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Optimalizace amplifikace DNA izolované z bukalnich stéru pro ucely

sekvenovani

Abstrakt

Tématem mé bakalafské prace byla problematika odbéru primarnich vzorki DNA
z bukalni sliznice, urCeni idealni délky a optimalnich podminek skladovani a nasledna

analyza téchto vzorki.

V teoretické Casti jsem se vénovala preanalytické fazi laboratorniho vySetfeni. Tedy
zpusobum odbéru vzorkl a typem materialu, ktery se nejcastéji vyuziva pro izolaci DNA
v molekularné biologické laboratofi. Nasledné jsem se zaméfila na samotné metody, jenz
se vyuzivaji pro analyzu DNA. Jednalo se o izolacit DNA, metody amplifikace DNA,
elektroforézu nukleovych kyselin a sekvenovani DNA.

V praktické casti jsem zpracovala 42 odebranych vzorkd. Nejprve jsem ze vzorkd
izolovala DNA, u které jsem zméfila jeji koncentraci a Cistotu. Poté jsem u téchto vzorku
provedla elektroforézu a na zakladé jejich vysledki jsem se rozhodla, které vzorky budu
dale zpracovavat pomoci PCR. Nasledné jsem elektroforézou zjistila, zda u vzorku
probéhla amplifikace DNA. Nakonec jsem vybrala vzorky, které jsem odeslala na

sekvenovani.

Cilem mé bakalafské prace melo byt zjiSténi optimalni délky a podminek skladovani
vzorki z bukalni sliznice pro dalsi zpracovani. Také jsem hodnotila, jak tyto parametry

ovliviiyji kvalitu, Cistotu, mnozstvi izolované DNA a také pribéh PCR.

Dle ziskanych vysledku se jevi jako optimalni uchovavani vzorkt v laboratorni teploté a
jejich zpracovani v nejkrat$i mozné dob€, nebo uchovavani vzorkti v chladnickové teploté

a zpracovani v ramci tydnt az tii mésica.
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Primarni vzorek; bukalni stér; podminky skladovani; izolace DNA; elektroforéza, PCR;

sekvenovani



Optimization of DNA amplification isolated from buccal swabs for

sequencing purposes
Abstract

The topic of my bachelor thesis was the issue of taking primary DNA samples from the
buccal mucosa, determination of the ideal length and optimal conditions and subsequent

analysis of these samples.

In the theoretical part, I focused on the preanalytical phase of the laboratory examination.
It was about, the methods of sampling and the type of material that is most often used
used for DNA isolation in the molecular biological laboratory. Subsequently, I focused
on the methods themselves, which are used for DNA analysis. These included DNA
isolation, DNA amplification methods, nucleic acid electrophoresis and DNA

sequencing.

In the practical part, I processed 42 samples. First, I isolated DNA from the samples and
measured its concentration and purity. Then I performed electrophoresis in these samples
and based on its results I decided which samples I would process further by PCR.
Subsequently, I determined by electrophoresis whether DNA was amplified in the

samples. Finally, I selected samples that I sent for sequencing.

The aim of my bachelor thesis was to determine the optimal length and storage conditions
of samples from the buccal mucosa for further processing. Then I evaluated how these
parameters affect the quality, purity and quantity of isolated DNA as well as the course

of the polymerase chain reaction.

According to the obtained results, the best option is to store the samples in a refrigerator
temperature and perform their analysis in the shortest possible time, or to store samples

in a refrigerator temperature and process them within weeks to three months.

Key words

Primary sample; buccal swab; storage conditions; DNA isolation; electrophoresis; PCR;

sequencing
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Uvod

Pro molekularné biologicka vySetieni se vétSinou pouzivaji nukleové kyseliny. Je velmi
dilezité ziskat dostatecné mnozstvi kvalitni a ¢isté DNA. Bukalni stér byva jako primarni
vzorek pouzivan zejména pro snadnost odbéru, ov§em kvalita a mnozstvi DNA nebyva

vzdy dostatecna.

Pro kvalitu vysledku laboratornich vySetieni je velmi dulezita preanalyticka faze, ve které
hraje roli mnoho proménnych. Dilezité je pouceni pacienta, kterému je vzorek odebirany,

ale také dodrzeni sterilnich podminek pfi odbéru, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku.

Dale zalezi na vybéru metody izolace vzorku. Jsou rizné spolecnosti, které nabizeji fadu
kitd pro izolaci DNA a kazda spolecnost a kazdy kit deklaruje odliSnou hodnotu izolace
DNA. Mnozstvi izolované DNA tato kvalita, pak ovliviiuje uspéch amplifikace DNA a

jeji dalsi analyzu.



1. Preanalyticka fize

Cilem laboratorniho vySetfeni je ziskani spolehlivého vysledku. Takového vysledku je
mozné dosahnout pouze v pripadé, ze jsou dodrzeny veskeré podminky pied samotnym

vySetfenim (Bendkova, 2022).

Preanalyticka faze zahrnuje veskeré procesy pred analytickym stanovenim. Zacina tim,
ze se oSetfujici 1ékar pacienta rozhodne pro ordinaci urcitého laboratorniho testu. Je ji
mozno ovlivnit prostfednictvim informovanosti pacienta, oSetiujiciho Ilékafe a
odbérového persondlu. Cilem je minimalizovat chyby a dosahnout minimalni
preanalytické variability. Preanalytickou fazi mizeme rozdélit na mimolaboratorni a

laboratorni (Benakova, 2022).

Mimolaboratorni preanalyticka faze =zahrnuje piipravu pacienta pred odbérem
biologického materialu, ktera zavisi na informovanosti a disciplinovanosti pacienta. Dale
vlastni odbér, jenz ovliviiuje odbérovy personal, identifikaci biologického materialu
vcetné dalSich povinnych udaji a jeho transport do laboratofe, ktery zavisi na odbérovém

personalu a na transportni sluzbé (Benakova, 2022).

Primarni vzorky biologického materidlu musi byt do laboratote dodavany ve sterilnich
jednorazovych odbérovych nadobkach nebo zkumavkach. Beéhem transportu je nutné,
zabezpecit vzorek tak, aby nemohlo dojit k rozliti, potfisnéni biologickym materidlem

nebo jinému znehodnoceni vzorku (Lonsky, 2021).

Laboratorni preanalytickd faze zahruje registr vzorku, pfipadnou centrifugaci,
skladovani vzorku a ptipravu pred vlastnim stanovenim. Laboratorni preanalyticka faze
a analyticka faze tvoti podle statistik jen Ctvrtinu Casu z celkové doby od ordinace

laboratorniho vySetfeni do dodéani vysledku zpét zadateli (Benakova, 2022).

Analyticka faze je vSak zcela zavisla na laboratofi a fidi se dodrzovanim postupa spravné
laboratorni praxe. Dulezita je také postanalyticka faze, ktera zahrnuje spravnou klinickou

interpretaci laboratornich vysledkt (Benakova, 2022).

1.1 Zadanky
Zakladnim pozadovanym listem je zddanka. Zaslana zadanka je povazovana za smlouvu
mezi lékarem a laboratofi s pozadavkem provést oznaCena vysetfeni. Pro laboratof je

zadanka zakladnim dokumentem pro prokazani pozadované zdravotni péce zdravotnim



pojistovnam. Zadavatel je povinen na zadance presné specifikovat druh pozadovaného

vySetfeni a Casovou naléhavost vySetfeni (Tichy, 2022).
Dalsi povinné udaje na zadance:

o Identifikacni tdaje pacienta: yméno a piijmeni, ¢islo pojisténce, eventualné rodné
Cislo, pohlavi a datum narozeni, pokud to neni zifejmé z ¢isla pojisténce, Cislo

pojistovny, kod pacientovy diagnédzy a ucel vysetieni. (Tichy, 2022).

e Nazev subjektu, oddeleni, kontaktni adresa, telefonicky kontakt a ICP
pozadujiciho pracovisté. Dale také jméno Iékare a odbérového pracovnika (Tichy,

2022).

e Informace tykajici se odebraného biologického materialu: datum a ¢as odbéru, typ
odebraného materialu, popfipadé také anatomickou specifikaci mista odbéru

(Tichy, 2022).

Odbérové nadobky s biologickym materidlem musi byt také oznaceny identifikacnimi
udaji pacienta (jméno a ptijment, Cislo pojiSténce) a poptipadé, kdy byl material odebran.
Pokud nalezi k jedné zadance vice vzorku, které jsou v identickych nadobkach, je potieba

také oznacCeni, o jaky material se jedna. (Tichy, 2022).

Za spravnost vyplnéni zadanky zodpovida sestra nebo jiny pracovnik povereny l1ékarem
indikujicim vySetieni. Lékal potvrzuje spravnost udaji na zadance svym podpisem. Je
dulezité, aby vSechny tidaje byly vyplnény Citelné. Pokud zadanka chybi, zakladni udaje
jsou necitelné nebo neni mozné jednoznacné identifikovat biologicky material, ma

laborator opravnéni odmitnout provést pozadované vySetieni (Lonsky, 2021).

1.2 Biologicky material

Molekularné biologické analyzy nukleovych kyselin patii k laboratornim metodam, které
umoziuji u fady lidskych chorob jejich rychlou diagnostiku, pomahaji pii predikci
vhodné terapie a kontroluji u€innost 1é¢ebného procesu. Vypoveédni hodnota vysledku
DNA analyzy je do zna¢né miry zavisla na typu pouzitého biologického materialu a

vlastnostech extraktu nukleové kyseliny (Beranek et al., 2012).

K biologickym materialim pro vysetfeni lidské DNA se fadi vzorky nesrazlivé zilni krve
ve standardnich odbérovych zkumavkach nebo ve forme krevnich skvrn vsaknutych do
vrstvy vhodného nosice. Bézné se pouzivaji také sternalni punktaty, zejména pro DNA
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diagnostiku v onkohematologii, bioptické vzorky pfislu§né tkané€ (nejcastéji jaternt, plicni
nebo stfevni), chirurgické resekaty pro vysetfeni DNA v onkologii anebo plodova voda

pro prenatalni diagnostiku (Beranek et al., 2012).

K molekularné biologickému vySetieni 1ze DNA ziskat i z jinych, biologickych materialt.
Mezi tyto materialy patii biologické tekutiny jako je moc, sliny, bronchoalveolarni lavaz,
pleuralni vypotky, ejakulat, cervikalni hlen, krevni plazma a krevni sérum. Zdrojem DNA
mohou byt také vzorky stolice, stéry z bukalni sliznice, vlasy nebo nehty. Vybér materialu

zavisi na jeho dostupnosti a na ucelu provadéné DNA analyzy (Beranek et al., 2012).
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2. Izolace DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) predstavuje zakladni geneticky material vétSiny
zivych organismu. Zakladem kazdé molekuly DNA je polynukleotidovy cukr fosfatovy
fetézec, ve kterém jsou Castice deoxyribdzy propojeny fosfatovymi skupinami a na
kazdou Castici deoxyribdzy je piipojena jedna z dusikatych bazi. Nejbéznéjsi struktura
molekuly DNA je pravotoCiva dvousroubovice. Je tvorena dvéma antiparalelnimi
polynukleotidovymi fetézci, tyto feté€zce jsou navzajem propojeny vodikovymi mustky
mezi dusikatymi bazemi. Oba feté€zce jsou vzajemné vazany dvéma vodikovymi vazbami
mezi bazemi adeninem a thyminem a tfemi vodikovymi vazbami mezi bazemi cytosinem

a guaninem (Kocarek, 2008).

Izolace DNA je proces extrakce DNA, ktery se pouziva kjejimu cisténi pomoci
chemickych nebo fyzikalnich metod z biologického vzorku. Je jednim z nejdalezitéjSich
nastroji v molekularni biologii. Tyto procesy oddéluji DNA od proteinu, bunéénych

membréan a dal§ich bun&&nych slozek (Zurovec et al., 1999).

Metod izolace DNA je velké mnozstvi. Lisi se podle typu molekuly, kterou chceme
izolovat (napf.: genomova DNA, plazmidova, virova), podle stupné pozadované Cistoty
a kvality, a také podle zdroje DNA. Obecné maji tyto metody za cil oddélit DNA

ptitomnou v jadru buiiky od ostatnich bun&nych slozek (Zurovec et al., 1999).

Metody extrakce musi byt upraveny tak, aby mohly ucinné purifikovat DNA z raznych
zdroju. Jsou tedy zavislé na zdroji a stafi vzorku. Dalsim dulezitym faktorem je velikost
vzorku. Pokud je vzorek maly (napf.: sperma nebo jediny vlas), musi se metoda lisit od
metody pouzité k izolaci DNA z nékolika miligramti tkané nebo mililitrd krve

(Encyclopedia.com, 2018).

Izolace DNA obvykle zacina rozpadem tkané€ nebo bunék. Tento proces je nezbytny pro
destrukci proteinovych struktur a umoziiuje uvolnéni nukleovych kyselin z jadra

(Encyclopedia.com, 2018).

Izolovana DNA muze byt pouzita pro Sirokou Skalu naslednych metod, jako je
polymerazova fetézova reakce, kvantitativni PCR, Southern blotting, nahodna
amplifikace polymorfni DNA, sekvenovani DNA, pfipravu pro genomové knihovny a
mnoho dalSich. V oblasti mediciny mohou tyto metody slouzit jako zaklad pro

diagnostiku genetickych onemocnéni, prediktivni genetické testovani pro hodnoceni rizik
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rozvinuti nemoci pozd€ji v zivot€, pouziti cileného screeningu a strategii Casné prevence,
genovou terapii, farmakogenomiku pro predikci ucinnosti 1éki nebo nezadoucich reakci

na léky (Shetty a Dairawan, 2020).

2.1 Izolace DNA metodou vysolovani

Metoda vysolovani je netoxickd metoda extrakce DNA. Tradicni postup zahrnuje
pocateCni rozruSeni bunék a Stépeni pomoci SDS-proteinazy K. Smés se inkubuje pies
noc pii 55-65 °C. Nasledné se prida vysoka koncentrace soli, obvykle nasyceného
chloridu sodného. Smés se poté odstredi, vysoka koncentrace soli snizuje rozpustnost
proteinu, coz vede k jeho vysrazeni, a se supernatantem obsahujicim DNA se prenese do
nové lahvicky. DNA je poté mozné vysrazet za pouziti ethanolu nebo isopropanolu

(Shetty a Dairawan, 2020).

2.2 Izolace DNA organickou extrakci a enzymatickym $tépenim

Proteiny se z bunécného extraktu odstranuji standardnim zpiisobem tak, Ze se prida fenol
nebo smes fenolu a chloroformu v poméru 1:1. Tato organicka rozpoustédla srazeji
proteiny, ale nukleové kyseliny (DNA a RNA) ponechéavaji ve vodném roztoku. Pokud
se opatrné smichd bunéény extrakt s rozpoustédlem a vrstvy se nasledné oddéli
centrifugaci, srazené proteinové molekuly se ve formé bilé koagulované srazeniny objevi
na rozhrani mezi vodou a organickou vrstvou. Vodny roztok nukleovych kyselin se potom

muize odstranit pipetou (Brown, 2007).

Podil proteinti muze byt v nékterych bunécnych extraktech tak velky, ze jedna fenolova
extrakce k uplné izolaci nukleovych kyselin nestaci. Tento problém jde vyftesit tim, ze se
provede nekolik fenolovych extrakci po sob€, coz vSak neni vhodné z divodu, ze kazdé
smichani a kazda centrifugace vedou k degradaci ur&itého mnozstvi DNA. Re$eni nabizi
postup, pifi némz pred fenolovou extrakci k bunécnému extraktu pfidame proteinazu.
Tento enzym rozlozi polypeptidy na mensi jednotky, které pak Ize fenolovou extrakci

snadnéji odstranit (Beranek 2016).

Nekteré molekuly RNA, zvlasté mediatorova RNA, jsou odstranény fenolovou extraket,
ale vétsina jich spolu s DNA ziistava ve vodné vrstvé. RNA Ize u¢inné odstranit jediné
enzymaticky, a to pomoci ribonukleazy, ktera tyto molekuly rychle degraduje na

ribonukleotidové podjednotky (Brown, 2007).
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2.3 1Izolace DNA pomoci iontoménicové chromatografie

Jde o metodu vyuzivajici rozdila v elektrickém naboji. Rozdé€luje molekuly na zakladé
toho, jak té€sné jsou vazany k elektricky nabitym casticim pfitomnym v chromatografické

matrix neboli pryskyfici (Brown, 2007).

DNA a RNA jsou negativné nabité, stejné jako nékteré proteiny, a proto se vazi k
pozitivné nabité pryskyfici. Elektrostaticka vazba muze byt rozrusena soli, pficemz k
uvolnéni té€snéj§i vazby mezi molekulami je zapotfebi vysSich koncentraci soli.
Postupnym zvySovanim koncentrace soli je mozné rizné typy molekul z pryskyfice

uvolnit jednu po druhé (Brown, 2007).

2.4 Izolace DNA pomoci silikatovych kolonek

Pti této technice extrakce je DNA navézana na kolonku se silikagelovou membranou v
pfitomnosti vysokych koncentraci chaotropnich iontd. Pro zajisténi specifickych
podminek pro navazani DNA na membranu je do lyzatu pfidavan ethanol. Postupnym
promyvanim riznymi pufry jsou odstranény necistoty. Nasledné je Cista DNA ziskavana
ze silikagelové membrany pomoci elu¢niho pufru. Tato metoda purifikace je rychla,
netoxicka a je diky ni mozné ziskat vysoké vytézky Cist¢é DNA. Hlavni vyhodou této
techniky je, ze dokaze izolovat DNA z jakéhokoli biologického vzorku a tkan€ (Chacon-

Cortes a Griffiths, 2014).

2.5 Izolace DNA pomoci magnetickych kulicek

Magnetizovatelné mikrocastice a nanocastice nachazeji uplatnéni v Siroké Skale
biomedicinskych a biotechnologickych obori. Diky svym paramagnetickym nebo
superparamagnetickym vlastnostem reaguji ¢astice na vné€jsi magnetické pole, ¢ehoz se
vyuziva pro separaci specifickych latek z roztoku. V zéavislosti na zméné vnéjSiho
magnetického pole lze Castice a na né¢ navazané molekuly snadno nahromadit nebo

rozptylit v roztoku (VI¢novska et al., 2012).

Pro izolaci DNA se vyuzivaji Castice s funkénim povrchem na zakladé silanolovych
skupin, samotna magneticka separace je zalozena na elektrostatické interakci DNA s
povrchem ¢astic. Tato separace je jednoducha a velmi ti¢inna. Celd magneticka separace
se sklada celkem ze Ctyf krokd: promyvani, imobilizace, promyvani a eluce (VI¢novska

et al., 2012).
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3. Metody amplifikace DNA

3.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je metoda slouzici k mnohonasobnému zmnozeni
neboli amplifikaci specifického tiseku DNA in vitro. PCR zavedl v roce 1983 Kary
Mullis. Kopie useku DNA jsou syntetizovany pomoci enzymu DNA-polymerazy podle
templatu ve formé jednofetézcové DNA na principu komplementarity bazi (Bartova,

2014).

3.1.1 Princip metody

Reakce je zalozena na schopnosti dvouvlaknové DNA denaturovat pii vysoké teplote
a opétovné renaturovat po jejim snizeni za zachovani pravidla komplementarity bazi.
Jestlize jsou znamy nukleotidové sekvence na koncich urcitého regionu DNA, je mozno
usek amplifikovat pomoci této polymerazové retézové reakce. Podminkou provedeni
PCR je pfiprava oligonukleotidovych sond, které specificky hybridizuji na obou koncich
cilového useku DNA a slouzi jako zéklad pro tvorbu novych vlaken. Dnes jiz syntéza
primerd o pozadované sekvenci probiha na automatizovanych pfistrojich. PCR zacina
tepelnou denaturaci vzorku DNA na dva jednoduché fetézce pii teplote¢ 95 °C
(Barturikova et al., 2011).

V dalsi fazi po ochlazeni vzorku na 50-60 °C dojde k nasednuti primerd na
komplementarni 3°-konce cilové DNA. Primery jsou v PCR reakci pfitomny ve velké
koncentraci na rozdil od dlouhych fetézct analyzované DNA, které v této fazi zistavaji
oddéleny. Hybridizované primery slouzi jako zéklad pro syntézu novych vlaken. V PCR
reakci je pritomno dostate¢né mnozstvi deoxyribonukleotidtrifosfatd, aby bylo dostatek
substratu pro syntézu novych vlaken. Syntéza novych vlaken je katalyzovana
termostabilni DNA polymerazou. Casto pouZivanou je DNA polymeraza izolovana z
bakterie Thermus aquaticus, kterd zije v horkych pramenech. Je oznaCovana Taq-
polymeraza. Tento enzym prodluzuje vlakna DNA smérem od obou primerd, ve sméru
od 5° konce ke 3’-konci pfi teploté 72 °C, a zastava aktivni i po zahtati na 95 °C, nutnych
k denaturaci (Bartarikova et al., 2011).

Po dokonceni syntézy obou vlaken je zkumavka s PCR reakci opét zahtata na 95 °C,
aby doslo k denaturaci nové vytvorenych DNA duplext a cely cyklus zacina znovu.
Opakovani téchto cykli denaturace a syntézy vede k rychlému namnozeni cilové

sekvence DNA. Po kazdém cyklu dojde k zdvojnasobeni poctu kopii useku mezi
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nasedlymi primery. Pfi optimélnich podminkéch je mozno pomoci PCR amplifikovat
DNA useky dlouhé az 10 kb (Bartirikova et al., 2011).
Polymerazova fetézcova reakce musi obsahovat nékolik soucasti nezbytnych pro

prubéh reakce (Bartarikova et al., 2011):

e Vzorek DNA (ktery obsahuje zkoumany usek).

e Syntetické oligonukleotidy (primery), které slouzi jako zaklad pro syntézu
novych vlaken.

e Smés vSech Ctyf deoxynukleotidtrifosfati.

e MG ionty.

e Taq polymerazu.

e PCR pufr.

3.1.2 Kvantitativni real-time PCR

Jednim z nedostatkii zakladniho PCR jsou omezené moznosti kvantitativniho
stanoveni amplikonu. Pfitom pocet amplifikovanych molekul DNA zavisi na mnozstvi
vySetfovaného (templatového) tiseku DNA, podle jehoz sekvence se tyto amplikony
vytvortily (Kocarek, 2007).

Teoreticky lze mnozstvi produktu odhadnout jiz podle mohutnosti, tloustky c¢i
fluorescencni intenzity pruhu, ktery se po rozdéleni amplikoni objevi na
elektroforetickém gelu. Takové stanoveni je ovS§em zatizeno velkou chybou a zpravidla
neposkytuje relevantni tidaje (Kocarek, 2007).

Presna kvantifikace amplikontl je mozna pomoci sondy oznacené fluorescencnim
barvivem. Tato sonda musi byt sestavena tak, aby hybridizovala s vySetfovanou DNA za
stejnych podminek jako primery. Po denaturaci se sonda k templatové DNA pftipoji
v misté, které lezi mezi sekvencemi, k nimz nasedaji oba protismémé orientované
primery. Termostabilni DNA-polymeraza, ktera pfipojuje ke kazdému primeru dalsi
nukleotidy, narazi pii syntéze komplementarniho vlakna na navazanou sondu. V této fazi
enzym projevi exonukleazovou aktivitu. To znamend, ze pokracuje v syntéze nového
komplementarniho vladkna, pficemz sondu postupné odbourava a na jeji misto zarazuje
nukleotidy z reak¢ni smési. Pfi odbouravani se jednotlivé nukleotidy tvofici puvodni
fetézec sondy uvoliuji do roztoku. Nekteré ztéchto nukleotidi jsou oznaleny
specifickym fluorescencnim barvivem, které vSak nefluoreskuje, pokud je navazano na

sondu. Jakmile je uvolnéno do roztoku, schopnost fluorescence se obnovi. V pribéhu
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PCR pokracuje uvoliiovani fluorescencné znaCenych nukleotidl, takze intenzita
fluorescence reak¢ni smési vzrasta. Tento nartst je pfimo umérny mnozstvi amplikont,
které pii reakci vznikaji (Kocarek, 2007).

Pti kvantitativnim PCR v realném c¢ase se pouzivaji specidlni termocyklery (svételné
termocyklery). Uvnitf té€chto termocyklera je vzorek ozafen excitaénim zafenim, které
indukuje fluorescenci piislusného barviva. Po kazdém cyklu zméfi intenzitu fluorescence
specialni detektor, jenz prevadi vysledky do pocitaCe. Specializovany program pak
zaznamenava prubézné neboli v realném Case koncentraci fluorescencniho barviva, které
odpovida mnozstvi vzniklého amplikonu (Kocarek, 2007).

3.1.3 Hot-start PCR

U hot-start PCR je zvySovana specifita reakce tim, ze se vyuziva specialné upravena
polymeraza, ktera pro svou aktivitu vyzaduje aktivacni teplotu. Jedna se o teplotu okolo
95 °C. Enzym se aktivuje az pfi denaturacni teploté. Odpada tedy riziko vzniku PCR
produktu z nespecificky nasednutych primert pii nizkych teplotach v prubéhu pfipravy
reakce (LabGuide, 2023).

3.1.4 Multiplexni real-time PCR

Béhem multiplexni real-time PCR je amplifikovano nékolik odlisnych usekit DNA
soucasné. Pouziva se né€kolik part primert s odlisnou specifitou. Smyslem je soucasna
detekce né€kolika usekt nukleovych kyselin, napfiklad soucasna detekce vice druha
mikroorganismi, spolecna detekce cilového genu apod. Tato forma PCR Setfi Cas a
naklady na analyzu. Detekce je mozna vyuzitim oligonukleotidovych sond piislusnych
konkrétni amplifikované oblasti, pficemz kazda pfislusna sonda je oznafena jinym
fluoroforem a fluorofory se vzajemné lisi emisnimi spektry (Nezbeda, 2018).

3.1.5 Nested PCR

Nested PCR je modifikace PCR, ktera byla navrzena tak, aby zlepsila citlivost a
specifitu. Umoziuje amplifikaci velmi malého mnozstvi DNA. Je zalozena na pouziti
dvou sad primert a dvou po sobé jdoucich polymerazovych reakci. BEéhem prvni reakce
dochazi k amplifikaci vybraného useku vySetfované DNA. Poté nasleduje dalsi PCR
,,hested reaction®, kde je templatem pro syntézu DNA produkt piedchéazejici reakce. Pro
prvni reakci se pouzivaji dva oligonukleotidy, které vymezi prvni amplifikovany usek.
Ve druhé reakci se vyuzivaji nové dva oligonukleotidy, které hybridizuji s tiseky

vzniklymi pfi prvni PCR reakci (Carr et al., 2010).
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3.2 Ligazova retézova reakce

LCR neboli Ligase chain reaction se hlavné pouziva v diagnostice infekcnich
onemocnéni. V klinické genetice je vhodna pro detekci fixnich mutaci. Je to amplifikacni
metoda urCena predev§im pro automatizaci. Mize se kombinovat s PCR ¢i jinymi

metodami (Kfemen et al., 1998).

Béhem LCR se na rozdil od PCR pouzivaji dva pary syntetickych oligonukleotidovych
primerd. Kazdy par vymezuje na jednom z komplementarnich fetézcti analyzované DNA
pfislusnou cilovou oblast. Vzdalenost mezi primery byva pouze nékolik nukleotidu
dlouhd, coz urychluje amplifikaci. ReakCni systém obsahuje termostabilni DNA-
polymerazu a termostabilni DNA-ligazu. Jeden cyklus LCR se sklada ze ctyr dilcich
reakci, které se jako u PCR mnohonasobné opakuji. Amplifikovany usek DNA lze
detekovat naptiklad na zakladé elektroforetické pohyblivosti nebo pomoci znacené sondy

(Ktfemen et al., 1998).

3.3 Izotermicka amplifikace zprostifedkovana smyckou

LAMP neboli Loop-mediated isothermal amplification je metoda, ktera amplifikuje DNA
s vysokou specifitou, u¢innosti a rychlosti za izotermickych podminek. V principu
metody LAMP jde o amplifikaci kontinudlni, a to pfi stalé teploté¢ kolem 60-65 °C.
Vyuziva DNA-polymerazu a sadu Ctyf specialné navrzenych primert, které rozpoznavaji
celkem Sest odliSnych sekvenci na cilové DNA. Spravny névrh primeru je pro provedeni

amplifikace rozhodujici (Notomi et al., 2000).

V prabeéhu vlastni reakce LAMP jsou specifické sekvence nukleovych kyselin
amplifikovany pfi fixni teploté, a to pii opakovani dvou typu elongacnich reakci, béhem
kterych dochéazi k prodlouzeni templatového vlakna v oblastech takzvané kmenové
"smycky". K reakci jsou vyuzivany dvojice vnitfnich a vn&jsich primert, pficemz kazdy
z vnitinich primert obsahuje genovou sekvenci, ktera je komplementarni k jednomu
fetézci amplifikacni oblasti na 3’-konci. Tato sekvence je identicka s vnitini oblasti

stejného Fetézce na 5’-konci templatového vlakna (Svirakova et al., 2017).

Predevsim na zakladé charakteristik vnitiniho primeru dochéazi k amplifikaci s daleko
vysSi specifitou, nez jaka je typicka pro jiné metody. Proces amplifikace je obvykle
dokoncen do jedné hodiny. Navrh specifickych loop-primerd maze dobu amplifikace

zkratit (Svirakova et al., 2017).
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4. Elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza patii k metodam, které se standartné pouzivaji k separaci nukleovych
kyselin a proteina. Pti elektroforéze se molekuly stejného tvaru pohybuji v elektrickém
poli rychlosti, ktera je zavisla na poméru jejich naboje k molekulové hmotnosti. Molekuly
nukleovych kyselin, které maji v roztoku za neutralniho pH zaporny naboj v dasledku
ionizace fosfatovych skupin, se pohybuji k anod¢€. Pohyblivost rizn€ dlouhych fetézcu je
vSak témeér stejnd, pokud se elektroforéza provadi v roztoku nebo na papife, protoze
pomér naboje molekulové hmotnosti je pro jednotlivé nukleové kyseliny prakticky

shodny (Kfemen et al., 1998).

K optimalnimu rozdéleni nukleovych kyselin nebo proteinii dochazi pfi elektroforéze
v agarozovém gelu, kde je pohyblivost odlisné velkych molekul riznou mérou omezena.
Kratsi molekuly se v gelu pohybuji rychleji nez molekuly, které jsou tvofeny del§imi
retézci. V gelu, ktery ma vhodnou porozitu, je mozné dosahnout vysoce ucinného déleni

podle délky fetézct (Kiemen et al., 1998).

Elektroforéza méa v molekularni biologii mnohostranné vyuziti. M4 vyznam pii ovéteni
kvality vzorku DNA, v pifimé a nepfimé diagnostice riznych mutaci, kdy je potieba
identifikovat rizné dlouhé fragmenty DNA. Vyuziva se také pii izolaci useki DNA

vzniklych polymerazovou fet€zovou reakci a pii sekvenovani DNA (Kocarek, 2007).

4.1 Gelova elektroforéza

Elektroforéza na agarézovém gelu je jednim z nejpouzivanéjSich zpusobl separace
fragmentd DNA rozdilnych velikosti od 100 bp do 50 kb. Elektroforetické gely pouzivané
pro separaci nukleovych kyselin jsou nejcastéji tvoreny polyakrylamidem nebo agar6zou.
Ty vytvareji slozitou sitovitou strukturu polymernich molekul s pory. Béhem tuhnuti gelu
se agar6zové polymery nekovalentné asociuji a tvori sit’ svazka. Molekularni vlastnosti
tohoto molekularniho sita urcuji velikost port, kterou je mozné ovlivnit slozenim roztoku

a koncentraci polymeru (Smarda et al., 2005).

Vzorky DNA se nanasi do jamek v gelu, které byly vytvoreny pomoci tzv. hifebinku. Dale
jsou smichany s nanaSecim pufrem, ktery obsahuje barvivo, aby se vzorky nevyplavovaly
z vytvorenych jamek, také pro kontrolu vlozeni vzorku do pfislu$né jamky a pro sledovani

migrace v gelu (obrazek 1) (BIOGEN Molekularni biologie a genetika, 2021).
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Po skonceni elektroforézy, a tedy i separaci fragmentd DNA, je nutné je zviditelnit. Proto
se do gelu piidavaji barviva, kterd se vazou na nukleové kyseliny a jsou viditelna pii

osviceni UV zéafenim v UV transluminatoru (Khan Academy, 2021).
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Obrazek 1: Schéma gelové elektroforézy
(Zdroj: Bartova, 2014)

4.2 Pulzni gelova elektroforéza

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) se vyuziva pro separaci vétSich molekul DNA. Pii
PFGE je gel vystaven elektrickému poli, jehoz smér se pod urcitym thlem v ¢asovych
intervalech méni. Molekuly DNA musi zménit svou orientaci, aby se mohly pohybovat
ve sméru zmeéneéného elektrického pole. Tento proces se nazyva reorientace. Vétsi
molekuly DNA potiebuji na reorientaci vice ¢asu, nez mensi a jejich vysledny pohyb je

proto pomalejsi (Smarda et al., 2005).

Technika pulzni elektroforézy se pouziva k separaci intaktnich molekul DNA (napft.:
chromozomu bakterii a kvasinek) nebo restrikcnich fragmenti DNA o velikosti desitek

kilobazi az n&kolika megabazi (Smarda et al., 2005)

4.3 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza

Rozdily v sekvenci (napf.: bodové mutace) v kratkych molekulach DNA o stejné délce
mohou byt detekovany pomoci denaturacni gradientové gelové elektroforézy (DGGE),
ktera vyuziva rozdilné elektroforetické mobility u ¢aste¢né denaturované DNA a DNA

v nedenaturovaném stavu (Smarda et al., 2005).
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Jedna se o jednu z technik, ktera se pouziva k prikazu mutaci nebo také neutralnich
polymorfismt postihujicich urcity lokus jednoho z homolognich chromozomi (Kfemen

et al., 1998).

4.4 Kapilarni elektroforéza

Vyvoj elektroforézy je nyni zaméfen prevazné na kapilarni elektroforézu. Timto
terminem se oznacuje separacni metoda, vyuzivajici pohyb nabitych ¢astic v elektrickém
poli pfimo ve volném roztoku elektrolytu nebo v nosném médiu napiiklad gelu. Nabité
Castice mohou byt malé ionty ¢i makromolekuly DNA. Podle zptisobu separace se déli na

kapilarni zonovou elektroforézu, kapilarni izotachoforézu a dalsi (Gas, 2001).

Vyhoda kapilarni elektroforézy je minimalni spotieba mnozstvi vzorku a elektrolytu.
Dalsi vyhodou malych vnitinich primeért kapilar je to, Zze generuje minimalni mnozstvi
tepla, které vznika prichodem elektrického proudu elektrolytem. Diky tomu lze pouzit
kapalné elektrolyty spolu s vysokymi hodnotami elektrického pole pii analyze. Z divodu
vysokych hodnot elektrického pole dochazi ke zkracovani doby analyzy a zvyseni kvality
separace (Gas, 2001).
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5. Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA predstavuje v oblasti molekularni biologie pravdépodobné
nejvyznamngjsi techniku, pomoci niz na tGseku DNA zji§tujeme piesné potradi
nukleotidi. Rychlé a ucinné sekvenovani je mozné teprve od konce 70. let 20. stoleti.

(Brown, 2007).

Témétr souCasné byly vyvinuty dvé odli§né techniky sekvenovani DNA. Metoda
terminace fetézcui a metoda specifické chemické degradace. Jde o dvé naprosto odlisné
techniky, které umoznuji ve velmi kratkém case urcit DNA sekvence dlouhé nékolik

kilobazi (Brown, 2007).

Z duvodu toxicity chemikalii pouzivanych u metody chemické degradace, které
predstavuji pro pracovniky zdravotni riziko, se od této metody jiz upustilo. Metoda
terminace fetézcl neboli Sangerovo sekvenovani se dosud bézn€ pouziva. V soucasné

dobé je stale vice vyuzivana metoda sekvenovani druhé generace (Brown, 2007).

5.1 Maxam-Gilbertova metoda

Maxam-Gilbertova metoda sekvenovani byla poprvé popsana v roce 1977. Je znama také
jako chemickéa metoda sekvenovani, jelikoz je zalozena na specifickém Stépeni molekuly

DNA s vyuzitim chemickych ¢inidel (Maxam a Gilbert, 1977).

Podstatou této metody je specifické rozstépeni molekuly DNA chemickymi Cinidly v
mistech, kde je lokalizovana baze urcitého typu. Vychozim materidlem pro tuto metodu
je soubor identickych fragmentt jednofetézcové DNA, oznaCenych na jednom konci
radioaktivni znackou. Fragmenty jsou detekovany autoradiograficky a jsou detekovany
pouze ty, které nesou oznacCeny konec. Poté se stanovi sekvence DNA z autoradiogramu

(Smarda et al., 2005).

5.2 Sangerova metoda
Sangerova metoda sekvenovani, znama také pod ndzvy enzymatickd metoda nebo metoda
terminace fetézcl, byla objevena v roce 1977 Frederikem Sangerem a jeho kolegy. Tato

metoda umoznila Cteni velmi dlouhych fetézcl, a to az 1 000 bazi na jednu sekvenacni

reakci (Kolisko, 2017).

Béhem Sangerovy metody je opakované syntetizovan novy fetézec DNA podle stejného

templatu, ale pii kazdém opakovani dochazi k pferuseni syntézy nového fetézce tim, ze
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se do n& nahodné pfifadi modifikovana nukleotidovd baze (dideoxynukleotid), ktera
nedovoli DNA polymeraze pokracovat v syntéze nové vznikajiciho vlakna (Kolisko,

2017).

Pii Sangerové sekvenovani na sobé kazda modifikovana béaze nese specifickou
fluorescenc¢ni barvu, pomoci které 1ze poznat, o jakou bazi jde. Nahodnym prerusovanim
syntézy nov€ vznikajictho komplementarniho fetézce DNA vznikaji rizné dlouhé
molekuly. Na konci molekuly se nachéazi fluorescencné oznaceny dideoxynukleotid.
Pomoci jejich odlisného fluorescenniho znaceni se piecte vysledna sekvence, tedy

poradi bazi (Kolisko, 2017).

5.3 Automatické sekvenovani DNA

Automatické sekvenovani DNA je variantou enzymatického sekvenovani DNA. Syntéza
DNA probihd metodou asymetrické polymerazové fetézové reakce v termocykleru s
vyuzitim Taq DNA-polymerazy. K detekci se pouzivaji Ctyfi rizné fluorescencni znacky,
z nichz kazda je urCena pro detekci produktd zakoncenych specifickou bazi (Bartova,

2011).

K naslednému stanoveni sekvence DNA se vyuziva geneticky analyzator nazyvany
sekvenator. Detekce PCR produktii probiha beéhem kapilari elektroforézy pomoci
laserového detektoru napojeného na pocitac. Laser zachycuje fluorescencni signaly na
jednotlivych PCR produktech a nasledné dochazi ke stanoveni pofadi nukleotidu
(Bartova, 2011).

5.4 Sekvenovani nové generace

Next Generation Sequencing (NGS), tedy sekvenovani nové generace je v poslednich
letech jednou z nejrychleji se rozvijejicich metod v oblasti diagnostiky riznych
onemocnéni. NGS se v soucasné dobé vyuziva zejména ve vyzkumu, ale postupné se
stava metodou, kterd opousti prostiedi experimentalnich laboratofi a pfesouva se do

klinické praxe (Novotna, 2018).

Zakladni myslenkou metod NGS je princip masivni paralelizace procesu sekvenovani.
Béhem jednoho experimentu je v jednom okamziku zarovern sekvenovano velké mnozstvi
samostatnych molekul. Vstupni DNA je fragmentovana na useky, které maji délku
nékolika desitek az stovek part bazi a v pfipadé potieby je amplifikovana pomoci

polymerazové fetézové reakce. Tyto fragmenty jsou poté Cteny a zpracovavany paraleln¢.
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Spoleénym znakem téchto metod je Cteni velkého mnozstvi fragmentl, které jsou
relativné kratké (stovky bazi). Takto vysoka mira paralelizace je hlavni rozdil mezi NGS
a klasickym Sangerovym sekvenovanim, pfi kterém je ¢teno mnohem méné molekul

DNA (Krejci et al., 2015).

Vyhodou NGS je relativné€ nenaro¢né a rychlé zpracovani vzorkt. Vysledkem je obrovska
produkce vystupnich dat s naslednou potfebou data utfidit a analyzovat. Z tohoto divodu
je nezbytny uzivatelsky jednoduchy software generujici spolehlivy vysledek (Novotna,
2018).
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6. Cil prace

Cilem mé bakalarské prace bylo:

1. Seznameni se s praci v molekularné biologické laboratofi.

2. Izolace DNA z bukalnich stéra a srovnavani mnozstvi a kvality DNA v zavislosti

na odbéru, délce a podminkach skladovani.
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7. Metodika

Praktickou cast své bakalaiské prace jsem vykonala v laboratofi Zdravotné socialni
fakulty Jiho¢eské Univerzity v Ceskych Bud&ovicich. Sekvenaci vybranych vzorkd jsem
nechala provést u firmy GenSeq s.r.o. Odebrala jsem 42 vzorki a podle odlisnych
podminek skladovani a nasledné analyzy téchto vzorka jsem se snazila urcit adekvatni
délku a podminky pro skladovani stéra z bukalni sliznice urenych proizolaci DNA, ktera

by byla vhodna pro dalsi analyzu.

7.1 Odbér vzorku

Odbér jsem provadéla vzdy kolem desaté hodiny dopoledne. Zajistila jsem, aby byl
dotyCny pfed odbérem poucen a aby nejméné hodinu pred odbérem nejedl a nepil nic
mimo neslazené neperlivé vody. Také aby nezvykal nebo neprovadél kratce pred odbérem

ustni hygienu.

Pred samotnym odbérem jsem si fadné umyla ruce a nasledné jsem provedla odbér tak,
abych nekontaminovala vytérovou tyCinku (FLOQ Swabs). Vytéry jsem provadéla
z bukalnich sliznic tak, ze jsem tyCinkou piejizdéla mezi horni a dolni Celisti po vnitini
strané tvare asi po dobu 1 minuty. Béhem odbéru jsem vytérovou ty¢inkou otacela, ¢imz
bylo zajisténo, ze se vyuzil cely jeji povrch. Tim jsem se snazila odebrat dostatecné

mnozstvi kvalitni DNA.

Nasledné jsem vzorky odebrané pomoci FLOQ Swabs vlozila do ochranného plastového
sacku a umistila do pozadovanych podminek pro skladovani. Nékteré jsem tedy umistila

do chladnicky a nékteré jsem nechala skladovat pii laboratorni teploté.

7.2 Izolace DNA
Genomova DNA byla izolovana podle specialniho izola¢niho protokolu izolace DNA ze
stéru bukalni sliznice. Vyuzila jsem kit s ndzvem Kit for isolation of DNA from body
fluids (GENERI BIOTECH). Vhodnym typem materialu pro izolaci je v tomto piipade
stér z bukalni sliznice.
Pomucky:

e Mikropipeta

o Spicky

e Kolonka

e 1,5 ml zkumavky
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e Sbérné zkumavky
e Rukavice

Reagencie:
e PBS (Phosphate Buffered Saline)

e Wash Buffer BL2

e Wash Buffer BL3

e Buffer BL1

e Elution Buffer BL4
e Proteinaza K

e 96 % Ethanol

Pred zacCatkem izolace DNA bylo nutné pfipravit dle ndvodu pracovni roztoky Wash
Buffer BL3 a Proteinazy K. Zaroven nastavit blokovy termostat na 70 °C a vlozit Elution

Buffer BL4 do termostatu, aby byl pfipraven k pouziti, tedy pfedehraty na 70 °C.

7.2.1 Lyza vzorku

Stérovy material se vzorkem stéru bukalni sliznice jsem umistila do pfedem popsané
2 ml zkumavky. Ptidala jsem 200 pl fosfatového pufru (PBS), 200 ul Buffer BLL1 a 25ul
Proteinazy K. Tento roztok jsem fadné promichala na vortexu asi 20 vtefin a vlozila do
blokového termostatu, kde se roztok inkuboval 15 minut pii 70 °C.

Po inkubaci jsem pied otevienim vzorek promichala na vortexu a kratce stoCila
(maximalné 3000 otacek za minutu, 5 s). Poté jsem vzorek prenesla do nové popsané 1,5
ml zkumavky a stérovy material jsem odstranila.

7.2.2 Pridani ethanolu a navazani DNA

Do vzorku jsem piidala 210 pl 96—-100 % ethanolu. Znovu jsem fadné promichala
na vortexu a kratce stocila (maximalné 3000 otaCek za minutu, 5 s).

Pro kazdy vzorek jsem si z izolacniho kitu piipravila jednu kolonku a dvé sbérné
zkumavky pro promyvaci kroky. Na kolonku umisténou ve 2 ml sbérmé zkumavce jsem
prepipetovala 600 ul vzorku. Nasledné jsem roztok centrifugovala 1 minutu pii 11 000
otackach. Vzorek prochézel ptes kolonku bez problému. Pokud bych zaznamenala, ze by
prochazel pres kolonku Spatn€, centrifugaci bych opakovala pii vysSich otackach

(maximalné vSak 15 000 otacek za minutu).
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7.2.3 Promyvaci krok

Pfi prvnim promyvacim kroku jsem na kolonku napipetovala 500 ul Buffer BL2 a
vzorek jsem centrifugovala 1 minutu pfi 11 000 otackach za minutu (obrazek 2). Po
centrifugaci jsem tekutinu ze sbérné zkumavky vylila a kolonku jsem vlozila zpét do
sbérné zkumavky.

Nasledné pti druhém promyvacim kroku jsem na kolonku napipetovala 600 ul Buffer
BL3. Roztok jsem poté centrifugovala 2 minuty pfi 11 000 otakach za minutu. Sbérnou

zkumavku s filtraitem jsem odstranila a kolonku vlozila do nové oznacCené 1,5 ml

zkumavky.

Obrazek 2: Centrifuga, ve které jsem centrifugovala vzorky
(Zdroj: viastni)
7.2.4 Elucni krok

Po promyvani jsem pfimo na stied kolonky napipetovala 100 ul predehiatého Buffer
BL4 vytemperovaného na 70 °C. Nasledn¢ jsem vzorek nechala inkubovat pfesné 5 min
pfi laboratorni teploté. Vzorek jsem centrifugovala 1 minutu pii 11 000 otackach za
minutu.

Poté jsem odstranila kolonku a Cista genomova DNA byla pfipravena pro dalsi

pouziti.
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7.3 Koncentrace DNA ziskané z bukalnich stéru
Pro naslednou praci s vyizolovanou DNA je dulezité znat jeji koncentraci v prislusném
vzorku. Stanoveni koncentrace DNA se provadi nejCastéji spektrofotometricky a

fluorometricky (Navratil et al., 2004).

Pti spektrofotometrickych stanovenich se méfi veli¢ina, ktera se nazyva absorbance (A).
Nukleové kyseliny absorbuji v disledku pritomnosti dusikatych bazi v ultrafialové oblasti

spektra. Absorpcni maximum maji pfi vinové délce 260 nm (Kfemen et al., 1998).

U vsech vzorkl, které jsem odebrala a izolovala, jsem nasledné zmeéfila na
spektrofotometru Colibri Microvolume Spectrophotometer hodnoty absorbanci pfi
vlnovych délkach 230, 260 a 280 nm, a také jejich koncentrace a poméry mezi
absorbancemi 260/280 nm a 260/230 nm.

Pomucky:
e Buffer BL4
o Spicky
e Mikropipeta
Pfistroje:

e Spektrofotometr: Colibri Microvolume Spectrophotometer (obrazek 3)

Obrazek 3: Colibri Microvolume Spectrophotometer

(Zdroj: viastni)
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7.4 Méreni Cistoty DNA

Pfi aplikaci jakékoliv metody izolace DNA se nikdy nepodaii vyizolovat z bunék
stoprocentné Cistou DNA. Vzdy je znecisténa dal§imi komponentami, jako jsou zejména
proteiny a polysacharidy. Dalsim nutnym krokem v laboratorni praci s DNA je jeji
purifikace (vycisténi). Protoze vétSina technik molekularni biologie je Casto uspeSna
pouze pii pouziti Cisté DNA, je tedy nezbytné stanovit Cistotu vyizolované DNA.
Nejrychlejsi cestou je zméfeni absorbanci pii vinovych délkach 260 nm a 280 nm. Z
téchto hodnot je potom mozné zjistit nejen Cistotu DNA, ale 1 jeji koncentraci v roztoku,

a také koncentraci zneCistujicich proteint (Navratil et al., 2004).

Pro méfeni Cistoty DNA plati (Navratil et al., 2004):

A (260 nm) / A (280 nm) (1,7; 1,8) = ¢ista DNA

A (260 nm) / A (280 nm) < 1,7 = znecCisténa DNA (proteiny nebo organické latky)
A (260 nm)/ A (280 nm) > 1,9 = DNA znecis§ténd RNA nebo organickymi latkami

7.5 Elektroforéza izolované DNA z bukalnich stéru
Metoda gelové elektroforézy zahrnuje nékolik dualezitych krokd, od pfipravy gelu a
vzorki, pres naneseni vzorki do jamek a spusténi celé separace, az po konecnou

vizualizaci fragmentd DNA (Snustad a Simmons, 2009).

Obrazek 4: Souprava pro elektroforézu

(Zdroj: viastni)
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Pomucky:
e Mikropipeta
o Spicky

e Rukavice

Reagencie:
e Agaroza SERVA

e 1xTBE-puffer
e Ethidium bromid SERVA
e 100bp DNA-ladder (NEB, ROTH)

e Destilovana voda

7.5.1 Pracovni postup pripravy vzorki pro elektroforézu DNA

Agardzovy gel je na piipravu celkem nenaroCny. Nejprve jsem si musela pfipravit
IxTBE pufr. Do sklenéného valce o objemu 1 I jsem odmeéfila 100 ml 10x TBE pufru a
valec doplnila po rysku 900 ml destilované vody. Nespotiebovany 1x pufr jsem uschovala
pro dalsi pfipravu geld.

2% gel vznikne smichanim 5 g praskové agarodzy s 250 ml 1xTBE pufru. Pripravila
jsem si 2% gel, jelikoz je vhodny pro dlouhé fragmenty, naopak husty gel by byl
vhodnéj§i pro kratké fragmenty. Celou smés jsem tedy uvedla do varu a po mirném
vychladnuti jsem piidala Ethidium bromid a smés jsem promichala. S latkou Ethidium
bromid se musi pracovat opatrné a v rukavicich, jelikoz se jedna o vazny karcinogen.
Nasledné jsem piipraveny gel nalila do predem sestavené a vyvazené formy. Do této
formy jsem poté zasunula hieben, ktery vytvoril v gelu jamky pro naneseni vzorku. Gel
jsem nechala ztuhnout pfi laboratorni teplote.

Po ztuhnuti gelu jsem vyndala hiebinek a gel jsem vlozila do elektroforetické vany.
Vanu s gelem jsem zalila 1XTBE pufrem. Elektrodovy pufr musi piekryvat gel umistény
ve van¢. Nasledné jsem do prvni jamky napipetovala 7 ul 100bp DNA ladderu, a pak do
dalsich jamek 7 ul jednotlivych vzork PCR. Elektroforetickou vanu jsem prikryla vikem
a pripojila elektrody. Elektroforéza probihala po dobu 35 minut pfi napéti 110 V.

Po ukonceni elektroforézy jsem odpojila elektrody a sundala viko z vany. Gel jsem
opatrné vzala a umistila jej na UV transiluminator, kde jsem ho prosvitila UV zafenim.

Gel jsem vyfotografovala a obrazek presunula na pripraveny flash disk.
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7.6 Polymerazova retézova reakce

Primery pro amplifikaci ¢asti genti byly navrzeny v laboratofi pomoci programu Primer-
BLAST, ktery je vefejné dostupny na strankach NCBI (tabulka 1). Byly syntetizovany na
zakéazku firmou GENERI BIOTECH. Pro analyzu byl vybran exon 11 genu ALAS2
(obrazek 5), ktery obsahoval 289 paru bazi. Celkovy produkt obsahoval 448 bazi.

Gen ALASZ

Etttggasgatctagtotaacoratiitiicoriooochorooriaccs :cttcagh

tgtgaaEoctittattggacagggaacagacaagtgrattctgactooctcagacaa

ElgECcagatctatgagetaaccataggtracttgitggtcaccatt

Obrazek 5: Sekvence exonu 11 — Sedé je zndzornéna sekvence exonu 11, cervené
primery a Cerné intronové oblasti

(Zdroj: viastni)

Tabulka 1: Sekvence navrienych primeri
Gen Sekvence forward primeru Sekvence reverse primeru
(5—3) (3"—5")
ALAS2 TCCCCCTACCACCTTCAGAG | GCCACTTGTCTGAGGGAGTC

Zdroj: vlasmni
Tabulka 2: Redéni primerii pro PCR reakci

Forward Reverse primer H20 (nl) Celkovy
primer (ul) () objem (ul)
10 10 90 100

Zdroj: vlasmni

Pomicky:
o Spicky

e Rukavice

e 0,2 ml mikrozkumavky

Reagencie:
e DNA

e Forward primer, Reverse primer
e Master Mix
e PCR voda
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7.6.1 Pracovni postup pripravy vzorkit pro PCR reakci

Potrebné reagencie jsem si vyndala z mraznicky a nechala rozmrznout v pokojové
teploté. Po rozmrznuti reagencii jsem je kratce zvortexovala a zcentrifugovala. Déle jsem
se vzorky pracovala v laminarnim boxu, aby nedoslo k jejich kontaminaci a znecisténi.
Do kazdé mikrozkumavky jsem napipetovala piislusné mnozstvi DNA a k té jsem piidala
7,5 ul Master Mixu. Poté jsem piidala primery: 1,5 pl forward primeru a 1,5 pl reverse
primeru, oba o koncentraci 10 pmol/ul. Nasledné jsem pfidanim prislu§Sného mnozstvi
vody doplnila mnozstvi roztoku v kazdé mikrozkumavce na 15 pl.

Poté jsem mikrozkumavky kratce zvortexovala a stocila. Nasledné jsem je vlozila do
termocykleru (obrazek 6) a spustila jsem pfedem nastaveny piislusny program podle
teplotniho profilu (tabulka 3). Teplotni profil PCR nebylo potieba optimalizovat, jelikoz
byl v laboratofi jiz dfive pouzit a optimalizovan.

Po probéhnuti polymerazové fetézové reakce jsem pomoci elektroforézy zjistovala,

zda probéhla spravné amplifikace gent.
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Obrdzek 6: Temocykler MJ Mini od firmy BIO-RAD
(Zdroj: viastni)
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Tabulka 3: Teplotni profil PCR reakce

Proces Teplota Cas Pocet cyklu
1. Pocatecni 95°C 10 min 1
2. Denaturace 95°C 30s 35
3. Annealing 60 °C 30s 35
4. Extenze 72 °C I min 35
5. Konec¢na extenze 72 °C 10 min 1
6. Chlazeni 12°C 12 hod 1

Zdroj: vlasmni

7.7 Enzymatické precisténi PCR produktu

Produkty PCR je potteba precistit a zbavit je tak veskerych pfimési, aby nedoslo k poklesu
az ztraté signalu béhem sekvenovani. Mezi primési, které je dilezité odstranit patfi
inhibitory obsazené v ptuvodnich biologickych materialech, které nebyly pii izolaci DNA
odstranény a také inhibitory, které se k DNA dostanou béhem izolace nebo procistovani,
tedy zbytky vazebnych nebo promyvacich pufrd (rizné soli, detergenty, alkoholy)
(SEQme s.r.o0., 2012-2023).

Pomucky:
e Mikropipeta
o Spicky
e 1,5 ml zkumavky

e Rukavice

Reagencie:
e EXOI(NEB)
e rSAP (NEB)
e PCR produkt

Nejprve jsem pred zahdjenim enzymatického procisténi PCR produkty kratce
zvortexovala a stocila. Poté jsem do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml napipetovala 5 ul
PCR produktu, 0,5 pl enzymu EXO I a 1 pl enzymu rSAP. Nasledné jsem cely obsah
znovu promichala a kratce stocila na centrifuze. Takto pfipravené vzorky jsem vlozila do
termocykleru, na kterém jsem zvolila piislu§ny program pro inkubaci vzorkl a inaktivaci

enzymu (tabulka 4).

34



Tabulka 4: Teplotni profil PCR — EXO

Postup Teplota Cas
Inkubace 37°C 15 min
Inaktivace enzymu 80 °C 15 min
Chlazeni 4°C 24 h

Zdroj: vlasmni

7.8 Priprava na sekvenaci
Pomucky:

e Mikropipeta

o Spicky

e 1,5 ml zkumavky

e Rukavice

Reagencie:
e PCR voda
e Precistény PCR produkt
e Forward primer

e Reverse primer

Pripravila jsem si zkumavky o objemu 1,5 ml, které jsem nasledné oznacila Carovym
kédem od firmy GenSeq s.r.o. Druhou cast kodu jsem vlepila do vlastniho seSitu
s poznamkami. Do takto pfipravenych mikrozkumavek jsem napipetovala 5 pl primeru.
Do jedné zkumavky forward primer a do druhé reverse primer. Poté jsem prtidala 1,5 pl
precisténého PCR produktu a nasledné jsem do mikrozkumavek doplnila PCR vodu, ktera

vyplnila celkovy objem na 10 pl.

Takto pfipravené mikrozkumavky jsem odeslala firmé GenSeq s.r.o. Tato firma ma
instalované sbérné boxy, které jsou ureny pro zasilani vzorkd na sekvenovani. Jeden
z téchto boxU se nachazi na Prirodovédecké fakulté JihoCeské univerzity, kam jsem

vzorky vlozila a nechala vzorky osekvenovat.
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8. Vysledky

Celkem jsem analyzovala 42 vzorkd odebranych z bukalni sliznice. Odebirala jsem
sedmkrat Sest vzorkd. Sest vzorkd odebranych ve stejny &as bylo skladovalo po stejné
Casové obdobi. Tii z téchto vzorka byly skladovany v laboratorni teploté (20-25 °C) a
zbylé tii v chladnickové teploté (4-8 °C) po presné danou dobu, jak je uvedeno v tabulce

nize (tabulka 5).

Analyza vzorktu zahrnovala izolaci DNA, zjisténi jeji koncentrace a Cistoty. Dale také
elektroforézu pro potvrzeni, ze vzorky opravdu DNA obsahuji. Nasledovala
polymerazova fetézova reakce, po které jsem provedla elektroforézu PCR produkti.
Podle vysledku elektroforézy PCR produkta jsem se dale rozhodla, které vzorky odeslat

na sekvenovani.

Tabulka 5: Datum odbéru, datum analyzy a doba skladovdni vzorkii

Doba skladovani Datum odbéru Datum analyzy
3 mésice 1.1. 2021 1.3.2021
2 mésice 16.12. 2020 16.2. 2021
1 mésic 25.1. 2021 25.2.2021
3 tydny 9.2.2021 1.3.2021
2 tydny 15.2. 2021 1.3.2021
1 tyden 18.2. 2021 25.2.2021
1 den 16.2. 2021 16.2. 2021

Zdroj: vlasmni

8.1 Izolace DNA, zmérena koncentrace a absorbance

Pti izolaci DNA jsem postupovala podle manualu, ktery byl soucasti kitu s nazvem Kit
for isolation of DNA from body fluids. Po izolaci jsem zmérila koncentraci a poméry
mezi absorbancemi, které jsem vyuzila ke zjisténi Cistoty DNA. Méfila jsem kazdy vzorek
dvakrat, a pokud nebyly vysledky stejné nebo podobné, méfeni jsem opakovala. Z téchto

nameéfenych hodnot jsem vypocitala pramér.

Zda je izolovana DNA cista ¢i nikoli jsem zjistila diky poméru absorbanci 260/280. Je

stanoveno, ze se jedna o Cistou DNA, pokud se pomér 260/280 rovna 1,7 az 1,9. Také
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pomeér absorbanci 260/230 odpovida ¢istot€¢ DNA, pokud je vysledek 2,0 az 2,2 (Navratil

et al., 2004).

8.2 Vysledky koncentrace DNA

Tabulka 6: Koncentrace DNA u vzorku skladovanych nékolik hodin v laboratorni

teploté
¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
' (ng/pl) (ng/ul)
113,25
: 111,42
! 109,59 ’
95,79
2 9728 96,54
51,90
’ 45,18 48,54
Celkovy prumér 85.50

Zdroj: vlasmni

Tabulka 7: Koncentrace DNA u vzorkit skladovanych nékolik hodin v chladnickové

teploté
¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
: (ng/pl) (ng/ul)
17,62
4 2501 21,77
33,34
5 381 3358
48,21
: 4
¢ 49,85 .03
Celkovy prumér 34,79

Zdroj: vlasmni

Tabulka 8: Koncentrace DNA u vzorku skladovanych 2 mésice v laboratorni teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
' (ng/pl) (ng/pl)
4,34
7 : 4,16
3,98
17,97
8 783 17,90
9,86
: 9,58
) 9,30
Celkovy prumér 10,55

Zdroj: vlasmni
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Tabulka 9: Koncentrace DNA u vzorkit skladovanych 2 mésice v chladnickové teploté

Koncentrace o v “ .
& vzorku Prumeér 1. a 2. méreni
' (ng/ul) (ng/ul)
31,02
10 3052 30,77
22.23
. 25,4
11 28.72 5,48
30,67
12 30.85 30,76
Celkovy prumér 87,01

Zdroj: vlasmni

Tabulka 10: Koncentrace DNA u vzorkit skladovanych 1 mésic v laboratorni teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
' (ng/nl) (ng/ul)

5,64

1 : 5,66
3 5,68
6,86

: 4

a 6.11 6,49
4,45

1 : 4,59
> 4,73

Celkovy prumér 5.58

Zdroj: vlasmni

Tabulka 11: Koncentrace DNA u vzorkii skladovanych 1 mésic v chladnickové teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
: (ng/pl) (ng/ul)

81,71

16 3162 81,67
91,04

17 9229 91,67
35,02

'’ 48,32 41,67

Celkovy prumér 71,67

Zdroj: vlasmni
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Tabulka 12: Koncentrace DNA u vzorkii skladovanych 1 tyden v laboratorni teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
' (ng/pl) (ng/pl)
14,24
: 1

a 11.89 3,07
7,39

2 : 7,65
0 7,91
7,39

. 7,71 7,55

Celkovy prumér 9.42

Zdroj: vlasmni

Tabulka 13: Koncentrace DNA u vzorkii skladovanych 1 tyden v chladnickové teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni

' (ng/nl) (ng/ul)
138,72

# 137,42 138,07
164,13

D) 1 2

23 167.91 66,0

144,20

24 123.00 133,61

Celkovy prumér 145.90

Zdroj: vlasmni

Tabulka 14: Koncentrace DNA u vzorkii skladovanych 2 tydny v laboratorni teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
' (ng/pl) (ng/nl)

5,53

2 : 6,75
> 7,96
6,94

2 : 6,94
6 6,94
6,88

27 : 7.07
7,26

Celkovy prumér 6.92

Zdroj: vlasmni
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Tabulka 15: Koncentrace DNA u vzorkii skladovanych 2 tydny v chladnickové teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni

' (ng/pl) (ng/pl)

162,87
’ 162,4

28 162,03 62,45
180,86

» 180,41 180,64
112,66

30 112.17 112,42

Celkovy prumér 151,83

Zdroj: vlasmni

Tabulka 16: Koncentrace DNA u vzorkii skladovanych 3 tydny v laboratorni teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
' (ng/nl) (ng/ul)
100,94
’ 100,42
31 99.89 00,
13,09
32 138 13.19
9.68
’ 4
33 10,00 9.8
Celkovy prumér 41.15

Zdroj: vlasmni

Tabulka 17: Koncentrace DNA u vzorkii skladovanych 3 tydny v chladnickové teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
: (ng/pl) (ng/ul)
32,01
’ 2.1
3 32.36 32,19
27.80
: 2
3 27.92 7,86
14,64
36 14.00 14,32
Celkovy prumér 2479

Zdroj: vlasmni
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Tabulka 18: Koncentrace DNA u vzorkii skladovanych 3 mésice v laboratorni teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
' (ng/pl) (ng/pl)
30,17
: 4
37 30,62 30,40
24,52
38 2382 2417
31,00
39 3181 3141
Celkovy prumér 28.66

Zdroj: vlasmni

Tabulka 19: Koncentrace DNA u vzorkii skladovanych 3 mésice v chladnickové teploté

¢. vzorku Koncentrace Prumér 1. a 2. méreni
: (ng/pl) (ng/ul)
152,74
40 153.56 153,15
186,42
s 1 4
4 186.55 86,49
84.82
: 4
2 85.08 84,95
Celkovy prumér 141,53

Zdroj: vlasmni

Ve vySe uvedenych tabulkach jsou zaznamenany naméfené hodnoty koncentrace DNA.
Jelikoz jsem méteni jednoho vzorku provedla dvakrat, nachazi se zde i pruméry prvniho
a druhého méfeni. Vzorky jsou do tabulek roziazeny podle podminek a délky skladovani

(tabulka 6 az 19).

Z namétenych hodnot jsem zjistila, ze celkovy primér vSech zméfenych koncentraci
DNA je 56,23 ng/ul. Median, ktery udava stfedni hodnotu, je 30,77 ng/ul. Smérodatna
odchylka je 56,75 ng/ul.

Na grafu nize jsou znazornény v§echny naméfené koncentrace DNA. V grafu jsou modie
zaznamenany vzorky skladované v chladni¢kové teploté a oranzové ty které byly

skladovany v laboratorni teplote¢.

Jedna se vzdy o Sest vzorka skladovanych po stejnou Casovou dobu. Z téchto Sesti vzorkt
byly tfi skladovany v laboratorni teploté (oranzove) a tii v chladniCkové teploteé (modre).

Minimalni naméfena hodnota je 4,16 ng/ul u vzorku &islo 7, ktery byl skladovan dva
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mesice v laboratorni teploté. Maximalni naméfena hodnota je 186,49 ng/ul a byla
naméfena u vzorku Cislo 41, ktery byl skladovan tfi mésice v chladnickové teploté
(obrazek 7).

Z tohoto grafu vypliva, ze vétsi Cast vzorku skladovanych v chladnickové teplot€ ma
vyS§§i koncentraci DNA nez vzorky skladované v laboratorni teploté. Také je zde mnozné
pozorovat, ze DNA se méni nezavisle na délce skladovani. Napftiklad vzorek cislo 5
(skladovan v chladni¢kové teploté nékolik hodin) ma nizsi koncentraci DNA nez vzorek
Cislo 41 (skladovan v chladnickové teploté, tfi mésice). Z toho je mozné usuzovat, ze
koncentrace DNA, ktera je skladovana v chladu, je ve své koncentraci stabilngjsi, néz
DNA skladovana v laboratorni teploté. Koncentrace DNA tedy zavisi na podminkéach

skladovani (obrazek 7).

laboratorni teplota O chladnic¢kova teplota

200 -+
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Koncentrace DNA (ng/pl)

Cas (dny)

Obrazek 7: Zndzornéni rozdilné koncentrace DNA v zavislosti na
podminkdch jejiho skladovani
(Zdroj: viastni)
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8.3 Vysledky absorbance DNA
Tabulka 20: Absorbance vzorki skladovanych nékolik hodin v laboratorni teploté

5 Pomér Prumér Pomér Prumér
C. vzorku | A 260 | A 280 260/280 poméru 260/230 poméru
260/280 260/230
2,27 1,19 1,90 2,04
1 2,19 1,15 1,90 1,90 2,07 2,06
1,92 | 097 1,97 2,22
2 1,95 1,01 1,93 1,95 2,22 2,22
1,04 | 0,65 1,61 1,92
3 090 | 042 2,18 1,90 6,41 H17

Zdroj: vlasmni

Tabulka 21: Absorbance vzorkit skladovanych nékolik hodin v chladnickové teploté

x Pomér Pri’mvlér Pomér Pri’mvlér
C.vzorku | A 260 | A 280 260/280 [2)(6)(1)1;;;1(; 260/230 lzog(l)r;ze;g
i R e i o
s el s T, [

T

Zdroj: vlasmni

Tabulka 22: Absorbance vzorku skladovanych 2 mésice v laboratorni teploté

5 Pomér Prumér Pomér Prumér
C.vzorku | A 260 | A 280 poméru poméru
260/280 260/280 260/230 260/230
. 0,09 | 0,06 1,45 L 41 0,47
0,08 | 0,06 1,37 | 0,46
3 0,36 | 0,23 1,56 156 0,49
0,36 | 0,23 1,55 0,49
9 0,20 | 0,15 1,34 133 0,30
0,19 | 0,14 1,31 0,30

Zdroj: vlasmni
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Tabulka 23: Absorbance vzorkit skladovanych 2 mésice v chladnickové teploté

Covaork | 5 gq0 | Azso | Pomér | JORT | Pomer | LT
260/280 260/230
2 4 1 1,2
S o s R
T e e R
T o i

Zdroj: vlasmni

Tabulka 24: Absorbance vzorkii skladovanych 1 mésic v laboratorni teploté

- Pomér Pri’mvlér Pomér Pri’mvlér
C.vzorku | A 260 | A 280 260/280 lzog(l)r;zegg 260/230 lzog(l)r;ze;g
11 1
S T i
14 1 1,44
B - I
1,2 4
5 e o T ] " [Tow

Zdroj: vlasmni

Tabulka 25: Absorbance vzorkit skladovanych 1 mésic v chladnickové teploté

- Pomér Pri’mvlér Pomér Pri’mvlér
C.vzorku | A 260 | A 280 260/280 gg(l)t/l;gg 260/230 lzog(l)r;ze;g
1 1 1,91
I e - R
T T i s
4 1,52 1
o e O

Zdroj: vlasmni
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Tabulka 26: Absorbance vzorkit skladovanych 1 tyden v laboratorni teploté

> Pomér Pri’mvlér Pomér Pri’mvlér
C.vzorku | A 260 | A 280 260/280 [2)(6)(1)1;;;1(; 260/230 lzog(l)r;ze;g
2 1 1 2
T ow ] [Tiws
1 1 1,41 4
o e e I
1 1
2 ous o e ] "% o

Zdroj: vlasmni

Tabulka 27: Absorbance vzorku skladovanych 1 tyden v chladnickové teploté

5 Pomér Prumér Pomér Prumér
C. vzorku | A 260 | A 280 260/280 poméru 260/230 poméru
260/280 260/230
2,77 1,50 1,85 2,15
22 2,75 1,48 1,86 1,86 2,15 215
3,28 1,76 1,89 2,22
23 3,36 1,80 1,87 1,88 2,21 2,22
2,88 1,57 1,84 2,13
24 2,46 1,41 1,75 1,80 2,50 2,32
Zdroj: vlasmni
Tabulka 28: Absorbance vzorkit skladovanych 2 tydny v laboratorni teploté
5 Pomér Prumér Pomér Prumér
C. vzorku | A 260 | A 280 260/280 poméru 260/230 poméru
260/280 260/230
0,11 1,04 0,11 0,09
25 0,16 | 0,08 1,97 104 0,42
0,14 | 0,09 1,63 0,33
26 0,14 | 0,09 1,57 160 0,35
0,14 | 0,07 1,92 0,45
1,91
27 0,15 | 0,08 1,90 ’ 0,46

Zdroj: vlasmni
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Tabulka 29: Absorbance vzorkit skladovanych 2 tydny v chladnickové teploté

- Pomér Pri’mvlér Pomér Pri’mvlér
C.vzorku | A 260 | A 280 260/280 lzog(l)r;zegg 260/230 lzog(l)r;ze;g
» IR [
N R
e e i -
Zdroj: vlasmni
Tabulka 30: Absorbance vzorkit skladovanych 3 tydny v laboratorni teploté
x Pomér Pri’mvlér Pomér Pri’mvlér
C.vzorku | A 260 | A 280 260/280 lzog(l)r;zegg 260/230 lzog(l)r;ze;g
e s i
2 1 1,61
T s R
1 11 1
R I

Zdroj: viastni

Tabulka 31: Absorbance vzorkit skladovanych 3 tydny v chladnickové teploté

- Pomér Pri’mvlér Pomér Pri’mvlér
C. vzorku | A 260 | A 280 260/280 gg(l)t/l;gg 260/230 lzog(l)r;ze;g
SR AN e e
2 1 1
3 ossTom o] " [Tis
2 1 1 1
% oas o e M i

Zdroj: viastni
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Tabulka 32: Absorbance vzorki skladovanych 3 mésice v laboratorni teploté

5 Pomér Prumér Pomér Prumér
C.vzorku | A 260 | A 280 poméru poméru
260/280 260/280 260/230 260/230

0,60 | 0,35 1,75 1,03

37 0,61 0,35 1,75 1,75 1,01

13 049 | 0,32 1,53 155 0,71

048 | 0,31 1,56 0,71

0,62 | 0,39 1,59 0,73

39 0,64 | 040 1,60 160 0,75

Zdroj: vlasmni

Tabulka 33: Absorbance vzorkit skladovanych 3 mésice v chladnickové teploté

“ Prumér . Prumér
C. vzorku A A 280 Pomer poméru Pomer poméru
260 260/280 260/280 260/230 260/230
305 | 1,64 1,87 2,08
b b b 1 b 2
40 3,07 | 1,65 1,87 87 2,06 07
3,73 | 1,99 1,87 1,98
i 3,73 | 2,00 1,86 1,87 1,97
1 4 1 1
4 ;70 | 0,9 ,80 1.80 ,57
1,70 | 0,95 1,80 1,59

Zdroj: vlasmni

Hodnoty absorbanci vzorkl jsou zaznamenany v tabulkach vyse (tabulka 20 az 33).

Modfe, oranzové a zlut€é je vyznaCena zneCiSténa DNA (podrobnéji vysvétleno v
tabulkach 34 a 35).

Tabulka 34: Hodnoceni poméru absorbanci 260/280

Pomér 260/280 1,7a21,9 |Cista DNA
Pomér 260/280 <1,7 DNA je zneciSténa proteiny
Pomér 260/280 >1,9 DNA je zneCiSténa RNA

Zdroj: vlasmni

Tabulka 35: Hodnoceni poméru absorbanci 260/230

Pomér 260/230 >2.0 Cista DNA

Zdroj: vlasmni
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Z vysledkt poméru absorbanci jsem nasledn€ vypracovala tabulky, ze kterych je mozné
pozorovat procentualni zastoupenti Cisté a znecisténé DNA. Znecisténa DNA je rozdélena

na DNA znecisténou proteiny, RNA nebo latkami, které jsou soucasti izolacnich souprav.

Podle poméru A 260/280 bylo izolovano 48 % ¢isté DNA, 40 % bylo znecisténo proteiny
a 12 % bylo znecisténo RNA. Pomér A 260/230 ukézal, ze z 31 % se jednalo o Cistou
DNA a 69 % bylo znecisténo latkami, které jsou soucasti izolacnich souprav (tabulka 36

a 37).

Celkové bylo izolovano 26 % cisté DNA a 74 % zneci§téné DNA minimalné jednou

z vySe uvedenych moznosti.

Tabulka 36: MnoZstvi Cisté a znecisténé DNA podle poméru absorbanci 260/280

Cistota DNA Pomér Cetnost Procenta
260/280
Cista DNA 1,7a21,9 20 48 %
DNA znecisténa proteiny <1,7 17 40 %
DNA znecisténa RNA >1,9 5 12 %
Celkem 42 100 %

Zdroj: vlasmni

Tabulka 37: MnoZstvi Cisté a znecisténé DNA podle poméru absorbanci 260/230

Cistota DNA Pomér | Cetnost Procenta
260/230
Cista DNA >2,0 13 31 %
Kontaminace DNA latkami, které <2,0 29 69 %
jsou soucasti izola¢nich souprav
Celkem 42 100 %

Zdroj: vlasmni
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8.3.1 Cistota vzorkii skladovanych v laboratorni teploté

M znecisténiproteiny CICistd DNA  ® zneCiSténi RNA

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% T T T T T T
pildne 1tyden 2tydny 3tydny 1mésic 2mésice 3 mésice

Podil vzorki

Cas

Obrazek 8: Zndzornéni Cistoty DNA skladované v laboratorni teploté (hodnoceni
poméru absorbanci 260/280)
(Zdroj: viastni)

Na vySe uvedeném grafu je znazornéno procentualni zastoupeni Cisté a zneciSténé
DNA. Je mozné pozorovat, Ze vétSina izolované DNA skladované v laboratorni teploté je
znecisténa (obrazek 8). Dale mizeme vidét, ze DNA skladovana v laboratorni teploté je
predevsim znecisténa proteiny, a to také mizeme pozorovat u vzorki, které maji nizkou
koncentraci DNA.

Nejmén¢ znecisténa je DNA skladovana nékolik hodin. Také DNA skladovana tii
tydny ma nejmensi zneciSténi, ale jeji koncentrace ve vzorku je velmi nizka. Z toho lze
vyvodit, ze pokud je nutné DNA skladovat v laboratorni teploté, je nutné ji analyzovat co

nejdiive.
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8.3.2  Cistota vzorkii skladovanych chladnickové teploté

m zneciSténi proteiny  [I¢istd DNA W znecisténi RNA

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% ‘ . ‘ . . ‘ .

paldne 1tyden 2tydny 3tydny 1mésic 2 meésice 3 mésice

Podil vzorku

Cas

Obrazek 9: Zndzornéni Cistoty DNA skladované v chladnickové teploté (hodnoceni
poméru absorbanci 260/280)
(Zdroj: viastni)

Ve vzorcich sladovanych v chladni¢kové teploté prevliada Cista DNA (obrazek 9).
Zcela Cista DNA se nachazi u vzorka skladovanych jeden tyden, dva tydny a tii mésice.
U vzorku skladovanych jeden tyden a tfi tydny je ¢ast DNA kontaminovana RNA. U
vzorku skladovanych jeden a dva mésice je Cast DNA znecisténa proteiny.

Z téchto vysledkt je mozné usuzovat, ze DNA skladovana v chladnickové teploté je

méné nachylna ke kontaminaci.

8.4 Vysledky elektroforézy v gelu po izolaci DNA

Po zméfeni koncentrace a zjiSténi Cistoty DNA jsem vzorky pfipravila k elektroforéze.
V tomto pfipadé jsem elektroforézu v agarézovém gelu provedla, abych potvrdila ¢i
vyloucila ptitomnost DNA ve vzorku. Dale také abych odhadla kvalitu DNA, fragmentaci

a Cistotu.

Jelikoz jsem méla v elektroforéze misto jen na 38 vzorkd, ale odebranych vzorku bylo
42, vytadila jsem z analyzy Ctyfi vzorky. Jednalo se o vzorky &islo 37, 39, 40 a 41.
Hodnotim-li toto rozhodnuti zpétné, nyni bych postupovala jinak, a elektroforézu bych

provedla dvakrat.
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Nejprve jsem piidala k DNA vzorkam vkladaci pufr. Pro zviditelnéni DNA jsem pouzila
latku ethidium bromid, kterou jsem ptidala k chladnoucimu gelu béhem jeho pfipravy.
Poté jsem do ztuhlého gelu vlozeného do elektroforetické cely, ktera byla naplnéna TBE
pufrem, aplikovala na prvni pozici 100 bp DNA ladder a do ostatnich pozic jsem

napipetovala vzorky.

DNA ladder neboli ,,zebiik” ma definovanou velikost jednotlivych fragment a mél by
slouzit pro odhad velikosti separovanych fragmentt nukleovych kyselin. V mém piipadé

prvni DNA ladder neni viditelny a druhy je jen ¢astecné viditelny (obrazek 10).

910 41 12 13 1415 16 1718 1980

=it
2 mn

- | B

20 21 22 23 24 25 2602778 0 NE31 32 33 34 35 36 38 42

Obrazek 10: Elektroforéza vzorkii na gelu pro potvrzeni pritomnosti DNA
(Zdroj: viastni)

Na vysledné fotografii elektroforézy muzeme vidét, ze nékteré vzorky obsahovaly jen
velmi malé mnozstvi DNA, a tedy jsou viditelné ¢astecn€ nebo viibec. Na viné mize byt
i lidsky faktor, jelikoz jsem elektroforézu nikdy dfive neprovadéla, a tudiz nékteré vzorky
nemusely byt naneseny do gelu zcela spravné. U takovych vzorka by také nebyla vidét

zadna separace.
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Naopak u nékterych vzorkt (napf.: ¢islo 1, 2, 16, 17, 23, 28, 29, ...) byla elektroforéza
uspésna. Jednalo se o vzorky, které mély koncentraci DNA okolo 90 ng/ul a vice (obrazek

10).

8.5 Vysledky elektroforézy v gelu po probéhlé PCR reakci

Predtim nez mohla probéhnout polymerazova fetézova reakce, bylo potfeba navrhnout
primer, ketery byl syntetizovan na zakazku. Byl vybran exon 11 genu ALAS2.
PokracCovala jsem s analyzou vzorku tak, ze jsem piipravila vzorky k PCR reakci. Tyto
vzorky byly vybrany podle vysledku predeslé elektroforézy tak, abych zvysila
pravdépodobnost spravné amplifikace genti pii PCR reakci. Konkrétné se jednalo o
vzorky ¢Cislo 1,2, 6,16, 17,22,23,24, 28,29, 30, 31, 38 a42. Tato Cisla vzorka odpovidaji
tém, ktera jsou jiz uvedena v tabulkach 6 az 19. Poté, abych zkontrolovala, zda reakce

fadné probehla, jsem vzorky znovu podrobila elektroforéze na agar6zovém gelu.

Obrazek 11: Elektroforéza PCR produktii na agardzovém gelu

(Zdroj: viastni)

Na vyse uvedené fotografii mizeme pozorovat, ze u vétSiny vzorkt probéhla amplifikace
DNA v potradku. Prvni misto je jako obvykle vyhrazeno pro DNA ladder (100 bp DNA
ladder) neboli ,,Zebiik®, ktery ma definovanou velikost jednotlivych fragmenti a do

zbylych pozic byly napipetovany produkty PCR (obrazek 11).
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8.6 Vysledky sekvenovani izolované DNA

Po elektroforéze produkti PCR jsem vzorky enzymaticky procistila, a poté jsem je takto
ptipravené vlozila do termocykleru, na kterém jsem nastavila pfislu§ny program.
Procisténé vzorky jsem oznacila Carovym kédem a zaslala je firmé GenSeq s.r.o. na

sekvenaci.

Pro sekvenovani jsem vybrala vS§echny vzorky, které jsem podrobila PCR, dohromady
tedy 14 vzorkd. Osekvenované vzorky byly za par dni dostupné na strankach firmy
GenSeq s.r.0., kde jsem je vyhledala pomoci ¢arovych kodu. Sekvenace jsem hodnotila

ve formatu PDF a ve formatu ABI v programu BioEdit.

Pro ukazku sekvenci jsem zvolila ¢tyfi vzorky (vzorky Cislo 6, 23, 38 a 42), které mély
sekvence rozdilné. Dvé z téchto sekvenci byly pékné a Citelné, dalsi dvé jsem vybrala

Spatné a necitelné, jelikoz jsem chtéla ukazat viditelny kontrast mezi nimi.
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Obrdazek 12: Sekvence vzorku 6
(Zdroj: viastni)

Vzorek Cislo 6, jehoz sekvenci mizeme vidét na obrazku vyse, byl skladovan nékolik
hodin v chladni¢kové teploté a jeho koncentrace je 49,03 ng/ul. Mtzeme si povSimnout,

ze vysledné sekvence nejsou nijak vysoké, ale jsou stale dobfte Citelné (obrazek 12).
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Obrdazek 13: Sekvence vzorku 23
(Zdroj: viastni)

U vzorku ¢islo 23 je sekvence vysoka a Citelna, jedna se o ukazkovou sekvenaci. U tohoto
vzorku jsem naméfila relativné vysokou koncentraci DNA, tedy 166,02 ng/ul. Byla
skladovana jeden tyden v chladni¢kové teploté a poméry absorbanci ukazuji, ze se jedna
o ni¢im nekontaminovanou DNA. Elektroforéza PCR produktu u tohoto vzorku ukazuje,

ze reakce probehla v poradku (obrazek 13).

A R e s e e s B ey TP g PGSR eI

Obrdazek 14: Sekvence vzorku 38
(Zdroj: viastni)
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Naopak u vzorku cislo 38, jehoz sekvence je nizka a necitelna, byla izolovana nizsi
koncentrace DNA, tedy 24,17 ng/ul. Poméry absorbanci u tohoto vzorku ukazuji, ze se

nejedna o Cistou DNA (obrazek 14).

Obrdazek 15: Sekvence vzorku 42
(Zdroj: viastni)

U sekvence vzorku Cislo 42 mizeme na prvni pohled vidét, Ze se jedna o $patnou a
necitelnou sekvenci. Vzorek 42 byl skladovan tfi mésice v chladniCkové teploté.

Koncentrace DNA je 84,95 ng/ul (obrazek 15).
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9. Diskuze

Ma bakalatskd prace byla zaméfena na proces vybéru nejlepsi varianty podminek
skladovani a idealni délku skladovani vzorki DNA odebranych z bukalni sliznice. Pro
tuto praci jsem odebrala 42 vzorku, které jsem analyzovala a vysledky jsem pouzila ke
zjisténi koncentrace, Cistoty, fragmentace, amplifikace a sekvenace DNA izolované

z bukalnich stéru.

Dle mého nazoru a také nazoru mnoha odbornikii, pokud se jedna o odbéry z bukalni
sliznice, jde o jednoduchou neinvazivni metodu odbéru, pii které by nemél byt pacient
fyzicky ani psychicky zatizen. Myslim si, ze jde o velkou vyhodu vzorka pochézejicich
z bukalni sliznice. To také potvrzuje ¢lanek Genomics in premature infants: A non-
invasive strategy to obtain high-quality DNA, ve kterém se autofi zabyvaji ziskanim
kvalitni DNA z bukalnich epitelidlnich bun¢k od predCasné narozenych déti pro

geonomickou analyzu (Said et al., 2014).

Autori poukazali na vyhodu bukalnich stérti u pred¢asn€ narozenych déti. Vysledky dat,
ktera ziskali, jsou dikazem, Ze jiz osvédCena metoda bukalniho stéru je spolehliva, levna
a neinvazivni. DNA z bukalnich stéra spliiuje kvantitativni a kvalitativni pozadavky na

screening a sekvencni technologie nové generace (Said et al., 2014).

Muj nazor je podporen vysledekem autorti ¢lanku. Tedy, ze sbér DNA z bukalnich stért
poskytuje vysoce kvalitni DNA pro genetickou analyzu a nejmoderné€jsi genomickou
technologii, jako je sekvenovani celého genomu. Jednou z nejdilezitéjSich vyhod v tomto
pfipadé je, ze se jedna o snadno opakovatelné odbéry vzorkl u pred¢asné narozenych
novorozencu. V pripadé, ze naptiklad selze test nebo se nepovede odbér krve (Said et al.,

2014).

Naopak znacnou nevyhodou vzorkti z bukalni sliznice je, ze jsou odebirany z vysoce
nehomogenniho prostiedi. Z toho divodu nebylo mozné u vSech vzorka zajistit stejné
slozeni. Podobné je to 1 s mnozstvim odebraného matrialu. Proto je také patrné, ze byl

kazdy odbér proveden v rtizné kvalite.

Vysledky vzorka, které jsem analyzovala, jsou pomémé rozdilné. Je pravdépodobné, ze
rozdilnost v mnozstvi izolované DNA, je zapficinéno pravé nehomogenitou prostiedi, ze

kterého se vzorky odebirala.
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Moznym divodem muze také byt to, Ze jsem odbirala vzorky pro analyzu sama. Snazila
jsem si odbér nastudovat, jak nejlépe jsem mohla, ale nemeéla jsem takové zkuSenosti jako
zkuSeni pracovnici, ktefi se timto zabyvaji. Myslim si tedy, ze jde 1 o zkuSenosti, které
maji lidé pracujici v tomto oboru nékolik let a které jsem se snazila ziskat v pribéhu

zpracovavani mé bakalarské prace.

Dalsi proménou, ktera mohla ovlivnit ziskané vysledky, je velké mnozstvi vzorka, které
jsem odebirala jen od jedné osoby. Z tohoto divodu mohlo dojit u nékterého vzorku
k nedostatecnému odbéru, jelikoz jsem odebirala nejcastéji Sest vzorka v ur€itou denni
dobu. Je tedy pochopitelné, ze nejkvalitnéji odebrany vzorek bude ten, ktery byl odebrany
jako prvni nez vzorek odebrany jako posledni. Myslim si, Ze divodem muze byt napfiklad

snizené mnozstvi slin a tim zpuisobené lehké odfeni vnitini strany tvare.

K izolaci DNA jsem pouzivala kit od GENERI BIOTECH (Kit for isolation of DNA from
body fluids), ktery umoziuje ziskat velice Cistou genomovou DNA. Vyrobce deklaruje
tyto parametry: pomér A260/A280 1,60 az 1,90 o koncentraci v rozmezi 40-100 ng/ul
(Generi biotech, 2015).

Pokud srovnam vytézenou DNA s tim, kolik umoziiuje ziskat kit, ktery jsem pouzivala,
dosahla jsem pfiznivych vysledkd. U osmi vzorkl jsem dosahla tohoto rozmezi a u deviti

vzorkl jsem izolovala vice nez 100 ng/ul DNA.

Vzorek cislo 40, ktery mél koncentraci 153,74 ng/ul, tedy vice nez je rozmezi udavané
vyrobcem kitu, byl skladovan tfi mésice v chladni¢kové teploté. Pomeéry absorbanci
A260/A280 a A260/A230 ukazuji, ze se jedna o Cisty vzorek. Z tohoto ptikladu, je mozné
pozorovat, ze pokud je vzorek DNA skladovan v chladni¢kové teplote, je mozné i po

tfech mésicich ziskat kvalitni DNA.

Naopak u vzorka ¢islo 19, 20 a 21 byla izolovana velmi mala koncentrace DNA, ktera
byla znecisténa proteiny a RNA. Tyto vzorky byly skladovany v laboratorni teploté pouze
jeden tyden. Tento vysledek potvrzuje, ze na podminkach skladovani DNA zalezi.

JelikoZz jsem nenasla mnoho ¢lankq, které bych mohla vyuzit k diskuzi ohledné vysledku
mnozstvi izolované DNA, dovolim si pouzit pro srovnani ¢lanek s ndzvem Evaluation of
quality of DNA extracted from buccal swabs for microarray based genotyping (Livy et
al., 2012), ve kterém autofi srovnavaji vysledky koncentrace DNA izolované z bukalnich

stért a krve. Z mého pohledu se dostatecné vénuji i izolaci DNA z bukalni sliznice.
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Pro izolaci DNA vyuzili kit s nazvem QIAamp DNA Blood Mini Kit, jehoz pracovni

postup dodrzovali s vyjimkou drobnych modifikaci.

Kdyz porovnam vysledky koncentrace izolované DNA z tfinacti vzorku, které izolovali
autofi tohoto ¢lanku se svymi, mohu konstatovat, ze maji vétsi vyt€znost DNA. Pokud
ale srovnam své nejvyssi koncentrace DNA (napfiklad vzorky Cislo 29 a 41), které se
vyskytuji u vzork, skladovanych dva tydny a tfi mésice v chladnicce, jsou vysledkim
z odborného c¢lanku pomémé podobné. Autofi izolovali nejvice 257,96 ng/ul DNA

z bukalnich vzorku, ale jednalo se o nejvice znecisténou DNA (Livy et al., 2012).

Srovnam-li Cistotu izolovanych vzorkt z ¢lanku s Cistotou izolované DNA vzorkli z mé
prace, které nebyly skladovany déle nez jeden mésic, muzu fici, ze jsem vyizolovala
Cist&)$i DNA. Autofi ¢lanku sami zmifiuji, Ze Cistota jimi izolované DNA, byla mensi nez
1,7. To naznacuje, ze jejich DNA byla kontaminovana proteiny. Podle mého nézoru to
mohlo byt zptisobeno tim, ze pouzili kit urCeny pro izolaci DNA z krve i pro izolaci
vzorkl z bukalni sliznice. Naopak ja jsem pouzivala kit pfimo ureny pro izolaci DNA

z bukalnich sliznice (Livy et al., 2012).

V diskuzi autofi ¢lanku dosli k zavéru, se kterym souhlasim, a tim je, ze pokud jde o
vzorky z bukalni sliznice, je velice dulezité dbat na spravny odbér, skladovani vzorku a

pouceni jedince, kterému je vzorek odebiran (Livy et al., 2012).

Ve vétsing laboratornich ptirucek je psano, ze adekvatni skladovani je par hodin az dva
tydny v chladni¢kové teploté. Pokud se mé vzorek uchovavat déle, je nutné ho zmrazit
(Lonsky, 2021). Podle mych vysledki mohu souhlasit s témito tvrzenimi, jelikoz byly od
samého zacatku mé prace potvrzovany. Presvédcily mé o tom naptiklad vysledky izolace
DNA, kde nejvétsi koncentract DNA maji pravé vzorky skladované v chladu. Dale to

doplnuji i vysledky elektroforézy PCR produkti a sekvenovani.

Moznou alternativou by mohlo byt pouziti samoschnoucich bukalnich vytéra. Tyto
tampony jsou vybaveny ventilatni membranou na dné tuby, ktera umoziiuje samosuseni
tamponu ve zkumavce. Vzorky mohou byt vloZzeny do zkumavky ihned po odbéru a neni
nutné¢ zadné susSeni tamponu na volném prostranstvi, mimo zkumavku. Vzhledem k
rychlému samoschnoucimu procesu by bylo mozné ocekavat, ze se jejich pouzitim snizi
riziko kontaminace a degradace DNA. Bohuzel ja jsem tyto specialni samoschnouci

bukalni vytérové tampoény neméla k dispozici, ale myslim si, ze je to také jeden ze
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zpusobu, jak ovlivnit preanalytickou fazi. Rovnéz také kvalitu a mnozstvi izolované DNA

(Bauer et al., 2017).

Z vysledkt vzorkl, které jsem analyzovala, jsem dospéla k zavéru, ze pokud chceme
DNA izolovat v den odbéru, postaci tento vzorek skladovat pfi laboratorni teploté. Pokud
ovSem chceme, izolovat DNA za delsi dobu (tydny az mésice), je lepsi skladovat tento
vzorek v chladnickové teploté. Takto skladované vzorky, odebrané z bukalni sliznice,
jsou kvalitnim biologickym materiadlem, ze kterého lze izolovat kvalitni DNA, ktera je

optimalni pro amplifikaci DNA.
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10. Zavér

V ramci své bakalarské prace jsem vypracovala odbornou reSersi, pii které jsem se
seznamila s preanalytickym procesem mimolaboratornim 1 laboratornim, a dale také

s vySetfovacimi metodami prace v molekularné biologické laboratofi.

Teoretickou Cast své prace jsem zpracovala od preanalytické faze laboratorniho vySetteni
po jednotlivé metody, které byly soucasti mého tématu pro uceleni informaci, které jsou

dulezité pro pochopeni dulezitosti preciznosti odbéru vzorku.

Prakticka cast mé prace byla zalozend na zkoumani, jakd je idealni doba a misto
skladovani. Z toho divodu, aby bylo vyizolovano nejvétsi mnozstvi DNA, ale zarover,
aby se také jednalo o Cistou DNA, ktera by byla vhodna k amplifikaci. K této praci jsem

analyzovala 42 vzorki, odebranych z bukalni sliznice.

Cela prakticka Cast byla podrobné popsana a skladala se z odbéru, izolace a zjisténi Cistoty
a koncentrace DNA ve vzorku. Dale z elektroforézy téchto vzorkli pro potvrzeni
pritomnosti DNA a provedeni PCR. Poté nasledovala elektroforéza PCR produkti, abych
zjistila, zda u vzorka probéhla polymerazova fetézova rekce. Nakonec jsem odeslala 14

vzorki na sekvenovani firmeé GenSeq s.r.o.

Posledni casti mé prace bylo sepsani vysledkii a porovnani naméfenych dat. Zkoumala
jsem, které vzorky maji nejvétsi koncentraci DNA, a jaké jsou jejich poméry absorbanci,
abych dospéla k presvédcivému zavéru. Tedy, ze pokud je proveden spravny odbér
vzorku z bukalni sliznice, a tento vzorek je skladovan v chladnickové teploté, je mozné
izolovat DNA za delsi dobu (tydny az mésice), a stale ziskat kvalitni DNA pro dalsi
zpracovani. U vzorkd skladovanych v laboratorni teploté, je vhodnéjsi provést izolaci

v den odbéru.

Cilem této prace bylo pfevazné osvojeni si nekterych metod, které se nejcastéji vyuzivaji
v molekularn€ biologické laboratofi, zjisténi optimalni délky skladovani primarnich

vzorkl a porovnani naméfenych dat.

Hlavnim pfinosem mé bakalafské prace byl pokus o optimalizovani laboratornich
podminek a délky skladovani vzorki odebranych z bukalni sliznice tak, aby byly vhodné
pro polymerazovou fetézovou reakci. Dal§im pfinosem této prace bylo seznameni se
s metodami molekularni biologie, osvojeni si samostatné prace v laboratofi a zvladnuti

orientace v laboratornim prostredi.
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13. Seznam zkratek

A

ABI
BL Buffer
bp
DGGE
DNA
dsDNA
EXOI
ICP

kb
LAMP
LCR
NCBI
NGS
PBS
PCR
PDF
PFGE
RNA
rSAP
SDS
ssDNA
TBE pufr

uv

Absorbance

Applied Biosystems

Bass/Lead buffer

Par bazi (base pair)

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
Deoxyribonukleova kyselina

Dvouvlaknova DNA

Exonukleaza I

Identifikacni Cislo provozovny

Klobaze (kilobase)

Izotermicka amplifikace zprostfedkovana smyckou
Ligazova fetézova reakce

Narodni centrum pro biotechnologické informace
Sekvenovani nové generace (next generation secquening)
Phosphate buffered saline

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
Portable document format

Pulzni gelové elektroforéza

Ribonukleova kyselina

Shrimp alkaline phosphatase

Dodecylsulfat sodny

Jednovlaknova DNA

Tris-Borat-EDTA pufr

Ultrafialové zareni (ultraviolet)
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