Biochemie — Izolace a analyza nukleovych kyselin
CVICENI C. 3:
IZOLACE A ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN

TEORETICKA PRIPRAVA: TYPY A FUNKCE NUKLEOVYCH KYSELIN. ,
ELEKTROFORETICKE A SPEKTRALN[ METODY PRO STUDIUM NUKLEOVYCH
KYSELIN.

ULOHA 1A: Izolace plazmidové DNA

UKOL: Ziskejte plazmidovou DNA izolaci z kultury E.coli a stanovte vytéZek izolace.

TEORETICKA PRIPRAVA

Bakterialni plazmidy jsou uzaviené, kruznicové molekuly dvoutetézcové DNA. Pro mnoho
bakteridlnich druhti predstavuji pfidatnou genetickou informaci, kterd je nezavisla na
bakterialnim chromozomu. Casto informace, ktera je v plazmidové DNA uloZena, je pro
bakterii vyhodna, a proto si ji udrzuje. Naptiklad mize kodovat enzym, ktery ji propljcuje
rezistenci k antibiotiktim.

Plazmidova DNA ma Siroké vyuziti
od klonovani, sekvenaci, PCR 1. Resuspendace
(polymerazova fetézova reakce), expresi plazmid
proteinti, po genové manipulace Ci 7 )
terapie. Jejich velikost je od 1 do vice bufika E.coli © OO
nez 200 kb (tisic para bazi). s 2

PRINCIP l

Mezi nejpouzivanéjsi metody izolace 2. Lyze r 2 _O¢ j
zi ne . e © " DNAje
plazmidové DNA zE. coli patii (®) denaturovana
alkalicka lyze v prostredi NaOH a
dodecylsiranu sodné¢ho (SDS), jak je l
zndzornéna na obr. 1.1. Chromozomalni
i plazmidovd DNA jsou valkalickém 3. Neutralizace /——\\ _
prostiedi denaturovany. Tato denaturace f @@\ DNAJe .
méZe byt u plazmidové DNA N renaturovéna
reverzibilni. Pfidanim octanu draselného
je prostiedi zneutralizovano a dochazi k
vysrazeni KDS (dodecylsiran draselny) a B K
tim i chromozoméalni DNA a dalSich 4. Cisteni lyzatu ¢ C2
komponent bunék, zatimco plazmidova centrifugace E -
DNA ztistane v roztoku. ‘/

K vlastni izolaci je vyuzivano -
aniontoménic¢ovych kolon, jejichz naplni pelet obsahujici genomovou DNA a
. vowe v , o T zbytky bunék
je vétSinou kiemenna pryskyfice vazajici
DNA. Porovitost, modifikace napft.
methyl-ethylaminovou funkéni skupinou Obr. 1.1 Princip alkalické lyze
umoznuji optimalni vazbu plazmidové
DNA na kfemennou matrici. Promyti nezadoucich komponent a selektivni eluce DNA
z kolony umozni efektivni oddé€leni plazmidové DNA od proteind, sacharidi a dalSich
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nezaddoucich bunéénych komponent. ZvySeni rychlosti separace je umoznéno kombinaci
chromatografické separace s centrifugaci, kdy zachyceni DNA, promyvani na kolon¢ i vlastni
eluce je tak vyrazné urychlena.
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Obr. 1.2 Princip chromatografické separace DNA na aniontoménicové matrix

Cinidla a material:

NucleosSpinPlazmid (firma Macherey-Nagel) kolonka s 2 ml zkumavkou
bakterialni kultura — zmrazeny pelet

roztok A1l — resuspenzacni (obsahuje Tris-HCI pH 8, EDTA)

roztok A2 — lyzac¢ni (0,2 M NaOH, 1% SDS)

roztok A3 — neutraliza¢ni (3 M KAc pH 5,5)

roztok A4 — promyvaci (50 mM MOPS pH 7; 15% isopropanol; 1 M NaCl)
roztok AE — elu¢ni (10 mM Tris HCI pH 8, ImM EDTA)

PRACOVNI POSTUP
Postupujte podle nasledujiciho protokolu a schématu obr. 1.3 na str. 4:

1. Kultivace a sklizeni bakteridlni kultury

- pouzijte 2 ml napestované kultury E.coli pro izolaci plazmidové DNA

- vytvoite pelet bun€k centrifugaci 2 ml kultury pfi pokojové teploté pii 11 000 g
po dobu 30 s, supernatant opatrné odsajte, aby byl pelet co nejsussi

- pelet jiz vytvoren a zamrazen na -20 °C

2. Bunécna lyze

- pridejte 250 ul roztoku A1l a opatrné rozsuspendujte pelet bunék opakovanym
pipetovanim ¢i na vortexu

- pripravte si stopky s nastavenym ¢asem 5 min

- pridejte 250 pl lyzac¢niho pufru A2 a jemnym pfevracenim zkumavky 6-8krat
smichejte bunky s timto pufrem a inkubujte 5 minut pti pokojové teploté

- pted vyprSenim inkubacni lhity si nachystejte pufr A3

- pridejte 300 pl roztoku A3 a promichejte intenzivné prevracenim zkumavky
6-8krat, nepouzivejte vortex, tim by doslo k nalaméani genomové DNA
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3. Procisténi lyzdtu centrifugaci

- centrifugujte ziskany lyzat pii pokojové teploté pii 11 000 g po dobu 5 min
- zopakujte tento krok, pokud neni supernatant Ciry!!!

4. Chromatografie - vazba DNA (-) na aniontomenic¢ovou matrix (+)

- kolonku umistéte do 2 ml zkumavky a naneste lyzat z kroku 3 na jeji membranu,
centrifugujte 1 min pti 11 000 g

- vyhod’te vSe, co proslo kolonou, opakujte tento postup, mate-li vétSi objem
lyzatu

5. Promyvani kolony

- ptidejte 600 pl roztoku A4 na kolonku a zcentrifugujte 1 min pii 11 000 g a
vylijte vSe, co proslo kolonou, mikrozkumavka musi byt prazdna pted dalSim
krokem

6. SuSeni membrany

- centrifugujte prazdnou kolonku po dobu 2 min pii 11 000 g

7. Eluce DNA

- umistéte kolonku do nové centrifugacni mikrozkumavky (1,5 ml) a na kolonku
opatrné naneste 50 pl roztoku AE

- inkubujte 1 min pii pokojové teploté

- centrifugujte kolonku s mikrozkumavkou po dobu 1 min pti 11 000 g

- vzorek popiste (vase jméno, datum, plazmid) a bude pouzit pro spektroskopické
meéfeni, elektroforetickou separaci a dalsi analyzy

VYHODNOCENI

Eluat obsahuje izolovanou plazmidovou DNA, vas§im tukolem bude zjistit jeji
koncentraci spektrofotometrickym meéfenim, analyzovat integritu plazmidové
DNA pomoci elektroforetickych metod a urcit vytézek izolace.
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Obr. 1.3 Schéma separace

1. Kultivace a sklizeni bakterialni kultury s
plasmidovou DNA I
=

Kultivaéni

pelet bunék medium Centrifugace 11 000g 30s

250 pl A1 rozsuspendovat

250 ul A2 5min RT, lyze,
pfevraceni

2. Bunécéna lyze

300 pl A3 prevraceni

3. Cisténilyzatu Centrifugace 11 000g 5-10min

4. Vazba plasmidové DNA na matrix =

:j Naneseni supernatantu

H Centrifugace 11 000g 1min
5. Promyvani membrany %

71 600 ul A4

Y Centrifugace 11 000g 1min

s

6. Suseni membrany

=
E Centrifugace 11 000g 2min
F

7. Eluce plasmidové DNA .
50 ul AE RT 1min

nova 1.5ml mikrozkumavka . .
Centrifugace 11 000g 1min

(1.5ml zkumavka je nezaviena,
pozor dat vi¢ko u centrifugy)
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ULOHA 1B: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

UKOL: Stanovte koncentraci ziskané plazmidové DNA spektrofotometrickym méfenim na
pristroji BioSpec-nano a urete tak vytézek izolace z predeslé ulohy.

TEORETICKA PRIPRAVA

Spolehlivé urceni koncentrace DNA je jednou z velice dulezitych aplikaci biochemie a
molekularni biologie. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem 260 nm (Aaze0),
zatimco bilkoviny pifi 280 nm (Azg0). Kromé absorpce, biopolymery zateni také rozptyluji,
proto je dilezité zméfit také hodnotu absorbance mimo absorp¢ni oblast tj. napi. pii 330 nm
(A330). Proto hodnotu Asep ¢asto korigujeme pravé odectenim hodnoty As3o.

K méfeni absorbance se pouziva spektrofotometrii, které méfi intenzitu, jak moc svétla je
absorbovano. Sila absorpce je dina mnozstvim latky, jeji chemickou strukturou a byla ur¢ena
empiricky pro mnoho sloucenin (absorp¢ni ¢i extinkéni koeficient). Vztah mezi koncentraci
dané latky, optickou drahou a absorpénim koeficientem je dan:

Lambert-Beerovym zakonem: A=¢g¢. c. |

A absorbance (bezrozmérna jednotka)

E absorpéni koeficient (charakteristika dané latky, M- cm™)
c koncentrace dané latky (M)

1 opticka draha (cm)

Vzhledem k relativné homogennimu zastoupeni bazi se pro nukleové kyseliny nejcastéji
pouzivaji koncentrace hmotnostni (ug/ml) a pro urceni koncentrace plati nasledujici
zjednoduseni. Je nutné si ale uvédomit s jakym typem NK pracujeme. Rozeznavame DNA a
RNA, jednoftetézcovou (ss) ¢i dvoutetézcovou (ds).

Zjednodusena pravidla pro jednotlivé typy zné&ji:

Je-li absorbance vzorku dvouietézcové DNA (napt. plazmidové) pii 260 nm v 1 cm kyveté
rovna 1, tak koncentrace dsDNA je rovna 50 pg/ml.

Je-li absorbance vzorku jednotetézcové DNA (napf. oligonukleotid) pfi 260 nm v 1 cm kyveté
rovna 1, tak koncentrace ssDNA je rovna 33 pg/ml

Je-li absorbance vzorku RNA pfi 260 nm v 1 cm kyveté rovna 1, tak koncentrace
RNA jerovna 40 pg/ml
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Na obr. 1.4 mizete vidét spektrum dsDNA, RNA a proteinu BSA.
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Obr. 1.4 Spektrum DNA, RNA a BSA

PRACOVNI POSTUP

1. Méieni izolované plazmidové DNA

- pro méfeni koncentrace na pfistroji BioSpec-nano pouzijeme 3-4 pl plazmidové DNA
ziskané z tilohy 1A

- jako blank pouzijeme 3-4 pl vody

- naméfené hodnoty absorbance zapiste do nésledujici tabulky:

Vzorek A230 A260 A280 A3 A260/A280 | A260/A230

Plazmidova
DNA

2. Vyhodnoceni méfent, stanoveni koncentrace

Na zéklad¢é zméfené absorbance vypocitejte koncentraci vasi izolované plazmidové DNA,
kolik pg DNA jste ziskali a urcete vytézek izolace na 1 ml kultury E.coli za ptedpokladu, ze
pouzity pelet vznikl centrifugaci 2 ml kultury. Vazebna kapacita kolony je 60 pg.

VYSLEDEK

Koncentrace plazmidové DNA pg/ml
Vytézek izolace ne
Vytézek izolace na 1 ml bakterialni kultury pg/ml
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ULOHA 1C: Elektroforeticka analvza DNA

UKOL: Separujte na 1% agarézovém gelu molekuly plazmidové DNA a vizualizujte pomoci
fluorescence.

TEORETICKA PRIPRAVA:

Elektroforetické metody vyuzivaji pohybu nabitych castic v elektrickém poli. Rychlost
pohybu iontu ve stejnosmérném poli je pfimo umérnd intenzit¢ vlozené¢ho pole, poméru
naboje iontu k jeho velikosti a odporu prostfedi. Zminéné vlastnosti separované molekuly
oznatujeme souhrnné za elektroforetickou mobilitu. Uspéiné lze tedy separovat molekuly,
které se dostatecné lisi svoji mobilitou. Nejcastéji se pii analyze DNA ¢i proteini pouziva
elektroforéza na nosici (agarézovém ¢i akrylamidovém gelu). V tomto pfipadé se uplatiuji
vlastnosti nosic¢e — porovitost gelu.

Pti separaci DNA ¢i RNA se pouzivaji gely s elektroforetickymi pufry TBE a TAE, které
se lisi svoji pufrovaci kapacitou a stabilitou. Po skonceni elektroforézy je nutné molekuly NK
zviditelnit, napiiklad barvenim interkalatory ethidium-bromidem nebo jeho netoxickymi
varianty GelRed, GelGreen ¢i Sybr Safe za pomoci transiluminatoru. Pfi barveni témito
latkami vyuzivame toho, Ze fluorescence samotného barviva je vyrazné niz§i nez
interkalovaného ¢i navazaného na molekulu NK.

Cinidla a material:
e mikrovlnna trouba, nosi¢ gelu, hfebinky pro tvorbu jamek na nanaseni
erlenmeyerova banka (250 ml), agar6za, voda
IXTAE (pfipravit fedénim z 50x TAE 20 ml — odmeéfit falkonkou do 1 1 vody)
Sybr Safe, GelRed netoxicka nahrazka EtBr
6xLB (nanaseci pufr, ktery je 6x koncentrovany)
vzorek plazmidové DNA (tiloha 1A)
DNA marker M
mikrozkumavky (1,5 ml)
centrifuga

PRACOVNI POSTUP :

1. Priprava agaroézového gelu

- do erlenmeyerovy banky (250 ml) navazime 1 g agarézy, ptidame 2 ml pufru 50x TAE a
100 ml vody. Smés rozvaiime v mikrovince, doplnime vodu, ktera se odpatila. Vafime tak
dlouho, az je tekutina Cira.

- pfipravime nosi¢ na naliti gelu, peclivé oblepime strany izolepou

- umistime hiebinky pro tvorbu jamek na nanaseni vzorka

- gel opatrné zchladime pod tekouci vodou na 50 °C a pridame 50 pl roztoku EtBr (pridava
vedouci cviceni)

- opatrn€ nalévame do nosice, zamezime vzniku bublin v gelu

- gel nechame zchladnout 30 minut

- pripravime si elektroforetickou vanu s elektroforetickym pufrem (I1x TAE), do které
umistime gel s nosiCem tak, aby byl zcela zalit pufrem TAE, teprve poté vytdhneme
opatrn¢ hiebinek a zkontrolujeme jamky, do kterych se budou nanaset vzorky.
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2. Priprava vzorku pro nandSeni na agarozovy gel

do cisté mikrozkumavky smichejte 10 pl vami naizolované plazmidové DNA a
3 wul nanaseciho pufru 6x LB

smeés zvortexujte a kratce zcentrifugujte

pripraveny vzorek naneste do jamky v agar6zovém gelu

3. Nandseni vzorkii na agarozovy gel a elektroforeticka separace

umistime vychladly a zpolymerovany gel do elektroforetické vany, prevrstvime pufrem 1x
TAE a opatrné vytahneme hiebinek

cely objem piipravené¢ho vzorku naneseme na gel

nanaseni se provadi tak, Ze Spicku mirn€ ponotime do jamky, tak aby se nedotykala stény
jamky, a pomalu vypoustime tekutinu do jamky, ktera diky glycerolu klesa na dno jamky,
poté zmackneme pist na maximum a vytdhneme pipetu z jamky, teprve potom uvolnime
stlaceni pistu pipety

zapojime kontakty na elektroforetické vané ke zdroji elektrického napéti (zapojuje
vedouci) tak, aby DNA (-) putovala ke kladnému polu (¢erny kontakt do ¢erné zdirky,
cerveny do cervené), nastavime na zdroji 120 V a po dobu 30 minut nechdme probihat
separaci

po 30 min vypneme zdroj a odpojime kontakty z elektroforetické vany

4. Detekce DNA

nasledné vezmeme gel za nosic a polozime jej na UV-transiluminator

zapojime UV-transiluminator, pozorujeme fluorescenci komplexu interkalator-DNA, ktera
je asi 80x silné€jsi nez volného interkalatoru (EtBr, Sybr Safe), gel vyfotime ¢i si polohu
jednotlivych prouzkli obkreslime do protokolu

VYHODNOCENI

Plazmidova DNA putuje v gelu TAE v n€kolika prouzcich odpovidajicich superhelikalni

DNA (scDNA), oteviené¢ kruznicové DNA (ocDNA) a dimerni formé. Do protokolu se
pokuste pomoci hmotnostniho markeru urcit velikost molekuly vasi plazmidové DNA.
Dokumentujte fotkou ¢i obrazkem.
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