Cwiczenie nr 8

Kwasy nukleinowe

I. 1zolacja DNA z komérek prokariotycznych, trawienie enzymami

restrykcyjnymi

Il. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

WYKONANIE CWICZENIA:

I. 1zolacja DNA z komorek prokariotycznych, trawienie enzymami restrykcyjnymi
Izolacja DNA

1.

9.

Osad z nocnej hodowli bakterii (znajdujacy sie w probdwkach) doktadnie zawiesi¢
przez kilkukrotne pipetowanie w 200 pl roztworu do zawieszania L1.

Doda¢ 200 ul alkalicznego roztworu lizujgcego L2 i po wymieszaniu przez kilkukrotne
odwracanie probéwki pozostawic¢ 3 min. w temperturze pokojowe;.

Uwaga! Po dodaniu roztworu L2 nalezy ostroznie miesza¢ zawartos¢ probowki aby
nie spowodowac fragmentacji chromosomalnego DNA. Zwykle wystarczy 5-6-cio
krotne odwrdcenie probdéwki. Po 3 minutach inkubacji lizat powinien by¢ catkowicie
klarowny. Jezeli nie jest nalezy odwrécic lizat kilka razy i przedtuzy¢ czas inkubacji o
dalsze 3 minuty.

Przenies¢ catos¢ do probowki typu eppendorf.

Doda¢ 400 ul roztworu zobojetniajgcego GL3 i wymiesza¢ przez kilkukrotne
odwracanie probdowki.

Wirowac 10 minut przy 10 tys. RPM.

Ostroznie przenies¢ pipetg supernatant do minikolumny do oczyszczania
plazmidowego DNA, uwazajgc by nie przenies$é¢ osadu powstatego po wirowaniu.

Wirowac 1 minute przy 10 tys. RPM.

Wyciggngé minikolumne z probdwki, wylaé przesacz i ponownie wiozyé¢ jg do
probéwki.

Dodac do kolumny 500 ul pierwszego roztworu ptuczgcego W.

10. Wirowaé 1 minute przy 10 tys. RPM.



11. Wyciggnaé minikolumne z probowki, wyla¢ przesacz i ponownie wtozy¢ kolumne do
probéwki.

12. Dodaé do kolumny 600 ul drugiego roztworu ptuczgcego Al.
13. Wirowaé 2 minuty przy 10 tys. RPM.

14. Osuszong minikolumne umies$ci¢ w nowej probowce 1.5 ml i do ztoza znajdujgcego
sie na dnie kolumny doda¢ 80 pl ultraczystej wody DEPC.

15. Prébke inkubowad 3 minuty w temperaturze pokojowe;j.
16. Wirowaé 1 minute przy 6 tys. RPM.
17. Po wirowaniu usungc¢ kolumne i zmierzy¢ stezenie uzyskanego DNA.

18. Wynik umiesci¢ w sprawozdaniu.

Trawienie enzymami restrykcyjnymi

1. Przygotowac i podpisac trzy probéwki odpowiednimi oznaczeniami oraz nazwg grupy

2. Do przygotowanych probowek odpipetowac odczynniki wedtug ponizszej tabelki:

Prébka DNA Bufor do enzymow Enzym Enzym H,0
200 ng restrykcyjnych restrykcyjny | | restrykcyjny Il
1. | pl 1l 1l do 10 ul
2. | pl 1w 1l do 10 ul
K P pl 1l 1l 1l do 10 ul

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

Il. Elektrofereza DNA w zelu agarozowym

Przygotowanie zelu agarozowego (1%)

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




Odwazy¢ odpowiednig ilos¢ agarozy i rozpusci¢ w 50 ml przygotowanego roztworu
buforu TBE w tazni wodne;j.

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

Tak przygotowany zel wyla¢ do przygotowanej podstawki z grzebieniem i pozostawic
do zastygniecia (ok. 30 minut).

Elektroforeza w zelu agarozowym

1.

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

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

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

Do studzienek w zelu agarozowym natozy¢ przygotowane prébki oraz marker
wielkosci prazkow.

Aparat zamkng¢ i podtgczyé do pradu. Zachowac ostroznos¢!!!
Warunki rozdziatu:

- napiecie: 100V

-czas rozdziatu: 45-60 minut

Po zakonczonym rozdziale elektroforetycznym wyniki oglagdaé na transiluminatorze
w swietle UV. UWAGA! Chroni¢ oczy przed UV!!!

Wyniki uzyskane w trakcie rozdziatu umiesci¢ w sprawozdaniu.



