Izolace DNA

Zacina-li molekuldrné-genetické vysSetreni polymerdzovou retézovou reakci, stac¢i nékdy jako vzorek
velmi malé mnozstvi DNA. Nékdy Ize dokonce pouzit prfimo ¢ast tkané nebo nékolik bunék
lyzovanych napr. hydroxidem, tenzidy nebo zmrazovdnim a rozmrazovanim. Kvalita templatové
DNA nicméné ovliviiuje Gc¢innost amplifikace v pribéhu PCR a necistoty obsazené ve vzorku mohou
polymerasovou reakci vyrazné zpomalovat. Necistoty reakci zpomaluji tim, Ze pQsobi jako inhibitory
polymerdzy, nebo tim, Ze se vazi na templatovou DNA a znepfistupniuji ji tak polymerasové reakci.
Byva proto vyhodné DNA ze vzorku izolovat.

Metody izolace

Pokud se DNA izoluje z bunék (napf. z ¢astecky tkané, bunék bukalni sliznice ziskanych stérem, leukocytl periferni
krve), je obvykle prvnim krokem homogenizace tkané a lyza bunék. Bunéc¢né a jaderné membrany se obvykle
rozpoustéji i¢inkem tenzidl. Soucasné se vétsinou ¢aste¢né hydrolyzuji kontaminujici bilkoviny a histony, na které
je jaderna DNA navézanéa, pomoci proteolytickych enzym( - nejCastéji proteindzy K. Vznikly lyzat obsahuje kromé
DNA radu kontaminujicich latek - vSechny nizkomolekularni i vysokomolekularni soucasti tkané nebo bunék.
Nasleduje proto extrakce a purifikace DNA z lyzatu. V praxi se pouzivaji rlizné metody extrakce DNA, které se lisi
svou pracnosti a ndrocnosti na chemikalie a vybaveni na jedné strané a vytézkem a Cistotou izolované DNA na
strané druhé.

Organicka extrakce

Kontaminujici bilkoviny se hydrolyzuji protedzami a/nebo denaturuji a vysrazi. Nejc¢astéji pouzivanym denaturacnim
a precipita¢nim cinidlem byva fenol. Vysrazené bilkoviny se poté oddéli vytfepdnim do chloroformu a
centrifugaci. Pfitom se souCasné odstrani i hydrofobni soucasti smési, napf. lipidy.

Po odstranéni kontaminujicich bilkovin a lipid{ je DNA stale znecisténa prevazné nizkomolekuldrnimi latkami.
Néasleduje proto vysraZzeni DNA z roztoku napf. jejim vysolenim nebo pomoci jednoduchych alkoholt (etanolu
nebo izopropanolu). Vysrdzena DNA se poté omyje a znovu rozpusti ve vhodném pufru.

Mezi vyhody organické extrakce patfi vysoky vytézek a vysoka cistota purifikované DNA. Fenol-chloroformova
technika je proto stale ,,zlatym standardem® purifikace nukleovych kyselin. Metoda je ale ¢asové naro¢nd a pracuje
se pfi ni s nebezpe¢nymi chemikaliemi. Pfi zpracovani velkého poctu vzorkl se obtizné automatizuje. Je také treba
zajistit, aby v zavéru extrakce byly spolehlivé odstranény zbytky fenolu a chloroformu, které by interferovaly s
navazujicimi metodami (napfr. by denaturovaly polymerazu pfi PCR).

Extrakce pomoci silikata

Vyuziva se kifemicitych kulicek s velkym povrchem, kterymi je napfriklad naplnénda kratkd chromatografickd
kolonka. Ve vodnych roztocich je povrch silikdtu hydratovany. Pfidavkem vysoké koncentrace tzv. chaotropnich
soli pri vhodném pH dojde k rozbiti vodikovych mlstkl mezi molekulami vody a povrchem silikatu. Na takto
dehydratovany silikat se svymi fosfatovymi skupinami s vysokou afinitou vdze DNA. Kontaminujici latky je pak
mozné odmyt. DNA se ze silikdtovych kuli¢ek uvolni pufrem s nizkym obsahem soli nebo destilovanou vodou.

Extrakce pomoci silikatové pevné faze je relativné jednoduchd, hodi se i pro automatizaci. Vytézky i Cistota
izolované DNA jsou o néco nizsi, presto zcela postacujici pro vétSinu aplikaci.

Magneticka separace

Pri magnetické separaci se DNA reverzibilné vaze na magnetické kulicky potazené vhodnym povrchem -
protildtkami proti DNA, silikatem, iontoméni¢em nebo povrchem s jinymi vhodnymi funk¢nimi skupinami. Po
navazani DNA se kulicky pomoci magnetu oddéli od roztoku s kontaminujicimi ldtkami a opakované se promyji.
Purifikovand DNA se z nich poté uvolni nej¢astéji pomoci etanolu.

Magnetickd separace je vhodnéd k automatizaci a pouziva se predevsim pro zpracovani velkych po¢td vzorkd.

VytéZzky a Cistota DNA jsou srovnatelné se silikatovou extrakci, je vSak mozné izolovanou DNA ziskat v mensim
mnozstvi roztoku (tj. koncentrovangjsi). Obvykle je tato technika nakladnégjsi.

Dalsi techniky

Dalsi metody extrakce DNA jsou zalozené napr. na vysoleni DNA z roztoku, déleni smési centrifugovanim na
gradientu chloridu cesnatého, iontoméni¢ové chromatografii apod.

Fenol-chloroformova metoda izolace DNA
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pracuje se pri ni s nebezpeénymi chemikaliemi, umoznuje dosdhnout vysokych vytézkd a ziskat prakticky cistou
DNA. V mirné modifikaci se pouziva i pro izolaci RNA.

Homogenizace tkaneé

Prvnim krokem je homogenizace tkané v pufru, ktery obsahuje tenzid (napf. dodecylsiran sodny, SDS). Tenzid
rozpusti buné¢né membrany. Rozpad bunék se usnadnuje pridavkem proteindzy K. Tento Gcinny bakterialni enzym,
ktery ma teplotni optimum kolem 60 °C, nevyzaduje vapenaté ani horecnaté ionty a ktery neinhibuji ani
koncentrované tenzidy, ¢aste¢né hydrolyzuje kontaminujici bilkoviny. Navic velmi Ucinné stépi DNazy, které by
izolovanou DNA mohly degradovat.

Odstranéni bilkovin

Nasleduje denaturace bilkovin a jejich vysrazeni smési fenolu a chloroformu. Fenol-chloroformova smés se nemisi s
vodou. Pri pH roztoku nad 7,6 je DNA disociovand a z(stavéa rozpusténa ve vodné fazi, zatimco proteiny se
denaturuji a vypadavaji do hydrofobni faze. Ke smési se priddvd malé mnozstvi izoamylalkoholu, ktery usnadni
oddéleni fazi a zabrani pénéni pri zpracovavani vzorkl bohatych na proteiny. ProtoZe i stopové zbytky fenolu by
mohly inhibovat polymerdzovou reakci, precisti se nakonec vzorek protfepanim se samotnym chloroformem.

Odstranéni nebilkovinnych kontaminantu

Poté se DNA vysrazi z vodného roztoku. Nejprve se prida ve velké koncentraci vhodna sl (chlorid sodny, octan
sodny apod.). Jeji ionty si vytvareji hydratacni obal, ¢imz odejmou DNA rozpoustédlo (tzv. vysolovani). Pak se ke
smési prida malo poldrni latka (napf. etanol nebo izopropanol); snizeni polarity rozpoustédla vede k precipitaci

DNA.

Vysrédzena DNA se promyvda v 70% etanolu. Alkohol v této koncentraci rozpusti zbytky soli a bilkovin, samotnd DNA
vSak z(stane nerozpusténa.

Izolovand a precisténd DNA se poté zpravidla rozpousti v alkalickém pufru, ktery obsahuje
etylendiaminotetraoctovou kyselinu (EDTA). Tato komplexotvorna latka jednak usnadni rozpusténi DNA, jednak
vychytédnim Ca2* plsobi jako inhibitor DN&zy a vzorek tak stabilizuje.
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