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ABSTRACT

In 2007 we acquired a project ,,Education expansion by a course of molecular isolation
techniques for students of Mendel University of Agriculture and Forestry in Brno* from grant
agency of Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech Republic. The aim of this
project is to familiarize the students of bachelor, master and Ph.D. degree at Mendel
University of Agriculture and Forestry in Brno (MUAF) with the recent knowledge from the
field of molecular isolation techniques. This report summarizes workflow of arrangement of
our project. We chose the representative samples of the kits that were currently on the market.
We compared different techniques of isolation RNA, DNA from different samples. Our
results suggest that testing of kits before work with samples is important. The results vary in
dependence on using of kits and systems. There were not found any differences between kits
for nucleic acid witch were used for isolation from blood and milk. DNA from muscles and
fat tissue was isolated more efficiently by kits determined only for DNA isolation, than kits
for isolation DNA and RNA at the same time. For RNA isolation the kits based on phenol-
chlorophorm methods were the best. The results of this project will be exploited for choice of
suitable isolating kits used for education and also research.
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UvVoD

Vysledky prispévku jsou soucasti piiprav vzdélavaciho semindie, ktery bude
usporadan pro studenty programii Zootechnika a VSeobecné zemédélstvi v bakalarském,
magisterském 1 doktorském typu studia. V prvni fazi projektu byl vytipovan reprezentativni
vzorek kit vyskytujicich se momentalné na trhu. Pii vybéru byl kladen dlraz na riznorodost,
casovou naro¢nost a v neposledni fadé na cenu kitu. Zvoleny byly jak kity vyuzivajici
rozdilné rozpustnosti (Chomczynski, 1993), tak kity vyuzivajici absorpcni schopnosti
deoxyribonukleové (DNA) a ribonukleové (RNA) kyseliny (Vogelstein a Gillespie, 1979).
Jednim z dulezitych faktort pii laboratorni praci je Cas, proto byly do testu zahrnuty i kity s
ozn. ,.fast“ nebo ,,quick.” Podobné testovani vhodnosti pouzivanych reagencii a metodik by
m¢élo patfit k bézné praxi laboratofe.

MATERIAL A METODIKA

Jako experimentalni material pro izolaci DNA a RNA byly pouZity krev a mléko a
dale svalova a tukova tkan, a to z divodu jejich velké rozdilnosti. Vzorky krve a mléka byly
uchovany v nativnim stavu pii -20 °C, vzorky tkani pak v RNAlater (QIAGEN, Hilden,
Germany) taktéZ pii -20 °C. Z divodu potieby vétsiho mnozstvi referencnich vzorka byl
proveden tzv. pooling vzorkd. To znamend, Ze z vice vzorki jedné tkdn€ byl vzdy vytvoien
smésny vzorek, ktery byl pouzit pro veSkeré analyzy. Homogenizace svalové a tukové tkané
probihala v homogenizatoru FastPrep FP 120 (ThermoSavant).

Pro testaci byly zvoleny kity rtiznych firem urcené jak pro samostatnou izolaci DNA
nebo RNA, tak pro ziskdni obou nukleovych kyselin soucasné. Pouzity byly systémy
kolonkové i bezkolonkové (fenol-chloroformova izolace). Prace byla vzdy provadéna podle
standardniho protokolu bez uvadénych optimalizaci.

Koncentrace a Cistota ziskanych izolati byly detekovany spektrofotometricky na
piistroji GeneQuant (Pharmacia Biotech). Kvalita nukleovych kyselin byla ovéfena na 1%
agarozovém (DNA) respektive denaturatnim  polyakrylamidovém (RNA) gelu
(viz Obr. 1 a3). DNA byla dale testovana pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) s
pouzitim primerd pro gen EEFIA2 (F: 5 —GCAGATCAGCGCCGGCTACT -3/,
R: 3" — GCCGCTCTTCTTCTCCACGTTC - 5" ze sekvence TC281230). Teplotni profil PCR
reakce: 95 °C/2 min, 30 x (95 °C/20 s, 60 °C/30 s, 68 °C/1 min) 68 °C /7 min (viz Obr. 2).

VYSLEDKY A DISKUZE

Vtomto projektu je feSena problematika izolacnich postupli vyuZzivanych
v molekularni biologii. Bylo testovano deset kitli sedmi riznych spolec¢nosti. Jednalo se o
systémy kolonkové i bezkolonkové urcené jak k izolaci samostatnych nukleovych kyselin, tak
k izolaci obou kyselin v jednom postupu. Nékteré kity nabizely moZznost izolovat pouze
z t€lnich tekutin, nékteré pouze z tkané a u nekterych bylo mozno pouzit pro izolaci obojiho.



Jako hodnocené aspekty byly vybrany: metoda, cena, doba pottebnd pro izolaci a predevsim
ziskana koncentrace a Cistota izolatu (viz Tab. 1).

Pro izolaci DNA z krve a mléka byly pouzity shodné kity. Izolace DNA z krve byla
nejjednodussi a u vsech kit uréenych pro tuto izolaci bylo dosazeno dobrych vysledku jak
v ziskani DNA, tak i pfi jejim pouziti pro PCR reakci. Doba potiebna k provedeni izolace se
také vyznamné neliSila, rozhodujicim kritériem tedy byla vysledna koncentrace a Cistota a
pfedevsim cena kitu. Pfi izolaci DNA kitem urCenym k izolaci obou nukleovych kyselin
soucasn¢ byly vysledky spiSe neuspokojivé. DNA neni na gelu patrnd viibec, PCR produkt
pouze velmi slabg.

vvvvvv

spravny a shodny odbér somatickych bun¢k. Vysledky jsou proto vice variabilni. Pfesto ani
zde nebyly pfi vizualizaci DNA a PCR produktu mezi kity zjistény vyznamnéjsi rozdily.

wewvr

samostatnou izolaci DNA (vizObr.1a2 — vz. 17,18 a 25,26). U kitd pro izolaci obou
nukleovych kyselin bylo sice v nékterych ptipadech dosazeno vyssi koncentrace, ale za cenu
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Pro ziskani RNA se osvédcily kity zalozené na metodé fenol-chloroformové izolace.
Velmi kladné bylo hodnoceno vyrazné usnadnéni prace, jenz umoziuji nékteré spolecnosti
prostfednictvim dobré vizualizace vrstev, které je pfi tomto postupu nutno separovat.
Nevyhodou této metodiky, v porovnani s metodou kolonkovou, byla jeji vétsi cCasova
narocnost. Kvalita vysledné RNA a také pomérné niz$i cena kit vyuzivajicich metodu fenol-

wev

Casto vytézek ziskaného izolatu neptimo umérny jeho Cistote (viz Tab. 1).

ZAVER

V nasem projektu se prokazalo, ze existuji vyznamné rozdily nejen mezi odliSnymi
metodikami izolace nukleovych kyselin, ale i mezi produkty riznych spolecnosti. DalSim
zjisténim bylo, ze ne vzdy odpovidd vyssi cena vyssi kvalité. Tyto vysledky potvrdily
dilezitost obcasného testovani reagencii a metodik pouzivanych v laboratofich. Ziskané
vystupy naseho projektu budou pouzity jako voditko pti vybéru vhodnych izola¢nich kith
nejenom pro vyuku, ale i pro védecko-vyzkumnou ¢innost.
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DNA

vzorek krev mléko

kit 1 kit 2 kit 3 kit 4 kit 1 kit 2 kit 3 kit 4 **
oznaceni 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14
koncentrace (ug/ml) 31.9|44.8| 53 | 48,5 21 13.5 0 1.35 | 115 | 13 |[125] 27 | 15 |56.5
Cistota 86 | 82 | 77 | 745 | 93.5 | 105.5 * *| 60.5 | 80 [51.5(62.5| 66 [86.5

DNA

vzorek svalovina tuk

kit 4 kit 5 kit 6 kit 7 kit 4 kit 5 kit 6 kit 7
oznaceni 15 | 16 | 17 18 19 20 21 22 23 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30
koncentrace (ug/ml) 1.65| 21| 57| 385| 78.8|116.5 135| 92.8| 2.25| 21|35.5| 32315 3139.3/425
Cistota * *184.5 83 63 65| 55.5| 53.5 * *182.5|825| 52|64.5|60.5|59.5

RNA

vzorek svalovina tuk krev

kit 8 kit 9 kit 10 kit 8 kit 9 kit 10 kit 8
oznaceni 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14
koncentrace (ug/ml) 21.3|195| 317] 681 315 15 3.3 487955 35| 35| 25| 03| 0.3
Cistota 93.5| 103| 71 76 100 102] 112.5 105| 77.5| 64)|99.5 * * *

RNA

vzorek svalovina tuk krev

kit 4 kit 6 kit 7 kit 4 kit 6 kit 7 kit 4
oznaceni 15 | 16 | 17 18 19 20 21 22 23 24 | 25 | 26 | 27 | 28
koncentrace (ug/ml) 0| 84| 553|657.5| 287]|219.5 3 6.5| 35| 55|61.5| 3.3| 0.6
Cistota *189.5/91.5 92 97| 96.5 * *| 69.5|88.5|825[825| 73 *

Tab. 1: Souhrnna tabulka ziskanych vysledkd;

* hodnoty nebyly méritelné
** hodnoty nebyly méreny
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Obr. 2: PCR produkty



Obr. 3: Izolaty RNA



