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ABSTRACT

The aim of this study was to gather knowledge attweidegradation of nucleic acids due to laboratory
conditions. The work was focused on deoxyriboneckgid and ribonucleic acid. The study factors
were temperature (20, 5, -20 and -70°C), time {@eéks) and the input concentration of nucleic acid.
For the DNA analysis the PCR product included settsequence diEFla2gene was used. The
sample of RNA was isolated from pig muscle. Forghalysis PCR resp. Real-time PCR were used and
optimized. The results were evaluated by Ct vabi#ained from real-time PCR reaction. To monitor
the degradation (quantity and quality) of RNA redRNA the agarose gel electrophoresis was used.
The DNA samples stored in 20 °C was completely aldepl after the first week but in other
temperatures only slightly. The rRNA samples starethe room temperature were also completely
degraded after one week. Based of our resultsjdbkeic acids are best preserved at temperatures 5,
20 and -70 °C. Inappropriate storage of nucleidsciould result in degradation and subsequently in
wrong results therefore.
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UvoD

V souwasnosti se ndm naskytuji spousty moznosti jak twAtkovost u hospodskych
zvitat. Jednou z nich je vyuziti molekulérgenetickych metod. Zakladenschto metod je dkladna
znalost projer o chovéani nukleovych kyselin v préestli ve kterém se préwachéazeji. Odéthto
znalosti se odviji nasledna manipulace a uschoWate s nukleovymi kyselinami musi byt Setrna,
kvalita zalezi na posouzeni k@éného vysledku. Museji istat kompaktni a izolace provedena
co nejSetrgjSim zpisobem, aby nedoslo k nezadoucimu poSkozehleZitym faktorem je uschovani
nukleovych kyselin zaifhodnych podminek. Pokud neni vhédmkleova kyselina uschovana, nastava
proces degradace, ktery #&mi nevratné zmny na struktie nukleové kyseliny a nasledné
znehodnoceni ifpadného vzorku. Dojde-li k degrada&i znehodnoceni, mohou nastatipady,
ve kterych dojde k ovlivéni koné&nych vysledk a ty pak mohou byt zavéjgci. Typické vlastnosti
a chovani této molekuly viznych podminkach prasdi se daji z&Si ¢asti odvodit ze struktury
a slozeni. NejastjSim pripadem degradace nukleovych kyselin je teplatasa

Vtéchto podminkach (teplota,éas) byly zjifovany znény struktury kyseliny
deoxyribonukleové pomoci vysocéepné laboratorni metody real-time PCR (real-timigrperazova
fettzova reakce). Pro zjiti zmen struktury u ribonukleové kyseliny byla vybranatoua gelové
elektroforézy.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky: Jako vstupni materidl pro tuto studii slouzil \aorizolovany ze svaloviny
(m. biceps femoris) prasete. Pro DNA byl vybran g&F1A2Ba pro RNA - rRNA. Testovano bylo
plemenoCeské bilé uslechtilé, Llandrasse, Pietrairfiagnec plemen Pietrain a Meishan.

PCR: Vlastni PCR byla provéatha ve zkumavkéach Eppendorf vtermalnim cykleru
na fistroji GeneAmp® PCR 2400 firmy Perkin Elmer (Amguli Biosystems, Foster City California,
USA). PouZit pro amplifikaci PCR produktu.

Pouzité chemizmy pro PCR:Celkovy objem jednoho vzorku 20 pl ; 11,3 pl PCily,
2 pl Blue master mix Top-Bio (Top-Bio s.r.0., Pra6iR) , 0,5 pl dNTPs (10 mM) (MBI Fermentas, St.
Leon-Rot, SRN), 0,5 pl EEF1A (10 uM), 0,5 pl EEF28uM), 0,2 (ul) Polymeraza Unis (5U/ul)
(Top-Bio s.r.0., Prah&R), 5 ul lyzatu DNA

Pribéh vlastni PCR: Po Gvodni denaturaci (95 °C /2 min.) nasledovakvenovani,
detekce polymorfisiinve 30 cyklech (95 °C/20 s), dale annealing prim(@# "C/30 s) a syntéza DNA
(72 °C/ 60 s). Zawresna elongace probihaldiF2 °C/7 min.

Real-time PCR: Reakce byly provashy na bazi SYBR Green chemismu, konkéésrkity
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, tEp€ity, California, USA) naifstroji 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Fostéy,@alifornia, USA) a na cykleru PTC-200
s pouzitim detektoru Opticon 4 Detector (MJ Redeasowéast firmy Bio-Rad Laboratories, Inc.,
California, USA).



Pouzité chemizmy pro real-time PCR:Celkovy obejm jednoho vzorku 20 pl; 7,6 pl PCR
Ultra H20, Top-Bio (Top-Bio s.r.o., Prah@eska republika), 10 pl SYBR® Green PCR Master Mix,
0,1 pul EEF1A (10 pM), 0,1 pl EEF2B (10 pM), 0,2yNIG, 2 pl vzorku DNA.

Pribéh vlastni real-time PCR: 2 min @i 50 °C, 10 min. §i 95 °C, 50 cyk pti opakovani
kroki denaturace po dobu 158 95 °C a annealing a elongace, které probihalydnpm kroku
po dobu 1 min, $ 60 °C. Podminky nasledné disociace: 95 °C /1608C/1 min, 95 °C/15 s. Kazdy
vzorek byl analyzovan v jednom opakovéani. Dafst vyzkumu zahrnovala optimalizd proces real-
time PCR a vlastni relativni kvantifikaci. Real-enPCR byla provésha na pistroji 7500 Real-Time
PCR System a byl pouzit originlni software SDSzeefl.2 (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA).

Primery: byly navrzeny ze sekvencefiglusného genu z dostupnych elektronickych
databazi nov zjiSttnych sekvenci EEF1A2 (draft, Sequencing, Porcinquesece TC348097
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tyi/Oveéiovani primedt bylo provadno v programu Primer Express
software verze 2 (Applied Biosystems, Foster QRtglifornia, USA). Zohletlovana byla pedevsim
teplota 60 °C, ktera byla dana pouzitym systémeite délka PCR produktu, ktera diegahla 250 bp,
zastoupeni G+C bazi a stabilita na 3'-konci, kdeddyaz kladen zejména na eliminaci sekundarnich
vnitinich struktur a vzadjemnou komplementaritu priimdPro kazdém gfeni byly také analyzovany
slepé vzorky, neboli NTC (no template control). Kentrace primér byla 50 nM. Vzorky byly fed
zapa@etim vlastni real-time PCR ofety enzymem AmpErase® Uracil N-glycosylase (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA).

Izolace  RNA: Homogenizace vzotk probihala v homogenizatoru FastPrep FP 120
(ThermoSavant, Holbrook, New York, USA). Celkova RHByla izolovana izolénim kitem FastRNA
Pro Green Kit (Q-BlOgene, Solon, Ohio, USA). Vzorizplované RNA resp. rRNA byly vizuain
kontrolovany a hodnoceny pomoci gelové elektrofprdie Rapley et Manning (1998). Byl pouzit
3% agarozovy gel Agarose Serva for DNA ElectropsisréServa Elektrophoresis GmbH, Heidelberg,
Némecko) i napsti 100 V po dobu 10 min. Jako velikostni marker pguzit RNA Ladder, High
Range — 21l (Fermentas, Ontario, Kanada).

Gelova elektroforéza: Byla provedena na 3% agar6zovém gelu obsahujicim
ethidiumbromid. Obsah kazdého vzorku tl5 Byl pouzit tentyz gel jako u izolace RNA (vis Sg).
Izolovana neporusend celkova RNA daviékpntrole elektroforetickou separaci v agarézogatu dva
silné viditelné pruhy: 28S rRNA a 18S rRNA. Vysledek hyd ukorgeni elektroforézy zji¥ovan
na transluminatoru a poté vyfotografovan.

VYSLEDKY A DISKUZE

Degradace DNA

Tato studie byla za#&ena na skolik faktoni €astnicich se degradace DNA. Vzorky byly
inkubované zaiiznych podminek. Teplota 20 °C zastupovaianiou teplotu laborate, 5 °C je teplota
vzorki uchovanych v chladéte a -20 °C pro mrazthiu. Teplota -70 °C byla vybrana awbdu



dostupnosti mrazdku (nebyva standardnim vybaven#oratdéi) a pedevSim jako teplota
pro referenini, neboli kontrolni vzorky. Tato teplota je vSeobe povazovana za nejvhodai
pro uchovani vzork (Stratagene, 2007). Teplota - 70 °C je také vSm@bpovazovana za kotieou
pro DNazy a RNéazy. Prastdnictvim real-time PCR a programu SDS v 1.2 byazéklad posunu
Ct hodnot hodnocena degradace nebo stabilita &zdrto studie probihala vzdy ¢kolika fadech
fedni. U DNA byly znefeny Ct hodnoty uvedené v tabul¢d a pribéh znazorgn v graful (100x
fedéni). U ziskanych hodnot musime zohlednit moznotetpyaci chybu. Je patrné, ze Ct hodnoty
u teploty 20 °C jsou vyraZnvyssi, nez-li u ostatnich zbyvajicich (5 °C a “ZD a -70 °C). Tato
indikace prokazatethnazn&uje na rychlou degradaci DNA v laboratorni teplaZawry se shoduji

i s vysledky Almeideet al., (2004). V praci Almeideet al., (2004) byla dokonce studovana pomoci
real-time PCR i teplota 37 °C. V této studii taéplbta nebyla zkouména avbdu, Ze neni relevantni
pro laboratorni podminky.

Tedy skladovani ip laboratorni teplat je absoluts nevyhovujici. Divodi mize byt hned
nekolik: prili§ vysoka teplota, v této teptoheni zastaven&innost DNaz a RNaz, samotny vliv teploty
na strukturu nukleovych kyselin. Naopak vzorky udé v nizSich teplotach maji degradaci jen
minimalni, tj. jejich Ct hodnoty seiibec, nebo jen malo éi v zavislosti natasu. Dle &hto hodnot
Ize utvdit zawr, Ze nejvhodgsi uschovani se pohybuje od 5 °C a -20 °C a €(Hi teplo& 5 °C jde
0 uschovani kratkodobé. V mrazee -20 a i -70 jsou podminky nejvhodjsi pro dlouhodobé
uchovéani. Timto zji&him Ize zajistit kvalitu vzork, které jsou rozhodujicim faktorem proceni
spravnosti vysledk Pokud vzorek Spatnuschovame, musime vynalozit dalSi naklady proazisk
novych a to je z ekonomického hlediska nezadoucimiire je treba zdraznit, ze skladovani vzaik
je riznorodd otazka, zalezi jak na managementu tznStirdji spravného popisu a postupu,
tak i na existenci zaloznich zdiiopro pripadny vypadek proudu. Pokud dojde k selhéati$timje
¢i vypadku proudu a neni zagisty krizovy management, jsou veskeré snahy marné.

Ani pfi nejlepsi skladovaci teplonebo médiu nelze odhadnout kvalitu vzorku, pokedin
pouZzito spravnéistoty vody (Mabicet al.,2003).

Tab. 1 Pimérné Ct hodnoty s ¥SD, 0-4 tyden, 4 teploty (205CC, -20 °C a -70 °)

@ Ct SD aC SD aC SD aC SD
20°C | 20°C 5°C 5°C -20°C | -20°C | -70°C | -70°C
0. tyden 14,77 4.398 14,77 4.398 14,717 4.398 14/774.398
1. tyden 25,56 4.483 15,16% 6.382 15,325 7581 1B5,p 7.457
2. tyden 32,49 4.462 16,19 5.002 16,68 7.053 16,18%.970
3. tyden 32,075 2.852 16,49 6.964 16,005 6.5P1 4859 6.299
4. tyden 34,06 3.054 16,02% 6.905 15,74 6.245 15,9 6.555




Graf 1 @ G hodnoty 1SD, 0.-4. tyden, 4 teploty (20 °C, 520, °C a -70 °);edni 0.01
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V tabulce2 jsou nansieny hodnoty fi 1000xfedEni. Tyto hodnoty Ize interpretovat st&jn
jako ufedéni 100x. Tj. nejvice degradoval vzorek, ktery bghavan pi teplot 20 °C, a zbylé vzorky

ostatnich teplot (5 °C a -20 °C a -70 °Captaly jen s nepatrnou degradaci. (i zde musimeedaitl

moznou pipetovaci chybu nape fetim tydnu).

Tab. 2 primérné G hodnoty s £SD, 0-4 tyden, 4 teploty (20 °C, 5-20,°C a -70 °)

2C SD aC SD aC SD aC SD

20°C 20°C 5°C 5°C -20 °C -20°C -70°C | -70°C
0. tyden 16.31 4.398 16.31 4.398 16.311 4.398 16{314.398
1. tyden 29,8 4.483 18,255 6.38R 17,905 7.541 B8,147.457
2. tyden 35,26 4.462 18,245 5.002 18,595 7.083 518,8 6.970
3. tyden 35,585 2.852 18,71% 6.964 17,13 6.521 9676 6.299
4. tyden 35,96 3.054 18,864 6.905 18,545 6.245 1886 6.555

Graf 2 @ G hodnoty s +SD, 0-4 tyden, 4 teploty (20 °C, 5 °Q@&°C a -70 °C)fecéni 0.001

40

35

30

25

20

15

pramér 20 T
primér 5 T
pramér -20 T
pramér pro -70 T

10

5

[o}

0. tyden

1. tyden

2. tyden

3. tyden

4. tyden




Pri studiu bylo také sledovano, zda je vztah mezickoraci vzorku a degradaci. Tato
hypotéza se nam vSak nepblzapotvrdit. Bylo provedendedini do sedméhéadu. Tyto hodnoty nam
vykazuji, ze s vys§Sinrademiedini se vytvéi stale méa produktu, tudiz vysoké stupredsni pri této
studii se nedopotwji. Je zde patrnéfigkterémiedini jsou podminky nejvhodjsi.

Tab. 3 Druhy tyden, gmer Ct hodnoty-edéni do sedméhgadu.

aC aC aC aC

20 °C 5°C -20 °C -70 °C
1.00e-001 28,325 15,84 15,53 15,8
1.00e-002 32,075 15,49 16,005 15,945
1.00e-003 32,585 18,715 17,13 17,695
1.00e-004 33,155 22,88 21,035 22,25
1.00e-005 32,86 27,42 26,165 26,125
1.00e-006 32,88 30,725 29,06 30,055
1.00e-007 32,96 33,525 32,38 31,91

Graf 3 Druhy tyden,@ thodnoty/edni do sedméhgédu.
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Degradace RNA

Vyizolovand RNA resp. rRNA ze svalum( biceps femoris prasete byla nanesena
na gelovou elektroforézu. Zakladni profil slozerit$ buiky RNA obsahuje fedevSim rRNA 28S,
18S, 5,8S a 5S (Creighton, 1999). Tyto hodnoty gddiych molekul RNA jsou obarvené
pozorovatelné na gelové elektroforéze (Rapley, 199 sledovani jsou dnes k dispozici i modgin
nutno vSak podotknout, Ze i nakla#i, metody, jako napRIN metoda (Bustiet al.,2004). Vysledek
byl po ukorgeni elektroforézy zji®van na transluminatoru a poté vyfotografovan. Wgobyly
uchovéany pi inkubanich teplotach 20 °C, 5 °C a -20 °C a -70 °C poudbp2, 3 tydid. i porovnani
vysledki z kazdéhaasového intervalu zjistime, do jaké miry byl vzodelgradovan. Zaipdpokladu,
7e RNA resp. rRNA neni degradovana, profiistAvd zachovan. V opaém [Fipadt se oste



definované pruhy rRNA gmi v tzv. smir, coz je sés mzr¢ dlouhych molekul nukleovych kyselin,
resp. RNA.

To je patrné na fotografii geld. 2., 3 a 4 Vzorek skladovany ip teplo& 20 °C je pemEnén
na tzv. smir, ostatni vzorky si uchovaly viditepréfily.

Patrné jsou dva pruhy — t#nvrchni pro 28S rRNA - a 2x siij$i, spodni pro 18S rRNA.
Vzorek uchovéavany ip teplot 20 °C degradoval do jednoho tydne nejvice. V dhl¥ydnech je jiz
patrné, Ze byl degradovan zcela. Vzorek uchovavateplot 5 °C n¥l degradaci pozvoljsi. Prvni
tyden nepatrnou, v dalSich tydnech jiz vyrggh Teploty -20 °C a -70 °C v poslednim tydnu
degradovaly jen nepattn Tyto vysledky se shoduji se studiemi, které bgtpvedeny v posledni
dekad Bustin et al., (2004) nebo Breit (2004). Stejrtak jako Bilek (2008) dosp k podobnym
vysledkim a to, Ze neni zasadni rozdil gkladovani RNA v lednici, anebo mrazaku.

Obrazek 1) 5. 3. 2009, zobrazeni markeru (RNA Lad#egh Range), vyizolovand RNA;
Obrazek 2) 12. 3. 200¢, 3) 19.3. 2009 a'.4) 26. 3. 2009, zobrazeni markeru (RNA LadderhHig
Range), RNA vetyiech vzorcich patyrech teplotach (20 °C, 5 °C a -20 °C a -70 °C), yzky; mensi
pro 28S rRNA adtSi pro 18S rRNA.

Obr. 1) Obr. 2) Obr. 3) Obr. 4)
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ZAVER

V této studii byly vybrany vlivy ovlitiujici degradaci nukleovych kyselin v podateploty
acasu. Teploty se pohybovaly v hodnotach 20 °C , 5-20 °C a -70 °CCasovou jednotkou byl
zvolen jeden tyden. K posouzeni, zda k degradadh BdElo a do jaké miry, jsmedili velice piesnou
metodu real-time PCR a k posouzeni degradace RNAywZita metoda gelové elektroforézy. Usek

genu EEF1A2 byl definovan jako vhodny u zkouméani degradace DéNAyl ged vlastni analyzou
amplifikovan pomoci PCR reakce. Tento PCR prodyktdwdilen a zkouman vase a v definovanych



teplotach. Po optimalizaci podminek pro PCR a ogliaci podminek real-time PCR jsme ziskali
vysledky v podob Ct hodnot se s#modatnymi odchylkami. Ty jsou reprodukované v podtdbulek
a grafi.

K analyze ribonukleové kyseliny byl vybran izoRNA uréovana byla rRNA ze svaloviny
praseteifi. biceps femoris Ze zjiS&nych poznatk je patrné, Ze nejvice degradované vzorky jak DNA,
tak RNA byly ty, které byly uschovanyiiplaboratorni teplat A to jiz po prvnim tydnu velice
markantg. V dalSim tydnu byly zcela degradovany. Nejvhyéin teplota se nachazitip-20 °C
az -70 °C. Tyto hodnoty vykazovaly jen nepatnouraeaci. U RNA se vysledky pohybovaly velice
podobr. RNA v laboratorni teplétdegradovala po tydnu zcela, za ostatnich teplpiqiogji.

Tato prace dosfa k cennym zji&#nim, které je mozné aplikovat na mnoha pracovistich
V analyzach bylo potvrzeno, Ze vodné skladovanileawch kyselin je skute& podminkou
pro spravné analyzy a ty jsou zakladem pro zdokméali zjiStnych metod a dalSiho vyvoje novych
technologii.
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