Uloha é. 1

Izolace DNA na kolonkach
UvoD

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
napriklad také vlaboratofich veterindrnich, potravinarskych (napf. testovani GMO) a
zemédélskych. Nejvice DNA analyz je v soucasné dobé provadéno v ramci lékarského vyzkumu a
v ramci klinické DNA diagnostiky. Proto se budeme ve vétSiné dalSich metodik v rdmci Cviceni
z DNA diagnostiky drzet postupl pouzivanych v klinickych laboratofich.

PFi DNA diagnostice je dnes vyuZivano predevsim metody fetézové polymerazové reakce v podobé
bézné PCR, nested PCR nebo RealTime PCR. Pro metodu PCR je tfeba Cisté a nefragmentované
DNA o urcené koncentraci. Pfi izolaci DNA je tfeba z klinického materidlu odstranit veskeré
inhibitory PCR reakce, kterymi jsou naptiklad hemoglobin a dalsi proteiny, antibiotika,
polysacharidy, atd.

Za ucelem izolace DNA bylo vypracovano nespocet metod, nicméné v klinickych provozech je
z dvodu urychleni prace, standardizace prace, standardizace cistoty a vytézkl pouzivano
komercné dostupnych izolaénich metod. Mezi nejéastéji pouzivané izolacni principy patti izolace
na kolonkach nebo pomoci paramagnetickych ¢astic.

Izolace na kolonkach je zaloZena na principu selektivni vazby DNA a/nebo RNA o urcité délce na
vrstvu drceného borosilikdtového skla, kterd se nachdzi mezi dvéma fritami na kolonce. K vazbé
dochdzi v pfitomnosti tzv. chaotropni soli, kterd vytésriuje z molekul DNA/RNA molekuly vody,
¢imz potlacuje jiné nez iontové interakce a v pritomnosti asi 10% isopropanolu nebo etanolu, ktery
DNA/RNA ¢astecné vysrazi. Mezi tzv. chaotropni soli patfi napfiklad guanidin hydrochlorid, ktery
potlacuje vodikové vazby a hydrofobni interakce uvnitf molekul DNA/RNA a/nebo proteind.
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V ramci cvi¢eni z DNA diagnostiky bude poufzit kit uréeny predevsim k izolaci genomové DNA z plné
krve. JelikoZ ve cvi¢eni nelze pracovat s lidskou krvi, bude krev nahrazena stérem z Ustni sliznice.
Ustni sliznice obsahuje velké mnozstvi Zivych bunék, které Ize snadno a bezbolestné setfit sterilnim
tampdnem. Stér z Ustni sliznice si provede kazdy student sam. Ke stéru bude pouzit sterilni
odbérovy tampédn.

U izolované DNA bude nasledné stanovena jeji koncentrace a Cistota pomoci UV
spektrofotometru. Méreni vychazi ze znamého faktu, Ze aromatické struktury bazi nukleovych
kyselin specificky absorbuji UV zafeni uréitych vinovych délek s maximem pfi 260 nm. Zaroven



plati, Ze ¢im vysSsi je absorpce zareni, tim vyssSi je koncentrace DNA a naopak. Tento vztah je
vyjadien v Lambert-Beerové zakoné pro absorbanci (bezrozmérna velicina):
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A — absorbance; ¢ — molarni koncentrace; | — délka kyvety resp. tloustka vrstvy roztoku; € — molarni
absorpéni koeficient
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PFi izolaci DNA se mohou do findlniho roztoku rovnéZ dostat urcitda mnozstvi dalSich molekul
obsazenych v bunkach (proteiny, polysacharidy, polyfenoly apod.), které mohou inhibovat
nasledné analyzy. Z téchto divod( je vhodné vedle stanoveni koncentrace DNA ve vzorku sledovat
i jeho Cistotu. Proteiny maiji diky aromatickym aminokyselinam (fenylalanin, tyrosin) absorpéni
maximum pfi vinové délce 280 nm. Pomér absorbanci DNA/protein (260/280) pak vyjadfuje miru
znecisténi proteiny. U Cistého vzorku by se tento pomér mél pohybovat v rozmezi 1,8 — 2,0. Ve
stejném rozmezi by se mél nachazet i druhy ukazatel znedisténi vyjadfeny pomérem absorbanci
260/230, ktery upozoriuje na moznou kontaminaci rGznymi organickymi latkami jako jsou
polysacharidy, (poly)fenoly, mocovina, thiokyanaty, EDTA apod.



PRACOVNI POSTUP

Upozornéni:

PFi praci vidy pouZivejte rukavice. VeSkery material v laboratofi nutno povazovat jako potencialné
infekéni. Vyhnéte se kontaktu reagencii s klzi. V pfipadé kontaktu potfisnéné misto omyjte
dikladné vodou. Vyvarujte se pofZiti soucasti kitu. Reagencie oznafené jako hoflavé museji byt
drzeny v dostatecné vzdalenosti od otevieného plamene nebo ohné.

Odbér vzorku

Materidl: sterilni odbérovy tampon, kelimek s vodou

1.

Nejméné 60 minut pfed odbérem nejezte a nepijte, vyjimkou je pouze neslazend nesycend
voda.

Pfed odebranim vzorku si umyjte ruce, vyplachnéte si Usta Cistou neperlivou vodou a polknéte
pfipadny zbytek slin nebo vody v ustech.

Vyjméte odbérovy tampdn ze zkumavky.

Stétickou otirejte sliznice obou tvaFi véetné zahybd mezi ddsnémi a vnitfni stranou tvari, a to
pohybem dopfedu a dozadu (jako pti Cisténi zubl) a zaroven Stétickou otacejte, aby byla
vyuzita jeji celd plocha. Idedlni tlak je dosazen v okamziku, kdy na vnéjsi tvafi ucitite tlak
zevnitf. Jednou Stétickou otirejte sliznice tvafi pfiblizné po dobu 1 minuty. Pokud se vam
v prubéhu stéru tvofi sliny, polknéte je (setreni slin je neZadouci!).

Po odbéru umistéte odbérovy tampdn do kelimku Stétickou nahoru a pfistoupite k izolaci DNA.
Stéticka odbérového tamponu nesmi za Zddnych okolnosti pfijit do styku s ni¢im jinym neZ se
sliznici, z niZ se vzorek odebira!l!

Izolace DNA

Materidl: izolaéni kit, pipety, centrifuga, vodni lazen,, mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a 2 ml,

popisovace.

Obsah kitu:

I1zolacni kit UltraClean™ Blood Spin DNA

- proteinaza K

- roztok B1 —lyzacni

- roztok B2 —ethanol

- roztok B3 — promyvaci

- roztok B4 — promyvaci

- roztok B5 —eluéni

- kolonky ve 2 ml mikrozkumavkach
- mikrozkumavky o objemu 2 ml



Postup izolace DNA:

Po celou dobu pouzivejte ochranné rukavice!
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Do ptipravenych 2 ml mikrozkumavek napipetujte 400 ul roztoku TD1 a 10 pl proteinazy K.
Stérovku vloZte do oznacené mikrozkumavky a sterilnimi nlizkami odstfihnéte stétecek.

Mikrozkumavky vloZzte do vodni lazné vytemperované na 56°C a inkubujte 20 min. Poté
mikrozkumavky kratce stocte na centrifuze.

Sterilni pinzetou vyjméte Stétecek a vyhodte. Ke kazdému lyzatu pridejte 200 ul roztoku B2.
Jemné zvortexujte a zcentrifugujte.

Pfeneste veskery obsah mikrozkumavky do kolonky.
Centrifugujte 1 min pri 14 000 x g.

Pfendejte kolonku do nové mikrozkumavky.

Do kolonky pridejte 500 pl roztoku B3.
Centrifugujte 30 sekund pfi 14 000 x g.

. Vyjméte kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vratte do ni

kolonku.
Do kolonky pridejte 500 pl roztoku B4.
Centrifugujte 30 sekund pfi 14 000 x g .

Vyjméte kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vratte do ni
kolonku.

Znovu centrifugujte 30 sekund pti 14 000 x g.

Opatrné vyjméte kolonku a preneste ji do nové mikrozkumavky, aniz byste se dotkli roztoku
B4 na dné plvodni mikrozkumavky.

Roztok B5 inkubujte asi 5 minut na vodni lazni pfi 65°C. Do stifedu kolonky napipetujte 50 pl
roztoku B5 predehiatého na 65°C.

Centrifugujte 1 min pfi 14 000 x g.

Odstrante kolonku a zavrete vicko mikrozkumavky. Genomickd DNA je nyni pfipravena pro
razné aplikace.

Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Materidl: pipeta, izolovana DNA, UV spektrofotometr (IMPLEN)

Postup:

1) Naneste 3 ul PCR vody na sklicko mérné kyvety a pfilozte kryci vicko s Lid faktorem 10 a
zmacknéte tlacitko BLANK.

2) Sejméte vicko, otfete mérné plochy kyvety a vicka.

3) Naneste 3 pl vzorku na sklicko mérné kyvety a prilozte kryci vicko s Lid faktorem 10 a
zmacknéte tlac¢itko SAMPLE.

4) Na displeji odectéte a zapiste si hodnotu koncentrace DNA a pfislusné poméry absorbance.



