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Izolace DNA

Uloha 1: Stanoveni krevni skupiny hemaglutinaéni zkouskou

Postup:
1. Deazinfikujte bfisko prstu, ze kterého se bude provadét odbér. Zpravidla se odebira kapildrni krev
z bfiska 3. nebo 4. prstu, u pravakl z levé ruky.

2. Sterilni jehlou provedte vpich do btiska prstu a naneste 2 kapky krve pobliz stfedu podlozniho skla.
3. Ke stranam podlozZniho skla kdapnéte vlevo kapku protilatky anti-A, vpravo anti-B.

Krev

/
06 63
\

Anti-A Anti-B

4. Spitkou promichejte krev s kazdou z protilatek, asi po 1 minuté odectéte vysledek.

Hodnoceni:
Pokud krvinky nesou antigen A nebo B, za¢nou se v pfitomnosti odpovidajici protilatky shlukovat.

Uloha 2: I1zolace DNA z bukalniho stéru fenol-chloroformovou
metodou

Chemikalie:

Homogenizaéni pufr 2x konc. (EDTA 80 mmol-I*%, Tris-HCl 80 mmol-I"t pH 7,65, NaCl 400 mmol-I?, sterilizovany
autoklavovanim)

Dodecylsiran sodny 10 g-I"! sterilizovany filtraci

Fyziologicky roztok (NaCl 150 mmol-I*) sterilizovany autoklavovanim

Proteindza K 20 mg.ml?

Fenol ekvilibrovany s Tris, pH 8, stabilizovany 0,1 % 8-hydroxychinolinu Lo
Chloroform-isoamylalkohol 24:1 OX 2O

2-propanol @O

Etanol (&isty) 70 % &<

TE pufr (Tris-HCl 10 mmol-IY, EDTA 1 mmol-I%, pH 7,6, sterilizovany autokldvovanim)
Octan sodny 3 mol-I"* s glykogenem 4 g-I"* sterilizovany autokldvovanim

Postup:
1. Sterilni $tétickou se setfou epitelové buriky bukalni sliznice. Stéticka se propere v 1 ml fyziologického
roztoku a suspenze se zcentrifuguje (asi 1 min) na mikrocentrifuze.




Pracuj v digestofri!
Pouzij rukavice!
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Izolace DNA

Supernatant se odstrani (slije).

Peleta se resuspenduje v 300 pl homogenizacniho pufru a dlikladné promicha na vortexu.

Prida se 300 ul SDS a smés se promicha opakovanym protazenim Spickou pipety

Déle se prida 1 pul proteinazy K a suspenze promicha opakovanym otocenim zkumavky dnem vzhiru a
zpét.

Inkubace 45 minut pfi 50 °C v bloku, michani 300 otacek za minutu.

Extrakce DNA fenol-chloroformem
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13.

Ve sklenéné zkumavce pfipravte smés fenol-chloroform-izoamylalkohol (25:24:1):

smichejte 1,2 ml fenolu a 1,2 ml chloroform-izoamylalkoholu.

K bunéénému lyzatu z bodu 6 predchozi ¢asti se prida 600 ul smési fenol-chloroform-izoamylalkohol
(25:24:1), smés se 1 minutu vortexuje (béhem michani musi vzniknout bild emulze) a centrifuguje

3 minuty na mikrocentrifuze.

Horni vodna faze se prenese do Cisté mikrozkumavky (pfi odsavani je nutné dat pozor na to, aby
nedoslo ke kontaminaci bilkovinami vysrazenymi na rozhrani vodné a fenolové faze).

K vodné fazi z bodu 3 se pfida 600 ul smési fenol-chloroform-izoamylalkohol (25:24:1), smés se

2 minuty intenzivné michd naklapénim zkumavky (béhem michani musi vzniknout bila emulze) a
centrifuguje 3 min na mikrocentrifuze

Horni vodna faze se pfenese do Cisté mikrozkumavky.

K vodné fazi se prida 600 ul smési chloroform-isoamylalkohol (24:1), smés se kratce promicha
rychlym otacenim zkumavky dnem vzh(ru a zpét a centrifuguje se asi 10 s.

Vodnad faze se prenese do Cisté mikrozkumavky, pfida se 70 pl roztoku octanu sodného s glykogenem
a zkumavka se nakldanénim promicha.

Prida se 600 ul 2-propanolu a zkumavka se kyvanim promicha. Pak se nechd 15 minut stat pfi
pokojové teploté.

Zkumavky se centrifuguji ve vysokootackové centrifuze 10 minut pti 10 000x g.

Slije se tekutina (peleta s izolovanou DNA po centifugaci Ipi na sténé u dna mikrozkumavky),
zkumavka se osusi pfitisknutim na sterilni bunicinu.

PFida se 1 ml 70% etanolu, centrifuguje se 10 minut.

Slije se supernatant a zkumavka se opét osusi na sterilni buniciné. Pak se necha odpafit zbyly etanol
— oteviend zkumavka se nékolik minut zahtiva na 80 °C.

Prida se 20 ul pufru TE, nékolikrat se promicha pipetou a zkumavka se kratce zcentrifuguje.




Izolace DNA

Uloha 3: Stanoveni koncentrace a éistoty DNA

K méreni pouzijte magnetickou ultramikrokyvetu.

Postup:
1. Magnetickou ultramikrokyvetu poloZte na kovovou podlozku a otevrete ji.
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2. Do komdirky vymezené kovovym krouzkem napipetujte 3 pl pufru TE (blank) nebo vzorku.
Pracujte tak, aby nevznikly bubliny. Kyvetu uzaviete. Chcete-li zkontrolovat, zda v kyveté nejsou
bublinky nebo mechanické nedistoty, pouzijte pom&glgﬁs lupou.

3. Zméfte absorbance pfi 260, 280 a 320 nm. Opticka délka uzltramikrokyvety je 0,5 mm.
4. Kyvetu opét oteviete a obsah vyplachnéte proudem cisténé vody. Pak kyvetu vysuste bunicinou.
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