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Izolace nukleovych kyselin

Nezbytna podminka dalsi prace ...



Izolace nukleovych kyselin znamena ...

> izolovat NA v nativhim stavu z prirozeného
materialu v dostatecnem mnozstvi a
Cistote

> zbavit NA vSech latek po lyzi bakterii, viru
nebo eukaryotickych bunéek (kvasinky,
prvoci)

> zaklad tvori fenolova extrakce
» vychozi materialem jsou bunky



Proc???

... vubec potrebujeme izolovat nukleové
kyseliny z mikroorganismu?

Pro analyzu - genetické informace mikroorganismu

» Potvrzeni pritomnosti mikroorganismu ve vzorku
» Klasifikaci rodu, druhu, kmene, ...

Pro syntézu - klonovani a expresi genu

» Celkovou bunécnou DNA
» Chromozomalni nebo plasmidovou DNA
» Fagovou DNA



< Poprvé izoloval nukleovou

000

kyselinu ...
g ... Svycarsky védec Friedrich Miescher

Vv roce 1869

» izoloval ji z hnisu v obvazech
pacientu z nemocnice v Tilibingenu

pojmenoval ji nuklein
obsahovala velké mnozstvi fosforu

pozdeji ji nasel take ve spermatu
losos

V V V

DNA (nukleoprotein) byla tedy poprve
izolovana z eukaryotickych bunek



Ctyfri jednoduché véci potfebujeme

1) Rust kultury a sklizeni bunék
2) Rozbiti bunek a jejich obsahu

3) Zpracovani bunecného extraktu — odstranéeni
vseho kromeé NA

4) Zahusteni vysledneho roztoku




Rust bakterialni kultury

Zpravidla tekuté médium
(suspenzni kultura)

Pevna puda méné vhodna
— nizsi vytezky

Jak izolovat DNA z prirozeneé rostoucich bakterii?



Media pro kultivaci

Definovana a minimalni meédia

.

Smes anorganickych latek =
VSechny komponenty znamy .
Zdroje uhliku a energie <
. 9 ) =

Stopové prvky a vitaminy

l. - o Nedefinovana (komplexni) media
!

- Q- = ‘,:.::f. Luria-Bertani
| i I Slozeni neni presné znamo
— Trypton nebo pepton

Dostacujici pro izolaci NA



Namnozeni Escherichia coli
Podminky
> LB médium, 37°C

» aerobni podminky = rotacni trepacka 150-250 rpm

Ceho dosahneme?
» Zdvojeni poctu bunek kazdych 20 minut

» Maximalni hustota 2-3 x 10° bunék/ml

Jak to merit?
» Opticka hustota pri 600 nm
» ODgyo =1 =2 8 x 108 bunék/ml



Mnozeni fagu

» Vnitrobunécni parazité
» Nutno nechat narust do vysokého titru
» lzolovat z objemu kultury do 50 |

» Vzdy zajistit lyticky cyklus



y vy

Rovnovaha mezi starim kultury a
velikosti inokula u lyzogenniho faga

Hustota kultury nizka
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Rychla lyze bunéek = nizka koncentrace faga



y vy

Rovnovaha mezi starim kultury a
velikosti inokula u lyzogenniho faga

Hustota kultury vysoka

Kultura neni uplné zlyzovana = nizka
koncentrace faga



y vy

Rovnovaha mezi starim kultury a
velikosti inokula u lyzogenniho faga

Hustota kultury optimalni

Kultura stale roste a Iyzu Je vysoké
koncentrace faga



Sedimentace bunek

Usazovani buneéek v gravitacnim poli -
centrlfugace

» Sedimentaci pri nizke rychlosti oddelime bunécnou
biomasu od media

» Bunky se usadi na dné zkumavky

> Bakterie z 1 litru kultury mizeme resuspendovat
v 10 ml (100 nasobné zahusteéeni)



Metoda centrifugace

» separacni metoda

» 1zolace, purifikace a charakterizace
castic, vcetné makromolekul

PRINCIP

» pohyb cCastic v tekutém prostredi pod
vlivem odstredivého pole, které vznika
otacenim rotoru centrifugy

» chovani castic je dano jejich vlastnostmi
a povahou prostredi



Princip centrifugace

Osa rotoru R

/

Polomeér
otaceni



Centrifugy

1011 w/ 1014 1011 w/ 1025




Diferencialni centrifugace

» homogenni roztok
» castice lisici se podstatne velikosti,
hmotnosti nebo hustotou

» sedimentace ruznou rychlosti

A

Rovnéz separace jader, ribozoému, mitochondrii,
bunéénych membran, nukleovych kyselin, proteint

«— Sediment



Sedimentace virionu

Viry sedimentuji velmi pomalu, maji nizké hodnoty
sedimentacnich koeficientu

Virus/fag Sedimentacni
koeficient
Virus vakcinie 92S
Influenzavirus 18-21S

Fag T2 60S



Sedimentace virionu

» Diferencialni centrifugace pri vysokych otackach

» Vysrazeni virovych castic hydrofilnim
polyethylenglykolem (PEG) — staci nizsi otacky

Jaky je princip u€inku PEG?

» V pritomnosti soli pohlcuje vodu

» Tim vylouci z vody virové castice -
srazeni




Centrifugace — prakticky vzorec

RCF = 1,119 x 102 x rpm2 x r

RCF =relative centrifugal force (hodnota g)
rom =repeats per minute
r = polomer otaceni



Priprava extraktu z bunék

odstatou je odstranéni bunéénych obalu
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(b)
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Odstranéni obalu chemicky

» Chemicka cinidla narusuijici integritu bunécnych stén
» Rozhoduje chemickeé slozeni bunécné steny

> Druhé cinidlo musi narusit bunecnou membranu

U Escherichia coli a pribuznych bakterii lysozym a
etyléendiamin tetraacetat (EDTA) + dodecylsulfat sodny

Jaky je mechanismus ucinku?



Mechanismus ucinku lysozymu

Muramidaza,
N-acetylmuramid
glykanhydrolaza

» EC 3.2.1.17
> patri mezi glykanhydrolazy

> katalyzuje hydrolyzu vazeb 1,4-beta mezi N-acetyl-
muramovou kyselinou a N-acetyl-D-glukézaminem
v peptidoglykanu
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Peptidoglykan a lysozym
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Je mozné lysozymem
odbourat bunecnou
stéenu Archae?




Mechanismus ucinku EDTA

etylendiamin tetraacetat (EDTA)

» Odstranuje ionty horciku, které ochranuji strukturu

bunéénych obalu

> Inhibuje bunééné enzymy (s kofaktorem Mg2*), které

by mohly degradovat DNA
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Mechanismus ucinku SDS

dodecylsulfat sodny

» aniontovy detergent

» narusuje nekovalentni vazby proteinu, denaturuje je
a nici jejich prirozenou strukturu (konformaci)

> odstranuje molekuly lipidu N0 4
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Odstranéni obalu fyzikalné |

Kulickami
Bead beating

» Trepani biologického materialu
v nadobce se zirkoniovymi
nebo sklenénymi kulickami

» Velikost 0,5 az 1,0 mm

Bead beater

> Metoda vhodna na vzorky pudy
> Muze ale rozbit DNA na malé kousky

> Snizuje kvalitu extrakce u tkannovych vzorkl



Odstranéni obalu fyzikalné Il

Sonikace

Aplikace ultrazvukovych vin za ucelem
rozruseni castic v roztoku

__ Pouzivaji se ultrazvukové lazne a sonda

Uéinky fyzikalni i chemické

Poruseni mezimolekularnich interakci

Kombinace chemicke a fyzikalni metody



Jak odstranit jine typy bunecnych
sten?
Vybrané bakterie
Staphylococcus - lysostafin

Mykobakterie — smés vice enzymu

Kvasinky a houby
Celulaza, smési enzymu

Vnitrobuneécni parazite
27?7



Co se déje po odstraneni obalu?

Nerozpustneé bunecné zbytky jsou odstraneny
centrifugaci

Centrifugace pri

nizkych otackach supernatant
(do 1 000 g) P
sediment
(bunécné
zbytky)

V supernatantu se nachazi bunecny extrakt
obsahujici nukleové kyseliny, proteiny, lipidy,
polysacharidy a nizkomolekularni latky



Izolace DNA z bunecného extraktu

1) Degradace kontaminujicich latek

2) Oddéleni smési na dvé frakce, DNA zlistava v jedné
Z nich

B S ®
\ %
W ,



Extrakce

Extrakce je Cistici a delici operace, pri ktere
prechazi slozka ze smesi latek v kapalne ci tuhe
fazi do jiné kapalneé faze - rozpoustedla.

Extrakce je velmi vyhodna pro izolaci tepelnée
nestalych latek, protoze se muze provadét i za
laboratorni teploty nebo za chladu.



Extrakce proteinu smeési fenol-
chlorofom

Fenolova extrakce podle Marmur 1961

K separaci proteinu dojde po
centrifugaci a vytvoreni

lehké vodné faze

mezifaze s denaturovanymi
proteiny na rozhrani

tezsi organickeé faze




Postup pri fenolove extrakci - |

1) Rozruseni bunéénych stén nebo virovych kapsidu —
enzym)y (lysozym, celulazy) a detergenty (laurylsulfat
sodny

2) Denaturace proteinu a tuku — fenol, chloroform

3) Oddeleni fazi centrifugaci — vrstva organicka (fenol),
mezifaze (proteiny a zbytky bunek), vodna (NA)

/

V S ol proteiny
et fenol




Postup pri fenoloveé extrakci - ||

4) Odbér DNA a RNA frakce

5) Precipitace NA — soli, etanol, izopropylalkohol, nizka
teplota

6) Shromazdeni precipitatu centrifugaci
7) Odber etanolové frakce

8) Rozpustéeni sedimentu ve vhodném médiu — voda, TE-
pufr

N )
v v ST




Modifikace fenolove extrakce

Fenol ekvilibrovany neutralnim nebo
alkalickym pufrem

— — _ DNA a RNA
<4 proteiny

G fenol

Fenol kysely

— i SRR
<«
<4— proteiny

<€+ fenol a DNA




Pro vyssi efektivitu muze
extrakci predchazet degradace
(napf. odstranéni proteint

proteinazou)



Jiné zpusoby odstranéni kontaminant

Detergent cetyltrimetylamonium bromid, CTAB

» S nukleovymi kyselinami tvori nerozpustny komplex
» Po centrifugaci v supernatantu proteiny a jiné ...

» Sedimentovanou DNA rozpustime v 1M NaCl a
docCistime

Guanidium thiokyanat

» Denaturuje vse kromeé nukleovych kyselin

» V jeho pritomnosti se DNA vaze na oxid kremicity —
chromatograficka kolona



Separace DNA a RNA
Specifické nukleazy

DNaza odstrani z roztoku DNA
RNaza odstrani z roztoku RNA

Diferencialni precipitace

» chlorid lithny srazi RNA



Zahustéeni DNA a RNA precipitaci

» Precipitace (srazeni), jedna ze zakladnich
metod izolace a koncentrace biologickych
makromolekul

» Do roztoku, obsahujiciho pozadovanou
makromolekulu, se prida urcité mnozstvi
precipitacniho cinidla (siran amonny, ethanol,
aceton apod.)

» Makromolekuly se vysrazi, aniz obvykle dojde
k denaturaci. Muze se proto nasledné znovu
rozpustit a pouzit ve sve nativni, biologicky
aktivni podobeée



Postup pri precipitaci
1) Pridani etanolu, pripadné izopropanolu
2) Pridani jednomocnych kationtu (K*, Na*...)

3) Koncentrovani vzorku centrifugaci
(roztok zchlazeny na -70°C)

4) Promyti sedimentu NA 70% ethanolem

5) Rozpusteni NA ve vode



Jaka je rozpustnost DNA ve vode?




Obecny postup precipitace etanolem
Pfidani NaCl + C,H.OH

. ﬂ
W > Snizeni hydrofility DNA
X3 l
0—F=0

T

VYSRAZENI DNA

Neutralizace PO* ve vodném prostiedi
[‘ C,H;OH
Na* Nizka dielektricka
| konstanta (méne polarni nez voda)

Cl-
“\\\rﬂaCJ



Postup pri precipitaci - dokonceni

6) Koncentrovani vzorku centrifugaci
(roztok zchlazeny na -70°C)

7) Promyti sedimentu NA od zbytku
soli 70% ethanolem a odpareni
ethanolu teplem

8) Rozpustéeni NA ve vode (pridavek
EDTA, pripadneée Tris-HCI)

Vysledek?

Nativni NA koncentrovana v malém
objemu vodného roztoku



Jednoducha priprava DNA pro PCR

Zpravidla staci bakterie
povarit 5-10 min. ve vlastni
st’avé a zcentrifugovat

V supernatantu dost

DNA k amplifikaci
4
N

sediment bunéénych zbytkl




Specificky postup u kvasinek

Rozbiti bunék inkubaci po dobu 10 minut pri 80°C

Prodlouzeni nebo zkraceni Casu, zvyseni nebo snizeni
teploty mélo fatalni dusledky na vysledek PCR

Dej pozor, abys neprevaril
nebo nedovaril ...!

BURDYCHOVA, R. - RUZICKA, V. - BARTOS, M. (2002): PCR-based
method for identification of integration events in the Pichia pastoris
genome. BioTechniques 33: 1214-1218.



|lzolace plasmidove DNA

Zasadni problém je oddéleni plasmidoveé a
chromozémoveée DNA

» Na zaklade velikosti (nejvéetsi plasmidy dosahuji jen
8% velikosti chromozému Escherichia coli)

» Na zaklade konformace — chromozomova DNA se pri
purifikaci linearizuje!
» Alkalicka denaturace
» Centrifugace v gradientu CsCl




Separace na zaklade velikosti

Velké kusy chromozomoveé DNA Ize odstranit
diferencialni centrifugaci spolu se zbytky bunéek

| precisteny lyzat ale obsahuje zbytky
chromozomoveé DNA

Podivejme se na obrazek



Priprava vycistenéeho lyzatu

Lysozym
+ EDTA

po—
o

25% sachardza

' Bakterialni chromozom
\

Plazmidy
Intaktni
bunécéna
membrana
|
r—i  S—
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lyzat
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Vycistény -
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fragmenty
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Narusena
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Bunécny extrakt

Brown 2007, obr. 3.11

> Setrné poruseni
bunek — vytvoreni
sféroplastu

> Lyze bunek
neiontovym
detergentem
(Triton X-100) —
SDS by
chromozémovou
DNA rozbil

» Centrifugaci
vznika vycisteny
lyzat



|zolace plasmidu alkalickou denaturaci

» Je zalozena na skutecnosti, ze linearizovana DNA
po denaturaci a nasledné renaturaci nedokaze
reasociovat, na rozdil od kruznicové DNA

» Denaturace se provadi pri pH = 12,0 az 125
(idealni je 12,45)

> Nasleduje rychla renaturace pfi které linearni
molekuly vytvori agregaty, kdezto plasmidoveé
molekuly reasociuji

> Kromé toho v prostredi SDS a neutralizaci
acetatem sodny se nerozpusti ani proteiny a RNA
(neni treba fenolové extrakce ani ribonukleaz)



|zolace plasmidu alkalickou denaturaci

% % pH 12,45 W
>
Casteéna denaturace

a den Uplna denaturace
Smés plasmidu a plasmidove DNA chromozomové DNA
chromozomové
DI Snizeni pH + SDS
+ C,H;KO,
@ v
Renaturace
Centifugace DNA
Precipitace
Neutralizace

Supernatant Sediment



Izopyknicka centrifugace

o roztok CsCI obsahujici
O ® smes castic
OO
O
g O
O

niz§i hustota |O © © O © O

vysSi hustota | O O



Parametry izopyknické centrifugace

» centrifugace do rovnovahy

> vznasiva hustota — ovlivnéna interakci
S lonty roztoku

Vyuziti

- analytické = stanoveni velikosti nebo
hustoty Castic

- preparativni = izolace dvou druhii DNA



Izopyknicka centrifugace a purifikace

Hustota CsCl
(g/cm?3)

proteiny 160

DNA 1,75



Separace s ethidiumbromidem

» Lyzat je ,,obarven® ethidium bromidem

> Vmezerenim EtBr se snizi vznasiva hustota
linerarni DNA az o 0,125 g/cm?

» U kruznicoveé plasmidové DNA jen o 0,085
g/cm?3

Vytvori se dve zony s DNA



Vysledek po CsCI-EtBr

» Lyzat je ,,obarven® ethidium bromidem

proteiny

linearni a OC
DNA

CCC



Purifikace po CsCI-EtBr

EtBr v organicke
fazi
DNA ve vodné > DIALYZA
fazi



Hledani univerzalniho protokolu

Vyzkousel jsem leccos, ale takovy protokol
neexistuje

Nespoléhejte se na komercni kity, ale

> zvazujte,
» experimentujte, e
> opakujte a ©*

> porovnavejte rizné procedury 6’




Protokoly pro bakterialni
spolecenstva

» Je vhodné kombinovat fyzikalni a chemickou cestu
odstranéni bunécnych stén

> Koktejly riznych enzymu lepSi nez enzym jediny

» Neexistuje vyznamny vztah mezi vytézkem a
reprezentativnosti vzorku

< MUzeme mit protokol, ktery lyzuje ze 100% jeden druh a
druhy viibec!

+ Jak potom pozname, co je ve vzorku za mikroorganismy?

» Premyslejte o pouzité metode, neberte to, co je
snadno dostupné nebo levné!

Weaver J. (2012): DNA extraction: Overcoming obstacles in microbial
studies. Biotechniques10/03/2012






1)
2)
3)

4)
5)

Izolace fagove DNA (RNA)

> Vychozi material neni bunéény extrakt
» VétsSinou staci deproteinovat

Zakladni kroky

Ziskani faga o vysokém titru (alespon 10%/ml)
Zahusteéni castic v polyethylenglykolu + NaCl

Purifikace v gradientu CsCl (fag A - zéna pri hustote
1,45-1,50 g/cm?3)

Dialyza
Izolace DNA/RNA fenolem nebo proteinazami






Stanoveni koncentrace a cistoty

1) Spektrofotometricky
2) Fluorescencneée



V. V VYV V

Spektrofotometricka metoda

Cisté vzorky bez vetsiho mnozstvi
kontaminant

NA absorbuji UV zareni
maximum absorbance bazi v oblasti 260 nm
opticka hustota odpovida koncentraci

podil absorbanci = Cistota vzorku
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Kterou casti nukleove kyseliny
absorbuji UV zareni:




Koncentrace nukleovych kyselin

ODZGO — 1,0

dsDNA ~ 50 pg/m|
SsDNA ~ 33 yg/ml
SSRNA ~ 40 yg/ml



Cistota DNA

Stanovuje se na
zakladé pomeéru
absorbanci pfri

ruznych vinovych
délkach

Absorbance units

w
th

[ #x]

ha
th

[N ]
L
T

-
n
L

—

o
)]

0

Absorbance of DNA and protein
at various wavelengths

DNA
I - — — Protein
1,1 ------ DNA/protein
-\
\ e =
\ L s
\.\
\ Sl \
s = - \
\ .- ‘.. \
e N e £ . M
.;/ o~ k: :
\“\. .
\‘\-I "‘
e ¥
~.

240 245 250 285 260 265 270 275 280 285 290

Wavelength




Cistota DNA

OD2g0/a280 = 1,8
< 1,8 = kontaminace proteiny

> 1,8 = kontaminace RNA

OD5g0/a230 = 2,0 (ale mensi nez 3,0)

< 2,0 = kontaminace latkami, které jsou
soucasti izolacnich souprav



Prohlédnéte si nasi vyukovou
prezentaci, ktera vam pomuze
pochopit problematiku
hloubeji




Fluorescencni metoda

» vzorky s nizkou koncentraci NA nebo
znecistene jinymi latkami
» porovnani se standardem

-

[«2 3 45 67 89101




Kolorimetrie

» vyuzivaji specifické reakce nukleovych kyselin
S jinymi slou€eninami

» vzorky porovnavame se standardy o zname
koncentraci

» Po reakci NA s cysteinem a 70% kyselinou sirovou
vznika ruzové zbarveni (490 nm) — metoda pochazi
Z roku 1944

» Hydrolyza DNA trichloroctovou kyselinou a reakce
s nitrofenylhydrazinem za vzniku hydrazonu (560 nm)

» Nové metody vyuzivaji znaceni luminiscencnich
barviv a dosahuiji citlivosti az 1 pg DNA ve vzorku
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