dal inkubovat na 2 dny do mraziciho boxu (-20°C).
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Po vyjmuti z mraziciho boxu, jsem zkumavky centrifugoval 5 minut na 14 000
otac¢ek/min a za teploty 4°C. Po centrifugaci jsem odstranil vS§echen supernatant a ptidal
do kazdé zkumavky 300ul TE pufru a zkumavky jsem nechal inkubovat 45 minut pfi
37°C. Po uplynuti doby jsem do zkumavek ptidal 600ul ledového 96% ethanolu a 3x
lehce promichal. Zkumavky jsem znovu vlozil do mrazicitho boxu (-20°C) a inkuboval
45 minut. Po uplynuti doby jsem zkumavky centrifugoval 10 minut na 14 000
otac¢ek/min a teploté 4°C. Ze zkumavek jsem znovu odstranil vSechen supernatant a do
zkumavek pipetoval 1ml vychlazeného 70% ethanolu, zkumavky jsem znovu 3x lehce
promichal a centrifugoval 2 minuty na 14 000 otacek/min a za teploty 4°C. Po vyndani
jsem okamzit¢ odstranil vSechen supernatant. Posledni krok jsem opakoval jesté 2x,
kvili co nejvétsimu precisténi DNA. Zkumavky jsem vlozil do termobloku
predehiatého na 37°C, tim doSlo k vysuSeni peletu. VysuSeny pelet jsem rozpustil
ptidanim 100ul TE pufru a tfepanim pii 37°C 40 minut. Tim jsem ziskal 100ul roztoku

od kazdého vzorku s izolovanou DNA. Vzorky jsem skladoval pii 4°C v lednici.

4.2.2 Izolace DNA pomoci CTAB-PVP pro rostliny — zkrdcend verze

Metoda je zaloZena na schopnosti CTAB vytvaret komplex s nukleovymi kyselinami a
spolu s PVP lze dosédhnout u¢inngjsiho odstranéni kontaminujicich latek, coz dale
prispiva k zisku ¢istsi DNA. Tato metoda je modifikovana tj. zkracena verze od klasické

CTAB-PVP metody.

PouZzité chemikadlie a pristrojové vybaveni
¢ 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky Eppendorf
e Termoblok
e Centrifuga chlazena
e Vortex
e Mikropipety
e Plastové homogenizatory pro pouziti s mikrozkumavkami Eppendorf
e Mrazici box (-20°C)
e Digestof
e Analytické vahy
o Extrakéni CTAB-PVP pufr
e B-mercaptoethanol

e Chloroform-IAA
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e [sopropanol
e 70% ethanol
e TE pufr

4.2.2.1 Priprava vzorkii pro izolaci

Navazil jsem si 100mg od kazdého vzorku do zkumavek. Ke kazdému vzorku jsem
pridal v digestofi 450ul pfedehiatého (65°C) CTAB-PVP pufru a 5ul
B-mercaptoethanolu. Pomoci plastovych homogenizatori jsem vSechny vzorky
dikladn¢ zhomogenizoval. Po homogenizaci jsem vzorky vlozil do termobloku a
inkuboval 10 minut pfi 65°C. Béhem inkubace jsem vzorky jednou lehce promichal. Po

inkubaci jsem zkumavky centrifugoval 5 minut na 14 000 otacek/min.

4.2.2.2 Vlastni izolace DNA

Ze zkumavek jsem opatrné v digestofi prepipetoval vodnou fazi do novych zkumavek a
do kazdé zkumavky jsem ptidal 500ul chloroformu-IAA. Zkumavky jsem 5 minut
intenzivné protiepaval. Po uplynuti doby tfepani jsem zkumavky centrifugoval 5 minut
na 14 000 otacek/min pti pokojové teploté. Ze zkumavek jsem v digestoii piepipetoval
vzniklou vodnou fazi do novych zkumavek a ptidal 2/3 ze ziskaného objemu vodné faze
izopropanolu. Poté jsem 3x zkumavku lehce promichal. Zkumavky jsem dal inkubovat
na 10 minut do mraziciho boxu (-20°C). Po vyjmuti z mraziciho boxu jsem zkumavky
centrifugoval 5 minut na 14 000 ota¢ek/min a za teploty 4°C. Po centrifugaci jsem
odstranil vSechen supernatant a piidal do kazdé zkumavky Iml vychlazeného 70%
ethanolu. Zkumavky jsem znovu centrifugoval 5 minut na 14 000 otacek/min a teploté
4°C. Ze zkumavek jsem znovu odstranil vSechen supernatan a zkumavky jsem vlozil do
termobloku ptedehiatého na 37°C, tim doslo k vysuSeni peletu. VysuSeny pelet jsem
rozpustil pfidanim 200ul TE pufru. Tim jsem ziskal 200ul roztoku od kazdého vzorku

s izolovanou DNA. Vzorky jsem skladoval pti 4°C v lednici.

4.2.3 Izolace DNA pomoci kitu NucleoSpin® Plant I1 od firmy Macherey-Nagel (D)
Kit je vhodny pro ziskdni DNA z rostlinnych bunék a tkani, ¢i DNA z hub. Pouzita

technologie izolace je adsorpce DNA na specialnich silikatovych membranach.

PouZité chemikadlie a pristrojové vybaveni
¢ 1,5ml mikrocentrifugaé¢ni zkumavky Eppendorf

e Termoblok
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e Centrifuga

e Vortex

e Analytické vahy

e Mikropipety

e Plastové homogenizatory pro pouziti s mikrozkumavkami Eppendorf

e Souprava NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel (D) (elu¢ni pufr PE,
PL1 pufr, PC pufr, PW2 pufr, sbérné zkumavky, fialové a zelené filtracni
kolonky)

4.2.3.1 Priprava vzorkii pro izolaci

Navazil jsem si 100mg od kazdého vzorku do zkumavek. Ke kazdému vzorku jsem
ptidal 400ul PL1 pufru a pomoci plastovych homogenizatorii jsem vSechny vzorky
dikladn¢ zhomogenizoval. Po homogenizaci jsem kazdy vzorek zvortexoval a dal na 10

minut do termobloku pfedehiatého na 65°C.

4.2.3.2 Vlastni izolace DNA

Z ptiloZzenych zkumavek v baleni jsem si vzal osm sbérnych zkumavek a osm fialovych
kolonek, které jsem umistil na sbérné zkumavky. Lyzat ze vSech vzorki jsem pfemistil
na kolonky a dal centrifugovat na 2 minuty na 11 000 otdcek/min. Po vyjmuti
z centrifugy jsem odstranil kolonky a do supernatantu ve sbérnych zkumavkach jsem
pridal 450ul PC pufru a dikladné promichal pipetou. Pfipravil jsem si dalSich osm
sbérnych zkumavek ted’ se zelenymi kolonkami a pfipravené supernatanty s PC pufrem
jsem piemistil na kolonky a dal centrifugovat na 1 minutu na 11 000 ota¢ek/min.
Supenatant ze sbérnych kolonek jsem odstranil a do kazdé kolonky ptidal 700ul PW2
pufru a zase centrifugoval 1 minutu na 11 000 otaek/min. Supernatant jsem znovu
odstranil a do kolonek pfidal 200ul PW2 pufru a centrifugoval 2 minuty na 11 000
otac¢ek/min. Supernatant jsem znovu odstranil a znovu centrifugoval 1 minutu na 11 000
otaCek/min, ¢imz doslo k vysuSeni kolonek. Kolonky jsem umistil do novych 1,5ml
zkumavek a do kazdé kolonky ptidal 50ul ptedem nahiatého PE pufru na 65°C.
Kolonky jsem dal do termobloku na 5 minut pii 65°C a poté centrifugoval 1 minutu na
11 000 otacek/min. Tento krok s PE pufrem jsem opakoval jest¢ jednou a tim jsem
ziskal 100ul roztoku od kazdého vzorku s izolovanou DNA. Vzorky jsem skladoval pii
4°C v lednici.
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4.2.4 Izolace DNA pomoci kitu NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel (D)
Kit je vhodny diky své robustni pufrovaci chemii a specidlni silikatové membrané pro
izolaci DNA ze zpracovanych potravin. Pouzitd technologie izolace je adsorpce na

specialni silikdtovou membranu.

PouZité chemikadlie a pristrojové vybaveni

e 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky Eppendorf

¢ FEthanol absolutni p.a.

e Termoblok

e Centrifuga

e Vortex

e Analytické vahy

e Mikropipety

e Plastové homogenizatory pro pouziti s mikrozkumavkami Eppendorf

e Souprava NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel (D) (pufr C4,
promyvaci pufr CQW, promyvaci pufr C5, eluéni pufr CE, pufr CF,

Nucleospin® Food filtra¢ni kolonky se sbérnou zkumavkou, proteinazu K.,)

4.2.4.1 Priprava vzorkii pro izolaci

Navazil jsem si 200mg od kazdého vzorku do zkumavek. Ke kazdému vzorku jsem
pridal 550ul CF pufru predehiatého na 65°C a 10ul proteinazy K, pomoci plastovych
homogenizatori jsem vSechny vzorky dikladné zhomogenizoval. Po homogenizaci
jsem kazdy vzorek zvortexoval a dal na 30 minut do termobloku ptedehiatého na 65°C.

Po inkubaci jsem zkumavky centrifugoval 10 minut na 11 000 otacek/min.

4.2.4.2 Vlastni izolace DNA

Ze supernatantti, které jsem ziskal, jsem odebral 300ul do novych zkumavek. Do kazdé
jsem dale ptidal 300ul ethanolu absolutniho p.a. a 300ul pufru C4. Kazdy vzorek jsem
vortexoval 30s. Ze ziskanych smeési jsem odebral 700ul a premistil do predem
pripravenych filtraénich kolonek Nucleospin® Food nasazenych na sbérnych
zkumavkach. Filtraéni kolonky jsem centrifugoval 1 minutu na 11 000 ota¢ek/min. Po
centrifugaci jsem odstranil vSechny supernatanty a znovu centrifugoval 1 minutu na
11 000 otacek/min. Do kazdé kolonky jsem pipetoval 400ul pufru CQW a centrifugoval

1 minutu na 11 000 otac¢ek/min. Supernatant ze sbérnych zkumavek jsem odstranil a do
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kazdé kolonky pipetoval 700ul pufru C5 a centrifugoval 1 minutu na 11 000
otac¢ek/min. Supernatant ze sbérnych zkumavek jsem znovu odstranil a do kolonek jsem
pipetoval dalsich 200ul pufru C5 a centrifugoval 2 minuty na 11 000 ota¢ek/min. Po
vyjmuti z centrifugy jsem filtraéni kolonky pfemistil na nové 1,5ml zkumavky a do
kazdé kolonky jsem pipetoval 100ul eluéniho pufru CE predehiatého na 70°C. Kolonky
jsem inkuboval 5 minut pfi pokojové teploté a poté centrifugoval 1 minutu na 11 000
ota¢ek/min. Tim jsem ziskal 100ul roztoku od kazdého vzorku sizolovanou DNA.

Vzorky jsem skladoval pii 4°C v lednici.

4.2.5 Izolace DNA pomoci pristroje MagCore® Automated Nucleic Acid Extractor
HF16Plus

Ptistroj MagCore® HF16Plus ma velmi $iroké vyuziti a dle pouzitého kitu Ize izolovat

DNA prakticky z kazdého materidlu. Izolace je umoznéna vazbou DNA na specialni

~magnetické kulicky*.

PouZité chemikadlie a pristrojové vybaveni
e Proteinaza K
e Mikropipety
e 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky Eppendorf
e Termoblok
e Centrifuga
e Analytické vahy
e Vortex
e Plastové homogenizatory pro pouziti s mikrozkumavkami Eppendorf
e Pristroj MagCore® HF16Plus
e Kit401

4.2.5.1 Priprava vzorkii pro instrumentdlni extrakci

Navazil jsem si piiblizné 30-40mg od kazdého vzorku do zkumavek. Do kazdé
zkumavky jsem piidal 20ul Proteindzy Ka 500ul GT pufru. Pokracoval jsem
homogenizaci vzorku pomoci plastovych homogenizatori do zkumavek. Po
homogenizaci jsem kazdy vzorek zvortexoval a dal inkubovat do termobloku na 56°C
po dobu 15 minut. Kazdé 3 minuty jsem opatrné¢ promichal obsah zkumavek. Po

uplynuti 15 minut jsem zkumavky vlozil do centrifugy a stacel po dobu 3 minut na
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14 000 otacek/min. Timto postupem jsem ziskal supernatant potiebny pro

instrumentalni extrakci DNA.

4.2.5.2 Automaticka extrakce
Extrakce probihala na pfistroji MagCore® HF16Plus.
Nejdiive bylo nutné ptipravit zkumavky a $pi¢ky pro

pfistroj do nosi¢e (Obrazek 21). Do ¢tvrté zkumavky

v nosi¢i jsem napipetoval 400ul supernatantu ze vzork.
Extrahovana DNA

Pii pipetovani bylo diileZité nenasat necistoty ze dna, které Spicka
NevyuZito
s . ve , ey . - Supernatant ze
by mohly pfistroj ucpat. Pripraveny nosi¢ jsem vlozil do vzorku

. . .. Obrazek 21 - T-blok (nosi¢)
pristroje spolu s Kitem 401 (Obrazek 22). Na pfistroji

jsem nastavil program pro kit 401, objem vzorku 400ul a jako eluéni pufr Tris. Po
skonceni extrakéniho programu jsem vzorky DNA vyjmul z pfistroje a skladoval pfi

4°C v lednici.

Jamka | Jamka Prazdna Prézdné‘EIuéni ultra  |Promy- |Promy- |Smés |Vazajici |Lyzagni [Prazdna . Jamka pro lJamka pro

{)emeln' po pufr ‘Clzla vaci vaci magnet. | pufr pufr | separaci na separaci na

blpk 1)/ tepelny voda pufr 2 |pufr 1 |kuliGek magnetické magnetické
of blok 2 kulicky 1 kulicky 2

Blank
vzorek

MNANAAAAN

4.3 Spektrofotometrické stanoveni mnoZstvi a kvality vyizolované DNA

Obrazek 22 - Schéma Kkitu 401

Kazdy vzorek jsem po izolaci podrobil testovani na pfistroji Schimadzu BioSpec-nano
UV-VIS spektrofotometru, ktery dokaze zméfit koncentraci DNA ve vzorku a vypocitat
OD 260/280 a OD 260/230, coz vypovida o vyskytu znecistujicich latek, ¢i degradaci
ziskané DNA.

4.3.1 Vlastni méieni

Pied kazdym méfenim jsem musel do piistroje vlozit negativni (blank) vzorek, podle
metody (Tabulka 1), kterou jsem zkoumany vzorek DNA ziskal. Po spravném nastaveni
pristroje na blank vzorek jsem pipetoval 1ul, kazdého vzorku na pfislusné vyznacené
misto v piistroji. Po kazdém vzorku si pfistroj sam otiel ¢idlo a mohl méfit dalsi vzorek,

problémy s kontaminaci jsou v ramci pfistroje teoreticky nulové.
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Tabulka 1 - Pouzité negativni vzorky pro nasledné méreni ziskané koncentrace DNA dle pouzitych metod

CLABPVE ] ucteoSpin® | NucleoSpin® | MagCore®
ucleoSpin ucleoSpin agCore
Metoda | cTAB.PVP | (zkricend P P s
Plant 1T Food kit 401
verze)
Blank Eluéni pufr
vzorek TE pufr TE pufr PE pufr CE pufr

z kitu 401

4.4 Polymerdzovd retézova reakce

Po vyizolovani jsem sadu vzorkii DNA ziskanou jednotlivymi metody izolace podrobil

PCR. Pii PCR reakci jsem amplifikoval specifickou mikrosatelitni sekvenci DNA

maku, pomoci specifickych primerdt PSOM17 (Micianova et al., 2017). Pro PCR jsem

potfeboval nasledujici chemikalie a piistrojové vybaveni:

e Master mix

e PCR Ultra H,O
e Forward primer PSOM17 (GTAGTGGGTTTTAGGAGTTT)
e Reverse primer PSOM17 (CTTGAAAAATATCAGTGAGC)

e Mikropipety

e Termocycler

e Vyizolovanou DNA
e Vortex

Ptipravil jsem si celkem 99ul zékladniho roztoku pro PCR (Tabulka 2). Smés jsem

dikladné zvortexoval. Ze smési jsem odebral 9ul do deviti mikrozkumavek pro PCR.

Do kazdé zkumavky jsem piidal vzorek vyizolované DNA o objemu 1pul. Do devaté

mikrozkumavky jsem Zzadnou DNA neptidal, slouzi jako blank vzorek v piipadé

kontaminace smési pro PCR. Mikrozkumavky jsem dikladné zvortexoval a vlozil do

thermocycleru na specificky program.
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Tabulka 2 - Schéma slozeni zakladniho roztoku pro PCR reakci

) Reverse
. Forward primer )
Podet vzorku Master mix PCR Ultra H,O primer
PSOM17
PSOM17
8+1
) 55ul 33ul 5,5ul 5,5ul
negativni

Program pro amplifikaci DNA
PCR reakce probéhla podle specifického programu pro primery PSOM17 (Obrazek 23).

‘ ;2 19 3 213 4 3?3;5 6

| ]

95°C ! 95°C | :

1000 [ 00:45 | 7rc ! 7C
: . 55°C_/ 0030 | 10:00 |
: 00:30 : \
: :
- - 4°C
s i
: ]
1t x 35 P,

Obrazek 23 - Grafické znazornéni PCR programu pro primery PSOM17

4.5 Elektroforéza

Po provedeni PCR reakce byla vzdy sada 8 vzorkid a negativni kontrola (reakéni smés
bez DNA) pouzity pro elektroforézu. Diky tomu jsem zjistil, zda vzorek obsahuje DNA
maku a nejednd se o jinou kontaminujei DNA napiiklad kvasinek, pSenice, kravy,

slepice aj. Déle jsem zjistil, zda je vzorek dostate¢n¢ kvalitni pro PCR reakei.

4.5.1 Priprava agarosového gelu
Na elektroforézu jsem pouzil 1,5% agarosovy gel, ktery obsahoval Ethidium bromid,
ktery obarvil PCR produkty. Pro pfipravu jsem potieboval nasledujici suroviny a

zatizeni.

e Formicku do elektroforézy, ve které bude elektroforéza probihat, ptislusné
hiebinky, které utvortily jamky pro vlastni vzorky a tésnéni k formic¢ce

e Agardzu

e TBE pufr

e FEthidium bromid
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e Mikropipetu

e Analytické vahy

e Digestof

e Odmérny vélec

e Mikrovlnou troubu

e Erlenmeyerovu bariku o objemu 250ml

Pro ptipravu 1,5% gelu jsem si do erlenmeyerovy baiky navazil presné 1,5g agarozy a
pomoci odmérného valce smichal s 100ml TBE pufru. Pfi nalévani pufru jsem se snazil
splachnout vSechnu ptipadnou agardézu ze stén bariky. Bailku jsem vlozil do mikroviné
trouby a za pouziti 100% vykonu rozehtival, dokud se vSechna agardza nerozpustila. Pfi
ohiivani jsem barku neustdle kontroloval a nékolikrat promichal, aby nedoslo ke
zbyte¢nému varu gelu a pfipadnému vyteceni z bariky. Po dokonalém rozpusténi jsem
bariku ochladil pod tekouci studenou vodou ptiblizné¢ na 60°C. Do takto zchlazeného
gelu jsem pipetoval 6ul ethidium bromidu a dikladné, ale lehce promichal. Piipraveny
gel jsem nalil do formicky. Po vyplnéni celé formic¢ky bylo nutné zkontrolovat bubliny,
které mohly pfi prelivani vzniknout. VSechny pfipadné bubliny jsem odstranil $pickou
k mikropipeté. Bylo diilezité odstranit opravdu vSechny bubliny i u hiebinkd, ptipadny

vyskyt by mohl negativné ovlivnit pribéh celé elektroforézy.

4.5.2 Vlastni provedeni elektroforézy

Do vany pro elektroforézu jsem umistil formu jiz bez té€snéni s pfipravenym gelem.
Zkontroloval jsem hladinu TBE pufru a pifipadné doplnil tak, aby byl gel zcela
potopeny. Pro pipetovani vzorkd jsem pouzil mikropipetu s objemem 7,0ul. Do prvni
jamky jsem vzdy pipetoval hmotnostni standard 100bp DNA Ladder. Do dalSich osmi
jamek jsem pipetoval celou sadu vzorkd z PCR z jedné metody a jako posledni jsem
pipetoval negativni vzorek. Pii pipetovani bylo dulezité neposkodit gel, ¢i
nekontaminovat vzorky mezi sebou. Na elektrickém zdroji k elektroforéze jsem nastavil

120V po dobu 45 minut. Vizualizaci jsem provedl pomoci pfistroje Syngene InGenius3.
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5 Vysledky

Pro zpracovani kone¢nych vysledkii byly dilezité dveé analytické metody. Ze
spektrofotometrického méfeni DNA jsem orientané zjistil vyizolované mnozZstvi a
hlavné kvalitu ziskané DNA pomoci poméria A260/A280 a A260/A230 (2.4.1) Jako
dalsi kritérium pfi hodnoceni byly pouzity udaje z elektroforéz, zda se ve vzorku

vyskytuje makovd DNA a zda je kvalita dostatecnd pro PCR reakci.

5.1 Modifikovand metoda pomoci CTAB-PVP pro rostliny

Tabulka 3 - Vysledky ze spektrofotometru pro metodu CTAB-PVP

. Koncentrace

Cislo| Druh vzorku DNA [ng/ul] 260/280 | 260/230
1. |ONYXlisti 26,93 2,70 2,98
2. |OREL listi 84,02 2,07 1,89
3. [ONYX semena 348,59 2,13 1,78
4. |ORELsemena 381,39 2,12 1,61
5. |ONYX buchta 175,99 2,02 1,20
6. |OREL buchta 257,64 2,00 1,25
7. |ONYX nadivka 303,57 2,05 1,46
8. |OREL nadivka 196,62 1,98 1,26

Obrazek 24 - Vysledky z elektroforézy pro metodu CTAB-PVP s poiradim vzorki: 1. 100bp ladder, 2. ONYX
listi, 3. OREL listi, 4. ONYX semena, 5. OREL semena, 6. ONYX buchta, 7. OREL buchta, 8. ONYX nadivka,
9. OREL néadivka, 10. negativni (blank) vzorek

7 tabulky vysledku (Tabulka 3) je zfejmé, Ze pomoci metody CTAB-PVP modifikované
pro rostliny se nejvice DNA podafilo vyizolovat ze vzorkli semen (3. a 4.) a nejméné
DNA ze vzorki listd (1. a 2.) Z poméru absorbanci je ziejmé, ze nejvice vhodné vzorky

pro amplifikaci DNA, by mohly byt vzorky listli a ¢aste¢né vzorky semen, méné vhodné
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vzorky potravin (pomér 260/230 pfili§ nizky). Z elektroforetického snimku (Obrazek
24) je ztejmé, Ze PCR reakce prob&hla uspésné u vsech vzorki DNA izolovanych
pomoci metody CTAB-PVP modifikované pro rostliny. Délka fragmentli na gelu
odpovida predpokladané délce fragmentli ohrani¢enych pouzitymi primery. Ze vSech
vzorkl jsou velmi vyrazné fragmenty. Na fragmentech pro vzorky semen (sloupce 4. a
5.) je vidét urcité ,,rozmazani” fragmentd. Negativni kontrola ve sloupci 10 vysla podle

ocekavani negativné.

5.2 Metoda pomoci CTAB-PVP modifikovand pro rostliny — zkrdcend verze

Tabulka 4 - Vysledky ze spektrofotometru pro metodu CTAB-PVP modifikovana pro rostliny - zkriacena verze

. Koncentrace
Cislo| Druh vzorku DNA [ng/ul] 260/280 | 260/230
1. |ONYXlisti 59,54 2,31 1,98
2. |OREL listi 21,53 2,43 1,96
3. [ONYX semena 133,87 2,06 1,25
4. |ORELsemena 117,79 2,17 1,60
5. |ONYX buchta 88,3 2,12 2,68
6. |OREL buchta 27,37 2,33 1,51
7. |ONYX nadivka 132,29 1,98 1,26
8. |OREL nadivka 64,09 2,04 1,21
.52
—
—

——

Obriazek 25 - Vysledky z elektroforézy pro metodu CTAB-PVP modifikovana pro rostliny - zkracena verze s
poradim vzorki: 1. 100bp ladder, 2. ONYX listi, 3. OREL listi, 4. ONYX semena, 5. OREL semena, 6. ONYX
buchta, 7. OREL buchta, 8. ONYX nadivka, 9. OREL nadivka, 10. negativni (blank) vzorek

Z tabulky vysledkd (Tabulka 4) je zifejmé, ze metoda CTAB-PVP modifikované pro
rostliny — zkracena verze ze zadného vzorku nedokéazala vyizolovat pomérné velké
mnozstvi DNA. Nejvice DNA se podatilo vyizolovat ze vzorkd semen (3. a 4.) a
nejméne¢ DNA ze vzorkl listd (1. a 2.) Z poméru absorbanci je zifejmé, Ze nejvice
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vhodné vzorky pro amplifikaci DNA, by mohly byt vzorky listi a buchty (5. a 6.).
Nejméné vhodné vzorky semen (3. a 4.) Z elektroforetického snimku (Obrazek 25), je
ziejmé, Ze PCR reakce probehla Uspésné u vSech vzorkli DNA izolovanych pomoci
metody CTAB-PVP modifikované pro rostliny — zkracena verze. Délka fragmentl na
gelu odpovida predpokladané délce fragmentd ohranic¢enych pouzitymi primery. Ze
vzorkl 6. a 7. jsou nejvyraznéjsi fragmenty. Na fragmentech pro vzorky semen (sloupce
4. a 5.) je vidét, ze fragmenty jsou oproti ostatnim fragmentim na gelu nejméné
zietelné, ale stale dostacujici. Negativni kontrola ve sloupci 10 vysla podle ocekavani

negativné.

5.3 Metoda pomoci Izolacniho kitu NucleoSpin® Plant Il od firmy Macherey-
Nagel (D)

Tabulka 5 - Vysledky ze spektrofotometru pro izola¢ni kit NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel (D)

+ Koncentrace
Cislo| Druh vzorku 260/280 | 260/230
DNA [ng/ul]
1. |ONYX listi 333,26 2,24 2,29
2. |OREL listi 566,74 2,20 2,36
3. |ONYX semena 1176,32 2,21 2,23
4. |ORELsemena 1216,87 2,19 2,13
5. |ONYX buchta 146,18 2,18 1,55
6. |OREL buchta 70,81 2,32 1,75
7. |ONYX nadivka 152,87 2,20 1,50
8. |OREL nadivka 225,9 2,17 1,70

1. 2. 3..4..5. 657808

mle———

Obrazek 26 - Vysledky z elektroforézy pro izola¢ni kit NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel (D) s
poradim vzorki: 1. 100bp ladder, 2. ONYX listi, 3. OREL listi, 4. ONYX semena, 5. OREL semena, 6. ONYX
buchta, 7. OREL buchta, 8. ONYX nadivka, 9. OREL nadivka, 10. negativni (blank) vzorek
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Podle koncentrace (Tabulka 5) je ziejmé, Ze izolacnim kitem NucleoSpin® Plant 1T od
firmy Macherey-Nagel (D) se nejvice DNA podafilo vyizolovat ze vzorkli semen (3. a
4.) a nejméné DNA ze vzorku buchty (5. a 6.) Z poméru absorbanci je zfejmé, Ze
nejvice vhodné vzorky pro amplifikaci DNA, by mohly byt vzorky semen a buchty a
nejméné vhodné vzorky listi (1. a 2.) (vyss$i oba poméry). Z elektroforetického snimku
(Obrazek 26), je ziejmé, ze PCR reakce probéhla uspésné u vSech vzorki DNA
izolovanych pomoci izola¢niho kitu NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel
(D). Délka fragmentti na gelu odpovida predpoklddané délce fragmentli ohrani¢enych
pouzitymi primery. Fragmenty pro vzorky potravin (sloupce 6. - 9.) jsou vyrazné,
ohraniené a ostré, pricemz podle spektrofotometru se jedna o ,,nekvalitni DNA.
Fragmenty u vzorkt semen (sloupce 4. a 5.) jsou velmi rozmazané, stejn¢ tak u vzorkt
listd (sloupce 1. a 2.) se nejednd o ohrani¢ené fragmenty. Negativni kontrola ve sloupci

10 vysla podle ocekavani negativné.

5.4 Metoda pomoci Izolacniho kitu NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel
(D)

Tabulka 6 - Vysledky ze spektrofotometru pro izola¢ni kit NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel (D)

Y. Koncentrace

Cislo| Druh vzorku DNA [ng/ul] 260/280 | 260/230
1. |ONYX listi 59,32 2,12 3,27
2. |OREL listi 160,67 2,18 2,49
3. |ONYX semena 655,12 2,19 2,42
4. |ORELsemena 638,21 2,16 2,27
5. |ONYX buchta 163,47 2,13 2,50
6. [OREL buchta 258,04 2,15 2,44
7. |[ONYX nadivka 407,88 2,18 2,42
8. |[OREL nadivka 334,15 2,18 2,41
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Obrazek 27 - Vysledky z elektroforézy pro izola¢ni kit NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel (D) s
poradim vzorki: 1. 100bp ladder, 2. ONYX listi, 3. OREL listi, 4. ONYX semena, 5. OREL semena, 6. ONYX
buchta, 7. OREL buchta, 8. ONYX nadivka, 9. OREL nadivka, 10. negativni (blank) vzorek

Podle koncentrace (Tabulka 6) je ziejmé, Ze izolatnim kitem NucleoSpin® Food od
firmy Macherey-Nagel (D), se nejvice DNA podafilo vyizolovat ze vzorkd semen (2. a
3.) a nejméné DNA ze vzork listi (1. a 2.). Z poméru absorbanci je ziejmé, Ze nejvice
vhodné vzorky pro amplifikaci DNA, by mohly byt vzorky semen a nejméné vhodné
vzorky listd (vyssi pomér 260/230). Z elektroforetického snimku (Obrazek 27), je
ziejmé, Ze PCR reakce probehla Uspésné u vSech vzorkli DNA izolovanych pomoci
izola¢niho kitu NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel (D). Délka fragmentti na
gelu odpovida predpokladané délce fragmenti ohrani¢enych pouzitymi primery.
Fragmenty pro vzorky semen, buchty a jednoho vzorku nadivky (sloupce 4. — 7. a 9.)
jsou nejvyrazngjsi, avSak u vzorkl semen (sloupce 4. a 5.), nejsou fragmenty dostate¢né
ohraniceny a vytvareji ptilis tmavy ,,stin* dale do gelu. Fragmenty pro listi (sloupce 2. a
3.) jsou téméf neznatelné, stejné tak pro vzorek nadivky z odridy maku ONYX (sloupec

8.) Negativni kontrola ve sloupci 10 vysla podle ocekavani negativné.
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5.5 Instrumentdlni metoda na pristroji MagCore pomoci kitu 401

Tabulka 7 - Vysledky ze spektrofotometru pro instrumentalni metodu na pristroji MagCore s kitem 401

+ Koncentrace
Cislo| Druh vzorku 260/280 | 260/230
DNA [ng/ul]
1. |ONYX listi 117,79 2,31 1,99
2. |OREL listi 93,99 2,47 2,01
3. |ONYX semena 456,92 2,12 1,86
4. |[ORELsemena 656,65 2,15 2,07
5. |ONYX buchta 268,81 1,97 1,41
6. |OREL buchta 234,76 1,99 1,27
7. |ONYX nadivka 267,00 1,88 1,2
8. |OREL nadivka 234,23 1,77 0,93

Obriazek 28 - Vysledky z elektroforézy pro instrumentilni metodu na pristroji MagCore s kitem 401 s poradim
vzorku: 1. 100bp ladder, 2. ONYX listi, 3. OREL listi, 4. ONYX semena, 5. OREL semena, 6. ONYX buchta, 7.
OREL buchta, 8. ONYX nadivka, 9. OREL nadivka, 10. negativni (blank) vzorek

Z tabulky (Tabulka 7) je zfejmé, Ze instrumentdlni metodou na pfistroji MagCore
pomoci kitu 401, se nejvice DNA podafilo vyizolovat ze vzorkii semen (3. a 4.) a
nejmén¢ ze vzorku listd (1. a 2.) Z poméru absorbanci je ziejmé, Ze nejvice vhodné
vzorky pro amplifikaci DNA, by mohly byt vzorky semen a listl, nejméné vhodné
vzorky nadivky (7. a 8.). Z elektroforetického snimku (Obrazek 28), je ziejmé, ze PCR
reakce probéhla uspésné pouze u nékolika vzorki DNA (sloupce 2. — 6.) izolovanych
pomoci pfistroje MagCore s pouzitym kitem 401. U vzorkt (sloupce 7. — 9.) PCR
reakce neprobéhla uspésné. Délka fragmentli na gelu odpovida predpokladané délce
fragmentii ohranic¢enych pouzitymi primery. Fragmenty pro vzorky semen (sloupce 4. a

5.) jsou nejvyraznéjsi, avsak fragmenty nejsou dostate¢né ohrani¢eny a vytvareji ,,stin"
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dale do gelu. Fragmenty pro vzorky list (sloupce 2. a 3.) jsou znatelné, ohrani¢ené a

ostré. Negativni kontrola ve sloupci 10 vysla podle ocekévani negativné.
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6 Diskuze
Dle Fleischmanna a Heubla (2009), neni kit NucleoSpin® Plant od firmy Macherey-

Nagel (D) zcela vhodny pro izolaci ze vzorkd typu listd a neposkytuje dostateéné
kvalitni DNA pro PCR reakci, coz odpovidda i mym vysledkim. Fragmenty na
elektroforetickém snimku nejsou ostré a dostateéné ohrani¢ené, coz se velmi podoba
fragmentim v publikaci. V publikaci Isabel Mafry (Mafra I., 2008), ktera porovnavala
izolaci pomoci nékolika kiti a metodou CTAB-PVP na vzorcich s6jové omacky a
tepelné opracovanych potravin, autorka uvadi jako metodu prvni volby izolaci pomoci
CTAB-PVP, coz odpovidd i mym vysledkiim. Pokud porovndm obé mnou pouzité
metody CTAB-PVP s ostatnimi pouzitymi metodami, je zfejmé, Ze jsem s jejich pomoci
vyizoloval ze viech mych vzorkt dostateéné kvalitni DNA pro PCR reakci. Casteény
rozpor ptichazi u izola¢niho kitu NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel (D),
pomoci kterého jsem vyizoloval dostatecné kvalitni a cistou DNA ze vSech
vzorkd, stejné¢ jako CTAB-PVP metody, coZ podle mé déla z tohoto izola¢niho kitu také
metodu prvni volby. A pokud vezmeme v uvahu i ¢asovou naro¢nost a nutnost urcité
zruénosti pii pouziti CTAB-PVP metod, doporucil bych urcité jako metodu prvni volby
izola¢ni kit NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel (D). Pokud se zamé&time na
vzorky semen, védci z Pakistanu Shahzadi, 1. et al., (2010) zkouseli né€kolik metod
izolace na rostlinny material, ktery obsahoval velké mnozstvi olejnatych latek. Jako
nejlépe vyhovujici metoda pro jejich izolaci, byla modifikovand metoda CTAB-PVP
pro rostliny, coz odpovidd i mym vysledkim. Pokud porovname vSechny moje
elektroforetické snimky, zjistime, Ze pouze pomoci metod izolace DNA s pouzitim
CTAB-PVP, bylo mozné ze vzorkii semen, které obsahuji velké mnozstvi olejnatych
latek, ziskat dostatecné kvalitni DNA, kterd po PCR reakci tvofila zietelné, ostré a
ohranicené fragmenty na gelu. V dalsi studii (Morisset D., et al., 2013) se mizeme
docist o pouziti izola¢niho kitu NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel (D) a
CTAB-PVP metody. Jako material ve studii byl pouzit certifikovany material potravin
poskytnuty EU Joint Research Centre s uritym obsahem geneticky modifikovanych
plodin pro prokézani. Studie prokdzala vyuzitelnost izola¢niho kitu NucleoSpin® Food
i metody CTAB-PVP, coz odpovida pouze ¢astetné mym vysledktim. Elektroforeticky
snimek potvrzuje vyuzitelnost CTAB-PVP metod pro mnou testované vzorky potravin,
bohuzel elektroforeticky snimek zizolace pomoci izola¢niho kitu NucleoSpin® Food
od firmy Macherey-Nagel (D) je vrozporu s publikaci. Na snimku vidime pouze
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¢astecnou schopnost izolovat dostate¢né kvalitni DNA pro PCR reakci z potravinovych
vzorkd. Jedna z nov¢jSich praci (Abdel-Latif A., Osman G., 2017), je zamé&fena na
optimalizaci izolace DNA z obili (vzorky listi a semen), s cilem najit nejvhodné&jsi
metodu, ktera by dokazala vyizolovat dostate¢né kvalitni DNA pro PCR reakci. Jedna
z metod pouzitych v publikaci byla CTAB-PVP modifikovand verze pro rostliny. Dle
jejich vysledkd se tato metoda bohuzel neosvédCila a nebyla doporucena, coz je
v rozporu s mymi vysledky, kdy pomoci CTAB-PVP modifikovana verze pro rostliny
byla vyizolovana kvalitni DNA jak ze vzorkd listi, tak i semen, s dostateéné
ohrani¢enymi fragmenty na elektroforetickém snimku. Jako jeden z hlavnich divodi
rozdilného vysledku oproti mé praci, by mohlo byt pouziti vzorkd semen z pSenice.
Pfenice na rozdil od méku, ktery obsahuje spise olejnaté latky, obsahuje hlavné $krob,
coz mohlo vést k vyizolovani velmi znecisténé, nedostatecné kvalitni DNA pro PCR
reakci. Podobného zavéru jako (Abdel-Latif A., Osman G., 2017) doséhli i ¢insti védci,
kteti ve své publikaci (Wang X., et al., 2012) srovnavali metodu CTAB-PVP, SDS a
komeréné dodany kit. Jako vzorek slouzily potraviny, s obsahem so6ji. Védci CTAB-
PVP metodu nepodpotili hlavné z divodu casové narocnosti, sc¢imz musim také
souhlasit, kdy izolace touto metodou zabere nékolik hodin ¢asu, s inkuba¢ni dobou trva
nékolik dni. Ale jako hlavni argument byl ptili§ nizky vytézek, maximalné do 150ng/mg
podle vysledkii v publikaci. Toto zjisténi je vrozporu s mymi vysledky, kdy mé
hodnoty se v priméru pohybovaly kolem 200ng/mg a nékteré se blizily az k 300ng/mg.
I ptes velikou ¢asovou naroc¢nost, se podle vysledkl z elektroforetického snimku, kde
vidime zfetelné a ostré fragmenty, jedna vSak o nenahraditelnou metodu a v piipade
nutnosti izolace v referen¢nich laboratofich naptiklad pro soudni spory, tuto metodu

doporucuji jako jednu z hlavnich metod.
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Tabulka 8 - Shrnujici tabulka podle zjisténych udaji z elektroforetickych snimki, ktera metoda je nejvhodnéjsi, pro urcity typ vzorku

Typ vzorku

Metoda prvni volby

Metody, které lze vyuzit

Nevhodné metody

Listi

CTAB-PVP modifikovana pro rostliny
CTAB-PVP Zkracena verze

NucleoSpin® Plant 11
MagCore s kitem 401

NucleoSpin® Food

Semena

CTAB-PVP modifikovana pro rostliny

MagCore s kitem 401
NucleoSpin® Food
CTAB-PVP zkracena verze

NucleoSpin® Plant Il

Buchta

CTAB-PVP modifikovana pro rostliny
NucleoSpin® Plant I

NucleoSpin® Food
CTAB-PVP zkracena verze

MagCore s kitem 401

Nadivka

CTAB-PVP modifikovana pro rostliny
NucleoSpin® Plant I

CTAB-PVP zkracena verze

MagCore s kitem 401
NucleoSpin® Food
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7 Zavér

Na zékladé vsSech ziskanych udaji jsem zhodnotil kvalitu DNA izolované pomoci
nékolika metod, zejména podle fragmentl na elektroforetickych snimcich. Testované
metody jsem podle této kvality piehledné roztidil (Tabulka 8). Je zfejmé, ze
nejvhodnéjsi metody izolace DNA jsou CTAB-PVP modifikovana pro rostliny (4.2.1) a
CTAB-PVP zkracena verze (4.2.2). 1 pfes vhodnost metody na vSechny testované
vzorky, bych ale v pfipadé jiné dostacujici moznosti doporucil vyuzit jinou. Ob¢
metody jsou dle mého nazoru jak ¢asové naro¢né, zejména CTAB-PVP modifikovana
pro rostliny, tak je metodou kladen diraz na zru¢nost a proskolenost laboranti. Metoda
je podle mého nazoru nevhodna pro plosné zavedeni a testovani velkého objemu
vzorkd. Dalsi nevyhoda obou metod, je nutnost vlastni piipravy chemikalii a nutnost
drahého vybaveni laboratofi, v neposledni fad¢ i prace s nebezpeénymi a toxickymi
latkami. Jako adekvatni nahrada téchto metod mohou slouzit kity od spole¢nosti
Macherey-Nagel (D). Jmenovité se jednd o kit NucleoSpin® Food (4.2.4), ktery dle
mych vysledkd poskytuje dostatecné €istou DNA pro PCR reakei u vzorki typu semen
a buchty a kit NucleoSpin® Plant II (4.2.3), ktery poskytuje dle mych vysledkt
dostate¢né Cistou DNA pro PCR reakci u vzorkl typu buchta a nadivka, ¢astecné ze
vzorkua listt, kde by bylo vhodné jesteé dalsi precisténi vzorkt. Obé metody nejsou
casové nijak naroéné a pro provedeni sta¢i primérné laboratorni vybaveni, prace
s nebezpecnymi latkami je zde sniZzena na minimum, ¢i Uplné odstranéna. V soupravé
jsou vSechny potiebné chemikalie a zkumavky, neni potieba tudiz nic dokupovat, coz je
podle mé& velka vyhoda téchto souprav. Zaroven je zde realna mozZnost zpracovani
velkého mnozstvi vzorka v kratkém case, coz z téchto dvou kit podle mé déla dobré
kandidaty pro plosné zavedeni v laboratofich. Bohuzel zkoumand metoda na
automatickém izolatoru MagCore pomoci kitu 401 (4.2.5), kterda ma nejvétsi potencial
pro plo$né rozsifeni z divodu svoji automatizace, poskytla dostate¢né ¢istou DNA po
PCR reakei pouze ze vzorku listi. Je zde teoretickd moznost izolovani ze vzorki semen,
bylo by ale nutné vzorky dale néjakym zpisobem dodatecné piecistit, coz by se odrazilo
v dalSich ptipadnych ndkladech a ¢asové naro¢nosti metody, podle mé je tedy tento

pristroj zcela nevhodny pro rutinni zavedeni v testovani pravosti maku.
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Seznam pouZitych zkratek

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP nukleosid trifosfat

dsDNA dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina
p.a. pro analyzu

PCR polymerazova fetézova reakce

RFLP polymorfismus délky restrik¢énich fragmentti
RNA ribonukleova kyselina

uv ultrafialové zafeni

ssDNA jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina
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