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Analiza jakoSciowa i ilosSciowa kwasow nukleinowych

1. lzolacja DNA

Przeprowadzic izolacje DNA metoda kolumienkowqg wedtug schematu:
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10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.

Osad komorek doktadnie zawiesi¢ (przepipetowac) w 100 pl buforu Tris.

Doda¢ 200 pl buforu lizujacego LT.

Doda¢ 20 ul roztworu proteinazy K.

Catos¢ wymieszac przez odwracanie probowki i inkubowa¢ w temperaturze 37°C (15 min).
Przenies$¢ probéwke do 70°C 1 inkubowac¢ 5 min.

Wirowaé¢ 3 min przy 13 tys. rpm.

Pobra¢ supernatant i nanie$¢ na minikolumng do oczyszczania genomowego DNA.

Wirowac¢ 1 min przy 13 ty$. rpm.

Wyjaé minikolumne 1 wyla¢ przesacz z odbieralnika do pojemnika na odpady ptynne. Kolumne
umiesci¢ ponownie w tym samym odbieralniku. Do kolumny doda¢ 500 pl roztworu pluczacego
Al (DNA znajduje si¢ na minikolumnie).

Do probowki 1,5 ml odpipetowa¢ 100 ul buforu Tris 1 wstawi¢ go do termobloku o temp 70 °C.
Ogrzewa¢ az do momentu wykonania punktu nr 15 (ogrzany bufor bgdzie potrzebny do punktu
nr 15).

Minikolumn¢ wraz z odbieralnikiem wirowac¢ 1 min przy 13 tys. rpm.

Usuna¢ przesacz z odbieralnika i doda¢ do minikolumny 400 pl roztworu pluczacego A1 (DNA
znajduje si¢ na minikolumnie).

Wirowac 2 min przy 13 tys. rpm.

Minikolumne¢ umiesci¢ W nowej probowce bez wieczka i do zloza znajdujacego si¢ na dnie
kolumny doda¢ 100 pul buforu Tris uprzednio ogrzanego do 70°C.

Inkubowa¢ 2 min w temperaturze pokojowej.

Wirowac 1 min przy 13 tys. rpm.

Minikolumne usungé, a oczyszczone DNA znajdujace si¢ w probowce przenie$¢ pipeta do

eppendorfa.



2. Reakcja PCR identyfikujaca gen ACTB

Wykonanie mieszaniny reakcyjnej

1. Nalezy wykona¢ tzw. mix reakcyjny wedlug schematu ponizej, dodajac poszczegdlne ilosci do

probéwki o objetosci 100 pl.

Master Mix 12,5 ul
Starter F 1,25 ul
Starter R 1,25 ul
Wyizolowane DNA 10 pl

2. Przygotowany mix zworteksowac¢ lub kilkukrotnie przepipetowac i zwirowac.
3. Opisaé probki i wlozy¢ do termocyklera.

4. Reakcje PCR prowadzi¢ w nast¢pujacych warunkach:

2min | 95°C
30 sek | 95°C
30 sek | 49,7° C | 30 cykli
30sek | 72°C
2min | 72°C

5. Probki po wyjeciu z termocyklera nalezy krotko zworteksowac.



3. lzolacja RNA

Przeprowadzié¢ izolacje RNA metodg Chomczynskiego

1. Osad komorek zawiesi¢ w 0,5 ml Trizolu (dobrze ,,przepipetowac”).

2. Inkubowa¢ 5 min w temp pokojoweyj.

w

Doda¢ 100 ul chloroformu i wytrzasa¢ w r¢ku przez 15s — uwaga, ,,leje” si¢ z pipety — niskie
napigcie powierzchniowe.

Inkubowa¢ 2-3 min w temperaturze pokojowej.

Wirowa¢ 11 500 rpm / 10 min / 4°C.

Gorna wodna faze przenies¢ do nowej probowki.

Doda¢ 0,25 ml izopropanolu i delikatnie wymiesza¢, obracajgc probowke.
Inkubowa¢ 5 min w temperaturze pokojowej.
Wirowac¢ 11 500 rpm / 7 min / 4°C.
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10. Po wirowaniu obserwowac osad na dnie probowki i uwaznie odla¢ supernatant, nie naruszajac
osadu.

11. Przemy¢ osad RNA dodajac 0,5 ml 75% etanolu — jezeli po dodaniu etanolu, osad wcigz
bedzie obecny na dnie probowki, proby nalezy delikatnie zworteksowa¢ — do momentu
oderwania si¢ osadu z dna probowki.

12. Wirowac 9 000 rpm / 5 min / 4°C.

13. Odrzuci¢ supernatant obserwujac osad RNA.

14. Osad RNA suszy¢ na powietrzu, pozostawiajac probowke otwarta i ustawiajac ja do gory
dnem na bibule przez 10 — 20 min.

15. RNA zawiesi¢ w 30 pl wody (wolnej od RNaz, woda do wstrzykiwan).

Wytracanie RNA

~ Faza wodna
Faza posrednia
aza organiczna

Rye. 1. Rozdzial faz podczas izolacji RNA

A

Osad RNA



3. Ocena jakosciowa kwaséw nukleinowych - elektroforeza w zelu
agarozowym

Przygotowanie Zelu agarozowego

1. Saneczki wlozy¢ w forme i wywazy¢ jej rownowage.
2. W saneczki wlozy¢ grzebien.
3. Przygotowac 2 zele agarozowe:
a. 1,2 % w objetosci 70 ml (mate saneczki) lub 140 ml (duze saneczki);
b. 1,8 % w objetosci 70 ml (mate saneczki) lub 140 ml (duze saneczki).
4. Do nawazki agarozy doda¢ buforu TAE 1x.
5. Odpowiednia nawazke agarozy rozpusci¢ na goragco w buforze TAE 1x (uzy¢ kuchenki
mikrofalowej).
Klarowny roztwor agarozy ochtodzi¢ do temp ok 50°C.

Dodac¢ 4 ul syber safe i zamieszac.
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Wyla¢ Zel na saneczki, uwazajac by nie pojawity si¢ bable powietrza.
9. Zel zastyga ok 20 min.

Elektroforeza RNA w Zelu agarozowym

1. Z zelu wyciagnaé grzebien i przenies¢ saneczki do komory elektroforetycznej.
2. Napehi¢ komorg buforem TAE 1x, w ilo$ci ktdra zapewni pokrycie Zelu.
3. Przygotowac¢ proby do natozenia na zel:
a. Odpipetowa¢ 10 pl préby DNA + 5 ul obciaznika;
b. Odpipetowac 10 pl proby RNA + 5 pl obcigznika;
c. Odpipetowac 10 pl proby produktu PCR + 5 pl obciaznika.
4. wymieszaé przez przepipetowanie w probowce i nalozy¢ na zel — jezeli pozostat ptyn na
Sciance probowki, nalezy probg zwirowac.
5. Elektroforeze prowadzi¢ przez 30 min / 80V.

6. Po zakonczonej elektroforezie przeanalizowa¢ wynik w §wietle UV.

RNA dobrej jakokci

Zdcgradowane
RNA

Rye. 2. Przykladowy rozdzial elektroforetyczny RNA w Zelu agarozowym.



4. Ocena ilosciowa kwasow nukleinowych

Pomiar spektrofotometryczny

1.
2.
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7.

Dokona¢ pomiaru spektrofotometrycznego z uzyciem spektrofotometru.

Wykona¢ rozcienczenie analizowanych prob
a. Do eppendorfa doda¢ 380 ul wody do iniekcji i 20 ul wyizolowanego DNA
b. Do eppendorfa doda¢ 380 ul wody do iniekcji i 20 ul wyizolowanego RNA

Probki zworteksowaé i zwirowac.

Mieszaning przenies¢ do kuwety pomiarowe;j.

Dokona¢ odczytu przy dtugosci fali 230 nm, 260 nm i 280 nm.

Wyliczy¢ stezenie DNA i1 RNA korzystajac ze wzorow:

a. DlaDNA
CDNA =50 * A(260nm)* R
gdzie:

R - rozciehczenie

Absorbancja [A (260nm)] rowna 1, odpowiada 50 pg DNA

b. Dla RNA
CDNA =40 * A(260nm)* R
gdzie:

R - rozcienczenie
Absorbancja [A (260nm)] réwna 1, odpowiada 40 pg RNA
Obliczy¢ stosunek 260 nm/ 280 nm oraz 260 nm/ 230 nm.



