Srazeni, extrakce a centrifugace
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PURIFIKACNI TECHNIKY S NiZKYM CENTRIFUGACE:
ROZLISENIM: -diferencialni
*srazeni siranem amonnym sgradientova

esrazeni organickymi rozpoustedly
esrazeni organickymi polymery a slouceninami
ssrazeni selektivni denaturaci |

«afinitni precipitace, imunoprecipitace

sextrakce

|

PURIFIKACNI TECHNIKY S VYSOKYM ROZLISENIM:
Technika Vlastnost

sionexova chromatografie naboj

schromatofokusace naboj, pl

sreversni faze hydrofobicita

*hydrofobni interakce relativni hydrofobicita

*gelova chromatografie molekulova hmotnost, tvar
«afinitni chromatografie biospecifické interakce




Frakcionace biomakromolekul na zaklade
rozdilu v rozpustnosti

* Nezaménovat s denaturaci — bilkoviny zUstavaji v nativnim stavu!!!

log s

1

: a ;— hemoglobin v NaCl
::“—/".——o‘kﬁ“

ol / \274: hemaeglobin v KCI

edestin'v NaCl (5)

L
o~
o

. k . |edestin v KCI (6)
\\\7 <& |edestin v Na SO,

hemoglobin v (NH,) SO,

kasein v NaCl

hemoglobin v Na_SO,

-10 Soli mohou zvysit (salting-in)

0 1 2 3 4 5
A a nebo snizit (salting-out
lontova sila e ( g )




Denaturace x Koagulace x Srazeni

Denaturace - podstatna zmena prostoroveho usporadani molekuly, pri
niz dochazi ke ztraté jeji biologickych funkci. Za urcitych podminek muze
byt denaturace vratna - po odstraneni denaturacniho vlivu biopolymer
opét zaujme nativni konformaci, vétSinou je vsak denaturace nevratna.
Vratné byvaji denaturace mensich jednodoméenovych bilkovin.

Koagulace - shlukovani molekul - pravdéepodobné preusporadanim
ijontovych slouCenin po expozicijinym iontovym slouceninam

Srazeni - stejné jako koagulace s tim rozdilem, ze vysledny komplex jiz
,nechce” interagovat se zbytkem roztoku, ve kterém puvodné byl a
,vypadne® z roztoku



Franz Hofmeister (1850-1922)

vysolovani vsolovani
pro anionty: SO, > F > 105 > NOZ' >Br>NO; >I" > CNS

pro kationty: Li* > Na* > K* > NH,* > Rb* > Cs*

princip: rozdil v solvataCni energii mezi ionty a okolnimi molekulami vody
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Mechanismus tvorby precipitatu

tvorba precipitatu je proces zavisly na Case

«zahrnuje tvorbu malych castic, které vznikaji asociaci
makromolekul

precipitace muze byt sledovana turbidimetricky
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* a: vstupujici svétlo, b: térbina,

c: reakCni kyveta, d: fotodetektory,
e: zafizeni pro pohlceni svétla



Srazeni siranem amonnym

Mimoradne velka rozpustnost
Rozpustnost se malo meni s teplotou
Levny

Stabilizuje bilkoviny

Relativhe Cisty




mnozstvi (NH,),SO, (g/l roztoku) potfebného pro zménu koncentrace v roztoku z
puvodnich procent saturace na pozadované nasyceni pfi 0 °C

Target percentage saturation

Initial percentage saturation | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80

0 106 | 134 | 164 | 194 | 226 | 258 | 291 | 326 | 361 | 398 | 436 | 476 | 516 | 5569 | 603 | 650 | 697
5 79 108 | 137 | 166 | 197 | 229 | 262 | 296 | 331 | 368 | 405 | 444 | 484 | 526 | 570 | 615 | 662
10 53 81 109 | 139 | 169 | 200 | 233 | 266 | 301 | 337 | 374 | 412 | 452 | 493 | 536 | 581 | 627
15 26 54 82 111 141 172 | 204 | 237 | 271 | 306 | 343 | 381 | 420 | 460 | 503 | 547 | 592
20 27 55 83 113 | 143 | 175 | 207 | 241 | 276 | 312 | 349 | 387 | 427 | 469 | 512 | 557
25 27 56 84 115 | 146 | 179 | 211 245 | 280 | 317 | 355 | 395 | 436 | 478 | 522
30 28 56 86 174148 | 181 | 214 | 249 | 285 | 323 | 362 | 402 | 445 | 488
35 28 % ) CBSl 118 | 151 184 | 218 | 264 | 291 | 329 | 369 | 410 | 453
40 29 58 89 120 | 163 | 187 | 222 | 258 | 296 | 335 | 376 | 418
45 2 29 59 90 123 | 156 | 190 | 226 | 263 | 302 | 342 | 383
50 30 60 92 125 | 169 | 194 | 230 | 268 | 308 | 348
95 30 61 93 127 | 161 197 | 235 | 273 | 313
60 31 62 95 129 | 164 | 201 | 239 | 279
65 31 63 97 132 | 168 | 205 | 244
70 32 65 99 134 | 171 | 209
75 32 66 101 137 | 174
80 33 67 103 | 139
85 34 68 105
90 34 70
95 35




teplota Rozpustnost (NH,),SO,

0 °C 70,21 g/100 ml
20 °C 75,16 g/100 ml
40 °C 80,83 g/100 ml
60 °C 87,21 g/100 ml
80 °C 94,30 g/100 ml

M = Wy " (Cp- C)/(Cont - (Vspec/1000 132,14 - €y - Cp))

kolik g/l siranu amonného v nasyceném roztoku pfi dané teploté
molarita siranu amonného, kterou chceme mit

molarita siranu amonného, kterou mame na zacCatku

molarita nasyceneho roztoku siranu amonného

specificky objem siranu amonného, coz je zména objemu po pfidavku
1 g siranu amonného do vodného roztoku ~ 0,54 ml

http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm



Priklad:

1. Po dezintegraci jste ziskali 20 ml extraktu o koncentraci proteinu 0,5
mg/ml. Jako prvni krok purifikace hexokinasy si zvolite srazeni
siranem amonnym (Mr 132,14). Zjistili jste, ze se srazi az pfi 50 %
koncentraci siranu. Proto jste se rozhodli udélat dvoukrokove srazeni
(40 %, 50 %). Jak byste postupovali (konkrétni navazky a postup)?

Target percentage saturation

Initial percentage saturation | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80

0 106 | 134 | 164 | 194 | 226 | 258\(“291 326 | 361 | 398 | 436 | 476 | 516 | 559 | 603 | 650 | 697
5 79 108 | 187 | 166 | 197 2\2@J 262 | 296 | 331 | 368 | 405 | 444 | 484 | 526 | 570 | 615 | 662
10 53 81 109 | 139 | 16947200 | 233 | 266 | 301 | 337 | 374 | 412 | 452 | 493 | 536 | 581 627
15 26 54 82 111 141 172 | 204 | 237 | 271 | 306 | 343 | 381 | 420 | 460 | 503 | 547 | 592
20 27 55 83 113 | 143 | 175 | 207 | 241 276 | 312 | 349 | 387 | 427 | 469 | 512 | 557
25 27 56 84 115 | 146 | 179 [ 211 245 | 280 | 317 | 355 | 395 | 436 | 478 | 522
30 28 56 86 117 | 148 | 181 214 | 249 | 285 | 323 | 362 | 402 | 445 | 488
85 28 57 87 118 | 151 184 | 218 | 2564 | 291 329 | 369 | 410 | 453
40 29 58 89 120 | 153 | 187 | 222 | 258 | 296 | 335 | 376 | 418
45 29 59 90 123 | 156 | 190 | 226 | 263 | 302 | 342 | 383
50 30 60 92 125 | 1569 | 194 | 230 | 268 | 308 | 348
55 30 61 93 127 | 161 197 | 2356 | 273 | 313
60 31 62 95 129 | 164 | 201 239 | 279
65 31 63 97 132 | 168 | 205 | 244
70 32 65 99 134 | 171 209
75 32 66 101 137 174
80 33 67 103 | 139
85 34 68 105
90 34 70
95 35







Priklad:

2. Pokud chcete zabranit lokalnimu zvySeni koncentrace, budete pfi
srazeni pridavat rozpustény siran amonny. Spocitejte kolik ml 5M
siranu amonného musite pridat k 40 ml extraktu, aby vysledné
nasyceni bylo do 20 %. (Mw 132,14 g/mol)

Target percentage saturation

Initial percentage saturation | 20 | 25 ] 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 90 | 95 | 100

0 106 | 134 | 164 | 194 | 226 | 258 | 291 | 326 | 361 | 398 | 436 | 476 | 516 | 559 | 603 | 650 | 697
5 79 108 | 137 | 166 | 197 | 229 | 262x 296 | 331 | 368 | 405 | 444 | 484 | 526 | 570 | 615 | 662
10 53 81 109 | 139 | 169 | 200 |/ &33 | 266 | 301 | 337 | 374 | 412 | 452 | 493 | 536 | 581 | 627
15 26 54 82 111 141 17250 204 | 237 | 271 | 306 | 343 | 381 | 420 | 460 | 503 | 547 | 592
20 27 1517 83 113 [~343 | 175 | 207 | 241 | 276 | 312 | 349 | 387 | 427 | 469 | 512 | 557
25 27 56 84 115 | 146 | 179 | 211 245 | 280 | 317 | 355 | 395 | 436 | 478 | 522
30 28 56 86 117 | 148 | 181 | 214 | 249 | 285 | 323 | 362 | 402 | 445 | 488
35 28 57 87 118 | 151 184 | 218 | 254 | 291 | 329 | 369 | 410 | 453
40 29 58 89 120 | 163 | 187 | 222 | 258 | 296 | 335 | 376 | 418
45 29 59 90 123 | 156 | 190 | 226 | 263 | 302 | 342 | 383
50 30 60 92 125 | 159 | 194 | 230 | 268 | 308 | 348
59 30 61 93 127 | 161 197 | 235 | 273 | 313
60 31 62 95 129 | 164 | 201 | 239 | 279
65 31 63 97 132 | 168 | 205 | 244
70 32 65 99 134 | 171 | 209
75 32 66 101 137 174
80 33 67 103 | 139
85 34 68 105
90 34 70
95 35




Srazeni organickymi rozpoustedly

* nepolarni vodou misitelna rozpoustedla

« srazeni za nizke teploty (< 0 °C)I!!

aceton, EtOH, isopropanol, MetOH, propanol, diethyleter

Srazeni acetonem (< 1ug/ml)

» pridat 5 objemu vychlazeného (- 20°C) acetonu ke vzorku a vortexovat.
» nechat 30 min pfi — 20°C.

» centrifugace 5 min, 6,000 — 10,000 g.

» odstranit supernatant a peletu nechat vysusit na vzduchu
» resuspendovat peletu



Srazeni organickymi polymery a
slouceninami

PEG 4000 — 6000 — nedenaturujici, ve vodé rozpustny polymer, Ize
kombinovat se srazenim siranem amonnym

tichloroctova kyselina — nukleové kyseliny > 20 nukleotidd, ptiprava
vzorku proteinu na SDS-PAGE (>5ug/ml)

» pridat 1 objem 100 % TCA do vzorku a vortexovat
» nechat 20 min na ledu nebo:15 min pfi — 20 °C

» centrifugace 5 min, 6000 — 10000 ¢

» odstranit supernatant

» resuspendovat peletu v 0,1 M NaOH nebo oplachnout peletu smési
ethanol/ether (1/1) a resuspendovat peletu v pufru



Selektivni denaturace

* Pri této metode denaturace balastni bilkoviny, cilova
bilkovina (enzym) musi zustat z 85 - 90 % v nativhim
stavu.

« Denaturacni vlivy — T, pH

« Balastni bilkovina musi nejen denaturovat, ale i
precipitovat



Viiv teploty

* Pridavky nekterych

latek (substraty, 100
koenzymy, inhibitory) 2
zvysuji stabilitu 20
cilovych bilkovin 60

v , X 50

* pH pri tepelne VA
denaturaci musi byt 30
presné definovano ig

0

\\ — Bilkovina 1

Bilkovina 2

teplota




Viiv pH

*mnoho proteinu se srazi z roztoku

v pH, které odpovida pl

0.005M NaCl
*je dobre znat pl proteinu L 0.02M NacCl
(chromatofokusace, isoelektricka fokusac\‘eg)*
’ =
pH<IEP PpPH=IEP pH>IEP =
§ 0.01M NaCl

R & I i
& W R

4.8 5.0 5:2 5.4 5.6
pH




Afinitni precipitace

bifunkcni ligandy — bis-NAD, bis-AMP, barevné ligandy

\é/ \gf E
e - 2 A

polymer — ligand - PEG- ligand



Imunoprecipitace

«antigeny mohou byt precipitovany pouzitim
odpovidajicich protilatek

protilatky mohou byt precipitovany pouzitim
odpovidajicich antigenu

«antigeny mohou byt preCipitovény pouzitim
nerozpustné formy protilatky



Centrifugace

Pri centrifugaci se separuji cCastice od roztoku na
zaklade jejich velikosti, tvaru, hustoty, viskozity media a
rychlosti otaceni rotoru

el e O m
MATERIAL  Zelezo kamen zelez@ kamen bavina Zelezo
VAHA 100ky 30kg< 10ky 10kg Bky 1k

sedimentace
hustota




Rychlost sedimentace ctastic

G -p)
18 1
v = rychlost sedimentace d = prizmér Castice
P, = hustota Castice | p, = hustota kapaliny
g = centrifugacni rychlost u = viskozita kapaliny

* Rychlost sedimentace Castic je umerna velikosti Castic
* Rychlost sedimentace je umérna rozdilu v hustoté mezi Casticemi a médiem

« Sedimentacni rychlost je nulova, pokud je hustota Castic stejna jako stredni
hustota

* Rychlost sedimentace se snizuje, jak se zvySuje stfedni viskozita
* Rychlost sedimentace se zvySuje s rostouci centrifugacéni rychlosti



Centrifugace - rozdeéleni

Centrifugace

PomalootaCkova Rychlootackova Ultracentrifugace
5 000 ot/min 25 000 ot/min 80 000 ot/min

RPM"x RCF

rychlost: pocCet otaCek za minutu (rpm = revolutions per min.)
odstrediva sila: relativni odstredivé zrychleni (RCF = relative centrifugal

force)

RCF =fxr x (rpm)?

f = pfepocitavaci faktor — 1,118.10°

r - polomér rotoru centrifugy (cm)

lednotky: g (RCF udava, kolikrat je zrychleni centrifugy
vétsi, nez je normalni tihové zrychleni g = 9,81 m/s?)

rad
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Centrifugace - rotory

Uhlové — diferencialni centrifugace, krat$i doba centrifugace

*\Vykyvné — gradientova centrifugace, lepSi separace

—_—
g force lines

/ D{i\

Swinging-bucket Fixed Angle Vertical

Time




Analyticka

diferencialni

gradientova

sedimentacni
rovnovahy

sedimentacni
rychlost




Diferencialni centrifugace:

sopakovana centrifugace se zvysuijici se rychlosti
*na zakladé hustoty a velikosti Castic
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lysosomes
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PELLET 3
microsomes
other small vesicles

bunééna RCF cas
komponenta [Xxg] [min]
bunky (eukaryotické) 1 000 5
chloroplasty, bunééné 4 000 10
membrany, jadra
mitochondrie 15 000 20
lysosomy, bakterialni 30 000 30
membrany
ribosomy 100 000 180
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ribosomes

viruses
large macromolecules




Gradientova centrifugace

Kritéria pro vyber centrifugacniho media:

*musi v roztoku tvofit gradient

*nesmi interferovat se vzorkem

*musi byt lehce odstranitelné ze vzorku

*nesmi byt hypotonické, ani hypertonické pro Castice citlivé na osmoticky tlak

« Jednoduché cukry — sacharosa, sorbitol, glycerol
» Polysacharidy — Ficoll, dextran, glykogen

- Anorganické soli — CsCl, Cs,SO,

« Koloidni oxid kremicity

« Jodované slouceniny

Minimum Mixing
density chamber
solution \‘

Peristaltic pump

Stirrer \ /

VLLLL L L LA L LA Centrifuge tube

T".I:lp
v




Gradient medium

type
Polyhydric alcohols

Sucrose

Glycerol

Sorbitol
Polysaccharides

Ficoll®, polysucrose and
dextrans

Inorganic salts

CsCl

Cs,S0,

KBr

lodinated gradient media
Diatrizoate

Nycodenz®, Histodenz™
lodixanol

Colloidal silica media

Percoll®

Principle uses

Sucrose Organelles, membrane vesicles, viruses, proteins, ribosomes, polysomes
Mammalian cells (infrequent), proteins

Sorbitol Nonmammalian subcellular particles

Mammalian cells (sometimes in combination with iodinated density gradient media), mammalian
subcellular particles (infrequent)

A

DNA, viruses, proteins &
(O
DNA, RNA 25

Plasma lipoproteins
Mainly as a component of commercial lymphocyte isolation media
Mammalian cells, organelles, membrane vesicles, viruses

Mammalian cells, organelles, membrane vesicles, viruses, plasma lipoproteins, proteins, DNA

Mammalian cells, organelles, membrane vesicles (infrequent)

https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biofiles/centrifugation-separations.html



Hustoty a sedimentacni koeficienty
biomakromolekul, bunéénych organel a viru

1.2
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Density (g -cm™3)
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<« ?ci:) Mitochondria
Microsomes
D o
Soluble Nuclei
proteins Viruses
v;;\
4
?' Glycogen
DNA
I R $
V1T 11
Ribosomes, Polysomes
<> RNA
1 10 102 103 10 10° 100 107

Sedimentation coefficient (Svedberg, S)

Koolman, Color Atlas of Biochemistry, 2nd edition © 2005 Thieme



Gradientova centrifugace

A. lzopyknicka

g force

B. zonalni (sedimentacni, nerovnovazna)

Sample

g force

-

Time

'd
s

+++
Time




Gradientova centrifugace

A.lzopyknicka

separace na zakladé ruznych hustot, nezavisle na jejich
velikosti a molekulové hmotnosti

molekuly separovany do rovnovahy, ne podle rychlosti

sedimentace

rychlost napr. 270000 x g, 18-hod

CENTRIFUGATION

= sample

......

CENTRIFUGATION

S — Cscl B ‘
>TART BEFORE EQUILIBERILIM

low buoyant
g e d—— QENSILY
component

FEEESSEN —— high buoyant
density

' component

EQUILIBRIUM
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® sloZzka smési s nejvétsi hustotou

‘ slozka smesi s nejmensSi hustotou

‘ slozka smési se stfedni hustotou

<




Moznosti usporadani
izopyknicné centrifugace

%ee’




)
s

L

S ) = protein
ultracentrifuge at s
176,000 x g for 48 hr at 20°C ¢ | @ ——chromosome
> S | @ <—ssDNA
S | [ <9sONA
Y
high @ <—FRNA
mixed phage
plasmid with CsCl Jfecover the lower
and EtBr 4 "DNA band (dsDNA)

Phage vector (f88-4, fUSES, and iPhage) purification by CsCl. For maximum phage plasmid purity,
perform a CsCI/EtBr gradient. After ultracentrifugation, the lower plasmid band (dsDNA band) is
recovered and precipitated by addition of isoamyl alcohol into the DNA mix.

Feb 2015 - Current protocols in protein science / editorial board, John E. Coligan ... [et al.]




B. zonalni (sedimentacni, nerovnovazna)

*hustota gradienu musi byt mensi nez hustota delenych latek
*vzorek se nanasi nad gradient

*nejCastéji sacharosovy gradient (5-20%)

.gradient stabilizuje zony

VELOCITY SEDIMENTATION

centrifuge tube pierced
" at its base
sample CENTRIFUGATION FRACTIONATION
stabilizing st SIOW-sedimenting
sucrose component automated rack of small
gradient fast-sedimenting \\ A/ collecting tubes allows
component fractions to be collected

ERE ]
gl S
Sl g
izl C2)




Porovnani gradientovych metod

Zonalni centrifugace lzopyknicna centrifugace

Centrifugace nizSi rychlost vysoka rychlost

ukonceni pred Sedimentace
kompletni sedimentaci dlouhy Cas

Sedimentacni rychlost Sedimentacni rovnovaha

Vzorek Obdobna hustota, Podobna Mw, rizna
riuzna Mwi/tvar hustota
Proteiny (podobna Nukleové kyseliny,

hustota, rizna Mw) bunécné organely



Analyticka centrifugace

Sliding slit

T L LTt Nam ]
Photomultiplier
//D\ (or camera)

Rotor hole

. . Light path
Light source Monochromator — o= =




sedimentacni rovnovaha
*meéreni molekulové hmotnosti
studium protein-protein interakci

urcovani nativniho stavu proteinu
(monomer, dimer, trimer, atd.)

meéreni rovhovazné konstanty
meéreni stechiometrie komplext dvou nebo

vice rtuznych proteinu
(antigen-protilatka, receptor-ligand)

M = 2RT/[(1 —Vp)®?] d(Inc)/dr?

[=

Concentration

< Diffusion |Sedimentatio>

o

Bottom

Sample

Reference

(l)zl’t
[ >




sedimentacni rychlost

*meéreni rychlosti sedimentace v zavislosti na centrifugacni
rychlosti
zavisi jak na molekulove hmotnosti, tak i na tvaru molekul

sedimentacni koeficient - rychlost sedimentace v poli o jednotkovém zrychleni

s = uw/o’r = M(1 —9p)/Nof= MD(1 — Vp)/RT

Svedberg (S),1S=1013s

u - radialni rychlost pohybu makromolekuly
w? - Uhlova rychlost rotoru

r - vzdalenost od osy otaceni

w?r - odstrediva sila

M - molekulova hmotnost

v - parcialni specificky objem molekuly
p - hustota roztoku

N, - Avogadrova konstanta

f - frikéni koeficient

D - difuzni koeficient

R - univerzalni plynova konstanta
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Absorbance

Solvent Boundary
meniscus region
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main peak (monomer), 45.5%

| ' | '
%10 ‘Isweiday

o0 leuexaly

o7 | Jaweusd

0 ©°G ISLUIRLS)

%9 | 9L

|1|1[H1n

%9 0C 18WIp ==

%80 ‘B|N2sjow y[ey TH ¢ M
%P1 ‘ureys b1 say ¢

1.0 =

| | | |
o 0 = e
= = = =

0.0

[I = eale [g)o}] ()2 paziewlou

b 0 m 12 4 16 18 200 22 24

sedimentation coefficient (Svedbergs)

4




Isolace nukleovych kyselin
RNA

*Messenger RNA (mRNA): 1-5 %
slouzi jako templat pro syntesu proteinu

*Ribosomalni RNA (rRNA): > 80 %
tvori soucast ribosomu

*Transferova RNA (tRNA): 10-15 %
,preklad® informace z mRNA do aminokyselinové sekvence

DNA

egenomova (chromosomaini)
*organelova
*plasmidova

fagova/virova (ds nebo ss)



Postup izolace nukleovych kyselin

kultivace bunék

lyse - ,otevieni® bunék

purifikace DNA nebo RNA

stanoveni velikosti
a kvality




Cile purifikace

 odstranéni proteinu
» odstranéni DNA nebo RNA

Metody:

* rozdilna rozpustnost
« adsorpCni metody
* hustotni gradient



Isolace a purifikace genomové DNA

RNasa

fenol-chloroform-isoamylalkoholova extrakce

EM';' lyse bunék — napf. SDS, CTAB, sarkosyl + proteinasa K (55 °C, 1hod),
# codstredéni

[
-
: Separace organické faze od vodné faze
p¥) » Organické rozpoustédio dole
* Vodna faze nahore (obsahuje DNA)

* Bunécéné zbytky a proteiny jako tenky film na rozhrani
mezi dvéma fazemi

vodna faze %+

— i

/
e

organicka faze precipitace isopropanolem
*oplachnuti ethanolem

*rozpusténi ve vodé nebo TE pufru



Isolace plasmidové DNA

Alkalicka lyse

* resuspendace bunek

* lyse bunek (SDS, NaOH)

* neutralizace (CH;COOK, pH 5,2)
» chloroformova extrakce

* precipitace isopropanolem

* precipitace ethanolem




Isolace a purifikace RNA

Komplikace - Ribonukleasy

*Enzymy, které degraduji RNA

‘Bézné kontaminanty laboratofi (lidsky i mikrobialni puvod)

*Také se uvolnuji behem isolace RNA ze vstupniho materialu

-Je obtizné je inaktivovat

ochrana pred ribonukleasami

‘pouzivani RNase-free zkumavek, pipet, spicek, atd.

sochranné rukavice e

-pouzivani RNase-free roztoku Eggs

pfidavek inhibitordl RNas (guanidin isothiokyanat,
diethylpyrokarbonat)

Effects of Varying Percentages of Diethyl pyrocarbonate (DEPC) on Increasing Concentrations of RNase. Various
concentrations of RNase A were added to aliquots of water, shaken vigorously for one minute, incubated for one hour at room
temperature and autoclaved for 25 minutes. 1 pl of each solution was mixed with 1 ng of a 5 x 104 com RNA 304 nt probe
and incubated at 37°C for one hour. 5 pl of the reaction was assessed on a 5% acrylamide/8 M urea gel and exposed
overnight to film.



Isolace RNA
Klasicky postup obdobny isolaci DNA

iInhibitor RNas

nizSi pH fenolu (4-6)

oSetfeni DNasou (RNase free)

selektivni precipitace LiCl (rRNA, mRNA)
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Isolace mMRNA
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Miwtura of pytoplosmio RNAs

*naneseni totalni RNA

*eluce mMRNA z oligo(dT) nosicCe

/ T

% T

TT1T

e AAAAMA
TITT

*poly-A konec mRNA'se vaze na

oligo(dT) noside” /

*odmyti rRNA a tRNA
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Purifikace NK pomoci kitu
ionexova chromatografie nebo kolony s kfemicitym nosicem

/ ./ (-
* "} / (- S & P\G N? \
{ <7\ v \H 7, N L
/ "\( et > \( "
o / 2
9\/99 o\ 4 0 0\ \0 \p S
/ \;'-‘-f —_7 — 6\ / . / ‘Q‘
e ) >N ] al W {
o ® [ Ya / 0 ¢ __\ __w@ % \O < \
-5 @ 0/ > T—
PO (v N / (( T o
< \ — o
i q s \ X
S e
! A



Detergenty,
chaotropni sul

Navazani

Soli, alkoholy

Promyti

Soli, alkoholy

Eluce

TE pufr, H,O

eppendorf



Flace frazh lesf or sead sampls

n 96 deep-wall plata in the presence
af Lysis Buffer A, Add 1 or 2

grinding b=ads.

Gnrd. Cantrifuge.

Transter suparnatant o a ckean

plata. &dd Lysis Buffer BifagreSils
Faramagretic Particle mixdurs and mix wall.
Incubate.

Place the plate on the MagnaBat®
25 Magnetic Separation Device.
Cizcard liquid.

Add Wash Buffar and mix.

Place the plate on the MagnaBat®
@5 Magnetic Separation Davice.
Cizcard liquid. Repeat the wash.
Cry the paricles.

Add Mucleass-Fres Water.
Place the plate on the MagnaBat®
28 Magnetic Separation Davice.

Ramove purified CMA 1o a frash plate.
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Owvernight culturas

Resuzpend pellatad
bactarial calls.

Lyze.
Maufralize.
l Transzfer Lysatas.
Clear lysates,
™ C‘x .
The Wizard® SV 96 System operates as a triie “walkaway” system on automated purification Bind DMA.
platforms such as the Beckman Coulter Biomek® FX lahoratory automation workstation. It car
also be used in a manual format.
Wiash
Yields of Plasmid DNA
20
=T
= 15 .
a 10 N Elute DMA.
25 :
0 &
1 48 96
Sample Number .
Highly pura B
o plasmid DNA.




Fiklad vyuziti mRNA

== +DNA

B i e A G »  °P rimarni transkri pt - hnRNA
l ZiSKAME I1ZOLACI
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 priprava rekombinantnich eukaryotickych
proteinu

 (PCR - kvantitativni PCR

Zjistovani hladiny transkripce riznych genu

Real-Time Monitoring of PCR

Higher .
Concentration ! Cencentration
i

Fluorescence

Time (Cycle Number)

. biogipy



