I1zolace nukleovych kyselin




Pozadavky na izolaci nukleovych kyselin

e Prvnim krokem pf1 praci s nukleovymi
kyselinami je jejich izolace v nativnim
stavu z prirozencho materialu, v
dostateCcném mnozstvi a Cistoté.

* Nukleove kyseliny je tfeba zbavit vSech
latek, ktere se po lyz1 bunék nebo
virovych castic stavaji soucasti hrubych
lyzatu a jejichz pritomnost by branila
uc¢innému a specifickému pusobeni
enzymu pouzivanych k jejich analyze a
upravam.




Material pro izolaci nukleovych Kyselin

* Vychozim materialem mohou byt:
— Jednotlivé bunky (napt. prokaryotickych
organizmu nebo kvasinek)
* Genomova
* Plazmidova
— Tkané a organy eukaryot, které jsou nejdrive
homogenizovany
— Virove ¢astice purifikované centrifugaénimi
technikami

— Nukleove kyseliny v elektroforetickych gelech
— Produkty PCR reakci




Metodické principy vyuzivané pri izolaci
nukleovych Kkyselin

* RozruSeni bunécnych stén nebo virovych
nukleokapsidu pusobenim

— Enzymu (lysozym a celulazy)
— Detergentu (dodecylsulfat sodny)
e Enzymatické kroky pro odstranéni kontaminant
— Proteindza K nebo pronaza E
— RNaza nebo DNaza
» Kroky vyuzivajici ruznou rozpustnost
— Fenolova extrakce
— Adsorpce na pevny podklad

* Centrifugace

* Precipitace




Typy metod pro izolaci nukleovych kyselin

1. Metody vyuZivajici rozdilné rozpustnosti
e  Zahrnuji fenolové extrakce a etanolové nebo
izopropanolove precipitace (srazeni)
e  Obecné rozsirene, siroke aplikace
* Vhodné pro vysokomolekularni genomové NK
2. Metody adsorpcni
DNA se vaze na kiemicité sklo v pritomnosti chaotropni
latky
Vhodné¢ zeyména pro rychlou purifikaci plazmidu a malych
fragmentu

3. Centrifugace v hustotnim gradientu
* Izopyknické centrifugace v gradientu CsCl
Vhodné pi1 velkém mnozstvi a pro vysokou Cistotu

 Moznost frakcionace podle velikosti v sachar6zovych
gradientech




Typicka fenolova extrakce

Promichani lyzatu bunék s roztokem fenolu, pripadné se smési
fenolu a chloroformu. Fenol je organické rozpoustédlo pouzivané
k oddéleni proteinu od nukleovych kyselin. Proteiny jsou
hydrofobni a zustavaji v organicke fazi, zatimco NK jsou vysoce
nabité a prechazeji do vodné faze. Chloroform denaturuje
proteiny, rozpousti tuky a napomaha oddéleni jednotlivych fazi
ziskanych v nasledujicim kroku.

Centrifugace, pt1 niz dojde k oddéleni spodni organickée faze,
/tvofené fenolem (pifipadné smeési fenolu a chloroformu), mezifaze,
tvorené denaturovanymi proteiny a zbytky bunék, a horni vodneé
faze, v niz jsou rozpustény nukleove kyseliny.
Vysrazeni nukleovych kyselin etanolem,
pripadné izopropanolem.

U¢innému vysrazeni nukleovych kyselin
pritomnych v nizkych koncentracich se
napomaha snizenim teploty a pridavkem soli.

Before Alfter

Shromazdéni precipitatu nukleovych kyselin Adding Ethanol
centrifugaci a rozpusténi ziskan¢ho sedimentu ve vhodném roztoku.




Izolace RNA

» Jzolace RNA fenolovou extrakci je podobna
1zolact DNA s nasledujicimi rozdily:
— Inhibitory RNaz, sterilni boxy, DEPC-H,O0, rukavice!
— Extrakce v guanidinovych solich
/— Fenolové extrakce pi1 pH 5-6
' Odstranéni DNA DNézami bez RNéz
— Selektivni sraZzeni RNA pomoci LiCl

— Afinitni chromatografie na olido-dT kolonach pro
1zolact mRNA




Adsorpcni metody

Vyuzivajt schopnostnukleovych kyselin adsorbovat se na
povrchy z oxidu kiremicitého (kolonky do centrifugacnich
mikrozkumavek) v pritomnosti chaotropni soli (Vogelstein
and Gillespie, 1979)

— jodid sodny (Nal)

— guanidin thiokyanat
/= guanidin hydrochlorid
- Sila vazby zavisi na
— Typu nukleové kyseliny (DNA nebo RNA)
— Jontovée sile
— pH roztoku

Promyvani pro odstranéni proteinu a dalSich kontaminant
Eluce DNA pufrem s nizkou koncentraci soli nebo H,O

Rychla metoda, vysoky vytézek (male fragmenty), vysoka
Cistota
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Mechanismus interakce DNA s oxidem
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Izolace mRNA

« mRNA tvoii pouze maly bodﬂ z celkove RNA,
proto je jeji 1zolace obtizna
* Pro 1zolaci se vyuzivaji

— Tradicni metody, kdy se nejprve 1zoluje celkova
RNA, ktera je nasledné separovana na mRNA,

rRNA a tRNA

— Metody vyuzivajici afinitu poly(A) konce u mRNA
a biotinem znacené¢ oligo(dT) sondy

e Sonda se v lyzatu selektivné vaze na mRNA, aniz by
interagovala s DNA nebo jinymi RNA

e Hybridni molekuly biotinylované dT-A mRNA jsou
imobilizovany na pevném podkladu pokrytém
streptavidinem




* Streptavidinem pokryte » Streptavidinem pokryté
mikrozkumavky - magnetické ¢astice
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Analyza a kvantifikace

«  SPEKTROFOTOMETRICKA METODA

— Je to vhodna/metoda pro méfeni vzorki, které jsou dostatecné €iste bez vyznamneho
mnozstvi kontaminant.

— Nukleove kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem absorbance v oblasti vinove delky

okolo 260 nm.

— Z hodnot opticke hustoty 1ze koncentraci a Cistotu
vzorku stanovit podle empirickych vztahu. Stupen 1.0 = 50 pg/ml
cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru 16-18
absorbance pt1 260 a 280 nm. Pt1 znecisténi vzork
proteiny, jejichz absorp¢ni maximum lezi okolo 1.0 = 40 ug/mi
280 nm, bude vypocteny pomér vyrazné niZsi a 20

stanoveni koncentrace NK nebude piesne.
-  FLUORESCENCNI METODA

— Je vhodna u vzorki s nizkou koncentraci nukleovych kyselin nebo znecisténych
pritomnosti jinych latek.

— Vyuziva se fluorescence, k niz dochazi po ozafeni komplexu etidiumbromidu
navazancho na DNA UV svétlem. Vznika viditeln€ Cervenooranzove svétloo vinove
delce 590 nm, jehoz intenzitu lze srovnat s intenzitou standardu o znamé koncentraci
bud’ vizualné, nebo po porizeni fotografického zaznamu. Stanoveni se provadi na
agarozovych gelech obsahujicich nizkou koncentraci etidiumbromidu, na né€z se
testované vzorky bud’ nakapou, nebo podrobi elektroforéze, ktera umozni ¢asteCnou
purifikaci nukleovych kyselin.




