Izoldcia a uchovavanie DNA

Uspesna izolacia nukleovych kyselin a proteinov je zakladom mnohych laboratérnych genetickych, bio-

chemickych, imunologickych alebo mikrobiologickych vysetreni. V sucasnosti je k dispozicii Siroka skala
extrakcnych metdd a vyber tej spravnej zavisi od druhu a nasledného pouzitia cielovej molekuly.
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Sucastou genetického vyS$etrovania na oddeleni genetiky Me-
direx v laboratérnej ¢asti MEDIREX GROUP ACADEMY su
molekulovo-genetické analyzy nukleovych kyselin (NK). Na
uspes$nu analyzu je esencidlne ziskat z vySetrovaného materialu
dostato¢né mnozstvo DNA v pozadovanej kvalite. V stc¢asnosti
sa na extrakciu DNA pouziva viacero pristupov — po¢ntc histo-
ricky najpdvodnejsimi, az po moderné plne automatické metddy.

Prvym krokom tspes$nej izoldcie DNA je lyza buniek. Jej cie-
lom je uvolnit obsah bunky (resp. organel) pomocou jemnych
detergentov, pripadne ultrazvukom. Aby sa zabranilo degrada-
cii cielovych molekdl, rozpad bunky prebieha v timivom rozto-
ku a vhodnych teplotnych podmienkach. Na oddelenie cielovej
DNA z roztoku bunkového obsahu sa vyuziva do¢asna denatura-
cia. Kontaminaciu DNA zvy$kami RNA je mozné jednoducho
odstranit pridanim enzymu ribonukledzy. Extrahovanti DNA je
mozné pri vhodnych podmienkach archivacie uchovavat pomer-
ne dlhy ¢as. Najvhodnej$im sposobom archivacie s bezpe¢nym
zachovanim jej vlastnosti je zmrazenie na -80 °C.

V minulosti sa na extrahovanie DNA vyuzivala hustotna gra-
dientova centrifugdcia, ktora je v $pecidlnych pripadoch a roz-
nych upravach vyuzivana dodnes. Na izolaciu nukleovych ky-
selin sa najcastejsie zauzivali dva pristupy - prvy zaloZeny na
roztokoch a druhy zaloZzeny na kolonkach (nosi¢och). Vyber
vhodného protokolu podlieha predovsetkym potrebe mnozstva,
kvality a druhu findlnej nukleovej kyseliny, ale aj kvantitativnym,
priestorovym, ¢asovym a finan¢nym pomerom.'

Medzi jednoduchsie extrakéné pristupy patri vysolovacia metoda
zalozend na principe zmeny rozpustnosti molekul DNA v zavis-
losti od zmeny koncentracie i6nov v roztoku. Dal§ou moznostou
je zrazanie organickymi rozpuastadlami (etanol, polyethylengly-
kol), uskuto¢nené na zaklade ich schopnosti znizit rozpustnost
NK. Rozna rozpustnost DNA sa vyuziva aj pri fenol-chlorofor-
movej extrakcii. Jej podstatou je oddelenie vodnej fazy (s DNA)
od roztoku obsahujuceho fenol a chloroform pomocou vysoko
otackovej centrifugacie, s naslednou etanolovou precipitaciou
DNA. Tato metdda je ¢asovo naro¢nd a zavisla od kvality preve-
denia, no stdle pomerne ¢asto vyuzivana pre jej finan¢nu nena-
ro¢nost a vyssie vytazky DNA!

Metdéda chromatografie na Zivicovych kolénkach (tzv. RESIN)
vyuziva viazanie a nasledné uvolnenie NK pomocou vymeny i6-
nov medzi pevnou fazou a kvapalinou obklopujicou pevnu fazu.
Metdda bola spociatku vyuzivana v anorganickej chémii. Povod-
né prirodné materialy - sulfénované uhlie a zeolit - boli nahra-
dené organickymi iénomeni¢mi. Je pomerne rychla, s vysokym
vytazkom a ¢istotou DNA. b2

Aj pri metdde chromatografie na Zivicovych koldnkach (tzv. SI-
LIKA) nahradil prirodny material diatomit synteticky priprave-
ny silikagél. Silika material (Si02) v pritomnosti chaotropnych
soli adsorbuje DNA na svoj povrch, z ktorého je po opakova-
nom precisteni uvolnend pomocou elu¢ného ¢inidla. Metdéda je
¢asovo nenarocna, s vysokou cistotou DNA a je tiez dostupna vo
forme kitov.!

Najmlad$ie metddy izolacie vyuzivaju magnetické mikrocastice
alebo nanocastice. Maju jadro tvorené magnetickymi oxidmi Ze-
leza, obalené latkou (organické polyméry, Zivice) umoziujicou
naviazanie cielovych objektov, napriklad NK. Principom je sepa-
racia takychto magnetickych partikdl posobenim silného mag-
netu, ich nasledné premyvanie a uvolnenie NK z komplexu. Aj
v tomto pripade je dostupnych niekolko kitov, ktoré umoziuju
v pomerne kratkom case ziskat DNA nekontaminovand prote-
inmi alebo RNA. KedzZe si tito metéda nevyzaduje manipulaciu
so $kodlivymi organickymi rozpustadlami, opakovanu centrifu-
gaciu, filtraciu vo vakuu alebo koldénkovu separaciu, je idedlna
na automatizovanu separdciu. Izola¢né automaty zabezpecia
v kratkom case a Standardnych podmienkach spravidla vacsie
mnozstvo vzoriek, preto su idedlne v rutinnych aj vyskumnych
laboratdriach. Ich nevyhodou je finan¢nd naro¢nost (inStrument,
$pecidlne plasty, kity). Napriek tomu je automatizécia laboratorii
nepochybne prinosom; redukuje pracovny ¢as i personalne zdro-
je, zvy$uje kvalitu a reproducibilitu vysledkov. -3
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