Uloha 4 - Izolace, analyza a stanoveni nukleovych kyselin
Princip ulohy

jméno:

obor: datum provedeni:

neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu
abcdefgh (zakrouzkujte)

prilohy protokolu: graf: kalibra¢ni pfimka pro fotometrické stanoveni DNA v UV oblasti

OKRUHY K PRIPRAVE

Primarni struktura nukleovych kyselin. Sekundarni struktura nukleovych kyselin. Denaturace
nukleovych kyselin. Absorbujici slozky nukleovych kyselin, absorpéni spektrum nukleovych kyselin.
Lambertiv-Beertiv zakon. Chemické vypocty.

Navod v plném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinova a sedmihodinova cviceni).

Biologické obory kromé molekularni biologie (tfihodinova cvi¢eni): jen €asti A, B.
Ucitelské kombinace (€tyrhodinova cvi€eni): jen éasti A, B, C.

PRINCIP ULOHY
A. Izolace DNA

Nukleové kyseliny se v bunikach vyskytuji ve forme asociati s bilkovinami (nukleoproteini). Prvnim
izola¢nim krokem pfi ptiprave preparati nukleovych kyselin je diikladna destrukce tkani nebo bunék.
Existuje cela fada postupd, kterymi Ize oddélit slozky nukleoproteinu - bilkoviny a jednotlivé druhy
nukleovych kyselin. Separace nukleovych kyselin a bilkovin byva ¢asto provadéna pomoci detergentii
(nejcastéji dodecylsiranem sodnym - SDS) jesté pted extrakci nukleovych kyselin z tkané. Také
extrahovany nukleoprotein Ize dodatecné podrobit deproteinaci - nejcastéji se pouziva fenol (ktery
soucasn¢ inhibuje nukleasy) nebo smés chloroformu a isoamylalkoholu. DNA se z roztokti naopak
pomérné selektivné precipituje napt. isopropanolem.

V této Casti tlohy bude provedena extrakce nukleoproteinu z bakterialnich bunék v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného, deproteinace produktu chloroformem a vysrazeni nukleové kyseliny
z vodného roztoku ethanolem.

B. Identifikace DNA obsazené ve vzorku specifickou barevnou

reakci

V kyselém prostiedi hydrolyzuji nukleové kyseliny na smés nukleotidi a nukleosidl (hydrolyza
fosfoesterickych vazeb), z nichz zejména purinové nukleotidy a nukleosidy dale snadno odstépuji
cukernou slozku (hydrolyza N-glykosidické vazby spojujici cukernou slozku s bazi). RNA obsahuje
jako cukernou slozku ribosu, DNA 2’-deoxyribosu. Ribosu a 2’-deoxyribosu lze navzajem odlisit na
zakladé rozdilného zbarveni, které tyto sacharidy poskytuji pfi reakci s difenylaminem po mineralizaci
koncentrovanou kyselinou.

C. Stanoveni Cistoty DNA spektrofotometrii v UV oblasti, denaturace
DNA

Aromatické heterocykly bazi nukleovych kyselin absorbuji UV zafeni s maximem v okoli vinové
délky 260 nm. Jestlize se nukleové kyseliny nachazeji ve smési s bilkovinami, je tvar
charakteristického absorpéniho spektra nukleovych kyselin (s maximem pfi vinové délce 260 nm)
pritomnosti bilkovin zkreslen, nebot’ i bilkoviny absorbuji UV zafeni v této oblasti vinovych délek.




Uloha 4 - Izolace, analyza a stanoveni nukleovych kyselin
Princip ulohy

Pritomnost nukleovych kyselin se v8ak i ve spektru vzorku obsahujiciho vét§i mnozstvi bilkoviny
projevuje nezietelnym absorpénim maximem nebo alespon prodlevou v okoli vinové délky 260 nm.

Cistotu nukleové kyseliny ve vzorku vyjadiuji dva zakladni poméry absorbanci a to pomér Azeo/Aago
a Aseo/Azzo. Pomér Azeo/Azso udédva miru kontaminace vyizolované nukleové kyseliny proteiny. Pro
¢istou DNA by mél byt pomér 1,7-1,9 a pro Cistou RNA 1,8-2,0. Pomér Azs/A230 uddva miru
znedisténi nukleové kyseliny nizkomolekularnimi latkami (fenol, EDTA, huminové kyseliny, atd.) a
rovnéz proteiny (absorbance peptidové vazby). Pro Cistou nukleovou kyselinu by mél byt pomér vyssi
nez 2.

Postup izolace DNA by mél byt natolik Setrny, aby nedochézelo k jeji denaturaci (rozpadu nativni
dvouftetézové struktury). Sekundarni struktura nukleové kyseliny siln€ ovlivituje absorpci UV zafeni -
u dvoutetézovych nukleovych kyselin (tzn. predev§im DNA) jsou heterocyklicka jadra bazi pravidelné
uspotadana uvniti dvousroubovice a takto usporadana struktura absorbuje méné€ nez neuspoiadana
jednoftetézova struktura (kromée vétS§iny RNA se jako jednofetézova vyskytuje denaturovand DNA). Pti
rozpadu dvousroubovice a vzniku nahodilého usporadani dochazi ke vzriistu absorbance pii vinové
délce 260 nm. Pomoci denaturace (nejcastéji tepelné denaturace — zahfatim vzorku DNA na vyssi
teplotu a jeho naslednym rychlym ochlazenim) lze zjistit, zda ma vyizolovany preparat vlastnosti
nativni DNA.

D. Fotometrické stanoveni DNA v UV oblasti

Schopnosti nukleovych kyselin absorbovat UV zafeni s absorpcnim maximem p¥i vinové délce kolem
260 nm Ize vyuzit k jejich kvantitativnimu stanoveni. V praxi se vyuziva empiricky zjisténého
vztahu, kdy u nativni (dvouretézové) DNA Asxe = 1,0 odpovida koncentraci 50 ug/ml a u
denaturované (jednotetézové) DNA a RNA Az = 1,0 odpovida koncentraci 40 pg/ml.



Uloha 4 - Izolace, analyza a stanoveni nukleovych kyselin
PRAKTICKA CAST A. Izolace nukleoproteinu

PRAKTICKA CAST A. Izolace DNA

Material a vybaveni:

bakterialni buiiky (1g vlhkého peletu)

roztok EDTA-NaCl (0,15 mol.I"! EDTA + 0,1 mol.I"! NaCl, pH 8,0)

roztok lysozymu (10 mg.ml™")

25% roztok sodiumdodecylsulfatu (SDS)

5 mol.I"! chloristan sodny

smés chloroform - isoamylalkohol (24:1)

95% ethanol

fyziologicky roztok (0,9 % chlorid sodny)

pipety, davkovace, termostat, odmérné vdlce, centrifuga, centrifugacni kyvety, vortex, zkumavka, ledova lazen

Postup:

K peletu bakteridlnich buné€k v centrifugacni zkumavce pridejte 1 ml roztoku EDTA-NacCl,
rozmichejte na vortexu. K suspenzi pfipipetujte 2 ml roztoku EDTA-NaCl, 130 ul roztoku lysozymu a
smés inkubujte 15 min. pii 37 °C (kazdych 5 minut promichejte). Ke smési pridejte 260 ul 25%
roztoku SDS, opatrné promichejte a inkubujte pii 60 °C po dobu 10 minut (kazdé 2 minuty smés
promichejte). Michejte opatrné, abyste zabranili nadmérnému pénéni. Uvolnéni nukleové kyseliny

z bunék se projevi zvySenim viskozity roztoku a zakalem.

Poté smés zchlad’te na okolni teplotu pod tekouci studenou vodou, pfidejte 1,2 ml 5 mol.I"' chloristanu
sodného, promichejte a v digestoti ke smési pridejte 5,4 ml smési chloroform - isoamylalkohol (24:1).
Obsah zkumavky diikladné promichejte a centrifugujte 20 minut pti 9000 ot/min.

Po centrifugaci se vytvori tfi vrstvy (spodni organickd, stfedni s denaturovanymi proteiny a horni
vodnd obsahujici nukleové kyseliny). V digestofi opatrné¢ odeberte (Pasteurovou pipetou nebo
davkovacem) horni vodnou vrstvu do nové 15 ml centrifugacni zkumavky a nukleovou kyselinu
vysrazejte pridanim dvojndsobného objemu 95% ethanolu. Smés opatrné promichejte prevracenim
zkumavky, béhem kterého uvidite srazejici se vlakna nukleové kyseliny. Poté smés centrifugujte 10
minut pii 9000 ot/min. Odlijte supernatant, zkumavku obrat'te na tampon bunifiny a nechte vytéci
veskery roztok. Pelet rozpustte v 0,5 ml fyziologického roztoku. Odeberte 50 ul rozpusténého peletu a
pridejte k nému 2 ml fyziologického roztoku. Tento vzorek uschovejte v ledové lazni pro pouziti
v ¢asti C ulohy. Zbytek rozpusténého peletu (cca 0,5 ml) pouzijte v ¢asti B tilohy.

Centrifugacni zkumavky je nutno presné vyvazit! Vyvazovani kyvet a spusténi
centrifugy provadéjte pouze pod dohledem personalu laboratore.
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PRAKTICKA CAST B. Identifikace DNA obsazené v nukleoproteinu specifickou barevnou reakci

PRAKTICKA CAST B. Identifikace DNA specifickou barevnou
reakci

Material a vybaveni:

standardni roztok deoxyribosy (0,02 mg.ml™!)

standardni roztok ribosy (0,02 mg. ml'!)

standardni roztok DNA (1 mg. ml"! fyziologického roztoku)

standardni roztok RNA (1 mg. ml"! fyziologického roztoku)

roztok nukleoproteinu (ziskany v ¢asti A ulohy)

fyziologicky roztok (0,9 % chlorid sodny)

difenylaminové ¢inidlo (roztok difenylaminu v kyselin€ octové a kyselin€ sirové)

zkumavky, pipety,davkovace, odmeérny valecek, Pasteurova pipeta, kahan a trojnozka nebo varic, hrnec, kruhovy
stojan na zkumavky

Postup:

Do zkumavek davkujte podle rozpisu:
zkumavka €. | 0,5 ml zbarveni
1 fyziologicky roztok
2 deoxyribosa
3 ribosa
4 DNA
5 RNA
6 roztok nukleoproteinu*®

*cca 0,5 ml, rozpustény pelet ziskany v ¢asti A tlohy

Ke vzorkim ptidejte cca 1,5 ml difenylaminového ¢inidla a zahtivejte je 10 minut na vrouci vodni
lazni. Pozorujte zbarveni vzorkd.

Difenylaminové ¢inidlo nepipetujte — odmérujte valeckem nebo davkujte pomoci
Pasteurovy pipety!

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved’te tabulku doplnénou v poslednim sloupci.

Porovnejte zbarveni roztoku nukleoproteinu se zbarvenim kontrolniho vzorku (fyziologicky roztok) a
standardnich roztoku ribosy, deoxyribosy, RNA a DNA. Uvedte, zda se zdafilo identifikovat
pritomnost DNA ve vyizolovaném produktu:



Uloha 4 - Izolace, analyza a stanoveni nukleovych kyselin
PRAKTICKA CAST D. Fotometricke stanoveni nukleovych kyselin v UV oblasti

PRAKTICKA CAST C. Stanoveni éistoty DNA spektrofotometrii
v UV oblasti, denaturace DNA

Material a vybaveni:

roztok nukleoproteinu (ziskany v ¢asti A ulohy — zfedény vzorek)

fyziologicky roztok (0,9 % chlorid sodny)

zkumavky, pipety, fotometr, UV- propustné kyvety , kahan a trojnozka nebo varic, hrnec, kruhovy stojan na
zkumavky, ledova lazen, filtracni papir, nalevka

Postup:

U ztedéného roztoku peletu ziskaného v Casti A ulohy proméite absorpcni spektrum v oblasti
vinovych délek 230 — 300 nm proti fyziologickému roztoku a srovnejte je se spektrem vyizolovaného
nukleoproteinu ulozenym v pocitaci. Méfeni provadéjte v UV propustnych plastovych kyvetach.
Jestlize dosahuji absorbance vzorku v kterékoliv Casti spektra hodnot vyssich nez cca 0,6, je nutno
vzorek dale zfedit fyziologickym roztokem (postacuje fedéni odhadem). Ve spektru vzorku
obsahujiciho dostate¢né mnozstvi DNA se objevuje absorpéni maximum v okoli vinové délky 260 nm;
pokud je absorpcni maximum v okoli vinové délky 280 nm, obsahuje preparat prevazné bilkoviny.
Megéfeni spektra provadéjte pod dohledem vedouciho cviceni a teprve po proméreni spektra
pokracujte dalsi ¢asti tilohy.

Vzorek nevyhazujte, do dvou zkumavek pipetujte po 1 ml vzorku a zkumavku dobie uzaviete. Jednu
zkumavku zahtivejte 15 minut na vrouci vodni lazni a poté jeji obsah rychle ochlad’te v ledové lazni..
Zmeite absorbanci nativniho (nezahtivaného) vzorku pfi vinovych délkach 230 nm, 260 nm a 280 nm.
a absorbanci denaturovaného (zahfivaného a ochlazeného) vzorku pii 260 nm. Méfeni provadéjte

v zuzenych UV propustnych plastovych kyvetach a dbejte, aby paprsek fotometru prochazel roztokem.

Vyhodnoceni:

Do protokolu uved’te tabulku doplnénou o zjisténé experimentalni tidaje (Azzo, Azso, A2s0), Vypoctéte
pomery Anxso/Azzoa Azeo/Azgo a urCete priblizné slozeni (obsah nukleovych kyselin, obsah bilkovin) ve
vyizolovaném preparatu. (Pfedpoklad: preparat neobsahuje dalsi slozky absorbujici UV zafeni pii
vlnovych délkach 260 a 280 nm.)

Anso Aseo Asso Ase0/A23o Aseo/Asso

Popiste Cistotu ziskaného preparatu (obsah DNA, bilkovin, nizkomolekularnich latek):

Uved'te absorbance pii vinové délce 260 nm:

Aze0 — nativni vzorek Az¢0 — denaturovany vzorek

Ziskany vysledek vysvétlete:
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PRAKTICKA CAST D. Fotometricke stanoveni nukleovych kyselin v UV oblasti

PRAKTICKA CAST D. Fotometrické stanoveni DNA v UV oblasti

Material a vybaveni:

standardni roztok DNA (1 mg.ml! fyziologického roztoku)

neznamy vzorek DNA pro kvantitativni analyzu

fyziologicky roztok (0,9 % chlorid sodny)

zkumavky, pipety, davkovace, odmeérna banka 10 ml, vortex, fotometr, UV-propustné kyvety

Postup:

Standardni roztok DNA (1 mg.ml') zied'te tak, Ze 0,25 ml standardniho roztoku DNA doplnite
v odmérné baiice fyziologickym roztokem na objem 10 ml a dobie promichate. Stejnym zpisobem
zfed’te neznamy vzorek DNA. Podle tabulky pfipravte jednak sadu roztokli vzorkl o Sesti znamych
koncentracich DNA k sestrojeni kalibracni zavislosti (zkumavky 1-6) a déle 2 paralelni zkumavky s
roztokem DNA o nezndmé koncentraci (zkumavky 7-8). Obsah zkumavek promichejte na vortexu.
Obsah zkumavky ¢. 1 (fyziologicky roztok - nulova koncentrace DNA) pouZijete pozdéji jako slepy
vzorek.

pipetovany objem
zkumavka ztedtny , zredf’:ny’ fyziol. c(DNA)
N standardni | neznamy a1 | Azeo
C. roztok [mg.ml']
roztok vzorek )
DNA [ml] | DNA [ml] [m]
1 0 0,0 2,5 0,000 | 0,000
2 0,5 0,0 2,0
3 1,0 0,0 1,5
4 1,5 0,0 1,0
5 2,0 0,0 0,5 D Axeo
6 2,5 0,0 0,0
7 0,0 2,0 0,0 ?
8 0,0 2,0 0,0 ?

Zmeite absorbanci vzorkil pfi vinové délce 260 nm proti slepému vzorku (zkumavka ¢.1). MéFeni
provadéjte v UV plastovych kyvetach.

Prostudujte spektra nativni (dvoutetézové) a denaturované (jednoietézové) DNA ulozena v pocitaci
(zapiste koncentraci vzorkt a jejich absorbanci pti vinové délce 260 nm).

koncentrace Ao €
[mg.ml "] (uved'te fyzikalni rozmér!)

ds-DNA
ss-DNA
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PRAKTICKA CAST D. Fotometricke stanoveni nukleovych kyselin v UV oblasti

Vyhodnoceni:

Vypocitejte koncentrace DNA ve zkumavkach ¢. 2-6, vysledky doplite do tabulky.

Vypocitejte primér absorbanci ve zkumavkach ¢. 7-8 a dopliite do tabulky. Sestrojte kalibracni graf
(zavislost Azso na koncentraci DNA ve zkumavce). Z rovnice kalibra¢ni piimky, kterou zobrazite

v grafu, pak vypocitejte koncentraci DNA ve zi‘edéném neznamém vzorku (vypocet uved’te nize):

Vypotitejte, kolikrat byl ziedén piivodni neznamy vzorek. Redéni neznamého vzorku: krat
Timto faktorem vyndsobte fotometricky zjiSténou koncentraci DNA a ziskate koncentraci DNA v
puvodnim neznamého vzorku.

Vysledek:
koncentrace DNA v neznamém vzorku: ¢ = mg.ml?!

Ze smérnice piimky odectéte miligramovv absornéni koeficient DNA pfi vinové délce 260 nm: €260
(dopliite fyzikalni rozmér) :

Urcete, zda standardni roztok DNA obsahoval nativni nebo denaturovanou DNA:
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Kontrolni list

KONTROLNI LIST

jména:

obor: datum provedeni:
neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu

abcdefgh (zakrouzkujte)

ULOHA 4C

Ao Ao Aago

Ajeo — nativni vzorek Aseo — denaturovany vzorek

Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 4D
zkumavka | Azeo

0,000

R [Q NN | B[N [— O

koncentrace A0
[mg.ml!]

ds-DNA

ss-DNA

Podpis vedouciho cviceni:




