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Izolace genomové DNA ze savéich bunék,
stanoveni koncentrace DNA pomoci absorp¢ni
spektrofotometrie

IZOLACE GENOMOVE DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) predstavuje zakladni geneticky material vétSiny
zivych organizm?. Jeji nejbéznéjsi struktura je pravotocdiva dvousroubovice tvofena dvéma
antiparalelnimi polynukleotidovymi fetézci. Oba fetézce jsou vzdjemné vazany dvéma
vodikovymi vazbami mezi bazemi adeninem (A) a thyminem (T) a tfemi mezi cytosinem (C)
a guaninem (G). Kostru kazdého fetézce tvori zbytky deoxyribosy a kyseliny fosforecné,
dovnitf Sroubovice sméfuji jednotlivé baze. DNA u prokaryot se nachdzi v bakteridlnim
chromozomu a v plazmidech, u rostlin v bunééném jadfe, chloroplastech a mitochondriich,
u zivocichti a ¢lovéka v bunécéném jadfe a v mitochondriich. DNA Ize izolovat bud jako

celkovou genomickou DNA, nebo si dle potieby vybrat konkrétni typ DNA k izolaci.

Pro izolaci DNA z Zivych organismii byla vyvinuta fada metod, které se od sebe
mohou znacné odliSovat. Volba konkrétni izola¢ni techniky pak zavisi na typu pouzitého
biologického materialu, déle na poZadované rychlosti a ti¢innosti metody, na dal$im vyuZziti

ziskané DNA a v neposledni fadé také na vlastni financ¢ni ndroc¢nosti celého procesu.

Izolace DNA obvykle probiha v nékolika zakladnich krocich. Prvnim krokem u vSech
metod je vzdy mechanické naruseni tkani ¢ rostlinnych pletiv napf. mrazem nebo
homogenizaci. Nasleduje lyze bunék, cytoplazmatickych a jadernych membran a denaturace
proteintl. Nejcastéji se pro tento ticel pouzivaji detergenty jako je dodecylsulfat sodny (SDS)
nebo Triton X-100. Bunéény obsah véetné DNA se uvolni do extrakéniho pufru, ktery vzdy
musi obsahovat chelata¢ni ¢inidlo etylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA), kterd vychyta
vapenaté ionty zextraktu. Tyto ionty funguji jako kofaktory nukledz (enzymy Stépici
nukleové kyseliny), které by izolovanou DNA rozstépily a znehodnotily. Do extrakéniho
pufru se dale priddvaji proteindzy. Jsou dulezité pro odstranéni histoni (proteinti
interagujicich s DNA), které ovliviuji ¢istotu izolované nukleové kyseliny. Ze vzorki se
odstrani  proteiny  a polysacharidy napf. pomoci octanu draselného nebo
fenol-chloroformovou extrakci DNA, kdy se klyzatu pfidava smés fenolu, chloroformu
a izoamylalkoholu. Fenol je organicka latka rozpoustéjici se jak ve vodé, tak v chloroformu,
ochotnéji se vSak rozpousti v chloroformu. Chloroform se ve vodé nerozpousti. Po pfidani
smési fenolu a chloroformu k extraktu tkané veskeré tuky prechdzeji do chloroformu,
proteiny a éast polysacharidd se ptisobenim rozpoustédel vysrazi a DNA ztistane ve vodné
fazi. Pro dokonalé odstranéni polysacharidi se nékdy pouzivda CTAB

(cetyltrimethylamonium bromid). DNA se zvodné fdze vysrdzi pfidanim absolutniho
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ethanolu. Lze ji dale promyt 80% ethanolem a rozpustit ve vodé nebo TE pufru. Pro

dlouhodobéjsi skladovani se DNA uchovava zamraZena v TE pufru.

Novéjsi metody vyuZzivaji adsorpce DNA na kulicky skla v pfitomnosti chaotropnich
soli. Takto imobilizovana nukleova kyselina se promyva a tim zbavuje necistot. Nakonec se

DNA z kulicek uvolni sniZenim iontové sily roztoku. Jde o velmi rychlou a efektivni metodu.

Dalsi z metod izolace deoxyribonukleoproteinu (DNP) z bunék je tzv. vysolovaci
metoda. DNA je v buiice vazana s bilkovinami ve formé DNP, ktery je mozné separovat
od ostatnich ¢asti zhomogenizovaného biologického materialu pomoci 1M roztoku NaCl. Po
zfedéni vzorku se DNP vysraZzi jako vlaknity produkt. Ziskany DNP je vychozim materidlem
pro izolaci DNA. Po odstranéni proteinti a polysacharidii se DNA ze vzorku vysrazi
ethanolem. Tato metoda je velmi jednoducha a levna pfi zachovani velkého vytézku

izolované DNA.

SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI KONCENTRACE A CISTOTY DNA

Viditelné zafeni tvofi jen maly tsek z oblasti elektromagnetického vInéni v rozmezi
délek 400-700 nm. Pfilehld oblast se nazyva blizka ultrafialova (200-400 nm) a blizka
infracervend (700-2000 nm) oblast. V kazdé biologické laboratofi je nezbytnym vybavenim
pfistroj na méfeni spektralnich veli¢in ve viditelné a UV oblasti, tzv. spektrofotometr, ktery
pracuje v rozsahu 200-1000 nm, kde absorbuji téméf vSechny biologicky zajimavé latky
(kromé sacharidti). Lze tedy vyuzit jejich charakteristickych absorpénich pasti a jejich

koncentraci jednoduse stanovit na zdkladé spektralnich vlastnosti téchto latek.

Pfi absorpci dochdzi kexcitaci valencnich elektronti, které jsou soucasti
molekulovych orbitali, proto molekulova absorpéni spektra v UV-VIS oblasti jsou svou
podstatou elektronova spektra. Molekulové orbitaly vznikaji pfi tvorbé vazby z atomovych
orbitald. Predpokladejme, Ze na spektrofotometrickou kyvetu s optickou drahou I, obsahujici
absorbujici drahu, dopada svétlo o intensité lo. Pokles intenzity svétla v dtisledku jeho

absorpce vrstvou roztoku (dl):-dl =k X I X dl, kde kje konstanta umérnosti.
I .
Po separaci proménnych a integraci ziskdme vztah l0g 70 = JC€ (Lambertuv zakon), kde I je
intensita svétla vystupujiciho z kyvety.
Pfi studiu zavislosti poklesu intenzity svétla na koncentraci pfi konstantni délce

kyvety vychdzime z pfedpokladu, Ze dI bude, pfes jinou konstantu j umérné vzriistu

koncentrace:—dI = jIdc , ktery opét integrujeme v intervalu O az c, a ziskdme Beerav
I .
zakon: log 70 = Jc. Velic¢ina Do je intenzita svétla do kyvety vstupujici a I je intenzita svétla

vystupujictho. Pomérem téchto dvou hodnot se dostaneme k vyjadfeni transmitance
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T = é, ktera je casto vyjadfena v procentech. Transmitance je ovSsem pro laboratorni pouziti
nevhodna, nebot neni pfimo timérna koncentraci absorbujici latky. Veli¢inou, ktera timto
nedostatkem netrpi je absorbance A: A = log'TO = log % Intenzita paprsku nemusi byt
vzdy sniZovana jen absorpci, mtiZe jit i o rozptyl zareni na velkych casticich nebo o pohlceni
fotonu s excitaci molekuly do vyssiho energetického stavu. Tato zeslabeni intenzity je

1
vhodné kvantifikovat jako optickou hustotu: OD = log 70.

Spojime-li oba zdkony dohromady, ziskame jeden znejzndméjSich zdkont fyzikdlné

-chemickych, Labmbert-Beeriiv zakon:
A=excxl

kde ¢ je konstanta imérnosti, odvoditelni z vySe definovanych konstant k a j. Absorbance je
bezrozmérnd veli¢ina musi mit ¢ rozmér (délka’xkoncentrace). Pokud je koncentrace
vyjadfena v molXxl! méd & rozmér cm'xIxmol' a jde o molarni absorpcni (extinkéni)
koeficient. Pokud je analyzovanym vzorkem smés latek, které absorbuji pfi dané vlnové

délce je méfend absorbance souétem vsech dilc¢ich absorbanci.

Koncentraci izolované DNA nejcastéji méfime pomoci spektrofotometru. Nukleové
kyseliny absorbuji nejintenzivnéji svétlo o A = 260 nm, kdy hodnota absorbance je pfimo

umérna koncentraci DNA. Pfi méfeni koncentrace DNA plati:
A (260 nm) =1 pfi c(dsDNA) = 50 pg/ml
A (260 nm) =1 pfi c(ssDNA) = 33 ug/ml

Pro maximalni pfesnost méfeni by méla byt koncentrace vzorku v kyveté takova, aby
hodnoty absorbanci vychdzely mezi 0,1 a 1,0. V tomto rozmezi vykazuje kalibracni kfivka

vysokou linearitu. Koncentraci DNA v daném vzorku lze stanovit nékolika zptisoby:

1) zjisténi koncentrace DNA zméfenim A (260 nm) a A (280 nm):
¢ DNA =62,9 x A (260 nm) — 36,0 x A (280 nm) [pg/ml]

2) zjisténi koncentrace DNA zméfenim A (230 nm) a A (260 nm):
¢ DNA =49,1 x A (260 nm) — 3,48 x A (230 nm) [pug/ml]

3) pomoci nomogramu (obr. 1)
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Obr. 1: Nomogram pro uceni koncentrace DNA a proteinti ve vzorku pomoci absorbanci

pri 260 a 280 nm.

Obvykle je izolovand DNA znecisténd zejména proteiny a polysacharidy. Dal$im

nutnym krokem v laboratorni praxi je tedy urcit Cistotu ziskané DNA, abychom nésledné

mohli stanovit vhodnou metodu precisténi této nukleové kyseliny. VétSina technik

molekularni biologie a biofyziky vyzaduje pouZiti ¢ist¢ DNA, proto je nezbytné po izolaci

zaradit purifika¢ni krok. Miru kontaminace DNA urcujeme z poméru absorbanci pfi 260 nm

a 280 nm. P¥i méfeni cistoty DNA plati:

A (260 nm) / A (280 nm) €

1,7; 1,8 cista DNA

A (260 nm) / A (280 nm) < 1,7 znecisténa DNA (proteiny nebo organickeé latky)
A (260 nm) / A (280 nm) > 1,9 DNA znecisténa RNA nebo organickymi latkami
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Uloha 1: Spocitejte navazku nebo objem potfebnych komponent pro piipravu

zadanych roztok a tyto roztoky namichejte:

Roztok LB (25 ml):  0,3M sachardza
10 mM TRIS pH 7,5
5 mM MgClz x 6H20
1% Triton X-100

Roztok R (25ml): 10 mM TRIS pH 7,5

Roztok P (25 ml): 10 mM TRIS pH 7,5

40 mM EDTA pH 8,0
4 mM CaClz x 2H20
300 mM NaCl
4% SDS
Pufr TE (25 ml): 10 mM TRIS pH 8
1 mM EDTA pH 8
5M NaCl (10 ml)
96% Ethanol (10 ml)
70% Ethanol (10 ml)
Uloha 2: Izolujte lidskou genomovou DNA vysolovaci metodou

Pomiticky: centrifuga, vortex, automatické pipety, Spicky, mikrozkumavky

Chemikalie: Roztok LB, roztok R, roztok P, proteinasa K, NaCl, ethanol, TE pufr

Postup:

Pripravi vedouci cviéeni:

S L N e

Trypsinizaci zastavte

plnohodnotného média.

Pridejte 500 pl roztoku trypsinu 1x.

pfidanim  500ul

Inkubujte 5 min nebo do doby, nez se buriky pusti podkladu.

FBS (fetalni

bovinni

Do kultivaéni lahve T25 nasad'te 10° sav¢ich bunék (CHO-K, V-79, A2780, apod.).
Inkubujte 48 hod pri 37 °C v 5% atmosféie CO:s.
Odsajte médium a vrstvu bunék promyjte 2 x 5 ml predehratého PBS 1x.

sérum) nebo

7. Spocitejte buniky a nafedte suspenzi tak, abyste méli 10°bunék v 500 ul vzorku.
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Pracujte ve dvoiicich/jednotlivé:

8.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

34.

35.

36.

37.
38.

Ze suspenze bunek odeberte 500 ul vzorku (obsahujici 10° bunék) a pfeneste jej
do cisté a oznacené mikrozkumavky.

K vzorku pridejte 1000 ul roztoku LB a protrepejte.

Centrifugujte 5 min pti 4 000 rpm.

Odstrarite supernatant.

K peleté pridejte 175 ul roztoku R.

Trepanim dikladné rozbijte peletu.

Centrifugujte pfi 4000 rpm 5 min.

Odstrarite supernatant a k sedimentu ptidejte 95 pl roztoku R.

Tfepanim rozbijte sediment a postupné pridejte 35 ul roztoku P a 4 pl proteinasy K.
Diikladné promichejte pfeklopenim. Nesmi se napénit!

Inkubujte pfi 37 °C pfes noc (mozno prodlouZit na 3 dny nebo zamrazit).

Ke schladlym vzorkiim pfidejte 400 pul 5 M NaCl a dtikladné protiepejte.
Centrifugujte 15 min pfi 4000 rpm.

Supernatant opatrné pfepipetujte do ¢isté a oznacené 1,5 ml mikrozkumavky.
Centrifugujte 10 min pfi 14 000 rpm.

Supernatant pfepipetujte do nové 1,5 ml mikrozkumavky.

Pridejte 350 pl vychlazeného 100% ethanolu.

Vysrazejte DNA preklapénim.

Centrifugujte 15 min pfi 14 000 rpm.

Odstrarite supernatant.

K peleté pridejte 200 pl vychlazeného 80% etanolu.

Centrifugujte 15 min pfi 14 000 rpm.

Odstrarite supernatant.

Nechte odpafit zbytek ethanolu.

DNA rozpoustéjte v TE pufru pri 70 °C 5 min nebo pfi RT pfes noc.

Spocitejte teoretickou koncentraci DNA v roztoku, pokud vite, Ze jedna bunka
obsahuje cca 6,6 pg genomické DNA.

Vzorek pro meéfeni pomoci UV spektrometrie nafedte tak, aby mél absorbanci
0,5OD.

Zméite absorbanci vzorku DNA pomoci absorpéniho  spektrofototmetru
— zaznamenejte hodnoty absorbance vzorku nutné k vypoctu skutené koncentrace
DNA v roztoku.

Spocitejte koncentraci DNA dle rovnice: ¢ = (A9 — A350) * 50 * Fedéni.

Spocitejte cistotu izolované DNA.

DNA uchovavejte pfi teploté 2-8 °C pfi kratkodobém pouziti, ptfi teplotach -20 °C
nebo -80 °C pro dlouhodobé skladovani.



