Posouzeni vhodnosti izolacnich postupt u alternativnich biologickych
materiali a srovndni vytéZnosti DNA v zavislosti na podilu fragmentované a
nefragmentované DNA
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Béznymi biologickymi materialy uZzivanymi k vysetreni v molekuldrné biologické
laboratofri jsou:
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*plna nesrazliva krev
*kostni dren

*plodova voda
*kultivované amniocyty
*nativni tkan
*parafinové blocCky

K izolaci DNA se vyuzivaji tri zakladni izolacni metody

*|zolace DNA pomodci kitu firmy Qiagen
*Fenol-chloroformova extrakce
*Magnetické partikule (pFistroj MagnaPure, Roche)

Izolacni metoda je vybirana podle typu vysetreni, které bude v biologickém materidlu

provadéno o



Cil studie:

* ovéreni moznosti vyuziti alternativniho biologického materidlu (ABM)
pro bézna rutinni vysetreni lidského genomu molekularné
biologickymi metodami

* optimalizace vstupniho mnozstvi DNA z ABM pro jednotlivé aplikace
molekularné biologickych metod

* odhad rozsahu fragmentace DNA v zavislosti na pouzitém biologickém
materialu a zpusobu izolace



Biologicky material uzity ve studii:  bukalni stér
vlasovy korinek
nehty z dolnich koncetin
vzorek moce
krevni skvrny

Biologicky material 8 anonymnich darct byl izolovan dvéma riiznymi
pracovnimi postupy:

* modifikované mikrokolonkové extrakéni postupy (Qiagen)
* fenol-chloroformova extrakce

Vyhodnoceni kvantity a cistoty DNA bylo provedeno:

* spektrofotometricky v UV oblasti (260 a 280 nm, NanoDrop
1000, Thermo Scientific)

* fluorimetricky - Qubit (Invitrogen)



V ramci této studie byla odzkousena i izolace DNA z krevnich skvrn

Krev od anonymnich darct byla nakapdna na dva druhy materialQ:

* filtracni papir
* latkova plena

K izolaci krve (zaschlé po dobu 48 hodin) byla pouzita:
* izolace podle navodu pro krevni skvrny s ATL pufrem (Qiagen)

* modifikovana izolace s PBS pufrem
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VytéZek DNA v ug/ml Izolace mikrokolonkova extrakce (Qiagen)
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VytéZzek DNA v ug/ml Fenol-chloroformova extrakce

nehty

vlasy

bukalni stér

MocC

~ Nanodrop
H Qubit



25

20

15

10

VytéZzek DNA v ug/ml - izolace krevni skvrny
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DNA fragmentace zpiisobenad ucinkem DNazy | in vitro

Vzorek C. MXi 1 2 3 4 5 6 /7 8 9 10 11 12 13 14 15
DNaza | (U / rci) 0,01 0,01 0,1 0,1 1
Inkubace 37 °C (min) 0O 2 4 12 14 16 2 4 6 12 14 16 8 10 12
Nanodrop (ng/ul) 226 205 211 205 211 218 232 226 233 234 232 237 236 240 241
Qubit (ng/ul) *50 2,2 1,8 1,7 1,8 1,7 1,7 1,2 11 1,1 1,1 11 1,0 0,3 0,2 0,2
% fragmentace 51 56 59 56 60 61 74 76 76 76 76 79 94 96 96



Vhodnost (integrita) DNA z ABM pro klinické aplikace molekularné
biologickych metod byla ovérena

» amplifikaci ¢asti genu pro faktor V krevniho srazeni (Factor V Leiden Kit, Roche)

* hodnocenim produktt na 3,5 % Metaphor agarosovém gelu (gen pro amelogenin)

 pomoci fragmentacni analyzy (geneticky analyzator ABI 3130, Applied Biosystems)
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Gen pro amelogenin
(106 bp chromosom X, 112 bp chromosom Y)
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3 Nehty Q

ABM — 4 Nehty F
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1-4 izolace Q

5-8 izolace s PBS
Krevni skvrny

Pro PCR bylo

pouZito vidy
2 ul DNA extraktu



Fragmentacni analyza 1 mot
/analyza téhoz jedince/

1 e e e e o . . T

87 (1717140 11111

7 EE HOE
[ (5 =] Loy




Fragmentacni analyza
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Zavery

Nase studie prokdzala moznost vyuziti DNA z alternativniho biologického
materialu pro rutinni klinicka vysetreni lidského genomu

Optimalizaci izolacnich postupt Ize z ABM ziskat DNA vhodnych analytickych
parametri

Pro efektivitu PCR je dileZité nejen mnoZstvi priddvaného DNA templdtu, ale i
stupen jeho fragmentace

Ze srovnani obou izolacnich metod vyplyva, Ze fenol- chloroformova extrakce
poskytuje vyssi vytézek DNA, ale DNA je zrejmé vice fragmentovanad nez pri
mikrokolonkové izolaci (Qiagen)
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