Izolacja DNA

reszta jedna z czterech
kwasu zasad azotowych:
fosforowego - adenina (A)
\‘ - guanina (G)
- cytozyna (C)

- tymina (T)

cukier - deoksyryboza
Schemat budowy nukleotydu DNA

tymina
adenina

koniec 5 .

_ 3

e m
szkielet

z fosforanu o’\:

i deoksyrybozy
o
T qu

komec 3 cytozyna [™  Wiazania wodorowe wystepuja pomiedzy
guanina keniec 5 nukleotydami i ulegajg rozpadowi w temp.
95 °C.

Znanych jest wiele procedur izolacji DNA, w wyniku ktérych otrzymuje si¢ DNA:
* Dbiologicznie aktywne,
+ chemicznie stabilne
» wolne od RNA i biatek

Czeg$¢ DNA ulega mechanicznym uszkodzeniom.

Natywny DNA wystepuje w komorkach w kompleksie z biatkami, biatka te musza by¢
oddzielone podczas ekstrakcji aby to 0siggnac stosuje si¢ proteinaze K oraz detergenty.
Proteinaza K :

e szerokie spektrum dziatania

e jest w stanie strawi¢ keratyne

e zrywa wigzania peptydowe

e trawi i usuwa zanieczyszczenia biatkowe podczas izolacji kwasoéw nukleinowych



Detergenty w buforze lizujgcym powoduja:

Zniesienie oddziatywan jonowych pomiedzy natadowanymi dodatnio histonami i
innymi biatkami a ujemnie natadowanym szkieletem DNA.
Dezintegracj¢ blony komodrkowej oraz jadrowe;.

Sherlock AX Zestaw do izolacji genomowego DNA z materiatdéw o jego sladowej
zawarto$ci (plamy krwi, nasienia i §liny, wlosy i siers¢, tkanki zakonserwowane w
parafinie i formalinie, tkanki §wieze, krew §wieza i mrozona). Procedura z
precypitacja DNA.
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liza adsorpcja DNA przemywanie elucja izolat

Rycina §. Schemat izolacji DNA metoda kolumienkowa.

Schemat wigzania si¢ DNA do ztoza (oddzialywania elektrostatyczne):
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precypitacja — zjawisko powstawania osadu w roztworze, w trakcie izolacji DNA umozliwia
to zatgzenie preparatu oraz jego otrzymanie w zgdanym buforze , wykorzystuje si¢ do tego
celu min. izopropanol oraz obecne w roztworze kationy ;
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elucja - proces wymywania za pomoca eluentu (tzw. fazy ruchome;j) substancji
adsorpcjowanej wczesniej na fazie statej (stacjonarnej). W trakcie oczyszczania DNA z
wykorzystaniem kolumn, elucja polega na zrywaniu wigzan elektrostatycznych ktore
wytworzyty si¢ pomiedzy krzemionka-kationami-DNA.

Tissue Cell DNA
Dissociation Lysis Binding Wash

Elution

OZNACZANIE STOPNIA CZYSTOSCI DNA
absorbancja - proces pochtaniania energii fali elektromagnetycznej przez substancje.
Natezenie swiatta wigzki przechodzacej przez substancj¢ ulega zmniejszeniu w wyniku
,»pochlaniana” cze$ci Swiatla.
spektrofotometr — aparat do pomiaru absorbancji
maksimum absorbancji:

* Bialek — 280nm
*  DNA -260nm

Czystos¢ DNA:

Stosunek Azeo/A2so

Idealnie czyste DNA: Azso/Azgo = 1.8
Zaniesczyszczenie biatkami: Azeo/Azg0 < 1.8
Zanieczyszczenie fenolem lub RNA: Azeo/Azgo > 1.8



