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Studentska aktivita: Izolace vlastni DNA

Prelozila Karla Webrova

Pomicky

Mikropipety nebo Pasteurovy pipety se stupnici

Pokud nemate mikropipety, mizete pouzit jednorazové Pasteurovy pipety se
stupnici, které s dostate¢nou piesnosti pro tento pokus umoznuji ptenést objem
mensi nez 1 ml.

Jednorazové ockovaci klicky nebo vatové ty¢inky na stéry
Mala falcon zkumavka nebo sklenéna zkumavka se zatkou

Falcon zkumavky jsou zkumavky se stupnici a Sroubovacim uzavérem. Pokud je
nemate, pouzijte klasické sklenéné zkumavky.

Vodni lazen (optimalni teplota 40°C)
Dezinfekéni roztok

Lyticky roztok

Roztok proteinazy K

Roztok octanu sodného

Studeny ethanol nebo isopropanol (nechte v lednici dokud nebude potieba)

Postup

1. Do zkumavky kapnéte 1 ml lytického roztoku.

2. Dtkladné ottete klicku nebo ty€inku o vnitini sténu tvéfe a jazyk.

3. Vlozte klicku nebo ty¢inku do zkumavky s lytickym roztokem a krouzivymi
pohyby promichejte, aby se bunky uvolnily.

4. Klic¢ku nebo ty€inku dejte do dezinfekce.

5. Krok 2-4 opakujte jesté dvakrat, abyste ziskali dostate¢né mnozstvi bunek.

9.

10.
11.
12.
13.

PokaZdé pouZzijte novou klicku nebo ty¢inku.

Ptidejte 20 ul (1 kapka, pokud pouzivate Pasteurovy pipety) proteinazy K do
zkumavKky.

Zkumavku uzaviete a n¢kolikrat preklopte.

Smés zahtejte ve vodni lazni nebo ponechte 10 minut pii pokojové teploté.
Ptidejte 100 pl octanu sodného.

Zkumavku uzaviete a protiepejte.

Ptidejte 3 ml studeného ethanolu.

Zkumavku uzaviete a velmi pomalu n¢kolikrat preklopte.

Vase DNA se objevi jako bélava vlaknitd sraZenina.
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Bezpecnostni upozornéni:

Roztoky mohou drazdit o¢i a pokozku, proto pfi praci pouzivejte laboratorni plast,
ochranné bryle a rukavice. Sliny mohou byt infekéni; manipulujte pouze s vlastni
klickou nebo ty¢inkou a po pouziti vydezinfikujte (15 minut).

Likvidace: tekutiny je mozné vylit do umyvadla s velkym mnozstvim vody.
Vydezinfikované pouzité klicky nebo ty¢inky lze vyhodit do bézného odpadu.

Otazky k diskuzi
¢ Cojeto “lyza”? Jaky ma vyznam pii izolaci DNA?

* Lyticky pufr obsahuje detergent zvany SDS. Jakym zplsobem podle vas detergent
na buiiku pasobi?

* DNA je v bunice tésné€ navinuta na rizné bilkoviny. Ve kterém kroku se DNA z
téchto bilkovin uvoliuje?

* Jaky poznatek o rozpustnosti DNA vyplyva z posledniho kroku?

* Jak mazes dokazat, ze bila srazenina je opravdu DNA?

RozsSifujici aktivity
* Porovnej tuto metodu izolace DNA s jednodussi metodou, ve které se pouziva
mrazeny hrasek (Madden, 2006) nebo kiwi*?. Jak se od sebe 1i§i? Ktera z nich

funguje 1épe. Dokazes vysvétlit pro¢? Ktera z téchto metod se vice podoba praci
profesionélnich genetik?

¢ Jestli DNA obsahuje geny zptsobujici obezitu se z pouhé izolace nedozvime. Jaké
dalsi testy je tfeba udélat? Zjistéte vice o technikach pouzivanych v genetickém
vyzkumu.

* Rodice, ktefi jsou nositelé vaznych dédicnych poruch jako cystické fibroza nebo
hemofilie si v mnoha zemich mohou pied zavedenim nechat otestovat embrya,
aby zabranili narozeni takto nemocnych déti. Myslis si, Ze by stejnou moznost
méli mit i rodice, jejichz DNA obsahuje “rizikové” geny pro obezitu? Maji tvoji
spoluZaci stejny nazor?
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