|lzolace genomové DNA

Postup:

1. Rdst kultury, bunék, odebrani tkané, ...

2. Homogenizace tkani, lyze bunék

3. Odstranéni RNA, proteinu, zbytki membran, polysacharidu ...

4. DNA recovery



Homogenizace tkani, Lyze bunek

Var Plasma membrane Mixed micalle
(phospholipid bilayer) Detergent molecules
Sonikace (ultrazvuk) N ? ?f
Detergent .
S = =) SDS

Opakované zamrazeni/rozmrazeni
Enzymy (naruSeni bunécné stény, naruseni tkane)
Mechanicka dezintegrace (hmozdif, ,vortex” s pevnymi Casticemi ...)

Chaotropické latky (guanidinové soli)



Odstranéni kontaminant

RNA — RNaza A — stépi za pyrimidiny
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Ribonucleic Acid 3'-Phosphate nucleotides

Base A = Cytosine or Uracil

Proteiny — proteinaza K, pronaza, extrakce fenol/chloroform, formamidem,

vysoleni,
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chromatografie

silika kuliCky

DNA recovery
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lzolace genomovée DNA eukaryot

- veétsinou se pouzivaji komercni kity
- pfi izolaci — mechanicke sily — fragmenty DNA ne vétSi nez 150 kbp
- pro zisk fragmentu vétSich nez 200 kbp - tvorba genomovych knihoven

- extrakce organickymi latkami — formamid
- fenol/chloroform

- izolace v agarozovych blocCcich
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|zolace vychazi z bunécné kultury adherentnich bunék narostlych na 60mm misce v
50-70% konfluenci.

Odpipetujte médium a bunky vystavte plsobeni 1 ml roztoku 1mM EDTA v PBS.

Po 3-5 minutach, oplachujte misky roztokem 1mM EDTA v PBS dokud se pfisedlé
buriky neuvolni ze dna misky. Suspenzi bunék prepipetujte do mikrozkumavky.

Buriky v mikrocentrifugacni zkumavce centrifugujte pfi 400g/5 min.

Odpipetujte supernatant a sediment suspendujte ve 400 ul pufru A (0,4 M NaCl, 10 mM
Tris—HCI pH=8, 2 mM EDTA) s pfidavkem RNAzy ve vysledné koncentraci 100 ug/mi
(10 ul).

Pridejte 80 ul 10% SDS, a 8 ul proteinazy K (zasobni roztok 20 mg/ml). Opatrné
promichejte a inkubujte 1 hod pfi 55 °C.

Pridejte 360 ul 5M NaCl, promichejte pfevracenim, centrifugujte 12,000 RPM/10 min.

Supernatant pfeneste do Cisté mikrocentrifugacni zkumavky, pfidejte stejny objem
izopropanolu a prevracenim promichavejte dokud se nevysrazi vlakno genomovée
DNA.

Centrifugujte pfi 12 000 RPM/10 min/4 °C.
Oplachnéte sediment 1ml 70% etanolu, inkubujte 5 minut.
Odstrarite roztok etanolu, sediment osuste a rozpustte ve 40 ul TE pufru.

Zmérte koncentraci a Cistotu na Nanodropu.
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|zolace vlastni genomove DNA

béhem 5 minut a s doma dostupnymi prostredky

Osolte cca 300 ml vody 2 I1Zicemi soli, michanim rozpustte sl

Naberte co nejvice této smesi do ust a cca 1 minutu s ni vyplachujte usta

Poté smés vyplivnete do Cisté sklenice.

Pridejte kapiCku jaru nebo tekutého mydla. Zlehka promichejte, nenapénte.

V jiné sklenice smichejte cca 100 ml alkoholu s tmavou potravinarskou barvou.

Opatrné nalijte obarveny alkohol na vyplach z ust. Lehce promichejte. Ponechte
chvilku stat (2 minuty).

Pozorujte vlakna své viastni DNA.
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