TECHNIKA IZOLACJI DNA METODA KOLUMNOWA

1. Warunki wstepne
Nalezy powtorzy¢ wiadomosci dotyczace budowy 1 wlasciwosci kwasow nukleinowych.

2. Wistep
Izolacja DNA jest wyjéciowym etapem wielu procedur stosowanych w biologii
molekularnej i diagnostyce. Celem izolacji DNA jest otrzymanie preparatu

wysokoczasteczkowego, oczyszczonego DNA z maksymalng wydajnoscig.

Materiat przeznaczony do izolacji DNA powinien by¢ pobierany jalowo i do czasu
izolacji przechowywany w odpowiednich warunkach, tj. takich, ktore zabezpieczaja DNA
przed degradacja i kontaminacja. Sposob przechowywania zalezy od rodzaju tkanki; np.
mickkie tkanki zwierzece przechowywa¢ nalezy zamrozone w temp. -20°C

Wyboér metody izolacji i oczyszczania zalezy od rodzaju kwasu nukleinowego jaki
chcemy uzyska¢ (DNA genomowe, mitochondrialne, plazmidowe), jego pochodzenia
(roslinne, zwierzgce, bakteryjne, wirusowe), rodzaju materiatu z jakiego przeprowadzamy
izolacje (tkanka, hodowla komorkowa), oczekiwanych rezultatow (czystos¢, jakosé, czas
izolacji) oraz przeznaczenia (PCR, klonowanie, synteza cDNA). Metoda izolacji powinna
uwzgledniaé parametry warunkujace zachowanie natywnej struktury DNA, takie jak: pH,
temperatura, sita jonowa, obecnos$¢ deoksyrybonukleaz czy odporno$¢ mechaniczna DNA.

Etapy izolacji DNA:
I. wstepne przygotowanie materiatu biologicznego do izolacji DNA: oczyszczanie,
rozdrobnienie, zawieszanie w buforze
Il. dezintegracja i liza komorek:

e rozbicie Sciany 1 btony komodrkowej (homogenizacja — migkkie tkanki
zwierzgee, sonifikacja — zawiesiny komorek, rozcieranie — komorki
ro$linne, liza detergentami — hodowle komorkowe, liza enzymatyczna —
komorki bakterii, drozdzy);

e uwolnienie DNA i innych komponentow wewnatrzkomorkowych do
roztworu

[1l. inaktywacja komorkowych nukleaz silnymi enzymami proteolitycznymi
(proteinaza K, pronaza)

IV. oddzielenie izolowanego kwasu od pozostatych komponentéw komoérek (sposob
zalezy od stosowanej metody)

V. oczyszczenie 1 zageszcezenie roztworu DNA (nie zawsze jest konieczne; stosowane
w przypadku niektérych metod)

VI. przechowywanie roztworu czystego DNA w +4 °C lub zamrozony w -20°C

Izolacja DNA z tkanek metodg kolumnowg (Genomic Mini, AA Biotechnology)

Metoda ta opiera si¢ na zdolnosci wigzania si¢ DNA do zl6z krzemionkowych w
wysokich stezeniach soli chaotropowych. Komorki lub tkanka sg lizowane w buforze
lizujacym zawierajagcym sole chaotropowe i detergenty niejonowe (bufor TL). Dodatkowo w
procesie lizy uczestniczy silna proteaza (Proteinaza K). W tych warunkach dochodzi do lizy




komorek 1 degradacji wszystkich biatek. Nastepnie mieszanina nanoszona jest na
minikolumne ze specjalnym zlozem krzemionkowym. DNA przechodzac przez ztoze
osiada na nim, podczas gdy zanieczyszczenia przechodza nie wigzac si¢. Po wyptukaniu z
kolumny resztek zanieczyszczen (za pomoca roztworu Al), oczyszczone DNA wymywane
jest z niej niskojonowymi buforami (bufor Tris - TB) lub woda i nadaje si¢ do
bezposredniego wykorzystania bez koniecznos$ci precypitacji.

Oznaczanie stgzenia i czystosci roztworéw kwaséw nukleinowych

W celu pomiaru stezenia wyizolowanego DNA najczesciej stosowana jest metoda
spektrofotometryczna. Oznaczanie st¢zenia roztworu DNA Opiera si¢ na pomiarze absorpcji
swiatta (gestosci optycznej OD) przy dtugosci fali najpierw 260 nm, a nastgpnie 280 nm. OD
przy 260 nm jest rowna 1 dla dwuniciowego DNA 0 stezeniu 50ug/ml, dla jednoniciowego
DNA o stgzeniu 33 pg/ml. Stosunek ODjgo/ OD2gp Opisuje czysto$¢ preparatu. Wartos¢ tego
wspotczynnika miedzy 1,8 — 2,0 oznacza, ze wyizolowane preparaty sg wystarczajaco
oczyszczone, z kolei warto$¢ rowna < 1,8 §wiadczy o tym, ze w danym preparacie DNA
znajdujg si¢ biatka, natomiast warto$¢ > 2,0 wskazuje na obecno$s¢ RNA, w zwiagzku z czym
preparat taki wymaga dodatkowego oczyszczenia.

Wykrywanie obecnosci DNA

Obecnos¢ DNA mozna wykry¢ za pomocg reakcji Feulgena. Reakcja Feulgena jest szeroko
stosowana w metodach histochemicznych do wybidrczego wybarwiania jader 1
chromosomow. Jest to technika potilosciowa; na podstawie intensywnosci uzyskanego
zabarwienia mozna oceni¢ wzgledne rdznice w zawartosci DNA miedzy analizowanymi
probkami/preparatami.

Reakcja ta sktada si¢ z dwoch etapow:
I. tkanke lub wyizolowany DNA poddaje si¢ hydrolizie w kwasie solnym, co powoduje
pekniecie pierscienia pentozowego dezoksyrybozy 1 powstanie grupy aldehydowe;j
I. wykrywanie wolnej grupy aldehydowej odczynnikiem Schiffa; DNA barwi si¢ na
kolor czerwony
Poniewaz hydroliza nie powoduje peknigcia pier§cieni rybozy, reakcja ta nie wykrywa RNA.

3. Opis procedury

Cwiczenie 1. Izolacja DNA z komérek zwierzecych metoda kolumnowa
1. Komorki w ilosci 1x10° nalezy odwirowaé doktadnie i zawiesi¢ w 100 pl buforu Tris

(10mM TRIS.HCI pH 8.5).

2. Doda¢: 150 pl uniwersalnego roztworu lizujacego LT i 20 pl roztworu Proteinazy K
3. Cato$¢ wymiesza¢ przez worteksowanie i inkubowac w temperaturze 37°C przez 20
min

4. Przenies¢ probke do 75° C i inkubowac¢ 5 min.



5. Probke intensywnie worteksowa¢ 20 s, nastepnie wirowaé¢ 3 min. przy 10-15 tys.
RPM.

6. Pobra¢ supernatant i nanie$¢ na minikolumne do oczyszczania genomowego DNA i
wirowa¢ 1 min. przy 10-15 tys. RPM.

7. Doda¢ do kolumny 500 pl roztworu pluczacego Al i wirowaé 1 min. przy 10-15 tys.
RPM.

8. Przenies¢ minikolumne do nowej probowki 2 ml (w zestawie) 1 doda¢ 400 pl
roztworu pluczacego Al, wirowac 2 min. przy 10-15 tys. RPM.

9. Osuszong minikolumne umiesci¢ w nowej probowce 1,5 ml i do ztoza znajdujgcego
si¢ na dnie kolumny doda¢ 100 pl buforu Tris (10mM TRIS.HCI pH 8.5)

10. Inkubowa¢ probki przez 5 min. w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowaé 1
min. przy 10-15 tys. RPM.

11. Minikolumneg usunaé, a oczyszczone DNA znajdujace si¢ w proboéwce przetrzymywac
w lodowce lub zamrozi¢ do czasu dalszych analiz.

Cwiczenie 2. Wykrywanie DNA za pomoca reakcii Feulgena

=

Odparafinowane i uwodnione preparaty przeptuka¢ w wodzie destylowanej (2 min.)
Umiesci¢ jeden preparat w 1M HCI (czas zalezy od zastosowanego utrwalacza i
temperatury), a drugi w wodzie destylowanej

Przeptuka¢ w wodzie destylowanej (1 min.)

Zanurzy¢ w odczynniku Schiffa (30 - 60 min)

Przeptuka¢ w roztworze pirosiarczynu potasu (2 x 2 min.)

Odwodnic¢ (szereg alkoholi, ksylen) i zamyka¢ szkietkiem nakrywkowym
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4. Wymagania
Student powinien potrafi¢ przeprowadzi¢ izolacj¢ DNA metoda kolumnowa oraz reakcje
Feulgena. Student powinien zna¢ podstawy teoretyczne izolacji DNA z zastosowaniem
metody kolumnowej oraz reakcji Feulgena oraz umie¢ wyjasni¢ znaczenie
poszczegbdlnych etapow przeprowadzanych procedur.
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