Praktické cvienia z biochémie Sedlak, Varha¢, Danko, Paulikova, Podhradsky, 2020

TEMA

NUKLEOVE KYSELINY

Uloha 35:

Mikropreparativna izoldacia plazmidovej DNA

Princip:

Na overenie pritomnosti plazmidovej DNA v danom bakterialnom kmeni
a na zistenie efektivity dalsej izolacie plazmidovej DNA z vicsich mnoZstiev je
vyuzivana mikropreparativna izoldacia plazmidovej DNA.

Reagencie:

1.TEG: 50 mM glukéza, 10 mM kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA),
25 mM tlmivy roztok Tris

2.TE: 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8,3)

3.3M KAc: 120ml 5M roztoku CH3COOK (pH7), 23 ml Tladovej
CH3COOH

4. fenol-chloroform (fenol:chloroform:izoamylalkohol = 25:24:1)

5.0,2 M NaOH + 1 % dodecylsulfat sodny (SDS)

6.1zopropylalkohol

7.96 % etanol

8.nocnd bakterialna kultira

Material:

skamavky Eppendorf s objemom 1,5 ml, centrifiiga, mikropipety

Postup:

Dvakrat po 1,5 ml noc¢nej bakteridlnej kultiry centrifugujeme po 5 min
v plastovej mikroskimavke Eppendorf pri 5000 ot/min (2400 g). Supernatant
zlejeme a sediment rozsuspendujeme v 100 pl roztoku TEG. Pridame 200 pl
roztoku 0,2 M NaOH + 1 % SDS. Zmes preval'ujeme v 'eppendorfke' 5 minut.
Po 5 minuatach priddme 150 pl roztoku KAc a poriadne premieSame.

Zrazeninu centrifugujeme 10 mint pri 10000 ot/min (9500 g). Supernatant
odoberieme do Cistej 'eppendorfkovej' skimavky, pridame 0,6 objemu (cca
300 pl) 1izopropanolu, premieSame a nechame zrazat’ 20 minut v chladnicke. Po
20 minatach zrazeninu centrifugujeme 10 minut pri 10000 ot/min (9500 g),
supernatant zlejeme a zrazeninu vysuSime vo vakuovej rotacnej suSicke
(~ 30 min). Po vysuSeni zrazeninu rozpustime v 100 pl roztoku TE a pridame
100 pul roztoku fenolchloroformu. PremieSame a centrifugujeme 5 min0t pri
5000 ot/min (2400 g).

Do Ccistej 'eppendorfkovej’ skimavky opatrne odoberieme vrchni vodnu
vrstvu obsahujicu DNA, znova priddme 100 pl roztoku fenol-chloroformu
a tento postup opakujeme do vymiznutia medzivrstvy. Potom priddme dvojna-
sobny objem 96 % etanolu a nechame zrézat’ pri -20 °C. Nakoniec zrazeninu
centrifugujeme S5 minat pri 10000 ot/min (9500 g), vysuSime, rozpustime
v 20 pl roztoku TE a pouzijeme v ulohach 36, 37 a 38.

139




