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Abstrakt

Tato bakalafskéd prace na téma Metody izolace a archivace DNA z zivocisSnych
tkdni se nejprve zabyva rtiznymi vzorky zivociSnych tkéni vhodnymi pro efektivni
izolaci DNA. Dale jsou zde popsany vybrané jednoduché i moderni metody izolace
DNA. Prace se zabyva také moznosti kratkodobého a dlouhodobého uchovavani DNA
s popisem vybranych konkrétnich archivacnich metod.

Dale jsou metody izolace DNA porovnany z hlediska kvality, kvantity, pracnosti,
Casové a finan¢ni naroc¢nosti. Taktéz jsou na zavér zhodnoceny jednotlivé metody
archivace.

Prace obsahuje i praktickou cast, kterd se vénuje izolaci DNA piedevsim
z zivocisSnych produktii (mléko a mlécné vyrobky, krev, maso a masné vyrobky), ale
i jinych biologickych tkani. Postup a vysledky jsou zpracovany v kapitolach Material
a metodika a Vysledky a diskuze.

Kli¢ova slova: DNA, izolace, archivace DNA, Zivoci$né tkdn€, zivo€isné produkty

Abstract

In bachelor thesis methods of isolation and archiving of DNA from animal
tissues | deal with different samples of animal tissues suitable for efficient isolation of
DNA. It selected simple and modern methods of DNA isolation. The work also deals
with the possibility of short-term and long-term storage of DNA with a description of
the selected archival methods.

The method of DNA compared in terms of quality, quantity, and labour, time
and monetary perspectives. The individual methods of archiving are also evaluated at
the end of the work.

T he work also includes a practical part, which deals with the isolation of DNA
mainly from animal products (milk and milk products, blood, meat and meat products),
but also other biological tissues. The procedure and results are presented in chapters

“Material and Methods”, and “Results and Discussion”.

Keys words: DNA, isolation, DNA storage, animal tissue, animal products
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1 UVOD

Izolace z Cerstvych neporusenych tkani poskytuje vétSinou velmi dobré vysledky
z hlediska vytézku a kvality DNA. N¢kdy je vSak tfeba ziskat vzorek DNA 1 ze staré Ci
néjakym zptisobem poskozené tkané. V dnesni dobé je mozné provést vétSinu analyz
pomoci specidlnich modernich kiti, uréenych pro izolaci z konkrétnich vzorkd za
poskytnuti vybornych vysledkt. Velice zajimavé miize byt zkoumani vysledkl izolace
DNA ze zpracovanych produktl zivo¢isného piivodu. Na vysledcich se odrazi veskeré
technologické postupy zpracovani puvodni tkané, jako je mechanické porusSeni,
pusobeni vysokych teplot ¢i ptidavky rtiznych latek. VSechny tyto faktory maji vliv na
degradaci struktury deoxyribonukleové kyseliny a urcuji vyslednou kvalitu izolované
DNA. V praxi mohou byt tyto anylyzy vyuzity napiiklad pfi kontrole kvality potravin
zivocisného pivodu.

Od roku 1869, kdy Svycarsky 1ékat Friedrich Miescher poprvé uspésné izoloval
lidskou DNA z hnisu, uplynulo jiZ mnoho ¢asu a vyzkum v této oblasti ptinesl pfinesl
obrovsky pokrok v pouzivané metodice. Postupy se zrychlovaly a specializovaly, coz
vedlo k tomu, Ze v dneSni dobé je mozné izolovat DNA prakticky z kazdé tkané
obsahujici Zivé bunky. Mame k dispozici nékolik automatizovanych metod,
usnadiiujicich praci v laboratofi a zajiSt'ujicich dostatek materidlu pro nasledné analyzy.

RovnéZ vysledky prace je mozné rychle a kvalitné ovéfit pomoci modernich
technologii. Pro zjistovani vytéZku a celistvosti DNA slouzi elektroforéza a pro méteni
koncentrace a Cistoty izolatu se pouziva spektrofotometrickych technik.

Vybér vhodné izolacni techniky a ovéfeni kvality a Cistoty je vSak vzdy jen
prvnim krokem ve vét§in€ praktickych postupt. Pokud nemdme moznost ziskany izolat
v nejbliz§i dob& pouZit a analyzovat, je tfeba vzorek vhodné skladovat. Volba vhodné
archivacni techniky umozni mit vzorek k dispozici, kdykoli je mozné pro potieby
dalsiho zkoumani. Stejn¢ jako oblast izolace, i postupy skladovani se v priabéhu casu
vyrazn¢ zdokonalovaly a dnes jiz mame k dispozici specialni techniky, uchovavajici

DNA po velmi dlouhou dobu bez ptipadné degradace.



2 CIL PRACE

Cilem moji bakalaiské prace je popsat principy riznych metod izolace zivocisné
DNA, bézn¢ pouzivanych v laboratofich molekularni genetiky. Kromé izola¢nich metod
se mam zam¢fit 1 na zpiisoby nasledné archivace izolovanych vzorkiit DNA. Na zakladé
poznatkii z literatury v obou piipadech zhodnotim a porovndm vysledky jednotlivych
metod z riznych hledisek.

V praci se budu zabyvat 1 vybérem zivociSnych tkéni, vhodnych pro moznosti
izolace DNA za poskytnuti optimalnich vysledkti. Po dohod¢ s vedoucim byla prace
roz$itena o praktickou Cast, ve které provedu a porovnam vysledky izolace DNA z

ruznych biologickych vzorki a Zivocisnych produkti.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Historie izolace DNA

Prvni izolaci DNA v historii uskutecnil v roce 1869 Svycarsky lékat Friedrich
Miescher. V ramci svého experimentu se pokousel izolovat buiiky z lymfatickych uzlin,
ale nedafilo se mu ziskat lymfocyty v dostatecném mnozstvi. Zkusil tedy lymfocyty
ziskat z hnisu ze shromazdénych chirurgickych obvazi.

Miescher zkoumal rizné typy proteint tvoficich leukocyty a zjistil, ze jsou
proteiny hlavnimi sloZzkami bunééné cytoplasmy. B&hem svych experimentil
zaznamenal, ze latka vysrazena z roztoku po ptidani kyseliny, se pfidanim zasady znovu
rozpusti. Takto se mu vibec poprvé podafilo ziskat surovou srazeninu DNA.
K oddéleni DNA od proteinti ze svych vzorkli bunécnych extrakti vyvinul Miescher
novy protokol popisujici oddéleni bunééného jadra z cytoplazmy a nasledné izolace
DNA. Tento postup vSak neposkytoval dostatecné mnozstvi materidlu potfebného pro
vyuziti v dalSich analyzach. Miescher tedy k ziskani vétSiho mnozstvi Cistych jader
vytvofil druhy protokol, ktery jeho Zak Richard Altman pozdé¢ji pojmenoval ,,nukleova
kyslina". (Siun Chee Tan a Beow Chin Yiap, 2009)

Po Miescheroveé uspésné izolaci DNA z bunék nésledovalo mnoho dalSich
védct, ktefi se snazili pfinést nové poznatky v problematice izolace DNA pomoci
riznych novych postupil. Zakladni laboratorni postup pii extrakci DNA byl zaloZen na
pricnipu centrifugace v hustotnim gradientu. Meselson a Stahl tuto metodu pouzili
v roce 1958 k prokazani semikonzervativnostt DNA. N¢ekteré pozdéji vyvinuté metody
vyuZivaly rozdilnych rozpustnosti chromozomalni DNA, plazmidi a proteinli

v alkalickém pufru.

3.2 Tkané vhodné k izolaci DNA

DNA je mozné izolovat prakticky z kazdé Zivocisné tkané, kterd obsahuje Zivé
buiiky. V ptipad€ velmi malych organisml miiZeme k izolaci pouZit i celého jedince. Je
zde vSak vétsi riziko kontaminace neZadoucimi latkami, jako jsou parazité, symbionti ¢i
CasteCky potravy. V piipad¢ obojzivelniki a malych druhi ptakd je vhodné izolace

z krve. Izolace z krve je vhodnd i u savcil, je vSak potfeba vétsi mnozstvi krve. Dal§im
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vhodnym vychozim materidlem u malych savcl je tkan z cCerstvé ledviny nebo
svaloviny. Jako vychozi materidl 1ze pouzit i naptiklad chlup nebo trus, zde je vSak
zamezujicich jakékoli kontaminaci, je mozné izolovat DNA i z velice starych vzorkd,

jako jsou fosilie nebo hmyz ukryty v jantaru. (Zima et al. 2004)

3.2.1 Izolace DNA z riiznych Zivo¢iSnych tkani

4

K nejspolehlivejsim zdrojim velkého mnozstvi kvalitni a Cisté DNA patii krev.
Jak jiz bylo uvedeno vyse, izolace z krve je vhodna predevs§im v ptipadé obojzivelnikl
a ptakd, u savct je tieba pouZzit vétsi mnozstvi.

Opravdu velké vytézky cisté DNA nam poskytuje prakticky kazda z b&znych
tkani, zvlasté pokud je k dispozici Cerstvy vzorek. Jedna se naptiklad o tkan srdecni,
plicni, jaterni, ledvinovou ¢i mozkovou. Jako vychozi material je vSak mozné pouzit
I kousek casti t€la, jako je mysi ocas nebo krali¢i ucho. V tomto ptipadé je vsak tieba
vetsi mnozstvi tkdné a vytéZek neni tak velky, jako pfi izolaci z vnitinich orgdni. DNA
je mozné izolovat i z chlupli nebo zini, je vSak zapotifebi mit k dispozici vice

chlupovych cibulek.

Tabulka ¢. 1: Typické vytéiky genomové DNA z ruznych zdrojit (BIOGEN Praha
s.r.o., 2015)

Zdroj Mnozstvi Vytézek (ug)
Sav¢i krev 200 pl 4-6
Mysi srdce 10 mg 10-15
Mysi ocas 0,5cm 8-10
Krysi jatra 10 mg 10-20
Krysi slezina 5 mg 20-30
Krysi ledvina 10 mg 25-30
Krali¢i ucho 20 mg 5-10
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3.2.2 Izolace z Zivoc¢iSnych produkta

DNA je mozné izolovat i z riznych produktid Zzivocisné vyroby a potravin
obecné. Je vSak tfeba brat v potaz veskeré technologické postupy pii vyrobé, mezi které
patii mechanické naruSeni ptivodnich tkani, plisobeni vysokych teplot, vafeni nebo
naopak mrazeni, dale soleni ¢i pfidani jinych latek, ovliviiujicich vlastnosti ptivodni
tkané. Vsechny tyto kroky maji velky vliv na strukturu vychozi tkang, podileji se tedy
i na degradaci nukleovych kyselin. Pfi izolaci je tak mozné ziskat pouze kratké
fragmenty DNA, které nemusi byt vhodné pro néasledné analdzy a uplatiiuji se jen ve
vybranych metodach, nevyzadujicich vysokou specifitu. Dal§im faktorem ovliviiujicim
vysledek izolace mohou byt naptiklad kontaminace produktti riznymi bakteriemi ¢i
plisnémi.

V praxi slouzi molekularni metody k odhalovani podvodi a nespravného slozeni

potravin, jako je napfiklad nahrazeni draz§iho druhu masa levnéj$im.

3.3 lzolace DNA

Vhodnou metodu pro izolaci DNA zvolime na zakladé nékolika riznych faktord,
ke kterym patii vlastnosti vychozi tkang, potfebné mnoZstvi a molekulovd hmotnost
DNA, dostatecna Cistota vhodna pro dalsi vyuzZiti a v neposledni fadé¢ i ¢asova a financni
naro¢nost. Bez ohledu na to, jakou metodu zvolime, postupujeme pii izolaci genomové
DNA v nékolika urcitych krocich.

Prvnim krokem je homogenizace vzorku, nezbytnd pfedevs§im v piipadé tuzsich
materiald. V zavislosti na velikosti a charakteru vzorku miize byt provedena pomoci
tteci misky s tlouckem, ptipadné s pomoci tekutého dusiku. Dal§i moznosti je
homogenizace vzorku pfimo ve zkumavce, a to bud’ ruéné nebo s pomoci specialnich

homogeniza¢nich mlynti. Nasleduje lyze bunék, separace od proteinti, tukli a RNA.

3.3.1 Jednoduché izola¢ni metody

3.3.1.1. Vsolovani a vysolovini

Vsolovani a vysolovani patfi mezi jedny z nejjednodusSich metod pro izolaci
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nukleovych kyselin. Je zalozena na principu zmény rozpustnosti molekul DNA
v zavislosti na zméné koncentrace iontll v roztoku tak, Ze s rostouci koncentraci iontl
rozpustnost nejprve roste a DNA se do roztoku vsoluje. Po dosazeni maxima zacné
rozpustnost molekuly klesat a tim se DNA z roztoku vysoluje.

Nejcéastéji pouzivanou soli k vysolovani je siran amonny, vyznacujici se
mimotéadné velkou rozpustnosti, ktera se pfili§ neméni s teplotou. Pfi izolaci nukleovych
kyselin je vhodné takové mnozstvi siranu amonného, které odpovidd 30% mnoZzstvi
pottebného ke vzniku nasyceného roztoku, pfi vy$§im nasyceni (rozmezi 30 az 75%) se
Jiz srazi vétsina proteini.(K4as et al., 2005)

Vysolovaci metoda je snadnd, rychld, bezpecna, levna a poskytuje vysoce

kvalitni DNA. (Turtinen a Juran, 1998).

3.3.1.2 SraZeni organickymi rozpoustédly

Srézeni organickymi rozpoustédly je pomémé stard metoda, ktera se v dne$ni
dobé jiz pfili§ nepouzivd a je postupné nahrazovdna modernéjSimi separacnimi
technikami.

Pouzivaji se nepolarni, vodou misitelnd organicka rozpoustédla, sniZujici
dielektrickou konstantu prostfedi, ¢imz snizuji rozpustnost a piispivaji k vysrazeni
biopolymeru. V ptipadé¢ srdzeni nukleovych kyselin se nejcastéji vyuZzivad srazeni
koncentrovanym ethanolem, tzv. ethanolové srazeni, které ma vyhodu v tom, Ze jiZ neni
potieba provadét dialyzu. Kromé ethanolu se pouziva aceton, isopropanol, methanol,
propanol a diethyleter. SrdZeni by mélo probihat pifi nizkych teplotach (kolem 0°C),

jinak hrozi denaturace vysrazenych proteint. (Kas et al., 2005)

3.3.2 Moderni metody

3.3.2.1 Chelex

Chelex je pryskyfice tvofena ze styren divinylbenzen kopolymeru obsahujcici
parové iminodiacetdtové ionty, které zde vystupuji jako chelatory, majici schopnost
navézat polyvalentni kovové ionty. Afninita chelexu k t&Zkym kovim, jako je Ca®",

Mn**, Mg?*, se zvysuje v alkalickém prostfedi, coZ je dileZité kvili faktu, Ze tyto ionty
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mohou za vysokych teplot (95 — 100°C) poskodit DNA. Podstatné je predevsim
vyvazani Mg® iontd z roztoku, &imZ se zabrani aktivaci endonukledz, uvolnénych pii
lyze bunck. Pfitomnost hofe¢natych ionti jako jejich kofaktorti, je pro enzymatickou
aktivitu endonukleaz nezbytnd, po jejich inaktivaci jiz nemohou DNA napadat a izolat
je stabilizovan. (Capkova Frydrychova et al., 2013) V praxi je mozné se n&jdastdji
setkat s iontoménicovou pryskytici Chelex-100.

Izolace DNA pomoci chelexu je velmi jednoduchd, rychla, pomémé levna
a ucinna metoda nevyzadujici pouziti organickych rozpoustédel. NejCastéji je tato
metoda spojovana s oblasti forenzni genetiky, kdy se DNA izoluje naptiiklad ze
zaschlych krevnich vzorkt, tkani, vlasd, kosti, vzorki slin ulpénych naptiklad na
cigaretovém nedopalku nebo z bukalnich stéri. Nevyhodou této techniky je, Ze pfi ni
nejsou z roztoku odstafiovany inhibitory, je tedy mozné ji pouzit pouze v ptipadé vzorkl
s malym mnozstvim inhibitort. (Simkova, 2012) Vyhodou je naopak minimalni riziko
kontaminace vzorku, cely proces extrakce se totiz provadi pouze v jedné zkumavce.

Prvnim krokem pfii izolaci DNA pomoci Chelexu je fyzicka homogenizace
vzorku, po které nasleduje destrukce a degradace bunéénych membréan, dale denaturace
DNA alkalickym prostfedim a vysokou teplotou. Po nasledné centrifugaci suspenze
dojde k oddé€leni pryskyfice chelexu a zbytkli bunécnych komponent od izolatu
obsahujiciho geneticky material. Takto izolovana DNA muzZe byt dale vyuZita pro PCR
amplifikaci. (Capkova Frydrychova et al., 2013)

Zkoumani ucinnosti metody se vénovali Suenaga a Nakamura (2004), ktefi si
pro extrakci DNA z lidskych vlasi zvolili tfi rGzné metody, krom& Chelexu pouzili
QlAamp® DNA Mini Kit a ISOHAIR®. Pfi izolaci DNA z barvenych vlasi pomoci
Chelexu obsahovala extrahovand DNA pouze malé mnozstvi inhibitort PCR. Tuto
metodu jako vychozi pro nésledné pouziti materidlu pro PCR autofi doporucuji

1 z hlediska jeji jednoduchosti a nendkladnosti.

3.3.2.2 Fenol-chloroformovd extrakce

Fenol-chloroformova extrakce patii ke star§im metodam izolace nukleovych
kyselin, stale se vSak hojné pouziva, nejCastéji v piipadé¢ separace DNA, RNA
a proteini. Fenol zde vystupuje jako organické rozpoustédlo oddélujici proteiny od

nukleovych kyselin, zatimco chloroform proteiny denaturuje, rozpousti tuky a podili se
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na oddéleni jednotlivych fazi. (Bartova, 2011)

Jedna se o metodu zalozenou na extrakci z kapaliny do kapaliny, pii které
prechazi rozpusténa latka z jedné kapalné faze do druhé. Rozdilné kapalné faze jsou zde
predstavovany vodou nebo vodnym roztokem a organickym, vodou nemisitelnym,
rozpoustédlem, pricemz Gcinnost metody je zavisla na rozdilu rozpustnosti separované
latky v obou pouzitych rozpoustédlech. Smési bunck jsou tedy na zaklad¢ rozdilné
rozpustnosti molekul oddéleny do dvou rozdilnych nemisitelnych fazi.

Pfi samotné izolaci nukleovych kyselin se nejprve do vodného roztoku
lyzovanych bun¢k nebo zhomogenizované tkané pifida odpovidajici mnozstvi fenol-
chloroformu a dukladné se smisi. Vzhledem k faktu, ze se fenol a chloroform nemisi
s vodou, dojde k vytvofeni dvou fazi, spodni organické a horni vodné faze. Dlkladné
promichéni smési vede k denaturaci proteinil a jejich vysrazeni. Naslednou centrifugaci
dojde ke koncentraci vzniklé sraZzeniny v misté fazového rozhrani t€z8i organické faze
a leh¢i vodné faze. Pokud byl pro extrakci pouzit fenol ekvilibrovany neutralnim nebo
alkalickym pufrem, zlstdvaji nukleové kyseliny, tedy DNA i RNA, ve vodné fazi.
V piipadé pouziti kyselého fenolu DNA piechazi do organické faze a ve vodné tedy
zustava pouze RNA. Tohoto faktu se vyuZiva pro izolaci samotné RNA. (Smarda et al.,
2008) Z vodné faze je DNA ziskéna vysraZeni ethanolem a nésledné rozpusti ve vode¢.

Smés fenolu a chloroformu denaturuje proteiny s vétSi U€innosti, nez fenol
samotny. Obvykle pouzivany pomér objemu fenolu ku chloroformu je 1:1 a 5:1. Do
smési se Casto pro zabranéni tvorby pény piidava jesté isoamylalkohol, a to obvykle
v poméru 24 dilt chloroformu ku jednomu dilu isoamylakoholu. K redukeci ucinku
nukleaz se pouziva guanidinovych soli. (Zumbo, 2012)

Izolace DNA za pouziti fenol-chloroformové extrakce poskytuje vysoky vynos
DNA o vysoké kvalité. Nevyhodou je velka ¢asova narocnost této techniky a také prace

s nebezpeénymi chemikaliemi.

3.3.2.3 Magnetické Castice

Mezi technologie uzivané k izolaci nukleovych kyselin, které jsou mezi
odbornou vetejnosti vice rozsirené, patii metody zaloZzené na magnetickych Casticich
(nebo také paramagnetické Castice). Své uplatnéni nachéazeji v fad¢ biomedicinskych

a biotechnologickych obora, konkrétné se vyuzivaji naptiklad k zobrazovani pomoci
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magnetické rezonance, dale pro cileny transport 1é¢iv, pfi magnetofekci, k reparaci
tkani, magnetickému znaceni bunck a k izolaci biomolekul. (VI¢novska et al., 2012)
V lékafstvi maji dalsi velky vyznam pii separaci kmenovych a nadorovych bunck,
detekci mikrobidlnich patogent a pro imunomagnetické stanoveni vyznamnych analyti.

Jednd se o Castice s kovovym jadrem, které je bézné tvoreno oxidy zeleza,
predev§im maghemitem (y — Fe,O3) nebo magnetitem (FesO,), dalsi variantou je
naptiklad zlato. Jadro magnetickych Castic je obaleno vrstvou s velmi specifickym
povrchem, ktery je mozné upravit podle charakteru izolované molekuly. Magnetické
¢astice maji rozpéti velikosti od 5 nm do 100 pm, coz se opét upravuje podle izolované
molekuly. Castice o velikosti 5 — 50 nm se pouzivaji k izolaci proteint, 20 — 450 nm
k izolaci nukleovych kyselin a virii a velikost 10-100 um slouZzi k izolaci bun¢k. (Hiska
et al., 2008)

Princip metody se odviji od fyzikalné-chemickych vlastnosti ¢astic, které jsou
schopny navézat bioreaktivni molekuly diky reakci na vnéjs$i magnetické pole. V praxi
to probiha tak, ze se magnetické ¢astice ptidaji ke vzorku a dojde k navazani cilenych
molekul. Nésledné dojde pomoci magnetu k pfitdhnuti takto modifikovanych ¢éstic ke
sténé zkumavky a zbyly roztok s nenavdzanymi latkami je odstranén. Po promyti dojde
k uvolnéni ¢astic s navazanymi molekulami do pfidaného roztoku a nésledné diky
riznym krokiim probéhne oddé¢leni navazanych molekul od magnetickych ¢astic. Takto
byly ziskdny samostatné cilené molekuly, vhodné pro pouziti k dal§im analyzam.
(Hiska et al., 2008)

Vyhodou této metody izolace je, ze vzorek nemusi byt slozit¢ upravovany, jak
tomu byva u jinych konvencnich metod. Tim se cely proces izolace cilenych biomolekul
vyrazné urychli a zaroven se snizuje riziko jejich pfipadného poSkozeni. (Hlska et al.,
2008) Separace biomolekul pomoci magnetickych c¢astic jsou velmi rychlé, snadné
a jsou schopny geneticky materidl ¢i jiné biomolekuly izolovat s velkou citlivosti
a spolehlivosti.

Amagliani et al. (2003) pouzil metodu zalozenou na magnetickych ¢asticich pro
ptimou detekci bakterie Listeria monocytogenes z mléka. Cely proces izolace
bakterialni DNA, vcetné vyhodnoceni pomoci gelové elektroforézy a PCR, jim trval
pouhy jeden den.To dokazuje, Ze metoda je vyrazné méné casove narocna, nez klasické
metody vyuzivané pro detekci bakterie Listeria monocytogenes, které vyzaduji alespon

jeden tyden. Vzhledem k tomu, ze metoda nevyzaduje zafazeni fenol-chloroformové
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extrakce, je také bezpecnéjsi a snadnéj$i. Vyuziti technik fungujicich na principu
magnetickych ¢astic, je vhodné pro automatizované systémy, minimalizuje potiebu
manualni prace.

Trachtova a Rittich (2011) pouzili magnetické mikrocastice k izolaci genomové
DNA z riznych mlécnych a probiotickych vyrobkli. Mnozstvi a kvalita izolované DNA
byla nésledn¢ ovéfena spektrofotometricky, s vyuzitim PCR amplifikace, gelové
elektroforézy a PCR v redlném cCase. Magnetické mikrocCastice nijak neovliviiovaly
prabéh amplifikace ani kvantifikace DNA v pfipadé PCR v redlném case. Metoda byla
hodnocena jako vhodna pro pouziti pii izolaci z danych produkti a ze vSech vzorki
byla genomova DNA izolovadna v dostate¢ném mnozstvi a Cistot¢ a kvalité pro nasledné
pouziti v PCR.

V dne$ni dobé je jiz mozné na trhu sehnat nékolik pfistroji od riznych
spolecnosti, které kombinuji funkci izolace biomolekul s jejich detekci na zakladé jejich
kvantifikace nebo interakce s jinymi biomolekulami. Tyto pfistroje bud’ vyuzivaji pro
znaceni pifimo ferromagnetické Castice, nebo spojuji vyuziti magnetickych castic
v kombinaci s jinou detekéni metodou, jako je fluorescence nebo chemiluminescence.
Je mozné, Ze se jiz v blizké budoucnosti dockdme vyuziti magnetickych ¢éstic
v ruznych testech jako detek¢nich sond, kde by techniky znaceni, jako je flurescence,
chemiluminescence nebo radiace, tplné nahradily. (Saiyed et al., 2003)

Add beads and  -Collect beads

Lyse blood cells binding buffer -Remove supernatant  Add elution buffer
using lysis buffer  to matrix -Wash with wash buffer and collect DNA

MagSi-DNA Beads

- Agarose electrophoresis
- PCR

~f DNA - UV measurement

4. Cell organelles/proteins = anrve

Obrazek ¢. 1: Schématické znazorneéni izolace DNA z krve pomoci maQnetickych castic

(AZoNano.com, 2013)
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3.3.2.4 Adsorpce na silikat

Metoda je zalozena na selektivni adsorpci nukleovych kyselin na membranu
silikagelu za pfitomnosti vysokych koncentraci chaotropnich soli. Za pouziti
optimalizovanych pufri v postupu 1yzy je zaruceno, ze dojde k adsorpci pouze DNA
a bunécné proteiny spolu s metabolity ziistanou v roztoku, ze kterého jsou nasledné
vyplaveny. Jednd se o jednodussi a U¢ingj$i systém, nez v pfipad€ jinych metod,
zalozenych na principu srazeni nebo extrakce. DNA je ze silikagelu ziskana za pouziti
pufru s nizkym obsahem soli. Tato metoda nevyzaduje pouziti alkoholového srdzeni.

Nejprve se do roztoku obsahujiciho lyzované buiiky pfida chaotropni sl
a suspenze silikatovych castic. Naslednym dikladnym protfepanim smési dojde
k ulpivani DNA na silikdtovych casticich. VSechny ostatni slouceniny ziistanou
rozpusténé v roztoku a po odstfedéni a usazeni ¢astic na dné€ je mozné roztok odstanit
odsatim. Nasleduje opétovné pfidani pufru s chaotropnimi solemi a znovu se smés
odstfedi a odsaje pfebyteény roztok. Na ¢asticich zistane navazand cista DNA.
Z povrchu c¢astic DNA uvolnime pfidanim vody nebo vhodného pufru jiz bez obsahu
chaotropnich soli. Po odstfedéni a usazeni jiZ samotnych silikatovych ¢astic na dné
ziskame Cisty roztok DNA. (Ustav biologie LF UP, 2015)

Pro izolaci DNA se vyuZivaji hydratované silikdtové Ccastice ptipravené
zahfivanim oxidu kiemicitého v roztoku hydroxidu sodné¢ho nebo hydroxidu draselné¢ho
v molarnim poméru od 2:1 do 10:1 po dobu alespot 48 hodin. DNA se navaze na
anorganickou castici a je uvolilovana do teplé vody. Navazani je zde zajiSténo diky
vysoké afinité¢ na zdporné nabité DNA ke kladné nabitym silikdtovym ¢asticim. Sodik
zde jako kationt pomahé ptitahovat negativné nabity kyslik fosfatové skupiny nukleové
kyseliny. Pii vysokém obsahu soli, a tedy pH vyS$im nez 7, rozbiji sodné kationty
vodikové vazby vemi vodikem a kyslikem. Pevné navazand DNA je dukladné
promyvana a dojde k odstranéni vesSkerych necistot. Nasleduje eluce procisténych
molekul DNA pfi nizkém obsahu soli (pH je nizsi nez 7) pomoci TE (Tris-EDTA pufr)
pufru nebo destilované vody. (Siun Chee Tan a Beow Chin Yiap, 2009)

Kromé silikatovych castic 1ze k izolaci DNA pouzit i nitrocelulézové nebo
polyamidové (nylonové) membrany, jejich nevyhodou je vSak niZsi specificnost. Tyto
materialy se cCastou pouzivaji jako pevna faze pro pienos nukleovych kyselin.
Polyamidové nosice jsou oprotu nitrocelulézovym odolné€jsi a nukleové Castice vazou

nevratné. (Siun Chee Tan a Beow Chin Yiap, 2009)
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Obrazek ¢. 2: Zndzornéni principu navazani DNA na silikat v pritomnosti chaotropnich soli

(bioenergy.asu.edu, 2007)

3.4 Elektroforéza

Elektroforéza je jednou z nejpouzZivangjSich separacnich technik pro izolaci
a analyzu nukleovych kyselin v molekularni biologii. Funguje na principu pohybu
nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim nositelem zaporného naboje jsou
fosfatové skupiny, a proto se nukleove kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opaéné
nabité elektrodé-anodé. (Smarda et al., 2008).

Jedna se o velmi rychlou a levnou metodu, ktery umoziuje separovat jak velmi
malé mnozstvi, tak velké mnozstvi nukleovych kyselin.

Elektroforéza se mize podle riznych hledisek rozd€lovat na nékolik typt. Podle
polohy gelu v elektroforetické aparatufe rozliSujeme elektroforézu horizontélni,
vertikdlni a kapildrovou. Horizontdlni a vertikalni elektroforéza maji deskové
uspoiadani, v piipadé kapilarni elektroforézy se gel nachazi uvniti kapilary. (Smarda et
al., 2008) Kapilarova separace se v dnesni dob¢ vyuziva pii analyze DNA pomoci

kapilarovych sekvenatort, které¢ hraly dilezitou roli pfi odhaleni sekvence lidského
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genomu.

3.4.1 Gelova elektroforéza

V roce 1937 §védsky biochemik Arne Tiselius poprvé popsal princip vyuziti
elektroforézy k separaci proteint. Tehdy pouzil tzv. volnou elektroforézu, neboli
elektroforézu volného rozhrani, ktera se provadé¢la uvniti trubice ve tvaru U. Dochazelo
pii ni vSak k michani putujicich proteinii, coz vyzadovalo pouziti velkého mnozstvi
vzorku a slozité piistroje. Z toho diivodu tato metoda nahrazena elektroforézou na
nosi¢i neboli zonovou elektroforézou, pii které se vzorek pohybuje na pevném
podkladu. (Kas et al., 2005)

Elektroforéza se tedy neprovadi pifimo v roztoku, ale na vhodném nosici, ktery
byva nejcastéji ve formé gelu. Gel mize byt tvofen riznymi latkami, ¢asto vyuzivané
jsou agardza a polyakrylamid. Tyto slouceniny vytvaieji slozitou sit' polymernich
molekul s pory, jejichz velikost zavisi na slozeni roztoku a koncentraci polymeru.
(Smarda et al., 2008) Pii gelové elektroforéze se velké molekuly opozd'uji oproti
molekuldm malym, gel zde zcela vypliiuje vymezeny prostor.

Dalsim kritériem, podle kterého se elektroforetické metody dé€li, je tedy
charakter nosného média. Podle n¢j rozliSujeme Ctyfi zakladni metody elektroforézy,
a to elektroforézu na polyakrylamidovém, agar6zovém, Skrobovém a acetylcelul6zovém

gelu.

3.4.1.1 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE)

Technika PAGE vyuziva k separaci molekul jejich naboj i jejich velikost.
Polyakrylamidovy gel se pfipravuje kopolymeraci monomeru akrylamidu a N,N’-
methylen-bisakrylamidu ,,BIS™ v roztoku pufru za pfitomnosti peroxodisiranu nebo
riboflavinu, které¢ zde funguji jako iniciatory. Vzajemny pomér monomerti vyrazné
ovlivituje fyzikalni vlastnosti gelu. Dilezitou ulohu zde hraje také tetramethylendiamin
,,TEMED" nebo dimethylaminopropionitril ,,DMPN" jako stabilizatory volnych
radikald. Tento gel je priihledny, inertni, mechanicky pevny a strukturné je tvofen
otevienymi pory urcité velikosti, které obsahuji kapalinu s pufrem. V piipadé, Ze

velikost portt zhruba odpovida velikosti molekul proteinu, pak se tyto molekuly pii
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prichodu gelem setkaji s odporem, coz vede k jejich rozdéleni podle své velikosti. (Kas

et al., 2005) Nevyhodou metody je vysoka toxicita akrylamidu.

3.4.1.2 Elektroforéza na agarozovém gelu (AGE)

Metoda vyuzivajici agarézovy gel separuje molekuly pouze na zaklad¢ jejich
elektrického ndboje. Agardza je polysacharid izolovany z moiskych tas a gel se
piipravuje tak, Ze se zahiatd smes agardzy a pufru nalije do pfipravené formy, vlozi se
hieben a gel se necha ztuhnout. Koncentrace agardézy mize byt rizna, ¢asto se vyuziva
1% a 3%. Po ztuhnuti gelu se hieben vytdhne a do vzniklych jamek se pipetuji
jednotlivé vzorky. (Zima et al., 2004)

Agardzové gely se vyuzivaji predevSim pro separaci molekul nukleovych kyslin
o velikostech v rozmezi od 100 bp do 50 kb. (Smarda et al., 2008)

Mezi vyhody agar6ézového gelu patii jeho snadné pfiprava v laboratoii a velké
rozmezi velikosti molekul DNA, které je mozné touto metodou délit. Nevyhodou je

vysoka cena.

m DNA sample in gel loading buffer

e DNA Separation

(= 0 min t=130 - 45 min
o DNA Sqm le DNA Marker
Plastic Tray Loading Sapes B
Cathede y—‘—\ l
[ e ——— e ———
Power — =
Supply Electrical /‘_ =
Ficid (E) - =m
(80 - 120V) /_
' i

Application of Anede Separated
Electrical Field DNA
(DC) Fragments

o UV Transillumination
& Documentation
Graphic®ESchmid/2001

Obrazek ¢. 3: Schéema agarozové gelové elektroforézy

(Schmid E.,2001)
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3.4.1.3 Elektroforéza na Skrobovém gelu (SGE)

Tato metoda umoznuje separovat proteiny na zakladé jejich celkového naboje
a velikosti. Pfi pfipravé Skrobu se uvatfend smés hydrolyzovaného Skrobu s pufrem
nalije do pripravené formy a necha ztuhnout. Hydrolyzovany $krob je mozné bud’
vyrobit piimo v laboratofi nebo zakoupit komeréné dostupny, ¢imz se vSak metoda
znaéné prodrazi. Koncentrace $krobu, kterd se pohybuje obvykle v rozmezi 11 — 13%,
ptfimo ovliviiuje velikost pord v gelu. Co se tyce koncetraci pufri, gelovy byva asi
ptivadéného elektrického proudu. Skrobova elektroforéza miize byt vertikalni nebo
horizontalni. Ac¢koli je horizontalni v soucasnosti rozsifenéj$i, ma nevyhodu v podobé
tzv. elektrodekantace, coz je jev, kdy proteiny o vysoké molekulové hmotnosti po urcité
dobé klesaji na spodni stranu gelu. Disledkem je jejich nizké koncentrace v hornich

vrstvach. (Smarda et al., 2008)

3.4.1.4 Elektroforéza na acetylcelulozovém gelu (CAGE)

Tato elektroforéza funguje na principu separace na zakladé celkového naboje
proteinovych molekul. K dispozici jsou na trhu komercéné vyrabéné gelové listy, které se
pred samotnou elektroforézou namoci do ptislusného pufru. Mezi vyhody této metody
patii minimalni mnoZstvi tkang, vysoka reprodukovatelnost experimenti a také kratka
doba vlastni elektroforézy. Nevyhodou je vSak velikost port v gelu, které zptsobuji
elektroendosmoézu, pii které se zvySuje mobilita kationtli a naopak se sniZuje nebo
dokonce zastavuje pohyblivost aniontti. Dalsi nevyhodou jsou vyssi naklady pti vyuziti

prefabrikovanych gelii. (Smarda et al., 2008)

3.4.1.5 Barveni

Aby bylo mozné vidét prouzky jednotlivych latek vzniklé pii elektroforetickém
dé€leni, je tfeba je pred samotnym procesem obarvit. V ptipad¢ proteinti dojde pfimo
k obarveni samotného gelu ponofenim do roztoku obsahujiciho alkohol a barvivo
Coomassie modi (Coomassie Brilliant Blue, CBB R-250). V tomto roztoku dojde
jednak k denaturaci a fixaci proteinli, dale dochazi k vytvofeni komplexti barvivo-

protein. K odstranéni pfebytecného barviva se pouziva napiiklad vymyvéani gelu
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kyselym roztokem. K barveni proteinii je ddle mozné pouzit barvivo amidocernn (Amido
Black 10B). Dalsi, citlivéjsi, moznosti je barveni stfibrem, které funguje na principu
redukce stiibrného iontu formaldehydem na kovové stiibro v alkalickém prostredi
uhlic¢itanu sodného. (Kas et al., 2005) Barveni stfibrem se pouziva pro detekci molekul
DNA izolovanych v polyakrylamidovych gelech.

Ke zviditelnéni molekul DNA se nejcastéji pouziva ethidiumbromid, ktery po
zaClenéni mezi sousedni pary bazi vytvari s DNA komplex. Po osvétleni ultrafialovym
svétlem tento komplex Cervené fluoreskuje. Barvivo ethidiumbromid je rovnéZz vhodné
pro barveni RNA, intenzita vychoziho zabareni je vSak niz§i. Kromé ethidiumbromidu
se pro obarveni nukleovych kyselin pouziva skupina fluorescenénich kyaninovych

barviv, ktera nese komeréni ozna¢eni SYBR. (Smarda et al., 2008)

3.5 Méreni koncentrace a Cistoty DNA

Bézné se pro méteni koncentrace a Cistoty ziskané DNA pouzivaji dvé metody.
Pokud se podafi ziskat velmi Cisty vzorek pouze s malym obsahem necistot, jako jsou
proteiny, fenol nebo agardza, je spektrofotometrické méfeni za pouziti UV svétla velmi
pfesné a jednoduché. Pokud vSak mame k dispozici pouze malé mnoZstvi izolované
DNA (méné€ nez 25 mg/l), nebo je vzorek kontaminovan velkym mnoZstvim necistot,
muze byt koncentrace DNA zjiSténa z intenzity fluorescence emitované
ethidiumbromidem po srovnani s fadou standardnich vzorktt DNA o koncentraci od 0,5
do 50 mg/l. Timto zpiisobem miiZe byt ziskano opravdu velmi malé mnozZstvi DNA, a to
1 -5 ng. (Prasa, 1997)

Pted samotnou spektrofotometrii je tieba vzorek nejprve natedit destilovanou
vodou. M¢feni nasledné probiha pii vlnovych délkach 260 a 280 nm, diky cemuz je
mozné zhodnotit &istotu vzorku DNA. Cistota izolované DNA by méla mit optimalng
pomeér 1,8. Hodnoty niz$i nebo vyssi znaci vyraznéjsi kontaminaci DNA. (PriiSa, 1997)
Pro méfeni koncentrace a Cistoty nukleovych kyselin slouzi specializované pftistroje,
mezi néZ patii naptiklad NanoDrop 2000. Jedna se o mikroobjemovy spektrofotometr,
umoznujici méteni vzorki i o velmi malych objemech (od 0,5 pl). Dalsi jeho vyhodou
je velice kratka doba méfteni, ktera je nizsi nez 5 sekund. Na pfistroji, jehoz spektralni
rozsah je 190-840 nm, je mozné méfit koncentraci DNA, RNA a ¢istota vzorku, pficemz

je mozné naméfena data exportovat do grafu a tabulek. (LAB MARK, 2015)
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3.6 Srovnani metod izolace DNA

Prestoze jsou jednoduché izolacni techniky obecné rychlé, jednoduché na
provedeni, velice levné a poskytuji vétsSinou dostatek kvalitni DNA, postupné se od nich
ustupuje a jsou v praxi nahrazovany modernimi izolacnimi technikami.

Z hlediska ¢asové naro€nosti a pracnosti poskytuji moderni izola¢ni techniky
podobné vysledky.  Obecné se o nich da fici, ze jsou rychlé, pohodlné a jednoduché.
Vyjimku tvofi star§i metoda fenol-chloroformové extrakce, kterd je zdlouhava a pracna.
Naopak co se tyce vytézku izolované DNA, ma fenol-chloroformova extrakce velmi
dobré vysledky. Poskytuje opravdu velké mnozstvi DNA, coz je i divod, pro¢ se stale
pouziva. Dobré vysledky ma izolace DNA pomoci silika kolon a jiz mensi vytézek lze
ziskat pomoci magnetickych castic. RovnéZ izolace pomoci Chelexu 100 poskytuje
relativné méalo DNA, na piipadné provedeni PCR reakce je to vSak jeSté dostacujici.

Dalsi prednosti fenol-chloroformové metody je izolace velmi Cisté DNA. Je vSak
tieba davat pozor na pfipadné zneciSténi v prabéhu samotné izolace. Také metody
zalozené na adsorpci na silikat poskytuji diky minimalizaci ptipadné kontaminace velmi
¢istou DNA. Dobré¢ vysledky jsou i v pfipad€ magnetickych ¢astic. DNA o velmi nizké
Cistoté poskytuje metoda Chelex 100. Toto negativum vSak vyvazuje fakt, Ze pro jeji
provedeni je dostacujici opravdu velmi malé mnozZstvi vychoziho materialu, ¢ehoz se
vyuziva ve forenzni biologii.

Z hlediska finan¢ni narocnosti je bezpochyby nejvyhodnéjsi extrakce fenolem
a chloroformem. Pomérné levné je i pouziti Chelexu ¢i silika kolon. Naopak metody
vyuZzivajici magnetickych castic jsou velmi drahé, zvlasté jedna-li se o automatizované
metody.

Srovnanim manudlnich a automatizovanych metod se zabyval Banzola et al.
(2008), ktery izoloval nukleové kyseliny ze séra pro potieby analyzy fetalni DNA.
Vysledky manuélnich 1 automatizovanych metod byly téméf shodné, automatizované
metody vSak maji velkou vyhodu ve vysoké reprodukovatelnosti a pohodlném

provedeni.

3.7 Archivace DNA

Metody optimalizujici uchovavani vzorka izolované DNA jsou v poslednich
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letech velice diskutovanym tématem. Ptestoze je Cista DNA za ptedpokladu skladovani
v suchu relativn¢ stabilni, vykazuje velkou citlivost na vlhkost, kterda mtze zpusobit
hydrolyzu molekul. Dale je také velmi citliva na pusobeni riznych citnitel, mezi které
patti DNazy, ionizujici a ultrafialové zafeni, volné radikaly a mnoho jinych podminek,
zpusobujicich destabilizaci molekul DNA.

Zachovani DNA je nezbytnym procesem v riznorodych oblastech a Siroké Skéle
obort, jako je farmacie, forenzni genetika, biologie a také provoz bank s biologickymi
a genetickymi materialy. Pfestoze vSechny tyto oblasti pouzivaji pro uchovavani DNA
termin konzervace, ktery spoCiva v udrzeni chemické a fyzikalni integrity molekul
DNA, specifické podminky a také vyhlidky védct z odlisSnych oborti se mohou vyrazné
lisit. Pro pfedstavu, pro farmaceuticky primysl je dulezité uchovat stabilni vzorek po
dobu pfiblizné€ 2 let, zatimco v evolucni biologii se ¢asovy rdmec méfi jiz ve stovkach
miliont let. Rozdily se vSak nenachézeji pouze v délce uchovavani, dulezitou roli hraji
1 kritéria posuzovani stability molekul DNA. (Anchordoquy a Molina, 2007)

Existuje nékolik studii, které zcela definuji optimalni podminky pro uchovavani
DNA. Obecné ze srovnani vysledkdi rtznych skladovacich procesti vypliva, Ze
uchovavani DNA v chladu je lepsi. Pfi vybéru vhodné techniky skladovani je vSak
nutné brat v potaz riznd kritéria, jako je zvolend metodika izolace DNA, integrita
skladovacich podminek a v neposledni fad¢ také principy technik, pro které budou
uchovavané vzorky DNA déle vyuzivany. (Baust, 2008) Pro rizné aplikace mohou byt
naprosto odlisné poZadavky na minimalni kvalitu a mnozstvi DNA.

Izolovanou DNA je moZn¢ uchovavat kratkodob¢ pii pokojové teploté na suché
pevné matrici. Pokud je potieba vzorky skladovat po dobu ne€kolika mésict, doporucuje
se teplota -20°C a pro potieby dlouhodobého uchovavani se pouziva teplot -80°C nebo i
-196°C (skladovani v kapalném dusiku). Jako skladovaci médium mize slouzit voda,

TE (Tris-EDTA pufr) nebo miize byt DNA uchovavana po vysrazeni 70% ethanolem.

3.7.1 Kratkodoba archivace

Pro potieby kratkodobé archivace DNA se pouziva teplota 4°C, a to po dobu
obvykle né€kolik dni ¢i tydnt. Kratkodobd archivace je Casto vyuzivana pii bézné
laboratorni praxi, kdy se vzorky uchovavaji v chladnicce pro vyuziti v riznych

analyzach.
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3.7.2 Dlouhodoba archivace

Mezi techniky dlouhodobé archivace patii naptiklad uchovavani DNA pfi -20°,
coz odpovida teplot¢ v mraznice. Dal§i moznosti je uchovani DNA vysrazené
v ethanolu pii -80°C, které sice zajisti stabilitu DNA po dlouhou dobu, ale ma nevyhodu
v nasledné ptipravé vzorku k pouziti. Ta zahrnuje izolaci z ethanolu, pfevedeni do
vodniho pufru a kvantifikaci DNA. (Anchordoquy a Molina, 2007)

Skladovani vzorkt pfi teplotach -20°C a -80°C poskytuje dostatecné podminky
pro uchovani vzorkli DNA v zdvislosti na jeho mnozstvi a kvalité¢ po takovou dobu,
jakou je tieba. Pfi téchto teplotdch vSak neni mozné zajistit tak dlouhodobé a kvalitni
skladovani, jako pfi uchovavani v kapalném dusiku. (Baust, 2008)

V piipadé¢ dvou metod, skladovani za pokojové teploty v suchém stavu
a kryokonzervaci pii teplot¢ -196°C v kapalném dusiku, se uplatiiuje stejny
mechanismus, kdy se DNA uchovava ve skelném stavu. V tomto stavu molekuly DNA
ztraceji schopnost difundovat a pohyb protonl je téméf zastavi, ¢imz se zabrani
chemické a nukleazové degradaci vzorku. Pokud v ptipadé skladovani v "suchém stavu"
dojde ke zvySeni vlhkosti nebo se zvysi teplota tak, ze ptfesdhne hodnotu skelného
pfechodu vody, obnovi se pohyblivost a reaktivita protonii a miZze dojit k poskozeni
uchovévané DNA. (Baust, 2008)

Mezi nevyhody dlouhodobého uchovavani DNA pfi teplotach -80°C a -196°C
patii velmi vysoké naklady spojené s udrzovanim takovych podminek, zvlasté pokud se
jedna o uchovavani velkého mnozstvi vzorkid. Finanéné méné nakladnou metodou se
jevi uchovavani vzorki DNA za pokojové teploty v dehydratované formé.

(Anchordoquy a Molina, 2007)

3.7.3 Chitosan

Chitosan, ktery se ziskava deacetylaci chitinu, patii mezi ptirodni polymery. Pfi
archivaci se vyuziva jeho schopnosti ménit strukturu pro optimalni adsorpci DNA. Mezi
jeho nevyhody patii hydrofobnost, horsi mechanické vlastnosti a vysoké pH, které se
méni v zavislosti na jeho mechanickych vlastnostech. (Baser et al., 2010)

K jeho pfednostem patii stabilita a biodegrabilita. V ptipadé€, Ze se chitosan
slouci s kyselinou, dochazi ve vod¢ k tvorbé rozpustnych soli, které diky silné

pozitivnimu ndboji vyborné vazi zaporn¢ nabité molekuly DNA. Mezi chitosanem
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a navazanou DNA vznikne silna vazba, kterd molekulu nukleové kyseliny chrani pted
degradaci.

Dalsim pozitivem je fakt, ze se chitosan fadi mezi biologicky obnovitelné
a lehce odbouratelné zdroje. Jedna se o bezpe¢ny, netoxicky material Setrny k zivotnimu

prostiedi. (Hirano, 1999)

3.7.4 FTA® karta

Metoda archivace DNA pomoci FTA® karet byla patentovana roku 1993. Slouzi
k premisténi vzorku tekutého biologického materialu z mista odbéru do laboratote nebo
jako médium pro dlouhodobéjsi skladovani vzorku té€lnich tekutin za pokojové teploty.
Tato metoda mé vSak fadu nevyhod, mezi néZ patii omezena garance dostatecného
mnozstvi vzorku pro naslednou izolaci, dale nachylnost ke kontaminaci cizorodou DNA
piisobenim vn&jsich vlivii pfi dlouhodobé archivaci. FTA™ karty se v praxi vyuZivaji
pfedev§im k uchovani primarnich vzorkd télnich tekutin, jako je krev nebo sliny.
Uchovéavat pfimo izolovanou DNA lze samoziejmé také, je k tomu vSak tfeba pouzit
vzorek o vysoké koncentraci DNA. (Kukla et al., 2013)

Jedna se o komeréné¢ dostupné produkty v podobé papirkli napusténych
¢inidlem, které vzhledem ptfipominaji archivacni karty. Tyto karty byly v minulosti
pouzivany v oblasti humanni forenzni biologie a funguji na principu uchovani vzorku
DNA na papirku po jednoduchém promyti a odplaveni neéistot. Mezi prednosti FTA"
karet patfi jejich prakticky format, ktery umoziuje prostorové nenaroné skladovani
v laboratofi za pokojové teploty a pfedevsim jednoduchy transport vzorki DNA, které
je mozné uchované na karté jednoduSe zaslat tfeba poStou. Diky tomu se mnoha
védclim podafilo shromézdit opravdu rozsahlé sbirky vzorkli DNA. (Smith a Burgoyne,
2004) Uchovavani vzorkl na kartovém nosici s sebou vSak nese i fadu nevyhod. Karty
neposkytuji pro vzorky dostate€nou ochranu pfed vnéjSimi vlivy a jsou proto
nachylnéjsi ke kontaminaci nebo dokonce degradaci. Pied pfipadnou analyzou je DNA
tteba z nosice nejprve uvolnit a purifikovat, pficemz ne vzdy se podaii ziskat dostatek

pouzitelné DNA. (METTINUM, 2013)
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3.7.5 Technologie METTINUM®

Jedna se o velice "mladou" technologii, ktera byla registrovana roku 2013.
Pozoruhodnym faktem je, Ze se jednéd o Cesky vynalez, jehoz autorem je MUDr. Pavel
Kukla. Technologie je prezentovana jako vyuzitelnd pfedevsim pro uchovavani vzorka
lidské DNA, Ize ji vSak pouzit k archivaci DNA nejriiznéjsiho pavodu, coz by mohlo
znamenat velky pokrok v fadé medicinskych a védnich obort.

Hlavni pfednosti je moznost uchovavani vzorkl za pokojové teploty bez potieby
jakéhokoli mrazeni a nezavisle na ptivodu elektrické energie. Naklady na uchovavani
vzorkd jsou tedy minimdalni. DNA je uchovavéana takovym zplisobem, aby k jejimu
naslednému pouziti v riznych analyzach nebylo tfeba zadnych ptiprav (READY-2B-
TESTED). Zpisob ulozeni zarovenn zamezuje vlivu vnéjSich podminek na DNA, a je
tedy zabranéno jakékoli kontaminaci. Oproti vS§em ostatnim bézné pouZivanym a vyse
uvedenym technikdm, jako je uchovévani za pokojové teploty v plastovych
zkumavkéach, FTA® kartdm nebo zamrazovéani vzorkid, piinasi tato metoda velké
mnozstvi vyhod. Mezi dalsi vyhody této metody se tadi maly rozmér archivacéni
jednotky, ktery nepfesahuje 30x30x10 mm. Vzorky archivované technikou
METTINUM® je mozné uchovéavat po neomezené dlouho dobu a je dokonce mozné
opatfit datovy modul ¢ipem, slouZicim k bezkontaktni identifikaci vzorku a naslednému
propojeni s elektronickymi systémy. (METTINUM, 2013)

Na neomezenou dobu skladovani ma vliv pfedev§im anhydrobioticka stabilizace
vzorku DNA. Jedna se o stav zplsobeny nedostatkem vody, jejiz podil klesne pod
urcitou kritickou mez, coz znemoziuje pohyb molekul a dojde k zastaveni vétSiny
biochemickych procest.

Datové nosice pro uchovani vzorkl jsou koncipovany modularné a DNA je v nich
ulozena mezi dvémi vypouklymi skly, chranénymi hermeticky uzavienym ochrannym
plastovym pouzdrem. Jak jiz bylo uvedeno vyse, datové moduly jsou vybaveny ¢ipem
a takeé optickym modulem s mikrofilmem, na neZ je mozné uloZit rizné informace, jako
je DNA profil vzorku, fotografie obliCeje, otisky prstii ¢i rentgenovy snimek. I tyto
datové nosiSe jsou chranény v hermeticky uzavieném plastovém pouzdie. Pro usnadnéni
¢teni informaci o vzorku byl vyvinut navrh robotického systému pro automatizovanou
obsluhu. Jeho soucasti je ¢tecka RFID ¢ipli, umoZznujici nacteni veskerych informaci o
vzorku, ulozenych v datovém modulu. Dale je systém opatfen skenovaci mikrokamerou

ro grafické naskenovani informaci z mikrofilmu, pfi¢emz osvétleni zde zajistuji LED
9
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diody. Manipulaci s archiva¢nimi médiemi zajist'uji dvé tchopné ramena, ktery vzorek

ptedaji k dalSimu zpracovani v laboratofi. (Kukla et al., 2013)
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Odbér vzorku

Vybrala jsem si pro srovnani rizné zivoc¢isné produkty a dalsi biologické vzorky.
Cast vzorkdi jsem si obstarala sama a &ast vzorkd pochazelo z banky biologického
material oddéleni genetiky Ustavu morfologie, fyziologie a genetiky zvifat Mendelovy

univerzity v Brn¢.

4.1.1 Mléko a mlécné vyrobky

Zvolila jsem si rizné mlé¢né vyrobky, jednalo se o Cerstvé kozi a kravské mléko,
UHT mléko, kefir, bily jogurt, jogurt Activia, taveny syr, tvrdy syr a hermelin.
Trvanlivé vyrobky byly zakoupeny jeden den pfed provedenim izolace a uchovany
v chladni¢ce. Pfed odchodem do laboratotfe byla v piipad¢ tekutych vyrobku cast odlita
do jednorazovych plastovych zkumavek, u tuhych vyrobkd byla c¢ast uchovana

v uzavirateleném PVC sacku.

4.1.2 Krev, maso a masné vyrobky

Vzorky z praseci krve, hovéziho masa, masa z lososa a kuceciho lunch meatu
byly uchovavany v mrazédku banky biologickych vzorkl. PaStika byla uchovavéana v
chladni¢ce a pred odchodem do laboratofe byla ¢ast odd€élena do uzaviratelného PVC

sacku.

4.1.3 Rizné biologické vzorky

Pro izolace DNA z riiznych biologickych vzorki jsem pouZzila vyhradné vzorky,
které byly k dispozici na Ustavu fyziologie, morfologie a genetiky zvifat Agronomické
fakulty Mendelovy univerzity v Brné.

Vzorek bukalni sliznice jsem pouzila sviij. Pfed odbérem bylo tfeba dvé hodiny
nejist a nepit, aby nedoslo ke zkresleni vysledku. Odbér probehl pomoci odbérového

kartacku, a to otirdnim o sliznici dutiny ustni. Na Stétickach kartacku ulpély burky,
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slouzici jako zdroj nukleovych kyselin.

4.2 lzolace DNA

4.2.1 Izolace DNA z mléka a mléénych vyrobkii pomoci Genomic DNA Mini Kitu

Vzorky mléka a mléénych vyrobkd (¢. 1 — 9) kolonkovou metodou pomoci
Genomic DNA Mini Kitu (Geneaid Biotech, Ltd., New Taipei City, Taiwan). Z kazdého
tuhého vzorku bylo navazeno 30 mg tkdné€ a vlozeno do 1,5 ml zkumavky. Bylo pfidano
200 pl pufru GT a pomoci homogenizaéni ty¢inky byla tkan co rozdrcena. Poté bylo
pfidano 20 pl proteinazy K, smés byla zvortexovana a inkubovala se v termalnim bloku
vyhfatém na 60°C po dobu 30 minut. Béhém inkubace bylo tieba vzorky obcas
vortexovat. Z tekutych vzorkl bylo odebrano po 1 ml do 1,5 ml zkumavky a probé&hla
inkubace pifi 55°C v termalnim bloku. Poté probéhla centrifugace (5 600 rpm; 4
minuty). Pipetou bylo odebrano 200 pl spodni frakce a piepipetovano do Cisté 1,5
zkumavky, do které bylo néasledné ptidano 40 pl proteinazy K.

Poté bylo do vSech vzorkl ptidano 200 ul pufru GBT, smés byla zvortexovana
a poté byla inkubovana v termalnim bloku vyhiatém na 60°C po dobu 20 minut. Ke
vzorku bylo pfidano 200 pl ethanolu (pro vysraZeni nukleovych kyselin) a smés byla
zvortexovana po dobu 10 sekund. Nasledné byla smés prepipetovana do kolony a
centrifugovéna (8 200 rpm; 1 minuta). Po vyliti odpadu z centrifuga¢ni zkumavky a
navraceni kolony bylo napipetovano 400 ul pufru W1, nasledovala centrifugace (8 200
rpm; 1 minuta). Po vyliti odpadu a vraceni kolony bylo napipetovano 600 pl
promyvaciho pufru WB a probéhla centrifugace (8 200 rpm; 1 minuta). Po vyliti odpadu
a vraceni kolony byla zkumavka dodate¢né centrifugovana (13 000 rpm; 3 minuty), aby
se odstranily zbytky ethanolu. Poté byla kolona umisténa do ¢isté 1,5 ml zkumavky a
bylo do ni ptiddno 100 pl elu¢niho pufru (Elution buffer). Vzorek byl inkubovan po

dobu 5 minut pii pokojové teploté a centrifugovan (8 000 rpm; 1 minuta).

4.2.2 Izolace z mléka pomoci Column DNA Lego Kitu

Vzorky €. 10 — 12 byly izolovany kolonkovou metodou pomoci Column DNA
Lego Kitu (Top-Bio, s.r.0., Praha, Ceska republika). V termalnim bloku, rozehiatém na
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55°C, byl ohtat 1 ml mléka v 1,5 ml zkumavce. Nasledovala centrifugace pii (5600
rpm; 4 minuty). Doslo k odstranéni tuku z mléka, ktery se usadil v horni ¢asti vzorku
mléka. Pipetou bylo odebrano 200 ul spodni frakce a prepipetovano do Cisté¢ 1,5 ml
zkumavky. K suspenzi byly pifidany tii dily, tedy 600 ul DNA vazebného pufru L1.
Smés byla 10 minut inkubovéana pii pokojové teploté¢ za jemného michani kazdé 2
minuty a poté byl vzorek centrifugovan (6000 rpm; 30 sekund). Supernatant byl
pifeveden do kolonky na sbérmé zkumavce a set byl umistén do rotoru centrifugy
a centrifugovan (13 000; 1 minuta). Roztok prosly filtrem kolonky byl odstranén
a kolonka byla umisténa na stejnou sbérnou zkumavku, poté bylo ptidano 700 pul pufru
Wash buffer a set byl centrifugovan (13 000; 1 minuta). Roztok prosly filtrem kolonky
byl odstranén a bylo pfidano 500 pl pufru Wash buffer, poté byl set centrifugovan (13
000; 1 minuta). Roztok prosly filtrem kolonky byl opét odstranén a kolonka byla
centrifugovana (13 000; 1 minuta), aby doSlo k odstranéni zbytkového promyvaciho
pufru. Kolonka s navazanou DNA byla pfenesena do nové 1,5 ml zkumavky a do
kolonky bylo vpraveno 50 pl elu¢niho pufru (Elution buffer). Po dvou minutach byl
kolonkovy set centrifugovan (13 000; 1 minuta). V tomto kroku doslo k uvolnéni DNA

z kolony a jeji kumulaci ve sbérné zkumavce.

4.2.3 lzolace DNA z krve, masa a masnych vyrobki pomoci Genomic DNA Mini
Kitu

Vzorky krve, masa a masnych vyrobkil byly izolovany kolonkovou metodou
pomoci Genomic DNA Mini Kitu (Geneaid Biotech, Ltd., New Taipei City, Taiwan).
Postup byl shodny s postupem izolace DNA v ptipadé tuhych mléénych vyrobkd.

4.2.4 Tzolace DNA z riiznych biologickych vzorki pomoci GeneElute™
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kitu

Vzorky riznych biologickych vzorkid ¢islo 1 — 16 byly izolovany pomoci
GeneElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kitu (Sigma-Aldrich Corp., St
Louis, USA). Pocatecni kroky pfi izolaci z krve byly odli$né oproti postupu pfi izolaci
z jinych biologickych vzorkl. Do 1,5 ml zkumavky bylo napipetovano 200 ul pufru LS-
C a 20 pl proteinazy K. Smeés byla 15 sekund vortexovana a nasledné po dobu 10 minut

inkubovana v termalnim bloku vyhiatém na 55°C.
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U ostatnich vzorki bylo nejprve odvéazeno 25 mg tkdné. Poté bylo ptidano 20 pl
proteinazy K a 180 ul pufru LS-T. Po zvortexovani se sm¢s inkubovala v termélnim
bloku vyhiatém na 55°C, dokud se tkaiie ve zkumavkach uplné nezorpustila. Po pfidani
200 pl pufru LS-C byl vzorek 15 sekund vortexovan a poté se inkuboval po dobu 10
minut v termalnim bloku vyhiatém na 70°C.

Dalsi kroky jiz byly pro krev i ostatni vzorky spole¢né. Do pfipravené kolony se
napipetovalo 500 ul pufru CPS a nasledné prob¢hla centrifugace (13 000 rpm; 1
minuta). Po vyliti odpadu z centrifuga¢ni zkumavky byla kolona vracena zpét do
zkumavky. K lyzatu bylo pfidano 200 pl ethanolu a smés byla vortexovana po dobu 10
sekund. Ziskana smés byla aplikovana do pfipravené kolony a probéhla centrifugace (8
200 rpm; 1 minuta). Po vyliti odpadu z centrifuga¢ni zkumavky byla kolona vracena
zpét a bylo do ni napipetovano 500 pl pufru WS. Poté prob¢hla centrifugace (8 200
rpm; 1 minuta). Po vyliti odpadu z centrifugacni zkumavky byla kolona vracena zpét
a bylo do ni opét napipetovano 500 pl pufru WS, probé¢hla centrifugace (13 000 rpm; 3
minuty). Po vyliti odpadu z centrifuga¢ni zkumavky byla kolona vricena zpét
a probéhla centrifugace (13 000 rpm; 1 minuta). Kolonka byla umisténa do ¢isté 2 ml
zkumavky a bylo do ni napipetovano 100 ul ES pufru, nasledné probéhla inkubace pii
pokojové teploté po dobu 5 minut. Po inkubaci byla smés centrifugovana (8 200 rpm; 1

minuta).

4.3 Elektroforéza

Pro kontrolu pfitomnosti DNA byla pouzita gelova agardzova elektroforéza. Byl
piipraven 1% agardzovy gel. Do erlenmeyerovy banky bylo navazeno 0,6 g agardzy
a zalito 60 ml elektroforetického pufru TBE (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, USA). Po
uvafeni bylo do homogenizovaného a ochlazeného roztoku piidano 12 pl ethidium
bromidu (Top-Bio, s.r.o., Praha, Ceska republika) a vie bylo nalito do piipravené
elektroforetické misky. Do misky byl umistén hieben, ktery vytvotil v gelu po jeho
ztuhnuti jamky. Miska s gelem byla umisténa do elektroforetické vany s TBE pufrem a
byl vytazen hieben. Po smichani 5 pl markeru Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) a 5 pl z kazdého izolatu DNA s 1 pl
nandSeciho pufru (40% sacharoza, 0,25% bromfenolovd modf) byly vzorky naneseny

pipetou do jednotlivych jamek. K elektroforetick¢é vané byl pfipojen zdroj
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stejnosmérného napéti tak, aby DNA putovala k anod¢ s napétim 5V/em. Elektroforéza
bézela 30 minut, poté byl gel umistén na UV transiluminator Electronic UV
Transilluminator (Ultra LUM Inc., Claremont, USA) a pro pofizeni fotografii gelt byl

pouzit fotoaparat Canon Power Shot G6.

4.4 Ovéreni kvality izolované DNA

Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo provedeno
spektrofotometricky na piistroji NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, USA). Po zahtati a nastaveni pfistroje bylo na spodni rameno napipetovano 2
ul eluéniho pufru piislusného itolacniho kitu a po ptiklopeni horniho ramene pfistoje se
provedla kalibrace, po které nasledovalo ocisténi pfistroje buni¢itou vatou. Pfi méteni
jednotlivych izolatt se také napipetovalo vzdy 2 pul DNA a po ptiklopeni horniho
ramene probého méfeni. Kvalita izolace je dana z poméru absorbanci A260/A280, ktery
by mél odpovidat hodnoté zhruba 1,8. Hodnota nizs§i nez 1,7 znaci zneciSteni DNA
proteiny, organickymi latkami nebo vzorek obsahuje nizkou koncetraci DNA, hodnota
vyssi nez 1,9 ukazuje DNA zneciStenou RNA nebo organickymi latkami. Kvantita

DNA je vyjadiena v nanogramech obsazenych v jednom mikrolitru (ng/pl).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Miéko a mlécné vyrobky
5% 6 7 8

1% EtBr

Izolacni kit: vzorky 1-9: Genomic DNA Mini Kit (Tissue) (Geneaid Biotech, Ltd.)
vzorky 10-12:  Column DNA Lego Kit (Top-Bio, s.r.0.)

Biologicky vzorek: 1 cerstvé mléko (koza) S jogurt bily 9 hermelin
2 cerstvé mléko (krava) 6 jogurt Activia 10 cerstvé mléko (krava)
3 UHT mléko (krava) 7 taveny syr 11 UHT mléko (krava)
4 kefir 8 tvrdy syr (Eidam) = 12 UHT mléko (krava)

Obrdazek ¢. 4: DNA izolovand z mléka a mlécnych vyrobkii

Izolace DNA z mléka a mlé¢nych vyrobkl byla provedena a ovéfena dle postupu
uvedeném v kapitole Material a metodika. Vzorky c¢islo 1 — 9 byly izolovany pomoci
Genomic DNA Mini Kitu (Geneaid Biotech, Ltd., New Taipei City, Taiwan), vzorky 10
— 12 byly pro srovnani izolovany pomoci Column DNA Lego Kitu (Top-Bio, s.r.o.,
Praha, Ceska republika).

V ptipad¢ vzorki Cerstvého a UHT mléka byla koncetrace izolované DNA velmi
nizka a je patrny pouze smir, nejlépe se izolace zdafila ze vzorku €. 2, tedy Cerstvého
kravského mléka. Pomérné dobry vysledek byl ziskan v piipadé kefiru, coz je
pravdébodobné zplsobeno bohatou kefirovou kulturou. Naopak v ptipadé obou bilych
jogurtli je opét patrny pouze lehky smir. K degradaci DNA doslo pii technologickém
zpracovani, zahrnujicim homogenizaci mléka a predev§im naslednou pasteraci pfi
teploté 85 — 95°C po dobu nékolika vtefin. Obdobny vysledek jako jogurty, m¢l i1 taveny
syr, ktery je pfi vyrob¢ vystaven vysokému tlaku a teplot¢ 120°C. V ptipad¢ vzorku
DNA izolované z eidamu je jiz krom¢ smiru patrny i prouzek cist¢ DNA. Podobné je
tomu i u hermelinu, u kterého byla DNA izolovana z kousku obsahujiciho kromé vnitini

¢asti 1 pliSiiovy povrch.
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Krev, maso a masné vyrobky
3 4 5 6

1% EtBr
Izola¢éni kit: Genomic DNA Mini Kit (Tissue) (Geneaid Biotech, Ltd.)

Biologicky vzorek: 1 krev (prase) 4 mlété maso (MIX) 6 pastika
D 5

2 maso (hovezi)
3 maso (losos)

sunka (kureci) 7 lunch meat (kureci)

Obrazek ¢. 5: DNA izolovana z krve, masa a masnych vyrobkii

Vzorky krve, masa a masnych vyrobki byly izolovany pomoci Genomic DNA
Mini Kitu (Geneaid Biotech, Ltd., New Taipei City, Taiwan). Z krve se podafilo izolovat
velké mnozstvi Cisté DNA, ktera se na gelu projevila jako vyrazny prouzek.
Nezpracované hovézi maso rovnéz poskytlo dobry vysledek, ktery byl v§ak o néco horsi
nez v pripadé krve. Divodem muze byt poruseni bunck pii opakovaném mrazeni
a rozmrazovani. Vzorek DNA izolované z lososa se projevil pouze v podobé smiru.
Maso z lososa bylo na Ustavu fyziologie, morfologie a genetiky zvifat ulozeno po dobu
nékolika let, pficemz opétovné mrazeni a rozmrazovani se mohlo podepsat na
celistvosti DNA. DNA izolovanad z mixu mletého masa a kufeci Sunky vykazovala
minimalni celistvost, na gelu se projevila pfedevs§im jako smir. V piipad¢ mletého masa
hral nejvétsi roli technologicky postup vyroby, kdy doslo k mechanickému naruSeni
buncék. To samé plati u kufeci Sunky, kde je tfeba jeSté zminit nizky podil Cistych
svalovych bilkovin, ktery o mnoho nepiesahuje 10% obsahu. Nejhorsi vysledek
u izolované DNA je vidét u pastiky a lunch meatu, u kterych je znat pouze velmi lehky
smir. U pastiky na to méa vliv krom¢ mechanické poskozeni mletim predev§im
sterilizace a tepelné oSetieni tlakem, v pfipadé lunch meatu hraje roli tepelné opracovani

a nasledné konzervace. Dal§im diivodem je samotny podil kufeciho masa.
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Ruzné biologické vzorky
S 6 Tovssly

—~
——

"

Izola¢ni kit: GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Corp.)

1 moucha (Hermetia illucens) presnidavka (hoveézi s bramborem)
2 moucha (Lucilia sericata) _zin€ (kun)

3 chlupy (kocka) maso (jeseter)

4

5

Biologicky vzorek:

sunka (veprova) maso (losos)

granule (Ontario) maso (kachna divoka)
pastika (kufeci) maso (veprové)

lunch meat (kureci) 5 maso (hové

granule (Pedigree) stér bukalni sliznice (vlastni)

15 16 Milkb

N —
—_—

—_—

1% EtBr

Obrazek ¢. 6: DNA izolovana z riznych biologickych vzorku

Vzorky riznych biologickych vzorkid ¢islo 1 — 16 byly izolovany pomoci
GeneElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kitu (Sigma-Aldrich Corp., St
Louis, USA). Prvni dva vzorky DNA byly izolovany z tél branénky (Hermetia illucens)
a bzucivky zelené (Lucilia sericata). V obou pfipadech byla ziskana pomérné ¢ista DNA
a husty smir. Vzhledem k tomu, Ze se izolace provadéla z celych cCerstvych tél, byly
vysledky ovlivnény obsahem bakterii ve stievech hmyzu, v nemalé ¢asti se take mize
jednat 0 RNA. Izolovana DNA z koci¢iho chlupu se projevila v podobé velmi tenkého
prouzku cist¢ DNA. U vepiové Sunky je krom¢ smiru rovnéz patrny tenky prouzek
neposkozené DNA. Vzorky ¢islo 5 — 8 dopadly témé&f stejné, ve vSech pripadech byla
vyizolovana degradovand DNA, kterd se projevila v podobé lehkého smiru. U obou
typt granuli doslo k degradaci DNA technologickym postupem pii vyrobé, dalSim
divodem nekvalitniho vytézku je podil masa vzhledem k ostatnim slozkdm. Z détské
pfesnidavky se nepodafilo izolovat zadnou DNA. Kromé& technologického postupu
vyroby zde hraje roli pfedevSim fakt, Ze v pfesnidavce jako hlavni surovina dominuji
brambory s vysokym obsahem Skrobu. Konské zin€, stejn¢ jako maso z jesetera, mély

pomérné dobry vytézek izolované DNA, zato v piipadé masa z lososa se opét projevil
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jen smir degradované DNA. V piipadé vzorku masa z kachny divoké se jiz kromé
lehkého smiru objevil tenka prouzek cisté DNA. Velmi dobry vysledek izolace byl u
vepfového a hovéziho masa a jednoznacné nejvétsi mnozstvi nejCistsi DNA bylo

izolovano ze stéru bukalni sliznice.

5.1 Koncentrace a Cistota DNA

Meéfieni koncetrace a Cistoty izolované DNA prob¢hlo na piistroji NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Naméfené hodnoty jsou uvedeny

v tabulce 2 a 3.

Tabulka ¢. 2: Koncentrace a Cistota DNA izolovand 7 mléka a mlécnych vyrobki

Vzorek Koncentrace DNA (ng/ul)  Cistota DNA (A260/A280)
Cerstvé mléko (kozi) 3,8 1,87
Cerstvé mléko (kravské) 2,4 2,12
UHT mléko 2,1 2,06
Kefir 16,4 1,42
Jugurt bily 13,6 1,64
Jogurt Activia 8,9 1,78
Taveny syr 1,3 1,97
Tvrdy syr (eidam) 5,4 1,86
Hermelin 95 1,82
UHT mléko polotu¢né 2,6 1,89
UHT mléko 7,2 1,86
Cerstvé mléko (kravské) 5,5 2,01

Veétsina vzorkil vykazovala velmi nizkou koncentraci DNA, vyjimkou byl pouze

hermelin s hodnotou 95 ng/ul. Vzorek hermelinu byl odebran vcetné povrchu,
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obsahujiciho uslechtilou plisenn Penicillium candidum ¢i kulturu Lactobacillus
bulgaricus.

Kvalita (Cistota) DNA byla ddna z pomeéru absorbanci 260/280 a meéla by
odpovidat hodnoté¢ zhruba 1,8. Vyrazné nizsi Cistota byla zjisténa u vzorki kefiru
a bilého jogurtu, naopak hodnoty vyssi byly naméfeny v ptipadé obou vzorki cerstvého
kravského mléka, UHT mléka izolované¢ho pomoci Genomic DNA Mini Kitu (Geneaid
Biotech, Ltd., New Taipei City, Taiwan) a taven¢ho syru. Divodem byla bud’ nizka
koncentrace genomové DNA (v piipadé jogurtu a kefiru mohl byt vysledek ovlivnén

DNA izolovanou z obsazenych kultur) nebo znecisténi proteiny ¢i jinymi organickymi

Izolaci z mléénych a probiotickych vyrobka se zabyvali i Trachtova a Rittich
(2011). Ti st v8ak zvolili metodu za pouziti magnetickych mikrocastic. Bohuzel, jediny
vzorek, ktery se shodoval i s mym vybérem byl bily jogurt Activia. Touto metodou se
jim podafilo ziskat podstatn¢ vys$si mnozstvi izolované DNA (25 ng/ul), Cistota DNA

1,8 se téméf shodovala s moji.

Tabulka ¢. 3: Koncentrace a Cistota DNA izolované 7 krve, masa a masnych vyrobkii

Vzorek Koncentrace DNA (ng/ul)  Cistota DNA (A260/A280)
Krev (praseci) 22,5 2,14
Maso (hovézi) 26,1 2,36
Maso (losos) 21,3 2,37
Mleté maso (mix) 62,1 2,06
Sunka (kufeci) 131,6 1,97
Pastika 18,7 2,18
Lunch meat (kufeci) 31,7 1,89

Ze souboru vzorkl izolovanych z krve, masa a masnych vyrobki dopadla
z hlediska koncentrace DNA nejlépe kuieci Sunka, ostatni vzorky obsahovaly pomérné

malé mnozstvi.

vvvvv
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1,89. U vSech ostatnich vzorkli se poméry pohybovaly okolo hodnoty 2, v ptipadé
hovéziho a lososiho masa byla tato hodnota vyrazné piekro¢ena. Diivodem mohlo byt

op¢t znecisténi RNA nebo organickymi latkami.
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6 ZAVER

V préci jsou popsany a srovnany vybrané jednoduché i moderni izola¢ni metody
bézn¢ vyuzivané v laboratofich. Piestoze je po srovnani z rGznych hledisek mozné
nekteré techniky vyzdvihnout nad ostatni, vzdy je tieba zvoleny postup piizpusobit
charakteru vzorku tkané a zvolit takovou metodu, ktera poskytne dostate¢né kvalitni
vzorek pro piipadné nasledné analyzy. Automatizace izolacnich metod vede
k jednodussim, pohodInéjSim a rychlejSim postuplim, nese s sebou vsak i vyrazné
metod, jako je naptiklad fenol-chloroformova extrakce. V literdrnim ptehledu také
popisuji princip a razné typy elektroforézy a metodu méteni koncentrace a Cistoty DNA.

Dale jsem se zabyvala zpusoby archivace DNA. Po kratkém piehledu vyuziti
kratkodobé a dlouhodobé izolace DNA jsem popsala vybrané techniky, bézné
k uchovavani DNA pouzivané. Jednalo se o dva tradi¢ni zplisoby archivace, a to na
FTA® kartach a pomoci chitosanu. Tfeti zvolena technika, METTINUM®, je velmi
mlad4, avSak svymi ptrednostmi ve srovnani s ostatnimi metodami archivace by mohla
znamenat velky pokrok z hlediska dlouhodobého uchovavani DNA.

Pti vlastni praci v laboratofi jsem k izolaci DNA vyuzila tii riznych komercné
dostupnych izola¢nich kitti. Provedla jsem izolace DNA z rtiznych biologickych vzoki,
pfedevSim jsem se vSak zaméfila na porovnani vysledkil izolace z mléka a mlécnych
vyrobkli a krve, masa a masnych vyrobkid. Technologické postupy pii vyrobé
zivocisnych produktt, ptipadné i nasledny zptisob a délka skladovani zna¢né ovlivnily
kvalitu izolované DNA. Neni tedy nijak ptekvapivé, ze ze vSech vybranych vzorkl

dopadla nejlépe krev, nezpracované druhy masa a izolace ze stérti bukalni sliznice.
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8 SEZNAM OBRAZKU

Obrazek €. 1: Schématické znadzornéni izolace DNA z krve pomoci magnetickych ¢astic.
Obrazek €. 2: Znazornéni principu navazani DNA na silikat v pfitomnosti chaotropnich
soli.

Obrazek €. 3: Schéma agardzové gelové elektroforézy.

Obrazek €. 4: DNA izolovana z mléka a mléénych vyrobkii.

Obrazek €. 5: DNA izolovana z krve, masa a masnych vyrobkd.

Obrazek ¢. 6: DNA izolovana z riznych biologickych vzorkd.
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9 SEZNAM ZKRATEK

CPS - roztok k ptipraveé kolony (z anglického Column Preparation Solution)
DNA - deoxyribonukleova kyselina (z anglického DeoxyriboNucleic acid)

EDTA - cthylendiamintetraoctova kyselina (z anglického Ethylenediaminetetraacetic
acid)

ES - vymyvaci roztok (z anglického Elution Solution)

LS-C - lyzaéni roztok C (z anglického Lysis Solution C)

LS-T - lyzaéni roztok T (z anglického Lysis Solution T)

PCR - polymerazova fetézcova reakce (z anglického Polymerase Chain Reaction)
RNA - ribonukleova kyselina (z anglického RiboNucleon Acid)

UHT - velmi vysoka teplota (z anglického Ultra High Temperature)

UV - ultrafialové (z anglického Ultra Violet)

WS - promyvaci roztok (z anglického Wash Solution)
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