Ocena efektywnosci i jakosci wyizolowanego DNA
l. Elektroforeza wyizolowanego genomowego DNA na zelu agarozowym.

1. Przygotowanie 0,8% zelu ( na ,,male saneczki”, 8 dotkéw):

- 0,4 g agarozy rozpuszczamy w 50 ml 1x buforze TBE. Podgrzewamy w mikrofaléwce ok. 1-1,5 min, nie
dopuszczajac do zagotowania.

-po ostudzeniu (tem. ciata), dodajemy 3 ul barwnika fluorescencyjnego Midorii green (nietoksyczny;
zastepuje toksyczny bromek etydyny; interkaluje z DNA podczas elektroforezy umozliwiajgc po elektroforezie obejrze¢
otrzymanego produktu, po wzbudzeniu UV)

- roztwor agarozy wylewamy do saneczek w wstawionym grzebieniem na odpowiednig ilo$¢ dotkdow.
Usuwamy pecherzyki powietrza tipsem. Czekamy ok 15-25 min az zel zastygnie.

2. Przygotowanie roztworu DNA oraz wzorca (drabinka na 1 kb; zakres od 250 — 10000 bp):
Kazda préba:

- 12 pl danej probki DNA rozpuszczone w wodzie
- 3 pl buforu obcigzajgcego Loading6bx

Drabinka:

- 3ul gen ruler 1kb (juz z Loading6bx)
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3. Elektroforeza

- do urzadzenia wla¢ bufor 1XTBE

- zainstalowad saneczki z zelem agarozowym tak aby
grzebien znajdowat sie od strony anody (-);

- Wyjac grzebien

Przebieg elektroforezy
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- zamkng¢ pokrywe, podpig¢ anode i katode migracje DNA

- ustawic napiecie pradu na 100V
-uruchomi¢ elektroforeze na ok 30 minut.
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- zakonczenie elektroforezy: aparat odtgczany jest od zrédta pradu, zel przenosimy pod transiluminator UV.
Oceniamy efekt elektroforezy —powinien by¢ widoczny wyrazny, bez smug, pragzek genomowego DNA na wysokosci
ok 7000-10000bp.
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Bufor elektroforetyczny 10X TBE zawiera 1.0 M Tris (pH 8.3), 0.9 M kwasu borowego oraz 10 mM EDTA. Aby otrzymac roztwor
roboczy (1X) nalezy uzupetnic destylowana woda (na kazde 50 ml dodac 450 ml wody) otrzymujac roztwor zawierajacy 100 mM Tris
(pH 8.3), 90 mM kwasu borowego oraz 1 mM EDTA.

Uwagi

- Stezony bufor powinien byc¢ rozciericzony do roboczego stezenia 1X przed uzyciem.

- Zalecamy uzycie swiezo sporzadzonego buforu przed kazdag elektroforeza.



Pomiar ilo$ci DNA w prdébie z uzyciem spektrofotometru Viarioskan (Thermo scientific)

Wprowadzenie.

Po skoriczonej izolacji kwasow nukleinowych musimy wiedziec jakie jest stezenie i czystos¢ materiatu przed
wykonaniem jakichkolwiek badan. Podczas ekstrakcji kwaséw nukleinowych uzywa sie rozpuszczalnikow
organicznych (fenol, chloroform, alkohole) oraz soli (np. chlorek lub izotiocyjanian guanidyny), ktére mogq
inhibowac reakcje enzymatyczne takie jak PCR, RT-PCR, znakowanie rybonukleotyddw i inne. RNA
zanieczyszczone solami takze szybciej degraduje (nawet przechowywany w -80 °C!). Dlatego tak wazna jest
poprawna analiza jakosciowa i ilosciowa kazdej probki. Wygodng formq takiej analizy jest pomiar
absorbancji przy dtugosci fali 230, 260 i 280nm. Obecnie wiekszosc laboratoriow dysponuje systemami typu
NanoDrop (Thermo Scientific), ktére mierzq te parametry w kropli <1,5ul i automatycznie przeliczajg
absorbancje na stezenie i czystos¢ biatkowq oraz organiczng. Wyznaczajq takze wykres absorbancji, bardzo
pomocny przy ustalaniu Zrédta zanieczyszczen kwasow nukleinowych

Analiza jakosciowa: maksimum absorbancji biatek, czestego zanieczyszczenia DNA przy izolacji manualnej, wynosi
280 nm, zas zanieczyszczenia organiczne posiadajg najwyzszq absorbancje ponizej 240 nm. Przyjeto wiec arbitralnie
230nm jako dtugosc fali dobrze okreslajgcq stopien zanieczyszczen rozpuszczalnikami organicznymi.

* Miarg stopnia czystosci kwaséw nukleinowych jest stosunek A260/230 oraz A260/280. Przyjmuje sie, ze
czyste DNA lub RNA ma A260/280>1,8 i A260/230>1,8. Idealnie czyste RNA rozpuszczone w wodzie DEPC moze miec
A260/230 nawet ok. 2,20.Na doktadng wartosc¢ tego parametru nieznacznie wplywa uzyty bufor, ale generalnie
parametry dobrze wyizolowanego DNA lub RNA oscylujg wokdt 1,8 — 2,05.Najprosciej rzecz ujmujgc oznacza to, ze
absorbancja przy maksimum dla kwasdéw nukleinowych (A260) jest 2x wieksza niz absorbancja tta i zanieczyszczen.

* Krytyczne dla reakcji enzymatycznych sq wartosci A260/280 i A260/230<1,4. Nizsze wartosci mogq
spowodowac bardzo kiepskie wyniki amplifikacji np. metodq Real-Time PCR czy tez stabe znakowanie sond do
mikromacierzy. Przy A260/230<1 nawet zwykty RT-PCR moze okazac sie problemem. Dlatego w przypadku kiepskiej
czystosci nalezy powtorzyc ekstrakcje alkoholem.

Diugos¢ fali (nm) substancje absorbujgce

230 EDTA, polisacharydy, etanol
260 DNA, RNA

270 fenol

280 biatka

320 drobiny komdrkowe

Wykonanie ¢éwiczenia:

1. Przetrzeé ptytke uDrop™ etanolem, delikatnie wysuszy¢ recznikiem papierowym
2. Nanies¢ proby kontrolne (jatowa woda) oraz préby badane na doftki, po 2 pl
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Wykona¢ pomiary. Ocenié czystos¢ prob i efektywnosé izolacji (z 25mg suchej tkanki — 5 - 40ug genomowego DNA )
Stosunek absorbancji $wiadczgcej o czystosci wyizolowanego DNA

A260/280 >1,8 (ponizej 1,4 nie nadaje sie do amplifikacji)

A260/230>2,0

DNA concentration (ug/ pl) = Abs260 x 50 pg/ ul


http://www.nanodrop.com/Default.aspx

