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Abstrakt

Konzerva¢ni média urcena k ochrané NK pred degradaci ndm umoznuji stabilizovat DNA po dobu
nékolika let pfi pokojové teploté bez mnozstevnich ztrdt nebo naruseni jeji integrity. V nékterych
institucich ale stale pretrvava presvédceni, Ze zmrazeni je nejefektivnéjsim zplsobem skladovani DNA.
Stejné nebo dokonce i signifikantné vyssi kvality a mnozstvi miZzeme dosahnout za urcitych podminek
i spouzitim jinych metod. Tato bakalarska prace diskutuje jedny z prvnich stabilizacnich procesl
pouzivanych pfi mumifikacich ve starovékém Egypté spolecné se zkoumanim starobylé (ancient) DNA
a oboru bioarcheologie zabyvajicich se analyzou koprolitd a jantaru. Diskutovany jsou i podminky, které
prispivaji k degradaci molekuly DNA (teplota, svételné zareni, vlhkost, pH, mikrobidlni degradace)
s konkrétnimi priklady vlivli zplsobujicich poskozeni genetické informace. Hlavni napini prace je
porovnani jednotlivych pristupt pfi stabilizaci DNA s dlirazem na: rozdil pfi uchovavani molekuly DNA
v ne/pfitomnosti stabiliza¢nich ¢inidel, skladovani vzorku pfi pokojové teploté nebo ve zmrazené
podobé, a vhodnost metody pro kratkodobou ¢i dlouhodobou konzervaci. V praci jsou dale zminény
pfistupy vedouci k optimalizaci vytézku a kvality DNA s dlrazem na jednotlivé druhy skladovaného
biologického materidlu a detailnéji jsou rozebrany tfi stabilizacni pfipravky (trehaléza, DNAshells

a DNA/RNA Shield).

Klicova slova: koprolit, mumifikace, jantar, ancient DNA, degradace DNA, stabilizacni médium,

vysouseni vzorku, pokojova teplota, zmraZeni, stabilizace biologickych materialQ



Abstract

Preservation media designed to protect DNA from degradation allow us to stabilize DNA for several
years at room temperature without quantitative loss or compromising its integrity. In some institutions,
however, the belief still persists that freezing is the most efficient way to store DNA. The same or even
significantly higher quality and quantity can be archived under certain conditions using other methods.
This bachelor thesis discusses some of the earliest stabilization processes used in mummification in
ancient Egypt, along with the study of ancient DNA and the fields of bioarcheology concerned with the
analysis of coprolites and amber. Conditions that contribute to the degradation of the DNA molecule
(temperature, light, humidity, pH, microbial degradation) are also discussed, with specific examples of
the effects that cause damage to genetic information. The main focus of the work is a comparison of
different approaches to DNA stabilization, with emphasis on: the difference in the preservation of the
DNA molecule in the absence of stabilizing agents, storage of the sample at room temperature or in
frozen form, and the suitability of the method for short-term or long-term preservation. The
approaches leading to optimization of DNA yield and quality with focus on different types of stored
biological material are also evaluated and three stabilizing agents (trehalose, DNAshells and

DNA/RNA Shield) are analyzed in detail.

Key words: coprolite, mummification, amber, ancient DNA, DNA degradation, stabilization medium,

sample desiccation, room temperature, freezing, stabilization of biological material
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1 Uvod

Nejstarsi molekula DNA byla nalezena v zubu mamuta uchovaného v permafrostu, ktery zil v dobé asi
1,65 miliont let pf n. I. L. Lidskd DNA je datovédna do obdobi 430 000 pf. n. |. u pfedkli pozdéjsich
Neandertélcl %, ale nékteré studie mluvi o stafi vy$8im o 100 000 let 3. To jsou jedny z prvnich pfipad(,
kdy doslo k uchovani DNA pfirozenou cestou. Pozdéji v obdobi starovékého Egypta byl proces uz chtény,
promysleny a s nabozenskou podstatou, kdy pfi tzv. mumifikacich pouzivali specializované latky jako

napf. natron.

V téchto dobach samoziejmé nedochazelo k cilenému uchovani molekuly DNA. Ta byla totiZ objevena
az v roce 1869 Svycarskym védcem Friedrichem Miescherem ve smési s RNA a byla nazvdna nuklein.
Ten ji povaZoval za molekulu jednoznacné odlisnou od proteind, jelikoz neobsahovala siru a zarover
nesla velké mnoZstvi fosforu #. Pozdé&ji sloZeni DNA objasnil hlavné Albrecht Kossel, ktery jako prvni
objevil tfi ze &tyF nejbéZnéjsich dusikatych bazi, a to konkrétné adenin °, thymin ® a cytosin . Jesté dive
J. B. Unger objevil posledni dusikatou bazi, kterd byla a7 pozdé&ji nazvéna jako guanin 8. Tato zjisténi
vedla ndsledné k definovani tfi zakladnich komponent NK, kterymi jsou pétiuhlikaté cukry, dusikaté
béze a fosfatové skupiny °. Dovrsenim objev( bylo objasnéno parovéni jednotlivych sloZek (cukr, baze
a fosfat) v rdmci molekuly DNA. Tato strukturni jednotka byla nazvana nukleotid *°. Komplementaritu
jednotlivych bazi urcil Erwin Chargaff, ktery zjistil, Ze pomér purinovych (A, G) a pyrimidinovych (C, T)
bézi je vDNA 1 : 1 a lii se mezi organismy . Celkovou strukturu DNA poprvé popsali Watson, Crick,

ktefi DNA zobrazili jako dvousroubovici 2.

Prace s nosicem genetické informace zaziva rapidni vyvoj a setkdme se s ni v aplikovaném vyzkumu,
mediciné, kriminalistice, forenznich védach, genealogii, v muzeich a archivech, ale napfriklad i pfi
uréovani paternity. S tim roste i dliraz na kvalitu jejiho skladovani s vyuZitim dostupnych metod, které
ale nemusi byt vidy tak ucinné. BohuZel asi nikdy nenalezneme idealni zplsob k uchovani vseho
a naporad, protoze kazdy biologicky material se chova odlisné a pro obsazenou DNA stanovime idealni
podminky aZ pfi jejim odbéru ¢i zpracovani se zahrnutim faktor( zpUsobujicich jeji poskozeni.
Zohledniujeme, jak dlouho chceme molekulu uchovat pred opétovnym pouzitim. Od této informace se
bude odvijet dalsi postup, jako je volba teploty, jak se zbavit vlhkosti ve vzorku, rozhodnuti o pouziti
chemickych ¢inidel pro ochranu vzorku pred moznou mikrobialni degradaci (a jejich koncentrace), volba
mezi komercéné prodavanym kitem nebo vlastni pfipravou stabilizacniho média, jakymi latkami

stabilizujeme pH nebo mnoZstvi vzorku, které budeme chtit uchovat.

Jak tedy molekulu DNA uchovavat co nejefektivnéji? Jednou z moznosti je ji zmrazit. Proces je ale
energeticky, financné a kapacitou uloZnych prostor velmi limitujici, nemluvé o jeho problémech

spojenych s vypadky proudu. DNA v digitalni formé tyto problémy nem3, ale jeho nevyhodou je



potreba vysokokapacitniho Ulozisté a nemoznost pouZiti vzorku k dalsi analyze, protoze neni fyzicky
pfitomen. Popularni se proto stava skladovani DNA pfi pokojové teploté ve stabiliza¢nich médiich nebo

specializovanych kitech, které volime podle podminek a délky uchovani.

MUj nazor na danou problematiku je takovy, Ze mnoho instituci se drZi starSich postupu, které jsou svou
funkénosti jiz ddvno prekonany. Stejné jako ve vSech oblastech védy je i zde potfeba vytézit maximum
ze soucasné dostupnych metod a dosahnout tak lepsich vysledkid. Hlavnim cilem bakalarské prace je
provést resersi postupt pro dlouhodobou stabilizaci nukleovych kyselin (pfevazné DNA) a biologickych
materialll pro pfipadnou budouci genetickou analyzu. Kromé popisu hlavnich faktord, které se podileji
na degradaci (jako jsou vlhkost, teplota, svételné zareni, pH, pfitomnost mikroorganizm), byla

provedena kritickd analyza v sou¢asnosti pouzivanych metod a navrZeny alternativni postupy.

2 Ancient DNA

Svyuzitim  modernich  technik jsme schopni studovat starobylou DNA  zfosilnich
zdznamuU, mumifikovanych tél nebo ze zachovalé mékké tkané. Mitochondridlni DNA (mtDNA),
charakteristicka svou minimalizaci zplsobenou nizkym obsahem nekddujicich sekvenci, je preferovana
oproti jaderné DNA 3, Nespornou vyhodou je i vy$si pocet kopii, ktery je pro béZnou savéi buriku kolem
tisice, pficemz u 7000 let staré lidské mozkové tkané stacilo pouhych 50 kopii k GspéSnému provedeni
amplifikace . Prilomovym okamZikem pro vyuZiti mtDNA bylo definovani jeji celkové sekvence
v lidském mitochondridlnim genomu 3. | pfesto nejsme schopni pfesné urit stafi genetické informace
nalezené po milionech let, protoze DNA je vtéchto pfipadech ze znacné c¢asti kontaminovana
bakteridlni DNA z dnedni doby. Proces kontaminace miuZe ovlivnit jak mitochondridlni, tak

chloroplastovou DNA, na jejichZ zakladé nespravné uréime stafi vzorku *°.

Hlavni procesy zodpovédné za poskozeni ancient DNA (aDNA) je mozZné rozdélit do tfi kategorii:
zkracovani délky jednotlivych fragmentl, poskozeni zodpovédna za blokaci polymeraéni aktivity
DNA polymerazy a chyby vznikajici pfi replikaci DNA, jako je zafazeni nespravné baze, inzerce nebo
delece . Fragmentace a ztrata celistvosti DNA neni zavisla na ¢ase, ale hlavné na rychlosti vysouseni
organismu po jeho smrti. Po nékolika pokusech se ziskem Usekd DNA o délce 471 bp, 121 bp a 84 bp
bylo zjisténo, e amplifikaéni produkt Ize ziskat z fragmentu o maximalni délce 140 bp ’. Hlavni dtvod
fragmentace u ancient DNA je depurinace, tedy proces oddéleni purinovych bazi (A,G) od
cukr-fosfatové kostry DNA. Po vzniku tzv. apurinniho mista trva Stépeni ds DNA za laboratornich
podminek (pH 7,4, 37 °C a dostate¢ného pFisunu Mg?* iontd) pfiblizné& 190 h, ale pfi 25 °C a vy$sim pH
jen nékolik hodin . Problémem jsou i intramolekuldrni crosslinky tvofici se ve vysoké mife i za nizkych
teplot, ¢asté&ji nez depurinace, a zpGsobuji markantnéjsi poskozeni aDNA ne? ss zlomy *°. Po §tépeni

molekuly DNA procesem B-eliminace zUstava na 5' konci fosfat a na 3’ konci OH skupina. Obecné jsou



na 5’ konci zastoupeny cukry s purinovymi bazemi, a to hlavné guanin, protoZze ma nizsi energeticky
prah pro naru$eni N-glykosidické vazby diky své rezonanéni struktufe 2. DFivéjsi studie ale tvrdi, Ze
ast&jsi je depurinace adeninu kvilli mozné protonizaci na dusiku N7 a N3 vedouci k vétsi nestabilité 2%

Kromé& procesu depurinace se mizeme setkat i s depyrimidinaci, ktera je viéak mnohem pomalejsi 2> 23,

Problém s narusenim struktury DNA je pfevaziné zpUsoben oxidaci bazi zavislé na teploté, u niz plati, Zze
teplotni rozdil 20 °C, mlzZe vést k10 az 25ndsobnému snizeni oxidacni aktivity v chladnéjsim
prostfedi **. Béiné oxidace vSak neovlivni moZnost amplifikace DNA, problém je svyskytem
hydantoinu, ktery blokuje elongaéni aktivitu DNA polymerazy, a pravé v neamplifikovatelnych vzorcich

se vyskytuje ve znaéné zvyseném mnozstvi 2.

Dulezitym faktorem degradace aDNA je také deaminace postihujici cytosin. Deaminaci C vznikne U,
ktery misto sG tvofi par s A, coz vede k substituci guaninu adeninem '°. Zdména muze vést az
k nespravnému nahrazeni deaminovaného C (uracilu) thyminem, ktery vytvori par s A, ¢imz dojde
k celkové zaméné plvodniho vazebného paru G—C za par A-T, pficemz Castéjsi je zména C na T neZ
G na A . Dominantni je vidy pouze jeden typ substituce, coZ mGZe souviset s poskozenim aDNA vlivem
pfirodnich podminek nebo s problémem pfi PCR, ktery je zplsoben preferenénim zarazenim dATP pired
ostatnimi nukleotidy, co? je typické pro Taq polymerazu 6. Nesprdvnému vloZeni adenosinu misto
guanosinu zabranime uracil-N-glykosylazou, ta ale odstranénim U vytvari apyrimidinova mista nachylna
ke $tépeni 2°. Vechny zminéné procesy Ize vyrazné zpomalit uchovanim DNA v idedlnich podminkach

(teplota, pH, vlihkost, ...), kterym se budeme vénovat pozdéji.

3 Mumifikace

| pres velkou variabilitu pfirodnich i lidmi zprostfedkovanych mumifikaci se zaméfime na proces
praktikovany ve starovékém Egypté. Ten zahrnoval odstranéni vsech vnitfnich orgdnd véetné mozku,
zachovano bylo pouze srdce, popf. ledviny. Organy byly odebirany v chirurgicky logickém poradi fezem
na levém boku. Mozek byl téméf jisté odstrafiovan pres nosni dutinu pomoci médéného dratu s ostrym
koncem slouzicim k prorazeni Cichové kosti. Tupym dratem narusili tvrdou plenu, prevratili jedince na
bficho a zbyly nevytekly obsah odstranili tkaninou ptipevnénou na daném dratu. Zbylé organy byly

umistény do separatnich déz (visceralnich schranek) a uchovany v natronu %’.

Natron je latka sloZend z uhli¢itanu a hydrogenuhli¢itanu sodného (typy sody) s pfimési chloridu
(kuchyriska stl) a siranu sodného 8. Zastoupeni chloridu (2—27 %) a siranu sodného (aZ 39 %) bylo velmi
variabilni a mohlo dosahovat i vice jak 50 % 2°. Smési se o3etfovalo télo mumie, jeji Utroby, orgdny a byl
nalezeniv pouZitém (zakopaném) balzamovacim materidlu 3°. Byl vyuZivan ve zfedéné formé&, aby svym

zdsaditym charakterem nezpUsobil pfFilis velké poskozeni tkani kyselého charakteru. Pomahal pfi



dehydrataci tkani trvajici az 70 dni a s vysrazenim MK, které byly v reakci s nim neutralizovany. Proces
probihal v kadi s tekutym natronem a po jeho ukonceni byly prebytecné krystalky natronu z téla omyty
vodou, tkan dosudena a zbytky natronu odsdla gaza po ukonéeni mumifikace 2. Pfi procesu mumifikace
byl natron preferovan pred béznou morskou soli vzhledem k jeho efektivnéjsi dehydrataci tkané.
Experimenty s prase¢im srdcem prokazaly pokles hmotnosti pfiblizné o 50 % po desetidenni inkubaci

v natronu, zatimco v mo¥ské soli ¢inil Gbytek pouze 20 % (Obr. 1) 3.

O Sea Salt

Obr. 1: Ubytek hmotnosti u praseciho srdce suSeného pomoci natronu v porovnani s morskou soli po

dobu 69 dni pfi teploté 37 °C 32,

Dulezity byl i samotny ,balzdm” sloZeny z pryskyfic myrhovniku, jehlichanli nebo reciku, spolecné
s v€elim voskem, rostlinnymi oleji a bitumenem 32, Bitumen byl ve starovékém Egypté vysoce cenénou,
vodéodolnou latkou 33 dovdZzenou z Mrtvého mofe ve formé asfaltu, za Géelem balzamovani mrtvych 34,
Jeho pfitomnost byla zjiSténa zvySenym obsahem vanadu a niklu, které najdeme v pryskyficich pouze
ve stopovém mnoizstvi. V difevéném dehtu pouzivaném k fedéni smési pryskyfice : bitumen neni
zastoupen ¥. PouZiti pryskyfic se lisilo dle dynastie, kup¥ikladu pryskyfice cedru odpuzovala hmyz
a z jeho dreva se vyrabély i rakve. Latky jako skofice odstranovaly zapach, protoZze obsahovaly mnoho
aldehydovych skupin nachylnych k oxidaci *. Hena slouZila k barveni, lisejniky mély antibakterialni
i antimikrobidlni efekt a branily vyvoji larev v Utrobach téla, cibule chranila mumii pfed UV zarenim

a také méla antimikrobidlni G¢inek 3¢. Balzamovaci proces probihal nékolikrat, vidy po pfiloZeni nové

28 37

vrstvy gdzy *° namocené do rozehiatého vosku, aby na mumii drZela °*’/. Proces mohl byt dale
kombinovan s natronem nebo pilinami, ale tato smés mohla byt také pouhym odpadnim produktem 3°

Vysusené, zabalené a balzamované torzo bylo v pfipadé faraonl umisténo do hrobky po dalsi tisice let.



4 Bioarcheologie —analyza koprolitU

Koprolit byl z paleontologického hlediska fosilizovany vykal, ktery mohl byt za idedlnich podminek
uchovén i nékolik miliond let 3. Pozd&ji se ale ukazalo, ze prochazi spise ¢aste¢nou mineralizaci nebo
muze byt uchovéavan vysousenim 3. Analyzou koprolitd zjistime stafi aDNA, jako ve skalnim komplexu
v Oregonu, kde se potvrdilo osidleni lidmi jiZz pfed 12 300 lety p¥. n. |. i bez kosternich nalezd *°. Zkoumat
koprolity mUZzeme na Urovni makroskopické (tvar, konzistence a barva), mikroskopické (pfitomnost
kosternich ulomkd, zbytky nestravené potravy) i molekularni (zastoupeni jednotlivych latek v potraveé).
Variabilita ve vykalech nam umoznuje rozlisit, zda byl jedinec omnivor, herbivor, karnivor, nebo dokonce
jestli vykal patfi ¢lovéku, psovi nebo praseti *. V souasné dobé je to nejpfesnéjsi metoda schopnd
objasnit stravovani nasich predk(. V koprolitech nachazime zbytky semen, pylovych zrn nebo fytolity,

mikroskopicka téliska vznikla depozici SiO, v riznych &astech rostlin 42,

StéZejni pro formovani koprolitu je fosfore¢nan vapenaty, ktery se uvolfiuje z kosti ¢i zubli a pomaha se
zachovanim jednotlivych sloZek feces, napfiklad u krokodyld *3. Diky tomu jsou karnivorni koprolity
obsahujici mineralizujici kosténé inkluze mnohem odolnéjsi neZ herbivorni **. Analyzou koprolitd
objevime i stopy po symbiotickych mikroorganismech z mikrofléry jedince, které mizZeme porovnat
s dnesni populaci, coZ ndm jinak umoZni pouze analyza zubniho plaku **. Z koprolitd muZeme ziskat

i informace o parazitech, jimiz byl dany jedinec napaden, jako jsou roupy nebo tenkohlavec *°.

Podminky okolniho prostfedi mohou vyznamné zpomalovat nebo urychlovat proces dekompozice.
Koprolity neni tfeba pred analyzou osetfit kyselinou chlorovodikovou nebo fluorovodikovou, pokud se
nenachazely v lokalitach se zvySenym obsahem oxid( kfemiku nebo uhli¢itanu vapenatého. Pfi jejich
zpracovani je ale doporuceno provést podélny fez, jednu z polovin uchovat pro budouci analyzu

a druhou rehydratovat v 0,5% vodném roztoku fosfore¢nanu sodného *’.

Analyzou pldy obsahujici koprolity je mozné potvrdit osidleni lokality lidmi v minulosti diky zvySenému
mnoZstvi organickych latek, jako jsou lipidy 8. ZaleZi i na poméru biomarker(, kupfikladu lidé maji
oproti hospodafskym zvifatdm hodné sterold s dominanci epikoprostanolu a koprostanolu jako
degradacnich produktl cholesterolu. Stejné Ize postupovat i u Zlucovych kyselin s pfihlédnutim k ¢asu
a mife degradace *°. ZaleZi i na pFijmu fytosterol(, které negativné ovliviiuji pfeménu cholesterolu na
jeho degradaéni produkty (koprostanol, koprostanon atd.), a proto je vylu¢ovan ve zvy3ené mife *°.
Hormony lipidové povahy lze vyuzit i k detekci pohlavi. Vysledny pomeér testosteronu vici estrogenu ve
stolici u Ctyf testovanych Zen byl nejvyssi (0,2 az 7), pokud byly ve folikularni fazi menstruaéniho cyklu
a u ¢tyf muza Cinil 3 az 118. V porovnani s vysledky paleokoprolitl z pravéké jeskyné (vidy>24) bylo

potvrzeno, Ze vzorky nemohly patfit Zendm 2.



5 Bioarcheologie —analyza jantaru

Jantar je fosilizovana pryskyftice z jehlicnatych strom( schopna uchovat vzorky hmyzu (napf. komara)
nebo rostlin. Jeho stavebni prvky jsou uhlik, kyslik, dusik a vyrazné proménlivy mlze byt obsah siry,
pokud je zrovna ptitomna >* %3, | pfes zna¢nou variabilitu byl na zdkladé molekularni analyzy rozdélen
do ¢&tyF zakladnich skupin >*. Typicka je jeho zvy3end citlivost k oxidativnimu poskozeni. Po 35 dnech
simulovaného starnuti jantaru pri 70 °C v temnu se mnozstvi karbonylovych skupin, jakoZto prekurzort
karboxylovych kyselin, signifikantné zvysilo v kyslikatém prostfedi oproti anoxickému nebo uchovani
v roztoku, coZ znadi vy$si miru degradace *°. Anoxické prostfedi chrani jantar pfed poskozenim, protoZze
vétsSina jeho loZisek vznikla splavenim pryskyfic do fek, kde se usadila, a za téchto podminek zacala
jejich fosilizace °°. Diferencidlni termogravimetrickd (DTG) analyza potvrdila ,zrani“ pryskyfice pFi
zvysené teploté, kde byl rozdil zhruba 21 °C kazdych 100 milionU let, pfi¢emz ¢im vyssi byl DTG pik, tim
star$i byl i vzorek *3. Vliv UV zéfeni na degradaci jantaru byl dFive pfisuzovén oblastem mimo UV-Vis
(380—750 nm) *’. Oxidace pomoci UV-Vis byla pozdé&ji potvrzena s dodatkem, Ze bez proménlivé vihkosti
prostfedi nevede k vzniku prasklin a naopak °%. Kolisava a zvy$ena vlhkost mohou za nadmérnou
hydrolyzu esterovych vazeb vedouci k pfeméné na karbonylové skupiny nezavisle na pH. | pfesto je
doporuceno skladovat jantar za neutrdlniho pH *°. Vy33i rozsah absorbance jantaru vede k $irsimu
barevnému spektru, které klesa stafim a fluktuuje pouze v nizkych vinovych délkach. Vyssi absorpce
v modrém spektru vede ke Zloutnuti, ale pryskyfice postupem ¢asu tmavne aZ z&erna °%. D¥ive byl jantar
uchovavan v damarové pryskyfici, ktera ho chranila pred oxidativnim poskozenim. Bohuzel neni odolna

t 0. Dnes se jantar zaléva

vUci svételnému zareni a Casem zacina praskat, Zloutnout a ztracet prihlednos
do bézného cirého epoxidu, nejéastéji Epo-Tek 301-2 (Epoxy technology Inc., USA) a jeho ekvivalentd,
které vykazuji nejlepsi konzervaéni vlastnosti 1. Optimalnich vysledkd docilime pti skladovani jantaru
v uzavieném systému bez pfistupu kysliku a svételnych paprsk(, pfi optimalni teploté mezi 17-21 °C,

neutralnim pH a v prostfedi s relativni vihkosti okolo 45 % ©2.

6 Podminky degradace DNA a obrana proti nim

Biologicky material pfi svém kratkodobém/dlouhodobém uchovani celi biotickym a abiotickym
faktordm vedoucim k jeho rychlejsi a intenzivngjsi degradaci. Cinitelé jsou ¢asto propojeni, a tim svilj
efekt umocnuji nebo naopak inhibuji. Degradace nemusi nastat vlivem prostredi, nybrz v dasledku
bé&iného lidského znetisténi. Uelnou kontaminaci ocisténych kosternich nalezil dotykem bylo mozné
odstranit, zneéiéténi slinami a roztokem s cizorodou DNA ale nikoliv 8. Doba od vzniku znehodnoceni
hraje také duleZitou roli. Dlkazem je poskozeni zub(, které bylo u dfive kontaminovanych vzorkt

pétkrat vy3si ®4. Nejvétdi problém je kontaminace negativni kontroly, diky niZ nemusime odhalit



znetisténi vzork( a dale interpretované vysledky poté ztraci svou hodnotu . My se ale zamé&fime na

vybrané biologické materidly a procesy poskozujici jejich DNA.

6.1 Degradace mikroorganismy
Mikrobialni degradace probiha bud’ kvili podminkam podporujicim rlst mikroorganisma, nebo kvl
Spatnému skladovani vzorku. Bakterialni zastoupeni u mrtvol je odlisSné v ramci rlznych ¢asti téla
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a v pozdéjsich fazich ma tendenci prechazet od aerobnich k anaerobnim druhim °°. Analyzou

mikroflory strev, Ust, bFisni dutiny a vykal( dvou ¢astecné dekomponovanych muzskych tél bylo zjisténo

velmi abundantni zastoupeni bakterii z kmend Firmicutes a Proteobacteria ©’

. Bakterie degraduji
organické materidly v procesech fermentace nebo respirace, a ziskavaji tim energii. Respirace probiha
na povrchu tél a vyuziva kyslik k degradaci organickych latek na anorganické. Fermentace probiha
uvnit¥ tél bez kysliku a pfeméniuje napf. lipidy pouze na polyhydroxy mastné kyseliny ®, které mohou
byt enzymatickou drahou spole¢né s MK a mydlem konvertovany na adipocer za pomoci oxo-
a hydroxyforem kyseliny stearové a palmitové . Objasnit celkové sloZeni adipoceru se dlouho nedafilo

a pritomnost izomeru 9-hydroxystearové kyseliny oproti doloZzené formé 10-hydroxystearové nebyla

potvrzena, a dle mého nézoru se jednalo pouze o spekulace 7°.

Mikrobialni degradace neni svym plisobenim omezena pouze na tkané, ale ovliviiuje i sperma pred
odbérem ze zndsilnéné obéti. Semeno je diky svému alkalickému charakteru (pH 7,3 aZ 7,8 7%, moiné
i pH nad 8 72) schopné neutralizovat kysely vaginalni povrch (pH 3,5 aZ 4,5) a nastolit idedIni podminky

3, Seminalni tekutina obsahuje také N-acetylglukosamin a rdzné

pro vyvoj mikroorganism(
aminokyseliny poskytujici mikrobdm dusik, a v kombinaci s vlastnostmi spermatu jsou dulezité pro
filamentaci mikroorganism( 4. Neplati vak pravidlo, Ze pfitomnost mikroorganism(i znamend vidy
kontaminaci. Vyuzivaji se napf. pti forenzni mikrobidlni analyze, kterd se kromé bioterorismu

a biokriminality zabyva i nedmyslnym uvolnénim mikroorganismd, se snahou zjistit, odkud pochazi ”>.

6.2 Vliv vlhkosti

Zvy$end vlhkost &asto iniciuje a urychluje degradaci DNA 7® procesem hydrolyzy, pfi kterém dojde
k oddéleni cukerné slozky od baze diky preruseni N-glykosidické vazby, jako v pfipadé deoxyuridinu
a thymidinu ve vodném prostfedi 77. Hydrolytické $t&peni neprobihd pouze v hydratovaném stavu,
nybrz i suchém, kde je ale zna¢né pomalejsi. Purinové a pyrimidinové hydratované polybazické retézce
polyC a polyA maji hydrolyzu o fad pomalejsi nez dCMP a dAMP, polyT a dTMP maji opacny vztah

a fadové se nelidi 7.

Co ale pfi odbéru enviromentalni DNA (eDNA) z vodného prostredi? Vzorek skladovany v chladu
(lednici) bez pFistupu svétla neprojevil ztratu eDNA po dvou dnech od uloZeni ’°, ale eDNA produkovand

mlokany (D. aterrimus) za chladovych podminek bez svétla byla detekovatelna i po 18 dnech a vzorky
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vystavené svétlu a okolni teploté po prvnich tfech dnech degradovaly jen minimalné &. Poskozeni DNA
zavisi i na mnozstvi kontaminaci pfitomnych ve vodé a délce fragmentu, priéemz se zvysujici se délkou
je usek DNA ve vlhkém prostfedi nachylné&jsi ke $tépeni 1. Dlouhodobé uchovani DNA ve vodé je ale
nevhodné, protoze sliny, krev, kosti a dalsi biologicky material dosdhly po dvou az ¢tyrech letech

priimérného poklesu koncentrace DNA mezi vzorky 20—85 % z poc¢ate&nich setin mikrograma 2.

Mimo vodni prostor nas zajima tzv. relativni vihkost (RH), uvadéjici pomér soucasného obsahu vodni
pary ve vzduchu oproti maximalnimu mnozstvi. Ma kupfikladu vliv na vodivost, kdy NK s vétSim
mnozstvim G—C par( pfi relativni vihkosti 20—-50 % mohou zménit svou vodivost az 200krat, zatimco se
zvysenym obsahem A-T pér( pouze 50krat 8. MdzZe ovlivnit i metylaci gend a mit jak hypometylaéni
ucinek (napf. ICAM-1), tak i hypermetylaéni ucinek (napf. Alu). Stejnou schopnost ma i teplota, ale vliv
teploty a relativni vihkosti se pfedpokladd nezavisly, pfipadné sekvenéni 8. Vihkost a teplota mohou

vy

vysoké teploté a vlhkosti, kterd podporuje také rist mikroorganisma, jez mohly degradaci umocnit .

6.3 Vliv svételného zareni
UV zareni rozdélujeme do tfi zakladnich typ: UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm) a UV-C
(<280 nm). Detekce celého spektra vinovych délek (200-400 nm) potvrdila dopad UV-C zarfeni na

8 a tvrzeni o plném pohlceni UV-C ozonem nebo kyslikem

zemsky povrch v mizivém procentu
v atmosféfe je tedy nepfesné &. Pisobenim UV vznikaji v DNA pyrimidinové dimery, které se v lidské
kaZi tvoFi nejvice pfi vinové délce 296-302 nm 88, Nejbéznéjsi jsou cyklobutan-pyrimidinové dimery
(CPD), vznikajici nejprve saturaci dvojné vazby mezi uhliky Cs a Cg a vznikly prstenec se nasledné
kovalentné spoji #. Na rozdil od 6-4 fotoproduktl a Dewarovych izomerd jsou rezistentné&jsi k bunééné
apoptdze a opravam DNA. Zcela nejstabilnéjsSim izomerem je TT-CPD, vznikajici pouze plsobenim UV-A
zafeni, jeZ se podafilo odstranit po 48 h pouze z 55 % . Dimerni struktury vytvofené pyrimidiny nebo
méné ochotné i puriny mohou vést ke vzniku preruseni u NK v zavislosti na acidolabilité, zastoupeni
pyrimidinG v okoli, flexibilité molekuly a v pfipadé thyminu i na struktufe DNA 1. CPD dimery mohou
v Zivych burikdch kromé iniciace ss zlomU vést k rozpadu replikacni vidlicky, inhibici signalizacnich drah
a ovlivnéni exprese genli zodpovédnych za opravy DNA zlomd 2. UV-A a UV-B vliv na tvorbu
pyrimidinovych dimerd, oxidativni poskozeni, modifikaci bazi a vznik zlomu je zavisly na expozici DNA.
Hydratovanou DNA poskodila obé zafeni, dehydratovanou pouze UV-B a v krvi obsaZenou 7adné 3.
Pokus s UV-C zarenim vedl k zjisténi, ze k tvorbé dvouretézcovych (ds) zlomU dochdazi nahromadénim
sousedicich jednofetézcovych (ss) zlomd na kompatibilnich vldknech 8. U volné DNA se tedy prvné
vytvari pyrimidinové dimery, poté dochazi k oxidativnimu poskozeni, a nakonec se tvofi ss a ds zlomy

dominantné zastoupené u dehydratovanych vzorka *3.



UV zareni je Casto vyuzivano pfi sterilizaci nastroji nebo prostredi, kde nam dnesni pfistroje umoznu;ji
zbavit se z velké ¢asti i MDR (Multi drug resistence) bakterii, bohuzel vysledky mUze ovlivnit dostupnost
povrch(, vzdalenost od zdroje UV-C nebo izolovanost prostoru 9. Sterilizace pomoci UV navic neni
100% ucinna, a v zavislosti na technologii sniZi koncentraci bakterii o nékolik Fada °°. Lep3ich vysledk
docilime napf. pouZitim vakuum-UV misto bézného UV v bezvodém prostiedi °®. Grampozitivni bakterie
S. epidermidis prokazala vyssi miru rezistence vici UV oproti étyfem testovanym gramnegativhim
druh@im ¥7. Zvy$ena odolnost je dana robustné&j$i membranou a siln&jsi vrstvou peptidoglykanu, které
bakterii obklopuji ®. Spory bakterii jako B. subtilis jsou jesté odolnéjsi a k jejich nejefektivnéj$imu
zneskodnéni bylo zapotiebi 21,6 mJ.cm™ UV zafeni o vinové délce 222 nm. NezéleZi pouze na absorpci
DNA v urcité vinové délce, ale i na Iatkach prenasejicich svételnou energii jako kyselina dipikolinova

v tomto pfipadé °®. Bez pFitomnosti dal3ich substanci mé absorpéni koeficient DNA maximum v 260 nm.

6.4 Vliv teploty

Vliv teploty se z ¢asti prekryva s jiz zminénymi reakcemi a vede k podobnym projevim. Charakteristické
je vsak pro ni formovani reactive oxygen species (ROS), kterému brani pfitomnost D,O prodluzujici
polocas rozpadu O,. ROS jsou pfeménény pomoci superoxid dismutazy na H,0,, ktery je zodpovédny
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za tvorbu tzv. oxoforem bdzi jako 8-oxoguanin “°. U guaninu pti vyssi teploté (37 °C) dochazi
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i k transverzi, tedy zméné béiného WC pdarovani *°, nebo poskytnutim energie 28 kcal/mol

z okolniho tepla dojde k uvolnéni guaninu z DNA, a to 1,4kréat rychleji neZ u adeninu %,

Citlivost biologickych materidll k teplotnim podminkdm se u jednotlivych vzorka lisi. Signifikantni
pokles DNA pti rGizné vlhkosti nastal u krve a slin béhem prvnich dn( pfi 55 °C a mezi 15. az 19. dnem
pti 37 °C, zatimco odolnéjsi vzorky spermatu nevykazovaly Ubytek koncentrace DNA 8. Pfi extrémnich
teplotdch (>1000 °C) jsou odolnéjsi tkdné s mensSim obsahem vody jako zuby, které si oproti kostem
dokazaly zachovat 25 % DNA 30 min v 1250 °C 1%, Kostni DNA odolalo nezévisle na mife Fedéni pouhych
15 min pfi teploté 200 °C %, Vliv teplotniho rozdilu (-70 aZ 65 °C) na krevni DNA neved! ani po
26 tydnech k vyznamnému rozdilu degradace mezi -70 az 37 °C, ale vzorek skladovany v 65 °C
zdegradoval za 21 h a po osmi dnech ho nebylo moZné analyzovat !°2. Spojeni vlivu teploty a relativni
vlhkosti plsobici na uskladnénou DNA ovocnych musek vedlo k vyssi degradaci s rostouci teplotou
avlhkosti v zavislosti na délce expozice, zatimco mensi teplotni proménlivost a stabilni vlhkost

signifikantni nebyly 1,

Teplota je intenzivné studovana z hlediska Uspésnosti konzervace vzork( souvisejici s prechodem ke
skladovani pfi teplotach okolo 25 °C, protoZe ne vidy plati, Ze niZsi teplota zajisti nizsi miru degradace.
Sperma skladované v tekutém dusiku (-196 °C) dosdhlo fragmentace dokonce i 10 % u jaderné
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i mitochondridlni DNA °* s podobnymi vysledky u neplodnych muzi °. Navic molekula DNA



prekonavajici vétsi teplotni rozdil po 18 cyklech rozmrazeni z =70 °C, =20 °C a 4 °C byla vice
fragmentovanad v zvislosti na ptivodni délce Useku a koncentraci DNA 1%. N&zory o vlivu zmraZeni na
integritu DNA se velmi lisi, a napfiklad Isachenko uvadi, Ze rychlost zamrazeni vzorku procesem

vitrifikace nebo postupnym zamraZenim nema vliv na degradaci DNA %7,

6.5 VlivpH

Hodnoty pH mimo neutrdlni oblast zrychluji proces hydrolyzy. Pti kyselém pH jsou baze DNA
v reaktivnéjsi (protonované) formé a pfi alkalickém pH prechazi do méné reaktivni (aniontové) formy,
kde wvy$si pH ucéinkuje pouze na deoxyguanosin a deoxythymidin . Hydrolytickd aktivita
deoxyadenosinu je 2,2krat vyssi pfi 30 °C neZ u deoxyguanosinu, ktery je oproti guanosinu pfi 100 °C
520krat méné stabilni. To znamend, Ze nezaleZi pouze na hodnoté pKa, ale i na teploté a iontové sile 1%,

Hodnota pKa je totiz vy$si u adeninu, coz by znacilo jeho vy3si reaktivitu **°

, ale s objevem tfi pKa
vrchold u adeninu i guaninu by mohl byt i tento vztah nepfesny 1. Viychylené pH je problémem i pfi
opravé Spatné zafazenych bazi pomoci missmatch repair, kdy adenin a cytosin jsou stabilizovany
v protonované formé nejlépe pfi pH 5,5, ale vzniklé chybné pary A—A a T-C pfi nizkém pH stabilizovany
nejsou 2. Po odstépeni baze v DNA plisobi na fetézec za alkalickych podminek B-eliminace a u RNA
navic vznikaji cyklofosfaty. B-eliminace u DNA probiha 154krat rychleji nez u RNA, které je i po zahrnuti

cyklofosfatll 16,8krat stabilnéjsi neZz DNA, pravdépodobné diky pFitomnosti OH skupiny na uhliku C; 13,

DNA si béhem denaturace zachovava molekulovou hmotnost, ale vznikem intermolekularnich vazeb
oproti intramolekuldrnim v ds formé se zkompaktni jak pfi kyselém, tak zasaditém pH 4. Vznikla
ss DNA vlasenka v ptitomnosti LiOH a NaOH s pH 12,5 a 13 zacala degradovat po 5, resp. 30 min, a po
30, resp. 60 min jiZz nebyla detekovana. Fragmentace nastala ale pouze po pfidani
uracil-DNA-glykosylazy, ktera utvofila alkalicky labilni mista 1°. Stabilita DNA pFi pH 3,3 a teploté 90 °C
byla nizsi diky pozici 3'-5' fosfodiesterové vazby v porovnani s TNA s 2’-3' fosfodiesterovou vazbou,

116 Kyselé pH vlivem

ktera je odolné&jsi vici B-eliminaci, protoZe destabilizuje oxokarbeniovy ion
prechodu z 0,1 na 200 MPa pokleslo z 4,6 na 4,3 a |épe stabilizovalo i-motiv. Nizsi pH by ale zpUsobilo
dvojitou protonaci C, pfipadné pH znacné vyssi neZ neutralni jeho deprotonaci, coz by i-motiv
destabilizovalo '’. Deprotonace pFi vysokém pH méni pomér A-T : G—C, snizuje Tn, u spiralizované
formy DNA, ale zvySuje Tm u Sroubovicové formy. Pti hodnoté pH 8 a vyssi zacne T, G—C paru (110 °C)

klesat a kolem pH 10,3 dosdhne platé, u paru A-T (69,7 °C) zacne T, klesat pozdéji, ale po prekroceni

10,3 klesa stale 8.
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7 Stabilizace NK

Pro maximalizaci ochrany nasich vzork(l je nutné uvazovat o délce skladovani a zdali uchovame DNA
izolovanou nebo jako soucast biologického materialu. Télnim tekutindm, stérim nebo ¢astem tkani

budou totiz vyhovovat jiné pfistupy zajistujici rGznou miru ochrany jejich DNA.

7.1 Zelvudky, anhydrobidza

V pfirodé se prirozené vyskytuje proces desikace, ktery pomdha zachovat integritu DNA, a jeho
typickym pfikladem je anhydrobiéza probihajici u Zelvu$ek. Zelvusky nepogkozuje samotny proces
vysychani, ale spiSe doba, po kterou se vtomto metabolicky omezeném stavu vyskytuji. Délka
anhydrobidzy dva dny, Sest tydni a deset mésicli vedla ke stoupajici mite fragmentace DNA od 2 % pres
13 % a?z k 23 %, co? znaéi postupnou akumulaci poskozeni v ¢ase *°. To dokazuje, Ze i takto odolné
organismy neprezivaji staleti v tomto stavu, jak se dfive myslelo, ale fakticky mizeme uvaZovat spise
o desetiletich 1%°. Dle dostupnych informaci nejstarsi vzorek Zelvusky, pfivedeny zpét z anhydrobiézy do

plné metabolicky funkéni podoby, byl 20lety exemplaF Echiniscus testudo 2.

Mechanismus anhydrobidzy je zaloZzen na akumulaci disacharidu trehaldzy. Jeho béind uroven
u aktivnich jedinctl je 0,1 %, zatimco po sedmi hodinach vysouseni se dostane na 2,3 %, a tato hodnota
je jiz neménna. Polatkem hydratace zacne i postupnd degradace trehaldzy na ptvodni drover 22,
Drivéjsi ndazor, Ze trehaldza poskytuje vodikové vazby dileZité pro stabilitu proteinu v bezvodém
prostfedi pfimou interakci s proteinovou molekulou 23, jiZ neplati. Anhydrobidéza myoglobinu potvrdila,
Ze nedochazi k pfimému napojeni molekul trehaldzy na dany protein, nybrz je pod nim jedna ¢i dvé
vrstvy molekul vody 2%, Hlavni stabilizaéni funkci trehaldzy je, Ze dokdZe prerusit interakci vodikovych
vazeb v molekule vody, coZ vede ke sniZeni hladiny teploty nezbytné pro formovani krystall vody, které
by zpUsobily poskozeni biologickych struktur. Jeji funkce roste pfi koncentraci vyssi nez 30 %,
a v porovnani s ostatnimi disacharidy se jevi jako nejuginné&jsi kryoprotektant *2°. Podobnych vysledkd

bylo dosazeno i u myoglobinu, kdy pti pouZiti rizného mnozstvi trehaldzy voda nezacala krystalizovat,

dokud jeji obsah ve vzorku nebyl vy$si nez 33 % 24,

7.2 Zmrazenivs. vysouSeni DNA a biologického materialu

Vzorky skladované pti pokojové teploté (RT) podléhaji pred analyzou procesu hydratace, zatimco pfi
nizkych teplotdch dochazi k jejich rozmrazeni. Otdzkou z(stava, ktery z téchto pfistupl (opakovana
hydratace ¢i rozmrazeni) ma negativnéjsi dopad na integritu DNA. Vysledkem studie pracujici
s teplotami -10 °C aZ -192 °C bylo, Ze rozmrazovani nema vliv na ds strukturu DNA !¢, Pozdéji se ale
potvrdil vliv mrazicich cyklG souvisejici s délkou fragmentu, koncentraci vzorku a zastoupenim bazi, kdy
T oligomery jsou nejodolnéjsi a G oligomery nejcitlivéjsi bez zapocteni ionizacni energie. Pomalé

zmrazeni je dle vysledk( pétkrat destruktivnéjsi nez zmrazeni v tekutém dusiku *2’. Naopak p¥i uchovani
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DNA v médiu SampleMatrix (SM, Biomatrica, USA) byl jeho vytéZek oproti kontrole zmrazené v -20 °C
dvakrat az desetkrat vyssi (Obr. 2), v zavislosti na pritomnosti vysousedla (Obr. 3), s dirazem na

zvy3enou ochranu vzork( s nizkym obsahem DNA 12,
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Obr. 2: MnoiZstvi DNA po jednom roce skladovani v médiu SampleMatrix (SM) pfi RT spolecné

s vysoudedlem (D) v porovnani s kontrolnim vzorkem zmraZenym na -20 °C %,
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Obr. 3: Priimérny vytéZzek DNA (ng) pro jednotlivé pocatecni hmotnosti vzork( (ng) po jednom roce
skladovani pfi —20 °C (control) a pfi RT v SampleMatrix (SM) médiu s vysousedlem (SM+D) nebo bez
vysous$edla (SM-D) 28,

Jind média GenTegra (Genvalut, USA) a QlAsafe (Qiagen, USA) obstala za podobnych teplot v porovnani
s kontrolni DNA, zamraZenou na -20 °C, protoZe po tfech hydratacnich cyklech nebyl mezi skladovacimi

metodami rozdil v obsahu DNA. Ani po jedné hydrataci malého mnoizstvi DNA (0,15 ng/ul) po
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Sestimési¢nim skladovani za stalych podminek se rozdil neprojevil, ale U¢innost byla vyssi u GenTegra
(111 %) oproti QlAsafe (78 %) '*°. QlAsafe neobstal ani pfi uchovani mixované DNA t¥i lidi o mnoZstvi
150 pg po dobu dvou let pfi RT, protoze docilil signifikantni ztraty DNA 28 %, tedy pro dlouhodobé
uchovani malych mnoZstvi DNA neni vhodnou variantou **°. | kdyz se GenTegra zda byt idedIni moznosti,
jeji pokles STR signald za vy$e zminénych podminek byl 40 % a u QlAsafe 48 % oproti zmrazené DNA 1%,
Naopak DNA skladovana pfi —20 °C poskytla identifika¢ni profily pachateld k pfezkoumani a porovnani
i po deviti az 18 letech 3. Volba stabilizacnich podminek zavisi na pfedem definovaném zptsobu

nasledného zpracovani vzorku.

7.3 Desikace vzorku

Vysouseni predstavuje jednu zfazi pfedchazejicich procesu skladovani DNA pfi pokojové teploté.
Porovnanim vysouseni eDNA pomoci silikagelovych kuli¢ek a filtrd namocenych v ethanolu zjistime, Ze
efektivita uchovani je pfi nizSich teplotach po 15 mésicich prakticky totoznd, zato pti teploté 23 °C si
vedou lépe silikagelové kuli¢ky **2. | po tydennim skladovéni byl nejvétsi obsah DNA ve filtru suseném
v silikagelu a potvrdila se i vyssi vynosnost DNA z celulézovych filtrl oproti polyethersulfonovym
filtram 33, Vysu3ovaéni silikagelem by mohlo byt vyhodné i pro mikrobidlni DNA na rostlinnych vzorcich,
oviem s ddrazem na kratkodobost uchovani 3%, To jsou moZnosti vyuZivané v terénu, v laboratofi se
vody ve vzorku zbavime pomoci pfistroji s laminarnim proudénim vzduchu, které jsou relativné levné,
dostupné, ale ne vidy vhodné. DNA ve spermatu lamy, po 30 min suSeni a 60 dnech uchovani pti teploté

5 °C, mélo jiz po sedmi dnech vyznamné vy3si miru fragmentace ne? kontrolni, nevysueny vzorek %,

7.3.1 Trehaldza

Na zékladé poznatkl o ochranné funkci trehaldzy u Zelvusek, kde napomaha stabilizaci biomolekul
v extrémnich podminkach, se zacala vyuZivat jako stabilizacni Cinidlo i pro molekulu DNA. Cenéna je
hlavné diky své vysoké T, teploté (107 °C), napft. oproti sachardze (61 °C). Teplota je ale v fadu jednotek
variabilni v zavislosti na dokonalosti vysuseni vzorku, a pokud by doslo ke zvyseni vlhkosti o 0,5 %,
hodnota T, by mohla poklesnout aZ o 10 °C 3¢, Za pfitomnosti albuminu byl naopak potvrzen narust
T, teploty, stanovené na 108 °C u trehaldzy, v niZ byly skladovany savci buriky. Bohuzel zadné dalsi
vlastnosti ovliviujici stabilitu DNA nebyly u albuminu pozorovany **’. Nevyhodou u trehalézy maze byt
jeji zavislost na pH. Acidita télni dutiny Zelvusek ovliviiovala rychlost odbouravani trehaldzy, jeZ se bézné
vrati na pdvodni Uroven pfiblizné po Sesti hodinach, ale v prostiedi se 20 % CO; jeji koncentrace z(istala

po 3esti hodindch na stejné trovni 122,

7.3.2  Lyofilizace a sacharidy
Lyofilizace (suseni mrazem) je vhodna pro vzorky uchované pfi RT nebo zamrazené, presto ma nékolik

limitaci. U plazmidové DNA doslo po lyofilizaci k 75% snizeni jeji bioaktivity, strukturnim zménam
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v disledku denaturace a zméné v teploté tani. Projeviim zamezily sacharidy, které vzorek ochranily
beze ztrat pfi koncentraci 4000 : 1, zatimco u koncentrace pod 4 : 1 nebyl pozorovan Zadny znatelny
vliv 138, Jejich duleZitost byla prokazana i u DNA-lipidovych komplexd, které se v pfitomnosti glukdzy po
dvou letech v suchém stavu shlukly, ale pfi inkubaci s neredukujicimi sacharidy (trehaldza, sachardza)
nikoliv. Pfesto u vsech tfi typl stabilizacnich médii doslo k narGstu ROS, a to 212krat u glukozy,
39krat u sachardzy a pouze osmkrat u trehaldzy, nicméné proti formovani ROS nejsou schopni DNA plné
ochranit 3%, Rapidni narGst konformacnich zmé&n u DNA a aZ 100krat snizend exprese gen( byla
pozorovana u polyplexi bez pouZiti sacharidl. S pouZitim téchto stabilizator( je lyofilizace vhodna

k uchovéni DNA, ale nedokéze zabranit vlivu vysokych teplot pfi transfekénich manipulacich s DNA 4,

Koncentraci téchto stabilizacnich latek nelze povazovat za univerzélni, nebot zaleZi na typu pouzitého
sacharidu, poméru koncentrace DNA k sacharidu, a zda je DNA v komplexu s jinou molekulou. Pro
uchovani DNA s koncentraci 8 pg/ml a 40 ug/ml v komplexu s L-a-dioleoylphosphatidyl-ethanolaminem
a 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propanem bylo zapotrebi 1250krat vétsi mnozstvi sachardzy nez
DNA . Dukazem velkého rozptylu koncentraci je tfitydenni uchovdni DNA v komplexu
s transferin-polyethyleniminem, kdy bylo zapotfebi na kazdych 10 ug DNA 100 mg sachardzy *2. | po
pouziti poZzadovaného mnozstvi stabilizatoru je nutné nezapomenout na faktor spojeny se susenim
mrazem, tedy tzv. nezamrzajici vodu. Ta dokaze pretrvat u lipidd pfi teploté —20 °C v poméru 7 : 1

molekul vody vi&i lipidu *3, ale neZddouci vliv by mohla mit i na DNA.

7.4  Akcelerované starnuti

Akcelerované starnuti je metoda simulujici prodlouzenou dobu skladovani tim, ze zvySime teplotu nad
rdmec hodnoty, které bude vzorek vystaven, a tim urychlime jeho starnuti. Design experimentu
zavisejici na pozadované délce uchovani a materidlu se fidi tzv. desetistupfiovym pravidlem, které ndm
Fika, Ze zvy$enim teploty o 10 °C dosdhneme dvakrat rychlejsi degradace **. Jaky je ale vlastné rozdil

v akcelerovaném starnuti oproti béznému?

U vzork( krve uchovanych na FTA kartach a v mikrozkumavkach byl prokazan vliv zvysené teploty na
akceleraci starnuti. Obé metody disponovaly zvysenou ochranou pro rizné dlouhé fragmenty DNA, kdy
korelace dé&ju byla nejvice patrnd u fragmentl v rozmezi 1000 aZ 5000 bp *°. Zrychlené starnuti je
logicky spojeno i s vysychanim a jejich kombinace zpUsobuje hlavné dysbalanci redoxniho potencialu
a oxidativni poskozeni. Hladina 5-metylcytosinu v rostlinné DNA byla po 72 h pti45 °C polovicni
(5,56 %) oproti pivodni (11,9 %) s konstantnim poklesem, zatimco 8-oxoguanin mél opacny trend
s vyslednou koncentraci 4,6krat vy3si 1. Vzorky vysusené DNA z krve, semene, slin a vaginalnich stér
uchované 548 dni pfi RT, 194 dni pfi 37 °C a 76 dni pti 50 °C se od sebe nelisily natolik, aby bylo

konstatovano, ze se metody béZného a akcelerovaného starnuti odchyluji. Nejvétsi odolnost vici
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degradaci prokézaly vaginalni stéry a semeno, a nejcitlivéjsi byly vzorky slin . Su$enou krevni DNA
dlouhou 273 bp a 1600 bp bylo mozné amplifikovat pfi 100% vlhkosti a 45 °C po dobu osmi mésict

v obou pfipadech, ale pfi 55 °C a 65 °C pouze tfi mésice u krat$iho a jeden mésic u del$iho fragmentu %8,

7.5 Stabiliza¢ni média urcena ke skladovani DNA pfi pokojové teploté (RT)

Skladovani DNA pfi RT je nejen Setrnéjsi k Zivotnimu prostredi, ale také efektivnéjsi z hlediska spotfeby
energie, financnich naklad(l a prostorovych poZadavk(. Jeho popularita vzrostla hlavné s vyvinutim
dostupnych stabilizacnich médii, jako byl SampleMatrix (SM) od spolec¢nosti Biomatrica, USA. SM byl
schopny konzervovat DNA ¢Ctyfi roky pfi 56 °C nebo RT s lepSimi vysledky neZ trehaldza, polyvinyl
alkohol nebo zmrazeni (-20 °C), oproti némuz ale dosahoval mensiho po&tu del3ich Usek( DNA %,
Médii a pfistupd k uchovani DNA je nespocet a zdmérem prace neni tvorba jejich seznamu dle efektivity.
Jejich ucinek Casto ani nelze porovnat kvili rozdilim v dobé stabilizace, pocatecni koncentraci DNA,
mife posSkozeni, kterému byla NK vystavena, nebo narocnosti extrakce vzorku z daného média.
Prikladem miZe byt srovnani deviti stabilizacnich médii za podminek akcelerovaného starnuti
v teplotach 65 °C, 75 °C a 85 °C po dobu 14 dni (Obr. 4). Za danych podminek bylo DNA uchovéano
nejdéle v kapslich DNAshells (Imagene SA, Francie). Metoda GenTegra a trehaldza se prakticky nelisily,
a nejhorsiho vysledku doséhla samotnd, dnes jiZ nevyrabéna latka, DNAstable (Biomatrica, USA) **°, co?

by bylo v rozporu se zminénou studii 1*° bez pfihlédnuti k pribéhu experimentu.
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Obr. 4: Mira degradace DNA pro devét jednotlivych pfistupt, vyjadiena v procentech fragmentd,
které si zachovaly svou plnou délku béhem 14denniho akcelerovaného starnuti pfi 65 °C, 75 °C
a 85 °C. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci qPCR **°. Uspofadani grafd bylo vlastnoruéné upraveno

pro potreby prace.
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7.5.1 DNAshells

Skladovani DNA v hermeticky uzavienych nerezovych kapslich tzv. DNAshells (Imagene SA, France) je
v soucasné dobé asi nejucinné;jsi metodou pro uchovani vysusené DNA. Akcelerovanym stépenim DNA
pfi teplotach 100 az 140 °C bylo vypocteno, Ze ke vzniku zlomu u DNA uchované v kapsli dojde jednou
za 100 let na 100 000 bazi, to znamen3, ze 150 bp fragment by byl pfi RT zcela rozstépen za pfriblizné
38 000 let, co? je o tfi Fady lepsi vysledek nez u jakékoliv jiné metody *°1. Kapsle neprokazaly pokles
koncentrace DNA ani pfi uskladnéni po dobu 18 mésicll pfi RT v porovnani se zmrazenou DNA
a zkumavkami GenTegra. Vysledky akcelerovaného starnuti, odpovidajici skladovani 100 let pfi 25 °C,
byly pro DNAshells a GenTegra stejné u vysusenych vzork(, nicméné pfi RH 50 % byly DNAshells
vyznamné Ucinnéjsi. Po jednom mésici v teplotnich extrémech klesla koncentrace DNA v kapslich na
30-90 % oproti kontrole, a k dosaZeni vy3siho vytézku bylo zapotfebi trehaldzy *°2. DNAshells ochranily
i vzorky DNA z plic a stfev jedincli postiZzenych mutacemi, vystavené 76 °C po dobu 15 h, bez rozdilu od
mrazem uchovanych vzork(, stejné jako poéty SNP v DNA L. monocytogenes 3. Kapsle je moiné
kombinovat s magnetickymi nanocasticemi prokladanymi vrstvami SiO kvali stabilizaci, kdy vysledné
mnozZstvi DNA muZe tvofit aZz 3,4 % hmotnosti kapsle. Nejvice DNA pojmuly nanocéstice po naneseni
¢tyf dvojvrstev DNA—kfemik, a v podminkach zrychleného starnuti pfi 70 °C a 50 % RH zachovaly
minimalné 89,5 % DNA o délce 186 bp intaktni *>*. DNAshells také neovliviiuji absorpci DNA v oblasti
260/230 nm 2, nicméné jeho pfiprava je ¢asové narocnd, proto je v terénu zapotfebi vyuZit jinych

moznosti (DNA/RNA Shield).

7.5.2  DNA/RNA Shield

Stabilizaéni ptipravek DNA/RNA Shield (Zymo Research Corp., USA), uchovavajici mikroorganismy Zijici
vledu a snéhu, poskytuje stabilizaci srovnatelnou se zmrazenim v tekutém dusiku a také vice nez
dvojnéasobny vytézek (132 ng/ul oproti 56 ng/ul), ktery neni tolik zavisly na mnoistvi prefiltrovaného
vzorku °°, Kvalitu konzervace potvrdil i pfi stabilizaci padni mikrobialni kultury oproti vzorku bez média
¢i pufru za skladovacich teplot -180 °C, -20 °C, 4 °C a 23 °C po dobu jednoho mésice. Nejvyssi Ucinnost
mél pfi 23 °C, zatimco v teplotach —20 °C a 4 °C dosahoval lepsich stabilizacnich vlastnosti solny pufr
DESS 6, Ale i vlastnoruéné vyrobeny stabilizaéni pufr pro NK (NAP) **7 dokdzal ochranit DNA dokonce
lépe nez komeréni DNA/RNA Shield. Skupina po desetidenni stabilizaci fekalnich stér(i uvedla, Ze
nejlepsi je stéry zamrazit samotné, pokud byl ale zapottebi pufr, NAP dosahoval lepsich vysledk( pfi
zmraZzeni nez DNA/RNA Shield. Tento pfipravek je ale preferovan jako vhodna varianta pro skladovani
pti RT *8, Vyhodou pfipravku DNA/RNA Shield je vy$$i mira stabilizace NK s &iste€nym naru$enim.
Svalova tkan z Cerstvé a ¢astecné dekomponované mrtvoly byla ulozena do DNA/RNA Shield po dobu
tfi mésicl pfri teploté 25 °C a 35 °C. Pripravek si po celou dobu experimentu zajistil stabilni vytéZzek

abylo zné mozné analyzovat kompletni STR profily obéti i po tfrech mésicich, kromé tkané
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dekomponované pfi 25 °C (96 %), a svym vysledkem pred¢il i specializovany pufr ¥*°. Dle nazvu je
médium schopné uchovat i RNA, a proto bylo hojné vyuzivdno béhem SARS-CoV-2 pandemie. Pfi
uchovani wvytéri z nosohltanu v médiu DNA/RNA Shield, NAT (nucleic acid transport),
VMT (virus transport medium), Ezmedlab (Ningbo EZ Medical Instruments Co., LTD., Cina)
a fosfatovém pufru vykazoval DNA/RNA Shield jak nizké Cq hodnoty (15,15 a 25,15), tak vysokou kvalitu
a kvantitu skladované DNA (>7000 RFU). K uchovani koronaviru lze vyuZit vSsechna média, ale

u fosfatového pufru je zapotfebi tepelna inaktivace viru 1°,

7.6 Metoda skladovani podle typu vzorku

ZmraZeni je Casto preferovanou volbou stabilizace DNA vzork(, ale nemusi byt v kazdé situaci nezbytné.

Zamérime se na data ilustrujici skladovaci podminky pro krev, mékkou tkan, kosti, sliny, feces a dalsi.

7.6.1 Meékka tkan

Kvalita DNA stfevni tkané skladované pfi -80 °C ve tfech typech médii (DNA/RNA Shield ad.),
inkubovanych 24 h, 72 h a jeden mésic pfi 4 °C pfed uskladnénim v -20 °C, byla srovnatelna. Média jsou
tedy vhodnou variantou pro kratkodobé skladovani v chladu nebo transport 2. Integritu DNA je moZné
zachovat idéle, kdy burky uastni dutiny uloZené v pufrech TENT (Tris-EDTA-NaCl-Tween20),
DESS (dimethyl sulphoxid disodium-EDTA-saturated NaCl) a PBS (phosphate-buffered saline) zajistily
obou teplotnich podminek a dle vysledk je schopny stabilizovat vzorek po dobu 90 dni pfi 4 °C a 30 dni
pfi RT 182, | po pFidani lyzaéniho pufru zGstala DNA neporu$end, na rozdil od vzorkd skladovanych pfFi RT

a4 °C pred jeho aplikaci. Na kvantitu DNA vsak signifikantni vliv nemél 163,

Stabilizace pfi pokojové teploté neni z hlediska dosazenych vysledkl horsi nez jiné pristupy. Kvalita DNA
extrahované z lyofilizovanych bunék rakoviny prsu, skladovanych jeden rok pfiRT, se vzhledem
k zmraZené kontrole nelisila, ale k dosazeni kompletniho profilu jak DNA, tak i RNA je zapotiebi vzorek
skladovat v temném prostfedi a s vysoudedlem ¢4, Ochranné vlastnosti médii jsou patrné i pfi vyssich
teplotdch. Lidska tkan, skladovana 28 dni pfi35 °C vosmi typech cinidel, zaznamenala pokles
v koncentraci DNA po prvnich ¢tyfech dnech, a poté se ustélila. Za nejlepsi stabilizacni médium bylo
oznaceno DMSO a DNA-Gen (DNA Genotek Inc., Kanada), protoZe témér vidy poskytly kompletni sadu
alel a extrakce DNA byla moZn4 jak z tkané, tak pfimo z nich %>, Bez pfistupu k médiu je mozné vyuZit

alternativni metodu skladovani tkané v chloridu sodném. Takto skladovana mékka tkan mrtvoly pti RT

jeden rok nevykazovala zndmky poskozeni a vytéZek DNA méla vys$si neZ tkar skladovana pfi —20 °C 66,

7.6.2 Feces
Odebrand cerstva lidska stolice obsahuje okolo t¥i aZ ctyF miliont bunék 7 poskytujicich dostatek DNA

pro budouci analyzu, pokud vzorek ptili§ nezfedime 8. DlleZité je si uvédomit, Ze sou&asti fekdlni DNA
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je DNA jedince, ale také mikrobialni DNA, a ty je zapotiebi od sebe odlisit. FTA karty, 95% ethanol nebo
OMNIgene Gut kit (DNA Genotek Inc., Kanada) jsou vhodné pro osmitydenni uchovani lidského a psiho
feces, pokud dochazi k fluktuaci teplot nebo je vykal uskladnén pfi RT, s dlrazem na vyssi rozdil
mikrobioty mezi druhy oproti skladovacim technikam *°, Studie dale dirazné varovala pfed pouZitim
70% ethanolu, jehoz konzervacni schopnosti jsou nedostatecné. Viceprocentni ethanol byl preferovan
i pfi uchovani fekalnich vzorki medvéda hnédého po dobu Sesti mésicli, naopak suseni silikagelem
nebylo doporuéeno u vysoce vihkych vzorkd, protoze dehydratace nebyla dostateéné rychld *°. | pres
tuto limitaci nelze silikagel oznacit za nevhodny k uskladnéni vzorkd, protoze pfi praci s lyofilizovanym
fekalnim praskem nebo mrazem sudenymi vykaly byla tato metoda pfi RT nejlepsi mezi testovanymi 7%,
Vyzkum DNA z vaji¢ek méchovce obsazenych ve feces oznacil jako nejlepsi variantu pro jejich 60denni
uchovani zmrazeniv -20 °C. Pfi 4 °C nebyl pozorovan rozdil mezi ne/pouzitim médii a pfi 32 °C si nejlépe
vedly FTA karty, dale dvoukrokové suseni v silikagelu, 5% dichroman draselny a moZnou alternativou je

konzervace v 95% ethanolu. DNA v nechranéném vzorku byla detekovatelna pfi 32 °C deset dni *72.

7.6.3 Krev

Krev je soucasné asi nejcastéji skladovanym biologickym typem vzorku, proto jsou jeji zmény béhem
skladovani v riznych teplotach a s pouzitim médii intenzivné studovany. DNA miZe poskodit i srazeni
krve, kterému zabranime pridanim antikoagulantu. Zkumavky s EDTA po 130 dnech skladovani krve
pfi 4 °C mély miru fragmentace DNA (19,3 %) mensi neZ heparinové, a bez pouziti dalSich médii bylo
doporuceno izolovat DNA do deseti dnti a pfi RT do t¥i dn( 173, ZmraZené EDTA zkumavky s krvi viak
mohou mit negativni vliv na vyté7ek DNA pFi extrakci 4. Krevni DNA skladovana 14 dni pfi 22 °C byla
stabilizovana pred poskozenim pouze v BCT médiu (Streck Inc., USA) v porovnani s nechrdnénym
vzorkem. Mezitim mnoZstvi DNA ve formaldehydu znacné pokleslo a glutaraldehyd byl oznacen za
inhibitor PCR >, BCT médium prokazalo lepsi konzervaéni vlastnosti i v porovnani se specializovanym
pfipravkem PAXgene (BD Biosciences, Jihoafricka republika). Nasobek poctu kopii genomové DNA byl
po sedmi dnech skladovani pfi RT 1,17 u BCT a 37,4 u PAXgene zkumavek, takZe u BCT prakticky nedoslo
k lyzi bunék a uvolnéni DNA do krevni plazmy a Ize ho oznacit za vhodnou alternativu pro kratkodobé

uchovani krevni DNA 76,

Skladovani krve v mraznic¢ce mlze byt Gcinnym zplsobem jejiho uchovani za predpokladu, Ze hladina
teploty je konstantni. Lidska krev skladovana pfi -30 °C ve zkumavkach po dobu dvou az 19 let méla
pramérny vytézek DNA 108,95 ug a z toho bylo pfiblizné 79 % v ds formé. Absorbance vzork(i mezi
260/280 nm indikovala prakticky ¢istou DNA, ale pomér A260/230 nm naznadil pfitomnost organickych
latek 7. VyuZiti média umoZfiuje skladovani pfi pokojové teploté s niz$imi energetickymi naklady
a srovnatelnou kvalitou. MnoZstvi DNA v krvi skladované pti -80 °C bylo v pribéhu jednoho roku

stabilni (>70 %), ale uz po dvou tydnech skladovani pfi RT vyznamné pokleslo. Po pfidani média
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DNAgard (Biomatrica, USA) se vytéZzek pfi RT stabilizoval a po roce ¢inil 60-80 %. Pri —80 °C vzrostl
vytéZek po pfidani DNAgard pfed zmraZenim o vice neZ 85 % a pfed rozmrazenim o vice nez 90 % 74,
Vyssi vytéZzek krevni DNA ziskame také dehydrataci vzorku. Suchy krevni extrakt ovce a Clovéka
skladovany zhruba Sest tydn( pfi 18 °C v DNAstable a DNAgard mél stejny vytéZzek DNA jako krev
skladovana pri-20°Ca -80 °C u obou organismu. Primérny vytéZek DNA u ¢lovéka byl vyssi a vyznamné
Cistdi u zmraZenych vzork( 78, Levnéjsi variantou uchovani krevnich skvrn mohou byt papirové utérky.
Nedosahly tak velkého vytézku DNA jako DNA/RNA Shield (1,63 mg/ul), ale vyznamna mira degradace
se u nich béhem 130denniho experimentu téZ neprojevila. Nevyhodou papirovych utérek a dalSich
testovanych metod je rdzny vytéZek DNA zdvisly na pouZité extrakéni metodé (TE nebo NaOH) 7°,
Stabilizacni médium DNA/RNA Shield se osvéddilo i pfi konzervaci kinetoplastidové DNA Leishmanie
v lidské krvi. Pfed jeho uskladnénim pfi RT nebyla zapotrebi lyze erytrocytl, a za téchto podminek
dosahl lepsich hodnot nez RNAprotect (Qiagen, USA). Pokud bychom chtéli zachovat i RNA, bylo by
vyhodnéjsi vzorek skladovat pfi 4 °C v RNAprotect, ktery nam zaroven zajisti i vyssi kvalitu DNA za

téchto podminek &,

7.6.4 Kosti

Porovnanim kosti uskladnénych pfi —20 °C, pti RT, dehydrataci/vysusenim mrazem, v lyzaénim pufru
anebo 96% ethanolu bez ptidani dalSich aditiv bylo zjisténo, Ze pro dlouhodobé uchovani (jeden rok) je
nejlepsi kosti zamrazit, ale pfi kratkodobéjsim skladovani (Sest tydn() je vyhodnéjsi umistit vzorky do
ethanolu '8, Je ale potfeba nezapominat na to, Ze nékolikanasobné rozmrazovéni kosti vede ke zméné
jejich fyzikalné chemickych vlastnosti 182, DilleZitd je i forma, v jaké budeme kosti skladovat, protoze po
deseti letech konzervace kosti z 2. sv. valky pfi —20 °C bylo zjisténo, Ze pokud skladujeme kosti ve formé
prasku, dostavame signifikantné wvyssi vytézek DNA (0,062 ng/mg) nez u celistvého kusu
(0,03 ng/mg) 3. Stejnd vyzkumna skupina zjistovala pokles vytézku kostni DNA po desetiletech
a potvrdila, Ze skladovani pti —20 °C neochrani DNA tak dobfe, jak se myslelo, s pfiblizné pétinovym
vytéZkem (12,2 pg/ul) v porovnani s mnozstvim DNA v kostech (57,7 pg/ul) z roku 2009 18418 pf;
tfiletém skladovani kostniho prachu pfi —20 °C, RT a RH navic nebyl potvrzen signifikantni rozdil
v kvantité DNA (6—74 ng/g), aZ na jeden ptipad (0,31 ng/g). Kvalita vzork( téZ nebyla odlisna, ale prach
skladovany pFi RT poskytl 17 celistvych STR profilQi z 21, zatimco zmraZeny pouze 13 8, Skladovani ve
stabilizacnim médiu je moZnou alternativou zastupujici metodu zmrazeni, pokud ma vliv na integritu
(27 ng/ul), u EtOH byl témér dvakrat vétsi (60,5 ng/ul) a nejvyssi mélo NaCl (72,5 ng/ul) pfi zachovani
86 % az 110 % DNA. Vysledky NaCl, potvrzené na lidskych kostech, naznacuji, Ze v neidedlnich

podminkdch je mozZné skladovat kosti v soli p¥i RT 30 dni bez vlivu na kvalitu DNA &7,
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7.6.5 Srst, pefi

Srst, konkrétné vlasy, jsou charakteristické zastoupenim jednotlivych typld DNA. Jak u vlasl Cerstvych
(88,4—99,5 %), tak starych (>99 %) tvori prevaznou vétsinu jaderna DNA, ktera ale podléha vyssi mire
fragmentace, proto byvaji nalezené iseky mtDNA delsi. Velikost fragmentl obou typl DNA je obcas tak
mald, Ze zplsobuje problémy pfi nasledné PCR 8, Zvysenda fragmentace ale nezabranila amplifikaci
DNA ani po 50 az 150letém skladovani koriskych Zini za variabilni teploty a vlhkosti. Vytézek DNA
vyznamné poklesl po omyti srsti, kdy byla odstranéna mikrobialni DNA a kvdli teplotni variabilité béhem

skladovani, kterd neméla vliv na snizenou &istotu vzorka 2°,

Védecké studie porovnavajici vliv konzerva¢nich médii a teploty na DNA ve vzorcich srsti a pefi jsou
relativné omezené. Podle nékterych vyzkumu stacilo pro kratkodobé uchovani DNA obsazené v pefi jeji
skladovani v suchu v papirové obalce **°. Vysu$eni nebo zmraZeni vzorku oviem nemusi garantovat
100% stabilitu DNA béhem dlouhodobého skladovdni. Medvédi srst konzervovana jeden rok pfi -20 °C
a RT v pfitomnosti silikagelu, méla v obou pfipadech snizenou amplifikaci delSiho fragmentu (1000 bp)
po dvou tydnech a mikrolokust po $esti mésicich, pfesto bylo doporuéeno delsi iseky DNA zamrazit 2.
Po stabilizaci vlasovych folikull na dobu 24 h pti 4 °C a tydne pfi 4 °C a 19 °C v médiu RNAlater byl
pripravek oznacen jako vhodny pro prevoz vlasovych vzorkl pred dlouhodobym uskladnénim, protoze

zajistil vysokou kvalitu DNA bez kvantitativnich ztrat 92,

7.6.6 Sliny

MnoiZstvi a kvalita vytézku DNA extrahované ze slin zavisi na sloice, jez je predmétem analyzy.
Kompletni stéry slin, jejich supernatant a pelet utvoreny pfi centrifugaci obsahujici mikrobialni DNA,
bylo mozné uchovat pfi —80 °C po dobu Sesti mésicll bez vyznamnych ztrat. Kompletni stéry a pelet ale
poskytly DNA o lepsi kvalité a také s 29krat vy33im vytézkem neZ supernatant °3. Specializované
pfipravky a kity ndm umoznuji skladovat DNA ve slindch ve zmraZzeném stavu i pti RT. Prdmérny vytézek
(35 pg) byl pozorovan u slin po Sesti mésicich skladovani pfi RT i =80 °C. ZmrazZeny vzorek dosahl, byt
stejnym kitem byly sliny stabilizovany pti 37 °C 18 mésicl bez vyznamné fragmentace nebo poklesu
Cistoty. VytéZek DNA, ktery byl u slin (116,8 ng/ul) dvakrat vétsi nez u krve (67,4 ng/ul), zplsobilo
hlavné vysoké zastoupeni mikrobialni DNA ve slindch v porovnani s krvi 1%. Nékteré soupravy poskytuji
kvalitni ochranu i po delSi dobu, napfiklad péti let pfi 24 °C nebo 187 dni béhem akcelerovaného
starnuti pfi 50 °C %6, Misto kitu Ize pouZit i stabilizaéni roztok RNAprotect. | kdy? je primarné uréen pro
skladovani RNA, udrzel DNA ve vzorku slin stabilni po dobu deseti tydnl beze zmény Ct hodnot oproti
kontrole, kde se zvysila pfiblizné o deset !’. | laboratorné pfipraveny SPB (saliva preservation buffer),

sloZeny z Tris, EDTA, mocoviny, SDS a azidu, umoznil extrahovat DNA o vysoké Cistoté i po 160 dnech od
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pocatku inkubace pfi RT. SPB byl doporucen k dlouhodobému skladovani slin, i kdyz vytéZek a Cistota

DNA byly zavislé na extrakci pomoci magnetickych partikuli 1%,

TypU organickych material(, které Ize skladovat, je nespocet, zde byly zminény jen zakladni z nich. Pro
jejich uchovani je dobré se drzet Tab. 1 nebo Tab. 2 19%2% y z3vislosti na potfebné délce uchovéni
a celkovych moznostech experimentatora. Pro pfiklad jiz zminény DNA/RNA Shield je dle vyrobce
schopen zachovat integritu DNA v uvedenych biologickych vzorcich po dobu minimalné dvou let pfi

teploté 4 °C a7 30 °C 2%,

Tab.1: Srovnani Ucinnosti metod pri kratkodobém skladovani biologickych material(.

Upraveno dle %% 209,
Typ vzorku Mraznicka Kontrolovana teplota | Pokojova teplota
Tekuta krev PRIJATELNE <12h <12h
Suchy biologicky PRIJATELNE
material
VIhky biologicky
material (bez PRIJATELNE <12h <12h
moznosti vysuseni)
Kosti PRIJATELNE | PRIJATELNE PRIJATELNE PRIJATELNE
Vlasy, srst, pefi PRIJATELNE
Feces
Sliny PRIJATELNE
Biologické vzorky
stabilizované v
DNA/RNA Shield

Tab.2: Srovnani ucinnosti metod pfi dlouhodobém skladovani biologickych materiald.

Upraveno dle 199200,

Typ vzorku Mraznicka Lednice | Kontrolovana teplota | Pokojova teplota
Tekuta krev

Suchy biologicky
material
Kosti
Vlasy, srst, pefi
Feces
Sliny

Biologické vzorky
stabilizované v
DNA/RNA Shield

Extrahovana DNA PR”ATEI:NE
(tekuté)
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8 Zavér

Tato bakalarska prace se zaméfila na jednotlivé pristupy praktikované pfi skladovani DNA a biologického
materidlu pred ndslednou genetickou analyzou, a kriticky zhodnotila vyhody a nevyhody jednotlivych
metod s doporucenim alternativnich postupl. Déle byly uvedeny techniky pouZivané pri mumifikacich,
spolecné s ndhledem do specializovanych odvétvi, jako ancient DNA a bioarcheologie koprolitd nebo

jantaru, s demonstraci informaci, které jsme schopni ziskat jejich analyzou.

Z prvnich zaznam( vime, Ze téla zemrelych ve starovékém Egypté byla uchovavana ve smésich sody
a soli, jejichz hlavnim tcelem bylo tkan dostatecné vysusit. Spole¢né s pouzitim dalSich pfirodnich latek,
jako vosk nebo lisejniky, se lidé pokouseli pfedchazet hlavnim degradacnim vlivim pusobicim na
jednotlivé tkané, a tim nevédomé konzervovali i nukleové kyseliny v nich obsazené. Za hlavni faktory
poskozujici DNA mizZeme oznacit teplotu, UV, vlhkost, pH a mikrobialni degradaci, které vyznamné
narusuji stabilitu a strukturu DNA pomoci depurinaci, depyrimidinaci, hydrolytického stépeni,

formovani ROS a dimernich struktur, transformace bazi a mnoha dalsich.

Mezi pfistupy, jak stabilizovat DNA pred témito vlivy, se ukazaly byt znacné nuance. Z této prace jasné
vyplyva, Ze metoda zmraZeni neni za vSech podminek nejidedlné;jsi variantou pro skladovani vzorkd,
ackoliv si to dodnes néktefi mysli. Finanéni a energeticka naro¢nost, nedostatek prostoru a obtize pfi
transportu jsou problémy technického razu. Naruseni integrity DNA po mnoha cyklech rozmrazeni, nizsi
vytéZzek nebo fragmentace ale ovliviiuji vyzkum samotny. Za definovanych podminek jsme schopni
kratkodobé i dlouhodobé dosahnout stejné kvalitnich, nebo i nadstandardnich vysledkd pfi pouziti
stabilizacnich médii umozZnuijicich skladovani vzork( pfi pokojové teploté. Pro optimalizaci vysledkl je
zapotrebi vzorek zbavit kontaminaci a uchovavat jej ve vysuseném stavu, idealné v pfitomnosti
vysousSedla. Struktura DNA je soucasné nejlépe zachovana v nerezovych kapslich DNAshells, které
umoznuji uskladnéni velkého mnoZstvi vzorku v dlouhodobém horizontu. Nevyhodou je jejich cena
a narocnost extrakce, pro kterou je zapotiebi laboratorni vybaveni. Pfipravek DNA/RNA Shield naopak
zajisti snadnou extrakci volného ¢i v tkani vazaného genetického materidlu, ktery pred uskladnénim
mUze byt i ¢astecné narusen. DNA je mozné v médiu skladovat minimalné dva roky bez vyznamnych

ztrat, ale ne v takovém mnozstvi jako v DNAshells.

Bez ohledu na kvalitu a dostupnost médii je nezbytné provadét individualni hodnoceni parametr(
kazdého vzorku, jako je rozsah degradace a dostupné mnozstvi genetického materidlu. Tab. 1 a Tab. 2
v bakalarské praci by mély slouzit jako zadkladni navod, jak pfistupovat k stabilizaci biologického
materialu podle principt zajistujicich nejvyssi mozZnou stabilitu vzorku, spoleéné s co nejmensim vlivem

na strukturu a vlastnosti pfi jejich pouZiti.
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