|Izolace DNA

Cile:

Zak izoluje DNA z tiznych biologickych materiél

Zak vyswitli princip izolace DNA na zakladznalosti umisini a viastnosti DNA.
Zéak analyzuje moznosti vyuZiti znalosti z oblasti giyev bézném Zivot

Zarazeni v ramci RVP G:
Clovék a priroda: predvidani pibshu studovanych ffrodnich proces na zéklad znalosti
obecnych firodowdnych zakon a specifickych podminek

Biologie: molekularni a buttné zaklady &dicnosti - analyzuje moznosti vyuziti znalosti z oblasti
genetiky v BZném Zivot

Chemie nukleové kyseliny - objasni strukturu a funkcobwglenin nezbytnych pro tdezité
chemické procesy probihajici v organismech

detergenty

Opérné pojmy:
DNA, detergenty, filtrace, precipitace

Material:

« Sampon obsahujici EDTA (ethylene diamine tetraa@atid) nebo jar

* kuchyniska sil

» destilovana voda (mozno i z kohoutku, pokud néigpgvrda)

* banan, kiwi, paprika, slezina,...cerstvé, ne moc zralé (vigzralém ovoci uz iize byt
DNA nastpena a pak néjpde namotat na tynku

 filtra¢ni papir (papirovy kapesnik)

e podchlazeny lih (moZno denaturovany) - na tepléla0°C

« odmeérny valec a vahy (nenifdba pesré odmeiovat uvedena slozek mnozstvi, ale je mozné,
Ze se tim vyrazhsnizi viditelnost vysledku)

» kadinky, zkumavky, ieci misky, pisek a libovolné nastroje na rékmani biologického
materialu a manipulaci s roztoky

 NaOH

» difenylaminovécinidlo: v 10 ml ledové kyseliny octové se rozpudifienylamin a pak se
piida 2 x 7,5 ml koncentrované kyseliny sirové

Postup pokusu:

* 1 g @irodniho materialu rozénime na kaSovitou hmotu.

* P¥iljeme 30 ml vody s rozpu&iymi 0.1 g soli a 5-10 ml Samponu.

* Vzniklou snes promichame a nechame 5-10 minut odstét.

* Nasledrt prefiltrujeme ges papirovy kapesnik.

» Filtrat rozlijeme do zkumaveki(jinych nadob) tak, aby vySka ode d&iaila asi 1 cm (cca
1 ml v gipac zkumavky).

» Do zkumavek nalijemétyindsobek podchlazeného lihu

e Bila vlaknita srazenina stoupajici z dolni ,zamiefaze (filtrat) do horni gihledné faze
(lih) je DNA (obsahujici &které jaderné proteiny,fipadré jiné molekuly podobnymi
chemickymi vlastnostmi jako DNA).

* Nechame 10 min odstat



* Ve zkumavce pomalymi jemnymi pohyby krouzime skfeyu ty¢inkou — DNA se namota
na tyinku, kdezto vysrazené proteinystanou v roztoku.

* lzolovanou DNA peneseme do 1 ml 0,5% roztoku NaOHria@@me 1 ml difenylaminového
¢inidla, zaltivame 10-20 minut na vrouci vodni lazni.

Vysvétleni:

Pti izolaci DNA vych&azime z jejiho umisti v buice a jejich chemickych vlastnosti.

DNA je umistna v jade buiky, tedy je od okolniho prastdi oddlena rékolika fosfolipidovymi
membranami. Zde je na ni navazano mnozstvi pnbteladna se o strukturni proteiny, dale o
transkrigni faktory nebo polymerazy a jejich pomocné protédmolekuly aktivié prepisujifetézce
DNA).

Po chemické strance je DNA linearni makromolekjdgz dva komplementéariéetzce jsou k sob
piipoutané vodikovymi risstky. Molekula DNA nese naboj (resp. je to kysélinakze je rozpustna
ve Vo, nicmére muze byt z vodného roztoku vysrazena (precipitovatiagnolem.

KdyZz do rozmé&kaného bananu nalijeme roztok Samponu s EDTA, va®oli, sledujeme tim
vlastre n¢kolik kroka. Detergenty obsazené v Samponu pradi a vysrazi buifnou membranu
bandnu a takéckteré proteiny. EDTA inhibuje proteiny obsahuji@vy, z nichZ jsou &které
schopné poskodit DNA. i se gidava kwili zachovani osmotického tlaku roztoku. Voda je
realk¢nim prostedim a mimo jiné latkou, ve které je DNA rozpustNéni rozpustna jakddba $l,

ale ve vodném roztoku je schopna projit filtrem.

Naslednou filtraci se tedy odstrani vSechny lakkgré jsou nerozpustné ve wodDo filtratu projde
kromé¢ DNA i fada dalSich latek zigodni buiky, ale i $il a nekteré sloZzky Samponu. Podchlazeny
lih se filéva, protoZze se za nizSi teplotyili nemisi s vodou. DNA se vysrazi (precipituje) a
vyplave do horni, lihové faze. V lihu je nerozpustiKkdybychom ji pevedli z lihu ogt do vody,
znovu se rozpusti (i kdyz jeji chemicka struktuedude Gpla stejna, jako fedtim).

Nutno dodat, Ze kromdDNA se mohou podokinchovat i rkteré jiné slozky biky a Ze se timto
zpisobem nezbavimetsiny proteiri vAzanych na DNA (na&phistoru).

Dukaz RNA a DNA reakci s difenylaminovysimidlem
DNA a RNA Ize rozliit na zakladbarevnych reakci, které poskytuji ribosa respe@xgribosa s
difenylaminem. Difenylamin poskytuje s RNA zelermam/eni a s DNA modré zbarveni.

Na obradzku vlevo vidite kragn modré
zbarveni — reakce s difenylaminovyimidlem
— bez zakivani

Na obrazku vpravo je DNA
s difenylaminovymg¢inidlem po 10 minutach
zal¥ivani na vodni lazni (barva je tak &yt
modra, Ze na fotce bohuzel vypad&eains)

ukol:
Jaké vlastnosti ma DNA?



Strwené shite, jaké bariéry (a jak) musimégonat, kdyZz chceme izolovat DNA?
Kde se vyuzivéa izolace DNA?
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