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Povzetek

V zadnjih letih so bile razvite Stevilne nove metode analiz in novi nacini uporabe znanja o DNA
(deoksiribonukleinski kislini), zato se potrebe po ustreznem shranjevanju vzorcev DNA
nenehno vecajo. Analiziranje vzorcev DNA, predvsem pa poznavanje pogojev njihovega
shranjevanja, sta pomembna za raziskave na najrazli¢nejsih podrocjih, npr. raziskave izumrlih
vrst, ugotavljanje sorodnosti ali pri forenziki. DNA lahko sicer po potrebi namnoZimo s PCR
(verizno reakcijo s polimerazo), kljub temu pa sta nespremenjena koncentracija in ¢istost DNA
po shranjevanju bistveni za nadaljnje analize.

Cilj naloge je bil ugotoviti, kako ¢as in temperatura shranjevanja vzorca vplivata na
koncentracijo in Cistost DNA. Preucevali smo vzorce biofilma iz rek KamniSke Bistrice, Save in
Poljanske Sore, ki so bili s krtacko postrgani s povrsin kamnov in shranjeni v etanolu do izolacije
DNA. Analizirani vzorci so bili odvzeti v obdobju dveh tednov, nato pa za razlicno ¢asovno
obdobje (en mesec ali dodatni trije meseci) shranjeni pri razlicnih temperaturah. Vzorci so bili
pred izolacijo shranjeni en mesec pri temperaturi 4 C, nato smo iz polovice materiala izolirali
DNA, drugo polovico pa Se za tri mesece shranili pri temperaturi -20°C. Za merjenje
koncentracije in Cistosti DNA v vzorcu smo uporabili napravi spektrometer NanoDrop in
fluorometer Qubit.

Meritve z napravo NanoDrop so pokazale, da se je koncentracija DNA po nadaljnjih treh
mesecih hranjenja v zamrzovalniku (pri -20 °C) zmanjsala za 12% do 23%. Meritve z napravo
Qubit pa, da je koncentracija ostala enaka ali pa se povecala za do 32%. V tem ¢asu se je Cistost
spremenila za do 9%.

Shranjevanje vzorcev DNA v nespremenjeni koncentraciji in Cistosti je izrednega pomena za
raziskovanje na razlicnih podrocjih. Obicajno so vzorci v laboratoriju shranjeni do 5 let pri
temperaturi -20°C. Nacin shranjevanja vzorcev, ki zagotavlja dolgorono ohranitev
nespremenjene dedne informacije, je pomemben za preucevanje ogrozenih in izumrlih vrst,
iskanje genetske povezanosti vrst in posameznikov znotraj iste vrste, dolo¢anja nagnjenosti k
doloéeni dedni bolezni in v analizah DNA v forenziki. Za te potrebe je potrebno vzorce
shranjevati pri nizjih temperaturah (-25°C do -80°C). Glede na trenutno dinamiko potreb po
analiziranju vzorcev DNA lahko v prihodnjih letih pri¢akujemo Se Stevilna nova podro¢ja, na
katerih bo delo z ustrezno shranjenimi vzorci DNA ena od metod, ki bo omogocala celovit in
zanesljiv vpogled v dedni zapis ter njegove analize za potrebe posameznih raziskav.

KLJUCNE BESEDE: koncentracija DNA, ¢istost DNA, shranjevanje vzorcev DNA, temperatura,
cas



Uvod

Izolacija DNA (dezoksiribonukleinske kisline) je postopek, pri katerem iz celic izlo¢imo DNA, ki
jo uporabljamo za nadaljnje analize. Od odvzema vzorca do izolacije DNA moramo vzorce DNA
pogosto razli¢no dolgo shranjevati, pri cemer je pomembno, da se njihova kakovost ne slab3a,
torej DNA ne razpada. Nespremenjena koncentracija in Cistost vzorca DNA sta bistveni za
zanesljive in natan¢ne rezultate analize shranjenih vzorcev DNA.

Za molekulo DNA vemo, da je zelo stabilna, ¢e jo hranimo v primernih pogojih (temnem,
hladnem okolju pri temperaturi -20 °C, pH med 5 in 9). DNA je zaradi svoje zgradbe ena
najstabilnejSih kompleksnih organskih molekul. V naravi je DNA v obliki £ vijacnice
najpogostejsa. Stabilnost DNA daje njena terciarna struktura, prostorska ureditev v obliki
dvojne vijacnice, ki omogoc¢a mocne vodikove vezi med posameznimi baznimi pari. Medtem
ko proteini in encimi lahko hitro izgubijo terciarno strukturo, ¢e se spremeni temperatura (pri
nekaterih encimih do nedelovanja pride Ze pri spremembi temperature za 4 °C od optimalne),
DNA vse to prenese in ohrani svojo strukturo. Razlogi so dvojna vija¢nica in Stevilne vodikove
vezi, katerih veliko Stevilo v posamezni molekuli DNA pomembno pripomore k njeni
stabilnosti; Stevilne vodikove vezi med komplementarnimi organskimi bazami vzdolZ verige
DNA. Se danes je mogoce iz ve€ tiso¢ let starih zamrznjenih ostankov izolirati dele DNA
(bakterijska DNA iz stalno zamrznjenih tal v Sibiriji, stara do 400 000 let). DNA tudi pri 45
minutnem segrevanju do 90 °C ne izgubi trajno svoje terciarne strukture. Se najbolj obéutljiva
je DNA na veliko spremembo pH in na ultravijoli¢no sevanje. Ce DNA hranimo v optimalnih
razmerah, pa je praktiéno neunicljiva, na primer v temnem okolju in pri -10 °C jo je mogoce
shraniti za 2000 let, pri-18 °C se ta ¢as podaljSa na milijon let. (Hus, 2018) (Hansen & Mitchell,
2006) (Marguet & Forterre, 1994)

Kljub temu, da molekula DNA sama od sebe ne bo kar razpadla, se s¢asoma lahko dogajajo
posami¢ne menjave baznih parov (tockovne mutacije). V Zivih sistemih te mutacije
popravljalni mehanizmi nenehno is¢ejo in popravljajo. Ko vzorec odvzamemo in mu dodamo
razliéne snovi za shranjevanje, organizem ne Zivi ve¢; takrat prenehajo delovati popravljalni
mehanizmi, tudi do mutacij ne prihaja vec. (Hus, 2018)

Po smrti organizma se ravnovesje v celici porusi, saj se procesi v njej ustavijo. Pride do poskodb
DNA in do njene fragmentacije. Na ohranjenost DNA ne vpliva zgolj ¢as, ki je pretekel od smrti
organizma, temvec predvsem okolje, v katerem se je organizem po smrti nahajal. Geoloske in
kemijske lastnosti zemlje, vode ali zraka ter prisotnost soli, izpostavitev sevanju, pH, dostop
kisika in vlage, prisotnost mikroorganizmov ter temperatura so glavni dejavniki okolja, ki
vplivajo na ohranjenost DNA. NajprimernejSi pogoji za dobro ohranjenost DNA so nizka
izpostavljenost ultravijolicnemu (UV) sevanju, hitra izsusSitev ostankov DNA, nizka vlaznost,
visoka koncentracija soli, rahlo bazi¢en ali nevtralen pH, nizka vsebnost huminskih kislin,
odsotnost mikroorganizmov in predvsem nizka temperatura, ki je kljuénega pomena. Z nizko
temperaturo lahko bistveno upocasnimo razpadanje DNA, zlasti preden jo izoliramo iz celice.
Tako upocasnimo delovanje prisotnih encimov, ki na razpadanje vplivajo. Vzorci podobne
starosti, shranjeni pri nizkih temperaturah, so bolje ohranjeni kot tisti, ki so bili izpostavljeni
visjim temperaturam. Po izolaciji DNA iz celice je njena stabilnost odvisna od metode izolacije



(kemijske lastnosti pufra) in pogojev shranjevanja (temperatura, izpostavljenost UV Zarkom,
dostop kisika). (Zupancic Pajnic, 2020)

Raziskovalno vprasanje: Kako pogoji shranjevanja vzorca (temperatura in cas) vplivajo na
koncentracijo in Cistost shranjenega vzorca DNA?

Hipoteza: Temperatura in ¢as shranjevanja vzorca (1 mesec v hladilniku v primerjavi z 1 mesec
v hladilniku in 3 mesece v zamrzovalniku) ne vplivata ve¢ kot 10% na koncentracijo in Cistost
izolirane shranjene DNA.



Teoreti¢no ozadje

DNA je molekula, ki je nosilka genske informacije v vseh Zivih organizmih. Vsak organizem, ki
je nastal s spolnim razmnoZevanjem, ima drugacen DNA zapis. Na podlagi DNA lahko
identificiramo vrsto organizma in z dolo¢enimi metodami tudi posamezen osebek. DNA je
nerazvejan polimer, katerega osnovna gradbena enota je nukleotid (slika 1). Vsak nukleotid je
sestavljen iz pentoznega sladkorja, fosfatne skupine in dusikove baze (slika 2). Terciarna
struktura molekule DNA je dvojna vija¢nica. Dusikove baze znotraj vijaCnice se medsebojno
vezejo v parih, citozin z gvaninom in timin z adeninom (slika 1). Pri evkariontih se vecina DNA
nahaja v jedru, pri prokariontih pa prosto v citoplazmi. Zaporedje nukleotidov v DNA nosi
informacijo o zgradbi beljakovin. Del DNA se prepise v mRNA (ribonukleinska kislina), ki je
zaporedju na DNA komplementarna. Na podlagi tega zapisa se nato s pomocjo tRNA iz
posameznih aminokislin gradi beljakovina. Osnovna funkcionalna enota DNA je kodon,
zaporedje treh nukleotidov, ki vsebuje zapis za eno aminokislino. Najmanjsa enota dedovanja
DNA je gen, ki vsebuje zapis za eno beljakovino. Posamezen gen je sestavljen iz ve¢ kodonov.
(Stusek & Vilhar, 2010)

Nitrogenous bases:
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Slika 1: Dvojna vijacnica DNA z baznimi pari adenina in timina ter citozina in gvanina
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Slika 2: Zgradba nukleotida

DNA zacéne propadati takoj, ko celica odmre. S tem se koli¢ina DNA v celici zmanjsa. Na ¢as
razpada vplivajo razli¢ni dejavniki, in sicer lastnosti DNA (oblika, dolZina in povezava s celi¢nimi
membranami oziroma membranami organelov), okolje (temperatura, svetloba, kisik, pH,
slanost, UV in koli¢ina vode) ter nekateri drugi dejavniki (predvsem prisotnost encimov).
Koncentracija DNA s c¢asom pada, vendar lahko njen razpad bistveno upocasnimo s
shranjevanjem pri nizjih temperaturah in zasc¢iteno pred svetlobo. (Barnes & Turner, 2016)
(Zupanti¢ Pajnig, 2020)

Raziskave (Baust, 2008) so pokazale, da je kvaliteta vzorcev DNA, shranjenih pri temperaturi
-20 °C in -80 °C, ostala skoraj nespremenjena in se ni bistveno poslabsala tudi po
Stiriindvajsetih mesecih shranjevanja. Vzorci shranjeni pri temperaturi 4 °C so bili stabilni
dvanajst mesecev. DNA v vzorcih, shranjenih pri sobnih pogojih (20 °C), pa je bila po Sestih
mesecih Ze popolnoma razpadla in neuporabna. (Wu J, 2009)

Shranjevanje DNA v nespremenjeni koncentraciji in Cistosti je izrednega pomena za
raziskovanje na Stevilnih podrocjih. Nacin hrambe vzorcev, ki zagotavlja dolgoroéno ohranitev
nespremenjene dedne informacije, je pomemben za preucevanje ogrozenih in izumrlih vrst,
iskanje genetske povezanosti, dolo¢anja dednih bolezni in v forenziki. Gre predvsem za
problem, ko istoasen odvzem vseh vzorcev za primerjavo ni mogoc ter v primerih, ko Zelimo
shraniti referencne vzorce. (Fuentes-Pardo & Ruzzante, 2017)

DNA lahko namnoZimo z uporabo PCR. S tem se njena koncentracija v vzorcu poveca, tako so
nadaljnje raziskave spet mozne. Koli¢ina DNA, ki je potrebna za pomnozevanje, je odvisna od
kompleksnosti vzorca in Stevila kopij tarénih genov v vzorcu. Pri genomski DNA se priporoca
uporaba 1 ng — 1 ug (Takaraka, 2021). Pri uporabi PCR je pomembno, da je razmerje med
absorbancama A260/A280 cCistost vzorca okrog 1,8. Pri tej Cistosti okoljskih vzorcev so ti
primerni za nadaljnjo obdelavo. (Termo Fischer scientific, 2012)

Ker se veCina DNA nahaja v jedru celice, moramo naijti nacin, kako jedro odpreti, ¢e Zelimo
DNA izolirati. Celic(na membrana in jedrna membrana sta zgrajeni iz dvojnega fosfolipidnega
sloja. Ta je navzven polaren, zato ga lahko poSkodujemo s polarnim detergentom. Dokonéno
celice odpremo z mehanskimi postopki, na primer jih pretla¢imo ali pa zamrznemo, da celi¢ne



stene in membrane pocijo. DNA nato oborimo s pomocjo nepolarnega topila, obicajno je to
alkohol. Iz oborine jo nato izoliramo. DNA, ki ji nato dodamo pufer, lahko nato v zamrzovalniku
hranimo do nadaljnje obdelave. (Hribernik, 2013)

Za izolacijo se obic¢ajno uporablja industrijsko pripravljene sete kemikalij s priloZzenimi
postopki. V nalogi smo uporabili NucleoSpin Soil Kit, ki se uporablja za izolacijo DNA iz biofilma,
ki se iz podlage postrga s krtacko ali drugim pripomockom in shrani do izolacije.

Vecina mikroorganizmov v vodnih okoljih ima dva nacina pojavljanja, prosto v vodnem stolpcu
v planktonski obliki in pritrjena v obliki biofilma. Organizmi, katerih DNA sem opazovala, so
rasli v obliki biofilma na kamnih na mestih odvzema (tabela 1). Za biofilm je znacilna pritrjenost
mikroorganizmov na povrsino ter matrika - polimer, ki ga celice izlo¢ajo in jih medsebojno
povezuje, $Citi, lahko pa jim tudi omogoc¢a medsebojno komunikacijo. (Donlan, 2002)

Po izolaciji lahko kakovost DNA dolo¢amo na razli¢ne nacine. Za ugotavljanje Cistosti vzorca so
najprimernejSe metode, ki temeljijo na spektrometriji. DNA in necistoce absorbirajo razli¢ne
dele svetlobnega spektra (podrobneje opisano v nadaljevanju). Na podlagi absorbance lahko
ugotovimo koncentracijo DNA ter razmerje med koncentracijama DNA in necisto€. Vedno je
potrebno testirati tudi kontrolo izolacije, da potrdimo, da med delom ni priSlo do
kontaminacije. (Hribernik, 2013)
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Metode dela

Vzorcenje in shranjevanje vzorcev

Tabela 1: Vzorci

Oznaka . Datum Datum Nacin shranjevanja vzorca
Vir vzorca odvzema . .. : J*
vzorca izolacije pred izolacijo
vzorca
M1 Bistrica 17.6.2019 |22.07.2019 1 mesec v hladilniku
M2 Sava 19.6.2019 |22.07.2019 1 mesec v hladilniku
M3 Poljanska Sora 1.7.2019 |22.07.2019 1 mesec v hladilniku
M4 slepa kontrola / 22.07.2019 /
izolacije
M5 Bistrica 17.6.2019 |21.10.2019 | 1 Mesec v hladilniku, nato 3
mesece v zamrzovalniku
M6 Sava 19.6.2019 | 21.10.2019 | 1 mesec v hiadilniku, nato 3
mesece v zamrzovalniku
M7 Poljanska Sora 1.7.2019 |21.10.2019| L Mesec v hiadilniku, nato 3
mesece v zamrzovalniku
M8 slepa kontrola / 21.10.2019 /
izolacije

Vzorci so bili odvzeti iz treh razli¢nih slovenskih rek. Biofilm je bil (s krtacko) postrgan s kamnov
in nato fiksiran v absolutnem etanolu. Nato so bili vsi vzorci za en mesec shranjeni v hladilniku
pri temperaturi 4 °C. Po tem ¢asu je bila izolirana DNA iz dela posameznega vzorca (M1, M2,
M3, vzorec M4 pa je slepa kontrola za to izolacijo). Preostanek vzorcev, iz katerih DNA Se ni
bila izolirana, je bil nato za tri mesece shranjen v zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C. Nato
je bila iz vsakega od vzorcev ponovno izolirana DNA (M5, M6, M7, vzorec M8 pa je slepa
kontrola za to izolacijo).
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Postopki dela:

- lzolacija DNA (NucleoSpin Soil kit)
- NanoDrop meritve
- Qubit meritve

NanoDrop

Napravo NanoDrop smo najprej umerili tako, da smo na merilni prostor nanesli 2 uL vode, ki
ne vsebuje DNA (ang. DNA free water), in izvedli meritev. Nato smo nanasali po 2 uL vzorca.
Med posameznimi meritvami smo nanesSene vzorce obrisali s papirnato brisacko, namenjeno
posebej za NanoDrop, ki ne pusca vlaken.

Slika 4: Naprava NanoDrop
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NanoDrop je laboratorijska naprava, ki z uporabo spektrometrije izmeri koncentracijo
proteinov DNA ali metabolitov v vzorcu. Spektrometrija deluje tako, da skozi vzorec poslje
dolocen spekter svetlobe in meri absorbanco vzorca. Merjenje spektrometrije z NanoDropom
sem uporabila za doloc¢anje koncentracije beljakovin in DNA v vzorcu ter razmerja med tema
dvema koncentracijama. DNA najbolje absorbira ultravijoli¢cno svetlobo valovne dolzine 260
nm, medtem ko beljakovine najbolje absorbirajo ultravijoli¢cno svetlobo valovne dolZzine 280
nm. Na podlagi tega razmerja lahko nato ugotovimo, kako Cist je vzorec. (Thermo Fisher
Scientific, 2010)

Pri meritvah z NanoDropom lahko pride do napake predvsem, ¢e instrument ni bil dobro
umerjen, ¢e pred merjenjem novega vzorca merilnega mesta nismo dobro obrisali ali pa Ce je
v kapljici, ki jo nanesemo na merilno mesto, mehurcéek zraka. V teh primerih pogosto dobimo
negativno vrednost in je potrebno meritev ponoviti. (Thermo Fisher Scientific, 2010)

Qubit

Najprej smo zmesali Qubit pufer in reagent. Nato smo pripravili po eno mikrocentrifugirko za
vsak vzorec in Se dve za standard. V mikrocentrifugirki za standard smo dodali v vsako po 190
UL mesanice, ki smo jo pripravili prej, in po 10 ul standarda, ki ga izberemo glede na to, katere
molekule nas zanimajo (npr. DNA, RNKRNA, ...). V preostale mikrocentrifugirke smo odmerili
po 198 pL mesanice pufra z reagentom in po 2 L vzorca. Vsako mikrocentrifugirko smo nato
2-3 sekunde stresali, nato pa pocakali 2 minuti, preden smo zaceli z meritvijo. V Qubit smo
najprej vstavili in izvedli meritev za oba standarda, nato pa Se vzorce.

Slika 5: Priprava vzorcev za meritev z napravo Qubit
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Slika 6: Merjenje z napravo Qubit

Qubit fluorometer je laboratorijski instrument, ki s pomocjo fluorescentnih barvil pomaga pri
dolocevanju koncentracije DNA, RMNKRNA ali beljakovin v vzorcu. Razli¢na barvila se veZejo na
razlicne molekule in takrat fluorescirajo. Barvilo, ki smo ga dodali vzorcu, se veZe na
dvoverizne molekule DNA in tako izmeri le koncentracijo teh molekul. Tako omogoca
natancnejSe dolocanje koncentracije, saj so izmerjeni podatki vezani to¢no na dolo¢eno
molekulo. To je glavna razlika med meritvijo s fluorometrom (Qubit) in spektrometrom
(NanoDrop), saj spektrometer poleg dvoveriznih molekul DNA izmeri tudi koncentracijo
enoveriznih molekul DNA (ki je Ze razpadla) in RNKRNA. Poleg tega je pri metodi
spektrometrije tezava v tem, da pri valovni dolZini 260 nm absorbirajo tudi nekatere druge
molekule. (Angostorm Enginiring, 2017)

Izolacija DNA

Izolacijo smo izvedli po protokolu ter s pripomocki NucleoSpin Soil kit (Postopek opisan v viru
(Vautier, Vasselon, & Chardon, 2020)).
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Rezultati

Rezultati so prikazani najprej za meritve z napravo NanoDrop (koncentracija v tabeli 2 in Cistost
v tabeli 3), sledijo grafi absorbance za vsak vzorec (graf 1-6), nato pa Se meritve koncentracij z

napravo Qubit (tabela 4)

Tabela 2: Rezultati koncentracije izbranih vzorcev z napravo NanoDrop

Koncentracija ng/ul
po 1 mesecu
Koncentracija ng/ul | hranjenjav
po 1 mesecu hladilniku + 3 Sprememba
hranjenja v mesecih v koncentracije po 3
Oznaki vzorcev | Vir vzorcev hladilniku zamrzovalniku mesecih
M1, M5 Bistrica 2,48 2,02 -22,8%
M2, M6 Sava 29,83 26,57 -12,3%
M3, M7 Poljanska Sora 69,83 61,79 -13,0%
Slepa kontrola 459 -0,08 /
M4, M8 izolacije
Tabela 3: Rezultati Cistosti izbranih vzorcev z napravo NanoDrop
Razmerje Azso/Azgo
Razmerje Azso/Azs0 | po 1 mesecu
po 1 mesecu hranjenja v hladilniku | Odstopanje
Oznaki hranjenja v + 3 mesecih v druge
vzorcev Vir vzorcev hladilniku zamrzovalniku meritve
M1, M5 Bistrica 2,46 2,37 -3,7%
M2, M6 Sava 1,78 1,96 4+9,2%
M3, M7 Poljanska Sora 1,83 1,90 +3,4%
§Iepa .I.<ontrola 2,71 -0,14 /
M4, M8 izolacije
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Graf 1: Graf absorbance za vzorec M2
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Graf 2: Graf absorbance za vzorec M3
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Graf 3: Graf absorbance za vzorec M5
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Graf 4: Graf absorbance za vzorec M6
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Graf 6: Graf absorbance za vzorec M8

18

30

_
Overlay contral|  Clear graph each Sample E| Zample Tvpe DHA-50 v!
1.00-
0,90
0.80 Sample ID [l
0,70
[hif
% 0.60
-g 0,50 Sample # 12
5
| Al 230 2lnm  Abs. D082
£
£
= 030 A-260 10 mrn path -0,002
0.0 "\ A-20 10 mm path - 0.012
010 = 26042800 -014
000 \ —— e . ——, -
26072300 -0.02
-0.10-

ng/ul 0,1




Tabela 4: Rezultati meritve izbranih vzorcev z napravo Qubit

Koncentracija
ng/ul po 1
Koncentracija ng/ulimesecu hranjenja
po 1 mesecu v hladilniku + 3 [Sprememba
Oznaki hranjenja v mesecih v koncentracije po
vzorcev Vir vzorcev  |hladilniku zamrzovalniku 3 mesecih
M1, M5 Bistrica 1,95 2,85 +31,5%
M2, M6 Sava 17,8 22,2 +19,8%
M3, M7 Poljanska Sora 55,5 55,5 ni spremembe
Slepa kontrola| nod mejo zaznave |pod mejo zaznave /
M4, M8 izolacije
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Razprava

Rezultati meritev deloma potrjujejo moje hipoteze, saj so koncentracije DNA, izolirane iz istega
vzorca po treh mesecih hranjenja v zamrzovalniku (pri -20 °C), od -23% do +32% (absolutna
razlika od 12% do 32%) drugacne od izolacije po enem mesecu hranjenja v hladilniku (pri 4 °C).
V tem casu se je Cistost spremenila za do 9%. |z literature je razvidno, da se razpad DNA pri
nizjih temperaturah bistveno upocasni, vendar so tam navedene temperature bistveno nizje
od tistih, v katerih sem shranjevala vzorce. DNA se, Ce so celice vzorca shranjene v etanolu, pri
pod ledis¢em (-4 °C) ohranja. To dokazuje, da je DNA zelo stabilna molekula. Odpornost na
nizje temperature, zlasti nekaj stopinj pod ledis¢em, je pomembna, saj se s takimi razmerami
v naravi pogosto sreCujemo. DNA se pri nizjih temperaturah pocasneje razgrajuje, saj encimi
za razgradnjo niso aktivni.

Pri meritvah z napravo NanoDropo je nekajkrat prislo do napak. Meritve teh vzorcev sem
ponovila. Vzrok za napake je lahko bil mehurcéek v kapljici vzorca, slabo ocis¢ena merilna
povrsina med merjenji ali pa slabo umerjen instrument. Pri tej napravi velikokrat pride do
odstopanj v zaporednih merjenjih istega vzorca, zato bi bilo potrebno izdelati natancen
protokol za njeno uporabo.

Rezultati merjenja vzorcev iz Save (M2, M6) in Poljanske Sore (M3, M7) se ujemajo s
pricakovaniji. Kot je razvidno iz grafov 1, 2, 4 in 5 je vrh, torej najvisja absorbanca, pri svetlobi
valovne dolZine 260 nm. To potrjuje visoko koncentracijo DNA v vzorcu. Koncentracija meritev
vzorcev M4 in M8 je nizka, kar potrjuje, da med izolacijo DNA ni priSlo do kontaminacije.
Izmerjena koncentracija v obeh vzorcih Bistrice (M1 in M5) je zelo nizka. Oblika grafa se ne
sklada s pric¢akovanji. Tudi po vec zaporednih meritvah je vrednost ostala enaka. To izkljucuje
napako v meritvi. Meritev s Qubitom (tabela 4) potrjuje, da je koncentracija v teh dveh vzorcih
res nizka, saj je koncentracija pod mejo zaznave tega instrumenta.

NanoDrop meritve so tudi potrdile, da je vzorec DNA (ist, saj je razmerje med absorbanco pri
svetlobi valovne dolzine 260 nm, ki jo absorbira DNA, in 280 nm, ki jo absorbirajo beljakovine
in druge necistoce, vecje od 1,78. S tem smo potrdili, da je vsebnost necisto¢ in drugih
beljakovin v vzorcu majhna. Med hranjenjem se Cistost ni bistveno spremenila, kar pomeni da
je vzorec primeren za pomnoZevanje s PCR.

Meritve s Qubitom, ki so natancnejSe od NanoDropa, se skladajo s prvimi meritvami. S tem
potrjujemo, da pri teh meritvah do vecjih odstopanj ni priSlo. Potrjujejo, da se koncentracija
DNA po daljSem shranjevanju ne zmanjSuje. Meritve z NanoDropom nakazujejo, da se je
koncentracija DNA po nadaljnjih treh mesecih hranjenja v zamrzovalniku (pri -20 °C) zmanjsala
za 12% do 23%. Iz rezultatov je razvidno, da so koncentracije DNA najvisje pri vzorcih, odvzetih
iz Poljanske Sore, manjse so pri vzorcih, odvzetih iz Save. Manjse razlike so bile v vzorcih, kjer
je bila koncentracija DNA visja.

Meritve s Qubitom nakazujejo, da je koncentracija ostala enaka ali pa se povecala za do 32%.
Pri vzorcih iz Bistrice so koncentracije DNA zelo majhne. Koncentracija DNA izolirane iz vzorca
Bistrice (M1 in M5) in Save (M2 in M6) je visja pri vzorcih, ki so bili predhodno shranjeni v
zamrzovalniku. Koncentracija DNA iz vzorcev Poljanske Sore (M3 in M7) je povsem enaka. S
Qubitom sem izmerila tudi koncentracijo DNA v kontrolnih vzorcih (M4 in M8), vendar je bila
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prenizka, da bi jo instrument zaznal. Poskusila sem tudi z esejem za niZje koncentracije, vendar
je bila koncentracija Se zmeraj prenizka za zaznavo. Ta rezultat je ugoden, saj ponovno
dokazuje, da pri izolaciji ni prislo do kontaminacije.

Nastala razlika v koncentracijah med vzorci, odvzetimi iz iste reke, ni nujno posledica
kakrSnihkoli razlik v kakovosti izolacije ali razpadu DNA, temvec je lahko le posledica
nenatanéno umerjenega instrumenta, ¢e pred nanosom novega vzorca merilnega mesta
nismo dobro obrisali ali pa e je v kapljici, ki jo nanesemo na merilno mesto, mehurcek zraka
(zlasti NanoDrop pogosto vrednosti za isti vzorec izmeri razlicno, kot posledica nenatanénega
¢iscenja).

Po izvedbi meritev je bila hipoteza ovrZena, saj se je koli¢ina izolirane DNA po dodatnih treh
mesecih shranjevanja v zamrzovalniku spremenila za ve¢ kot 10%. Meritve z NanoDropom
nakazujejo, da se je koncentracij v tem ¢asu zmanjsala za 12% do 23%, meritve s Qubitom pa
nakazujejo, da se je koncentracija po tem ¢asu povecala za do 32%. Zaradi neskladja med
rezultati dveh razlicnih metod na podlagi teh meritev ne moremo dolociti, ali se je
koncentracija DNA spremenila. Ti dve metodi nista natancni, zlasti pri nizjih koncentracijah
(vzorec 1 in 5), pri katerih je odstopanje najvecje. Meritve kaZejo tudi, da se v tem casu
shranjevanja Cistost izolirane DNA ni poslab3ala, saj razmerje med DNA in proteini pri izolaciji
iz vzorcev istih rek ne odstopa za vec kot 10%. To dejstvo je uporabno posebej za obdelavo
okoljskih vzorcev in drugih vzorcev, ki niso vsi odvzeti ob istem ¢asu.
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Zakljucek

Z dvema metodama (NanoDrop in Qubit) sem izmerila koncentracijo DNA in njeno Cistost.
Imela sem vzorce iz treh rek, in sicer Kamniske Bistrice, Save in Poljanske Sore. Del DNA je bil
iz vsakega vzorca izoliran po mesecu hranjenja v hladilniku, del pa po nadaljnjih treh mesecih
hranjenja v zamrzovalniku.

Meritve z NanoDropom nakazujejo, da se je koncentracija DNA po treh mesecih hranjenja v
zamrzovalniku (pri -20 °C) zmanjsala za 12% do 23%. Meritve s Qubitom pa nakazujejo, da se
je koncentracija po istem ¢asu hranjenja pri enakih pogojih povecala za do 32%. Razlike v
meritvah so najverjetneje posledica nenatanéno umerjenega instrumenta, ¢e pred nanosom
novega vzorca merilnega mesta nismo dobro obrisali ali pa ¢e je v kapljici, ki jo nanesemo na
merilno mesto, mehurcéek zraka. Veliko odstopanje med meritvami obeh naprav je
najverjetneje posledica nenatancnosti instrumentov in nenatancnost merjenja pri nizjih
koncentracijah, kjer je odstopanje najvisje (Vzorec 1 in 5). NaSe ugotovitve so uporabne
posebej za obdelavo okoljskih vzorcev in drugih vzorcev, ki niso vsi odvzeti ob istem casu. S
tem pa ni potrjeno, da so ti vzorci primerni za vse nadaljnje analize. Za ta namen bi bilo
potrebno izvesti analize, ki bi prikazale razgrajenost izolirane DNA (elektroforeza), lahko pa bi
primerjali tudi u€inkovitost pomnoZevanja z metodo qPCR med razli¢nimi vzorci. Prav tako bi
lahko preucevali vzorce, izpostavljene svetlobi in shranjevanje v razli¢nih pufrih.

Shranjevanje DNA v nespremenjeni koli¢ini je izrednega pomena za raziskovanje na Stevilnih
podrocjih, ki se pospesSeno razvijajo v zadnjih letih. Nacin hrambe vzorcev, ki zagotavlja
dolgoro¢no ohranitev nespremenjene dedne informacije, je pomemben za preucevanje
ogrozenih in izumrlih vrst, iskanje genetske povezanosti, dolo¢anja dednih bolezni in v
forenziki. Gre predvsem za problem, ko istoasen odvzem vseh vzorcev za primerjavo ni
mogoc ter v primerih, ko Zelimo shraniti referencne vzorce. Glede na trenuten razvoj tega
podrocja lahko v prihodnjih letih pricakujemo Se Stevilna nova podrocja uporabnosti. Vzorci
so v laboratorijih obi¢ajno shranjeni pri temperaturi -20°C, zato je pomembno vedeti, v kaksni
meri se pri teh pogojih koncentracija in ¢istost vzorca izolirane DNA ohranjata. Glede na velika
odstopanja pri meritvah bi lahko nalogo nadaljevala tako, da bi vsak vzorec z isto napravo
izmerila veckrat in tako dobila zanesljivejSe rezultate. Prav tako bi lahko iz istega vzorca
naredili ve¢ vzporednih izolacij in tako preverili odstopanje v koncentraciji in Cistosti med
vzorci DNA, izoliranimi ob enakih pogojih shranjevanja.
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