Instrukcja ¢wiczen ,Diagnostyka molekularna” dla IV roku Analityki Medycznej

Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 2.
Izolacja plazmidowego DNA z komdrek E.coli

Pomiar stezenia DNA. Detekcja genu ampC za pomocg PCR.
UWAGA! Praca z materiatem biologicznym prosze przynies¢ na zajecia wtasne rekawice.

Odczynniki:

Roztwor | (0,05M glukoza, 0,01M EDTA, 0,025Tris-HCI, pH 8,0)
Roztwor Il (1%SDS, 0,2M NaOH, robiony na swiezo)

Roztwor 11l (3M CH3COOK, 12% CH3COOH)

Indykator pH

Roztwdr RNAzy A w wodzie (20ug/ml)

96% etanol

70% etanol

Lod

Polimeraza Taq (rozcieficzona 10x polimeraza o stez. 5U/ul w 1 x stez buf. B, Eurx)
Bufor C

Sterylna woda

Plazmidowe DNA wyizolowane na poprzednich ¢wiczeniach
Startery, 5uM

dNTPs, 2mM

Sprzet:
Miniwirowka
Vortex
Termocykler

Zadanie 1. Izolacja plazmidowego DNA

PAMIETAJ O PODPISANIU PROBOWEK TAK, ABY MOC JE ROZPOZNAC ZA TYDZIEN!

1. Do probdowek zawierajgcych osady komadrek bakteryjnych doda¢ 100 pl Roztworu I. Komoérki
bakteryjne doktadnie zawiesi¢ w roztworze w celu otrzymania jednorodnej zawiesiny (pozostajgce
w mieszaninie agregaty komorkowe s3g przyczyna obnizenia wydajnosci lizy komérek, co prowadzi
do spadku wydajnosci izolacji DNA). Nastepnie dodac 1 pl indykatora pH, zamieszac i inkubowac
w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

2. Doda¢ 200 pl Roztworu Il i doktadnie wymieszac przez pipetowanie az do momentu, gdy catosé
roztworu bedzie miata jednorodnie niebieskie zabarwienie. Lize komadrek bakteryjnych prowadzi¢
przez 5 minut na lodzie.

3. Do probdwki doda¢ 150 ul Roztworu Il w celu wytrgcenia biatek. Zawartos¢ probéwki doktadnie
wymieszac przez energiczne wytrzgsanie, az do momentu catkowitego znikniecia niebieskiej barwy
i pojawienia sie stragconych biatek w roztworze.
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4. Probdwki nalezy inkubowa¢ przez 5 minut na lodzie, a nastepnie wirowac¢ 5 minut przy 9 000 x g w
temperaturze pokojowej lub nizsze;.

5. Supernatant znad osadu przenosi¢ do czystej probéwki 1,5 ml. Unika¢ pobierania biatek przy
przenoszeniu roztworu.

6. DNA strgcaé przy uzyciu etanolu. W tym celu do roztworu DNA doda¢ 900 pl 96 lub 99,8% etanolu.
Wymieszaé, inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 2 minuty a nastepnie wirowac 5 minut
przy 9 000xg.

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

8. Do probdéwki doda¢ 500 pl 70% roztworu etanolu. Wazne, aby nie zawieszaé osadu w etanolu!
Ponownie wirowaé¢ w warunkach jak wyzej.

9. Supernatant delikatnie usunaé za pomoca pipety automatycznej (WAZNE: stara¢ sie pobra¢ catosé
roztworu bez naruszenia osadu). Osad plazmidowego DNA suszy¢ umieszczajac probowke
(otwartg) w termobloku ustawionym na 37°C. Tak inkubowa¢ do momentu otrzymania suchego
osadu (brak nawet minimalnych ilosci etanolu).

WAZNE: Z uwagi na mozliwo$¢ obecnodci duzych ilosci RNA w wyizolowanym materiale

rekomendowane jest zawieszenie osadu DNA w roztworze RNazy A.

10. Osad DNA zawiesi¢ w 30 ul roztworu RNazy A o stezeniu 20 pg/ml. Inkubowa¢ w temperaturze
pokojowej przez 15 minut.

Zadanie 2. Pomiar stezenia DNA

Wykona¢ z pomocg prowadzacego spektrofotometryczny pomiar stezenia i czystosci
wyizolowanego DNA. Otrzymane wyniki zapisa¢ ponizej.

Produkty przechowywaé w -20°C. Do krétkotrwatego przechowywania uzywac 4 °C .
Spektrofotometryczny pomiar DNA plazmidowego w celu oznaczenia stezenia i czystosci DNA.
STEZENIE DINA....cecee et et et s e r e saese e e s tesaeaenan

Zanieczyszczenia biatkiem........ccccoeeeieeiecrererenne, 3 A260/A280=.....oieeeeeieieretee et

Zadanie 3. Wykonanie rozciericzenia DNA

Na podstawie wyznaczonego stezenia DNA obliczyé objetos¢ potrzebng do pobrania 40 ng DNA.
Jesli obliczona objetos¢ jest mniejsza niz 0,5 pl wykona¢ dodatkowo rozcienczenie (np. 10x)
materiatu DNA w wodzie, w sterylnej probdwce.

Wymagane/Przygotowane rozcienczenie ................. -krotne

............................................................................................ (opisz jak przygotowano rozcieczenie)
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Zadanie 4. PCR

1.

Do sterylnej, podpisanej probdéwki o pojemnosci 0,2 ml dodaé odczynniki zgodnie z informacjami
zamieszczonymi w tabeli 1-Prébka PCR (kolejnos¢ dodawania istotna).
Jeden zespdt na grupe (wskazany przez prowadzgcego) zamiast probki PCR przygotowuje reakcje
kontrolng NC bez matrycy DNA — kontrola czystosci odczynnikdw. Wszystkie czynnosci wykonywadé
trzymajac probdéwke caty czas na lodzie.

Tabela 1. (Objetos¢ konncowa probki 10 pl)

Odczynnik Stezenie koncowe Prébka PCR Prébka NC
Woda (DEPC) - oblicz 6,5 ul

10x Pol Buffer C 1x 1 1l
Starter AmprF (5 uM) | 0,25 uM 0,5 0,5 ul
Starter AmprR (5 uM) | 0,25 uM 0,5 0,5 ul
dNTPs (2 mM kazdy) | 0,2 mM 1 1 ul
Plazmidowe DNA 4ng/ul Oblicz (zad.3) -

(40 ng)

Polimeraza Taq | 0,25U 0,5 ul 0,5 ul
(0,5U/ i)

Po dodaniu wszystkich sktadnikow, zawartos¢ probéwki delikatnie wymieszac przez pipetowanie i
zwirowa, tak aby catos¢ znalazta sie na dnie probdwki. Ponownie umiescié probowke w lodzie.
Zaprogramowac termocykler na nastepujacy profil termiczny (Tenover et al. 1994, J Clin Microbiol.
32(11): 2729-2737):

Wstepna denaturacja: 5 min- 94°C

Cykl:

Denaturacja: 1 min.- 94°C

Przytaczanie staréw: 1 min.- 57°C

Synteza nici: 1 min.- 72°C

llos¢ cykli: 30

Dodatkowa elongacja 5 min.-72°C
Umiesci¢ probdwke w termocyklerze i uruchomic program.
Pozostaty materiat plazmidowego DNA przekazac¢ do pokoju przygotowawczego (bedzie jeszcze
potrzebny do wykonania ¢wiczenia 4).
Plazmidowe DNA i produkty PCR przechowywaé w -20°C. Unika¢ czestego rozmrazania/zamrazania
materiatu.
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