Uloha é. 1

IZOLACE DNA NA KOLONKACH




VYUZITI

= pro DNA analyzu v I¢karském vyzkumu, klinické DNA
diagnostice

» Jaboratore s vyuzitim molekularné-biologickych metod:
klinické
veterinarni
potravinarske
zeméedélske




METODY 1ZOLACE DNA

m»  yvelké mnozstvi

* komeréné dostupné 1zolacni metody

(1zolace na kolonkach nebo pomoci paramagnetickych
castic)

vyhody:  urychleni prace

standardizace prace, Cistoty a vytézku




IZOLACE DNA NA
KOLONKACH

= princip: selektivni vazba DNA na membranu obsahujici

silikatove Castice (kolonka).
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= k vazb¢ dochazi v pritomnosti:

chaotropni soli (Guanidin HCI), ktera vytésnuje z molekul
DNA molekuly vody, ¢imzZ uvnitit DNA potlacuje jiné
interakce (hydrofobni, vodikové vazby) nez iontoveé

a 10% isopropanolu nebo etanolu, ktery DNA Caste¢né
vysrazi
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POSTUP

" stér z bukalni sliznice vatovym tamponem

" jzolace DNA:
TD1 — lyzacni roztok (Guanidine HCl/Tween) + proteinaza K
B2 — 100% ethanol
B3 — promyvaci roztok (Ethanol/Guanidine HCI)
B4 — promyvaci roztok (Ethanol, Tris, NaCl)
B5 — eluéni roztok (10 mM Tris-HCI)




STANOVENI KONCENTRACE

= UV spektrofotometr

= princip: DNA absorbuje UV zareni pi1 vinove délce 260 nm
diky aromatickym strukturam bazi nukleovych kyselin.

= absorpce je vyjadiena pomoci absorbance:

podle Lambert-Beerova zakona plati, Ze

A=¢.c.l1




STANOVENI CISTOTY

» kontaminace: organicke latky
" princip: proteiny absorbuji UV zareni pf1 vinove délce 280 nm
diky aromatickym AMK (tyrosin, fenylalanin)

pomér absorbanci DNA/protein (260/280) = mira zneciSténi
proteiny

u C1steho vzorku v rozmezi 1,8 — 2,0

= organické latky (polysacharidy, polyfenoly, mocovina,
thiokyanaty, EDTA) absorbuji pi1 230 nm
pomér absorbanci DNA/organicka latka (260/230) = mira
zneCiSténi organickymi latkami
u c1stého vzorku v rozmezi 1,8 — 2,0







