


Izolace DNAIzolace DNA
•• IzolaceIzolace genetickgenetickéého materiho materiáálu (DNA) je lu (DNA) je prvnprvníímm

krokemkrokem vvěěttššinyiny molekulmolekuláárnrněě genetických technik.genetických technik.
•• SklSklááddáá sese z rozbitz rozbitíí tktkáánněě a a bunbuněěkk, , izolaceizolace a a ččiiššttěěnníí a a 

stanovenstanoveníí koncentracekoncentrace a a ččistoty zistoty zíískanskanéé DNA.DNA.
•• IzolaceIzolace DNA DNA spospoččíívváá vv uvolnuvolněěnníí DNA zDNA z vazbyvazby na na 

jadernjadernéé proteinyproteiny a a nnááslednslednéémm odstranodstraněěnníí
kontaminujkontaminujííccííchch komponent. komponent. 

•• JadernouJadernou DNA je moDNA je možžnnéé izolovatizolovat z z lidskýchlidských
bunbuněěk,tkk,tkáánníí a a orgorgáánnůů , a to , a to ppřříímomo z z bunbuněěkk bez vbez v
ppřředchozedchozíí izolaceizolace jaderjader..

•• Podstatou Podstatou metodymetody je je desintegracedesintegrace komplexkomplexůů DNADNA--
proteinprotein a a naslednnaslednáá extrakceextrakce ččististéé neroznerozšštepentepenéé DNADNA
bez RNA a bez RNA a proteinproteinůů..



Typy metodTypy metod
•• fenolfenol--chloroformovchloroformováá deproteinacedeproteinace
•• DNA Lego DNA Lego kitkit
•• IzolaceIzolace DNA z neseparovanDNA z neseparovanéé krvekrve
•• ModifikovanModifikovanáá proteinproteináázovazova metodametoda



FenolFenol--chloroformovchloroformováá
deproteinacedeproteinace

1.1. homogenizacehomogenizace tktkáánněě v v pufrupufru ((napnapřř. . dodecylsdodecylsííranran
sodný, SDSsodný, SDS-- rozpustrozpustíí bunbuněčěčnnéé membrmembráányny ) ) 
-- rozpad rozpad bunbuněěkk sese usnadusnadňňujeuje ppřříídavkemdavkem proteinasyproteinasy
K (K ( teplotnteplotníí optimum kolem 60 optimum kolem 60 °°CC).).

2.2. denaturacedenaturace bbíílkovinlkovin a a jejichjejich vysrvysráážženeníí smsměěssíí fenolu a fenolu a 
chloroformuchloroformu ((DNA je disociovanDNA je disociovanáá, , proteinyproteiny sese
denaturujdenaturujíí a a vypadvypadáávajvajíí do do hydrofobnhydrofobníí ffáázeze ))

3.3. DNA DNA sese vysrvysráážžíí z vodnz vodnéého roztokuho roztoku
4.4. vysrvysráážženenáá DNA DNA sese promývpromýváá v 70% v 70% ethanoluethanolu, , kterýkterý

rozpustrozpustíí zbytkyzbytky solsolíí a a bbíílkovinlkovin,, samotnsamotnáá DNA vDNA vššak ak 
zzůůstanestane nerozpunerozpuššttěěnnáá



Izolace DNA z neseparovanIzolace DNA z neseparovanéé
krvekrve

11.. OdebratOdebrat krevkrev do do EDTAEDTA--etylendiamintetraoctovetylendiamintetraoctováá kyselina kyselina [[napnapřřííkladklad smsmííchcháánníímm 50 50 µµl 50 l 50 mMmM (nebo 2%) EDTA s 0,5 (nebo 2%) EDTA s 0,5 ml ml krvekrve].].
2.2. Do 1,5 ml Do 1,5 ml zkumavkyzkumavky vpravitvpravit 1 ml DNA 1 ml DNA vazebnvazebnééhoho pufrupufru, , 50 50 µµl DNA l DNA bindbind partikulpartikulíí (po (po extensivnextensivníímm protprotřřepepáánníí a a mmííchcháánníí) a 50 ) a 50 µµl l krvekrve s EDTA. s EDTA. SmSměěss inkubovatinkubovat 10 min. , 10 min. , 

zkumavkyzkumavky stostoččitit na na mikrofuzemikrofuze 30 30 secsec. . 
3.3. PeletuPeletu DNA DNA bindbind a nukleových a nukleových kyselinkyselin postupnpostupněěoploplááchnoutchnout::

-- 1 x 1 ml DNA 1 x 1 ml DNA vazebnývazebný pufrpufr
-- 2 x 1 ml 2 x 1 ml promývacpromývacíí pufrpufr
-- 1 x 1 ml 1 x 1 ml acetonuacetonu a a pakpak( ( vysuvysuššitit peletupeletu 10 min. 10 min. ppřřii 56oC )56oC )



Izolace DNA z neseparovanIzolace DNA z neseparovanéé
krvekrve--pokrapokraččovanovaníí

4.4. K vysuK vysuššenenéé peletpeletěě ppřřidatidat 100 100 µµl l elueluččnnííhoho pufrupufru, , 
vortexovatvortexovat a a inkubovatinkubovat 10 min 10 min ppřřii 56oC; 56oC; dojdedojde k k 
uvolnuvolněěnníí DNA z DNA DNA z DNA bindbind. . 

5.5. VzorekVzorek centrifugovatcentrifugovat 11 min.min. nana mikrofuzemikrofuze a a 
supernatantsupernatant s DNA (s DNA (ppřřibliibližžnněě 1 1 µµg) g) ppřřenenééstst do novdo novéé
zkumavkyzkumavky..



DNA Lego DNA Lego kitkit
•• zzááklad modernklad moderníí soupravysoupravy propro izolaciizolaci ččistýchistých

preparpreparááttůů DNADNA
•• vyuvyužžíívváá poznatku o poznatku o kapacitkapacitěě kkřřemiemiččitýchitých

mikropartikulmikropartikulíí vváázatzat DNA v DNA v ppřříítomnostitomnosti
chaotropnchaotropnííchch lláátektek

•• veve srovnsrovnáánníí s klasickými s klasickými metodamimetodami izolaceizolace DNA jeDNA je
rychlejrychlejšíší (nevy(nevyžžaduje etanolovou aduje etanolovou precipitaciprecipitaci aa
vysouvysouššeneníí), ), bezpebezpeččnněějjšíší ((nevynevyžžadujadujíí fenolovoufenolovou
extrakciextrakci) a izolovan) a izolovanéé preparpreparááty DNA ty DNA jsoujsou podstatnpodstatněě
ččististěějjšíší

•• zrychlenzrychleníí proceduryprocedury izolaceizolace DNA a DNA a vvěěttšíší výtvýtěžěžkyky
izolovanizolovanéé DNA DNA jsoujsou dosadosažženyeny nahrazennahrazeníímm řřadyady
centrifugacentrifugaččnnííchch krokkrokůů podtlakovým podtlakovým promývpromýváánníímm



DNA Lego DNA Lego kitkit--pokrapokraččovováánníí

•• Komponenty Komponenty DNA Lego DNA Lego kitukitu::
•• DNA DNA bindbind, 25 ml, , 25 ml, kkřřemiemiččititéé mikropartikulemikropartikule
•• DNA DNA vazebnývazebný pufrpufr, 150 ml                        , 150 ml                        
•• PromývacPromývacíí pufrpufr, 500 ml, 500 ml
•• MinikolonkyMinikolonky a na náástavce, 25/250 ks stavce, 25/250 ks 
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