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						IZOLACJA DNA Z KOMÓREK ZWIERZĘCYCH 
					
				

				
					
						 
					
				

			

			
				
					
						Wstęp 
						 
					
				

			

			
				
					
						 Izolacja i oczyszczanie DNA jest kluczowym etapem większości 
					
				

				
					
						procedur stosowanych w biologii molekularnej, diagnostyce i innych 
					
				

				
					
						badaniach. Głównym celem tego etapu jest uzyskanie wysokiej jakości i 
					
				

				
					
						czystości materiału biologicznego, niezależnie od źródła jego pochodzenia. 
					
				

				
					
						Aktualnie dysponujemy bardzo zróżnicowanymi i licznymi metodami 
					
				

				
					
						otrzymywania kwasów nukleinowych, od złożonych, wieloetapowych 
					
				

				
					
						procedur, wykorzystujących rozpuszczalniki organiczne do szybszych, 
					
				

				
					
						prostszych i bezpieczniejszych. Wybór odpowiedniej metody izolacji zależy 
					
				

				
					
						od rodzaju badanego kwasu nukleinowego jaki chcemy uzyskać (DNA 
					
				

				
					
						genomowe, mitochondrialne, plazmidowe, RNA itd.), pochodzenia (roślinne, 
					
				

				
					
						zwierzęce, bakteryjne, wirusowe itd.), rodzaju materiału z jakiego 
					
				

				
					
						przeprowadzamy izolację (z tkanek, organu, hodowli komórkowej itd.), 
					
				

				
					
						oczekiwanych rezultatów (czystość, jakość, czas izolacji itd.) i przeznaczenia 
					
				

				
					
						(PCR, klonowanie, blotting, synteza cDNA itd.).  
					
				

			

			
				
					
						Ogólne zasady izolacji DNA 
					
				

			

			
				
					
						 Znanych jest wiele procedur izolacji DNA, w wyniku których otrzymuje 
					
				

				
					
						się DNA biologicznie aktywny, chemicznie stabilny oraz wolny od RNA i 
					
				

				
					
						białek. Jednakże ze względu na wielkość i wrażliwość chromosomalnego DNA 
					
				

				
					
						praktycznie niemożliwa jest jego izolacja w formie niezmienionej. Część 
					
				

				
					
						DNA ulega mechanicznym uszkodzeniom. 
					
				

				
					
						Opracowanie procedury izolacji DNA wymaga szerokiej wiedzy na temat jego 
					
				

				
					
						chemicznej stabilności i warunków w jakich znajduje się w swoim naturalnym środowisku 
					
				

				
					
						(komórka). Czynniki eksperymentalne, które muszą być wzięte pod uwagę i ich wpływ na 
					
				

				
					
						różne aspekty strukturalne natywnego DNA są zestawione w tabeli 1. 
					
				

			

			
				
					
						Tabela. 1
						 Parametry warunkujące zachowanie natywnej struktury DNA podczas izolacji 
					
				

			

			
				
					
						Lp. Czynniki Wpływ na strukturę DNA 
					
				

				
					
						1. pH 
					
					
						 
					
					
						wiązania wodorowe pomiędzy komplementarnymi 
					
				

				
					
						łańcuchami są stabilne w środowisku o pH = 4 ÷ 10, 
					
				

				
					
						 
					
					
						wiązania fosfodiestrowe w szkielecie DNA są trwałe w 
					
				

				
					
						zakresie pH = 3 ÷ 12, 
					
				

				
					
						 
					
					
						wiązania N-glikozydowe z zasadami purynowymi 
					
				

				
					
						(adeniną i guaniną) ulegają hydrolizie przy pH < 3; 
					
				

				
					
						2. temperatura 
					
					
						 
					
					
						istnieją znaczne różnice w stabilności termicznej 
					
				

				
					
						wiązań wodorowych w podwójnej spirali, ale 
					
				

				
					
						większość DNA uleg a rozpleceniu w temp eraturze 80 ÷ 
					
				

			

			
				
					
						1 
					
				

			

			
			
			
			
		

		
			
				
					
						Lp. 
					
				

			

			
				
					
						Czynniki 
					
				

			

			
				
					
						Wpływ na strukturę DNA 
					
				

			

			
				
					
						90 °C, 
					
				

				
					
						 
					
					
						wiązania N-glikozydowe i fosfodiestrowe są trwałe do 
					
				

				
					
						100 °C; 
					
				

				
					
						3. siła jonowa 
					
					
						 
					
					
						DNA jest bardziej trwały i rozpuszczalny w 
					
				

				
					
						roztworach soli; w stężeniu soli mniejszym niż 0,1 M 
					
				

				
					
						osłabiają 
					
				

			

			
				
					
						się 
					
				

			

			
				
					
						wiązania 
					
				

			

			
				
					
						wodorowe 
					
				

			

			
				
					
						pomiędzy 
					
				

			

			
				
					
						komplementarnymi łańcuchami; 
					
				

			

			
				
					
						4. warunki 
					
				

				
					
						komórkowe 
					
				

			

			
				
					
						 
					
					
						przed uwolnieniem DNA konieczne jest rozbicie ściany 
					
				

				
					
						komórkowej (komórki grzybowe, bakteryjne i in.) i 
					
				

				
					
						liza błon komórkowych (komórki zwierzęce i in.); 
					
				

				
					
						łatwość rozbicia ściany zależy od rodzaju organizmu, 
					
				

				
					
						w niektórych przypadkach konieczne jest intensywne 
					
				

				
					
						ucieranie lub działanie ultradźwiękami (komórki 
					
				

				
					
						drożdży, tytoniu), podczas gdy w innych (
						E. coli
						) 
					
				

				
					
						możliwa jest enzymatyczna hydroliza ściany 
					
				

				
					
						komórkowej, 
					
				

				
					
						 
					
					
						w komórce występuje kilka enzymów, które 
					
				

				
					
						hydrolizują DNA; najistotniejszymi z nich są 
					
				

				
					
						deoksyrybonukleazy, które hydrolizują wiązania 
					
				

				
					
						fosfodiestrowe, 
					
				

				
					
						 
					
					
						natywny DNA występuje w komórkach w kompleksie z 
					
				

				
					
						białkami (histony, helikazy, polimerazy i in.); białka 
					
				

				
					
						te muszą być oddzielone podczas ekstrakcji; 
					
				

			

			
				
					
						5. odporność  
					
				

				
					
						mechaniczna 
					
				

				
					
						DNA 
					
				

			

			
				
					
						 
					
					
						łagodne manipulowanie nie zawsze jest możliwe 
					
				

				
					
						podczas izolacji DNA; ucieranie, wytrząsanie, 
					
				

				
					
						mieszanie i inne czynności mechaniczne mogą 
					
				

				
					
						spowodować rozszczepienie DNA, zwykle nie 
					
				

				
					
						powoduje to zniszczenia drugorzędowej struktury 
					
				

				
					
						DNA, ale zmniejsza długość cząsteczki (fragmentacja). 
					
				

			

			
				
					
						Etapy izolacji DNA 
					
				

			

			
				
					
						Niezależnie od zastosowanej procedury większość metod opiera się na 
					
				

				
					
						kilku podstawowych i niezmiennych etapach izolacji. 
					
				

			

			
				
					
						Tabela. 2
						 Etapy izolacji DNA 
					
				

			

			
				
					
						Lp. 
					
				

			

			
				
					
						Etap 
					
				

			

			
				
					
						Cel etapu i jego przeprowadzenie 
					
				

			

			
				
					
						1. wstępne przygotowanie 
					
				

				
					
						materiału biologicznego 
					
				

				
					
						do izolacji DNA 
					
				

			

			
				
					
						 
					
					
						oczyszczenie, homogenizacja, zawieszenie w
						 
					
				

				
					
						buforze
						 
					
				

				
					
						Materiałem wyjściowym do izolacji DNA może 
					
				

				
					
						być niemal każdy materiał biologiczny (tkanka, 
					
				

				
					
						organ, zawiesina komórkowa i in.). W 
					
				

				
					
						zależności od rodzaju, jak i pochodzenia 
					
				

				
					
						materiału, wstępne przygotowanie może 
					
				

				
					
						obejmować oczyszczenie z różnego rodzaju 
					
				

				
					
						zanieczyszczeń zewnętrznych, pożywki i 
					
				

				
					
						pozostałości innych komórek (przemywanie 
					
				

				
					
						buforami stabilizującymi), rozdrobnienie i 
					
				

				
					
						homog enizację,  
					
				

			

			
				
					
						a 
					
				

			

			
				
					
						następnie 
					
				

			

			
				
					
						zawieszanie 
					
				

			

			
				
					
						2 
					
				

			

			
			
			
			
			
			
			
			
		

		
			
				
					
						Lp. 
					
				

			

			
				
					
						Etap 
					
				

			

			
				
					
						Cel etapu i jego przeprowadzenie 
					
				

				
					
						jednolitej masy komórkowej w odpowiednim 
					
				

				
					
						buforze. 
					
				

			

			
				
					
						2. dezintegracja  
					
				

				
					
						i liza komórek 
					
				

			

			
				
					
						 
					
					
						rozbicie ściany i błony komórkowej
						 
					
				

				
					
						Dezintegrację komórek prowadzi się w 
					
				

				
					
						zależności od rodzaju komórek i tkanek, np. 
					
				

				
					
						poprzez homogenizację (miękkie tkanki 
					
				

				
					
						zwierzęce), sonifikację (zawiesiny komórek), 
					
				

				
					
						rozcieranie (komórki roślinne, bakteryjne), lizę 
					
				

				
					
						detergentami (komórki z hodowli komórkowej), 
					
				

				
					
						lizę 
					
				

			

			
				
					
						enzymatyczną 
					
				

			

			
				
					
						(komórki 
					
				

			

			
				
					
						bakteryjne, 
					
				

			

			
				
					
						drożdżowe) i in.  
					
				

				
					
						 
					
					
						uwolnienie DNA i innych komponentów
						 
					
				

				
					
						wewnątrzkomórkowych do roztworu
						  
					
				

				
					
						Destrukcji błon zewnętrznych towarzyszy 
					
				

				
					
						uwolnienie DNA oraz innych komponentów 
					
				

				
					
						wewnątrzkomórkowych. Stąd bardzo istotne jest 
					
				

				
					
						zachowanie odpowiednich warunków, aby kwas 
					
				

				
					
						nukleinowy nie uległ uszkodzeniom.  
					
				

				
					
						Do rozpuszczenia DNA i lizy komórek służy 
					
				

				
					
						roztwór soli, najczęściej NaCl, zawierający Tris 
					
				

				
					
						i EDTA. DNA będąc związkiem jonowym jest 
					
				

				
					
						bardziej stabilny i rozpuszczalny w roztworze 
					
				

				
					
						soli niż w wodzie destylowanej. Tris ma za 
					
				

				
					
						zadanie utrzymać stałe pH roztworu (lekko 
					
				

				
					
						zasadowe). EDTA wiąże jony metali Cd
					
					
						2+
					
					
						, Mg
					
					
						2+
					
					
						, 
					
				

				
					
						Mn
					
					
						2+
					
					
						, które mogłyby tworzyć sole z anionowymi 
					
				

				
					
						grupami fosforanowymi DNA oraz hamuje 
					
				

				
					
						działanie deoksyrybonukleaz, które wymagają 
					
				

				
					
						dla swojej aktywności obecności jonów Mg
					
					
						2+
					
					
						 lub 
					
				

				
					
						Mn
					
					
						2+
					
					
						. 
					
				

			

			
				
					
						3. inaktywacja nukleaz 
					
				

				
					
						komórkowych  
					
				

			

			
				
					
						 
					
					
						zabezpieczenie 
					
				

			

			
				
					
						DNA 
					
				

			

			
				
					
						przed 
					
				

			

			
				
					
						enzymami 
					
				

			

			
				
					
						nukleolitycznymi
						 
					
				

				
					
						Uwalniający się z komórki kwas nukleinowy jest 
					
				

				
					
						narażony na działanie degradujące nukleaz – 
					
				

				
					
						enzymów katalizujących hydrolizę 1- i 2-
					
				

				
					
						niciowych kwasów nukleinowych (endo-, egzo-, 
					
				

				
					
						detoksy-, rybonukleazy i in.), przecinających 
					
				

				
					
						wiązania fosfodiestrowe. Unieczynnienie ich 
					
				

				
					
						prowadzi się silnymi enzymami 
					
				

				
					
						proteolitycznymi (np. proteinazą K lub pronazą). 
					
				

			

			
				
					
						4. oddzielenie kwasu  
					
				

				
					
						nukleinowego od  
					
				

				
					
						pozostałych 
					
				

				
					
						komponentów 
					
				

				
					
						komórkowych 
					
				

			

			
				
					
						 
					
					
						dysocjacja kompleksów DNA-białko
						 
					
				

				
					
						Celem zniesienia oddziaływań jonowych pomiędzy 
					
				

				
					
						naładowanymi dodatnio histonami i innymi białkami a 
					
				

				
					
						ujemnie naładowanym szkieletem DNA stosuje się 
					
				

				
					
						różnego rodzaju detergenty oraz sole. Z czego sól sodowa 
					
				

				
					
						siarczanu dodecylu (SDS) wiąże się z białkami i nadaje im 
					
				

				
					
						silnie anionowy charakter, a także działa jako czynnik 
					
				

				
					
						denaturujący deoksyrybonukleazy i inne białka. Łagodnie 
					
				

				
					
						alkaliczne środowisko (pH = 8,0) zmniejsza 
					
				

			

			
				
					
						3 
					
				

			

			
			
			
			
			
			
		

		
			
				
					
						Lp. 
					
				

			

			
				
					
						Etap 
					
				

			

			
				
					
						Cel etapu i jego przeprowadzenie 
					
				

				
					
						oddziaływania elektrostatyczne pomiędzy DNA a 
					
				

				
					
						zasadowymi histonami i polikationowymi aminami, 
					
				

				
					
						przyczynia się także do zmniejszenia aktywności nukleaz i 
					
				

				
					
						denaturacji innych białek. Zaś sole w wysokich stężeniach 
					
				

				
					
						(NaCl, NaClO
					
					
						4
					
					
						 lub inną sól) zapewniają całkowitą 
					
				

				
					
						dysocjację 
					
				

			

			
				
					
						kompleksów 
					
				

			

			
				
					
						DNA-białko  
					
				

			

			
				
					
						i usuwają związane kationowe poliaminy; 
					
				

				
					
						 
					
					
						oddzielenie DNA od innych rozpuszczalnych
						 
					
				

				
					
						komponentów komórkowych
						  
					
				

				
					
						Całkowite odbiałczanie roztworu, przed 
					
				

				
					
						wytrąceniem DNA, przeprowadza się poprzez 
					
				

				
					
						ekstrakcję rozpuszczalnikami organicznymi, np. 
					
				

				
					
						działaniem mieszaniną fenolu (powoduje 
					
				

				
					
						denaturację białek), chloroformu (powoduje 
					
				

				
					
						powierzchniową denaturację białek i stabilizuje 
					
				

				
					
						granicę fazową, gdzie koncentruje się białko) i 
					
				

				
					
						alkoholu izoamylowego (zapobiega parowaniu 
					
				

				
					
						chloroformu), a następnie odwirowanie. 
					
				

			

			
				
					
						5. zagęszczenie 
					
				

				
					
						preparatu DNA i 
					
				

				
					
						usunięcie  
					
				

				
					
						zanieczyszczeń  
					
				

				
					
						małocząsteczkowych 
					
				

			

			
				
					
						 
					
					
						uzyskanie roztworu DNA o pożądanej czystości i
						 
					
				

				
					
						gęstości
						 
					
				

				
					
						Po ekstrakcji kwasy nukleinowe znajdują się, 
					
				

				
					
						przeważnie w dużym rozcieńczeniu, w fazie 
					
				

				
					
						wodnej, zanieczyszczonej małocząsteczkowymi 
					
				

				
					
						związkami. Dodając rozpuszczalnik organiczny 
					
				

				
					
						(np. etanol lub izopropanol) zmniejsza się 
					
				

				
					
						polarność środowiska, co powoduje 
					
				

				
					
						zmniejszenie rozpuszczalności DNA, 
					
				

				
					
						posiadającego strukturę jonową i DNA tworzy 
					
				

				
					
						nitkowate osady, które można zebrać poprzez 
					
				

				
					
						odwirowanie. RNA w obecności alkoholu 
					
				

				
					
						etylowego  zwykle nie strąca się tak jak DNA i 
					
				

				
					
						występuje jedynie jako drobne zanieczyszczenie, 
					
				

				
					
						zaś przy precypitacji  izopropanolem pozostaje 
					
				

				
					
						w roztworze. Efektywność wytrącania kwasów 
					
				

				
					
						nukleinowych zwiększa się poprzez dodatek soli 
					
				

				
					
						(np. NaCl, CH
					
					
						3 
					
					
						COOH, LiCl, MgCl, czy 
					
				

				
					
						CH
					
					
						3 
					
					
						COONH
					
					
						4 
					
					
						). 
					
				

				
					
						 
					
					
						Po wytrąceniu i przemyciu 70 % etanolem, DNA 
					
				

				
					
						pozostawia się do wyschnięcia i następnie 
					
				

				
					
						zawiesza w małej objętości buforu o niskiej sile 
					
				

				
					
						jonowej (np. bufor TE) lub w wodzie. 
					
				

			

			
				
					
						Materiały i sprzęt 
					
				

			

			
				
					
						mln] 
					
				

				
					
						2. Bufor lizujący, stosowany podczas izolacji całkowitego DNA 
					
				

				
					
						komórkowego  
					
				

			

			
				
					
						[5 
					
				

			

			
				
					
						4 
					
				

			

			
				
					
						1. Komórki nowotworowe pochodzenia ludzkiego linii HCT-8 (komórki raka  
					
				

				
					
						jelita grubego), MOLT4 (komórki białaczki) lub innego typu  
					
				

			

			
			
		

		
			
				
					
						(10 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 0,5 % SDS; pH 7,4)  [1 
					
				

				
					
						mln] 
					
				

				
					
						3. Bufor TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA; pH 8,0) 
					
				

			

			
				
					
						[120 
					
				

			

			
				
					
						 [1,2 mln] 
					
				

				
					
						5. Roztwór alkoholu etylowego (70 %)  
					
				

			

			
				
					
						[1 
					
				

			

			
				
					
						ml] 
					
				

				
					
						6. Roztwór alkoholu etylowego (96 %)  
					
				

			

			
				
					
						[1 
					
				

			

			
				
					
						ml] 
					
				

				
					
						7. Roztwór buforowany PBS (0,14 M NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH
					
					
						2 
					
					
						PO
					
					
						4 
					
					
						, 
					
				

				
					
						8,1 mM Na
					
					
						2 
					
					
						HPO
					
					
						4 
					
					
						; pH 7,2) 
					
				

			

			
				
					
						[10 
					
				

			

			
				
					
						mln] 
					
				

				
					
						8 . Ro zt  ór   a Cl (5   );   
					
				

			

			
				
					
						[5 0  
					
				

			

			
				
					
						µl] 
					
				

				
					
						9 . Ro zt  ór  R a z y A (1   g /  l )    
					
				

			

			
				
					
						[2 5  
					
				

			

			
				
					
						µl] 
					
				

				
					
						10. Roztwór wodny proteinazy K (1 mg/ml) 
					
				

			

			
				
					
						µl] 
					
				

			

			
				
					
						[120 
					
				

			

			
				
					
						1. Probówka wirówkowa 50 ml z korkiem 
					
				

			

			
				
					
						[l] 
					
				

			

			
				
					
						3. Pipety automatyczne; 5 ml, 1 ml, 0,1 ml, 0,02 ml  
					
				

			

			
				
					
						[6] 
					
				

			

			
				
					
						4. Tipsy do pipet automatycznych 
					
				

				
					
						5. Wytrząsa rk a  t yp u   o rt ex  
					
				

			

			
				
					
						6. SpeedVac, model 5301 firmy Eppendorf, Niemcy  
					
				

			

			
				
					
						7. Wirówka, typ 5417 R firmy Eppendorf, Niemcy 
					
				

				
					
						8. Łaźnia wodna lub termoblok 
					
				

			

			
				
					
						Wykonanie ćwiczenia 
					
				

			

			
				
					
						Praca w grupach 3 – 4-osobowych 
					
				

				
					
						Czas trwania ćwiczenia: 3 godziny 
					
				

				
					
						 
					
					
						Osad komórek nowotworowych w ilości 5 milionów, uwolniony od 
					
				

				
					
						pożywki i  
					
				

				
					
						2-krotnie przemyty buforem PBS, zawiesić w 100 µl sterylnego 
					
				

				
					
						roztworu TE i przenieść powstałą zawiesinę do 2 probówek eppendorfa 
					
				

				
					
						o objętości 1,5 ml; 
					
				

				
					
						 
					
					
						Do każdej próbówki dodać po 0,5 ml buforu lizującego oraz 12 µl 
					
				

				
					
						roztworu RNazy A o stężeniu 1 mg/ml, a następnie inkubować przez 1 
					
				

				
					
						godzinę w 37 °C; 
					
				

			

			
				
					
						 
					
					
						Do lizatu dodać 60 µl roztworu proteinazy K o stężeniu 1 mg/ml i 
					
				

				
					
						również inkubować co najmniej przez 1 godzinę w 50 °C; 
					
				

				
					
						 
					
					
						Po inkubacji roztwór rozcieńczyć wodą do 600 µl i dodać równą 
					
				

				
					
						objętość mieszaniny chloroform-alkohol izoamylowy (600 µl) i całość 
					
				

				
					
						mieszać aż do powstania emulsji  
					
				

				
					
						(5 minut na worteksie). Uzyskaną mieszaninę rozdzielić przez 
					
				

				
					
						wirowanie  
					
				

				
					
						(14000 RPM/25 °C/10 min); 
					
				

			

			
				
					
						5 
					
				

			

			
				
					
						µl] 
					
				

				
					
						4. Mieszanina chloroform-alkohol izoamylowy (24:1)  
					
				

			

			
				
					
						2. Probówki typu Eppendorf 1,5 ml 
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