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Cil izolace a purifikace NA

Ziskat NA v nativhim stavu z prirozeného materialu v
dostateCném mnozstvi a Cistote pro dalsi analyzy







Obecny postup izolace NA




Lyze bunek a tkani - uvolneni vnitrniho obsahu bunek

Lyze bunek > Biologicka lyze
a tkani Y v et _ o
predevsim vyuziti degradacnich enzymu
J (lysozym, proteinaza K, celulaza...)
Extrakce NA » Chemicka lyze
vyuziti detergentd (napr. laurylsiran
J sodny), chelatacnich Cinidel (napr.

B EDTA), guanidiovych soli
Purifikace NA

J » Fyzikalni lyze
pouziti varu, mrazeni, sonikace, drceni

Charaktrizace vy . , v . U
ziskané NA Vetsinou kombinace vice pristupu |,

I
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Lyze bunek a tkani - uvolneni vnitrniho obsahu bunek

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

Homogenizace
mletim

Proteinaza K
Lysozym

Detergenty

Lyze varem

Sonikace

Mrazeni
tekutym
dusikem

Homogenizace
drcenim

Celulaza

Detergenty
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Stav materialu po lyzi bunek

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

Komplexni smes

DNA, RNA, lipidu, proteinu,
sacharidu, uhlovodiku
a dalsich nizkomolekularnich latek

Dalsi postup:
oddélit DNA, pfipadné RNA
od ostatnich slozek smesi




Extrakce

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

Extrakce je Cistici a delici operace, pri ktere
prechazi slozka ze smeési latek v kapalné Ci tuhé
fazi do jiné kapalné faze - rozpoustédla.

Extrakce je velmi vyhodna pro izolaci tepelné
nestalych latek, protoze se mlze provadét i za
laboratorni teploty nebo za chladu.
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Extrakce smesi fenol - chloroform

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

Separace proteinti a NA zalozena na

lehké vodné

denaturaci proteind
na rozhrani

tézsi organicke faze




Obecny postup extrakce fenolem

1) Rozruseni bunécnych stén

2) Denaturace proteint a tukd — fenol, chloroform

3) Oddéeleni fazi centrifugaci — vrstva organicka (fenol), mezifaze (proteiny a zbytky
bunék), vodna (NA)

proteiny

_ipidy +
ipofilni |a

Phase separation
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DNA/RNA ~_|~

N\

N\ Aqueous phase
tk Interphase
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Isopropanol precipitation

DNA/RNA
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https://blog.addgene.org/rna-extraction-without-a-kit
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Princip fenoloveé extrakce

GH §- [pﬂll:;:c:?:.ii;ues- q%p
'D on outside) DNA (polar)
TN
&+
H Protein

(less polar)

less polar more polar

DNA& + protein Phenol added Phases separated
aqueous and vigorously by
soluticn mixed centrifugaticn ||| U |\

UN I
http://bitesizebio.com/ PHARNM



Modifikace fenolové extrakce

Traditional Phenol Extraction

Fenol ekvilibrovany neutralnim, nebo Phenol, pH 4 Phenol, pH 8
alkalickym pufrem - -
&~ DNA a RNA - <« RNA (aqueous) — <« DNA + RNA
. <= proteiny B — pNA == (aqueous)
<— fenol <«— Protein <«— Protein
(organic) (organic)

RNA DNA

https://www.genetargetsolutions.com.au/product/5prime-phase-lock-gel/

Pouziti kyselého fenolu

¥ <O ==

' -y | aqueous phase: RNA
< Fenol a ' ™ interphase: DNA MUNI
PRI i PHARNM
http://openwetware.org/



Uginek kyselého
fenolu

P. Zumbo, WEILL CORNELL MEDICAL COLLEGE

(A)

Protein

(B)

Negative charges
on carboxylic acid
side-chains remain

Negative charge on
P043’ is neutralized
with H*

+ I
I R T - o -y
N /0_ /O{A\HHH/\ I\
HH g b i MM

pH 7.0

pH 4.5

Proteins precipitate

DNA becomes uncharged
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RNA remains water soluble



Stav materialu po extrakci

Lyze bunek
a tkani
S
J Silné zfedéna DNA, RNA
Extrakce NA Stopy chloroformu

J \/ Stopy fenolu

Purifikace NA

J Dalsi postup:
: Zakoncentrovani a purifikace NA
Charaktrizace MUNI
ziskané NA PHARNM




Purifikace NA precipitaci

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

Srazeni, jedna ze zakladnich metod
izolace a koncentrace biologickych
makromolekul. Do roztoku,
obsahujiciho pozadovanou
makromolekulu, se prida urcité
mnozstvi  precipitacniho  Cinidla
(siran amonny, ethanol, aceton
apod.); makromolekularni
slouCenina se vysrazi, aniz obvykle
dojde k denaturaci. Mlze se proto
nasledné znovu rozpustit a pouzit
ve své nativni, biologicky aktivni
podobeg.
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Before After
Adding Ethanol

http://www.vivo.colostate.edu
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Obecny postup precipitace ethanolem

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

1) Pridani ethanolu, pripadné izopropanolu
2) Pridani jednomocnych kationtt (K+*, Na*...)

3) Koncentrovani vzorku centrifugaci (roztok
zchlazeny na -70°C)

4) Promyti sedimentu NA 70% ethanolem

5) Rozpusteni NA ve vodeé



Rozpustnost DNA ve vode

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

DNA JE HYDROFILNI




Obecny postup precipitace ethanolem —

Pfidani NaCl + C,H.OH

Lyze bunék - .
a tkani .
J > Snizeni hydrofility DNA

Extrakce NA

c.-_.:E:D l

VYSRAZENI DNA

Neutralizace PO3- ) o
ve vodnéem prostredi
Purifikace NA |< C,H;OH
Nat Nizka dielektricka
J I konstanta
Charaktrizace Cl-
MU N
ziskané NA "\ Nacl o1 A




Obecny postup precipitace - DOKONCENI

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

3) Koncentrovani vzorku centrifugaci (roztok
zchlazeny na -70°C)

4) Promyti sedimentu NA od zbytkl soli 70%
ethanolem a odpareni ethanolu teplem

5) Rozpusténi NA ve vode (pridavek EDTA,
pripadné Tris-HCI)

Nativni NA koncentrovana v malém
objemu vodneho roztoku

I
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Purifikace NA chromatografii

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

» Konkretne se jedna o preparativni, afinitni
sloupcovou chromatografii

» Kolona obsahuje sorbent (matrici) schopnou
specificky vazat zvolenou latku (NA)

» Je pouzivana pro pripravu vetsiho mnozstvi
cistych molekul

I
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Purifikace NA chromatografii

Lyze bunek _ l | | |
r My
a tkani mobilni faze
o = o E/
J vzorek —

sloupec
Extrakce NA chromatograficka s — chromatograficke

L— SR

kolona napine

—
J ' Y postupna eluce
~ frakei vzorku

Purifikace NA

| L
Charaktrizace - 01
ziskané NA postupné jimané frakce \ R M



Komercni chromatografie pro izolaci NA

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
=ziskané NA

- Spin columns -




Komercni chromatografie pro izolaci NA

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

- Spin columns -




Jak se DNA vaze na membranu

§ 0 ] @
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Na* Na* Na* Na*
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| | | |

Si Si Si Si

en.wikipedia.orq



http://en.wikipedia.org/wiki/Spin_column-based_nucleic_acid_purification

Komercni chromatografie pro izolaci NA

Lyze bunék -Spin columns -

ani Whole Bloed
a tkani
p—
Release DNA
Enzymatic digestion L_:

Extrakce NA

Prepare Column

)

J Add solution and spin
Bind DMA E
Purifikace NA Spin .
Wash Column E’
Spin H
Charaktrizace

hall

Elute ready-to-use DNA L

ziskané NA o




lzolace DNA magnetickymi kulickami

o DNA se vaze na povrch magnetickych kulicek

o Povrch kuliCek muze byt potazen:
 lontomeniCovym polymerem polymerem, napr. diethylaminoethyl (DEAE)
* Silica

binding  separation  washing elution

- o | -

= =
IR

magnet http://www.diagenode.com/

Nl
nucleic acid magnet magnet

iImpurities

SPRI beads

I

UNI
https://nucleusbiotech.com/produkt-kategorie/ngs/magnetic-beads-for-dna-and-rna-purification/ P H ,L\ R |\/|
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Magneticke kulicky - protokol

selectively binds ONA In the

. peesence of 20d reagents.
Jeo Low pH 23

DNA Elution

M eaised to pHBS.
o wmwemmw

High pH

http://bitesizebio.s3.amazonaws.com/

-3 =

=

\.0

ey \

Supematant Wash and
Specific binding
magnetic beads

http://blog.labplanet.com/



|zolace plasmidu alkalickou denaturaci

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

» Jedna z metod pro oddéleni plasmidu od

chromozomové DNA v extraktech bakterialnich
bunék

» Vyuziva rozdilné afinity DNA retézcu k denaturaci za

vysokeho pH v zavislosti na jejich konformaci a
stavu

» Pro izolaci plasmidu je mozno pouZzit komercni ,spin
column® izolacni postupy

MunI
PHARM



Izolace plasmidu alkalickou denaturaci

Lyze bunék - princCip metody -

a tkani V\/Vl/\,\,
J pH 12,45 § W
>
Extrakce NA %ZL./

] i Castetna Uplna denaturace
J Smes plasmidu a denaturace chromozomové DNA
chromozomove DNA plasmidové
- DNA Snizeni pH + SDS
Purifikace NA + C,H,;0,K

O v
J @Aﬁ‘\ Centifugace Renaturace DNA
@ < Precipitace

Chglraktr'izace Sediment Neutralizace || J || T
ziskane NA Supernatant PHARNM




Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

Charakterizace izolatu NA

Dulezitou charakteristikou izolované NA
je:

Koncentrace

Cistota




Charakterizace NA spektrofotometrii

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

» NA absorbuji UV zareni s maximem v oblasti 260 nm

> opticka hustota odpovida koncentraci

> absorbance je mozno méfit pri riznych vinovych
délkach (230 nm — 320 nm)

» podil absorbanci = cistota vzorku



Spektrum absorbance NA

Lyze bunek Kterou ¢asti NA absorbuje UV zareni?
a tkani
J r >
=N
o (T
Extrakce NA HO — III’—O—CH \N S a
l 2
OH Hﬁ ;l[é b | maximum
J OH H 2 minimum
r 0.8
Purifikace NA sl
n o4
J c
e 0.2~
- 230
Charaktrizace %80 | 2c')o | 220 2:.10 ] 2::10I 22150 1 300
ziskané NA vinova délka




Opticka hustota odpovida koncentraci

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

Koncentrace

Ao=10(v1cm
kyvete)

dsDNA ~ 50 yg/ml
SSDNA ~ 33 yg/ml
SSRNA ~ 40 pg/ml

0,1 0,3 Absorbance
pfi 260 nm

Zavislost absorbance na koncentraci je linearni
priA,,, =0,1az0,3

UNI
(novéjSi pristroje maji vyssi rozsah !!) PHARM



Opticka hustota odpovida koncentraci

Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

- prakticky vyznam -

Je-li absorbance
prilis NIZKA (pod
0,1), odectete na
krivce
koncentraci
VYSSI, nez ve
skutecnosti je.

Koncentraci DNA
Nadhodnocujete

Koncentrace
Odecet
Realna
hodnota
0,05 0,1

0.3 Absorbance
pri 260 nm



Opticka hustota odpovida koncentraci

Lyze bunék - prakticky vyznam -
a tkani |
£ Koncentrace

J <. Je-li absorbance Realna

pfilis VYSOKA hodnota

(nad 0,3), Odecet
Extrakce NA odecdtete na

kfivce

J koncentraci

NIZSI, nez ve

Purifikace NA skutecnosti je.

Koncentraci DNA
J Podhodnocujete

0,1 03 04

Charaktrizace
isk 5 NA — Absorbance




Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

Cistota DNA

39 -

-o-DNA
3 Protein
-#-DNA/Protein
2.5
Q
c
© 2
LD
o
m 1.5 |
n .
P
1 |
0.5

230 240 250 260 270 280

Wavelength (nm)

290

“\
Stanovuje se na

zakladé poméru

absorbanci pfi
ruznych
vinovych
délkach.

http://www.biotek.com
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Lyze bunek
a tkani

|

Extrakce NA

|

Purifikace NA

|

Charaktrizace
ziskané NA

Cistota DNA

Ao/ Azgo = 1,8
< 1,8 = kontaminace proteiny

> 1.8 = kontaminace RNA

AseolAzzo > 2,0

< 2,0 = kontaminace latkami,
ktere |sou soucasti izolacnich
souprav



|lzolace DNA — studentska realita

Nucleic Acid Conc :
: 1,88

0D260/280

0D260/230

22,99 ng/uL

. 2,49

0OD260 0,483
0D280 0,267
0OD230 0,208
0D320 0,023
Pathlength (mm) 0,700
Dilution 1,000

0,74

0,56 1

)
00,37 ¢

0,19+

240

260 280
Wavelength(nm)

300

320



Gratuluji, prave jste zviadli jeden z

¥ u N BNy

biologii

Izolaci nukleovych kyselin
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