Cwiczenie nr 8

Kwasy nukleinowe — izolacja DNA z komorek prokariotycznych

Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Celem ¢éwiczenia jest:
® zapoznanie sie z metodami izolacji plazmidowego DNA z komdérek prokariotycznych

® zapoznanie sie z metodami rozdziatu elektroforetycznego wyizolowanego DNA

Kwasy nukleinowe to dtugie liniowe polimery, ktérych zadaniem jest przenoszenie
informacji genetycznej. Polimery te zbudowane s3 z pojedynczych monomeréw w skfad
ktorych wchodzg: zasada azotowa, cukier i kwas fosforowy.

W kwasie deoksyrybonukleinowym (DNA) wystepuje cukier deoksyryboza, a kwasie
rybonukleinowym (RNA) ryboza. Cukry w kwasach nukleinowych potgczone sg wigzaniami
fosfodiestrowymi i czesto sg okreslane jako rdzen kwasu nukleinowego. W DNA wystepujg
cztery rodzaje zasad: adenina i guanina (zasady purynowe) oraz cytozyna i tymina (zasady
pirymidynowe). W RNA zamiast tyminy wystepuje uracyl. Zasady te tgczg sie ze sobg w Scisle
okreslony sposdb: tymina z adening za posrednictwem dwodch wigzan wodorowych, oraz
cytozyna z guaning za posrednictwem trzech wigzan wodorowych. Takie tgczenie sie zasad w
pary jest okreslane mianem tworzenia sie komplementarnych par zasad. Dzieki temu
powstaje stabilny przestrzennie uktad determinujgcy strukture kwaséw nukleinowych.

Plazmidy to pozachromosomowe elementy genetyczne, wystepujgce u wielu
organizméw prokariotycznych, a takie u niektérych eukariontéw, zdolne do
autonomicznego, niezaleznego od DNA chromosomowego namnazania sie, a takze fizycznie
od niego odrebne.

Enzymy restrykcyjne (restryktazy) stanowia klase enzyméw z grupy endonukleaz
naturalnie wystepujaca u bakterii i sinic. Majg zdolnos$¢ do specyficznego rozpoznawania
krotkich sekwencji DNA i rozcinania kwasu w ich obrebie. Dzieki temu znajdujg szerokie
zastosowanie w biologii molekularnej. Enzymy restrykcyjne po trawieniu dwuniciowego DNA
pozostawiajg grupe fosforanowg na koricu 5', a grupe hydroksylowg na koncu 3'.

Elektroforeza to metoda analizy i rozdziatu natadowanych czastek w polu elektrycznym.
Elektroforeza jest jedng z gtdwnych metod rozdzielania, identyfikacji i oczyszczania kwaséw
nukleinowych. Do rozdziatu fragmentéw DNA najczesciej stosuje sie elektroforeze w zelu



agarozowym. Agaroza to polisacharyd, tatwo rozpuszczajgcy sie w wodzie i pozostajgcy w
stanie ptynnym do temperatury ok. 40°C. Ponizej tej temperatury zestala sie i tworzy
porowaty zel, ktéry po umieszczeniu go w odpowiednim buforze i przytozeniu
odpowiedniego pola elektrycznego pozwala na migracje ujemnie natadowanych fragmentow
kwasow nukleinowych w kierunku dodatniej anody.

Zasada metody

Technika izolacji DNA opiera sie na zdolnosci wigzania sie tego kwasu nukleionowego do zt6z
krzemionkowych w wysokich stezeniach soli chaotropowych. W pierwszym etapie bakterie
poddawane sg lizie alkalicznej, a nastepnie lizat zobojetniany jest odpowiednim buforem.
Bufor ten powoduje precypitacje chromosomalnego DNA i biatek, pozostawiajgc
jednocze$nie plazmidowe DNA w roztworze. Po odwirowaniu prébki, supernatant
zawierajacy plazmidowe DNA nanoszony jest na minikolumne ze specjalnym ztozem
krzemionkowym. DNA przechodzac przez ztoze osiada na nim, podczas gdy zanieczyszczenia
przechodzg do roztworu. Po wyptukaniu z kolumny resztek zanieczyszczen, oczyszczone
plazmidowe DNA wymywane jest z niej buforem TE lub wodg i nadaje sie do dalszych analiz
bez koniecznosci precypitacji.

Procedura — czes¢ |

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.

2. Dodac 200 pl alkalicznego roztworu lizujgcego L2 i po wymieszaniu przez kilkukrotne
odwracanie probowki pozostawi¢ 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 probdwki. Po 3 minutach inkubacji lizat powinien by¢ catkowicie
klarowny. Jezeli nie jest nalezy odwrdcié lizat kilka razy i przedtuzy¢ czas inkubacji o
dalsze 3 minuty.

3. Doda¢ 400 pl roztworu zobojetniajgcego GL3 i wymiesza¢ przez kilkukrotne
odwracanie probowki.

4. Wirowac 10 minut przy 10 tys. RPM.
5. Ostroznie wla¢ supernatant do minikolumny do oczyszczania plazmidowego DNA.

6. Wirowac 1 minute przy 10 tys. RPM.
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Wyciggng¢ minikolumne z probowki, wyla¢ przesgcz i ponownie wtozy¢ jg do
probowki.

Doda¢ do kolumny 500 ul pierwszego roztworu ptuczgcego W.
Wirowac 1 minute przy 10 tys. RPM.

Wyciggna¢ minikolumne z probowki, wyla¢ przesacz i ponownie wtozy¢ kolumne do
probowki.

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

Osuszong minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce 1.5 ml i do ztoza znajdujgcego
sie na dnie kolumny doda¢ 60 pul ultraczystej wody DEPC.

Probke inkubowac 3 minuty w temperaturze pokojowej.
Wirowac 1 minute przy 6 tys. RPM.
Po wirowaniu usung¢ kolumne i zmierzy¢ stezenie uzyskanego DNA.

Wynik umiesci¢ w sprawozdaniu.

Trawienie enzymami restrykcyjnymi

1. Przygotowacd i podpisac trzy probowki odpowiednimi oznaczeniami oraz nazwg grupy
2. Do przygotowanych probowek odpipetowacé odczynniki wedtug ponizszej tabelki:
Probka DNA Bufor do enzymow Enzym Enzym H,0

200 ng restrykcyjnych restrykcyjny | | restrykcyjny Il

1. | pl 1l 1l do 10 ul

2. | pl 1l 1l do 10 ul

3. | pl 1l 1l 1l do 10 ul

3. Zawarto$¢ probdwek inkubowac w temperaturze 37°C przez 16 godzin.




Procedura — czes¢ Il

Przygotowanie zelu agarozowego (1%)

2. Przygotowac 400 ml buforu TBE (0,5x stezonego) z roztworu wyjsciowego (10x

5.

stezonego).

Odwazy¢ odpowiednig ilo$¢ agarozy i rozpusci¢ w 50 ml przygotowanego roztworu
buforu TBE w tazni wodnej.

Do ochtodzonego zelu (ok. 50°) dodac 50 pl roztworu bromku etydyny i doktadnie
wymiesza¢. UWAGA! Bromek etydyny jest kancerogenem — zatozy¢ rekawiczki,
pracowac pod dygestorium!!!

Tak przygotowany zel wyla¢ do przygotowane]j podstawki z grzebieniem i pozostawié
do zastygniecia (ok. 30 minut)

Elektroforeza w zelu agarozowym

1.

Po zastygnieciu zelu usunac ograniczniki, a podstawke z zelem umiesci¢ w aparacie do
elektoroforezy.

Zala¢ aparat do elektorforezy przygotowanym wczesniej 0,5 x stezonym buforem TBE.
Ostroznie usungc grzebien z zelu.

Prébki po trawieniu enzymami restrykcyjnymi (ok. 8-10ul) wymiesza¢ z buforem
obcigzajacym zawierajacym btekit bromotymolowy (ok. 2-4pl).

Do studzienek w Zzelu agarozowym natozy¢ przygotowane probki oraz marker
wielkosci prazkow.

Aparat zamkng¢ i podtaczy¢ do pradu. Zachowac ostroznosc!!!
Warunki rozdziatu:

- napiecie: 100V

-czas rozdziatu: 45-60 minut

Po zakoniczonym rozdziale elektroforetycznym wyniki oglagda¢ na transiluminatorze w
Swietle UV. UWAGA! Chroni¢ oczy przed UV!!!

Wyniki uzyskane w trakcie rozdziatu umiesci¢ w sprawozdaniu.



