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Instrukcja do ¢wiczen Nr 1.
Temat: Izolacja catkowitego DNA z tkanki ssaczej metodg
wigzania DNA do kolumny krzemionkowej oraz

spektrofotometryczna ocena jego czystosci i stezenia

W tej metodzie izolacji wykorzystuje si¢ wigzanie DNA do ztoza krzemionkowego w wysokim
stezeniu soli chaotropowych. Ujemnie natadowane czgsteczki DNA tacza si¢ w duzym stezeniu soli
do dodatni naladowanej krzemionki. Zanieczyszczenia sg odptukiwane a nastgpnie DNA

wymywany jest roztworem o niskim st¢zeniu soli (woda lub bufor o niskim st¢zeniu).
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1. Przygotowanie tkanki i trawienie Proteinaza K w buforze lizujacym.
Kazdy zespo6t otrzyma probowke 1.5 ml zawierajaca fragment tkanki (watroba nornicy rudej)
umieszczony w 180 ul buforu T1. W drugiej probéwce bedziemy przeprowadza¢ kontrole
negatywng ekstrakcji, to znaczy przeprowadzimy wszystkie kroki rozpoczynajac od probowki
wypelnionej buforem, bez tkanki.
a) wiacz termoblok i ustaw go na 55°C
b) opisz probowke zawierajaca tkanke w buforze numerem grupy, numerem zespotu i
kolejnym numerem (np. ,,DNA 1.1.17)
c) opisz pustg probowke symbolem ,,KN” (Kontrola Negatywna), numerem grupy, numerem
zespotu 1 kolejnym numerem (np. ,,KN 1.1.17)
d) do proboéwki KN dodaj pipeta automatyczng (zo6tte koncowki) 180 ul buforu T1

e) do obu probéwek dodaj pipeta automatyczng (biate koncéwki) 10 ul roztworu Proteinazy K
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f)

g)
h)

zamknij probowki i silnie wytrzgsaj przez kilkanascie sekund

umies¢ probowki w termobloku nastawionym na 55°C

po 15 minutach wyjmij proboéwki 1 energicznie wytrzasaj przez kilkanascie sekund, umies¢
probéwki ponownie w termobloku

powtarzaj p. h) az do momentu gdy tkanka zostanie catkowicie strawiona, powinno
wystarczy¢ ok. 30-45 min

nastaw termoblok na 70°C

dodaj (niebieskie koncoéwki) 200 pl buforu B3

intensywnie wytrzasaj przez chwile

umies$¢ probéwki w termobloku na 10 min

umie$¢ w termobloku proboéwki z buforem BE (ogrzany bufor BE bgdzie nam potrzebny

poOzniej)

2. Izolacja DNA poprzez wigzanie do zloza krzemionkowego w obecnosci soli chaotropowych.

a)

b)
c)

d)

g)
h)

3
k)
D

wiruj probki przez 2 minuty przy 11 000 x g; Pamietaj o symetrycznym ulozeniu prébek

W wirowce

przenies supernatant do opisanej probowki zawierajacej 200 ul 96% etanolu, wymieszaj
przygotuj kolumny (kazda kolumna ma si¢ znajdowa¢ w probéwce bez wieczka) i podpisz
je tak samo jak probowki zawierajace lizat

przenie$ zawartos¢ probowek na kolumny

umies$¢ kolumny w wirdwce 1 wiryj przez 1 min przy 11 000 x g

wyjmij kolumny z wirdwki i wylej zawarto$¢ probowki, samg kolumne umie$¢ ponownie w
probowce

dodaj na kolumny po 500 pl buforu BW

umies$¢ kolumny w wirdwce i wiruj przez 1 min przy 11 000 x g

wyjmij kolumny z wirowki 1 wylej zawarto$¢ probowki, samg kolumne umie$¢ ponownie w
proboéwce

dodaj na kolumny po 600 pl buforu BS

umie$¢ kolumny w wirdwce i wiruj przez 1 min przy 11 000 x g

wyjmij kolumny z wirowki i wylej zawartos¢ probowki, samg kolumne umie$¢ ponownie w
probowce

umies$¢ kolumny w wirdéwce 1 wiryj przez 1 min przy 11 000 x g (w tym kroku suszymy
kolumng)

w czasie gdy probki sie wirujg przygotuj i opisz nowe probowki z wieczkiem tak samo jak

wp. lbic.
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0) wyjmij kolumny z wiréwki, przenie$ same kolumny na podpisane probowki z wieczkiem
p) do kazdej kolumny dodaj 100 ul buforu BE ogrzanego do 75C
q) odczekaj 3 min
r) umies¢ kolumny w wirowce, nie zamykajac wieczek probowek Eppendorfa i1 wiruj przez 1

min przy 11 000 x g
s) wyjmij kolumny z wirdwki, zdejmij kolumny z probéwek i wyrzu¢. Proboéwki szczelnie

zamknij. Roztwor w probowkach zawiera wyizolowane DNA.

3. Pomiar stezenia i czystosci uzyskanego DNA przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop-
1000.
a) uruchom program ND-1000;
b) wybierz ,, Nucleic Acid”
¢) podnie$ rami¢ NanoDropa (Rys. 1)
d) pipeta automatyczng (biate koncéwki) nanie§1.5 pl wody destylowanej na podstawe
urzadzenia, woda powinna tworzy¢ wyrazng krople, nie rozlewac si¢ na podstawie (Rys. 2);
e) opus¢ rami¢ NanoDropa (Rys. 3)
f) nacisnij <Enter>
g) po krotkiej chwili instrument jest gotowy do kalibracji
h) podnie$ ramig i zetrzyj bibutkg pozostatosci wody z podstawy i ramienia (Rys. 4)
1) nanie$ 2 pl buforu BE i opus¢ rami¢ NanoDropa
J) W programie nacis$nij przycisk ,, Blank”
k) po krotkiej chwili pomiar $lepej proby bedzie zakonczony
1) wprowadz w programie nazwe probki
m) podnie$ rami¢ i zetrzyj bibutka pozostatosci wody z podstawy i ramienia
n) nanie$ 2 pl roztworu DNA
0) W programie naci$nij przycisk ,,Measure”
p) zanotuj wyniki: stezenie DNA (ng/ul), A260/280, A230/260. (Rys. 5)
Po ¢wiczeniach powiniene$(as$) potrafi¢ wyjasnic:
1. Jakie zjawisko wykorzystujemy przy ekstrakcji DNA metoda poznang na ¢wiczeniach?
Znaczenie poszczegolnych etapdw procedury.
Co to jest kontrola negatywna izolacji 1 dlaczego si¢ ja stosuje?
Zasadg¢ spektrofotometrycznego pomiaru st¢zenia DNA.

Znaczenie warto$ci A260/280 1 A260/230.

A
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Rys. 1. Naktadanie probki na podstawe pomiarowa NanoDropa
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Rys. 3. Miedzy gornym i dolnym ramieniem pomiarowym powstaje kolumna cieczy, ktora pozwala
na mierzenie absorbancji.
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Ryc. 4. Czyszczenie podstawy NanoDropa.
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Ryc. 5. Typowy wyglad krzywej pomiaru.
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