DNA Izolasyonu

Saflastirilmak istenen DNA ya genomik DNA’dir ya da genomik olmayan mtDNA, chIDNA,

plasmit DNAsidir. DNA izolasyon kitleri, genomik ve genomik olmayan DNA izole etmemizi

saglayan standartlastirilmis paketlerdir. Cesitli amaglar i¢in tasarlanmis olan DNA izolasyon

kitleri bulunmaktadir. Bazi tip izolasyon kitleri, agaroz jellerinden ve PCR reaksiyonu sonrasi

istenilen DNA’y1 ayristirmamiza olanak saglamaktadir. Bu tip izolasyon kitleri, DNA’nin

baglanmasina olanak saglayan platformlardan olusur (membran, kolon). DNA izolasyon

kitleri deney asamalarin1 kisaltmakla birlikte, daha etkili bir sekilde DNA izolasyonu

yapabilmemizi saglayan araclardir. Biiyilk pargalar halinde izole edilmek istenen DNA

molekiillerini dikkatli bir sekilde islemek gerekmektedir. Biiylik pargalar kirilmaya ve zarar

gormeye, kiiciik parcalardan daha ¢ok meyilli olduklarindan dolayi. Biiylik DNA parcalarini

izole ederken farkli metotlar uygulamak gerekmektedir.

Alkaline-SDS Plasmit Minipreleri

Miniprep’ler bakteri kiiltiirtinden plasmit DNA’s1 izole etmenizi saglar.

Materyaller :

37 derecede muhafaza edilen, bir gece cogalmaya birakilmis 5 ml’lik bakteri kiiltiirii.
Steril mikfiij tlipleri
Buz
Soliisyon 1 ( 25mM Tris-HCI, PH 8.0, 50 ml glikoz ¢6zeltisi, 10 mM EDTA ) [Buzda
bekletilmesi onerilir]
Soliisyon 2 (0.2 N NaOH, %]1°lik SDS ¢ozeltisi) [Solusyon 2°nin oda sicakliginda ve
deney Oncesi taze olarak hazirlanmasi onerilir]
Soliisyon 3 ( 5M potasyum asetat) {Buzda bekletilmesi 6nerilir]

- 120 ml potasyum asetat + 23 ml asetik asit + 57 ml su)
TE tampon soliisyonu
%70’lik ve %100’liik etanol
RNase A ( DNase’siz) [2 mg/ml’lik parcalar halinde -20’de saklanmasi onerilir,
hazirlamis oldugunuz RNase’1 kullandiktan sonra -20 derecede saklamak kosulu ile,

baska deneyleriniz i¢in kullanabilirsiniz]
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Prosediir:

12.

13.
14.
15.
16.

1.5 ml’lik bakteri kiiltlir 6rnegi, mikrofijj tliplerine konulur

2 dakika 10000g kuvvetiyle merkezka¢ kuvvetine (santrifiij) maruz birakilir.
Cokeltinin tistlinde kalan kisim (supernatant) atilir.

Pellet, 100 pl soliisyon 1 ile yikandiktan sonra, 2 dakika diisiik hizde vorteks yapilir.
Ornekleri 5 dakika oda sicakliginda, soliisyon 1°de bekletmek, bakteri hiicre zarmin
¢Ozlinmesi i¢in Onerilen siiredir.

200 pl soliisyon 2 eklendikten sonra, tiipler ters ¢evrilerek karistirilir ( vorteks yapmak
DNAya zarar verebilir)

Tiipler 5 dakika buzda bekletilir

150 pl soliisyon 3 eklendikten sonra, tiipler ters ¢evrilerek 20 saniye kadar karigtirilir.
5 dakika buzda bekletilir

Tiipler, 12000g’de 5 dakikalik merkezkag kuvvetine maruz birakilir

. DNA’y1 igeren supernatant pipet ile alinip, baska bir tiibe aktarilir

.5 ul 2mg/ml’lik RNase soliisyonu supernatanta eklenir ve 37 derecede 5 dakika

bekletilir.
450 pul’lik fenol-kloroform ¢dzeltisi eklendikten sonra RNase A’y1 uzaklastirmak igin
asagidaki islemler uygulanir

1 ml soguk %100’liik etanol eklenir ve -80 derecede 20 dakika ¢okelmesi beklenir
Supernatant ¢ekilir
Pellet %70’lik etanol ile yikanir ve kurumasi i¢in vakum altinda 5 dakika bekletilir

Pellet tekrardan 25 ul’lik TE tampon ¢ozeltisi ile ¢oziiliir

Deney sonucu, elde edilen malzemeden, 2-4 ul jel yiiriitiilerek incelenmek i¢in ayrilir, geri

kalan malzemenin -20 derecede saklanmasi Onerilir.

DNA Orneklerinin Fenol ile Ekstraksiyonu

Fenol ekstrakyonu DNA ve RNA 6rnekleri icin siklikla kullanilmaktadir. Bu yontemin amaci,

izolasyonla beraber gelebilecek protein kontaminasyonundan kurtulmaktir. Fenol ve su

birbiriyle karistirildiginda, farkli fazlar olustururlar. Sivi ¢ozeltideki DNA, fenol ile

karistirlldiginda, proteinler fenol kismina geger ve saf DNA’y1 iceren sivi ¢ozelti faz farki

kullanilarak ayristirilir.
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Materyaller:

Direngli plastik tiipler

TE ile doyurulmus fenol:kloroform:isoamil alkol (25:24:1)
Kloroform : isoamil alkol (24:1)

Pipet ve pipet uglari

Prosediir:

I.

DNA o6rnegi ile ayn1 hacimde fenol-kloroform soliisyonu eklenir ( 1.5 ml’lik mikrofiij

tiipleri i¢in, toplam hacmin 500 ul’yi agmamasi onerilir

2. 20 saniye vorteks yapilir

3. Oda sicakliginda, fazlarin ayrilmasi i¢in yiiksek hizla santrifiij yapulir.

4. Pipet kullanilarak, iistteki siv1 kisim, daha asagidaki yogun kisma dikkat edilerek alinir
ve yeni bir tiipe aktarilir.

5. Alinan kisma ayni hacimde kloroform eklenir ve 2.,3. ve 4. Adimlar tekrarlanir.

6. Hazir olan 6rnekler igin tiipler isaretlenir

DNA’nin Etanol kullanilarak Cokeltilmesi
DNA c¢okeltilmesi islemi, prosediir steplerinde, 6rnegimizin igine karismis olan
kloroform’u ayristirmamizi ve 6rnegimizi yogunlastirmamizi saglar.
Prosediir:

1. Maksimum 450 pl’lik DNA 6rnegimize, 1 /10 hacim oraninda, pH 4.8’de 3 M’lik Na-
asetat eklenir ve ters ¢evrilerek yavasca karistirilir.

2. Toplam hacmin iki kat1 %95°1lik veya %100°liikk etanol eklenir ve karistirilir

3. Karstirilan 6rnekler, soguk ortamda ¢okeltilmeye birakilir. [-20 °C’ ta tiim gece
(overnight), -70 °C’ ta 30 dakika veya kuru buzda 5 dakika]

4. 4°C’ ta 12000 rpm’de 15-30 dakika sentrifiij yapilir

5. Supernatant ayrigtirilir

6. Pellet %70’lik etanol ile yikanir

7. Ornek kurutulur
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8. DNA, pH 8.0 TE tampon ¢ozeltisi ile karistirilir (10 mM Tris-HCL, 0.1 mM EDTA).

DNA’nin soliisyona karigmadig1 durumlarda, TE eklenmesine devam edilir.

Niikleik Asik Konsantrasyonu ve Safligimin UV spektroskopisi ile Belirlenmesi

1. Spektrometre acilir

2. UV lambasinin islemden 20 dakika dnce 1sitilmasi Onerilir.

3. Kullanilacak 6rnek su veya tampon ¢ozeltide olan DNA veya RNA olabilir, bu tiir
orneklerde, DNA veya RNA nasil bir ¢ozelti i¢indeyse, kullanacagimiz referans
(blank) 6rnek, ilgili materyalin bulundugu ¢ozelti olmalidir. Bir baska deyisle, analiz
edilecek DNA su i¢indeyse, referans su olmalidir.

4. Kuartz kiivetlere (UV dalga boyunda 1s1k kullanilacagi i¢in bu dalga boyunu
gecirmeyen cam kiivetler kullanilamaz), 6rnek ve referans eklenir ve spektrometreye
yerlestirilir

5. Dalga boyu 260 nm’ye ayarlanir

6. Eger spektrometrede sadece bir defalik 6lgiim yapilabiliyorsa, ilk 6nce referans
kullanilarak 6l¢iim yapilir ve spektrometre referans olarak ayarlanir. Sonraki
adimlarda, drneklerin oldugu kiivetler spektrometreye yerlestirilir

7. O.D (optical density) degerleri okunur

8. Dalga boyu 280 nm’ye ayarlanir, blank i¢in ayn1 islemler uygulanir. Degerler 280
nm’de igleme tabi tutulur

9. Asagidaki bilgiler goz 6niinde bulundurularak konsantrasyon degerleri hesaplanir.

1 Ajeo ¢ift sarmallit DNA birimi = 50pg ‘dir ( 50 pg/ml 260 nm’de 1 birimlik
0.D’ye sahiptir)

1 Ao tek zincirli DNA =37 pug

1 Ao tek zincirli RNA= 40 pg

28



(50 ug DNA/mI)

DNA konsantrasyonu(pg/ml) = (ODyg) X (dillsyon faktori) x

1 ODy¢ birim

10. Cokeltmeden sonra toplam tiriin miktar1 hesaplanir

Miktar = (DNA konsantrasyonu pg/ml) x ( toplam hacim(ml))

11. Orneklerin saflig1, spektrometrede 260 nm ve 280 nm ile yapilan dlgiimlerin
karsilastirilmasindan hesaplanir. 260/280 orani, 6rneklerin safligi ile ilgili tahmini bir
karsilastirma olanagi sunar. Saf bir sekilde ¢okelttigimiz DNA 6rneklerinin 260/280
orani yaklasik 1.8’dir, RNA i¢i ayn1 oran 2.0’dr.
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