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Abstrakt

Izolace nukleovych kyselin je prvnim krokem ve vétSiné molekuldrnich diagnostik.
Hlavni cast bakalafska prace je vénovana vypracovani literarni reSerSe zabyvajici se
riznymi moznostmi izolace nukleovych kyselin. Vypracovana préce je prifezem
nejpouzivanéjSich metod od nejstarSich az po ty nejnovéjsi, coz se tykd metod srazeni
pomoci soli a organickymi Cinidel, chromatografie, fenol — chloroformové extrakce a
pomoci magnetickych castic. V jedné ze tii kapitol literarniho ptehledu je popsana
podstata nukleovych kyselin. V mal¢ kapitole literarni Casti jsou uvedeny mozné
inhibitory separace nukleovych kyselin. Minoritni ¢ast bakalafské prace je v€novana
experimentalni Casti, vniz je porovnavana kvalita ziskané DNA zrGznych matric
konopi setého u navazek 20 mg a 100 mg. Po vyhodnoceni vysledkl bylo zjiSténo, ze

pro vyssi kvalitu izolatu je vhodné pouziti navazky 20 mg.

Kli¢ova slova: DNA, RNA, izolace nukleovych kyselin, konopi seté

Abstract

Isolation of nucleic acids is first step in most of molecule diagnosis. Literal abstract
deals with various opportunities of nucleic acid isolation is the main part of this
bachelor thesis. This work is about the most used methods from the oldest ones to the
ones that are used nowadays. It covers methods such as salting in and salting out,
chromatography, phenol — chloroform extraction and isolation with magnetic particles.
In the one of three chapters of literal abstract the basis of nucleic acids is described.
Inhibitors for separation of nuclein acids are presented in another chapter of literal
abstract. Minor part of the bachelor thesis deals with experimental process. The quality
of the DNA acquired from various Cannabis sativa matrices are compared at two
different weights of 20 mg and 100 mg. Evaluation of the results shows that use of

20mg oves us better quality.

Key words: DNA, RNA, nucleic acid isolation, Cannabis sativa



1 CiL PRACE

Bakalafska prace byla zaméfena pfedevSim na studium literarnich prameni tykajici
se izolace z rostlinnych a Zivo€iSnych matric, konkrétné zaméfené na metody izolace
nukleovych kyselin. Déle bylo mym cilem studium problematiky izolace rostlinnych a
zivoc¢iSnych materidli, jeji vyhody ¢1 nevyhody a v posledni fad€ provést vlastni izolaci

DNA.
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2 UVOD

Nukleové kyseliny jsou soucasti vétSiny zivych organismu na této planeté, mizeme
souboru vlastnosti a znakii z matefské buiikky do dcetiné bunky, kde nasledné¢ dochazi
k jejim determinacim. Typické vlastnosti a znaky ziskdny z matetské bunky vymezuji

fenotyp a genotyp dané¢ho organismu.

K zdkladnim molekuldrné — biologickym metodam bezpochyby patii izolace
nukleovych kyselin z nejrozmanitéjSich materidli od jednobunéénych organismd,
rostlinnych pletiv, fosilnich kosti ¢i chlupii a mnoho dalSich. V souvislosti s izolaci
rtiznych materidlli nastavaji problémy zavisejici na jeji strukture, stafi, fyziologickém
stavu a v neposledni fad¢ na jejich moznych kontaminacich. V laboratofich se pouziva
velké mnoZstvi riznych protokold liSici se rychlosti, vytéZnosti ¢i €istotou izolovaného
materidlu. Dilezitych faktorem je samoziejm¢ 1 cena, do niz zahrnujeme nejen
chemické latky potfebné k celkovému procesu, ale 1 ¢asovou naroc¢nost vynalozenou

k separaci nukleovych kyselin.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Nukleové kyseliny

3.1.1 Struktura nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou polynukleotidy, tj. polymery mononukleotidii spojenych
navzajem fosfodiesterovymi vazbami a zaroven jsou zakladnimi stavebnimi kameny
v kodovani genetické informace a jeji exprese geni (Rozsypal, 2006). Za objevitele
nukleovych kyselin je povazovan Johannes Friedrich Miescher, ktery vroce 1869
provedl izolaci z jader bilych krvinek a ziskal smés latek obsahujici velké procento
fosfatu, kterou nasledn¢ pojmenoval nuklein, dnes zndma jako deoxyribonukleova

kyselina. (Dahm 2005)

3.1.1.1 Primarni struktura

Primarni strukturou nukleovych kyselin je linearni polymerni fetézec tvotfeny
monomery, zvané¢ nukleotidy. Veskeré nukleotidy jsou slozeny zetfi casti:
z pétiuhlikatého monosacharidu (pentdzy), z kyseliny trihydrogenfosforecné H3;POu,
z bicyklické purinové nebo monocyklické pyrimidinové baze, které patfi mezi dusikaté
heterocyklické slouceniny. Mezi purinové baze ftadime adenin (A), guanin (G)

a mezi pyrimidinové baze fadime cytosin (C), tymin (T), uracil (U). (Lodish, 2004)

MH, 0
MH N'; H N’)\NH

Acdenin Guanin
MH, o o
cHs I\NH J\
-
N | MNH

| ,g 'J% | /&

NH 0 MH 0 WE h
Cytosin Thymin Uraci

H o o|
A “‘HN---H—N) e, /,N MH -=------- N
O I N R G A
WH ™y 0 NH _

MH M
Obr. 1: Purinové a pyrimidinové baze nukleovych kyselin, parovani mezi jednotlivymi

bazemi (Mikes, 1997)
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3.1.1.2 Sekundarni struktura

Sekundarni strukturou nukleovych kyselin je dvousroubovice, ktera je tvotfena
z dvou polynukleotidovych fetézci spojenych vodikovymi vazbami mezi jednotlivymi
bazemi. Pocet vodikovych vazeb je zavisly na typu bazi mezi kterymi jsou tvofeny.
Baze nachazejici se nad a pod sebou spolu interaguji tzv. stohovani baze. Diky
vngjsi fosfatové kostie a vnitinimu parovani bazi tzv. komplementarité je celek
jako takovy velmi stabilni. Obecné plati, ze oba komplementarni fetézce jsou
antiparalelni, tj. li§i se smérem fosfodiesterové vazby. Pravé pro deoxyribonukleovou
kyselinu (DNA) je typické pravotocivé dvousroubovicové prostorové uspotadani, coz
roku 1953 objasnili Watson a Crick a za tento vyznamny objev ziskali Nobelovu cenu.

(Watson & Crick, 1953)

I ptesto, ze ribonukleovd kyselina (RNA) se obvykle vyskytuje v podobé
jednofetézcové molekuly, existuje i1 vyjimka kdy ji najdeme v dvouSroubovicovém
vinuti v procesu utlumovani genové exprese zvaném RNA interference (RNAI).
Pi1 RNA1 dochazi k degradaci cytoplazmatické mediatorové RNA (mRNA) konkrétniho
genu a to vnesenim dvouvldknové RNA (dsRNA) se stejnou sekvenci jako ma cilova
mRNA a tim dojde k ,vypnuti* drahy u odpovidajictho genu. (Fire et al., 1998)
Na zaklad¢ objasnéni jevu védci 20. stoleti vytvofili nové paradigma molekularni
biologie pro genové regulace eukaryotickych organismi, coZ miZeme povaZovat

za ditkaz jeho ptinosu véd¢. ( Matzke & Matzke, 2004)

Obr. 2: Pravotoc¢iva dvouSroubice DNA dle modelu Watsona a Cricka (Dostupné na:
http://bastiaandegoede.deviantart.com/art/Commision-for-DNA-Projecten-BV-Version-
2-1-LOGO-371937101)
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3.1.1.3 Terciarni struktura

Terciarni  strukturou rozumime  prostorové uspoiadani dvouSroubovice,
které se vyskytuje pouze u molekul DNA. Tercidlni struktura se rozviji zapojenim
dalSiho vinuti do dvouvldknové DNA a tim se vytvoii nadSroubovicové vinuti zndmé
také jako superhelix DNA. Vznik a zénik vinuti zajiStuji enzymy topoisomerasy.

(Rozsypal, 2006)

3.1.2 Typy nukleovych kyselin

3.1.2.1 DNA

Struktura DNA se skladd zpentdozy zvané deoxyriboza, kyseliny
trihydrogenfosforecné a z dusikatych bazi A, G, C, T. Molekula DNA ma kysely
charakter diky zbytku kyseliny fosforecné. V buiice se nachazi odlisné typy DNA, témi
jsou chloroplastova, genomova a mitochondrialni. Chloroplastova a mitochondridlni
DNA je vyuzivana pro evolu¢ni a fylogenetické studia, diky matroklinni dédi¢nosti
piiniz nedochdzi k rekombinacim. Zkoumani podl€haji zmény tzv. nekodujicich
sekvenci, které jsou selekéné neutralni. (Wolfe et al., 1987)

Geneticka informace je uloZena v chromozomech v jadfe buniky v molekule DNA
jako linearni sekvence kodt, jejiz hlavni funkci je uchovdni a pienos dédi¢ného
materidlu do dalSich generaci tzv. genomova DNA. Pocet a délka linedrniho fetézce
DNA se 1i$i na zdklad¢ jednotlivych druhli. Obecné vzato miizeme fict, Ze rostlinny
genom veEtsi nez genom Zivocisny.

Pouze u rostlin se DNA mimo jaderny aparat nachazi i u semiautonomnich
organel jako jsou chloroplasty (plastidy) tzv. chloroplastova DNA, coz bylo objeveno
v 60. letech v zelenych tasach rodu Chlamydomonas. (Ris et al., 1962) Chloroplastova
DNA (cpDNA) je kruznicova molekula nachazejici se v mnoha kopiich, kde pocet kopii
z4dvisi na druhu a typu bunky. Ackoli replikace cpDNA probihd samostatné
v chloroplastech, je stale pod vlivem jadra. (Hudak, 2010)

Po objevu ¢cpDNA byla po roce objevena piitomnost DNA v mitochondriich
pomoci elektronového mikroskopu tzv. mitochondrialni DNA (mtDNA) (Nass, 1963)
Struktury mtDNA Ize u zivoc¢iSnych bunék sledovat pomoci elektronové mikroskopie,

kdezto v rostlinnych bunikdch je obtizné jeji pritomnost identifikovat vzhledem k malym
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velikostem, predpoklada se, ze mtDNA existuje ve form¢ subgenomovych

kruznicovych struktur.
Konformace DNA

V zivodisnych, rostlinnych nebo bakteridlnich bunkach ji mizeme najit ve tfech
ruznych konformacich: B — DNA, A — DNA, Z — DNA. Nejcastéjsi konformaci
v zivych bunkach obsahujici niz$i koncentraci soli a vyssi obsah vody v prostiedi
je konformace B — DNA. B — DNA obsahuje 10 bp na otacku a primér dvousroubovice
¢ini 2nm. V ptipadé niz$itho obsahu vody v prostfedi dochazi ke zméné a vzniku
konformace A — DNA s 11 bp na otacku. Posledni ze zminovanych konformaci je Z -
DNA, ktera se oproti predeslym konformacim staci vlevo a obsahuje 12 bp na otacku.
Dosud neni zndma ptesnd funkce této struktury, ale na zékladé studii se predpoklada
souvislost proteinti vazajicich se na Z — DNA. Nalezeny komplex proteinu a Z - DNA
v rodech Saccharomyces cerevisiae, Drosophila, ve virech kravskych nestovic
a dale v jadrech lidskych bun¢k. (Kwon et al. 2005, Krishna et al. 1990) Pfitomnost
komplexu naznaCuje vzdjemny vztah mezi genovou expresi, DNA rekombinaci,

virovou patogenitou ¢i rozvojem nadoru. (Rich et al. 2003)

A-DNA B-DNA Z-DNA

Obr. 3: Prostorové  uspofddani DNA  konformaci  (Dostupné  na:

http://www.atdbio.com/content/5/Nucleic-acid-structure)
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3.1.2.2 RNA

Struktura RNA je v mnoha smérech podobna struktufe DNA, ale li§i se obsahem
pentdzy zvané riboza a obsahem dusikatych bazi A, G, C, U. Molekula RNA a DNA
maji ti1 stejné baze a 1i8i se pouze jednou bazi. VSechny typy RNA jsou syntetizovany

na jaderné matrici DNA.

Hlavni dlohou molekuly RNA je nejen pfenos genetické informace z DNA
do proteinli na zéklad€ centralniho dogmatu molekularni biologie dle Cricka, ale bylo
dokdzano, ze molekula RNA slouzi u nékterych organismi jako nositelka genetické
informace. Vroce 1970 H. Tewin a D. Baltimore nezavisle na sob& objevili
aktivitu reverzni transkriptazy retrovirQ, u nichz je genetickd informace ulozena v RNA
a diky enzymu reverzni transkriptazy jsou schopné svou genetickou informaci piepsat
do DNA, kde dale dochazi k jeji syntéze. Typickym ptikladem retroviru je vir HIV.
(Baltimore, 1970; Temin et al., 1970)

Typy RNA
Transferova RNA (tRNA)

Malé jednofetézcova molekula, ktera predstavuje hranici mezi genetickym kodem a
proteinem. Hlavni funkci je zajiSténi pfenosu a pripojeni aktivovanych aminokyselin do
polypeptidového fetézce, coz je ovladano pomoci malé ribozomalni podjednotky (30S).
Struktura tRNA ma podobu tfi konstantnich smycek a jedné malé variabilni smycky ve
tvaru tzv. jetelového listu. VSechny tRNA molekuly obsahuji tzv.antikodon, ktery je
komplementarni s kodonem na mRNA a ptenasi pouze jednu aminokyselinu. Antikodon
1 kodon jsou sloZeny ze tti bazi tj. triplet, které jsou vzajemné komplementarni. (Craig,
2014) Molekula tRNA ma zasadni roli v Zivoté eukaryontni buiiky Zivocichil a rostlin,
vime, Ze ve vSech genomech je rtizny pocet tRNA kddujicich 64 kodoni, znichz 3
kodony jsou kodony terminacni, tedy ukoncujici kdédovani aminokyselin tzv. stop
kodony. V nedavné studii bylo zjiS§téno, ze mnoZzstvi distribuovanych tRNA gent je ve

vétsin€ rostlin pfimo imérny velikosti genomu. (Michaud et al., 2011)
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Medidtorova RNA (mRNA)

Jednovldknova molekula vznikajici procesem transkripce tj. prepis genetické
informace DNA do RNA. Molekula mRNA slouzi jako prostfednik pii pfenosu
jJiz transkribovaného fetézce DNA. Nové vytvoreny fetézec mRNA vznikly podle
tetézce DNA slouzi v tRNA jako templat pro tvorbu aminokyselin, do niZ je zjadra

pienasena. (Snustad et al., 2009)
Ribozomalni RNA (rRNA)

Je strukturni jednotka ribozomdalnich podjednotek, jejiz podstatnou ulohou
je navazat na své receptory nasledujici molekuly: mRNA, tRNA nesouci aminokyselinu
a tRNA zachycujici peptidyl — tRNA. (Necas, 2000) Na stavbé a funkci ribozomu se
podileji velikostné odlisné typy rRNA, které délime na velkou a malou podjednotku
ribozomu. Geny pro 18S rRNA, 5.8S rRNA a 28S rRNA naleZici do skupiny velké
podjednotky ribozomu produkuji tandemové repetice na chromozomech. (Otova, 2012)
Diky znalosti sekvenci genli jsme schopni zjistit jak funkci, tak 1 pfibuznost
prokaryotnich ¢i eukaryotnich organismt. Pfikladem je napf. gen pro 16S rRNA,
ktery slouzi k druhové Kklasifikaci bakterii, protoze je pfitomny u vétSiny
prokaryontnich organisml. Gen pro 16S rRNA se odliSuje vramci druhii obsahem
specifické variabilni oblasti, kterd urcuje ptisluSnost ke konkrétnimu druhu. (Pereira et

al.,2010)
Ostatni typy RNA

Small interfering RNA (siRNA) se podili na procesu RNA interference (RNAI),
coz bylo poprvé pozorovano u transgennich rostlin. (Hamilton, 1999)

Mikro RNA (miRNA) vznikd jako produkt transkripce a zabrafuje expresi
komplementarnich a ¢aste¢n¢ komplementarnich mRNA. (Snustad et al., 2009)

Maléd jaderna RNA (snRNA) je nekodujici RNA podilejici se na vystithovani

intronil z pre — mRNA v spliceozomu.
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3.2 Prekazky béhem izolace nukleovych kyselin

3.2.1 U rostlinnych pletiv

U rostlinnych pletiv je daleZitym kritériem extrakce pfitomnost chemickych
sloucenin ve formé polysacharidi a polyfenold, které jsou obsazeny ve vSech rostlinach.
Polyfenoly jsou v rostliné vSudypiitomné a davaji rostlin¢ typické zbarveni nebo chut’.
Do skupiny polyfenolli fadime fenolické kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany.
Polysacharidy stejné jako polyfenoly najdeme ve vSech ¢astech rostlin od bunécné stény
po apikdlni vrchol a fadime zde Skrob, celulozu a chitin. Vysoky obsah danych latek
pusobi jako inhibitor reakce a to vazbou na nukleové kyseliny, ¢imz klesa Cistota
izolatu. Tuto piekazku lze odstranit aplikaci isopropanolu pied precipitaci nukleovych
kyselin, coZ je uc¢inné u konkrétniho druhu Terminalia arjuna. (Deshmukh et al., 2007)
Cimz se dostavame k dal§imu problému a tim je Eetnost rostlinnych druhd, které maji
jedine¢né vlastnosti a proto neexistuje univerzalni navod jak efektivné extrahovat nami
pozadované latky. (Loomis, 1974) Posledni ptekazkou ovliviiujici separaci je
pritomnost bunécné stény, kterou je nutno rozdrtit pomoci napi. tekutého dusiku v tfeci
misce, coz nam pomtize lépe uvolnit nukleové kyseliny pro separaci. V bunécné sténé je
v rostlinnych pletivech obsazena celuldza, kterd ndm mize znacné€ ovliviiovat celkovou
reakci.

Dal§im faktorem ovliviiujici reakci je obrovské mnoZstvi riznych rostlinnych

druhd, které se nepochybné lisi 1 svym chemickym slozenim a vlastnostmi.
3.2.2 U zivo€isSnych materiali

U zivociSnych tkani je separace latek podstatné jednodussi, predevsim diky absenci
polysacharidem zasobni latka glykogen, ktery zaroven negativné piisobi na izolaci
nukleovych kyselin. Problematickym materidlem pro izolace RNA je kosterni svalstvo
diky vysoké hladin¢ glykogenu a komplikované homogenizaci. Naopak krev je nejlepsi
zivoc¢iSnou matrici pro ziskavani DNA ve vysoké vytéznosti.

Pro spravny pribéh izolace je nezbytna lyza pevnych latek a rozklad biomembran

vét§inou pomoci detergent v podobé laurylsiranu sodného. (Razin et al., 1965)
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3.3 Metody izolace nukleovych kyselin

3.3.1 Srazeni
3.3.1.1 SraZeni pomoci roztokit soli

Metoda tzv. vsolovani a vysolovani patfi k tradicnim separacnim metodam.
Aplikace neni jen jednostranné vyuzitelnd u nukleovych kyselin, ale u¢inné slouzi
1 u bilkovin, tedy obecné lze tici u biomakromolekul. Béhem celého procesu separace
je videdlnim ptipadé¢ naSim cilem odstranit veSkeré kontaminanty naruSujici Cistotu
latky.

Hlavni faktory ovlivitujici samotny prabéh reakce. (Edsall, 1982):

e obsah soli

e obsah organickych rozpoustédel
e pH

e teplota

Princip

Princip techniky vsolovani a vysolovani je podminén zménou rozpustnosti
nukleovych kyselin v riizn€ koncentrovaném roztoku iontll. Nukleové kyseliny obsahuji
rizné sekvence a sloZeni aminokyselin, které maji odliSnou miru pfilnavosti
k molekulam vody, jinymi slovy jsou hydrofobni nebo hydrofilni. Pro u¢inné;jsi srazeci
efekt jsou vitan€j$i molekuly s hydrofobnimi povrchy. V reakci dochdzi k zvySovani
a snizovani obsahu soli, coz v zavéru vede k vysraZeni poZadované nukleové kyseliny.
V obou krocich je nutné dodrZet soucin rozpustnosti. Soucin rozpustnosti je konstanta
charakteristickd pro kazdou latku, kterd stanovuje optimdlni mnoZstvi latky rozpustné
v roztoku za standardnich podminek.

Prvnim krokem metody je zvySovani koncentrace soli v nizkych koncentracich
elektrolytu, pfi niZ je zaroven zvySovana rozpustnost nukleovych kyselin do jistého
maxima. Dochdzi k vzajemnému ptlisobeni ionizovanych molekul nukleovych kyselin
s ionty vroztoku. Po piekroceni horni hranice dochazi ke snizovani rozpustnosti
nukleovych kyselin z diivodu pievladajictho poctu ionti nad molekulami vody,
které vyvolavaji samotnou rozpustnost molekul RNA a DNA. Tuto konkrétni reakci, pti

niZ zvySujeme rozpustnost za pomoci soli, nazyvame tzv. vsolovanim.
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Druhym krokem reakce je sniZzeni rozpustnosti nukleovych kyselin se stéle
stoupajici koncentraci soli. Molekuly vody maji nedostatecnou interakci s ionty
nukleovych kyselin, coz v disledku vede k oslabeni vazeb voda-nukleové kyseliny
a nasledné dominanci vazeb nukleové kyseliny-nukleové kyseliny. V zavéru dochazi
k vysrazeni nukleovych kyselin tzv. vysolovani.

Bylo dokazano, ze mnozstvi vysoleného produktu zavisi na aniontu ptidavané soli.
Na zakladé¢ efektivnosti vysolovani vybirdme mezi soli monovalentnich
a polyvalentnich aniontd. Pro vys§i vysolovaci efekt jsou pouzivané polyvalentni
anionty jako fosforeCnany a sirany. (Dixon et al., 1961) Bézné pouzivanou soli
pro frakcionaci je siran amonny (NH4),SO4, ptfedevSim diky svému nizkému
denaturacnimu ucinku a vysoké rozpustnosti ve vod¢. Stl se do roztoku ptidava
ve formé nasycené¢ho roztoku nebo pevné latky, pficemz ptidavek v pevném skupenstvi
je pro reakci vyhodnéjsi kviili niZz§im objemovym zménam. Pfi pfiddvani soli bychom
meéli dbat na to, aby byla pfidavana zvolna, nebot lokélni zvySeni koncentrace
by mohlo vést k nevratné precipitaci. B€hem izolace nukleovych kyselin je dilezité
zajistit koncentraci asi 30% mnoZstvi k vytvofeni nasyceného roztoku, pfi znatelném
pfesahu mize dojit k nezddoucimu jevu sraZeni proteind, coZ miZe nastat
1 pti nedodrzeni stabilni teploty kolem 4 °C. (dostupné

na http://biomikro.vscht.cz/vyuka/ib/skripta.pdf)

Vyhody a nevyhody

Vyhoda aplikace dané¢ metody spociva v pouziti u velkych objemi roztokt, déle ve
vetsing pripadl neplisobi na biologickou aktivitu izolovanych biomolekul.

Hlavni nedostatky metody se projevuji u menSich objemi nedostatecnym
rozdélenim izolatu, pfitomnost nekterych iontll naopak zvysuje rozpustnost nukleovych
kyselin a vnékterych z mala ptipadi ionty zplsobuji denaturaci a posSkozeni
nukleovych kyselin. V takovychto situacich je nutno zvolit jinou stl nebo jinou

separacni metodu. (Cidlova, 2006)
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Obr. 4: Vsolovani a vysolovani

3.3.1.2 SraZeni organickymi cCinidly

Princip metody je obdobny jako u metody vsolovdni a vysolovani. Nukleové
kyseliny mohou byt odd€lovany pomoci nepolarnich rozpoustédel, piikladem jsou
napf. metanol, propanol nebo etanol, které jsou misitelné s vodou, nejcastéji se vSak
pouzivaji aceton a diethylether. V pribéhu reakce bychom méli dbat na to,
aby se teplota srdzeni udrzela pod hranici 0°C. Podstatou odlouceni je zména
dielektrické konstanty prostfedi, zplsobené organickym rozpoustédlem, pii cemz
dochazi k zvySovani intramolekularni elektrostatické interakce nabitych skupin.
Rozpoustédlo zde slouzi jako Cinidlo rozpustnosti raznych biomakromolekul potazmo
nukleovych kyselin. U polynukleotidovych fetézcli obsahujici vice nez 20 nukleotid
je hojn€ vyuzivana kyselina trichloroctova.

Frakcionace organickymi rozpoustédly mize byt kombinovana se zménou teploty,
pH nebo koncentrace soli. U nukleovych kyselin je riziko denaturace organickymi
rozpoustédly zanedbatelny v porovnani s proteiny. Po dokonceni precipitace je tieba
odstranit zbytky rozpoustédla dialyzou nebo vakuovym suSenim. (dostupné na:

http://biomikro.vscht.cz/vyuka/ib/skripta.pdf)
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Dialyzou je povaZovdna separace pomoci semipermeabilni membrany s presné
definovanou velikosti pora, ktera je schopna propoustét molekuly o mensi velikosti,

ostatni molekuly o vétsi velikosti jsou zachyceny v membrang.
3.3.2 Chromatografie

Prvni chromatografické rozdéleni se ptipisuje ruskému botanikovi M. S. Cvétovi,
ktery separoval rostlinné barviva tzv. chlorofyly v kolonach na tuhém absorbentu, z niz
nasledné vyfezal rozdilné barevné spektrum a vyextrahoval do roztoku. (Svec, 2009)

Chromatografie je vysoce ucinnd analytickd separacni metoda. Tato fyzikalng
chemickd metoda slouzi k rozd€leni analyzované latky pomoci dvou vzdjemné
nemisitelnych fazi, tj. fize mobilni (pohyblivd) a stacionarni (nepohyblivd),
pfiniz dochézi k analyze kvalitativni 1 kvantitativni. Déleni latek v analytu probiha na
zéklad€ rozdilné afinité k staciondrni fazi. V pribéhu reakce dochazi k eluci stacionarni
faze pomoci mobilni faze, pti niZ dochazi k selekci ptislusnych latek mezi obé faze

na zakladé brzdici sily (retenci).
3.3.2.1 Iontové vyménna chromatografie (IEC)

Iontové vyménna chromatografie (IEC) je hojné vyuzivanou technikou k purifikaci
proteind, peptidli nebo nukleovych kyselin, pfedev§im jako prvni krok purifikace a
piiprava k dalsim kroklim selektivni frakcionace. Poprvé byla analyza pouzita u
anorganickych aniotl a kationtii v roce 1975. (Small ef al., 1975) Metoda je zalozena na
vzajemném pusobeni analytu a mobilni fize s opacné nabitymi skupinami ve stacionarni

fazi.
Mobilni a stacionarni faze

Stacionarni faze je mnaplnéna tzv. ionexem (iontoméni¢em), ktery zadrzuje
jednotlivé ionty analytu pomoci opaéné nabitych funkénich skupin ionexu nachazejicich
se na povrchu stacionarni fize. Pro zakotveni stacionarni faze se uplatiiuji tzv. nosice.
Nosice jsou slozeny z ruznych polymernich latek, které délime podle pivodu
na: ptirodni (agarosa, dextran, celulosa) a syntetické (polystyren, polyakrylamid). Pro
chromatografii nukleovych kyselin se pouziva ECTEOLA — celul6za. (Harber et al.,

1974) Dle ndboje zachycenych iontl rozd€lujeme ionexy na katexy zachycujici kationty
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a anexy zachycujici anionty, coZ v praxi znamend, Ze stacionarni faze anexil obsahuje

kladng nabité skupiny, kdezto staciondrni faze katexti obsahuje zaporné€ nabité skupiny.

Mobilni faze byvaji v naprosté vétSiné aZz na nckteré vyjimky tvofeny
vodnymi roztoky (roztok vzorku nebo elu¢ni ¢inidlo). Elu¢ni ¢inidlo je v iontové
vyménné chromatografii pouzito ve dvou fazich: ve vzorku k navazani na nabité
skupiny nosi¢e a poté k uvolnéni jednotlivych iontii s nejmensim ndbojem. Jako elu¢ni
¢inidlo vyuzZivame triethylamin acetat (TEAA) a acetadt amonny, pro nukleové kyseliny

vyuzivame dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,).
Ionexy (iontoménice)

Anexy jsou nerozpustné polymerni polyvalentni castice nesouci kladny naboj.
Funkéni skupina v disociovaném vodném prostiedi odStépuje zaporné nabité ionty
a nahrazuje je anionty analytu. Anexy obsahuji bazickou funk¢ni skupinu sefazenou
vzestupné dle zadrzujici sily slozek analytu: primarni aminy -NH,, sekundarni aminy -
NHR, terciarni aminy —NR,, kvartérni amoniova baze -N'R; .

Katexy jsou stejné¢ jako anexy nerozpustné polymerni polyvalentni céstice
obsahujici funkéni skupinu se zapornym nabojem, ktera je schopnd v disociovaném
vodném prostiedi odstépit kladn€ nabité ionty a nahradit jej kationty analytu. Katexy
obsahuji kyselou funkéni skupinu sefazenou vzestupné dle zadrzujici sily slozek
analytu: fenolicka skupina -OH, karboxylova skupina —COOH, fosfatovd skupina —
PO(OH),, sulfatova skupina —SO;H.

Chemicka reakce IEC mezi analytem a ionexem (vytésnéni a vyména iontl1):

ANEX: -RY + X' <=> -RX+Y’

KATEX: -RY + X" <=> -RX+Y"

Y" a Y jsou vyménitelné ionty véazajici se na funkéni skupiny ionexu. Béhem iontové
vymény prostupuji ionty z okolniho roztoku do ionexu a dochazi k obousmérné reakei,

pfi niZz se vytéstiuje a vyménuje piisluSné mnozstvi jinych iontd vdzanych na jinych

vyménnych skupinéch.
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Amfolytické ionexy jsou schopné vyménovat kationty 1 anionty, coz je zavislé na pH
prostiedi, ¢imz se méni naboj iontu. Eluce probihd zménou niboje u smési, kde

pozadujeme separaci aminokyselin.

Plati, Ze ionty s vétsi afinitou k funk¢éni skupin€ nosice jsou eluovany pozdé¢ji nez
ionty s niz8i afinitou, coz znamend, ze kyselina obsahujici aminoskupinu pfes niz je
vazana je eluovana pozd¢ji nez kyselina s chybéjici aminoskupinou. Afinitu analytu k
ionexu lze ovlivnit iontovou silou nebo pH. Vyssi iontova sila je pfitomna u iontd s
vy§§im mocenstvim (napt. Ca>", Fe’"), naopak u iontGi s mocenstvim 1 je nizsi (napf.

Na").
Princip
Reakce probiha ve ¢tyfech zékladnich krocich:

1. ekvilibrace

2. aplikace analytu
3. eluce
4. regenerace ionexu
1. 2. 3. 4. 5
A B A @ ®© @ o O O
H A B o O 0 ® © o C O O
O
O A & @
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Qprotiionty 55 2 . ;-
startovaciho pufru i separovane latky .gradtentove ionty

Obr.5: Princip iontové vyménné chromatografie, 1 — ekvilibrace ionexu, 2 — nahrada
protiiontii skupinami z analytu, 3 — ionty s malou afinitou vyménény protiionty z pufru,

4 — ndhrada gradientovymi ionty, 5 — regenerace ionexu. Pievzato z (Kas ef al., 2005)
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Pted zapocCetim reakce je nutné dbat na vyrovnani ionexu a protiionti v koloné, coz
je zajisténo pomoci startovniho pufru tzv. ekvilibrace vzorku. Vhodny vybér pufru je
nezanedbatelnych krokem pied aplikaci vzorku. lontova sila startovniho pufru by
neméla mit pfili§ nizké hodnoty, nybrz nam mulzZe zpomalit vyménnou kinetiku ¢i
smrStovani ionexu, a tim zhorSeni pritoku analytu. Iontova sila pufru se voli v rozmezi

0,05 — 0,1 moV/l. (K43 et al., 2005)

Po ekvilibraci vzorku pfichazime k druhému kroku, tedy aplikaci analytu. Pied
aplikaci se kolona plni elu¢nim ¢inidlem az do fdze rovnomérného rozlozeni €inidla a
ionexu bez vzduchovych bublin, poté Ize aplikovat opacné nabity vzorek. Vzorek by
mél v idedlnim ptipadé¢ obsahovat 80 — 90% separovanych latek zachytitelnych na
ionexu, v ptipadé vyssSich objemovych koncentraci ionex neni schopen zachytit veskeré
délené latky a dochazi k vymyti z kolony. Castice protékajici kolonou jsou neutralni
nebo maji stejny naboj jako ionexovy méni¢. Nukleové kyseliny nesou zaporny naboj,
coZ znamena, Ze musi probihat aniontova vyménna separace na anexu. Sila adsorpce
nabitych Céstic na ionexu roste se zvySujicim se povrchovym ndbojem. Povrchovy

naboj je soucasné zavisly na zméné pH prostiedi.

Existuji dva zplsoby eluce: gradientova nebo isokraticka. Isokratickou eluci je
kolona vymyvéna konstantni koncentrovanou mobilni fazi. Migrace slozek se déli na
zaCatku kolony odliSnou rychlosti. Obecné je princip techniky jednoduchy, ale ve
vysledku je diference slozek nedostate¢na a zdlouhava, proto je pouzivan€j$i metodou
eluce gradientova. V prib&hu gradientové eluce jsou slozky zkolony vymyvany
postupnym zvySovanim soli. Na zacatku kolony jsou eluovany slozky s nejslabsi
interak¢ni silou k staciondrni fazi (nejsiln€j$i jsou zadrzovany). ZvySovanim
koncentrace soli se postupné uvoliuji jednotlivé slozky na zakladé vazebnych sil.
(Neue, 2005) Vyuzivame faktu, zZe ¢im vétsi iont (napt. ion peptidu nebo nukleovych
kyselin) je zachycen na ionexu, tim je elektrostaticka sila niz$i a mensi ionty (napi. Na"

aCl’ ¢stiuji a vymenuji ionty o vétsi velikosti. (Matousek ef al., 2010)
vytésnujia vy

Po dokonceni eluce vSech latek je provedena tzv. regenerace ionexu startovnim
pufrem. Latky pevné vazané na ionex je nutné vymyt, to zajistime hydroxidem sodnym

(NaOH) o koncentraci 0,1 M nebo ethanolem, ktery se na ionex nevaze. Spravné
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provedenou ekvilibraci vytékajici kapaliny zkontrolujeme zméfenim pH a vodivosti.

(Kujawski et al., 2004)
3.3.2.2 Hydprofilni interakcni chromatografie (HILIC)

Hydrofilni interakéni chromatografie je vhodnd piedevS§im pro polarni latky ¢i
hydrofilni latky, dale je vhodna pro problematicky rozpustné slouc¢eniny jako histony,
membranové proteiny a peptidy. (Alpert, 1990) V poslednich letech popularita HILIC
roste diky vyvoji novych stacionarnich fazi, coz bylo logicky doprovazeno Ucinnou

selekci pozadovanych latek analytu obsahujici riznorodé piimeési.

Stacionarni a mobilni faze

V poslednich letech jsou jako stacionarni faze stale vice pouzivany zwitteriontové
(ZIC) umoznujici vazat kladn€ 1 zaporné nabité polarni latky. Mezi klasické nosice
fadime silikagelové stacionarni faze s hydrofilnimi polymernimi funkénimi skupinami,
mezi néz patii napf. polysulfoethyl ¢i1 polyhydroethyl, samoziejmé s odliSnymi
selekénimi vlastnostmi. (Boersema et al., 2008)

Pro mobilni fdaze jsou pouzivany vodné faze s vysokym obsahem organického

rozpoustédla, nejcastéji acetonitril (ACN) a v mensi mife metanol. (Hao ef al., 2008)
Princip

Béhem HILIC separace dochazi k zachyceni hydrofilnich latek solutu na stacionarni
fazi, obecné lze fici, Ze ¢im jsou latky v analytu hydrofilnéjsi, tim se vytvari silnéjsi
hydrofilni interakce tzv. primarni interakce. V priibéhu separace se mohou uplatiovat 1
druhotné interakce (napf. elektrostatické interakce), coZ je podminéno hydrofilnimi
interakcemi, které vzniknou za podminek vzniku hydratované vrstvy (z angl. water-rich
layer) na sorbentu. Analyt je na stacionarni fazi zadrZzovan pomoci vodikovych mustki.
(Boersema et al., 2008) Vlivem druhotnych interakci dochdzi k odpuzovani
separovanych slozek, neZddouci G€inek 1ze omezit ptidanim amonnych soli organickych

sloucenin (napi. mravencan nebo octan amonny). (Guo et al., 2005)
3.3.3 Silika kolonky

Technika izolace DNA silika kolonkami patii mezi nejpouzivanéjsi bézné metody, v
praxi jsou nejcastéji vyuzivané u komeré¢né dostupnych kolonkovych kiti, jejichz
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obrovskou vyhodou je jeji rychlost a vysoka vytéznost. (Cady et al., 2003) U
rostlinnych pletiv firma Qiagen uvadi pfi optimalnich podminkach na navazku 50 mg
nevysusen¢ho vzorku vytéznost 1 - 15 ul. U zivociSnych materidli jako krev firma
Generi Biotech uvadi az na 200 pl vstupniho objemu vzorku vytéznost v rozmezi 40 —

60 ng/ul.

Adsorpce na silikdt je pomérné stard metoda, diive se k adsorpci na povrch
pouzivaly ptirodni materidly jako ktemelina, kterd je v soucasnosti nahrazena uméle
vyrobenym silikagelem. (Janochova, 2009) Metoda izolace DNA pomoci silika kolon je

zalozena na nékolika zakladnich vlastnostech DNA:

e Schopnost adsorpce DNA na silikat
e DNA se snadno precipituje pomoci alkoholu
e Vodikové vazby jsou Stépeny extrémnim pH, teplotou nebo mocovinou (stabilni

pH je od 4 do 8)

Vazba DNA na silikatovy povrch (Si0O, - sklo) probiha v ptitomnosti chaotropnich
soli jako jsou jodid sodny (Nal), chloristan sodny (NaClO,), guanidin hydrochlorid
(GuHC) a guanidin isothiokyanatat (GuSCN). (Melzak et al., 1996) Sila vzniklé vazby
je zévisla na typu nukleové kyseliny (DNA nebo RNA), iontové sile a pH roztoku.

3.3.3.1 Silikagel

Pod pojmem silikagel se mnohym znds vybavi malé baleni kuli¢ek, které je
soucasti riiznych baleni pocinaje krabici od bot konce balenim ¢inskych nudli, coz je
vyuzivano pro jeho vysokou poréznost (800 m’/g). Na svilj vysoce porézni povrch

zachycuje vodu, tedy slouzi jako pohlcovac vlhkosti tzv. desikant.

Silikagel je synteticky vyrabény z kifemicitanu sodného (Na,Si03) od roku 1938, je
to granulovitd pérovita forma oxidu kiemicitého (Si10;). Zakladni vlastnosti silikagelu je
schopnost v uzavienych prostorech pojmout az 40% vodnych nebo olejovych roztoka
jeho celkové hmotnosti. (Heuser, 1938) Bézné silikagely v normalnich podminkéach
adsorbuji 20% své hmotnosti. V porovnani s pfirodnimi kiemicCitany jsou synteticky

vyrabéné silikagely chemicky stabilnéjsi a nevyvolavaji silikozu. (Ehrlich ef al., 2010)
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Jeho nespornou vyhodou je nehoflavost a nejedovatost, a proto je vyuzivdna i

v potravinarstvi.

Silikagely s pfesné definovanou velikosti Castic se pouzivaji pfi chromatografii do
staciondrnich kolon. Povrch silikagelu je tvofen silanovymi skupinami, ¢imZ ma povrch
vysoce polarni charakter a je schopen vazat polarni skupiny. (Jandera, 2011) Nyni se
v chromatografii pouZivaji porézni silikagely o velikosti ¢astic 3 — 5 pm a velikost pora
se pohybuje kolem 10 nm. Charakteristické velikosti porti a ¢astic jsou podstatné pro
separaci konkrétnich molekul, které se na povrchu zachyti. V poslednich letech je
silikagel modifikovan do riznych forem odtrzenim vodiku a nahrazenim funk¢ni
skupiny, ptikladem takové modifikace je ptipojeni skupiny C18 se zabudovanou polarni
skupinou (karbamat). Modifikace silikagelu slouzi k odliSnym separacim latek.
Silikagely na sviij povrch adheruji fragmenty DNA, peptidy, bilkoviny, oligonukleotidy

a dalsi organické latky.
3.3.3.2. Princip

Princip metody spociva ve ttech zdkladnich krocich a témi jsou vazba DNA,
promyti vzorku od necistot a na zavér uvolnéni DNA z vazby. V prvnim kroku dochazi
k vazbé DNA na polarni silikatovy povrch obsahujici silanové skupiny, DNA je
schopna se v prostiedi chaotropnich soli navazat a vytvofit tak interakéni vazbu mezi
povrchem. Je dllezit¢ udrzovat stabilni pH vrozhrani 4 — 8, pokud by doslo
k extrémnim zméndm pH dochazi k nezddoucim uU¢inkim silikagelu, pfi extrémnim
snizeni pH pod 2 se stava siloxanova vazba nestabilni a dochéazi ke ztraté navazané faze,

naopak pii zvySeni pH nad 8 se silikagel rozpousti. (Janeckova et al., 2010)

V druhém kroku dochazi k promyvani vzorku v nékolika opakovani pomoci
chaotropnich soli a pufru, pti cemzZ vzorek protfepavame, coz zajistuje vyS$i mnozstvi
navazané DNA a zaroven se vymyvaji kontaminujici latky.

V zévéru extrakce provedeme odstiedéni vzorku, ¢imz na silikatové kolonce
zustavaji zachycené Castice DNA a ostatni nezachycené Castice zlstavaji v roztoku pod

kolonkou. Uvolnéni DNA ze silikdtového povrchu snadno provedeme pomoci vody

nebo pufru s malou iontovou silou.
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Obr. 6: Princip izolace DNA pomoci silika kolon. Upraveno dle manualu AccuPrep®

Stool DNA Extraction Kit.

3.3.4 Fenol — chloroformova extrakce

Fenol - chloroformové extrakce jsou Siroce aplikovatelné v ramci izolace DNA,
RNA, proteini a dalSich biomolekul. Technika separace probiha ve dvou kapalnych
nemisitelnych fazich na zakladé¢ rizné rozpustnosti molekul, pfi ¢emz dochazi

k separaci molekul.

Vyuziti fenol — chloroformové extrakce patfi k nejstarSim metoddm izolace
nukleovych kyselin. Prvni aplikace guanidinu chloridu (pfedchiidce fenol —
chloroformové extrakce) pii izolaci savéi RNA probéhla vroce 1951. (Volkin et
al.,1951) Béhem let doslo k mnoha modifikacim a nahrazenim riznych slozek pro jeji
zdokonaleni. Pocatek skutecné fenol — chloroformové extrakce je datovan do roku 1987,

kdy Chromczynski a Sacchi pouzili pro izolaci RNA kombinaci tfi slozek a témi byly
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fenol, chloroform a guanidin thiokyanat, ve vétSiné piipadd byli pouzity zivocCiSné

matrice. (Chromczynski & Sacchi, 1987)
3.3.4.1 SloZky extrakce

Fenol je organicka sloucenina obsahujici hydroxylovou skupinu —OH, vyskytuje se
v dehtech a mimo to je soucasti zivo€iSnych tél a rostlinnych pletiv. V fenol —
chloroformové extrakei slouzi ke sraZeni bilkovin a néasledné k oddéleni nukleovych
kyselin od proteinti, vzhledem k tomu, Ze proteiny jsou hydrofobni povahy, zlstavaji
v organické fazi, kdezto nukleové kyseliny jsou vysoce nabité a néasledné piechazi do

vodné faze.

Chloroform je organické rozpoustédlo, je tedy nemisitelné s vodnym roztokem
obsahujici analyzovany vzorek a je zodpovédny za fazové rozdéleni kapalin na dvé
casti.

Fenol je s klesajici rozpustnosti ve vodé rozpustnéjsi v nepolarnich rozpoustédlech
jako je naptiklad cyklohexan nebo chloroform. Izoamylalkohol je do smési ptidavan
spolu s fenolem a chloroformem pro zlepSeni kvality rozpustitelnosti fenolu

v chloroformu.

Déle do reakce, v ptipad¢ izolace RNA, vstupuje také guanidin thiokyanat, ktery
inhibuje C¢innost ribonukledz na membrandch organel a navic rozdéluje komplexy

proteinit a DNA (pfechazi do fenol — chloroformové faze) od RNA. (Ding et al., 2008)
3.3.4.2 Princip

Princip extrakce tkvi v oddé€leni odliSnych komponentii ve zkoumaném vzorku dle
rozpustnosti ve vzajemné nemisitelnych fazich organickych rozpoustédel a vody. Do
reakce vstupuje fenol, chloroform a izoamylalkohol (pfi1 izolaci RNA guanidin
thiokyanat) v objemovém poméru 25 : 24 : 1. (Chirgwin ef al.,, 1979) K lyzatu bunck
nebo k homogenizované tkdni jsou piidany fenol a chloroform, pti niz dochazi
k rozdéleni do dvou fazi do horni fdze obsahujici vodny roztok s nukleovymi
kyselinami a spodni faze obsahujici organické slozky fenolu a chloroformu. Diky
rozpustnosti fenolu v chloroformu je hustota smési vy$si (1,47 g / cm’) neZ hustota
samotné vody (1,00 g / cm’), coz vede k ostiejiimu rozd&leni obou fazi, a tim

jednodussimu odejmuti vodné faze s nukleovymi kyselinami s minimalni kontaminaci
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z organické faze. Nukleové kyseliny se diky své polarité rozpousti ve vodném roztoku,
kdezto fenol ma oproti vod¢ podstatné nizsi polaritu a nukleové kyseliny se v ném hiife

rozpousti.

Protfepavanim dochazi k smichani obou fazi a za pfitomnosti fenolu dochazi
k vysrazeni prstence proteini mezi nemisitelnymi fdzemi, proces tiepani opakujeme do
bodu maximalniho vysraZeni proteind. Struktura proteinli je urcena jednotlivymi
aminokyselinami o riizné polarit&, coz dava Fetézci nespecifickou polaritu. Cast fetézce
by se rada rozpustila ve vodném prostiedi a ¢ast by se rdda rozpustila v prostiedi
organického rozpoustédla, coz je divod hromadéni proteinli na rozhrani fazi. Po
ukonceni protfepavani do reakce vstupuje izoamylalkohol, ktery zpisobuje lepsi
rozpustnost fenolu v chloroformu. Pro dokonalé rozdéleni rozhrani je nutné vzorek

centrifugovat.

Nasledn¢ opatrné¢ odstranime horni c¢ast odd€lené smeési (obsahuje nukleové
kyseliny). Extrakci opakujeme dle potfeby 1 - 2x podle mnozstvi vysrdZené vrstvy
proteinit do doby, kdy se jiz vroztoku nevyskytuje bild sraZenina proteini. Pokud
izolujeme z rostlinnych pletiv, je nutné dbat na to, aby byly odstranény nezadouci
polysacharidy pomoci cetyltrimetylamonium bromidu (CTAB). V posledni fadé
extrahujeme smés jen smési chloroformu a izoamylalkoholu v poméru 24 : 1, pficemz
odstraniujeme fenolické zbytky, které by mohly celkové ovliviiovat vyizolované

nukleove kyseliny.

V poslednim kroku bychom méli zbavit pre€isténé nukleové kyseliny piebytecnych
neCistot a to docilime procesem zvanym precipitace. Precipitaci provadime
koncentrovanym etanolem, ptipadné isopropanolem. U vzorkli sniz§i koncentraci
nukleovych kyselin se vyS§i a U€innéjSi vytéZnosti napomahd sniZenim teploty a
pfidavkem soli. Po odstfedéni vznikne na dné zkumavky bila sraZenina (pelet)
obsahujici nukleové kyseliny, bilé zbarveni zplsobuji soli ptfidané do reakce (soli
vymyvame 70% etanolem). Po odsati supernatantu na dné ulpiva pelet s nukleovymi
kyselinami, ktery rozpoustime ve vodném roztoku nebo ve vhodném pufru. Pokud jako
kone¢ny produkt pozadujeme DNA je potiebné pouziti RNaz, které nam odstrani

molekuly RNA.

Je nezbytné bcéhem reakce dodrZovat nizké teploty — 20 °C, aby piipadné

nedochazelo k zbytecné degradaci nukleovych kyselin.
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Izolace RNA

Béhem izolace RNA je nutné upravit jist¢ podminky extrakce. B&hem
homogenizace vzorku je do ni pfidavan guanidin thiokyanat, ktery plni funkci inhibitoru
ribonukleaz a zaroveni s N — lauryl sarkosinatem zptsobuje oddéleni komplexu proteint

a nukleovych kyselin. Odstranéni DNA ze vzorku probihd pomoci DN4az.

V pribehu prednostni izolace DNA nebo RNA je tieba upravit pro jednotlivy typ
nukleovych kyselin hodnotu pH fenolu, pficemz pH béhem izolace DNA je tieba
upravit neutrdlnim pufrem a stanovit tak hodnotu pH neutrdlni aZz slabé alkalickou
kolem 7- 8, oproti izolaci DNA je nutné u izolace RNA snizit hodnotu pH az do
kyselych hodnot kolem 5 - 6, coz zapfiCinime kyselym pufrem. Kyselou extrakci
dosahneme mobilizace DNA a proteintt do organické faze, protoze fosfatové skupiny
molekuly DNA jsou snadnéji neutralizovany (je méné kyseld) neZ molekuly RNA,
vysledkem je RNA ve vodné fazi. Obecné plati, ze latka je nejlépe rozpustnid v
sloZenim nejpodobnéjSich rozpoustédlech. Celkova RNA zlstavd ve vodné fazi a je
precipitovdna isopropanolem, nakonec promyvana etanolem. Poté je vymyvana vodou.
Ze separovan¢ho vzorku RNA lze dale provést selektivni izolaci tRNA, rRNA nebo
mRNA, coz se v poslednich letech hojné€ vyuziva pro dalsi vyzkum RNA. Naptiklad pro
izolaci mRNA se pouziva afinitni chromatografie s oligo kolonami. (Tan &Yiap, 2009)

3.3.5 Izolace pomoci magnetickych ¢astic

Separacni technika vyuzivajici magnetizovatelné mikro - a nanocastice (MPs)
nachazi uplatnéni na poli biomedicinskych a biotechnologickych obort, jejich vlastnosti
jsou vyuzivany pro cileny transport latek véetné 1é€iv, kontrastni latka pro zobrazovani
pomoci magnetické rezonance, izolaci biomolekul nebo znafeni bunék. (Gupta &
Gupta, 2005) Ackoli je oblast magnetickych nanocéstic v poslednim desetileti stftedem
z4jmu, jeho unikétni superparamagnetické vlastnosti byly objeveny jiz v roce 1949 L.
Neelem, bohuzel tento jev ztstal pomérné bez povSimnuti Sir§i komunity fyzik az do

poloviny devadesatych let. (Widwald & Ziemann, 2010)
3.3.5.1 Magnetické castice

Magnetické castice jsou kulovité partikule o malych rozmérech v fddu nm a pm.

Magnetické cCastice délime na nanocastice o velikosti vrozmezi 5 — 100 nm a
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mikrocastice s rozmérem nad 100 nm, rozdilnych velikosti ¢astic vyuzivame pro izolaci
odlisnych typti biomolekul, napt. pro izolaci nukleovych kyselin jsou pouzivany Castice
o velikosti 20 — 450 nm. (Huska et al., 2008) Oba typy Castic jsou pievazné
kompozitniho charakteru tzn. jsou slozeny =z vlastniho magnetického jadra
zodpovédného za interakci s vn€jSim magnetickym polem a nemagnetického obalu
zajistujici interakci se systémem biomolekul. (Safaiik et al., 2012)

Nemagneticky obal je slozen z polymerni vrstvy chranici magnetické jadro pred
nezadouci nespecifickou reakci s analytem a zvétSuji adsorpéni plochu nosice. (Saiyed
et al., 2008) Polymerni vrstva milze byt pfirodni nebo syntetickd. Pfirodni polymery
mohou byt rizné polysacharidy napt. dextran nebo celuloza, dale proteiny ¢i lipidy,
jejich velkou nevyhodou je nizka mechanicka pevnost. Mezi synteticky polymer fadime
polystyren (PS) nebo polyethylenglykol (PEG), ktery ma oproti ptirodnim polymerim
vetsi mechanickou pevnou. Dale se vyuziva oxid kiemicity (SiO;) nebo zlato pro svou
vysokou stabilitu. Polymerni vrstva podléha velkému mnozstvi modifikaci funk&nimi
molekulami, které jsou biokompatibilni s poZzadovanymi biologickymi systémy, které
chceme z materialu izolovat.

Zakladni ¢asti magnetické Castice je jeji jadro, které je tvofeno magnetizujicimi
materidly o priméru menSimi nez 30 nm. (Dopson et al., 2008) Magnetické Castice
musi vykazovat supermagnetické vlastnosti, coz v praxi znamena, ze ma magnetické
vlastnosti za pusobeni vnéjStho magnetického pole. (Plank et al., 2003)
Nejpouzivangjsim materidlem magnetického jadra jsou magnetit (Fe;O4) a maghemit (y-
Fe,03), dale se pouzivaji sloueniny kobaltu, chromu nebo niklu, u nichZ je nevyhodou
pouziti pro biomedicinské pouziti pro jejich toxicitu. Magnetit je Cerny krychlovy nerost
sloZzeny z oxidu Zeleznatého (FeO) a oxidu Zelezitého (Fe;Os), ma silné magnetické
vlastnosti. Maghemit vznikd oxidaci magnetitu a je oblibenym materidlem pro
medicinské pouziti vzhledem ke své zdravotni nezdvadnosti, je slozen z Fe* ionta,

které se pfirozené nachazi i v lidském téle.
3.3.5.2 Funkcni skupiny

Obecné lze ftict, ze pokud povrch magnetické ¢astice neni modifikovan vhodnymi
funk¢énimi skupinami je interakce mezi biomolekulou a povrchem velmi slaba, proto je
nezbytné pro specifickou separaci latek navazani funkénich skupin (ligandu) na povrch

magnetickych ¢astic tzv. funkcionalizaci povrchu. Pro specifickou separaci nukleovych
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kyselin se vyuzivd zavedeni amino (-NH;) a karboxylovych skupin (-COOH).
V ptitomnosti riznych ¢inidel se funk¢éni skupiny aktivuji a jsou pfipraveny na sebe

navazat pozadované biomolekuly.

Magnetické jadro

Polymerni vrstva

Organické raménko

Funkcni skupina (ligand)

Obr. 7: Stavba magnetického nosise. Upraveno dle (Dopson et al., 2008)
3.3.5.3 Princip

Pro vazbu nukleovych kyselin na povrch magnetickych ¢astic je potiebné splnit
nasledujici podminky: pfitomnost funkénich amino nebo karboxylovych skupin,
prostiedi vazebného pufru tvofené chloridem sodnym (NaCl) a polyethylenglykolenem
(PEG). Pro konkrétni navazdni DNA je dilezitd pfitomnost karboxylové
skupiny -COOH, ktera je vodikovymi vazbami navazdna na povrch Castice. V
pritomnosti chloridu sodného dochazi ke kondenzaci DNA, cozZ je jev, pfi némz se
hydratovand forma B - DNA ,,sbali“ do konformace A — DNA, coz je divod navéazéani
DNA na povrch castice. (Kleideter ef al., 1999) Mechanismus vazby kondenzované
DNA neni zcela objasnén. (Ma et al., 2007) Polyethylenglykol je latka, ktera v reakci
zajiSt'uje specifickou vazbu DNA na povrch a zaroven zeslabuje vazbu proteint.

V prvnim kroku reakce se piidava lyzacéni pufr, nasledné¢ magnetické Castice a
vazebny pufr slozen zNaCl a PEG, ktery ndm umoziuje vazbu molekuly DNA
s funk¢ni karboxylovou skupinou na magnetickych nosic¢ich. V této fazi navazané DNA

je na magnetické Castice plisobeno magnetickym polem , pii niz dochdzi k imobilizaci
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castic a odstranéni tzv. supernanantu. Poté jsou magnetické ¢astice promyvany pufrem
bez ptitomnosti NaCl naptiklad isopropanolem, ktery ndm z magnetizovatelné Castice

uvolni pozadovanou DNA.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Material

Pro experimentalni ¢ast izolaci DNA byly pouzity 3 odlisné vzorky z konopi setého

(Cannabis sativa) z odrady Carmagnola:

o vylisky
e semena
o kvéty

Obr. 8: Vzorky Cannabis sativa pro izolaci DNA

4.2 Metodika

4.2.1 Izolace DNA

Pro izolaci DNA z konopnych matric byl pouzit komer¢ni kit DNeasy Plant Mini
Kit od firmy Qiagen. Cely postup izolace genomové DNA je uveden v ptirucce

DNeasy® Plant Handbook.
4.2.2 Kontrola ¢istoty DNA

Kontrola koncentrace a Cistoty vyizolované DNA byla zméfena spektrofotometricky
pomoci pfistroje Picodrop spectometr. Byla zvolena optimalni vlnova délka pro
dvouvlaknovou DNA pti 260nm, coz je nejvyssi absorpéni maximum UV zafeni pro

nukleové kyseliny. Cistota vzorku se &asto klasifikuje podle poméru naméfenych
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hodnot pii absorbancich 260 nm a 280 nm. Za dostatecné Cisty vzorek se povazuje

, e . A260 A260
takovy vzorek, ktery splituje podminku u DNA . > 1,8, u RNA
280 280

> 2.

4.2.3 Kontrola celistvosti a kvality DNA — elektroforéza

Ke kvantifikact DNA byla pouZita horizontalni agar6zova elektroforéza za pouziti
1,5 % agarozového gelu. Pfi elektroforetické kvantifikaci vyizolované DNA se
porovnava intenzita fluorescence emitujicitho vzorku pod UV zétfenim, sledovatelnost
pod UV zéafenim umoziuje obarveni agar6zového gelu ethidium bromidem. Tato latka
patti do skupiny interkalac¢nich barviv a vaze se mezi baze nukleovych kyselin. Metoda
je velmi citliva a je schopna poskytnout informaci i z velmi malych mnozstvi (1 — 5 ng
DNA). Vesker¢ vzorky byly smichdny snanaSecim pufrem, ktery v
prubchu elektroforézy slouzi jako sledovatelna stopa ,,putujiciho‘ naneseného vzorku.
Po ukonceni elektroforézy nésledovalo nasnimani gelu pomoci dokumentaéniho
syst¢tmu pod UV lampou transluminatoru Ultraviolet (UltraLum Inc a nasledné

nasnimana LCD kamerou.

4.2.3.1 Piiprava agarozového gelu

Pro ptipravu agar6zového gelu byly pouzity nasledujici komponenty: agar6za, TAE
pufr, destilovana voda a ethidium bromid. V prvnim kroku bylo smichano 1891 ml
destilované vody s 38, 6 ml pufru TAE (trisacetatovy pufr) o zasobni koncentraci 50x.
Vznikly roztok byl promichan sklenénou ty¢inkou. Z takto ptipraven¢ho roztoku bylo
odlito 135 ml do pfipravené nadoby. Na analytickych vahach bylo odvéazeno 2, 1 g
agardzy a piidano do roztoku. Obsah nddoby byl promichan a smés byla povatrena
v mikrovinné troubé asi 3 minuty. Rozehiatd nadoba byla zchlazena pod proudem
tekouci studené vody, po zchlazeni byl nadoby pfidan ethidium bromid o objemu
1, 5 pl. Do jiz nachystané vani¢ky byla nalita pfipravena smés a piipadné odstranény
vzduchové bubliny. Do drazek byly opatrné nasunuty hiebinky pro vytvoreni jamek.
Gel byl ponechén ke ztuhnuti v digestoti po dobu asi 20-30 minut. Nasledné po ztuhnuti
byly hiebinky odstranény a gel byl zalit zbytkem smési destilované vody a 50x TAE
pufru.

36



4.2.3.2 Elektroforéza

Vzniklé¢ fragmenty DNA jsou bézné analyzovany pomoci elektroforézy
v agarozovém gelu Do jiz pfipraven¢ho gelu zalitého pufrem jsem do jamek nanesla
izolované vzorky DNA. Po naneseni vzorkd do jamek v gelu byla elektroforetickd vana
zakryta bezpecCnostnim krytem a aparatura byla napojena na zdroj stejnosmérné¢ho
napéti. Je nutné dbat na to, aby se dodrzovala spravna orientace vzorku v elektroforéze,
coZ znamend, ze negativné nabit¢ molekuly DNA putuji od katody (-) k anodé (+).
Délka trvani elektroforézy se obvykle stanovuje dle velikosti fragmenti DNA, v mém

ptipadé probihala 1 hodinu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro experimentalni ¢ast byly provedeny dvé varianty izolace DNA s rozdilnymi
navazkami. Ob& varianty tii vzorkll byly provedeny ve tfech opakovanich, tedy 9
vzorkl v kazdé varianté. V prvni varianté ¢inila navazka 20 mg a v druhé varianté ¢inila
navazka 100 mg. Vysledky koncentrace vyizolované DNA z jednotlivych vzorkl jsou

uvedeny v tabulce 1 a vysledky Cistoty vzorkil jsou uvedeny v tabulce 2.

Konopi seté KloncetraceZDNA (ng/;;l) @ koncentrace DNA
V (20 mg) 11,1 14,7 23,1 16,30
S (20 mg) 19,5 14 23,6 19,03
K (20 mg) 37,8 55,9 23 38,90
V (100 mg) 76,6 63,3 66,5 68,80
S (100 mg) 49,8 83,5 56,1 63,13
K (100 mg) 56,6 61,2 52,6 56,80

Tabulka 1: Koncentrace vyizolovanych vzorki DNA z vylisku, semene a kvétu

s navazkou 20 mg a 100 mg (V — vylisek, S — semeno, K — kvét)

Konopi seté A280/ A269 2 A280/A260
1 2 3
V (20 mg) 2,15 1,63 1,7 1,83
S (20 mg) 1,98 1,7 1,64 1,77
K (20 mg) 1,65 1,61 1,53 1,60
V (100 mg) 1,44 1,38 1,45 1,42
S (100 mg) 1,6 1,66 1,67 1,64
K (100 mg) 1,74 1,65 1,63 1,67

Tabulka 2: Cistota vyizolovanych vzorkii DNA z vylisku, semene a kvétu s navazkou

20 mg a 100 mg (V — vylisek, S — semeno, K — kvét)

Jak je mozno vidét vtabulce 1, je znatelny rozdil mezi koncentracemi DNA
riznych navazek, rozdil vytéznosti vzorkil s navazkou 100 mg je n¢kolikandsobné vyssi
nez u 20mg navazky. Jednotlivé vzorky vylisku, semene a kvétu jsou odlisné mirou

vytéznosti v porovnani s riznymi navazkami, 100mg navazky jsou v rozmezi 1,5 — 4x
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vys$$i nez 20mg vytézky. I pies vysokou vytéznost vzorku DNA je stidle nutné dbat na
to, aby vyizolovand DNA byla v co nejvyssi kvalité a v nejlepSim piipad¢ celistva. Pro
izolaci byly pouzity konopné matrice vylisku, semena a kvétu o vlhkosti kolem 8 —
10%, které lze povazovat za velmi suché vzorky. Firma Qiagen uvadi vytéZnost
suchych vzorkli s navazkou 20mg v intervalu 3 - 30 ng/ul, coz bylo v ptipadé kvéta
ptevyseno o 8 ng/ul. Co se tyka Cistoty vyizolované DNA u obou navéazek, plati zde, ze
¢im vys$si koncentraci DNA ziskame, tim ndm distota vzorku klesa na tukor veétsi
vytéznosti.

Ziskané vzorky DNA byly rozdéleny po hodinové elektroforéze dle velikosti
fragmentl. Z geli lze vycCist, Ze kvalita vzorkd s navazkou 100 mg je podstatné nizsi
nez u vzorkid s navazkou 20 mg, coz urujeme dle vyraznosti a celistvosti prouzka. I
ptes vyssi vytéZznost vzorkli 100mg navazky nebyla u vzorku kvétu a vylisku ziskéna
pozadovana kvalita vzorku pro dal$i pouziti v nasledujicich pokusech jako je b&zné
pouzivana PCR analyza. U vzorkil kvét (K4 _Ks) a vyliskli (V4-Ve) u 100 mg navazky
jsou na gelu viditelné Smouhy, coz znac¢i degradaci ¢i vysokou fragmentaci molekuly
DNA. Vzorky vylisku byly lisovany za studena pod obrovskym tlakem, coz mohl byt
davod degradace DNA a projeveni se na gelu az pti vysSich koncentracich DNA.
Dal$im moznym vysvétlenim Smouhy v gelu u vzorka vyliskli (V4 - Vi) je snizena
Cistota vzorku. U vzorkid kvéth (K4 - Kg) by divodem Smouhy mohl byt i nizky obsah
latek THC (tetrahydrocannabinol) do 0, 3%, ktery by pi1 vstupu vétStho mnozstvi
izolatu inhiboval reakci. Jedinymi dale pouzitelnymi vzorky ze 100mg navazky jsou
semena (S; — S¢), které na gelu tvofi zfetelny prouzek, jsou tedy celistvé a
nefragmentované, diky absenci technologického zpracovani a ponechani semen
v ptirozeném stavu. Prouzky na gelu u vzorkli semen (S; — S3), kvétt (K; — K3) a vyliskl
(V1 —V3) jsou zietelngjsi a vypovidaji o kompaktnosti vyizolované DNA a jsou vhodné
pro dalsi aplikace do riiznych pokust.

Bylo prokazano, ze izolaci ze suSenych materiall sniz§i navazkou 20 mg
dosahneme vyssi kvality izolované DNA, ackoli s niz§i koncentraci. Z toho divodu
doporucuji pro optimdlni separaci DNA u Cannabis sativa pouziti niz$i navazky o

hmotnosti 20mg.
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Obr. 8: Vizualizace vyizolovanych fragmentii DNA u navazky 20 mg
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Obr. 9: Vizualizace vyizolovanych fragmenti DNA u navazky 100 mg

Legenda:

M — velikostni marker 100 bp Ladder, S| — semeno (20 mg), S, — semeno (20 mg) Sz —
semeno (20 mg), S4 — semeno (100 mg), Ss — semeno (100 mg), S¢ — semeno (100 mg),
V; —vylisek (20 mg), V, — vylisek (20 mg), Vi — vylisek (20 mg), V4 — vylisek (100 mg),
Vs— vylisek (100 mg), Ve — vylisek (100 mg), K; — kvét (20 mg), K, — kvét (20 mg), Ks—
kvét (20 mg), Ks— kvét (100 mg), Ks — kvét (100 mg), K¢ — kvet (100 mg)
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6 ZAVER

Tato bakalatska prace byla vénovana pfedevsim literarni reSersi, v niZ jsou popsany
soucasné vhodné metody izolace nukleovych kyselin pouzivané pro rostlinné i
zivo¢iSné matrice. Po prostudovani literarnich zdroji bych pro nejacinnéjsi separaci
nukleovych kyselin doporucila kombinaci dvou metod, témi jsou iontové vyménna
chromatografie s metodou izolace pomoci magnetickych cCastic, ktera je soucasnosti
velmi oblibend. V prvnim kroku izolace bych aplikovala iontové vyménnou
chromatografii pouzivanou jako prvni krok purifikace nukleovych kyselin od
nezadoucich latek (proteiny atd.) vyskytujicich se v analytu na zalatku separace.
Ziskanou purifikovanou DNA aplikujeme do roztoku s magnetickymi Casticemi, jejiz
vytéznost je z divodu preciSténé¢ho roztoku DNA zvySena. Metoda magnetickych ¢astic

je rychla a sofistikovana metoda, pfi niz neni tteba pracovat se Skodlivymi latkami jako

je naptiklad u fenol - chloroformové reakce.

Druhé ¢ast prace je v men$i mife vénovana vlastni izolaci DNA u druhu Cannabis
sativa z riznych matric kvétu, semena a vylisku u dvou odliSnych navéazek 20 mg a 100
mg. Pro zjisténi koncentrace izolované DNA byla pouzita spektrometrické méfeni
pomoci piistroje PicoDrop. Celistvost a kvalita izolatu byla porovndvana na
jednotlivych agar6zovych gelech s odliSnou navazkou vzork. Porovnavéani bylo
provedeno na zakladé¢ kompaktnosti prouzku, pfiCemz byla urCena prokazatelné¢ vyssi

kvalita vzorkl s navazkou 20 mg pro nasledujici molekularni diagnostiky.
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7 SEZNAM ZKRATEK

DNA — deoxyribonukleova kyselina
RNA — ribonukleova kyselina
RNAIi — interferujici RNA

siRNA — mald interferujici RNA

A — adenin
T — thymin
C — cytosin
G — guanin
U — uracil

rRNA — ribozomalni RNA

mRNA — mediatorova RNA

tRNA — transferova RNA

cpDNA — chloroplastovda DNA

mtDNA — mitochondridlni DNA

bp — paru bazi

[EC — iontové vyménna chromatografie
HILIC — hydrofilni interakéni chromatografie
HIC — hydrofobni interakéni chromatografie
PCR — polymerazova fetézova reakce

THC - tetrahydrocannabinol

MPs — magnetizovatelné nanocastice
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8 SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1: Purinové a pyrimidinové baze nukleovych kyselin, parovani mezi jednotlivymi

: Pravotociva dvousroubice DNA dle modelu Watsona a Cricka
: Prostorové uspotadani DNA konformaci

: Vsolovani a vysolovani

2
3
4
Obr. 5: Princip iontové vyménné chromatografie
6: Princip izolace DNA pomoci silika kolon
7: Stavba magnetické Castice
8: Vzorky Cannabis sativa pro izolaci DNA
9: Vizualizace vyizolovanych fragmentti DNA u navazky 20 mg

Obr. 10: Vizualizace vyizolovanych fragmentii DNA u navazky 100 mg
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