Laboratorne cvicenie z biochémie ¢. 1

Téma: Extrakcia DNA z biologického materialu

Meno a priezvisko:
Datum:
Uloha:

Pomocky:

Chemikalie:

Aparatura:

Tebria:
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Izolacia DNA zo vzorky biologického materialu (maso, sliny, zelenina, ...)

kadicky, skimavka, trojnozka, sietka, kahan, sklena tycinka, teplomer,
roztieracka s roztieradlom, chladiaca zmes/lad, vahy

[ubovolny biologicky materidl (musi obsahovat celé bunky, lepsie Zivocisne),
tekuty detergent (Cistiaci prostriedok na riad), kuchynska sol, ananasovy
dzus (bromelain — protolyticky enzym)/proteéaza, denaturovany alkohol,
voda

DNA alebo kyselina deoxyribonukleova patri medzi 1 zo 4 zédkladnych
biomolekul — nukleovu kyselinu. Je uloZzend v jadre v podobe chromozémov,
kde je chranend. Ma tvar dlhej dvojitej pravotocivej skrutkovnice a obtaca
sa okolo histénov. Sklada sa z deoxyribdzy, fosfatu a 4 typov dusikatych baz,
jej ulohou je uloZenie genetickej informacie — klt¢u k Zivotu a jej nasledné
kopirovanie. Nachadza sa v kazdej bunke a je nevyhnutna pre jej Zivot

a rozmnoZovanie.



Princip:

Postup:

V prvom kroku ziskame vzorku a opatrne sa snazime ¢o mozno najviac
oddelit jej bunky od seba (nie poskodit!) za Géelom zvaésenia aktivneho
povrchu. KedZe DNA je chrdnena cytoplazmatickou membrdnou a jadrovym
obalom zloZzenymi z fosfolipidov (nerozpustné vo vode), musime tieto
membrany rozpustit (emulgovat ?) pomocou extrakénej zmesi obsahujlce;j
detergent ako nepolarne rozpustadlo a sol, ktorej tlohou je eliminovat
histény (bielkoviny, okolo ktorych sa obta¢a DNA). Dalej mézeme tuto zmes
zahriat na 60, kvéli lepsej rozpustnosti membran a zablokovaniu enzymov
ako DNA-za, ktoré mozu degradovat DNA. Zmes je potrebné ochladit, aby sa
DNA nepoldamala. Nakoniec prilejeme alkohol (nesmieme premiesat]!)

a zacne sa nam kondenzovat vldkno DNA (pretoze DNA je rozpustna vo
vode, ale nie v alkohole), ktoré opatrne povytiahneme do etanolovej vrstvy,
kde ju m6zeme uchovat.

. Uprava biologického materialu

1. Oddelime a rozdrvime vzorku biologického materialu v
roztieracke(podla druhu) Umiestnime vzorky do kadicky.

. Priprava extrakéného roztoku

1. Do kadi¢ky zmieSame 80 ml vody a 3g kuchynskej soli
2. Sklenou ty¢inkou zamieSame

3. Do kadicky priddme 10 ml tekutého detergentu

4. Dolejeme vodu do celkového objemu 100 ml

5. Zhomogenizujeme vzorku (Snazime sa vyhnut vzniku peny)

[Il. Extrakcia DNA z buniek

1. Do kadi¢ky zmieSame vzorku s extrakénym roztokom
2. Zahrievame na cca 60

3. Pridame 10 ml anandsového dzdsu

4. Zmes ochladimenaO

IV. Vizualizacia a kondenzacia DNA



1. Ochladent zmes nalejeme do skimavky

2. Pridame rovnaké mnozstvo ochladeného denaturovaného alkoholu
(nemiesat !)

3. Zmes nechame 5 min, pricom mézeme vldkna DNA jemne (pozor na
poldmanie) jemne povytahovat do alkoholovej vrstvy

Vysledky: V skiimavke v etanolovej vrstve mézeme pozorovat zhluk bielych vliaken
(mozu sa vyskytnut aj drobné bublinky), ktoré predstavuji molekulu DNA.
Tymto pokusom sa nam podarilo izolovat DNA z bunky a nasledne ju
v alkohole skondenzovat.

Zaver: Ucelom pokusu bolo priblizenie metéd molekuldrnej biolégie a forénznej
vedy.
Poznamky: Takto ziskani DNA mdozeme dalej pozorovat mikroskopom alebo ju pouzit

na estetické ucely (nahrdelnik).



