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CO NAS DNES CEKA...

1) Teoreticky uvod k tématu

2) Seznameni se s protokolem

3) Nastudovani protokolu k izolacnimu kitu

4) 1zolace genomové DNA z tekuté bakterialni kultury

5) Ovéreni koncentrace a Cistoty DNA spektrofotometricky

6) Piklady
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IZOLACE NK

Nezbytna podminka dalsi prace/charakterizace...

2. Izolace nukleovych kyselin



PRO I1ZOLACI NK POTREBUJEME CTYRI JEDNODUCHE KROKY
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RUST BAKTERIALNi KULTURY

: ff Stationary § :
: Phase :

Jak izolujeme DNA z 99 % mikroorganismu,
které nejsou v laboratori kultivovatelné?

2. I1zolace nukleovych kyselin



MEDIA PRO KULTIVACI

2. I1zolace nukleovych kyselin
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MEDIA PRO KULTIVACI

Nedefinovana (komplexni) média
" LB medium (lysogeny broth, Luria-Bertani médium)

" Slozeni neni presneé znamo! Dostacujici pro izolaci NK.

M9 medium Na,HPO, 6.0
KH,PO, 3.0
NaCl 0.5
NH,Cl 1.0
MgSO, 0.5
Glucose 2.0
CaCl, 0.015

LB (Luria-Bertani medium) Tryptone 10.0
Yeast extract 5.0
NaCl 10.0
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NAMNOZENI ESCHERICHIA COLI

Incident light B
at 600 nm Transmitted oD
wavelength light )
> —— % Wﬁ“@
4+ Detector
Bacterial culture contained 1 0D unit = log,, intensity of transmitted light

in a 1 cm wide cuvette

intensity of incident light

Jak mérit hustotu?
= Opticka hustota pfi 600 nm (OD,,)
ODgyp=1"
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CENTRIFUGACE

= Separacni metoda —i pro makromolekuly

" Chovani castic v odstredivém poli dano jejich
vlastnostmi a povahou prostredi

" RCF ( ) =8

Zrpm ( )

= Spravné je uvadét g nebo RCF, pripadné rpm a typ
rotoru
RCF nebo g=1.12 x r (mm) x (RPM/1000)>

MUNI
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CENTRIFUGACE - OTAZKY

= Jakeé typy centrifugace znate?
= Jaké jsou mezi nimi rozdily?
= Co charakterizuje rychlost pohybu castice pri

centrifugaci?

2. I1zolace nukleovych kyselin
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PRO I1ZOLACI NK POTREBUJEME CTYRI JEDNODUCHE KROKY
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ODSTRANENI OBALU CHEMICKY

Chemicka Cinidla narusuiji integritu bunécnych stén
Dulezité je chemické slozeni bunécné stény

Klasicky postup u E. coli a pfibuznych bakterii:

lyzozym + EDTA + SDS

2. I1zolace nukleovych kyselin
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ODSTRANENI OBALU FYZIKALNE

Sklenénymi kulickami (Bead beating)

Sonikace

Osmoticky sok

2. I1zolace nukleovych kyselin
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PRO I1ZOLACI NK POTREBUJEME CTYRI JEDNODUCHE KROKY

Centrifugation
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A culture of bacteria is The cells are removed and  The DNA is purified The DNA is
grown and then harvested broken to give a cell extract from the cell extract concentrated
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PURIFIKACE NK

Centrifugace lyzovanych buneéek

= Nerozpustné bunécné zbytky sedimentuji, zatimco
rozpustné slozky v¢. NK, lipidu proteind,
polysacharidu a nizkomolekularnich latek zUstavaji v

supernatantu a tvori tzv. bezbunécny extrakt (cell-

free extract)
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PURIFIKACE NK Z EXTRAKTU

(@) Degradation of

contaminants
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(b) Separation of DNA from contaminants
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EXTRAKCE RROTEINU NK SMESI FENOL-CHLOROFORM

Fenolova extrakce podle Marmur 1961

* Denaturace a vysrazeni proteinu mezi dvéma fazemi

Vv vv/

vodné faze obsahujici NK (pokud fenol ekvilibrovan

neutralnim Ci zasaditym pufrem)

Kysely fenol
?:1 — —
3 : =y = % L Aqueous layer
—— ——— _(DNA +RNA)
e Interface QRNA
. — |==..—+——(coagulated
proteins)
J l\q I\\_ﬂ//"l Phenol % DNA
Cell extract Mix with Separate layers
MUNI phenol by centrifugation
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JINE ZPUSOBY ODSTRANENI KONTAMINANT

Detergent cetyltrimetylamonium bromid (CTAB)

" S nukleovymi kyselinami tvori nerozpustny komplex
= V\ supernatantu po centrifugaci proteiny atd.

= DNA Vv peletu, rozpustime ji v1 M NaCl a docCistime
Guanidium thiokyanat

" Denaturuje vse kromé NK

" V jeho pritomnosti se DNA vaze na oxid kremicity —

chromatograficka kolona
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PRO I1ZOLACI NK POTREBUJEME CTYRI JEDNODUCHE KROKY
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Zakoncentrovani NK precipitaci

" Jedna ze zakladnich metod izolace a koncentrace
biologickych makromolekul
" Do roztoku, obsahujiciho danou makromolekulu, se

prida precipitacni Cinidlo (siran amonny, ethanol se

soli, aceton se soli apod.)
» Makromolekuly se vysrazi, aniz dojde k nevratné

denaturaci. Mohou se proto znovu rozpustit a pouzit

ve své nativni, biologicky aktivni podobé
MUNI
CI
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POSTUP PRECIPITACE

MUNI
CI

Pridani ethanolu (absolutniho) Ci izopropanolu
Pridani jednomocnych kationtu (K*, Na*) v podobé
soli (2 M NaCl, 3 M octan sodny...)

Koncentrovani vychlazeného (az -70°C) vzorku
centrifugaci

Promyti sedimentu s NK 70 % ethanolem
Odpareni zbytkového ethanolu a rozpusténi NK ve

vodé Ci nizkomolarnim TE pufru (Tris-HCI, EDTA)

2. I1zolace nukleovych kyselin
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...a jaky je vlastneé princip???

5!

OH Base 1
| 5'

Rozpustna

C,H.OH l Na*

Nerozpustna

Base 3

0'—P—0—CH,
I
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KOMERCNI KITY PRO IZOLACI NK (SPIN COLUMNS)

" Kolonky s kremicitou matrici
=t — —
" Vazba usnadnéna guanidinium — - — S
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https://en.wikipedia.org
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SPEKTROFOTOMETRICKA METODA

Spektrum DNA (230-320 nm)
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KONCENTRACE NK

OD,, = 1.0

dsDNA ~ 50 pg/ml
ssDNA ~ 33 ug/ml
ssRNA ~ 40 pug/ml

2. I1zolace nukleovych kyselin
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CISTOTA DNA

Stanovuje se na zakladé
pomeru absorbanci pfi
ruznych vinovych délkach

Azsolzso = 1.8

< 1.8 = kontaminace proteiny
> 1.8 = kontaminace RNA

Az60/230 > 2.0 (ale < 3.0)

< 2.0 = kontaminace latkami z izolacnich
souprav

UNI
CI

Absorbance units

Absorbance of DNA and protein
at various wavelengths

ol
th
1

CibA
5 — = = Protein
11 ------ DNAprotein

25 4

2+
15 4

14
0.5 -

0

240 245 250 255 260 265 270 275
Wavelength

280 285 280



