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Porovnani metod izolace DNA

Abstrakt

Izolace DNA je v genetickych laboratofich stézejni. Byva prvni metodou k dal§im
postupum, které vedou k zisku informaci o DNA. Naroky na izola¢ni metody jsou vysoké.
Diky podobnosti DNA s jinymi biopolymery musi metoda vykazovat vysokou selektivitu
a diky nevelkému obsahu DNA v biologickém materidlu i senzitivitu. Vstupnim vzorkem
z klinické praxe byva nejcastéji lidska krev a v ni obsazené jaderné bunky. V této praci
je popsano, pro€ je pravé krev nejcastéji pouzivana. Ze ziskané krve dobrovolnika byla
DNA izolovana ¢tyfmi metodami: vysolovaci, zaloZzenou na zmén¢ rozpustnosti DNA v
zavislosti na zméné koncentrace iontu v roztoku; fenol-chloroformovou extrakci, ktera
patii k nejlevnéjSim a nejstarSim metodam; dale pomoci komeréné vyrabéného Kkitu,
rychld a jednoducha metoda vyuzivajici navazani DNA na silikdtovy povrch; a izolaci
pomoci automatického pristroje, separujiciho pomoci magnetickych ¢astic (Anzenbacher
a Kovar, 1986). Kazda z metod ma své vyhody i nevyhody a jeji vybér je zavisly na
dal§im nakladani s DNA. K nej¢astéjSim kritériim pii zvoleni izola¢ni metody jsou ¢asova
naro¢nost metody, cena metody, vytézek a Cistota DNA. V této praci jsou tyto pozadavky

porovnavany mezi zminénymi metodami.
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Comparison of DNA isolation methods

Abstract

Isolating DNA is crucial in genetic laboratories. | tis the first method of further steps to
obtain DNA information. The isolation method requirements are high, Due to the
similarity of DNA to other biopolymers, the method must exhibit high selectivity and also
sensitivity due to the low DNA content of the biological material. The input sample from
clinical practice is usually human blood and nuclear cells contained in it. This thesis
describes why blood is most commonly used. From the volunteer blood obtained, DNA
was isolated by four methods: salting out, based on a change in DNA solubility depending
on the change in ion concentration in the solution; phenol-chloroform extraction, which
is one of the cheapest and oldest methods; in addition, using a commercially available Kit,
a fast and simple method using DNA binding to a silicate surface; and isolating with an
automated magnetic particle separator (Anzenbacher and Kovar, 1986). Each method has
its advantages and disadvantages and its choice depends on the further handling of DNA.
The most common criteria for choosing an isolation method is its time-consuming , the
cost of the method, the yield and the purity of the DNA. In this thesis these requirements
are compared amongst methods.
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11. SEZNAM ZKEALEK...eeeeeeuiiiieeeeenneeeeeeeeeenesseeeesssceescecsssssesseees 4D

TEORETICKA CAST

1. Uvod

Prace je rozdélend na celkem tfi €asti. V prvni, teoretické ¢asti je po jednotlivych
kapitolach rozebran ptvod, definice i struktura deoxyribonukleové kyseliny. Ve druhé
¢asti jsem se zabyvala praktickou ¢innosti v genetické laboratofi, ktera obsahuje napf.
bezpecnost prace, spravny postup pii odbéru krve, a pifedevsim upozoriiuje na mozné
komplikace béhem izolace DNA. Ve Tretim useku prace jsou shrnuty vysledky,

hodnoceni i zadvér izolaci DNA pomoci Etyt riznych izolacnich metod.

2. Historie

Vznik eukaryotické bunky ptedstavuje jeden ze zédkladnich evolu¢nich krokl v déjinach
zivota na Zemi. Odhaduje se, Ze k této udalosti doslo ptfed vice nez jednou miliardou let.
Jako jeden z prvnich popsal bunéénou stavbu v roce 1665 anglicky védec Robert Hooke,
ktery na zakladé zkoumani primitivnim mikroskopem vytvofil nékresy a zvefejnil je
v knize Micrographia. K vytvotfeni bunécné teorie piispé€l i Cesky badatel Jan Evangelista
Purkyné, ktery roku 1825 uvetejnil prvni popis jadra eukaryotické bunky. Prvni izolace
DNA probéhla vroce 1869 Ilékatem a pfirodovédcem Friedrichem Miescherem,
nukleonovou kyselinu izoloval z bilych krvinek. V této dob¢ se védci stale domnivali, Ze
genetickou informaci nesou proteiny. Az v roce 1902 Theodor Boveri a Wallter Sutton
uvazovali o teorii, Ze by chromozom souvisel s pfenosem genetické informace. Jejich
domnénka byla potvrzena v roce 1910 T. H. Morganem, ktery dokézal, ze chromozom je
podstatou dédicnosti a poprvé vyiknul domnénku o chromozomalnim zakladu evoluce.
1953 Francis Crick a James Watson objevili stavbu DNA pomoci Chargaffova poméru
bazi DNA a rentgenové krystalografie kolegli Maurice Wilkinse a Rosalind Franklinové.
Sestavili model molekuly DNA, ukazali jeji tvar dvojité Sroubovice. Watson, Crick a

Wilkins v roce 1962 ziskali Nobelovu cenu, Rosalinda Franklinova jesté pied udélovanim



cen zemiela (Hughes, 2004; Winston et al., 2005).

3. Eukaryoticka buiika

Jiz pocatkem devatenactého stoleti biologové prokazali, ze vSechny Zivé organizmy se
skladaji z bun¢k, mizeme tedy fict, ze buika je zakladni jednotkou zivota. Nékteré
z téchto organismul jsou tvofeny pouze jednou jedinou buiikou, jiné obsahuji bunck
biliony. Kazdy ztéchto drobnych utvari, viditelnych samostatné pouze pod
mikroskopem, je plny funkcnich soucasti. Kazda buika je tedy slozitym uskupenim
molekul, které miize piijimat z okolniho prostiedi rizné latky, ziskévat a ukladat energii
nebo provadét dalsi aktivity vcetné rozmnozovani (Jelinek et al., 2003; Snustad, et al.,

2016).

4. Bunécny cyklus

Bunéénym cyklem oznacujeme dobu, po kterou buiika plni svou funkci véetné déleni.
Cely cyklus délime na dvé ¢asti, a to interfazi a samotnou mitdzu. Interfaze je doba,
béhem které dochdzi k ristu buiikky zdvojenim bunécné hmoty, piipravé potiebnych
enzymu a nukleotidd pro replikaci DNA (G1). Poté dochézi k samotné syntéze DNA a
duplikaci chromozomii (S). Béhem interfaze je také potieba zdvojit pocet organel a
vytvofit struktury potfebné pro déleni bunky, napt. délici vieténko. Jednd se o piipravu
na bunécéné déleni (G2). Pokud je ptekondna bariéra vSech kontrolnich uzlii vstupuje
buiika do realného déleni matetské buiiky, které nazyvame mitéza. Béhem obdobi
interfaze nejsou jednotlivé chromozomy rozeznatelné. Délka bunééného cyklu se u

ruznych typt eukaryotickych bunék lisi (Snustad, et al., 2016).

5. Mitoza

Mitéza je jednou z fazi bunécného cyklu. Je zplisob déleni jaderné bunky, pii kterém
dochazi k duplikaci a pfedavani genetické informace. Z mateiskych buné¢k, které se
zacinaji délit, vznikaji produkty, které nazyvame dcetiné burniky. Dcefiné buiiky obdrzi
rovnomérne rozdéleny obsah matetské buiiky. Obsahem myslime organely a vétsi pocet
zdvojenych chromozomi, které nesou genetickou informaci. Organely, jako jsou
mitochondrie, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat apd. nejsou distribuovany do
dcefinych bunék s porovnadnim s chromozomy tak rovnomeérné a presné. Nékteré z nich
se dokonce béhem bunécného déleni rozpadaji na fragmenty, které jsou v nové vzniklych

bunikach obnoveny. Vysledkem mitézy jsou tedy dvé geneticky rovnocenna jadra
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s naprosto identickou sestavou jednochromatidovych chromozomt (Kocarek, 2004;

Snustad, et al., 2016).

5.1 Profaze

V prvni fazi mitézy dochazi ke zdvojeni DNA v chromozomech tak, aby vznikla dvé
totoznd vlakna, ktera jsou spojena centromerou. Chromozomy se zkracuji a zesiluji, pro
nas se stavaji pod mikroskopem viditelnymi. Jadernd pérovitd membrana se zcela
rozpousti a z mikrotubulll (komponenty cytoskeletu) se vytvaii slozité prostorové
uskupeni, které nazyvame mitoticka de¢lici vieténka (Winston et al., 2005; Zavodska

2006).

5.2 Metafize

Nékteré z mikrotubuld se napojuji na kinetochory, coz jsou proteinové struktury spojené
s centromerami duplikovanych chromozomi. Pfipojeni mikrotubuli vieténka ke
kinetochorim znamena zah4jeni metafaze. V tomto stadiu je kazda z chromatid pfipojena
k opa¢nému p6lu pomoci mikrotubuld, které jsou navazany na jeji kinetochor. Kazda
chromatida je tedy sefazena svou centromerou do centrdlni roviny buniky. Tato rovina se
nazyvd metafdzni desticCka.  Orientace chromatid hraje zasadni roli v procesu
rovnomeérného a ptesného rozdéleni genetického materialu do deefinych bun¢k (Winston

et al., 2005; Zavodska 2006).

5.3 Anafaze

Rozdéleni sesterskych chromatid je podminéno zkracovanim mikrotubulii déliciho
vieténka a soucasné degradaci proteint, které drzi sesterské chromatidy pohromadé
v misté centromery. Oddélené sesterské chromatidy se oznacuji jako chromozomy,
jakmile jsou oddéleny, jsou piitazeny k opacnym poltim buiiky. Poly se od sebe také
vzdaluji, timto dvojitym pohybem je zajiSténo dokonalé rozdéleni dvou sad chromozomt

do opacnych ¢asti de€lici se bunky (Winston et al., 2005; Zavodska 2006).

5.4 Telofize

Telofaze se vyznacuje zanikem déliciho vieténka. Chromozomy se protahuji a prestavaji
byt pro nas viditelné. Obnovuje se pivodni podoba chromatinu. Okolo kazdé sady
chromozomt se zase vytvaii jaderna membrana. Objevuji se jadérka. Znovu se formuji

organely, které pfed samotnym délenim buiky byly fragmentovany (Golgiho aparat,
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endoplazmatické retikulum) (Winston et al., 2005; Zavodska 2006).

5.5 Cytokineze

Jakmile je mitotické déleni dokonceno, dcetfiné builkky se od sebe zacinaji fyzicky
odd¢€lovat. Vytvaii se cytoplazmaticka piepazka, ktera posléze rozdéli mateiskou bunku
na dvé dcefiné. Obé dcefiné builky jsou geneticky identické, kazda z nich obsahuje
kompletni sadu chromozomi. Cas od ¢asu miize dochazet pti déleni k chybam (Winston

et al., 2005; Zavodska 2006).

5.6 Replikace

Plvodni dvojita Sroubovice DNA se v n¢kolika bodech podélné rozde€luje. Pii tomto
procesu vznikaji ¢asti, kde jsou dvé samostatna jednoduché vldkna. Volné baze se spojuji
s obéma jednoduchymi vlakny DNA. Pofadi, ve kterém se volné baze k jednoduchému
vlaknu pfipojuji je ur€eno bazemi DNA, které uz na jednoduchém vlaknu jsou. Zatimco
se k vlaknu pfipojuji baze, zacinaji se obé nove vznikla dvojita vladkna stacet. Tento proces
pokracuje po celé délce DNA az se nakonec vytvoii dva naprosto stejné dvojité retézce

DNA (Winston et al., 2005).

6. Jadro

Charakteristickou strukturou vSech eukaryotnich bunck je jadro. Jadro je ohrani¢eno
dvouvrstvym obalem od okolni cytoplazmy. Obsahuje geneticky material, ktery zajistuje
bunécné deleni a diferenciaci bunék. A praveé diferenciované bunky tvoii organy a tkané
mnohobunéénych organismi. Hlavnimi jadernymi strukturami jsou jadérko (ve kterém

dochazi k syntéze ribozomalni RNA) a chromatinova vlakna (Manych et al.,1990).

7. Chromozom

Kazdy chromozom se skladd z chromatinu, ten je tvofen deoxynukleovou kyselinou a
uritym mnozstvim proteind histonl. VétSinu ¢asu maji chromozomy podobu
chromatinovych vlaken, tyCinkovy tvar pozorujeme pouze pii bunééném déleni ve fazi,

kterou oznacujeme jako mitéza (Snustad, et al., 2016).

8. Nukleova kyselina
Nukleové kyseliny jsou tvoieny zédkladnimi stavebnimi jednotkami zvanymi nukleotidy.

Kazdy stavebni kamen, nukleotid, ma tii zakladni slozky. Témi jsou molekula cukru,
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molekula fosfatu a dusikatd baze. V ribonukleové kyseliné (RNA) je cukernou slozkou
ribéza. U Deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je cukernou slozkou deoxyribéza. DNA a
RNA se od sebe nelisi pouze cukernym zékladem, ale také stavbou nukleotidu. V RNA a
DNA jsou Ctyii typy nukleotidl z toho tfi jsou spolecné pro oba typy nukleovych kyselin.
Jedna se o Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) ¢tvrtou dusikatou bazi pro RNA je Uracil
(U) apro DNA Thymin (T). Pro eukaryotické buniky plati, ze nejvétsi podil bunééné DNA
je v jadre, pouze malad ¢ast v mitochondriich a u rostlin v chloroplastech. DNA nese
vSechny informace k tvorbé bilkovin v bunkéch, je to Zivotné dilezita latka, ktera je

pifedmétem neustalého zkoumani (Foretova, 2002; Henderson 2014).

8.1 Definice a struktura

Kyselina deoxyribonukleova je duplexni molekula tvotena dvéma vlakny, kterd jsou
drzena pohromad¢ vodikovymi mustky mezi specifickymi pary bazi. Existuji dva druhy
specifickych part béazi. Purinovymi nukleovymi bazemi jsou adenin a guanin a
pyrimidinovymi nukleovymi bazemi jsou cytosin, thymin a uracil. Pravé dana kombinace
nukleovych bazi je zasadni pro vlastnosti DNA. Neutralni molekula cukru nazyvana
deoxyribdza vaze pres OH skupinu molekulu fosfatu, kterd zptisobuje, Ze ma DNA slabé
kyselé vlastnosti. Dusikatd molekula zase zajiStuje mirn¢ bazické chemické vlastnosti

(Kocarek, 2007); Oswald, 2007).

8.2 Funkce

Z hlediska funkce je DNA latka k pfenosu a tischové genetické informace. Lidsky genom
(veskera DNA) obsahuje piiblizné 3 x 10° par@i bazi a mizeme ho rozliit na exony, tedy
usek genomu, ktery pfimo koduje pofadi aminokyselin v proteinu. Informace, které
nejsou piekladany do proteinil a tvofi nejvetsi ¢ast genomu, jsou neproteinové sekvence
— introny. Jejich vyznam neni zcela objasnén a teorie jim davaji nejcastéji regulacni

funkce (Kohoutova, 2013).

8.3 Genova exprese
Genova exprese je slozit¢ regulovany déj, kterym je sekvence DNA pievedena do

proteinu (Garcia-Sancho, 2012).

8.4 Transkripce

Prvni fazi exprese genetické informace je transkripce. Tento proces probiha v jadie a
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geneticky koéd DNA je béhem n¢j preveden na RNA. Klicovou roli zde hraji RNA
polymerazy, které po rozpleteni DNA pfipojuji komplementarni nukleotidy RNA. Takto

se piepise jedno vlakno DNA do mRNA, poté se odpoji a doputuje do ribozomu (Vrba,
1994).

8.5 Translace

Translace je d¢j probihajici na ribozomech na jehoz konci je syntetizovana bilkovina
(Vachtenheim, 1992). Ribozomy jsou bunééné organely, které se skladdaji z rRNA a
bilkovin. Zde informace z DNA transkripci pfepsana do mRNA je ptedlohou pro
sestaveni fetézce aminokyselin. Jde o energeticky velice ndrocny proces skladajici se z

iniciace, elongace a terminace (Tepla, 2013).

8.6 lzolace

Izolace nukleovych kyselin je zakladem pro vétSinu metod molekularni genetiky. Vychozi
biologicky material je rtiznorody, vice popsan ve 4. kapitole. Nejbéznéj$im materidlem
klinické praxe je krev a jeji jaderné buiiky. Jadra neni nutné ptfedem izolovat a podstatou
izolacnich metod je desintegrace komplexu DNA a jadernych proteind pouzitim
detergentu (nejcastéji dodecylsiranem sodnym). Nasleduje odstranéni kontaminujicich
latek. Vysledkem je Cista, nerozstépena DNA bez pifimési RNA a bilkovin (Vachtenheim,
1992).

8.7 Uchovavani

Nakladani s DNA je legislativné oSetieno a pokud piijde na fadu archivace, existuje
mnoho zpusobli zachovani DNA. Mezi obory (genetické laboratofe, forenzni genetika,
farmacie, evolu¢ni biologové) se naroky na udrzeni stabilniho vzorku lisi. Kratkodobé
(n€kolik dnti, popft. tydnli) Ize vzorky skladovat pti teploté 4°C, coz je nejbéznéjsi prave
v laboratofich. K technikdm dlouhodobého uchovavani patii skladovani pti -20°C, popt.

pfi -80°C (DNA je vysrdZena v ethanolu), v tekutém dusiku a dal$imi patentovanymi

technologiemi (Anchordoquy, Molina, 2007).

8.8 Wuziti
Spektrum vyuziti izolované DNA je velice Siroké napfi¢ nejriznéjSimi obory.

V molekularné genetickych laboratofich izolace predchazi stanoveni piitomnosti nebo
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absence genu u nemocného nebo nosice. Metody odkryvaji odchylky ve struktuie DNA
u genetickych chorob a nadorovych onemocnéni, ptipadné detekuji pfitomnost DNA
jiného organismu — infek¢nich agens. Navazujicimi metodami jsou PCR, sekvenovani

DNA a dalsi (Vrba, 1994).
9. Biologicky material

V ramci diagnostiky DNA lze pouzit Sirokou Skalu vzorkd. Vzorky muzeme ziskat
neinvazivné (buniky bukalni sliznice, ¢i bunky z mocového sedimentu) i invazivné (buiiky
z plodové vody, bunky choriovych klkt, buiikky kostni dfené, anebo periférni krevni
bunky). Buiiky bukalni sliznice by se mohly zdat nejvhodné;jSim biologickym materidlem.
Ustni sliznice obsahuje velké mnozstvi zivych bunék, které Ize snadno a neinvazivné
odebrat sterilnim tampoénem. Musime si ale uvédomit riziko, které spo¢iva v rozmanitosti
ustni mikroflory. Buitky moc¢ového sedimentu mohou byt dvojiho piivodu, coz opét miize
vést k nepfesnosti diagnostiky. V moci se mohou objevit prakticky vSechny krevni
elementy, ale také buiiky ptivodem z ledviny ¢i vyvodnych mocovych cest. Nepiesnost
diagnostiky DNA z moc¢e mize vychazet z faktu, Ze pacient mtize trpét bakterialni infekci
a my stejné jako u bunék z bukalni sliznice mizeme vyizolovat bakterialni DNA.
Plodova voda obsahuje nejen bunky plodu, které se musi v laboratofi nejprve
nakultivovat neboli namnozit v tkanové kultufe. Po narocné kultivaci se z amniocytl
vySetfuje karyotyp plodu. Metoda je piedevSim Casov€é naro¢nd a neprovadi se vzdy.
(Calda, 2010)

Dalsim biologickym materialem, se kterym se mizeme v genetické laboratofi setkat jsou
choriové klky. Provedenti je identické jako u bunék z plodové vody s rozdilem, ze z choria
se postupem casu vytvoii placenta. Bunky choria poskytuji informaci obdobnou
amniovym bunkam z plodové vody. VySetfeni bun¢k kostni diené se provadi po odbéru
proto se rozhodné nedoporucuje pro rutinni vySetfeni v genetické laboratoti. Vhodnéjsi

je vychazet z plné krve (Biezinova et al., 2012).

9.1 Krev
Krev je tvofena nejriznéjSimi typy bunék, které proudi v krevni plazmé&. Za svou barvu

vdéci miliontim cervenych krvinek, které maji jedinecné vlastnosti. Ptijimaji v plicnich
sklipcich kyslik a uvolniuji ho do télesnych tkdni. Krevni plazma, ve které bunky pluji

zajistuje dopravu vyzivnych latek. V krvi jsou také miliardy specializovanych bunék,
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které jsou soucasti obrannych mechanismt téla. Bil¢ krvinky maji za kol najit a znicit
cizorodé organismy. Bil¢ krvinky jsou jednou tak vétsi nez Cervené krvinky a maji jadro.
Jadro obsahuje vétsinu DNA lidského téla, a to ve formé chromozomu. D¢lit jaderné
buniky mizeme podle vzhledu, ale i podle ukolii. Mezi hlavni typy jadernych bun€k patii
neutrofily, eozinofily, lymfocyty, bazofily a monocyty (Penka et al., 2011).

PRAKTICKA CAST

1. Bezpecnost prace v genetickych laboratorich

Problematiku bezpec&nosti pii praci v laboratofich legislativné upravuje norma CSN 01
8003 a na pracovisti je zahrnuta v provoznim fad¢€. Rizika napfi¢ riznymi laboratofemi
se mohou lisit. Jelikoz genetické laboratote pracuji s biologickym materidlem, musi
dodrzovat zdsady ve Vyhlasce Ministerstva zdravotnictvi ¢. 195/2005 Sb., upravujici
hygienické pozadavky a podminky ptfedchazeni vzniku a Sifeni infekénich onemocnéni.
Nejpravdépodobnéjsimi nehodami zde je potezani, pichnuti jehlou, poleptani, popaleni a
profesiondlni infekce. Povinnosti laborantl je proto striktni dodrZeni pracovnich postupti

a bezpec€nostnich opatieni (Skiehot, 2018).

2. Izolace DNA

Nezbytnym prvnim a zakladnim krokem pro vétSinu vySetfovacich metod molekularni
genetiky je i1zolace DNA (popf. RNA). Bohuzel neni ojedinélym jevem, Ze se ziskana
DNA neda pro dalsi vySetfeni pouZzit kvili své Spatné kvalité. A to z mnoha riznych
divodu. Nejcastéji jde o Spatny odbér, malé mnozstvi odebraného materidlu, odbér do
Spatné¢ zkumavky, nevhodné uchovani odebrané¢ho vzorku, degradace biologického
materialu pfi transportu nebo pfitomnost riznych kontaminanti, které mohou inhibovat

PCR apod. (Gubensekova et al.,2008).

2.1 Informovany souhlas pacienta

Indikujici 1ékat zasila do genetickych laboratofi s zddankou o vySetfeni 1 pacientem
podepsany souhlas s diagnostickym postupem (analyzou DNA) a informaci o dalSim
nakladani s jeho DNA.

2.2 Odbér krve

Odbér se provadi v pohodlné poloze, v sed¢, s natazenou pazi, u které je vylouceno

poranéni, hematom, zjizveni apd. Po usazeni pacienta je piipraven potiebny pocet
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zkumavek, jehla s vhodnou svétlosti, turniket, desinfekce, bunic¢ina, naplast a rukavice.
Misto odbéru musi byt vydesinfikovano a fadn€ oschnuto, aby nedoslo ke kontaminaci,
nebo hemolyze vzorku. Pfi odbéru mize byt pouzit turniket, ktery je uvolnén, jakmile
krev zac¢ne vtékat do zkumavky. Vakuum ve zkumavce zajisti pfiméfené naplnéni
zkumavky, a tak vhodny pomér krve a protisrazlivého ¢inidla (k analyze DNA je ¢inidlem
EDTA). Bezprostiedné po odbéru je krev ve zkumavkach promichana opakovanym
prevracenim zkumavky. Misto vpichu 1 s jehlou je zakryto buni¢inou, stlaceno prsty a
pomalym tahem se vytdhne jehla ze zily. Misto vpichu se ptelepi naplasti a pacientovi je
doporuceno si tisknout misto alespont dvé minuty. Po odbéru jsou jehly bezpecné
zlikvidovany. A vzorek krve s zddankou a informovanym souhlasem pfedan k transportu

(Kolektiv pracovnikii Klinickych laboratoii OKB a OHKT, 2019).

2.2.1 EDTA

EDTA je casto vyuzivané antikoagulacni ¢inidlo, jelikoz vyvaZze véapenaté ionty a tim
blokuje koagula¢ni kaskadu a zaroven inhibuje DNéazy a neovliviiuje tak kvalitu
extrahované DNA. AvSak ovliviiuje koncentrace hofecnatych iontd u
»downstream* aplikaci. Heparin neni pfili§ vhodny antikoagula¢ni ¢inidlo, jelikoZ se vaze
na DNA béhem purifikace a dokonce inhibuje Taq polymerazu béhem PCR reakce (Zagon
etal., 2012).

2.3 Transport
Riizné typy biologickych materiali maji rizné naroky na transport a uchovavani v jeho
prib&hu. Vendzni krev ve zkumavkach s EDTA je dopravovana pfi teploté 2- 8°C nejlépe

tyZ den nebo nasledujici (Beranek et al., 2012).

2.4 Prijem materidlu

Piijem vzorkl je Cast preanalytické faze, ktera probihd v laboratofi. Byva casto
opomijena, piestoZe se pravé b&hem této Einnosti ¢asto chybuje. Ukony se mohou stat
rutinni zélezitosti a laborant mize snadno udélat chybu. Laborant by se pfed samotnou
analyzou mél ujistit, zda byly pacientem dodrzeny vSechny doporucené zasady pred
odbérem krve. Déle musi byt jako prevence zamény piekontrolovand Zadanka, zda je

fadné vyplnéna a zda je shodné€ oznacend s odbérovou zkumavkou (Beranek et al., 2012).
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2.5 Izolacni techniky

2.5.1 Izolace DNA vysolenim

Princip vysolovaci metody je velice jednoduchy. Z periferni krve je po 1yzi erytrocyti
ziskéana leukocytarni frakce. Nasleduje lyze leukocytti. DNA je uvolnéna z jader bun¢k.
Vysrazena 96% ethanolem, promyta a ptenesena do uchovavaci mikrozkumavky. Metoda
izolace DNA vysolenim je pomérné ¢asoveé narocna, ale spolehliva. V idealnim piipadé
by se izolace provadéla béhem dvou dna. Podle nize uvedeného postupu Ize izolovat
z mnozstvi krve od 0,5 ml do 2ml. Standardné se vytéznost DNA ziskané ze 2 ml krve
pohybuje kolem 50- 100 mikrogrami dsDNA (dvousrobicova). Pii rutinni izolaci
z vétsiho objemu krve by bylo nutné pomérové prizpiisobit objemy lyzacnich roztokl

(Kiihn et al., 2016; Turtinen et al., 1998).

2.5.2 Pracovni postup Izolace DNA vysolenim

Potiebny material:

Periférni krev

Jednorazové ochranné gumové rukavice
Stojanek na zkumavky

Zkumavky

Automaticka pipeta

Spi¢ky k automatické pipeté

Pasteurovy pipety

Sirsi kelimek

Vysterilizovany sklenény hacek

Mikrozkumavka typu Eppendorf

Chemikalie:

Lyzaéni roztok na erytrocyty (NH4Cl+NaHCO3+EDTA+H20)
Lyzaéni roztok na leukocyty (6M NaCl+0,5M EDTA+1M TRIS+H20)
TE pufr (IM TRIS+HCI pH 8+EDTA+H20)

SDS (dodecylsulfat sodny)

Enzym proteinaza K (komeréné vyrabéna, Cobas)

60% a 96% ethanol

6M NaCl
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Ptistroje:

Laminérni box
Lednice

Centrifuga

Ohftivaci suchy blok
Ttepacka Vortex

Pracovni postup:

1. Veskera manipulace se vzorkem probihd v laminarnim boxu (Biohazardu). Do
sterilni, prazdné, fadn€ oznacené 10ml zkumavky pomoci pipety pieneseme 2 ml
promichané periferni krve a dolijeme 8ml lyza¢niho roztoku na erytrocyty. Poradné
protiepeme na tfepacce a ulozime na 2 hodiny do lednice.

2. Po 2 hodinéch vzorek znova protifepeme a centrifugujeme pfti 3,5 tisice otacek 10
minut (obrazek ¢. 1 ). Pomoci automatické pipety odsajeme obsah zkumavky, tak aby
na dn¢ zustal svétly pelet leukocyta (obrazek ¢.2).

3. Opét pridame 8 ml lyza¢niho roztoku na erytrocyty, tfepanim rozbijeme pelet a dame
do lednice. Po ptil hodin€ sto¢ime v centrifuze pfi stejnych otackach i ase. Tento
postup opakujeme, dokud se erytrocytil iplné nezbavime. To pozname pohledem — ve
zkumavce neni ¢ervend barva, pouze bily pelet leukocytt.

4. K peletu ptidame 2 ml lyza¢niho roztoku na leukocyty, 100 pul SDS (detergent, ktery
rozpousti biomembrany) a Sul proteindzy K (ktera $té€pi bilkoviny) a uloZime vzorek do
suchého bloku vyhiatého na 56°C na tii hodiny.

5. Po tfech hodinéach vzorek vytemperujeme na pokojovou teplotu a pfidame 2ml 6M
NacCl, to¢ime v centrifuze pfii 6tis. otackach 10 minut.

6. Do cisté prazdné zkumavky preneseme pomoci pipety supernatant a sedimentovanou
stl zlikvidujeme.

7. Vzorek znova centrifugujeme a supernatant pienasSime do nové zkumavky, dokud se
neprestane tvofit sediment.

8. Ptipravime si mikrozkumavku se 100ul TE pufru, dalsi s 500ul 60% ethanolem, Sirsi
kelimek s 5Sml 96% ethanolu a vysterilizovany sklenény hacek.

9. Do Pasteurovy pipety natdhneme mensi polovinu vzorku (nyni velmi zalezi na
Sikovnosti laboranta, zbylou ¢ast vzorku je vhodné uschovat do skonceni izolace,

Vv pfipadé Spatného vysrazeni lze nasledujici body opakovat se zbylym supernatantem).

18



10. Do $irsiho kelimku s 96% ethanolem, ktery je uchovavan v mrazaku pfi teploté do -
18°C, pomalu kapeme supernatant, pricemz je okamzité vidéet ,,oblacek™ vysrazené
DNA. Pomoci sklenéného hacku obla¢ek namotavanim rychle vytdhneme (obrazek ¢.3),
na 5 sekund ponotime do 60% ethanolu (oplach) a z ha¢ku uvolnime v mikrozkumavce
s TE pufrem (obrazek ¢.4 )

11. DNA se v TE pufru rozpousti nékolik hodin. Tento Cas I1ze zkratit vlozenim vzorku

do ohtivaciho suchého bloku teploty 36°C na hodinu za ob¢asného tiepani.

2.5.3 Izolace DNA pomoci QlAamp Blood Mini Kit

Izolace DNA z krve pomoci QIAamp Blood Mini Kitu probiha na kolonkach pomoci roztokt
a centrifugace. Principem je lyze bunék, vazba DNA na silikatovy povrch v kolonkach,
promyti kolonky a eluce DNA z kolonky. I1zolace DNA pomoci kitu je rychld a spolehliva.
Podle niZze uvedeného postupu lze vyizolovat z 200 mikrolitru periférni krve cca 3-4

mikrogrami DNA (Beranek, 2016; Qiagen, 2012).

2.5.4 Pracovni postup izolace DNA pomoci QIlAamp Blood Mini Kit

Potfebna material:

Gumové ochranné rukavice

Stojanek na zkumavky

Ttepacka Vortex

Centrifuga

Ohftivaci suchy blok

Izola¢ni sada QIAamp® DSP DNA Blood Mini Kit

Chemikalie:
200 ul pIné krve
96% ethanol

Postup:

1. Do lyzaéni zkumavky s oznaCenim LT pfeneseme automatickou pipetou s vhodnou
Spickou 20 pl protedzy QIAGEN, 200 ul krevniho vzorku a 200 pl lyzaéniho pufru (AL),

uzavieme vicko a na tfepacce 15 sekund promichame.
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2. Zkumavku lehce nechame stocit v centrifuze na maximalni pocet otacek, tak aby
vysoce Viskozni lyzacni pufr ztekl ze stran zkumavky a zaru¢il nam ucinnou lyzy
proteint.

3. Zkumavku pieneseme do termostatu, kde nechame vzorek inkubovat 10 minut pii
teploté 56°C (obrazek €. 5).

4. Po inkubaci pfeneseme zkumavku se vzorkem do centrifugy, kde nechame lyzacni
zkumavku tocit po dobu miniméalné 5 sekund pii pIné rychlosti.

5. Do lyzacni zkumavky (LT) ptidame 200 pl 96% ethanolu, zavieme peclivé vicko a
priblizné 15 sekund vzorek promichavame na tiepacce.

6. Zkumavku lehce nechame stocit v centrifuze na maximalni pocet otacek.

7. Pomoci automatické pipety s Cistou a vhodnou $pickou prepipetujeme cely lyzat na
kolonku, aniz by doSlo k navlhéeni jejiho okraje. Nedotykdme se membrany kolonky
pipetovaci Spickou.

8. Peclivé zavieme vicko a nechame vzorek tocit v centrifuze jednu minutu pii 8000 rpm
(obrazek €. 6).

9. Vyjmeme zkumavku z centrifugy, kolonku ptfendame do nové ¢isté promyvaci
zkumavky (WT), zkumavku obsahujici lyzat vyhodime do biologického odpadu.

10. Opatrn¢ otevieme kolonku a ptidame 500 pl promyvaciho pufru 1 (AW1), aniz by
doslo k navlh¢eni okraje kolony. Nesmime se dotknout membrany kolony QIAamp Mini
Spin pipetovaci Spi¢kou, aby nedoslo k poruseni.

11. Zavtete vicko kolony QIAamp Mini Spin a centrifugujeme pii 6000 rpm piiblizné 1
minutu.

12. Vlozime kolonku QIAamp Mini Spin do ¢isté promyvaci zkumavky (WT) a
vyhodime zkumavku obsahujici filtrat do kose na biologicky odpad.

13. Opatrné otevieme kolonku QIAamp Mini Spin a piidame 500 pl promyvaciho pufru
2 (AW2), aniZ by doslo k navlhéeni okraje kolonky.

14. Zavieme vicko kolonky QIAamp Mini Spin a centrifugujeme pii plné rychlosti
pfiblizné 1 minutu.

15. Vlozime kolonku QIAamp Mini Spin do ¢isté promyvaci zkumavky (WT) a
vyhodime zkumavku obsahujici filtrat do kose na biologicky odpad.

16. Centrifugujeme pfi plné rychlosti po dobu 3 minuty, aby doslo k uplnému vysuseni
membrany. Vynechani této centrifugace, pfi nizZ dochéazi k vysuSeni kolony, miize vést

Kk inhibici nasledné analyzy.
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17. Vlozime kolonku QIAamp Mini Spin do ¢isté eluéni zkumavky (ET) a promyvaci
zkumavku (WT) obsahujici filtrat vyhodime opét do biologického odpadu (obrazek ¢€.7).
18. Opatrné otevieme vicko kolonky QIAamp Mini Spin a naneseme 50 az 200 ul
elucniho pufru (AE) na stfed membrany. Uzavieme vicko a inkubujeme pii laboratorni
teploté po dobu 1 minuty.

19. Centrifugujeme vzorek pii 6000 rpn piiblizné po dobu 1 minuty, aby doslo k eluci
DNA. (Pfirucka QIAamp DSP DNA Blood Mini Kit, 2012)

2.5.5 Izolace DNA na piistroji MagCore® HF16 Plus

Izolace nukleové kyseliny pomoci kitu MagCore® Genomic DNA Large Volume Whole
Blood Kit (1.2 ml) na pfistroji pro automatickou izolaci nukleovych kyselin MagCore®
HF16 Plus probiha na principu lyze bunék, uvolnéni nukleovych kyselin do roztoku,
jejich vazbu na magnetické sklenéné castice, odstranéni nenavazanych latek nékolika
promytimi a ndslednou eluci purifikované nukleové kyseliny.

Automaticka izolace DNA pomoci kitu MagCore® Genomic DNA Large Volume Whole
Blood Kit (1.2 ml) na pfistroji MagCore® HF16 Plus je velice rychld, bezpecna a
spolehliva. Pomoci vySe uvedeného kitu Ize vyizolovat z 500 — 1000 mikrolitru periferni

krve cca 14-47 mikrogrami DNA.

2.5.6 Pracovni postup izolace DNA pomoci p¥istroje MagCore® HF16 Plus

Potfebny material:

Periférni krev

Jednorazové gumové rukavice

Sada MagCore® Genomic Large Volume Whole Blood Kit (1.2 ml)
Automaticka pipeta

Spi¢ky k automatické pipeté

Ptistroje:
Lednice
Automaticky izolator MagCore® HF16 Plus

Postup:

1. Pfidame 1,1 ml pufru do zkumavky s oznacenim Proteinase K a promichdme Setrnym

vifenim v ruce
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2. 80ul pripravené proteinazy K napipetujeme do zkumavek vzorku MagCore.

3. Do ptipravené vzorkovaci kapilary ptidame 1200 pl plné krve.

4. Kalibrac¢ni kapilaru ptipravime do jamky 1 T-stojanku dle navodu k izolatoru.

5. Vlozime nami ptipravené elucni kapilary do polohy 5 T-stojanku, Spicku a pipety do
stojanku 3T.

6. Spustime program Code.104 na MagCore®, ktery trva 43 minut bez optické detekce.

Poznamka: V hodné¢ viskéznich vzorcich se mohou vyskytovat perlicky nebo srazeniny
Vv eluentu. Tato situace by ovSem nemeéla nijak ovlivnit vytéznost a ¢istotu DNA ani

nasledné zpracovani genetického materialu.

2.5.7 l1zolace DNA fenol- chloroformovou metodou

V této metod€ pouzijeme k oddéleni proteinii smés organickych rozpoustédel fenolu a
chloroformu v poméru 1:1. Vysledkem ndm bude oddéleni smési na dv¢ frakce, kdy ve
vodném roztoku zistanou nukleové kyseliny. Organicka rozpoustédla, v nasem ptipade

fenol chloroform, vysrazi proteiny (Kiihn et al., 2016).

2.5.8 Pracovni postup izolace DNA fenol- chloroformovou metodou

Potfebny material:

Gumové ochranné rukavice
Zkumavky

Stojanek na zkumavky
Spicky k automatické pipeté
Automaticka pipeta

Sklenény hacek

Chemikalie:

200 ul vzorku plné krve

300 ul lyzaéniho pufru Queen’s (pH 7,5)

100 ul proteinazy K

100 ul 10% roztoku laurylsiranu sodného (SDS)
700 ul smé¢si fenol-chloroform (1:1)

1200 ul chloroformu
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70% ethanol na omyti

150 ul 3M octanu sodného
700 ul izopropanolu

500 ul TE pufru (pH8)

Ptistroje:
Termostat
Centrifuga
Mrazak

Postupy:

1. Do stojanku si prfipravime 6 zavienych a jiz ptedepsanych 1,5 ml zkumavek
(obrazek ¢. 8).

2. Do prvni zkumavky si automatickou pipetou s vhodnou Spi¢kou pieneseme 500
ul vzorku krve, ptidame 100 ul proteindzy K a 100 ul 10% roztoku laurylsiranu sodného.
Se vzorecky nikdy netfepeme, promichdni provadime jemnym pieklapénim Vv ruce

(obrazek €. 9).

3. Zkumavky pfeneseme do termostatu, kde je nechame inkubovat pti cca 38°C tii
hodiny.
4. Zkumavky vyjmeme z termostatu a do kazdé pfidame 700 ul smési fenol-

chloroform (1:1), Vzorky opét lehce promichame a nechame centrifugovat 15 minut pfi
13 000 g. Tim dosdhneme oddéleni proteinii od vodné faze (obr. €. 10).

S. Zkumavky si pfeneseme z centrifugy zpét do stojanku, kde pomoci automatické
pipety s vhodnou $pickou odebereme pouze vodnou fazi, ve které se nam nachazi pouze
nukleové kyseliny a pfendame do nové 1,5 ml zkumavky. Davame si pozor, aby nedoslo
k nasati mezifaze s proteiny. K vodné fazi pfidame 500 ul chloroformu, opét lehce
promichdme a nechdme centrifugovat 15 min. pii 13 000 g. Cely postup bodu 5
zopakujeme.

6. Opét pomoci automatické pipety s vhodnou $pickou preneseme do nové 1,5ml
zkumavky vodnou fazi, ke které ptidame 150 ul 3M octanu sodného a 700 ul izopropanolu
vychlazeného na —20°C. Za¢neme vzorek okamzité lehce pieklapét a pieklapime tak
dlouho, dokud se neobjevi maly mracek, srazenina DNA.

7. Tento bod potiebuje alespoii malou zdatnost, piesnost a rychlost, DNA namotame

pomoci sklenéné ty¢inky a omyjeme 70% ethanolem.
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8. Do nové 1,5ml zkumavky s 500 ul TE pufru ponotfime sklenénou ty€inku tak, aby
se nam DNA uvolnila.
9. DNA nechame dikladné rozpustit v termostatu pii cca 38°C. Po dokonalém

rozpusténi miizeme vzorek zmrazit.

2.5.9 MoZné komplikace

Zadna diagnosticka laboratof nepfisla zatim na zpisob, jak by nahradila lidskou silu. A
pravé moznost lidské chyby mtze nevratn€ ovlivnit vytéznost DNA, ¢istotu DNA a také
ovliviiuje rychlost provedeni pracovniho postupu izolace. Nejvétsim rizikem, kde se
muze stat chyba je pipetovani. Laborant mlze snadno zaménit nespravné oznacené
zkumavky, nedodrzet predepsany pracovni postup ¢i jednou Spickou sahnout do dvou
vzorkl a jeden z nich kontaminovat.

Dals$im rizikem mutze byt Spatné uchovani, nafedéni ¢i odméieni chemikalii. Ukazkovym
ptikladem je nejcastéji pouzivana protedza K. Spravné piipraveny ur€ity typ proteinazy K (10
mg / ml) se pro Uspésnou izolaci musi skladovat pii -20 ° C. Ne vzdy jsou tyto skladovaci
podminky dodrzeny, tim se snizuje u¢innost proteinazy K. Coz byva velikou nevyhodou,
protoze pusobeni enzymul potiebuje dlouhou dobu inkubace vzorkii a tim se vylucuje

vhodnost pro rutinni diagnostické pouziti (Skiehot, 2018).

EXPERIMENTALNI CAST

1. Cile prace

Cilem prace je se seznamit se spravnou technikou izola¢nich metod DNA. Porovnani se
bude tykat ¢tyf riznych metod. Hodnoceny budou tyto ukazatele: Cistota a koncentrace

DNA z periférnich krevnich bungk, finanéni a ¢asova naro¢nost metod, i chybnost

lidského faktoru.

2. Popis souboru

Vychozim biologickym materidl je vendzni krev, ktera byla poskytnuta tfinacti
dobrovolniky na transfuznim odd¢leni. Dérci byli seznameni se zdmérem této prace a na
zakladé¢ dostatecné informovanosti jim byl pfedloZzen k podpisu ,Informovany

souhlas* ve dvojim vyhotoveni.

3. Priprava metod

V prvni fadé€ probéhl pro nas zjednoduseny piijem vzorku. Do Laboratorniho protokolu
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se zapsalo pofadi izolovanych vzorkii. Pro nasledny uceleny slet ukont v laboratofi byl
jednu hodinu pied zac¢atkem izolaci zapnut suchy blok Mini Dry Bath Incubator MINIB
100RT a nastavena v ném teplota na 56°C. Dosazena teplota byla zkontrolovéana
kalibrovanym teplomérem a zaznamenana do Laboratorniho protokolu.

V laminarnim boxu jsme si pfipravili stojanky pro 15ml zkumavky, které se fadné
oznacily nesmazatelnym fixem a to na bocni sténé zkumavky a zaroven na vicku
zkumavky. Béhem dvou izola¢nich postupi bylo potieba pfenést vysrazenou DNA
pomoci sklenénych hacku, které jsme si nejdiive vyrobili. Sklenénou Pasteurovu pipetu
jsme nahtali nad zapalenym plynovym kahanem a pomalym otd¢enim jsme vytvarovali
na konci Pasteurovy pipety kuli¢ku, ktera poslouzila jako hacek. Po vychladnuti byly
vyrobené sklenéné hacky ponotfeny do 96% ethanolu a prozatim ponechany v lamindrnim
boxu. Pro sterilni prostfedi byla v laminarnim boxu zapnuta UV lampa a to na 5-10 minut.
Béhem celych postupti se udrzovalo stale stejné potadi vzork jako je zaznamenalo do
Laboratorniho protokolu. Spravnost pienosu vzorkl a souhlasného oznaceni zkumavek
bylo kontrolovano pted, béhem i po pfenosu vzorku. Pii praci byly vzdy pouzity
jednorazové latexové rukavice, protoze veskery biologicky material je nutno povazovat
jako potencidlné infek¢ni. Zarovenn zabranime kontaktu. reagencii s kuzi. Reagencie
oznacené jako hotlavé byly uchovavané v dostate¢né vzdalenosti od oteviené¢ho plamene

(Holasova, et al., 2006).

4, Izola¢ni metody a vysledky

Genomova DNA byla izolovana ze vzorkl periférni krve nadmi upravenou vysolovaci
metodou, fenol- chloroformovou metodou, kitem QIAamp Blood mini Kit, na pfistroji
pro automatickou izolaci nukleovych kyselin MagCore® HF16 Plus pomoci komeréné
dodavaného kitu MagCore® Genomic DNA Large Volume Whole Blood Kit (1.2 ml).
Pfi bézném provozu by byly pfichozi vzorky pacientll skladovany pii +2°C az +8°C v
oznacené chladnicce a izolace by byla zahdjena nejpozdéji do 72 hodin od odbéru vzorku.
Z diavodu Casové narocnosti izolaci, nemohla byt DNA izolace zahajena do doporucené
doby zpracovéni, proto byly vzorky krve pacientll zamrazeny v oznacené mraznicce a

izolovany v nejbliz§im mozném terminu.

Izolace DNA vysolenim
Vysolovaci metoda se fidila pracovnim postupem popsanym v kapitole 2.2.2. Aby bylo

mozné metody srovnavat, vstupni mnozstvi biologického materidlu bylo upraveno na
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500ul. Izolace z rozmrazené krve probihala obtizn€. Vymyvani slozky erytrocytti muselo
byt nekolikrat zopakovano. Po pfidani detergentu a proteindzy K a nésledné tfihodinové
inkubaci pii 56°C byla vétSina vzorki stale zakalena. Elu¢ni objem byl 500ul. Cely

postup trval 595 minut a cena jednoho vzorku byla 63K¢.

Tabulka ¢.1 Namétené koncentrace ziskané DNA vysolenim (ng/ul).
1 2 3 |4 |5 6 7 |8 9 10 11 |12 |13
17,2 |155|73|6,2 22,7 |216|68 |121 122 |109 |10,6|12,3|11,0

Tabulka ¢. 2 Namétena Cistota ziskané DNA vysolenim pomérem absorbanci 260/280.
1 2 3 4 5 6 7 |8 9 10 11 12 |13
2,1 122 |49 [139|1,8 [22 (4935 |19 1,7 149 (29|26

Izolace DNA pomoci QIAamp Blood Mini Kit

Izolace pomoci QIAamp Blood Mini Kitu byla provadéna podle pracovniho postupu
z kapitoly 2.2.4. Vystupni objem eluatu byl upraven na 500ul, aby se metody mohly
porovnat. Izolace byla nendro¢nd, protoZe nebylo pouZito tolik chemikalii, které by do
postupu mohly pfinést chybnost lidského faktoru. Postup byl zaloZen na lyzy bungk,
vazbé DNA na silikatovy povrch v kolonkach, promyti kolonek a eluci DNA. Zpracovani

trvalo celkem 80 minut. Cena jednoho vyizolovaného vzorku byla 78K¢.

Tabulka ¢.3 Namétené koncentrace ziskané DNA pomoci Kitu (ng/ul).
1 2 |3 4 |5 6 7 8 9 10 11 12 13
78,2|24,2|59,2 |21,0|57,6 |67,3|51,2 |40,4 (30,4 |41,4 |39,2 (20,4 |457

Tabulka ¢. 4 Naméfena Cistota ziskané DNA kitem pomérem absorbanci 260/280.
1 2 |3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
2,1 12,7121 (20 |22 (2,1 |1,L8 [19 |23 |1,8 |23 |22 |14

9

Izolace DNA na pfistroji MagCore® HF16 Plus

Izolace pomoci automatického izoladtoru nukleovych kyselin byla provadéna podle

pracovniho postupu z kapitoly 2.2.6. Vystupni objem eluatu byl po samotné izolaci
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upraven na 500ul. Tato metoda byla rychla, jednoducha a efektivni, protoze souprava
obsahovala vSechny potfebné reagencie I laboratorni vybaveni pro automatizaci ¢isténi
pomoci technologie magnetickych ¢astic. Jedinou nevyhodou je pofizovaci cena
izolatoru, ktera ¢ini 390 000 K& bez DPH. Cas potiebny k izolaci piedstavoval pouhych

60 minut a cena jednoho vyizolovaného vzorku byla 196 K¢.

Tabulka ¢.5 Naméiené koncentrace ziskané DNA pomoci automatického pfistroje (ng/ul)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13
68,2 | 41,8 | 59,8 | 46,2 | 80,3 | 55,1 | 59,8 | 68,3 |33,5| 21,8 |41,8 | 16,2 | 59,2

Tabulka ¢. 6 Naméfena Cistota ziskané DNA pomérem absorbanci 260/280.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 |13
L9 120 |19 1,9 | 1,9 1,9 [ 1,9 L9 |19 |2, 1,9 1,9 | 1,9

Izolace DNA fenol- chloroformovou metodou

Izolace nukleové kyseliny pomoci fenol-chloroformem byla provedena podle postupu
v odstavci 2.2.8. I pies to, Ze se jedna o jednu z nejstarSich metod, o ,,zlaty standart*,
nevyhovuje metoda svou Casovou narocnosti a riskantnosti, protoZe se pracovalo
s toxickymi latkami. Na izolaci bylo potfeba 285 minut a cena jednoho vzorku €inila

102Ke¢.

Tabulka ¢.7 Namétfené koncentrace ziskané DNA fenol-chloroformem (ng/ul).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12 | 13
234133 (47|61 | 250395 ]|655|189 |13,7 | 14,7 | 395 85| 20,1

Tabulka ¢. 8 Naméfena Cistota ziskané DNA pomérem absorbanci 260/280.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13
4012311312918 1,7 13 |18 23 [19] 19 (22|23
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S. Hodnoceni

Optimalni hodnoty Cistoty vyizolované DNA je dana pomérem absorbance A 260/280,
ktery by mél mit hodnotu 1,8. Hodnoty pod 1,6 ukazuji na znecisténi nizkomolekularnimi
latkami, DNA proteiny nebo zvySeny obsah dalSich latek v extraktu (fenol, EDTA).
Hodnoty nad 2,0 ukazuji na vysokou piimés Cist¢ RNA ve vzorku. Vyrazné odlisné
hodnoty poméru absorbanci pak svéd¢i o znacném znecisténi vzorku a takovéto vzorky
mohou byt obtizn¢ amplifikovatelné. Koncentrace a Cistota vzorkli Dbyla
spektrofotometricky preméfena za pouziti spektrofotometru NANODROP ND-
2000/2000c. K proméieni bylo zapotiebi 0,5ul elu¢niho roztoku s DNA (M.G.P., 2019).
Nejvéetsi pocet vzorkil s Cistou DNA vykazal automaticky izolator. Zde byla Gspésné
vyizolovana ¢istd DNA v 92,30% ze soubor (Graf ¢.1). V pomyslném Zebiicku nasleduje
izolace fenol-chloroformovou metodou, kde Cista DNA byla Gspésné vyizolovana u
38,46% vzorka. Stejné procento znamenalo vyizolovanou RNA a 23,08% bylo znecisténo
pravdépodobné fenolem & chloroformem (Graf ¢.2). Cistd DNA byla v 30,1%
vyizolovana pomoci kitu, mnohem vétsi zastoupeni, a to 61,54%, méla DNA znecisténa
ptimési RNA. Pouhych 7,69% bylo znecisténych nizkomolekularnimi latkami (Graf €.3).
V nasem ptipadé byla vysolovaci metoda nejméné u¢inna. Cisté DNA bylo vyizolovano
pouhych 23,07% ze souboru vzorkl. V 76,92% byla vyizolovana smés DNA s RNA (Graf
c.4).

Koncentrace vzorku ng/ul byla vypoctend na bazi absorbance pifi 260nm a zvolené
analytické konstanté. Vysledky koncentraci jsou k porovnani zaznamenany v grafu €. 5

jako mediany s informaci o rozpéti skute¢nych hodnot.

Porovnani Cistoty vyizolované DNA pomoci
automatického izolatoru

12

DNA DNA znecisténd RNA

Graf ¢. 1 Porovnani Cistoty vyizolované DNA pomoci automatického izolatoru.

(Zdroj vlastni)
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Porovnani Cistoty vyizolované DNA Fenol-
chloroformovou metodou

m Vzorky znecisténé nizkomolekuldrnimi [dtkami = ¢ista DNA = DNA znecisténa RNA

Graf ¢. 2 Porovnani Cistoty vyizolované DNA Fenol-chloroformovou metodou.

(Zdroj vlastni)

Porovnani Cistoty vyizolované DNA pomoci kitu
QlAamp Blood Mini

= Vzorky znecisténé nizkomolekularnimi latkami = DNA = DNA znecisténd RNA

Graf ¢. 3 Porovnani ¢istoty vyizolované DNA pomoci kitu QIAamp Blood Mini.
(Zdroj vlastni)
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Porovnani Cistoty vyizolované DNA pomoci
vysoleni

= DNA = DNA zneciSténa RNA

Graf ¢.4 Porovnani Cistoty vyizolované DNA pomoci vysoleni.

(Zdroj vlastni)

Porovnani koncentraci ziskané DNA

M vysoleni M Fenol- chloroform M Izolator [ Kit

"

Metody

Graf ¢. 5 Porovnani koncentraci ziskané DNA

(Zdroj vlastni)
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6. Diskuze

Pokud do hodnoceni zahrneme zaroven i vysledky proméfené Cistoty a Cas potifebny k
izolaci, je na prvni pohled jednoznacné, Ze nejkvalitnéji izoloval automaticky izolator.
Tato metoda je ovSem z ndmi zvolenych metod nejdrazsi, a to jak cenou potizovaci, tak
cenou jednorazovych kazet, které jsou k izolaci potfeba. OvSem primérna koncentrace
DNA v souboru vzorki byla 50,15ng/ul v rozpéti 20,4-78,2ng/ul, primérna Cistota 1,92
v rozpéti 1,4-2,7. Velkym konkurentem se stava izolace pomoci QIAamp Blood Mini
kitu, ktera je vice nez o polovinu levnéjsi a je pouze o 20 minut del$i. Nami provedena
izolace nebyla zdaleka tak kvalitni, jako pomoci izolatoru, DNA byla v osmi pfipadech
znecisténa vyizolovanou RNA, primérna koncentrace ze souboru vzorki byla 44,04ng/ul
v rozpéti 20,4- 78,2ng/ul, primérna Cistota byla 1,93 v rozpéti 1,4-2,7. V podobné studii
v Hradci Kralové vykazali vysledky o primérné koncentraci 78,8ng/ul v rozpéti 47,0-
146,3ng/ul (Beranek, 2012). Fenol-chloroformovéa metoda byla provedena i pfes to, Ze
jeji toxicita vylucuje rutinni provozovani. Primérna koncentrace vyizolované DNA ¢inila
21,76ng/ul v rozpéti 3,3-65,5ng/ul. Primérna Cistota vyizolované DNA pomoci fenol-
chloroformové metody byla 2,06 v rozpéti 1,3- 2,9. V hradecké studii vyizolovali DNA o
prumérné koncentraci 104,0ng/ul v rozpéti 58,1- 302,3ng/ul a primérné cistoté¢ 1,8
vrozpéti 1,7-1,9 (Beranek, 2012). Rozdilné vysledky muizeme pfisoudit rozdilnym
vstupnim objemiim krve k izolaci, ¢i k rozdilnému roziedéni eluentu. Nami vytvotena
modifikace vysolovaci metody se neosvédéila, protoze prumérnd hodnota koncentrace
vyizolované DNA byla pouhych 12,8ng/ul v rozpéti 6,2-22,7ng/ul a primérné Cistoté 3,8
v rozpéti 1,7-13,9. Chybnym krokem bylo pouZziti zamrazenych krevnich vzorkt, které
ovSem byly pro vSechny metody stejné. Po konzultaci s laborantkou z laboratoire CGB
v Ostrave jsem dospé€la k zavéru, Ze by se vysolovaci metoda mnohem Iépe osvédcila
s krvi ziskanou ihned po odbéru a inkubaci vzorkii popsanou v pracovnim postupu
v odstavci 2.2.2 v bod¢ 4 alespont 12 hodin. Daéle je podstatné zminit, Ze vysolovaci
metoda a izolace pomoci fenol- chloroformu nabizi moznost Gpravy Cistoty DNA, a to
zopakovanim krokl izolace (Vysolovaci metoda od bodu 4 v pracovnim postupu
uvedeném v odstavci 2.2.2 a u fenol- chloroformové metody od bodu 2 v pracovnim
postupu uvedeném v odstavci 2.2.8), nebo dodate¢nou ethanolovou precipitaci DNA.
Mnozstvi RNA, které ndm znelistilo vyizolovanou DNA by se dalo omezit
enzymatickym odstranénim pomoci RNazy. Opakovani kroki nebylo provedeno

z divodu navyseni nakladi, a pfedevsim ¢asu potfebnému k samotné izolaci. Ze stejné¢ho
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diavodu nebyla provedend dodate¢na precipitace ani procisténi RNazou. Podstatné je také
sdélit, ze pro laboranta je vysoka koncentrace DNA ve vzorku dulezita. I pies to, ze
vétsSina laboratorni techniky umi pracovat jiz s koncentracemi kolem 15ng/ul, 1ze vzorky
s vysokou koncentraci DNA dale fedit a tim eliminovat mnozstvi kontaminantii inhibujici

napi. PCR.
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7. ZAVER

Cilem prace bylo v teoretické Casti definovat DNA, moznosti a postupy jejiho ziskavani,
uchovavani a nakladani s ni. Dale byly v praci popsany metody izolace DNA z periférni
krve. DalSim cilem prace bylo stanoveni koncentrace, Cistoty a vhodnosti vyizolované
DNA pro zékladni DNA analyzy a zaroveini zhodnotit ¢asovou a cenovou naro¢nost
metodik. Izolace pomoci automatického izolatoru MagCore® HF16 Plus trvala celkem
60 minut, cena jednoho vyizolovaného vzorku ¢inila 196K¢, primérna koncentrace byla
50,15ng/ul a primérnd Cistota pii absorbanci A 260/280 1,92. Izolace pomoci QIAamp
Blood Mini kitu trvala 80 minut, cena jednoho vyizolovaného vzorku cinila 78K¢,
primérnd koncentrace byla 44,04ng/ul a priimérna ¢istota pii absorbanci A 260/280 1,93.
Izolace pomoci nami modifikované vysolovaci metodou trvala 595 minut, cena jednoho
vyizolovaného vzorku ¢inila 63 K¢, praimérnad koncentrace byla 12,8ng/ul a primérna
Cistota pfi absorbanci A 260/280 3,8. Izolace fenol- chloroformovou metodou trvala 285
minut, izolace jednoho vzorku stala 102 K¢, primérnd koncentrace byla 21,76ng/ul a
primérnd Cistota pii absorbanci A 260/280 2,06. Nejvhodnéjsi metodou je tedy izolace
automatickym izolatorem, ktera bohuzel neni dostupna pro kazdou laboratot z diivodu

pofizovaci ceny izolatoru.
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