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IZOLACE NUKLEOVÝCH
KYSELIN

Důraz kladen na čistotu nikoliv množství - PCR



CÍL IZOLACE

 Odstranění proteinů

 DNA vs RNA

 Izolace specifického typu NK



TYPY NK

 genomická (chromosomalní)

 organelová (mitochondrie, chloroplasty)

 plasmidy (extra-chromosomalní)

 virová (ds nebo ss)

 komplementární (mRNA)



NEJPOUŽÍVANĚJŠÍ METODY

 na základě rozdílné rozpustnosti – extrakce, 
srážení

 na základě vlastností - chromatografie – polarita-
adsorpční, náboj-ionexová

 sedimentace - gradientová ultracentrifugace



POSTUP

1. Rozbití buněk a membrán pro uvolnění NK

2. Inaktivace DNA- nebo RNA-degradujících
enzymů (DNasy, RNasy).

3. Separace NK od dalších komponent uvolněných 
z buňky.

 Extrakce/Precipitace

 Chromatografie
 Ultracentrifugace



EXTRAKCE/PRECIPITACE



•Organic 
extractio

n



Izolace genomické DNA

Typická procedura

1.Sklizení buněk

2.Lyse buněk 

0.5% SDS + proteinase K (55o několik hodin)

3.Fenolová extrakce

Jemné třepání několik hodin

4.Ethanolová precipitace

5.Působení RNAsy a proteinasy K

6.Opakování kroku 3 a 4.



Hrubý lyzát obsahující NK 
a další součásti buňky

Smíchání vzorku s 
organickou fází ve 
stejném poměru.

e.g. phenol, chloroform, 
or phenol:chloroform

Centrifugace

Vodná fáze obsahuje NK, organická 
fáze bílkoviny a lipidy. Nerozpustné 

složky přítomné v interfázi.

Opakovaná extrakce pro zvýšení čistoty

Použití vodné fáze

Extrakce/Precipitace
Krok 3: Organická extrakce

Organická 
fáze

Vodná 
fáze

Interfáze



Přidání EtOH a soli

Supernatant

Pelet

70% EtOH

Rozpuštění 
(H2O, TE, etc.)

Krok 4: Precipitace NK

Extrakce/Precipitace

Před Po

Centrifugace Promytí Centrifugace

2-2,5 objem EtOH

-20o C

Vysoká I

pH 5-5.5



Krok 5: Působení RNAsy



CHROMATOGRAFIE



Adsorpční chromatografie



ADSORPČNÍ
CHROMATOGRAFIE



Eluce zvýšením pH nebo vysokou I

Ionexová chromatografie 

Vazba při nízkém pH nízké I



GRADIENTOVÁ 
CENTRIFUGACE

Dělení částic lišící se navzájem svou velikostí (molekulární hmotností),
probíhá pomocí centrifugace  v tzv. sacharózových gradientech, tj. v 
roztocích sacharózy, jejichž koncentrace u dna centrifugační zkumavky je vyšší 
než u hladiny ( lineární gradienty 5 - 20% sacharózy). Vzrůstající hustota 
roztoku a tím i jeho viskozita eliminují odstředivé zrychlení působící na částice, 
jehož hodnota se směrem od osy otáčení zvyšuje. Gradient tak zajišťuje konstantní 
rychlost sedimentace částic, podmiňuje jejich stabilitu a snižuje difúzi usazených částic do okolí. K 
přípravě gradientů lze použít rovněž dalších látek, např. D 2O, ficoll aj.

Používá se gradientů chloridu cesného – dělení dle odlišné specifické hustoty. 
Roztoky CsCl se vyznačují vysokou hustotou a při centrifugaci samovolně 
vytvářejí koncentrační a tím i hustotní gradient. 
Gradient je určen počáteční koncentrací CsCl a rychlostí otáčení. K ustálení gradientu dojde během 
několika hodin.

Biomakromolekuly, které se na počátku centrifugace promíchají s roztokem 
CsCl, se při centrifugaci usadí ve vrstvě roztoku (gradientu), odpovídající jejich 
vznášivé hustotě (její hustota je poněkud odlišná od specifické hustoty).



Gradientová centrifugace DNA CsCl



•Plasmid DNA



extrakce guanidium chloridem

fenolová extrakce při pH < 4 (pH 8 pro DNA)

působení RNase-free Dnase

selektivní precipitace rRNA, mRNA s LiCl

oligo-dT afinitní chromatografie - mRNA

IZOLACE RNA - SPECIÁLNÍ PŘÍSTUPY
NUTNO POUŽÍT INHIBITORY RNASY



KONTROLA ČISTOTY A 
KVANTIFIKACE NK



•genomická

•DNA

•DNA

•(degradovaná)

Kontrola degradace: DNA Kontrola degradace: RNA

•25S

•18S



ANALÝZA  
NUKLEOVÝCH  KYSELIN



PCR 
MULLIS 1983 NC 1993

Templátová DNA, primery, NTP, 
Taq polymeráza (75-80oC) thermocycler





Nastartování 
reakce

Průběh  reakce

Analýza 
produktů 

reakceMetodika umožňující 
mnohonásobné zmnožení
(amplifikaci) specifického 
úseku DNA in vitro založená 
na principu replikace



THERMOCYCLER

Replikace DNA in vitro 
vyžaduje pouze jeden enzym!

Reakční směs obsahuje:
1) vodu
2) nukleotidy (dNTP)
3) reakční pufr
4) primery
5) termostabilní DNA 
polymerázu
6) templátovou nukleovou 
kyselinu (DNA)
7) případné přídatné látky



REAL TIME PCR

 slouží pro kvantifikaci DNA a transkripce.

 založena na klasické PCR, kontinuální záznam množství DNA 
v průběhu každého cyklu.

 kvantifikace umožněna přítomností fluorescenčního substrátu, který 
se váže na přítomnou DNA.

 hladina fluorescence substrátu navázaného na DNA je detekovaná 
detektorem a odráží množství přítomné DNA, tj. i množství 
výchozího templátu.

 real-time PCR se obvykle provádí v 96-ti jamkových destičkách. 

 Pro detekci cílové DNA je real-time PCR je vysoce citlivou metodou 
a pokud jsou využity specifické fluorescenční substráty, tak je to 
i metoda vysoce specifická.



REAL TIME PCR

Försterova vzdálenost 1 – 10 m



REAL TIME PCR



REAL TIME PCR



Real-time PCR je založena na konceptu Ct hodnoty (Ct jako cycle of treshold, 
cyklus prahu). Ct hodnota reflektuje cyklus, kdy dochází k nárůstu fluorescence 
nad práh pozadí, které se v reakci vyskytuje. Tato fluorescence je zachycena 
detektorem. Číslo tohoto cyklu je zaznamenáno a dále využíváno právě jako Ct
hodnota. Přitom je důležité si uvědomovat, že čím je  Ct nižší, tím více bylo do 
reakce dodáno templátové DNA, a naopak.

Pokud budeme uvažovat, že účinnost PCR reakce je ideálních 100%, lze rozdíl 
v koncentraci templátové DNA nanesené do reakce u srovnávaných vzorků, 
vyhodnotit jako rozdíl v Ct hodnotách. Tj. jako 2 ∆Ct, kde ∆Ct je rozdíl v Ct
hodnotách mezi srovnávanými vzorky.



REAL-TIME PCR 

Oblasti využití

• Analýza genové exprese
• Detekce geneticky modifikovaných 

organismů

• Detekce a kvantifikace patogenů



REAL-TIME PCR PROTEINŮ
• Advantage of the ability to precisely control and rapidly change the temperature 

of a large number of small volume samples while monitoring sample 
fluorescence. 

• Available excitation and emission wavelengths correspond to those of the dyes 
commonly used as reporters for nucleic acids. 

• intrinsic fluorescence of tyrosine and tryptophan residues cannot be detected –
utilization of green fluorescent protein (GFP), the addition of a reporter dye
(SYPRO orange), or naturally fluorescent proteins



REAL TIME PCR PROTEINŮ



STANOVENÍ SEKVENCE DNA

 Restrikční enzymy

 Chemické štěpení – Maxam Gilbertovo metoda

 Enzymová metoda

 Pyrosekvenování



RESTRIKČNÍ ENZYMY



RESTRIKČNÍ ENZYMY



RESTRIKČNÍ ENZYMY

3 kbp

2 kbp

1 kbp

1 kbp

2 kbp

3 kbp



MAXAM GILBERTOVA METODA



MAXAM GILBERTOVA METODA

dimetylsulfát a piperidin hydrazin a piperidin
kyselina a piperidin

kyselina, NaCl a piperidin

radioaktivní značení na 5‘ konci DNA 
(typicky pomocí kinázy s použitím gama-32P ATP) a purifikace fragmentu DNA, 
který se má sekvenovat .
2) Chemické působení vytváří zlomy v malé frakci u jedné nebo dvou bází ze 4, 
v každé se 4 reakcí: (G, A+G, C, C+T).
puriny (A+G) se depurinují s použitím kyseliny mravenčí,
guaniny (G) (a částečně i adeniny) se methylují dimethylsulfátem
pyrimidiny (C+T) – báze se odštěpují hydrazinem.
Přídavek soli (NaCl) k hydrazinu inhibuje methylaci thyminu, reakce je pak 
specifická pro C.
3) Modifikované DNA jsou pak štěpeny v horkém piperidinu v pozici 
modifikované báze. Tím se vytváří soubor značených fragmentů od značeného 
konce až po první štěpení v každé molekule.
4) Fragmenty z jednotlivých reakcí jsou naneseny na elfo vedle sebe v 
denaturujícím PAGE pro separaci podle velikosti. Vizualizace pomocí 
autoradiografie (rtg film)



ENZYMOVÁ METODA

Sangerovo sekvenování
(Chain-termination seq., 

dideoxy-seq.)





2003 - PROJEKT LIDSKÉHO 
GENOMU





PYROSEKVENOVÁNÍ

 První reakcí je DNA polymerace pomocí DNA polymerázy, 
kdy dochází k zařazení příslušného deoxynukleotid
trifosfátu (dNTPs) za uvolnění pyrofosfátu.

(DNA)n + dNTP → (DNA)n+1 + PPi (polymeráza)

 Vzniklý pyrofosfát je uvolněn z polymerázy a může sloužit 
jako substrát pro ATP sulfurylázu. Při této reakci dojde ke 
kvantitativnímu převedení pyrofosfátu na ATP.

PPi + APS → ATP + SO4
2- (ATP sulfuryláza)

Pozn.
Nové sekvenační metody tzv. druhé generace (Next Generation
Sequencing, NGS) opět využívají syntézu DNA podle templátu, ale na 
rozdíl od Sangerovy metody jsou schopny detekovat přidávání bází jednu 
po druhé a zároveň sekvenovat tisíce až miliony rozdílných molekul DNA 
najednou.



PYROSEKVENOVÁNÍ



PYROSEKVENOVÁNÍ

 První reakcí je DNA polymerace pomocí DNA polymerázy, kdy dochází 
k zařazení příslušného deoxynukleotid trifosfátu (dNTPs) za uvolnění 
pyrofosfátu.

(DNA)n + dNTP → (DNA)n+1 + PPi (polymeráza)

 Vzniklý pyrofosfát je uvolněn z polymerázy a může sloužit jako 
substrát pro ATP sulfurylázu. Při této reakci dojde ke kvantitativnímu 
převedení pyrofosfátu na ATP.

PPi + APS → ATP + SO4
2- (ATP sulfuryláza)



PYROSEKVENOVÁNÍ



PYROSEKVENOVÁNÍ

 Během třetí a čtvrté reakce je ATP převedeno na světelný signál 
pomocí enzymu luciferázy a následně je světelný signál 
detekován a vyhodnocen programem.

Luciferáza + D-luciferin + ATP → Luciferáza-luciferin-AMP + PPi

Luciferáza-luciferin-AMP + PPi + O2 → Luciferáza + Oxyluceferin + 
AMP + CO2 + světlo



PYROSEKVENOVÁNÍ



PYROSEKVENOVÁNÍ

 Poslední enzymatickou reakcí je reakce apyrázy, která 
odstraní nezainkorpované nukleotidy a ATP, aby následně 
mohlo dojít k zopakování celého výše popsaného procesu a 
mohlo být analyzováno zařazení dalšího nukleotidu. Tato 
degradace je nezbytná, aby bylo zajištěna synchronizace 
mezi syntézou a detekcí světelného signálu.

ATP→AMP + 2Pi (apyráza)

dNTP→dNMP + 2 Pi (apyráza)



PYROSEKVENOVÁNÍ



PYROSEKVENOVÁNÍ



454 PYROSEKVENOVÁNÍ r.2005



SEKVENOVÁNÍ



GENETICKÁ DAKTYLOSKOPIE



POUŽITÍ RESTRIKČNÍCH ENZYMŮ - RFLP 
RESTRICTION FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISM

 Geny i nekódující úseky DNA se mohou vyskytovat v 
různých variantách na párových chromozomech. Jedna 
varianta se dědí od matky, jedna od otce, proto označení
párové chromozomy. 

 Rozdíl může být v jednom, nebo více nukleotidových párech. 

 Pro existenci této metody byl nezbytný objev restrikčních 
enzymů (tzv. endonukleáz), které dokážou rozštěpit DNA na 
jednotlivé úseky. 

 Ty jsou poté elektroforeticky separovány a přeneseny z 
elektroforetického gelu na nitrocelulózovou či nylonovou 
membránu.

 Polymorfismus těchto fragmentů je potom detekován za 
pomoci hybridizace a účasti specifických hybridizačních 
sond. 



SHORT TANDEM REPEATS

Short tandem repeats (STRs) jsou krátké sekvence  DNA, známé 
jako mikrosatelity, které se  tandemově  opakují (opakuje se úsek 
1-6 bp dlouhý).



SHORT TANDEM REPEATS



TESTY PATERNITY

Zjednodušené testy

 STR na Y chromosomu – mužských potomků srovnání 
s otcem

 Mitochondriální DNA – dědí se po matce – matroklinní
dědičnost



DNA CHIPY                 



DNA CHIPY                 



DNA CHIPY 

Fixováním sond na 
pevný povrch je 
umožněno je prostorově 
oddělit a paralelizovat 
hybridizační reakce.

Nukleotidová sekvence 
je základem pro 
specificitu daných sond.



DNA CHIPY



DNA CHIPY - BARVA SKVRN



DNA CHIPY - VYBAVENÍ



DNA CHIPY SOFTWARE





PROTEINOVÉ CHIPY



PROTEINOVÉ CHIPY – TYPY 
INTERAKCÍ

• Protilátka Antigen Ligand

Detekce: SELDI MS, fluorescence, SPR, elektrochemická, radioaktivita,



ANTI-GST PROBE

Lecture 1.1
73


