USAGE OF CHITOSAN FOR DNA AND BIOLOGICAL SAMPLES
STORAGE

VYUZITI CHITOSANU PRO UCHOVANI DNA A BIOLOGICKYCH
VZORKU

Srubaiova P., Dvaak J.

Department of Animal Morphology, Physiology and @#rs, Faculty of Agronomy, Mendel
University of Agriculture and Forestry in Brno, Zédlsk& 1, 613 00, Brno, Czech Republic

E-mail: xsrubaro@mendelu.cz, dvorakJ@mendelu.cz

ABSTRACT

The main aim of this study was to find the apprajgriway of DNA or biological samples’
storage on chitosan medium (prepared by Food Reséastitute in Prague). While storing
these samples on chitosan, it should be possilitedp this material at the room temperature
for a long time. We tried to store the isolatedaait DNA, blood, milk, meat, sperm, saliva
and pieces of ears (all from livestock) on theadan in different thermal conditions to verify
the influence of the environment on the sampleityjudsolation was done using JETQUICK
Tissue DNA Spin Kit (GENOMED GmbH) and DNA was edted using TE solution.
Manipulation with the samples was very difficulbi@paring results of isolation or extraction
DNA in four different intervals, we obtained DNAi&ble for further analyses only from
archived tissues. To disprove the presumption that storing of biological materials
(especially DNA) on chitosan is useless, we decitted¢ontinue in this experiment with
another form of chitosan and direct the forthcomsigdies to find the fitting way of blood
and DNA storing.
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UvoD

V sowasné dob vyzkum snéiuje k metodam uchovani DNAipokojové teplot. Fi
tomto zmisobu uchovani je kladeniihz gedevsim na kvalitu DNA pro dalSi genetické
analyzy, coz ovlixiuje zejména doba skladovani. Mezi dalSi pozadawtf pkonomické a
prostorové hledisko. Na trhu se objevuje mnoho komieh produki jako nap. FTA card
nebo Whatman, které za&uwji uchovani plasmidové DNAfppokojove teplat. Ale tyto
metody jsou limitovany v jejich efektivnosti. | kilyjze DNA uloZenou naéthto papircich
uchovavat i pokojové teplat, doporuéuji se nizsi teploty, -15°C az -20°C, coz je velkou
finanéni nevyhodou.

Mezi zakladni poZzadavky pro ukladani a uchovani Dpei:
» Uchovani pi pokojové teplot bez degradace
» Jednoduchost metody
* Finartni nenaroénost
» Uchovani nejen DNA, ale i nagkrve, mléka, apod.
* Prostorova nenatoost

» Dostaténa kvalita DNA pro dalSi genetické analyzy

Jako velmi vhodny material se jevi chitosan. Jbitdogicky polymer, jenz se dnes
Siroce vyuzivan v medicén Je vhodny hlavhkviili své stabili¢ a biodegradabilt Pokud se
chitosan sloéi s kyselinou, tvii ve vod rozpustné soli, které jsou silipozitivré nabité a
diky tomu se vyboravaze s DNA, proteiny apod. S DNA vyt&hitosan silnou vazbu a tim
ji chrani.

Chitosan je velmi bezgay a nevykazuje zZadné vedlejginky. Po absorpci chitosanu
do zivého &la dochazi v lyzozomech k jeho degradaci na N-#glelyosamin, ktery je dale
vyuzivan khem syntézy glykoproteina zbytek je uvolény ve forng oxidu uhlgitého (Woo-
Chul et al, 2007. Diky svému unikatnimu kationaktivhimu charaktena chitosan velky
potencial v potravingkém ptmyslu a biotechnologickych aplikacich. Ukézalo Ze,
chitosan je efektivnim koagulanterti piSténi odpadnich vod (Casal et al., 2006y1li svym
vlastnostem riize byt chitosan bezpes pouzit také fi zpracovani mléka.

Chitosan je tinny derivat z chitinu, ktery diky svému pozitivninmaboji vykazuje
silné vazebné vlastnosti. Poprvé byippaven vroce 1859 profesorem Rougetem, prvni
patent byl publikovan vroce 192@esti wdci maji také mnoho vyznamnych obijev
tykajicich se vyuziti chitosanu, zejména Vyzkumsyam potravingky v Praze (bok, 2006).
Ve wtSing pripadh je chitosan extrahovan z rozdrcenych kiinkgrabi nebo Ggic. Cesti
védci ale dokazi ziskavat tento material z odpadadice chitosanu je diky tomuto postupu
vyrazre levrgjSi a surovina je stale dostupna. ChitosaiZzenbyt dale vyuzivan také proti
obezit, na specialni barveni latek nebo jako implanté@semy do pacientovala k l&hbé
zrareni (Matik, 2006).



MATERIAL A METODIKA

Chitosan byl ppraven ¥deckym tymem z Vyzkumného Ustavu potravak&ho
v Praze. Na & poté byly uloZeny biologické vzorky a DNA. 30mgasa a kouskusi; 20ul
krve, mléka a slin; 10ul spermatu a 5ul izolovandADbylo pireneseno natit specialni
mikrodestéky (mikrotitratni mikrodestika s gipevnénym chitosanem), kazdy do jiné jamky
v paralelnim uloZeni. Maso a kousky usi bylkeg uloZzenim roz#inény. Pro uéeni vlivu
skladovaciho progtdi byly gipraveny ti mikrodestéky se stejnymi vzorky a zvolenyit
rozdilné skladovaci podminky — pokojova teplotaazak a termostat (72°C).

Izolace DNA z biologickych vzorkuloZzenych na chitosanu byla progtdv rekolika
casovych intervalech pomoci JETQUICK Tissue DNA $pin(GENOMED GmbH) a DNA
byla z chitosanu extrahovana TE roztokem (10 mMs-HCI, pH = 7,5; 0,1 mM EDTA).
Izolovana a extrahovana DNA byla vizualizovanad na%l agar6zovem gelu s pouzitim
ethidiumbromidu.

Pro owieni kvality izolované a extrahované DNA byla prosed PCR (polymerazova
rettzova reakce). Byl vybran amplikon genu MC3R (metamtn 3 receptor) o délce 880bp.
Reakni smés pro amplifikaci DNA z krve, masa a kouskSi obsahovala 8,5ul destilované
vody, 12,5ul PPP Master Mix (150 mM Tris-HCI, pH8840 mM (NH4)2S04, 0,02% Tween
20, 5 mM MgCI2, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uMTd& 400 uM dTTP, 100 U/ml
Taq Purple DNA polymerase, monoclonal anti-Tagq Diélymerase (38 nM)), 1 pl primeru
MC1A, 1 pl primeru MC1B a 2 pl DNA. Celkové mnoZsteakni smési bylo 25 pl.
Amplifikace probihala na termocykleru PTC-100TM (MResearch, Inc., USA)
s nasledujicimi kroky: p@tesni aktivani krok gi 95°C po dobu 2 min; denaturac# §5°C
po dobu 20 s, annealingi ®5° po dobu 20 s a elongacié §8° po dobu 7 min s opakovanim
30 cykli. PCR produkty byl vizualizovany po elektroforéz20 (min, 100V) na 1,5%
agarozovém gelu s ethidiumbromidem.

VYSLEDKY A DISKUZE

Ucelem této prace bylo vyvinout novou metodu pro @lrché a levné uchovani
biologickych vzorkk a DNA bez degradace DNA. Medium pro uchovani, odainh, byl
vyroben Vyzkumnym Ustavem potraviskym v Praze. DNA byla izolovana tranych
gasovych intervalech év¥enym postupem na pracovisti genetiky UMFGZ MZLU w8

Manipulace s biologickymi vzorky a DNA uloZzenymi maitosanu se liSila. Velmi
problematickd byla se vzorky uloZzenymi v mrazaku termostatu, chitosan ztratil
kompatibilitu a bylo velmi obtizné vyjmout cely wak z mikrodestiky. Nejjednodussi prace
byla se vzorky uloZzenymitppokojové teplat.

Izolace a extrakce DNA byla prov&th tikrat po dvou tydnech a jednou pdilp
rocnim uloZeni biologickych vzotka DNA na chitosanu. Kvalita DNA byla kontrolovana
1,5% agar6zovém gelu po kazdé izolaci, ipaxtrakci. Vysledky se velmi liSily. Izolace
DNA z mléka, slin a spermatu byla ne&Spa a Zzadna DNA nebyla z chitosanu extrahovana.
Po druhé izolaci (4 tydny od uloZeni) izolace zerkiz krve byla také neugpna, s vyjimkou
vzorka ulozenych v termostatu. MnoZstvi DNA izolované asa a kousk uSi bylo znan¢



vysoké. Zajimavym zjighim bylo, Ze po dalSitfro¢ni izolaci a extrakci DNA z chitosanu
uloZeného v termostatu bylo mnoZstvi DNA niZSi pgizolaci a extrakci po dvoutydennich
intervalech.

Pro owieni, zda je DNA izolovana z biologického materidihovaném na chitosanu
pouzitelnd pro PCR, byl vybran gen pro melanocouyn3 receptor (MC3R), jehoz PCR
produkt je dlouhy 88bp. Amplifikace byla Gsma jen u DNA izolované z masa a kousisi
(Obr.1). Pro validaci délky fragmenbyly pouZity dva velikostni markery — M23 a M100
(MBI Fermentas, Lithuania).

PCR analyza potvrzuje, Ze DNA nejvySSi kvality big@lovana z tkani (maso, kousky
usi) a Ze uchovani ostatnich vabrikrev, izolovand DNA, sliny a sperma) na chitosanu
izolace DNA z ¥chto biologickych vzori se nezda bytifis vhodna.

Pfi srovnani rozdilnych podminek uchovani #bvychazi pokojova teplota.
Manipulace se vzorky uloZenymiiippokojové teplot byla totiz nejsnazsi. P srovnani
mnozstvi DNA izolované se vzatkz riznych podminek uchovani (25°C, -20°C a 72°C)
nejlepSich vysledkdosahuji vzorky uloZené v termostatu.

Obr. 1 PCR produkty

Poznamka: Vzorek 1 je PCR produkt DNA izolované z krve a uchovany p/fi pokojové
teploté po dobu 2 tydnd; vzorek 2 je PCR produkt DNA izolované z masa a uchovany p/i
pokojoveé teploté po dobu 2 tydnd; vzorek 3 je PCR produkt DNA izolované z krve uchované
v termostatu po 4 tydnech; vzorek 4 je PCR produkt DNA izolované v kousku ucha
uchovaného po dobu 4 tydnd pfi pokojové teploté; vzorek 5 je PCR produkt DNA izolované
v krve uchované v termostatu po dobu 6 tydnd; vzorek 6 je PCR produkt DNA izolované
z kousku ucha uchovaného v mrazéku po dobu 6 tydnd; vzorek 7 je referenéni vzorek.

Hlavnim problémem uchovani vybranych biologickyctorki a DNA je p@ateni
mnozZstvi. Takto fipraveny chitosan totiz nedokaze absorbovat dastatennozstvi tekutiny,
proto je mnozstvi vzorku k uchovani na chitosanezené.



ZAVER

V sowasné dob je snahou &lci najit material, na kteréem by mohla byt uchovana
DNA, pop. biologicky material, i pokojové teplat, aniz by DNA degradovala, a tim snizit
ekonomické a prostorové naklady pro archivaci. Hiavcilem naSi studie bylo najit vhodny
zpasob archivace DNA a biologickych vzdrka chitosanu gpraven Vyzkumnym uUstavem
potravindskym, Praha). Na tomto ndsijsme vyzkouSeli uchovat izolovanou geonomovou
DNA, krev, mléko, maso, sperma, sliny a kouskyhaspod#&skych zvfat. Pro o¥ieni vlivu
prostedi na kvalitu uchovavanych vzdarkyly uchovavané vzorky vystavengm rozdilnym
teplotnim podminkam. DNA byla izolovana pomoci JEQK Tissue DNA Spin Kit
(GENOMED GmbH) a DNA extrahovana TE roztokem. Mardge s jednotlivymi vzorky
byla slozitd. B porovnani vzork izolovanych (pop extrahovanych) ve 2 tydennich
intervalech byly vysledky velmi odliSné. Pro nasiédanalyzy byla vhodna pouze DNA
izolovana z tkani uchovavanych na chitosanu. Uckhawviétkaovych biologickych materidl
je ale nepdebné. Samotnaiiprava vzorku na jeho uchovani je pracna a tim mpage
takovyto zgisob uchovani nevyhodny. Abychom potvrdili nespr&trerzeni, Ze uchovavani
biologickych material (zejména DNA) na chitosanu je zbymé, rozhodli jsme se
v experimentu pokkmvat s modifikovanou formou chitosanu a 2&in dalSi studie
k nalezeni vhodného #pobu archivace krve a DNA.
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