Instrukcja ¢wiczen ,Biologia molekularna” dla II roku Farmacji
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Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 5.
Izolacja plazmidowego DNA.

Oznaczanie stezenia DNA.

UWAGA! Praca z materiatem biologicznym! Prosze przynie$é na zajecia wtasne rekawice
i okulary ochronne.

Zadanie 1.

1. Do probéwek zawierajgcych osady komérek bakteryjnych doda¢ 100 pl Roztworu | (0,05M
glukoza, 0,01M EDTA, 0,025Tris-HCI, pH 8,0). Komodrki bakteryjne doktadnie zawiesi¢ w roztworze
w celu otrzymania jednorodnej zawiesiny (pozostajgce w mieszaninie agregaty komérkowe sg
przyczyng obnizenia wydajnosci lizy komérek, co prowadzi do spadku wydajnosci izolacji DNA).
Nastepnie doda¢ 1 pl indykatora pH, wymieszac i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
2. Dodad 200 pl Roztworu Il i doktadnie wymieszac przez pipetowanie az do momentu, gdy catosé
roztworu bedzie miata jednorodnie niebieskie zabarwienie. Lize komodrek bakteryjnych prowadzi¢
przez 5 minut na lodzie.

3. Do probdéwki doda¢ 150 pl Roztworu Il (3M CH3COOK, 12% CHsCOOH) w celu wytracenia
biatek. Zawartos¢ probowki doktadnie wymiesza¢ przez energiczne wytrzasanie az do momentu
catkowitego znikniecia niebieskiej barwy i pojawienia sie strgconych biatek w roztworze.

4. Probowki inkubowaé przez 5 minut na lodzie, a nastepnie wirowac¢ 5 minut przy 9000 x g
w temperaturze pokojowej lub nizszej.

5. Supernatant znad osadu przenies$é do czystej probéwki 1,5 ml (unikaé pobierania biatek przy
przenoszeniu roztworu!)

*Opcjonalnie preparat mozna dodatkowo oczyszczac przy uzyciu mieszaniny fenol: chloroform: alkohol
izoamylowy (25:24:1). W tym celu do roztworu DNA nalezy doda¢ 400 pl mieszaniny f:ch:ai, doktadnie
wymieszac¢ na vortexie a nastepnie wirowac 5 minut, przy 12 000 x g. Gérng warstwe wodng przeniesé
do czystej probowki.

6. DNA stracac przy uzyciu etanolu. W tym celu do roztworu DNA doda¢ 900 pl 96-99,8% etanolu.
Wymieszaé, inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 2 minuty a nastepnie wirowac¢ 5 minut przy
9000xg.

7. Supernatant znad osadu zla¢, a otwarte probowki umiesci¢ ,,do goéry nogami” na czystej ligninie
lub reczniku papierowym w celu usuniecia resztek roztworu.

8. Do probéwki doda¢ 500 pl 70% roztworu etanolu. Wazne aby nie zawiesza¢ osadu w etanolu!

Ponownie wirowa¢ w warunkach jak wyzej.
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9. Supernatant delikatnie usungé za pomocg pipety automatycznej (stara¢ sie pobraé catosc
roztworu bez naruszenia osadu). Osad plazmidowego DNA suszy¢ umieszczajac probowke (otwartg)
w termobloku ustawionym na 37° C. Tak inkubowaé¢ do momentu otrzymania tylko suchego osadu
(brak nawet minimalnych ilosci etanolu).

WAZNE: Z uwagi na mozliwoéé obecnosci duzych iloéci RNA w wyizolowanym materiale
rekomendowane jest zawieszenie osadu DNA w roztworze RNazy A.

10. Osad DNA zawiesi¢ w 30 pl roztworu RNazy A o stezeniu 20 pug/ml (rozciericzonej woda lub
buforem TE). Inkubowaé¢ w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po tym czasie probéwki odda¢ do
pokoju przygotowawczego w celu przechowania materiatu do nastepnych ¢wiczen.

Produkty przechowywaé¢ w -20° C (do krotkotrwatego przechowywania- 4 ° C). Doktadnie opisac

probowki z materiatem, nr grupy i inicjaty !!!

Zadanie 2. Oznaczanie stezenia DNA
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1. Do pomiaru stezenia DNA przygotowano roztwdr 50 razy rozciefczony. Oblicz stezenie

wyjsciowego roztworu DNA plazmidowego, jezeli absorbancja przy 260 nm roztworu rozcieiczonego

wynosifa 0,250.

2. Ile wynositoby stezenie RNA o takiej samej absorbancji jak w zadaniu 1?
3. Ocen czystosé preparatu DNA, ktérego absorbancja przy 260 nm wynosi 0,250 a przy 280 nm
0,137.
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