


Izolace DNA

Izolace genetického materialu (DNA) je prvnim
krokem vétsiny molekularné genetickych technik.
Sklada se z rozbiti tkané a bunek, izolace a €isténi a
stanoveni koncentrace a cCistoty ziskané DNA.
Izolace DNA spociva v uvolnéni DNA z vazby na
jaderné proteiny a nasledném odstraneni
kontaminujicich komponent.

Jadernou DNA je mozné izolovat z lidskych
bunék,tkani a organu , a to pfimo z bunék bez v
predchozi izolace jader.

Podstatou metody je desintegrace komplexu DNA-
protein a nasledna extrakce Cisté nerozstepené DNA

bez RNA a proteinu.




Typy metod

fenol-chloroformova deproteinace
DNA Lego kit

Izolace DNA z neseparované krve
Modifikovana proteinazova metoda




1.

W

Fenol-chloroformova
deproteinace

homogenizace tkané v pufru (napr. dodecylsiran
sodny, SDS- rozpusti bunécné membrany )

- rozpad bunék se usnadnuje pridavkem proteinasy
K ( teplotni optimum kolem 60 °C).

. denaturace bilkovin a jejich vysrazeni smesi fenolu a

chloroformu (DNA je disociovana, proteiny se
denaturuji a vypadavaji do hydrofobni faze )

. DNA se vysrazi z vodného roztoku
. vysrazena DNA se promyva v 70% ethanolu, ktery

rozpusti zbytky soli a bilkovin, samotna DNA vsak
zustane nerozpusténa




|Izolace DNA z neseparovaneé
Krve

1. Odebrat krev do EDTA-etylendiamintetraoctova kyselina
[napriklad smichanim 50 pyl 50 mM (nebo 2%) EDTA s 0,5
ml krve].

2. Do 1,5 ml zkumavky vpravit 1 ml DNA vazebného pufru,
50 pl DNA bind partikuli (po extensivnim protfepani a
michani) a 50 yl krve s EDTA. Smés inkubovat 10 min.
zkumavky stocit na mikrofuze 30 sec.

3. Peletu DNA bind a nukleovych kyselin postupneé
oplachnout:

-1 x 1 ml DNA vazebny pufr
- 2 x 1 ml promyvaci pufr
-1 x 1 ml acetonu a pak( vysusit peletu 10 min. pri 560C )




Izolace DNA z neseparovaneé
krve-pokracovani

4. K vysusené peleté pridat 100 pl elucniho pufru,
vortexovat a inkubovat 10 min pfri 560C; dojde k
uvolnéni DNA z DNA bind.

5. Vzorek centrifugovat 1 min. na mikrofuze a
supernatant s DNA (priblizne 1 ug) prenést do nove
zkumavky.




DNA Lego kit

zaklad moderni soupravy pro izolaci cistych
preparatu DNA

vyuziva poznatku o kapacité kremicitych
mikropartikuli vazat DNA v pritomnosti
chaotropnich latek

ve srovnani s klasickymi metodami izolace DNA je
rychlejsi (nevyzaduje etanolovou precipitaci a
extrakci) a izolované preparaty DNA jsou podstatné
cistejsi

zrychleni procedury izolace DNA a vétsi vytezky
izolované DNA jsou dosazeny nahrazenim rady
centrifugaénich kroku podtlakovym promyvanim




DNA Lego kit-pokracovani

Komponenty DNA Lego kitu:

DNA bind, 25 ml, kiemicCité mikropartikule
DNA vazebny pufr, 150 mi

Promyvaci pufr, 500 mli

Minikolonky a nastavce, 25/250 ks
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