Izolace nukleovych Kyselin



Material pro izolaci nukleovych Kyselin
e /Procedura extrakce z |
— Bun¢k 0
— Virovych castic
— Prostredi
— Precisténi nukleovych kyseliny po separaci nebo
enzymatickych reakcich
* Pr111zolaci z bunék modifikujeme postup
podle potreby 1zolovat

* Celkovou genomovou DNA
e Plazmidovou DNA bakterii
e DNA z organel (mitochondrii, chloroplastii)
— Tkané a organy eukaryot, které jsou nejdiive
homogenizovany



Pozadavky na izolaci nukleovych Kyselin

e

e V nativnim stavu z prirozencho materialu
— v dostateCném/potrebném mnozstvi
— pozadované Cistoté
* Nukleove kyseliny je tieba zbavit vSech
latek, ktere se po lyzi bun€k nebo virovych
castic stavaji soucasti hrubych lyzata a
jejichz pritomnost by branila u¢innému a
specifickému pusobeni enzymu
pouzivanych k jejich analyze a upravam



Metodické principy vyuzivané pri izolaci
nukleovych kyselin

» 1. Rozruseni bunécnych stén — obecné
oznacovany proces ,,lyze bun¢k* pomoci
— Enzymu (lysozym a celulazy)
— Detergentt (dodecylsulfat sodny)
— Mechanicky (lyza¢ni matrice, FastPrep)
— Ultrazvukem

2. Enzymatické kroky pro odstranéni
kontaminant (predCiStovaci enzymy)
— Proteinaza K nebo pronaza E
— RN4za nebo DNaza

e 3. Punifikace NA



FastPrep Kity

 Homogenizatory - izolace z
tézce zpracovatelnych vzorku
— tkan¢

/ — rostlinny material

— Gram-pozitivni bakterie
— kosti
— puda/prostredi

» Balotina vhodné
velikosti



Typy metod pro izolaci nukleovych Kyselin

1. Metody vyuzivajici rozdilné rozpustnosti
. Zahrnuji fenolové extrakce a etanolové nebo
1zopropanolove precipitace (srazeni)
«  Obecn¢ rozsirene, Sirok¢ aplikace
e  Vhodne¢ pro vysokomolekularni genomové NK
2. Metody adsorpcni
DNA se vaze na kremicCité povrchy v pritomnosti
chaotropni latky
Vhodné zeymena pro rychlou purifikact malych mnozstvi

3. Centrifugace v hustotnim gradientu
 Izopyknické centrifugace v gradientu CsCl
e  Vhodné¢ pii velkém mnozstvi a pro vysokou Cistotu

Moznost frakcionace podle velikosti v sachar6zovych
gradientech



Z.akladni slozky roztoku

+ NaCl — iontova sila
* Tris hydrochlorid — pufrovaci ¢imidlo

 EDTA — chelata¢ni ¢inidlo (ochrana
pred pusobenim nukleaz)

OD **°%n

(DNase Inhibitor)



Typicka fenolova extrakce

Promichani lyzatu bunék s roztokem fenolu, pfipadné se smési
fenolu a chloroformu. Fenol je organické rozpoustédlo pouZivané
k oddéleni proteini 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, pr1 niz dojde k oddéleni spodni organické faze,
/tvorene fenolem (pripadné smési fenolu a chloroformu), mezifaze,
tvorene denaturovanymi proteiny a zbytky bunék, a horni vodné
faze, v niz jsou rozpustény nukleove kyseliny.
Vysrazeni nukleovych kyselin etanolem,
pripadné izopropanolem.

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

Before After

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




Izolace plazmidové DNA

Plazmidy'jsou "Vyuiivény pro tvorbu
konstruktu v genovem inzenyrstvi

Vyskyt u bakterii
Topologie molekuly

— Dvouretézcova DNA

— Kruznicovy tvar a nadSroubovicova hustota

— Mala velikost

— Vice kopii v burice
Metody zalozené na denaturaci a renaturaci
— Alkalicka lyze

— Lyze varem



Alkalicka lyze pro izolaci plazmidovée DNA

1. Kultivace bunék v pfitomnosti antibiotika

2. Setrné odstranéni bunééné stény
(lysozym)
3. Pridavek roztoku s NaOH

 Denaturace bakterialntho chromozomu
« CASTECNA DENATURACE PLAZMIDU

4. Pridavek neutralizacniho roztoku

*  Vysrazeni chromozomalni DNA s proteiny
e RENATURACE PLAZMIDOVE DNA

5. Odstranéni bakterialni DNA centrifugaci
6. Purifikace plazmidove DNA



Izolace RNA

e [zolace RNA fenolovou extrakci je podobna
izolaci DNA s nasledujicimi rozdily:
— Inhibitory RNaz, sterilni boxy, DEPC-H,0, rukavice!
— Extrakce v guanidinovych solich
/— Fenolove extrakce pi1 pH 5-6
_ Extrakee trizolem
— Odstranéni DNA DNazami bez RNaz
— Selektivni srazeni RNA pomoci LiCl

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



Izolace mRNA

« mRNA tvori pouze maly [;Odil z celkove RNA,
proto je jeji 1zolace obtizna
* Pro izolaci se vyuzivaji

— Tradicni metody, kdy se nejprve 1zoluje celkova

RNA, ktera je nasledné separovanda na mRNA,
rRNA a tRNA

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

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

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



* Streptavidinem pokryte » Streptavidinem pokryté
mikrozkumavky - magnetické Castice
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RNA separovana na bioanalyzatoru

 RNA integrity number (RIN)

—-VétSinu materialu
piredstavuje ribozomalni RNA

- 16S (18S) rRNA

. 23S (28S) rRNA

23S tRNA
- - 16S rRNA

mRNA

Vzorek RNA izolovany TRIzolem po oSetfeni
DNazou, RIN = 8,8



Adsorpcni metody

VyuZivaji schopnost nnukleovych kyselin adsorbovat se na
povrchy z oxidu kremicitého (kolonky do centrifugacnich
mikrozkumavek) v pritomnosti chaotropni soli (Vogelstein
and Gillespie, 1979)

— guanidin thiokyanat

— guanidin hydrochlorid

— jodid sodny (Nal)

/ 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 (mal¢ fragmenty), vysoka
Cistota



Mechanismus interakce DNA s oxidem
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Fig. 1
A possible mechanism for silica binding of DNA in high
concentrations of chaotropic salt.

Cation

H,0

-on
o

9" Chaotropic Salt Silce




RNA Isolation Plasmid PCR Template Viral NA
Blood, Cells, Isolation Preparation PCR isolation for
Tissue, Bacteria, Bacterial  Blood, Cells, Purification  (RT)-PCR
Yeast cells Tissue PCR Reaction Blood, Serum,
Lysis Lysis Lysis Plasma

J Lysis
Precipitation of /
Chromosomal

ONA

{DNase digestion on the glass
fleece for RNA isolation)

Uiscard flow through

Wash Buffer

(1-2 x)

Spin Discard flow through

Elution Buffer
Spin Collect eluate

Pure Nucleic Acid




Formy silika-matric

Silica
membrang
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DNA binding Washing Elution

¢ Kulicky

Cell Harvest Lysis Add Beads Wash Separation Release

Magnetic



Analyza a kvantifikace
SPEKTROFOTOMETRICKA METODA

— Nukleové kyseliny absorbuji UV zareni s
maximem absorbance v oblasti vinové délky
okolo 260 nm

— Koncentraci stanovujeme na zakladé empirie:

o

1.0 = 50 pg/ml
16-1.8

DNA B RNA

1.0 = 40 ug/ml
~2.0

— Vhodna metoda pro méfeni vzorka, které jsou
 V dostatecne¢ koncentraci

e Dostatecné Cisté bez vyznamného mnoZstvi
kontaminant
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