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Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 3.

Izolacja DNA metod3a chelex. Wyznaczanie stezenia i czystosci DNA.
Izolacja genomowego DNA metodg kolumienkowa.

1. lzolacja DNA metodg chelex. Wyznaczanie stezenia i czystosci DNA.

Na zajecia prosze przynies¢ kalkulatory.

UWAGA! Praca z materiatem biologicznym prosze przynies¢ na zajecia wiasne rekawice
Wszystkie probowki i kolumny podpisywac w celu unikniecia pomytkowych wymian probéwek z innymi
grupami.

Unikaj dotykania bibuty rekoma, nozyczki po kazdorazowym uzyciu oczys¢ za pomoca 70% etanolu (ochrona
przed kontaminacjami obcym DNA).

Odczynniki:

Sterylna igta

Probéwki typu Eppendorf 1,5 ml
PBS

Bibuta filtracyjna

20% chelex w wodzie destylowanej
Woda wolna od nukleaz

Noukwnek

70% etanol (do przemywania powierzchni narzedzi)
Sprzet:

Nozyczki (przed uzyciem pamietac o przemyciu 70% etanolem)
Termoblok (99° C)

Miniwiréwka

Pipety automatyczne

vk whe

Pensety

Zadanie 1. Przygotowanie plam z zawiesiny komorek:

1. Nanie$¢ 3 krople (kazda po 3,5 pl) zawiesiny komdrek na bibute filtracyjng. Koniecznie
zaznaczyc¢ srodek plamy przez delikatne naktucie bibuty korncowka lub igta (po wyschnieciu
plama nie bedzie widoczna).

2. Poczekaé do wyschniecia, ok. 5 min.

Kontrolnie jedna grupa przygotowuje plamy wody (3 krople po 3,5 ul).
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Zadanie 2. Izolacja DNA przy uzyciu zywicy Chelex 100 (Sigma)

1. Nastawic termo blok na 99° C.

2. Przygotowaé, podpisang sterylng probéwke o obj. 1,5 ml. Czystymi nozyczkami wycigé plamy
zawiesiny komérek/wody i umiesci¢ w probdwce.

3. Doda¢ 1 ml PBS (bibutki muszg by¢ zanurzone w roztworze!)

4. Inkubowac w temperaturze pokojowej 10 min.

5. Wirowac przez 2 min., przy 14 000 xg. Usung¢ supernatant za pomocg pipety.

6. Ponownie doda¢ 1 ml PBS i wirowac przez 2 min. przy 14 000 xg.

7. Supernatant usungc za pomocg pipety (pamieta¢ o zmianie koricowki)

8. Doda¢ 150 ul wody wolnej od nukleaz.

9. Doda¢ 50 pl 20% roztworu Chelex ( w destylowanej wodzie)

10. Inkubowa¢ w 99° C przez 10 min.

11. Wirowac przez 1 min., przy 14 000 xg. Supernatant przenie$é do czystej podpisanej probowki.
12. Materiat przechowywaé w -20° C.

Pytania sprawdzajace:

1. Chelex 100 to nazwa handlowa kopolimeru
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dziatajg jako Srupy....ccceeeeeee e wielowartosciowe jony metali.
2. Omdw metode szybkiej analizy czystosci preparatow DNA:
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3. Do pomiaru stezenia DNA przygotowano roztwér 50 razy rozcienczony. Oblicz stezenie
wyjsciowego roztworu DNA plazmidowego, jezeli absorbancja przy 260 nm roztworu
rozcienczonego wynosita 0,250.
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4. Na podstawie krzywej standardowej, oblicz stezenie DNA w prébce, ktérej luminescencja
wynosita 300 RLU.

DNA Quant standard curve
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5. Korzystajac z doktadnego wzoru na mase malowg: sSDNA M.W. = (An x 313.2) + (Tn x 304.2) + (Cn x
289.2) + (Gn x 329.2) + 79.0 lub wzoru uproszczonego: M.W. of ssDNA = (ilo$¢ nucleotydéw x 303.7) +
79.0, oblicz ile czgsteczek DNA znajduje sie w probdéwce zawierajgcej 1ug oligonukleotydu o
sekwencji: 5’ATTAGCCCTTAAGGGCAGCTTAGC3’

6. Absorbancja przy 260 nm roztworu startera do reakcji PCR o sekwencji jak w zadaniu 5 wynosi
1. lle razy nalezy rozcienczyc¢ ten roztwor aby uzyskac stezenie 1 uM?

7. Jak nalezy przygotowac 100 ul roztworu zawierajgcego startery F i R o stezeniu 10 uM kazdy,
jezeli stok roztworu F wynosi 1ImM a stok roztworu R 2,5 mM?

Izolacja genomowego DNA metodg kolumienkowa.
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Wszystkie probéwki i kolumny podpisywac w celu unikniecia pomytkowych wymian

probdéwek z innymi grupami.

Odczynniki:

L e NOU R WN R

Kolumna(mini) z probowka odbierajacg

Probéwki typu Eppendorf 1,5 ml

PBS

Roztwér QB (Sol QB)-bufor aktywacyjny

Buffor QB (Buffer QB)- do réwnowazenia kolumny
Roztwér Proteinazy K

RNAza A

96% lub 99,8% etanol

Wash QBX 1- bufor ptuczacy

. Wash QBX 2- bufor ptuczacy
. Bufor do elucji -10 mM Tris —HCI, pH 8,5 (pamietac o podgrzaniu do 80°C)

Termoblok (70° C, potem 80° C)
Vortex

Miniwirdwka

Pipety automatyczne

Zadanie 1. Izolacja gDNA przy uzyciu zestawu GeneMATRIX Qiuck Blood DNA Purification Kit (EURx)

4.

9.

10.

11.

Materiat do izolacji: osad limfocytéw pochodzacych z hodowli (biataczka) zawiesi¢ doktadnie
w 200 pul sterylnego buforu PBS.

Do materiatu biologicznego (200 pl) doda¢ 2ul RNAzy A, po czym 10 pl Proteinazy K,
a nastepnie 200 pl roztworu QB (Sol QB). Wymiesza¢ doktadnie worteksujac i inkubowac
w termobloku przez 10 min w 70° C. W tym czasie przygotowac kolumienki — punkt 3.

Na kolumne nanie$¢ za pomocga pipety 30 pl buforu QB (Buffer QB) i inkubowaé 10 min,
w temperaturze pokojowej w celu zrdwnowazenia kolumny przed natozeniem materiatu po
lizie.

Do mieszaniny komérek z proteinaza K (punkt 2) dodac 200 pl etanolu (96-100%). Wymieszac
doktadnie przy uzyciu worteksu. Wirowa¢ przez 1 min., przy 11 000 xg (PAMIETAC
o zréwnowazeniu probowek w wiréwce!).

UWAGA: Po zakonczeniu lizy materiatu biologicznego, przestawi¢ temperature termobloku na
80°C i umiesci¢ w nim probdéwke z buforem do Elucji (bufor podgrzewac az do momentu kiedy
bedzie potrzebne w punkcie 11).

Lizat po odwirowaniu przenie$¢ na przygotowang kolumne. Wirowaé 1 min, przy 11 000 xg.
PAMIETAC o umieszczeniu kolumny przed wirowaniem w probéwce odbierajace;!
Supernatant z probéwki odbierajgcej usungé i ponownie umiesci¢ w niej kolumne.

Do kolumny dodac¢ za pomocg pipety 500 pl buforu Wash QBX 1 i wirowac¢ 1 min., przy 11000
Xg

Usungc ciecz z probowki odbierajgcej i ponownie umiesci¢ w niej kolumne.
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12. Na kolumne, za pomocg pipety przenies¢ 500 pul buforu Wash QBX2

13. Usunac ciecz z probéwki odbierajgcej, umiesci¢ ponownie w niej kolumne i wirowac¢ 1 min.,
przy 11 000 xg.

14. Kolumne umiesci¢ w czystej probdéwce (koniecznie podpisanej w rozpoznawalny sposéb na
kolejnych zajeciach) i doda¢ 50 ul GORACEGO buforu do Elucji doktadnie na Srodek membrany,
unikajgc jej dotkniecia przez koricéwke pipety.

15. Inkubowad przez 2 min. w temperaturze pokojowej, po czym wirowac przez 1 min. przy 11 000
Xg.

16. Usung¢ kolumne. Zamkngé¢ probowke z wyizolowanym gDNA i odda¢ do pokoju
przygotowawczego w celu przechowywania materiatu w -20° C.

Zadanie 2. Pomiar stezenia i czystosci wyizolowanego DNA.

Narysuj schemat widma preparatu gDNA w zakresie $wiatta UV:
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Pytania sprawdzajgce:

8. Omoéw podziat frakcji DNA w komédrkach eukariotycznych
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10. Oméw strukture DNA, wymien rodzaje wigzan stabilizujgcych te

Lor. - ) A= or.d (PO OO TSROSO

11. Jaka temperatura jest rekomendowana do przechowywania DNA ?
12. Opisz warunki przechowywania materiatu biologicznego przeznaczonego do izolacji DNA

(tkanka, izolowane komaérki, ptyny ustrojowe).
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