2. Srovnani postupii izolace DNA — kolonky vs. paramagnetické ¢astice

A) Izolace DNA na kolonkach

Izolace DNA z jakéhokoliv materidlu je dnes zakladnim postupem v laboratofich zabyvajicich
se molekularné-biologickymi metodami. Izolace DNA je provadéna nejen v klinickych
laboratofich, ale naptiklad také v laboratofich veterinarnich, potravinaiskych (napf. testovani
GMO) a zemédélskych. Nejvice DNA analyz je v souCasné dob& provadéno v ramci
lékaiského vyzkumu a v rdmeci klinické DNA diagnostiky. Proto se budeme ve vétsiné dalSich
metodik vramci Cviceni z DNA diagnostiky drZzet postupll pouzivanych v klinickych
laboratoftich.

Pti DNA diagnostice je dnes vyuzivano piedevSim metody fetézové polymerdazové reakce
v podobé bézné PCR, nested PCR nebo RealTime PCR. Pro metodu PCR je tieba Cisté a
nefragmentované DNA o urcené koncentraci. Pti izolaci DNA je tfeba z klinického materialu
odstranit veSkeré inhibitory PCR reakce, kterymi jsou napiiklad hemoglobin a dalsi proteiny,
antibiotika, polysacharidy atd.

Za Ucelem izolace DNA bylo vypracovano nespocet metod, nicméné v klinickych provozech
je z divodu urychleni prace, standardizace prace, standardizace Cistoty a vytézkd pouzivano
komer¢né dostupnych izola¢nich metod. Mezi nejCastéji pouzivané izolacni principy patii
izolace na kolonkéch a pomoci paramagnetickych ¢astic.

Izolace na kolonkach je zaloZena na principu selektivni vazby DNA a/nebo RNA o urcité
délce na vrstvu drceného borosilikatového skla, ktera se nachazi mezi dvéma fritami na
kolonce. K vazbé dochazi v pfitomnosti tzv. chaotropni soli, ktera vytésiiuje z molekul
DNA/RNA molekuly vody ¢imZ potlacuje jiné nez iontové interakce a v piitomnosti asi 10%
isopropanolu nebo etanolu, ktery DNA/RNA c¢astecné vysrazi. Mezi tzv. chaotropni soli patii
napiiklad guanidin hydrochlorid, ktery potlacuje vodikové vazby a hydrofobni interakce
uvnitt molekul DNA/RNA a nebo proteini.
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V ramci cvi¢eni z DNA diagnostiky bude pouzit kit ureny piedevsim k izolaci genomové
DNA z 200 ul plné krve. Ve cviceni se nebude pracovat s lidskou krvi. Krev bude nahrazena
stérem z ustni sliznice. Ustni sliznice obsahuje velké mnozstvi zivych bungk, které lze snadno
a bezbolestn¢ setiit sterilnim tamponem. Stér z ustni sliznice si provede kazdy student sam.
Ke stéru bude pouzit sterilni odbérovy tampdn. Izolovana DNA poslouzi dale jednak ke
srovnani vytézku a cistoty s DNA izolovanou dalSimi metodami, jednak poslouzi k PCR
analyze.

Obsah Kkitu
NucleoSpin Blood QuickPure (firma MACHEREY — NAGEL)
- proteinaza K
- roztok BQI — lyzacni
- roztok BQ2 — promyvaci
- roztok BE — eluéni
kolonky ve 2 ml mikrozkumavkach
- mikrozkumavky o objemu 2 ml




Upozornéni

Pti praci vzdy pouzivejte rukavice. Veskery materidl v laboratofi nutno povazovat jako
potencialné infekéni. Vyhnéte se kontaktu reagencii s kiizi. V piipad¢ kontaktu potiisnéné
misto omyjte dikladné¢ vodou. Vyvarujte se poziti soucasti kitu. Reagencie oznacené jako
hoflavé museji byt drzeny v dostate¢né vzdalenosti od otevieného plamene nebo ohné.

Odbér vzorku

1.
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Nejméné¢ 60 minut pfed odbérem nejezte a nepijte, vyjimkou je pouze neslazena
nesycena voda.

Pted odebranim vzorku si umyjte ruce, vyplachnéte si usta Cistou neperlivou vodou a
polknéte ptipadny zbytek slin nebo vody v ustech.

Vyjméte odbérovy tampon ze zkumavky.

Stétickou otirejte sliznice obou tvaii véetné zahybi mezi ddsnémi a vnitini stranou tvaii, a
to pohybem dopiedu a dozadu (jako pii €iSténi zubi) a zaroven Stétickou otacejte, aby
byla vyuZita jeji cela plocha. Idealni tlak je dosaZen v okamziku, kdy na vnéjsi tvafi ucitite
tlak zevnitt. Jednou Stétickou otirejte sliznice tvafi pfiblizn€ po dobu 1 minuty. Pokud se
vam v prab&hu stéru tvoii sliny, polknéte je (setfit sliny je nezadouci!).

Po odbéru umistéte odbérovy tampon do kelimku Stétickou nahoru a pfistoupite k izolaci
DNA. Stéticka odbérového tampénu nesmi za Zadnych okolnosti pFijit do styku
s ni¢im jinym nez se sliznici, z niZ se vzorek odebira!!!

Postup izolace DNA:

Po celou dobu pouzivejte ochranné rukavice!

14.

Do mikrozkumavky nepipetujte 20 pl proteinazy K a 400 pl roztoku BQ1.

Stérovku vlozte do pripravené mikrozkumavky a sterilnimi ntizkami odstiihnéte Stétecek —
sttihejte zhruba 0,5 cm nad §téteCkem, zvortexujte.

Nastavte tiepani na 700 rpm a inkubujte 10 minut pti 70°C.

Sterilni pinzetou vyjmé&te Stétecek a vyhod'te.

Ptidejte 400 pl etanolu a zvortexujte.

Kratce centrifugujte, abyste odstranili kapky z vi€ka mikrozkumavky.

Pteneste veskery obsah mikrozkumavky do kolonky.

Centrifugujte 1 minutu pii 14 000 x g.

Pteneste kolonku do nové mikrozkumavky, ptidejte 200 pl roztoku BQ2.

. Centrifugujte 1 minutu pii 14 000 x g .
. Vylijte supernatant do odpadu a vratte kolonku do mikrozkumavky, pfidejte 350 pl BQ2.
. Centrifugujte 3 minuty pii 14 000 x g.

. Pfeneste kolonku do nové mikrozkumavky a pfidejte 50 pl elu¢niho roztoku BE.

Inkubujte 1 minutu pii pokojové teplot¢.

Centrifugujte 1 minutu pii 14 000 x g.



15.
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Odstrante kolonku a zaviete vicko mikrozkumavky. Genomova DNA je nyni pfipravena
pro rtizné aplikace.

Zmgéite koncentraci vyizolované DNA na Spektrofotometru.

Izolaéni kit UltraClean™ Blood Spin DNA

- proteinaza K
- roztok B1 — lyzaéni
- roztok B2 — ethanol
- roztok B3 — promyvaci
- roztok B4 — promyvaci
- roztok B5 — elu¢ni
kolonky ve 2 ml mikrozkumavkach
- mikrozkumavky o objemu 2 ml

Postup izolace DNA:

Po celou dobu pouzivejte ochranné rukavice!
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Do pfiipravenych mikrozkumavek napipetujte 400 pl roztoku TD1 (B1) a 20 pl
proteinazy K.

Stérovku vlozte do ozna¢ené mikrozkumavky a sterilnimi nizkami odstfihnéte Stétecek.
Mikrozkumavky vlozime do termotiepacky (Biosan) vytemperované na 56°C. Nastavte
ttepani na 600 rpm a inkubujte 20 min. Poté mikrozkumavky kratce sto¢te na centrifuze.
Sterilni pinzetou vyjméte stéteCek a vyhod’te. Ke kazdému lyzatu pridejte 400 nl roztoku
B2. Jemné zvortexujte a zcentrifugujte.

Pteneste veskery obsah mikrozkumavky do kolonky.

Centrifugujte 1 min pti 13 000 x g.

Prendejte kolonku do nové mikrozkumavky.

Do kolonky pridejte 500 nl roztoku B3.

Centrifugujte 30 sekund pfti 13 000 x g.

. Vyjméte kolonku z mikrozkumvaky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vrat'te do

ni kolonku.

Do kolonky pridejte 500 pl roztoku B4.

Centrifugujte 30 sekund pii 13 000 x g .

Vyjméte kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vrat'te do
ni kolonku.

Znovu centrifugujte 30 sekund pti 13 000 x g.



15. Opatrné vyjméte kolonku a preneste ji do nové mikrozkumavky, anizZ byste se dotkli
roztoku B4 na dné piivodni mikrozkumavky.

16. Roztok B5 inkubujte asi 5 minut na vodni lazni (termotiepacce) pri 65°C. do stiredu
kolonky nepipetujte 100 pl roztoku BS predehiatého na 65°C.

17. Centrifugujte 1 min fi 13 000 x g.

18. Odstrante kolonku a zaviete vicko mikrozkumavky. Genomicka DNA je nyni pfipravena

pro rtizné aplikace.

B) Izolace DNA pomoci paramagnetickych ¢astic

Jedna zmetod izolace nukleovych kyselin, kterd se vice rozsifila, vyuzivd tzv.
(para)magnetické ¢astice (MPs). MPs jsou castice o velikosti 5 nm—100 pm tvotfené z kovo-
vého jadra, tim byva nejCastéji gamma-Fe;Os; (maghemit) nebo Fe;O4 (magnetit), ale 1
napiiklad Au. Jadro obaluje vrstva, ktera ma pfipraveny specificky povrch. Ten lze upravit
podle toho, jaké molekuly chceme z daného materidlu izolovat. Samotna velikost MPs se da
ptizplsobit podle toho, co izolujeme: 5-50 nm proteiny; 20—450 nm nukleové kyseliny, viry;
10-100 pm bunky. Princip izolace je zaloZen na fyzikaln&-chemickych vlastnostech MPs. Ty
reaguji na vnéjsi magnetické pole a jsou schopny navazat rizné bioreaktivni molekuly, diky
jejich afinité k modifikovanému povrchu ptimo z biologického materialu.
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Pti samotné izolaci se pak MPs se ptidaji ke vzorku, kde na sebe navazi cilené¢ molekuly.
Modifikované MPs se nasledné pfitdhnou magnetem ke sténé zkumavky a zbyly roztok s
nenavazanymi, jinak béZn¢ interferujicimi latkami, se odstrani. Nasleduje promyvani a konec-
né uvolnéni MPs 1 s navazanymi molekulami do nami pfidaného roztoku. Riznym fyzikalné-
chemickym krokem (denaturace) se odd¢li navazané molekuly od MPs. Tim ziskame cilené
molekuly a miizeme s nimi dal pracovat.



Obsah Kkitu
Chemagic DNA Blood 100 Kit (firma CHEMAGEN)
- Magnetické kulicky (Magnetic Beads)
- Lyzaéni pufr (Lysis Buffer 1)
- DNA-vazebny pufr (DNA Binding Buffer 2)
- Promyvaci pufr (Wash Buffer 3)
- Promyvaci pufr (Wash Buffer 4)
- Promyvaci pufr (Wash Buffer 5)
- Elucni pufr (Elution Buffer 6), tj. 10 mM Tris-HCI pH 8.0 nebo lze pouzit TE pufr pH
8.0
Proteindza K (koncentrace 10 mg/ml)
Mikrozkumavky o objemu 2 ml

Upozornéni

Pii praci vzdy pouZivejte rukavice. VeSkery materidl v laboratofi nutno povaZovat jako
potencialné infekéni. Vyhnéte se kontaktu reagencii s kiizi. V piipadé kontaktu potiisnéné
misto omyjte dikladné¢ vodou. Vyvarujte se poziti soucasti kitu. Reagencie oznacené jako
hotlavé museji byt drzeny v dostatecné vzdalenosti od oteviené¢ho plamene nebo ohné.

Odbér vzorku — viz. vySe

Postup izolace DNA:

Po celou dobu pouzivejte ochranné rukavice!

1. Do 2 ml zkumavky napipetujte 100 ul PCR H,O 125 ul Lysis Bufferu 1 a pfidejte 20 ul
proteinazy K.

2. Stérovku vlozte do pfipravené a oznaCené 2 ml zkumavky a sterilnimi ndzkami
odsttihnéte Stétecek — sttihejte zhruba 0,5 cm nad Stéteckem.

3. Zkumavku vlozte do termo tfepacky vytemperované na 56°C. Nastavte tfepani na 600
rpm. Inkubujte 20 minut. Poté zkumavku kratce stocte na centrifuze.

4. Sterilni pinzetou vyjméte StéteCek a vyhod'te. K lyzatu ptidejte 360 ul Binding Bufferu.
Jemn¢ zvortexujte.

5. Ke vzorku pfidejte 14 ul magnetickych kulicek tadn€ promichanych! Ne&kolikrat
propipetujte a nechte inkubovat 5 minut pti pokojové teplotg.

6. Zkumavky umistéte do magnetického stojanku a nechte bez hybani stat 2 minuty.

7. Aniz byste se zkumavkou pohnuly je oteviete a opatrné pipetou odsajte supernatant.

8. Ke kulickam pftidejte 600 ul Wash Bufferu 3, nékolikrat propipetujte a umistéte do

magnetického stojanku na 1 minutu.
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Odsajte supernatant a ptidejte 600 ul Wash Bufferu 4, nékolikrat propipetujte a umistéte
do magnetického stojanku na 1 minutu.

Nechte zkumavky stat v magnetickém stojanku a odpipetujte supernatant. Opatrné po
sténé¢ zkumavky piipipetujte 1000 ul Wash Bufferu 5. Nepromichavejte!!! Nechte stat
v magnetickém stojanku ptfesné 90 sekund a dikladn¢ odsajte supernatant.

K promytym magnetickym kulickam ptidejte 50 ul Ellution Bufferu 6. N¢&kolikrat
promichejte pipetou.

Zkumavky nechte inkubovat 10 minut v termotiepacce pfi teploté 55°C a otackach 600
rpm.

Zkumavky kratce stocte a vlozte do magnetického stojanku na 2 minuty. Supernatant
obsahujici DNA odpipetujte do Cistych zkumavek (1,5 ml) a stocte na centrifuze pfi
maximalnich otd¢kach 6 minut. Supernatant odpipetujte do cistych Sroubovacich
zkumavek.

Zmeéite koncentraci vyizolované DNA na Spektrofotometru.






