CWICZENIE NR 4

Nowoczesna biotechnologia w kosmetologii

Izolacja DNA

1.

Osad z 1.5 - 3 ml nocnej hodowli bakterii doktadnie zawiesi¢ przez pipetowanie
lub worteksowanie w 200 pl roztworu do zawieszania L1.

Dodac 200 pl alkalicznego roztworu lizujgcego L2 i po wymieszaniu przez
kilkukrotne odwracanie probdowki pozostawié¢ 3 min. w temperturze pokojowe;j.

Uwaga! Po dodaniu roztworu L2 nalezy ostroznie miesza¢ zawartos¢ probowki aby nie
spowodowac fragmentacji chromosomalnego DNA. Zwykle wystarczy 5-6-cio krotne odwrdcenie
probéwki. Po 3 minutach inkubacji lizat powinien by¢ catkowicie klarowny. Jezeli nie jest nalezy
odwrdcic lizat kilka razy i przedtuzyé czas inkubacji o dalsze 3 minuty.
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Doda¢ 400 pl roztworu zobojetniajgcego GL3 i wymieszac przez kilkukrotne
odwracanie probowki.

Wirowac 10 minut przy 10 - 15 tys. RPM.

Ostroznie wlaé supernatant do minikolumny do oczyszczania plazmidowego DNA.
Wirowac 1 minute przy 10 - 15 tys. RPM.

Wyciggnaé minikolumne z probéwki, wylaé przesacz i ponownie wtozyé jg do probdwki.
Doda¢ do kolumny 500 pl pierwszego roztworu ptuczgcego W.

Wirowac 1 minute przy 10-15 tys. RPM.

Wyciagnaé minikolumne z probéwki, wylaé przesgcz i ponownie wtozy¢ kolumne do
probowki.

Doda¢ do kolumny 600 ul drugiego roztworu ptuczacego Al.
Wirowaé 2 minuty przy 10-15 tys. RPM.

Osuszong minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce 1.5 ml i do ztoza znajdujgcego sie na
dnie kolumny dodac¢ 60 pl utraczystej wody DEPC.

Probke inkubowac 3 minuty w temperaturze pokojowe;.
Wirowac¢ 1 minute przy 10-12 tys. RPM.
Po wirowaniu usungé kolumne i zmierzyé stezenie uzyskanego DNA.

Wynik umiesci¢ w sprawozdaniu.

Trawienie enzymami restrykcyjnymi, elektroforeza w zelu agarozowym, analiza wynikéw



