1. Rozbitie buniek:

2. Odstranenie bielkovin:
e) pomocou organickych rozpustadiel (fenol, chloroform)

Izolacia DNA, gélova elektroforeza
a vizualizacia nukleovych kyselin

DNA predstavuje menej nez 1% z celkovej bunkovej hmotnosti. Az 22% pripada na bielkoviny a 3% na lipidy. Bezne izolacné metody su kombinaciou extrakcie a zrazania DNA alebo izolacie

pomocou koloniek.

FENOL - CHLOROFORMOVA IZOLACIA
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Lyza bunkovych membran sa dosiahne pomocou detergentov, ktoré pomahaju rozpustat Ilipidy
bunkovych membran a denaturuju bielkoviny. Najcastejsie pouzivanym detergentom je SDS (sodium
dodecyl sulfat), Triton X-100.

Nukleové kyseliny su hydrofilne molekuly, ktoré sa dobre rozpustaju vo vodnej faze. Bielkoviny vd'aka
pritomnosti hydrofobnych skupin su lepsie rozpustné v organickej vrstve (spodna). Po intenzivhom
pretrepani sa vzorka cenftrifuguje a vytvoria sa dve fazy. Vrchna vodna faza obsahuje rozpusteneé
nukleove kyseliny. Ak sa prida k fenolu chloroform, nukleové kyseliny sa podstatne menej dostanu do
organickej vrstvy, zatial’ co bielkoviny sa hromadia v interfaze.

b) pomocou enzymov

Na deproteinizaciu sa pouziju proteazy — proteinaza K alebo pronaza. Nevyhodou je, ze sa da odstranit’
iba 80 az 90 % proteinov. Zvysok bielkovin sa odstrani vyssie uvedenou extrakcnou procedurou.

. Odstranenie RNA: kontaminujuca RNA sa da odstranit’ pomocou enzymu ribonukleazy, ktora degraduje
molekuly RNA na male fragmenty.

. Vyzrazanie DNA: DNA sa zraza v etanole alebo izopropanole a pridanim soli (NaCl, Na-acetat). Ziskany
sediment DNA sa rozpusti v sterilnej vode.

IZOLACIA DNA POMOCOU KOLON

Princip metody je zalozeny na zachyteni DNA na kolonkach, ktore obsahuju silikagely alebo anién
iontomenicovée zivice. Na izolaciu staci 0,2 ml nezrazenej krvi.

3. Rozbitie buniek: proteindza K narusuje bunkové steny a napomaha rozrusenie buniek. Lyzaény roztok,
obsahujuci chaotropné soli a detergent rozbija otvorené bunky. Intenzivhe premiesanie a teplota 65 °C
napomahaju lyze membran a natraveniu bielkovin.

2. Zachytenie DNA na membrane kolonky: DNA sa viaZze na kremiéiti membranu kolénky, neZiaduci
bunkovy material, denaturovane proteiny a RNA sa odstrania pretecenim kolonkou.

3. Premyvanie a odsfranenie kontaminujucich zlozZiek: Timivy roztok s etanolom odstrani neZiadice
bunkové zvysky, solne primesi a zaroven vycisti naviazanu DNA na kolonke.

4. Elucia DNA z kolonky: podla typu Zivice dosiahne sa alkalickym timivym roztokom alebo roztokom
s vysokou koncentraciou soli. Vytazok byva cca 10 Lig DNA/0,2 ml krvi.

ELEKTROFORETICKE METODY (ELFO)

Princip elektroforezy: Molekuly nukleovych kyselin (DNA aj RNA) sa v elektrickom poli delia na zaklade ich naboja.
Vseobecne sa pri ELFO vyuziva schopnost’ nabitych castic pohybovat sa v elektrickom poli ku opacne nabitym
elektrodam. Kationy sa pohybuju ku zaporne nabitej elektrode katode(-) a aniony ku kladne nabitej elektrode anode (+).
Za fyziologickych podmienok su fosfatove skupiny nukleovych kyselin ionizované, molekuly sa spravaju ako
polyaniony a v elektrickom poli sa pohybuju ku (+) anéde.

Nosice — gely ako su agaroza a polyakrylamid vyrazne zvysuju viskozitu ELFO prostredia, umerne ich koncentracii
a stupnu zosietovania. Gély vytvaraju zosietované struktury s malymi pormi a volnymi poliami, ktoré su vyplnené
timivym roztokom.

Agaroza je polysacharid, ktorej zakladna jednotka je agarobioza.

Pohyblivost’ molekul DNA v géli bude prakticky zavisiet’ od velkosti molekul a ich konformacie, koncentracii agarézy,
napadtia a charakteru timivého roztoku.

Hustota gélu: Agarozove gély sa bezne pouzivaju vo vyslednej koncentracii agarézy 0,5 az 3,0 %. Mozno na nich
dosiahnut’ efektivne rozdelenie fragmentov obsahujucich desiatky az 10 000 bp. V pripade, zZe je potrebné dosiahnut
rozdelenie malych fragmentov DNA a odlisit’ rozdiel vo velkosti 1 bp pouziju sa gely az s 20% koncentraciou
polyakrylamidu.

TI'lmivé roztoky: pouzivaju sa mierne alkalické timive roztoky (pH — 8,0) z dévodu zlepsenia ionizacie fosfatovych
skupin. Bezne pouzivany je Tris-acetatovy (TAE), Tris-boratovy (TBE) a Tris-fosfatovy (TPE) timivy roztok.

Vizualizacia DNA v géli: Pouzivaju sa tzv. interkalacne farbiva, ktoré sa viazu s pritomnymi bazami. Najcastejsie
pouzivane farbiva su etidiumbromid a SYBR Green. Vizualizacia fragmentov sa dosiahne pri pouziti etidiumbromidu pri
UV svetle 300 az 360 nm. Velkost fragmentov sa vyhodnocuje pomocou standardy - zmes fragmentov DNA o znamej
dizke

DENATURACNA GRADIENTOVA GELOVA ELEKTROFOREZA (DGGE)

Denaturacna gradientova elektroforéza umoznuje rozlisit’ rozdiel sekvencie iba jednej bazy u kratsich fragmentov DNA.
Pocas elektroforéezy sa vzorka DNA pohybuje v géli, ktory obsahuje vzrastajucu koncentraciu denaturacného cinidla
(urea, formamid). Metéda ma nenahraditelny vyznam pri odhalovani bodovych mutacii a polymorfizmov (single
nukleotide substitution, polymorphism - SNS a SNP) teda tam, kde sa nemeni dizka DNA. Uvedend metéda méze byt
nahradena metodou pri ktorej sa vzorky najskor denaturuju a potom sa delia jednovlaknové useky denaturovanej DNA.
Elektroforeza prebieha v polyakrylamidovom géli. Pri zamene nukleotidu sa zmeni pohyblivost viakna v désledku
rozdielnych konformacnych zmien, co mozno danou metodou odhalit.
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Kolénkova izolacia DNA, na obrazku su znazornené jednotlivé kroky samotnej
izolacie az po uvolnenie DNA z membrany kolonky.
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Schematické znazornenie elektroforézy v agarozovom gely. Smer pohybu DNA v
elektroforéze ukazuje sipka na obrazku. V prvej drahe je velkostny Standard, v
dalsich drahach su vzorky DNA s rozne dlhymi fragmentami, ktoré su rozdelenée
podla ich molekulovej hmotnosti.
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Foto agarozového gélu, DNA je vizualizovana etidium bromidom pod UV lampou
pri 360 nm. V drahe 1. velkostny standard, v d'alSich drahach su vzorky DNA
(fragmenty) rozdelené podla ich molekulovej hmotnosti.



