IZOLACE DNA

Maria Ol’hova, Veronika Frkalova,
Petra Feberova




Zdroje DNA

* leukocyty

Amniocenteéeza

* amniocyty, choriové klky
Placenta

* bunky z bukalni sliznice
Fetus

» vlasove korinky

* krevni skvrny

* biopticky material

* mikrobiologicky a virologicky kultivovany a nekultivovany
material

* bunky z cerebrospinalniho moku




Fosfatove estery jsou
silné kyseliny (pfi
neutralnim pH anionty)

Base jsou jen slabé
bazické a bez naboje

DNA se snadno
precipituje alkoholem

Vodikove vazby mezi
skupinami —-NH, a —OH
jsou stabilni v rozmezi
pH 4-9

Absorpcni maximum
UV svétla pri 260 nm

(Jjednoviaknova dava o
20-30% vetsi
absorbanci hez
dvouviaknova)

1)
e '!..II...'" - b
f .:I.:r. .“-1-
e ) 3 e A
Ty
- E
" o
ity '
¥ -i- I:'l-

Molecule:

Sugar —
Cwtosine and
Thymine

Bases — Q
™

Adenine and

Guanine
Phosphate
gowp ® O F0




Prvnim krokem je vzdy uvolneni bunecneho obsahu rozrusenim
bunécéné stény, ktera je slozena prevazné z polysacharidu a
cytoplazmatické membrany slozené z fosfolipidu a bilkovin.
Fyzikalni metody:

mechanicke treni bunek,
opakovaneé mrazeni a
rozmrazovani bunek, ozvuceni
ultrazvukem

Chemické metody: detergenty
(SDS — dodecylsulfat sodny,
Triton X-100), organicka
rozpoustedla (chloroform, fenol)
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Triton X-100

Specifické enzymy




Druhym krokem je VLASTNI IZOLACE

- oddéleni
denaturovanych
proteinu a lipidu
(fenol-chloroformova
extrakce)

- srazeni (NaCl,
ethanol)

Tretim krokem je
PURIFIKACE

- reprecipitace




Fenol-chloroformova extrakce DNA

Smeés fenolu, chloroformu a
izoamylalkoholu

— chloroform déeli lyzat na 2 faze
(horni vodnou, dolni
chloroformovou)

— fenol srazi proteiny

— izoamylalkohol zvysuje
rozpustnost fenolu v
chloroformu, po skonceni
protrepavani prejde fenol do
chloroformove faze

Protrepani, odstredéni

Srazeni DNA ethanolem




Adsorpce na silikatovou kolonu

* Rychlejsi, pohodinejsi — komercni
soupravy (kity)

 DNA v pritomnosti tzv.
chaotropnich soli* adheruje na
silikatovy povrch

- Castice se usadi (odstfed&nim)

 (QOdsati roztoku nad ¢astcemi

*Chaotropni soli jsou obecne iontové slouCeniny, které snizuji
strukturovanost vody. Ve vode v tekutem stavu totiz vznikaji prechodne
vodikové mustky mezi kyslikem a vodikem sousednich molekul, takze je
urCitym zpusobem "strukturovana". V molekularni genetice je vyuzivan fakt,
ze molekuly DNA v pritomnosti chaotropnich soli adheruji na SiO,, tedy
obecné na skleneny povrch. NejCastéji se pouziva jodid sodny (Nal) nebo
lonty guanidinu.




Spektrofotometricka kontrola

© Vzorek NK se naredi
destilovanou vodou

» Meri se pri vinovych
délkach 260nm
(absorpCcni maximum
DNA) a 280nm
(absorpCni maximum
bilkovin)

Ao/ Asgo = 1,8 pro Cistou DNA
(Asge/Asge < 1,75 = kontaminace bilkovinami)

Azeo = 1
ds-DNA o koncentraci 50 mg.|-"
ss-DNA o koncentraci 40 mg.|




Manipulace s biologickym materialem
pro izolaci DNA

krev biopticky material

+4°C/1-5 dni; Kultivace

dale -20°C Kryoprezervace
Izolace

mikroorganizmy
-70°C/-196°C
Kultivace
izolace

amniocyty, choriové kiky
Kultivace
Kryoprezervace
(-70/-196°C)
izolace




Dekujeme za pozornost!




