Zaktad Biologii Molekularnej
Materiaty do¢wiczen z przedmiotu:
,BIOLOGIA MOLEKULARNA”

Zaktad Biologii Molekularnej
Wydziat Farmaceutyczny, WUM
ul. Banacha 1, 02-097 Warszawa



Zaktad Biologii Molekularnej, Wydziat FarmaceutygziWUM.

|IZOLACJA DNA Z HODOWLI KOMORKOWEJ. REAKCJA PCR. ELE KTROFOREZAW

ZELU AGAROZOWYM

Uwagi wstpne:

Praca z kwasami nukleinowymi wymaga zachowaniaegginej czystéci, poniewa kwasy

nukleinowe tatwo ulegajdegradacii.

Miejsce do izolacji kwaséw nukleinowych przemywaid@#o etanolem

Wszystkie czynngci wykonujemy w czystychekawiczkach, ktore przemywamy 70% etanolem

1. Izolacja DNA z hodowli komorkowej

Przygotowanie materiatu i protokot izolacji DNA

>
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Pelet z komérek (ok. 1x2@omorek) doktadnie zawigs{przepipetowd) w 10Qul
buforu Tris

Doda 20Qul uniwersalnego buforu lizagego LT

Doda 20ul roztworu Proteinazy K

Catas¢ wymiesza i inkubowa w temp. 37C (20 min)

Przenié¢ probke do 75C i inkubowat 5 min.

Préble intensywnie worteksowa20 s

Wirowa¢ 3 min przy 12ty. RPM

Pobr& supernatant i nani€ na minikolumg do oczyszczania genomowego DNA
Wirowaé 1 min. przy 10-15 ¢ RPM

Wyja¢ minikolumre usury¢ przeacz z dolnej probowki. Kolumgpumiescic
ponownie w tej samej dolnej probowce. Do kolumngatd0Qul roztworu
ptuczacego Al (DNA znajduje sina minikolumnie)

Wirowa¢ 1 min. przy 12 ty. RPM

Usuraé¢ przesacz z dolnej probowki i dodado minikolumny 400l roztworu
ptuczacego Al (DNA znajduje sina minikolumnie)

Wirowa¢ 2 min. przy 12 ty. RPM

Osuszoa minikolumrg umiesci¢c w nowej probowce 2 ml (probéwka bez wieczka) i
do ztaza znajdujcego st na dnie kolumny doda20Qul buforu Tris uprzednio

ogrzanego do temp.75

» Inkubowa préoblke przez 5 min. w temp. pokojowej
» Wirowa¢ 1 min. przy 12 ty. RPM
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» Minikolumne usura¢, a oczyszczone DNA znajdige st w probéwce przeng do
eppendorfa przetrzymywav lodoéwce do czasu dalszych analiz lulyduod razu do
reakcji PCR.

2.Wykonanie reakcji PCR

1.2.Przygotowanie mieszaniny reakejyjn

> Nalezy wykon& tzw. mix reakcyjny na 4 reakcje (1 miks na 4 o9oby

Skitad mieszaniny reakcyjnej

1 reakcja 4 reakcje

Bufor 10x 2ul

dNTP 1ul

starter F 0,5ul

starter R 0,5ul

polimeraza 1ul

matryca

H,0 uzupeiné do 18ul

Na kazda proke kazda osoba indywidualnie doddjeul matrycy (DNA) i 18 ul z
przygotowanego miksu reakcyjnego.

2.2. Po przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej i pdatou do niej matrycy w
odpowiedniej ildci jak zamieszczono povrgj naley wykona reakcg PCR.

PCR wykonujemy w termocyklerze, ktory usizvia ptynna zmiarg temperatury.

Etapy reakcji PCR

1. Denaturacja.- pierwszym etapem jest rozplecenie podwojneglatiatrycowego DNA. W

wysokiej temperaturze (zwykle oka®® °C) pekaja wiazania wodorowe podwdjna helisa

DNA rozdziela st na dwa pojedynczedauchy. W celu uzyskania tego efektu podnasi si
temperatus mieszaniny reakcyjnej do wymaganych 95° na 15 mseku

2. Annealing — hybrydyzacja odcinkow starterowych. Polega narzeniu odcinkow
dwuniciowych, sktadagych st z przygotowanych starterow -gsteczek DNA

komplementarnych do sekwencji DNA oskrzyd@jch gen majcy ulec namngeniu - z
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matrycow czasteczlky DNA. Etap ten zachodzi w temperaturzesaij,
scisle okr&lonej dla danej pary starterowgmiedzy 45-60 °Q, przykczap sic one do
matrycy.

. Elongacja— Na tym etapie zachodzi wlawa synteza DNA i tym samym amplifikacja
pozadanego genu. Podwgzenie temperatury do okof@ °C powoduje utworzenie sha
matrycy, z przydczonymi do niej starterami, kompleksu z polimarBNA, wskutek czego
rozpoczyna si synteza nici komplementarnej do matrycy. Reakejawa zwykle 30

sekund.

Probki po wygciu z termocyklera naly wymieszé, krotko zworteksow@a nastpnie Po

zakaiczonej reakcji nani probke nazel agarozowy

3. Elektroforeza produktow reakcji PCR

Produkt reakcji identyfikujemy rozdziet@ uzyskany materiat welu agarozowym.
Rownoczénie z badanym genem nanosimyzehstandardy masowe - fragmenty DNA o
znanych masach ggteczkowych wyrzonych w ilégci par zasad. Na podstawie pzdoia

badanego genu w stosunku do standardéw masowyeklarky jego wielkd¢.

Potrzebne materiaty i odczynniki:
> Bufor do elektroforezy TAE 1x (10x TAE: 40mM Tri@,12 % kwas octowy, 1mM

EDTA pH 8,0,)

» Agaroza

» Bromek etydyny

» Obciaznik (10x obcaznik: 0,25% bromophenol blue, 0,25% xylene cyan062
ficoll typ 400)

» Saneczki, grzebienie i komora elektroforetyczna

» Wzmacniacz pdu

» Kuchenka mikrofalowa

UWAGA!! Bromek etydyny jest silnym kancerogenem! Nilezy bezwzgédnie
pracowa¢ w rekawiczkach!

Przyqgotowanie 1,5 %zelu agarozoweqo

1. Saneczki wtay¢ w forme i wywazy¢ jej rownowag
2. W saneczki whay¢ grzebig
3. Przygotowa zel agarozowy 1,5% w olgpsci 70 ml

Miejsce na obliczenia
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2.
3.
4.
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Elektroforeza RNA w zelu agarozowym
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Odpowiedna nawake agarozy rozpéci¢ na goaco w buforze TAE 1x
Klarowny roztwoér agarozy ochtodzdo temp ok 50°C

Pod wyciagiem, do roztworu agarozy dadd pl bromku etydyny, zamiesza
Wyla¢ zel na sanaczki, uwajac by nie pojawity si bable powietrza

Zel zastyga ok 20 min

no

Z zelu wychgna¢ grzebia i przenigc¢ saneczki do komory elektroforetycznej
Napeint komor buforem TAE 1x, w iléci, ktéra zapewni pokrycigelu

Préby RNA naley inkubowa& w temp 70°C przez 1 min, a ngstie umidci¢ na
lodzie

natazy¢ nazel: 3 ul markera wielkosci

Przygotowa proby do nateenia nazel: 10 ul préby + 3 pl obcaznika, wymiesza i
natazy¢ nazel

Elektroforez prowadzt przez 30-40 min / 100 V

Po zakaczonej elektroforezie przeanalizodwaynik w swietle UV



