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nukleovych kyselin - validace preanalytické faze vySetreni DNA
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SOUHRN

Cil studie: Vysledek kazdé analyzy DNA je do zna¢né miry zavisly na typu biologického materidlu pouzitého pro extrakci nuk-
leovych kyselin. Cilem nasi studie je porovnat viastnosti DNA extraktl ziskanych dvéma rliznymi izolacnimi postupy z bunék
bukalni sliznice, mocového sedimentu, nehtd, viasovych kofinkl a perifernich krevnich bunék.

Material a metody: Biologické vzorky byly ziskany od 24 dobrovolnik( s medidnem véku 31 let (25-54 let). Izolace DNA byla
provedena fenol-chloroformovou extrakci a pomoci separacnich mikrokolonek (Qiagen). Elucni objem byl v obou pripadech
50 pl. Extrakty byly charakterizovany spektrofotometricky, fluorimetricky, elektroforeticky a z hlediska ucinnosti nasledné
PCR amplifikace.

DNA byly izolovany z viasovych korinkd. V8echny typy extraktt mély uspokojivou Gistotu (mediany v rozmezi 1,7—1,9). Podil
nefragmentované DNA ve vzorcich ziskanych mikrokolonkovou metodou byl témér dvojnasobny v porovnani s fenolovou
extrakci. Procentudlni zastoupeni nefragmentovanych molekul klesal podle biologického zdroje v nasledujici fadeé: krev
(73,3 %) > bukalni sliznice (63,5 %) > mocovy sediment (31,3 %) > nehty (25,3 %) > vlasy (20,4 %). Amplifikacni U¢innost
u extraktl z periferni krve, bukalniho stéru a mocového sedimentu byla vy3si nez u extraktd z nehtd a viasu.

Zavér: V8echny analyzované extrakty pochazejici z krevnich bunék, bukalni sliznice, mocového sedimentu, nehtd a viast
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SUMMARY

Beranek M., Hegerova J., Drastikova M.: , Alternative“ biological material for routine analysis of nucleic acids
- validation of the pre-analytical phase of DNA testing

Objective: Results of DNA testing depend in many cases on the type of biological material used for extraction of nucleic
acids. The aim of the study is to compare properties of DNA extracts prepared using two different isolation procedures from
buccal cells, urine sediment, nails, hair roots, and peripheral blood cells.

Material and Methods: Biological material was collected from 24 volunteers at median age of 31 years (range 25-54 years).
Phenol-chloroform extraction and spin microcolumn extraction method (Qiagen) were used for DNA isolation. In both the
procedures, the elution volume was 50 pl. The extracts were characterized optically (UV spectrophotometric and fluorimet-
ric analyses), electrophoretically, and by PCR amplification efficiency.

Results: The highest DNA concentrations were found in extracts from peripheral blood and buccal cells; the lowest DNA
concentrations were in hair extracts. All types of the extracts had acceptable purity (medians 1.7-1.9). The content of non-
fragmented DNA molecules in the microcolumns extracts was almost twofold higher in comparison to the phenol ones.
The percentages of non-fragmented DNA decreased as follows: blood (73.3 %) > buccal cells (63.5 %) > urine sediment
(81.3%) > nails (25.3 %) > hair roots (20.4 %). The amplification efficiency in the peripheral blood, buccal swab, and urine
extracts was significantly higher than in the nail and hair extracts.

Conclusion: All analyzed DNA extracts received from blood, buccal cells, urine sediment, nails, and hair roots provided
a sufficient number of integral DNA molecules for following DNA testing. The best quality of DNA was found in extracts from
blood and buccal cells (high concentrations and purity, low degree of fragmentation, and high efficiency of amplification for
either short or long PCR amplicons).
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Uvod

Molekularné biologické analyzy nukleovych kyselin
(NK) patfi jiz dvacet let k laboratornim metodam, které
umoZznuiji u fady lidskych chorob jejich rychlou diagnos-

tiku, pomahaiji pfi predikci vhodné terapie a kontroluji

Ucinnost 1écebného procesu. Vypovédni hodnota vy-
sledku DNA analyzy je vSak do zna&né miry zavisla na
typu pouzitého biologického materidlu a viastnostech
extraktu NK.

K ,tradi¢nim* biologickym materialdm pro vySetreni
lidské DNA patfi vzorky nesrazlivé Ziini krve ve stan-
dardnich odbérovych zkumavkach nebo ve formé krev-
nich skvrn vsaknutych do vrstvy vhodného nosice (tzv.
Guthriho karticky) [1]. Bézné se pouzivaji také sternalni
punktaty, zejména pro DNA diagnostiku v onkohema-
tologii, bioptické vzorky pfislusné tkané (nejCastéji ja-
terni, plicni nebo stfevni), chirurgické resekaty pro vy-
Setfeni DNA v onkologii, plodova voda pro prenatalni
diagnostiku a fixovana tkan v parafinovém bloCku pro
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molekularné patologickou analyzu [2—-6].

K molekularné biologickému vysetfeni Ize vSak DNA
ziskat i z jinych, ,alternativnich®, biologickych materia-
I (ABM). Mezi tyto materidly patii biologické tekutiny
— moc [7-8], sliny [9], bronchoalveoldrni lavaz, pleural-
ni vypotky, ejakulat, cervikalni hlen [10], krevni plasma
a krevni sérum [8, 11-15]. Zdrojem DNA mohou byt
také vzorky stolice [16], stéry z bukalni sliznice [17-18],
viasy [19] nebo nehty [20]. Vybér materidlu zavisi na
jeho dostupnosti a na ucelu provadéné DNA analyzy.

Vzhledem k omezenému mnozstvi odebiranych
vzorkl (poctem i objemem) je u ABM obtizné optima-
lizovat a validovat preanalytickou fazi molekularné bio-
logickych vySetfeni, pfedevSim pouzité extrakeni pro-
cedury. Gilem naSi prace je porovnat viastnosti DNA
extraktl ziskanych dvéma rdznymi izolaCnimi postupy
z bunék bukalni sliznice, mocového sedimentu, nehtd,
vlasovych kofink( a perifernich krevnich bunék.

Material a metody

Biologické vzorky poskytli 24 dobrovolnici (12 zen
a 12 muzd, median véku 31 let, vékové rozpéti souboru
25-54 let) na zakladé informovaného souhlasu s DNA
analyzou. K extrakci bylo pouzito 15ml modi (prvni ran-
ni odbér), nehty dolnich koncetin 0 hmotnosti nejméné
0,1g, stér z bukalni sliznice, dvanéact viasl s viasovymi
kofinky a 3ml nesrazlivé EDTA krve. VeSkery biologicky
materidl byl odebran tak, aby nedoSlo ke kontaminaci
vzorku bunkami jiného jedince (sterilni odbérovy plast
na jedno pouziti, manipulace se vzorky v jednorazo-
vych latexovych laboratornich rukavicich, sterilni nlizky,
skalpely, pipetovaci SpiCky a laboratorni mikrozkumav-
ky na jedno pourziti). Po odbéru byl material uloZzen do

chladnice a izolace DNA byla provedena vzhledem K jeji

stabilité nejpozdeji do 24 hodin po odbéru [21].

Izolace DNA pomoci fenol-chloroformové extrakce

K izolaci DNA byla pouZita standardni extrakeni pro-
cedura [22] a definované mnozstvi pfislusného biolo-
gického materialu: mocovy sediment ziskany ze 7,5ml
moce; 0,05g nehtl nastfihanych na délku 2-3mm;
jeden odbérovy tampdn (FLOG Swabs, Copan Dia-
gnostics, Murrieta, USA) s bunkami bukalni sliznice;
Sest vlasl zkracenych na délku 1cm s viasovymi ko-
finky a 200 pl Zilni krve. Biologicky material byl smichan
s 300 pllyza¢niho pufru (0,1 mol/I NaCl, 10 mmol/I TRIS,
1 mmol/l EDTA; pH 9,0), 40 ul proteinazy K (koncent-
race 10 mg/ml, Roche Diagnostics, Mannheim, SRN)
a 40 pl 10% roztoku laurylsiranu sodného. Nasledovala
inkubace této smési v termobloku pfi 56 °C po dobu
16 hodin. Poté bylo ke smési pfidano 500 pl fenolu puf-
rovaného na pH 6,7 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).
Po homogenizaci smési vortexovanim byla provedena
centrifugace pfi 10 000g po dobu 10 minut pfi 4 °C.
Vodna faze byla pfidana k 500 pl smési chloroformu
a isoamylalkoholu (24:1, Sigma-Aldrich) a nasledovala
centrifugace za vySe uvedenych podminek. Vodna faze
byla poté pfenesena do zkumavky s obsahem 250 pl 3
mol/l roztoku octanu sodného (pH 5,2) a 700 ul 96 %

ethanolu. Z této smési byla DNA precipitovana po dobu
30 minut pfi teploté -20 °C. Po nasledné dvacetiminu-
tové centrifugaci byla ziskana peleta DNA oplachnuta
700 pl 70 % ethanolu a vysuSena pfi pokojoveé teploté.
V poslednim kroku byla DNA rozpu$téna v 50 ul demi-
neralizované vody.

Izolace DNA pomoci separac¢nich mikrokolonek

K izolaci byla pouzita souprava DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Hilden, SRN) podle doporuceni vyrobce pro
extrakci DNA z pfislusnych tkani. Biologicky materiél
byl pouzit ve stejném mnozstvi jako u predesiého typu
izolace. Po lyze bunék pfisluSnymi lyza&nimi pufry v pfi-
tomnosti proteindzy K (Qiagen) byla smeés prenesena
na separacni mikrokolonku. Nasledovalo promyvani
komerénimi pufry AW1 a AW2, a poté eluce DNA po-
moci AE pufru (50 pl).

Opticka charakteristika DNA extrakti

K urCeni koncentrace a Cistoty ziskané DNA byly
pouzity 2 pl kazdého extraktu. Spektrofotometricka
analyza v UV oblasti byla provedena na pfistroji Nano-
drop ND-1000 (Thermo-Scientific, USA). DalSich 10 pl
kazdého extraktu bylo smichano s roztokem Quant-iT
dsDNA BR Reagent podle pokyn( vyrobce (souprava
Quant-iT dsDNA BR Assay Kit, Invitrogen, Eugene,
USA) a analyzovano fluorimetricky na pfistroji Qubit (In-
vitrogen). Fluorescencné tak byla zjiSténa koncentrace
celistvych, nefragmentovanych DNA molekul.

Elektroforéza DNA extraktt

Integrita DNA v extraktech byla hodnocena elektro-
foreticky na 1% agarosovém gelu s ethidiumbromidem.
Do kazdé jamky byl pipetovan objem extraktu odpovi-
dajici mnozstvi 2 ug DNA. Elektroforéza probihala pfi
80 V po dobu 90 minut.

Hodnoceni uéinnosti amplifikace DNA
pFi real-time PCR a standardni PCR

Pro real-time PCR byla pouzita souprava Factor
V Leiden Kit (Roche Diagnostics) podle instrukci vy-
robce. Amplifikace probihala v pfistroji LightCycler 1.5
(Roche Diagnostics). Mnozstvi DNA pfidavané do re-
akéni smési bylo 10 ng. PCR produkt mél délku 222
bp. PFfi hodnoceni uginnosti real-time PCR byl pro kaz-
dy extrakt ur¢en cyklus PCR, ve kterém nar(stajici flu-
orescence produktl ve sklenéné kapilare protala mez
detekce pouzité vySetfovaci metody (crossing point,
CP). Cim niz&i byla hodnota CP, tim vys&i u&innosti
amplifikace bylo dosazeno.

Pro hodnoceni ucinnosti PCR pfi tvorbé dlouhych
amplikond byla pouzita standardni PCR amplifikace
v genu pro apolipoprotein B (apoB gen). Sekvence pri-
merl 5" ATG GAA ACG GAG AAATTATG 3"a 5 CCT
TCT CAC TTG GCA AAT AC 3 byly navrzeny tak, aby
pokryvaly oblast variabilniho poc¢tu tandemovych repe-
tic (VNTR) v blizkosti 3" konce genu. Dosud provedené
studie odhalily v lidské populaci dvanact délkové riiz-
nych alel, které pfi PCR tvofi produkty o délce mezi 570
a 900 bp [23]. Reakéni smés o objemu 25 pl obsaho-
vala 1x koncentrovany PCR pufr; 1,5 U Taq Takara po-

32

Klinicka biochemie a metabolismus 1/2012



lymerazy; 0,2 mmol/l kazdého z deoxynukleotidd (vSe
Takara, Otsu, Japonsko); 0,8 umol/l obou primert (Ge-
neri Biotech, Hradec Krélové, Ceska republika) a 50 ng
DNA. Amplifikace byla provedena v termocykléru ABI
2720 (Applied Biosystems, Foster City, USA) za téchto
teplotnich podminek: Uvodni denaturace 10 minut pfi
95 °C, po které nasledovalo 30 cykld PCR (denaturace
pri 95 °C 1 minuta, hybridizace primer( a polymerace
pfi teploté 58 °C 6 minut). PCR produkty byly nasledné
hodnoceny elektroforeticky na 2% agarosovém gelu
s ethidiumbromidem, separace v horizontalnim uspo-
fadani probihala pfi 100 V po dobu 2,5 hodiny.

Statisticka analyza

Vysledky v tabulce 1 jsou vyjadfeny jako mediany
a rozpéti dat v kazdé z hodnocenych skupin. Statistic-
ké hodnoceni dat bylo provedeno pomoci Wilcoxon-
Whiteova poradového testu. Jako referenéni skupina
byly vybrany extrakty z periferni krve ziskané mikroko-
lonkovou metodou. Hodnoty v grafech jsou vyjadfeny
jako prlméry a smérodatné odchylky. Statisticka vy-
znamnost je hodnocena pomoci Studentova t testu. Za
statisticky vyznamné byly povazovany zmény na hladi-
né spolehlivosti P<0,05.

Vysledky

Optické charakteristika DNA extrakt( v UV oblasti
ukazala, Ze fenolova extrakce poskytuje vyssi koncent-
race DNA molekul nez pouzita mikrokolonkova metoda.
Z tabulky 1 (sloupec 3) je patrné, zZe v pfipadé bukalnich
stér, nehtl a vlast byly rozdily v koncentracich vice
nez dvojnasobné. Nejvyssi mnozstvi DNA obsahova-

ly extrakty z bunék periferni krve (median koncentrace
u fenolové extrakce 104,0 ng/ul; u mikrokolonek 78,8
mnozstvi DNA bylo izolovano z viasovych korinkd (15,7
ng/ul; 6,4 ng/ul). Porovnanim koncentraci DNA v ex-
traktech ziskanych z ABM a z periferni krve byly zjisténé
rozdily hodnoceny jako statisticky vyznamné.

VSechny typy extraktli mély uspokojivou Cistotu
(mediany kolisaly v rozmezi 1,7-1,9), a to nezavisle na
pouzité izolaci (Tabulka 1, sloupec 4). Ve skupinach
extraktl pochazejicich z mocového sedimentu, neht(
a vlast bylo zaznamenano Sirsi rozpéti dosazenych
hodnot nez u extraktl z krve a z bukélni sliznice.

Integrita DNA v extraktech byla zavisla na druhu
pouzitého biologického materidlu a zvolené extrakeni
procedure (Tabulka 1, sloupce 5 a 6). Podil nefragmen-
tované DNA ve vzorcich ziskanych mikrokolonkovou
metodou byl témér dvojnasobny v porovnani s fenolo-
vou extrakci. Nejvy3si podil nefragmentované DNA pfi
pouziti mikrokolonek mély extrakty z periferni krve (me-
dian 73,3 %) a bukalni sliznice (63,5 %). Procentualni
zastoupeni nefragmentovanych molekul klesalo podle
biologického zdroje v nasledujici fadé: krev > bukalni
sliznice > mocovy sediment > nehty > vlasy. Rozdily
ve fragmentaci DNA v extraktech z nehtl a viast ne-
byly statisticky vyznamné. Pfitomnost znacného podilu
fragmentovanych molekul v extraktech z mocového
sedimentu, neht( a vlasti demonstruje provedend elek-
troforéza DNA (obr. 1).

Integrita DNA byla nasledné hodnocena z hlediska
ucinnosti provedené PCR amplifikace. P¥ireal-time PCR
s amplikony o délce 222 bp nebyly shledany statisticky
vyznamné rozdily v hodnotach CP u extraktd z periferni
krve (median 27,9 pro fenolovou extrakci a 28,3 pro

Table 1. Optical characteristics of DNA in extracts. The values are expressed as medians and ranges. DNA extracted from
peripheral blood cells by spin microcolumns was used as a reference group. Abbreviations used in the table: CP: crossing
point; a: P<0.001; b: P<0.01; c: P<0.05; ref.: reference group.

Biological Extraction DNA concentration | DNA purity | Non-fragmented | Non-fragmented CP value
material procedure (ng/ul) Aseo ! Aogo DNA (ng/pl) DNA (%)
Buccal Phenol-chloroform 89.2 1.9 28.0 31.3 28.6
cells (19.6 - 167.3) (1.8 -2.0) (5.4 -93.6)2 (2.2-94.8)2 (271 -31.2)
Buccal Microcolumns 31.7 1.9 19.3 63.5 28.3
cells (9.8 -72.5)2 (1.6-2.1) (8.4 - 56.5)2 (27.0 - 83.3)2 (27.7 - 30.4)
Urine Phenol-chloroform 27.0 1.7 6.3 18.8 29.0
sediment (2.3-430.6)2 (1.0-1.92| (0.1-143.6)° 0.6-41.1)a (24.8 - 40.2)
Urine Microcolumns 14.7 1.7 6.8 31.3 28.5
sediment (8.7-183.39)2 (1.0-1.9)2 (0.1 89.6)2 (2.2-94.8)2 (27.5-34.7)
Nails Phenol-chloroform 83.2 1.9 7.7 10.0 31.6

(5.4 - 455.9) (1.6 - 2.0) (1.1-35.0)2 (5.3-34.92 (80.4 - 39.6)2
Nails Microcolumns 20.2 1.5 4.6 25.3 31.3

(2.9-79.1)2 (1.0 - 2.0)2 (1.0-41.2)2 (7.1 -65.2)2 (29.3 - 32.8)2
Hair Phenol-chloroform 15.7 1.7 1.0 10.6 31.0

(1.8-444.7)2 (0.8 -2.0)2 (0.1 -67.9)2 (1.8-28.4)2 (28.8 - 40.8)2
Hair Microcolumns 6.4 1.8 1.0 20.4 29.9

(8.0-74.2)2 (1.4-2.2)° (0.1 -30.6)2 (2.3-41.2)2 (28.2 - 40.6)2
Blood Phenol-chloroform 104.0 1.8 45.9 41.2 27.9

(58.1 - 302.3)° (1.7-1.9°| (29.4-120.8)° (17.3-62.5)2 (26.7 - 29.7)

Blood Microcolumns 78.8 1.9 56.8 73.3 28.3
(ref) (47.0 - 146.3) (1.8 -2.0) (32.4 - 120.8) (62.5 - 89.4) (27.3 - 29.8)
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Fig. 1. Horizontal electrophoresis of DNA samples on 1%
agarose gel with ethidium bromide. DNA Molecular Weight
Marker XIV Roche (lines 1 and 12); DNA from buccal swabs
extracted by phenol procedure (PP, line 2) and spin micro-
columns (SM, line 3); urine sediment DNA extracted by PP
(line 4) and SM (line 5); DNA from nails extracted by PP (line
6) and SM (line 7); DNA from hair extracted by PP (line 8) and
SM (line 9); blood cells DNA extracted by SM (line 10) and
PP (line 11).

mikrokolonky), bukalniho stéru (28,6; 28,3) a mocoveé-
ho sedimentu (29,0; 28,5). V extraktech z neht( a vias(
byly hodnoty CP signifikantné vyssi nez u vyse zming-
nych materidld (31,6; 31,3 pro nehty a 31,0; 29,9 pro
vlasy; P<0.001). PFi totoZném mnozstvi DNA templatu
pouzitém v reakénich smésich (10 ng) tento fakt svedci
o nizsi ucinnosti amplifikace u téchto typl extraktd (Ta-
bulka 1, sloupec 7 a obr. 2).

Pro tvorbu dlouhych amplikon( byla pouzita VNTR
oblast apoB genu. Jak ukazuje pfiloZeny elektrofore-
ogram PCR produktl jednoho z proband( (obr. 3),
nizka mira amplifikace v extraktech z nehtd a vlas(
se projevila slabou fluorescenci amplikond na gelu
(drahy 8 a 9).
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Fig. 3. Horizontal electrophoresis of PCR products of the
apoB gene on 2% agarose gel with ethidium bromide. DNA
Molecular Weight Marker XlIl Roche (line 1); DNA from buccal
swabs extracted by phenol extraction procedure (PP, line 2)
and spin microcolumns (SM, line 3); DNA from urine sediment
extracted by PP (line 4) and SM (line 5); DNA from blood cells
extracted by PP (line 6) and SM (line 7); DNA from nails (line
8) and hair (line 9) extracted by PP.

Diskuse

Stabilita struktury DNA molekul je zavisla na plso-
beni fyzikalnich (teplota, zareni, stari vzorkd, pocet pro-
vedenych zamraZzeni a rozmrazeni), chemickych (pH
a iontova sila) a biologickych (pfitomnost degradacnich
enzymd, deoxyribonukleéz) faktor( pfi zpracovani bio-
logického materidlu, extrakci a manipulaci s DNA,
a rovnéz pfi nasledném skladovani.

V nasi studii byl kazdy extrakt charakterizovan z hle-
diska koncentrace DNA, dosazené Cistoty (spektrofo-
tometricky v UV oblasti), stupné fragmentace DNA (flu-
orescencné a elektroforeticky) a Ucinnosti amplifikace
pfi standardni a real-time PCR.

Pri fenolové extrakci z jakéhokoliv biologického
zdroje DNA standardné rozpoustime v 50 pl demine-
ralizované vody. U pouzitého mikrokolonkového ex-

000 -

Bl | [ | |
o 2 4 & g

I L e e R R | | I . | I I I 1
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 35 40 42 44 456 48 S0 52 54 56
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Fig. 2. Real-time PCR (Factor V Leiden Kit Roche) amplificability of DNA extracted by spin microcolumns from blood cells (solid
line), buccal swabs (broken line), urine sediment (dotted line), nails (double-dot-and-dashed line), and hair (dot-and-dashed

line). No template control (NTC) was included in each run.
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trak¢éniho systému vyrobce doporucuje upravit objem
eluéniho pufru podle typu a mnozstvi biologického
materialu a podle predpokladaného mnozstvi eluova-
né DNA. Pro ucely studie jsme proto nejprve ovérovali,
zda niz8i objem elu¢niho AE pufru ovlivituje koncentra-
ce DNA v extraktech z ABM. Na obr. 4 a 5 jsou znazor-
nény zavislosti koncentrace DNA v jednotlivych typech
extraktl na objemu pouZitého eluéniho pufru v rozsahu
50-150 pl. Prestoze vytézek DNA spiSe klesal se zvy-
Sujicim se objemem pufru, zmény v koncentracich DNA
nebyly v pripadé bukalniho stéru ani viasd statisticky vy-
znamné. V pripadé mocového sedimentu a nehtl bylo
pfi eluénim objemu 50 pl dosazeno vyznamné vySSich
koncentraci DNA nez pfi objemu 150 .
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30,0 4 246+14
25,0 1
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15,0 4

10,0 ~

DNA concentration (ng/pl)

5,0 1

0,0 T T

Jak vyplyva z nasich vysledkd, extrakce fenolem
poskytuje vySSi koncentrace DNA nez mikrokolonko-
va extrak¢ni metoda. Na druhou stranu, délky centri-
fugace, pouziti organickych rozpoustédel, eluce DNA
do demineralizované vody a celkovy &as procedury
mohou u fenolové extrakce ovlivnit integritu extraho-
vanych DNA molekul, a to nezavisle na pouzitém bio-
logickém materidlu. Podil fragmentované DNA u fe-
nolové extrakce byl v nasi studii dvojnasobny oproti
testované mikrokolonkové metodé. Nejmarkantngji
je tento vliv patrny u extraktd z vlast a nehtl, kde
jsou vytézky DNA nesrovnatelng niz8i nez u jinych
biologickych materidl(. Jiné extrakéni postupy, na-
priklad vysolovani [24] nebo extrakce DNA pomoci
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Fig. 4. Concentrations of DNA in extracts according to the volume of the elution buffer (AE Buffer, Qiagen). Solid line: DNA
from buccal swabs; broken line: urine sediment DNA. The values are expressed as means and standard deviations. * P<0.01;

**P<0.05.
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Fig. 5. Concentrations of DNA in extracts according to the volume of the elution buffer (AE Buffer, Qiagen). Solid line: DNA from
nails; broken line: hair DNA. The values are expressed as means and standard deviations. ** P<0.05.

Klinicka biochemie a metabolismus 1/2012

35



magnetickych ¢astic, mohou byt vici DNA Setrnéjsi
nez fenolova extrakce.

V dalSi ¢asti experimentu jsme hodnotili istotu DNA
extraktl. Prestoze mediany distoty byly pro v8echny
ABM prijatelné, u modového sedimentu, nehtl a via-
sl byly pozorovany individudlni pripady, kdy nizka &is-
tota extrakt( v rozmezi 1,0-1,5 ovlivnila nejen rozpéti
hodnot kolem vypoditanych mediand, ale i amplifikacni
je zvySeny obsah protein( a dalSich latek pritomnych
v nehtech (keratin, mikroorganismy a jejich produkty),
ve vlasech (keratin, melanin, latky obsazené v umélych
vlasovych barvivech) a v mocovém sedimentu (protei-
nurie, produkty endogenniho ¢i exogenniho metabolis-
mu, apod.).

Extrakty DNA ziskané z r(izného biologického materi-
alu se vzajemné lisily obsahem nefragmentovanych mo-
lekul DNA. Integrita DNA ziskana z bukélniho stéru byla
srovnatelna s DNA pochazejici z periferni krve, a to neza-
visle na pouzité extrakéni metode. Podil nefragmentova-
né DNA v extraktech z mo&ového sedimentu byl oproti
krvi a bukalni sliznici asi polovi¢ni. Méné vhodnymi ABM
pro molekularné biologickou analyzu jsou viasové kofinky
a nehty, a to nejen kvili nizkym vytézkdm DNA, ale také
pro vysoky stupen jeji fragmentace. Proces fragmentace
podminuje expozice vlast a nehtd vnéjsim viivim, véet-
né pUsobeni nukledz, dale vyssi zastoupeni mrtvych bu-
nék v obou typech materidlu a vysoky obsah melaninu
ve viasech, jak bylo popsano dfive [18-19]. Predpokla-
dame, ze tyto faktory budou mnohem vyznamngji ovliv-
novat stabilitu RNA molekul, a Ze pouziti viast, nehtd, ale
i mocCi bude pro analyzu genové exprese v téchto ABM
velmi problematickeé.

Fragmentace DNA se odrazila v U¢innosti provede-
nych PCR amplifikaci. Vysokou ucinnost PCR mély ex-
trakty pochazejici z krve a z bukalni sliznice. Podobné
Udaje byly publikovany i jinymi autory [17-18]. Pomérné
dobrou amplifikacni ucinnost mély také extrakty z mo-
¢ového sedimentu.

Moc je jako biologicky materidl pouzivana pro vy-
Setfovani jak bunédénych, tak volné cirkulujicich DNA
molekul [25]. Navzdory pomérné dobrym vytézkim
a amplifikadni ucinnosti PCR nejsou mocovy sediment
ani mo¢ piilis vhodné materidly pro extrakci DNA. D0-
vodU je pro to nékolik. Prvnim z nich je mozZnost kon-
taminace DNA vzorkem jiného jedince: pohlavnim sty-
kem [8], sdilenim hygienickych pomdcek a zafizeni,
nesterilitou odbérovych nadobek, manipulaci s modi pfi
pripravé mocového sedimentu, apod. Dal$im ddvodem
je mozna pritomnost bakterii v moci, zejména u osob
s infekcemi ledvin a mocCovych cest. Bakterie mohou
nejen interferovat svou NK pfi zjiStovani optickych cha-
rakteristik lidské DNA, ale obsahuji téz pomérné boha-
tou enzymovou vybavu pro degradaci jakékoliv nukle-
ové kyseliny na kratsi fragmenty [25]. Tretim dlvodem
proti rutinnimu pouzivani DNA z modi je mozna inhibi-
ce ucinnosti PCR pfitomnymi katabolity endogenniho
a exogenniho plvodu. Velmi podobné interference Ize
oCekavat napfiklad i pfi extrakci DNA ze vzorku stolice,
tedy materidlu testovaného v ramci molekularné biolo-
gické diagnostiky kolorektalniho karcinomu [16].

Vzhledem k nizkému vytézku, Cistoté DNA i jeji
fragmentaci jsou nejméné vhodnymi ABM nehty a via-
sové korinky. Jak ukazala PCR amplifikace kratkych
i dlouhych produktd, pfi vhodné optimalizaci manual-
nich extrak&nich metod je v8ak v nékterych pripadech
mozno pouzit i tyto biologické materidly k diagnostic-
kym uceldm.

V nasi studii byly hodnoceny biologické materidly,
pro které zatim nebyly vyvinuty univerzainé pouzitelné
pracovni protokoly vyrobct automatickych extrakénich
systémU (to plati zejména pro nehty a viasy). Technicky
obtiznou &asti automatizace je v pfipadé ABM rozdilna
pfiprava biologického materialu, podminky a Casy ne-
zbytné pro kompletni lyzu bunék, rozdiiny obsah pro-
tein a dalSich balastnich latek, a také vysledné mnoz-
stvi eluované DNA.

Zaveér

VSechny analyzované extrakty pochazejici z krev-
nich bunék, bukalni sliznice, moCového sedimentu,
neht( a viast poskytly dostatek DNA molekul k prove-
deni molekularné biologickych vySetfeni. Nejvhodnégj-
Simi biologickymi materialy, které byly testovany, jsou
krevni bunky a bunky bukalni sliznice. Z nich pfipra-
vené extrakty mély nejvyssi koncentraci a Cistotu DNA

degradované DNA a nejvySSi uCinnost amplifikace krat-
kych i dlouhych amplikond.
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